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干细胞凭借其自我更新能力和多向分化潜能，在再生医

学领域具有广阔的应用前景 [1-7]。然而，一些临床试验未能

显示出任何益处，这可能是由于干细胞临床治疗不可避免的

局限性，如传代过程中功能衰退、异质性扩大、批次间疗效波

动、存在免疫排斥和致瘤性风险，并且有限的扩增能力制约

规模化生产产能，生物学效能受微环境影响大，治疗效果难

标准化等 [8-10]。而干细胞来源外泌体作为无细胞治疗策略，

为突破以上瓶颈提供新路径。干细胞外泌体是由干细胞分

泌的 30 ~ 150 nm 纳米级囊泡，携带生物活性物质，介导细胞

通讯 [11]。与干细胞相比，外泌体因具有更低的免疫原性及致

瘤风险而安全性更高；具有工程化改造潜力，可增强靶向性

和治疗效能；且其便于储存和运输，临床适用性更强 [12-13]。

尽管外泌体疗法在诸多领域实现突破，但其临床转化

仍面临 3 大核心挑战。一是规模化生产与标准化难题，不同

来源干细胞和不同制备批次的外泌体异质性显著，影响治疗

效果；二是治疗效能亟待优化，需进一步提升外泌体的靶向

性、递送效率和功能活性；三是储存时活性维持困难，冷冻、

冻干过程造成外泌体活性成分损失，因此需要开发新型保护

剂保障外泌体活性成分长期稳定。为应对这些挑战，本综述

提出多维度解决方案：一是借助建立永生化干细胞系或应

用微载体联合生物反应器，实现外泌体的稳定扩增；二是运

用基因修饰、化学修饰等工程化手段增强外泌体功能；三是

开发低温保存新技术，减少冻存过程中对外泌体膜的破坏和

活性成分的损失 （图 1）。
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本综述聚焦干细胞外泌体临床转化的核心挑战，提出细

胞质控与规模化培养提升外泌体产量和均一性、工程化改造

增强功能和开发革新低温保存体系 3 大应对策略，旨在推动

其从“概念验证”迈向“标准化治疗”时代，为再生医学提供

可临床应用的无细胞治疗方案。

1  干细胞外泌体：无细胞治疗的新范式

1.1  干细胞治疗的潜力与局限

干细胞凭借自我更新与多向分化潜能，成为再生医学的

革命性工具：在组织修复领域，间充质干细胞 （mesenchymal 
stem cells，MSCs）通过旁分泌作用促进血管生成 [1]，加速心

肌梗死后的心脏功能恢复 [2]；在免疫调控方面，干细胞可调

节 T 细胞、B 细胞及巨噬细胞活性，已应用于移植物抗宿主

病 （graft-versus-host disease，GVHD）和系统性红斑狼疮等

自身免疫性疾病的治疗 [3-4]；干细胞在治疗 SARS-CoV-2 和

流感病毒方面也展现良好的潜力 [5]；结合基因编辑技术 （如

CRISPR-Cas9），诱导多能干细胞可精准修正致病突变，分化

为功能性细胞，治疗镰状细胞贫血等遗传病 [6]；抗衰老方向

干细胞则通过清除衰老细胞和激活内源修复通路等机制延

缓机体衰退 [7]。截至 2025 年 6 月，全球干细胞临床试验超

7 500 项，覆盖血液病和神经退行性疾病等几十种适应证。

目前，全球已获批十多款干细胞药物，主要聚焦 GVHD 与退

行性疾病。2025 年 1 月，中国首款脐带源 MSCs （umbilical 
cord mesenchymal stem cells，UC-MSCs）药物艾米迈托赛注

射液获批上市，专为治疗 14 岁以上消化道受累为主且激素

治疗无效的急性 GVHD，标志着中国干细胞治疗进入标准化

时代。

尽管干细胞疗法前景广阔，但一些临床试验未能证实

其疗效，凸显临床转化过程中的关键瓶颈：（1）功能衰退与

异质性：传代过程中出现的干细胞衰老、表观遗传漂变及转

录组异质性扩大，导致细胞功能下降 [8]；（2）规模化生产限

制：原代干细胞扩增能力有限，难以满足产业化需求；（3） 
安全风险：异体干细胞表达主要组织相容性复合体 （major 
histocompatibility complex，MHC）-Ⅰ分子，可激活宿主免疫

排斥，而未分化残留细胞或基因编辑脱靶则存在形成畸胎

瘤 / 肿瘤的风险 （尤其在多能干细胞中）[9]；（4）疗效标准化

困境：干细胞功能高度依赖特定微环境 （如缺氧、炎症因子

梯度），导致同一批次细胞在不同患者体内疗效差异显著 [10]。

正是这些严峻挑战，促使研究者转向探索规避活细胞应用限

制的无细胞外泌体疗法。

1.2  干细胞外泌体作为替代疗法的兴起

面对干细胞疗法在功能衰退、规模化生产、安全风险

及疗效异质性方面的核心瓶颈，外泌体疗法作为替代方案

应运而生。干细胞分泌的外泌体是纳米级脂质囊泡 （30 ~ 

图 1  干细胞外泌体疗法临床转化三大核心挑战及应对策略
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150 nm），富含 miRNA、功能性蛋白及脂质等生物活性物质，

充当细胞间通讯载体直接调控受体细胞 [11]。这种“无细胞

化”策略规避活细胞移植缺陷，同时递送干细胞核心功能物

质，成为再生医学的新突破口。

外泌体疗法的革命性优势体现在 3 个方面：（1）安全

性突破： 其天然低免疫原性 （几乎不表达 MHC-Ⅰ / Ⅱ）降

低异体输注的免疫排斥风险，无细胞核与增殖能力，规避畸

胎瘤形成和异位定植风险 [12]；（2）高效工程化潜力：相较于

复杂的细胞工程 （需基因编辑、长期扩增筛选且存在脱靶风

险），外泌体可通过电穿孔、化学偶联等简便方法直接修饰，

或通过高效内源性改造 （修饰亲本细胞）负载核酸 / 药物 /
CRISPR 系统，大幅提升靶向性、递送效率及治疗功能 [13]；

（3）生产与临床应用便捷性：外泌体可长期冻存或冻干粉室

温保存，生产工艺易于放大，且批次质量更易标准化监测，克

服干细胞在液氮存储、存活率低、规模化生产局限及批次差

异大等瓶颈。因此，外泌体有望成为干细胞疗法极具潜力的

替代方案。

2  干细胞外泌体临床转化的关键挑战

尽管外泌体疗法在多个领域取得突破，然而，其临床转

化进程仍面临 3 大核心瓶颈：规模化生产与标准化困境、治

疗效能优化需求以及储存活性维持挑战。

首先，外泌体的临床转化面临制备标准化与规模化生

产的双重挑战。一方面，外泌体存在异质性，不同细胞来源、

供体差异 （年龄、健康状况）及培养代次、生物环境等条件均

导致其 RNA 组成与功能活性波动，为质量控制和标准化带

来困难 [14]。另一方面，产能瓶颈突出，原代干细胞 2D 培养

扩增能力有限，难以满足规模化临床需求；主流分离技术各

存局限，超速离心法 （金标准）效率低、成本高和高剪切力易

损伤外泌体膜结构；尺寸排阻色谱法虽能保持完整性与活

性且操作简便，却不适合大量样本；聚合物共沉淀法可扩展

性强但纯度低，混杂脂蛋白 / 核酸等杂质 [15]。因此，突破细

胞培养限制、提升产能、开发高效高纯度分离技术、有效降低

异质性和提高批次稳定性，是实现外泌体疗法广泛应用亟待

解决的关键问题。

其次，外泌体的治疗效能有待进一步提升。外泌体作为

天然递送系统，其治疗效能取决于精准靶向递送效率及内容

物的成分。在复杂病理微环境中，天然外泌体的器官趋向性

仍显薄弱，亟需通过表面工程化修饰提升特异靶向能力。同

时，天然外泌体所含的 miRNA、功能蛋白等活性物质往往丰

度不足，需借助基因编辑或装载包封等工程化手段增强其治

疗功能。因此，双重工程化改造 （靶向优化 + 内容物强化） 是
突破外泌体现有疗效不足、推动临床应用转化的关键路径。

再次，外泌体储存技术亟待突破。尽管《人源间充质干

细胞外泌体制备与检验规范》 （编号：T/FDSA 0049—2024）
给出 -80 ℃储存并避免反复冻融及温度波动的储存建议。

但研究表明，在缺乏有效冻存保护剂的条件下，长期保存仍

会导致外泌体膜结构破坏、颗粒聚集，且无法有效保护 RNA

等活性成分 [16]。当前冷冻保存技术的缺失已严重损害外泌

体的生物活性和临床应用有效性，成为制约行业发展的关键

技术瓶颈，亟需开发创新的外泌体保存方案。

3  干细胞外泌体临床转化挑战的应对策略

3.1  外泌体的异质性及产量限制问题

外泌体的异质性是制约其临床应用的核心瓶颈之一。

这种异质性并非单一因素所致，而是细胞来源、供体特征、培

养条件及微环境等多维度因素动态交织作用的结果，直接影

响外泌体的内含物组成 （如蛋白质、核酸、脂质）、功能稳定性

（如免疫调节、组织修复）及临床疗效 [17]。

3.1.1  细胞来源与供体差异

许多研究证实，不同来源的 MSCs 生物学特性具有显著

差异。例如，脂肪来源 MSCs （adipose-derived mesenchymal 
stem cells，AD-MSCs）的 增 殖 能 力 比 骨 髓 MSCs （bone 
marrow mesenchymal stem cells，BM-MSCs）更强，BM-MSCs
更倾向于向成骨细胞分化，AD-MSCs 具有更高的血管生成

潜力 [18]。不同的细胞类型导致其分泌的外泌体异质性也被

证实。研究表明，AD-MSCs 外泌体具有显著的促血管生成

优势，而 UC-MSCs 外泌体的免疫调节能力更强 [19]。另外，不

同供体的外泌体在功能与分子特征上也存在差异。一项纳

入 13 项研究的分析报告表明，MSCs 外泌体在骨愈合方面均

显示出优于对照组的效果，然而，研究之间的异质性和报告

偏倚的可能性限制对获益程度的信心 [20]。

3.1.2  干细胞代次差异与表观遗传漂变

干细胞在连续传代过程中发生的代际差异与表观遗传

漂变，是导致其功能异质性的另一核心驱动因素。随着传代

次数的增加，干细胞会经历功能衰退 （如增殖能力下降、分化

潜能改变）及表观遗传模式的动态调整 （如 DNA 甲基化、组

蛋白修饰的变化），这种漂变扩大细胞亚群异质性，导致外泌

体内容物和疗效的批次间波动 [21]。并且，受限于传代次数，

细胞持续产率不足制约外泌体产量提升，严重阻碍其规模化

生产的可持续性。

3.1.3  培养条件及微环境

近年研究发现，除细胞本身的生物学差异，细胞的培养

参数及微环境也会影响外泌体表型。例如，外泌体内容物会

随炎性信号的变化而改变，细胞内钙离子水平的升高、缺氧

和酸性条件均会改变外泌体的分泌量和生物功能。而细胞

培养的时间、培养基成分和剪切应力等参数的不同，也被证

明会影响外泌体的特性 [22]。

为提高外泌体生产过程中的均一性及产量，需从源头

（细胞与供体）、过程 （培养与工程化）和终点 （质量控制）3 个
层面协同优化。因此，需严格限定细胞来源，根据临床需求

选择表型稳定、功能一致的细胞类型 （如 UC-MSCs 用于免

疫调节、AD-MSCs 用于血管生成），避免因细胞来源混杂导

致的外泌体功能异质性；建立供体筛选标准，减少供体间

差异对外泌体分子特征的影响。需限制传代次数及批次，

避免高代次细胞的功能退化；通过基因工程技术稳定表观
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遗传状态，减少细胞亚群的异质性，确保外泌体内容物的一

致性；也可建立永生化细胞系，提高干细胞的稳定性，突破

传代瓶颈。系统优化细胞的培养参数，确定细胞接种密度、

培养体系、培养基成分、pH 值和氧浓度等微环境条件。最

后，还需建立全流程质量监测体系，结合纳米颗粒跟踪分析

（nanoparticle tracking analysis，NTA）、透射电镜、流式细胞

术、组学检测及功能验证，定期对外泌体的理化性质、分子特

征及功能进行检测，及时发现异质性波动。

3.2  有效和可扩展的外泌体生产策略

3.2.1  大规模细胞培养创新系统

大规模的体外细胞培养是获取足够量外泌体的基础。

平面 2D 细胞培养虽操作简便、成本较低，但细胞贴壁生长

模式导致比表面积受限，单位体积细胞密度通常 < （1.1 ~ 
1.5）×106 个细胞 / mL，难以满足临床级外泌体量产需求 [23]。

近些年发展的 3D 细胞培养体系，通过构建三维空间结构，

模拟细胞间质相互作用及细胞外基质的力学信号传导，提升

细胞分化潜能与趋化因子分泌量 [24]；同时利用空间扩增优

势，在微载体或固定床反应器中实现细胞密度突破性增长，

产能较 2D 提升数十倍以上，为外泌体工业化生产提供核心

支撑 [25]。

生物反应器联合微载体技术是最常见的 3D 培养体

系 [26]。生物反应器有搅拌式生物反应器、固定床生物反应器、

模式生物反应器和气升式生物反应器等多种类型。将各类

型反应器的特点及优缺点总结在表 1。
微载体材料选择多样，包括可生物降解的水凝胶、壳聚

糖和透明质酸等聚合物 [27]。如清华大学团队采用自主研发的

3D TableTrixTM 微载片，在 1 L 生物反应器中，AD-MSCs 7 d
扩增 500 倍，细胞收获量达到 1.05 × 109 个细胞，微载体降解

后细胞回收率高达 （98.6 ± 0.1）﹪，活性 > 90 ﹪。该技术可

放大至 15 L 规模，单批次产量达 2 × 1010 个细胞 （1 975 倍

扩增），并通过自动化收获装置 （3D FloTrix® vivaPREP）实

现制剂化 [28]。另一研究利用基于同步光学相干层析技术打

印的海藻酸钠 - 明胶水凝胶支架 （具 4 级仿生结构），实现胚

胎干细胞 4 d 扩增 11.4 倍，产量达 2 × 108 个细胞 / 次 （满足

临床单次移植量需求）[29]。

多项研究证实，3D 培养技术可提升干细胞外泌体产量

及功能。例如，Haraszti 等 [30] 使用微载体 3D 培养细胞系统，

外泌体产量达 2D 培养的 20 倍，结合切向流过滤后，产量进

一步增至 3D 离心的 7 倍。中空纤维生物反应器的外泌体

产率是 2D 培养的 7.5 倍 [31]。3D 打印支架 - 灌注生物反应

器系统使 MSCs 外泌体产量提升 40 ~ 80 倍。并且，灌注系

统产生的外泌体改善糖尿病小鼠伤口愈合，与 2D 产生的

MSCs 外泌体相比，伤口组织中的 CD31+ 染色增加，提示血

管生成增强 [32]。因此，3D 细胞培养可突破外泌体规模化产

能瓶颈，其产物在组织再生 （如软骨修复、伤口愈合）中展现

更优治疗潜力。

3.2.2 永生化技术延长细胞寿命

干细胞虽然具有自我更新和多向分化潜能，但其传代过

程中的异质性和衰老问题是再生医学和细胞治疗领域的核

心挑战。研究表明，干细胞随着传代次数的增加，传代过程

中 DNA 复制错误、表观遗传修饰 （如 DNA 甲基化、组蛋白

修饰）失调，导致子代细胞基因表达谱分化，形成功能差异，

导致异质性的加剧 [21]。另外，原代干细胞随着传代增加展现

出干细胞衰老性质，表现为增殖减缓和干性减弱等现象 [33]。

异质性增加和有限的培养寿命极大的增加体外细胞培养成

本并影响其功能均一化，也成为限制干细胞外泌体临床转

化的重要挑战。建立永生化或抗衰老的细胞系，不仅可以保

证细胞的增殖速率，还可降低批次异质性，保证外泌体临床

应用的供应和均一化。

基因编辑介导永生化是最常用的方法。端粒酶逆转录

酶 （human telomerase reverse transcriptase，hTERT）可以维

持甚至增加端粒长度，防止细胞衰老。例如，慢病毒载体导

入 hTERT 基因至人 BM-MSCs，平均端粒长度从 9.2 kb 增

至 18.6 kb，突破复制性衰老限制，对照组 MSCs 在 26 代后

衰老停滞，而 MSC-hTERTs 持续增殖超 260 代 （> 2.5 年），

在连续传代培养过程中，细胞保持成骨细胞标记物的产生

和分化潜力，不形成肿瘤，核型正常 [34]。猿猴空泡病毒 40 
（simian virus 40，SV40）基因，特别是大 T （large T，LT）抗原，

可抑制肿瘤蛋白 p53 和视网膜母细胞瘤蛋白 （retinoblastoma 
protein，pRb）通路，阻断细胞周期停滞，促进细胞连续分

裂和生长。多项研究表明，引入 SV40-LT 基因可诱导人

BM- MSCs、牙髓干细胞 （dental pulp stem cells，DPSCs）稳

表 1  常用生物反应器类型及优缺点

生物反应器类型 核心结构 / 原理 关键优势 主要局限

搅拌式生物反应器 机械搅拌桨驱动培养液

与微载体混合

混合效率高，均质性好；易联用微载体，兼容性

强；支持高细胞密度 （达 1×107 个细胞 /mL）
剪切力可能造成细胞损伤，需优化桨叶设

计 （如螺旋桨式）与转速控制策略

固定床式生物反应器 细胞贴附于多孔载体

（如海绵状基质）内部生

长

提供低剪切力环境，适合脆弱细胞 （如神经干细

胞）；载体稳定性高，利于长期培养

载体内部易形成营养 / 氧气梯度，导致深

层细胞坏死风险升高；载体清洗与细胞回

收困难

气升式生物反应器 底部通入气体驱动培养

液循环 （无机械搅拌）

剪切力极低，细胞存活率高；结构简单，不易污

染

大规模培养时氧传输效率不足 （气泡对氧

溶解能力有限）；循环控制精度要求高

膜式生物反应器

（中空纤维）

模拟毛细血管结构，利

用选择性渗透膜实现物

质交换

维持稳态微环境，保护细胞活性；高效回收高质

量外泌体；工艺重复性好，易放大生产

膜污染可能导致通量下降，需定期维护；

初始设备投资成本高
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定连续传代 50 代未现衰老 [35-36]。除此之外，来自人乳头瘤

病毒的癌蛋白，如 E6 和 E7，可以抑制 p53 和 pRb 这类肿瘤

抑制途径，促进细胞周期进展和延长细胞增殖寿命。细胞

MYC 原癌基因阻断 p53 的促凋亡活性，允许细胞逃避程序

性细胞死亡，即使存在 DNA 损伤也能继续增殖 [37]。

永生化干细胞系，克服原代干细胞寿命短和衰老等局限

性，允许大量生产具有质量和效力一致性的外泌体。多项研

究已经验证永生化 MSCs 外泌体的治疗功效 [38-40]。因此，建

立永生化干细胞系，是有效解决外泌体产能不足和质量一致

性差的路径之一。

3.2.3 优化培养条件提升外泌体产量

除了大规模的细胞培养，优化特定培养成分也能提

升外泌体产量。例如：培养基中添加抗转化生长因子 -β
（transforming growth factor-β，TGF-β）单域抗体 （通常与 β-
巯基乙醇联用），该抗体通过阻断 TGF-β 信号通路 （一种影

响细胞行为的关键因子），经由反馈机制诱导 MSCs 增强

外泌体分泌，使产量提升 1.5 倍以上 （CN202411441316）。
DMEM/F12 培养基、无外泌体血清、5'- 腺苷酸、丝切蛋白 -1、
膜联蛋白 V、L-α- 磷脂酰丝氨酸和 N- 乙酰氨基葡萄糖的培

养基，不仅可维持 MSCs 长期培养达到 15 ~ 20 d，并能持续

刺激外泌体的分泌，其分泌量是常规收集方法的 20 ~ 30 倍

（CN117844747A）。

物理与化学刺激也是大幅提升外泌体产量的有效策略。

多项研究证实，机械刺激通过激活特定信号通路增强细胞的

外泌体分泌。Guo 等 [41] 报道，将 DPSCs 和 AD-MSCs 接种

于 3D 支架，并施加流速为 0.5、1.0 mL/min 的流动刺激，其

外泌体产量分别提升至对照组的 24 倍和 37 倍；骨骼肌细

胞施加 25 ﹪应变、1 Hz 的循环拉伸刺激，外泌体产量增加

11 倍；该效应由 Yes 关联蛋白 （yes-associated protein，YAP）
机械敏感通路介导，使用 YAP 抑制剂可完全阻断分泌增强，

证实 YAP 的核心作用。Wang 等 [42] 报道牙周韧带细胞在循

环拉伸 24 h 后，外泌体分泌量相比静态培养提高 30 倍。声

波与电刺激同样有效。使用 4 W、10 MHz 的超声波照射，可

使外泌体的产量增加 8 ~ 10 倍。应用 0.34 mA/ cm² 的电场

刺激小鼠黑色素瘤细胞和小鼠成纤维细胞 60 min，在维持细

胞活力和颗粒分布的同时，外泌体分泌率提高 1.7 倍 [43]。

环境因素调控是另一重要方法。中度缺氧处理 （0.5 ﹪ ~ 
1 ﹪氧气），可轻微增强 MSCs 的外泌体释放 [44]。另外，低

pH 值也会促进外泌体的释放。研究证实，AD-MSCs 细胞释

放的外泌体以及由此产生的miRNA-136-5p水平在 pH值 6.8 
时高于 pH 值 7.4 [45]。

3.2.4  发展高效外泌体提取纯化方法

外泌体的提取和纯化工艺的优化是未来外泌体临床应

用发展的关键。目前常见的外泌体提取方法包括超速离心

法、密度梯度离心法、免疫亲和法、聚合物沉淀法、尺寸排阻

法和超滤法等。每种方法各有优缺点 （表 2）[46]。综合来看

这些方法都无法同时解决纯度、得率和特异性的平衡，需根

据研究目的进行选择。

这里，介绍几种在纯度、回收率、通量及自动化程度上均

有突破的外泌体提取纯化创新技术 （表 3）。
超声纳滤技术 （EXODUS 系统）是汇芯生物研发的全

自动外泌体提取系统。其核心技术是将负压振荡和双耦合

超声振荡系统作用于纳米超滤芯片上，样本中的游离核酸与

蛋白等杂质通过纳米孔快速去除并截留外泌体，实现外泌

体的富集和纯化。该系统可实现全自动的外泌体收集，支持

微量样本 （如泪液、脑脊液）至升级规模样的外泌体提取，杂

蛋白去除效率 > 99 ﹪，回收率 > 90 ﹪ （http://www.huixinbio.
com/home/product/exodus.html）。Cytiva 公司开发新一代的 
CytivaTM superSEC 填料，结合切向流和尺寸排阻富集纯化

外泌体。CytivaTM SuperSEC 填料通过高分辨率尺寸排阻与

优化的流体动力学特性，缩短尺寸排阻层析循环时间并提升

杂质去除效率，其与切向流联用的工作流程不仅能温和、高

效富集外泌体，还可通过重复循环实现大体积样本处理，相

比传统填料 SepharoseTM CL-2B，该方案纯度指数更高、工艺

灵活性更强，为外泌体规模化生产与临床应用提供可靠解决

方案 （https://www.cytivalifesciences.com.cn/zh/cn/solutions/ 

表 2  当前常用外泌体提取技术的原理及优缺点

分离方法 原理 优点 缺点

超速离心法 利用不同离心力分步去除细胞、碎片及

大囊泡，最终高速沉淀外泌体

标准方法，适用大体积样本量；操作

简单，无需特殊试剂

耗时较长；设备昂贵；外泌体易破损；不适

用于微量样本

密度梯度离心法 在超速离心基础上，通过蔗糖 / 碘克沙

醇形成密度梯度，利用外泌体与其他颗

粒的密度差异进行分离

纯度高；有效去除蛋白污染 耗时较长；设备昂贵；回收率低；操作复杂

聚合物沉淀法 亲水聚合物与外泌体相结合，形成疏水

层，降低其溶解度，低速离心即可沉淀

操作简单，无需超离设备；适用各类

体积样本

蛋白质等杂质多；聚合物残留干扰下游分析

尺寸排阻色谱法 多孔凝胶柱按分子粒径尺寸分离，大分

子外泌体先洗脱

保留完整结构与活性；纯度高，蛋白

污染少

步骤繁琐，需多步离心、过滤；耗时长；柱材

成本高、易堵塞；不适合大量样本处理

免疫亲和法 抗体修饰磁珠特异性结合外泌体表面

标志物 （如 CD63/CD81）
特异性高，适合亚群研究；纯度高，降

低蛋白等杂质干扰

抗体成本高；不适合大量样本处理；抗体结

合可能损伤功能活性

超滤法 超滤膜截留外泌体，滤除小分子 成本低；耗时短；适用各类体积样本 纯度低；膜吸附和堵塞导致外泌体损失；剪

切力致结构变形
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cell-therapy/knowledge-center/resources/exosome-isolation-in-
a-scalable-workflow-for-purification-of-exosomes-using-tff-and-
sec）。微流控技术通过微米级通道设计对液体进行精准调控，

在微量样本处理、高活性外泌体获取及临床即时诊断场景中

具有独特的应用价值。Hua 等 [47] 设计一种基于双切向流的

微流控分离装置，结合双切向技术与两种孔径的纳米多孔

膜，实现对30 ~ 200 nm外泌体的高效分离与富集。Peng等 [48]

开发一种创新的微流控芯片设计，它结合化学发光检测和杂

交链反应技术，用于乳腺癌外泌体多靶标 miRNA 的检测，

可以更加高灵敏度、更准确的分析不同类型外泌体 miRNA。

Duan 等 [49] 和 Ye 等 [50] 从 DPSCs 裂解液中首次分离出一种

新型囊泡，命名为细胞内泌体。他们发现无论在形态、大小、

蛋白标记物方面内泌体与外泌体高度相似，并且其内碱性成

纤维细胞生长因子、脑源性神经营养因子和表皮生长因子受

体等多种生长因子的含量高于外泌体。内泌体的提取全程

在低温下进行“冷萃”，结果发现内泌体的提取效率是外泌

体的 16 倍，该研究为高效提取细胞囊泡提供一种低成本的

新思路。

3.3  外泌体工程化改造增强功能

外泌体的治疗效能主要取决于两大核心要素：靶向递

送效率和所携带的生物活性物质 （如 miRNA、mRNA、蛋白

质和脂质）治疗效力。尽管在模拟生理条件的体外实验中，

天然外泌体可能表现出一定的趋向性，但在体内复杂的病

理微环境下 （如实体瘤的异常血管化、致密基质屏障、炎症

部位高通透性血管或特定器官的生理屏障），其固有的、未经

修饰的靶向能力往往薄弱且非特异性。因此，提升病理条

件下外泌体的特异性靶向递送能力，是突破其临床应用瓶

颈的关键所在。此外，天然外泌体其携带的治疗性分子 （如 
miRNA、蛋白质）含量通常较低，难以产生显著且持续的治

疗效果。为了赋予外泌体更强的治疗功能，必须通过主动的

工程化改造对其内容物进行精准操控和强化 （图 2）。
3.3.1  外泌体的靶向性优化策略

表面工程化修饰是提升外泌体稳定性和靶向性的常用

策略，主要包括基因工程、化学修饰和物理方法。其中，基

因工程通过对供体细胞或外泌体进行基因编辑，将靶向肽

或抗体片段融合表达于溶酶体相关膜蛋白 2b （lysosomal-
associated membrane protein 2b，Lamp2b）、CD63 等跨膜蛋

白上，从而使外泌体表面展示特定分子，实现精准定位 [51]。

例如，狂犬病病毒糖蛋白肽修饰的外泌体可靶向神经元乙

酰胆碱受体，提升脑部递送效率 [52]。Zheng 等 [53] 将唾液酸

化 LewisX 抗原 （sialyl Lewis X，sLeX）糖基化位点融合表

达在 CD63 的胞外段上，从而使外泌体表面修饰 sLeX，使修

饰后的外泌体特异性靶向结肠炎小鼠模型中结肠上皮细胞。

Du 等 [54] 团队通过构建过表达“别吃我”信号蛋白 CD47 的

外泌体，有效减少单核吞噬细胞系统的清除，增强其在肝脏

血窦内皮细胞的靶向积累，改善小鼠肝损伤治疗效果且未观

察到不良反应。基因工程的优势在于修饰分子表达稳定，但

其技术相对复杂且周期较长。

化学修饰是除基因工程外另一类常用的外泌体表面工

程化策略，主要利用外泌体膜分子的特定官能团 （如氨基、巯

基、羧基和醛基）或脂质双层的疏水性进行修饰。（1）基于

官能团的共价修饰：通过化学反应使修饰分子 （如肽、抗体、

适配体、聚合物、小分子药物和荧光染料）上的互补官能团

与外泌体表面的官能团形成共价键。例如，Geng 等 [55] 利用

巯基 - 马来酰亚胺反应，将环状精氨酸 - 甘氨酸 - 天冬氨酸 -
酪氨酸 - 半胱氨酸肽共价连接到外泌体表面，使其能特异性

靶向胶质母细胞瘤细胞过表达的整合素 αvβ3 受体，从而增

强外泌体的肿瘤靶向能力；（2）基于疏水相互作用的膜插

入：利用修饰分子末端的疏水性基团 （如磷脂衍生物）自发

插入到外泌体的脂质双层膜中。最常用的锚定分子是二硬

脂酰基磷脂酰乙醇胺 - 聚乙二醇 [1,2-Distearoyl-Sn-Glycero-
3-Phosphoethanolamine-Poly （ethylene glycol），DSPE-PEG]，

其疏水性 DSPE 部分嵌入脂质双层以固定分子，亲水性 PEG 
链则减少非特异性蛋白吸附，同时可连接靶向配体。Fan 
等 [56] 合成 DSPE-PEG- 抗 -CD40 和 DSPE-PEG-PLGVA- 抗 - 
PD-L1，通过疏水插入将其修饰于外泌体表面。这种设计将

靶向递送 （针对肿瘤微环境）与免疫检查点阻断 （抗 CD40 
和抗 PD-L1）相结合，有效提升抗肿瘤治疗效果。

表 3  近期外泌体提取纯化创新技术

技术名称 核心原理 / 技术 关键优势 应用场景 / 特点

超声纳滤技术（EXODUS 系

统，汇芯生物）

负压振荡 + 双耦合超声振荡作用

于纳米超滤芯片，快速去除游离核

酸 / 蛋白杂质并截留外泌体

全自动操作；支持微量样本（泪液、脑

脊液）至规模化样本提取；杂蛋白去

除效率 > 99 ﹪；回收率 > 90 ﹪

适用于需要高纯度、高回收率且样

本量波动大的研究或临床场景

CytivaTM superSEC 填料（切向

流联用，Cytiva 公司）

高分辨率尺寸排阻层析 + 优化流

体动力学设计，结合切向流富集

缩短层析循环时间；提升杂质去除

效率；纯度指数高于传统填料 （如

SepharoseTM CL-2B）

为外泌体规模化生产与临床应用

提供可靠解决方案 （如生物制药

级外泌体纯化）

微流控技术 [47-48] 分离型：双切向流 + 两种孔径纳

米多孔膜；检测型：化学发光检测

+ 杂交链反应

微量样本处理（如临床少量血液）、高

活性外泌体获取；高灵敏度外泌体多

靶标 miRNA 检测

适用于临床即时诊断 （如肿瘤标

志物外泌体快速检测）、微量样本

的高精准分离

细胞内泌体提取 [49-50] 低温“冷萃”裂解 DPSCs 细胞，直

接分离内泌体

提取效率是外泌体的 16 倍；碱性成

纤维细胞生长因子、脑源性神经营养

因子、表皮生长因子受体等生长因子

含量高于外泌体；低成本、操作简单

为细胞囊泡高效提取提供新思路

（如干细胞来源囊泡的低成本制

备），适用于再生医学研究
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物理修饰是利用非共价相互作用或物理力介导实现外

泌体表面功能化。典型策略包括分子自组装，例如，Zhan等 [57]

通过静电相互作用将阳离子脂质敏感的内吞肽 L17E 定位在

外泌体表面，增强其肿瘤靶向潜力。物理力是借助超声处理、

电穿孔或挤压等物理手段对外泌体进行改造或负载。

3.3.2  外泌体内容物强化策略

外泌体作为天然递送载体，通过其携带的生物活性内容

物调控靶细胞功能，并可作为药物递送系统进行药物负载与

递送。利用生物工程技术改造其内容物，可增强其治疗效果，

主要策略包括内源性装载和外源性装载。

内源性装载通过基因工程或生物学手段改造亲代细胞，

使其产生携带特定功能分子的外泌体。例如，Zhou 等 [58] 构

建稳定过表达miR-320a的人胚胎肾 293细胞系，从中提取的

工程化外泌体增强 miR-320a 的递送，进而强化顺铂对 Hela
细胞生长的抑制作用。Huang 等 [59] 将 miR-31-5p 转染至

293T 细胞，获得的工程化外泌体有效递送该 miRNA，促进

血管生成、胶原沉积及上皮再生。此外，通过调控细胞培养

环境 （如缺氧）也能改变外泌体的性质。Shi 等 [60] 发现缺氧

处理 BM-MSCs 释放的外泌体富含 miR-4645-5p，该外泌体

通过递送 miR-4645-5p 抑制角质形成细胞中丝氨酸 - 苏氨

酸激酶 - 哺乳动物雷帕霉素复合物 1 信号通路，从而加速糖

尿病伤口愈合。

外源性装载是指从亲本细胞分离出天然外泌体后，采用

物理或化学方法 （如共孵育、电穿孔、超声和膜融合等）直接

向其内部载入治疗分子。相较于基于亲代细胞的工程化改

造 （内源性装载），该方法操作更为简便快捷。电穿孔和超声

处理能有效的将 miRNA、siRNA 或小分子药物等负载入外

泌体。例如，Chen 等 [61] 通过电转染将腺苷激酶 siRNA 加

载到 klotho 外泌体中。荧光检测和流式细胞术结果表明，外

泌体内的 siRNA 能够成功转染到内皮祖细胞中，并能保持

稳定培养长达 4 d。中科院团队开发“外泌体纳米穿孔器”

技术。该技术利用 3 万个并行纳米通道，在外泌体膜上瞬时

形成纳米孔，实现阿霉素等药物的高效装载。其优势在于避

免传统电穿孔对膜结构的破坏，在提升装载效率的同时，完

整保留外泌体的结构完整性和活性 [62]。韩国团队近期开发

基于立方体脂质纳米颗粒的膜融合技术，利用立方体脂质纳

米颗粒独特的正高斯曲率特性，该技术能在 10 min 内高效

完成与外泌体膜的融合，实现 mRNA （装载效率达 98 ﹪）和

抗体 （装载效率达 89 ﹪）等大分子的高效递送，其融合速度

比传统脂质体快 72 倍 [63]。

3.4  外泌体的保存技术

外泌体的储存稳定性是保障其样本稳定性和生产批间

一致性的关键因素。研究表明，储存条件 （如缓冲液成分、

温度和冻融循环）会影响外泌体的理化特性 （分散性、颗粒

浓度和膜完整性）和生物学功能 [64]。目前，磷酸盐缓冲液结

合 -80 ℃冷冻仍是实验室和临床常用的储存方案。然而，研

究证实磷酸盐缓冲液本身无法有效保护外泌体稳定性：长

期磷酸盐缓冲液储存导致外泌体回收率降低，且反复冻融过

图 2  外泌体工程化改造策略（本图由 Figdraw 绘制）
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程中产生的冰晶损伤会进一步破坏外泌体结构和功能 [16]。

4 ℃储存仅适用于极短期 （≤ 7 d）保存，长期存放易引发外

泌体聚集、膜破裂及生物活性丧失 [65]。鉴于缺乏普适且可

靠的优化储存方案，2018 年国际细胞外囊泡协会指南明确

指出，不再对外泌体的具体储存条件做出统一建议，强调需

根据研究目的和样本特性谨慎选择并明确报告储存细节 [66]。

为解决外泌体储存稳定性难题，近年研究聚焦于在磷酸

盐缓冲液中添加冷冻保护剂，如二甲基亚砜、甘油和海藻糖。

这些传统保护剂主要通过调节渗透压平衡、稳定生物分子及

膜结构、抑制冰晶形成，减轻冷冻过程对外泌体的机械损伤。

例如，10 ﹪和 20 ﹪的二甲基亚砜可保存样本中一定比例的

外泌体使其大小和形态维持稳定 [67]。含 4 ﹪乳糖和 2 ﹪海

藻糖的外泌体冻干制剂，在常温储存 1 个月后，其形貌和分

散度仍与 -80 ℃ 保存组相当 [68]。然而，传统保护剂存在局

限，高浓度保护剂 （如二甲基亚砜）残留具有潜在生物毒性。

海藻糖虽有效，但其低溶解度和膜通透性差的特性可能导致

渗透性应激反应，限制其应用。因此，开发兼具高安全性、高

效能的新型冷冻保护技术，仍是当前亟待解决的关键问题。

为应对传统冷冻保护剂的局限，外泌体冻存稳定性研究

正转向基于生物机制的创新策略。Ji 等 [69] 发现 Tetraspanin
蛋白家族 （如 TSPAN4）通过胆固醇依赖的膜微域组装，在

外泌体抵抗冷冻损伤中起核心作用。过表达 TSPAN4 可抑

制冷冻过程中的脂质相变，维持外泌体膜完整性。过表达

TSPAN4 的 L929 细胞来源的外泌体，在经历 30 次冻融循环

后仍能几乎完全恢复其结构和功能；而来自 TSPAN4 敲除

细胞的外泌体仅能耐受约 10 次循环。该策略提供一种内源

性、无化学毒性残留且能显著提升冻融耐受性的新途径。

抗冻多肽是一类通过高效抑制冰晶重结晶来维持生物

材料低温稳定性的生物活性物质。其核心功能源于独特的 
α/β 螺旋结构：该结构表面有序排列的氨基、甲基和羟基基

团可与冰晶形成氢键，提高冰晶生长的 Gibbs 自由能垒，从

而有效抑制冰晶生长并调控其形貌。相较于依赖化学渗透

压的传统冻存剂，抗冻多肽通过物理吸附冰晶及潜在的膜保

护机制实现低抗冻损伤，具有高生物安全性和高效冰晶抑制

能力的核心优势。因此，开发基于抗冻多肽的新型外泌体冻

存剂，被视为极具潜力的突破性研究方向。

3.5  外泌体质量控制五维体系

外泌体的质量控制是通过标准化细胞来源、严格工艺控

制、多维度标志物验证及批次一致性评价，确保其物理特性、

内容物组成和功能活性的可重复性，以满足临床转化要求的

系统性工程。也是确保其产品质量、性能稳定可靠及实验结

果准确性的关键环节。提出“五维质量控制体系” 构想，涵

盖从源头到终产品的全链条质控，确保安全性、均一性及可

追溯性 （图 3）。
3.5.1  原材料来源与细胞质量控制

严格评估供体的健康状况，避免供体因素导致干细胞质

图 3  外泌体质量控制五维体系
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量异常。建立完整的细胞采集档案，实现干细胞从采集到使

用的全链条溯源，确保其来源可控。采集过程需遵循标准化

操作流程避免细胞受到外源性因素污染。明确传代批次，定

期监测DNA甲基化、干细胞的干性能力。通过对细胞来源的

严格监测，确保外泌体源头的均一性和纯净性。

3.5.2  外泌体提取纯化工艺标准

外泌体的制备应符合《药品生产质量管理规范》中的

要求，在药品生产质量管理规范标准的实验室进行，对所涉

及的物料、环境、检验、制备和人员等生产全过程进行记录保

存。建立外泌体提取和纯化的标准化操作流程，工艺标准需

明确关键参数的严格控制，如离心转速、时间和滤膜孔径等，

避免因参数波动导致的外泌体损失或纯度不达标。此外，标

准化工艺还需兼顾回收率与纯度的平衡，实现“高纯度、高

回收率”目标，确保工艺可放大性与重复性。

3.5.3  内容物标志物检测

内容物标志物检测是评价外泌体质量的关键指标。通

用检测的标志物包括：CD9、CD63 以及 CD81 跨膜蛋白；

Alix、Tsg101、HSP70 细胞溶质蛋白；Calnexin、Histone 3 以

及 GM130 非外泌体成分的阴性标志蛋白，需满足至少 3 个

阳性蛋白 （包括至少 1 个跨膜蛋白和 1 个细胞溶质蛋白）和

1 个阴性蛋白标志物。特定内容物检测：用 ELISA 和 qPCR
检测特定蛋白质及核酸内容物的表达水平，确保其符合预

设的质量标准。

3.5.4  批次间一致性评价

批次间一致性是外泌体产品稳定性与可靠性的核心指

标。评价指标包括：（1）物理特性：用 NTA 检测外泌体的

粒径分布、浓度；（2）膜标志物：用流式细胞术检测 CD63、
CD81 等外泌体特征性膜蛋白质的阳性率；（3）内容物标志

物：用 Rt-qPCR 或 ELISA 检测特定核酸或蛋白质的含量；

（4）功能活性：用细胞实验验证外泌体的生物学效应。通过

建立检测标准，评价不同批次质量。

3.5.5  信息溯源与监管对接体系

信息溯源与监管对接体系是外泌体产品质量的最后防

线，需建立全流程可追溯记录机制 （涵盖细胞信息：供体来

源、培养条件；分离纯化工艺：培养体系参数、过滤步骤；检

测数据：浓度、粒径、标志物含量等），并通过符合药品生产质

量管理规范，与美国食品药品监督管理局、（中国）国家药品

监督管理局等监管部门对接 （定期提交质量报告、接受现场

检查）实现监管合规。该体系可增强产品可信度，保障外泌

体产业规范化发展，满足临床与科研需求。

4  小结与展望

干细胞外泌体作为无细胞治疗的新范式，在规避活细胞

移植风险的同时，通过工程化改造与规模化生产策略展现出

巨大的临床转化潜力。然而，其发展仍面临 3 大核心挑战，

规模化生产与标准化困境：外泌体的异质性和低效分离技

术制约规模化生产。治疗效能优化需求：天然外泌体的靶

向性弱、活性内容物丰度不足，需通过工程化修饰提升递送

效率与功能。储存活性维持难题：传统 -80 ℃冷冻或冻干

易导致膜结构损伤和 RNA 降解，亟需开发新型保护技术。

针对上述挑战，本综述提出系统性的解决方案。采

用 3D 生物反应器 （如微载体技术）联合永生化细胞系 （如

hTERT 基因编辑），扩大干细胞培养规模和寿命限制，提升外

泌体产量，并保障批次稳定性；通过基因工程、化学修饰及

内容物装载，增强靶向性与治疗活性；探索新型冻存剂 （如

抗冻多肽抑制冰晶）和抗冻机制 （如过表达 TSPAN4 维持膜

完整性），突破长期活性保存瓶颈。

未来，干细胞外泌体临床转化应建立涵盖细胞来源、培

养工艺、分离方法的动态药品生产质量管理规范质控标准，

推动外泌体从“实验室定制”迈向“工业化生产”；探索内源

性装载 （如 CRISPR 编辑亲本细胞）与外源性修饰 （纳米穿

孔载药）的协同优化，实现多功能一体化治疗平台；注重与

新技术的融合，例如，结合多组学分析 （蛋白组、转录组、代

谢组等）深度解析外泌体分子组成与功能活性，建立成分 -
功能关联图谱，为“精准功能评价”提供客观生物学依据；

通过机器学习算法整合形态、粒径和标志物等多维数据，实

现高通量、自动化和智能化的批次稳定性监控，突破传统质

量控制的标准化瓶颈；建立标准化数据库，通过整合多组

学、临床疗效及生产工艺数据，形成产业通用的质量标准与

参考体系，促进不同研究间“机制关联验证”的一致性，解决

产业转化中因标准不统一导致的结果差异问题。随着技术

创新与监管框架完善，干细胞外泌体有望从“概念验证”迈

向“标准化治疗”，为再生医学提供可复现、高安全的无细胞

治疗方案。
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