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间充质干细胞外泌体中的RNA与蛋白质 
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摘要      间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSC)外泌体是MSC中的多泡小体与细胞膜融合

时分泌到细胞外环境中的50~200 nm大小的细胞外囊泡。MSC外泌体含有TSG101、CD9和CD81等
典型蛋白质与多种RNA。人们逐渐认识到外泌体是通过传递其蛋白质和RNA等内容物到受体细胞

发挥作用的。因此, MSC外泌体的治疗潜能可能是因为它含有特殊的蛋白质或RNA。该文对外泌

体蛋白质和RNA的作用机制进行探究, 并提出MSC外泌体很可能通过蛋白质而不是RNA发挥效应。
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Abstract       Mesenchymal stem cell exosomes are 50-200 nm extracellular vesicles that are secreted into the 
extracellular environment when the multivesicular bodies in MSC fuse with the plasma membrane. MSC exosomes 
contain typical exosome-associated proteins such as TSG101, CD9, CD81 and carry a variety of RNAs. It has been 
gradually recognized that exosomes act by delivering their protein and RNA contents to recipient cells. Therefore, 
the therapeutic potential of MSC exosomes may be due to their specific protein or RNA content. In this paper, the 
mechanism of action of exosome protein and RNA was explored, and it was proposed that MSC exosome might ex-
ert its effect through protein rather than RNA.
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MSC(mesenchymal stem cell)能从成人骨髓组织

及脐带等组织中获取, 在动物模型中对许多疾病有治

疗效果, 在干细胞再生医学领域应用广泛。最新研究

表明, MSC外泌体在干细胞的治疗中有重要作用。外

泌体是由细胞分泌的胞外囊泡的其中一种, 富含多种

RNA和蛋白质[1-2]。因此, 普遍认为MSC外泌体是通

过蛋白质和RNA等内容物发挥作用的, 但具体机制

目前并不清楚。本文就MSC外泌体是通过蛋白质或

RNA发挥作用的研究进展作一综述。

1   MSC外泌体的临床应用和治疗潜能的

发现
MSC是一类能够进行自我增殖及定向分化的

多能干细胞。人们在探究MSC的作用机制时经常会

观察到在进行MSC移植后出现与移植或MSC分化

不相关的功能改善[3-5]。TOMA等[6]发现, 向心肌中

移植MSC仅4天后就出现干细胞分化。但GNECCHI
等[7]也证实, 在移植MSC 72 h后心室功能就会出现

改善, 早于MSC移植后分化为心肌细胞的时间。这

些观察和研究都与移植MSC的“植入和分化”假说相

矛盾。越来越多的人提出, MSC是通过其分泌物来

减轻组织损伤并进行组织修复的[8]。GNECCHI等[7]

与TIMMERS等[9]分别于2006年和2008年证实, 在无
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干细胞参与下, MSC分泌物能够缩小急性心肌梗死

小鼠的心肌梗死面积。这些研究提示, MSC分泌物

在干细胞的治疗中有重要作用, 深入研究发现, 胞外

囊泡是MSC分泌物中的重要成分[10]。

外泌体是50~200 nm大小的胞外囊泡。研究

表明, 外泌体膜与细胞膜类似, 膜上都含有丰富的

信号分子与表面抗原, 但并不含细胞核或线粒体等

细胞器。外泌体膜通常都含CD9、CD81、Alix和
TSG101等蛋白质, 但由于细胞来源和细胞状态的不

同, 外泌体也包含特定的蛋白质[11]。外泌体最早被

认为是细胞处理废物的垃圾桶[12]。研究表明, 几乎

所有的细胞类型都能分泌和摄取外泌体, 这是细胞

的一种基本功能。因此, 外泌体具有普遍且重要的

功能。

 目前MSC外泌体是根据其尺寸或密度进行制

备的, 但这些方法很难确保外泌体制剂的纯度。外

泌体制剂可以是高度异质性制剂, 可能包含三种或

者更多不同种的胞外囊泡群体[13]。这些胞外囊泡可

通过霍乱毒素B链(cholera toxin B chain, CTB)、膜

联蛋白(annexin V, AV)和志贺毒素(Shiga toxin, ST)
对膜脂结合配体的亲和力来区分, 这些配体分别与

GM1神经节苷脂、磷脂酰丝氨酸和酰基鞘鞍醇三己

糖(或Gb3)结合。由于每一种配体均能够结合多种

脂质分子, 因此这种配体−脂质结合可能只发生在局

部脂质浓度高的位点, 并且这些脂质要足够接近配

体才能实现多价结合。因此这些位点可能提示这些

胞外囊泡的生物发生位点。

CTB在细胞膜和细胞质中的定位与脂筏中CTB
结合GM1神经节甘脂的富集是一致的, 这是受体介

导内吞作用和内体生物发生的主要场所, 因此这也

是外泌体的生成部位。包括脉冲追踪在内的多个证

据表明, 与CTB结合的胞外囊泡是外泌体[14]。但是

细胞质中的AV结合位点尚未确定。与CTB和CD81
拥有众多的结合位点相反, AV与CD81或细胞膜结合

的共同定位点很少。这也表明在健康细胞中, 结合

AV的胞外囊泡不是外泌体。

因此, 迄今为止大多数MSC外泌体制剂都含有

小型胞外囊泡的异源群体。在本文中, “MSC外泌体”
这一术语是指由MSC分泌的50~200 nm的胞外囊泡。

2010年, 首次出现了有关MSC外泌体临床应用

的描述[15]。当使用高效液相色谱法对MSC的条件

培养基内的微粒进行分析时发现其中含有大小均

一、流体力学半径为55~65 nm的微粒。这些颗粒

都具有CD9、CD81、1.10~1.18 g/mL的悬浮密度和

富含胆固醇的脂膜等明显的外泌体特征[15-16]。研究

表明, MSC外泌体对肝脏纤维化[17]、肢体缺血性损

伤[18]、糖尿病引起的认知功能障碍[19]等疾病都有治

疗作用。这一系列的外泌体活性与MSC广泛的治

疗效果相关联。由此提示, MSC的治疗效果很大程

度上是通过外泌体来实现的。

2   MSC外泌体中的RNA及其作用机制
像大多数外泌体一样, MSC外泌体也富含RNA。

但不同的是, MSC外泌体中没有检测到18s或28s 
RNA[2,20]。研究表明, MSC外泌体中只鉴定到小部

分的MSC miRNA, 这表明, miRNA的分泌是有选择

性的[16,18]。许多miRNA是pri-和pre-miRNAs等前体

miRNA, 而不是成熟miRNA。

深度测序是目前无偏差分析DNA和RNA的最

新技术, 测序发现MSC外泌体中的RNA是一种约

为100个核苷酸的高度异源的RNA种类[13]。实验观

察到外泌体RNA大多数是核糖体RNA、Y RNA、

snRNA和加工的转录物等, 而不是成熟miRNA。除

了miRNA外, 大多数外泌体RNA与母体细胞的RNA
片段一致, 并且不引起任何生物学功能。对MSC外
泌体中的RNA进行深度测序时发现, miRNA只占

2%~5%, 大部分RNA都是tRNA。

研究表明, 外泌体内的mRNA和microRNA能够

传递给其他细胞, 并使受体细胞发生生物学反应, 这
一研究结果掀起了外泌体RNA的研究热潮[1-2]。进一

步分析显示, 大多数外泌体的RNA长度在200~400
个核苷酸[15,22-26]。相对于平均长度约为2 314个核苷

酸的人mRNA而言[27], 外泌体中的RNA由于过短而

无法携带蛋白质编码信息。并且有研究表明, MSC
是通过效率更高的缝隙连接将miRNA转导到其他

细胞中[28]。因此, 越来越多的人认为, MSC外泌体是

通过细胞间传递的miRNA来发挥MSC的治疗效果。

miRNA转变成pre-miRNA, 并且与RNA诱导沉

默复合物(RNA-induced silencing complex, RISCs)结
合时才具有生物功能[29]。因此, 必须明确外泌体相

关miRNA是pri-、pre-还是成熟miRNA。如果miRNA
是成熟miRNA, 则应确定miRNA是否与RISCs相关。

搜索ExoCarta和Vesiclepedia数据库(2018年1月17日
访问)发现, 在外泌体或细胞外囊泡中一般检测不到
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Dicer和Argonaute蛋白。有研究表明, 大多数循环

miRNA是非囊泡相关的核糖核酸蛋白复合物[30], 因
此部分胞外囊泡相关的miRNA就更可能是非囊泡相

关核糖核酸蛋白复合物, 并且与外泌体和小型胞外

囊泡共同纯化。总之, 这些研究表明, 外泌体或细胞

外囊泡不携带完整的RISCs。
MSC外泌体中丰富的miRNA提示, 可能存在

使MSC分泌物发挥治疗作用的miRNA机制。正如

KATSUDA和OCHIYA[31]的综述所描述, MSC外泌体

的miRNA参与了血管再生、免疫调节、抗细胞凋亡

和抗纤维化等细胞活动。

为了确定MSC外泌体的miRNA在治疗过程中

是否发挥作用, 先决条件是miRNA必须存在一定的

生物学浓度。CHEVILLET等[32]曾描述在MSC外泌

体中检测到超过100种miRNA, 含有特异性miRNA
的外泌体的概率是1100׃。据估计, 每个外泌体的特

殊miRNA分子数量远远少于一个。因此, 一个细胞

想要摄取一个目的miRNA分子, 那么它将不得不摄

取至少100个外泌体。

分析表明, 在充分考虑miRNA浓度、结构和诸

如RISCs等辅助蛋白有效性的情况下, 外泌体一般不

能通过特定miRNA发挥作用。

3   MSC外泌体内的蛋白质与其作用机制
迄今为止, 已经有数个团队发表过MSC外泌体

的蛋白质组学分析, 并鉴定出1 000多种蛋白质[33-38]。

蛋白质在生物学过程中的地位提示, MSC外泌体蛋

白质组参与了细胞间交流、细胞结构、炎症和外泌

体生物发生与发展等许多关键的生物学过程[38]。再

根据这些外泌体蛋白的功能分类发现, 外泌体蛋白

与MSC治疗心血管疾病、成骨不全、牙周炎和骨折

等众多种疾病的疗效一致[39]。MSC外泌体中的蛋白

质与miRNA一样也具有调节疾病发病机制或组织

修复与再生的许多生物学过程的潜力。

3.1   MSC外泌体包含信号分子

MSC外泌体包含细胞因子、白细胞介素、趋

化因子和生长因子等多种信号分子蛋白。MSC外泌

体被证实能治疗心肌梗死[15]。这一疗效正是通过血

管内皮生长因子、肝细胞生长因子、成纤维细胞生

长因子、神经调节蛋白等生长因子[40-42]和集落刺激

因子、白血病抑制因子等细胞因子[43-44]发挥作用。

这些均有助于减少组织纤维化、血管再生和祖细胞

聚集。

ANDERSON等[33]应用液相色谱−质谱对人类

骨髓间充质干细胞外泌体中的蛋白质进行分析, 共
鉴定出1 927个蛋白。当MSC暴露于缺血条件下, 血
小板衍生生长因子、表皮生长因子和FGF等血管生

成相关因子在外泌体中的含量增加。 此外, TNF-α、
TGF-β、Wnt5、β-catenin和delta-like 4等大量的信

号通路蛋白也存在于外泌体内。

外泌体的蛋白质组学体现出细胞系特异性。细

胞膜转运、细胞连接、细胞骨架和结构蛋白等细胞

基本功能是通过蛋白质发挥作用的。细胞系间RNA
的异质性差异导致核酸结合蛋白表现出很大的多样

性。MSC的外泌体比免疫细胞含有更多的细胞外基

质蛋白, 这与细胞外基质是干细胞增殖和发挥功能

的重要调控因子的研究结果一致[45-46]。

因此, 外泌体的蛋白组成不仅可以反映母体细

胞的生理和病理状态, 也可以随着细胞微环境的改

变而发生变化。SALOMON等[47]发现, MSC会根据

自身所处氧气溶度改变分泌的外泌体蛋白质的成

分。MSC暴露在高氧分压环境下会抑制细胞骨架

信号传导蛋白和网格蛋白介导的内吞作用蛋白的表

达。显然, 外泌体中蛋白质组成是高度动态的, 这有

助于改善细胞外环境。

3.2   MSC外泌体包含酶

蛋白质组学研究表明, MSC外泌体不仅含有

GAPDH、 磷酸甘油酸激酶(phosphoglycerate kinase, 
PGK)、磷酸葡萄糖变位酶(phosphoglucomutase, 
PGM)、丙酮酸激酶m2(pyruvate kinase m2, PKm2)和
烯醇化酶(enolase, ENO)这5种酶[48], 还含有CD73和
20s蛋白酶体等几种酶。CD73是将细胞外AMP脱磷

酸化为腺苷, 这是Ras/Raf/MAPK和PI3K/Akt的重要

激活因子[49]。MSC外泌体的成分可以将AMP脱磷酸

化成腺苷和无机磷酸盐, 也为CD73的存在提供了证

据。

蛋白质发挥作用的条件与miRNA一致, 要求在

治疗剂量的外泌体中存在一定的蛋白质。蛋白质发

挥作用的关键是在治疗剂量中具有足够的生物化学

效能, 这样才能引起相关的生化效应。

已有报道称, 在MSC外泌体中的蛋白质参与

下, 外泌体缩小了小鼠心肌缺血/再灌注(ischemia/
reperfusion, I/R)损伤[50-51]的梗死面积。在I/R损伤期

间, 心脏组织经历了显著的蛋白质组学变化[52]。脂
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肪酸氧化、糖酵解和三羧酸循环中的关键限速酶都

大幅度减少, 而在缺血和再灌注长达120 min后促凋

亡蛋白显著增加。这些蛋白质组学的变化与心肌I/R
损伤中ATP生成较少和细胞凋亡增加相符。MSC外
泌体对心肌I/R损伤中ATP生成的减少和细胞凋亡的

增加都有抑制作用[53]。当用寡霉素预处理细胞时, 细
胞的线粒体内ATP酶被抑制, 但用MSC的外泌体干预

后可增加ATP的生成[54], 这更加证实了这一理论。由

于MSC外泌体中存在GAPDH、PGK、PGM、 ENO
和PKm2这5种酶, ATP生成减少得到明显改善。在

MSC外泌体蛋白质中, PGK和PKm2酶的活性分别

是3.6×10−3 U/µg和5.5×10−3 U/µg[55]。因此, 在1 µg的
MSC外泌体蛋白质中, PGK和PKm2两种糖酵解酶

结合起来的酶活性是9.1×10−3 U, 并且每分钟能生成

9.1×10−3 µmol的ATP。由于哺乳类动物组织中ATP浓
度大约是2~6 µmol/g[56], 1 g组织含有约108个细胞[57], 
1个细胞含有2×10−8~6×10−8 µmol的ATP。因此, 每分

钟内1 µg外泌体产生的ATP数量与1.5×105~4.6×105

个细胞的生成量一致。此外, 估计人类细胞平均每

秒消耗109个ATP[58]。由于1 µg MSC外泌体中的两种

糖酵解酶能在每分钟内生成9.1×10−3 µmol ATP, 所以

1 µg MSC外泌体每秒可以生成0.15×10−3 µmol或
0.15×10−9 mol ATP; 1 µg外泌体生成的ATP可以满

足(6.02×1023×0.15×10−9÷109)≈1×105个细胞活动1 s
的需求量。

4   miRNA与蛋白质的MOA比较
MSC外泌体内的miRNA和蛋白质在引发生物

学相关活性的能力进行比较时, 生物学上重要的

miRNA显然不存在正确的构型或浓度。因为MSC
外泌体中通常不存在RISC的成分[18], 所以外泌体中

成熟miRNA不可能在RISCs上。另一方面, 在典型

的外泌体剂量中没有足够的pre-miRNA来引起生物

学相关反应。与miRNA不同, 治疗剂量中的MSC外
泌体蛋白质具有引起糖酵解等生物学相关反应的能

力。因此, 外泌体更可能是通过蛋白质发挥作用的。

然而, 我们应该注意到, 很大程度上, 酶的催化活性

引起了生物学相关反应, 而结构蛋白可能不会引起

类似的生物反应。

5   结论
MSC外泌体中的miRNA和蛋白质在生物学上

都具有影响疾病或损伤相关过程的能力, 因此MSC
外泌体在发挥治疗作用时必须要考虑到它们各自的

作用, 而不仅仅只考虑到外泌体的存在。本文讨论的

关键因素包括在治疗剂量下的外泌体中, miRNA和蛋

白质引起生物学相关活性的潜能。综上考虑, 蛋白质

可能是MSC外泌体发挥治疗活性的主要因素。

本文为外泌体制剂的制备提供了一种有效监

测思路, 通过检测外泌体内蛋白质的活性监控外泌

体制剂的有效性, 有助于外泌体在临床应用过程中

选择合适的计量。

由于外泌体的成分还未被完全掌握, 所以目前

的研究和临床应用之间仍然存在很大差距。因此, 
外泌体内容物对生物活性的影响, 以及我们如何获

取治疗性的MSC外泌体仍需进一步深入研究。
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