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　 　 摘　 要：　 缺血性脑卒中是一种致残率和死亡率极高的脑血管疾病。目前，尚无有效的治疗方法能够促进缺
血性脑卒中后的神经功能恢复。外泌体既可以介导细胞之间的通信，又具有跨越血脑屏障的能力，故在缺血性脑

卒中的治疗中受到广泛关注。利用生物工程技术修饰改造外泌体，制备具有脑靶向性和治疗作用的工程化外泌

体，应用于缺血性脑卒中的研究与治疗，以期提高脑卒中后神经功能的修复，减少临床致残率和死亡率，提高患者

的生存和生活质量。本文从外泌体、外泌体在缺血性脑卒中的作用、工程化外泌体的制备等方面进行综述，并讨论

工程化外泌体在治疗缺血性脑卒中的应用前景，以期为后续研究提供参考。
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　 　 缺血性脑卒中（ｉｓｃｈｅｍｉｃ ｓｔｒｏｋｅ，ＩＳ）是由于脑的
供血动脉狭窄或堵塞、脑部供血不足，继而出现神经

功能缺损的脑血管疾病，约占卒中发病率的 ８５％。
目前，尚无有效的治疗方法能够促进卒中后神经功

能的恢复。

外泌体是从大多数细胞中释放出来的直径３０ ～
１５０ ｎｍ的细胞外囊泡，存在于血液、脑脊液、腹水、
母乳、唾液和尿液等各种体液中，具有低免疫原性、

生物降解性、低毒性、对内容物的强保护性和跨越血

脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的能力［１ ～ ３］。既能

传递 ｍｉＲＮＡ和蛋白质等生物活性物质，又能介导细
胞之间的通信［４］，具有治疗 ＩＳ 中的潜力。然而，天
然外泌体因靶向性低、半衰期短，功能性内容物的成

分和含量不确定限制了其临床应用。利用生物工程

技术修饰改造外泌体，得到具有强靶向性和治疗能

力的工程化外泌体，在各种疾病的治疗中已凸显出

巨大潜力［５ ～ ７］。

１　 外泌体概述
１． １　 外泌体形成　 外泌体的形成涉及细胞的

质膜内陷，细胞质膜内陷将一些细胞外成分和细胞

膜蛋白包裹在一起，形成早期内涵体（ｅａｒｌｙｓｏｒｔｉｎｇ
ｅｎｄｏｓｏｍｅ，ＥＳＥ），ＥＳＥｓ进一步发展为成熟的晚期内
涵体（ｌａｔｅｓｏｒｔｉｎｇ ｅｎｄｏｓｏｍｅ，ＬＳＥ），最终形成细胞内
多囊泡体（ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｂｏｄｉｅｓ，ＭＶＢｓ），一部分
ＭＶＢｓ与溶酶体或自噬体融合被降解；另一部分与
质膜融合以出芽的形式释放到外周环境中，形成外

泌体［８，９］。ＭＶＢｓ 形成外泌体的过程受到 ＡＬＧ２ 相
互作用蛋白 Ｘ、Ｒａｂ２７ａ、可溶性 Ｎ乙基马来酰亚胺
附着蛋白受体蛋白和皮质素等蛋白的调控［１０ ～ １２］。

１． ２　 外泌体的功能　 外泌体是具有脂质双层
膜的均匀球形结构，其膜富含四跨膜蛋白（ＣＤ６３、
ＣＤ８１ 和 ＣＤ９）、浮舰蛋白１、ＡＬＧ２ 相互作用蛋白
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Ｘ、肿瘤易感基因 １０１、整合素和细胞黏附分子等来
自母细胞的细胞表面标记物［１３，１４］，使外泌体具有异

质性、运动能力和与受体细胞膜表面分子结合的能

力；此外，外泌体膜还具有保护内容物活性免受降解

的胆固醇、鞘磷脂和神经酰胺等物质［１５］。

外泌体不仅具有来自母细胞的蛋白质、脂质、

ＤＮＡ、ＲＮＡ和 ｍｉＲＮＡ等生物活性物质，而且能够识
别特定受体细胞并与之特异性结合，从而介导细胞

间的通讯并调节一系列生理病理过程［１６］。一般情

况下，外泌体与受体细胞膜融合后通过内吞作用将

内容物转移到受体细胞内［１７，１８］；还可以通过与受体

细胞膜上的特定受体结合从而诱导信号传导［１９］。

此外，外泌体为纳米级物质，具有跨越 ＢＢＢ 的天然
优势，其机制主要是通过外泌体表面配体与脑血管

内皮细胞受体特异性结合［２０］。巨噬细胞（ｍａｃｒｏ
ｐｈａｇｅｓ）衍生的外泌体表面有来自母细胞的淋巴细
胞功能相关抗原１，通过与脑微血管内皮细胞表面
的细胞间黏附分子１ 和碳水化合物结合 Ｃ 型凝集
素受体结合跨越 ＢＢＢ［２１］。Ｑｕ 等［２２］通过实验证实

来自血液的外泌体通过转铁蛋白和 ＢＢＢ 的转铁蛋
白受体之间的相互作用跨越 ＢＢＢ。

外泌体是机体内源性产物，不仅具有来自母细

胞的生物活性物质，而且能够靶向特定的受体细胞，

通过转运其内容物作为细胞间通讯的载体参与各种

生理病理过程，在 ＩＳ和其他疾病的治疗中有巨大潜
力［２３，２４］。

２　 外泌体在 ＩＳ中的作用
ＩＳ后的脑修复涉及血管生成、神经发生、少突

胶质细胞生成、抗凋亡、氧化应激和炎症反应等一系

列复杂过程［２５ ～ ２７］。大量研究表明，缺血性损伤发生

后，外泌体的合成和分泌发生明显变化，预示着外泌

体可能参与卒中后神经功能的恢复。

２． １　 促进血管生成和神经血管单位重建　 以
药物促进血管生成和恢复血流是应对卒中后血液供

应不足的常见治疗方式，含有大量 ｍｉＲＮＡｓ、蛋白质
和脂质的外泌体可能是药物治疗的一种新的选择。

骨髓间充质干细胞来源的富含 ｍｉＲ２１５ｐ 的外泌体
能够促进人脐静脉内皮细胞的增殖、迁移和管状形

成，并且能够促进 ＩＳ 小鼠的血管生成和功能恢
复［２８］。此外，内皮细胞和周细胞中的 ＤＬＬ４Ｎｏｔｃｈ
信号通路对血管生成和 ＢＢＢ 完整性至关重要，
Ｓｈａｒｇｈｉ等［２９］发现来自人微血管内皮细胞含有 ＤＬＬ４
蛋白的外泌体能调节血管生成。因此，以外泌体为

载体运输药物在卒中后血管生成和神经血管单元重

建中发挥重要作用。

２． ２　 抑制炎症反应减少神经损伤　 炎症反应
是脑缺血致病机制之一，可引起脑缺血后的继发性

脑损伤。间充质干细胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）衍生的外泌体能通过上调抗炎因子（ＩＬ４ 和
ＩＬ１０）和下调促炎细胞因子（ＩＬ６、ＴＮＦα 和 ＩＬ１）
的表达来抑制小胶质细胞的炎症，继而改善急性脑

缺血损伤［２９］。新近研究发现，富含 ｍｉＲ１３８５ｐ 的
外泌体通过下调脂质运载蛋白２ 促进卒中后星形
胶质细胞的增殖和抑制炎症反应来减少神经损

伤［３０］。此外，研究表明脑卒中患者和 ＭＣＡＯ大鼠模
型中的 ｍｉＲ１２６ 水平均降低，而富含 ｍｉＲ１２６ 的外
泌体可以抑制神经炎症、促进神经发生、改善卒中后

的功能恢复［３１］。可见，抗炎是对抗缺血性损伤的关

键机制，特定外泌体可能对炎症反应发挥一定的作

用。

２． ３　 抑制细胞凋亡并促进神经发生　 抑制细
胞凋亡和促进神经发生是 ＩＳ 恢复的重要过程［３２］。

研究表明，多数细胞的外泌体可以通过抑制细胞凋

亡和促进神经发生减轻缺血模型中的脑损伤［２６，３３］。

Ｈｕａｎｇ等［３４］证实，血清衍生的外泌体通过抑制脑内

皮细胞凋亡和逆转自噬保护血脑屏障的完整性，改

善神经系统的功能。源自脂肪间充质干细胞富含

ｍｉＲ３０ｄ５ｐ的外泌体通过抑制自噬和促进 Ｍ２ 小胶
质细胞极化，减少卒中大鼠模型脑梗死的面积［２９］。

Ｗｅｉ等［３５］通过动物实验证实富含 Ｚｅｂ２ ／ Ａｘｉｎ２ 的外
泌体通过下调转录因子 ＳＯＸ１０、内皮素３ ／内皮素受
体 Ｂ和Ｗｎｔ ／ βｃｅｔｅｎｉｎ的表达水平，促进神经干细胞
的增殖和分化，改善大脑中动脉闭塞（ｍｉｄｄｌｅ ｃｅｒｅｂｒａｌ
ａｒｔｅｒｙ ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）大鼠的神经可塑性和功能恢
复。由此可见，具有活性成分的外泌体可能通过抑制

细胞凋亡和增强神经发生，改善缺血性脑卒中后的神

经功能恢复。

３　 工程化外泌体的制备技术
安全有效的递送药物是治疗 ＩＳ 的有效途径，外

泌体不仅具有纳米级体积，而且能够跨越血脑屏障，

是可用的药物递送载体［３６］。然而，天然外泌体因靶

向能力不足、循环半衰期短、功能性内容物成分和含

量的不确定性，在临床应用中受到限制。利用生物

工程技术对天然外泌体进行改造，将靶向肽、外源性

分子、药物、蛋白质、脂质和核酸等物质加载到外泌

体腔或其表面见图 １，从而提高外泌体的靶向性和
稳定性，赋予其特定的治疗作用以实现治疗疾病的

目的。目前，制备工程化泌体的技术主要有表面修

饰和内容物改造两大类见图 ２。
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图 １　 外泌体的改造策略

图 ２　 工程化外泌体制备技术

　 　 ３． １　 外泌体的表面修饰技术　 外泌体的表面
修饰可以提高其靶向性和稳定性。基因工程修饰供

体细胞或外泌体是常用的表面修饰技术，如狂犬病

病毒糖蛋白（ｒａｂｉｅｓ ｖｉｒｕｓ ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＶＧ）与溶酶
体相关膜蛋白 ２ｂ（ｌｙｓｏｓｏｍｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｇｌｙ
ｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｌａｍｐ２ｂ）融合基因转染树突状细胞后可以
分泌具有脑靶向性的 ＲＶＧ 外泌体（ＲＶＧＥｘｏ）［３７］。
但基因转染对设备要求较高，操作复杂，且容易影响

膜蛋白原有的生物活性。除基因工程修饰外，共价

修饰也是常用的表面修饰技术。主要通过点击化学

或叠氮化物炔烃环加成的交联反应进行。Ｌｅｅ
等［３８］首先制备含有叠氮化物脂质的外泌体，然后使

用无铜催化点击化学将其与靶向肽偶联，提高外泌

体靶向癌细胞的能力。此外，表面修饰还可以通过

各种非共价修饰实现。最常用的是受体配体结合
法和基于高阳离子物质与外泌体膜上带负电荷官能

团之间相互作用的多价静电法［３９］。

３． ２　 外泌体的内容物改造技术　 利用生物工
程技术将药物分子加载到外泌体中，赋予外泌体特

定的治疗作用。药物共孵育法操作相对简单，是常

用的内容物改造方法。主要有两种形式，一种是将

药物与供体细胞共孵育，得到封存特定药物的细胞，

在细胞内外泌体形成过程中通过内吞作用将药物加

载到外泌体中［４０］；另一种是药物直接与外泌体共孵

育［４１］，高浓度的疏水药物通常具有相对较高的负载

效率。对于不能直接加载到外泌体上的 ＲＮＡ 或蛋
白质，常采用基因工程转染供体细胞的方式加载到

外泌体中［４２］。目前，常用超声法［４３］、电穿孔法［４４］、

冻融循环法［４５］和挤压法［４６］等物理方法将药物导入

外泌体，但会破坏外泌体膜的结构，可能造成药物泄

露；另有研究证实，渗透剂法能更大程度的增加外泌

体的载药效率，但大多数渗透剂（如皂素）有一定的

毒性，使用前需进行洗涤［４７］。

总之，在实际应用中无论采用哪种技术，都应综

合考虑药物性质、载药量、装载效率、外泌体膜损伤

以及对后续实验的影响等因素，寻找最佳改造方式。

４　 工程化外泌体在 ＩＳ治疗中的应用
通过表面修饰和内容物改造后的外泌体，具有

更高的靶向性，在体循环中不易被肝脏清除，并且包

载治疗某种疾病的特定药物。在各种疾病的治疗中

有不可估量的作用。目前已有大量工程化外泌体应

用于 ＩＳ的治疗。
４． １　 表面修饰的工程化外泌体与 ＩＳ　 表面修

饰工程能够增强外泌体的脑靶向性和稳定性见表

１。目前，常用靶向肽修饰增强外泌体的脑靶向性。
ＲＶＧ是应用较多的脑靶向肽，与 Ｌａｍｐ２ｂ 融合后转
染外泌体制备具有脑靶向性的 ＲＶＧ 外泌体（ＲＶＧ
Ｅｘｏ）［４８］；抑制剂首位环多肽 Ｃ（ＲＧＤｙＫ）是另一种常
用的多肽靶向分子，通过共价修饰偶联到外泌体表

面，得到 Ｃ（ＲＧＤｙＫ）修饰的外泌体（ｃＲＧＤＥｘｏ）可
以靶向缺血性脑损伤区域［６］；ＲＧＤ４Ｃ 肽（ＡＣＤ
ＣＲＧＤＣＦＣ）融合 Ｃ１Ｃ２ 结构域的重组蛋白附着到外
泌体表面，形成的 ＲＧＤＣ１Ｃ２Ｅｘｏ 能够靶向缺血脑
组织的损伤区域，并抑制卒中后炎症［４９］。此外，含

有氧化铁纳米颗粒（ＩＯＮＰ）的 ＭＳＣｓ 衍生的磁性外
泌体在磁导航的外部磁场的帮助下使外泌体靶向脑

缺血病变区的能力提高了 ５． １ 倍，并促进了缺血性
脑病变中的抗炎反应、血管生成和抗细胞凋亡［５０］。

神经元缺血性损伤后，缺血区会出现蛋白的异

常表达，使用表达异常蛋白的抗体修饰外泌体，也可

以使载药外泌体靶向脑缺血区。在 ＭＣＡＯ 动物模
型中，缺血半暗带区受损神经元的特异性蛋白质

ＧＡＰ４３ 表达增加，因此在载药外泌体表面修饰
ＧＡＰ４３ 的单克隆抗体（ｍＡｂ ＧＡＰ４３），可以靶向缺血
半暗带中 ＧＡＰ４３ 高表达的受损神经元，从而减轻脑
缺血性损伤［５１］。通过脑靶向肽、特定抗体等物质修
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饰外泌体增强其脑靶向性，能够将药物高效快速的

运送到脑损伤区域，从而更好的发挥治疗作用。

４． ２　 内容物改造的外泌体与 ＩＳ　 工程化改造
外泌体内容物的成分和含量，能更有效地修复卒中

后的大脑功能（见表 ２）。定向操纵干细胞外泌体中
ｍｉＲＮＡ的种类和表达可以增强外泌体的疗效。与
天然 ＭＳＣｓ 外泌体相比，ｍｉＲ１３３ｂ、ｍｉＲ１７９２ 簇或
ｍｉＲ１３８５ｐ填充的来自 ＭＳＣｓ 的工程化外泌体可改
善卒中后的大脑重塑和功能恢复［３０，５２，５３］；Ｋｉｍ 等［４８］

通过电穿孔将 ＨＭＧＢ１ｓｉＲＮＡ加载到 ＲＶＧＥｘｏ和未
修饰的外泌体中，静脉注射 ＭＣＡＯ 大鼠，证实 ＲＶＧ
Ｅｘｏ的递送效率和治疗效果更佳。除修改外泌体中
的 ｍｉＲＮＡ，负载特定细胞因子的工程外泌体也能增
强治疗效果。促炎因子干扰素 γ（ＩＦＮγ）可增加细
胞对氧化应激的耐受性，制备包载 ＩＦＮγ 的外泌体

并将其注射到 ＭＣＡＯ大鼠的脑缺血区域，具有更好
的神经保护作用［５４］；色素上皮衍生因子（ＰＥＤＦ）负
载的外泌体通过激活自噬和抑制神经元凋亡来改善

脑缺血再灌注（Ｉ ／ Ｒ）损伤［５５］。

包载神经营养因子的工程化外泌体也具有治疗

潜力，含脑源性神经营养因子（ＢＤＮＦ）的工程化外
泌体不仅能抑制 ＭＣＡＯ 大鼠小胶质细胞的活化，还
促进内源性神经干细胞分化为神经元［５６］；在具有脑

靶向性的工程化外泌体中加载神经生长因子（ｎｅｒｖｅ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ），可以有效地将 ＮＧＦ递送到缺血
性皮质中，通过诱导小胶质细胞极化来减少炎症，促

进细胞存活［５７］。此外，９８％的小分子药物不能通过
血脑屏障进入大脑［５８］，可以将药物（如姜黄素和脑

啡肽）填充到具有脑靶向性的外泌体中［６，５９］，进入大

脑发挥治疗作用。

表 １　 用于 ＩＳ的表面修饰外泌体

外泌体来源 表面修饰物质 应用技术 工程化外泌体 作用机制

树突状细胞衍生

的外泌体［３７］

ＭＳＣｓ衍生

的外泌体［６］

神经祖细胞衍生

的外泌体［４９］

ＭＳＣｓ［５０］

源自 ＳＤ大鼠全血

的外泌体［５１］

ＢＭＳＣｓ［５７］

ＲＶＧＬａｍｐ２ｂ

ｃ（ＲＧＤｙＫ）肽

ＲＧＤＣ１Ｃ２

重组蛋白

ＩＯＮＰ

ｍＡｂ ＧＡＰ４３

ｔａｒ

基因

转染

共价

修饰

药物

共孵育

药物细胞共孵育 ＭＳＣｓ后，

超速离心分离外泌体

共价

修饰

ｔａｒ表达载体转染 ＢＭＳＣｓ，

超速离心分离外泌体

ＲＶＧＥｘｏ

ｃＲＧＤＥｘｏ

ＲＧＤＣ１Ｃ２Ｅｘｏ

含 ＩＯＮＰ的

磁性外泌体

ｍＡｂ ＧＡＰ４３Ｅｘｏ

ｔａｒＥｘｏ

靶向脑缺血区，并进入神经元、

小胶质细胞、少突胶质细胞

ｃ（ＲＧＤｙＫ）肽在缺血性损伤后与脑内皮细

胞中的整合素 αｖβ３ 结合，靶向脑缺血区

ＲＧＤＣ１Ｃ２Ｅｘｏ在缺血性损伤后与脑内皮细胞

中的整合素 αｖβ３ 结合，进入病变区脑实质

在外部磁场的帮助下使

外泌体靶向脑缺血病变区

靶向缺血半暗带中 ＧＡＰ４３

高表达的受损神经元

ｔａｒ与 ＢＢＢ的转铁蛋白受体

结合跨越 ＢＢＢ，靶向脑缺血区

　 　 注：ＩＯＮＰ ＝氧化铁纳米颗粒，ｍＡｂ ＧＡＰ４３ ＝ ＧＡＰ４３ 的单克隆抗体，ＢＭＳＣｓ ＝骨髓间充质干细胞，ｔａｒ ＝转铁蛋白。

表 ２　 用于 ＩＳ的内容物改造外泌体

外泌体来源 填充物质 应用技术 工程化外泌体 作用机制

ＲＶＧＥｘｏ［３７］

ｃＲＧＤＥｘｏ［６］

ｍＡｂＧＡＰ４３Ｅｘｏ［５１］

ＭＳＣｓ［５２］

ｈＮＳＣＥｘｏ［５４］

ＡＤＳＣｓ［５５］

ｈＮＳＣＥｘｏ［５６］

ＲＶＧＥｘｏ［５７］

ｔａｒＥｘｏ［５９］

ｓｉＲＮＡ

ｃｕｒ

Ｑｕｅ

ｍｉＲ１７９２ 簇

ＩＦＮγ
ＰＥＤＦ

ＢＤＮＦ

ＮＧＦ

脑啡肽

电穿孔法

药物共孵育

药物共孵育

电穿孔法

药物共孵育

构建 ＰＥＤＦ载体基因转染

ＡＤＳＣｓ，离心分离外泌体

药物共孵育

构建 ＮＧＦ载体基因转染 ＲＶＧＥｘｏ

电穿孔法

ｓｉＲＮＡＲＶＧＥｘｏ

ｃＲＧＤＥｘｏｃｕｒ

Ｑｕｅ ／ ｍＡｂ ＧＡＰ４３Ｅｘｏ

ＥｘｏｍｉＲ１７９２

ＩＦＮγｈＮＳＣＥｘｏ

包载 ＰＥＤＦ的外泌体

ＢＤＮＦｈＮＳＣＥｘｏ

ＮＧＦＲＶＧＥｘｏ

包载脑啡肽的 ｔａｒＥｘｏ

抑制脑缺血区细胞凋亡

抑制缺血区炎症反应和细胞凋亡

减少缺血区活性氧的积累，

缓解神经功能损伤

增加卒中后的神经可塑性和功能恢复

促进缺血区组织恢复并抑制细胞凋亡

调节自噬和凋亡来改善

脑缺血再灌注损伤

促进神经再生并减少脑缺血

后的神经炎症反应

减少炎症，促进缺血区细胞存活

抑制脑细胞凋亡，促进神经发生

　 　 注：ｃｕｒ ＝姜黄素，Ｑｕｅ ＝槲皮素，ｈＮＳＣＥｘｏ ＝人类神经干细胞来源的外泌体，ＩＦＮγ ＝促炎因子干扰素 γ，ＡＤＳＣｓ ＝脂肪间充质干细胞。
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　 　 ５　 小结与展望
外泌体通过调节 ＩＳ 后的血管生成、神经发生、

细胞凋亡和炎症反应等过程，改善卒中后神经功能

恢复。通过生物工程技术修饰改造后的工程化外泌

体可以弥补天然外泌体靶向能力不足、循环半衰期

短、功能性内容物成分和含量的不确定等缺陷，针对

性地满足临床治疗需求。

研究者们已经将工程化外泌体投入到 ＩＳ 的应
用研究中，目前仍处于起步阶段。但许多动物实验

已证实，工程化外泌体在 ＩＳ 治疗中有显著的靶向治
疗作用，具有良好的临床应用前景。大量体外研究

工程化外泌体的实验表明，体外培养条件对外泌体

的生物活性有很大影响；因此，未来研究需要深入了

解工程化外泌体对人体是否有不良影响以及人体内

环境对工程化外泌体活性的影响，以制备对人体无

害且适应人体内环境的外泌体。此外，工程化外泌

体在体内的免疫耐受性、稳定性和治疗效果还需要

进一步研究。

综上所述，虽然目前工程化外泌体应用于 ＩＳ 的
研究相对较少，但现有的研究结果均证实工程化外

泌体能够促进 ＩＳ后的神经功能恢复，这为 ＩＳ 的临床
治疗提供了新的方向。尽管工程化外泌体应用于 ＩＳ
的机制尚不明确，制备技术也存在很多不足，但随着

生物工程技术的不断发展和完善，工程化外泌体在

ＩＳ临床应用研究中将得到不断的推进，为 ＩＳ 临床治
疗效果的提高提供新的思路和方法。
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