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基于外泌体的抗肿瘤药物靶向递送的研究进展
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摘要: 外泌体是生命体内细胞进行信息传递的重要方式之一, 主要的生理病理过程均离不开外泌体的参与, 包

括细胞耐药、感染传播、肿瘤发展和心血管疾病等。外泌体的生物学职能使其天然具有免疫原性低、递送效率高、可

跨过多种生物屏障和具有靶向性等特点, 这些优点也促使人们尝试将其用作药物递送载体, 以克服一些药物稳定性

差、溶解度低、生物利用度不足和毒性较高的缺点。本文介绍了外泌体在抗肿瘤药物递送方面的最新研究进展, 包

括小分子化疗药物、生物大分子和核酸类药物的递送, 还讨论了外泌体的提取、载药及改造方法, 并对其应用前景进

行了展望。
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Abstract: Exosomes are one of the most important ways of cell-to-cell communication in living lives. They

are involved in major physiological and pathological processes, including drug resistance, infection propagation,

cancer development and cardiovascular diseases. The biological functions of exosomes made it possess characteristics

of low immunogenicity, high delivery efficiency, ability to cross multiple biological barriers and targeting capacity,

which also encourage people to try to use it as a drug carrier to overcome the disadvantages of poor stability, low

solubility, low bioavailability and high toxicity of some drugs. In this paper, the latest progress of exosomes in the

delivery of antitumor drugs, including small chemotherapeutic drugs, biological macromolecules and nucleic acid

drugs, is reviewed. In addition, the isolation, drug loading, and modification method and the application prospect of

exosomes are also discussed.
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生命体由无数细胞的生命活动构成 , 各部分细

胞分工明确, 各司其职, 又互相联系, 协同合作, 共同维

持着生命体内环境的稳态。细胞间精确、高效的信息

传递在此过程中发挥着至关重要的作用。细胞间通讯

依靠细胞的直接接触和细胞信号的传递来进行, 其中,

较远距离的信号传递大多以细胞外囊泡 (extracellular

vesicles, EVs) 的方式来进行[1]。细胞外囊泡呈球形 ,

由脂质双分子层包裹, 表面含有丰富的膜蛋白, 根据产

生机制不同可分为外泌体、微泡和凋亡体[2]。其中外

泌体由于其较小的粒径 (30～150 nm)、丰富的生物学

功能和潜在的用于药物递送的价值而倍受关注[3]。

外泌体存在于多种体液中, 包括血液、唾液、尿液、

脑脊液、乳汁、羊水和腹水, 通过检测体液中的外泌体
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以实现疾病的早期筛查, 已经成为诊断学中一个新兴

的领域[4,5]。除此之外, 外泌体最令人兴奋的是在于其用

作药物递送载体时表现出的优越性, 得益于其天然的递

送细胞间信息分子的生物学职能, 当外泌体用于药物递

送时: ① 具有良好的生物相容性及低免疫原性。特别

是当外泌体来自患者自身细胞或某些特定种类的细胞

时, 如未成熟的树突细胞及间充质干细胞, 几乎无免疫

原性, 有利于药效的发挥和减少不良反应[6]; ② 外泌

体含特定的磷脂和功能性膜蛋白, 使其能够高效地将

内含物递送到靶细胞的胞质中。如外泌体可通过膜融

合或间隙连接等途径向胞内递送内容物, 从而避开内

涵体-溶酶体途径, 有利于提高递送效率[7,8]; ③ 外泌

体在一定程度上具有天然靶向的特性, 减少脱靶效应

引起的不良反应[9,10]。

目前, 肿瘤的药物治疗仍以清除肿瘤细胞、引起有

效的抗肿瘤免疫反应等方法为主。如何提高药物的稳

定性、靶向性和递送效率是最受关注的问题。外泌体

的一系列优点契合抗肿瘤药物递送的需求, 引起了学

者的广泛兴趣。在过去的 10年中, 无数研究报道了基

于外泌体的抗肿瘤治疗方案, 并取得了令人瞩目的成

果, 本文对外泌体在抗肿瘤药物递送中的应用进行了

综述, 并展望了外泌体作为下一代疗法的前景。

1 外泌体的生物起源和分离提取

依据生物起源的不同, EVs可主要分为 3种亚型,

即外泌体、微泡和凋亡体, 其中微泡在细胞膜上以直接

出芽的形式产生[11], 凋亡体仅在细胞凋亡期间产生, 主

要作用是包裹细胞碎片, 以防细胞毒性物质泄漏到细

胞外环境中[12]。因为目前凋亡体作为药物递送载体的

应用有限, 因此在本文中不做过多介绍。

简单地说, 外泌体起源于两次质膜内陷过程, 首

先, 细胞质膜内陷形成早期内涵体, 随后早期内涵体膜

继续内陷, 形成多囊泡体 (multivesicular body, MVB),

MVB有两种可能的命运, 与溶酶体融合, 导致其内容

物酸化降解; 与细胞质膜相融合, 将内腔囊泡释放到细

胞外, 最终形成外泌体[13]。深入了解外泌体形成过程

的分子机制, 有利于人为调控其产量、蛋白组成和包载

物, 然而具体的分子机制目前尚未完全阐述清楚, 但大

体可分为依赖内涵体分选复合物 (endosomal sorting

complex required for transport, ESCRT) 的途径和非依

赖ESCRT的途径。在依赖ESCRT的途径中, 4种复合

蛋白 (ESCRT-0、-I、-II和-III) 调控着外泌体的形成与运

输, 其中ESCRT-0介导底物的识别和分选, ESCRT-I和

ESCRT-II是介导内涵体膜向内出芽的关键, ESCRT-III

负责剪切芽体的颈部, 从而使其脱落到内涵体腔内形

成MVB, 更详细的分子机制可参阅文献[14,15]。在非依

赖ESCRT的途径中, 由其他一些蛋白和脂质来调节囊

泡的出芽、移动和融合等过程[16], 如某些四跨膜蛋

白[17]、神经酰胺[18]等。

开发快速、高效, 同时又能保持外泌体的完整性和

生物活性的分离提纯方法仍然是限制外泌体进行临床

转化的重要障碍[19]。差速离心法是目前应用最广泛的

外泌体提取方法, 此方法利用外泌体和污染物大小和

密度的不同, 使用梯度离心将二者分别沉降下来。通

常从较低转速 (约 300 ×g) 开始以去除悬浮细胞, 然后

梯度升高转速, 以去除细胞碎片等较大的颗粒, 最终以

超速离心 (约 100 000 ×g) 结尾, 来收集外泌体[20]。然

而此方法收集到的外泌体常伴随有大量脂蛋白和其他

与外泌体共沉淀的生物分子的污染[21], 可以在超速离

心后使用蔗糖或碘克沙醇密度梯度离心来进一步纯化

所得外泌体[22]。基于差速离心的外泌体提取方法步骤

简单、价格低廉, 但是耗时较长, 提取效率较低 (可能

造成 40%以上的损失[23]), 由于高离心力, 也可能导致

外泌体聚集[24]。因此, 人们也开发了一些其他的方法

来分离提纯外泌体, 其中最具代表性的是尺寸排阻色谱

法 (size-exclusion chromatography, SEC) 和聚合物沉淀

法。SEC利用混合物样品中各组分流体力学直径的不

同来进行分离, 样品流经SEC色谱柱时, 较小的粒子将

进入柱内更小的孔隙, 使通过路程增加, 从而增加其流

出时间。相反, 较大的粒子则只能通过柱内较大的孔隙,

从而使其在较短的时间内洗脱下来[25]。SEC的主要优

点是具有较好的分离效率和重现性, 在较低压力下能

维持外泌体结构与功能的完整[26], 其局限性在于需要

额外的浓缩步骤、分离时间较长和每次使用都需平衡

色谱柱等[27]。基于聚合物 (如聚乙二醇) 的沉淀方法

常用于沉淀病毒和其他生物大分子[28], 在用于提纯外

泌体时, 也显示出了不错的效果。加入聚合物溶液后,

外泌体会被困于聚合物网格中, 然后通过低速离心即

可完成外泌体的回收[29]。此方法简单、快速和价格低

廉, 然而所得外泌体污染物较多, 产品纯度较差[30]。此

外, 不断有研究利用新技术完成外泌体的提取与分离,

并取得了令人振奋的结果, 例如超滤法[31]、免疫亲和捕

获法[32]、基于微流控的分离方法[33]等。各种外泌体提

取方法的总结见表 1[20,26,27,30-32,34-39], 由于不同提取方法

有各自的优缺点, 国际细胞外囊泡协会 (International

Society for Extracellular Vesicles) 指出, 可以将不同提

取方法组合使用, 以提高外泌体的收率和纯度[40]。

2 外泌体载药方法

天然来源的外泌体含有众多内源性脂质、蛋白及

核酸类物质, 其自身具有一定的成药潜力, 例如间充质

干细胞来源的外泌体在组织修复领域获得了巨大成
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功[41]。当外泌体用作递送载体时, 一般还需人为装载

药物。理想的载药方法不仅要实现较高的载药效率,

还应保留外泌体和药物的功能和完整性。目前, 在不

破坏外泌体膜完整性的情况下将药物有效载入到外泌

体中仍是一个巨大挑战。现有的载药方法可分为分泌

前载药法和分泌后载药法。

分泌前载药法通常将亲代细胞与药物共孵育 (一

般需要加转染试剂), 使药物进入细胞质, 细胞质中的

药物通过主动或被动的方式被分选到外泌体中, 然后

通过合适的提取方法即可获得载药的外泌体。此方法

只涉及对细胞的处理和改造, 而对提取的外泌体几乎

不进行处理, 其优点是较好地保留了外泌体的完整性

和功能性, 缺点是载药效率相对较低[12]。Pascucci等[42]

将骨髓间充质干细胞与紫杉醇 (paclitaxel, PTX) 共孵

育, 然后在提取的外泌体中检测到了 PTX的存在, 并

且载 PTX 外泌体在体外表现出了显著的抗肿瘤细胞

增殖的活性。Lee等[43]报道了一种基于脂质体的细胞

工程方法, 载药脂质体可以与细胞膜融合从而将药物

释放到细胞质中, 提取此细胞的外泌体即天然携带导

入的药物。除了小分子药物, 蛋白和核酸等生物大分

子也可通过分泌前载药法装载到外泌体中。Votteler

等[44]设计了一种“包膜纳米蛋白笼”, 通过基因工程手

段在细胞中导入相应基因, 模拟包膜病毒增殖的过程,

表达的蛋白可完成组装成笼和进入外泌体中, 电镜结

果显示, 提取的外泌体中每个外泌体均含有数个“蛋白

笼”, 利用“蛋白笼”可实现蛋白类分子的递送。Wang

等[45]利用Tat蛋白可以特异性结合反式激活应答元件

核糖核酸的特点, 通过融合蛋白的方式使外泌体携带

Tat蛋白, 再将反式激活应答元件核糖核酸修饰到目的

信使核糖核酸 (messenger ribonucleic acid, mRNA) 的

非翻译区, 所需要的mRNA即可被分选到外泌体中。

分泌后载药方法是目前最常用的外泌体载药策

略, 通常需要先分离提纯外泌体, 再将药物载入其中,

其优点在于方法相对简单, 载药效率相对较高, 但载药

过程可能会损害外泌体的完整性, 且需要额外的纯化

步骤以除去未包载的药物。对于一些疏水性小分子,

可通过简单孵育的方法完成载药, 例如姜黄素[46]和紫

杉醇[47]。对于亲水性分子和大分子, 由于外泌体脂质

双分子层膜的屏障作用, 一般需要对膜造成瞬时缺陷

来使药物进入外泌体内部, 可选择的方法包括使用转

染试剂、电穿孔、表面活性剂处理、挤出、超声和冻融

循环等 (图 1)[48]。电穿孔是常见的载药手段, 其原理是

通过瞬时电流在外泌体膜上产生孔洞以允许药物渗入

其中, 此方法适用于小分子[49]和核糖核酸 (ribonucleic

acid, RNA) 类药物[6]。Kamerkar等[50]通过电穿孔的方

法将小干扰RNA (small interfering RNA, siRNA) 导入

到成纤维细胞来源的外泌体中, 然而导入效率只有约

10%。Haney等[51]为了将过氧化氢酶包载到外泌体中,

对比了孵育、冻融循环、超声和挤出方法, 结果显示, 不

同处理方法的包载效率为: 孵育 < 冻融循环 < 挤出 ≈
超声, 其中超声处理后的外泌体载药量可达到每个外

泌体中含有940 ± 15个过氧化氢酶分子。Kim等[52]分别

使用了孵育、电穿孔及温和的超声法将紫杉醇载入到

外泌体中, 结果证明, 温和的超声法载药效率最高。

3 外泌体作为药物递送载体在肿瘤治疗中的应用

外泌体丰富的膜蛋白及特殊脂质的存在赋予了其

穿过生物屏障的能力, 外泌体已被证明可以穿过血脑

屏障, 实现生物大分子药物的脑部递送[6,53]。此外, 不

同细胞来源的外泌体在体内也显示出了独特的组织选

择性, T细胞分泌的外泌体可将信号分子单向传递给

抗原呈递细胞。虽然研究表明静脉注射的外泌体会非

特异性地聚集在肝脏、肺、脾和胃肠道中[54], 但外泌体

通过配体受体介导的主动选择性也在很大程度上影响

着其组织分布[55], B细胞来源的外泌体通过表面携带

的唾液酸被高表达CD169 (唾液酸受体) 的巨噬细胞摄

取[56]; 来自免疫细胞的外泌体表达CD47受体[57], 该受

体与信号调节蛋白 α相互作用, 产生“不吃我”信号, 阻

止细胞摄取[50]。最近的一项研究指出间充质干细胞来

源的外泌体比脂质体更容易逃脱应力松弛的水凝胶,

提示外泌体及靶细胞环境的机械刚度也是其选择性分

Table 1 Comparison of isolation methods of extracellular vesicles (EVs)

Method
Ultracentrifugation
Density gradient centrifugation
Size-exclusion chromatography
Ultrafiltration

Polymeric precipitation

Immunoaffinity capture

Principle
Size and density
Size and density
Size
Size

Enriched by using

polymers
Specific binding of

surface marker

Time
High
High

Medium
Low

High

Low

Purity
Medium

High
High

Medium

Low

High

Yield
Medium

Low
Medium

Low

High

Low

Integrity
High force might rupture EVs
High force might rupture EVs
Low force preserves integrity
Applied force might deform or

rupture EVs
Residual polymer might interfere

with function integrity
Gentle treatment

Reference
[20,34]
[35,36]
[26,27]
[31,37]

[30,38]

[32,39]
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布的一个影响因素[58]。由于外泌体所具有的这些丰富

的生物学特性, 许多研究者尝试使用天然或改造后的

外泌体进行药物递送 (图2)。

3.1 外泌体用于递送小分子抗肿瘤药物 尽管外泌

体可以用来递送各种各样的化疗药物, 但大多研究集

中在递送多柔比星 (doxorubicin, DOX) 和PTX上。众

所周知, DOX最严重的不良反应来源于其心脏毒性。

如何提高DOX对于肿瘤组织的靶向性, 减少其在心肌

细胞的浓度是关键性问题。有研究证明, 将DOX包载

到乳腺癌细胞源外泌体中, 增加了药物稳定性和肿瘤

部位的积累, 并在小鼠模型中显著抑制了肿瘤生长同

时降低了心脏毒性[59]。将外泌体来源更换为HEK 293

细胞时也获得了类似的结果[60], 更进一步地, 作者证明

了外泌体携带的膜蛋白CX43可能对于降低心脏毒性

发挥着重要作用[60]。Yang等[61]证明, 在斑马鱼模型中,

来自脑内皮细胞的外泌体可以通过血脑屏障转运

DOX和PTX, 从而抑制肿瘤生长。为了降低外泌体的

分离难度和增加靶向性, Qi等[62]通过转铁蛋白使外泌

体负载超顺磁纳米粒, 通过磁场分离得到了血浆中的

外泌体, 并在体外载入了DOX, 静脉回输后通过体外

施加磁场的方式增加了肿瘤靶向性。

同理, 对于 PTX 来说, 外泌体增加了药物在肿瘤

部位的浓度, 降低了毒性和耐药性。利用牛奶源外泌

体[63]、肿瘤细胞源外泌体[47]、M1 型巨噬细胞源外泌

体[64]和间充质干细胞源外泌体[42,65]递送PTX时, 均观察

到了备受鼓舞的结果。通过对外泌体进行靶向配基的

修饰, 可以进一步增加其靶向性。Kim等[66]利用巨噬

细胞来源的外泌体包载 PTX, 并通过氨基乙基茴香酰

胺聚乙二醇 (aminoethylanisamide-polyethylene glycol,

AA-PEG) 修饰的方法来靶向在肺肿瘤细胞中过表达

的 sigma 受体。结果证明 , 全身给药后 AA-PEG 修饰

的外泌体显示出更强的肺部肿瘤靶向性, 有效抑制了

肺肿瘤转移并延长了小鼠生存期。Zhu等[67]将一段肿

瘤靶向肽 (cRGD) 修饰到胚胎干细胞源外泌体表面, 用

于递送PTX, 结果显示, 修饰后的外泌体有效地靶向胶

质瘤细胞, 最终增强了PTX的疗效。

3.2 外泌体用于递送生物大分子抗肿瘤药物 不同

于小分子药物, 蛋白、多肽及核酸类生物大分子药物在体

内环境中易被降解失活, 若需进入细胞内发挥作用, 还

面临着细胞膜和内涵体等一系列生物屏障的阻碍[68]。

外泌体作为细胞间信息传递的载体, 天然肩负着递送

生物信息分子的职能, 具备固有的跨过生物屏障的能

力, 在递送生物大分子药物方面有突出优势。在递送

蛋白多肽类药物方面, Barok等[69]将一种抗体-药物偶

联物 (曲妥珠单抗-DM1, T-DM1) 结合到携带人表皮生

长因子受体-2的外泌体上, 利用外泌体可将内容物携

带到其他细胞中的能力, 将细胞毒性药物DM1携带到

肿瘤细胞中。结果显示, 外泌体成功将T-DM1递送至

乳腺癌细胞中, 抑制了细胞活性。最近, 研究者开发了

一种基于外泌体的仿生递送平台用于蛋白的递送[70],

在此递送策略中, 治疗性蛋白被包裹在金属-有机框架

材料中作为内核, 外泌体包裹在内核材料表面, 这种递

送系统不仅能保护蛋白不被降解, 还能靶向至肿瘤部

位, 提高蛋白的治疗效果。

Figure 1 EV engineering and loading strategies. EVs can be load‐

ed with therapeutic entities such as RNA species, proteins, and

small-molecule drugs through exogenous loading (loading of iso‐

lated EVs) or endogenous loading (loading during EV biogenesis).

(Adapted from Ref. 48 with permission. Copyright © 2019 the

American Association for the Advancement of Science)

Figure 2 Schematic representation of functional ligands with

divergent functions that can be introduced to EVs for improved

delivery properties. FA: Folate; AA-PEG: Aminoethylanisamide-

polyethylene glycol; SIRPα: Signal regulatory protein α; VSV-G:

G protein of vascular stomatitis virus; GALA: GALA peptide;

L17E: L17E peptide; CPP: Cell penetrating peptide; EGFR: Endo‐

thelial growth factor receptor. (Adapted from Ref. 3 with permis‐

sion. Copyright © 2018 Elsevier)
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外泌体在用于核酸药物的递送方面也展现出了极

大的优势。微小 RNA (microRNA, miRNA) 是一种非

编码型RNA, 通过结合在mRNA上来调控基因表达。

外泌体天然携带多种 miRNA, 并在免疫反应、肿瘤进

展和神经退行性疾病等多种生理、病理条件下发挥着

重要作用[71]。值得注意的是 , 尽管研究尚不清晰 , 但

miRNA不是随机进入外泌体的, 细胞内存在特定的分

选机制, 使不同种类的细胞, 或同种细胞在不同条件下

可以释放载有不同 miRNA 的外泌体[72,73]。目前已有

人为提高外泌体中特定 miRNA 载量的报道 , 例如 Li

等[74]将外泌体的特征蛋白CD9与一种RNA结合蛋白

HuR融合, 转染细胞后, 在胞内表达的CD9-HuR融合

蛋白即可将miR-155特异性地富集到外泌体中。

siRNA是一种短序列RNA, 用于基因沉默, 但极易

降解, 使用外泌体来递送 siRNA是一种可行的方法[75]。

Kamerkar等[50]将 siRNA装载到改造的外泌体中, 获得

了与脂质体相当的基因沉默效率。为了改善癌细胞转移

前肺部的药物递送, Zhao等[76]将外泌体膜包裹在阳离子

牛血清白蛋白和 siRNA的复合物表面, 提高了其肺部靶

向能力, 获得了优秀的肺部基因沉默效果。Yang等[77]将

抗血管内皮生长因子的 siRNA装载到脑内皮细胞来源

的外泌体中, 并观察到外泌体成功穿过斑马鱼的血脑

屏障将 siRNA递送到脑内, 抑制了肿瘤生长。

除了短链RNA之外, 外泌体也可以用于递送较大分

子质量的脱氧核糖核酸 (deoxyribonucleic acid, DNA)

或mRNA。Kim等[78]利用肿瘤细胞来源的外泌体装载

了质粒DNA, 成功靶向卵巢癌细胞并敲除了PARP-1基

因, 诱导了卵巢癌细胞凋亡同时增强了其对顺铂的敏

感性。Yang等[79]通过瞬时电刺激的方法刺激细胞大量

产生负载mRNA的外泌体, 使用此方法得到的外泌体

平均每个携带 2～10个 mRNA, 比常规转染法提高了

1 000倍。随后作者使用此方法制备了包载PTEN基因

mRNA的外泌体, 给予 PTEN缺陷的神经胶质瘤小鼠

后抑制了肿瘤生长, 提高了存活率。Kojima等[80]将来源

于细菌的核糖体蛋白L7Ae与外泌体标志性蛋白CD63

融合, 使细胞分泌的外泌体内部携带L7Ae, 再在目的

基因片段非翻译区内插入C/Dbox片段, 利用L7Ae特异

性结合C/Dbox的能力成功将目的mRNA分选到外泌体

中, 得到了天然负载完整目的mRNA的外泌体。

4 外泌体作为药物递送载体的修饰策略

尽管特定细胞来源的外泌体具有内在的靶向性,

为了实现更有效的肿瘤靶向效果, 多数研究均对外泌

体进行了一定的靶向修饰。目前, 外泌体的靶向修饰

策略主要可分为分泌前的细胞水平修饰及分泌后的外

泌体水平修饰两种[81]。细胞水平的修饰策略因利用细

胞固有的蛋白表达机制及外泌体天然的生物形成过

程, 有利于保留所表达的靶蛋白或多肽的天然构象及

功能[82]。该修饰策略通常利用外泌体的一些高表达的

膜蛋白作为靶蛋白的锚定位点。目前, 外泌体常用的

锚定位点主要包括溶酶体相关膜蛋白 2b (lysosome

associated membrane glycoprotein 2b, Lamp2b)、乳凝

集素、血小板源生长因子受体 (platelet derived growth

factor receptor, PDGFR) 及糖基磷脂酰肌醇 (glyco‐

sylphosphatidylinositol, GPI) 等[3]。基于细胞水平的修

饰策略可有效地将靶向配基修饰在外泌体上, 但是由

于该策略涉及母细胞的转染, 因而相对耗时, 且该法不

太适用于来自患者体液中外泌体的修饰[83]。应用该策

略, 有研究将狂犬病病毒糖蛋白靶向多肽 (rabies virus

glycoprotein targeting polypeptide, RVG) 或可高效亲

和整合素的靶向肽 (iRGD) 融合到Lamp2b上, 从而得

到了RVG或 iRGD靶向多肽修饰的外泌体, 将其静脉

注射后可有效提高 siRNA 或 DOX 在疾病部位的递

送[6,49]。然而, 有研究指出 Lamp2b与配基的融合体在

分选入外泌体之前易被内涵体中的蛋白酶降解。为减少

Lamp2b与多肽融合体的降解, 有研究将糖基化的序列

连接到Lamp2b上以保护该靶向配基[84]。在多种肿瘤

组织中表皮生长因子受体 (epidermal growth factor

receptor, EGFR) 均高表达, 因而有研究以PDGFR作为

锚定蛋白, 将EGFR的配体GE11肿瘤靶向多肽融合到

PDGFR末端, 使得修饰后的外泌体可有效靶向肿瘤部

位[85]。此外, 由于膜锚定蛋白GPI在外泌体上富集, 有

的研究制备了EGFR纳米抗体与GPI融合蛋白的质粒

并转染母细胞, 成功提取出 EGFR靶向抗体修饰的外

泌体, 其可有效提高外泌体靶向到肿瘤细胞上[86]。

外泌体水平的修饰策略通常在外泌体的分离提取后

进行, 因而该修饰策略效率相对较高, 但修饰条件需要

严格控制, 防止外泌体接触到过多的试剂、过高的温度

或压力等, 以免破坏外泌体膜及蛋白结构和功能的完整

性。目前, 该修饰策略可分为共价偶联和非共价偶联修

饰策略。前者需使用化学交联剂将靶向配基偶联到外

泌体膜上。例如, 将炔基偶联到外泌体上的氨基, 然后借

助于点击化学反应, 即通过叠氮与炔烃间形成的共价

键将靶向配基偶联到外泌体膜上[87]。基于该策略, 有研

究通过生物正交化学 (点击化学) 的手段开发出靶向修

饰的外泌体。作者利用生物正交无铜叠氮炔环加成反应

将功能靶向配体 c(RGDyK) 偶联到间充质干细胞来源

外泌体的表面, c(RGDyK) 偶联的外泌体 (cRGD-Exo)

于静脉给药后, 可有效靶向缺血性脑损伤区域, 更进一

步地, 将姜黄素包载到cRGD-Exo中, 给药后可强烈抑制

病变区域的炎症反应和细胞凋亡[88]。然而, 点击化学的
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修饰策略由于缺乏反应的特异性, 可能会影响外泌体膜

上其他膜蛋白的功能, 如细胞结合蛋白、介导免疫逃逸

及胞内转运途径的蛋白等[83]。因此, 该策略需精准控制

反应条件, 如靶向配基与外泌体的比例等。此外, 由于

不同来源的外泌体蛋白谱差异较大, 因而偶联反应的

效率也受外泌体来源的限制。

非共价偶联策略通常借助亲疏水或电荷相互作用

将靶向配基修饰到外泌体膜上, 因而与共价偶联策略

相比, 该策略的修饰条件相对更温和[81]。有研究[89]开

发出一种脂质化适配体靶向修饰外泌体的方法, 作者

将AS1411适配体作为靶向配基并连接到脂质上, 制备

出脂质化的适配体, 其可通过与外泌体磷脂膜的相互

作用插入到外泌体膜中, 从而制备出适配体靶向修饰

的外泌体。通过类似的策略, 有研究将靶向 EGFR的

纳米抗体连接到脂质-聚乙二醇 (polyethylene glycol,

PEG) 衍生物的末端, 从而得到脂质化的EGFR-PEG靶

向配基。通过与外泌体共孵育, 该靶向配基可自动插

入外泌体的膜中[81]。最近, 有研究通过类似策略将亲

脂性的荧光硼-二吡咯甲基 (BODIPY)-PEG-cRGD 通

过疏水间相互作用插入外泌体膜中。BODIPY的引入

可用于检测配基在外泌体中的保留动力学及外泌体在

体内的生物分布和药代动力学性质[90]。总而言之, 通

过对靶向配基进行脂质化或疏水化修饰, 可实现其在

外泌体上的膜整合, 因而该策略具有一定的普适性。

尽管如此, 基于膜内嵌入锚定的策略依赖于脂质或疏

水基团与磷脂间的疏水键相互作用, 靶向配基的引入

效率及结合的稳定性需要进一步优化。

5 总结与展望

作为一种新型的药物递送系统, 与传统药物递送

系统相比, 外泌体显示出了更高的生物相容性和安全

性、更低的免疫原性、较好地穿越生物屏障的能力和一

定的靶向性, 然而外泌体仍然存在着许多缺点限制着其

临床转化 (表 2)。制约其发展的问题主要包括: ① 上

游步骤的质量控制极大地影响外泌体的质量, 包括亲

代细胞的选择和大规模培养[19], 选择亲代细胞, 需综合

考虑外泌体的活性、组织归巢能力、免疫原性和致癌性

等因素, 此外, 亲代细胞的基因稳定性、外泌体产量和

污染物 (如病毒污染) 等也需考虑。一旦确定亲代细

胞 , 大规模培养一般采用生物反应器 (可至 2 000 L),

并且需要密切监测基因漂移和污染物; ② 缺乏经济高

效的外泌体提取流程, 特别是缺乏保证外泌体产量、纯

度和功能且重现性良好的标准化操作规范[91]; ③ 缺乏

高效的外泌体载药方式; ④ 外泌体的储存也是一项难

题, 4 ℃条件下保存外泌体会导致聚集和结构破坏[92],

-80 ℃是较好的保存方式, 但也给运输和成本增加了

负担; ⑤ 外泌体的体内功能与安全性问题仍存在许多

争议, 由于外泌体自身的生物学活性, 将其用作递送载

体时, 应充分考虑安全性, 例如由于间充质干细胞来源

的外泌体具有抗炎和抑制免疫的作用, 基于此种外泌

体的疗法有可能直接或间接诱发肿瘤或加速已有肿瘤

的进程[93], 对外泌体进行载药等破坏膜的操作时, 存在

改变膜蛋白方向的风险, 这可能造成免疫系统的识别

继而引发不良反应[94]。

目前只有少量基于外泌体的疗法走进了临床试

验[19]。但令人高兴的是, 许多研究者在此方向上进行

着不懈的努力, 并取得了瞩目的成果, 例如将脂质体与

外泌体进行膜融合以提高载药能力并降低外泌体用

量[94]或尝试外泌体的全人工合成[95]。除此之外, 不同

于人工合成脂质体, 外泌体表面丰富的膜蛋白提供了

一个很方便的改造平台, 通过简单的细胞工程手段即

可使外泌体携带各种各样的功能性膜蛋白, 从而达到

延长循环时间、促进细胞摄取和增加内涵体逃逸能力

等目的[3], 这些改造与外泌体内部所载药物相互协同,

大大提高了整体的治疗效果。总而言之, 虽然对外泌

体的研究仍处于初期阶段, 但无数的研究证明了无论

直接用于治疗还是用作药物递送载体, 外泌体的应用

前景都很乐观, 相信在不远的未来, 基于外泌体的疗法

一定会大放光彩。

作者贡献: 邢昊楠和陆梅负责文章的撰写; 刘瑛琪负责

文献收集; 董雨函负责排版和校对; 郑爱萍负责拟定文章框

架及监督文章水平。

利益冲突: 作者声明本文无利益冲突。

Table 2 Advantages and limitations of extracellular vesicles for therapeutic delivery. (Adapted from Ref. 12 with permission. Copyright ©

2017 Elsevier)

Advantage
Nanoscale size allows for better stability in body fluids
Naturally derived composition with low immunogenicity
Intrinsic target properties with reduced off-target effects
Ability of guiding therapeutic cargos across biological barriers
Unique composition allows direct membrane fusion with target cell
Safe in clinical trials

Limitation
Secretion and uptake mechanism, composition, and biological functions ongoing
Isolation techniques with high efficiency and robust yield lacking
Scalable production difficult
Efficient loading methods without damaging EV integrity lacking
In vivo data yet less studied
Clinical study for therapeutic delivery lacking
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