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本文亮点：

(1) 提出通过体外模拟创面微环境预处理间充质干细胞的方式获取外泌体，应用后可以获得更接近

细胞的治疗效果。

(2) 提出创面组织匀浆或者创面组织来源细胞外囊泡可能是体外预处理间充质干细胞的最合适组

分，是分离获取间充质干细胞外泌体用于创面治疗的优选预处理方案。
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【摘要】　自研究者们发现间充质干细胞条件培养基、

外泌体具有与间充质干细胞等效的生物学效应时，间充质

干细胞旁分泌效应的代表产物：间充质干细胞外泌体就成

为间充质干细胞“无细胞”治疗的研究热点。但是，目前多

数研究者采用传统培养条件培养间充质干细胞，分离外泌

体用于治疗创面或者其他疾病。从理论上讲，间充质干细

胞的旁分泌效应与创面（疾病）微环境的病理状况或者体外

培养条件直接相关，其旁分泌的组分与生物学效应也会随

着创面（疾病）微环境或体外培养条件的改变而发生改变。

因此，不考虑拟治疗疾病的实际情况，仅仅采用传统培养条

件培养间充质干细胞提取外泌体，治疗不同疾病的研究方

案是否可行值得商榷。由此，笔者认为间充质干细胞外泌

体的研究，应尽可能考虑拟治疗创面（疾病）微环境因素，否

则提取的间充质干细胞外泌体可能不“精准”，或者说难以

真正达到间充质干细胞的治疗效果。该文总结了笔者对目

前间充质干细胞外泌体与创面微环境研究的相关思考与问

题，希望与研究者共同商讨。

【关键词】　间质干细胞；　外泌体；　创面修复；　微

环境
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【【Abstract】】 Since researchers have found that the 
conditioned medium and exosomes of mesenchymal stem 
cells (MSCs) had the biological effects equivalent to those 
of MSCs, MSC exosomes (MSC-Exos), the representative 
product of MSCs' paracrine effect, have become the 
research focus of the "cell-free" therapy of MSCs. However, 
most researchers currently use conventional culture 
condition to culture MSCs and then isolate exosomes for 
the treatment of wound or other diseases. Theoretically, 
the paracrine effect of MSCs is directly associated with the 
pathological condition of the wound (disease) 
microenvironment or in vitro culture condition, and their 
paracrine components and biological effects may be 
altered with the changes of the wound (disease) 
microenvironment or in vitro culture condition. Thus, the 
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feasibility of using traditional culture condition to culture 
MSCs for exosome extraction for the treatment of different 
diseases without considering the actual situation of the 
disease to be treated needs further discussion. Therefore, 
the author suggests that the research of MSC-Exos should 
consider the microenvironment of the wound (disease) to 
be treated. as much as possible, otherwise the extracted 
MSC-Exos may not be "accurate" or may not really achieve 
the treatment effect of MSCs. In this article, we 
summarized some thoughts of the author and problems 
related to the researches about MSC-Exos and wound 
microenvironment, and hoped to discuss with researchers.

【【Key words】】 Mesenchymal stem cells； 
Exosomes； Wound repair； Microenvironment
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在间充质干细胞（MSC）被证实主要是通过旁

分泌机制发挥生物学效应后，学术界对于 MSC 是

否是真正意义上的干细胞也出现了争议。将这群

细胞命名为 MSC 的 Arnold I. Caplan 在 2010年建议

将MSC更名为药（物）用信号细胞，Caplan认为这些

细胞归巢在损伤或疾病病变部位，分泌生物活性因

子，起到免疫调节和营养再生作用，就犹如这些细

胞在原位进行疾病治疗一样［1］。近年来，大量研究

显示，MSC来源的外泌体（MSC-Exo）具有与MSC同

样的生物学效应。MSC-Exo具有作用效率高、能够

长期稳定保存、便于运输、使用剂量与时间容易控

制、无肿瘤或血栓形成风险等优点，被认为是未来

替代 MSC 的治疗方案，目前已成为组织损伤修复

与再生医学的研究热点。

1 外泌体与细胞外囊泡（EV）的命名

近 10 年来，关于 EV 的研究在迅速增加，为了

让读者理解外泌体与 EV 研究领域的进展，避免误

解，在此简单介绍一下外泌体与 EV 这 2 个术语的

命名情况。国际细胞外囊泡学会（ISEV）在 2014年

拟定的指南中指出，从 2004年开始，“外泌体”已经

成为大多数文献中描述“EV”最常用的术语，而

“EV”是 2011 年 9 月 ISEV 创建的专业术语［2］。EV
是一类异质性的颗粒，通过不同的生物发生途径产

生。ISEV在 2018年更新的指南中将EV定义为“从

细胞中自然释放的颗粒，由脂质双层包裹，不能复

制，即不包含功能性细胞核”［3］。EV 主要由外泌

体、大囊泡、微囊泡、微粒、凋亡小体等组成，由于研

究者尚没有能够在实验系统中建立可靠的亚细胞

来源标志物，对于 EV 亚型的特定标志物尚未达成

共识，为核内体来源的外泌体和质膜来源的大囊

泡、微粒、微囊泡分配一个特定的生物发生途径仍

然非常困难。由此，ISEV 2018 年更新的指南建议

使用EV亚型的术语来对不同的EV进行命名，即根

据 EV 的物理特性命名，如尺寸，将直径<100 nm
或<200 nm 的 EV 命名为“小 EV”，直径>200 nm 的

EV命名为“中/大EV”，或以密度定义为低、中、高密

度 EV；根据特异性表面标志物命名（CD63+/CD81+ 
EV、ANXA5+ EV等）；根据描述条件或细胞来源（足

细胞EV、缺氧EV等）命名，用来取代外泌体和微囊

泡这些在历史上有矛盾或者生物发生不准确的术

语［3］。事实上，不管怎么命名EV或者外泌体，都不

影响这群亚细胞产物在创面（疾病）治疗中的应用

前景。基于使用的习惯性，目前外泌体这一术语仍

然被多数学者采用［4］。

2 从MSC治疗创面或肿瘤的不同效应方面思考

疾病微环境对MSC旁分泌的影响

在有关 MSC 旁分泌效应的研究中，大多数研

究者是在传统培养条件下培养 MSC，分离其外泌

体［4］，而MSC的旁分泌效应在很大程度上取决于移

植部位局部的病理性微环境。由此，上述研究方案

可能存在一定的局限性［5］。研究证实，将MSC移植

于小鼠全层皮肤缺损创面能够上调VEGF的表达，

促进血管再生，加快创面愈合［6⁃7］；但在乳腺癌的研

究中，MSC 能够下调肿瘤组织 VEGF 的表达，抑制

乳腺癌生长［8⁃9］。在关于其他肿瘤的研究中，

MSC-Exo 促进肿瘤进展与抑制肿瘤生长均有不少

报道［10］。而事实上，创面与肿瘤均存在一定程度的

炎症和缺氧这些比较共性的病理性微环境［11⁃13］，然

而 MSC在这些类似的微环境中却表现出差异明显

的旁分泌效应。因此笔者思考，在排除实验室因素

以及患者的年龄、性别和是否有使用药物等因素

外，不同器官与组织的同种或同类疾病或具有类似

病理性微环境特征的不同疾病，病理性微环境都可

能具有不同的特性。笔者暂且认为出现这种特性

是因为器官与组织来源不同或者是疾病发生部位

不同，这样某一疾病特有病理性微环境特征就有可

能存在“组织/部位”属性，这种“组织/部位”属性因

素就有可能是上述 MSC旁分泌效应研究出现不同
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结果的原因之一。另外，研究表明，脂肪 MSC的旁

分泌效应在开放性创面表现为上调胶原的合成，加

快肉芽组织形成，促进小鼠全层皮肤缺损创面愈

合［14］；但当创面上皮化完成后，脂肪 MSC的旁分泌

效应则表现为下调胶原合成、拮抗纤维化或者瘢痕

形成［15⁃17］。因此，在皮肤损伤修复发生发展的不同

阶段，其病理性微环境的差异可能是改变 MSC 旁

分泌效应的主要原因。笔者暂且把这种因同一疾

病不同发展阶段呈现的不同微环境考虑为某一疾

病的病理性微环境特征存在“疾病阶段/进展”属

性。为了方便理解与后续描述，笔者把疾病微环境

的“组织/部位”属性比喻为“空间”属性，“疾病阶段/
进展”属性比喻为“时间”属性，也就是说疾病的病

理性微环境特征与疾病发生发展的“时间”与“空

间”属性也存在密切关系，同种疾病发生发展的“时

间”与“空间”不同，其病理性微环境的特征也不同，

甚至存在较大差异。由于移植的 MSC是在这些不

同的病理性微环境诱导或者刺激下发挥有针对性

的旁分泌效应，因此 MSC 能够用于治疗不同组织

与器官的多种类型疾病［18］。除实验室因素等外，研

究者在研究 MSC旁分泌效应时“忽略”了疾病微环

境具有的“时间”与“空间”属性，就会使研究结果不

一致，甚至出现较大差异［19］。

不同来源 MSC 的功能存在显著差异，从理论

上讲，MSC的来源也会影响其旁分泌效应。研究表

明CD146在脐带MSC中的表达高于脂肪MSC和骨

髓 MSC，且脐带 MSC 表现出比其他来源的 MSC 更

强的黏附能力和更高的增殖率；在分化能力方面，

骨髓MSC表现出比脂肪MSC更高的成软骨细胞和

成骨细胞分化能力，而脂肪 MSC 较脐带 MSC 和骨

髓 MSC 具有更强的成脂谱系分化能力［20］。然而，

目前还不清楚哪种来源 MSC 应该用于哪种疾病，

因为似乎无论其来源如何，MSC的旁分泌效应未见

明显差异，对同一种疾病都表现出相同的作用［18］。

另外，外泌体作用的靶细胞的状态也会影响其

生物学效应，由此笔者建议在进行 MSC 旁分泌效

应研究时，体外实验部分使用的靶细胞也应该尽可

能是疾病部位分离培养的原代细胞，如在研究

MSC-Exo对瘢痕的治疗效应时，体外实验部分最好

不选择正常Fb，宜选择瘢痕组织来源的原代Fb，从
而使体内外实验的靶细胞趋于一致。当然，体外培

养也会迅速改变细胞的状态，可采用疾病微环境因

素预处理正常靶细胞，如将瘢痕组织匀浆预处理体

外培养的正常Fb。

3 对目前常用的MSC体外预处理方式改善其旁

分泌效应的思考

基于上述思考，笔者认为MSC-Exo的研究方案

应该纳入拟治疗疾病的病理性微环境因素。近年

来，相关研究者使用炎症、低氧等方式预处理体外

培养的 MSC 后，用分离得到的 MSC-Exo 治疗相关

疾病的效果显著提高。因此，MSC的预处理已经开

始成为提高 MSC生物学效应的重要策略［21］。研究

者认为 MSC分泌组的组分可以通过“启动”MSC来

调节，而且这也是MSC“无细胞”治疗的需要［22］。目

前较常用的 MSC 体外培养预处理方案有炎症、低

氧、三维培养、各种化学和物理刺激等［21⁃22］。用这

些方式预处理MSC，虽然在一定程度上模拟了一些

疾病病变部位的炎症、缺氧等病理性微环境，改善

了 MSC的旁分泌效应，但缺氧、炎症等病理性微环

境是诸多缺血性疾病和代谢性疾病比较共性的。

如创面微环境与乳腺癌微环境均存在一定程度的

炎症和缺氧［11］，但MSC-Exo在用于治疗这些疾病时

却表现出不同，甚至差异较大的生物学效应。而

且，即便同样是肿瘤微环境，MSC-Exo 也表现出促

进或者抑制肿瘤生长这 2 种截然相反的生物学效

应［10］。由此，笔者推测通过炎症或者缺氧等体外预

处理 MSC 的方式，虽然在一定程度上模拟了创面

或者肿瘤的病理性微环境，但是疾病特有的病理性

微环境特征存在着上述“空间”属性与“时间”属性，

忽略疾病微环境的这 2种属性，仅仅通过模拟炎症

或者缺氧这 2 个特征，从“精准”医学角度分析，仍

缺乏针对性，仍然需要进一步改进和完善。

由此，本研究团队在相关学者研究的基础上提

出，根据拟治疗疾病特有的病理性微环境，进行针

对性的 MSC 预处理，进而提取针对特定微环境的

MSC-Exo进行疾病治疗的设想与建议［23⁃24］。建议在

体外培养 MSC、分离 MSC-Exo 时，尽可能模拟拟治

疗疾病特有的病理性微环境，诱导或者预处理体外

培养的MSC，这样才有可能获取对该疾病有针对性

治疗效应的 MSC-Exo。有研究者采用大鼠肝脏组

织匀浆上清液模拟肝脏微环境在体外和体内成功

诱导人脐带 MSC分化为具有肝细胞表型和功能的

肝细胞样细胞［25］，采用大鼠脑组织匀浆上清液模拟

脑组织微环境能够明显上调孕酮，诱导人脐带MSC
分泌脑源性神经营养因子［26］。于是，本研究团队采
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用炎症期创面组织匀浆模拟炎症期创面微环境对

体外培养的MSC进行预处理并提取MSC-Exo，观察

到与传统的MSC-Exo比较，创面组织匀浆预处理的

MSC-Exo 在体外能够更好地促进 Fb 增殖与迁移，

但这 2 种 MSC-Exo 处理后的 Fb 中修复相关基因的

表达无明显差异［27］。进一步研究显示，小鼠正常皮

肤组织与小鼠炎症期创面组织匀浆上清液中炎症

介质类蛋白几乎无表达（无差异），但修复因子类蛋

白表达存在差异，ELISA检测炎症期创面组织与正

常皮肤组织匀浆上清液中 TNF-α 的含量分别为

115.54、97.39 pg/mL。糖尿病小鼠创面建模第 4 天

TNF-α的浓度在 300 pg/mL左右［28］。MSC的炎症调

控与修复效应需要炎症因子“启动”［29］，文献报道在

体外启动 MSC 的免疫抑制与再生修复效应需要

10~50 ng/mL 的炎症介质［30⁃31］。而将 MSC 直接移植

到炎症介质浓度极低的小鼠全层皮肤缺损创面时，

也能够发挥其免疫调节与修复效应，MSC是通过与

免疫细胞直接接触的方式被激发或启动的［32］。于

是本研究团队采用创面组织匀浆联合炎症因子预

处理体外培养的 MSC，观察到从预处理 MSC 分离

的 MSC-Exo 在调控小鼠全层皮肤缺损创面的炎症

反应及促进修复方面明显优于从传统培养条件培

养的 MSC 中提取的 MSC-Exo［33］。这证实了本研究

团队的前期设想，即炎症期创面组织匀浆在一定程

度上模拟了创面炎症期的“特征性”病理性微环境，

也证实了前期相关研究者提出的 MSC对炎症性疾

病的调控需要炎症因子“启动”的学术观点。采用

创面（疾病）组织匀浆模拟创面微环境只是本研究

团队提出的一种学术观点，从理论上讲，该方法除

了能够在一定程度上模拟疾病微环境外，还具有疾

病微环境的“空间”与“时间”属性，可能是一种值得

研究的MSC预处理方案，但还需要相关研究证实。

4 体外模拟创面微环境进行MSC预处理后提取

MSC-Exo方案的进一步设想

新近研究证实，肿瘤组织来源的 EV 能够较准

确反映肿瘤组织微环境特征［34⁃35］，目前肿瘤 EV 被

应用到肿瘤的诊断、分期及治疗效果评价等诸多方

面。同时从阿尔茨海默病、代谢性疾病、缺血再灌

注损伤等多种非肿瘤疾病组织中也分离出了较准

确反映这些疾病微环境特征的 EV。研究表明，组

织来源 EV 涉及组织的病理性微环境，包括但不限

于血管生成、上皮-间充质转化、ECM重构和免疫状

况等；而且与从体液中分离出来的EV相比，直接从

组织中分离出来的 EV 具有组织特异性，能准确反

映组织微环境［36-37］。从理论上讲，疾病微环境来源

EV 既具有疾病发生发展的“空间”与“时间”属性，

又能够较准确反映这些疾病微环境的特征。由于

组织来源 EV 是细胞间信息交流的关键信使，同时

其组成组分较组织匀浆简单、可控，已有初步达成

的实验室质控指南。由此，笔者推测创面（疾病）组

织来源的EV有可能是一种比创面（疾病）组织匀浆

更具有研究前景的能够代表创面的病理性微环境

特征的 MSC 预处理组分，值得在 MSC-Exo 相关研

究领域进一步探讨。总之，笔者希望与更多相关学

者一起共同研究与讨论，为MSC“无细胞”治疗开辟

出一个更为“精准”的研究方向。
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