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工程化外泌体在药物递送研究中的进展
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[ 摘要 ] 外泌体是由多种细胞分泌的囊泡样结构，粒径范围约为 40~160 nm。工程化外泌体是目前药物递送研究中的热点，其工程化手

段包括改变装载模式以改变外泌体的内含分子、靶向功能，以及利用外泌体的优势与组织工程学材料相结合等。综述构建工程化外泌体

的方式、外泌体结合组织工程学材料的应用以及外泌体体内分布的影响因素，以阐明当前工程化外泌体在药物递送方面的研究进展，为

后续的外泌体临床应用提供一定的参考。
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[Abstract] Exosomes are vesicular structures secreted by a variety of cells, with a size of approximately 40-160 nm. The engineering of 
exosomes is currently a hot topic in drug delivery research. Engineering methods include changing the loading mode to alter the contents 
and targeting functionality of exosomes, and combining the advantages of exosomes with tissue engineering materials. This article reviews 
the methods of constructing engineered exosomes, the application of exosomes combined with tissue engineering materials, and the 
influencing factors of exosomes' distribution in vivo to elucidate the current research progress of engineered exosomes in drug delivery, 
aiming to provide some reference for the subsequent clinical application of exosomes.
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外泌体作为细胞间的信号传递及通讯的载体，其释

放和摄取的不同机制与途径决定了信号传递及通讯

模式的多样性 [5]。总的来说，不同类型的外泌体含

有多种能够充当其他细胞配体的蛋白质，这些受体-
配体相互作用可用于靶向外泌体递送 [6]；外泌体通

过装载不同蛋白、核酸和脂质发挥不同的治疗效果。

作为理想递送载体的外泌体应当不仅能够靶向不同

的组织和器官，还能够特异性增强或减弱所靶向的

组织或器官的功能。但事实上，当前通过细胞培养

方式产生的外泌体仍存在产量较低、功能复杂及靶

向不可控等缺点 [7]。为规避这些缺点，研究人员通

过多种工程化手段建立了各类工程化外泌体，以提

高外泌体的载药能力。本文综述了构建工程化外泌

体的方式、外泌体结合组织工程学材料的应用以及

外泌体体内分布的影响因素的相关研究，以阐明当

前工程化外泌体在药物递送方面的研究进展。

外泌体是由细胞的多泡体与质膜融合后释放到

细胞外基质的微小囊泡结构，其粒径范围约为 40 ~ 
160 nm[1]。外泌体内含有多种膜蛋白、细胞溶质、核

蛋白、细胞外基质蛋白、代谢物和核酸 [2]等生物组分，

这些组分可以反映其来源细胞及组织的不同成分与

状态。外泌体不仅可以作为疾病诊断的标记物 [3]， 
也能作为递送载体，将内部含有的生物组分传递到

受体细胞中。由于外泌体表面同样是脂质双分子层

结构，因此其作为药物的递送载体时，能够更加

容易地将药物递送到细胞内部，发挥治疗作用 [4]。 
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1  工程化外泌体的构建方式

原生外泌体是指直接从细胞或体液的上清中分

离出来的外泌体，其功能大多取决于其亲代细胞的

类型，不同来源的外泌体能够实现不同的功能。来

源于循环中的血浆外泌体能够促进损伤心肌的功能

恢复 [8]，星形胶质细胞产生的外泌体能够延缓神经

元的退行性变 [9]。然而，单个外泌体其所包含的特

定内容物仍然十分有限，如外泌体中 RNA 分子约

为 1×10-6 至 0.1 个拷贝，蛋白质分子约为数十至

数百拷贝 [10-11]。由于治疗剂量无法控制，原生外

泌体在载药方面作用往往十分受限，而工程化外泌

体能够特异性增加其内容物表达 [12] 或减少相关治

疗药物的剂量 [13]，以提高药物的作用效率，因此

工程化外泌体相比于原生外泌体更有优势。利用工

程化手段，不仅可以调控外泌体中蛋白、脂质和核

酸的含量，而且还能利用外泌体本身的特性，例如

透过生物屏障能力 [14]、低免疫原性 [15] 以及抗吞噬

作用 [16]，实现对外源药物的工程化导入。目前外

源性药物导入的方式主要分为预装载和后装载方式

（见表 1）。 
表 1  工程化外泌体构建方式 

Figure 1  Engineering strategies for exosome construction

构建方式 装载种类 特点 优势 劣势

预装载
方式

转染法 多肽、蛋白或核酸 通过质粒转染策略，使
细胞表达特定蛋白 转染种类多，操作相对简单 存在遗传风险

膜融合法 膜蛋白类 通过特定膜蛋白结合 不影响外泌体理化和生物学性质 构建种类受膜蛋白种类限制

细胞电穿孔法 小分子物质 通过电场导入 无需特殊化学试剂，相对安全 递送受分子大小限制

微环境调控法 细胞本身物质 通过改变细胞环境诱导 操作简单 难以精细调控

后装载
方式

外泌体电穿孔法 小分子物质 通过电场导入 无需特殊化学试剂，相对安全 大分子物质递送受限

共孵育法 药物、小分子物质 与外泌体共同培养即可 方法简单，保留完整的外泌体结构 效率较低

超声装载法 药物、小分子物质 利用超声波剪切力 负载率高 膜结构易受损

挤压法 药物 过滤器反复挤压 产量高 外泌体纯度不高

1.1  预装载方式

预装载方式是指采用基因工程或分子生物学技

术将需要运载的药物导入亲代细胞，使其产生含有

功能分子的工程化外泌体。这些工程化外泌体具有

递送特定功能分子的能力。目前，预装载方式主要

包括转染法、膜融合法、细胞电穿孔法和微环境调

控法。

1.1.1  转染法  转染法利用质粒转染策略，使得亲代

细胞能够表达特定的多肽、蛋白或核酸，并在外泌

体生成的过程中分泌经过改造的外泌体。通过这

种方法，研究人员能够实现对目标分子的精确控

制，为生物医学研究提供有力的工具。Su 等 [17] 制

备了过表达 CAMP 基因的 U937 细胞，使之高表达

LL-37 肽，从而使工程化外泌体表现出多种生物学

功能。这类工程化外泌体不仅可以单独发挥作用，

还可以与其他生物材料结合作为药物载体。除了肽

类之外，Huang 等 [18] 将核酸 miR-31-5p 转染进入

293T 细胞，所获得的工程化外泌体具有促进血管生

成及胶原纤维沉积，促使上皮再形成的功能。转染

法虽比较常见，但有研究表明，此类方式存在一定

的遗传风险，会导致部分转染的质粒通过外泌体传

递到受体细胞中 [19]。因此，虽然转染法对于转染的

分子限制较少，但对后续的纯化及遗传风险控制要

求较高，如何规避经转染法产生的外泌体的生物安

全风险是后续研究中需要进一步考虑的问题。

1.1.2  膜融合法  膜融合法是一种有效的技术手段，

通过将转染分子与细胞膜表面结合，以增强外泌体

装载特定分子的能力。这一方法利用细胞膜与目标

分子之间的相互作用，实现了高效的分子传递和外

泌体修饰。Lin 等 [20] 将膜结合蛋白 Lamp2b 蛋白与

肽 HSTP1 结合在细胞表面，产生的外泌体用于肝纤

维化的靶向治疗，对 HSTP1 的修饰进一步提高了外

泌体的递送效率，并增强了外泌体促进肝星状细胞

恢复静止表型的能力。在癌症治疗中，膜融合法也

获得了一定的发展。Ma 等 [21] 将血小板外泌体和光

热敏感脂质体通过膜融合，不仅保留了血小板外泌

体的生物学功能，而且增强了其载药能力，实现级

联靶向抗癌作用。膜融合法对外泌体的理化性质和
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生物学特性影响最小，且不会影响外泌体的大小，

不会干扰受体细胞识别外泌体。然而，由于膜表面

蛋白的识别限制，其只能识别短序列基因序列，这

使得膜融合法的使用受到了一定的限制。

1.1.3  细胞电穿孔法  细胞电穿孔法利用细胞膜的脂

质双分子层在强电场中能够形成亲水通道，而在电

场恢复时细胞膜能够恢复原有稳定结构的特性，将

培养基中的小分子物质导入膜内部，从而实现将外

源性分子导入亲代细胞中的功能，通常用于递送

siRNA 或 miRNA 等相对分子质量较小的核酸 [22]。

例如，Wang 等 [23] 通过将 let-7 miRNA 导入 MDA-
MB-231 细胞，使其靶向荷瘤小鼠的肿瘤组织，并

抑制肿瘤生长。而对于相对分子质量较大的核酸，

如质粒 DNA，由于其难以通过细胞膜的孔洞，导入

细胞的效率并不高，为此，Yang 等 [24] 开发了一种

纳米生物芯片，其能在电场作用下，将质粒 DNA
导入亲代细胞中，通过亲代细胞转录 mRNA，从而

获得含有 mRNA 的工程化外泌体，递送效率提升了

约 1 000 倍，改善了以往工程化外泌体难以加载相

对分子质量较大的核酸的不足。

1.1.4  微环境调控法  微环境指的是细胞所处的周围

环境，以及各种能够影响细胞状态的物质。通过人

工改变细胞微环境，也同样能够影响细胞内的分子

含量。李毅等 [25] 在研究骨重塑相关外泌体 miRNA
的含量变化时，发现不同浓度的地塞米松能够影响

外泌体多种 miRNA 的含量，从而影响后续的功能。

Liu 等 [26] 的研究表明，不同含氧量条件不仅影响了

间充质干细胞的旁分泌效应，且在缺氧条件下缺氧

诱导因子 1（hypoxia inducible factor-1，HIF-1）被

激活，从而介导了外泌体中 miR-126 的表达。微环

境调控法操作较为简单，但难以把握细胞在微环境

中的状态，对于培养条件要求严格的细胞，甚至会

导致细胞死亡，因此当前使用此方法的研究较少。

1.2  后装载方式

后装载方式指在亲代细胞分离外泌体后，通过

膜透化或加载策略进行的方式。分离的外泌体可以

装载包括相对分子质量较小的药物、蛋白质甚至纳

米材料在内的治疗性分子，与基于亲代细胞的工程

方法相比，技术上更直接。采用的技术包括外泌体

电穿孔法、共孵育法、超声装载法、挤压法等。

1.2.1  外泌体电穿孔法  外泌体电穿孔法原理与细胞

电穿孔法类似，但不需要对细胞进行预装载，而是

将外泌体与药物分子混合孵育，使部分药物直接装

载入外泌体，在外源电场的作用下，也能够提高药

物进入外泌体的效率。例如，Zhu 等 [27] 将阿霉素通

过电穿孔的方式装载进入晶状体上皮细胞外泌体，

增强了外泌体的抗增殖能力和靶向能力，进而改善

后囊膜浑浊。

1.2.2  共孵育法  外泌体可以通过共孵育法进行装载，

该法需将外泌体与药物或其他分子在同一培养条件

下共同孵育。共孵育法不仅操作简单，而且具有保

持工程化外泌体结构完整性的优势。Brossa 等 [28] 
分别通过共孵育法和电穿孔法利用肝脏细胞外泌体

装载 miRNA-145，结果发现电穿孔法会导致部分

miRNA 的缺失，而共孵育法能够保持外泌体膜的

完整性。此外，共孵育法对细胞渗透性强的物质装

载效果较好。Wang 等 [29] 利用共孵育法将靶向 HIF-
1α 通路的 VH298 分子装载在外泌体内，提升了这

一细胞渗透性较强而水溶性较差的物质的负载效

率，促进了皮肤创面处的血管再生。然而，早期研

究曾发现，将姜黄素与牛奶外泌体共培养，姜黄素

的导入效率只有 18% ~ 24%[30]，因此，如何提高共

孵育法的装载效率仍然是一个亟待解决的问题。此

外，共孵育法的装载效果容易受到细胞种类的影响。

Kanchanapally 等 [31] 的研究结果显示，将不同类型的

肿瘤细胞与阿霉素进行共培养后，由于各细胞摄取

能力的差异，所分泌的外泌体的药物活性存在差异，

这与细胞释放外泌体的效率相关。不同细胞对同一

类药物的不同摄取率表明，细胞特异性在一定程度

上影响了外泌体的摄取能力。

1.2.3  超声装载法  超声装载法是利用超声波的机械

剪切力破坏外泌体膜的完整性，使药物进入外泌体

中的方法。Li 等 [32] 对胰腺癌细胞分泌的外泌体与

吉西他滨的混合物使用超声装载和共孵育 2 种不同

的方法加载药物，并比较了外泌体的最大药物负载

量，同时测量了 2 种方法获得的工程化外泌体的粒

径分布。结果显示，2 种方法获得的工程化外泌体

粒径相似，但经超声处理的外泌体的药物装载率达
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（11.68±3.68）%，明显高于吉西他滨-外泌体的共

孵育法 [（2.79±0.72）%]。不过，超声装载法会导

致膜结构受损，在运输保存过程中可能导致药物渗

漏，这也是这一方法的局限性。

1.2.4  挤压法  挤压法是将外泌体与药物混合物通过

在不同尺寸的聚碳酸酯膜过滤器之间反复挤压，从

而使外泌体膜结构改变，从而促进药物与外泌体相

结合的方法。该法能够大量获得具有外泌体特性的

类囊泡结构。Guo 等 [33] 通过磁性挤压装载阿霉素等

化学药物实现抗癌药物递送，并且验证了这一方案

在不同肿瘤细胞中实现的可能性。Zhang 等 [34] 研究

发现，挤压获得的类囊泡结构的蛋白组分与外泌体

有 80% 的一致性，其所含有的特异性蛋白大多位于

细胞线粒体和内质网中，这可能是由于其并非是细

胞直接分泌而来，其成分可能相较普通外泌体更为

复杂，需要进一步研究探索。

2  外泌体结合组织工程学材料的应用

组织工程学是一门研究修复、替代或建立组织

的学科，其主要目的是通过使用人工材料、细胞、

基因以及生物活性分子等组织工程学材料来修复或

代替人体组织。研究表明，将药物装载在外泌体中

可以增强药物与靶细胞的结合性、降低毒性以及改

善给药稳定性 [35]，而利用外泌体的优势与组织工程

学材料相结合，有助于提升药物的给药效率。目前

主要通过将外泌体与水凝胶、生物支架及纳米材料

结合的方式来增强工程化外泌体的作用效果。

2.1  外泌体结合水凝胶

水凝胶是一种以网状交联结构为骨架的水溶性

凝胶，大多用于软骨修复，局部注射后可承载不同

的生长因子和干细胞以促进修复和重建 [36]。但水凝

胶在不规则软骨的表面黏附力较弱，导致其修复能

力不够，在局部软骨重建方面存在一定的不足。Lin
等 [37] 利用水凝胶包裹外泌体，通过关节注射的方

式，证明能够延长外泌体在关节组织中的作用时间。

Han 等 [38] 将间充质干细胞外泌体和水凝胶制成混合

微针阵列贴片，在脊髓术后利用贴片原位释放外泌

体，不仅提高了单次给药效率，还避免了局部重复

注射外泌体导致的组织继发性损伤。随着不同材质

水凝胶的研究发展，工程化外泌体在这一方向的发

展也逐渐成为热点，既往研究中的外泌体与新型水

凝胶结合有望能够在应用场景和应用途径方面获得

更好的效果。

2.2  外泌体结合生物支架

生物支架是用于实现支撑及控制组织成型的重

要工程学技术，利用生物支架作为外泌体原位释放

的载体，能够延长外泌体的局部作用时间，减少给

药次数，甚至可以在手术中同步给药，增加了外泌

体使用场景。Liu 等 [39] 将外泌体冻干固定包埋在生

物活性分层玻璃支架中，增强了骨细胞的成骨能力

并诱导骨再生。Hu 等 [40] 制作了涂层含有外泌体的

洗脱支架，其有效加速了血管再内皮化并减少了支

架内再狭窄的发生。外泌体生物支架是将工程化外

泌体与传统的手术支架结合的新型手段，其发展具

有较成熟的技术支持，作为外科手术的后续治疗手

段具有较好的应用前景。

2.3  外泌体结合纳米材料

纳米材料由于其易于制造、易于分离纯化、产

量较高等优势而被寄予厚望，但其高毒性和靶向功

能不足导致其应用受限，而外泌体具有良好的生物

相容性和良好的靶向性，将两者相结合也是一种新

的工程化技术。Qi等 [41] 提供了外源性靶向的新思路，

他们开发出具有高效组织相容性及肿瘤靶向性的外

泌体的超顺磁性纳米粒子簇，用磁性纳米颗粒修饰

血液来源的外泌体的转铁蛋白受体，然后使用外部

磁体将外泌体引导至小鼠肿瘤，使之成为癌症治疗

的靶向药物递送载体。外泌体与纳米材料的结合能

够充分发挥纳米材料多样性的优势，减少材料本身

的毒性。随着新的纳米材料的开发，相信这种结合

将具有更加广阔的应用前景。

3  外泌体体内分布的影响因素

除了改变外泌体负载内容物及结合组织工程学

材料的方法，外泌体的体内分布也影响着工程化外泌

体的递送效率。影响外泌体体内分布的主要因素为

给药途径和靶向作用。

3.1  给药方式

目前主要给药方式为静脉注射、口服给药、局
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部注射、腹膜内注射和吸入给药。静脉注射是最主

要的给药途径，占给药方式的 78%，这种方式给药

的外泌体主要分布在肝脏，在脾脏、肺和胃肠道也

能被部分检测到 [42]。口服给药后，外泌体能够递送

到肝、肺、肾、胰腺、脾脏、卵巢、结肠和脑等主

要器官。局部注射的外泌体相较传统静脉注射方式

驻留时间更长，表现出更好的治疗效果 [43]。同样，

对于腹部脏器，腹膜内注射往往能够获得较好的效

果。Nojehdehi 等 [44] 通过腹膜注射间充质干细胞来

源的外泌体，增加调节性 T 细胞群及其产物，而不

改变淋巴细胞的增殖指数，减轻了链脲佐菌素诱导

的自身免疫性 1 型糖尿病的临床症状。吸入给药更

多用于呼吸系统和神经系统疾病的给药，在特发性

肺纤维化的治疗研究中 [45]，吸入给药方式表现出较

好的治疗潜力。通过吸入给药，载药外泌体更容易

穿透血脑屏障，从而实现脑部给药的作用 [46]。

3.2  靶向作用

外泌体的同种组织来源的亲代细胞被认为很

大程度上决定了外泌体在体内的摄取 [47]，使得研

究往往聚焦于制备同种组织来源的外泌体以进行工

程化改造，然而实际情况未必如此。Garofalo 等 [48] 
通过研究不同来源的肿瘤组织工程化外泌体对肿瘤

组织的靶向作用，证实肿瘤组织来源的工程化外

泌体的靶向性与肿瘤类型和外泌体的物种来源无

关，具有对肿瘤组织的普遍靶向性。值得注意的

是，Lourenco 等 [49] 发现间充质干细胞来源的外泌

体同样具有肿瘤组织的靶向性，其靶向特性在一定

程度上由肿瘤细胞分泌的迁移抑制因子（migration 
inhibitory factor，MIF）决定。外泌体对不同细胞类

型的特异性靶向导致其在细胞间通讯中的作用变得

复杂。目前已知的是受体细胞在外泌体靶向功能中

显得更加重要，但尚不清楚受体细胞吸收外泌体的

不同模式是否会导致外泌体功能的特异性改变。

4  结语与展望

外泌体的脂质双分子层结构使其具有较好的稳

定性，保证其包装物质在体内不易分解，而其本身

的低免疫原性，又能够避免淋巴细胞内吞外源物质

后所介导的细胞毒性反应。相较于细胞治疗产品，

外泌体易于保存，在－80℃的条件下可以保存半年，

目前还开发出可以在常温下保存的外泌体干粉制剂，

极大地拓宽了其使用场景，具有较好的应用前景。

本文综述了工程化外泌体的多种构建方式，比较了

不同场景下外泌体工程化策略的优劣，介绍了不同

药物及靶器官条件下如何改善工程化外泌体的药物

递送效果及临床应用场景。然而目前大多数工程化

方式仍停留在实验室方案的阶段，工业化级别的工

程化方式仍受到载药率及生产率的限制，新的工程

化载药方式仍值得进一步探索。

此外，工程化方法虽能够极大提高外泌体的产

量，提升其在体内的靶向分布功能，增强其治疗能

力，但由于工程化的手段不同，外泌体的不同提取

方式可能会带来潜在的囊泡受损和产品受污染的风

险，使得不同批次的工程化外泌体仍存在一定的异

质性，限制了其大规模使用。外泌体在大规模生产

前需经过《药品生产质量管理规范》（GMP）认证，

因此如何确保可重复性、稳定性和纯度成为当前外

泌体临床转化的核心问题。为了提升外泌体研究

的规范化，国际细胞外囊泡学会（The International 
Society for Extracellular Vesicles，ISEV）于 2018 年

提出了外泌体研究指南——Minimal Information for 
Studies of Extracellular Vesicles 2018（MISEV 2018）， 
进一步规范了外泌体的提取、鉴定及相关研究的步

骤。但在大规模量产的实现过程中，由于上下游供

应链尚缺少统一规范的质量标准，当前外泌体的生

产仍存在一定的阻碍，这也是生物制剂整体存在的

困境。

尽管存在诸多困难，但仍有许多制药企业

在探索工程化外泌体的临床应用，包括 Codiak 
BioSciences，Exopharm，Carmine Therapeutics，
Mantra Bio 等在内的多家生物科技公司已经开始研

究工程化外泌体的临床应用，Codiak BioSciences 
的 2 个工程化外泌体治疗候选药物（ExoIL-12 ™

和 ExoSTING ™） 均 处 于 Ⅰ 期 临 床 试 验 阶 段。

ClinicalTrials 上也已有部分产品的临床注册信息，

包括空军军医大学构建的表达高密度脂蛋白受体基

因的间充质干细胞工程化外泌体（适应证：家族性

高胆固醇血症，临床试验编号：NCT05043181）；
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