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干细胞及其衍生细胞外泌体在心肌梗死

损伤修复中的作用
吴强1,2  杨黄恬1,2*

(1中国科学院肿瘤与微环境重点实验室, 中国科学院上海营养与健康研究所, 中国科学院上海生命科学研究院, 
中国科学院大学, 上海 200031; 2中国科学院干细胞与再生医学创新研究院, 北京 100101)

摘要      移植干细胞及其衍生细胞为心肌梗死后心肌修复带来希望。其中, 旁分泌效应被认

为是移植细胞心肌保护作用的新型机制。越来越多的实验证据表明, 各种干细胞分泌的外泌体通

过向靶细胞递送特定物质(如某些蛋白质和小RNA)而成为心脏细胞间重要的物质和信息传播者, 
发挥对缺血损伤心肌的保护作用。因此, 干细胞来源的外泌体有可能成为促进心肌修复的生物制

剂。该文简要总结了干细胞及其衍生细胞外泌体对心肌梗死后心脏损伤修复的研究进展, 聚焦于

外泌体的形成、特征和功能, 各类成体干细胞和多能干细胞及其衍生细胞外泌体成分及作用机制, 
并探讨了外泌体作为促进缺血性心脏病损伤修复制剂的可能性和亟需解决的问题。
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Roles of Exosomes Secreted from Stem Cells and Their Derived Cells in 
Cardiac Repair Following Myocardial Infarction
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Abstract       Transplantation of stem cells and their derived cells brings hopes for cardiac repair following 
myocardial infarction. Mechanically, these protective effects are mainly mediated by the paracrine effect. 
Accumulated evidences show that various stem cell-derived exosomes are important vehicles for delivering specific 
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substances and messages to target cells in the heart. These exosomes and their contents, such as certain proteins 
and small RNAs, can improve cardiac function of ischemic hearts and promote healing processes of infarcted 
hearts. Therefore, stem cell-derived exosomes might become a promising therapeutic agent for ischemic heart 
disease. In this review, we summarized current research progress in the exosomes secreted by stem cells and 
their derived cells on the repair of infarcted hearts, with a focus on the formation, characteristics, compositions, 
functions and mechanisms of exosomes secreted from adult stem cells and pluripotent stem cells as well as their 
derived cells, and discussed the potential and challenges for the translational applications of the exosomes in 
myocardial repair.

Keywords        stem cells; exosomes; myocardial infarction; myocardial repair

心血管疾病是当今威胁人类健康最严重的疾病

之一。据世界卫生组织预测, 到2030年将有2 360万人

死于心血管疾病, 该病高居致死病因的首位。据《中

国心血管病报告2016》的统计数据, 我国心血管病

患病率处于持续上升阶段, 其中冠心病1 100万, 心
力衰竭(心衰)450万, 从2005年开始, 急性心肌梗死

(心梗)死亡率呈现快速上升态势, 成为严重危害国

人健康的难治性疾病之一, 给家庭和社会发展带来

了沉重的负担[1]。心肌细胞死亡和心肌纤维化是

心肌梗死后导致心衰和死亡的关键因素。现有的

治疗方法难以逆转心肌梗死后心衰进程。因此, 如
何减少心肌梗死后心肌细胞丢失、促进功能重建

是制约心衰发生发展、降低心肌梗死死亡率的重

要环节, 也是生命医学领域亟需解决的重大科学问

题。

随着干细胞生物学研究的突破和技术的发展, 
通过移植干细胞/前体细胞及其衍生心血管细胞改

善缺血心脏心肌细胞的存活、血供与心肌重构, 恢
复病变心脏功能的尝试显示, 其有可能成为促进人

类心肌梗死后心肌修复的有效方法[2-3], 但动物心肌

梗死模型和临床试验显示, 移植细胞的存活非常少, 
难以支撑起补充心脏丢失细胞发挥保护功能的假设
[4]。新近的研究揭示, 移植的干细胞主要通过旁分泌

作用发挥心脏保护作用[5]。其中, 外泌体由于其独

特的脂质双分子结构及其内含的各类生物大分子成

分, 在旁分泌保护功能中占具重要地位[6]。本文总结

了干细胞及其衍生细胞外泌体对心肌梗死后损伤修

复的研究进展, 阐述了外泌体的形成、特征和功能, 
着重讨论了成体干细胞和多能干细胞及其衍生细胞

外泌体成分、特征和心肌修复的作用及作用机制, 
并探讨了外泌体应用于缺血性心脏病损伤修复的可

能性和亟需解决的问题。

1   干细胞
干细胞是一类具有高度自我更新和多向分化

潜能的细胞。在一定条件下, 它可以分化成各种组

织细胞, 具有形成组织器官和个体的潜在功能。根

据干细胞所处的发育阶段分为多能干细胞(pluripo-
tent stem cells, PSCs)和 成 体 干 细 胞(somatic stem 
cells)。用于心肌梗死修复研究的成体干细胞包括

间充质干细胞(mesenchymal stem cell, MSCs)、心脏

祖细胞(cardiac progenitor cells, CPCs)、心肌球源细

胞(cardiosphere-derived cells, CDCs)等。近年采用遗

传谱系示踪的研究手段对原认为的CPCs有了新的

认识, 例如, 发现小鼠心脏c-kit+细胞在心脏原位难

以分化为心肌细胞, 因此其不是CPCs[7-9]。PSCs包括

胚胎干细胞(embryonic stem cells, ESCs)和诱导多能

干细胞(induced pluripotent stem cells, iPSCs), 这些细

胞可在体外无限增殖, 并可分化为三胚层衍生细胞, 
包括心血管前体细胞(cardiovascular progenitor cells, 
CVPCs)[10-12]、心肌细胞[13]、血管平滑肌细胞和内皮

细胞[14-15]等, 成为心肌梗死细胞治疗的重要供源之

一[2,16-19]。

2   干细胞对缺血性心肌损伤修复的作用

干细胞由于其具有潜在的分化为各类功能细胞

的潜力, 已有多篇文献报道在心肌梗死后移植干细

胞及其衍生的细胞对心脏修复具有显著保护作用, 
包括小动物实验、临床前大动物研究和临床试验。

2.1   成体干细胞

研究发现, 成体来源的CPCs/CDCs/MSCs移植

心肌梗死小鼠缩小梗死面积、改善心功能[20-22], 有
明显的促血管新生和抗细胞凋亡作用, 但难以分化

为心肌细胞。大动物移植研究进一步证明, 成体

CPCs/CDCs/MSCs可促进心肌梗死疤痕区心肌和
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血管修复[23-25]。临床I期试验显示, 移植成体CPCs/
CDCs/MSCs明显改善心肌梗死后心功能和心肌梗死

面积, 提高缺血性心肌患者的左心室射血分数[3,26-27]。

但移植成体干细胞对心功能的改善作用较弱, 且持

续时间有限。

2.2   多能干细胞

PSCs可在体外无限增殖, 并具有分化为三个胚

层各种衍生细胞包括CVPCs/CPCs、心肌细胞等的

能力, 因此有可能成为心肌梗死等细胞治疗的重要

供源。

2.2.1   PSC源心血管前体细胞      近年的研究证明, 
移植PSCs定向诱导分化获得的Flk-1+[28]、Isl1+[29]或 
SSEA1+[10]的CVPCs, 明显缩小动物心肌梗死面积、

改善心肌梗死后心功能。

新近, 王建安、胡新央团队与我们的临床前大

动物非人灵长类的合作研究揭示, 食蟹猴心肌梗死

后移植人类(h)ESC分化的CVPCs可抑制心肌细胞

凋亡和改善心功能, 但移植细胞难以长期存活[4], 提
示旁分泌效应在hPSC-CVPCs心肌保护作用中可能

发挥着重要作用。法国巴黎心血管疾病研究中心

Menasché带领的研究团队[19]于2015年开展了国际上

首例心肌梗死后晚期心衰患者移植hESC-CVPCs的
临床试验。2018年, 他们进一步报道了6例心肌梗死

后晚期心衰患者移植hESC-CVPCs的临床试验, 细
胞移植后观察18个月, 未见成瘤和心律失常, 从而使

短期和中期安全性得到了有效验证, 为进一步的临

床有效性和安全性评价试验奠定基础。但因与搭桥

手术同步进行, 且例数有限, 无法评价有效性[18]。

2.2.2   PSC源心肌细胞/内皮细胞/平滑肌细胞      在
小动物心肌梗死模型中, 移植hPSC分化的心肌细胞

具有一定的缩小心肌梗死面积、改善心功能的作

用[3,30]。在豚鼠心肌梗死模型中, 移植hESCs源心肌

细胞可与宿主心肌细胞产生电偶联、抑制心率失

常[31]。大网膜制成的hiPSC源心肌细胞补片移植到

猪心脏可通过促进血管新生促进移植心肌细胞的

存活[32]。此外, hiPSC衍生的心肌细胞、内皮细胞和

平滑肌细胞构成的心肌补片植入猪或小鼠心肌梗死

模型可以改善心脏功能和新陈代谢而未引起室性心

律失常[2,33]。新近的三项使用少量猴的大动物心肌

缺血性模型研究发现, hESCs还是hiPSC衍生的心肌

细胞被注射到心肌梗死的心肌内能够在宿主心脏驻

留并与宿主心肌细胞整合, 促进心肌梗死后心功能

的恢复, 但会引发一过性心率失常[34-36]。

2.3   旁分泌效应

在作用机制方面, 新近的研究提示, 干细胞源心

血管细胞移植的心脏保护功能或主要/部分归因于其

旁分泌作用, 包括分泌的蛋白因子和外泌体等[37-38]。

其中, 外泌体由于其独特的脂质双分子结构及其内

含的各类生物大分子成分, 在旁分泌保护功能中占

有重要地位[39]。除了介导移植干细胞的损伤修复作

用外, 外泌体由于其安全性高、免疫原性低、穿透

性好、便于工程化改造等优点, 作为无细胞治疗制

剂, 具有诱人的应用前景, 但其走向转化应用还有一

系列问题有待阐明。

3   外泌体
细胞分泌到细胞外空间的由脂质双分子层

包裹的膜泡称为细胞外膜泡(extracellular vesicles, 
EVs), 主要包括细胞质膜直接出芽形成的微泡(mi-
crovesicles, 50~1 000 nm)、胞内体(endosome)来源

的外泌体(exosomes, 30~150 nm)等[40]。这些不同的

EVs可在局部或远程传递物质和信息, 在机体的生

理病理过程中起着重要的作用[41]。鉴于外泌体与其

他类型EVs的生物化学性质的相似性和大小的部分

重叠, 难以通过实验来区分外泌体和小的微泡[42]。

故本综述除外泌体外, 也介绍了干细胞及其衍生细

胞分泌的其他EVs在心肌梗死损伤修复中的作用。

3.1   外泌体的生物形成、分泌

外泌体是由细胞内多泡小体(multivesicular 
bodies, MVBs)与细胞质膜融合后释放到细胞外基质

中的微小膜泡, 具有脂质双层膜结构, 碟状, 直径为

30~150 nm[43]。尽管外泌体早在1987年被发现[44], 但
人们一直认为, 这种膜泡只是一种细胞丢弃的垃圾, 
直到2007年人们发现, 这种微小膜泡中含有多种具

有重要功能的蛋白、脂质、核酸(mRNAs和microR-
NAs等), 研究人员才开始重视外泌体[45]。PubMed中
以“exosome”为关键词的检索数据显示, 到2007年12
月31日发表的外泌体方面的论文累计仅600余篇, 到
2018年10月1日已激增至约9 000篇。

对外泌体的蛋白组成成分分析发现, 其中来自

核、线粒体、内质网或高尔基体中的蛋白较少。已

被鉴定的外泌体蛋白大多数来源于胞质、内吞泡和

质膜。很多在外泌体中发现的胞质蛋白属于内吞

途径中的蛋白, 如annexin Ⅱ、Ras相关蛋白5(RAS-
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related protein, RAB5)、RAB7、肿瘤易感基因101 
(tumor susceptibility gene101, TSG101)[46]。这些结果

进一步证明了外泌体为胞内体(endosome)来源的假

说[44]。对于MVBs内的膜泡蛋白分选的机制研究有

限[47], 新近的研究发现, 泛素样蛋白3(ubiquitin-like 3, 
UBL3)修饰影响细胞内蛋白质被分选进外泌体[48]。

外泌体的形成过程涉及转运必需内吞体分选

复合物 (endosomal sorting complex required for trans-
port, ESCRT)的参与。ESCRT-0招募来所需的蛋白[如
TSG101、CD63(cluster of differentiation 63)等], ESCRTI
和ESCRTII驱动膜的出芽, ESCRTIII参与出芽的完成。

胞内体膜向内出芽, 最终释放膜泡到胞内体中。通过

这种反向出芽(reverse-budding)的方式形成包含很多

小膜泡的胞内体, 故称为多泡小体(MVBs)[41,49]。

晚期胞内体有三种命运: 一是与溶酶体结合, 
最终将其中的蛋白降解, 例如表皮生长因子受体在

活化后移入MVBs内, 并与溶酶体融合而降解; 另一

种是MVBs中的小囊泡与细胞膜融合从而将其内容

物表达于细胞膜表面, 如B细胞和非成熟DC细胞内

的MHCII类区室(MHC class II compartment, MIIC), 
当与细胞膜融合后, 将使MHCII分子表达于细胞膜

表面; 第三种即为外泌体的形成过程, MVBs与质膜

融合将向内出芽形成的小膜泡释放到细胞外, 从而

形成外泌体[46], 形成过程如图1所示。

外泌体是一种很小的EVs, 直径只有30~150 nm, 
在电镜下呈现出一种碟状形态。常规地, 从细胞上

清中提取外泌体的方法是多步离心法, 先后去除死

细胞和大的细胞碎片, 最后通过超速离心将外泌体

沉淀下来, 也可通过0.22 µm滤膜过滤后直接超速离

心。但是这种方法分离的外泌体中会混有其他膜泡

和大的蛋白聚合物, 这个问题可采用蔗糖密度梯度

离心法解决。外泌体的密度为1.13~1.19 g/mL, 利用

密度梯度离心方法能够很好地将外泌体与大蛋白聚

合物及其他膜泡分离出来[50]。

普通超速离心法和基于蔗糖垫/密度梯度的超

速离心法是目前最为公认的外泌体提取方法[51-52]。

但由于操作较为复杂、耗时较长, 人们也开发了一

些其他的分离方法, 如基于PEG的沉淀法[53]、基于

大小的排阻色谱法[54]、磁珠免疫法[55]等。这些方法

各有优缺点(表1)。
分离得到的外泌体主要通过电子显微镜检测

(TEM)、纳米颗粒追踪分析(NTA)和标志性蛋白检

测三种方法进行鉴定。TEM观察外泌体的形态、大

小; NTA检测外泌体的浓度和大小分布; 标志性蛋白

检测确定所得到的样品是否含有外泌体的标志性蛋

白, 如Alix、TSG101、CD63等[50]。

3.2   外泌体的组成成分

外泌体是一种脂质双层膜包被的膜泡, 膜成分

与质膜相似, 相关研究较少。其组成成分较为复杂, 
有广泛存在的蛋白和具有细胞特异的蛋白, 此外, 还
有各种mRNAs、microRNAs, 甚至DNA(图1)。

外泌体中广泛存在的蛋白可能主要参与其生

物形成或其他一些未知功能。它们主要包括胞质

蛋白(如tubulin蛋白、actin蛋白和actin结合蛋白等)、
ANNEXINS蛋白、RAB蛋白、信号转导蛋白(如蛋

白激酶、G蛋白等)、代谢相关的酶(如过氧化物酶、

丙酮酸激酶等)、热休克蛋白[如HSP70(heat shock 
protein 70)和HSP90]、MHC蛋白和最常见的四次跨

膜蛋白(如CD9、CD63、CD81等)[56]。

不同细胞分泌的外泌体中也包含一些细胞特

异的蛋白。研究较透彻的抗原呈递细胞分泌的外泌

体中含有与抗原呈递相关的MHCII和CD86; T细胞

来源的外泌体富含T细胞受体; 血红细胞和树突状细

胞(dendritic cells, DCs)分泌的外泌体含有整合素的α

表1  外泌体分离方法比较

Table 1   Comparison of isolation methods for exosomes

分离纯化方法

Isolation methods
优点

Advantages 
缺点

Disadvantages

Ultracentrifugation Current gold standard, high purity Complicated process, time-consuming, 

Gradient centrifugation Very high purity Complicated process

Coprecipitation User-friendly Low purity

Size-exclusion chromatography High purity Complicated process

Immunomagnetic bead separation High purity Complicated process, low
Recovery
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和β链; B细胞分泌的外泌体含有CD54; 肥大细胞分

泌的外泌体含有CD13等。这些蛋白可能促使外泌

体靶向特定的细胞[47]。但对不同来源干细胞的特异

蛋白的了解甚少, 有待进行系统比较以确定。

自从2007年人们发现这种微小膜泡中含有多

种具有重要功能核酸成分(mRNAs和microRNAs等)
后, 各类细胞的外泌体中的多种核酸成分被鉴定出

来, 其中被研究最多的就是miRNAs, 如间充质干细

胞外泌体含有的miR-21、miR-125b、miR-223等[57-59]。

但对不同细胞或同种细胞不同状态、不同微环境下

分泌的外泌体的组成成分缺乏系统比较。

3.3   外泌体的生物学功能

不同细胞或同种细胞在不同状态下分泌的外泌

体具有特异性的成分, 作为信号分子传递给临近和远

方的细胞, 从而改变其他细胞的功能。因此, 外泌体

在机体的生理病理调控中起着重要的作用, 如炎症和

免疫反应、肿瘤的生长与迁移、组织损伤修复包括

心肌修复等, 在疾病的诊断和治疗中展现出了巨大的

应用前景, 成为一个新的研究前沿热点[43,45]。

外泌体携带各类蛋白质、核酸等成分到达靶细

胞后的主要作用方式包括: (1)外泌体携带不同的配

体与不同的细胞表面受体结合, 激活受体细胞中的

受体和下游信号传导途径; (2)外泌体也可靶向特异

的细胞并与其细胞膜融合, 将外泌体膜上的蛋白质

等成分整合到靶细胞膜上; (3)外泌体直接被靶细胞

吸收, 外泌体中的蛋白质、核酸等进入靶细胞发挥

作用[60-61]。外泌体是一种很好的物质和信息传递媒

介, 而不需要细胞之间的直接接触。外泌体富含多种

膜蛋白, 如MHCI、MHCII、整合素、T细胞共受体

CD4和CD8等, 这些蛋白能够参与抗原呈递、T细胞

激活、细胞运动和黏附, 与其他蛋白形成复合物[46]。

对于这些作用的详细机制目前仍不清楚, 并且这种

作用方式是否同样参与了心肌修复作用有待更多的

研究。

外泌体的功能主要取决于其分泌细胞的类型, 
不同细胞分泌的外泌体的组成成分不尽相同, 因而

能够发挥不同的生物功能。外泌体主要的生物学功

能有: 抗原呈递、病原体免疫监督、转运蛋白质和

RNA、转运传染性物质等[62]。此外, 同种细胞的不

同状态或所处的微环境不同时, 其外泌体的功能也

有所不同[63]。

在早期的研究中, 网织红细胞通过分泌外泌体

用来“丢弃”一些在成熟红细胞中无作用的膜蛋白, 如
转铁蛋白受体。这种方式对于在溶酶体中难以降解

的蛋白是一种有效的剔除方式[44]。人们推测, 这可能

是外泌体最原始的一种功能。早期大多数外泌体的

研究是关于抗原呈递细胞的, 在最初的开创性研究

中, Raposo等[64]证明, EBV转染的B细胞分泌的外泌

体能够以一种抗原特异的方式刺激CD4+ T细胞的形

成。随后研究较多的是肿瘤微环境中的外泌体参与

肿瘤的发生、发展、侵袭、转移等[65]。最近, 干细

胞外泌体由于继承了干细胞的诸多特性, 如促进细

胞迁移、血管新生、抑制凋亡与炎症等, 在组织损

伤修复, 尤其是心肌梗死修复中的研究报道不断涌

现[66-69]。

4   干细胞及其衍生细胞外泌体对心肌梗

死后心肌的修复作用
新近的研究显示, hPSCs及hPSCs来源的CVPCs、

心肌细胞、内皮细胞等分泌的外泌体对心肌梗死心

图1   外泌体的形成及其组成成分

Fig.1   The biogenesis and composition of exosomes
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脏具有心功能保护作用[66-69]。与干细胞移植治疗相

比, 外泌体可避免细胞移植引起的异常分化, 减少免

疫排斥[70], 且外泌体具有易于储存运输的优点。因

此, 干细胞分泌的外泌体用于组织损伤修复的可能

性引起了人们的关注, 通过干细胞来源的外泌体促

进损伤细胞修复有望成为组织损伤修复的新策略。

无论成体干细胞还是PSCs及其衍生细胞外泌

体的作用机制的研究, 大多主要关注外泌体的RNA
成分, 尤其是miRNAs, 而对外泌体蛋白方面关注较

少, 有待进一步探索阐明。各类干细胞外泌体的心

脏保护作用机制如图2所示。

4.1   成体干细胞外泌体

成体干细胞的外泌体研究主要聚焦在间充质

干细胞、心脏干细胞等方面。2011年, Sahoo等[6]发现, 
人外周血来源的CD34+干细胞分泌的外泌体在体外

和体内均具有促血管生成的活性。外泌体可能是

此类细胞移植用于治疗性血管生成的旁分泌效应的

重要组成部分。2014年, Wang等[71]报道了通过阻止

p53介导的凋亡信号传导和抑制肿瘤坏死因子受体

相关因子6(TNF receptor-associated factor 6, TRAF6)
介导的核因子 -κB(nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells, NF-κB)激活来保护心肌

免受缺血/复灌损伤(I/R)的miR-125存在于骨髓MSC
分泌的外泌体中。类似地, 过表达GATA-4的骨髓

MSCs通过分泌的外泌体中的多种miRNAs抑制细胞

凋亡, 从而发挥心脏保护功能[72]。过表达CXCR4的
骨髓MSCs外泌体通过Akt途径保护梗死的心脏[73]。

脐带MSCs外泌体同样具有心脏保护功能[74-76]。其心

脏保护作用机制报道最多的是外泌体中的miRNAs, 
如miR-223[77]、miR-21[57,78-79]、miR-210[80]。

CPCs通过其分泌的EVs中的miR-210、miR-
132、miR-146a-3p抑制心肌细胞凋亡, 改善心肌梗死

后心功能[81]。2014年, Gray等[63]进一步对低氧处理

的CPCs分泌的外泌体进行了miRNAs的高通量分

析, 发现了一系列参与促进血管新生、抑制胶原形

成的miRNAs。Xiao等[82]发现, CPCs通过miR-21靶
向PDCD-4抑制心肌细胞凋亡。与大龄儿童的CPCs
外泌体相比, 来自新生儿的CPCs外泌体具有更强的

改善心脏功能与促进血管新生、减少纤维化的作

用[83]。心脏组织来源的心肌前体细胞通过外泌体

EMMPRIN蛋白促进血管新生[84]。2013年, Feng等[85]

发现, 热休克可改善Sca-1+干细胞的存活, 并通过外

泌体介导的HSF1/miR-34a/HSP70途径促进缺血性

心肌细胞存活。通过高通量分析, Barile等[86]发现, 
CPC外泌体中PAPP-A蛋白介导IGF-1释放发挥心脏

保护功能。

2014年, Ibrahim等[87]发现, CDCs分泌的外泌

体主要通过miR-146a在小鼠的急性和慢性心肌梗

死模型中保护心脏。该团队后续研究发现, CDCs外
泌体预处理的成纤维细胞可抑制纤维化、细胞凋

亡并促进血管新生[88]。CDCs外泌体中含有Y RNA
片段, 可调节白细胞介素-10(interleukin 10, IL-10)
表达, 在大鼠缺血/再灌模型中发挥心脏保护功能[89]。

CDCs外泌体转移miR-181b到巨噬细胞中, 降低

PKCδ转录水平, 是CDCs保护再灌注后心肌的作

用基础[90]。此外, 有报道称, CDCs外泌体具有抗衰

图2   各类干细胞外泌体对心肌梗死修复作用模式图

Fig.2   Schematic diagram of various stem cell exosomes repairing myocardial infarction
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老的功能[91]。

美国西奈山医学院的Marban研究组[53]在大动

物猪心肌梗死模型中, 开展了CDCs外泌体的研究, 
发现心肌内注射CDCs外泌体可减少猪心肌梗死疤

痕, 抑制病理性重塑并改善心肌梗死后心功能。

4.2   多能干细胞外泌体

2015年, Khan等[66]发现, 小鼠胚胎干细胞衍生

的外泌体具有改善梗死心脏功能的能力, 并促进血

管新生、心肌细胞存活和减少梗死后纤维化。此

外, 在注射外泌体后8周增加c-kit+ CPCs存活、增

殖。miR290-295簇可能是心脏保护功能的物质基础。

Adamiak等[67]比较了小鼠iPSCs及其分泌的膜泡, 发
现iPSC-EVs具有更好的心脏保护功能, 且安全性更

高。但有关PSCs分泌的外泌体的研究报道相对较少, 
其作用和机制及安全性有待进一步明确。

4.3   多能干细胞衍生细胞外泌体

2010年, Lai等[54]利用hESCs分化的MSCs分泌的

外泌体发现了其心脏缺血/复灌后的保护功能。其

作用机制涉及改善靶细胞的ATP水平, 降低氧化应

激, 激活PI3K/Akt途径[92]。hESCs分化的心脏前体细

胞分泌的EVs在心肌梗死后心衰模型中起到保护心

脏的作用[68,93]。Lee等[94]系统比较了hESCs和hiPSCs
来源的心肌细胞分泌的外泌体的RNA成分, 并首

次报道了hPSC-心肌细胞外泌体的心脏保护作用。

Liu等[69]将hiPSCs来源的EVs和hiPSCs分化的心肌

细胞分泌的EVs包装进水凝胶贴片中移植到大鼠心

肌梗死模型, 与hiPSCs来源的EVs相比, hiPSCs分化

的心肌细胞分泌的EVs发挥更好的心脏功能改善作

用。对外泌体所含的miRNAs分析证实, 与hiPSCs
来源的EVs相比, hiPSCs分化的心肌细胞分泌的EVs
中富含的miRNAs更多地去参与抑制心脏损伤和肥

大。

4.4   干细胞及其衍生细胞外泌体心肌梗死修复作

用的优化

虽然常规培养条件下, 多数干细胞及其衍生细

胞外泌体已具有心肌梗死修复作用, 但其修复作用

有待提升, 并期望能增加其所含的有益成分而减少

有害成分, 因此, 研究者通过改变培养条件、基因工

程操作等方法调控干细胞选择性分泌有益外泌体, 
从而增强其心肌梗死修复作用。例如, Feng等[85]发

现, 热休克可改善Sca-1+干细胞的存活, 并通过外泌

体介导的HSF1/miR-34a/HSP70途径促进缺血性心

肌细胞存活。Gray等[63]对低氧处理的CPCs分泌的

外泌体进行了miRNAs的高通量分析, 发现一系列

参与促进血管新生、抑制胶原形成的miRNAs成分

增多。过表达GATA-4[72]或CXCR4[73]的骨髓MSCs
增强其外泌体心脏保护功能。如何调控干细胞产

生具有修复作用的外泌体的研究尚处于初步探索

阶段, 这一研究领域的进展将对临床转化应用具有

重要意义。

5   干细胞外泌体的转化应用
外泌体领域的主要应用前景目前主要集中在

两大方面, 即疾病的诊断和治疗。1987年, 外泌体首

先在哺乳动物网织红细胞中被鉴定出来, 直到2007
年, 外泌体介导的mRNAs和miRNAs的转移才被确

定为“细胞间遗传交换的新机制”。从那时起, 一系

列的商业活动开始出现, 形成了一个支持外泌体相

关产品、技术和服务的整个行业。诊断的应用走在

前面, 美国外泌体诊断公司推出了多款基于外泌体

技术的液体活检产品, 如前列腺癌早期诊断和肺癌

筛查。治疗的转化应用的探索也紧随其后, 如正在

开展包括心肌梗死在内的大动物疾病模型和小规模

临床试验的探索[53]。

外泌体应用开发主要面临大规模分离提取操

作繁杂、质量难以控制、运输储存和治疗靶向性欠

佳等问题。针对这些问题, 研究人员正在进行探索。

外泌体的治疗转化应用, 首先要解决的是如何生产

临床级GMP外泌体。这又涉及三方面的内容: (1)细
胞的大规模培养; (2)外泌体的大规模提取; (3)质量

控制。

大规模分离提取方面主要为以下内容。An-
driolo等[95]尝试开发了CPC的无异源性大规模培养

方法用于外泌体生产。工业界正在尝试低成本生产

无限量的临床级MSCs, 这将为外泌体生产所需的大

规模细胞培养提供基础。针对细胞培养过程中天然

分泌的外泌体数量少、大规模生产困难的问题, 韩
国MDimune公司使用建立的专有技术直接从细胞进

行挤出生产比天然分泌的外泌体多出100倍的人造

外泌体[96]。

质量控制涉及两方面: (1)源头细胞的质量控制; 
(2)外泌体提取的质量控制。首先, 源头细胞需保证

有明确可操作的质量控制标准。尤其是干细胞的明

确界定, 如MSCs的定义并不明确, 不同实验室使用
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不同的分子标记表征MSCs[97], 这给外泌体的生产质

量控制带来问题。此外, 不同状态或不同条件下细

胞分泌的外泌体的特性不同, 如低氧条件下, 成体干

细胞外泌体具有更好的促血管新生、抗纤维化等作

用[63,98]。因此, 建立针对不同干细胞及不同培养条

件的外泌体的质量控制标准是外泌体生产质量控制

的基础。

建立标准的操作流程是质量控制的关键。今

年, Kalluri等[99]在JCI Insight期刊上发表文章, 阐述

了临床级外泌体的生产和质检流程。该研究报告了

采用GMP标准的基于生物反应器的大规模临床级

外泌体生产方法。建立了标准操作流程以生产具有

功能的工程化外泌体。在多个体外和体内研究中验

证了临床级GMP外泌体的功能。该工作还探究了

这种临床级外泌体的保存期限、体内分布、毒理学

特征以及与化学疗法结合的功效。(1)心血管方面。

Andriolo等[95]尝试开发了生产用于治疗应用的GMP
级人心脏祖细胞外泌体。这些初步探索为GMP外泌

体的临床试验建立了基础。(2)运输储存方面。Kal-
luri等[99]建立了可将生产的GMP级外泌体在–80 °C
保存6个月, 4 °C或室温条件下保存2天而功能活性

不受影响的方法。(3)治疗靶向性方面。Vandergriff
等[100]使用心脏归巢肽将CDCs外泌体靶向到梗死的

心脏, 可明显改善心功能、抑制纤维化和瘢痕、促

进细胞增殖和血管新生。此外, 外泌体驻留率也需

要进一步提高。Liu等[69]将iCM-EVs封装在基于胶

原的水凝胶贴片中可以使分子持续长期释放到周围

环境中。该方法通过减少输送分子的冲刷和延长保

护作用来改善直接注射的缺点。(4)临床研发方面。

CDCs外泌体正处于临床应用开发阶段。Capricor公
司是一家面向临床应用的生物技术公司, 为心脏病

和其他严重疾病开发生物治疗方法。2016年, 该公

司获得来自美国国立卫生研究院(National Institutes 
of Health, NIH)高达420万美元的研究经费, 用于开

发治疗左室发育不全综合征的CAP-2003产品(CDCs
外泌体的一种)。

基于干细胞及其衍生细胞心肌损伤修复的研

究揭示了旁分泌机制的心肌保护和修复作用, 而外

泌体在很大程度上模拟了干细胞心肌保护和修复的

旁分泌作用。通过对外泌体深入的基础研究的探索

和关键应用开发瓶颈问题的突破, 外泌体有可能发

展为心肌修复的新制剂。
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