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细胞外囊泡中miRNA的分泌机制
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摘要：细胞外囊泡(extracellular vesicles，EVs)是一类在生理和病理条件下所有细胞均可分泌的双层膜

囊泡。EVs可以包裹很多供体细胞来源的分子物质(蛋白质、脂类、核酸和代谢产物等)，并将所携带

的分子物质释放到受体细胞内，从而调节受体细胞的生物学功能。在EVs携带的分子物质中，

microRNA(miRNA)是被广泛研究的一类包含物。EVs中miRNA(EV-miRNAs)作为信号分子介导细胞间

通讯，调控受体细胞的基因表达，在诸多生理和病理过程中发挥着重要的作用。由于EVs的miRNA表
达谱与亲本细胞的miRNA表达谱不同，表明EV-miRNAs并非随机释放而是选择性地被包装到EVs中。

该综述主要对EVs生成、转运以及EVs中miRNA的分泌机制进行介绍，这些机制包括RNA结合蛋白、

miRNA序列特征、miRNA介导的沉默复合体、参与EVs生物生成的膜蛋白等。此外，某些生理病理状

态也影响EV-miRNAs分泌，揭示了选择性分泌机制在疾病进程中的潜在作用。同时，本综述讨论了

EV-miRNAs作为生物标志物在疾病诊疗中的应用价值。
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Abstract: Extracellular vesicles (EVs) are bilayer vesicles secreted by all cells under physiological and

pathological conditions. EVs can encapsulate many molecular substances (proteins, lipids, nucleic acids,

metabolites, etc.) from donor cells, and release the carried molecular substances into the recipient cells, thereby

regulating the biological function of the recipient cells. Among the molecular substances carried by EVs,

microRNA (miRNA) are a class of inclusions that have been widely studied. As signaling molecules, miRNA

in EVs (EV-miRNAs) can mediate intercellular communication, regulate gene expression of receptor cells, and

play an important role in many physiological and pathological processes. Since the miRNA expression profile

of EVs is different from that of parent cells, EV-miRNAs are not released randomly but selectively packaged

into EVs. This review mainly introduces the formation, transport of EVs and the mechanism of miRNA

secretion into EVs. These mechanisms include RNA-binding proteins, miRNA sequence signatures, miRNA
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induced silencing complexes, and membrane proteins involved in EVs biogenesis. In addition, certain
physiological and pathological states also affect EV-miRNAs secretion, revealing the potential role of selective
secretion mechanisms in disease. At the same time, this review discusses the application value of EV-miRNAs
as biomarkers in disease diagnosis and treatment.
Key Words：extracellular vesicles; selective secretion; miRNA secretion mechanism; RNA-binding proteins;
expression regulation

细胞外囊泡(extracellular vesicles，EVs)是一类

在生理和病理条件下所有细胞均可分泌的双层膜

囊泡。EVs的组成具有高度的异质性，主要由直径

在50~150 nm的外泌体和直径在100~1 000 nm的微

囊泡组成。外泌体和微囊泡的生成机制有很大差

异 。 外 泌 体 来 源 于 核 内 体 起 源 的 多 泡 体

(multivesicular bodies，MVBs)，MVBs与质膜融合

后向外释放形成外泌体；而微囊泡则是直接由质

膜向外出芽产生的。EVs包裹着很多供体细胞来源

的分子物质，包括蛋白质、脂类、核酸和代谢产

物等。EVs被供体细胞分泌后可以到达受体细胞，

并将携带的分子物质释放到受体细胞内，从而调

节受体细胞的生物学功能。因此，EVs是介导细胞

间通讯的媒介。

在EVs携带的分子物质中，microRNA(miRNA)
是被广泛研究的一类包含物。EVs中miRNA(EV-
miRNAs)作为信号分子介导细胞间交流，在生理和

病理进程中发挥着重要的作用。研究发现，EV-
miRNAs并非随机而是选择性地被包装到EVs中。

不同亲本细胞来源的EV-miRNAs的丰度和表达水

平存在显著差异，并且在不同生理或病理条件刺

激下，EV-miRNAs的种类和表达水平也存在明显

的差异。这些发现都提示miRNA的分泌是一个被

高度调控的过程，不是被动的释放，而是存在主

动分泌的机制，可以调节特定的miRNA分拣到

EVs中。

EV-miRNAs可以作为信号分子，在介导受体

细胞表达调控中发挥重要作用。而且，EV-
miRNAs可以作为生物标志物和潜在的靶向因子应

用于癌症的诊断和治疗。但目前对调控特异性

miRNA装载进入EVs的机制仍知之甚少，现有研究

尚不能覆盖所有EV-miRNAs的分泌机制。而且，

对于在一些特定生理和病理条件下EVs的生物生成

以及miRNA的分泌机制也不能给出合理的解释。

因此，本综述将主要阐述EVs生成、转运以及EVs
中miRNA的分泌机制，这对于研究肿瘤发生发展

的分子机制以及肿瘤的临床诊疗都具有十分重要

的意义。

1 细胞外囊泡概述

1.1 细胞外囊泡的发现及特征

1983年，Pan等[1]在绵羊网织红细胞中观察到

细胞内充满了几乎均匀大小的囊泡结构，并发现

红细胞成熟过程中可以通过小泡包裹的方式将代

谢产物分泌到细胞外。1989年，Johnstone等[2]将这

种功能性囊泡定义为外泌体。但是，这类囊泡的

生物学作用并未引起科学家的重视。随着研究的

进展，研究者逐渐认识到，主要由外泌体、微囊

泡和凋亡小体组成的EVs，不仅是运载细胞废弃物

的载体，同时可以携带多种生物活性物质，介导

细胞间的信息传递[3]。随后陆续发现，网状细胞、

树突状细胞、神经细胞、上皮细胞以及肿瘤细胞

等都具有分泌EVs的能力。而且很多体液中都存在

EVs，包括血液、尿液、唾液、母乳、羊水、腹

水、脑脊液、胆汁和精液等。根据其粒径大小及

形成方式主要将EVs分为外泌体以及微囊泡 [4]。

EVs被磷脂双分子层膜包裹并含有蛋白质、脂类、

核酸(DNA、mRNA和miRNA等)以及代谢物[5]。各

种类型的细胞产生的EVs中携带的脂质、蛋白质和

核酸是不相同的，并且与细胞所处的生理或者病

理过程密切相关[6]。

1.2 细胞外囊泡的生成

EVs的脂双层膜来源于高尔基体或者细胞膜所

形成的核内体。其中，微囊泡形成于细胞膜向外

的“出芽”，而外泌体起始于细胞膜内吞作用形

成的早期核内体，早期核内体进一步发展为晚期
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核内体，通过向内出芽形成管腔囊泡(intraluminal
vesicles，ILVs)，包含多个ILVs的晚期核内体形成

MVBs。一部分MVBs与自噬体或溶酶体融合降

解，另一部分MVBs与细胞膜融合，从而将包裹的

囊泡释放到细胞外基质中成为外泌体[5]。

根据外泌体物质的聚集和膜的内陷过程，可将

外泌体的形成机制分为两种：依赖内体分选复合

物(endosomal sorting complex required for transport，
ESCRT)和非依赖ESCRT两种[6]。

1.2.1 依赖内体分选复合物(ESCRT-dependent)
机制

ESCRT由四个复合物(ESCRT-0、ESCRT-Ⅰ、

ESCRT-Ⅱ和ESCRT-Ⅲ)和相关蛋白质组成 [7 ,8]。

ESCRT-0识别蛋白质并招募到内体膜；ESCRT-0通
过与ESCRT-Ⅰ亚基肿瘤易感基因101 ( t umo r
susceptibility gene 101，Tsg101)的相互作用招募

ESCRT-Ⅰ；ESCRT-Ⅰ招募ESCRT-Ⅱ蛋白，后者招

募并激活ESCRT-Ⅲ复合物；ESCRT-Ⅲ组成蛋白可

以形成寡聚体，驱动ILVs的切割分离，同时招募

适配蛋白ALG-2 interacting protein X(Alix)来稳定

ESCRT-Ⅲ的组装，并在空泡蛋白分选相关蛋白4
(vacuolar protein sorting-associated protein 4，Vps4)
等辅助蛋白的帮助下负责ESCRT复合物的解离和

循环[8]。Thery等[9]在研究小鼠树突状细胞分泌的外

泌体时，发现了ESCRT的相关蛋白是Tsg101和
Alix，这一发现甚至早于ESCRT机制的发现。这两

种蛋白质的发现也使外泌体中ESCRT成分的鉴定

得到了进一步的证实和推广。ESCRT-0的重要亚基

酪氨酸激酶底物(hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate，HRS)在外泌体分泌过程

中有重要作用。研究发现，一种非典型G蛋白偶联

受体与HRS相互作用，从而调节蛋白质选择性分泌

至外泌体中[10]。Yan等[11]研究报道，在培养的脂肪

细胞中，提高ESCRT-Ⅰ组成蛋白Tsg101的表达

量，外泌体释放量增多。另外，ESCRT-Ⅲ相关蛋

白Vps4和Alix促进膜出芽、MVBs生成和囊泡的

形成[8,12]。

同时，同线蛋白和多配体聚糖参与了依赖

ESCRT的外泌体生物形成过程。研究发现，沉默

同线蛋白或多配体聚糖减少了Alix和CD63阳性外

泌体的释放数量[13]。

1.2.2 非依赖内体分选复合物(ESCRT-independent)
机制

很多研究发现，缺乏ESCRT关键成分的哺乳

动物细胞仍可以形成MVBs。除了ESCRT机制外，

其他机制也参与ILVs以及外泌体的生物形成过

程，这些机制包括脂质、四聚体蛋白和热休克蛋

白 [ 6 ]。例如，蛋白脂质阳性的外泌体分泌不受

HRS、Alix或Tsg101沉默以及Vps4表达的影响[6]。

在哺乳动物中，同时沉默Tsg101、Vps22和Vps24基
因时，MVBs仍然能形成，但是表皮生长因子诱导

的MVBs形成受损 [ 1 4 ]。中性鞘磷脂酶2(neutral
sphingomyelinase 2，nSMase2)参与了ILVs向晚期核

内体或MVBs的出芽，抑制nSMase2活性会显著减

少EVs的分泌[15,16]。外泌体膜中另一种丰富的脂质

是胆固醇，也是MVBs膜的重要组成部分。Guix
等[17]发现，由于在衰老的神经元中胆固醇累积，

使其比年轻的神经元分泌更多的EVs。Peruzzu等[18]

研究表明，阻断胆固醇的转运，会影响EVs的形成

和释放。

另一方面，四聚体蛋白是外泌体中高度富集的

膜蛋白，通过与其他跨膜蛋白、胞质蛋白和脂质

相互作用，形成富含四次跨膜结构域。外泌体的

生物发生和蛋白负载涉及四聚体蛋白CD9、CD63
和CD81等 [6]。Verta等 [19]报道，外泌体中CD9、
CD63和CD81共表达；Ai等[20]研究发现，CD63是
外泌体生物发生的表达依赖性调节因子，抑制内

吞作用促进CD63的外泌体分泌。人骨髓间充质干

细胞分泌的外泌体中CD9、CD81表达量高，在外

泌体的合成中起关键作用[21]。

1.3 细胞外囊泡的转运与分泌

外泌体的释放主要包括细胞内外泌体的转运、

在膜上的锚定以及与质膜的融合。目前发现小鸟

苷三磷酸酶(guanosine triphosphatases, GTPases)参
与了MVBs向细胞膜的转运和EVs分泌[22]。例如，

RAB蛋白家族(RAB11、RAB27和RAB35等)[23]以及

Rho蛋白家族(RhoA、RAC1和CDC42等)[24]。此

外，融合因子附着蛋白受体 ( s o l u b l e N -
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptors，SNAREs)家族也参与了MVBs与细胞膜

的融合过程[25]。

RAB家族是GTPases中最大的亚家族，其存在
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两种形式：当与GTP结合时蛋白质处于激活状态，

当与GDP结合时蛋白质处于失活状态。鸟嘌呤核

苷酸交换因子和GTPases激活蛋白可以通过与GTP/
GDP结合调控该蛋白质的活性形式[23]。目前认为

RAB家族参与到EVs分泌的诸多环节，包括囊泡的

出芽、转运、黏附、锚定和融合等，RAB GTPases
作用于细胞内EVs分泌早期复杂的转运步骤，可以

作为不同囊泡的标志物 [ 2 3 ]。RAB4、RAB5和
RAB11修饰早期核内体，RAB7和RAB9是晚期核

内体的标记，RAB27A/B与晚期核内体的形成相

关[26]。在三阴性乳腺癌中，敲除RAB5减少了外泌

体的分泌[27]。另外，Ostrowski等 [28]发现，沉默

RAB5A、RAB9A、RAB2B、RAB27A和RAB27B能有

效地减少外泌体的分泌，而沉默RAB11A或RAB7则
不能减少外泌体分泌。但是，Baietti等[13]发现，在

乳腺癌细胞中，分泌含同线蛋白和Alix的外泌体则

需要RAB7的参与。综上所述，MVBs的亚细胞定

位依赖RAB家族与肌动蛋白和微管细胞骨架的相

互作用，后者也受RAB蛋白及其效应物运动蛋白

的调控，促进了囊泡沿着肌动蛋白和/或微管细胞

骨架的运动。

R h o 家 族 是 另 一 类 调 节 外 泌 体 分 泌 的

GTPases。Rho家族的20个成员可以分为经典家族

成员和非典型家族成员两类。经典的Rho GTPases
如RhoA、RAC1和CDC42，同RAB家族一样，也

受鸟嘌呤核苷酸交换因子和GTPases激活蛋白相互

作用的调控。非典型Rho家族成员包括无法水解的

Rnd亚家族和RhoH亚家族。Rho GTPase的活性需

要在不同的细胞位置进行精确的调节，以使细胞

能够对不同的环境和刺激做出反应[24]。Li等[29]报

道，在各种人类癌细胞中，RhoA是微囊泡释放所

必需的，并能阻止细胞和小鼠肿瘤生长中的致癌

转化。还有研究报道，CDC42是微囊泡生物发生

过程中多个调控信号的关键节点，CDC42可以通

过抑制细胞表面蛋白的内化间接促进微囊泡的产

生[30]。这揭示了肿瘤细胞微囊泡的产生及分泌的

复杂调控机制，并提供了治疗癌症的策略。

在MVBs与质膜融合的过程中，SNAREs蛋白

家族也发挥着重要的作用。SNAREs蛋白家族根据

分布位置可以分为v-SNARE(在运输囊泡膜上)和t-
SNARE(在靶细胞膜上)，SNAREs蛋白能够促进

MVBs与细胞器膜或细胞膜的融合[25]。例如，Sun
等[31]报道，可以通过v-SNARE同源物促进外泌体

分泌。另有研究发现，在不同的细胞类型中，

SNAREs蛋白家族中突触小体相关蛋白、囊泡相关

性膜蛋白7和8参与调节MVBs与质膜的融合[32,33]。

1.4 细胞外囊泡的摄取和胞内命运

EVs被释放到细胞外基质中时，可以到达靶细

胞，然后将其内含物释放到受体细胞中，以此来

影响靶细胞的下游通路和表型，从而影响靶细胞

的生理学和病理学环境。作为细胞间交流的重要

媒介，EVs与靶细胞之间有多种交流方式，主要可

以概括为三种：配体-受体结合、内吞以及膜融

合[6]。

第一种方式为配体-受体结合。EVs表面富集

的蛋白质可以与靶细胞膜表面的受体特异性结

合，激活下游信号通路。已知特异性结合的几种

介质包括四聚体蛋白家族、整合素、脂类、凝集

素、硫酸肝素蛋白聚糖和细胞外基质成分。但特

异性靶向受体细胞的分子基础仍不清楚。Park等[34]

报道，整合素细胞黏附分子在调控外泌体归巢中

发挥重要作用。还有研究报道，硫酸乙酰肝素蛋

白多糖和糖蛋白之间的相互作用参与了靶细胞对

EVs的摄取[35]。

第二种方式为内吞。EVs可以通过内吞作用进

入靶细胞，可分为依赖或者不依赖网格蛋白介导

的内吞，包括大胞饮、吞噬以及通过小窝蛋白1
(caveolin-1，Cav-1)、脂质筏介导的内吞[6]。进入

细胞的外泌体会再次形成MVBs，一部分EVs被溶

酶体降解，也有可能被转运释放至邻近细胞中，

还有一部分EVs会释放内容物到细胞质中。

第三种方式为膜融合。EVs可以通过与细胞膜

融合将内部的物质释放至靶细胞内。EVs中的

miRNA和mRNA通过膜融合释放到受体细胞中调

节基因的表达。同时，EVs与受体细胞膜的直接融

合也能促进跨膜蛋白和脂质交换[6]。但是，EVs与
这些不同成分融合的机制尚不清楚。

2 细胞外囊泡中的miRNA概述

MiRNA是一种长度为22个核苷酸左右的非编

码小RNA，由内源基因编码[36]。早期研究认为，

miRNA主要在细胞内发挥作用，因为RNA酶无处
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不在，导致细胞外的RNA极易被降解。但是越来

越多的研究表明，miRNA同样可以对远端的组织

和器官起到调节作用。Chen等[37]发现，血清和血

浆中稳定存在大量的miRNA，这些miRNA可以抵

抗不同的温度、pH、储存时间、反复冻融和RNA
酶的降解，这种miRNA被称为循环miRNA。通过

在正常生理条件和不同疾病状态下鉴定血清

miRNA的表达谱，发现血清中的miRNA不仅来自

循环血细胞，也来自其他组织。大量的研究已经

证明，除了血清外，miRNA还存在于尿液、乳

汁、唾液等体液中[37,38]。细胞外miRNA的发现为

miRNA远距离发挥调控作用提供了可能，促使

miRNA的研究从局限的细胞内扩展到整个生命

体，开辟了miRNA研究的新领域。

细胞外miRNA的来源主要有三种[37]：(1)组织

损伤或细胞凋亡导致细胞破裂使细胞内的miRNA
被动释放；(2)细胞中高密度脂蛋白、Argonaute 2
(Ago2)等RNA结合蛋白(RNA binding proteins，
RBPs)与miRNA结合，被主动分泌出细胞；(3)供体

细胞分泌的EVs包裹miRNA，释放到细胞外基质

中。EVs的包裹和与特定蛋白的结合可能是细胞外

miRNA可以抵抗RNA酶降解的关键原因。

在不同的生理病理条件下，EVs中的miRNA呈
现出不同的表达水平，说明这些miRNA并非细胞

扔掉的“废物”，而是选择性地被包装到EVs中，

并作为信号分子介导细胞间通讯。肿瘤微环境主

要由肿瘤细胞、上皮细胞、血管内皮细胞、成纤

维细胞、间充质干细胞、免疫细胞和多种炎症因

子等组成[39]。EV-miRNAs在肿瘤的发生、发展过

程中发挥着重要的调节作用。癌细胞利用分泌

miRNA来指示周围细胞，从而促进癌细胞的进

展。相对于癌细胞的这种“驯化”，非肿瘤细胞

通过分泌miRNA也影响癌症的发生和发展。这种

分泌miRNA介导的肿瘤微环境中癌细胞与周围细

胞的相互作用为肿瘤的发生发展提供了有利条件[40]。

3 细胞外囊泡中的miRNA分泌机制

3.1 RNA结合蛋白对miRNA分泌的影响

蛋白质可以通过ESCRT的方式进入MVBs，
RNA则不依赖于ESCRT。在外泌体出芽过程之

前，miRNA就已被包裹到MVBs。而且，miRNA

有特定外泌体RNA序列(motif)，能够与RBPs结合

并被主动加载到EVs中 [ 4 1 ]。目前已鉴定出多种

RBPs [ 4 2 ]，如表1所示。异质核糖核蛋白A2B1
(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2B1，
hnRNPA2B1)通过潜在的GGAG/UGCA与miR-198
和miR-601结合并装载到外泌体中，hnRNPA2B1与
富含神经酰胺的膜区有亲和力[43]。还有研究者报

道，突触蛋白结合胞质 R N A相互作用蛋白

(synaptotagmin-binding cytoplasmic RNA-interaction
protein，SYNCRIP)通过结合GGCU将miR-3470a和
miR-194-2-3p装载到EVs中，SYNCRIP敲除会影响

特定miRNA的分泌[44]。McKenzie等[45]研究报道，

Ago2磷酸化水平调控EV-miRNAs的分泌，并且还

发现KRAS-MEK-ERK信号通路可以促进Ago2磷酸

化，从而调节let-7a、miR-100和miR-320的分泌。

内皮祖细胞在高氧/再灌注处理后，Y-Box结合蛋白

1(Y-Box binding protein 1，YBX-1)调节miR-133分
泌到内皮祖细胞的外泌体中[46]。另外，Shurtleff
等[47]发现，YBX-1通过特定的RNA结合域选择性

地将miR-223包装到人胚胎肾细胞293T(human
embryonic kidney 293T，HEK293T)细胞衍生的外

泌体中。Lu等[48]报道，抑制MEX3 RNA结合家族

成员C(MEX-3 RNA-binding family member C，
MEX3C)的表达导致外泌体中miR-451a水平降低，

但未发现MEX3C与miR-451a之间存在互补序列。

主要穹窿蛋白(major vault protein，MVP)是一种核

糖核蛋白，可以将RNA从细胞核转运到细胞质。

Teng等[49]报道，结肠癌细胞的MVP敲除导致细胞

内miR-193a增加，但外泌体中miR-193a水平降

低。La蛋白是一种RNA结合蛋白，Temoche-Diaz
等[50]报道，La蛋白能调节miR-122的分泌。此外，

膜联蛋白A2(annexin A2，ANXA2)参与了外泌体的

内吞和膜转运过程[51]，在将miRNA装载到EVs中起

重要作用。Kosaka等[52]研究表明，人类前列腺癌

细胞的EV-miRNAs(miR-16、miR-21、miR-24、
miR-29a和miR-100)的表达与细胞中ANXA2的水平

密切相关。Iavello等[53]研究发现，Alix促进人类肝

干细胞样细胞分泌富含miR-24、miR-31、miR-
99b、miR-221、miR-16和miR-451的EVs。人抗原

R(human antigen R，HuR)是研究最广泛的RBPs之
一，参与不同细胞的RNA转录后调控。据Chang
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等 [54]报道，HuR可以调控miR-126、miR-92a、
miR-200b和miR-132的分泌。总的来说，这些报道

的RBPs，大多都是在特定的细胞中，通过结合特

定的motif，调控一个或者几个miRNAs分泌至

EVs中。

3.2 MiRNA序列特征对miRNA分泌的影响

MiRNA在质膜上的停留是由多种因素影响

的，其中特定的核苷酸序列特征和疏水性修饰是

影响miRNA分泌的主要因素之一。Koppers-Lalic
等[57]发现，在B淋巴细胞中，3′末端腺苷的内源性

miRNA主要存在于细胞内，而3 ′末端尿苷的

miRNA则在EVs中富集。这说明miRNA的3′末端或

者部分序列包含关键的分选信号。除了膜结合序

列之外，还有另一种因素可以影响RNA分子对膜

的亲和力：疏水性修饰。有研究报道，一些哺乳

动物的miRNA可以被甲基化 [58 ]，从而影响其与

MVBs膜脂质筏区域的结合。综上，不同序列特征

和修饰的miRNA除了影响与MVBs质膜的直接作用

力，可能还影响与特定RBPs的结合力，进而调控

miRNA分泌至EVs中。

3.3 MVBs限制膜脂质筏组分对miRNA分泌的

影响

MVBs限制膜的脂质筏区域富含胆固醇、鞘磷

脂、糖苷脂和磷脂酰胆碱以及饱和脂肪酸等，

miRNA选择性进入ILVs是基于miRNA与MVBs膜
外层脂质筏的相互作用力。MVBs膜蛋白参与了

miRNA的分泌，包括nSMase2[59 ]、Cav-1[56 ]和

Vps4A[60]。研究报道，nSMase2产生神经酰胺分

子，这些分子主要分布在膜的脂质筏区域，神经

酰胺可以促进外泌体的分泌，而抑制nSMase2表达

后外泌体的释放减少[59]。Kosaka等[61]研究报道，

过表达nSMase2增加了外泌体中miR-16和miR-146a
的表达水平，但对细胞中miRNA水平没有影响。

神经酰胺通过神经酰胺酶和鞘氨醇激酶代谢为鞘

氨醇和鞘氨醇1-磷酸，MVBs限制膜中的鞘氨醇分

子可能增加miRNA对膜的亲和力，鞘氨醇1-磷酸

通过质膜上的G蛋白偶联受体起作用，进而调节外

泌体分泌[62]。Cav-1定位于质膜的小窝内，在调节

膜运输中发挥关键作用。Lee等[63]报道，在肺上皮

细胞分泌的EVs中鉴定出Cav-1蛋白，并强化了

Cav-1在miRNA选择性转运到EVs中所起的重要作

用。 L e e等 [ 5 6 ] 进一步研究报道， C a v - 1与
hnRNPA2B1协同作用，促进EVs中miR-17和miR-
93的分泌。Vps4A是正常内体运输和MVBs分选所

必需的。过表达Vps4A的人肝癌细胞促进EVs中
miR-27b-3p、miR-92a-3p、miR-193a-3、miR-320a
和miR-132-3p的分泌；降低HEK293T细胞Vps4A的
表达水平抑制EVs中miR-92a和miR-150的分

泌[60,64]。表2总结了MVBs膜脂质筏区域的膜蛋白，

对特定miRNA分泌的影响。然而，目前还需要更

多的研究来揭示膜蛋白调控miRNA分泌的确切机

制，以及确定其对生理病理进程的调节作用。

3.4 MiRNA介导的沉默复合体对miRNA分泌的

影响

MiRNA介导的沉默复合体(miRNA induced
silencing complex，miRISC)和miRNA分泌之间的

表 1 RNA结合蛋白调控的miRNA分泌机制

RNA结合蛋白 机制 参考文献

hnRNPA2B1 通过GGAG/UGCA motifs结合miR-198和miR-601；通过AGG/UAG motifs结合miR-17和miR-93 [43,55,56]

SYNCRIP 通过GGCU motif结合miR-3470a和miR-194-2-3p [44]

Ago2 调节let-7a、miR-100、miR-223和miR-320a的分泌 [45]

YBX-1 调节miR-133和miR-223的分泌 [46,47]

MEX3C 调节miR-451a的分泌 [48]

MVP 调节miR-193a的分泌 [49]

La protein 调节miR-122的分泌 [50]

ANXA2 调节miR-16、miR-21、miR-24、miR-29a和miR-100分泌 [52]

Alix 调节miR-24、miR-31、miR-99b、miR-221、miR-16和miR-451的分泌 [53]

HuR 调节miR-126、miR-92a、miR-200b和miR-132的分泌 [54]
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关系，促进了miRNA从细胞质加工小体向MVBs的
双向再分配，从而调节miRNA: mRNA生理上的稳

态。这种双向再分配具体体现在：第一，由于

miRISC主要成分与MVBs共定位，阻断MVBs向溶

酶体的转运可能导致miRISC的过度聚集，而阻断

MVBs的形成则导致miRISC的丢失；第二，

miRNA的靶mRNA水平变化可能会改变miRNA分
泌进入EVs，这主要是通过miRISC和MVBs之间的

平衡来实现的[65]。

研究发现，Ago2和miRNA的分泌之间可能存

在关联。HEK293T细胞来源的EVs，敲除Ago2可
以减少分泌miRNA的类型或丰度，如miR-451、
miR-150和miR-142-3p[66]。McKenzie等[45]研究报

道，Ago2磷酸化水平控制EV-miRNAs的分泌，并

且还发现KRAS-MEK-ERK信号通路可以促进Ago2
磷酸化，磷酸化的Ago2抑制miRNA与核内体的相

互作用，从而调节miRNA的分泌。与Ago2结合但

未与靶标mRNA相互作用的miRNA易发生降解，

而与靶标mRNA相互作用的miRNA则受到保

护[67]。综上，mRNA以及MVBs的脂质筏区域都可

以作为miRNA的“靶标”，miRNA与mRNA或

MVBs的脂质筏区域结合稳态可以调控特定miRNA
分泌至EVs中。

3.5 供体细胞生理病理条件对miRNA分泌的

影响

3.5.1 稳定状态下EV-miRNAs选择性释放

癌细胞与正常细胞分泌的EVs的miRNA表达谱

不同，供体细胞生理病理条件的改变影响miRNA
分泌进入EVs。例如，在正常组织和肿瘤组织的

EVs中miR-320家族广泛分布，miR-451在来源于正

常细胞的EVs中高表达，如人肥大细胞系 [ 6 6 ]。

Balkom等[68]发现，miR-30d、miR-30e、miR-92和
miR-125a是内皮细胞中最丰富的miRNA，但在其

分泌的EVs中几乎不存在；miR-25、miR-27a、

miR-186和miR-4485是EVs中最丰富的miRNA，但

在内皮细胞内几乎不存在。MiR-214和miR-155在
来自癌症患者的EVs中富集[69,70]。胶质母细胞瘤

(glioblastoma，GBM)患者血清EVs中miR-21水平高

于健康人[71,72]，良性肿瘤和卵巢癌分泌的EVs中
miR-21和miR-141的水平也不同[73]。来自乳腺癌细

胞的EVs比正常细胞EVs中miR-21、miR-122、
miR-451和miR-1246的含量更高[74]。有趣的是，尽

管miR-21和miR-1246在乳腺癌患者的血浆EVs中高

表达，但由于它们在乳腺癌中有促癌作用，这些

促癌miRNA也在细胞内大量存在[75]。综上所述，

这些现象都表明，不同肿瘤细胞分泌的EV-
miRNAs表达谱不同，循环系统中miRNA表达特异

性的改变可以用来评估肿瘤进展和转移的风险，

EV-miRNAs在液体活检中可以作为潜在的跟踪疾

病进程的分子诊断生物标志物，以实现早期

诊疗。

3.5.2 刺激状态下EV-miRNAs选择性释放

不同的生理或者病理刺激状态也可以改变EVs
中miRNA的表达水平。例如，Ragusa等[76]发现，

对西妥昔单抗治疗前后的结直肠癌细胞系分别提

取外泌体，大约90%细胞内的miRNA也存在于外

泌体中。治疗后的结直肠癌细胞外泌体中存在具

有潜在的肿瘤抑制特性的miRNA(如miR-142-5p、
miR-150、miR-223和miR-433)。Kosgodage等[77]发

现，大麻二酚(cannabidiol，CBD)与GBM的EVs释
放之间存在联系。报道称，CBD是一种EVs分泌调

节剂，与化疗药替莫唑胺联用会影响GBM的EVs
表达谱，CBD处理后的细胞释放的EVs含有较低水

平的促癌miR-21和较高水平的抗癌miR-126。因

此，CBD提高替莫唑胺对GBM的敏感性，为大麻

素治疗GBM提供了证据。Zhang等[78]研究报道，血

细胞和培养的单核巨噬细胞在受到脂多糖、过氧

化氢、晚期糖基化终产物和油酸/棕榈酸等各种刺

表 2 膜蛋白调控的miRNA分泌机制

膜蛋白 机制 参考文献

nSMase2 调节miR-16和miR-146a的分泌 [61]

Caveolin-1 协同hnRNP家族调节miR-17和miR-93的分泌 [56]

Vps4A 调节肝癌细胞miR-27b-3p、miR-92a-3p、miR-193a-3p、miR-320a和miR-132-3p的分泌；调节
HEK293T细胞miR-92a和miR-15的分泌

[60,64]
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激时，会主动选择性地将miRNA包装进微囊泡。

而且在不同的刺激条件下，微囊泡中miRNA表达

情况也不同，miR-26b和miR-222在过氧化氢刺激

时分泌到EVs中减少，但在晚期糖基化终产物和油

酸/棕榈酸刺激时则促进分泌到微囊泡中。综上所

述，在不同的刺激状态下，不同细胞分泌的

miRNA种类和表达水平也存在明显的差异，提示

细胞会选择性地将miRNA包装进EVs并主动分泌到

细胞外，这种选择性包装使EV-miRNAs成为一种

参与多种生物过程以及系统内稳态的分泌因子。

4 总结与展望

EVs在体液中能够稳定存在，可以携带多种生

物活性物质，并选择性地将装载的货物递送至受

体细胞，在细胞的信息交流中发挥十分重要的作

用。近年来，EVs逐渐成为医学研究的热点，在多

种疾病的预防、诊断、治疗、预后判断中具有良

好的应用前景。EVs是细胞间传递生物信息的天然

载体，具有较小的适应性免疫原性和毒性。此

外，EVs还具有稳定性好、运输效率高、生物相容

性强以及能穿过血脑屏障等独特优势。因此，EVs
的这些特性适合于作为各种治疗剂(包括蛋白质、

核酸药物、靶向药物、基因编辑药物等)的体内递

送载体。EVs已成为一种新的无细胞治疗策略，用

于治疗包括癌症在内的多种疾病。

供体细胞分泌的EVs包裹miRNA递送到受体细

胞中，可以介导细胞间通讯、调控靶基因的表达

和受体细胞的功能，在肿瘤、代谢、发育、神

经、免疫以及心血管系统等生理和病理进程中发

挥着重要的作用。大量研究表明，miRNA并非随

机整合到EVs中，细胞可以选择性地将特定的

miRNA装载到EVs。尽管我们概述了一些miRNA
分泌相关的机制，但是这些机制的细节在很大程

度上仍然是未知的，目前也没有更高效的检测手

段来追踪每个细胞分泌miRNA的能力。而且，现

有研究尚不能覆盖所有EV-miRNAs的分泌机制，

一些具有重要生理病理功能的EV-miRNAs的分泌

机制尚不清楚。

供体细胞来源的EV-miRNAs表达量的变化反

映了肿瘤进展，并且能够在循环系统EVs中检测到

miRNA，提示EV-miRNAs是癌细胞表型的调节因

子、再生医学中的细胞替代品，以及非侵入性分

子诊断的来源。在肿瘤液体活检中，EV-miRNAs
有望作为分子检测中一种新的无创伤性生物标志

物，补充无细胞DNA和循环肿瘤细胞的治疗策

略，具有良好的临床诊断、治疗与预后应用前

景。其一，循环系统中EV-miRNAs表达量的改变

可以用来评估肿瘤进展和转移的风险，以实现早

期诊断。其二，通过修饰EVs膜递送治疗性miRNA
等核酸药物，靶向到达肿瘤细胞，具有良好的抗

肿瘤作用，为靶向治疗肿瘤提供了新的思路。其

三，利用EV-miRNAs也可以进行药物的耐药性疗

效判断和疾病的预后判断，可以衡量肿瘤临床治

疗的效果。

在未来的研究中，对EV-miRNAs的量化过程

需要制定一系列标准的步骤。此外，从转化的角

度来看，需要评估肿瘤与EV-miRNAs之间的关

系，并系统制定癌症诊断和预后的生物标志物。
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