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工程化细胞外囊泡修复骨缺损的再生作用

文题释义：

工程化细胞外囊泡：通过对天然来源的细胞外囊泡进行特定的改造或操控，如在细胞外囊泡表面添加功能配体使其可以靶向受体细胞，或

向细胞外囊泡内部装载指定的内容物使其成为药物载体，从而增强细胞外囊泡在再生医学中的治疗功能。

骨缺损：指由骨质疏松性骨折、创伤、炎症反应、恶性肿瘤和各种其他因素，导致骨组织局部缺失或不完整的情况。骨缺损可能影响骨骼

的强度和功能，并且根据缺损的大小和部位，可能需要通过骨移植或再生修复手段来促进骨再生和恢复正常功能。

摘要

背景：近年来细胞外囊泡在骨缺损再生修复领域受到广泛关注。然而，天然细胞外囊泡在持续控释、组织靶向性和载药能力等方面存在不

足。因此，引入工程化策略对细胞外囊泡进行改造，提高其治疗效果，成为当前研究的热点。

目的：对工程化细胞外囊泡在骨缺损再生修复中的作用和应用进展做一综述。

方法：检索PubMed、Web of Science、中国知网和万方数据库中近15年的相关文献，英文检索词为“engineering，extracellular vesicles，
exosomes，bone defect，bone regeneration，bone repair”，中文检索词为“工程化，细胞外囊泡，外泌体，骨缺损，骨再生，骨修复”。

经过筛选，排除相关性差、陈旧和重复的文献，对最终符合标准的93篇文献进行综述。

结果与结论：①细胞外囊泡主要是基于密度、大小、免疫亲和力或表面电荷进行分离的，分离后依赖成像技术、基于尺寸测定和计数的技

术以及流式细胞术进行表征；②细胞外囊泡通过调节免疫、血管生成、靶细胞的增殖与分化来刺激骨再生；③细胞外囊泡的工程化策略包

括表面修饰和内容物装载2个方面；④利用工程化策略向细胞外囊泡引入骨形态发生蛋白2、突变缺氧诱导因子1α、血管内皮生长因子、

miRNA和其他生物活性因子可以增强骨缺损再生修复能力。

关键词：工程化；细胞外囊泡；外泌体；骨缺损；骨再生；骨修复
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Abstract
BACKGROUND: Extracellular vesicles have received extensive attention in the field of bone defect regeneration and repair in recent years. However, natural 
extracellular vesicles have deficiencies in sustained controlled release, tissue targeting, and drug loading capacity. Therefore, the introduction of engineering 
strategies to modify extracellular vesicles to enhance their therapeutic efficacy has become a research hotspot.
OBJECTIVE: To review the role and application progress of engineered extracellular vesicles in the regeneration and repair of bone defects.
METHODS: PubMed, Web of Science, CNKI, and WanFang databases were searched for relevant articles published in the past fifteen years. The search terms 
were “engineering, extracellular vesicles, exosomes, bone defect, bone regeneration, bone repair” in Chinese and English. After removal of poorly related, 
outdated, and duplicate studies by screening, 93 articles were finally included for review according to inclusion criteria.
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0   引言   Introduction
骨缺损是由骨质疏松性骨折、创伤、炎症反应、恶

性肿瘤和各种其他因素引起的骨组织局部缺失或不完整。

对于小的缺损，骨组织可以通过自我修复和再生完成愈

合。然而，当缺损尺寸超过临界阈值 ( 约 > 2 cm) 或骨周

长损失超过 50% 时，骨缺损将难以愈合或者畸形愈合
[1]
。 

临床上，骨缺损的主要治疗方法是骨移植，可以采用自

体骨、同种异体骨或合成材料。然而，传统的骨移植手

术存在着诸多局限性。自体骨移植尽管被认为是骨移植

的金标准，但面临骨量有限、供骨部位并发症高等问 

题
[2]
。相比之下，同种异体骨移植的优点在于取材广泛、

骨量充足，且可以自行选择同种异体骨的结构，但存在免

疫排斥和感染的风险
[3]
。合成材料类型众多，遗憾的是这

些合成材料的骨诱导和成骨性能有限，且吸收率不稳定，

无法成为理想的骨替代品
[3]
。因此，如何有效修复骨缺损

对于提高患者的生活质量至关重要。

细胞再生疗法的出现为骨缺损修复带来了新的希望。

细胞治疗因具有抗炎、免疫调节、增强靶细胞的增殖与

分化而展现出巨大潜力。然而，细胞疗法存在不可避免

的局限性，如输注毒性、免疫原性、致瘤性和伦理问题
[4]
。

相比之下，细胞外囊泡 (extracellular vesicles，EVs) 被认为

是细胞疗法更安全、用途更广泛的替代品，其在骨再生

修复领域引起了广泛关注。

细胞外囊泡是所有细胞类型分泌的异质性双层脂质

膜囊泡的统称。细胞外囊泡亚型众多，根据生物发生途

径和尺寸大小的不同，主要分为外泌体、微囊泡和凋亡

小体 3 种亚型
[5]
。外泌体在多囊泡体内形成，并在多囊泡

体与质膜融合时释放，直径通常为 50-150 nm[6]
；微囊泡

是质膜直接向外出芽形成，直径在 100-1 000 nm 之间
[7]
；

凋亡小体是在细胞凋亡过程中形成的囊泡，直径为 100- 
5 000 nm[8]

。细胞外囊泡携带多种内容物可以从亲本细胞

转移到受体细胞，介导细胞间通讯和分子转移
[9]
。天然细

胞外囊泡可以诱导成骨、血管生成和调节免疫，并具有良

好的生物相容性、长期稳定性和低免疫原性，这使得其在

骨再生领域得到了广泛的应用
[10]
。然而，随着研究的深入，

天然细胞外囊泡被发现很难在病变部位实现持续聚集和

控释，同时还存在组织靶向能力不足、载药能力有限和

产量不足等问题
[11]
，因此工程化细胞外囊泡应运而生。

表面修饰和内容物装载的工程化策略不仅可以提高细胞

外囊泡的靶向性和可拓展性，还能增强组织再生疗效
[12]
。 

此综述首先介绍了细胞外囊泡的分离方法与表征，随后

RESULTS AND CONCLUSION: (1) Extracellular vesicles are primarily isolated based on their density, size, immunoaffinity, and surface charge. After isolation, 
extracellular vesicles are characterized using imaging techniques, size- and counting-based techniques, and flow cytometry. (2) Extracellular vesicles stimulate 
bone regeneration by regulating immunity, angiogenesis, and proliferation and differentiation of target cells. (3) The engineering strategies of extracellular 
vesicles include surface modification and cargo loading. (4) The introduction of bone morphogenetic protein 2, mutant hypoxia-inducible factor-1α, vascular 
endothelial growth factor, miRNA and other bioactive factors into extracellular vesicles through engineering strategies can enhance their regenerative repair 
ability for bone defects.
Key words: engineering; extracellular vesicles; exosomes; bone defects; bone regeneraton; bone repair
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对细胞外囊泡的治疗机制和工程化策略进行归纳总结，

最后重点阐述了工程化细胞外囊泡在骨缺损再生修复中

的应用进展，以期为工程化细胞外囊泡的临床转化提供

新思路。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者在 2024 年 7 月进行检

索，并实时更新。

1.1.2   检索文献时限   近 15 年的中英文文献。

1.1.3   检索数据库   英文数据库：PubMed 数据库 (https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) 和 Web of Science 数 据 库

(https://webofscience.clarivate.cn/wos/alldb/basic-search)
( 检索核心集 )，搜索高质量文章，并且可追踪文章的起

源和发展。中文数据库：中国知网和万方数据库。

1.1.4   检索途径   主题词、关键词、标题 / 摘要及部分全

文检索。

1.1.5   检索词   中文检索词为“工程化，细胞外囊泡，

外泌体，骨缺损，骨再生，骨修复”。英文检索词为

“engineering，extracellular vesicles，exosomes，bone 
defect，bone regeneration，bone repair”。

1.1.6   检索文献类型   研究原著和综述。

1.1.7   检索策略   以 PubMed 数据库为例，见图 1。

#1 extracellular vesicles [Title/Abstract]
#2 EVs [Title/Abstract]
#3 exosomes [Title/Abstract]
#4 #1 OR #2 OR #3
#5 bone [Title/Abstract]
#6 bone defects [Title/Abstract]
#7 bone regeneration [Title/Abstract]
#8 bone repair [Title/Abstract]
#9 #5 OR #6 OR #7 OR #8
#10 engineering [Title/Abstract]
#11 surface modification [Title/Abstract]
#12 cargo loading [Title/Abstract]
#13 #10 OR #11 OR #12

图 1 ｜ PubMed 数据库检索策略

1.1.8   检索文献量   检索文献总数629篇，中文文献127篇，

英文文献 502 篇。

1.2   入选标准   ①细胞外囊泡和骨缺损、骨再生修复相关

的研究和综述；②质量高，其中英文文献 90% 以上来源

于 Web of Science 核心集，中文文献来源于北大核心期刊；
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③具有创新性；④非重复性的文献。

1.3   质量评估   排除内容相关性差、重复性高、陈旧性以

及文章质量较低的文献。

1.4   数据提取   共检索到 629 篇文献，排除陈旧、重复以

及相关程度低的文献，共纳入 93 篇符合标准的文献进行

综述，文献筛选流程，见图 2。

括差速超速离心和密度梯度离心
[21]
。尽管超速离心方案

操作简单，但存在耗时、成本高的问题，不适合高通量

应用
[22]
。细胞外囊泡也可以根据尺寸进行分离，其中最

流行的方法之一是超滤。超滤显著降低了细胞外囊泡破

裂的可能性，但获得的细胞外囊泡制剂通常会被直径相

似的分子污染
[23]
。为了解决这个问题，超滤经常与超速

离心一起使用。尺寸排阻色谱法也是基于尺寸进行分离，

但其应用范围较窄，不适合大体积样品
[24-25]

。免疫亲和捕

获技术是利用细胞外囊泡某些表面蛋白和受体来开发的，

其分离的细胞外囊泡产量相对较低但纯度较高
[26-27]

。基于

标记的微流控技术可根据化学或物理性质特异性地与细

胞外囊泡表面相应的脂质成分或蛋白质结合，但是成本

相对较高，标记操作复杂，捕获分子也可能改变细胞外

囊泡的物理和生物学特性
[28]
。为了减少标记对后续实验

的影响，研究者们提出了无标记分离策略，可以保证细

胞外囊泡的结构和生物完整性
[28]
。单一的细胞外囊泡分

离方法总存在或多或少的不足，利用互补的组合分离策

略以获得更高纯度和产量的细胞外囊泡制剂，可能是未

来潜在的解决方案。

2.1.2   细胞外囊泡的表征   为了保证细胞外囊泡制剂实现

可重复安全和有针对性的治疗，在应用前需要对其进行

表征。目前可用的方法允许确定细胞外囊泡的大小、浓度、

形态和特定内容物，见图 4。

图 2 ｜文献筛选流程图

中文检索词：工程化，细胞外囊泡，外泌体，骨缺损，骨再生，骨修复；

英 文 检 索 词：engineering，extracellular vesicles，exosomes，bone 
defects，bone regeneration，bone repair

获得英文文献 502 篇，中文文献 127 篇

检索 PubMed、Web of Science 数据库和中国知网 (CNKI)、万方数据库

排除内容相关性差、重复性高、

陈旧性及文章质量较低的文献

最终纳入 93 篇英文文献

2   结果   Results 
2.1   细胞外囊泡的分离与表征   几乎所有细胞类型都可以

产生细胞外囊泡，其分布广泛，存在于各种体液中。自

1946 年细胞外囊泡首次被发现
[13]
，到如今国际细胞外囊

泡学会成立并发布指南文件以支持和规范全球细胞外囊

泡研究，数十年来对于细胞外囊泡的研究不断取得新突

破
[14-20]

，见图 3。然而，它们的物理性质和功能的异质性

尚未完全了解，这阻碍了细胞外囊泡进一步的临床应用。

由于细胞外囊泡异质性带来的挑战，目前研究者们正努

力改进分离和表征特定细胞外囊泡群体的方法。

2023 年国际细胞外囊

泡学会 (ISEV)[20]

2018 年国际细胞外囊

泡学会 (ISEV)[19]

2014 年国际细胞外囊

泡学会 (ISEV)[18]

2007 年 VALADI[17]

1996 年 RAPOSO[16]

1987 年 JOHNSTONE[15]

1946 年 CHARGAFF[13]

1967 年 WOLF[14]

发布了“细胞外囊泡研究的最基本信息 2023 
(MISEV2018)”

发布了“细胞外囊泡研究的最基本信息 2018 
(MISEV2018)”

首次认识到细胞外囊泡是细胞间遗传物质的交换者

首次定义了细胞外囊泡及其功能的最低实验要求

首次证明细胞外囊泡具有生物学活性

首次使用“外泌体”指代由网织红细胞通过外排机

制释放的颗粒

通过电镜获得第一张细胞外囊泡照片

首次发现细胞外囊泡

图 3 ｜细胞外囊泡研究发展时间脉络图

2.1.1   细胞外囊泡的分离   目前，细胞外囊泡主要是基于

密度、大小、免疫亲和力或表面电荷进行分离的。基于

超速离心是分离细胞外囊泡最广泛使用的方法，主要包

图 4 ｜细胞外囊泡的表征示意图

细胞外囊泡

表征

成像技术

扫描电子显微镜 (SEM)

透射电子显微镜 (TEM)

冷冻电镜 (cryo-EM)

原子力显微镜 (AFM)

基于尺寸测定和计数的技术

纳米粒子跟踪分析 (NTA)

动态光散射 (DLS)

可调电阻脉冲传感 (TRPS)

微流体电阻脉冲传感

(MRPS)

流式细胞术

基于珠子的流式

细胞术 (BFCM)

成像流式细胞术

(IFCM)

纳米流式细胞术

(NFCM)

成像技术常用的方法包括扫描电子显微镜、透射电

子显微镜、冷冻电镜和原子力显微镜。扫描电子显微镜

是通过捕获发射的电子来创建细胞外囊泡表面形貌的图

像，无法区分囊泡和非囊泡粒子
[29]
；相比之下，透射

电子显微镜可提供囊泡内部的附加信息，不过测量结果

可能会受到样品制备程序的强烈影响
[30]
；冷冻电镜通

过冷冻固定技术可以很好地保留水合囊泡的实际形态，

从而避免传统固定造成的伪影
[31]
；原子力显微镜同样

能够捕获天然细胞外囊泡结构，但需要在不同的实验条

件下进行分析，这对实验设备和用户操作提出了很高的

要求
[32]
。不同于成像技术，基于尺寸测定和计数的技

术可以获得关于细胞外囊泡尺寸分布和浓度的更精确信

息，常见的方法有纳米粒子跟踪分析、动态光散射、可
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调电阻脉冲传感和微流体电阻脉冲传感
[21]
。纳米粒子

跟踪分析作为一种非侵入性技术，对细胞外囊泡尺寸检

测的极限为 40-50 nm[33]
；动态光散射利用了流体动力

学粒子的光散射原理，对细胞外囊泡直径检测可以小至

10 nm[34]
；可调电阻脉冲传感能可靠、快速地测量出细胞

外囊泡大小和浓度分布，但是穿过它的粒子可能堵塞孔 

隙
[35]
；微流体电阻脉冲传感是对可调电阻脉冲传感的改

进，可以检测样品中存在的不同大小的囊泡群
[36]
。新开

发的成像流式细胞术和纳米流式细胞术可以提供更高的

分辨率，并且能够区分染色的细胞外囊泡和背景信号，

该方法依赖高水平的专业知识和昂贵设备
[36-37]

。此外，大

多数机器仍需要用染料标记细胞外囊泡才能够有效检测，

这可能会干扰下游分析
[37]
。

2.2   细胞外囊泡调节骨再生的治疗机制   骨缺损的再生修

复是一个复杂的过程，需要多方面的机制协同作用才能

有效进行。细胞外囊泡可以通过免疫调节、血管生成以

及靶细胞的增殖与分化这 3 个主要机制调节骨再生，其

在骨缺损组织的再生修复中扮演着重要角色。接下来，

将详细探讨这些机制如何协同作用，共同促进骨缺损组

织的再生，见图 5。   

项研究表明间充质干细胞衍生的细胞外囊泡可以抑制 T 细

胞和 B 细胞的增殖，同时降低外周血单核细胞在体内释

放细胞因子的能力
[40]
。M2 型巨噬细胞具有抗炎表型，主

要负责巨噬细胞极化过程中的组织重塑。间充质干细胞

衍生的细胞外囊泡在单核细胞中诱导为 M2 样表型，诱导

T 细胞分化为调节性 T 细胞，并减弱体内的免疫活性
[41]
。

REIS 等
[42]

研究表明，间充质干细胞衍生的细胞外囊泡影

响了树突状细胞对抗原的吸收，抑制了树突状细胞的成

熟、促炎因子白细胞介素 6 和白细胞介素 12p70 的分泌，

并增加了抗炎细胞因子转化生长因子 β 的产生。细胞外

囊泡已成为一种有吸引力的免疫调节和免疫介导疾病的

治疗方法。

2.2.2   促进血管生成   血管生成是指从现有血管网络中萌

发和长出新血管的过程，它对于骨组织的再生修复至关重

要。血管生成涉及多个过程，包括内皮细胞的增殖、募集

和迁移，以及通过壁细胞来稳定新形成的血管。细胞外囊

泡在促进血管生成中也发挥着关键作用，该作用与细胞

外囊泡中所含相应配体和细胞因子的靶向作用密切相关，

例如血管内皮生长因子、血小板衍生生长因子、基质金

属蛋白酶和 miRNA[43-46]
。LIU 等

[47]
将诱导性多能干细胞来

源的间充质干细胞衍生细胞外囊泡静脉注射到大鼠骨坏

死模型中，结果显示间充质干细胞衍生细胞外囊泡可以

激活内皮细胞中的磷脂酰肌醇 3 激酶 (phosphoinositide 3 
kinase，PI3K)/ 蛋白激酶 B(protein kinase B，AKT) 信号通路，

显著增强了内皮细胞的体外增殖、迁移和血管形成能力。

ZHANG 等
[48]

将间充质干细胞衍生细胞外囊泡与水凝胶结

合移植到股骨骨折大鼠模型的骨折部位，发现间充质干

细胞衍生细胞外囊泡除了增强成骨分化外，还增加了血

管内皮生长因子和缺氧诱导因子 1α 的表达。其中，缺氧

诱导因子 1α 在促血管生成和增强骨修复中起重要作用。

2.2.3   增强靶细胞的增殖和分化   细胞外囊泡介导的旁分

泌信号可以通过影响成骨细胞和破骨细胞来调节骨稳态。

研究表明，携带 miR-935 的间充质干细胞衍生细胞外囊泡

可以通过靶向信号转导和转录激活因子 1 来促进成骨细

胞的增殖和分化
[49]
。HU 等

[50]
评估了间充质干细胞衍生

细胞外囊泡对骨质疏松的影响，结果显示其通过在体外传

递强效促成骨蛋白C型凝集素结构域家族11成员A (C-type 
lectin domain family 11 member A，CLEC11A) 增强了骨髓

间充质干细胞从脂肪形成向成骨分化的转变，并抑制破

骨细胞的形成。间充质干细胞衍生细胞外囊泡全身给药

可通过增强骨形成、减少骨髓脂肪堆积和减少骨吸收来

预防骨质疏松导致的骨质流失并维持骨强度
[50]
。

2.3   细胞外囊泡的工程化方法   细胞外囊泡作为一种新兴

的无细胞疗法，具有良好的生物相容性和低免疫原性，

可以较好地克服细胞疗法存在的不足。然而，幼稚细胞

外囊泡对治疗药物负载能力低，还存在组织靶向能力不

足的问题，此外其药理学机制尚未完全了解
[51]
。在过去

10 年中，工程化细胞外囊泡已开发出表面工程技术，用

于将载体运送到特定的目标组织，并探索了将治疗剂装

载到细胞外囊泡中的有效装载方法，因此工程化细胞外

囊泡具有良好的应用前景
[52]
。

图 5 ｜细胞外囊泡调节骨再生的治疗机制

2.2.1   参与免疫调节   骨缺损在损伤早期需要适度的炎症

反应，但是过度活跃和持续的炎症会阻碍骨再生并导致炎

症损伤。细胞外囊泡是免疫调节的重要参与者，在骨再生

修复过程中发挥关键作用。根据释放细胞外囊泡的细胞

来源和状态，它们既能介导免疫刺激，也能抑制免疫反应。

细胞外囊泡可以调节多种免疫细胞的功能，包括 T 细胞、

B 细胞、巨噬细胞和树突状细胞
[38]
。T 细胞介导的免疫调

节是控制自身免疫或炎性疾病的重要工具。有研究发现，

人脐静脉内皮细胞来源的细胞外囊泡含有高浓度的程序

性死亡配体 1，可特异性地与 T 细胞表面程序性死亡受体

1 结合，从而抑制 T 细胞的活化，在早期过度活跃炎症阶

段显著促进了骨痂形成和骨折愈合
[39]
。细胞外囊泡与亲

本细胞具有相似的分子组成，可以继承亲本细胞的免疫

调节能力。考虑到间充质干细胞良好的免疫调节能力，

间充质干细胞衍生的细胞外囊泡也得到了深入研究。多
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2.3.1   表面修饰的工程化方法   表面修饰主要目的是选择

性地将细胞外囊泡递送至靶细胞和潜在的组织中实现精

准治疗。根据修饰发生在细胞外囊泡分离之前还是之后，

可以分为分离前表面修饰和分离后表面修饰。

分离前表面修饰主要包括基因工程、代谢工程和直

接母细胞膜工程方法
[53]
。基因工程是利用细胞外囊泡膜

结合蛋白赋予细胞外囊泡靶向特性，修饰过程中应该考

虑到在细胞外囊泡上富集的蛋白质结构域的选择
[54]
。因

为合适的囊泡膜上蛋白比较有限，一些配体结构与膜蛋

白融合表达时不能折叠成有活性的结构
[55]
。代谢工程

是通过向母细胞培养基中添加叠氮化物标记的代谢物来

生成带有叠氮化物基团的细胞外囊泡，从而赋予细胞外

囊泡新的成分和功能
[56]
。虽然代谢工程可以实现细胞外

囊泡的功能化，但很难控制表面结合位点的特异性和效 

率
[53]
。直接母细胞膜工程可以通过使用与细胞膜融合的

融合脂质体来实现，从而交换膜成分，这种策略可以将

叠氮化物脂质转移到母细胞膜，从而产生含有叠氮化物

脂质的细胞外囊泡，并通过点击化学实现功能化
[57]
。然而，

融合脂质体制剂中的脂质很可能也会进入到细胞外囊泡

制剂中，这可能造成不必要的毒性和免疫原性，需要对

该方法的安全性方面做进一步评估
[53]
。

分离后表面修饰是指在细胞外囊泡分离后用靶向分

子对细胞外囊泡表面进行物理修饰或者化学修饰。细胞

外囊泡的表面物理修饰可通过膜融合、疏水插入或表面

吸附来实现
[52]
。细胞外囊泡的脂质双层可以很容易地与

具有相似性质的脂质体融合，实现对细胞外囊泡的表面

修饰。膜融合可以通过冻融循环或者聚乙二醇完成
[58-59]

。

冻融循环可能对细胞外囊泡完整性产生潜在负面影响，

而聚乙二醇介导的脂质体与细胞外囊泡膜融合不会破坏

细胞外囊泡完整性，且可以同时对细胞外囊泡执行表面

改性和内容物装载
[58-60]

。疏水插入也是基于脂质体开发的，

该方法允许靶分子使用由磷脂和胆固醇组成的细胞外囊

泡膜成分对细胞外囊泡表面进行修饰。相对磷脂而言，

胆固醇插入所需孵育温度较低，更适合在细胞外囊泡中

应用，但是插入后胆固醇处理的脂质体仅表现出较低的

插入脂质保留率，因此疏水插入稳定性问题值得特别评

估
[61-62]

。表面吸附的方法可以依赖于细胞外囊泡的表面特

性，如蛋白质或脂质的头部基团，也可以依赖于细胞外

囊泡的表面电荷
[63-64]

，该物理方法操作简便且可使用患者

来源的细胞外囊泡，但研究相对较少，有待深入探索
[64]
。

细胞外囊泡表面修饰的化学方法主要是将靶分子共价连

接到细胞外囊泡表面来进行靶向递送。利用活化酯可将

羧基同氨基共价结合形成酰胺基团，这是常见的蛋白质

偶联反应
[65]
。除了偶联反应外，还有一大类为生物正交

反应。在生物正交反应中，点击化学因其易于操作、较

高的反应特异性及反应效率、较低的副反应和生物毒性，

成为化学修饰的重要手段
[66-67]

。细胞外囊泡的表面修饰工

程化方法见表 1。
2.3.2   内容物装载的工程化方法   内容物装载是指向细胞

外囊泡中装载指定的小分子药物、核酸、蛋白质等内容

物分子，将细胞外囊泡打造为药物载体。内容物装载可

以在细胞外囊泡从细胞中分离之前进行，称为内源性内

容物装载；也可以在细胞外囊泡分离后进行，称为外源

性内容物装载
[12]
。内源性内容物装载主要包括亲本细胞

的转染和共培养。内容物分子可通过编码 DNA 被转染到

亲本细胞，从而装载到细胞外囊泡中，转染主要通过质

粒和病毒媒介实现
[12， 68-69]

。转染过程中，基因表达改变

和转染剂毒性可能会导致亲本细胞发生变化
[12]
。共培养

是将亲本细胞与要装载的内容物分子一起孵育，以产生

带有这些内容物分子的细胞外囊泡。该方法操作简单，

不依赖任何特殊设备，但是内容物分子装载效率较低，

且只适用于可轻松通过细胞膜的目标分子
[70]
。外源性内

容物装载方法较多，包括细胞外囊泡共培养、电穿孔、

超声、冻融循环、挤压和表面活性剂辅助渗透等。不同

于亲本细胞共培养，细胞外囊泡共培养是指在特定温度

下将内容物分子与纯化的细胞外囊泡一起孵育，内容物

可通过共培养封装到细胞外囊泡中
[71-72]

。亲水的内容物分

子很难依靠单纯细胞外囊泡共培养装载到细胞外囊泡中，

为了克服细胞外囊泡共培养的局限性，研究者们开发了

利用物理刺激或者化学药物改善细胞外囊泡膜通透性的

替代方法。电穿孔是使用电脉冲在细胞外囊泡膜上形成

孔隙，内容物分子可以通过这些孔隙渗透到细胞外囊泡

中
[73]
，该方法的装载效率可以通过程序控制，但是内容

物分子有形成聚集体的风险
[73]
。超声、冻融循环和挤压

这些物理手段都可以通过类似的机制将内容物分子封装

到细胞外囊泡中
[74]
。不同的是，超声处理会导致核酸降解，

不适合核酸的封装
[75]
；冻融循环会影响蛋白质的活性

[76]
；

挤压处理的内容物装载效率高，可以产生大小均匀的细

胞外囊泡，但是有研究称挤压后的细胞外囊泡膜电位会

发生改变，并具有细胞毒性
[77]
。表面活性剂如皂苷可以

在细胞外囊泡膜上产生孔隙，实现内容物分子的封装
[76]
，

但是皂苷在体内有溶血活性，负载药物后需要进行彻底

净化
[78]
。细胞外囊泡的内容物装载工程化方法见表 2。

2.4   工程化细胞外囊泡在骨缺损修复中的应用   近年来，

利用工程化细胞外囊泡治疗骨缺损相关疾病的研究数量

表 1 ｜细胞外囊泡表面修饰的工程化方法

表面修饰 原理 优点 缺点

分离前表面修饰

基因工程
[54-55]

使用细胞外囊泡膜结合

蛋白赋予细胞外囊泡靶

向特性

实现细胞外囊泡靶

向或增加药物活性

的潜力

细胞外囊泡富集的

蛋白质结构域有限

代谢工程
[53，56]

向亲本细胞培养基中添

加叠氮化物标记的代谢

物

轻松实现细胞外囊

泡表面功能化

无法控制修饰位点

的特异性和效率

直接母细胞膜

工程
[53，57]

亲本细胞与叠氮化物修

饰的脂质体融合

适用于设计具有各

种功能的细胞外囊

泡

可能导致潜在的毒

性或免疫原性

分离后表面修饰

膜融合
[58-60]

脂质体与细胞外囊泡膜

融合以实现表面修饰

可针对特定的药物

输送问题进行定制

纯化过程复杂且可

能导致免疫原性

疏水插入
[61-62]

使用亲脂性分子进行表

面修饰

操作简易且灵活可

控

需评估疏水插入稳

定性问题

表面吸附
[63-64]

利用细胞外囊泡一般特

性通过吸附进行表面修

饰

操作简便且可使用

患者来源的细胞外

囊泡

研究相对较少

点击化学
[66-67]

利用炔烃 -叠氮化物环

加成反应进行表面修饰

可赋予细胞外囊泡

靶向性

炔烃修饰方法缺乏

位点特异性
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增长迅速，这得益于疾病机制相关研究的完善以及药理

学和材料科学的快速发展。骨形态发生蛋白 2 是一种强

效骨诱导因子，其引入为增强细胞外囊泡成骨作用提供

了一种现成的策略。间充质干细胞衍生的细胞外囊泡具

有骨诱导特性，但是幼稚间充质干细胞衍生细胞外囊泡

在促进骨再生方面效果甚微。为了生成具有增强成骨诱

导能力的间充质干细胞衍生细胞外囊泡，HUANG 等
[79]

将

编码骨形态发生蛋白 2 基因的慢病毒颗粒转染人骨髓来

源基质细胞，以探索骨形态发生蛋白 2 过表达的工程化

细胞外囊泡对骨缺损的再生修复效果，结果显示这些工

程化细胞外囊泡在尺寸分布、标记物表达和内吞特性方

面保持了幼稚人骨髓来源基质细胞衍生细胞外囊泡的一

般物理和生化特性，但是它们通过过表达骨形态发生蛋

白 2 信号级联的 miRNA，在体外增强了幼稚人骨髓来源

基质细胞的成骨分化潜力
[79]
。此外，与骨髓来源基质细

胞衍生细胞外囊泡相比，骨形态发生蛋白 2 过表达的细

胞外囊泡在大鼠颅骨缺损模型中显示出更高的骨再生能 

力
[79]
。工程化细胞外囊泡也可以与支架材料结合来提高

植入支架的生物功能。WEI 等 [80]
从骨形态发生蛋白 2 刺

激的巨噬细胞中分离细胞外囊泡，发现它们可以通过自

噬依赖性途径增强骨髓间充质干细胞的成骨分化能力，并

且骨形态发生蛋白 2/ 巨噬细胞衍生细胞外囊泡可以用来

修饰钛纳米管植入物以促进成骨。还有团队获取骨髓间

充质干细胞来源细胞外囊泡，通过层层自组装的方式开

发了一种骨形态发生蛋白 2 基因激活的脱钙骨基质支架，

兔股骨髁缺损实验证明，基于细胞外囊泡的基因激活的脱

钙骨基质支架不仅可以显著促进骨修复，还能促进血管生

成
[81]
。SUN 等

[82]
利用小鼠胚胎成纤维细胞作为工具细胞，

制备了工程化骨形态发生蛋白 2 过表达的细胞外囊泡，并

将其封装到明胶甲基丙烯酰水凝胶中，结果显示载有工程

化细胞外囊泡的水凝胶显著促进了骨髓间充质干细胞的体

外成骨分化，并改善了体内颅骨缺损处的原位骨再生。

考虑到miRNA内容物对细胞外囊泡功能的重要性，通

过在细胞外囊泡中靶向表达选定的 miRNA 来推动工程化

细胞外囊泡领域的发展也成为一种潜在可行的策略。为了

验证这一假设，HUANG 等
[83]

设计了工程化人骨髓来源基

质细胞衍生细胞外囊泡，使其具有更高水平的 miR-424， 

这是骨形态发生蛋白 2 信号级联的增强剂，结果显示， 

miR-424 过表达的人骨髓来源基质细胞衍生细胞外囊泡通

过激活 SMAD1/5/8 磷酸化增强了幼稚人骨髓来源基质细

胞的成骨分化潜力，大鼠颅骨缺陷再生骨体积显著增加。

LAI 等 [84]
为了研究 miR-26a 在骨再生中的作用，用 DP7-C

作为转染剂转染骨髓间充质干细胞后，通过超速离心从

miR-26a 修饰的骨髓间充质干细胞中提取细胞外囊泡，然

后在体外和体内研究中评估工程化骨髓间充质干细胞来源

细胞外囊泡对成骨的影响。体外研究发现，负载 miR-26a
的骨髓间充质干细胞来源细胞外囊泡可增强骨髓间充质

干细胞的增殖、迁移和成骨分化能力；体内研究观察到

负载 miR-26a 的骨髓间充质干细胞来源细胞外囊泡可促进

小鼠牙周炎的成骨能力并抑制骨质流失
[84]
。miR-126 是牙

周炎相关递质的转录调节因子之一，将 miR-126 靶向递送

至巨噬细胞可能为治疗牙周炎提供有效的免疫调节策略。

LUO 等
[85]

成功构建了负载 miR-126 的 C-X-C 基序趋化因子

受体 4(C-X-C motif chemokine receptor 4，CXCR4) 的细胞外

囊泡 (CXCR4-miR-126-EVs)，减少了向巨噬细胞的脱靶递送，

并调节巨噬细胞向抗炎表型转变。在大鼠牙周炎部位局

部注射 CXCR4-miR-126-EVs 可有效减少骨吸收和破骨细胞

生成，并抑制牙周炎进展
[85]
。

除了骨形态发生蛋白 2 和 miRNA 以外，研究者们也

开发了其他生物活性因子来增强细胞外囊泡的骨缺损再

生修复能力。缺氧诱导因子 1α 在骨骼发育中起着关键作

用，然而缺氧诱导因子 1α 在常氧条件下迅速降解，仅在

缺氧条件下保持稳定。为此，研究者们通过基因工程手段

将缺氧诱导因子 1α 亚基功能区的 3 个氨基酸位点突变为

402，564，803 位的丙氨酸，成功构建了突变型缺氧诱导

因子 1α，突变型缺氧诱导因子 1α 可以在常氧条件下有效

表达功能性蛋白质
[86]
。LI 等 [87]

通过腺病毒转染的方式获

取了突变型缺氧诱导因子 1α 修饰的骨髓间充质干细胞来

源细胞外囊泡，并探索了其在治疗早期激素性股骨头缺

血性坏死中的作用。与对照组相比，将突变型缺氧诱导

因子 1α 修饰的骨髓间充质干细胞来源细胞外囊泡注射到

坏死区域通过增强成骨和血管生成能力促进了激素性股

骨头坏死修复
[87]
。突变型缺氧诱导因子 1α 修饰的骨髓间

充质干细胞来源细胞外囊泡也可以负载于 β- 磷酸三钙支

架材料上，促进临界尺寸骨缺损区域的新骨再生及新血

管生成
[88]
。SU 等

[89]
将磷脂酰丝氨酸靶向适体与修复性

施万细胞来源细胞外囊泡偶联，构建可靶向损伤轴突和

骨再生的仿生骨膜，体内外实验证明该骨膜可通过 c-Jun
氨基末端激酶 (c-Jun N-terminal kinase 3，JNK3)/ 丝裂原活

化蛋白激酶 (mitogen-activated protein kinase，MAPK) 通路

靶向损伤神经，促进血管生成和骨再生。带有血管内皮

生长因子质粒的软骨祖细胞衍生细胞外囊泡具有双重作

用，既可作为成骨诱导基质诱导骨髓间充质干细胞成骨分

化，又可以作为基因载体可控释放血管内皮生长因子基

因重塑血管系统，其介导的骨支架可显著增强大段骨缺

损的成骨和血管重塑能力
[90]
。纤维蛋白作为组织损伤部

表 2 ｜细胞外囊泡的内容物装载的工程化方法

内容物装载 原理 优点 缺点

内源性内容物装载

亲本细胞转

染
[12，68-69]

将核酸、蛋白质和肽转

染到亲本细胞

内容物装载方便稳

定

因基因改变和转染毒

性导致细胞变化

亲本细胞共

培养
[70]

将亲本细胞与装载分子

共同孵育

操作简单 装载效率低且对亲本

细胞有毒性

外源性内容物装载

细胞外囊泡

共培养
[71-72]

将细胞外囊泡与装载分

子共同孵育

操作简单，细胞外

囊泡完整性不变

装载效率低且内容物

分子范围有限

电穿孔
[73]

电脉冲处理使细胞外囊

泡膜上产生孔隙

优化流程，装载效

率高

存在细胞外囊泡和内

容物分子聚集风险

超声波
[74-75]

超声波处理诱导细胞外

囊泡膜损伤

装载效率高 不适用于核酸分子装

载

冻融循环
[76]

多次冻融处理诱导细胞

外囊泡膜损伤

操作简单 装载效率低且存在蛋

白变性风险

挤压
[77]

挤压处理诱导细胞外囊

泡膜损伤

装载效率高，细胞

外囊泡大小均匀

改变细胞外囊泡膜结

构并具有细胞毒性

活性剂辅助

渗透
[76，78]

表面活性剂处理使细胞

外囊泡膜上产生孔隙

装载效率高 载药后需进行彻底净

化
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综  述

位的普遍性特征成分，是将细胞外囊泡递送到缺损骨骼

的理想靶点。有团队通过纤维蛋白靶向肽半胱氨酸 - 精

氨酸 -谷氨酸 -赖氨酸 -丙氨酸 (cysteine-arginine-glutamic 
acid-lysine-alanine，CREKA) 修饰脂肪来源间充质干细胞衍

生细胞外囊泡以增强骨修复，结果显示由于纤维蛋白结

合和保留能力得到改善，其在大鼠股骨缺损模型中显著

增强了骨修复能力
[91]
。淫羊藿苷在炎性骨缺损的治疗中

起着重要作用，然而药代动力学研究表明较差的生物利

用度限制了其应用
[92]
。在此背景下，YU 等

[93]
分离了牛

奶来源细胞外囊泡并负载了淫羊藿苷，以改善淫羊藿苷

的成骨效应，结果显示负载淫羊藿苷的细胞外囊泡可以

通过促进信号转导和转录激活因子 5 与 GJA1 启动子的结

合，进而促进成骨细胞的增殖和分化，提高小鼠颅骨缺

损的骨修复能力。不同来源的工程化细胞外囊泡在骨缺

损再生中的应用见表 3。

3   总结与展望   Summary and prospects
在骨缺损再生修复领域，工程化细胞外囊泡表现出

了巨大的治疗潜力。尽管细胞外囊泡在再生医学中的应用

才刚刚开始，但临床前的测试结果表明，细胞外囊泡的应

用将克服基于细胞疗法的局限性以及相关的可能不良反

应。基于表面修饰和内容物装载的工程化策略赋予了细胞

外囊泡更高的生物相容性、组织靶向性、治疗有效性和安

全性，使其有望成为临界骨缺损再生修复的良好选择。

用于细胞外囊泡工程化改造的方法众多，但是应该

注意到其对骨缺损相关模型的适应性，避免过度使用，

应考虑到工程化细胞外囊泡的实际效用是否值得复杂工

程方法的高成本。在解决这些问题之前，需要首先标准

化分离和表征技术，但该领域尚未达成共识。在机制研

究方面，细胞外囊泡的多样化功能源于其不同的内容物，

目前学者们主要关注 miRNA，它们在细胞外囊泡介导的

临界骨缺损再生中起着关键作用。然而，在不同的病理

情况下不同细胞外囊泡与靶细胞相互作用的关键蛋白质

和其他 RNA 的信息尚不明确，探索潜在的治疗机制对于

未来工程化细胞外囊泡走向临床研究具有重要意义。尽

管工程化细胞外囊泡在应用于骨缺损再生修复过程中仍

面临着诸多挑战，但是随着对细胞外囊泡治疗机制理解

的不断深入，以及生物医学及相关学科的快速发展，相

信在不久的将来工程化细胞外囊泡治疗骨缺损会迎来大

规模临床应用。  
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表 3 ｜工程化细胞外囊泡在骨缺损再生中的应用

工程化策略 发表

年份

第一作者 细胞外囊

泡来源

模型

选择

结果

表面修

饰

表面吸

附

2020 LIANG[81]
骨髓间充

质干细胞

兔股骨

髁缺损

骨形态发生蛋白 2 修饰的骨髓

间充质干细胞来源细胞外囊泡

通过联合脱钙骨基质支架可增

强骨诱导能力并促进骨修复

疏水插

入

2022 WU[91]
脂肪间充

质干细胞

大鼠股

骨缺损

CREKA 修饰的细胞外囊泡通过

靶向纤维蛋白可增强骨修复

化学修

饰

2022 SU[89]
修复性施

万细胞

大鼠颅

骨缺损

磷脂酰丝氨酸靶向适体修饰的

细胞外囊泡通过 JNK3/MAPK 通

路促进神经、血管和骨骼再生

内容物

装载

亲本细

胞转染

2017 LI[87]
骨髓间充

质干细胞

兔类固

醇诱发

的股骨

头缺血

性坏死 

突变缺氧诱导因子 1α 修饰的

骨髓间充质干细胞来源细胞外

囊泡通过增强成骨和血管生成

来促进股骨头缺血性坏死修复

亲本细

胞共培

养

2019 WEI[80]
巨噬细胞 人骨髓

间充质

干细胞

骨形态发生蛋白 2 修饰的巨噬

细胞来源细胞外囊泡通过自噬

依赖性途径可增强人骨髓间充

质干细胞成骨分化

亲本细

胞转染

2020 HUANG[79]
人骨髓来

源基质细

胞

大鼠颅

骨缺损

骨形态发生蛋白 2 修饰的人骨

髓基质细胞来源细胞外囊泡通

过增强骨形态发生蛋白 2 信号

级联促进骨再生

亲本细

胞转染

2020 YING[88]
骨髓间充

质干细胞

大鼠颅

骨缺损

突变缺氧诱导因子 1α 修饰的

骨髓间充质干细胞来源细胞外

囊泡通过联合 β- 磷酸三钙支

架可促进骨再生和血管生成

电穿孔 2021 ZHA[90]
小鼠软骨

祖细胞系

大鼠桡

骨缺损

负载血管内皮生长因子的细胞

外囊泡可增强大节段骨缺损的

成骨和血管重塑

细胞外

囊泡共

培养

2023 YU[93]
牛奶 小鼠颅

骨缺损

负载淫羊藿苷的细胞外囊泡通

过促进 STAT5a 与 GJA1 启动子

结合可增强骨修复

亲本细

胞转染

2023 HUANG[83]
人骨髓来

源基质细

胞

大鼠颅

骨缺损

负载 miR-424 的人骨髓基质细

胞来源细胞外囊泡通过激活
SMAD1/5/8 磷酸化可增强骨修

复

亲本细

胞转染

2023 LAI[84]
骨髓间充

质干细胞

小鼠牙

周炎

负载 miR-26a 的骨髓间充质干

细胞来源细胞外囊泡可促进实

验性牙周炎的成骨能力并抑制

骨质流失

亲本细

胞转染

2023 SUN[82]
小鼠胚胎

成纤维细

胞

小鼠颅

骨缺损

模型

骨形态发生蛋白 2 修饰的细胞

外囊泡可促进骨髓间充质干细

胞的增殖和成骨分化，改善原

位骨再生

表面修

饰联合

内容物

装载

基因工

程、亲

本细胞
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