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【摘要】 间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）的细胞治疗是近年研究热点，包括传统意义上的以活

细胞为基础的细胞治疗策略和新出现的以细胞外囊泡和其他可溶性蛋白质或生物活性分子为基础的去细胞

治疗策略。目前，MSCs诱导获得的细胞已具备成熟的功能和特异性的结构，结合生物材料或类器官技术的

原位移植在定植率及功能性方面有了较大提升。另一方面，随着大规模培养技术和细胞外囊泡分离技术的

成熟，大量获得高纯度的细胞外囊泡难度降低，细胞外囊泡的研究也逐渐成为当前研究的热点。越来越多的

研究支持MSCs的治疗效果不仅是通过植入和分化效应进行修复，MSCs旁分泌也表现出良好效果。笔者对

MSCs的细胞治疗策略和去细胞治疗策略的最新进展进行综述。
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【Abstract】 Cell therapy based on mesenchymal stem cells (MSCs) has been a hot research topic in recent years, in⁃
cluding the traditional cell therapy strategy based on living cells and the new cell⁃free therapy strategy based on soluble
proteins or bioactive molecules such as extracellular vesicles (EVs). At present, MSC⁃induced cells have mature func⁃
tions and specific structures, and insitu transplantation combined with biomaterials or organic technology has greatly im⁃
proved the settlement rate and function. On the other hand, as the large ⁃scale culture technique and EVs separation
technique evolve, it is possible to obtain a large number of pure EVs, and EVs are gradually becoming a hot spot of cur⁃
rent research. An increasing number of studies have shown that the therapeutic effect of MSCs not only occurs by im⁃
plantation and differentiation but also manifests as the paracrine effect of MSCs. In this review, we discuss the emerging
outcomes of cell therapies and acellular therapies to alleviate these pathological conditions.
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间充质干细胞（mesenchymal stem cells，MSCs）
是干细胞家族中的重要一员，具有免疫调节能力

和多项分化能力，在再生医学中有着重要地位。

MSCs的细胞治疗是近年研究热点，包括传统意义

上的以活细胞为基础的细胞治疗策略和新出现的

以细胞外囊泡和其他可溶性蛋白质或生物活性分

子为基础的去细胞治疗策略［1］。细胞外囊泡（ex⁃
tracellular vesicles，EVs）就是去细胞治疗策略的一

个典型例子，这些微小的囊泡在被发现是细胞之

间传递信号的信使分子之前很长一段时间都被当

作细胞排出体外的废弃物［2］。在去细胞治疗策略

研究成为热点的同时，传统细胞治疗策略也在迅

速发展，在创伤后应激障碍、缺血性心脏病、肺动

脉高压等疾病治疗领域实现了突破［3］。随着材料

科学的兴起，性能各异的合成生物材料被研发出

来。结合生物材料，MSCs可以进行原位移植并形

成一个小的整体，进而增强其抗炎和修复受损组

织的能力［4］。本文对基于MSCs的细胞治疗策略的

现状以及由 MSCs 衍生的去细胞治疗策略进行

综述。

1 MSCs细胞治疗策略

MSCs属于多能干细胞，在增殖和分化能力上

不具备完全的干性，因此在具备分化潜能的同时

又不存在致瘤的风险。此外MSCs细胞治疗对机

体具有免疫调节能力，MSCs能够分泌多种免疫调

节因子，包括吲哚胺 2，3⁃双加氧酶、转化生长因子

β、前列腺素 E2、干扰素⁃γ（interferon⁃γ，IFN⁃γ）等，

对 T细胞、B细胞、NK细胞都有调节作用［5］。随着

MSCs研究的深入，不断有新的MSCs被发现并应用

于新的疾病领域，多学科的交叉结合提升了MSCs
细胞治疗策略的实用性，但目前临床中仍然存在

着许多的瓶颈。

骨髓间充质干细胞（bone marrow stem cells，
BMSCs）是最早被发现的MSCs，也是临床研究和应

用最为广泛的MSCs，但是因为其获取较为困难，且

对捐献者有一定损伤，严重影响了它的应用。牙

髓间充质干细胞（dental pulp stem cells，DPSCs）来

源于牙齿，在口腔的治疗过程会产生许多废弃的

牙齿，有研究显示每名口腔患者平均拔牙次数为

0.18次，接受口腔外科治疗的患者则高达 1.29次，

因此医疗废弃牙是 DPSCs的绝佳来源，其来源广

泛，既不存在伦理争议，又无侵入性操作［4］。

DPSCs 具有比 BMSCs 更强的增殖能力，研究显示

DPSCs在神经再生、血管生成、骨质形成方面明显

优 于 BMSCs，同 时 成 脂 倾 向 弱 于 BMSCs，因 此

DPSCs 在神经、骨疾病方面将比 BMSCs 更具优

势［6］。与牙周膜干细胞、乳牙干细胞等其他牙源性

干细胞相比，DPSCs在增殖速率方面不如二者，但

在成骨方面更具优势，乳牙干细胞体内形成完整

的牙本质/髓样复合体时存在明显缺陷，而牙周膜

干细胞对成骨刺激的响应性明显不如DPSCs［7⁃8］。

1.1 MSCs细胞治疗的适应证

MSCs在自身免疫性疾病、移植排斥、慢性炎症

疾病方面的研究获得了更多的关注。在 2016 年

BMSCs的免疫调节作用才正式被学者们所认可，

但在 2016之前 NIH临床注册的MSCs相关临床试

验项目中，接近一半项目的适应证都是免疫与炎

症相关的疾病。第一例MSCs应用于免疫性疾病

是 2004年，BMSCs被移植到 IV级急性移植物抗宿

主病（graft⁃vs⁃host disease，GVHD）患者体内，患者

于 1年后痊愈［9］。之后越来越多的基础研究和临

床实验证明了MSCs对于GVDH的有效性，其机制

包括抑制效应 T细胞和旁分泌作用调节相关炎症

细胞因子的水平，如 IFN⁃γ、TNF⁃α和白细胞介素⁃
1β等，MSCs还具有促进免疫细胞产生抗炎因子白

细胞介素⁃10的作用［10］。在其他传统治疗难以奏

效的免疫疾病方面，MSCs也取得许多惊人的成果，

在最近的一项临床研究中显示，静脉注射MSCs治
疗银屑病是安全且部分有效的，Treg细胞水平可能

是预测移植有效性的一个关键指标，且女性的有

效性明显高于男性［11］。在系统性红斑狼疮的治疗

中，CD1c+树突状细胞被发现是系统性红斑狼疮患

者免疫调节细胞的关键点，而MSCs能够通过 IFN⁃γ⁃
FLT3L⁃FLT3轴上调 CD1c+树突状细胞来达到抑制

炎症的作用［12］。

诱导技术的进步也在一定程度上拓宽了MSCs
细胞治疗策略的适应证，MSCs可以在体外条件下
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发育为三个胚层的不同细胞。在向内胚层细胞分

化方面，目前报道有多种有效的方法可将MSCs诱
导分化为肝细胞［13］。MSCs诱导得到的肝细胞样

细胞不仅能够合成和分泌白蛋白，还通过CYP3A4
酶代谢药物，在移植进入肝衰竭的小鼠模型之后，

它们能够在损伤的肝脏中定植，成为小鼠肝脏的

一部分，并帮助恢复其肝功能缓解肝衰竭症

状［14］。在外胚层细胞分化方面，MSCs具有很强的

神经分化潜能。有研究报道将MSCs经过诱导后

得到的胆碱能样神经元移植入小鼠脑内后能够改

善阿尔茨海默病大鼠的空间学习和记忆能力［15］。

也有研究报道通过静脉注射MSCs同样能够减少

阿尔茨海默病模型小鼠的 Tau蛋白磷酸化和炎症

反应，并且早期注射MSCs对阿尔茨海默病样神经

病理改变有长期的有益影响［16］。除此之外，MSCs
的细胞治疗策略在抑郁症、创伤后应激障碍等疾

病中也有应用。

1.2 MSCs与生物材料结合增强治疗的效果

常规的细胞治疗策略存在定植率低、存活率

低、活性差等问题，通过与材料科学的交叉结合，

不仅能够解决这些问题，甚至能够特异性提高细

胞的某项能力，增强细胞治疗效果。这些材料往

往具有良好力学和生物学性能，既满足细胞附着

要求，又不引起过敏或免疫反应，具有很强的生物

活性和生物相容性，以及可控的生物降解。脊髓

损伤在外伤患者中较为常见，往往会给患者带来

严重的后果，目前仍无有效治疗能够让患者完全

恢复，MSCs 与材料的结合有望解决这一问题。

DPSCs联合水凝胶及活性氧清除剂，可以协同调节

铁代谢，抑制铁死亡，促进脊髓铁稳态的恢复［17］。

同时联合水凝胶移植的DPSCs能够很好地定植分

化并参与神经的重建，成为小鼠神经的一部

分［18］。龋齿是最常见的口腔疾病之一，是牙齿硬

组织破坏和牙髓暴露的主要原因，如何保存深部

病变的牙髓活力一直是棘手的问题，DPSCs能够分

化成牙本质样细胞，产生牙本质/牙髓样复合体，因

此是牙本质修复的理想选择［19］。但传统的细胞治

疗策略应用于牙齿时，细胞难以黏附，体内体外差

异巨大。通过磁性纳米颗粒改性的水凝胶包裹的

3D DPSCs微球能够很好解决细胞黏附的问题，并

且在磁性纳米颗粒的机械刺激下还能够促进

DPSCs的成牙性分化［20］。

1.3 MSCs细胞治疗临床应用的瓶颈

MSCs的细胞治疗策略目前尚未在临床中广泛

应用，主要还是人们对其安全性的担忧。MSCs属
于多能干细胞，相较于胚胎干细胞和诱导多能干

细胞（induced pluripotent stem cells，iPSCs），不存在

成瘤风险和病毒编程带来的潜在风险，目前临床

实验已证实MSCs的安全性，未发生异位组织、肿

瘤等严重不良事件［21］。但是MSCs对于肿瘤的影

响似乎是把双刃剑，这也是人们担忧其安全性的

原因之一。研究报道MSCs可能是肿瘤启动子，因

为这些细胞可以促进癌细胞的增殖、侵袭、转移和

肿瘤血管生成［22］。另一方面，也有报道又证实了

MSCs的抑瘤作用。细胞的异质性也是带来安全性

的问题之一，在经过大规模扩增培养后很可能表

现出形态和功能的异质性，甚至可能造成血管栓

塞导致严重后果［23］。因此MSCs制备过程的安全

性、分子机制、标准化以及运输和临床应用等方面

的研究有待进一步深入。

2 MSCs去细胞治疗策略

去细胞治疗策略是通过细胞外囊泡和细胞分

泌的其他可溶性蛋白质或生物活性分子进行治

疗，是细胞治疗的一种衍生策略［1，24］，不具有致瘤

性和栓塞风险，具有更好的安全性。

2.1 去细胞治疗制剂

常见的去细胞治疗制剂包括条件培养基、细

胞外囊泡（EVs）、细胞裂解液三种。条件培养基是

将MSCs在无血清的基础培养基中培养，再将培养

基离心过滤去除细胞碎片等杂质后获得的培养

基，是可溶性成分和泡状成分的复杂混合物，包含

可溶性蛋白质（细胞因子、生长因子、趋化因子、细

胞粘附分子、信号和信号转导蛋白和酶）、核酸

（DNA、mRNA和microRNAs）、脂质和EVs［25］。由于

条件培养基的收集比较简单，因此衍生了 2种产

品，即条件培养基浓缩液和 EVs 分离液（外泌

体）。EVs包含大量miRNA、mRNA和蛋白质，在细

胞⁃细胞通讯、组织稳态、细胞分化和器官发育和重

塑中发挥重要作用。EVs根据其大小和来源主要

分为 5个亚群：纳米囊泡（8～12 nm）；外泌体（30～
150 nm）；微囊泡（200～1 000 nm）；凋亡小体（1
000～5 000 nm）；癌小体（1～10 μm）［26］。MSCs裂
解液是将MSCs通过物理或者化学方法裂解，经离

心过滤去除破碎细胞器的产物，包含多种细胞因

子。MSCs裂解液同样具有炎症调节和促进组织再

生的作用，有研究报道MSCs裂解液在结肠炎、神

经源性阴茎勃起障碍、皮肤光老化小鼠模型中均
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能够抑制炎症反应，抑制细胞凋亡，促进组织再

生，改善临床症状［27⁃28］。

2.2 去细胞治疗的有效性和安全性

MSCs来源的外泌体的相关研究是最多的，本

综述主要阐述MSCs来源的外泌体去细胞治疗的

有效性和安全性。MSCs来源的外泌体已用于多种

疾病模型的治疗，在MSCs应用最为广泛的炎症和

免疫疾病方面，局部应用MSCs来源外泌体可以抑

制角质层补体的激活，从而减少中性粒细胞在角

质层内和角质层分泌的 IL ⁃ 17，缓解银屑病症

状［29］。MSCs在神经血管疾病的治疗中也有很好

的 效 果 ，DPSCs 来 源 的 外 泌 体 能 够 通 过 抑 制

HMGB1/TLR4/MyD88/NF⁃κB多条通路，减轻脑梗小

鼠模型的脑水肿、脑梗死和神经功能障碍等症

状［30］。外泌体联合生物材料也有诸多应用，MSCs
来源的外泌体结合导电水凝胶显著减少脊髓神经

损伤小鼠模型中CD68+小胶质细胞，增强局部神经

干细胞聚集，诱导神经元和轴突再生，明显促进脊

髓神经损伤小鼠模型的功能恢复［31］。此外MSCs
来源的外泌体还应用于癌症治疗，研究表明MSCs
的外泌体具有固有的归巢特性，再现了它们在体

内的生物学作用，使它们在用于癌症治疗时有效

地移动到肿瘤细胞中［32］。以上研究证明MSCs来
源的外泌体表现出来的效果良好。外泌体主要由

miRNA、mRNA和蛋白质构成，危险因素相对更少，

从各方面都相较细胞治疗策略更为安全。正是因

为去细胞治疗策略所展现出来良好的有效性和安

全性，许多临床前成果已经迅速步入临床实验阶

段，相信未来去细胞治疗策略的发展将会带来更多

的惊喜。

2.3 外泌体临床应用的瓶颈和突破

外泌体临床应用的所面临的主要问题是产能

不足。差速超离法是用于外泌体分离的第一种方

法，至今仍是外泌体分离的金标准，但是长时间的

高速离心会造成外泌体的机械损伤，差速超离耗

时长，提取率不高，使其难以在短时间内处理多个

生物样品［33］。聚合物沉淀法操作简单，所需时间

短，适用于处理大量样品，但纯度不高且回收率较

低，可能产生假阳性结果，产生的聚合物难以去

除［34］。超滤和排阻色谱法是根据外泌体与其他组

分的尺寸差异进行分离，免疫亲和法是通过标记

外泌体的特异性蛋白来分离，以上两种方法都存

在提取效率较低的问题［35］。基于以上原理也出现

多个商业化的试剂盒，极大地简化了提取流程，但

不同厂商的试剂盒提取效果差异较大［36］。新出现

的微流控分离技术，能够进一步提高回收率、减少

样品体积、缩短处理时间，具有良好的应用前景，

Chen等［37］开发的EXODUS系统通过在两个耦合振

荡器在膜上产生双频横波分离外泌体，使EXODUS
系统在速度、纯度和收率方面优于其他分离技术。

除了通过分离提取的改进增加产能外，干细胞的

大规模培养也能够提高外泌体的产能。传统的二

维培养所得到的细胞量十分有限，而新出现的大

规模培养技术很好地解决了这一问题。应用较为

普遍的多层培养托盘系统也被称为“细胞堆”或

“细胞工厂”，多个培养托盘相互堆叠，给细胞更多

附着面积，可以提供高达 25 440 cm2 的培养表面

积，远大于 T⁃225培养瓶。除此之外还有滚瓶和微

载体的培养方式，也能通过增大附着面积的方式

扩大培养规模［38］。最新的研究报道自动化技术与

微载体技术结合，实现全封闭自动化的MSCs大规

模培养，能够最大程度减少污染可能，且节约人力

成本，实现工业化生产临床级MSCs，细胞质量与传

统二维平面培养的细胞质量无显著差异［39］。另

外，外泌体成分复杂，具体作用机制还需要更多的

临床前研究加以证实，仍需开展全方位、多领域的

研究。

3 小 结

细胞治疗策略能替换病变的细胞从根本解决

某些疾病，尤其在神经、心肌等再生能力弱的组织

中所起作用更为关键。随着诱导技术、组织工程

技术、类器官技术的发展等，一些限制已经实现突

破，MSCs诱导获得的细胞已经具备成熟的功能和

特异性的结构，结合生物材料或类器官技术的原

位移植在定植率及功能性方面都有极大的提升，

但其中的许多有效机制仍不明确，移植规模仍然

较小，离人工器官的目标仍相去甚远。虽然目前

研究显示MSCs在移植后能够定植于体内，但似乎

旁分泌所起到的作用更大，人们对细胞治疗策略

安全性的担忧也是促进去细胞治疗策略发展的原

因之一。MSCs的旁分泌作用对于类器官的形成是

有利的［40］，这其中的机制值得进一步探索。去细

胞治疗策略和细胞治疗策略是一个相辅相成、有

机结合的整体，相信这会加速人工器官的早日实

现，实现真正意义上的再生。
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