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摘要　肝纤维化是肝脏疾病治疗领域的一大难题。间充质干细胞可用于治疗肝纤维化，但因其
可能的致癌性、促癌性及移植所需细胞量大等问题受到限制。近年来，间充质干细胞外泌体以更

小的体积、更低的免疫原性、无致癌性等优势逐渐成为研究热点。然而，间充质干细胞外泌体在

临床应用上也受到限制：首先，目前对不同种类间充质干细胞外泌体的提取与鉴定缺乏更为标准

统一的方式；其次，间充质干细胞外泌体治疗肝纤维化的机制尚不清晰；最后，间充质干细胞外泌

体治疗存在靶向活化的肝星状细胞（ａＨＳＣ）能力弱、外泌体产量低、载药能力和递送效率低等问
题。鉴于以上原因，对引起常见间充质干细胞外泌体提取效果差异的因素、间充质干细胞外泌体

改善肝纤维化的机制及其优化策略进行综述，为间充质干细胞外泌体治疗肝纤维化提供新理解、

新思路。
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　　肝纤维化是肝脏疾病治疗领域的一大难题，肝星状

细胞（ｈｅｐａｔｉｃｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ＨＳＣ）活化是肝纤维化发生的

标志。ＨＳＣ活跃于肝细胞与肝窦内皮细胞（ｌｉｖｅｒ

ｓｉｎｕｓｏｉｄａｌｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＬＳＥＣｓ）之间，静态下有储存维

生素和调节肝窦血流的能力［１］。当肝脏损伤时，一方面

邻近细胞以旁分泌方式释放炎性因子活化ＨＳＣ，另一方

面炎性环境也可刺激肝巨噬细胞分泌 ＩＬ１β和 ＩＬ６使

ＨＳＣ进一步活化。紧接着，活化的ＨＳＣ（ａｃｔｉｖａｔｅｄｈｅｐａｔｉｃ

ｓｔｅｌｌａｔｅｃｅｌｌ，ａＨＳＣ）既能通过分泌转化生长因子 β
（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）维持自身活化状态，

又能转化为肌成纤维细胞分泌Ⅰ型胶原蛋白（ｔｙｐｅＩ

ｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣＯＬＩ）、Ⅲ型胶原蛋白（ｔｙｐｅⅢｃｏｌｌａｇｅｎ，ＣＯＬⅢ）

和 α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＳＭＡ）

等［２］。并且，ａＨＳＣ也可使基质金属蛋白酶组织抑制剂
（ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ；ＴＩＭＰ）分泌增加促使
胶原沉积。最终在ＨＳＣ增殖、迁移与细胞外基质不断积
累下发展成肝纤维化，见图１。
　　间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＭＳＣｓ）是一
类具有增殖分化潜能的多能干细胞，其广泛分布于骨

髓、脂肪与脐带等组织。大量研究表明，ＭＳＣｓ可迁移
至肝脏损伤部位，通过各种方式改善肝纤维化。其治

疗机制［３］包括：（１）分泌肝细胞生长因子（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）与肿瘤坏死因子 α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）刺激肝细胞增殖并增强其功能；
（２）ＭＳＣｓ通过细胞间接触或分泌因子以抑制免疫细胞
的增殖；（３）ＭＳＣｓ通过抑制ａＨＳＣ增殖及促凋亡来改善
肝功能；（４）ＭＳＣｓ可定向分化为肝样细胞替代凋亡的
肝细胞。虽然ＭＳＣｓ在肝脏疾病方面展现出较好疗效，
但因可能的致癌性、促癌性和移植的细胞量大等问题

严重阻碍了ＭＳＣｓ的临床应用。
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图１　肝纤维化发生的分子机制
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　　间充质干细胞外泌体（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＭＳＣｅｘｏｓ）治疗或许能解决上述问题。在肝

纤维化治疗方面，与 ＭＳＣｓ相比，ＭＳＣｅｘｏｓ的治疗优势

主要有三点：首先，除了具有与亲本 ＭＳＣｓ相似的生物

学功能外，其以更小体积、更低免疫原性及易于获取等

优势被广泛应用［４］；其次，由于体内没有活细胞存在，

可进一步降低肿瘤形成的风险；最后，ＭＳＣｅｘｏｓ除了直

接干预肝纤维化外，也可作为药物载体协同治疗肝纤

维化。尽管ＭＳＣｅｘｏｓ已具备如此多的优势，但目前对

ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的机制仍不清晰，值得进一步

探究。此外，ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化也存在缺陷，如存

在靶向ａＨＳＣ能力弱、外泌体产量低、载药能力和递送

效率低等问题［５９］也亟须解决。因此，作者以 ＭＳＣｅｘｏｓ

治疗肝纤维化为主题，对引起 ＭＳＣｅｘｏｓ提取效果差异

的因素、抗肝纤维化机制及 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的

优化策略进行综述。

１　ＭＳＣｅｘｏｓ的提取与鉴定

１．１　引起ＭＳＣｅｘｏｓ提取效果差异的因素

１．１．１　提取方法　由于传统分离方法在提取 ＭＳＣ

ｅｘｏｓ时存在操作烦琐、效率低以及外泌体产量与纯度

较低等局限，近年来出现了许多新分离方法，包括超滤

分离技术、集成双过滤微流控装置、纳米等离子体增强

散射、膜介导的外泌体分离和外泌体的芯片上分离

等［１０］。虽然在新技术改进下外泌体产量与纯度有一定

提升，但仍存在成本高、设备要求高等缺点。近年来有

研究表明，在使用差速超速离心提取脂肪间充质干细

胞 外 泌 体 （ａｄｉｐｏｓｅｄｅｒｉｖｅｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ）时，从Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ与流式细胞

仪等检测中发现，与行２ｈ和３ｈ差速超速离心相比，

行１ｈ组的 ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ纯度最高，耗时最短［１１］。由

此可见，除了提取方法外，离心时间不同对外泌体的提

取也有影响。当然，除了上述单独提取法外，联合提取

法也逐渐展现其价值。有研究者发现，对相同来源的

样本行外泌体分离，联合提取法在外泌体纯度与产量

的总体效率上优于单独提取法。而且，对不同样品材

料，通过搭配不同提取方式可使分离得到的外泌体纯

度和产量达到最佳平衡［１２］。目前，还没有一种外泌体

分离方法适合所有外泌体研究，或许可以针对样品材

料种类的不同，采用相应的单独或联合提取法以满足

不同实验要求。外泌体不同提取方法的优缺点见表１。

１．１．２　引起ＭＳＣｅｘｏｓ提取效果差异的其他因素　 除

了提取方法与离心时间的差异外，ＭＳＣｓ培养方式及

ＭＳＣｅｘｏｓ来源不同也能影响ＭＳＣｅｘｏｓ提取。

　　（１）ＭＳＣｓ培养方式与所处环境　有研究发现，在

传统超速离心技术下，经３Ｄ培养的ＭＳＣｓ产生的ＭＳＣ

ｅｘｏｓ量是２Ｄ培养的２０倍，表明 ＭＳＣｓ在３Ｄ培养模式

下能分离更多 ＭＳＣｅｘｏｓ，这为 ＭＳＣｅｘｏｓ的基础研究与

临床应用扫清了一个重要障碍［２２２３］。还有研究发现，

长期低氧培养 ＭＳＣｓ并不影响细胞分泌的可溶性细胞

因子含量（如 ＩＬ１０、ＴＧＦβ等），而是影响脐带间充质

干细胞细胞外泌体（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ）中 ｍｉＲＮＡ 的 表

达［２４］。同样地，王琪［２５］研究也发现，培养维度间的差

２４
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表１　外泌体不同提取方法的优缺点

Ｔａｂｌｅ１　Ａｄｖａｎｔａｇｅｓａｎｄｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｖｅｓｉｃｌｅｓ

提取方法 优点 缺点 文献来源

超速离心法 分离外泌体纯度较高，被称为外泌体提取

分离的“金标准”

设备依赖、操作烦琐、耗时长 ［１３１４］

免疫磁珠法 特异性高、纯度高、不影响外泌体形态 效率低、外泌体内容物的生物活性易受ｐＨ和
盐浓度影响

［１５１６］

聚合物沉淀法 操作简便、耗时短 可能会同时分离非囊泡污染物，分离外泌体纯度较低 ［１７１８］

微流控技术 易于自动化和集成、便携性和纯度高、

试剂和样品消耗低

成本高、设备复杂、成品率低 ［１９２０］

尺寸排阻色谱 操作简便、耗时短、分离外泌体纯度较高 萃取量小、实验室设备要求高 ［１８，２１］

异除了影响ＭＳＣｅｘｏｓ产量外，还会影响其内部蛋白质

含量。除上述影响因素外，细胞所处环境包括氧化应

激、炎症和肿瘤微环境等也会影响 ＭＳＣｅｘｏｓ提取［２６］。

综上所述，对ＭＳＣｅｘｏｓ的提取，需考虑 ＭＳＣｓ培养条件

和所处环境。

　　（２）ＭＳＣｅｘｏｓ来源　有研究发现，将不同种类

ＭＳＣｓ接种传统培养瓶中，脐带间充质干细胞（ｈｕｍａｎ

ｕｍｂｉｌｉｃａｌｃｏｒｄｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＨｕｃＭＳＣｓ）生长

更快。并且，在相同提取方法下，其分离的外泌体数量

也是其他种类的４倍。鉴于其易获取、增殖快及产量

高等优点，已被广泛应用于基础研究［２２］。王宪峰等［２７］

研究也发现，在使用超速离心法提取 ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ与

骨髓间充质干细胞外泌体（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｅｘｏｓｏｍｅｓ，ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ）时，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ无

论是产量还是纯度均优于 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ。而且，Ｈｕｃ

ＭＳＣｅｘｏｓ对骨关节炎的治疗效果优于 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ，

因此ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ更适合作为治疗骨关节炎的新疗

法。这也间接表明，ＭＳＣｅｘｏｓ在治疗疾病方面存在靶

向性（即与其他 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗相比，某种 ＭＳＣｅｘｏｓ在

具体疾病治疗效果上更优）。由此可见，在 ＭＳＣｅｘｏｓ

治疗肝纤维化方面或许也存在类似现象。近年来，

ＭＳＣｅｘｏｓ治疗疾病存在靶向性这一现象也逐渐得到许

多研究证实［２８３３］。鉴于不同 ＭＳＣｓｅｘｏｓ在提取效果和

疾病治疗效果方面有差异，对ＭＳＣｓｅｘｏｓ的提取与治疗

均需考虑其来源。

　　综上所述，ＭＳＣｅｘｏｓ的产量除了与提取方法和离

心时间相关外，一定程度上也取决于其亲本ＭＳＣｓ的培

养方式、所处环境及来源。当然，对于不同 ＭＳＣｓ，其组

织分离方法的不一致会导致细胞活性与纯度不同，甚

至出现部分细胞损伤等情况，这或许也会影响 ＭＳＣ

ｅｘｏｓ的提取。目前，尚无一种能快速、高效、经济且适

用于大体积样本的外泌体提取方法。因此，该方面的

研究仍要继续。

１．２　ＭＳＣｓｅｘｏｓ鉴定

１．２．１　外泌体鉴定标准　国际囊泡协会（Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ

ＳｏｃｉｅｔｙｆｏｒＥｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＶｅｓｉｃｌｅｓ，ＩＳＥＶ）２０１８年规定了外

泌体鉴定的最低实验要求［３４］。（１）总体表征：至少 ３

个阳性蛋白质（至少包括１个跨膜蛋白和１个细胞溶

质蛋白）和１个阴性蛋白质标志物。外泌体阳性蛋白

质标志物包括跨膜蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１，以及溶质蛋

白ＨＳＰ７０、Ａｌｉｘ、ＴＳＧ１０１；外泌体阴性蛋白质标志物包括

细胞核蛋白Ｈｉｓｔｏｎｅ３、高尔基体蛋白 ＧＭ１３０和内质网

蛋白Ｃａｌｎｅｘｉｎ。（２）个体表征：利用电镜和纳米颗粒追

踪技术（ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｔｒａｃｋｉｎｇａｎａｌｕｓｉｓ，ＮＴＡ）观察外泌体

峰值大小与形态。（３）具体鉴定内容：①透射电子显微

镜（ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ＴＥＭ）分析外泌体

形态，大小不等的茶托形或椭圆形双膜结构，中央为低

电子密度成分，边界清晰分布集中；②ＮＴＡ测粒径分

布，外泌体粒径分布峰值为４０～１００ｎｍ；③Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

检测，有相应阴性与阳性蛋白质表达。

１．２．２　不同ＭＳＣｅｘｏｓ在鉴定方面存在差异　目前已

有研究表明，在对提取的 ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ行蛋白质组学

分析时发现，ＨｕｃＭＳＣｓ与ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ间有一定同质

性和差异性。同质性可以直接证明该外泌体确实来源

于ＨｕｃＭＳＣｓ［３５］。换言之，外泌体中存在某些与其亲本

ＭＳＣｓ相关的蛋白质，可作为与其他外泌体差异性的表

现。还有研究表明，不同ＭＳＣｅｘｏｓ在治疗ＣＣｌ４诱导的

肝纤维化时均有疗效，但存在治疗方式这一微小差异。

其中，ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ通过重塑细胞外基质和增强肝细胞

增殖改善肝纤维化，而 ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ通过抗炎作用改

善肝纤维化。使用不同 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗同一疾病，其机

制上的差异也间接说明，不同来源 ＭＳＣｅｘｏｓ中可能存

３４
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在不同特异性物质［３６］。综上所述，不同来源 ＭＳＣｅｘｏｓ
除了满足最低鉴定标准（椭圆形双膜结构、粒径分布

峰值为４０～１００ｎｍ、至少３个阳性蛋白质和１个阴性
蛋白质标志物）外，或许可以找到特异性标志，类似于

ＭＳＣｓ表面存在的特异性标志物。但目前由于观点不
同、实验难度高等问题还不能下定论。因此，为了获

得高纯度目的 ＭＳＣｅｘｏｓ及更清晰地了解其表征特

性，对不同来源 ＭＳＣｅｘｏｓ特异性标记进行探究是必
要的。

２　ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的潜在机制

　　ＭＳＣｅｘｏｓ因来源广泛、免疫原性更低及无致瘤性
等优势逐渐被广泛应用。由于引起肝纤维化的因素错

综复杂，ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的机制也呈现多样性。
目前，其治疗主要分为以下方式：（１）通过自身特性

（ＭＳＣｅｘｏｓ内部含有非编码 ＲＮＡ、细胞因子及特异性
蛋白质等）直接发挥作用；（２）通过递送药物的方式间
接发挥作用。以下对 ＭＳＣｅｘｏｓ直接作用机制及 ＭＳＣ
ｅｘｏｓ的递送作用进行总结。
２．１　ＭＳＣｅｘｏｓ直接作用机制
２．１．１　抑制ＨＳＣ的活化与增殖　 ＨＳＣ活化与增殖是

肝纤维化发生的标志，ａＨＳＣ既能通过分泌 ＴＧＦβ维持
其活化状态，又能转化为肌成纤维细胞分泌大量细胞

外基质，最终发展为肝纤维化。因此，以 ＨＳＣ为靶点，
调控其活化与增殖是改善肝纤维化策略之一。在

ＤＥＮ／ＣＣｌ４诱导的肝纤维化小鼠模型中，ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ
通过抑制ＨＳＣ活化和重塑肝细胞谷氨酰胺合成酶介导
的谷氨酰胺和氨代谢，调节肝脏微环境，进而改善肝纤

维化［３７］。还有研究表明，将 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ移植入 ＣＣｌ４
诱导的大鼠肝纤维化模型后，Ｗｎｔ通路中 Ｗｎｔ３ａ、β
ｃａｔｅｎｉｎ等受体蛋白表达下降，ＣＯＬＩ和 αＳＭＡ表达降
低，这表明ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ通过下调 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号
通路，抑制ＨＳＣ活化进而减轻肝纤维化［３８］。

２．１．２　抑制氧化应激及肝细胞凋亡　研究表明，ＭＳＣ
ｅｘｏｓ能通过保护受损的肝细胞免于异常凋亡及抑制氧
化应激来保护肝脏结构和改善肝纤维化。研究人员发

现，经ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ治疗后，肝纤维化小鼠肝细胞的氧
化应激和细胞凋亡均明显减少。与常用肝保护剂联苯

双酯治疗相比，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ具有更明显的抗氧化和
肝保护作用［３９］。还有实验表明，ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ通过下
调促凋亡因子 Ｂａｘ和下游凋亡执行蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３表
达，提高抑凋亡因子Ｂｃｌ２的表达，使肝细胞凋亡减少，

从而改善肝纤维化［４０］。同样地，郑嵘炅等［４１］研究也证

实了 ＭＳＣｅｘｏｓ可能通过 ｍｉＲ２１５ｐ直接靶向 ＰＩＫ３Ｒ１
激活 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路抑制 ＢＲＬ大鼠肝细胞凋亡。
然而，也有研究指出，ＭＳＣｅｘｏｓ可抑制肝细胞凋亡，但
对氧化应激的调节作用并不明显［４２］。因此，ＭＳＣｅｘｏｓ
是否具有该方面作用仍有待进一步研究证实。

２．１．３　调控巨噬细胞表型转化　随着对外泌体研究
不断深入，越来越多的证据表明，ＭＳＣｅｘｏｓ可通过调控
巨噬细胞表型转化进而恢复肝脏功能。Ｔｉａｎ等［４３］研究

发现 ＭＳＣｓ改善肝纤维化在很大程度上取决于其分泌
的外泌体，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ的 ｍｉＲ１４８ａ通过调控 ＳＴＡＴ３

表达抑制Ｍ１型促炎巨噬细胞并促进 Ｍ２型抗炎巨噬
细胞，进而逆转肝纤维化进程。同样地，Ｈｕ等［４４］也发

现，来自外泌体中的 ｍｉＲ１４２５ｐ可通过 ＣＴＳＢ调节巨
噬细胞极化来改善肝纤维化进展。

２．１．４　减少胶原沉积　肝纤维化进展涉及众多机制
参与。目前，已有大量研究表明，ＭＳＣｅｘｏｓ可通过减少

胶原沉积从而改善肝纤维化。有研究表明，ＡＤＭＳＣ
ｅｘｏｓ通过调节ｐ３８ＭＡＰＫ／ＮＦκＢ通路，使小鼠肝组织

αＳＭＡ和ＣＯＬⅠ明显降低进而改善肝纤维化［４５］。Ｍａ
等［４６］研究也发现，ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ中 ｃｉｒｃＣＤＫ１３通过
ｍｉＲ１７５ｐ／ＫＡＴ２Ｂ轴抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和 ＮＦκＢ信号通

路，抑制胶原沉积与纤维增生，最终提高肝纤维化疗

效。同样地，蔡梦洁［４７］在肝脏组织切片染色及蛋白质

表达水平检测中也发现，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ中的 ｍｉＲ３７３
可显著减少胶原沉积，从而改善肝功能。

２．１．５　其他机制　除了上述常见机制外，还有一些特
殊机制，如诱导ＨＳＣ铁死亡和抑制 ＬＳＥＣｓ毛细血管化

等在改善肝纤维化中也起着一定作用。

　　近年来发现，谷胱甘肽过氧化物酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰＸ４）作为铁死亡的关键调控因子在调
控肝纤维化中起着一定作用。在小鼠肝纤维化模型

中，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ通过递送 ＢＥＣＮ１抑制 ｘＣＴ／ＧＰＸ４通
路进而诱导 ＨＳＣ的铁死亡以实现肝纤维化逆转。此
外，铁自噬和坏死性凋亡也可能在 ＭＳＣｅｘｏｓ调控的
ＨＳＣ死亡中发挥作用［４８］。王晨［４９］研究发现，ＬＳＥＣｓ毛
细血管化可诱导肝窦病理性血管增生，促进肝组织炎

症和胶原沉积，是治疗肝纤维化的重要靶点。Ｈｕｃ
ＭＳＣｅｘｏｓ中含有的泛素特异性肽酶 ９Ｘ（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｅｐｔｉｄａｓｅ９Ｘ，ＵＳＰ９Ｘ）在体内外试验中均表现出
抑制 ＬＳＥＣｓ毛细血管化作用。在进一步研究中也证

实，ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ通过递送 ＵＳＰ９Ｘ抑制 ＬＳＥＣｓ毛细血

４４



２０２４，４４（６） 周晓磊 等：间充质干细胞外泌体抗肝纤维化的机制及其优化策略

管化进而减缓肝纤维化进展。

２．２　ＭＳＣｅｘｏｓ的间接作用（以载体递送药物方式治

疗肝纤维化）

　　ＭＳＣｅｘｏｓ不仅拥有其亲代 ＭＳＣｓ抗肝纤维化的生

物活性，还因更低免疫原性和更高稳定性逐渐成为肝

纤维化治疗的新策略。更重要的是，外泌体作为天然

药物载体，在协同药物改善肝纤维化治疗中也起重要

作用。

　　实验和临床研究均显示奥贝胆酸（Ｏｂｅｔｉｃｈｏｌｉｃ

ａｃｉｄ，ＯＣＡ）可抑制非酒精性脂肪性肝炎（ｎｏｎａｌｃｏｈｏｌｉｃ

ｓｔｅａｔｏｈｅｐａｔｉｔｉｓ，ＮＡＳＨ）肝纤维化。然而，在临床试验研

究中，其剂量相关的不良反应和瘙痒限制了 ＮＡＳＨ肝

纤维化有效治疗剂量的使用［５０５２］。另外，法脂类 Ｘ受

体（ＦａｒｉｎｏｉｄＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＦＸＲ）在肾脏和肠道中的高表达

导致肝脏对ＯＣＡ的可及性受限，从而导致体内脱靶副

作用［５３５４］。有研究表明，将 ＭＳＣｅｘｏｓ作为药物载体可

改善上述问题。以 ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ为药物载体，通过水

浴超声将ＯＣＡ转移至外泌体中，通过激活ＦＸＲ信号通

路，增强细胞外基质降解，进而改善肝纤维化。此外，

与ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ或ＯＣＡ单独治疗相比，外泌体介导的

ＯＣＡ递送在改善肝纤维化方面疗效更好［５５］。

　　综上所述，外泌体作为天然药物载体，不仅自身具

备改善肝纤维化的能力，还通过参与药物递送过程，提

升肝纤维化治疗效果，体现了其临床应用价值，见图２。

图２　ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的作用方式及潜在机制

Ｆｉｇ．２　Ｔｈｅｍｏｄｅｏｆａｃｔｉｏｎａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｉｎｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓ

３　提高 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的优化
策略

　　虽然研究表明，ＭＳＣｅｘｏｓ既能依靠自身特性改善
肝纤维化，又能作为天然药物递送载体，确保抗纤维化

药物的安全运输，但其缺陷也逐渐暴露。首先，当移植

ＭＳＣｅｘｏｓ时，肝脏及具有单核吞噬细胞的脾脏均为未
修饰外泌体的靶器官［５６５７］，这严重导致外泌体在非特

异性器官中积累并造成生物制剂浪费。其次，人的

ＨＳＣ约占正常肝脏总驻留细胞的１５％，而大鼠和小鼠
的ＨＳＣ分别占肝细胞总数的５％ ～８％和８％ ～１０％，
并且在纤维化损伤肝中可扩增至１５％。由此可见，在
人和鼠的肝脏中，ＨＳＣ所占比例均较低。综上所述，在

治疗肝纤维化过程中：一方面，ＭＳＣｅｘｏｓ无法充分的靶

向肝脏；另一方面，即使 ＭＳＣｅｘｏｓ迁移至肝脏，由于
ＨＳＣ占比较低，无法在 ａＨＳＣ周围富集有效的治疗浓
度，这可能会导致疗效不佳。因此，要增强 ＭＳＣｅｘｏｓ
靶向 ａＨＳＣ的能力［５８］。除此之外，ＭＳＣｅｘｏｓ载药能力
低和产量低也是一个难题。因此，解决上述问题是提

高抗肝纤维化作用的策略之一。近年来，研究人员还

发现，ＭＳＣｅｘｏｓ联合药物和基因修饰等方式在改善肝
纤维化方面更优，这也为肝纤维化治疗提供了新

策略。

３．１　ＭＳＣｅｘｏｓ联合基因工程调控肝纤维化（提高靶
向ａＨＳＣ能力）

　　许多研究报道了可用于靶向ａＨＳＣ的修饰，如靶向

５４
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ＶＩ型胶原蛋白受体的修饰环精氨酸甘氨酸肽［５９６０］、靶

向ＣＤ４４的透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃａｃｉｄ，ＨＡ）［６１］和靶向胰
岛素样生长因子受体／甘露糖６磷酸受体的甘露糖６
磷酸［６２］等。然而，这些配体修饰的递送载体受到低积

累和严重副作用限制，无法很好的应用于研究。但是

近年来，在治疗肝纤维化方面靶向ａＨＳＣ的新策略已取
得了新突破。

　　已有研究表明，从利用噬菌体展示技术构建的肽
库中筛选出 ａＨＳＣ的靶向肽 ＨＳＴＰ１并对其进行鉴定，
随后将ＨＳＴＰ１与外泌体富集膜蛋白Ｌａｍｐ２ｂ融合，再将
融合物通过基因工程技术对外泌体进行修饰。最后研

究表明，经ＨＳＴＰ１修饰的 ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ可特异性结合
ａＨＳＣ，从而改善肝纤维化［５８］。Ｙｏｕ等［６３］研究也表明，

将维生素 Ａ（ｖｉｔａｍｉｎＡ，ＶＡ）衍生物与 ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ结
合，在该结合物作用下可靶向 ａＨＳＣ。此外，即使使用
降低９０％剂量含ＶＡ衍生物的外泌体与正常剂量的纯
外泌体相比，前者抗纤维化效果仍比后者显著，这也证

实了该方法具备较高治疗价值及靶向治疗优势。同样

地，Ｚｈａｎｇ等［６４］也研究设计了一种脂质体（ｌｉｐｏｓｏｍｅ，
Ｌｉｐ）和外泌体两膜杂交纳米仿生给药系统，该系统同

样是通过ＶＡ修饰，以 ａＨＳＣｓ为靶点，在改善肝纤维化
疗效方面得到了提升。

　　综上所述，通过基因工程技术修饰 ＭＳＣｅｘｏｓ，使
之具备特定细胞的靶向能力，进而提高 ＭＳＣｅｘｏｓ治

疗肝纤维化效果，这对后续疾病精准治疗提供了新

策略。

３．２　ＭＳＣｅｘｏｓ联合载药技术调控肝纤维化（提高外
泌体载药效率）

　　目前常用的外泌体载药方法以直接装载和间接装
载为主。直接装载指药物与外泌体通过转染、电穿孔

及超声等方式将药物直接负载于纯化的外泌体中，但

可能会面临外泌体聚集和膜损伤等问题［６５６６］。间接装

载指先将药物与外泌体供体细胞进行化学转染或共孵

育，再经供体细胞分泌得到装载药物的外泌体，但此种

方式难以进行人工干预，因此该载药方式的普适性不

高。有多项研究表明，在使用室温孵育，电穿孔和温和

超声进行同一药物载药效率检测时发现，经温和超声

程序可获得更多载药量［５５，６７６８］。因此，或许能以温和

超声装载方式，先提高外泌体载药量进而提高抗肝纤

维化疗效。但由于肝纤维化领域该方面的研究甚少，

希望在不久的将来，能够实现外泌体载药技术突破，为

肝纤维化治疗添上浓墨重彩的一笔。

３．３　ＭＳＣｅｘｏｓ联合不同提取方式调控肝纤维化（提

高外泌体产量）

　　ＭＳＣｅｘｏｓ已被证实能改善肝纤维化，然而因其产
量低，在基础研究与临床应用方面受到限制。由上文

的总结可知，ＭＳＣｅｘｏｓ提取方式（单独或联合提取法）、

ＭＳＣｓ培养方式、所处环境及来源等均能影响 ＭＳＣｅｘｏｓ
的产量与纯度［１１１２，２２２７］。那么，或许可以根据影响

ＭＳＣｅｘｏｓ提取的因素，选择最佳方案，以达到外泌体产

量与纯度的最佳平衡，进而提高其抗肝纤维化能力。

虽然目前还没有ＭＳＣｅｘｏｓ联合不同提取方式改善肝纤
维化效果优于常规 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗的文章，但基于当前
的各种研究，相信在未来能够得到证实。

３．４　ＭＳＣｅｘｏｓ联合药物调控肝纤维化
　　近年来，有研究人员发现，ＭＳＣｅｘｏｓ可与部分药物
联合使用，使抗肝纤维化能力得到进一步提升，这或许

是ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的一大新策略。
　　目前，卢帕他定（ｒｕｐａｔａｄｉｎｅ，ＲＵＰ）因具备抗肝纤维

化能力被广泛研究。据报道，与 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ单独治
疗相比，联合ＲＵＰ治疗可提高机体抗炎、抗氧化作用，
进而改善肝纤维化［６９］。Ｅｌｌａｋａｎｙ等［７０］研究也发现，与

ＭＳＣｅｘｏｓ或吡喹酮（ｐｒａｚｉｑｕａｎｔｅｌ，ＰＺＱ）单独治疗相比，
两者联合治疗可进一步减少肉芽肿数量与抑制炎症，

最终提高抗肝纤维化疗效。同样地，外泌体联合木犀

草素、ＯＣＡ及羟氯喹也同样展现出联合治疗的独特优
势［５５，６４，６８］。综上所述，与 ＭＳＣｅｘｏｓ或药物单独治疗
相比，ＭＳＣｅｘｏｓ联合药物治疗效果更优。因此，ＭＳＣ

ｅｘｏｓ联合药物治疗方案可为后续肝纤维化治疗提供
参考。

３．５　ＭＳＣｅｘｏｓ联合基因修饰调控肝纤维化
　　ＭＳＣｅｘｏｓ内容物包括非编码 ＲＮＡ、蛋白质和脂质
等，这些成分使其具有介导细胞间通信和相互作用的

独特性［７１］。由研究表明，外泌体中的非编码ＲＮＡ对肝
纤维化的改善具有重要作用［７２７３］。可见，在非编码

ＲＮＡ层面进一步修饰ＭＳＣｅｘｏｓ后，抗肝纤维化能力或

许将得到进一步提升。

３．５．１　微小 ＲＮＡ修饰外泌体调控肝纤维化　微小
ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）主要经ＲＮＡ聚合酶Ⅱ转录而
成，与细胞质中的 ｍＲＮＡ结合后可导致 ｍＲＮＡ降解或

阻断蛋白质翻译，从而参与细胞增殖、细胞凋亡、物质

代谢和细胞分化等生理病理过程［７４］。越来越多的研究

表明，ｍｉＲＮＡ通过调节基因或蛋白质表达调控肝纤维

化进程。
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　　与ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ单独治疗相比，过表达ｍｉＲ１２２的

ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ既能抑制ＨＳＣ活化、减少胶原沉积，又能

以药物载体的方式介导 ｍｉＲ１２２与 ＨＳＣ间的通信，提

高其药物递送能力，使抗肝纤维化能力得到进一步提

升［７５］。同样地，过表达 ｍｉＲ１８１５ｐ的 ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ在

治疗肝纤维化方面也优于ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ单独治疗［７６］。

３．５．２　环状 ＲＮＡ修饰外泌体调控肝纤维化　环状

ＲＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｒＲＮＡ，ｃｉｒｃＲＮＡ）在各种物种中广泛表达。

此外，相对于其他类型的 ＲＮＡ，它们稳定性、特异性和

组织化程度更高［７７］。越来越多的证据表明，ｃｉｒｃＲＮＡ

在ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化中起重要作用。

　　在ＣＣｌ４诱导的小鼠肝纤维化模型中，经 ｍｍｕｃｉｒｃ

００００６２３修饰的 ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ改善肝纤维化的效果优

于ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ的常规治疗，其机制是通过调节 ｍｉＲ

１２５／ＡＴＧ４Ｄ途径促进自噬激活，进而改善肝纤维

化［７８］。最近有研究还发现，过表达 ｃｉｒｃＣＤＫ１３的 ＢＭ

ＭＳＣｅｘｏｓ在改善肝纤维化疗效方面也有所提升［４６］。

综上所述，与 ＭＳＣｅｘｏｓ单独治疗相比，经非编码 ＲＮＡ

修饰的ＭＳＣｅｘｏｓ在肝纤维化治疗方面疗效较显著，这

也为抗肝纤维化治疗提供了新策略。

３．６　ＭＳＣｅｘｏｓ联合其他方式调控肝纤维化

　　ＭＳＣｅｘｏｓ除了以上联合方式外，还有其他途径也

能起相似的作用，如ＭＳＣｅｘｏｓ过表达ＨＧＦ和ＭＳＣｅｘｏｓ

预处理等。

　　Ｙｕ等［７９］研究表明，过表达 ＨＧＦ（即 ＡＤＭＳＣＨＧＦ

ｅｘｏｓ）的 ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ能提高 ＡＬＢ、ＣＫ１８和 ＨＮＦ４α表

达，并且其疗效优于常规 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗。同样地，经 γ
干扰素（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａγ，ＩＦＮ－γ）预处理的ＢＭＭＳＣ

ｅｘｏｓ能更快修复肝脏组织，提高抗纤维化疗效［８０］。

　　综上所述，通过分析 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化方面

存在的阻碍，包括ＭＳＣｅｘｏｓ载药能力低、产量小及靶向

ａＨＳＣ能力弱等问题，采取不同方式解决其现有问题进

而提高机体抗肝纤维化能力，是目前 ＭＳＣｅｘｏｓ作为治

疗肝纤维化优化策略的探究要点。此外，目前已有较

多研究表明，与 ＭＳＣｅｘｏｓ单独治疗相比，ＭＳＣｅｘｏｓ联

合其他方式治疗肝纤维化效果更显著，这也为肝纤维

化治疗提供了新策略。但这些方式本身对细胞、组织

或机体是否具有危害性是目前尚未研究透彻的。文章

总结了通过联合治疗提高ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的策

略，见表２。
表２　基于联合治疗提高ＭＳＣｅｘｏｓ抗肝纤维化能力的策略

Ｔａｂｌｅ２　ＳｔｒａｔｅｇｉｅｓｆｏｒｉｍｐｒｏｖｉｎｇｔｈｅａｎｔｉｌｉｖｅｒｆｉｂｒｏｓｉｓａｂｉｌｉｔｙｏｆＭＳＣｅｘｏｓｂａｓｅｄｏｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｈｅｒａｐｙ

方式 作者 外泌体 具体方法 机制与内容

基因工程 Ｌｉｎ等［５８］ ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ

Ｙｏｕ等［６３］ ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ

Ｚｈａｎｇ等［６４］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ

提高靶向ａＨＳＣ能力
　

通过提高靶向ａＨＳＣ能力，使外泌体在 ＨＳＣ周围富集，使抗肝
纤维化能力得到进一步提升

载药技术 Ａｓｈｏｕｒ等［６８］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 提高外泌体载药效率 针对不同药物，使用最佳载药技术，通过提高 ＭＳＣｅｘｏｓ的载药
效率，可增强肝纤维化的疗效

提取方式 － － 提高外泌体产量 针对不同疾病，选择最佳ＭＳＣｅｘｏｓ提取方式（单独或联合提取
法）、ＭＳＣｓ培养方式、所处环境及来源，通过提高外泌体产量，
可改善肝功能

联合药物 Ｄｉｄａｍｏｏｎｙ等［６９］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 卢帕他定 抑制ＰＡＦ／ＲＩＰＫ３和 ＴＧＦβ１／ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路，以达到抗炎、
抗氧化，进而改善肝纤维化

Ｅｌｌａｋａｎｙ等［７０］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 吡喹酮 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ增强了吡喹酮的治疗效果

Ａｓｈｏｕｒ等［６８］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 木犀草素 经水浴超声提升外泌体负载木犀草素的效率进而提高抗肝纤

维化疗效

Ａｚｉｚｓｏｌｔａｎｉ等［５５］ ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ 奥比胆酸 激活ＦＸＲ信号通路，增强细胞外基质降解

Ｚｈａｎｇ等［６４］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 羟氯喹 与ＭＳＣｅｘｏｓ协同抑制自噬，减少细胞外基质沉积，进而改善肝
纤维化

基因修饰 蔡梦洁［４７］ ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ 过表达ｍｉＲ３７３ 过表达ｍｉＲ３７３下调ＬＸ２细胞ＴＧＦβＲ２表达和胶原合成

Ｌｏｕ等［７５］ ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ 经ｍｉＲ１２２修饰 经ｍｉＲ１２２修饰后的ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ抑制 ＨＳＣ活化和减少胶原
沉积以改善肝纤维化
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（续表２）

方式 作者 外泌体 具体方法 机制与内容

Ｑｕ等［７６］ ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ 经ｍｉＲ１８１５ｐ修饰 抑制ＳＴＡＴ３／Ｂｃｌ２／Ｂｅｃｌｉｎ１途径增加自噬，进而减轻肝纤维化

Ｚｈｕ等［７８］ ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ 经ｍｍｕｃｉｒｃ
００００６２３修饰

调节ｍｉＲ１２５／ＡＴＧ４Ｄ途径促进自噬激活，进而改善肝纤维化

Ｍａ等［４６］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ 过表达ｃｉｒｃＣＤＫ１３ 过表达ｃｉｒｃＣＤＫ１３的 ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ通过 ｍｉＲ１７５ｐ／ＫＡＴ２Ｂ轴
调节ＭＦＧＥ８表达改善肝纤维化

其他方式 Ｙｕ等［７９］ ＡＤＭＳＣｅｘｏｓ 过表达ＨＧＦ 外泌体使ＡＬＢ、ＣＫ１８和ＨＮＦ４α的表达上调，αＳＭＡ的表达下
调，进而减轻肝纤维化

Ｔａｋｅｕｃｈｉ等［８０］ ＢＭＭＳＣｅｘｏｓ ＩＦＮγ预处理 经ＩＦＮγ预处理后，能促进巨噬细胞的抗炎作用进而修复肝脏

曾韬［８１］ ＨｕｃＭＳＣｅｘｏｓ α２，６唾液
酸糖基化修饰

在糖基化修饰作用下，既能抑制 ＨＳＣ活化又能减少肝细胞凋
亡，进而减轻肝纤维化并促进正常肝细胞增殖

４　总结与展望

　　ＭＳＣｅｘｏｓ携带来自亲本细胞的生物分子并作为细

胞间通信载体，逐渐成为治疗多种疾病的一种新策略。

如今，许多研究已证明天然 ＭＳＣｅｘｏｓ的抗纤维化特

性，表明它们具备作为肝纤维化治疗剂的潜力。既往

研究人员对 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的机制进行了大

量研究，但并没有根据 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗方式不同对其进

行分类。此外，前期研究人员将重心主要放在 ＭＳＣ

ｅｘｏｓ不同的单一提取方法上，很少有人重视不同组合

式提取法、ＭＳＣｓ培养方式和来源不同等带来的提取效

果的差异。再者，很多研究人员面对 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝

纤维化的种种阻碍，并没有全方位考虑其进一步的优

化策略。

　　因此，针对上述问题，结合国内外基于 ＭＳＣｅｘｏｓ

治疗肝纤维化的研究，本文首次综述了以下内容。首

先，以不同角度分析 ＭＳＣｅｘｏｓ的提取，强调为了获得

纯度高、产量大的外泌体，不能只考虑单一提取方法上

的差异性，也要考虑不同组合提取法、ＭＳＣｓ培养方式、

所处环境和来源间的差异。其次，通过对 ＭＳＣｅｘｏｓ鉴

定方式的分析，提出猜想：不同 ＭＳＣｅｘｏｓ在满足最低

鉴定标准（椭圆形双膜结构、粒径分布峰值为４０～１００

ｎｍ、至少３个阳性蛋白质和１个阴性蛋白质标志物）

外，可能还存在特异性物质或标志物。再次，对常见

ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化方式及机制进行了总结，帮助

研究人员快速了解 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的研究现

状。最后，通过分析 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化遇到的阻

碍，提出提高ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的优化策略，不仅

为刚踏入ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化领域的研究人员提供

了一份全面资料，也为提高肝纤维化疗效提供了许多

新策略。

　　然而，ＭＳＣｅｘｏｓ内容物的复杂性与多样性，再加上

实验操作上的困难性，无法准确检测出 ＭＳＣｅｘｏｓ治疗

肝纤维化过程中具体有哪些物质参与其中。面对外泌

体产量低、载药能力低和靶向能力弱等问题，虽然文章

提供了相应策略，但方法与结论仍需反复推敲。ＭＳＣ

ｅｘｏｓ在治疗肝纤维化方面还存在以下问题待解决，即

ＭＳＣｅｘｏｓ治疗肝纤维化的给药剂量、给药方式、多次给

药的免疫排斥、疗效持续时间等。相信在不久的将来，

通过科研人员与临床医生的不懈努力，为 ＭＳＣｅｘｏｓ治

疗肝纤维化扫除障碍，给肝脏疾病患者带来福音。
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