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【摘要】 外泌体是细胞主动分泌的直径约 40～160 nm 的小囊泡，参与机体的多种病理生理过程，与疾病

的发生发展密切相关；外泌体是一种新发现的可用于疾病诊断和预测预后的生物标志物载体，其潜在临床应用

价值备受瞩目。然而，外泌体的生成、靶向性转运、分子调控机制等诸多方面目前仍不清楚。本文从外泌体生

成环节入手，对目前已知的外泌体生成途径和重要的分子调控机制进行综述，以期通过抑制或者促进外泌体生

成来治疗临床疾病。
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【Abstract】 Exosomes are small vesicles with a diameter of about 40-160 nm actively secreted by cells. They 
participate in a variety of pathophysiological processes and are closely related to the occurrence and development 
of diseases. As a newly carrier of intercellular communication and circulating biomarkers of disease diagnosis and 
prognosis, exosomes have attracted great attention for their potential clinical applications. However, many aspects such 
as exosome biogenesis, targeted transport, and mechanism of action are still unclear. This paper focuses on the exosome 
biogenesis, summarizes the exosome biogenesis pathways, and describes relevant molecular modulation mechanisms of 
importance. And this review provides a theoretical basis for disease treatment based on regulating exosome production.
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 细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）是由细胞释放的

各种具有膜结构的囊泡的统称，基于其生成、大小和生物物

理性质不同，可进一步分为凋亡小泡、微囊泡和外泌体［1］。

其中，外泌体具有特殊的生物发生机制，在细胞分选系统中

以腔内囊泡（intraluminal vesicle，ILV）的形式产生，包被于多

泡体（multivesicular body，MVB）中，当 MVB 与细胞膜融合时，

其中的小囊泡被释放到细胞外，即为外泌体。该过程包括

携带内容物的分选、胞内运输、细胞膜的锚定和融合、释放。

外泌体携带多种物质，包括核酸、脂质和蛋白质等，在组织、

细胞间进行信号交流，对维持正常细胞稳态具有重要作用。 

因此，探究外泌体生成的具体分子机制，开发相应的药物制

剂，对疾病的防治具有重要意义。

1 外泌体的概念 

 外泌体是一种直径 40～160 nm 的具有脂质双分子层的

小囊泡，密度 1.1～1.2 g/mL，是 EV 的一种。早在 1967 年，

Wolf［2］首先在血浆中观察到细胞外小囊泡，并命名为“血小 

板灰尘”。Harding 等［3］和 Pan 等［4］相继于 1983 年、1985 年 

分别在大鼠及绵羊网织红细胞上清液中发现了细胞外小囊

泡。2005 年，Johnstone［5］因为“囊泡内容物向细胞外释放

的过程与细胞膜内吞胞外分子的作用方向相反”，首次采用

“exosome”（外泌体）来命名这些细胞外的小囊泡，意为向外

的小体。1996 年，Raposo 等［6］发现外泌体具有维持细胞外

微环境稳态、抗原呈递、刺激 T 细胞增殖诱导机体免疫反应

等作用。2007 年，Valadi 等［7］发现外泌体中含有 mRNA 和

微小 RNA（microRNA，miRNA），具有调控细胞生物学作用的

潜力，至此外泌体被广泛关注。

2 外泌体的生成过程 

 EV 可分为凋亡小泡、微囊泡和外泌体。凋亡小泡属于

脱落小体 ；微囊泡是质膜直接向外出芽产生的囊泡，直径约

50～1 000 nm ；而外泌体直径约 40～160 nm，由细胞膜内吞

形成内体，内体限制膜发生多处凹陷，向内出芽形成 ILV，继

而转变为具有动态亚细胞结构的 MVB，与胞膜融合后，将颗

粒状小囊泡释放至胞外，即为外泌体。外泌体独特而复杂的

胞内形成过程，决定了其组成的复杂性及功能的多样性。

3 外泌体生成的调控机制 

 外泌体生成主要包括 ILV 的形成、MVB 的转运（避免溶



·  430  · 中华危重病急救医学  2022 年 4 月第 34 卷第 4 期  Chin Crit Care Med，April   2022，Vol.34，No.4

酶体降解）及 MVB 与细胞膜的融合。外泌体生成过程主要

涉及 Ras 超家族成员蛋白小 GTP 酶蛋白家族（Rab）、含 PDC

结构域的联合蛋白聚糖结合蛋白 1（syntenin 1）、肿瘤易感基 

因 101（tumor susceptibility gene 101，TSG101）、凋亡相关基因-2 

相互作用蛋白Ⅹ（apoptosis-linked gene-2-interacting proteinⅩ， 

ALIⅩ）、联合蛋白聚糖-1（syndecan-1）、内吞体分选转运复合

物（endosomal sorting complex required for transport，ESCRT）蛋

白、磷脂、四分子交联体家族成员、神经酰胺、鞘磷脂酶和可

溶性神经酰胺-马来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体复合物蛋

白（soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein  

receptor，SNARE）等（图 1）［8-9］。

 不同的细胞类型、培养条件和细胞的基因组稳态亦是

调节外泌体生成的重要因素。肿瘤细胞比健康细胞释放的

外泌体更多。在不同温度条件下，乳腺癌细胞生成的外泌体

含量存在显著差异，温度增高时，乳腺癌细胞释放的外泌体

明显增加［10］。此外，对单细胞外泌体进行延时监测的研究

结果表明，非癌细胞与癌细胞外泌体产生速率也存在显著差

异；研究还表明，在低氧条件下，间充质干细胞（mesenchymal 

stem cell，MSC）生成的外泌体可以减轻心肌细胞凋亡，从而

改善心肌缺血［11-12］。昼夜节律改变可以调控外泌体的生成，

使机体胰岛素敏感性受到影响［13］。网织红细胞在分化过程

中［14］，树突状细胞在细胞成熟过程中［15］，都会出现外泌体

生成增加。

 外泌体可根据大小分为不同的亚群，且大外泌体和小外

泌体各有独特的 N- 糖基化、蛋白质、脂质、DNA 和 RNA 图

谱及生物物理特性，因而分泌过程亦不相同［16］。外泌体生

成通常涉及 3 种途径，包括 ESCRT 依赖性外泌体生成途径、

ESCRT 非依赖性外泌体生成途径和其他途径。

3.1 ESCRT 依赖性外泌体生成途径 ：外泌体可通过 ESCRT

依赖性途径生成。研究表明，外泌体的生物学发生首先是质

膜内吞形成早期内体，继而早期内体逐渐成熟为晚期内体，

内体膜向内出芽形成 ILV，最终演变成 MVB［17］。ESCRT 蛋

白复合物作为膜形成和断裂的驱动力，是 MVB 和 ILV 形成

的重要调控物质［18］。ESCRT 蛋白复合物包括 5 种不同的复

合物，分别为 ESCRT-0、ESCRT-Ⅰ、ESCRT-Ⅱ、ESCRT-Ⅲ和

AAA 三磷酸腺苷酶相关的液泡分选蛋白 4（vacuolar protein  

sorting 4，VPS4）复合物。ESCRT 调控外泌体生成是一个多

步骤过程，首先 ESCRT-0 和 ESCRT-Ⅰ亚单位蛋白将泛素化

的跨膜分子聚集在 MVB 膜的微结构域上，并通过 ESCRT-Ⅱ 

募集 ESCRT-Ⅲ形成亚复合物，调控细胞膜微结构域的出芽

和分裂。一项关于 ESCRT 组成分子的 RNA 干扰研究揭示了 

ESCRT 关键组分在外泌体形成中的作用，发现 ESCRT 组分

选择性失活影响了 MVB 和 ILV 形成，进而间接调控了外泌

体的形成［19］。在该研究中，7 个有关外泌体生成的 ESCRT 蛋 

白被发现。降低 ESCRT-0 的肝细胞生长因子调节的酪氨酸

激酶底物 Hrs、TSG101 及 ESCRT- Ⅰ的蛋白信号转导接头分

子 1（signal transducing adaptor molecule 1，STAM1），可使外泌 

体分泌减少 ；然而敲除 ESCRT-Ⅲ和相关蛋白染色质修饰蛋 

白 4C（chromatin modified protein 4C，CHMP4C）、VPS4B、囊泡 

运输相关蛋白1（vesicle trafficking-associated protein 1，VTA1）、 

ALIⅩ则可以使外泌体分泌增多。

但 ALIⅩ基因沉默可能只影响外

泌体蛋白组成，不影响外泌体分 

泌。ESCRT-0 蛋白 Hrs 也被证明 

在外泌体分泌中发挥作用［20］。Hrs 

基 因 沉 默 主 要 导 致 50～200 nm

的外泌体减少，而对＜50 nm 的外

泌体分泌则无明显影响［19］。研

究表明，Hrs 缺失的树突状细胞

分泌的外泌体较少［21］。人胚胎

肾细胞 HEK293 中 Hrs 缺失可减

少外泌体中 Wnt 信号通路蛋白和

内质网保守的膜转运蛋白 Evi 分

泌［22］。另外，敲除 Hrs 可减少头

颈鳞状细胞癌细胞外泌体分泌。

Syntenin 是一种多价可溶性蛋白

质，因能够与 ALIⅩ结合，参与了 

ESCRT 机制。Syntenin 与 ALIⅩ相 

互作用后不仅作用于外泌体搭载

货物的分选，而且对 ILV 的形成

也具有促进作用［23］。乙酰肝素酶

可以对顺癸烷 syndecan 的硫酸肝

素侧链进行修剪，促使顺癸烷簇

注 ：ESCRT 为内吞体分选转运复合物，Hrs 为肝细胞生长因子调节的酪氨酸激酶底物， 
TSG101 为肿瘤易感基因 101，STAM1 为信号转导接头分子 1，VPS4B 为液泡分选蛋白 4B， 

ALIⅩ为凋亡相关基因-2 相互作用蛋白Ⅹ，nSMase2 为中性鞘磷脂酶 2，PLD2 为磷脂酶 D2， 
DKGα为二酰基甘油激酶α，syndecan-syntenin-ALIⅩ为联合蛋白聚糖- 含 PDC 结构域的 

联合蛋白聚糖结合蛋白 1-ALIⅩ复合体，Rab 为小 GTP 酶蛋白家族，SNARE 为可溶性 
神经酰胺- 马来酰亚胺敏感因子附着蛋白受体复合物蛋白，VAMP7 为囊泡相关膜蛋白 7， 

PIKfyve 为含 FYVE 指磷酸肌醇激酶

图 1 影响外泌体生成和释放的分子组成［9］
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聚集后绑定于 syntenin［24］；乙酰肝素酶也可以促进 CD63 的 

分选，提示 syntenin 与 CD63 在外泌体内容物的分选中相关。

典型的 ESCRT 通路可以被 syntenin 和 ALI Ⅹ阻断，它们可桥

接内容物分子和 ESCRT-Ⅲ亚单元 CHMP4（也称 VPS32） ［14］。 

研究表明，乳腺癌细胞 MCF-7 中部分囊泡分泌由 syndecan-

syntenin-ALIⅩ调控［25］。因此，通过调控 ESCRT 分子组成调

节外泌体的生成是研发外泌体生成药物的重要领域。

3.2 ESCRT 非依赖性外泌体生成途径 ：外泌体亦可以通过

ESCRT 非依赖性途径生成。研究表明，以负载 CD63 的 ILV

为特征的 MVB 仍然是在 4 种 ESCRT 复合物成分耗尽时形

成的［26］。第 1 个 ESCRT 非依赖性生成途径需要鞘磷脂酶将

鞘磷脂水解为神经酰胺。神经酰胺代谢为磷酸化的鞘氨醇 -1 

（sphingosine-1），激活 G 蛋白耦联的磷酸化 sphingosine-1 受

体，进而参与 ILV 内容物的分选和包裹。此外，跨膜四蛋白

超家族蛋白质亦是 ESCRT 非依赖性途径的重要调节组分。

研究表明，外泌体表面 CD63 参与黑色素细胞的内体分选，

调节负载载脂蛋白 E 的外泌体形成 ；在唐氏综合征患者成

纤维细胞源性的外泌体形成过程中亦得以证实［27］。同样，

CD81、CD82 和 CD9 也直接参与外泌体各种内容物的分选

包裹过程。这些蛋白与其他跨膜四蛋白、胞质蛋白一起形

成蛋白簇，作用于细胞膜上出芽的微域［28］。CD81 蛋白分子

是锥体样结构，具有一个膜内腔，可以容纳胆固醇，并且可能

为其他跨膜四蛋白所共有。研究表明，CD9 和 CD82 能促进

HEK293 细胞的外泌体释放增多，进而下调β- 连环蛋白表

达，抑制 Wnt 信号通路，而 CD9 敲除小鼠的骨髓树突状细胞

仍可分泌浮舰蛋白 flotillin-1［29］。

几个锥形的跨膜四蛋白富集在一

个细胞膜微域诱导出芽。

 ESCRT 依赖性机制和 ESCRT 

非依赖性机制共同参与外泌体的

生成［30］，其作用可能会因装载内

容物和细胞源性不同而异（图 2）。

MVB 形成后分泌出胞或者与溶

酶体融合后被降解，这两种途径

中均有 Ras 相关蛋白Ras-GTP 酶

参与调控。Rab7 可以通过 MVB

与溶酶体融合而使 MVB 降解，但

Rab5b、Rab9a、Rab27a、Rab27b

和 Rab35 等其他 Rab 蛋白则能够 

调控 MVB 运输及分泌［31］。最终

MVB 与细胞质膜融合，释放包裹 

的小泡，该过程被SNARE介导，如 

囊泡相关膜蛋白（vesicle-associated  

membrane protein，VAMP）［32］。

3.3 外泌体生成的其他调控机

制 ：跨膜分子进入 EV 很大程度

上依赖内容物的分选机制。研究

表明，胞质蛋白与热休克蛋白 70

（heat shock protein 70，HSP70）、热休克蛋白 70 同源物（heat 

shock cognate 70，HSC70）等共同调控胞质蛋白分选进入 ILV

膜分子［33］，如糖基磷脂酰肌醇（glycosylphosphatidy-linositol，

GPI）对脂质结构域与脂筏具有高亲和力，通过对膜的生物

物理性质的影响直接参与 ILV 生成，进而将锚定的蛋白质包

裹于外泌体中。一些泛素化修饰的胞质蛋白亦存在于 ILV

和外泌体内，但具体机制目前还不清楚。除蛋白质外，外泌

体还携带核酸，包括 mRNA 和非编码 RNA，如 miRNA。目前，

mRNA 被动和主动装载到外泌体的作用仍不清楚，但有证

据表明多种机制参与特定核酸的分选过程，ESCRT-Ⅱ亦可

作为 mRNA 绑定复合物［34］；富含四跨膜蛋白的微域也可将

mRNA 结合蛋白隔离在膜微域中［35］。由于 miRNA 的序列

不同，因此被分选进入外泌体的机制也不同。miRNA 诱导的

沉默复合物（RNA-induced silencing complex，miRISC）及其主

要成员阿尔戈诺特蛋白 2（argonaute 2，AGO2）介导 RNA 沉 

默过程［36］。有研究表明，kirsten ras 癌基因 - 丝裂素活化蛋

白激酶（kirsten ras oncogene-mitogen-activated protein kinase， 

KRAS-MEK）信号通路通过 AGO2 和 Y 盒结合蛋白 1（Y-box- 

binding protein 1，YBX1）调节外提 miRNA 负载［37］。

 总体来说，外泌体的生物发生过程是复杂的，因内容物

和细胞类型的不同而不同，并可能受到胞内外信号、病理刺

激的影响，细胞稳态的改变亦可导致外泌体组成的变化。同

时，不同的分选机制调控不同的外泌体组分或同一组分的包

裹［27］。因此，几种机制可同时或相继作用于形成的 MVB ［38］， 

在 MVB 不同成熟阶段调节内容物的包裹。细胞内存在不同

注 ：MHC Ⅱ为主要组织相容性复合物Ⅱ，MVB 为多囊泡体，ESCRT 为内吞体分选转运复合物，
miRNA 为微小 RNA，SNARE 为可溶性神经酰胺- 马来酰亚胺敏感因子 

附着蛋白受体复合物蛋白，Rab 为小 GTP 酶蛋白家族

图 2 外泌体生成的 ESCRT 依赖性和非依赖性途径［30］
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MVB 亚群，亦是外泌体异质性产生的重要分子生物学基础。

4 调控外泌体生成的抑制剂及其临床应用前景 

 外泌体参与机体的多种病理生理过程，与疾病的发生发

展密切相关。因此，外源性补充或药物诱导调控外泌体生成

成为治疗疾病的潜在策略。但由于外泌体生成、释放过程的

复杂性及高度异质性，通过单一药物来调控外泌体生成仍具

有挑战性，因而设计抑制外泌体主要亚群生成和释放的药物

较为可行。目前影响外泌体生成的药物主要包括调控外泌

体体内运输过程的钙蛋白酶、马努霉素 A、Rho 相关蛋白激

酶（Rho-related protein kinase，ROCK）抑制剂 Y27632 及作用 

于脂质代谢的泛硫乙胺、神经丝酶抑制剂 GW4869 等。

 钙蛋白酶在细胞中普遍表达，其被激活后与蛋白质底物

结合，参与细胞凋亡、增殖、迁移、肿瘤侵袭和癌症进展等多

种病理生理过程。Fox 等［39］发现，用钙蛋白酶预处理血小

板能减少 70% 的外泌体生成。此外，Yano 等［40］发现，钙蛋

白酶可以显著抑制血小板活化早期外泌体的生成，并呈剂量

依赖性。Datta 等［41］发现了马努霉素 A 对 ESCRT 依赖性外

泌体生成的特异性抑制作用。马努霉素 A 可以使前列腺癌

细胞外泌体产生减少 50%～60%；当马努霉素 A 与 GW4869

联合使用时，抑制效果则更明显。Zhou 等［42］研究发现，马

努霉素 A 可能通过拮抗表皮生长因子受体（epidermal growth 

factor receptor，EGFR）的激活而抑制肾小管的修复。ROCK

是丝氨酸- 苏氨酸激酶家族成员，通过作用于细胞骨架来参

与调节细胞的形状和运动，参与外泌体的释放过程。Y27632 

是 ROCK1 和 ROCK2 的一种常用竞争性抑制剂。Tramontano 

等［43］发现，2.5 μmol/L Y27632 可明显降低人冠状动脉内皮

细胞释放的 CD105+ 和 CD31+ 外泌体生成。此外，Kim 等［44］

发现，Y27632 可抑制异氟烷激活的内皮细胞 Rho 激酶，从

而促进外泌体的生成。

 脂质代谢调控药物主要有泛硫乙胺、丙咪嗪、GW4869。

泛硫乙胺是一种泛酸衍生物，在脂质代谢和降低总胆固醇水

平中起重要作用。Kavian 等［45］发现，在多发性硬化的体外

模型中加入 50 mol/L 或 100 mol/L 泛硫乙胺后，内皮细胞释

放的外泌体呈剂量依赖性减少 ；随后，该结果在体内模型中

得到验证，并且，干预泛硫乙胺可显著减缓多发性硬化模型

小鼠的血管纤维化，原因可能与循环中 CD144+ 内皮细胞源

性微囊泡的数量显著减少有关［45］。丙咪嗪是一种三环类抗

抑郁药，因其对酸性鞘磷脂酶的抑制活性也在外泌体生成的

调控中备受关注。酸性鞘磷脂酶可催化鞘磷脂水解为神经

酰胺，这一过程参与外泌体的形成。Deng 等［46］发现，用丙咪

嗪处理的成骨细胞释放外泌体显著减少；Kosgodage 等［47］发 

现丙咪嗪干预后前列腺癌细胞株生成的外泌体减少了 77%。

GW4869 是一种可渗透细胞的对称二氢咪唑并酰胺化合物， 

是一种有效的、特异的、非竞争性的膜中性鞘磷脂酶抑制剂。 

神经丝酶是一种普遍存在的酶，通过膜脂鞘磷脂水解产生生

物活性脂神经酰胺。Lyu 等［48］发现，用 40 mol/L GW4869 处

理与新生大鼠心脏成纤维细胞共培养的心肌细胞时，心脏成

纤维细胞源性外泌体的作用被显著抑制。此外，还有研究证

实，GW4869 抑制外泌体的生成在肿瘤生长调控中起重要作

用［49-50］。Cao 等［51］研究发现，GW4869 可降低卵巢癌细胞对

顺铂的耐药性，因而 GW4869 与顺铂联合应用在耐药患者中

具有一定的治疗潜力。另外，GW4869 在免疫调节、脓毒症 

治疗中的作用也逐渐被发现［52-53］。因此，根据外泌体生成

调控机制探索更好的调控外泌体生成药物，具有广阔的临床

应用前景。

5 展 望 

 外泌体是细胞间进行物质运输和信息交流的重要工具，

与生物体的生命活动息息相关。研究已经证实外泌体是多

种疾病发生进展的重要信号基础。尽管对于外泌体生物学

功能还有很多的未解之谜，但随着外泌体研究工作的深入

开展及研究手段的不断更新，外泌体的特性将会进一步被揭

示。因此，深入了解外泌体的形成机制并基于此进行调控干

预，将是未来研究的重要方向。
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