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外泌体在脑靶向递送中的应用
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摘要: 血脑屏障 (blood brain barrier, BBB) 限制了大部分药物的脑靶向递送, 进而影响神经系统疾病有效治疗。

外泌体作为细胞衍生的纳米囊泡, 可参与物质的细胞间运输、介导细胞间通讯和调节机体生物功能等, 具有低免疫

原性、低毒性及可天然跨越BBB的优点, 在脑靶向递送中发挥重要作用。本文概括了外泌体分类、来源、脑靶向递

送机制及其在脑部疾病中发挥的作用, 为其临床应用提供参考。
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Abstract: Brain-targeted delivery plays an important role in the diagnosis and treatment of neurological

diseases, but the existence of blood brain barrier (BBB) limits the development of brain-targeted delivery. As

cell-derived nanovesicles, exosomes can participate in the transportation of substances between cells to mediate the

communication between cells to play a biological regulatory role in vivo. Due to the low immunogenicity, low

toxicity, high engineering and natural crossing over BBB, exosomes play an important role in brain-targeted

delivery. In this paper, the composition of exosomes, the mechanism of brain targeted delivery and its role in

various brain diseases are systematically described.
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血脑屏障 (blood brain barrier, BBB) 是由脑毛细

血管内皮细胞、基膜、周细胞和足端星形胶质细胞组

成, 用以保护脑区免受血液循环中有害物质 (如神经

毒性血浆成分、血细胞和病原体) 侵袭的动态物理屏

障。BBB 在保护大脑的同时也阻断了治疗药物进入

中枢神经系统 (central nervous system, CNS) 发挥作

用, 如小分子药物、蛋白质、多肽和基因等皆因BBB阻

断而不能进入大脑发挥作用[1]。因此, 高效、安全的脑

靶向给药系统研究十分重要, 而生物相容性、可降解性

及低免疫原性是脑靶向递送系统跨越 BBB实现药物

高效递送的基本要求。

外 泌 体 是 细 胞 衍 生 的 纳 米 级 胞 外 囊 泡

(extracellular vesicles, EV), 由细胞分泌的脂质双分子层

膜围绕形成的囊状结构, 一般直径介于 30～5 000 nm

之间。EV主要分为 3类, 即外泌体、微泡和凋亡小体,

三者的大小、来源和生理功能均不同。其中外泌体作

为来源于内吞途径的纳米级EV研究较多。
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外泌体既可通过蛋白质、脂质、DNA和mRNA介

导细胞间通讯, 又可作为小分子药物或核酸药物的载

体将治疗分子递送至特定靶部位中实现靶向递送。因

此, 外泌体作为一种天然药物递送系统, 正被广泛运用

于脑靶向递送, 其具体优点包括: ① 由于其纳米级尺寸,

外泌体可实现BBB高效渗透; ② 外泌体为机体内源性

产物, 可显著降低毒性和免疫原性风险; ③ 外泌体介导

的药物递送绕过了 P-糖蛋白药物泵出系统 (对外来物

质及代谢废物具有清除作用), 降低耐药性; ④ 天然外泌

体具有一定治疗作用, 通过阐明其作用机制可发现新型

药物; ⑤ 不同病理条件会促进BBB对外泌体的摄取;

⑥ 通过改造外泌体可实现高靶向性、高载药性和高穿

透性。

本综述将从外泌体组成、来源、分泌过程、提取方

法、脑靶向机制、给药途径和在脑部疾病中应用等方面

全面阐明外泌体在脑部疾病中的重要作用。

1 外泌体简介

1.1 外泌体组成

外泌体主要由脂质、蛋白质和核酸三部分构成

(图 1)。外层为磷脂双分子层发挥保护和载药功能; 磷

脂双分子层的脂肪酸尾部使整个磷脂分子呈现横向振

动, 保证了外泌体结构的灵活性; 而磷脂双分子层表面

的胆固醇及表层黏附蛋白增强了外泌体的刚性, 保证

了整个结构的稳定性。

外泌体中的核酸成分 , 如 DNA (双链 DNA、单链

DNA、线粒体 DNA) 和 RNA (信使 RNA、微小核糖核

酸、小核RNA、非编码RNA、小细胞质RNA), 可改变靶

细胞中遗传信息的表达进而实现疾病治疗的目的。外

泌体中脂质成分主要包括磷脂酰丝氨酸、胆固醇、鞘磷

脂和神经酰胺等。目前已有技术利用外泌体中脂质变

化实现疾病诊断及治疗[2]。外泌体中蛋白可黏附于磷脂

双分子层表面也可存在于内部囊腔中, 具体可分为信号

蛋白、酶、细胞骨架蛋白、伴侣蛋白 (HSP 90、HSP 70)

和多泡体 (multivesicular bodies, MVB) 制造蛋白, 其功

能是调控外泌体生成、介导细胞间通讯和调节机体生

理病理过程。

1.2 外泌体来源

几乎所有类型的体液和组织中均可发现外泌体的

存在, 包括血液、尿液、母乳、羊水/腹水、唾液和脂肪组

织[3-8]。根据分泌来源不同, 外泌体生理功能不同[9], 如

来自活化抗原呈递细胞 (巨噬细胞、T淋巴细胞) 的外

泌体具有免疫调节及抗肿瘤作用[10,11]; 母乳中分离的

外泌体可改变T细胞平衡, 增强机体免疫系统[11,12]; 来

源于骨髓、脂肪组织和脐带血的间充质干细胞产生的

外泌体对机体脏器具有修复再生功能[13-15]。

1.3 外泌体的分泌过程

首先, 胞吞囊泡通过胞吞作用出现在质膜的脂筏

结构域中, 于胞内形成早期核内体 (early endosomes)。

接着在高尔基复合体作用下, 早期核内体变成了晚期

核内体 (late endosomes); 同时, 腔内小泡 (intraluminal

vesicles, ILVs) 聚集于内核体腔内。早期内核体中存

在的分子可回收到质膜中 , 也可整合到 ILV 中; 同时

mRNA或蛋白质等可装载到 ILV中。由于早期内核体

向内出芽及细胞质隔离, 这些小泡在晚期内核体中不

断积累最终形成MVB, 之后MVB分别与溶酶体或质

膜融合。在MVB与溶酶体结合过程中 ILV被降解; 而

Figure 1 Schematic structure of exosomes. HSP: Heat shock protein; MHC: Major histocompatibility complex
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与质膜融合后最终实现外泌体的释放[16-18] (图2)。

1.4 外泌体提取方法

外泌体分离纯化一直是外泌体研究中高度关注的

问题, 获取高度纯化的外泌体对后续研究具有重要意

义。目前常用的外泌体提取方法包括超速离心法、免

疫磁珠法和试剂盒提取等。

超速离心又称差速离心, 是外泌体提取最常用的

方法。主要分为三个阶段: 第一阶段低速离心除去细

胞和凋亡碎片; 第二阶段增大离心速度除去大型囊泡;

第三阶段超速离心以沉淀外泌体。超速离心法操作简

便, 但外泌体纯度可能存在一定差异性, 且多次离心也

可能对外泌体结构造成损害[19]。

免疫磁珠法[20]主要机制是由于外泌体表面具有特

异性标记物 (如CD63、CD9蛋白), 采用抗标记物抗体

的磁珠与外泌体囊泡孵育后发生结合, 从而将外泌体

吸附分离出来。该方法特异性高, 但效率低且容易影

响外泌体活性, 不利于下游实验的进行。

试剂盒提取法是利用商业化的外泌体提取试剂盒

提取分离外泌体。分离方法包括尺寸排阻色谱的分离

纯化、免疫亲和色谱和化合物沉淀法等。试剂盒法分

离效率及纯化效果随着技术发展逐渐提高, 具有良好

应用前景[21]。

此外, 还有借助超速离心与蔗糖密度梯度相结合

实现外泌体与非囊泡颗粒分离的密度梯度离心法、基

于聚合物的沉淀技术[22]及超滤膜过滤法等分离纯化外

泌体的方法。

2 外泌体脑靶向机制

尽管脂质体、胶束和纳米粒等纳米制剂借助其纳

米级尺寸可在一定程度上实现 BBB跨越用于脑靶向

递送, 但不容忽视的血液毒性及机体内蓄积等问题尚

未解决。如: 聚乙二醇化聚乳酸-羟基乙酸纳米粒在多

次给药后会诱导抗体产生, 血液循环半衰期也明显缩

短[23,24]。作为生物内源性的外泌体以其低毒性、低免

疫原性、高生物相容性和高稳定性的优点, 有效克服了

纳米制剂的不足, 能实现无毒、高效跨越BBB。

2.1 天然外泌体穿越BBB

外泌体根据其所含成分的不同, 结合不同受体细

胞的生理状态可实现天然靶向性, 如肿瘤外泌体由于

整合素的作用具有特定器官趋向性[25]。借助外泌体表

面配体与脑内皮细胞受体特异性结合实现 BBB穿透

是目前天然外泌体跨越 BBB的主要作用机制。巨噬

细胞 (macrophages, Mφ) 外泌体借助具有整合素淋巴

细胞功能的相关抗原-1和 BBB细胞间黏附分子-1之

间的相互作用而跨越 BBB[26]。血液外泌体借助转铁

蛋白受体也表现出天然脑靶向功能[27]。分化簇 46

(cluster of differentiation 46) 则是 BBB 细胞捕获脑转

移癌细胞外泌体的主要受体[28]。

病理条件也会促进 BBB细胞对外泌体的选择性

摄取。炎症因子 ICAM-1上调加强了BBB细胞对Mφ

外泌体的摄取; 药代动力学数据显示, Mφ外泌体在炎

性脑中蓄积量为健康脑含量的5.8倍[26]。

外泌体也可借助外泌体表面特殊黏附蛋白通过脑

微血管内皮细胞内吞作用而实现 BBB 跨越 [29], 如四

跨膜蛋白 (tetraspanins)、CD11b、CD18 受体及整合

素、主要组织相容性复合体 (major histocompatibility

complex, MHC)[30]等。上述外泌体表面黏附蛋白也在

一定程度上介导神经元与胶质细胞之间的信息交

流 (图3)。

2.2 工程化脑靶向外泌体

通过化学修饰或基因修饰, 增加外泌体在脑部病

Figure 2 Schematic diagram of exosomes generation. The early endosomes gradually mature into late endosomes, and the late endosomes

subsequently transform into MVB. MVB bind to lysosomes for degradation, fuse with plasma membrane to secrete exosomes. ILV:

Intraluminal vesicle; MVB: Multivesicular bodies; ESCRT: Endosomal sorting complex required for transport
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变部位的靶向性及局部浓度, 从而降低毒性和不良反

应, 最大限度提高治疗效果 (图4)。

2.2.1 化学修饰 化学修饰是借助脂质结合蛋白、膜

结合蛋白或脂质-脂质相互作用的化学反应将肽、蛋白

质、脂质、适配体、聚合物等与外泌体结合实现脑靶向

递送, 即在外泌体表面连接靶向分子使其特异性靶向

脑部。该靶向修饰主要依赖于靶向配体与生物蛋白的

偶联作用, 但需注意在化学修饰过程中可能会出现表

面蛋白失活的现象[31,32]。

通过磺酰叠氮环加成反应, 将偶联胶质瘤靶向肽

Figure 3 Schematic diagram of exosomes entering and leaving brain. Exosomes can enter nerve cells through (A) ligand-receptor specific

binding and (B) endocytosis. Inflammation of the nervous system will also promote the absorption of exosomes (C). After the exosomes

enter central nervous system (CNS), in addition to specific targets, the cyclic communication of exosomes will also be realized among

neurons, astrocytes, and microglia, which jointly mediate the treatment of CNS diseases

Figure 4 Schematic diagram of surface engineered exosomes modification. Chemical modification can be performed directly on the

membrane. For example, carbodiimide can be used to modify natural amines to present azide groups for click chemistry reactions. Genetic

engineering exosomes can be used to introduce coding and non-coding oligonucleotides into cells, which can be packaged into exosomes to

promote gene expression or regulate transcription in recipient cells. At the same time, genetically modified proteins can also be incorporated

into exosomes. Virus infection can obtain the exosomes carrying the target genes or drugs

·· 661



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2022, 57(3): 658 −669

的姜黄素外泌体经静脉注射后成功跨越 BBB 实现

了肿瘤的靶向递送[33]。同样载姜黄素外泌体借助 c

(RGDyK) 肽实现高效跨越动脉闭塞小鼠模型的BBB,

发挥抑制炎症及促肿瘤细胞凋亡作用[34]。借助外泌体

脂质双层膜上磷脂与ApoA-I模拟肽之间的分子识别,

可实现甲氨蝶呤的脑部肿瘤靶向递送[35]。

化学修饰外泌体除靶向递送药物外还可直接用于

递送活性外泌体。如来源于间充质干细胞的外泌体经

狂犬病毒糖蛋白肽修饰后, 可实现皮质及海马区的精

准靶向结合, 进而通过调节炎症反应修复阿尔茨海默

症 (Alzheimer disease's, AD) 的记忆缺陷[36]。

2.2.2 基因修饰 基因修饰是通过引导蛋白或多肽的

基因序列与特定的外泌体膜蛋白基因序列相融合以实

现外泌体脑靶向递送的一种方法。首先, 配体或归巢

肽与外泌体表面表达的跨膜蛋白融合。随后, 被编码

融合蛋白的质粒转染供体细胞, 供体细胞随之会分泌

表面带有靶向配体的外泌体。基因修饰仅对多肽和蛋

白表达有效, 同时也仅限于可编码基因的表达, 而且此

方法还需要构建质粒并在受体细胞中过表达此蛋白。

除此方法外, 可将外泌体中特定基因转移到肿瘤中建

立一个针对药物的治疗靶点, 从而实现肿瘤与药物靶

向对接[32]。

将编码Lamp2b质粒转染的树突状细胞作为供体

细胞, 随后供体细胞分泌含Lamp2b蛋白的外泌体, 借

助外泌体膜上Lamp2b与神经元特异性RVG肽的强烈

融合, 最终外泌体成功跨越BBB将 siRNA靶向递送至

大脑[37]。

病毒可在外泌体经内吞体途径离开细胞时感染外

泌体[38]。对此过程进行干预, 可实现利用病毒改造外

泌体来携带目的基因或药物。如外泌体参与朊病毒蛋

白的N端修饰, 可选择性地将不同朊病毒蛋白递送到

神经元细胞中[39]。

3 外泌体脑部给药途径

外泌体给药途径分为全身给药和局部给药。在全

身给药途径中, 静脉注射最常见, 其次为腹腔注射和鼻

腔给药。局部给药途径相对较少使用, 主要为颅内注

射给药 (图5)。

静脉注射是外泌体全身给药最常用的途径。外泌

体经静脉注射进入血液循环主要问题在于肝脏的清除

作用及较短的血浆半衰期[40]。研究表明, 粒径 100 nm

纳米粒静脉注射后肝脏清除作用最小, 并可维持血液循

环时间最长[41], 因此通过差速离心法分离直径 100 nm

的外泌体是目前常用筛选方法。此外, 外泌体的肝脏

清除源于巨噬细胞的吞噬摄取。通过降低巨噬细胞活

性进而降低肝脏清除 , 可显著延长外泌体血浆半衰

期[42]。静脉注射外泌体可用于多种药物递送, 如通过

静脉注射外泌体可将 siRNA靶向递送至小鼠大脑[37];

M2小胶质细胞衍生的外泌体经静脉注射后可保护小

鼠大脑免受缺血再灌注损伤[43]; 过氧化氢酶外泌体静

脉注射后降低了小鼠神经炎症及神经毒性的发生[44]。

鼻腔给药基于较明确的鼻-脑通路, 经三叉神经或

嗅神经通路可实现无创性脑靶向递送, 但经鼻腔给药

递送药物量非常低, 要求药物本身活性高。而外泌体

因载药量高可弥补此不足, 再通过外泌体本身跨BBB

优势与鼻腔给药优势相结合 , 成为现阶段极具潜力

的脑靶向递送载体[45]。外泌体载抗炎小分子姜黄素后

可通过鼻腔给药治疗小鼠脑部炎症。姜黄素直接鼻腔

给药递送至大脑药量较少, 外泌体载药后可显著提高

其溶解性、稳定性和生物利用度[46]。载姜黄素胚胎干

细胞外泌体经鼻给药后 , 成功恢复了缺血再灌注损

伤模型的神经血管细胞[47]。癫痫小鼠经鼻给予人骨髓

来源的间充质干细胞外泌体可减少小鼠神经元丢失及

预防炎症, 维持正常神经状态, 并维持小鼠认知和记忆

功能[48]。

Figure 5 Brain-targeted administration routes of exosomes. A:

For intravenous injection, drugs mainly reach the brain through the

transportation of the human blood circulation system. Drugs can

be distributed in whole body, but the content in the local brain area

is low; B: Nasal administration mainly involves the absorption of

drugs through the nasal mucosa, which are taken up by the end of

olfactory neurons and transferred to the olfactory bulb and then to

the brain; C: Intracranial injection is to directly inject the drug into

brains. Intraperitoneal injection is to inject drugs outside the serous

membrane of gastrointestinal tract and inside the peritoneum to

achieve efficient absorption
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腹腔注射可避免外泌体直接进入血液循环, 降低

了肝和脾清除作用。如小鼠腹腔注射姜黄素外泌体可

显著改善AD小鼠的认知功能[49]。

与全身给药相比, 颅内注射外泌体可显著提高其

在局部的作用时间及浓度, 还可防止外泌体进入体循

环进而避免肝和脾清除作用, 如颅内注射间充质干细

胞外泌体可显著改善小鼠认知障碍[50]。

4 外泌体用于脑部疾病诊断与治疗

外泌体凭借其天然跨 BBB的特点将药物递送至

脑区发挥靶向作用。此外, 从血液 (血清和血浆)、脑脊

液、尿液和其他生物液体中分离出来的外泌体中含有

的蛋白质、遗传物质及脂类等还可作为生物标记物, 用

于脑部疾病诊断、治疗及神经修复等 (图6)。

4.1 神经退行性疾病

神经退行性疾病 (neurodegenerative diseases), 如

帕金森病 (Parkinson's disease, PD)、AD、肌萎缩侧索硬

化症 (Amyotrophic lateral sclerosis, ALS)、亨廷顿病

(Huntington's disease, HD), 发病机制类似, 即不同蛋白

质在致病过程中错误折叠并沉积在特定区域而导致。

随后这些错误折叠的蛋白质“扩散”到特定大脑区域,

说明疾病过程涉及到这些蛋白质的细胞间运动[51,52]。

外泌体在此过程中除了传递代谢废物外, 也在细胞间呈

递异常物质, 从而参与神经元修复、变性及凋亡等环节。

4.1.1 AD AD是以认知功能障碍和行为损伤为主要

表征的神经系统退行性疾病。之前认为其主要机制为

tau蛋白神经原纤维缠结及 β淀粉样蛋白的聚集, 近来

质疑较多。而外泌体在 AD 发病过程中扮演重要角

色, 既可介导Aβ在神经元之间的扩散, 又可实现 tau蛋

白传播; 同时外泌体还可释放炎症因子在细胞间扩散,

继而引发神经炎症, 进一步导致Aβ累积及 tau蛋白过

度磷酸化而最终导致AD[53-55]。

由于外泌体可运载 AD 相关毒蛋白, 且这些毒蛋

白在疾病初期阶段即可被检测, 所以可采用正电子发

射断层扫描和脑脊液分析来研究淀粉样蛋白和 tau蛋

白用于 AD 诊断[49]。如 AD 患者脑脊液中 Aβ1-42 及

Aβ1-42与 P-tau蛋白的联合检测均可用于 AD 早期诊

断[56,57]。由于在 AD 病理状态下 , 外泌体中含有疾病

特异性或失调的miRNAs, 所以外泌体中除毒蛋白外,

某些特定 miRNA 也可作为早期 AD 诊断标准。通过

对比 AD 患者和健康对照者血浆中 miRNA 的差异表

达发现 AD 患者血浆中 miR-342-3p 明显下调 , 因此

miR-342-3p有可能作为AD早期诊断的生物标志物[58]。

除AD诊断, 外泌体还可用于AD治疗。外泌体可

通过介导神经细胞通讯, 保护神经元免受氧化应激刺

激[59]。来源于间充质干细胞的外泌体可用于神经功能

的修复, 具有神经保护作用[60]。来源于人脂肪间充质

干细胞外泌体抑制了神经元细胞凋亡, 促进了神经再

生和修复, 具有神经保护作用[61]。中性肽酶 neprilysin

参与Aβ降解, 在间充质干细胞外泌体中含量远远高于

神经细胞[62-64]。同时在大鼠原代细胞外泌体中也分离

出参与Aβ降解的胱抑素C[65,66]。以上表明外泌体可作

为AD的潜在治疗药物。

除自身作为药物治疗外, 外泌体还可作为小分子

药物、miRNA和 siRNA等核酸片段的递送载体用以治

疗 AD。如外源性 siRNA 通过电穿孔载于 RVG 修饰

靶向外泌体中 , 可显著降低 AD 小鼠脑组织中 tau 蛋

白表达, 降低Aβ沉积[37]。已知当糖原合成酶激酶-3β

(glycogen synthase kinase-3β, GSK-3β) 被激活时, 其残

基去磷酸化 , 可诱导 tau 蛋白磷酸化。蛋白激酶 B

(protein kinase B, PKB) 是 GSK-3β潜在的上游调节因

Figure 6 The application of exosomes in the treatment of brain diseases. AD: Alzheimer's disease; HD: Huntington's disease; PD:

Parkinson's disease
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子 , 激活的 PKB 通过促进 GSK-3β 磷酸化可抑制

GSK-3β激活。姜黄素外泌体可促进 PKB 磷酸化, 进

一步抑制 GSK-3β激活, 降低 tau 蛋白磷酸化, 最终达

到治疗 AD 的效果。小鼠腹腔注射姜黄素外泌体后,

PKB/GSK-3β通路抑制 tau 蛋白磷酸化是姜黄素外泌

体改善AD认知功能的主要机制[49] (图7)。

4.1.2 PD 以静止性震颤、运动迟缓、肌肉强直和姿

势不稳的特征性运动症状为主要临床表现的神经系统

退行性疾病, 主要病理性特征为 α突触蛋白沉积导致

的路易小体及黑质致密区多巴胺能神经元的缺失及变

性。多巴胺能神经元的变性导致兴奋性乙酰胆碱和抑

制性多巴胺神经递质失衡最终诱发运动失衡[67]。外泌

体可用于PD诊断和治疗。

目前 PD 诊断多基于运动症状的观察 , 误诊率较

高。尤其对于中早期PD, 亟需新的生物标记物。外泌

体携带的 PD相关蛋白或许可成为一种新选择。采用

抗体识别技术分离CNS外泌体, 发现CNS外泌体可外

输至血液, 同时PD患者血浆中CNS来源外泌体的α突

触核蛋白水平明显高于正常值, 与PD患病程度密切相

关, 所以可把该突触核蛋白作为 PD高灵敏度、高特异

性的生物标记物[68]。尿液外泌体中DJ-1和LRRK2均

为 PD基因产物, 分别与 PD患者年龄及认知障碍呈现

显著依赖性关系, 也可作为PD生物标记物[69,70]。

外泌体同样可作为 PD治疗药物的载体。巨噬细

胞经编码过氧化氢酶的质粒转染后可分泌载过氧化氢

酶质粒DNA、mRNA及活性过氧化氢酶的外泌体。该

外泌体跨越 BBB 将过氧化氢酶质粒 DNA、mRNA 等

遗传物质转移至相邻神经元炎症区域, 随后在靶细胞

中指导合成过氧化氢酶, 成功地抑制了 PD炎症反应,

发挥了神经保护作用[71]。转基因小鼠注射 RVG 肽修

饰的载 siRNA 外泌体后, 其体内 PD 相关 mRNA 和蛋

白水平均降低, PD症状有效缓解[72]。

4.1.3 ALS 是上运动神经元和下运动神经元的选择

性丧失, 最终导致随意肌控制力进行性丧失的一种神

经退行性疾病[73]。Cu/Zn 超氧化物歧化酶基因突变、

兴奋性氨基酸毒性作用、线粒体功能障碍、免疫炎性反

应和星形胶质细胞功能异常等均可能导致 ALS运动

神经元死亡。但具体作用机制仍不明确, 目前既没有

确切治疗方法, 也没有可靠的生物标记物。

外泌体参与星形胶质细胞与神经元细胞之间突

变蛋白的递送最终诱发细胞凋亡 , 同时外泌体递送

miR-124 可驱动小胶质细胞加重 ALS 炎症反应[74,75]。

因此, 深入研究 ALS中外泌体形成、转运及扩散异常

蛋白的具体分子机制, 探索潜在的高特异性诊断及预

后生物标志物具有重要意义。

4.1.4 HD 又称慢性或进行性舞蹈病, 是一种由编码

亨廷顿蛋白 (mHtt) 的基因CAG异常扩张引起的常染

色体显性遗传病。HD 以认知障碍、神经精神症状和

不自主的运动症状为主要临床表征。基因异常产物

mHtt累积会通过引发转录失调、激活内在凋亡途径、

线粒体功能障碍及改变蛋白质相互作用导致细胞死

亡 , 其中线粒体功能障碍被认为是主要致病原因[76]。

外泌体可通过调节转录及抑制mHtt蛋白累积实现HD

的治疗。

小鼠初级皮质神经元有效内化了载靶向亨廷顿蛋

白基因的外源性核糖核酸的外泌体, 并促进mHtt基因

的沉默, 实现了HD治疗[77]。HD转录功能障碍可能由

抑制元件 1沉默转录因子 (repressor element 1 silencing

Figure 7 Curcumin exosomes for treatment of AD. Curcumin-loaded exosomes were purified by ultracentrifugation, and AD rats were

injected with curcumin exosomes. Due to the interaction between exosomes and brain epithelial cells, curcumin crossed blood brain barrier

(BBB) and inhibited AD induced tau phosphorylation, and finally improved the cognitive function of mice. PKB: Protein kinase B; GSK-3β:

Glycogen synthase kinase-3β
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transcription factor, REST) 引发 , 进而加重 HD 表现。

从过表达 miR-24细胞系中孵育含 miRNA 外泌体, 将

其注射至转基因 HD小鼠的双侧纹状体中, 成功降低

了REST表达, 可用于治疗HD[78]。

向 HD 小鼠纹状体注射星形胶质细胞外泌体, 降

低了mHtt密度; 且小鼠原代星形胶质细胞释放的外泌

体中没有检测到mHtt蛋白, 表明星形胶质细胞衍生的

外泌体具有潜在HD治疗作用[79]。源于脂肪组织干细

胞的外泌体经静脉注射后可显著抑制mHtt累积, 发挥

缓解细胞凋亡及修复线粒体障碍的作用, 最终实现缓

解HD进展的目的[76]。

4.2 脑部肿瘤

由于胶质瘤细胞的高度浸润和侵袭现象, 脑胶质

瘤现已成为最具侵袭性和致命性的 CNS肿瘤。化疗

是脑胶质瘤常见治疗方法, 但化疗药物很难跨越BBB

实现靶向递送[80,81]。虽然纳米粒一定程度上克服了上

述不足, 但血液循环时间短、BBB和肿瘤屏障穿透性

低等问题仍不可避免[82]。外泌体以其低免疫原性、低

毒性、高生物相容性和高载药量成为目前治疗脑胶质

瘤的研究热点。

外泌体在胶质瘤的生长和扩散中发挥了重要作

用。缺氧的神经胶质瘤干细胞所分泌的Linc01060外

泌体能激活神经胶质瘤细胞中的原癌基因信号通路,

从而促进神经胶质瘤发展[83]。胶质瘤外泌体还可通过

载miR-296、miR-29a和miR-30e等调控因子调控内皮

细胞应答从而介导血管生成, 所以这些调控因子均可

作为脑胶质瘤潜在治疗靶点。外泌体也参与肿瘤的迁

移和侵袭过程, 同时外泌体还可通过将胞内药物转移

至胞外及调控耐药蛋白的表达而诱导肿瘤细胞产生耐

药性[84]。

目前, 外泌体应用于脑胶质瘤的研究包括诊断和治

疗两方面。富含miRNAs的外泌体参与肿瘤微环境中

细胞通讯, 并在肿瘤生物学中发挥重要作用。miRNA

的易获取性和稳定性使其成为脑胶质瘤的理想生物标

记物[85,86]。LncRNAs 和 CircRNAs 都具有作为脑胶质

瘤诊断预后生物标记物的潜力[87]。

超声具有非侵入性、可逆性和瞬时开放 BBB 的

特性 , 借助超声构建了一个靶向胶质瘤的高效药物

递送系统。小鼠尾静脉注射共孵育的 R-Exos-Dox和

B-Exos-Dox (来源于巨噬细胞和血清的载多柔比星外

泌体), 通过小鼠脑部超声刺激局部药物释放并发挥位

点特异性治疗作用。结果表明, 超声能显著促进外泌体

到达肿瘤部位, 高效发挥治疗作用[88]。载STAT-3蛋白抑

制剂的外泌体通过鼻腔给药跨越BBB进入脑区, 继而

被小胶质细胞选择性吸收, 抑制炎性细胞因子如 IL-1β

和 IL-6β表达, 最终达到抑制肿瘤生长的目的[89]。

4.3 脑血管疾病

脑血管疾病是指发生在脑部血管、因颅内血液循

环障碍而造成脑组织损伤的一类疾病。缺血性脑卒中

是心脑血管疾病中致死和致残的主要疾病之一, 也是

导致死亡和神经功能障碍的主要原因。激活组织纤溶

酶原是目前唯一有效方法, 但由于其治疗窗狭窄, 只有

5%患者获益。安全有效地将药物递送到靶部位是治疗

缺血性脑卒中的关键。外泌体以其低免疫原性、高稳定

性、高递送效率和跨BBB能力被应用于缺血性脑卒中

的治疗中。

载miRNAs外泌体具有修复缺血性脑卒中的能力。

载miRNA-210外泌体可促进缺血性脑区血管生成[90]。

膜上修饰RVG肽的外泌体可特异性靶向神经元细胞,

将环状RNA递送到脑卒中缺血区域, 促进了运动能力

恢复, 且这种方法可在脑卒中 24 h内发挥疗效, 具有应

用前景[91]。

值得注意的是, 低浓度外泌体具有神经修复作用,

但高浓度外泌体可能具有神经毒性[92], 且存在脱靶效

应和半衰期短等缺点, 可通过表面功能化实现外泌体

跨 BBB的定位功能。多肽 c (RGDyK) 在脑血管内皮

细胞中与整合素 αγβ3具有高亲和力, 特别是在缺血后

可利用其实现靶向递送。通过点击化学反应将其偶联

到外泌体表面, 制备得到的姜黄素 cRGD-Exo经静脉

注射后靶向于脑缺血小鼠的病变区域, 进入神经元、小

胶质和星形胶质细胞, 成功抑制了脑缺血病变区域的

炎症反应和细胞凋亡[34]。

颅内动脉粥样硬化是脑卒中的常见病因, 复发率

很高。通过研究外泌体miRNA在颅内动脉粥样硬化

复发性缺血案例中的作用, 发现了 10种与血管生成因

子显著相关的miRNA, 并证明其具有抗血管生成及抑

制血管生成因子上调的功能[93], 这表明或可通过干预

miRNA来实现颅内动脉粥样硬化以至脑卒中的治疗。

4.4 神经炎症

神经炎症是指因神经发炎而引起感觉障碍、运动

障碍和神经功能障碍的一种疾病。外泌体同样也可用

于神经炎症治疗。

活化的星形胶质细胞小胶质细胞释放促炎细胞因

子, 在一定程度上促进了神经元死亡。模型组大鼠空

间学习及感觉功能恢复与病变区域星形胶质细胞密度

呈负相关, 而外泌体组大鼠比模型组星形胶质细胞密

度更低。这表明大鼠在给予间充质干细胞外泌体后,

星形胶质细胞激活被显著抑制, 起到了神经修复及抗

神经炎症作用[94]。

炎症因子 ICAM-1上调还可加强BBB细胞对Mφ
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外泌体的摄取量, 此时外泌体可携带脑源性神经营养

因子跨 BBB递送至炎症区域, 促进神经细胞生存[26]。

载姜黄素外泌体可诱导小胶质细胞凋亡并延缓实验性

自身免疫性脑脊髓炎的进展[95]。神经炎症的进一步加

重会使神经细胞去髓鞘化, 进而诱发更严重的认知障

碍。而间充质干细胞分泌的外泌体可修复由脂多糖诱

发的炎症神经损伤, 通过修复神经元髓鞘损伤最终改

善机体认知功能[96]。

4.5 药物依赖性

药物成瘾是一种由药物对大脑长期影响而引起的

慢性复发性疾病。阿片受体 μ (MOR) 是阿片类镇痛

药的主要作用靶点, 与阿片类药物的主要成瘾性显著

相关。载MOR siRNA的外泌体可通过表面修饰靶向

肽 RVG将 siRNA递送至 CNS, 通过下调 MOR表达水

平强烈抑制吗啡依赖性, 用于吗啡成瘾的治疗[97]。

5 结论与展望

外泌体作为最小的细胞外囊泡, 由于其自身低毒

性、低免疫原性、高稳定性、高递送效率、高生物相容性

及跨BBB功能, 被广泛应用于脑靶向递送系统。外泌

体既可通过自身递送参与神经细胞间信息交流以实现

机体免疫调节和受损组织细胞的再生, 又可通过内吞

或供受体特异性结合实现药物脑靶向递送。还可通过

化学或基因修饰及病毒转染对外泌体进行工程化改

造, 使其具有高效脑靶向功能, 如RVG肽是目前最常

用的外泌体脑靶向的化学修饰归巢肽; 天然或工程化

外泌体被广泛用于 CNS 疾病的诊断、治疗和预后中,

可通过外泌体对神经细胞的修复和保护作用或其对肿

瘤细胞的毒性作用实现神经系统疾病的治疗。根据神

经系统疾病种类及进程的不同, 大脑会释放含有不同

生物标记因子的外泌体, 通过检测这些外泌体中特异

性因子, 成功实现了神经系统疾病的诊断。

目前已知外泌体主要通过MVB途径生成, 内吞体

分选复合体和Rab蛋白分别干预其小分子载药及膜融

合过程[98]。但促使MVB消亡、转化外泌体的机制及其

如何与溶酶体结合等分子机制还需进一步阐明[18], 不

同生理病理状态、不同种类的外泌体是否由一种或多

种机制进行调控也需进一步探究。

工程化外泌体在CNS疾病中展现出巨大潜力, 但

临床大规模生产仍然是亟待解决的问题[99]。目前基于

细胞分离的外泌体产量较低, 再加上安全性问题, 开发

更安全、更丰富的外泌体来源 (牛奶、水果) 具有重要

意义[100]。

外泌体稳定性在脑部递送中十分重要。表面修饰

的外泌体有可能通过非特异性内吞实现内化, 但如果

内吞后外泌体表面配体失活, 将无法与配体特异性结

合, 也就无法实现药物靶向递送。因此如何实现配体

功能化更新也非常重要[101]。

外泌体在 CNS疾病诊断与治疗中展现出良好应

用前景。当然, 外泌体对其他疾病也有治疗作用, 如肿

瘤疫苗研发等。外泌体本身也具有一定药理作用, 如

促进凝血、增强内皮细胞连接和诱导自然杀伤细胞激

活等。随着对外泌体的深入研究, 外泌体将与检验、精

准医学和再生医学等领域不断结合, 具有广阔应用前

景。外泌体的未来发展有赖于深入的分子生物学机

制、高效的临床批量生产效率及更多更稳定的工程化

外泌体, 为实际应用奠定基础。
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