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RVG修饰的间充质干细胞外泌体通过转变小胶质细胞极性治
疗强迫症
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摘 要：【目的】　为了探究狂犬病毒糖蛋白（RVG）修饰的间充质干细胞外泌体对强迫症小鼠模型的治疗效果，

明确外泌体治疗强迫症的疗效以及探究其发挥作用的机制。【方法】　提取原代小鼠脂肪来源的间充质干细胞，使用

病毒感染获得过表达RVG的间充质干细胞外泌体，并通过粒径分析、Western blot、透射电镜表征外泌体。利用喹吡

罗构建强迫症小鼠模型，将小鼠分为5组：对照组、模型组、氯米帕明（CMI）组、间充质干细胞外泌体（MSC-EXO）组、

RVG修饰的间充质干细胞外泌体（RVG-MSC-EXO）组，并通过行为学实验如强迫检查、旷场、埋珠、水迷宫测试小

鼠强迫、认知等行为。通过 qPCR、ELISA检测小鼠前额叶皮质炎症因子水平，并通过免疫荧光检测小鼠前额叶皮质

小胶质细胞极性。通过小动物活体成像（IVIS）验证RVG-MSC-EXO在小鼠体内靶向性。【结果】　过表达RVG的间

充质干细胞外泌体对小鼠脑部具有靶向性。喹吡罗小鼠模型经过外泌体治疗后，强迫检查和埋珠行为改善，促炎

因子减少、抗炎因子增加。外泌体治疗后喹吡罗模型小鼠前额叶皮层小胶质细胞极性由 M1 型转变为 M2 型。

【结论】　过表达RVG的间充质干细胞外泌体可靶向小鼠大脑，通过转变小胶质细胞极性以改善强迫症小鼠颅内炎

症水平，最终减少强迫症小鼠的强迫样行为。
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Abstract：【Objective】 This study aimed to investigate the therapaeutic effects of rabies virus glycoprotein （RVG）
-modified mesenchymal stem cell-derived exosomes （MSC-EXO） in a mouse model of obsessive-compulsive disorder 
（OCD）， and to explore the underlying mechanisms.【Methods】 Primary mouse adipose-derived MSCs were isolated and 
characterized by adipogenic and osteogenic differentiation assays and flow cytometry. RVG-overexpressing MSCs were 
generated， and the derived exosomes were characterized by nanoparticle size analysis， Western blotting， and transmission 
electron microscopy. An OCD mouse model was established using quinpirole， and the mice were divided into five groups： 
control， model， clomipramine（CMI）， MSC-EXO， and RVG-MSC-EXO. Compulsive-like behaviors and cognitive 
function were evaluated using the compulsive checking test， open field test， marble-burying tes， and Morris water maze. 
The levels of inflammatory cytokines in the mouse prefrontal cortex were measured by qPCR and ELISA. Microglial 
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polarization in the prefrontal cortex was assessed by immunofluorescence staining. The brain-targeting ability of RVG-
MSC-EXO was verified using an in vivo imaging system （IVIS）.【Results】 RVG-modified MSC-derived exosomes 
exhibited significant brain-targeting ability in mice. Exosome treatment significantly reduced compulsive checking and 
marble-burying behaviors in mice. Exosome treatment decreased pro-inflammatory cytokines and increased anti-
inflammatory cytokines. Exosome treatment promoted a shift in microglial polarization from the M1 phenotype to M2 
phenotype.【Conclusion】 RVG-modified mesenchymal stem cell-derived exosomes can target the mouse brain， alleviate 
neuroinflammation by promoting microglial polarization towards the M2 phenotype， and ultimately reduce compulsive-like 
behaviors in OCD mice.

Key words： rabies virus glycoprotein； microglia； obsessive-compulsive disorder； exosomes； mesenchymal stem cell
［J SUN Yat‐sen Univ（Med Sci），2026，47（3）：468-481］

强迫症（obsessive-compulsive disorder， OCD）
是一种慢性精神障碍，其特征为反复出现的强迫思

维和/或强迫行为［1-3］。这些症状往往耗费患者大量

时间精力，导致其显著痛苦，并对个体的社会功能

包括日常生活、职业表现、学习能力及人际关系造

成实质性损害，最终严重影响患者的生活质量［4］。

目前针对强迫症的治疗主要有以选择性五羟色胺

（serotonin， 5-HT）再 摄 取 抑 制 剂（selective 
serotonin reuptake inhibitors， SSRIs）为主的一线药

物治疗；若一线药物治疗效果不佳，可考虑使用氯

米帕明（clomipramine， CMI）等二线药物；部分患者

联用小剂量抗精神病药物可有增效［5］，另外可配合

认知行为疗法，如暴露与反应阻止疗法［6］等，但其

中最为有效的 SSRI药物治疗联用CBT治疗也仅对

40%~60%的患者有效，且通常不能完全缓解，另外

SSRI因为非特异地作用于全身 5-HT受体，部分患

者可能出现胃肠道症状等副作用［5］，导致患者依从

性较差。强迫症的神经炎症机制是当前研究的热

点之一，大量证据表明，大脑中持续的、低度的炎症

反 应 可 能 在 OCD 的 病 理 生 理 中 扮 演 着 重 要

角色［7-9］。

小胶质细胞作为中枢神经系统中主要的固有

免疫效应细胞，在 OCD 的神经免疫机制中扮演着

关键角色［10-11］。小胶质细胞相当于中枢神经系统

的“巨噬细胞”，占胶质细胞的 20%［12-13］，其不仅能

够协调炎症反应，还在维持神经系统的稳态中发挥

着重要的作用［14］。最早提示小胶质细胞与OCD有

关的研究来源于对强迫症动物模型的探索。同源

盒B8（homeobox， Hoxb8）基因是在脑内仅表达于小

胶质细胞的转录因子，参与调控小胶质细胞的增殖

和分化。Hoxb8 基因敲除小鼠表现出了明显的强

迫行为，提示强迫行为可能与小胶质细胞的异常

相关［15］。

外泌体（exosomes， Exo）是一类直径约 30~150 
nm 的细胞外囊泡，由细胞内多泡体与细胞膜融合

后释放到细胞外环境［16-17］。外泌体结构主要包括

膜蛋白、腔内蛋白、核酸、脂质。间充质干细胞外泌

体（mesenchymal stem cell exosomes， MSC-EXO）因

其独特的生物学特性和临床应用潜力，在再生医

学、免疫调节和疾病治疗领域备受关注［18-19］。间充

质干细胞外泌体在神经精神疾病治疗中也展现出

突破性潜力，目前已有研究发现包括：可穿透血脑

屏障、神经保护与抗凋亡、促进神经再生、免疫调节

等［20］。神经炎症可能是精神障碍的重要发病机制，

间充质干细胞外泌体主要通过以下途径参与神经

炎症反应：调控小胶质细胞表型转化、抑制神经炎

症及炎症因子表达和促进吞噬清除病理蛋白。目

前已有大量针对间充质干细胞改善神经炎症的基

础研究，例如：从人脐带间充质干细胞中提取的外

泌体能够通过调节阿尔茨海默病（Alzheimer’s 
disease， AD）小鼠小胶质细胞的活化来减轻脑神经

炎症［21-22］。在自闭症小鼠模型以及 SH3 和多结构

域蛋白 3b基因敲除孤独症模型中使用间充质干细

胞外泌体也可改善其重复性行为和社交障碍［23-24］。

一项研究表明，给予抑郁大鼠模型骨髓来源间充质

干细胞外泌体，可改善其抑郁症状、同时抑制神经

元凋亡、抑制氧化应激与神经炎症［25］。

外泌体静脉注射或雾化吸入后经血液循环，主

要分布于肝、脾等脏器，虽然可穿透血脑屏障，但脑

内分布比例仍然较少，这促使研究者通过工程化手

段增强其针对大脑的靶向性，其中过表达靶向蛋白

的外泌体被发现具有良好的脑部靶向效果。狂犬
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病毒糖蛋白（rabies virus glycoprotein， RVG）靶向肽

是一种源自狂犬病病毒糖蛋白的生物活性短肽，因

其能特异性地靶向中枢神经系统，尤其是神经元，

并有效穿越血脑屏障而备受关注。它在神经疾病

治疗、诊断显像剂递送和基础神经科学研究中具有

巨大的应用潜力。Alvarez-Erviti 等［26］用乙酰胆碱

受体（acetylcholine receptor， AChR）特异性狂犬病

病毒糖蛋白多肽修饰树突状细胞的细胞外囊泡，从

而使细胞外囊泡能够有效地携带药物穿过血脑屏

障治疗脑部疾病。在 AD小鼠模型中，来自间充质

干细胞的RVG修饰的外泌体通过调节炎症反应来

挽救记忆缺陷［27］。RVG修饰的细胞外囊泡通过介

导的 circDYM 传递减轻了慢性不可知应激诱导的

抑郁样行为［28］。通过转染 RVG 并且负载 miR124
调节可卡因诱导的小胶质细胞活化［29］。结合既往

针对外泌体工程化修饰的研究，我们希望通过慢病

毒转染在间充质干细胞上以过表达 RVG 靶向肽，

从而赋予间充质干细胞外泌体靶向大脑的能力，提

高其可能的治疗效果。

总的来说，强迫症是一种致残性较高的慢性精

神疾病，尽管现有研究已部分阐明其潜在的发病机

制，具有一定的治疗手段，但临床治疗效果仍有限，

亟需探索更有效的干预策略以改善治疗现状。本

研究证明了RVG修饰的间充质干细胞外泌体可靶

向小鼠脑部并通过转变小胶质细胞极性，抑制强迫

症相关脑区内侧前额叶皮层（medial prefrontal 
cortex， mPFC）神经炎症，进而减轻强迫症小鼠强迫

样行为。

1 材料与方法

1.1　实验动物

所有实验均严格遵守国家颁布的《医学实验动

物管理实施细则》《实验动物管理条例》以及国际医

学期刊要求，并已获得中山大学附属第五医院动物

关爱与使用委员会的批准，伦理批准编号：00633。
为避免雌性小鼠雌激素变化对行为结果的影响，本

研究只选用 8～10周龄雄性C57BL/6小鼠。所有实

验小鼠购买自广东省医学动物实验中心，均为无特

定病原体级（SPF），并在标准实验室条件下饲养，

包括人为控制的 12 h光暗周期，24 h可自由取用食

物和水，温度 22 ℃，湿度 60%，笼子里覆盖着玉米

芯碎屑。所有实验开始前，小鼠均饲养至少 1周以

适应环境。为避免声音、光照强度及操作者气味等

环境因素对行为学结果产生干扰，实验前 1周操作

者每日通过抚摸方式让小鼠熟悉其气味；实验过程

中，各组小鼠均在相同光照强度及相对安静的环境

中进行测试，以确保实验条件的一致性。

1.2　原代脂肪间充质干细胞提取及表征

无菌条件下从C57BL/6小鼠中获取脂肪组织，

用含有 1% 双抗的 PBS 溶液清洗脂肪组织 3~5 次，

充分去除血液成分；脂肪组织放入细菌培养皿中，

使用无菌剪刀、镊子将脂肪组织剪碎呈糊状，加入

预热的Ⅰ型胶原酶，于温箱（37 ℃）消化 1 h，每
10 min 震荡混匀 1 次，消化完毕，消化液呈浑浊液

体状，无明显脂肪组织存在；加入 1 倍体积完全培

养基终止消化，再加上适量PBS稀释消化液，40 µm
滤网过滤，去除未消化成分，得到消化稀释液；

300× g，离心 10 min，去除油脂和上清，得到细胞沉

淀；培养基重悬，再次 300× g，离心 10 min，弃上清，

培养基重悬；镜下计数，按 104/mL 种板，37 ℃，

5%CO2 培养，24 h 后第 1 次换液，以后 2~3 d 换液

1 次，80%融合后 0.25%Trypsin，0.02%EDTA消化传

代；细胞镜下作形态学观察。最后通过流式细胞术

检测干细胞阳性细胞标志物：CD44、CD106，以及阴

性细胞标志物：CD45、CD34、CD14、CD105 以明确

干细胞纯度，再通过成脂诱导、油红O染色，以及成

骨诱导、茜素红染色明确干细胞分化能力。

1.3　RVG慢病毒包装及感染

RVG 基因全序列通过 NCBI 数据库（https：//
www.ncbi.nlm.nih.gov/）查询，RVG 质粒由华大基因

公司合成，将质粒转化并抽提后，包装 RVG 慢病

毒：取 4×106个 HEK293T 细胞铺于 10 cm 的细胞培

养皿中，培养液为含有 10%FBS 的 DMEM（不含有

青霉素/链霉素），然后将其置于 37 ℃，5%CO2的培

养箱中培养；培养大约 20 h 以后，细胞在培养皿

的融合度大概为 70~80%时，即可配置转染试剂用

于质粒的转染；取两个 ep 管，①管加入 80 µL PEI
（1 µg/µL）+500 µL Opti-MEM，② 管 加 入 质 粒

（psPAX 2∶PMD2. G/4∶3∶1/10 µg∶7.5 µg∶2.5 µg）
+500 µL Opti-MEM，①管加入②管，充分混匀，静

置 10~20 min。PEI：质粒组=3∶1。轻柔均匀加入

70%~80% 汇合率的 293T 细胞中，边晃动摇瓶，边

将 PEI-质粒混合液一滴滴地加入皿中，确保 PEI-
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质粒复合物均匀分布。12 h换液，24 h通过观察荧

光确定包病毒是否成功。48 h取细胞上清，1 000×g，
10 min 离心去细胞碎片和杂质，吸取上清。使用

0.45 µm滤器过滤上清液。加入 1/4体积的 5×PEG，

并立即颠倒混匀，4 ℃冰箱中沉淀 12 h；离心、取上

清后重悬可得到浓缩的RVG慢病毒。病毒感染干

细胞：铺板、在细胞汇合度 50%~60%左右加入慢病

毒浓缩液，8~12 h换液，感染细胞 48~72 h后收集细

胞在荧光显微镜下观察，加入嘌呤霉素，使每个孔

的嘌呤霉素终浓度在 1 µg/mL 到 10 µg/mL 以筛选

出稳转株。

1.4　外泌体提取及表征

使用去外泌体血清+干细胞专用培养基培养脂

肪干细胞至100%密度，收集细胞上清，先2 000× g，
4 ℃，离心 10 min，以去除死亡细胞；后 1 0000× g，
4 ℃，离心 30 min，去除细胞碎片和凋亡小体；使用

0.22 µm滤器过滤；加入超速离心管中，配平，置于

超速离心机，100 000× g，4 ℃，离心 60 min；弃上清，

加入 PBS 洗涤、重悬；再次置于超速离心机，

100 000× g，4 ℃ ，离 心 60 min；弃 上 清 ，加 入

100 µL PBS重悬，所得外泌体置于-80 ℃保存。

CD9、CD63以及CD81属于 4次跨膜蛋白家族，

是外泌体膜上高表达的经典标志物，TSG101 属于

细胞内源性分选复合物的组分，参与外泌体的形

成，也是外泌体的经典标志物。Calnexin主要定位

于内质网，而外泌体不起源于内质网，通常是外泌

体的阴性标志物。通过Western blot检测上述标志

物、NTA 粒径分析、透射电镜观察对外泌体进行表

征。透射电镜操作步骤：将囊泡使用双蒸水进行重

悬，然后取 10 µL 纳米囊泡水溶液悬滴于 Formvar
碳涂层的网格上；沉降 5 min后，用滤纸吸掉多余的

纳米囊泡，然后悬滴 10 µL醋酸铀染色 20 s，用滤纸

尖端吸走多余醋酸铀；常温晾干后，使用透射电子

显微镜在120 kV下拍摄电子显微照片。

1.5　免疫荧光实验

小鼠 12.5 g/L 阿佛丁麻醉，打开胸腔从右心耳

注入PBS后注入多聚甲醛。取下小鼠大脑，将大脑

用OCT包埋后，使用冰冻切片机进行冰冻切片并贴

片 ；将 贴 片 渗 透（3 ml/L Triton X-100）并 封 闭

（30 ml/L BSA），室温封闭 1 h；染上 dapi并使用防淬

灭封片剂；使用共聚焦显微镜观察。

1.6　RVG-MSC-EXO靶向性测试

使用小动物活体成像系统对外泌体体内分布

进行检测：使用 DIR 染料工作液对外泌体进行染

色；在 37 ℃下孵育 30 min ；对染色后的外泌体再次

超速离心以浓缩 ；分别将 MSC-EXO 和 RVG 修饰

的 间 充 质 干 细 胞 外 泌 体（RVG-modified 
mesenchymal stem cell exosomes， RVG-MSC-EXO）
尾静脉注射入小鼠血液中，注射浓度 2 mg/mL，每
20 g 体质量给药 0.1 mL；给小鼠背部脱毛，以便获

得更好的荧光效果；分别于注射后 6 h、12 h、18 h、
24 h对小鼠进行成像；24 h成像完成后解剖获取小

鼠脑、心、肺、肝、脾、肾，并且再次排列好以成像。

使用共聚焦观察强迫症相关脑区外泌体分布。注

射 dil 染色后的外泌体，浓度为 2 mg/mL，每 20 g 体

质量给药0.1 mL。免疫荧光实验部分同上。

1.7　强迫症模型构建

分组：①对照组：生理盐水；②模型组：喹吡罗+
生理盐水组；③CMI 组：喹吡罗+CMI 组；④MSC-
EXO 组：喹吡罗+间充质干细胞外泌体；⑤RVG-
MSC-EXO组：喹吡罗+RVG-MSC-EXO。

造模：行为训练前 1 h 予 2 组小鼠皮下注射

100 µL喹吡罗（0.75 mg/kg体质量），予对照组小鼠

皮下注射 100 µL 生理盐水后，进行行为训练。模

型构建完毕后，予对照组、模型组腹腔注射生理盐

水，予 CMI 组腹腔注射 250 µLCMI（10 mg/kg 体质

量），分别予 MSC-EXO 组和 RVG-MSC-EXO 组尾

静脉注射相应外泌体（尾静脉注射，浓度 2 mg/mL，
每20 g体质量给药0.1 mL）。

行为训练：训练方法参照既往喹吡罗诱导的强

迫症大鼠研究［30］以及改良后的小鼠造模方式［31］。

具体过程如下：训练前 5 d（每天 1 h）将小鼠放置于

训练装置内以熟悉训练装置，接着以 2天 1次的频

率进行 19次的训练。训练前准备好水瓶，其中 1个

水瓶装清水，1 个水瓶装 100 g/L 的蔗糖水，并分别

称量两个水瓶的重量。训练开始前将小鼠随机分

成实验组和对照组，分别接受颈后皮下注射

100 µL生理盐水和等量的喹吡罗溶液。注射后将

小鼠放入实验装置中训练 2.5 h。结束后再次称量

水瓶的重量以计算训练过程中糖水和清水的消耗

量。分析训练过程中的第 2 个 60 min 小鼠往返栖

息处与饮水点的次数。
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1.8　行为学实验

1.8.1　旷场实验　常用来评价小鼠的活动状态以

及焦虑水平，该实验的原理是：小鼠天生会对陌生

的开阔场所有所恐惧，这会导致其发生在场地周边

活动的行为，而小鼠对陌生区域的好奇特性又促使

其发生在中央区域探索的行为。使用实验室自制

50 cm×50 cm×25 cm 旷场箱（黑边白底）进行测试。

将实验动物放置在开阔场地的中心，让其自由在实

验装置中探索 10 min，记录视频后使用 visutrack软

件记录小鼠行为，实验结束后，将其放回饲养笼内。

实验结束后通过 visutrack 软件测定 10 min 内小鼠

进入中心区域的次数、在中心区域停留的总时间以

及在实验装置中运动的总距离。其中，实验装置的

中心区域即以实验装置正中心，边长为 25 cm，面积

为实验装置面积25%的正方形区域。

1.8.2　埋珠试验　埋珠实验在方形箱子（31 cm×
23 cm×16 cm）中进行，在该箱子的底部铺上一层厚

度约为 5 cm 的玉米芯垫料，铺平并稍稍压实。将

12 个（3×4）黑色玻璃弹珠均匀地分布在玉米芯垫

料的表面上。在实验时，将小鼠轻轻放入盒子中，

30 min 后迅速将其移出。计算被埋入玉米芯垫料

的弹珠的数量（超过 2/3的体积被埋入了玉米芯中，

即认为被埋）

1.8.3　Morris水迷宫　使用Morris水迷宫测定记忆

和学习功能。实验操作者对所有处理组的身份不

知情。该装置由一个圆形钢池（直径：120 cm；高

度：60 cm）组成，其中充满水，水面比平台（直径：6 
cm；深度：30 cm）顶部高 1 cm。使用蓝色幕布环绕

水迷宫以避免室内提示，并放置在一个隔离的房间

（20℃，60% 湿度）。将水温保持在 21℃，并通过添

加二氧化钛使其呈白色不透明。测试进行了 6 d。
前 5 d为平台隐藏期，测试小鼠找到平台的时间以

及游泳速度；第 6天为无平台期，测试 1 min内小鼠

在平台象限内停留时间。在每次试验开始时，小鼠

被放置在水中，面对墙壁，从不同的起始位置（南、

北、西、东），给予小鼠 1 min寻找隐藏平台，并允许

小鼠停留在隐藏平台 15 s。如果小鼠在 1 min内不

能定位平台，将其引导到平台上并允许其在平台上

停留 15 s。我们使用视频跟踪系统来跟踪每只小

鼠的游泳活动。使用 visutrack 软件分析平台隐藏

期游泳速度、游泳轨迹图、平台隐藏期找到平台时

间和无平台期平台象限停留时间。

1.9　实时定量荧光PCR

将小鼠 mPFC 脑区组织在液氮中磨碎，每 50~
100 mg组织加入 1 mL TRIZOL，用匀浆仪进行匀浆

处理。根据诺唯赞RNA提取试剂盒步骤提取组织

总 RNA。利用 NanoDrop 2000 分光光度计测定

RNA 浓度及纯度。RNA 转录合成 cDNA 后进行实

时荧光定量 PCR（qRT-PCR），反应体系为 2 µL 
cDNA、上下游引物各 0.4 µL、2×Mix 10 µL、DEPC
水7.2 µL。引物序列请扫文末附表阅读。

1.10　酶联接免疫吸附剂测定

取各组小鼠 mPFC 脑区脑组织研磨并匀浆后

取上清作为样本做 ELISA。根据武汉三鹰 ELISA
试剂盒说明书在各孔中加入标准品或样品各

100 µL，37 ℃孵育 90 min，倒去孔内液体，加入

100 µL生物素化抗体工作液，37 ℃孵育 60 min，洗
涤 3 次，加入 100 µL 酶结合物工作液，37 ℃孵育

30 min，洗涤 5 次，加入 90 µL 底物溶液，37 ℃孵育

15 min 左右，加入 50 µL 终止液，立即在 450 nm 波

长处测量OD值。

1.11　统计分析

实验数据采用 Graphpad 进行统计学分析，统

计结果以平均值±标准误表示。两组间比较采用两

独立样本 t 检验，单因素多组间比较采用 one-way 
ANOVA，两两比较采用 bonferroni 法，双因素多组

间比较采用 two-way ANOVA，两两间使用 Tukey’s
多重比较检验（Tukey’s HSD test）。P＜0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果
2.1　间充质干细胞及外泌体的表征

培养至第三代的脂肪来源间充质干细胞

呈均一的成纤维样梭形形态，汇合度达 90% 以上

（图 1A）。流式细胞术分析显示，细胞高表达间充

质干细胞阳性标志物 CD44 和 CD106，而几乎不表

达造血/内皮细胞标志物 CD45、CD34、CD14 和

CD105（图 1B-G），证实了细胞的高纯度。经成脂

与成骨诱导分化后，细胞分别可被油红 O 染色（显

示脂滴，图 1H）和茜素红染色（显示钙结节，图 1I），

证明了其多向分化潜能。

Western blot 分析表明，从 RVG 转染的 MSCs
（RVG-modified mesenchymal stem cell， RVG-MSC）
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中提取的外泌体（RVG-MSC-EXO）高表达外泌体

标志蛋白CD9、CD63、CD81和TSG101，而阴性标志

蛋白 Calnexin 表达降低（图 1J）。Flag 标签蛋白在

RVG-MSC及其外泌体中均成功检出，证实了 RVG
的稳定表达。纳米颗粒跟踪分析显示，RVG-MSC-
EXO 与未修饰的 MSC-EXO 均具有均一的粒径分

布，峰值直径分别为 133.5 nm 和 135.5 nm，颗粒浓

度分别为 4.7×10⁶/mL 和 3.2×10⁶/mL（图 1K）。透射

电镜观察进一步证实，两者均呈现典型的杯状双层

膜结构，直径 100~200 nm，符合外泌体的形态特征

（图1L）。

2.2　RVG-MSC-EXO有良好的脑部靶向能力

为验证RVG过表达能否增强外泌体的脑靶向

性，我们经尾静脉向小鼠分别注射 DiR 标记的

RVG-MSC-Exo 与 MSC-Exo，采用小动物活体成像

系统（in vivo imaging system， IVIS）动态监测注射后

6 h、12 h、18 h及24 h的体内荧光分布。

经小动物活体成像从小鼠背部拍摄可见，外泌

体主要分布于肝、脾以及脑部（附图 1A）。分别对

脑部以及体部进行圈定ROI，并分析其平均荧光强

度，如附图 1B 所示，体外观察 4 个时间点（6 h、
12 h、18 h、24 h），2 种外泌体在体部平均荧光强度

均无统计学差异，而在注射后 18 h 和 24 h，脑部荧

光强度出现统计学差异（P=0.041 5，P=0.032 1），提

示外泌体在脑部的分布可能于注射后 18 h达到高

峰。以上结果表明，从体外观察，RVG-MSC-EXO
相对于MSC-EXO具有更强的靶向脑部能力。

体外拍摄结束后（注射后 24 h）处死小鼠，取

脑、心、肝、脾、肺、肾进行离体成像，以明确外泌体

在各脏器的分布特征。如图 2A-B所示，在注射后

24 h，RVG-MSC-EXO 与 MSC-EXO 在心脏、肝脏、

肺部、脾脏、肾脏的分布无统计学差异（P＞0.05），

而 RVG-MSC-EXO 相对于 MSC-EXO 在小鼠脑部

分布明显增多（P=0.013 2）。这一结果表明 RVG-
MSC-EXO 具有更强的靶向大脑能力，可使外泌体

治疗效果更有针对性，且减少其他部位副反应。

为了更直观地观察外泌体在强迫症相关脑区

（皮质、丘脑和纹状体）的分布，注射后 24 h，处死

RVG-MSC-EXO 组和 MSC-EXO 组小鼠，并取脑、

包埋、冰冻切片、染色观察。如图 2C-D 所示，2 种

外泌体在皮质、丘脑、纹状体中均有分布，且相较于

MSC-EXO，RVG-MSC-EXO 分布量明显增多（P=

0.034 3，P=0.000 8，P=0.008 6）。这提示 RVG 可使

外泌体更好地靶向强迫症相关脑区。

2.3　RVG-MSC-EXO治疗可逐渐减少喹吡罗模

型小鼠强迫检查次数及掩埋行为

如图 3A所示，我们对小鼠在行为学装置中第 2
小时的行为表现进行了分析。如图 3B，在造模完

成后对各组小鼠进行埋珠实验（F=6.714，P=0.000 
4），喹吡罗造模后强迫症小鼠埋珠行为相对对照组

小鼠增多（P=0.003 2），证明喹吡罗构建的强迫检

查模型小鼠同时具有强迫掩埋行为。而在CMI（P=
0.028 3）、RVG-MSC-EXO（P=0.000 2）、MSC-EXO
（P=0.036 4）后掩埋行为均有显著减少。如图 3C，

通过双因素方差分析（F=3.181，P＜0.000 1），并通

过 Tukey’s多重比较检验（Tukey’s HSD test）发现，

4组喹吡罗诱导后的强迫症小鼠，从第 2次训练起

（第 3 天）至干预治疗时（第 38 天），其往返于

homebase 与糖水点的次数就显著大于对照组小鼠

（P＜0.01）。这证明喹吡罗诱导的强迫症小鼠模型

产生了显著强迫检查行为。第 38 天后，予盐水注

射作为阴性对照的强迫症小鼠仍可维持至少 10 d
强迫检查症状，而尾静脉注射 MSC-EXO、RVG-
MSC-EXO以及CMI组小鼠均在注射后有不同程度

强迫检查减少。相对于 MSC-EXO 组小鼠，RVG-
MSC-EXO 组与 CMI 组效果明显更加显著。RVG-
MSC-EXO 组从第 39 天即开始产生显著治疗效果

（P=0.001 1），且后续强迫检查次数仍以较大幅度

下降，约 47 d 下降至对照组（control sucrose）水平。

MSC-EXO 组在注射后也出现强迫检查下降趋势，

但相较RVG-MSC-EXO组更平缓，直至第 49天（注

射后 10 d）才与模型组小鼠有统计学差异（P=
0.002 6）。CMI 组作为阳性对照组，也显示了良好

的治疗效果：第 43 天开始（注射后）即与模型组小

鼠产生统计学差异（（P=0.017 1），后续差异逐渐增

大，约 47 d下降至对照组（control sucrose）水平。上

述结果提示外泌体及 CMI治疗可逐渐减少喹吡罗

模型小鼠强迫检查次数，且 RVG-MSC-EXO 治疗

效果优于MSC-EXO组。

此外，为了排除生理需求（饥饿/饥渴）所致小

鼠往返次数差异，我们对训练过程中各组小鼠所消

耗的糖水以及水的量进行分析。结果显示，各组小

鼠在所有时间点的糖水消耗量（F=2.471，P=0.062 
5）和清水消耗量均无明显差异（F=1.644，P=0.185 
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2；图 3D）。这可排除生理需求对各组小鼠往返次

数homebase及糖水点的影响。

为排除运动与认知功能对行为学结果的干扰，

我们进一步进行了旷场实验与Morris水迷宫测试。

旷场实验结果显示，各组小鼠在旷场中的运动总距

离、进入中心区域的次数、停留时间以及在中心区

 A: Microscopic image of third-generation adipose-derived mesenchymal stem cells (20× ), scale bar=100 µm. B-G: Flow cytometry results of 
adipose-derived mesenchymal stem cells: CD45 (B) CD34 (C) CD14 (D) CD105 (E) CD106 (F) CD44 (G). H: Oil red O staining after mesenchymal stem 
cells were induced to differentiate into adipocytes (200×), scale bar =50 µm. I: Alizarin red staining after osteogenic induction of mesenchymal stem 
cells (200×), scale bar=50 µm. J: Western blot results for stem cells and stem cell exosomes. K: Particle size analysis results for RVG-MSC-EXO and 
MSC-EXO. L: Transmission electron microscopy results of RVG-MSC-EXO and MSC-EXO, scale bar=50 nm.

图1　干细胞及外泌体表征

Fig. 1　Characterization of mesenchymal stem cells and exosomes
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域内的运动距离均无统计学差异（附图 2A-D）。这

表明造模及治疗过程未影响小鼠的基础运动能力，

排除了运动水平差异对强迫检查行为的潜在干扰。

同时，中心区域活动的各项指标亦无差异，提示小

鼠的焦虑样行为未发生明显改变。

在 Morris 水迷宫测试中，各组小鼠在 5 d 平台

隐藏期的平均游泳速度无差异（附图 2E），表明后

续空间学习能力的比较不受运动能力影响。在平

台隐藏期，各组小鼠每日找到隐藏平台的潜伏

期（附图 2F）及在无平台期的目标象限停留时间

（附图 2G）均无统计学差异。以上结果说明，造模

及治疗未损害小鼠的空间学习与记忆能力，从而确

保观察到的强迫样行为差异不受认知功能障碍的

混杂影响。

2.4　RVG-MSC-EXO促进强迫症小鼠小胶质细

胞极性转变

为了在 mRNA 水平确定强迫症造模及外泌体

治疗对小胶质细胞表型及炎症因子的影响，我们进

行 qPCR 检测小鼠强迫症相关脑区——mPFC 的诱

导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide synthase， 
iNOS）、分化簇 206（cluster of differentiation 206， 
CD206）和精氨酸酶-1（arginase-1， Arg-1）。

如图 4A，小胶质细胞 M1 型标志物 iNOS 的

mRNA 表达水平（F=25.17，P＜0.000 1），在喹吡罗

造模后显著升高（P＜0.000 1），而经过 CMI、MSC-
EXO、RVG-MSC-EXO 治疗后小鼠 iNOS 表达水平

均显著下降（3者P＜0.000 1），3种治疗效果之间无

明显差异。如图 4B，小胶质细胞M2型标志物Arg-

1的表达水平（F=6.121，P=0.004 0），在喹吡罗造模

后出现显著下降（P=0.008 6），RVG-MSC-EXO 治

疗后小鼠Arg-1表达水平显著上升（P=0.003 8），但

CMI 及 MSC-EXO 治疗后虽有上升趋势，但未产生

统计学差异，不排除标准误过大所致。另外 3种治

疗方案两两之间 Tukey’s HSD test 无统计学差异。

如图4C，小胶质细胞M2型标志物CD206（F=20.58，
P＜0.000 1），在造模后表达显著下降（P＜0.000 1），

而 RVG-MSC-EXO 治疗后小鼠 CD206水平显著提

高（P＜0.000 1）。此外，RVG-MSC-EXO 处理组

 A: IVIS imaging of exosome distribution in heart, liver, spleen, lung, and kidney at 24 h, n=3. B: Quantification of exosome distribution in heart, 
liver, spleen, lung, and kidney at 24 h, n=3. C: Exosome distribution in cortex, striatum, and thalamus by confocal microscopy, n=3, scale bar=50 µm. 
Blue: DAPI, Red: DIL. D: Quantification of average exosome fluorescence intensity. Data are presented as means ± SEM. *P＜0.05, **P＜0.01 ***P＜

0.001, ns： no significant.
图2　RVG-MSC-EXO有良好的脑部靶向能力

Fig. 2　RVG-MSC-EXO exhibits excellent brain targeting capability

475



第47卷中山大学学报（医学科学版）

CD206 的 mRNA 水平相较 CMI 组（P=0.013 9）及

MSC-EXO 组（P=0.000 6）均有显著差异。上述结

果表明造模后小鼠小胶质细胞 M1 型标志物的

mRNA 水平增加，小胶质细胞 M2 型标志物的

mRNA 水平下降，而 RVG-MSC-EXO 可改变这一

现象。

如图 4D-E，对各组小鼠 mPFC 脑区进行免疫

荧光观察（F=50.21，P＜0.000 1）。喹吡罗造模后小

鼠 mPFC 脑区 iNOS+细胞（即 M1 型小胶质细胞）比

例显著增加，而 CMI（P＜0.000 1）及 RVG-MSC-
EXO（P＜0.000 1）均可使其减少。这一结果提示强

迫症的发生及治疗可能与小胶质细胞极性转变

相关。

以上结果提示，强迫症造模后小鼠mPFC脑区

M1 型小胶质细胞增多，M2 型小胶质细胞减少，而

CMI及RVG-MSC-EXO均可减弱这一改变。

2.5　RVG-MSC-EXO对强迫症小鼠产生抗炎效果

为了在 mRNA 水平确定强迫症造模及外泌体

治疗对炎症因子的影响，我们通过 qPCR检测小鼠

强 迫 症 相 关 脑 区 ——mPFC 的 白 细 胞 介 素

（interleukin，IL）-6、IL-1β、肿瘤坏死因子-α（tumor 
necrosis factor-alpha， TNF- α）、IL-4、转化生长因

子 - β（transforming growth factor-beta， TGF- β）和

IL-10。

如图 5A-C，喹吡罗造模后强迫症小鼠模型

mPFC 脑区促炎因子 IL-6（P=0.000 6）、IL-1β（P=

0.002 2）、TNF-α（P=0.000 6）的 mRNA 水平均有显

著上升。在 RVG-MSC-EXO（P=0.000 3）、CMI（P=

 A: Behavioral test timeline. B-C: Results of compulsive checking test in mice, number of trips between home base and sugar water/water points 
(B), n=8, sugar water and water consumption (C), n=8. Data analyzed by two-way ANOVA, #RVG-exo sucrose vs model sucrose，*CMI sucrose vs model 
sucrose, &exo sucrose vs. model sucrose. D: Marble burying experiment, n=8, *P＜0.05, **P＜0.01 ***P＜0.001, ****P＜0.000 1； ## P＜0.01, #### P＜

0.000 1; && P＜0.01.
图3　RVG-MSC-EXO治疗可减少喹吡罗模型小鼠强迫检查次数及掩埋行为

Fig. 3　RVG-MSC-EXO treatment reduces the compulsive checking and burying behaviors in the quinpirole model mice
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0.001 4）、MSC-EXO（P=0.008 7）处理后 IL-6 的

mRNA水平均有显著下降。在RVG-MSC-EXO（P=
0.011 4）、CMI（P=0.030 1）、MSC-EXO（P=0.029 9）
处理后 IL-1β 的 mRNA 水平均有显著下降。在

RVG-MSC-EXO（P=0.002 3）及 CMI（P=0.012 0）处

理后 TNF-α 的 mRNA 水平均有显著下降。如图

5G-I，喹吡罗造模后强迫症小鼠模型mPFC脑区促

炎因子 IL-1β（P=0.000 4）、TNF- α（P＜0.000 1）、

IL-6（P=0.000 3）的蛋白水平均有显著上升。在

RVG-MSC-EXO（P=0.000 1）、CMI（P=0.002 6）处理

后 IL-1β 的蛋白水平均有显著下降。在 RVG-
MSC-EXO（P=0.000 4）、CMI（P=0.001 0）处理后

TNF-α的蛋白水平均有显著下降。在 RVG-MSC-
EXO（P=0.001 5）、CMI（P=0.006 3）及 MSC-EXO（P

 A-C: qPCR results of microglia markers, iNOS (A), Arg-1 (B), CD206 (C), n=4. D: Representative images of M1-type microglia 
immunofluorescence, scale bar=100 µm, n=3. E: Quantification of iNOS+ cells/microglia. Data are presented as means ± SEM. *P＜0.05, **P＜0.01, 
***P＜0.001, ****P＜0.000 1.

图4　RVG-MSC-EXO促进喹吡罗模型小鼠小胶质细胞极性转变

Fig. 4　RVG-MSC-EXO shifts microglia polarity in the quinpirole model mice
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=0.040 7）处理后 IL-6 的蛋白水平均有显著下降。

以上结果提示造模后小鼠促炎因子的 mRNA 水平

及蛋白水平增加，而 CMI 及 RVG-MSC-EXO 均可

减弱这一改变。

如图 5D-F，喹吡罗造模后强迫症小鼠模型

mPFC 脑区抗炎因子 IL-4（P=0.000 2）、TGF-β（P=
0.044 6）、IL-10（P=0.000 2）的mRNA水平均有显著

下降。在 RVG-MSC-EXO（P＜0.000 1）及 CMI（P=
0.043 5）处理后 IL-4的 mRNA 水平均有显著上升。

在 RVG-MSC-EXO（P=0.002 8）、MSC-EXO（P=
0.018 6）处理后 TGF-β 的 mRNA 水平均有显著上

升 。 在 RVG-MSC-EXO（P=0.029 9）及 CMI（P=
0.020 2）处理后 IL-10 的 mRNA 水平均有显著上

升。如图 5J-L，喹吡罗造模后强迫症小鼠模型

 A-F: qPCR results of inflammatory factor, IL-6 (A), IL-1β (B), TNF- α (C), IL-4 (D), TGF- β (E), IL-10 (F), n=4. G-L: ELISA results of 
inflammatory factor, IL-1β (G), TNF-α (H), IL-6 (I), IL-4 (J), IL-10 (K), TGF-β (L), n=4. Data are presented as means ± SEM. *P＜0.05, **P＜0.01 
***P＜0.001, ****P＜0.000 1.

图5　RVG-MSC-EXO对喹吡罗模型小鼠产生抗炎效果

Fig. 5　RVG-MSC-EXO exhibits anti-inflammatory effects in the quinpirole model mice
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mPFC 脑区抗炎因子 IL-4（P=0.027 2）、IL-10（P=
0.005 1）和 TGF-β（P=0.000 2）的蛋白水平均有显

著下降。在 RVG-MSC-EXO（P=0.000 7）、CMI（P=
0.012 7）处理后 IL-4 的蛋白水平均有显著增高。

在 RVG-MSC-EXO（P=0.003 7）、CMI（P=0.011 0）
处理后 IL-10的蛋白水平均有显著提高。在RVG-
MSC-EXO（P＜0.000 1）及 CMI（P=0.001 6）处理后

TGF-β的蛋白水平均有显著上升。以上结果提示

造模后小鼠抗炎因子的 mRNA 水平及蛋白水平下

降，而CMI及RVG-MSC-EXO均可减弱这一改变。

3 讨 论
在本研究中我们证明了RVG修饰的间充质干

细胞外泌体可改善强迫症小鼠模型的强迫检查行

为，并发现其机制可能在于转变小胶质细胞极性，

抑制强迫症相关脑区mPFC神经炎症，产生抗强迫

症作用。

喹吡罗是一种多巴胺受体激动剂，能够诱导大

鼠进行有规律的运动，并与正常大鼠相比，更倾向

于进入固定的盒子中，这样的行为与人类的强迫检

查症状相似，因此喹吡罗大鼠模型作为一种经典的

药理模型出现在强迫症的相关研究中［30］。喹吡罗

诱导的小鼠强迫检查模型的构建是一个很大的进

步。在本课题组前期研究中，我们成功通过喹吡罗

药理诱导并结合行为训练获得稳定的强迫检查小

鼠，且明确在强迫症相关脑区神经元激活（c-fos表
达）明显增多［31］。至此我们获得了饲养成本较低、

所需行为学空间较小的强迫检查小鼠模型。本研

究继续沿用这一造模方式，并且进一步加入阳性对

照组（CMI组），结果表明CMI能显著减少喹吡罗模

型小鼠的重复检查行为，这一结果更进一步支持该

模型能较好的模拟强迫症的病理过程，是一种稳定

的强迫症小鼠模型。

需要指出的是，现有的强迫症动物模型，（包括

基因敲除模型、药理诱导模型、光遗传/化学遗传模

型）都只能模拟部分强迫样症状［32］，而无法全面复

现人类强迫症的复杂的强迫思维、强迫行为及其伴

随症状。例如在本研究中强迫症模型小鼠未表现

出明显的焦虑样表现，而临床上强迫症患者常伴有

严重焦虑症状［33］。这一局限性必然影响动物实验

成果向临床研究转化，因此后续的进一步验证至关

重要。假如间充质干细胞外泌体被证明在灵长类

动物的强迫行为中有显著性治疗效果，可以进一步

联合 SSRI 类药物、二线药物、认知行为疗法，明确

联用后效果是否强于单用。在此同时，注意一期及

二期临床试验中患者出现的不良反应。即便在本

研究中的治疗剂量下未发现各器官损害及肝肾毒

性，也要关注强迫症患者与强迫症动物模型的种群

差异，警惕不良反应的发生，避免出现“弊大于利”

的问题。

在本研究中，我们发现喹吡罗诱导的模型小鼠

的 mPFC 脑区小胶质细胞 M1 型增加、M2 型减少，

而治疗后M1型明显下降，M2型明显增加。这提示

我们强迫症的发生可能伴随神经炎症的发生。值

得注意的一点是，外泌体属于细胞外囊泡的一种，

但不同来源的细胞外囊泡作用于不同疾病的动物

模型，可能对小胶质细胞/巨噬细胞极性转变产生

刚好相反的作用效果，而不是简单得出“外泌体/细
胞外囊泡可将小胶质细胞/巨噬细胞由 M1 型转变

为M2型”这一结论。在既往研究中，针对肝癌的小

鼠模型，运用细菌来源的细胞外膜囊泡，经过工程

化修饰——过表达GPC3及CD47，可将外周巨噬细

胞由 M2型（CD206+）逐渐转化为 M1型（CD86+），从

而促进免疫系统抗肿瘤效果［34］。这一结果的具体

机制仍待继续研究。需要指出的是，本研究中测定

的细胞因子并不直接反应小胶质细胞极性的改变，

因为细胞因子来源多样，如星形胶质细胞、神经元、

浸润的外周免疫细胞也参与细胞因子的调节［35-37］。

小胶质细胞极性改变还需要形态学层面进一步观

察，如测量胞体面积、突起总长度、分支节点数等

参数。

在以往研究中，间充质干细胞外泌体主要用于

免疫调节、组织修复再生、重塑肿瘤微环境、神经调

控等。针对神经损伤及神经退行性病变如脊髓损

伤、AD、帕金森病等的研究相对较多，但针对强迫

症的研究寥寥无几，这也促使我们不断探索其可能

的治疗作用。干细胞外泌体相比干细胞疗法的优

势在于可以穿越血脑屏障且致瘤风险、免疫排斥风

险更低。在本次研究中，我们首次探索通过间充质

干细胞外泌体发挥抗强迫症状的作用。这为后续

间充质干细胞外泌体用于临床强迫症治疗做铺垫。

而在外泌体膜表面过表达 RVG 蛋白，可以更加高

效的靶向脑部，弥补了间充质干细胞及其外泌体本
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身产量较少的问题且提高了治疗的针对性、有望减

少其他部位可能的不良反应，这一优势相对传统的

SSRI类药物是值得期待的。

RVG靶向肽是神经靶向递送领域的一个重要

工具。它巧妙利用了狂犬病病毒天然的神经侵袭

机制，为跨越血脑屏障和靶向神经元提供了一把

“钥匙”。RVG靶向肽的作用机制主要在于其与烟

碱型乙酰胆碱受体高亲和力结合。通过偶联或装

载各种治疗性分子（核酸、蛋白、小分子）或显像剂

到 RVG 肽或其修饰的纳米载体上，研究者们正在

开发针对多种难治性神经系统疾病的新型疗法和

诊断工具。尽管在递送效率、特异性、稳定性和临

床转化方面仍面临挑战，但 RVG 肽展现出的巨大

潜力使其持续成为研究热点。随着肽工程、纳米技

术和基础机制的不断进步，RVG 靶向递送系统有

望在未来为脑部疾病的精准诊断和治疗带来重要

变化。

本研究创新点在于探索了通过间充质干细胞

外泌体发挥抗强迫症状的作用，探索强迫症发病机

制与小胶质细胞极性转变之间的关系。当然，本研

究还存在几点明显不足之处，表现在未对间充质

干细胞外泌体发挥作用的具体分子机制、相关通

路进行研究。其次我们的研究局限在小胶质细胞

上，并没有展开对其与神经元间的相互作用，未探

索星形胶质细胞、神经元上是否也对强迫症调节

发挥作用。另外本实验仅使用 CMI 作为阳性对

照，而临床上更多使用如氟伏沙明等 SSRI 类药物

作为抗强迫一线药物，主要源于目前针对喹吡罗

诱导的强迫症鼠类模型的实验多选用 CMI作为阳

性对照、并给予本文用法用量参考，我们将在后续

实验中尝试使用氟伏沙明作为相应阳性对照。最

后，RVG-MSC-EXO 的潜在风险

仍需后续大量生物安全性实验以

及临床试验进一步证明。在后续

的研究中，我们将针对干细胞外

泌体针对小胶质细胞具体作用通

路进行更细致的研究。
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