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真菌细胞外囊泡的研究进展

袁 鑫，王俊瑞*
(内蒙古医科大学附属医院检验科，呼和浩特 010000)

摘要：细胞外囊泡(extracellular vesicle，EV)主要是由真核细胞、原核细胞分泌到体外的纳米颗粒，其

多被脂质双层结构所包裹，所含成分包含蛋白质、脂质、核酸等多种生物活性分子。细胞外囊泡可在

细胞间进行物质和信息传递，并通过其所含多种活性成分发挥多种生物学功能。近年来研究发现，多

种真菌分泌的EV可参与真菌致病、耐药及免疫调控等过程，是介导真菌多种生物学活性的重要载体之

一。本文主要对真菌EV的化学组成、生物学功能、实验室检测技术及最新研究进展进行综述和分析，

为进一步深入探究其分子机制和更好地了解其潜在应用价值提供新的思路。
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Research progress on extracellular vesicles of fungi

YUAN Xin, WANG Junrui*
(Department of Laboratory, Affiliated Hospital of Inner Mongolia Medical University, Hohhot 010000, China)

Abstract: Extracellular vesicles are nanoscale particles secreted by eukaryotic and prokaryotic cells to the
outside of the body, which are abundant in proteins, nucleic acids and other biologically active molecules
wrapped in a lipid bilayer. EVs can act as carriers to transfer bioactive materials and biological signals among
different cells, and the bioactive materials wrapped in the EVs can exert multiple biological functions.
Recently, it is extensively reported that EVs secreted by multiple fungi species acts as a kind of important
vector in mediating multiple biological processes of fungi, including pathogenicity, antimicribial resistance and
immunal modulation. In this review, the chemical composition, biological functions, laboratory detection
techniques and recent development of research in fungal EV will be summarized and analyzed, and the
objective of this review is to provide new ideas for deep exploration of molecular mechanisms of fungal EV
and better understanding its potential application values.
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细胞外囊泡(extracellular vesicle，EV)是由多种

类型细胞分泌、呈双层脂质样结构、化学组成复

杂的纳米级颗粒，包含多种细胞来源成分(蛋白

质、核酸、脂质等)，在介导细胞病理生理功能、

免疫调控等方面发挥重要作用[1]。有研究发现，几

乎所有类型细胞在生理或者病理状态下均可分泌

EV，相关研究主要集中在人体细胞[2]，而近年来

关于微生物细胞外囊泡的报道呈明显增加趋势，

特别是针对细菌细胞外囊泡的相关研究[3]，但关于

真菌细胞外囊泡的报道较少。随着侵袭性真菌感

染发病率及耐药株检出率的不断增加，真菌致病

及耐药机制受到更多关注[4]，真菌EV在此过程中

综述
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如何发挥作用值得进一步探究。

本文将针对真菌EV化学组成、形成机制、生

物学功能等方面进行综述，以更好了解真菌EV在
介导感染、免疫调控中的作用及与宿主细胞间相

互作用的机制，为进一步探究其临床应用价值提

供思路。

1 真菌EV生物学特性

细胞外囊泡是原核细胞和真核细胞在正常和病

理生理状态下释放的膜状圆形小泡，根据其粒径

大小和形成机制分为外泌体、微囊泡和凋亡小体

三类 [ 5 ]。外泌体经内吞途径形成，粒径大小为

30~100 nm；微囊泡由细胞膜向外出芽生成，粒径

大小为100~1 000 nm；凋亡小体则通过程序性细

胞死亡方式形成，粒径大小为800~1 000 nm[6]。这

些纳米级囊泡被脂质双层包裹，包含多种成分，

如蛋白质、脂质、核酸(如mRNA和非编码RNA)、
多糖、毒素、过敏原和色素等[7]。目前针对真菌

EV的研究结果显示，真菌EV通常具有以下功能。

(1)细胞间通讯：EVs脂质双层可使其内所含活性成

分(如RNA)在细胞外环境中不被降解，从而保护其

“安全”地输送到靶细胞[8]，这种细胞间通讯可能

会影响多种基因的表达调控，进而影响真菌毒

力[9]。(2)免疫调节：EV所含某些蛋白质成分可作

为免疫原引发宿主免疫应答和炎症反应。(3)参与

细胞壁形成：某些丝状真菌(如烟曲霉菌)EV被发

现参与真菌细胞壁的重塑过程。EV蛋白质组学研

究结果显示，EV参与细胞壁重要成分(如几丁质、

葡聚糖或甘露聚糖残基)的生物合成和代谢[6]。此

外，生长条件可显著影响真菌EV的化学组成，不同

培养基所得真菌EV，其内容物(如蛋白质、脂质)组
成会发生相应改变[9]。

2 真菌EV化学组成及生物学活性

真菌细胞外囊泡化学组成成分丰富，含核酸、

蛋白质、脂质以及碳水化合物等多种物质(图1)。
这些物质被证实可参与真菌致病、耐药及免疫调

控等过程，介导真菌多种生物学活性。以下将对

核酸、蛋白质、碳水化合物以及脂质这四种化学

成分特点及功能进行逐一介绍。

2.1 核酸

据报道，不同来源的EV均含有RNA[10]，真菌

EV中同样存在RNA成分，其中大多数RNA分子都

是小RNA，包括核仁小RNA(snoRNAs)、小核RNA
(snRNAs)和tRNA片段(tfRNAs)[11]。真菌EV中也存

在一些调节性小RNA，如合轴马拉色菌EV中含有

16~22 nt且类似于微小核糖核酸 (miRNA)的小

RNA[12]。发酵毕赤酵母EV中存在微小核糖核酸

(miRNA)样分子，与其从酵母样到假菌丝形态的转

变有关[13]。在荚膜组织胞质菌EV中发现，5 nt的反

义RNA可能会在RNA干扰机制中发挥作用[14]。此

外，一些研究发现，EV-RNA组成与真菌细胞RNA
组成不同，如rRNA占真菌细胞RNA的90%以上，

而在真菌EV中几乎检测不到[14,15]。为了对真菌EV
中的RNA进行进一步研究，Peres da Silva等[11]对几

种不同真菌EV中的RNA成分进行分析后发现，新

生隐球菌的EV样本中富含与细胞应激反应和转录

调控有关的mRNA；巴西副球菌的EV样本中富含

与细胞应激反应和细胞周期控制有关的mRNA；酿

酒酵母的EV样本中富含与转录调控和细胞周期控

制有关的mRNA。这些观察结果表明，真菌细胞利

用EV输出具有不同生物学功能和不同性质的RNA
分子，可能会影响细胞某些生理功能。同时，

Silva等 [ 1 1 ]发现，真菌EV携带不同物种共有的

mRNAs，但也可携带1~2个该物种所特有的RNA分
子。另有研究发现，可引起毛霉菌病的真菌，其

1：朊蛋白。与退行性疾病有关(如阿尔茨海默病)。2：RNA。⑴干

扰宿主生理功能；⑵调节碳水化合物和次级代谢产物的生成；⑶调

节毒力基因。3：酶与蛋白质。⑴具有免疫原性；⑵与代谢有

关；⑶参与细胞壁合成；⑷具有毒力作用。4：脂质。与耐药性相

关。5：碳水化合物。⑴免疫调节；⑵介导毒力

图1 真菌细胞外囊泡结构组成
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EV中携带的RNA在碳水化合物代谢和次级代谢产

物的生物合成中发挥作用，部分种属真菌的次级

代谢产物与毒力密切相关[16]。巴西副球菌EV内含

有的sRNA序列编码真菌蛋白(如与毒力因子合成相

关的α-淀粉酶和参与细胞壁裂解的β-葡聚糖酶)，
具有调控毒力基因表达的作用[15]

。

2.2 蛋白质

Gil-Bona等[17]通过聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium
dodecylsulfate-polyacrylamide gel electrophoresis，
SDS-PAGE)技术分析来自不同真菌EV中的蛋白质

含量，然后对其进行蛋白质染色、免疫印迹、蛋

白质组学分析。通过对三种以上的真菌(如荚膜组

织胞质菌、新生隐球菌、酿酒酵母)EV蛋白进行分

析后发现，这些真菌EV中存在转运蛋白及与细胞

代谢、应激反应、氧化还原、信号传导相关的蛋

白质成分。同时，此研究根据白念珠菌EV蛋白参

与的细胞生物学活性调控过程将其分成9个功能

组，鉴定出75种蛋白质。在白念珠菌EV中未发现

核糖体、细胞骨架和核蛋白，但检测到了黏附素

和水解酶。目前确定的一些EV蛋白功能包括以下

几个方面。(1)免疫原性。Rodrigues等[18]通过SDS-
PAGE技术分离新生隐球菌EV蛋白，采用免疫印迹

法分析其与人类血清的反应性。隐球菌病患者血

清与EV样本共孵育时，可检测到7条主要条带。该

结果表明，EV中存在着有效的免疫原性成分。(2)
参与细胞壁形成。Gonҫalves等[6]研究发现，烟曲霉

原生质体在细胞壁再生条件下具有丰富的EV蛋白

质成分，含有与细胞壁合成相关的酶，如葡聚糖

合酶或几丁质合成酶。此外，EV不仅含有参与半

乳糖氨基半乳聚糖(galactosaminogalactan，GAG)合
成相关代谢酶(GAG是烟曲霉细胞外基质的关键成

分)，还含有GAG及其合成所需的单糖。(3)介导毒

力。Rodrigues等[18]发现，新生隐球菌EV中存在与

黑色素合成有关的漆酶。Lavrin等[19]对皮炎外瓶霉

(Exophila dermatitidis)研究后发现，与不含黑色素

的EV相比，携带黑色素的EV对神经母细胞瘤细胞

的毒性作用更强，表明黑色素是介导细胞毒性的

重要成分。此外，遗传因素也可影响真菌EV中的

蛋白质组成及含量[20]
。

2.3 碳水化合物

目前，关于EV中碳水化合物含量的研究较

少，部分原因是糖组学分析需要相对大量的

EV[16]。新生隐球菌EV中含有葡萄糖醛酸甘露聚糖

(glucuronoxylomannan，GXM)，该物质可拮抗免

疫细胞的吞噬作用，并且与真菌毒力相关[7]。荚膜

组织胞质菌EV中存在与毒力相关的大分子物质，

如糖脂麦角甾基葡萄糖苷[16]。荚膜组织胞质菌EV
中也可检测到海藻糖，海藻糖是一种碳水化合

物，在一定条件下与真菌生长和耐热性相关[16]。

另有研究发现，烟曲霉EV中存在多糖成分，如葡

聚糖、半乳甘露聚糖和GAG[21]。GAG是一种细胞

壁多糖，有助于烟曲霉菌感染人体并在宿主和病

原体相互作用过程中发挥重要作用，这也进一步

证明了真菌EV具有免疫调节作用[16]。

2.4 脂质

目前，关于真菌EV脂质的文献报道甚少。在

技术层面，与EV碳水化合物分析类似，需要收集

大量的EV才能进行脂质组学分析。此外，EV中脂

质成分的丰度相对较低[22]。白念珠菌EV中含有甾

醇，其在很大程度上决定了白念珠菌对外界压力

的敏感性，是抗真菌药物的重要靶标[23]。Honorato
等[24]发现，白念珠菌EV中所含的脂质成分能够抑

制其从酵母状向菌丝状转变，从而降低菌株毒

力。荚膜组织胞质菌和巴西副球菌的EV主要含有

甾醇和磷脂，如磷脂酰乙醇胺、磷脂酰胆碱和磷

脂酰丝氨酸，它们是真菌脂质双层形成的关键元

素 [25]。对巴西副球菌EV的脂质组学分析结果显

示，其内含量最多的脂质成分是芸苔甾醇[26]，芸

苔甾醇与唑类抗真菌药物的耐药性有关[27]，表明

EV与真菌耐药之间存在一定关联[16]。另外，真菌

EV与其来源的真菌脂质组成也有所不同。Zamith-
Miranda等[28]对白念珠菌和耳念珠菌及它们分泌EV
的脂质组学分析结果显示，两种真菌EV中己糖基

神经酰胺的含量分别是真菌细胞的67倍和109倍。

3 真菌EV分离纯化技术

目前，大多数研究都是从液体培养基中分离囊

泡。Reis等[29]开发了一种真菌EV快速制备方法，

可以从固体培养基中分离EV。真菌在YPD固体培

养基中培养后，用接种环从平板上收集真菌细

胞，然后通过离心方法分步去除细胞和细胞碎

片，再应用PBS缓冲液悬浮胞外囊泡和污染蛋白，
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最终通过超速离心方法获得EV[30](图2)。该方法可

重复性较好，适用于多种真菌物种[31]。此外，对

分离的EV可进行两种不同类型的分析，分别是物

理分析和化学分析[32]。物理分析包括以下几种：

(1)电子显微镜。通常用于可视化EV及其空间分布

和形状[33,34]，评估其形态的两种常见电子显微镜是

透射电子显微镜(transmission electron microscope，
TEM)和扫描电子显微镜(scanning electronic
microscopy，SEM)。SEM和TEM可以生成高分辨

率图像。两者的区别在于检测到了哪些电子——
SEM检测散射电子，而TEM检测通过样品的电

子[32]。但是有学者指出，高分辨率的技术优势很容

易被测量条件和样品制备流程的缺陷所抵消。透射

电镜分析的样品在测量前必须进行固定和脱水。此

外，图像采集必须在真空条件下进行[8]。(2)纳米颗

粒跟踪分析(nanoparticle tracking analysis，NTA)。
此方法可以对样本中的EV进行量化检测，并获得

其在群体中的分布特征[34,35]。NTA系统在检测不同

EV时有以下优势。首先，该技术可精确测量直径

低至30 nm的小颗粒，而且样品采集在液相中进

行，确保所分析的EV不发生变化；此外，样品制

备流程非常快速和简单，测量过程只需几分钟；

在测量完成后，样品可恢复为原始状态，使该技

术更具吸引力[8]。然而，NTA面临的挑战是，它需

要约0.5 mL的样本量，并且数据收集和分析参数需

要进行优化处理[32]。另外，有研究指出，NTA系
统能够检测荧光；但在实际应用中，荧光信号必

须非常明亮才可检测出来 [ 36 , 37 ]。(3)动态光散射

(dynamic light scattering，DLS)。与NTA一样，

DLS应用粒子布朗运动引起的散射光来估测粒子

大小和浓度。但DLS技术未采用散射光来确定粒

子的扩散系数，而是使用散射光强度的变化来估

计粒子的大小。与NTA不同之处在于，DLS只需

要很少的样本体积。虽然DLS与NTA有各自技术

优点，但DLS的主要不足之处是不利于分析非均质

混合物。具体而言，散射光强度与颗粒直径的六

次方成正比，较小颗粒产生的散射光更难于检

测，因此，当悬浮液中存在颗粒大小不同的混合

物时，通常会偏向于检出较大尺寸颗粒所产生的

数据[32]。

化学分析方法可以提供有关EV含量的信

息[32]，常用的方法有如下几种。(1)流式细胞术。

在过去二十年中，流式细胞术被认为是EV分析中

最常用的技术之一，能够确定单个EV的细胞起

源。尽管这种方法在检测小型EV方面存在局限，

但其能够在一个样本中分析数千个EV，同时确定

多个标记物[8]。如果EV表面带有某些抗原，则可

以通过荧光色素标记单克隆抗体进行检测。因

此，可以根据抗原表达水平对所研究的囊泡群进

行量化或分类[38]。(2) Western blot。Western blot是
当前最常用的外泌体分析方法之一，因为其易于

使用、可获得性广，并且能够检测外泌体表面蛋

白质和内部蛋白质。然而，该方法的主要缺陷是

其特异性和重复性受到所用抗体质量的限制[32]。

(3)靶向蛋白质组学方法。最常见的方法是多反应

监测技术(multiple reaction monitoring，MRM)[32]。
由于MRM方法具有更低的检测限、更大的动态范

围和更高的特异性，它是快速识别和量化样本中

目标蛋白质的首选方法[39]。在EV领域，特别是对

于外泌体而言，MRM方法表征外泌体将会有利于

后续研究，因为它比传统Western blot更具有检测

通量和特异性方面的技术优势[32]。图2 真菌细胞外囊泡分离步骤
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4 真菌EV生物学功能

4.1 参与致病过程

目前有研究发现，真菌EV成分参与真菌致病

过程[40]。Rodrigues等[18]在新生隐球菌EV中鉴定出

76种蛋白质，其中包括一些与毒力和抗氧化应激

相关的蛋白质成分。此外，隐球菌病患者的血清

可识别不同的EV蛋白成分[18]。新生隐球菌EV可加

强真菌穿透感染宿主血脑屏障的能力，并提高隐

球菌在被感染小鼠大脑中的定植效果[41]。马拉色

拉菌是一种与人类皮肤疾病如特应性湿疹有关的

真菌，其释放的EV是一些小RNA和过敏原成分的

载体；这些成分可诱导炎性细胞因子反应并与宿

主皮肤细胞相互作用，在致敏和炎症维持中发挥

作用[42]。另有研究显示，酿酒酵母EV可介导朊病

毒转运[43]。错误折叠的蛋白质组件与许多退行性

疾病(如阿尔茨海默病)有关，这些错误折叠的蛋白

质通过朊病毒样机制进行传播，EV则被认为是潜

在的传播载体[43]。与人类真菌病原体相比，人类

对植物真菌病原体EV功能的了解更少[16]。Costa
等[44]发现，指状青霉中的色氨酸对柑橘类植物具

有毒性，其对柑橘类种子发芽具有显著抑制作

用；指状青霉在感染植物的过程中会释放EV，色

氨酸通过EV递送至植物体内引起植物损伤。植物

病原体尖孢镰刀菌EV中富含两种类型的聚酮合

酶，它们可能参与色素比卡菌素(bikaverin)的生物

合成。EV和这种色素与棉花子叶过敏反应有

关 [ 4 5 ]。聚酮合酶广泛参与植物病原体的毒素生

成，在毒力方面发挥重要作用[16]。

4.2 免疫诱导效应

EV在真菌与宿主相互作用中发挥重要作用，

EV内含多种免疫原性分子，部分成分可诱导免疫

反应，并可成为过敏原[9]。念珠菌EV可刺激免疫

细胞，导致一氧化氮产生和白细胞介素 - 1 0
(interleukin-10，IL-10)、白细胞介素-12(interleukin-
12，IL-12)、肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-
α，TNF-α)、转化生长因子-β(transforming growth
factor-β，TGF-β)分泌增加，以及树突状细胞中组

织相容性复合体Ⅱ类(major histocompatibility
complex-Ⅱ，MHC-Ⅱ)的表达增加[46]。白念珠菌

EVs中携带的高亲和力葡萄糖转运蛋白-1(high

affinity glucose transporter 1，Hgt1p)可以作为补体

因子H(complement factor H，FH)结合分子，模仿

人类细胞，从而逃避免疫反应，导致病原体毒力

增加[47]。荚膜组织胞质菌EV可抑制巨噬细胞的吞

噬功能以及固有免疫细胞对真菌细胞的杀伤性，

从而利于真菌细胞的存活和对宿主的持续感

染[48]。宿主亦可以通过免疫系统调节真菌EV的功

能和致病性。Baltazar等[49]分离出与单克隆抗体结

合后的荚膜组织胞质菌EV，与未被单克隆抗体处

理过的EV相比，EV的大小、蛋白质含量和一些与

毒力相关的酶活性都有变化，如漆酶、过氧化氢

酶和磷酸酶的活性降低，进而降低病原体的毒

力。目前，细菌EV已被评估作为脑膜炎奈瑟球菌

疫苗制备的佐剂，真菌EV也可用于生产各种疫苗

(如针对某些真菌病的疫苗)[9]。然而，目前由于技

术限制，对于真菌EV的研究仍不透彻，能否在体

外实现大规模生产尚不明确。

4.3 介导耐药性

真菌EV不仅可作为细胞间物质传递的载体，

也会影响真菌的耐药性。如白念珠菌是人类最常

见的真菌病原体，通常以生物膜(biofilm)形式生

长，导致慢性复发性感染[50]。Taff等[51]和Nett等[52]

发现，白念珠菌生物膜耐药的原因之一是细胞外

基质中存在甘露聚糖-葡聚糖复合物；此外，白念

珠菌EV可促进甘露聚糖-葡聚糖复合物的合成从而

导致其耐药性[50]。Zhao等[53]通过实验提出假说来

解释由EV介导的真菌耐药机制——EV充当诱饵，

与抗真菌药物相互作用，阻止或减弱其对真菌细

胞的杀伤作用。这种假说的提出也为日后研发新

型抗真菌药物奠定了一定的理论基础。

5 真菌EV应用现状及前景

目前，对真菌EV的临床应用研究包括药物研

发以及以真菌为基础的免疫治疗。Zarnowski等[50]

研究发现，内体蛋白分选转运复合体(endosomal
sorting complex required for transport，ESCRT)是白

念珠菌生物膜释放EV所必需的成分，他们的实验

结果显示，21株白念珠菌ESCRT缺陷突变体中有

16株菌释放EV的量下降，细胞外基质多糖水平降

低，且对抗真菌药物氟康唑的敏感性增加。添加

野生型生物膜EV可恢复ESCRT突变体胞外基质产
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生及增强菌株耐药性。此研究表明，白念珠菌生

物膜EV在胞外基质生成和生物膜耐药中起着关键

作用。另外，有研究发现，一种新的抗真菌候选

药物turbinmicin会影响EV对生物膜基质的物质递

送，导致真菌生物膜基质的组装受损，降低真菌

耐药性[54]。Oliveira等[55]从希木龙念珠菌获取到高

浓度的EV，用其刺激小鼠巨噬细胞，发现EV可以

触发巨噬细胞氧化反应，诱导胞内ROS产生且不会

影响巨噬细胞的活力，从而达到杀菌作用。Souza
等[56]研究发现，经烟曲霉EV免疫小鼠后，烟曲霉

感染小鼠的肺组织损伤程度降低；经两性霉素B治
疗后，与对照组小鼠相比，EV处理组小鼠存活率

提高了30%；说明烟曲霉EV可以提高两性霉素B的
疗效。Garcia-Ceron等[57]对禾谷镰刀菌EV进行代谢

组学分析，发现EV中存在代谢产物——对异丙基

苯甲醇和2,4-二羟基二苯甲酮。体外抑菌实验结果

显示，对异丙基苯甲醇可显著抑制金黄色葡萄球

菌生长，而2,4-二羟基二苯甲酮对白念珠菌和禾谷

镰刀菌生长呈现显著的抑制活性。这些研究结果

表明，真菌EV可以成为抗细菌和真菌感染药物研

发的突破口。此外，Rizzo等[58]从无荚膜新生隐球

菌突变株中获取EV，用其免疫小鼠，之后再用新

生隐球菌感染小鼠，发现其生存时间显著延长。

Vargas等[46,59]利用白念珠菌进行研究后也得出类似

结论。与 P B S处理后的蜡螟幼虫 (G a l l e r i a
mellonella，G.mellonella)相比，在白念珠菌感染之

前，用甾醇含量分别为1 μm和2 μm的EV接种G.
mellonella幼虫，使其存活率相应提高了20%和

40%。用白念珠菌感染小鼠后同样发现，与没有被

EV免疫的小鼠相比，事先经过EV预处理的小鼠，

其体内真菌数量显著减少。这些实验结果充分证

明了真菌EV作为疫苗开发候选物的前景。

6 展望

目前的研究已对部分病原性真菌EV的结构特

征、形成过程及作用机制进行了初步探究，发现

了一些具有重要价值的分子机制，如介导细胞间

通讯、介导毒力及耐药、介导宿主免疫应答机制

等。但与其他真核细胞及细菌EV研究相比，真菌

EV研究仍处于探索阶段。真菌EV高效分离纯化技

术的优化、不同种属真菌活性成分的筛选和鉴

定、作为药物递送载体的潜在价值等方面仍需更

深入的研究，为更好地阐明致病真菌EV功能、分

子机制及发挥其潜在应用价值提供理论依据和数

据支持。
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