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!!&摘要'!间充质干细胞"g;H1#具有免疫调节和促血管生成的特性$在细胞治疗中具有广泛的应用前

景) 外泌体是一类具有脂质双分子层结构的纳米级小囊泡) 近年研究表明$外泌体具有与 g;H1类似的生物

学功能$可替代 g;H1用于多种疾病的治疗) 间充质干细胞来源外泌体"g;H1>-̂8#被广泛应用于包括葡萄膜

炎(青光眼(视网膜和眼表疾病在内多种眼科疾病的治疗研究) 然而$g;H1>-̂8内容物复杂$功能多样$为避

免被免疫系统快速清除(提升靶向细胞特异性(减少不良反应$需要对外泌体进行不同策略修饰) 如
g;H1>-̂8内容物修饰后$使治疗因子过度表达$可最大限度地发挥其对特定眼病治疗的潜力和疗效$有望成

为眼病治疗的新选择) 本文重点阐述 g;H1>-̂8应用和外泌体修饰的策略和现状$并探讨 g;H1>-̂8修饰在眼

病治疗中的潜在应用前景)
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!!间充质干细胞"(-1-072.()+1S-(7-++1$g;H1#几乎存在于

所有器官和组织中$具有免疫调节(自我复制能力和多向分化

潜能$常用于成人干细胞的临床治疗$但 g;H1移植治疗存在致

瘤性(免疫排斥和栓塞的问题 -&. ) g;H1的治疗作用有赖于细

胞 分 泌 的 胞 外 物 质
-#. ) 间 充 质 干 细 胞 来 源 外 泌 体

"(-1-072.()+1S-(7-++1T-V*R-T -̂818(-1$g;H1>-̂8#介导多种

生物学功能$近年应用于干眼(角膜损伤(糖尿病视网膜病变
"T*)X-S*7V-S*08U)S2.$Ff#(葡萄膜炎(视神经损伤(视网膜脱离

等眼病的治疗
-5"B. ) 外泌体携带的内容物复杂多样$至今尚不

明确) 对于特定疾病$天然外泌体特异性差$半衰期短$跨膜传
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递和胞质运输效率低
-D. ) 靶向修饰是指外泌体通过各种技术

手段$把药物(酶(蛋白质和 (*f_:等生物分子加载到外泌体

内容物$或对外泌体表面进行修饰) 目前$关于靶向修饰后
g;H1>-̂8应用于眼病治疗的研究范畴有待扩展) 本文就

g;H1>-̂8的特点和外泌体修饰的现状进行综述$并探讨靶向修

饰后 g;H1>-̂8的治疗前景)

A9外泌体概述

外泌体是一种由细胞分泌到胞外的双层脂质纳米囊泡$大

小为 5%c&$% 0($携带复杂的核酸(蛋白质和脂质) 几乎所有

细胞都分泌外泌体$分布于各种体液中) 外泌体高度富集跨膜

蛋白$包括 HF5(HF45(HF5@(HFB& 等外泌体特征性蛋白) 干

细胞外泌体膜结合蛋白"如组织相容性复合物#数量较少$免疫

原性低于供体细胞$这一特性可以使其克服免疫排斥反应$避

免被免疫细胞清除
-&%. ) 外泌体生物功能取决于来源细胞类

型$作为细胞间的信息传递物质$在免疫调节(炎症反应(肿瘤

生长和迁移(组织损伤修复等病理生理过程中发挥重要功

能
-&&. ) 作为双层脂膜囊泡$外泌体保护内容物不受降解酶或

化学物质的影响) 外泌体可穿透血"脑屏障和血"眼屏障$成为

理想的药物传递载体) 外泌体还可作为生物标志物$其内容物

成分的改变可反映其来源细胞的病理状态$用于疾病诊断和病

情判断)

g;H1相对安全且易获得$是可以大规模产生外泌体的细

胞
-&#. ) 近年来$g;H1>-̂8已广泛应用于心血管(肿瘤和神经领

域) 常见的 g;H1>-̂8分离提纯法包括超速离心法(密度梯度

分离法(聚合物沉淀法(尺寸排阻色谱法(免疫亲和捕获法和超

滤法等$其中超速离心法所获得的 g;H1>-̂8纯度最高 -&5. ) 此

外$g-0TS等 -&A.
报道了符合生产规范要求的 g;H1>-̂8大规模

生产流程和质控标准$为其临床应用提供良好基础)

B9<E>)4-Y# 的功能及眼科应用

g;H1>-̂8的功能包括%" &#抗炎和免疫抑制特性!g;H1>

-̂8内容物包含 #%% 多种免疫调节蛋白和多种可溶性免疫调节

介质及炎性抑制因子$如转化生长因子 %"SV)01W8V(*0ZZV8,S2

W)7S8V>%$Qh=>%#(白细胞介素 &%"*0S-V+-/Y*0>&%$?9>&%#(肿瘤坏

死因子>"(?9>4-&$"&4. ) "##帮助组织修复与再生!通过调节受

损组织微环境(诱导血管生成(促进细胞增生迁移(抑制细胞凋

亡(减少氧化应激等多种机制$在伤口愈合(缺血性心脏损伤(

急性肺损伤等疾病中发挥保护和治疗作用
-&@. ) " 5#抑制过度

纤维化!人脐带来源 g;H1>-̂8所携带的 (*f_:通过抑制 ">

平滑肌肌动蛋白和 Qh=>%N;g:F# 信号通路的表达$从而抑制

肝纤维化
-&B. ) "A#诱导自噬!自噬是一种重要的体内细胞平

衡过程$通过溶酶体代谢胞质蛋白以维持细胞内稳态$既能保

护受损细胞$也可诱导细胞自动死亡) 9*/ 等 -&D.
研究发现$

g;H1>-̂8通过 :g̀ <N(QOf和 :YSN(QOf通路诱导心肌细胞

自噬$从而降低缺血"再灌注心肌细胞的损伤) "$#神经保护作

用!研究发现$不同来源的 g;H1>-̂8可以促进中枢神经元轴

突生长) 进一步研究发现$g;H1>-̂8通过传递 (*f_:和神经

营养因子$调节星形胶质细胞炎症表型而发挥神经保护

作用
-#%. )

多项研究已证实天然 g;H1>-̂8对多种眼科疾病的治疗作

用) g;H1>-̂8可促进兔角膜基质细胞的增生$抑制其凋亡$并

伴随新的细胞外基质蛋白$包括胶原的沉积$从而有助于角膜

疾病的治疗
-$. ) 在兔干眼模型中$人脐带来源 g;H1>-̂8可诱

导兔自身免疫性干眼外周血单核巨噬细胞向抗炎性g# 表型分

化$抑制巨噬细胞相关炎性因子分泌$同时升高抗炎因子表

达
-B. ) 在自身免疫性葡萄膜炎大鼠模型中$g;H1>-̂8可下调单

核细胞趋化蛋白>&"(8087.S-72-(8)SSV)7S)0SUV8S-*0>&$gH̀ >&# N

HH9#& 和 gbFBB 通路来减少白细胞(巨噬细胞和自然杀伤细

胞的浸润和迁移
-5. ) 在视网膜激光损伤小鼠模型中$g;H1>-̂8

通过抑制 gH̀ >&(肿瘤坏死因子 "(细胞间黏附分子 & 改善视网

膜炎症环境$还可以通过下调血管内皮生长因子 "R)17/+)V

-0T8S2-+*)+ZV8,S2 W)7S8V$I'h=#表达以及抑制核因子>%通路$

减少脉络膜新生血管$减轻视网膜色素上皮层细胞损伤$提升

视觉功能
-#&. ) 在高糖诱导的 Ff动物模型中$g;H1>-̂8通过

转移内容物中的 (*f>&#4 和 (*7f_:>### 发挥抗炎和抑制新生

血管的作用
-##"#5. ) 在视网膜脱离动物模型中$g;H1>-̂8抑制

光感受器细胞凋亡$维持正常的视网膜结构$进一步蛋白质组

学分析显示 g;H1>-̂8中含有抗炎(神经保护和抗凋亡作用的

蛋白
-@. )

天然 g;H1>-̂8中已经鉴定出了 &$% 种 (*f_:(超过 B$%

个独特的基因产物以及 D%% 种蛋白质 -&$. $且在 g;H1>-̂8制备

过程中$不同培养环境和分离提纯方法所获得的内容物也不

同) 因此$g;H1>-̂8显示出多种功能特性$导致治疗特异性差)

当前$g;H1>-̂8许多成分的功能尚不明确$故用于特定疾病治

疗时疗效受限) 上述因素都限制了 g;H1>-̂8在眼病治疗中的

应用) 最近一项用 g;H1>-̂8治疗 $ 例难治性黄斑裂孔患者的

临床试验中$A 例患者病变区结构和功能得到恢复$& 例使用较

高剂量 g;H1>-̂8的患者眼底发生了炎症反应 -#A. )

H9外泌体靶向修饰

H6A!外泌体靶向修饰策略

外泌体靶向修饰策略包括内容物修饰(外膜修饰和外泌体

载体修饰) "&#外泌体内容物修饰策略!常用技术手段可分为

病毒法或非病毒法) 病毒法使用的病毒载体主要有逆转录病

毒"包含慢病毒#和腺病毒 # 种) 使用病毒载体对供体细胞的

遗传修饰$诱导供体细胞分泌在内容物或膜结构上具有特定基

因产物的外泌体) 非病毒法干预方法不一$将目标生物分子加

载至外泌体内或供体细胞上$常用技术包括皂素法(脂质体法(

超声处理法(电穿孔法(挤压法(冰融法(渗透压或 \̀调节

法
-#$"#B. $其中电穿孔是目前最常用的外泌体内容物加载技术)

"##外泌体外膜修饰策略!可以在外泌体产生阶段对供体细胞

膜结构$如膜蛋白(脂质层(和糖基进行修饰$可以分泌修饰后

的外泌体
-#D. *此外$还可以在分离外泌体后$将目标生物分子

直接加载到外膜结构上) 外泌体外膜修饰策略主要包括化学

共轭法(插入法和静电法) 化学共轭法通过共价化学反应或化
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学连接剂将目标生物分子连接到外泌体外膜上
-#D. ) 插入法指

疏水分子或脂类分子可通过疏水相互作用自发地插入外泌体

脂质双分子层
-5%. ) 静电法将目标生物分子阳离子化并粘附到

外泌体膜表面负价官能团
-5&. ) " 5#外泌体载体构建策略!利

用各种材料如水凝胶(纤维蛋白胶作为外泌体载体包裹外泌

体
-5#. ) 此外$还可通过改变供体细胞所处微环境$如缺氧处

理(_O刺激及改变培养基类型的方式获得特定外泌体 -55. )

H6B!外泌体靶向修饰的意义

外泌体靶向修饰的意义包括%"&#提升治疗所需的外泌体

功能!通过修饰外泌体$赋予或增强外泌体有益于治疗的功

能$抑制外泌体不良功能$这是提升外泌体特定治疗效果的主

要策略) # 型糖尿病患者循环外泌体中的 (*f>#%X>$U 表达升

高$将该外泌体应用于糖尿病小鼠伤口导致伤口愈合延迟) 而

敲除 (*f>#%X>$U 的外泌体则可以显著增强伤口愈合并促进伤

口血管生成
-5A. ) "##将外泌体构造成药物载体!与游离姜黄

素相比$将外源性分子姜黄素与外泌体共孵育形成复合物$其

抗炎效果得到提升
-5$. ) " 5#赋予外泌体靶向性!将靶向配体

修饰到外泌体外膜或内容物中$赋予其更强的靶向性$使其在

靶部位有更大的蓄积$并减少对健康组织的影响) 常用修饰方

法包括添加膜表面肽(靶向蛋白(特定化合物以及修饰适配体(

装载磁性纳米颗粒等
-#D. ) " A#延长外泌体循环半衰期!不论

何种给药途径$大部分外泌体被巨噬细胞迅速吸收而清除 -54. )

利用各种具有凝胶性能或生物黏附性能的水凝胶包裹外泌体$

可防止外泌体过快清除$实现外泌体在局部的持续释放 -5@. $成

为缓释用药的良好载体) 外泌体的预期生物学效应只能通过

靶细胞内吞摄取而产生*因此$以缓释方式局部释放外泌体对

于最大限度提高疗效至关重要) "$#提升外泌体载量!天然外

泌体药物的装载量有限$而外泌体治疗必须依赖足够的药物剂

量) 通过慢病毒载体将跨膜蛋白 HF45 作为膜定位元件加载至

供体细胞细胞膜上$所产生的外泌体对靶蛋白的装载量增

加
-5B. ) "4#提升外泌体产量!限制外泌体应用的主要问题之

一就是产量低) 最新研究报道了一种细胞纳米技术$即将质粒

F_:通过纳米通道注入供体细胞$并通过局部和瞬时电刺激刺

激供体细胞$与传统技术相比$该法产生的外泌体增加 $% 倍$

外泌体中治疗基因增加一千多倍$外泌体 (f_:转录增加超过

&%5 倍$可大规模生产携带 (f_:的外泌体用于临床 -5D. )

"@#提升外泌体的靶细胞摄取率!由于外泌体和带负电荷的细

胞膜间排斥作用以及内吞作用的限制$受体细胞摄取外泌体效

率较低) _)Y)1--D.
等在外泌体膜上修饰富含精氨酸的细胞穿

透肽$可有效诱导受体细胞胞饮$提高受体细胞对外泌体的摄

取率)

49靶向修饰后的 <E>)4-Y# 在眼病治疗中的应用

当前$对眼科 g;H1>-̂8治疗研究集中在利用天然 g;H1>

-̂8治疗各类眼科疾病$修饰后的 g;H1>-̂8在眼病治疗中的研

究才刚刚起步$国内外相关研究较少) 关于天然外泌体用于眼

部治疗研究$g-)T 等 -#%.
报道了人骨髓来源 g;H1>-̂8可促进视

神经挤压损伤大鼠视神经轴突再生* )̀0 等 -A%.
却发现人脐带来

源 g;H1>-̂8不能促进视神经挤压损伤大鼠视神经轴突再生$

可能与不同来源的 g;H1>-̂8内容物及生物学功能不同有关$

也可能与人脐带 g;H1>-̂8所富含的 (*f>#& 覆盖和干扰了其他
(*f_:对于促进轴突再生的能力有关) 基于天然 g;H1>-̂8的

特定有效治疗成分不足$k2)0Z等 -5.
将脂质转染剂与被认为是

Ff血管修复和减轻炎症的有效成分 (*f>&#4-A&.
培育形成复合

物$再与人 g;H1共孵育$获得了过表达 (*f>&#4 的 g;H1>-̂8*

与对照组比较$经过 (*f>&#4 过表达修饰的 g;H1>-̂8可更有效

地抑制糖尿病大鼠 \ghG& 信号通路$减轻视网膜炎症反应)

大量文献报道了 g;H1>-̂8具有促进新生血管生成的作用$此

外$g;H1>-̂8还可促进细胞增生和迁移$诱导细胞自噬$而血管

内皮细胞增生迁移(新生毛细血管形成及自噬损伤是 Ff发生

和发展的重要因素
-A#. $造成 g;H1>-̂8用于眼部疾病治疗时可

能存在潜在不良反应) 为了改变天然 g;H1>-̂8功能$g8*11-*-R

等
-A5.
在缺氧条件下培养人骨髓 g;H1$所获得的 g;H1>-̂8应用

于视网膜缺血小鼠的治疗$降低了视网膜缺血和新生血管的严

重程度$但其具体作用机制有待进一步明确)

99<E>)4-Y# 应用存在的问题和展望

当前$各种外泌体修饰方法都存在相应的不足$电穿孔改

变外泌体外膜时可能干扰与靶细胞膜融合所需的外泌体膜结

构$部分化学干预试剂降低了外泌体原有生物学特性$用于水

凝胶制造的交联剂可能存在潜在毒性
-AA. ) 此外$工程化外泌

体生产效率较低$且难以生产高纯度和质量一致的外泌体 -A$. $

因此急需在临床级生产方法(分离纯化方法(质量检测(安全性

评估方面制定一系列标准化步骤) 由于眼部生理屏障和代谢

消除的存在$眼表局部用药和玻璃体腔注药都面临药物剂量及

作用时间不足的问题
-A$. ) 基于 g;H1>-̂8低免疫性(良好的屏

障穿透力以及眼病治疗作用$通过水凝胶包裹以实现眼部局部

缓释给药(通过靶向配体修饰以实现眼特定病变组织靶向递

送$通过加载眼药充当眼科给药载体等策略是当前研究重点)

修饰后的 g;H1>-̂8有望成为多种眼病的有效治疗办法) 此

外$未来亟待进一步明确 g;H1>-̂8抗血管生成(抗炎(神经保

护(抑制纤维化及组织修复功能在眼病治疗中的机制$通过修

饰策略提升 g;H1>-̂8有效治疗成分$抑制其不利成分$为每种

眼病定制具有特定疗效的 g;H1>-̂8)
利益冲突!所有作者均声明不存在利益冲突
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#%%&5%@B6#%&D6&4D@%#B6

-&A.g-0TSg$<)(-VY)V;$ ;/Z*(8S8\$-S)+6h-0-V)S*80 )0T S-1S*0Z8W
7+*0*7)+>ZV)T--̂818(-1W8VU)07V-)S*77)07-V- ]NO9.6]H??01*Z2S$
#%&B$5" B# l-DD#45 - #%#%"%5"&%.62SSU1%NN,,,607X*60+(60*26
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"本文编辑%刘艳#

读者!作者!编者

本刊对医学研究中知情同意和医学伦理学描述的要求

!!根据国际医学期刊编辑委员会提供的/生物医学期刊投稿统一要求0的表述$本刊对作者撰写稿件时关于/知情同意0和/医学

伦理学0的描述提出如下要求%

"&#知情同意!在未事先获得知情同意的情况下$患者有隐私不被侵犯的权力) 患者的身份信息$包括姓名(来源(住院号等均

不应该以文字(图片或家系信息的方式在出版物上公开$除非这些信息对于本研究是必需的$如需在出版物上显示$应征得患者"或

者父母(监护人#签署的书面同意书)

发表的文章中应该省略不必要的患者个人信息$但难以做到完全匿名时"如在照片中掩盖患者的眼部$不足以保护患者的隐私

权#$应提供知情同意的信息) 如果用改变患者的身份特征"如遗传家系等#以保护患者隐私权的方法$作者应该确保这些改变不影

响研究的科学性$并且编辑应在文中对此予以说明)

"##医学伦理学!以人体为实验对象的研究$作者应该提及试验步骤是否符合相应的负责机构(国家委员会或 &D@$ 年赫尔辛

基宣言"#%%$ 年修订#的医学伦理学标准) 如果研究过程对是否符合赫尔辛基宣言有疑问或存在一定的问题$作者应当做出客观

说明并解释研究的合理性$提交已通过审查机构的批准情况) 以动物为实验对象的研究$作者应当说明是否遵循当地的相关机构(

学会"国内或国外#及国家实验动物保护和使用指南)

本刊对来稿中作者署名的著录要求

!!作者向本刊投稿时署名应符合以下条件%"&#参与课题的选题和实验设计$参与实验资料的收集(分析和论证) "##参与论文

的起草或能够对论文中的方法学或关键部分进行修改) "5#能对审稿专家和编辑提出的修改意见进行核修$能够答辩并承担责任)

"A#对论文的诚信负责) 仅参与筹得资金或收集资料者以及仅对科研小组进行一般管理者均不宜署名为作者) 文中如有外籍作

者$应附外籍作者亲笔签名的在本刊发表的同意函) 集体署名的文章应于题名下列出署名单位$于文末列出论文整理者的姓名$并

须明确该文的主要责任者)

作者署名的名次应按对论文贡献大小顺序排列于文题下方$每篇论文须列出通信作者 & 名) 如无特殊约定$则视第一作者为

通信作者) 作者"包括通信作者#的署名及其排序应在投稿前由所有研究者共同讨论确定$在编排过程中不宜变更或增减$尤其是

通信作者和前三名作者$若确需变动者须提供所有署名作者的签名同意函并出示单位证明) 有英文文题的论著和综述应有全部作

者姓名的汉语拼音$列于英文文题之下)
"本刊编辑部#
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