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摘要：外泌体与其母细胞具有同质性，基于此特性，其在肿瘤成像及载药治疗中均能发挥靶向优势。

通过外泌体与多种成像技术的联合应用，不仅可有效探索外泌体的体内生物分布规律，也能有效发挥

成像材料及治疗药物的诊疗作用。但不同成像方式在外泌体中应用的潜力仍有待探究。本文就外泌体

的不同成像技术研究进展作一综述，希望为外泌体成像载药技术发展提供新思路。
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Abstract: Exosomes have homogeneity with their metrocyte. Based on this feature, they can play a targeted
advantage in tumor imaging and drug-loaded therapy. The combined application of exosomes and multiple
imaging technologies, can not only effectively explore the biological distribution of exosomes in the body, but
also play the role of imaging materials and therapeutic drugs in diagnosis and treatment. But the application of
different imaging methods in exosomes remains to be explored. This paper reviews the research progress of
different imaging technologies for exosomes, hoping to provide new ideas for the development of drug-
carrying technologies for imaging of exosomes.
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外泌体是一种外膜由脂质双分子层组成、呈

“碟状”结构、直径为30 nm~150 nm的囊泡，它

是细胞外囊泡的亚型之一[1]。研究表明，几乎所有

类型的细胞都可分泌外泌体，其在血浆、尿液、

精液、唾液、支气管液、脑脊液，母乳、血清、

羊水、突触液、眼泪、淋巴、胆汁和胃酸中亦广

泛存在[2]。外泌体可携带核酸、蛋白质、脂质和其

他生物活性物质[3]，这些成分因其来源和细胞类型

不同而不同[4]，而该特性赋予了外泌体独特的迁

移、定向和选择性内化到特定细胞的能力[5]。因

此，外泌体可作为分子信息的载体或新型示踪剂

载体，将大量的生物活性分子或特殊标记物传递

给特定的受体细胞，用于细胞间的通讯交流及靶

向诊疗[6]。随着对外泌体研究的不断深入，对外泌

体进行电子计算机断层扫描(computed tomography，
CT)成像、磁共振成像 (magne t i c r e sonance
imaging，MRI)，甚至核成像有望成为影像诊疗的

新思路和手段。但目前对外泌体的认知尚不全

面，特别是其在体内与受体细胞相互作用诱导的

变化差异很大，故将其作为载体应用于成像诊疗

仍存在盲区。追踪外泌体在体内的分布、迁移能

力、毒性、生物学作用、通讯能力及作用机制可
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为其应用提供依据[5]。因此，开发高效、灵敏和生

物兼容的外泌体标记和成像诊疗技术成为可能。

本文就外泌体成像、诊疗的研究进展作一简要

综述。

1 外泌体的荧光成像

1.1 亲脂性荧光染料成像

最初，大多数研究主要依靠亲脂性染料标记

细胞膜对细胞进行显像。如亲脂性近红外染料DiR
与膜结合后，会在细胞质膜中逐步扩散并将整个

细胞染色，实时荧光成像系统可对其染色的细胞

进行成像以及跟踪[7]。因此，相当一部分研究也以

此来探究细胞迁移等生物学行为[8]。此后，亲脂性

染料成功应用于标记外泌体脂质双分子层，成为

最简单有效的外泌体标记方法。该研究领域常用

的亲脂性荧光染料有PKH26、PKH67、DiL、
DiR[9-11]。然而，这些染料具有荧光强度低和组织

穿透深度有限的缺点，使其对囊泡的成像会有部

分信号丢失，因此很少应用于外泌体的实时跟

踪[12]。其次，亲脂性染料具有高度稳定性和抗降

解性[13]，具有较长的半衰期，染料易进入不反映

囊泡生物分布的其他细胞膜中，从而影响囊泡生

物分布研究的准确性[14,15]。此外，亲脂性荧光染料

与囊泡表面脂质结合后，囊泡表面性质会发生变

化，导致囊泡在某些器官中的生物分布有所改

变[16]。综上所述，亲脂性荧光染料作为外源性标

记，在外泌体体内成像中应用比较局限。但不可

否认的是，该成像技术为探索外泌体在体内的分

布奠定了一定的基础。同时，该类染料标记外泌

体是量化指标实现的重要工具，我们可通过探索

不同受体细胞对外泌体胞吞内化的情况，了解外

泌体被受体细胞摄取的特点以及两者之间的

关系。

1.2 荧光蛋白成像

基于荧光蛋白的成像主要使用分子生物学方

法将荧光蛋白与外泌体膜上的标记蛋白融合表

达，通过监测膜蛋白的荧光来研究外泌体释放、

吸收、内容物递送等过程。Verweij等[17]通过在斑

马鱼胚胎中表达CD63-pHluorin基因，对细胞分泌

的外泌体示踪成像，首次揭示了体内外泌体的分

泌、扩散和被摄取，以及这些过程中的关键分子

介质。本文着重综述基于荧光蛋白的成像流式细

胞术以及激光共聚焦成像技术。

高灵敏度、高通量的成像流式细胞术不仅可

对外泌体进行定量分析，还可研究外泌体与肿瘤

细胞之间的作用关系以及外泌体的功能。同样，

基于荧光蛋白的激光共聚焦成像亦是研究外泌体

生物过程的重要手段。Lai等[18]使用棕榈酰化序列

的荧光蛋白标记肿瘤细胞膜，利用激光共聚焦显

微镜研究肿瘤细胞分泌的外泌体在细胞间交换的

生物过程。需要提出的是，荧光蛋白一般只能标

记外泌体表面一些特定物质，目前外泌体表面仍

有许多尚未发现的特异性蛋白标志物，因此，两

种成像在研究外泌体生物过程中仍受到一定限

制。此外，相较于脂质荧光标记半衰期长的特

点，荧光蛋白标记截然相反，相对较短的半衰期

导致其标记效率较低，给后期体成像带来了一定

挑战[19]。何文慧[20]利用吖啶酮类荧光探针与带负

电的外泌体结合，在斑马鱼体内实现了头、腹、

尾部均显示绿色荧光的体成像。然而，当前对其

他模式动物中的体成像尚未有更进一步的研究。

由此看来，基于荧光蛋白的成像技术在未来探究

外泌体生物过程以及体内分布仍有较大进展空

间。值得一提的是，荧光蛋白特异性缀合到外泌

体上，一定程度上避免了假阳性信号，在研究外

泌体的调控和功能上具有一定的优势。

1.3 生物荧光成像

生物荧光成像(bioluminescence imaging, BLI)
也是外泌体活体成像技术之一。BLI需要以蛋白质

——荧光素酶标记为基础，当细胞转染荧光素酶基

因后，分泌表面带有荧光素酶的外泌体，荧光素

酶与相应底物结合后，可利用酶-底物反应产生生

物发光 [ 2 1 ]。目前，高斯荧光素酶、海肾荧光素

酶、纳米荧光素酶等已经陆续应用于外泌体成像

中[22-24]。与脂质荧光标记不同的是，生物荧光标记

作为内源性标记，不需要光源激发出波长更长的

光[25]，并且相较于脂质荧光标记具有更高的灵敏

度和更高的信噪比[12]。Gupta等[16]不仅证明了纳米

荧光素酶具有出色的亮度和稳定性，还发现CD63-
Thermo荧光素酶具有较高的发射波长，更易穿透

组织，能够清晰地显示囊泡在体内的生物分布。

相较于外源性标记，我们发现BLI所应用的内源性
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标记在体内实时示踪外泌体更具优势。特别是在

活体条件下，BLI对动物体成像可达到连续观察的

目的，是后续研究外泌体的有效工具。当然，BLI
也受到一些客观条件的约束。首先，荧光素酶的

发光需要底物触发[26]，它自身并不能发出荧光；

其次，荧光素酶需通过质粒转染或慢病毒转导入

原代细胞中表达，后者分泌表达有荧光素酶的囊

泡，实现对囊泡的成像[12]。然而，该技术的实施

往往需要构建复杂的转基因细胞株，这对原代细

胞具有一定的挑战性。最后，我们不难发现，生

理液体来源的外泌体可能无法找到原代细胞，荧

光素酶也就不能在相应原代细胞中表达，从而无

法实现外泌体成像[27]。综上，外泌体通过BLI成像

虽然受到一些自身客观因素的限制，但其成像优

势仍是一大亮点，特别是实时成像为研究外泌体

在体内生物分布及迁移带来巨大优势。

2 外泌体的光声成像及其应用治疗

荧光成像虽然已广泛应用于科学研究中，但

这些传统的荧光成像只是对外泌体进行标记追

踪，在疾病的成像、治疗上并未获得突破性进

展。外泌体的光声成像(photoacoustic imaging, PAI)
是近几年发展起来的一种新型结构和功能成像技

术，结合了光学成像和超声成像的优点，具有高

分辨率和高组织对比度，突破了光学成像的深度

限制。当前，PAI的成像材料有光敏剂、光热剂

等，这些成像材料通过近红外光激发产生光声信

号，光声成像系统可探测到产生的光声信号并重

建光吸收分布图像。同时，成像材料本身可显现

出相应的治疗效果，使PAI在肿瘤诊疗上开始崭露

头角。首先，光敏剂是一种能吸收辐射能的药

物，其在特定波长激光照射下，吸收光子能量发

光成像，并进一步释放电子或能量，将环境氧分

子转换为活性氧，释放的活性氧可使细胞内部发

生氧化应激，导致细胞受损，甚至死亡[28-30]。一般

来讲，依靠光敏剂的治疗方式被称为非侵入性触

发式治疗——光动力治疗。而在众多光敏剂中，二

氢卟吩e6(chlorine6，Ce6)已成为新一代光动力治

疗癌症药物中的明星分子，其具有化学结构明

确、光动力反应能力强、暗毒性小和体内代谢快

等诸多优点[31]。然而，Ce6疏水性强、具有非选择

性细胞毒性及难以富集到病灶部位的缺点[32]，进

入人体后，在循环过程中易被细胞吸收，滞留在

各个脏器，对脏器造成一定损伤，故其生物医学

应用受到限制。因此，Jang等[33]将外泌体进行重组

使其具有靶向性，并将Ce6载入重组外泌体内，最

终使载有Ce6的重组外泌体靶向进入胰腺癌肿瘤组

织，实现肿瘤精准PAI可视化以及杀伤肿瘤的目

的。此外，Pan等[34]将光敏剂Ce6结合至超小的金

纳米粒子，使其转变成亲水性物质，并将其包裹

至外泌体内，利用外泌体本身具有一定的细胞靶

向特异性功能，精准到达肿瘤部位，实现了肿瘤

精准荧光成像与治疗。后者虽未进行PAI成像，但

我们不难发现光敏剂自身发挥的杀伤肿瘤作用具

有相当大的前景。值得一提的是，外泌体具有的

靶向性能优势弥补了光敏剂药物的缺陷，为肿瘤

疾病精准诊疗带来新的研究方向。而在光热材料

上，有学者利用光热材料金纳米星提升了外泌体

靶向至肿瘤的性能。Zhu等[35]利用金纳米星高效靶

向肿瘤以及促进肿瘤细胞外泌体胞吐的特性，将

肿瘤细胞与金纳米星共同孵育，使肿瘤细胞分泌

大量包裹金纳米星的外泌体，而载有金纳米星的

外泌体可靶向富集于肿瘤，最终通过光声成像系

统对肿瘤进行PAI成像，同时，金纳米星对肿瘤起

热放疗杀伤作用。由此可见，PAI的优势不仅在于

外泌体或肿瘤的显像，其成像材料带来的抗肿瘤

作用亦是一大突破，特别是外泌体可作为体内的

靶向“探针”，两者相互结合，在肿瘤的精准诊

疗方面具有一定的应用潜力。但外泌体在体内具

有一定程度的非靶向分布，PAI成像材料通过外泌

体仍会对脏器有所损伤，其结合应用的副作用亦

不可忽视。

3 外泌体的CT成像

CT成像是当今医院在综合考虑可用性、效率

和成本后，选择的最优成像、诊断工具之一。但

CT在检测亚厘米病变时灵敏度较低[36]，其对大脑

深层结构的成像能力更是有限，特别是在神经系

统领域[37,38]。此外，血脑屏障一直是中枢神经系统

(central nervous system，CNS)疾病诊疗手段发展的

主要障碍，是多数可能改善CNS疾病的造影剂及药

物无法跨越血脑屏障[39]。研究表明，外泌体不仅
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能有效载荷遗传信息及蛋白质传递给细胞，还可

穿透血脑屏障，将荧光标记物和化疗药物阿霉素

传递到斑马鱼的大脑内[40]。因此，外泌体在CNS疾
病的诊疗上存在巨大潜力，也在一定程度上为CNS
疾病诊治指明了方向。此后，Betzer等[37]通过葡萄

糖包覆金纳米颗粒，标记脑内来源的骨髓间充质

干细胞外泌体，利用CT进行非侵入性体内神经成

像追踪外泌体，结果表明，该标记技术可以作为

脑部疾病的有效诊断工具，有利于发展基于外泌

体的神经恢复治疗。而Perets等[41]利用纳米金标记

骨髓间充质干细胞外泌体，并进行CT成像，阐述

了其在不同的脑部疾病(中风、自闭症、帕金森病

和阿尔茨海默病)中的迁移和归巢模式。结果表

明，骨髓间充质干细胞外泌体在病理区域可被神

经元细胞选择性摄取并积累，而在正常组别中只

有弥漫性迁移并在24 h内清除。在未来，载有显像

剂的外泌体突破血脑屏障并对CNS疾病病灶精准定

位成为可能，这将大大提升后期诊疗手段的特异

性和有效性；同时，在一定程度上填补CT对CNS
疾病成像定位的空白。

4 外泌体的MRI成像及其应用治疗

MRI成像没有X线辐射，对人体无任何放射性

损伤 [42 ]，与CT相比，MRI具有更高的组织分辨

力，在脊柱、椎间盘、脊髓病变、盆腔病变上具

有更好的诊断优势[43]。因此，基于外泌体的MRI成
像研究也颇有进展。特别是随着纳米技术的发展，

超顺磁性氧化铁纳米粒子(superparamagnetic iron
oxide nanoparticles，SPIONs)——大小在5 nm~50 nm
之间的小结晶磁铁矿结构，已被应用于标记外泌

体[44,45]。Hu等[45]用电穿孔技术将SPIONs载入黑色

素瘤外泌体内，最终实现了黑色素瘤外泌体体外

MRI成像；同时，发现外泌体可在体内淋巴结积

聚，有望对其进行示踪成像。由此看来，常规MRI
成像在体内示踪外泌体为其成像的发展打开了新

的大门。然而，尽管MRI成像分辨率较高，但敏感

度较低，需大量外泌体才可成像，在技术上存在

很大的挑战。随后，Busato等[46]为了阐明脂肪干细

胞及其外泌体发挥治疗作用的部位，利用超小的超

顺磁氧化铁纳米颗粒(ultrasmall superparamagnetic
iron oxides，USPIO，直径4 nm~6 nm)标记该细

胞，USPIO可保留在外泌体内，最终实现MRI对外

泌体的体内外显像。值得一提的是，少量USPIO标
记即可实现外泌体的体内外MRI监测，这为外泌体

的高敏、高分辨率示踪提供了新方法。国内学者

在神经系统疾病的MRI成像也进行了一些探索研

究。张帆[47]构建了基于狂犬病毒糖蛋白修饰外泌

体的靶向磁共振分子探针，并在体内成像，证实

了该探针具有高效的神经靶向成像能力，为神经

系统疾病的精准诊断与治疗提供了新的思路和途

径。Jia等[48]将SPIONs加载至偶联神经髓鞘素-1靶
向肽的外泌体中，同时将姜黄素加载至外泌体

中，最终实现了对脑胶质瘤靶向MRI成像以及治疗

的目的。这也意味着外泌体载药成像进入了新阶

段，特别是基于SPIONs的成像材料可被机体铁代

谢途径自然消除，具有良好的生物相容性，相较

于PAI成像所用的成像材料具有更大的优势。在未

来，外泌体的无创MRI成像在诊治疾病上有待进一

步的发展。

5 外泌体的核成像——单光子发射计算机断

层扫描、正电子发射断层扫描

精准示踪外泌体，了解其在体内的分布和行

为至关重要。放射性示踪剂在体核成像适用于其

体内分布评价，一方面由于外泌体降解后，其标

记物的放射性仍可被检测到[49]，另一方面放射性

核素组织穿透深度也优于荧光标记物[21]。早期，

Morishita等[49]用125I标记B16BL6细胞来源的外泌

体，验证了125I可定量评估外泌体在体内脏器的分

布。Hwang等[50]将亲脂性较强的99mTc-HMPAO标记

于巨噬细胞衍生的外泌体模拟纳米囊泡，通过单

光子发射计算机断层扫描(single photon emission
computed tomography，SPECT)观察其在生物体内

的分布情况，最终证明，99mTc-HMPAO标记的外泌

体模拟纳米囊泡可提供灵敏、定量和可重复的成

像，并提出此方法对于探究天然外泌体在体内的

分布是可行的。但该技术在实际应用中仍具有一

定的挑战性，因为大量细胞中提取的外泌体产量

低，而低浓度外泌体会导致放射性标记效率不太

理想。此后，Varga等[51]用比活度高的99mTc-三羰基

放射性同位素标记红细胞来源的囊泡，阐明了此

放射性示踪剂对低浓度囊泡有良好的标记效率，
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同时也具有良好的生物稳定性，为进一步利用核

成像技术研究外泌体的体内分布特性奠定了

基础。

正电子发射断层扫描 (pos i t ron emiss ion
tomography，PET)成像作为核成像方法之一，已广

泛应用于肿瘤学等领域，成为肿瘤诊断必不可少

的工具[52,53]。该方法相较于SPECT成像，具有更强

的灵敏度、空间分辨率和可量化性[54]。Shi等[55]研

究表明，外泌体聚乙二醇化不仅可使外泌体在肿

瘤组织中大量蓄积，还可增强其体内药代动力

学，减少肝脏的清除作用。此外，对经放射性核

素64Cu标记的外泌体进行PET示踪成像，不仅实现

了外泌体的体内生物分布探索，还使体内肿瘤显

像得到显著强化。Jung等[56]利用放射性同位素64Cu/
68Ga标记乳腺癌细胞来源的外泌体，经静脉注射给

药后，PET图像可以清楚地观察到外泌体在体内脏

器以及淋巴结的积累，并发现外泌体积聚部位与

已知的乳腺癌常见转移位点一致。此外，PET图像

还显示外泌体积累在肺部和肝脏，这是荧光成像

没有检测到的。

总的来说，放射性示踪剂标记的外泌体核成

像是一种更加高敏的成像技术。相较于其他外泌

体标记显像技术，核成像是监测外泌体生物分

布、迁移更可靠的方式，或许在未来能通过核成

像进一步揭示外泌体在体内的迁移机制。尤其是

核成像中的PET成像，它不仅能显示外泌体及肿

瘤，对转移也有一定的提示作用，使其在临床癌

症诊疗中更具应用优势。

6 外泌体的其他成像

外泌体除了上述的标记成像外，在细胞外的

无标记成像也有很多，这些成像更多注重于外泌

体的形貌、结构以及粒径。例如：扫描电子显微

镜是显示外泌体形态和大小最简便的工具。而透

射电子显微镜和原子力显微镜特有的高分辨率优

势，使两者成为观察外泌体立体结构的得力工

具。特别是原子力显微镜不仅能观察到外泌体大

小、结构等特征，还能展示外泌体黏度、硬度等

方面的异质性特点[57]。此外，动态光散射技术可

测量外泌体的尺寸，但测得的粒径与实际分布存

在较大偏差。而与动态光散射技术相比，纳米粒

子追踪分析通过激光散射显微成像技术能够更精

确地检测溶液中外泌体的粒径。以上所述的成像

工具虽然只是对外泌体物理性质的探究，但能够

为研究外泌体生物过程以及体内作用机制提供技

术支撑。

7 展望

外泌体的成像方式多种多样，荧光、PAI、
CT、MRI、SPECT以及PET均可对外泌体进行标记

成像，追踪并探究其在体内的分布情况。在这些

成像中，外泌体PET成像通过放射性示踪剂成像，

尽管对人体有一定的辐射危害，但它的病灶显像

优势是普通成像无法比拟的。特别是在识别肿瘤

转移病灶方面，外泌体PET成像更易发现细微的变

化，且识别更精准，可为临床治疗提供动态信

息。与此同时，外泌体MRI成像也颇具应用潜力，

一方面MRI对人体没有辐射伤害，另一方面成像材

料SPIONs自身具有可负载药物的优势，借助外泌

体靶向特性，在未来可达到诊疗一体化的效果。

因此，外泌体MRI及PET成像在病灶定位和诊治上

更具优势和应用潜力，两者均有望通过进一步探

索为肿瘤诊疗提供新的突破。
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