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  [摘要] 干细胞是一类未分化的多功能细胞,由于具备高度自我更新和多向分化的能力,在再生医学中具

有广泛的前景。干细胞源性细胞外囊泡是由干细胞分泌的一类脂质囊泡,内含RNA、蛋白质等生物活性物质,
可以在细胞间传递信息,具有促进组织再生的作用。细胞外囊泡可以避免干细胞治疗的一些缺陷,如有效细胞

数目不足及免疫原性问题,并且还具备诸多优势,包括易于获得、可长期存储、易于包装等,这为组织再生提供

了无细胞治疗的全新前景。本文就干细胞源性细胞外囊泡的生物学特性、功能及其在牙周组织再生治疗中的

机制及应用前景作一综述。
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  [Abstract] Stem

 

cells
 

are
 

undifferentiated
 

and
 

multipotent
 

cells
 

which
 

have
 

the
 

capability
 

of
 

self-renew-
al

 

and
 

can
 

differentiate
 

into
 

various
 

types
 

of
 

cells.Stem
 

cell-derived
 

extracellular
 

vesicles
 

are
 

a
 

class
 

of
 

lipid
 

vesicles
 

secreted
 

by
 

stem
 

cells,which
 

contain
 

biologically
 

active
 

substances
 

such
 

as
 

RNA
 

and
 

protein,which
 

can
 

transmit
 

information
 

between
 

cells
 

and
 

have
 

the
 

effect
 

of
 

promoting
 

tissue
 

regeneration.Extracellular
 

ves-
icles

 

can
 

avoid
 

some
 

of
 

the
 

pitfalls
 

of
 

stem
 

cell
 

therapy,such
 

as
 

insufficient
 

number
 

of
 

effective
 

cells
 

and
 

im-
munogenicity

 

issues,and
 

also
 

have
 

many
 

advantages,including
 

easy
 

access,long-term
 

storage,ease
 

of
 

packa-
ging,etc.,which

 

provides
 

cell-free
 

therapy
 

new
 

prospects
 

for
 

tissue
 

regeneration.This
 

review
 

summarized
 

bio-
logical

 

characteristics
 

and
 

function
 

of
 

stem
 

cell-derived
 

extracellular
 

vesicles,as
 

well
 

as
 

the
 

mechanisms
 

and
 

potential
 

applications
 

in
 

periodontal
 

regenerative
 

treatment.
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  牙周炎是1种慢性感染性疾病,是由于菌斑生物

膜导致机体产生免疫应答,进而导致牙齿支持组织的

破坏,最终造成牙齿的松动和脱落,是牙丧失的重要

原因[1]。再生性治疗是牙周炎治疗的重要手段之一,
其目的是重建因牙周炎破坏的牙周组织的解剖结构

及功能,包括牙槽骨、牙周膜及牙骨质[2]。然而,牙周

组织的再生一直被认为极富挑战性,其中干细胞由于

具有多向分化及自我复制的能力,被认为是1种有效

的再生治疗手段,具有广泛的临床前景[3]。
 

细胞外囊

泡(extracellular
 

vesicles,EVs)是由细胞分泌的具有

双层膜结构的脂质囊泡,干细胞分泌的EVs可表现出

与干细胞相近的功能,如促进组织修复及再生等[4]。
利用干细胞源性EVs治疗可以规避干细胞移植的风

险,提供无细胞再生的方法,近年来成为再生领域的

研究热点之一[5]。本文对干细胞源性EVs在牙周再

生中的研究进展及应用作一综述。
1 EVs的生物学特性

1.1 EVs的生物起源
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根据EVs的生物发生机制及生物生理学特性,
EVs可分为3类:外泌体(exosomes)、微囊泡(mi-
crovesicles)及凋亡小体(apoptotic

 

bodies)。外泌体

的直径大小为30~120
 

nm,其形成是通过细胞膜内

吞,与早期内体(early
 

endosomes)融合,内陷形成多

囊泡体(multivesicular
 

bodies,MVBs)。MVBs与细

胞膜上特定的部位融合,形成芽泡,以外泌的方式释

放[6]。在细胞膜内吞融合过程中,细胞质中的成分会

通过内体分选复合物(endosomal
 

sorting
 

complex
 

re-
quired

 

for
 

transport,ESCRT)分选到 MVBs内的管

腔内囊泡(intrlunimal
 

vesicles,ILVs)中[7]。
与外泌体不同,微囊泡是1组直接源于细胞膜的

非凋亡细胞外囊泡,直径大小为50~1
 

000
 

nm。当细

胞激活信号引起细胞质的Ca2+水平增高,导致脂质运

载蛋白的变化,翻转酶的失活及转出酶的活化,细胞

膜出泡,形成微囊泡,释放到细胞外[8]。
细胞在凋亡过程中会释放一类细胞外囊泡,称为

凋亡小体。凋亡小体的直径范围较大,在50~2
 

000
 

nm,其形成是细胞膜向外出泡,并包含部分细胞膜

片段[9]。
1.2 EVs的组成

EVs的组成成分会根据细胞来源有所不同,总体

而言,EVs普遍包含蛋白质、脂质和核酸等多种生物

活性物质[10]。EVs的蛋白成分主要包括质膜蛋白及

与其形成相关的蛋白,如ESCRT和膜运转相关蛋白。
外泌体含较多跨膜蛋白及多泡小体形成相关蛋白,而
微囊泡富含整合蛋白、选择蛋白及 CD40配体[11]。
EVs中包含大量核酸,包括DNA、微RNA(miRNA)、
信使RNA(mRNA)、转运RNA及长链非编码RNA

 

(long
 

non-coding
 

RNA,lncRNA),可以表现出不同

的生物学功能。EVs脂质成分包括鞘磷脂、胆固醇、
磷脂酰丝氨酸及神经酰胺,存在于其脂质双分子层膜

中,而EVs内部也包含胆固醇、类花生酸脂肪酸等生

物活性脂质[12]。
1.3 干细胞源性EVs的生物学功能

干细胞源性EVs可通过旁分泌途径发挥干细胞

的治疗作用[4],包括:(1)组织损伤中起到保护作用;
(2)免疫调节作用;(3)促进血管形成、细胞分化及抑

制细胞凋亡的作用。干细胞源性EVs在几种损伤类

型的疾病中显示出了可期望的治疗前景。RANGHI-
NO等[13]在急性肾损伤的大鼠模型研究中发现,干细

胞源性EVs可以通过激活肾小管上皮细胞增殖而减

轻肾损伤及改善肾功能。在急性肝损伤动物模型研

究中,TAN等[14]发现干细胞源性外泌体可以引起增

殖蛋白的高表达并抑制肝细胞凋亡,从而起到细胞保

护作用。干细胞源性EVs亦可缓解动物模型的心肌

损伤。MAO等[15]研究发现,EVs中的 miRNA224-
5p可以起到对抗心肌细胞凋亡的作用。干细胞源性

EVs具有免疫活性,包含趋化分子及细胞因子可以调

控免疫细胞。这些细胞因子包括转化生长因子-β
(TGF-β)、干细胞生长因子(HGF)、吲哚胺-2,3-双加

氧酶-1(IDO-1)及白细胞介素-10等,可以通过信号通

路调控自然杀伤细胞(NK细胞),单核细胞、T细胞、
B细胞及树突状细胞[16]。干细胞源性EVs还有促进

血管生成的功能。有研究发现,在支气管肺发育不良

的大鼠模型中,干细胞源性EVs可以对Ⅱ型肺泡上皮

细胞和肺血管内皮细胞起到保护作用,从而改善模型

动物的肺泡化及血管生成[17]。
2 干细胞源性EVs在牙周再生中的应用

2.1 干细胞源性EVs治疗的优势

在当前的牙周再生性手术中,往往采用合成或天

然的生物材料用以修复牙周支持组织的结构及功能,
但这些治疗手段尚不能获得可靠而完全的牙周再生。
因此,干细胞源性EVs基于组织工程学及干细胞的再

生疗法作为新疗法逐渐崭露头角[18]。干细胞由于具

备自我更新、多向分化及免疫调节的功能,被许多学

者应用于牙周再生的研究中。在动物实验中,自体或

异体的干细胞增殖后,附于各种支架材料上,移植于

动物的牙周缺损组织中,可以成功地重建出牙槽骨

样、牙骨质样及牙周韧带样组织[19]。然而,直接的干

细胞疗法却存在许多问题。首先,移植的干细胞进入

体内后,会大量死亡,最终发挥细胞替代再生作用的

数目有限。其次,体内干细胞移植治疗也存在致瘤风

险,细胞生长及分化不可控,以及可能的免疫原性[20]。
有研究显示,干细胞源性EVs的介质可以复制干细胞

的治疗效果,提示在干细胞介导的组织再生中,旁分

泌因子起到重要作用[21]。干细胞源性EVs还具备其

他的诸多优势。首先,干细胞源性EVs不表达细胞表

面组织相容性复合体(MHC),因此,免疫原性更低;
其次,与干细胞需要培养、难于贮存不同,EVs易于存

储,可长期保存并保持活性[22]。综合这些优点,干细

胞源性EVs凸显了巨大的治疗潜力,为组织再生提供

了无细胞治疗的全新前景。
2.2 干细胞源性EVs在牙周再生中的应用

牙周炎的临床特征就是牙周支持组织的破坏,其
中包括牙槽骨、牙周膜、牙骨质及牙龈,因此,牙周组

织再生包括牙槽骨、牙周膜和牙骨质的再生。干细胞

源性EVs在牙周再生方面的研究主要集中于体外实

验和动物实验。
在人骨髓间充质干细胞(bone

 

marrow
 

mesen-
chymal

 

stem
 

cells,BMMSCs)分泌的EVs与牙周膜

干细胞(periodontal
 

ligament
 

stem
 

cells,PLSCs)共同

培养的研究中,结果显示BMMSCs分泌的外泌体可

以促 进 PLSCs的 体 外 增 殖 和 成 骨 分 化 能 力[23]。
ZHANG等[24]的研究中将人间充质干细胞来源的

EVs与BMMSCs共同培养,发现 EVs为BMMSCs
所吸收,随之BMMSCs发生增殖和成骨分化。当介

质中加入磷脂酰肌醇-3-羟激酶(phosphoinositide
 

3-
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kinase,PI3K)抑制剂时,成骨过程受到抑制。说明

EVs诱导的BMMSCs增殖和成骨分化部分是通过

PI3K/AKt通路所激活的。而牙周再生的主要目的

之一就是因牙周炎破坏的牙槽骨的再生。GANGA-
DARAN等[25]研究发现,在体外,人脂肪干细胞来源

的EVs可以增强血管内皮细胞的迁移和增殖,而且可

以促进血管内皮细胞的管状形成,而在小鼠体内实验

中,EVs可以促进血管形成,而血管形成是牙周组织

再生所必须的生理学基础。
干细胞源性EVs在牙周再生的体内研究多选择

不同干细胞来源的EVs或包含EVs的条件培养液

(conditioned
 

medium,CM),应用各种给药方式在动

物模型上进行研究。MOHAMMED等[26]采用结扎

建立大鼠牙周炎模型,将脂肪干细胞来源的EVs注射

到缺损区,结果获得排列有序的类似牙周膜韧带的组

织再生,治疗效果优于采用脂肪干细胞本身的治疗效

果。CHEW等[27]用胶原海绵作为人干细胞源性EVs
的载体,用于外科所致大鼠牙周骨内缺损的再生治

疗,结果发现含有新生骨及牙周韧带的牙周组织再

生。该研究发现,EVs是通过CD73介导的腺苷受体

激活蛋白激酶B及细胞外调节蛋白激酶(ERK)信号

通路来促进牙周膜细胞的迁移及增殖。QIU等[28]用

手术造成大鼠的牙周组织缺损,用可吸收胶原膜作为

载体,结合牙周膜干细胞(periodontal
 

ligament
 

stem
 

cells,PDLSCs)、牙龈间充质干细胞(gingival
 

mesen-
chymal

 

stem
 

cells,GMSCs)来源的EVs进行治疗,结
果获得 明 显 的 牙 周 组 织 再 生。其 机 制 可 能 包 括

PDLSCs、GMSCs来源EVs对牙炎症因子的调控及

促进成骨前体细胞的成骨分化。另一研究选择牙周

炎大鼠模型,用水溶胶作为载体,将BMMSCs源性

EVs注入牙周病变区。结果显示BMMSCs源性EVs
可以促进牙周组织的再生,其部分原因可能为EVs介

导OPG/RANKL/RANK信号通路以调节破骨细胞

功能,以及影响巨噬细胞聚集和TGF-β1
 

表达来调节

炎症免疫反应[29]。类似的实验研究也发现,脂多糖预

处理过的牙囊细胞来源的EVs可以促进牙周膜细胞

的增殖,并且将载有牙囊细胞来源的EVs的水溶胶注

射到牙周炎大鼠模型的牙周袋中,可以促进牙周组织

的再生[30]。
综上所述,无论干细胞的选择还是载体的选择,

动物模型研究发现,干细胞源性EVs可以为牙周组织

再生提供有效的更为安全的新无细胞疗法。但EVs
应用于牙周再生目前尚无人体研究,真正应用于临床

实践,尚需进一步的基础及设计良好的临床试验加以

验证。
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