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摘  要 

从细胞释放的外泌体，以膜包围的细胞外囊泡的形式，传递蛋白质和核酸，在细胞间通讯中起着至关重

要的作用。外泌体的治疗潜力几乎是无限的，特别是从各种组织细胞中收获的外泌体不会引起宿主自身

免疫反应，使得外泌体在组织工程移植手术和移植物抗宿主疾病的治疗中，提供了希望。然而，在移植

后，维持外泌体随时间的保留和稳定性是外泌体应用的主要挑战。将基于外泌体的递送与多种组织工程

材料相结合，不仅可以将外泌体有效负载，而且能有效的将外泌体持久保留在组织缺损部位，满足外泌

体高效的停留和持续释放，并为组织再生提供理想的微环境。开发外泌体与各种形式的组织工程支架为

组合的无细胞系统，有望用作生物实体，潜在地促进新的生物功能支架的开发，为组织再生提供了有希

望的策略。 
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Abstract 
Exosomes are extracellular vesicles surrounded by membrane released by nearly all cell types. It 
has been demonstrated that exosomes transfer proteins and nucleic acids via their cargo and play 
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a critical role in intracellular communication. Exosomes are almost universal and exosomes har-
vested from all tissues and cells do not induce autoimmune responses, offering a promising the-
rapeutic option in tissue engineering transplant surgery and the treatment of graft-versus-host 
disease. However, the main challenge for exosomes application is the maintenance of efficiency 
and stability of exosomes after transplantation in vivo. The combination of exosomes delivery and 
tissue engineering based materials can not only carry exosomes, but also effectively retain ex-
osomes in the defect sites of tissue and release for a long time, which provide an ideal microenvi-
ronment for tissue regeneration. The development of cell-free systems combining exosomes with 
various forms of tissue-engineered scaffolds is expected to be used as biological entities, promot-
ing the development of new biofunctional scaffolds and providing promising strategies for tissue 
regeneration. 
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1. 引言 

组织工程学是根据细胞生物学和工程学的原理，将正常具有特定生物学活性的组织细胞与生物材料

相结合，在体外或体内构建组织和器官，以维持、修复、再生或改善损伤组织和器官功能的一门科学。

组织工程主要致力于组织和器官的形成和再生，它的提出、建立和发展被誉为医学领域中组织、器官缺

损和功能障碍传统治疗方法和模式的一次革命，标志着医学将走出组织器官移植的范畴，步入制造组织

和器官的新时代[1] [2]。组织工程在人体组织修复的多个领域都有着重要应用，组织工程技术促使传统移

植的医疗模式革命到一种制造和再生的新时代。 
几十年来，组织工程学一直是再生医学的重要领域，但其仍然存在一定的局限性。通过将外泌体与

组织工程结合在一起能有效地解决此类问题。研究表明，包括所有真核生物和原核生物在内的细胞均可

以将外泌体释放到细胞外环境中，识别各种靶细胞调控不同的生物发生[3]。外泌体起源于细胞的多囊泡

分裂，既不自我复制也不会引起宿主自身免疫反应，具有很高的治疗前景，近年来其研究已经取得了很

大进展。 

2. 外泌体的定义 

2.1. 定义 

由细胞产生的囊泡被称为细胞外囊泡(EV)，其具有膜结构，可以介导远距离的细胞间通讯。根据细

胞间起源，主要有三种主要类型的细胞外囊泡：第一种细胞外囊泡是大小在 50 nm 到 5 μm 之间的凋亡小

体。第二种细胞外囊泡被称为微泡或质膜衍生的囊泡，大小范围为 50 nm 到 1 μm。最后也是最重要的一

种分泌型细胞外囊泡，大小范围 30~150 nm，称作外泌体[4]。 
外泌体是由 P. Stahl 和 R. Johnstone 首次发现的，他们观察到成熟大鼠和绵羊红细胞中有小球排出到

细胞外基质，这种“小球”被称为外泌体。一般来说，外泌体实际上由所有类型的真核细胞释放，并广

泛存在于大多数体液中，如母乳、脑脊液、唾液、外周血、腹水、尿液和几乎所有其他体液中[5]。外泌
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体的膜成分允许它们与受体细胞融合并释放其内容物，从而将内容物输送到靶器官。大量研究证明了外

泌体不仅参与细胞间通讯，而且参与许多重要的生物学过程。 

2.2. 结构和组成 

外泌体是双膜囊泡，并且根据细胞来源的不同而具有不同的性质。外泌体的磷脂双层膜中嵌入了许

多蛋白质和脂质，这些蛋白质和脂质被认为是由亲代细胞进化而来的。四跨膜蛋白 CD9、CD63 和 CD81
以及肿瘤易感基因 101 蛋白(TSG101)在外泌体膜上高度富集，因此被视为外泌体的管家标记[6]。 

外泌体由不同的生物分子组成，例如蛋白质，脂质，mRNA 和 miRNA 等，这些分子可以传递给细

胞进行组织修复和再生。外泌体内不仅存在膜转运蛋白，还存在融合蛋白(GTPases, flotilin, Annexins)，
热休克蛋白(Hsc70, Hsc90)以及脂质相关蛋白和磷脂酶[7]。此外还发现，外泌体中存在高水平的鞘磷脂和

磷脂酰肌醇，确保了它们在许多不同 pH 值的生物流体中具有更好的稳定性，从而避免被分解或降解。

外泌体还包含许多参与信号转导的分子，如 β-连环蛋白 ADP-核糖基化因子(ARF) 1、表皮生长因子受体

(EGFR)、粘蛋白 1 (MUC1)、磷脂酰肌醇 3-激酶(P13K)、鸟嘌呤核苷酸结合 G 蛋白(G 蛋白)和细胞分裂控

制蛋白 42 (CDC42) [8]。这些生物分子的结构和组成成分都与外泌体的功能息息相关。 

2.3. 分离和鉴定 

外泌体可通过多种方法从细胞上清培养液和体液中分离出来，例如差速离心法，超速离心法，密度

梯度离心法，免疫磁珠法和色谱法等。分离外泌体的新方法还包括纳米级横向位移阵列，纳米级确定性

横向位移和 ExtraPEG (一种基于聚乙二醇(PEG)的方法) [9]。 
外泌体的鉴定可以从形态，粒径和标记蛋白等方面进行，不同的鉴定方法具有各自不同的特点[10]。

用电子显微镜进行鉴定是最常见的方法，可以用来确定外泌体的大小和形状；其他方法作为外泌体鉴定

的辅助方法。具体的鉴定方法包括扫描电子显微镜，原子力显微镜，冷冻断裂电子显微镜，纳米颗粒追

踪技术，透射电子显微镜，动态光散射(Dynamic Light Scattering, DLS)，流式细胞仪，蛋白质印迹和酶联

免疫吸附测定。 

3. 外泌体的功能 

外泌体的治疗可能性似乎是无限的，包括 RNA 干扰(RNAi)治疗，药物传递系统，以及作为疾病的生

物标志物[6]。在癌症治疗中，外泌体经常被用作药物输送载体或用作筛查工具，外泌体是递送抗肿瘤剂，

miRNA，siRNA 和各种其他生物分子的理想候选者[11]。除了用于治疗癌症，外泌体还可以用于治疗其

他几种炎症性疾病，例如神经退行性疾病、关节炎、动脉粥样硬化和糖尿病等。除此之外，通过运输和

交换信号分子，外泌体在治疗心血管疾病和中枢神经疾病中发挥着至关重要的作用。 

4. 外泌体与组织工程 

外泌体已被认为是各种疾病的无细胞治疗的新候选人，然而，在移植后，维持外泌体在体内随时间

的保留和稳定性是外泌体应用的主要挑战。目前，有很多研究应用了水凝胶，纳米粒子，支架和导管等

不同形式的组织工程材料与外泌体相结合，用以进行不同组织的修复与再生，包括骨组织再生，皮肤伤

口愈合，血管生成和周围神经再生等。 

4.1. 外泌体与骨组织工程 

有研究开发了一种光诱导亚胺交联水凝胶作为外泌体支架，将来自多能干细胞系的外泌体封装在其

中，制备用于软骨再生的脱细胞组织补片(脱细胞组织补片，EHG)，该水凝胶具有良好的操作能力、生
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物相容性和最重要的软骨整合性。结果发现，EHG 水凝胶有效地保留了水凝胶中的外泌体，并在软骨缺

损部位有效地传递了 EHG 外泌体，对软骨细胞和 hBMSCs 均有正向调节作用。EHG 能与软骨基质结合，

促进软骨缺损部位细胞沉积，促进软骨缺损修复，证明了该组织补片在再生医学中的治疗效果[12]。 
从人脂肪干细胞(hASCs)中提取出外泌体，将其固定在涂有聚多巴胺的 PLGA 支架(PLGA/pDA)上，

构建一种新型的无细胞组织工程骨支架[13]。试验表明外泌体可以缓慢而均匀地从 PLGA/pDA 支架中释

放出来，通过其骨诱导作用和促进间充质干细胞在新形成的骨组织中迁移和归巢的能力，从而增强骨再

生能力。体外和体内研究表明，结合外泌体和 PLGA/pDA 支架组成的新型无细胞系统，是一种很有前途

的骨组织工程无细胞系统。 
开发BMSCs来源的外泌体通过单宁酸(TA)修饰的磺化聚醚醚酮(SPEEK)与生物大分子的强相互作用

可逆地结合在一起形成功能化种植体，通过免疫调节加速骨整合。SPEEK 缓慢释放的外泌体可被共培养

细胞吞噬，从而有效提高 SPEEK 的生物相容性。体外实验结果显示，负载 SPEEK 的外泌体通过 NF-kB
途径促进巨噬细胞向 M2 型极化，增强 BMSCs 成骨分化。进一步对体内大鼠气囊模型和大鼠股骨钻孔模

型评估，外泌体负载 SPEEK 后，结果显示巨噬细胞向 M2 型有效极化，并形成理想的新骨和令人满意的

骨整合效果。因此，骨髓间充质干细胞衍生的外显骨功能化种植体具有骨免疫调节，促进成骨作用[14]。 

4.2. 外泌体与皮肤组织工程 

Shi 等人采用冷冻干燥法制备了壳聚糖/丝基水凝胶海绵，并从牙龈间充质干细胞(GMSCs)中分离出

外泌体，然后将它们装载到壳聚糖/蚕丝水凝胶海绵中，以评估这种新型无创方法对糖尿病大鼠皮肤缺损

的影响。制备的壳聚糖/蚕丝水凝胶具有良好的溶胀和保湿性能，牙龈间充质干细胞来源的外泌体联合水

凝胶可通过促进胶原蛋白的再上皮化、沉积和重塑、促进血管生成和神经元长入，有效促进糖尿病大鼠

皮肤创面愈合。这些发现不仅为外泌体在创伤愈合中的作用提供了新的信息，而且为外泌体在皮肤修复

中的应用提供了一种新的无创方法，具有实用价值[15]。 
有研究将人脐带间充质干细胞(hUCMSCs)来源的外泌体包裹在双敏感水凝胶中，双敏水凝胶由泊洛

沙姆(P407)和壳聚糖衍生物羧甲基壳聚糖(CMCS)组成，与天然无毒交联剂京尼平(GP)进行交联反应形成

温度、PH 双敏水凝胶。双敏水凝胶对人脐带间充质干细胞来源的外泌体有很好的装载性能，可以持续释

放外泌体。同时水凝胶良好的流动性和快速原位凝胶功能，提高了创面形状的适应性；适当的水凝胶粘

度特性保证了其对创面组织的粘附能力和长期形成保护层的能力；水凝胶内部精细的网状微结构促进了

吸水性、透气性，保持了创面湿润；水凝胶还具有降解性，覆盖材料残留量少，换药方便，无二次损伤

等特点。将包裹 hUCMSCs 来源外泌体的双敏水凝胶应用于皮肤的伤口，探索皮肤组织再生的效果，组

织学方法包括 HE 染色和马森三色染色观察伤口关闭率、组织愈合、胶原沉积，免疫组化方法检测 TNF-a
和 IL-16 的抗炎作用。结果发现负载外泌体的水凝胶显著改善了伤口的闭合、组织愈合率、创面胶原沉

积等情况，并且在负载外泌体的水凝胶治疗的创伤中发现了更多的皮肤附属物。所有数据表明，与其他

治疗方法相比，负载外泌体的双敏感水凝胶能够促进伤口愈合过程，减少炎症反应，为皮肤伤口的完全

再生提供了新的途径[16]。 

4.3. 外泌体与血管组织工程 

将人胎盘来源的间充质干细胞(MSC)来源的外泌体与壳聚糖水凝胶结合，研究发现壳聚糖水凝胶显

著提高了外泌体中蛋白质和 miRNA 的稳定性，并增强了外泌体在体内的保留。此外，评估了内皮保护和

体外水凝胶外泌体促进血管生成的能力。同时，评估了水凝胶结合的外泌体在小鼠后肢缺血模型中的治

疗功能。研究数据表明，在热敏壳聚糖水凝胶中对外泌体进行包封可以强化分离出的外泌体在体内稳定
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性，在体外和体内(小鼠后肢缺血模型)条件下，水凝胶中递送的外泌体可以更好地诱导血管生成，进一步

增强后肢缺血的治疗效果[17]。 
从人脐带间充质干细胞上清液中分离出的含有 miRNA-675 的外泌体与超声处理的丝素蛋白溶液混

合，可以形成外泌体丝素蛋白水凝胶[18]。丝素蛋白水凝胶以持续的方式释放外泌体，并观察到在功能障

碍血管有血液灌注增加的现象。 

4.4. 外泌体与神经组织工程 

干细胞可以通过外泌体向其他细胞或神经元传递神经营养因子或微小核糖核酸，以促进周围神经修

复。从分化的脂肪原性干细胞(ADSCs)中分离出的外泌体具有减少施万细胞凋亡的作用[19]，而未分化的

ADSCs 外泌体则可促进 NG108-15 细胞神经突的生长[20]。移植的干细胞在周围神经修复中的关键作用

是神经营养因子的释放。所以，尽管没有活细胞连续释放神经营养因子，基于外泌体的疗法也可以释放

神经营养因子，但仅限于短期作用。 
有研究将人 MSC 来源的外泌体附着于粘性水凝胶递送到局部脊髓组织。为了使外泌体能够粘附在多

孔水凝胶的三维表面，采用基于层粘连蛋白的粘附肽 PPFLMLLKGSTR 对水凝胶进行修饰(pGel)，然后

粘附 MSC 来源的外泌体(Exo-pGel)。随后，采用损伤间隙为 4 ± 0.5 mm 的大跨度脊髓横断损伤模型评价

Exo-pGel 对 SCI 大鼠功能恢复及泌尿系统的保护作用，并对损伤脊髓组织不同区域的神经再生进行了研

究。研究表明，pGel 在体外具有三维模拟细胞外基质保留和持续递送 MSC 外泌体的超群能力。植入的

外泌体在宿主神经组织中表现出高效的停留和持续释放。Exo-pGel 植入可对微环境产生抗氧化、抗炎作

用，并有效促进大鼠脊髓再生和运动功能恢复，进一步保护脊髓损伤后的泌尿组织免受神经源性损伤[21]。 
Rao 等评估了来自牙龈间充质干细胞(GMSCs)的外泌体联合可生物降解甲壳素导管对周围神经再生

的影响。从人牙龈组织中分离出 GMSCs，经表面抗原分析和体外多能分化鉴定，收集细胞上清分离外泌

体。通过与施万细胞和背根神经节(DRG)共培养，评价外泌体对外周神经再生的影响。用可生物降解的

甲壳素导管修复大鼠坐骨神经 10 mm 的缺损，利用组织学、电生理学和步态分析来评价外泌体对坐骨神

经功能恢复的影响。研究结果显示外泌体能显著促进施万细胞增殖和 DRG 轴突延伸生长。体内研究表明，

甲壳素导管与外泌体联合可显著增加神经纤维的数量和直径(p < 0.01)，促进髓鞘的形成，外泌体治疗组

在 12 周显示出与自体移植组相当的神经纤维髓鞘形成和靶肌重量恢复。此外，肌肉功能、神经传导功能

和运动功能也明显恢复。综上所述，该研究提示 GMSCs 来源的外泌体联合可生物降解甲壳素导管是一

种有用的、新颖的外泌体治疗外周神经的方法[22]。 
有研究将神经营养因子-3 (Neurotrophin-3, NT-3)的mRNA包裹于脂肪来源的干细胞(ADSC)来源的外

泌体(ExoNT-3)中，后将 ExoNT-3 装入海藻酸盐凝胶中构建神经导管 (ExoNT-3-NGC)，以桥接大鼠坐骨

神经 10 mm 缺损。术后测定 NT-3 的表达，检测坐骨神经功能指数(SFI)，通过形态学检测、再生神经免

疫荧光染色、腓肠肌功能评价治疗效果。结果显示设计的外泌体能将 NT-3 mRNA 高效地传递给受体细

胞，并转化为功能蛋白。构建的导管能够实现外泌体稳定持续释放 2 周以上，能显著促进神经再生，改

善腓肠肌功能恢复。该研究方法可作为 NT-3 内源供应的有效途径，以 NT-3 包被外泌体作为腔内填充物

的神经导管可促进神经再生，桥接大鼠坐骨神经缺损，为周围神经再生提供理想的微环境，为神经移植

物的构建提供了一种新的策略[23]。 

4.5. 外泌体与其他组织工程 

Li 等构建了一个聚多巴胺纳米颗粒(PDNPs)，由聚(乙二醇)–聚(ε-己内酯–丙交酯) (PELA)温度敏感

水凝胶组成，并用它封装干细胞来源的外泌体。选择 PDNPs 作为生物相容性光声造影剂，而使用 PELA
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水凝胶控制外泌体的释放。在这项研究中，聚多巴胺纳米颗粒(PDNPs)结合了聚(乙二醇)–聚(e-己内酯–

丙交酯) (PDNPs-pela)热敏水凝胶，通过简单的原位聚合制备用于脂肪干细胞来源的外泌体(EXO)的腔内

给药。水凝胶在体温下表现为溶胶–凝胶转变。此外，以聚乙二醇–聚己内酯–丙交酯(PELA)嵌段共聚

物为模板的 PDNPs 原位聚合在凝胶体系中分散更稳定。将 EXO 封装到水凝胶中后，在两周内表现出缓

释行为。体内动物实验表明，水凝胶释放的外泌体可促进内皮细胞和神经元的愈合，增加腔内压力，从

而恢复勃起功能。特别是由于热敏凝胶中的 PDNPs 具有优异的光声性能，因此在实时光声成像的引导下，

水凝胶可以准确地输送到白膜中。研究表明，制备的 PDNPS-PELA 作为 ED 治疗的可注射外泌体载体具

有广阔的前景[24]。 

5. 总结与展望 

外泌体是包含有 miRNA 以及其他生物分子(如蛋白质、脂质、mRNA)的混合物，在细胞/组织通讯中

具有重要作用。外泌体包含的生物分子的转移调节着受体细胞的生物学功能，最终影响组织再生。由于

组织再生需要在不同时间介入多种生物分子，而单次使用外泌体很难使其再生潜力最大化，因此利用工

程化生物材料控制外泌体释放能力可以协助组织再生过程。 
将外泌体与各种形式的组织工程支架结合，不仅可以将外泌体有效负载，而且能有效的将外泌体持

久保留在组织缺损部位，满足外泌体高效的停留和持续释放，提高了外泌体中蛋白质和核酸等内容物的

稳定性，并为组织再生提供理想的微环境，有效发挥其修复作用，进一步提高其治疗效果，为组织工程

领域组织损伤的修复提供了一种新的策略。 
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