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微小RNA工程化外泌体在糖尿病创面中的作用
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【摘要】　糖尿病创面是糖尿病患者常见的并发症之

一，治疗较为困难。目前，糖尿病创面的治疗方法包括清

创、功能性敷料覆盖、负压治疗、骨水泥填充、皮肤移植等。

微小 RNA（miRNA）工程化外泌体具有减轻炎症、刺激血管

生成、促进胶原沉积和再上皮化等功能，在糖尿病创面修复

中展现出巨大潜力，相关研究正在积极开展。该文对糖尿

病创面的病理生理特征、miRNA与外泌体的特性、外泌体负

载 miRNA 的工程化方法和 miRNA 工程化外泌体促进糖尿

病创面愈合的机制进行综述，以期为miRNA工程化外泌体

在糖尿病创面中的临床应用提供参考依据。
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【Abstract】 Diabetic wounds are a common 
complication in patients with diabetes, which is difficult to 
treat. Current treatment methods for diabetic wounds 
include debridement, functional dressing coverage, 
negative pressure therapy, bone cement filling, and skin 
grafting, etc. MicroRNA (miRNA) engineered exosomes 
have shown promising potential in diabetic wound repair 
due to the ability to alleviate inflammation, stimulate 
angiogenesis, and promote collagen deposition and 
re-epithelialization. Related researches are being actively 

carred out. This paper reviews the pathophysiological 
characteristics of diabetic wounds, the characteristics of 
miRNA and exosomes, the engineering methods for 
exosomes loaded with miRNA, and the mechanism of 
miRNA engineered exosomes in promoting healing of 
diabetic wounds, aiming to provide a reference basis for 
the future clinical application of miRNA engineered 
exosomes in diabetic wounds.
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据报道，全球 20~79 岁人群中糖尿病患者约占 10.5%
（5.366 亿人），预计到 2045 年该比例将会上升至 12.2%
（7.832亿人），其中中国和印度是糖尿病患者最多的 2个国

家［1］。糖尿病创面是糖尿病患者常见的并发症之一，其中

最严重的是糖尿病足［2］。据统计，我国 50岁以上人群糖尿

病足溃疡患病率超过 8.1%［3］；全球 19%~34%的糖尿病患者

出现足部溃疡，且溃疡愈合后复发率高，愈合后 1、3、5年的

复发率分别为 40%、60%和 65%［2］。长时间创面不愈合和缺

乏有效的创面治疗方法，往往导致较高的截肢率，糖尿病足

截肢后 5年的病死率甚至高于恶性肿瘤［4］。目前，临床常见

的糖尿病创面治疗方法包括清创、功能性敷料覆盖、负压治

疗、骨水泥填充、皮肤移植等，但治疗效果均欠佳［5⁃6］。

糖尿病创面因长期过度的慢性炎症［7］、血管生成障碍［8］

及组织缺氧［9］等原因导致愈合困难。近年来研究表明，微

小 RNA（microRNA，miRNA）具有抗炎、促进血管生成以及

胶原蛋白沉积等功能［10］，可能是治疗糖尿病创面的有效方

法。但是，将miRNA用于治疗糖尿病创面仍有许多待解决

的问题，例如保护miRNA不被降解［11］。由于裸露的miRNA
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易被RNA酶降解，导致miRNA不能直接用于创面治疗。研

究表明，外泌体能够保护 miRNA 使其避免被降解，并且参

与细胞间通信和细胞内信号转导［12］，是将miRNA递送到靶

组织或细胞的优良载体。近年来，研究人员利用工程化方

法成功将miRNA载入外泌体中，该方法在糖尿病创面治疗

中展现出潜力，这为糖尿病创面的治疗提供了新的思路和

方向。

该文总结了糖尿病创面的病理生理特征、miRNA 与外

泌体的特性、外泌体负载miRNA的工程化方法和miRNA工

程化外泌体促进糖尿病创面愈合的机制，以期为miRNA工

程化外泌体在糖尿病创面中的临床应用提供参考依据。

1 糖尿病创面的病理生理特征

生理情况下，机体会遵循正常的创面愈合过程，包括止

血、炎症、增殖和重塑 4 个重要阶段，各阶段相互作用和重

叠［13］。然而，当创面愈合过程不断受到异常因素的刺激或

影响时，就会导致创面愈合困难，如糖尿病创面。糖尿病创

面具有以下特点：（1）慢性炎症。糖尿病创面由于促炎性细

胞因子的过量表达以及抗炎细胞因子的缺乏，导致M1型巨

噬细胞过度积累［7］。如果炎症得不到控制，炎症细胞持续

存在于创面部位，可能会导致慢性炎症。（2）血管生成障碍。

糖尿病创面持续高糖水平会干扰创面愈合微环境，使创面

外周血管病变和缺乏促血管生成因子，引起血管生成过程

受损和微血管并发症［8］。（3）组织缺氧。在正常的创面愈合

过 程 中 ，局 部 缺 氧 可 导 致 组 织 中 缺 氧 诱 导 因 子 1α
（hypoxia-inducible factor 1α，HIF-1α）的稳定表达，该因子可

促进血管生成［9］。糖尿病创面会消耗更多的氧气，而血管

生成受损会加重创面组织缺氧，过度的缺氧又进一步阻碍

血管生成，形成恶性循环［14］。（4）胶原沉积和重塑受阻。基

质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）负责降解胶

原蛋白并调节KC的迁移。然而，糖尿病创面长期的炎症环

境引起 MMP-9 过度表达，组织金属蛋白酶抑制物（tissue 
inhibitor of metalloproteinase，TIMP）降低，ECM过度降解，导

致胶原沉积和重塑受阻，延缓糖尿病患者创面愈合［15］。（5）
外周神经病变。糖尿病患者长期的高血糖往往导致外周末

梢神经发生感觉、运动和自主神经功能障碍，引起皮肤的抗

压、抗热及血管舒张功能异常，容易形成皮肤创面［16］。

2 miRNA与外泌体的特性

2. 1 miRNA
1993年，研究人员在线虫中发现了 1个名为 lin-4的基

因（该基因编码了一类具有反义互补序列的小RNA分子），

通过分子生物学和基因组学技术检测到 lin-4编码的小

RNA 可以与另一个靶基因 lin-14的 mRNA 序列相互作用；

而且 lin-4编码的小 RNA 的表达与线虫的生长和发育密切

相关，表明 lin-4基因具有时间和空间上的表达调控模

式［17］。此后不久，有报道表示 lin-4代表了在蠕虫、苍蝇和

哺乳动物中发现的数量非常多的内源性小 RNA（被命名为

miRNA），为后续miRNA的深入研究奠定了基础［17］。

具有调节基因表达活性的miRNA是 1组由内源性基因

编码的、具有 22个核苷酸的非编码 RNA 分子，在基因表达

调控过程中发挥重要的作用［11］。在动物基因组中至少有

100 个不同 miRNA，少数 miRNA 的功能是已知的［18］。这些

功能在调控动物生长发育和生理过程中起着重要作用，包

括调控细胞的生长、分化、增殖、代谢和凋亡等［11］。miRNA
首先在细胞核中以初级miRNA转录本的形式产生，随后被

RNA酶 3切割为前体miRNA，最后前体miRNA被RNA内切

酶切割后转化为成熟的 miRNA；成熟 miRNA 通常与目标

mRNA 的 3'-非翻译区结合，抑制 mRNA 翻译或促进 mRNA
的降解，从而调节靶基因表达［11］。

2. 2 外泌体

外泌体是一类存在于细胞外的囊泡，其结构为双层膜，

直径为 30~200 nm，由细胞质膜向内出芽形成，通过与供体

细胞表面融合而释放，在细胞间通信和信号转导中发挥作

用［12］。外泌体的吞噬或摄取过程取决于受体细胞，其进入

细胞的方式有与质膜直接融合、内吞作用或巨噬细胞胞饮

作用等。外泌体中含有蛋白质、核酸（mRNA、miRNA 和

DNA）和脂质等物质，但其物质成分受到细胞的类型、生物

发生过程（代谢活动、分泌途径等）、生理状态（应激、炎症

等）以及培养条件（营养、氧气等）的影响［19］。通过细胞通信

和信号转导的方式，外泌体中含有的生物活性分子可通过

直接结合细胞表面配体、转移激活的受体至细胞内以及传

递功能蛋白、脂质和RNA对受体细胞进行表观遗传重编程

等影响靶细胞［19］。通常可以通过超速离心、沉淀、超滤过或

使用商业试剂盒等方式从培养细胞的上清液或培养基中分

离出外泌体，其表面的标志物包括CD9、CD63、CD81和热休

克蛋白70等［19⁃20］。

3 外泌体负载miRNA的工程化方法

靶向递送是一种将治疗性分子（miRNA、药物等）有选

择性地送至特定的细胞或组织的方法，具有提高疗效、增强

生物可用性、降低毒性和不良反应以及个体化治疗的优

点［21］。为了将治疗性miRNA递送至靶细胞或组织，可以使

用直接或间接方法工程化外泌体，实现主动靶向递送

miRNA。

3. 1 直接法：外泌体产生后的工程化方法

直接法指的是从供体细胞分离出外泌体后直接进行外

泌体工程化改造，而不进行任何基因操作。直接法旨在增

加外泌体中相关miRNA的数量，可以使用物理方法或化学

方法将 miRNA 负载到外泌体中［22］。常见使外泌体负载

miRNA 的物理方法包括以下 4 种：（1）电穿孔，指在高压电

脉冲的作用下使外泌体膜不稳定，导致外泌体膜产生瞬时

的亲水孔，允许 miRNA 进入外泌体，是最常用的使外泌体

负载miRNA的方法［23］。然而，电穿孔会导致外泌体的聚集

和形态变化，以及miRNA的沉淀和聚集［24⁃25］。（2）孵化，即将

外泌体与miRNA在室温下一起孵育，使miRNA能够在一定
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时间内逐渐进入外泌体，是一种简单且经济的方法，但负载

率较低［24，26］。（3）超声处理，即通过应用声波能量瞬时破坏

外泌体膜，使 miRNA 进入外泌体中，其负载率较高［24］。（4）
冻融循环，即将 miRNA 与外泌体在室温下孵育一定时间

后，通过快速液氮冷冻和室温解冻的循环处理方法，降低外

泌体的免疫原性，且 1 次冷冻和解冻循环不会显著改变外

泌体的数量和形态［27］。

以下化学方法也可使外泌体负载miRNA：（1）改良氯化

钙转染，包括在氯化钙溶液中孵育和热休克，使更多的

miRNA进入外泌体，其负载率较高［28］。（2）皂苷（一种类似洗

涤剂的分子）透化，通过皂苷与胆固醇的相互作用使外泌体

膜形成瞬时孔，从而使miRNA进入外泌体［25］。（3）脂质体转

染。外泌体和脂质体结构相似，易于融合，使用脂质体包裹

miRNA，可增加 miRNA 稳定性，并促使 miRNA 进入外泌

体［29］。（4）化学修饰，通过对 miRNA 进行化学修饰，如修改

miRNA的磷酸化状态或miRNA核苷酸修饰，以增加miRNA
稳定性和进入外泌体的效率［30］。（5）磁性纳米颗粒转染，是

一种利用磁性纳米颗粒对外泌体进行修饰的方法，其是将

超顺磁纳米颗粒与外泌体结合，并负载药物（如miRNA），具

有高效性和可控性等优点［30］。

3. 2 间接法：外泌体产生前的工程方法

间接法是对产生外泌体的供体细胞进行基因工程处理

的方法，目前最常用的方法是病毒转染。简而言之，就是使

用携带目标miRNA的慢病毒感染供体细胞，使目标miRNA
在供体细胞中稳定表达，然后从供体细胞中分离出携带目

标 miRNA 的外泌体，旨在获得富含特定、有效 miRNA 的外

泌体，是一种常用、方便和负载稳定的外泌体工程化方法。

该方法的不足是存在潜在的不安全性［25，31］。

当然，也有研究者将细胞纳米孔技术和细胞生态位工

程应用于外泌体负载miRNA。细胞纳米孔技术是使用光刻

蚀和深反应离子刻蚀相结合的工艺，制成含纳米孔道的生

物芯片，加载瞬时电脉冲后，使质粒从缓冲液穿梭到附着在

生物芯片的细胞中，以刺激细胞产生和释放外泌体，同时增

加内源性 miRNA 含量［32］。细胞生态位工程是一种通过改

变供体细胞的培养环境（如氧分压、营养物质浓度、pH 值

等），从而调节外泌体中 miRNA 的含量和外泌体的数量的

方法［33］。此外，随着成簇规律间隔短回文重复序列及其相

关 蛋 白 9［clustered regularly interspaced short palindromic 
repeat （CRISPR）/CRISPR-associated protein-9，
CRISPR-Cas9］基 因 编 辑 技 术 的 成 熟 ，可 通 过 引 入

CRISPR-Cas9 系统和相应的目标序列，实现对供体细胞中

miRNA 的定点编辑，从而调整外泌体中 miRNA 的含量和

类型［34］。

3. 3 miRNA工程化外泌体结合生物材料

糖尿病创面愈合往往需要较长时间，因此需要一种新

的方法使 miRNA 工程化外泌体在创面表面保留更长的时

间。近年来，1种新型生物材料已被证明可以减轻炎症，促

进血管形成，从而加速糖尿病患者创面愈合［35］。目前，已有

研究者将miRNA工程化外泌体与生物材料，如基于壳聚糖

或藻酸盐的凝胶敷料相结合。一项研究报道，含有过表达

miRNA-126的滑膜间充质干细胞外泌体的壳聚糖敷料，以

剂量依赖性方式刺激人真皮 Fb 和人真皮微血管内皮细胞

的增殖、迁移和血管形成；在糖尿病大鼠创面模型中，这种

敷料可加速创面再上皮化、刺激血管生成及促进体内胶原

蛋白成熟［36］。另一项研究报道，将miRNA-146a工程化外泌

体与丝纤维素贴片结合，可提高外泌体的结合率、稳定性和

负载miRNA-146a的效率。miRNA-146a工程化外泌体与丝

纤维素贴片的结合在减轻炎症反应、促进胶原沉积和刺激

血管生成方面优于单独使用miRNA-146a工程化外泌体［31］，

这可能归因于丝纤维素贴片使 miRNA 工程化外泌体持续

缓慢释放，阻止了 miRNA 工程化外泌体被快速清除，从而

延长其在创面中的作用时间。此外，理想的生物材料还能

够吸收创面渗出液，有助于适当的气体交换，并减少微生物

感染［37］。然而，生物材料存在制作较为复杂和成本较高，以

及缺乏统一的临床使用标准等问题。希望在未来能够探索

出一种制作简单、价格低且具有统一临床使用标准的生物

材料，从而促进miRNA工程化外泌体的临床转化应用。

综上，直接和间接外泌体工程化方法都为外泌体负载

miRNA提供了较为理想的方法。然而，每种方法都有其优

点和不足，未来，研究人员可根据实际情况选择合适的工程

化方法从而获得 miRNA 工程化外泌体。相对于自身含有

丰富miRNA的外泌体而言，miRNA工程化外泌体具有可控

制性、稳定性和功能增强等优势。此外，通过与生物材料的

结合，调控 miRNA 工程化外泌体在创面的释放，进一步提

高了 miRNA 工程化外泌体在糖尿病小鼠创面中的治疗效

果［31］。然而，尽管 miRNA 工程化外泌体具有这些优势，但

目前的研究仍处于早期阶段，许多方面仍需进一步探索和

优化，如 miRNA 传递效率、外泌体的规模化生产和纯化标

准，以及 miRNA 工程化外泌体生物安全性等，这些可能是

限制 miRNA 工程化外泌体临床转化应用的重要因素［29］。

当然，随着研究的不断深入，相信目前所面临的问题和挑战

终会得到有效解决。

4 miRNA工程化外泌体促进糖尿病创面愈合的机制

研究表明，外泌体具有低免疫原性、稳定性和高运载能

力，因此工程化外泌体是一种理想的药物递送工具［38］。近

年来的相关研究显示，将产生富含有效miRNA或miRNA抑

制剂的工程化外泌体输送至糖尿病创面，可通过多种途径

发挥促进糖尿病创面愈合的作用。

4. 1 减轻炎症反应

正常愈合过程中，炎症反应对于促进创面愈合有重要

作用。然而，在糖尿病患者创面中，促炎性细胞因子

（TNF-α 和 IL-6）的过量表达，以及抗炎细胞因子（IL-10 和

TGF-β 等）的缺乏，导致促炎的 M1型巨噬细胞不能转化为

抗炎的M2型巨噬细胞，从而延缓创面愈合进程［7］。研究表

明，miRNA工程化外泌体可以调控炎症因子的表达，并诱导
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巨噬细胞的极化。Ge 等［39］在糖尿病小鼠创面（直径 1 cm）
周围注射 miRNA-132工程化脂肪干细胞外泌体，观察到该

外泌体通过核因子 κB 信号通路诱导巨噬细胞向 M2 型极

化，减轻了局部炎症反应，促进了糖尿病创面愈合。类似

地，Li等［31］利用慢病毒将miRNA-146a转染到胎盘间充质干

细胞外泌体中，并将该外泌体应用到糖尿病小鼠创面中，观

察到 miRNA-146a 工程化外泌体通过抑制 Toll 样受体 4/核
因子κB通路，诱导巨噬细胞向M2型极化，并降低 IL受体相

关激酶、IL-6等炎症因子的表达，从而减轻炎症反应，促进

创面愈合。miRNA-155可通过靶向细胞因子信号转导抑制

因子 1、细胞毒性 T淋巴细胞相关抗原 4和含蛋白质结合酶

2 结构域的肌醇 5'磷酸酶，于糖尿病患者创面发挥促炎作

用［10］。因此，下调 miRNA-155 有助于减轻创面炎症反应。

Gondaliya 等［28］ 使 用 改 良 的 氯 化 钙 转 染 方 法 将

miRNA-155抑制剂负载到间充质干细胞外泌体中，再将工

程化外泌体注射至糖尿病小鼠创面周围皮下，观察到炎症

标志物如 IL-1β、IL-6、TNF-α、可溶性 TNF 受体 1 以及趋化

因子配体 5 表达下降，且创面愈合速度明显加快。由于长

期的炎症反应和巨噬细胞向 M2型极化受阻导致糖尿病创

面难以愈合，而miRNA工程化外泌体表现出良好的减轻炎

症和诱导巨噬细胞向M2型极化的能力，有望用于临床糖尿

病创面的治疗。

4. 2 刺激血管生成，减轻组织缺氧

毛细血管长入创面床对于组织再生至关重要，因为它

们可提供氧气和营养物质，维持细胞存活并促进创面愈

合［16］。研究表明，内皮细胞中一些特定miRNA在调控血管

生成过程中发挥重要作用。其中，miRNA-126在血管内皮

细胞内高度富集，这对于血管生成和血管完整性而言至关

重要［10］。在糖尿病溃疡患者外周血中，miRNA-126的水平

较低，且血管网络发芽密度与 miRNA-126 水平呈正相

关［18］。Tao 等［36］通过慢病毒转染将 miRNA-126-3p 负载到

滑膜间充质干细胞外泌体中，并将其局部外用于糖尿病大

鼠创面，结果显示，miRNA-126-3p工程化外泌体通过血管内

皮细胞中的 MAPK/胞外信号调节激酶和磷脂酰肌醇-3-激
酶/蛋白激酶B信号通路，促进血管生成，显著提高了创面愈

合率。此外，HIF-1也是血管生成的重要介质。正常氧条件

下细胞内HIF-1α维持在较低水平，但在缺氧条件下HIF-1α
的降解受到抑制，使其能够进入细胞核诱导促血管生成因

子的表达，从而促进血管生成［40］。Yan等［41］观察到，在糖尿

病小鼠皮肤创面中 miRNA-31-5p的表达水平降低，通过电

穿孔合成负载 miRNA-31-5p的牛奶外泌体，并用该外泌体

处理血管内皮细胞，观察到细胞中miRNA-31-5p上调，而靶

基因HIF-1α抑制剂下调，从而促进血管生成，减轻组织缺

氧。由于糖尿病创面血管生成受损和组织缺氧会相互促

进，形成恶性循环，而 miRNA 工程化外泌体可刺激血管生

成，进而减轻组织缺氧，从而促进糖尿病创面愈合。

4. 3 促进胶原沉积和再上皮化

胶原蛋白是一种结构蛋白，能为皮肤提供结构支持、调

控细胞信号以及促进 ECM 重塑与修复。创面上皮化依赖

于 KC的增殖和迁移，而胶原蛋白的纤维状结构为 KC提供

了支撑，使其能够紧密排列并形成连续的上皮层［16］。然而，

在糖尿病患者创面中，MMP-9表达增加，TIMP表达减少，导

致创面 ECM 的过度降解，胶原沉积和重塑受阻，创面再上

皮化困难［15］。研究显示，miRNA 工程化外泌体可降低

MMP-9的表达，增加TIMP的表达，从而促进胶原沉积和KC
的增殖和迁移；而 miRNA-21 的表达升高可增强 MMP-9 的

表达，抑制 TIMP-1和 TIMP-2的表达，从而促进胶原沉积与

KC 的 增 殖 和 迁 移［42］。 因 此 ，Lv 等［23］通 过 电 穿 孔 将

miRNA-21-5p 模拟物加载到脂肪干细胞外泌体中，该

miRNA-21-5p工程化外泌体通过Wnt/β-连环蛋白信号通路

促进KC的增殖和迁移，在糖尿病大鼠模型中通过促进再上

皮化、胶原沉积和重塑等，加速创面愈合过程。

5 总结与展望

糖尿病所引发的创面愈合困难问题，迫切需要得到解

决。有研究报道，miRNA 能有效促进糖尿病创面的修复。

然而，裸露的 miRNA 易被降解，导致 miRNA 不能直接用于

创面治疗，需要一种安全有效的载体将其递送到创面。外

泌体是一种可用于递送 miRNA 的优良载体，它可保护

miRNA 使其避免被降解，并且参与细胞通信。研究表明，

miRNA工程化外泌体可通过减轻炎症反应、刺激血管生成、

促进胶原沉积和再上皮化，从而促进糖尿病创面愈合，为糖

尿病创面的治疗提供了新的选择，有望为糖尿病患者带来

福音。

尽管许多研究报道，基于外泌体的疗法已取得成功，但

在临床试验之前仍需解决一些问题，例如研究和开发用于

生产高效、富集大规模外泌体的方法。此外，尽管已有关于

miRNA工程化外泌体促进糖尿病创面愈合的研究，但其促

进创面愈合机制仍不够明确，期待未来开展更多的相关研

究，进一步探索miRNA工程化外泌体促进糖尿病创面愈合

的机制。值得注意的是，由于糖尿病创面愈合延迟，往往导

致反复的创面感染，从而进一步导致糖尿病创面愈合困

难［43］，但与之相关的miRNA和miRNA工程化外泌体的研究

处于空白阶段，可开展相关研究探索与糖尿病创面感染相

关的miRNA，为早日实现临床转化提供更多的理论支撑。
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·科技快讯·
从5步模型到3步模型：细菌生物膜形成模型的扩展

引用格式：Sauer K, Stoodley P, Goeres DM, et al. The biofilm life cycle: expanding the conceptual model of biofilm formation

[J]. Nat Rev Microbiol, 2022, 20(10):608-620. DOI: 10.1038/s41579-022-00767-0.

细菌生物膜是附着于生物或非生物表面的细菌群落，与慢性创面的感染密切相关。经典的细菌生物膜形成模型是基于铜

绿假单胞菌所建立的5步模型（可逆附着−不可逆附着−成熟Ⅰ−成熟Ⅱ−扩散），该模型易于理解并被广泛应用。但该研究成员

认为前述经典模型形成于实验室系统，忽略了外部系统的复杂性和细菌生物膜内部微环境变化，不能涵盖细菌生物膜形成的

多种场景（如在囊性纤维化患者的肺部感染中细菌在非生物表面附着也可形成生物膜），因而推广应用受到许多限制。为了实

现更高效的抗生物膜治疗，该研究把细菌聚集看作细菌生物膜形成的核心特征，提出了更加全面的细菌生物膜形成扩展模型，

即3步模型：聚集−生长−分离。该新模型更加简单、包容，能够代表更广泛的细菌生物膜系统形成过程，适用于自然界各种场景。

侯曙光，编译自《Nat Rev Microbiol》, 2022, 20(10):608⁃620；官浩，审校
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