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摘要 肿瘤是全球第二位死亡因素，其发病机制的复杂性对人类健康构成了严重威胁。外泌体通过运送蛋白质、核酸等物

质参与细胞通讯，调节肿瘤微环境，影响肿瘤的增殖和进展。凭借其天然的生物相容性和独特的生理特性，外泌体可作为

药物载体装载多种抗肿瘤药物，跨越生物屏障，逃避免疫清除，靶向运输药物至肿瘤组织处，为肿瘤治疗提供了新的策略。

本文系统地总结了了外泌体的分离和载药技术；探讨了改善外泌体载药系统靶向性、留存率和渗透率的方法；并阐述了外

泌体作为载药体系装载不同抗肿瘤药物的应用现状。具体来说，外泌体能够装载抗癌药物来降低药物的不良反应，同时提

高到达肿瘤组织的药物浓度；装载蛋白质改善药物利用度；装载 siRNA、miRNA以调节基因表达，抑制肿瘤的增殖的侵

袭。此外，外泌体还可以作为肿瘤标志物用于疾病的早期诊断。尽管外泌体作为载药体系展现出强大的应用潜力，但在标

准化和规模化生产方面仍面临诸多挑战。本文对工程化外泌体在肿瘤靶向治疗中的未来发展方向进行展望，提出植物来源

外泌体的应用潜能和外泌体与人工智能相结合的发展方向。

关键词 工程化外泌体，肿瘤，靶向治疗

中图分类号 R730.5   DOI： 10.16476/j.pibb.2024.0430   CSTR： 12369.14.pibb.20240430

肿瘤是仅次于心血管疾病的全球第二位死亡因

素［1］。近年来的研究表明，外泌体参与调节肿瘤

微环境，影响肿瘤的增殖和进展，因此其已逐渐成

为探索新的肿瘤治疗方法的焦点［2］。

细胞外囊泡 （extracellular vesicle，EV） 是由

细胞分泌而来的一种膜封闭颗粒，根据产生途径不

同分为微泡、凋亡小体和外泌体3类。其中微泡直

接从质膜出芽而来，粒径在 100~1 000 nm 之间；

凋亡小体在细胞凋亡过程中细胞破裂形成；外泌体

是多泡体与质膜融合后从细胞中释放而来，粒径在

40~160 nm 之间［3-4］。外泌体继承了原细胞的生理

特性，具有良好的生物相容性，能够跨越多种生理

屏障；不具有复制或多向分化潜能，因此不存在肿

瘤形成的潜在风险［5］。外泌体的表面膜蛋白具有

识别和免疫逃逸等生物学功能，也能够保护它们免

受吞噬和补体介导的裂解，因此外泌体能够将各类

分子例如蛋白质、核酸等运送到特定部位来调节细

胞通信［6］。因此外泌体已成为新兴的生物标志物

和新型靶向药物传递系统，为肿瘤治疗提供新的

思路。

本文综述了工程化外泌体装载药物在肿瘤治疗

中的研究进展，按其实际应用，从装载各类具有抗

肿瘤作用的物质、作为肿瘤检测的指标2方面进行

阐述。除此之外，本文整理了提高工程化外泌体对

肿瘤治疗效果的方法，基于目前检索到的研究，提

出了该领域目前的局限性及临床应用的展望。

1　外泌体的载药过程

1.1　分离

将外泌体从起始样本中分离需要考虑：起始样

本中的内容物，所需外泌体的产量和纯度等。同时

需要综合经济，操作人员等情况来选择合适的分离

方法。目前仍然没有方法能够同时实现外泌体分离

的高产量、高纯度和良好的生物活性［14］。目前可
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分离得到最高产量的外泌体的方法为超滤，其次为

尺 寸 排 除 色 谱 （size-exclusion chromatography，

SEC）、超速离心；可获得最高纯度的外泌体分离

方法为超速离心，其次为 SEC、超滤［15］（图

1，表1）。

1.1.1　超速离心

超速离心作为外泌体分离的金标准，主要包括

差速超速离心和密度梯度离心两种方法。差速超速

离心交替使用高速和低速来分离不同质量的物质，

不同转速交替使用的过程中需要不断去除上清液和

转移样品，使得外泌体的产量下降，重复超速离心

也会损害外泌体结构。密度梯度超速离心使用特定

离心力将颗粒分配到特定梯度上。相对差速超速离

心来说，密度梯度离心提高了外泌体纯度，但产物

仍会被脂蛋白等污染［8］。总体来说，超速离心技

术耗时长，仪器昂贵，且在两种方法中高离心力都

可能损伤外泌体结构。

1.1.2　超滤和尺寸排除色谱

超滤是使用不同相对分子质量孔径的超滤膜进

行外泌体分离。SEC利用不同物质在凝胶孔中的洗

脱速度不同进行外泌体分离。大分子不能进入凝胶

孔，从间隙中流动快速洗脱；小分子进入凝胶孔中

洗脱速度较慢。超滤和 SEC 都具有操作简单、价

格低廉、不影响外泌体生物活性的优点。但产物也

可能被与外泌体尺寸相当的纳米颗粒污染。超滤时

颗粒在超滤膜上聚集造成膜堵塞不仅会缩短膜的使

用寿命，还会降低分离速率和产量［16］。超滤时加

压形成的剪切力会造成外泌体损伤。SEC则不受剪

切力，产物中外泌体的结构相对完整。

1.1.3　免疫亲和捕获

免疫亲和捕获基于外泌体表面的特异生物标记

物，利用相应的特异抗体来分离，这种方法分离纯

度高［11］。与超速离心相比，获得的外泌体的生物

活性更高。外泌体表面具有多种四跨肽：CD9、

Table 1　Methods of exosome isolation
表1　外泌体的分离方法

分离方法

超速离心

超滤

尺寸排除色谱

免疫亲和捕获

微流控技术

差速超速离心

密度梯度超速离心

优点

最常用的分离方法

提高外泌体纯度

操作简单，价格低廉

产量大

保存外泌体活性，纯度高，分离的外泌体具有特异性

纯度高

缺点

损害外泌体结构，产量低

不能通过表面标志物分离外泌体

增加的剪切力可能造成外泌体结构损伤

纯度低

耗时长，价格昂贵，容量低，产量低的缺点

价格昂贵，操作困难，产量低

参考

文献

［7］

［8］

［9］

［10］

［11］

［12-13］

Fig1　Methods of exosome isolation
图1　外泌体的分离方法
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CD63、CD81等，常作为外泌体的生物标志物。但

其他亚群的囊泡表面也可能表达与外泌体相同的生

物标志物。例如，CD9 就能在较大的囊泡表面观

察到，CD63也能在密度大于外泌体的囊泡表面发

现［17］。免疫亲和捕获存在耗时长、价格昂贵、容

量低、产量低的缺点，并且仅适用于无细胞样品。

超速离心、SEC、超滤、免疫亲和捕获作为传

统的分离方法，没有一种分离策略能够同时实现高

产量和高纯度，可通过结合多种分离方法来实现效

益最大化［14］。SEC和免疫亲和捕获的方法相结合，

表现出比单一方法更高的捕获效率和高纯度。超速

离心与 SEC 相结合，不仅能够增大样本处理量，

还能够降低污染物的干扰，从而实现高产量，低耗

时［18］。超滤和SEC结合能够在低耗时的前提下实

现高纯度、高产量，并且保证了各种功能的完

整性［19］。

1.1.4　微流控技术

微流控技术是通过微小管道处理微小流量液体

的系统，在外泌体的分离中，根据原理不同进一步

将其分类。一类为基于外泌体物理特性进行分离的

微流控。纳米微流控芯片利用声学场和流体动力学

场分离尺寸不同，密度不同的外泌体［20］。集成了

纳米多孔膜的微流控芯片利用传统超滤的原理在短

时间内实现更高产量，更小的外泌体结构损伤［12］。

另一类为基于免疫亲和性的微流控芯片，与免疫亲

和捕获的原理相同，通过在芯片上增加抗体修饰的

磁珠提高反应面积。研究将适体CD63和适体蛋白

酪氨酸激酶 7固定于微流控芯片上实现了 1010~1011

个/L的高捕获率［13］。但微流控芯片存在制作复杂、

价格昂贵、操作困难、产量低的缺点。

1.2　载药

外泌体的载药方式可分为外源性负载和内源性

负载（表 2）。外源性负载是指将药物分子载入已

形成的外泌体中，包括主动装载和被动装载。主动

装载是通过物理或化学方式破坏外泌体膜后将药物

装载入外泌体中，包括：电穿孔、超声处理、挤压

和冻融法（图2a），这类方法在装载药物的同时会

改变外泌体物理、化学及形态特征。电穿孔是指在

外泌体表面引入电场脉冲形成微小的孔隙将药物分

子转运到外泌体内部。电穿孔相对于简单孵育，具

有定量、可控和可重复性，广泛应用于 siRNA、

miRNA等亲水小分子的装载中，但溶液中的电荷

容易导致装载物沉淀，装载效率降低。电穿孔时电

压等条件控制不当也可能造成外泌体的结构受

损［21］。超声孵育是通过超声震荡使得外泌体膜出

现空泡，药物进入。超声孵育装载 siRNA 时形成

的聚集体比电穿孔少 12倍，且外泌体细胞摄取率

较高，可能是由于超声处理后外泌体疏水部分暴

露，与靶细胞细胞膜相互作用增强［24］。挤压法是

指将带药的溶液与外泌体混合，再通过脂质挤出机

获得负载药物的外泌体。挤压法操作简单，但受限

于外泌体对容积和压力的敏感性，可能导致部分外

泌体破裂。冻融法是将药物和外泌体混合后，反复

Table 2　Methods of exosome drug loading
表2　外泌体的载药方法

载药方式

外源性负载-主

动装载

外源性负载-被

动装载

内源性负载

电穿孔

超声处理

挤压

冻融法

简单孵育

直接转染

共孵育

优点

定量、可控和可重复性

外泌体聚集现象比电穿孔少，且外泌体细胞摄取率

较高

操作简单

效果稳定

化学结构相对稳定

高度可控，通过基因编辑技术控制内容物

与亲本细胞有同样的表面抗体和膜结构，可通过表

面抗体识别靶向细胞

缺点

电荷易导致装载物沉淀；电压控制不当可能造成外

泌体结构损伤

超声可能破坏外泌体的结构；不同条件分离的外泌

体大小、结构不同

存在外泌体破裂的风险

装载效率低于超声孵育；改变囊泡稳定性，降低细

胞摄取率

装载效率低、药物释放速率不可控

操作复杂

产量低

参考

文献

［21-23］

［24］

［25］

［26］

［27-28］

［25］

［25］
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进行冷冻干燥、解冻的循环，使得外泌体膜反复破

裂和修复。冻融法虽然效果稳定但会影响外泌体的

细胞摄取率［26］。其中目前应用最广泛的方法为电

穿孔。被动装载是利用药物浓度梯度或药物与外泌

体之间的疏水作用，将药物装载到外泌体中，例如

简单孵育。简单孵育适用于化学结构相对稳定的药

物分子，但存在装载效率低、药物释放速率不可控

等缺点。研究采用简单孵育装载5-氟尿嘧啶的装载

率仅为4.9%，对多柔比星的装载率仅为13%［27-28］。

内源性负载方法包括直接转染、共孵育（图

2b）。直接转染是通过基因工程，将编码目标药物

的miRNA导入到细胞中表达，从而使得细胞能够

产生携带特定药物的外泌体［29］。同时，此方法也

可以结合化学诱导和生物活性物质刺激等技术手

段，增加细胞分泌的外泌体数量。共孵育是将含有

药物的细胞培养液与产生外泌体的细胞共同培养，

再从细胞中分离已经装载药物的外泌体［30］。

2　外泌体载药系统的改善

外泌体从起始样本中分离后装载药物成为药物

递送体系，但作为递送治疗物质的工具，需要进行

工程化来进行外泌体修饰，改善外泌体的肿瘤靶向

性，延长外泌体在肿瘤中的留存时间，提高肿瘤部

位的药物浓度，从而提高治疗效果。

2.1　靶向性的提高策略

GBM：胶质母细胞瘤（Glioblastoma）；RGE：

神 经 纤 毛 蛋 白 1 靶 向 肽 （neuropilin-1-targeted 

peptide，RGERPPR）；RGD：精氨酸-甘氨酸-天冬

氨酸（Arginine-Glycine-Aspartic acid）；RBX1：环

框蛋白 1 （Ring-Box 1）；PRDX2：过氧化物酶 2

（Peroxiredoxin 2）；SPION：超顺磁性氧化铁纳米

颗粒 （superparamagnetic iron oxide nanoparticles）；

SIRT6： 沉 默 信 息 调 节 因 子 2 相 关 酶 类 6

（Sirtuin 6）。

普通外泌体缺乏特异性，在体内广泛分布，治

疗效果较差，常通过基因工程或物理化学方法在外

泌体表面装载特异蛋白质，实现药物靶向递

送（表3）。

基因工程构建质粒转染细胞，促使细胞分泌工

程化的外泌体。HEK293T细胞被肿瘤来源的巨噬

细胞 （tumor-associated macrophage，TAM） 靶向

肽CRVLRSGSC （CRV）的基因构成的质粒转染，

其产生的外泌体表面负载CRV，将TAM重编程为

M1，抑制肿瘤生长［36］。

其次常采用化学方法，构建化学键实现化学偶

Fig2　Methods of exosome drug loading
图2　外泌体的载药方法

（a）  外源性负载；（b）内源性负载。

Table 3　Strategies on refining targeting characteristics of exosomes
表3　改善外泌体靶向性的相关策略

方法

基因工程

化学方法

物理方法-磁性修饰

HEK293T

外泌体来源

HEK293T细胞

HEK293T细胞

Raw264.7

SIRT6 siRNA

间充质干细胞

治疗

药物

紫杉醇

circDIDO1

姜黄素、

SPION

E3适配体

si GPX 4

连接

分子

RGD

RGD

RGE

—

Fe3O4

靶向肽

Integrin αvβ3

Integrin αvβ3

NRP-1

靶向递送siRNA抑制

SIRT6的表达

—

作用

促进肿瘤细胞凋亡，抑制肿瘤生长

编码DIDO1-529 aa蛋白来促进RBX1导致的泛素化和

PRDX 2降解从而抑制胃癌进展

协助姜黄素和SPION通过血脑屏障，靶向GBM组织

［34］

借助体外磁力将外泌体靶向脑肿瘤组织

参考

文献

［31］

［32］

［33］

［35］
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联。实验将神经皮林 -1 靶向肽 （neuropilin-1-

targeted peptide，RGERPPR，RGE）在铜催化下通

过三唑键与叠氮基偶联到外泌体膜上的炔烃基团

上，其对胶质瘤细胞的靶向性远高于与未负载

RGE的外泌体（94.88%/0.53%）［33］。E3适配体-SH

与马来酰亚胺-PEG-胆固醇偶联形成偶联物。一端

的胆固醇直接插入细胞膜，偶联物与外泌体共孵育

可获得E3适配体修饰的外泌体，靶向前列腺癌细

胞［34］。也可借助物理方法，例如磁性修饰外泌体

结合磁场提高外泌体的靶向性：Fe3O4核介孔SiO2

壳通过抗 CD63 抗体与装载了 siGPX4 的外泌体结

合，通过体外磁场的作用使得携带药物的外泌体聚

集在脑肿瘤处［35］。但在修饰外泌体的过程中，部

分靶向肽如乳黏蛋白会对外泌体的细胞摄取产生影

响；修饰外泌体的适配体在体内的稳定性较差，存

在易被体内核酸酶降解的问题［37-38］。

2.2　留存率的提高策略

延长外泌体的留存率能够提高外泌体在靶组织

中的数量，提高治疗效果。基于外泌体自身特点，

或与其他生物材料相结合，发展出了一些提高外泌

体留存率，延长外泌体释放时间的方法。

首先，拮抗单核细胞对外泌体的清除作用来延

长其循环时间。CD47高表达的外泌体抑制了巨噬

细胞的清除作用，能够将外泌体在循环中的留存率

提高2%，使得外泌体在肝、肺和胰腺中沉积［39］。

然而目前应用较为广泛的方法为将外泌体与生

物材料相结合，特别是与水凝胶结合。水凝胶可以

在组织中形成类似细胞外基质的微环境来提高外泌

体的半衰期，延长外泌体的留存时间［40］。根据材

料可分为合成水凝胶和天然水凝胶。合成水凝胶原

料为各种聚合物包括 PEG、聚乙烯醇等。在治疗

脊髓损伤中，甲基丙烯酸明胶制成的水凝胶与EV

联合应用提高留存率，改善了神经表达和轴突生

长［41］。天然水凝胶的原料则包括蛋白质、糖类等。

丝绸纤维蛋白（silk fibroin，SF）和丝绸丝胶蛋白

（silk sericin，SS）共同构成SS-SF水凝胶包裹外泌

体可用于组织修复［42］。其次外泌体也能够与磁性

无机材料联用，磁性氧化铁标记的外泌体在原发性

乳腺癌中滞留的时间更长［43］。

2.3　渗透率的提高策略

肿 瘤 微 环 境 具 有 致 密 的 细 胞 外 基 质

（extracellular matrix，ECM）其中包括各类胶原蛋

白、透明质酸（hyaluronic acid，HA）和大量的基

质细胞及其分泌物阻碍纳米药物向肿瘤深处渗

透［44］。基于此，学者利用中性粒细胞弹性蛋白酶

降解肿瘤ECM中胶原蛋白和弹性蛋白实现药物的

肿瘤渗透［45］。或调节基质金属蛋白酶 （matrix 

metalloproteinases，MMPs ）活性重塑肿瘤微环境：

来自黑色素瘤细胞的miRNA被递送到邻近细胞后

激活 MMPs ［46］。或外泌体负载天然透明质酸酶

PH20，通过分解HA来提高药物渗透率［47］。

除此以外，还能够通过外泌体表达的特异性蛋

白质实现受体介导的内吞作用，促进外泌体进入内

皮细胞，穿过各类生理屏障。二氧化硅纳米颗粒

（SiO2） 封 装 过 氧 化 氢 酶 （catalase， CAT）

（CAT@SiO2）后被转染到AS1411适配体修饰的单

核巨噬细胞外泌体（Ex-A）中（CSI@Ex-A），能

够通过细胞间黏附分子 -1 （intercellular adhesion 

molecule-1， ICAM-1） 介导的途径穿过血脑屏

障［48］。DOX@lipHA-hEVs 表面的 HA 能够与癌细

胞上的 CD44 特异性结合，使得肿瘤渗透深度提

高2倍［49］。

3　应用现状

外泌体作为新兴药物递送系统具有多种优势：

生物相容性高、能够穿过各类生理屏障、具有靶向

能力将装载物递送到目标部位。聚合物作为药物载

体具有各种物理化学特性如表面电荷、形状、大小

等，工程化设计更简便。但相比外泌体，聚合物在

制备过程中易残留有机溶剂导致细胞毒性大。脂质

体是由脂质双层组成的球形囊泡，直径在 50~500 

nm左右。由于脂质体的双层脂质结构与细胞质膜

相似，因此其通过与质膜融合被细胞内化。但亲脂

性药物或两性药物易直接穿过脂质双层向外扩散，

药物难以保存在脂质体中，且脂质体在体循环内的

留存时间明显短于外泌体［50］。无机纳米颗粒包括

金属和非金属合成的纳米材料，如金、银、二氧化

硅等。无机纳米颗粒具有易修饰的特点，但难以在

水性介质中制作，难以控制反应［51］。并且相对于

其他载药系统，来自于不同细胞的外泌体有特有的

细胞嗜性能够选择性被转运到组织和器官，这种归

巢能力使它们能够穿过其他载药体系难以穿过的生

物屏障。目前已有不少研究在探索用外泌体装载各

类药物来治疗肿瘤（表4）。

HCC： 肝 细 胞 肝 癌 （hepatocellular 

carcinoma）； KAT5：赖氨酸乙酰转移酶 5 （K 

（lysine）  acetyltransferase 5）；DC：树突状细胞

（dendritic cell）； AR： 雄 激 素 受 体 （androgen 
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receptor）； PANC-1： 人 胰 腺 癌 细 胞 （human 

pancreatic carcinoma cells）； TMZ： 替 莫 唑 胺

（temozolomide）

3.1　外泌体作为癌症治疗的抗癌药物载体

阿霉素是一种有效的抗癌药物，能降低癌症死

亡率但易导致充血性心力衰竭和耐药［65］。实验将

肿瘤靶向肽 iRGD （internalizing RGD peptide） 和

缺氧响应性脂质掺入乳源外泌体的脂质双层中，并

包封阿霉素。具有靶向性和缺氧反应性的外泌体穿

透肿瘤，有效降低三阴性乳腺癌细胞的存活率［52］。

还有研究发现，与游离药物相比，外泌体包裹的阿

霉素降低了心脏毒性和对其他组织的不良反应［66］。

紫杉醇（paclitaxel，PTX）是一种抗有丝分裂

剂，但在临床应用中具有生物利用度低和剂量依赖

性毒性的缺点。有学者将功能配体RGD和磁性纳

米颗粒（magnetic nanoparticles，MNPs）偶联到人

类胰腺肿瘤细胞（PANC-1）衍生的EV表面上，构

建了 EV （rmExo） 并将 PTX 注入其中，构成

rmExo-PTX。注射该复合物到使用PANC-1细胞制

备的异种移植物小鼠中，肿瘤显著减小。其中

RGD靶向胰腺癌细胞，并且使用 rmExo-PTX治疗

后的肿瘤组织中α平滑肌肌动蛋白和Ⅰ型胶原减少，

使得外泌体能有效地穿透和内化肿瘤细胞，最终使

肿瘤体积减小［53］。

3.2　外泌体作为癌症治疗的蛋白质载体

外泌体负载蛋白质/肽类药物能够提高该类药

物到达靶组织的能力，改善药物的利用度。例如，

通过电穿孔将Cas9核糖核蛋白加载到肝星状细胞

分泌的外泌体中形成exosomeRNP，使其靶向HCC生

长 所 必 需 KAT5， 抑 制 肿 瘤 生 长 。 实 验 验 证

exosomeRNP治疗的小鼠的生存率在 50 d时为 100%，

而 PBS 处 理 的 对 照 组 小 鼠 50 d 后 的 生 存 率

为0%［54］。

外泌体作为肿瘤疫苗的载体也具有强大的潜

力 ， 将 免 疫 原 性 细 胞 死 亡 （immunogenic cell 

death， ICD） 诱 导 剂 加 载 到 α 乳 清 蛋 白 （α

-Lactalbumin，α-LA）  工程化的乳腺癌衍生外泌体

上制备原位DC疫苗（HELA-Exos），其能激活 I型

常规DC并引发CD8+T细胞的反应，抑制三阴型乳

腺癌小鼠移植模型的肿瘤［55］。

3.3　外泌体作为癌症治疗的RNA载体

低毒性、高特异性的 siRNA疗法被认为是治疗

肿瘤的有效策略，可用于替代各种化疗药物，

siRNA载体的缺乏是制约其发展的重要因素，目前

已有许多纳米颗粒用于装载药物，如脂质体、无机

纳米颗粒等［56， 67］。脂质体难以穿过血脑屏障，无

Table 4　The therapeutic effect of exosomes for cancer
表4　外泌体对肿瘤的治疗作用

物质种类

抗癌药物

蛋白质

核酸

名称

阿霉素

紫杉醇

Cas9核糖核蛋白

免疫原性细胞死亡诱导剂

siYY1和STAT3 siRNA

siSIRPα和 siSTAT6

PAK4 siRNA

let-7c

miR-7

miR-375

miR-151a

miR-1246

miR-203

miR-124-3p

作用

增加靶向性和缺氧反应性，赋予药物肿瘤穿透作用

表面有RGD肽的外泌体包裹紫杉醇，靶向胰腺癌细胞，减少α平滑肌肌动蛋白和I型胶原，使得

外泌体能有效地穿透和内化肿瘤细胞

靶向HCC生长所必需的酶：赖氨酸乙酰转移酶5（KAT5），抑制肿瘤生长

将免疫原性细胞死亡诱导剂加载到α乳清蛋白工程化的乳腺癌衍生外泌体上，激活I型常规DC和

引发肿瘤反应性CD8+T细胞的反应

提高化疗敏感性，逆转耐药性

调节巨噬细胞极化为M1表型

降低PANC-1细胞中PAK4 73%的表达量

拮抗AR和IL-6的表达和活性

增加TNF相关细胞凋亡诱导配体的抗癌敏感性

调节Wnt5a抑制胶质母细胞瘤的增殖和侵袭

增强肿瘤细胞对TMZ的敏感性

靶向上皮-间充质转化相关基因，下调N-钙黏蛋白和波形蛋白表达，从而抑制上皮-间充质转化，

降低肿瘤的侵袭性

促进巨噬细胞向M1极化，抑制前列腺癌生长

抑制铁还原酶，从而抑制肝细胞的铁死亡，降低肝的缺血再灌注损伤

参考

文献

［52］

［53］

［54］

［55］

［56］

［57］

［58］

［29］

［59］

［60］

［61］

［62］

［63］

［64］
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机纳米颗粒则存在诱导氧化应激等问题，工程化外

泌体可实现血脑屏障的有效穿透，传递治疗药物和

基因，维持肿瘤位置上的治疗剂量［68］。

索拉非尼治疗肝细胞肝癌 （hepatocellular 

carcinoma，HCC）的主要机制为诱导铁死亡，实

验设计负载multi-siRNA的外泌体能靶向HCC细胞

且沉默抑制铁死亡的基因GPX4和DHODH，来增

强索拉非尼诱导的铁死亡，增强治疗效果［69］。研

究采用外泌体包裹 siYY1和STAT3 siRNA靶向抑制

相关基因表达，阻断胶质母细胞瘤（glioblastoma ，

GBM）进展［56］。M1 巨噬细胞来源的外泌体装载

siSIRPα 和 siSTAT6 诱导巨噬细胞极化为M1表型，

抑制肿瘤生长［57］。装载 P21 活化激酶 4 （P21-

activated kinase 4，PAK4） siRNA 的外泌体降低

PANC-1 细胞中 PAK4 73% 的表达量，增加小鼠胰

腺癌模型存活率［58］。

除了 siRNA外，外泌体递送miRNA也是一种

新的治疗策略：致死7c （let-7c）在前列腺癌中被

认为是肿瘤抑制因子，它可以拮抗AR和 IL-6的表

达和活性［70-71］。因此利用肿瘤相关间充质干细胞

来源的外泌体装载外源性 let-7c，可有效抑制去势

抵抗型前列腺癌复发和预防转移［29］。miR-7 增加

TNF 相关细胞凋亡诱导配体的抗癌敏感性；miR-

375通过调节Wnt5a抑制胶质母细胞瘤的增殖和侵

袭；外泌体 miR-151a 作用于肿瘤细胞以增强对

TMZ的敏感性［59-61］。外泌体miR-1246靶向上皮-间

充质转化相关基因，下调N-钙黏蛋白和波形蛋白

表达，从而抑制上皮-间充质转化，降低肿瘤的侵

袭性［62］。外泌体miR-203通过促进巨噬细胞向M1

极化，抑制前列腺癌生长［63］。血红素加氧酶-氧合

酶-1 （heme oxygenase‑1，HO-1）转染骨髓间充质

干细胞后，其分泌的外泌体中miR-124-3p高表达，

抑制铁还原酶，从而抑制肝细胞的铁死亡，降低肝

的缺血再灌注损伤［64］。

3.4　外泌体作为肿瘤检测的标志物

外泌体除了在治疗中发挥重要作用，其也包含

miRNA、lncRNA、circRNA 等内容物，因此可被

视为肿瘤诊断、预测、分期的标准的生物标志物。

前列腺癌是一类常见的男性肿瘤。血清前列腺

特异性抗原（prostate specific antigen， PSA）是目

前最主要的前列腺癌的诊断工具，但 PSA 无法区

分侵袭性前列腺癌。前列腺炎等非肿瘤性疾病也会

出现 PSA 假阳性结果。来源于尿液的外泌体检测

能够提高前列腺癌诊断的敏感性，特异性和简便

性：外泌体 miR-30b-3p 敏感性和特异性分别为

46.4%和 88.0%；外泌体miR-126-3p敏感性和特异

性分别为 60.7% 和 80.0%［72］。CA19-9 作为使用最

广泛的胰腺癌生物标志物，其特异性和敏感性都较

低，胰腺癌的早期隐蔽的特点也是其死亡率高的原

因之一［73］。实验验证胰腺癌患者分泌的胰液中的

外泌体miR-21、miR-155水平显著升高，且结合胰

液细胞学检查，准确率可提高至91%［74］。

4　目前应用局限性及未来展望

目前针对外泌体的研究大多停留在开发的初始

阶段，关键在于外泌体生产的规模化和标准化。外

泌体大小的差异、表面标记物的多样性、内容物的

丰富性构成了其异质性的特点。不同外泌体亚型的

特征无法确定，增加了外泌体分离的难度。不同的

分离方法都有着各自的缺陷，目前仍然没有一种技

术能够同时满足纯度高、产量大的要求，因此需要

采用多种分离策略结合的方式来提高外泌体的纯度

和产量。正是由于各类文献中为了满足需求所采用

的分离、纯化和储存方式不同，分离得到的外泌体

可比性和重复性较差。其次外泌体的载药效率仍有

待提高，电穿孔、冻融法在载药过程中会改变外泌

体尺寸和形态。不同来源的外泌体还需要在不同的

温度或介质下储存，储存条件可能会对外泌体的内

容物造成影响。外泌体在分离、修饰和储存上的不

稳定性限制了其临床转化的潜力。在制定药物剂量

时，需要考虑其在体内的循环时间、不良反应、施

用方法等，外泌体的不确定性为其使用增添了挑战

性。目前越来越多的研究集中于探究植物来源的外

泌体在肿瘤治疗中的应用［75］。

在肿瘤化疗耐药性逐渐增强，治疗效果逐渐降

低的背景下，携带核酸、蛋白质和小分子药物的外

泌体能够靶向运送治疗分子到肿瘤部位，实现不良

反应的最低化和治疗效果最优化。因此工程化外泌

体已逐渐成为肿瘤靶向治疗方法的研究热点。外泌

体的低免疫原性、组织渗透性和药物的装载也为无

细胞疗法的发展提供了新的选择。同时由于健康个

体和癌症患者的外泌体内容物不同，癌症患者来源

的外泌体携带了癌症信息丰富的内容物或表面物

质，可应用于癌症的诊断以提高诊断的精确度和灵

敏度［76］。在各种来源的外泌体中，植物来源的外

泌体具有很大的潜力，因为植物可以较低的成本进

行大规模种植，从原材料角度提高外泌体的产量；

此外它们还具有良好的安全性，降低了免疫原性的
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风险。随着人工智能、深度学习等计算机技术的发

展，可以通过机器学习建立模型，探索可用于癌症

诊断的外泌体生物标志物，提高诊断效率［77-78］。工

程化外泌体的出现为肿瘤的精准治疗领域开发了新

的道路，在未来具有不可估量的价值。
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Graphical abstract

Abstract　Tumors are the second leading cause of death worldwide. Exosomes are a type of extracellular vesicle 

secreted from multivesicular bodies, with particle sizes ranging from 40 to 160 nanometers. They regulate the 

tumor microenvironment, proliferation, and progression by transporting proteins, nucleic acids, and other 

biomolecules. Compared with other drug delivery systems, exosomes derived from different cells possess unique 

cellular tropism, enabling them to selectively target specific tissues and organs. This homing ability allows them 

to cross biological barriers that are otherwise difficult for conventional drug delivery systems to penetrate. Due to 

their biocompatibility and unique biological properties, exosomes can serve as drug delivery systems capable of 

loading various anti-tumor drugs. They can traverse biological barriers, evade immune responses, and specifically 

target tumor tissues, making them ideal carriers for anti-tumor therapeutics. This article systematically 

summarizes the methods for exosome isolation, including ultracentrifugation, ultrafiltration, size-exclusion 

chromatography (SEC), immunoaffinity capture, and microfluidics. However, these methods have certain 

limitations. A combination of multiple isolation techniques can improve isolation efficiency. For instance, 
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combining ultrafiltration with SEC can achieve both high purity and high yield while reducing processing time. 

Exosome drug loading methods can be classified into post-loading and pre-loading approaches. Pre-loading is 

further categorized into active and passive loading. Active loading methods, including electroporation, sonication, 

extrusion, and freeze-thaw cycles, involve physical or chemical disruption of the exosome membrane to facilitate 

drug encapsulation. Passive loading relies on drug concentration gradients or hydrophobic interactions between 

drugs and exosomes for encapsulation. Pre-loading strategies also include genetic engineering and co-incubation 

methods. Additionally, we review approaches to enhance the targeting, retention, and permeability of exosomes. 

Genetic engineering and chemical modifications can improve their tumor-targeting capabilities. Magnetic fields 

can also be employed to promote the accumulation of exosomes at tumor sites. Retention time can be prolonged 

by inhibiting monocyte-mediated clearance or by combining exosomes with hydrogels. Engineered exosomes can 

also reshape the tumor microenvironment to enhance permeability. This review further discusses the current 

applications of exosomes in delivering various anti-tumor drugs. Specifically, exosomes can encapsulate 

chemotherapeutic agents such as paclitaxel to reduce side effects and increase drug concentration within tumor 

tissues. For instance, exosomes loaded with doxorubicin can mitigate cardiotoxicity and minimize adverse effects 

on healthy tissues. Furthermore, exosomes can encapsulate proteins to enhance protein stability and 

bioavailability or carry immunogenic cell death inducers for tumor vaccines. In addition to these applications, 

exosomes can deliver nucleic acids such as siRNA and miRNA to regulate gene expression, inhibit tumor 

proliferation, and suppress invasion. Beyond their therapeutic applications, exosomes also serve as tumor 

biomarkers for early cancer diagnosis. The detection of exosomal miRNA can improve the sensitivity and 

specificity of diagnosing prostate and pancreatic cancers. Despite their promising potential as drug delivery 

systems, challenges remain in the standardization and large-scale production of exosomes. This article explores 

the future development of engineered exosomes for targeted tumor therapy. Plant-derived exosomes hold potential 

due to their superior biocompatibility, lower toxicity, and abundant availability. Furthermore, the integration of 

exosomes with artificial intelligence may offer novel applications in diagnostics, therapeutics, and personalized 

medicine.
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