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摘 要：细胞外囊泡（Extracellular vesicles，EVs）是细胞分泌到细胞外基质中的纳米尺度的脂质小膜泡，携带

着母细胞来源的各种生物活性分子，如蛋白质、核酸、脂质等，是细胞间沟通交流的信使。EVs参与免疫调

控、血管新生、疾病发生、肿瘤转移等生理病理过程，广泛存在于各种体液中，在液体活检、疾病治疗中显

示出巨大的应用前景，也因此成为生命科学领域炙手可热的前沿研究方向。然而EVs在粒径、生化组成等方

面具有高度的个体差异性和多样性。因此，迫切需要发展EVs的单颗粒分析技术以精准表征EVs亚群的分子

组成，深入了解其生物学功能，促进EVs临床诊断与治疗应用的发展。该文针对近年来发展的EVs的单颗粒

分析技术进行综述，从检测原理、性能和应用范围等方面对这些技术进行讨论，并对单颗粒表征技术未来的

发展趋势进行了展望。
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Abstract：Extracellular vesicles（EVs）are nanoscale membrane-bound vesicles secreted by almost
all the cell types to mediate intracellular communication via transferring bioactive molecules including
proteins，nucleic acids and lipids．EVs have stimulated considerable scientific and clinical interest
owing to their active participations in multiple pathophysiological processes and potential utility as di⁃
agnostic markers and therapeutic entities．However，EVs are extremely heterogeneous not only in
particle size but also in the molecular compositions．Therefore，there is a desperate need to develop
advanced techniques facilitating quantitative multiparameter analysis of single EV to identify different
EV subtypes，unraveling their biological functions， and promoting the development of EV－based
clinical applications． In this review， the emerging techniques for single EV analysis（SVA）in re⁃
cent years are summarized．The technological advances in the characterization and phenotyping of
EVs are described．Moreover，new insights into the challenges and the future development of SVA
are given.
Key words：extracellular vesicles（EVs）；single particle analysis； fluorescence microscopy； flow
cytometry；nano-flow cytometry
细胞外囊泡（Extracellular vesicles，EVs）是自然界中各种细胞均能分泌的具有磷脂双层膜结构的纳

米尺度膜泡，普遍存在于各种体液中。根据分泌途径的不同，EVs主要分为多泡体与细胞膜融合释放

的外泌体（Exosomes，Exos，40 ~ 160 nm）及细胞膜直接出芽脱落的微囊泡（Microvesicles，MVs，50 ~
1 000 nm）［1］。EVs携带有丰富的活性生物分子如蛋白质、核酸、脂质等，是细胞间沟通交流的信使，

在临床诊疗中显示出广阔的应用前景［1－2］。EVs不仅个体极其微小，携载的生物分子含量极低，而且因

细胞来源、细胞状态以及分泌途径等不同，使得EVs在粒径、分子组成及生物学功能上具有高度的个
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体差异性和多样性。然而，传统的生化检测方法如蛋白质印迹法（Western blotting）、酶联免疫吸附测定

（ELISA）、聚合酶链式反应（PCR）等均是对众多的EVs进行集权平均分析，掩盖了EVs的个体差异，无

法分辨EVs的亚群信息。因此，在单颗粒水平对EVs进行精准分析成为亟待解决的科学难题。为此，

研究者们相继开发出一系列可对EVs的形貌、粒径等生物物理性质以及蛋白、核酸、脂质等生物化学

性质进行表征的单颗粒分析（Single vesicle analysis，SVA）技术，为EVs的分泌、运输和调控机制的研

究以及疾病诊断和治疗方法的开发提供了重要的技术支撑［3－4］。本文针对EVs的SVA技术进行综述，分

析并讨论了电子和原子力显微成像技术、纳米颗粒跟踪分析技术（Nanoparticle tracking analysis，NTA）、

可调式电阻脉冲传感技术（Tunable resistive pulse sensing，TRPS）、拉曼光谱技术（Raman spectroscopy，
RS）、表面等离子体共振技术（Surface plasmon resonance，SPR）、干涉相关显微成像技术（Interference
microscopy，IM）、单分子荧光显微成像技术（Single molecular fluorescence microscopy，SMFM）、数字化

方法（Digital methods，DM）和流式细胞术（Flow cytometry，FCM）等的性能及应用进展，并对 SVA技术

的未来发展趋势进行了展望。

1 EVs形貌、粒径、颗粒浓度的表征技术

1. 1 电子及原子力显微成像技术
所谓“眼见为实”，显微成像技术被广泛应用于EVs形貌、粒径等生物物理性质的表征。其中，透

射电子显微镜（Transmission electron microscopy，TEM）［5］和扫描电子显微镜（Scanning electron microscopy，
SEM）［6］是对EVs形貌和粒径进行表征的经典方法，但这些技术在样本制备过程中必须经过固定、脱水

等步骤，无法反映 EVs的天然形貌特征。冷冻透射电镜（Cryogenic transmission electron microscopy，
Cryo－TEM）是将样本中的溶剂进行快速冷冻固定后，在低温环境下使用TEM对生物样本进行分析的技

术，规避了干燥、脱水等步骤，可以保证 EVs膜结构的完整性［7］。而原子力显微镜（Atomic force
microscopy，AFM）［8］基于探针与样品之间的力学反馈信号，不仅可以获得单个EVs的形貌、粒径信息，

也可获得其粘度、硬度等物理信息。然而昂贵的仪器设备、严苛的技术要求限制了Cryo-TEM和AFM在

单个EVs表征中的应用。此外，这些显微成像技术均存在所需样本浓度高、样品制作复杂、分析速度

慢、粒径分布缺乏统计代表性等缺点，难以实现对EVs粒径、颗粒浓度及生化组成的快速表征。

1. 2 纳米颗粒跟踪分析技术、可调式电阻脉冲传感技术
NTA是一种可对 EVs粒径分布和颗粒浓度进行快速、实时、可视化分析的单颗粒表征技术［9－10］。

该技术采用激光照射基底上的EVs悬浮液，通过高速相机对视野中颗粒的散射光点进行拍照，进而追

踪分析每个颗粒的布朗运动轨迹以获得扩散系数，再根据 Stockes－Einstein方程计算EVs的水合粒径。

与此同时，根据视野中的颗粒数量可以计算出颗粒的浓度。除此之外，NTA技术还可通过引入膜染料、

免疫荧光抗体等荧光标记策略，在荧光模式下对携载特定蛋白［11－12］、核酸［13］的EVs浓度进行定量分析。

例如，Baldwin等［13］利用脂质体将Cy3标记的分子信标运载入EVs，实现了对单个EVs内miR－21的实

时检测，并计算出 miR－21的平均拷贝数为 44。近期，Kashkanova等［14］发展的 iNTA（Interferometric
NTA）技术将NTA与激光干涉散射成像技术（Interferometric scattering microscopy，iSCAT）联用，使Au纳
米颗粒的散射检测限推进至 10 nm，且可对多分散性样品中的不同组分进行精准检测与区分。研究人

员通过颗粒的粒径和干涉信号值可直接计算出单个纳米颗粒的折射率。但由于NTA是将纳米颗粒在三

维空间的布朗运动投射到一个二维的平面，扩散路径小于真实值，导致测定的粒径结果偏大；此外所

测得的颗粒粒径包括颗粒的水化层，这些因素导致NTA的粒径测定值往往比真实值偏大，粒径分布相

比于真实分布更宽。随着其他新型 SVA技术的发展，NTA技术逐渐局限于EVs粒径分布和颗粒浓度的

表征分析［3］。

TRPS是一种利用纳米孔技术对溶液中纳米颗粒的粒径分布和浓度在单颗粒水平进行快速测定的技

术［15－16］。当EVs通过聚氨酯膜纳米孔时，孔隙阻力增加，纳米孔两端的电流发生瞬时下降，其下降幅

度与EVs的粒径呈现相关关系，据此可推导出单个EVs的粒径。然而，由于EVs的粒径分布广，粒径

较大的EVs往往导致纳米孔的堵塞并阻碍进一步测量。

2016年，Akers等［17］分别采用NTA和TRPS技术对脑脊液来源的EVs浓度、粒径进行测定，并对比
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其表征结果。该研究指出，相比于TRPS，NTA在小于 150 nm的粒径范围内能检测到更多的EVs颗粒；

而针对粒径大于 150 nm的 EVs，检测结果正好相反。近期，Bachurski等［9］对比了NanoSight NS300和
ZetaView两款不同生产厂家的 NTA仪器在 EVs粒径分布和浓度表征方面的优劣。其中，NanoSight
NS300使用更高倍数的物镜对 EVs进行示踪分析，测得的颗粒粒径分布具有更高的分辨率；而

ZetaView可以对样品池内11个不同平面的颗粒进行侦测，能够获得更准确的EVs浓度信息。

2 EVs蛋白、核酸、脂质等生物分子的表征技术

2. 1 拉曼光谱技术
激光光镊拉曼光谱技术（Laser tweezers Raman spectroscopy，LTRS）在拉曼散射光谱的基础上引入激

光光镊技术，可实现单个EVs的光学捕获并对其蛋白、核酸、脂质等生物分子进行无标记的定性或定量

表征［18－20］。2015年，Smith等［19］使用LTRS对肺癌细胞上清来源的EVs进行表征，发现EVs的异质性主要

源于磷脂和胆固醇的相对含量及总蛋白含量的差异，并根据磷脂和胆固醇的相对含量成功区分出正常

细胞和癌细胞的EVs。但是，LTRS技术存在检测通量低、灵敏度不足等缺点。为此，Penders等［21］开发

了单颗粒拉曼光谱自动化分析平台（Single particle automated Raman trapping analysis，SPARTA）（图 1），

显著提升了检测通量，并成功区分了 11种乳腺癌细胞系的EVs，其灵敏度与特异度均高于 95%［22］。而

Stremersch等［23］则将表面增强拉曼光谱（Surface-enhanced Raman spectroscopy，SERS）应用于EVs的检测，

通过静电吸附作用将金纳米颗粒包覆在EVs表面来增强单个EVs的拉曼散射信号，可将混合样品中黑色

素瘤来源的EVs与红细胞分泌的EVs区分开来。但拉曼散射光谱技术存在所需EVs用量高的缺点，限制

了其在临床上的应用。

2. 2 表面等离子体共振技术
SPR技术可对生物分子间的相互作用进行无标记实时检测，近年来逐渐应用于EVs蛋白［24－28］、核

酸［29］等的分析表征中。2017年，Liang等［25］开发的纳米等离子体增强散射平台（Nanoplasmon-enhanced
scattering，nPES）在单颗粒水平实现了对血浆EVs的蛋白表征。研究人员分别使用金纳米棒和金纳米球

修饰的CD63和EphA2抗体标记EVs，当EVs同时存在这两种蛋白时，金纳米颗粒的相互靠近会造成散

射光谱的位移及强度变化，由此实现了对单个EVs表面CD63和EphA2蛋白分子的定量检测。该平台只

需使用 1 µL的血浆样本便可实现健康人、胰腺癌病人与胰腺炎病人的良好区分，大大拓展了 SPR技术

在临床诊断上的应用。

图1 单颗粒拉曼光谱自动化分析平台（SPARTA）原理图［21］

Fig. 1 The scheme of SPARTA［21］
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2. 3 干涉相关显微成像技术
干涉相关显微成像技术是基于光的干涉原理对纳米颗粒进行成像的技术，包括基于激光的干涉散

射显微成像技术（Interferometric scattering microscopy， iSCAT）［14］和干涉反射成像技术（Interferometric
reflectance imaging sensing，IRIS）。其中，iSCAT通过采集激光光源与纳米颗粒瑞利散射光的干涉信号

进行成像，需要精良的光学元件和严苛的实验条件。而 IRIS则是基于基底与纳米颗粒来源的两束反射

光的干涉信号实现纳米颗粒的实时成像，易于实施，更常应用于生物领域的研究中。

Daaboul等发展的单颗粒干涉反射成像传感技术（Single particle interferometric reflectance imaging
sensing，SP－IRIS）已成功应用于单个病毒［30］、EVs［31］等纳米颗粒的粒径和浓度表征分析（图 2A）。2018
年，美国NanoView Biosciences推出了全自动化外泌体荧光检测分析系统——ExoView，其利用荧光模

式的SP－IRIS平台实现对单个EVs上多种蛋白的荧光共定位分析（图2B）［32－38］。Jiang等［36］对细菌进行工

程化改造，在细菌外膜囊泡（Outer membrane vesicles，OMVs）表面修饰上D001、D003或MM43三种新

冠病毒 S蛋白，利用ExoView对OMVs进行蛋白表征和浓度定量分析，为新冠疫苗的开发与研制提供了

全新的研究思路。近期，Gebara等［37］将ExoView和超分辨荧光显微镜技术联用，对羊水来源EVs的分

析结果表明CD105+ EVs可作为先兆子痫疾病的标志物。尽管如此，Arab等［35］通过对比ExoView、NTA、
TRPS和纳米流式检测技术（Nanoflow cytometry，NFCM）4种单颗粒表征技术在EVs浓度、粒径和蛋白含

量方面的表征能力，指出SP－IRIS并无法对EVs浓度进行准确的定量分析。

2. 4 单分子荧光显微成像技术
2. 4. 1 全内反射荧光显微技术 荧光显微成像技术是探索EVs分泌途径、转运过程和摄取机制最常

用的研究工具之一，该技术常与微流控芯片联用以实现EVs的高通量检测［39－41］。其中，全内反射荧光

显微技术（Total internal reflection fluorescence microscopy，TIRF）是最常应用于 EVs蛋白［27，42－43］和核

酸［27，44］表征的单分子荧光成像技术。在蛋白表征方面，东南大学崔一平教授团队［43］联合 TIRF平台和

DNA点积累纳米级拓扑成像技术（DNA points accumulation for imaging in nanoscale topography，DNA－
PAINT）实现了对单个EVs上HER2、GPC－1、EpCAM和EGFR的同时检测（图3A）。在该技术中，成像

链和对接链瞬时杂交和解离过程伴随着荧光“闪烁”现象。鉴于方程Number of proteins =（kon × ci × τd）-1

中解离常数 kon与成像链的浓度 ci为固定值，因此单个EVs上蛋白的数量与TIRF成像仪记录下的荧光寿

命的倒数 τd-1呈现正相关，据此可计算出单个EVs特定蛋白的拷贝数。结合机器学习算法，研究人员进

一步将该技术应用于胰腺癌和乳腺癌样本的分型检测，其准确度高达 100%。在核酸表征方面，

He等［44］利用 TIRF实现了单个EVs中miR－21的原位表征。如图 3B所示，其检测原理为：miR－21分
子信标上的DNAzyme序列（D1、D2）在Mg2+激活下发挥酶切割功能，将分子信标切割并释放出荧光基

团，从而被 TIRF检测。此研究揭示癌症病人血清EVs的 miR－21水平可用于肿瘤检测和治疗预后分

析。最近，Zhou等［45］开发的高通量纳米生物芯片集成系统液体活检技术（High-throughput nano-bio chip
integrated system for liquid biopsy，HNCIB）则在 TIRF成像平台上实现了 EVs表面蛋白和内部 mRNA/
miRNA的同时表征。在临床样本分析中，通过对血浆EVs的 PD－L1、PD－L1 mRNA和miR－21进行

检测，实现了肺癌患者与健康人的良好区分。该技术有望在临床应用中提供更全面的EVs表型信息，

图2 单颗粒干涉反射成像传感技术（SP－IRIS）原理图［31］（A）；ExoView平台对单个EVs上CD63、
CD81和CD9蛋白的分析流程图［38］（B）

Fig. 2 The scheme of SP－IRIS system［31］（A）；the scheme of ExoView platform for single-EV phenotyping［38］（B）
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提高疾病诊断和治疗预后的准确性。

2. 4. 2 其他超分辨荧光显微技术 除了TIRF技术，直接随机光学重组显微技术（Direct stochastic opti⁃
cal reconstruction microscopy，d-STORM）［46－47］、光激活定位显微镜技术（Photoactivation localization mi⁃
croscopy，PALM）［47］和荧光寿命成像技术（Fluorescence lifetime imaging microscopy，FLIM）［48］均已成功实

现了EVs的单分子荧光成像。近期，McNamara等［49］利用d-STORM成功实现了对单个EVs的三维立体表

征，为探究单个EVs的蛋白微结构域等精细结构提供了重要的技术保障。Wong等［50］则基于 FLIM和荧

光共振能量转移原理（Förster resonance energy transfer，FRET）对肺癌细胞 EVs上人表皮生长因子受体

（Human epidermal growth factor receptor，HER）的二聚化进行表征，认为HER受体的二聚状态比其本底

表达水平可能提供更有价值的诊断与预后信息。尽管上述超分辨荧光显微技术对EVs分泌与摄取机制

的探索和EVs精细蛋白结构的表征起到了重要推动作用，但是它们往往需要配备精良的仪器设备和强

大的数据处理软件，且无法实现对EVs浓度、粒径等的快速表征。

2. 5 数字化方法
2. 5. 1 微液滴数字化方法 微液滴数字化方法（Droplet digital analysis，DDS）是新近发展起来的可在单

颗粒水平对EVs蛋白、核酸进行绝对定量的表征技术。其原理是利用液滴微流控技术将EVs随机分配到

大量相互独立的微液滴中，每个液滴中最多包含一个EVs，相当于一个独立的微型反应器。例如，南方

医科大学郑磊教授课题组与合作者［51］开发的微液滴数字化检测平台ExoELISA，基于ELISA原理实现了对

微液滴中单个EVs的GPC1的表征，通过对GPC1+ EVs浓度的绝对定量，实现了乳腺癌的早期诊断。厦门

大学杨朝勇教授课题组［52］发展的双适体近距离诱导微液滴数字 PCR技术（A dual-target-specific aptamer
recognition activated in situ connection system on exosome membrane combined with droplet digital PCR，
TRACER）实现了对肿瘤来源（EpCAM+）的PD－L1+ EVs的绝对定量分析。只有当EVs上同时具有EpCAM
与PD－L1时，两条适体探针才能与同一条连接探针杂交并显示荧光。TRACER相比单一靶标识别策略

具有更高的特异性，可实现胰腺癌症患者和健康志愿者的100%区分。近期，Yang等［53］发展的集微液滴

的产生、处理和分析于一体的液滴光流控平台（A droplet-based optifluidic platform）将检测通量提升至传统

液滴微流控技术的100倍以上，每分钟约生成2 000万个微液滴，将EVs的检测限推进至9 EVs/µL。该技

术有望对复杂环境中的稀有EVs亚群进行准确定量，展现了其在疾病诊断和预后上的临床应用潜力。

2. 5. 2 邻近编码技术 除此之外，邻近编码技术（Proximity barcoding assay，PBA）［54］是新近发展的可

实现单个EVs上多种蛋白同时表征的数字化方法。其原理如图 4所示，该技术首先在每种抗体上偶连

上不同的DNA编码标签（proteinTags）（图 4A），在与EVs孵育后，加入粒径与EVs接近、具有随机重复

序列（complexTags）的RCA（Rolling circle amplification）产物（图 4B）。RCA产物与EVs单一匹配，经过酶

联杂交反应与 PCR扩增后，利用新一代测序技术解析DNA序列中包含的蛋白信息（图 4C）。因为每个

EVs均有其独特的 complexTags，再结合 proteinTags序列信息便可转化为单个EVs的蛋白信息。该方法

可实现对单个EVs上超过30种蛋白分子的同时表征，具有十分重要的临床应用前景。

2. 6 流式细胞术
前文所述的EVs单颗粒分析技术或对EVs的生物物理性状进行表征，或对其生物化学性状进行检

图3 DNA－PAINT对EVs膜蛋白的表征原理图［43］（A）；基于TIRF成像技术对单个EVs内miRNA的定量检测［44］（B）
Fig. 3 The principle of DNA－PAINT for exosomal surface biomarker profiling［43］（A）；
the scheme of miRNA analysis in single EVs based on TIRF imaging system［44］（B）
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测，均难以实现单个EVs多种物理、生化性状的同时、快速分析。FCM是一种可以对悬液中的细胞或

细胞大小的颗粒进行快速定性、定量分析或分选的先进技术，已被广泛应用于EVs的单颗粒多参数定

量检测［46，55－58］。其中，散射光反映了 EVs的粒径或颗粒度信息，而多色荧光标记则可实现 EVs蛋白、

核酸、脂质等生物分子的检测。Cryo－TEM、TEM和AFM的表征结果均表明绝大部分的EVs粒径分布

在 300 nm以下［59］。van der Pol等［60］对各种商品化流式细胞仪可检测到的EVs粒径范围进行评估，结果

表明仅有少数高灵敏度的流式细胞仪（Apogee A50－Micro、BD Calibur、BD LSRII和 BD influx）可实现

粒径小于 300 ~ 600 nm的EVs的检测。这说明，使用流式细胞仪对EVs进行分析时，占绝大多数的小

粒径EVs的散射光信号会淹没在背景信号中。

2. 6. 1 基于荧光标记的流式细胞术 在流式检测中，荧光背景常常低于散射光背景，荧光触发相较

于散射触发具有更高的信噪比。因此，研究者们常常利用脂膜染料或免疫荧光抗体对EVs进行标记，

以荧光信号作为触发信号，将 EVs与背景信号区分开来。van der Vlist等［55］对高端流式细胞仪（BD
influx flow cytometer）进行改造以提升仪器灵敏度，利用PKH67脂膜探针或偶联藻红蛋白（Phycoerythrin，
PE）的抗体标记EVs，实现了对粒径约为 100 nm的单个EVs的蛋白检测。2016年，Higginbotham等［46］将

分选型流式细胞仪（BD FACSAria IIIu）与 STORM成像技术联用，实现了对粒径低至 100 nm的EVs的分

析表征，指出表达 EGFR及其配体AREG的 EVs有望成为结直肠癌早期诊断的有效标志物。2019年，

Ricklefs等［61］开发的成像型流式细胞检测技术（Imaging flow cytometry，IFCM）则将流式细胞术与荧光显

图4 邻近编码技术（PBA）检测原理图［54］：PBA探针的制备过程（A）；RCA产物的制备过程（B）；
EVs膜蛋白的表征流程（C）

Fig. 4 Scheme of PBA on single EV analysis［54］：preparation of PBA probes（A）；preparation of RCA products（B）；
the profiling processes of surface proteins on single EVs by PBA（C）
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微镜相结合，不仅具有FCM快速、多参数定量的优势，也具有荧光显微镜的可视化检测功能，实现了

对单个EVs上CD9、CD63和CD81的多参数定量表征。

2. 6. 2 基于信号放大的流式细胞术 尽管基于

荧光触发的流式检测方案提高了FCM对EVs的检

测能力，但目前研究者们尚未发现一种可以实现

样本中所有 EVs选择性标记的普适性荧光探针。

其次，随着EVs粒径的减小，颗粒的表面积和内

容物的数量均会呈指数级下降，这导致以上策略

无法实现对单个EVs的低拷贝蛋白、核酸等的定

量分析。为了解决上述问题，Shen等［62］建立了基

于信号放大的流式检测方案，其原理如图 5所示：

采用核酸适配体识别EVs表面的特异性抗原，以

该适配体触发杂交链式反应（Hybridization chain
reaction，HCR），形成的DNA纳米结构不仅将单

个EVs的粒径扩大到 500 nm，也可结合大量的荧

光探针，实现单个EVs散射信号和荧光信号的同

时放大。基于此，研究人员成功区分了不同乳腺

癌细胞来源的 EVs，进一步提高了传统 FCM对

EVs的单颗粒检测能力。然而，该法所需EVs浓度较高（11012 particle/mL）、扩增流程耗时较长（> 8 h），

难以应用于临床研究中。

2. 6. 3 纳米流式检测技术 为了从根本上解决传统FCM由于灵敏度限制，难以对粒径小于 200 nm的

生物纳米颗粒进行检测的瓶颈问题，厦门大学颜晓梅教授课题组将瑞利光散射与鞘流单分子荧光检测

技术相结合，于 2009年成功研发具有自主知识产权的纳米流式检测装置（Nano-flow cytometer，nFCM）
（图 6A），将散射检测灵敏度较传统 FCM提升了 4 ~ 6个数量级，荧光检测灵敏度提升了 1 ~ 2个数量

级［63－64］，实现了对细胞上清［65－66］、血浆［65－67］、尿液［68］、泪液［69］等体液和细菌［70］、牛奶［71］等来源的EVs
的单颗粒多参数定量表征。2018年，Tian等［65］利用 nFCM首次实现了对粒径低至 40 nm的单个EVs的多

参数定量分析。nFCM的分析速率高达每分钟 10 000个颗粒，仅需几分钟便可获得具有高度统计代表

性的EVs粒径分布，其分辨率和准确性媲美Cryo－TEM（图 6B）。在蛋白表征方面，结合免疫荧光标记

技术，nFCM可以快速表征表达特定蛋白的EVs亚群在总体EVs中的精确占比，并可实现单个EVs上特

定蛋白拷贝数的准确定量（图 6C）。在临床样本分析中，通过对血浆中CD147+ EVs的浓度测定，实现了

结直肠癌的早期诊断和预后分析。2020年，Tian等［67］使用多种分离纯化方法对血浆EVs进行纯化，并

利用nFCM对其纯化效果进行了评估。结果显示，与超速离心法相比，EVs提取试剂盒可将血浆中大量

的非囊泡组分共分离，虽然样本颗粒浓度高出 2 ~ 4个数量级，但纯度却低得多。近期，Liu等［66］使用

核酸染料标记EV－DNA，首次在单颗粒水平揭示了DNA在不同粒径的EVs亚群上的分布情况。Chen
等则基于 nFCM的单颗粒检测优势，对EVs上偶联的靶向配体的修饰效果［71］和不同载药策略的药物封

装效率［72］进行了综合评估。

nFCM在EVs的多种理化性质的表征中均展现了突出优势，由该技术转化的商品化纳米流式检测仪

Flow NanoAnalyzer已销售至全球顶尖的科研院所与医疗单位，应用于EVs的基础研究、临床诊断与药物开

发。如美国梅奥诊所王海龙教授课题组［73］利用nFCM对不同电刺激条件下大鼠星形胶质细胞分泌的AQP4+
EVs的浓度、粒径进行表征，发现胞外电刺激可调节神经细胞EVs的释放及内含物组成，推进了EVs在帕

金森综合征等神经退行性疾病中的生物医学应用。近期，南方医科大学郑磊教授课题组［74］基于DNA纳米

线诱导的核酸放大技术，利用nFCM在单颗粒水平实现了对乳腺癌细胞系来源的EVs中miR－1246的定量

检测，体现了 nFCM在 EV miRNA研究中的潜在应用价值。2020年，美国 Codiak BioScience公司［75］利用

nFCM在单颗粒水平对EVs蛋白的表征优势，发现PTGFRN蛋白是其他蛋白融合表达的最佳选择，成功研

制出全球首个外泌体候选药物exoIL－12并投入临床 I期试验，大大加速了EVs的临床应用进程。

图5 基于靶标引发的DNA纳米结构实现单个EVs分析的流
式检测原理［62］

Fig. 5 The scheme of single EV flow cytometry approach en⁃
abled by target-initiated engineering of DNA nanostructures［62］
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3 总结与展望

EVs作为一种携载丰富分子信息的新型生物标志物，广泛分布于各种体液中，在临床疾病诊断和

治疗领域具有广阔的应用前景。然而，EVs的粒径及其携载的蛋白、核酸、脂质等“货物分子”存在

高度的个体差异性和多样性。因此，越来越多的新型单颗粒分析技术应运而生，为精准揭示EVs的个

体差异、鉴定EVs的来源与生物学功能提供了重要的技术支撑。但是，这些 SVA技术对EVs浓度、粒

径及生物分子组成的表征能力不尽相同，且缺乏统一的标准操作指南，因此目前仍需要联合多种 SVA
技术以实现EVs各种理化性质的全面表征。未来，SVA技术仍需要在以下两个方面进一步发展：第一，

发展更加高灵敏、高通量的技术与方法，实现对EVs的快速、高分辨表征；第二，发展自动、便捷、

微型化的综合型分析平台，以推进 EVs的临床应用进程。我们相信，SVA技术的创新必将加速推动

EVs分泌和分选机制的研究、基于EVs的临床诊断标志物的筛选和新型纳米药物的研发，在生命科学

领域画下浓墨重彩的一笔！
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