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间充质干细胞源性外泌体在脑损伤治疗中的研究进展
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［摘要］　间充质干细胞（MSC）移植被认为是脑损伤修复最具潜力的治疗策略之一，其在神经修复的各

个环节发挥着重要作用。最新研究表明 MSC 分泌的外泌体可能主导了脑损伤的修复，发挥促血管增生、免疫调

节、抗凋亡及神经修复作用，其在新生儿脑损伤的治疗中具有较大潜力。该文根据当前的研究，就外泌体在脑

损伤修复中的作用机制和应用前景及挑战作一概述，以期为干细胞治疗新生儿脑损伤提供新导向。
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injury
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Abstract: Mesenchymal stem cell (MSC) transplantation is considered one of the most promising therapeutic 
strategies for the repair of brain injuries and plays an important role in various links of nerve repair. Recent studies have 
shown that MSC-derived exosomes may dominate the repair of brain injuries and help to promote angiogenesis, regulate 
immunity, inhibit apoptosis, and repair the nerves, and therefore, they have a great potential in the treatment of brain 
injuries in neonates. With reference to these studies, this article reviews the mechanism of action of exosomes in the 
repair of brain injuries and related prospects and challenges, in order to provide new directions for the treatment of brain 
injuries in neonates with stem cells.                                                  [Chin J Contemp Pediatr, 2017, 19(12): 1285-1290]
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虽然围产医学及新生儿重症监护医疗水平

已取得了很大的进步，但出生窒息所致的缺氧缺

血性脑病仍然是新生儿死亡的主要原因之一，许

多幸存的新生儿会伴随脑瘫、精神发育迟滞、学

习障碍、癫癎、听力和视力损伤等永久性神经系

统后遗症 [1]。近年来大量研究证明干细胞可能为

新生儿脑损伤的治疗带来新策略，间充质干细胞

（mesenchymal stem cell, MSC）是一类具有自我更

新能力及多向分化潜能的干细胞，并具有低免疫

原性的特点，被认为是最具治疗潜力的移植来源，

其在早产儿严重的脑室内出血的应用已进入临床

试验阶段 [2]，但其治疗机制尚不清楚。既往研究认

为 MSC 可迁移到损伤组织并分化为具有治疗潜力

的前体细胞，从而发挥治疗效应。但最近的研究

发现 MSC 来源的培养基的移植可发挥与干细胞移

植类似的治疗作用，进一步研究表明培养基的脑

损伤保护作用可能是源于干细胞的旁分泌作用 [3]。

而外泌体作为 MSC 旁分泌的一种生物活性物质，

成为近年来的研究热点。外泌体是由细胞多囊泡

体与细胞质膜融合释放的直径在 30~100 nm 的小

囊泡，最早一直被认为是细胞代谢产物的运输工

具 [4]。深入研究发现，外泌体由双层脂膜构成并包
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含有大量的蛋白、脂质以及核酸等生物活性物质，

其可作为细胞间的通讯工具 [5]，参与免疫调节、血

管增生、神经功能修复等复杂的病理生理过程 [6-10]。

外泌体具有半衰期长、免疫原性低、稳定性好、

能通过血脑屏障等优点，在脑损伤治疗中显示出

了极大的潜力。研究报道单用外泌体替代干细胞

治疗亦发挥相似的生物学功能，甚至可发挥更好

的治疗作用 [3]。因此，MSC 源性外泌体有望成为

新生儿脑损伤治疗的新兴策略。

1　外泌体的生物学特性

在干细胞治疗脑损伤机制的研究中，MSC 的

自我更新能力、多向分化潜能以及形成克隆细胞

群体的能力以往一直是研究焦点，而近年来研究

人员发现干细胞在神经系统的功能恢复方面有更

加复杂的表现，移植后的干细胞仅有极少一部分

能存活下来，并只有较短的存活期，亦没有显著

迁移至损伤部位并分化形成新的永久性组织。而

有趣的是移植的干细胞即使远离损伤部位亦能发

挥治疗效应 [6]。表明干细胞并非直接替代受损组织

发挥治疗作用，而是通过分泌生物活性因子参与

各类生物效应，如免疫调节、抗炎、抗凋亡、抗

瘢痕以及促进新生血管形成等。这些生物活性因

子主要来源于干细胞分泌的外泌体 [8]，它是一种细

胞内吞来源的直径在 30~100 nm 之间的细胞外囊

泡（extracellular vesicles, EVs）。外泌体的形成过

程是：细胞膜内陷形成早期核内体，细胞将颗粒

物质释放到早期核内体中，进一步成熟形成晚期

核内体，也称为细胞多囊泡体，其与细胞膜特定

部位融合后形成芽泡，将细胞多囊泡体中的囊泡

释放到细胞外，这些囊泡即为外泌体 [9,11]。外泌体

可通过配体 - 受体相互作用的方式粘附到受体细

胞表面，亦可通过受体细胞内吞摄取或通过囊泡

和细胞膜的直接融合使外泌体内容物释放到靶细

胞内 [5]，发挥细胞间的通讯作用，从而调节靶细胞

的生物学行为。外泌体的产生及与靶细胞的结合

过程见图 1。

图 1　外泌体的产生及与靶细胞的结合　　细胞膜内陷

形成早期核内体，细胞将颗粒物质释放到早期核内体中，进一步

成熟形成晚期核内体，晚期核内体与细胞膜特定部位融合后形成

芽泡，将泡体中的外泌体释放到细胞外；外泌体可通过配体 - 受

体相互作用的方式粘附到受体细胞表面，亦可通过受体细胞内吞

摄取或囊泡和细胞膜的直接融合使外泌体内容物释放到靶细胞内。

外泌体中不仅包含蛋白、脂质，还含有大量

核酸 [5]。自 2007 年首次鉴定出外泌体含有 mRNA

以及 miRNA 以来，目前在外泌体中已鉴定出数千

种 mRNA 和 miRNA，并发现了 siRNA、mtDNA、

tRNA、双链 DNA 等其他特殊核酸的存在 [12-13]。其

中 miRNA 的研究较为清楚。miRNA 为小非编码

RNA，它通过与靶 mRNA 的互补序列相互结合，

致使靶 mRNA 降解，导致翻译停止及基因沉默，

从而在细胞分化、增殖、凋亡等生物进程中影响

基因表达 [14]，如 miR-125a 可促进血管生成 [14]，

miRNA-19a 可抑制细胞凋亡 [15]。

需要注意的是，外泌体几乎可由所有的真核

细胞产生，其内容物的组成及成分依赖于其母细

胞来源，并且受细胞外微环境的影响。研究人员

发现，当 MSC 经过缺氧缺血处理后，外泌体中

miR-133b 以及 miR-22 的水平升高，这些 miRNA

又可通过调节细胞外的微环境从而促进神经恢复。

表明 MSC 与外环境之间可通过外泌体进行信息的

反馈 [16-17]。

尽管针对外泌体生物学功能方面的研究在不

断深入，但外泌体所包含的内容物仍不能被准确

识别。因此，还需要进一步的研究以确定其内容

物的组成及功能，以期阐明外泌体与组织修复的

关系。
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2　外泌体的提取与鉴定

外泌体的提取是外泌体研究和临床应用的基

础，目前外泌体的提取方式大致有 5 种 [18-19]。

（1）差速离心法：通过不同的离心力去除细

胞、碎片以及大囊泡，分离得到外泌体，是目前

较为常用的外泌体提取方法。优点是成本较低，

污染风险小，且可进行大样本量提取，缺点是过

程较为繁琐，高速离心也可能会损伤外泌体的结

构 [20]。

（2）基于分子大小分离法：包括超滤法和体

积排除色谱法。超滤法是利用超滤膜过滤得到外

泌体，其提取时间短，较为便捷，但超滤的压力

可造成外泌体的变形和损伤，并且外泌体附着于

膜上也造成了一定的损失 [21]。体积排除色谱法利

用装填有多孔性材料的色谱柱进行外泌体分离，

设定孔径的大小可选择性地分离出目标大小的分

子及颗粒。该方法允许大小分子的精确分离，并

且外泌体的结构不会被破坏，但其分离时间长，

限制了其在大样本中的应用。

（3）免疫亲和捕获法：基于外泌体的膜抗原

与抗体的特异性结合进行外泌体分离，目前主要

有结合特异性抗体的磁珠分选法和酶联免疫吸附

实验分离法。其优点是分离出的外泌体纯度高且

特异性好，不足之处是试剂成本较高，产量较低，

分离出的外泌体可能会失去功能活性 [21]。

（4）外泌体沉淀法：使用除水的聚合物改变

外泌体的溶解度和分散性以沉淀外泌体。其作用

较为温和，设备成本低，缺点是其他蛋白质及聚

合物的共沉淀对后续的实验分析造成了一定的影

响。

（5） 微 流 体 分 离 技 术（microfluidics-based 

isolation techniques）：利用外泌体的各种性质如大

小、免疫亲和力、密度等对外泌体进行微观分离。

优点是快速便捷，易于自动化，样本量需求少，

但尚处于研究阶段，缺乏临床样本的标准化及大

规模的测试 [22]。

外泌体在发育成熟过程中，一些跨膜蛋白

可在其外膜表面形成特定的标志物，例如 CD9、

CD63、CD81 分子等，这些跨膜蛋白可作为标记

进行外泌体鉴定。除此之外，外泌体大小介于

30~100 nm 之间，亦可通过测定颗粒大小鉴定外泌

体。目前可鉴定外泌体的技术有很多，包括流式

细胞术、电子显微镜、生物免疫技术、动态光散

射技术等，但这些技术各有优缺点，例如电子显

微镜精度较高，但操作繁琐，检测速度较慢；生

物免疫技术操作较为简单，适合高通量的检测，

但无法测量颗粒的大小，因此目前常采取联合应

用这些鉴定技术检测外泌体 [23-24]。

3　外泌体的作用机制

3.1　促进血管增生
众所周知，组织损伤后新生血管的形成和血

运的重建是恢复组织生理功能的首要因素，外泌

体内容物在促进内皮细胞迁移、增殖及血管形成

中扮演了重要角色 [14]。实验分析显示外泌体中含

有某些生物活性分子，如纤维细胞生长因子、血

管内皮细胞生长因子、白介素 -8（interleukin-8, 

IL-8）等，它们与血管增生密切相关，特别是血管

内皮细胞生长因子，被认为是促进血管形成及内

皮细胞增生的关键因子 [6,25]。

研究发现外泌体内的一些信号分子可参与某

些信号通路的激活。外泌体中 HES1 是 Notch 信号

通路的关键下游效应分子，研究表明，激活 Notch

通路可调节血管重塑及内皮细胞的动脉化 [26]。

另 外，Gonzalez-King 等 [27] 研 究 表 明 外 泌 体 中 的

Jagged 1 蛋白可传递 Notch 信号，进而促进血管生

成；Zhang 等 [28] 发现外泌体中的 Wnt 蛋白可刺激

内皮细胞 β- 连环蛋白的核转位，激活下游效应分

子，促进血管生成及恢复组织损伤；Ma 等 [29] 转染

AKT 至 MSC，发现外泌体中高表达的 AKT 可通过

激活血小板源性生长因子信号通路促进血管生成；

Vrijsen 等 [30] 研究表明外泌体中高表达的细胞外基

质金属蛋白酶诱导因子可激活 ERK/AKT 信号通路，

介导了内皮细胞的迁移以及血管网形成。

研究表明外泌体中的特定 miRNA 亦发挥促进

血管生成的生物功能 [31]，如外泌体可向血管内皮

细胞转运 miRNA-125a 及 miRNA-30b，其可结合血

管生成抑制剂 DLL4 的 3' 非翻译区从而抑制其表

达。削弱 DLL4 的抑制作用，从而促进血管生成 [14,31]。

miRNA-21 可抑制靶基因 PTEN 的表达并激活 AKT

通路，从而调节血管增生及凋亡相关因子的表

达 [32]。外泌体促进血管增生的机制示意图见图 2。
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总之，外泌体在血管增生的多个关键环节发

挥着重要作用，其不仅诱导内皮细胞增殖，还参

与内皮细胞的迁移，并干预内皮细胞的凋亡。

3.2　免疫调节和抗炎作用
脑损伤可促使胶质细胞激活、白细胞募集、

炎症介质的产生和释放，这些炎症介质不仅作用

于周围的胶质细胞和神经元，还招募外周免疫细

胞如中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等进入脑

组织，加重神经系统损伤 [4]。Zhang 等 [33] 证实了

MSC 源性外泌体可降低促炎因子表达而诱导抗炎

因子表达，并介导 CD4+ T 细胞转化为调节性 T 细

胞，从而减轻免疫反应。Chen 等 [10] 将外周血单核

细胞与 MSC 来源的外泌体共培养发现，外泌体可

诱导辅助性 T 细胞 1 型（Th1）转化为 Th2，同时

增加了调节性 T 细胞的水平，并促进了外周血单

核细胞和 CD3+ T 细胞的凋亡，从而减轻炎症。

在脑损伤中，小胶质细胞及星形胶质细胞

在介导炎症中发挥了重要作用，它们是促炎细胞

因子产生的主要来源。Drommelschmidt 等 [8] 表明

MSC 来源的 EVs 可抑制小胶质细胞和星型胶质细

胞的激活，从而减轻炎症诱导的脑损伤，恢复白

质微结构。

大量研究报道了外泌体中某些特定内容物具

有免疫调节作用。例如血管内皮细胞生长因子等

可抑制促炎因子的表达而发挥抗炎作用 [34]；前列

腺素 E2 及转化生长因子 β 可抑制 NK 细胞的活性

并抑制 T 细胞的增殖和激活；IL-10 可抑制巨噬细

胞与中性粒细胞的功能，抑制 Th1 细胞的免疫反

应，并促进抗炎分子的表达 [35]；这些因子还与抗

原提呈细胞如树突细胞相互作用影响抗原提呈，

IL-10 通过激活 JAK1 和 STAT3 信号通路抑制树突

图 2　外泌体促进血管增生　　外泌体中的细胞因子、信

号分子、miRNA 等可促进内皮细胞迁移、增殖及血管生成。

细胞的功能，并协同其他抗炎因子，使树突细胞

处于非成熟免疫耐受状态 [35]。除了大量蛋白因子

参与免疫调节，外泌体还包含具有免疫调节功能

的 miRNA。Phinney 等 [36] 发现 MSC 源性外泌体中

的 miRNA 可通过抑制 Toll 样受体通路抑制巨噬细

胞的激活，发挥抗炎效应。

3.3　促进髓鞘形成及轴突生长	
神经损伤会导致髓鞘及轴突的破坏，影响神

经冲动的传导。在中枢神经系统中，髓鞘是由少

突胶质细胞包绕轴突而形成，成熟的少突胶质细

胞能产生髓鞘蛋白，其与髓鞘的正常形态和功能

密切相关。因此，脑损伤后少突胶质细胞的分化

与成熟以及轴突的生长对神经功能的修复起着重

要作用。Otero-Ortega 等 [37] 研究表明外泌体可促进

轴突的再生以及少突胶质细胞的增殖、分化及迁

移，并促进了新生轴突的髓鞘化，改善了脑损伤

后的神经功能。Zhang 等 [7] 发现神经元和远端轴突

可摄取外泌体，外泌体中特定的 miRNA 可促进轴

突生长：他们转染 miRNA-17-92 至 MSC 后发现，

外泌体中高表达的 miRNA-17-92 可进一步促进轴

突生长。Xin 等 [38] 报道了 miRNA-17-92 靶向作用

于信号通路蛋白 AKT、mTOR、GSK-3β，促进其

磷酸化，激活相应的信号通路，促进了轴突重建。

另外，他们还发现外泌体中的 miRNA-133b 在转运

到受损神经元后，可能通过调节酪氨酸羟化酶和

多巴胺转运蛋白的产生，诱导轴突生长，并增强

神经的可塑性，促进脑损伤修复 [17]。

3.4　抑制细胞凋亡	
组织损伤使细胞受损、细胞凋亡增加。在兔

脑缺血模型中，MSC 的移植可显著增加缺血区神

经元的密度并抑制神经元的凋亡 [39]。研究表明，

MSC 的抗凋亡效应部分由外泌体介导。外泌体可

调节抗凋亡基因 BCL-2 和促凋亡基因 BAX 的表达，

使 BCL-2/BAX 的比率增加，抑制细胞凋亡 [40]。

Zhang 等 [41] 发现在氧化应激的情况下，外泌

体中的某些细胞因子如 IL-8、肿瘤坏死因子 -α 等

可通过激活 ERK1/2 通路，促进细胞存活并刺激细

胞增殖，同时对抗氧化应激所引起的线粒体膜电

位增加，从而抑制细胞凋亡。Yu 等 [15] 发现外泌

体可释放多种具有抗凋亡作用的 miRNA，特别是

miRNA-19a，其通过激活 AKT 和 ERK 信号通路发

挥抗凋亡作用。另外，Wang 等 [42] 报道外泌体中

VEGF、FGF 等

促进内皮细胞迁移、增殖、血管生成

细胞因子

外泌体

信号分子 miRNA

Wnt、AKT 等 miRNA-125a、
miRNA-21 等
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的 miR-21、miR-210 通过降低 caspase-3 的表达，

抑制细胞的凋亡。Feng 等 [16] 报道了经过缺血预处

理后，外泌体中 miR-22 含量增加，其被转运到靶

细胞后，与细胞甲基化 CpG 结合蛋白相互作用，

抑制细胞凋亡。

4　外泌体应用的前景与挑战

新生儿脑损伤的治疗一直是棘手的问题，虽

然目前的亚低温和药物治疗已取得了良好的疗效，

但由于亚低温治疗的治疗窗窄且只限于胎龄≥ 36

周的中至重度脑损伤的新生儿，仍有一些患儿不

能从中受益 [1]。因此着力于探索新型有效的治疗策

略尤为重要。既往大量研究报道了 MSC 移植具有

显著的神经功能修复疗效，但由于其潜在的致瘤

和栓塞风险以及低存活率等缺点限制了其临床应

用。近年来，有研究表明外泌体相比 MSC 能发挥

更好的治疗作用。在胎羊缺血缺氧模型中报道了

通过胎羊静脉内注射 EVs，可以改善神经功能及结

构的损伤，并可避免应用活细胞治疗的部分风险 [3]。

相比 MSC，外泌体大致具有以下几个优点：

（1）外泌体的膜结合蛋白较少，因此它们的免疫

原性低于 MSC，从而降低了免疫细胞的识别及吞

噬。（2）外泌体移植为无细胞治疗，降低了 MSC

移植所引起的致瘤及栓塞的风险。（3）外泌体是

脂质结合的纳米级囊泡，可自由穿过血管壁，通

过血脑屏障 [9,11]。（4）外泌体可以在 -20℃的冷冻

保存剂中储存 6 个月，而不会损失其生物活性，

其良好的稳定性有利于储存及运输 [43]。（5）外泌

体的双层脂膜可包封和保护其内容物，防止了细

胞因子及 RNA 等的迅速降解，并可携带 si-RNA

及治疗药物作用于靶部位。（6）外泌体缺乏自身

代谢，其活性基本不受机体内环境的影响，可更

好地发挥其功能特性 [4,11,44]。

虽然外泌体有望成为理想的新兴治疗药物，

协助脑损伤的治疗，但对于其临床应用，还面临

着一些挑战：外泌体治疗的准确机制尚不清楚，

还需进一步鉴定其中的活性物质并揭示其生物功

能；外泌体中的某些分子如肿瘤坏死因子 -α、IL-6
是有害的，需鉴别并去除这些有害内容物以降低

其毒副作用 [9]；改进现有的技术以进行大规模的外

泌体分离与提纯；比较外泌体的细胞来源和给药

途径，以及根据其半衰期制定合适的给药频次，

以求发挥最好的治疗效果 [6]。此外，最近研究报

道应用生长因子和细胞因子及缺氧处理等方法对

MSC 进行预处理，或进行基因重编码与改造，可

提升外泌体的疗效并提高其靶向性与安全性 [6,9]。

综上所述，虽然对于外泌体的内容物组成及

生物学功能还有许多未解之谜，但随着研究的深

入和技术的改进，将进一步揭示外泌体的作用机

制，从而为新生儿脑损伤的治疗带来新方法。 
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