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摘要 肿瘤液体活检是研究者和医生密切关注的一种新兴的无创检测技术, 通过采集血液、尿液、唾液等体液,
利用分子生物学、免疫学等手段对肿瘤标志物进行分析, 来确定受试者肿瘤发生概率或肿瘤发展状态, 具有灵敏

性和便捷性的优点. 细胞外囊泡(EVs)是活细胞主动分泌的膜结构, 在细胞间传递信息的重要载体, 包含母细胞的

生理病理信息, 能动态传递疾病发生的信号, EVs已成为肿瘤液体活检领域的一颗新星. EVs富含核酸(DNA、
RNA)和蛋白, 不管组织活检还是液体活检, 核酸和蛋白都是重要的分析标志物. 得益于EVs分离和表征技术的发

展, 研究者们开发了各种EVs核酸和蛋白分析技术并进行了临床试验, 近年来也不断有产品获批走向市场, 将科学

研究转化为造福人类的生产力. 受到最新研究进展的鼓舞, 本文综述了EVs在肿瘤液体活检中的应用, 分别介绍了

EVs DNA、EVs RNA、EVs蛋白在肿瘤液体活检中的应用和进展, 并且对EVs研究的挑战和未来发展方向提出了

自己的见解, 期待为该领域的研究者提供一些帮助, 也期待更多EVs产品走向临床、走向市场.
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细胞外囊泡(EVs)是细胞释放的, 携带母细胞生物

特征, 不具有自我复制能力的膜结构[1~3]. 受到科学技

术和表征手段的限制, EVs在早期被认为是细胞代谢废

物的“回收站”, 没有引起科学家的重视[4,5]. 1983年, 科

学家首次在体外培养细胞的上清中发现囊泡结构, 随

后被命名为“外泌体”, 但是并没有点燃外泌体研究的

热情[6,7]; 随着研究的逐渐深入, EVs的重要性不断被挖

掘出来, 1996年, 研究证明了EVs携带II类主要组织相

容复合物(MHC II), 能够呈递抗原并引发T细胞免疫[8];
2007年研究证实了EVs在细胞之间传递遗传物质, 科学

家意识到EVs或许是细胞间信息交流的重要媒介[9];
2008年, Skog等人[10]发现EVs中含有大量的DNA和

RNA, 他们敏锐地意识到EVs可以作为疾病检测的靶

标, 并成立了第一家EVs检测公司ExosomeDX; 2013
年, 囊泡的运输调控机制获得了诺贝尔生理或医学奖,
从此, EVs成为科研界的新宠; 2015年, Kalluri等人[11]

验证了EVs与胰腺癌之间的关联, 展现了EVs在癌症早

期检测领域的巨大潜力; 2016年, ExosomeDX公司推出

了世界首款EVs癌症诊断产品ExoDxLung (ALK), 实现

了非小细胞肺癌的灵敏检测. 随后, EVs用于癌症、神

经退行性疾病的检测应用层出不穷[12].
所有细胞都能释放EVs, 并且EVs遍布全身体液,

比如唾液、尿液、血液、乳汁、脑脊液等. 由于EVs来
源、尺寸、功能的差异, EVs表现出高度异质性, 因此

具有诸多不同的亚型. 根据生物发生途径的不同, EVs
常常被分为凋亡小体、微囊泡、外泌体等, 分泌途径
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的不同, 也导致了尺寸的差异(图1(a))[13,14]. 凋亡小体是

尺寸最大的EVs, 是在细胞凋亡过程中, 细胞裂解后又

重新包装形成的, 粒径通常在1000~5000 nm左右; 微囊

泡 是 指 细 胞 膜 出 芽 形 成 的 中 等 囊 泡 , 粒 径 在

100~1000 nm左右; 外泌体是尺寸最小的囊泡, 在

30~150 nm左右, 科学界普遍认为外泌体的形成包括两

次膜内陷过程, 首先是细胞膜内陷, 形成内吞小体, 发

育成早期内体后再一次内陷形成多囊泡体, 多囊泡体

破裂后释放出小囊泡, 小囊泡躲避溶酶体降解, 被释放

到细胞外形成外泌体. 由于不同的囊泡之间会有尺寸

的重叠, 也不能完全通过尺寸判断囊泡的来源和类型,
因此外泌体、微囊泡的精准区分是非常具有挑战性的.
为了避免产生误解, 国际细胞外囊泡协会(ISEV)建议

采用小囊泡和大囊泡来进行区分, 尺寸在200 nm以下

的为小囊泡, 尺寸在200 nm以上的为大囊泡, 应谨慎使

用外泌体等能够表明生物来源途径的词语[15].
DNA、RNA和蛋白是最常用的分析靶标, 比如疫

情、流感期间进行的核酸检测, 就是通过qRT-PCR技
术分析病毒的DNA或RNA, 体检中的肿瘤标志物筛查,
就是对甲胎蛋白、癌胚抗原、糖类抗原等广谱的癌症

相关蛋白进行分析. 如图1(b)所示, EVs中同时富含

DNA、RNA和蛋白, 通过对其中单一组分或多组分联

合分析, 能够对肿瘤的确诊、转移、复发、预后情况

有实时的了解[16,17]. 纳米尺度的EVs在一定程度上起到

了标志物的富集作用, 比血浆检测的灵敏度更高, 并且

EVs的膜还有能有效地防止RNA等标志物在血浆中被

各种酶降解, 进一步提升了EVs标志物检测的灵敏

度[18,19]. 本文将聚焦EVs在肿瘤液体活检中的应用, 首

先介绍了EVs分离和纯化技术, 然后分别介绍了EVs
DNA、EVs RNA、EVs蛋白和其他标志物在肿瘤液体

活检中的应用和进展, 最后对EVs研究的挑战和未来发

展方向提出见解.

1 EVs的分离

由于EVs尺寸小, 种类多的特性, 从成分复杂的体

液或细胞培养上清液中快速精确地分离出特定EVs是
目前亟需解决的难题, 诸多研究者致力于开发新型高

效的EVs分离新方法和新技术, 现在常用的EVs分离方

法包括基于尺寸的超速离心法、尺寸排阻色谱法、超

滤法; 基于疏水相互作用的聚合物沉淀法; 基于抗原抗

体亲和作用免疫亲和法; 基于DNA适配体的亲和法, 基
于尺寸和免疫亲和的微流控法等[20~23]. 超速离心法是

目前EVs分离的金标准 , 通过给样品施加100000~
200000 × g的离心力, 使EVs沉淀, 由于超速离心是根

据样品的尺寸和密度进行分离, 因此得到的沉淀中会

有尺寸相当的脂蛋白等其他杂质, 导致得到的EVs纯度

不能保证; 同时施加的超强离心力会破坏EVs的活性,
影响后续的应用; 此外超速离心机的使用限制了EVs
的分离体积和分离便捷性[24,25]. 聚合物沉淀法是利用

聚乙二醇(PEG)等聚合物改变EVs在溶液中的溶解度,

图 1 (网络版彩色)EVs的生成和组成. (a) EVs的产生路径: 内体途径或出芽; (b) EVs表面和内部含有丰富的DNA、RNA和蛋白
Figure 1 (Color online) The synthesis pathway and content of EVs. (a) The generation pathway of EVs: endosomal pathway or budding pathway; (b)
EVs contain various DNA, RNA, and proteins on the surface and in the lumen
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从而将EVs和聚合物共同沉淀出来的一种技术, 由于其

操作简便, 不需高速离心, 获得了研究者的青睐, 目前

商用的EVs分离试剂盒中有很大一部分是基于此原理

开发的[26]. 该方法应用广泛, 但是需要注意的是, 通过

该方法得到的EVs混合有大量的蛋白和聚合物, 如果对

后续应用有影响的话, 应谨慎选择. 尺寸排阻色谱法

(SEC)是根据不同粒径的样品在多孔载体中停留的时

间不同进行分离的方法, 通过提前在色谱柱中装填具

有一定孔径的填料, 尺寸大的颗粒由于不能进入填料

的孔洞中而较早地被洗脱下来, 尺寸小的颗粒能够进

入填料的孔洞中而被滞留, 因此需要更长的时间才能

被洗脱下来, 通过收集不同时间的流出液, 就能收集不

同尺寸的EVs[27,28]. 该方法分离的EVs具有很好的尺寸

特异性, 但是在洗脱的过程中, 样品会被稀释, 导致样

品浓度过低, SEC通常与超滤、超速离心等其他手段共

用来提高EVs样品的浓度和纯度. 超滤法是通过滤膜来

实现不同尺寸的样品分离, 小分子物质和溶剂能够通

过滤膜而被过滤掉, 大分子物质如EVs则会被截留在膜

上, 超滤法具有简单高效的特点, 但是滤膜容易堵塞是

阻碍其高通量连续过滤的重要问题[29]. 微流控法是基

于微流控芯片发展出来的分离方法, 微流控芯片具有

特定尺寸的孔道, 能够分离特定尺寸的EVs, 实现了

EVs自动化分离和检测, 但是由于微流控芯片的尺寸和

成本限制, 该方法适合小样本EVs的分离[30,31]. 免疫亲

合法基于抗原抗体亲和作用实现EVs分离, 该方法可以

分离带有特定蛋白的EVs, 比如利用CD9, CD63的抗体,
可以分离得到CD9, CD63阳性的EVs, 该方法分离得到

的EVs纯度高, 特异性好, 重复性好, 操作相对简单, 有
利于后续EVs的精准分析, 但是EVs和抗体的亲和力强,
将EVs从抗体上洗脱的过程需要用到洗脱剂, 可能会破

坏EVs的膜, 造成EVs生物活性的受损, 其次抗体的价

格昂贵, 不适合大规模使用[32,33]. DNA适配体亲和法是

一种新兴的EVs分离方法, 其与免疫亲和法类似, 利用

DNA适配体和特定蛋白的高亲和力进行分离, 同样具

有特异性好、纯度高的优点, 此外, 相比于抗体, DNA
适配体洗脱更容易, 对EVs的损伤更小, 价格更低, 有望

替代免疫亲和法, 成为新一代的EVs分离方法[34,35].
EVs的分离方法不止这些, 本文仅介绍了一部分常用的

分离方法, 其他方法诸如脂质分离[36,37]、热泳分离[38]

等也是非常具有前景的分离方法, 本文不做重点讲解.
表1总结了不同分离方法的优缺点.

2 EVs标志物在肿瘤液体活检中的应用

2.1 EVs DNA在肿瘤液体活检中的应用

遗传变异与肿瘤的发生发展有密切联系, 第二代

基因测序(NGS)技术的发展促进了基因和肿瘤之间的

关系的认识, 比如研究发现EGFR、HER2、KRAS、
TP53、RET、EpCAM等基因突变的频率与肺癌、乳

腺癌、胃癌、胰腺癌等呈正相关, 在肿瘤的确诊、用

药指导和术后复发监测方面发挥了重要作用[39,40]. EVs
中含有大量的核糖核酸(RNA)和蛋白质, 已成为研究者

的共识[41]. 对于EVs中是否存在脱氧核糖核酸(DNA),
研究者们还没有达成共识, 但是一些研究表明EVs中存

在线粒体DNA、单链DNA、双链DNA[42~44]. Kalluri等
人[45]证实了血清来源的EVs中含有双链基因组DNA,
其长度大于10 kb, 并且在胰腺癌病人血清来源的EVs
中发现了KRAS和TP53基因突变. 作者进一步通过检

测EVs DNA的KRAS和TP53突变实现胰腺癌的早期诊

断应用, 采集了48例胰腺癌患者的血清样本, 通过数字

表 1 不同EVs分离方法的优缺点比较
Table 1 Comparison of advantages and disadvantages of different separation methods of EVs

分离方法 效率 纯度 成本 优点 缺点

超速离心法 低 低 高
具有普适性

无需分离试剂
费时费力

设备要求高

聚合物沉淀法 高 低 低
操作方便
处理量大

杂质多

尺寸排阻色谱法 高 中等 高
分离纯度高

生物活性损伤小
样品被稀释

超滤法 中等 中等 中等 操作相对简便 滤膜易堵塞

微流控法 低 高 高 可自动化分离 难以放大

免疫亲和法 低 高 高 能分离特定亚型 洗脱困难

DNA适配体亲和法 低 高 高 能分离特定亚型、操作温和 难以放大
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PCR技术分析了EVs中的DNA, 确定了KRASG12D突变

占比39.6%, TP53R273H突变占比4.2%, KRASG12D突变仅

占114例健康人血清的EVs DNA的2.6%, 未发现

TP53R273H突变, 该研究展示了EVs DNA突变在癌症液

体活检中的潜力[46].
Vagner等人[47]更进一步地比较了不同尺寸的EVs

中DNA的差异, 结果显示前列腺癌细胞和患者血浆分

离出的大EVs中富含基因组DNA, 甚至包含长度大于

200万碱基的长片段. 对于含有相同质量蛋白的大EVs
和小EVs来说, 小EVs的数量更多, 但是大EVs中的

DNA含量更多, 几乎所有的循环DNA都被包裹在大

EVs中. 作者提取了PC3细胞和U87细胞中的DNA, 证

实了大EVs中的DNA含量是小EVs中DNA含量的7倍,
从患者血浆中分离的EVs也表现出相同的趋势. 为了证

明DNA包裹在EVs的内部而不是在离心过程中随EVs
共沉淀, 在裂解EVs之前, 用DNA酶进行了消化, 结果

显示, DNA酶消化前后, 大EVs和小EVs中DNA含量分

别减少了35%和51%, 从而证明大部分DNA是包裹在

EVs内部. 作者通过全基因组测序比较了大EVs和供体

细胞的基因组, 发现大EVs中的DNA跨越了所有染色

体, 能够反映基因组的信息, 然后作者研究了体细胞拷

贝数变异(SCNV)情况, 发现PC3细胞来源的大EVs的基

因组与150名前列腺癌患者的基因组图谱相似, 进一步

分析发现, MYC、KLF10、PTEN、PTK2和AKT1五个

基因变异导致肿瘤组织中mRNA表达水平与正常组织

中的mRNA表达水平发生变化, 利用dPCR技术, 扩增出

了肿瘤特异性MYC、KLF10、PTK2和AKT1基因, 大

EVs中DNA的变异检测对于癌症的诊断、预后有很大

帮助.

2.2 EVs RNA在肿瘤液体活检中的应用

在EVs标志物的研究中, RNA比DNA研究得更深

入、更广泛. 常见的EVs RNA包括miRNA、信使

RNA、环形RNA、长非编码RNA、嵌合RNA等, 有研

究表明, 肿瘤细胞来源的EVs含有特定的RNA组合, 有

助于癌症的发生和转移, 这为肿瘤的早期诊断、预后

提供了重要参考[48~51]. 不同来源样本的EVs的含量和

组成也不尽相同, 有研究者研究了192例供体(包含健

康供体、结直肠癌患者、前列腺癌患者、胰腺癌患

者)的EVs RNA组成, 发现miRNA和piRNA是含量最丰

富的RNA, 占比分别为40.4%和40.0%[52]; 然而在另一

项研究中, 研究者发现结直肠癌细胞EVs中tRNA为含

量最丰富的非编码RNA[53]. 这些结果表明EVs中富含

RNA且具有高度的异质性, 不同来源的EVs, 甚至不同

的分离方法都有可能影响EVs RNA的组成和含量.
EVs中含量丰富的RNA吸引了研究者的研究热情,

尤其是在肿瘤液体活检领域. Min等人[54]通过比较EVs
来源的miRNA和血浆中总miRNA, 评估了EVs作为结

肠癌早诊标志物的潜力. 通过对15例早期结肠癌患者

和10例健康人的血浆EVs的分析, 作者筛选出了95条具

有差异表达的miRNA, 更进一步选择miR-150-3p、
miR-139-3p、miR-145-3p和let-7b-3p作为后续研究的

miRNA组, 在134名受试者(包括58名结肠癌患者和76
名健康人)中进行测试, 4条miRNA单独测试的曲线下

面积(AUC)在0.680~0.792之间, miR-145-3p和let-7b-3p
组合的AUC达到0.901, 三条miRNA的整体AUC达到

0.927, 测试结果比血浆全miRNA更好. SOD2相关的组

蛋白修饰和胃癌的进展有关, 长非编码RNA1(lncRNA-
GC1)的靶基因就是SOD, 能够通过与组蛋白乙酰转移

酶WDR5和KAT2A结促进SOD2的修饰, 是胃癌检测的

潜在标志物. Guo等人[55]证明了胃癌病人血清来源的

EVs含有lncRNA-GC1, 通过比较lncRNA-GC1在健康

人、早期胃癌患者和癌前病变患者中的差异, 并且与

胃癌检测的传统标志物CEA、CA19-9和CA72-4进行

了比较, 结果显示胃癌患者的血清EVs中lncRNA-GC1
的表达水平和传统血清标志物表现一致, 均明显高于

健康人, 更重要的是lncRNA-GC1的AUC值高于CEA、

CA19-9和CA72-4, 表明lncRNA-GC1具有作为胃癌早

期诊断标志物的潜力. 作者进一步评估lncRNA-GC1对
胃癌早期检测的诊断价值, 发现I期或II期胃癌患者的

血清EVs中lncRNA-GC1水平与健康人或慢性胃炎患者

相比显著上调 , 然而 , I期或II期胃癌患者的CEA、

CA19-9和CA72-4水平与健康人相当, 表明lncRNA-
GC1在胃癌早期诊断的灵敏度和特异性更高. 虽然作

者的研究表明了血清EVs中lncRNA-GC1具有作为胃癌

早期诊断的标志物的潜力, 但是作者选取的样本都是

经过病理分析确认的, 缺少前瞻性的临床研究, 也没有

选取无症状人群进行测试, 因此lncRNA-GC1作为胃癌

早诊标志物还需要进一步验证.
EVs中RNA的分析大多需要对EVs进行裂解, 提取

内部的RNA, 该过程比较繁琐, 在RNA提取的过程中,
也容易造成RNA的降解和损失, 为了更方便、更准确

地检测EVs中的RNA, 研究者们开发了诸多原位检测

方法[56~58]. Zhao等人[59]报道了一种基于纳米耀斑的热
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泳传感器, 用于EVs中miRNA的高灵敏度原位检测, 并

且不需要进行RNA提取和扩增. 作者利用的纳米耀斑

是含有金核的球形核酸, 首先将miR-375的反义序列偶

联到13 nm的金纳米颗粒表面, 然后通过碱基互补配对

连接荧光基团Cy5修饰的DNA链, 由于Cy5和金纳米颗

粒的邻近效应, Cy5的荧光被淬灭, 当纳米耀斑进入到

EVs内部,遇到miR-375时, miR-375与纳米耀斑结合,从
而将带有Cy5荧光基团的DNA链置换下来, Cy5的荧光

恢复, 然后通过局部激光加热, 负载纳米耀斑的EVs聚
集, 导致EVs中miRNA的荧光增强, 该方法能够直接测

量乳腺癌细胞系和乳腺癌患者血清样本的EVs miR-
NA, 灵敏度与qRT-PCR相当, 作者在29例临床样本(17
例乳腺癌患者, 12例健康人)中进行了测试,结果显示乳

腺癌患者血清EVs中miR-375表达水平显著高于健康

人, 检测的灵敏度和特异性分别达到88%和83%, AUC
值为0.94, 该方法的检测限低至0.36 fM, 仅需0.5 μL的
血清样本, 大大减小了样本的用量, 提高了检测的灵敏

度. Tang等人[60]开发了基于多价适配体的EVs分离和检

测新方法, 实现了分离检测的一体化(图2(a)). 作者首先

通过滚换扩增反应(RCA)生成含有重复适配体序列的

DNA长链, 该DNA长链含有CD63适配体, 能特异性地

识别EVs表面的CD63蛋白, 该DNA长链还能通过碱基

互补配对连接分子信标和信号探针, 当DNA长链遇到

EVs时, 通过识别EVs表面的CD63实现对EVs的捕获,
同时分子信标从DNA长链脱落并进入EVs内部, 当EVs
内部存在特定miRNA (miR-21)时, 将分子信标打开, 恢
复其荧光,此时加入另一条DNA长链,两条DNA长链互

补结合, 生成DNA水凝胶, 从而通过低速离心即可将包

裹EVs的DNA水凝胶分离出来, 实现了EVs的富集, 通

过检测EVs的荧光信号, 能够判断特定miRNA的表达

水平, 实现癌症的早期诊断, 该方法测得miR-21的表达

水平和qRT-PCR的结果相当(图2(b)), 作者选了30例临

床样本(15例乳腺癌患者, 15例健康人)进行测试, 检测

的准确性和特异性均达到100%(图2(c)), 表明该方法在

乳腺癌的早诊早筛中具有很大潜力.

2.3 EVs蛋白在肿瘤液体活检中的应用

在EVs的生成过程中, 其表面和内腔中包裹大量来

自母细胞的蛋白, 能够反映母细胞的生理病理状态, 因
此EVs蛋白也是肿瘤液体活检的重要标志物[61~64]. 如

图3所示, 常见的EVs蛋白有跨膜蛋白(如CD9、CD63、
CD81、CD82、CD37、CD151), 整合素, Wnt/b-catenin

图 2 (网络版彩色)基于多价适配体的EVs分离和检测新方法[60]. (a) EVs分离和检测示意图; (b) DNA水凝胶分离EVs测试miR-21表达水平; (c)
临床样本检测
Figure 2 (Color online) Ploy-aptamers based EVs separation and detection method[60]. (a) Scheme of EVs separation and detection. (b) Detection of
miR-21 expression level by isolating EVs from DNA hydrogel. (c) Clinical sample testing
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通路相关蛋白, 骨架蛋白(如ESCRT复合物、ALIX), 热
休克蛋白(如HSP70),功能蛋白(如PD-L1、GPC1),正常

细胞和病变细胞分泌的EVs中蛋白的种类和含量不尽

相同, 通过比较其中的差异, 可以判断细胞的状态, 从

而预测疾病发生的概率[65].
早在2015年, Kalluri[11]的研究发现与健康人相比,

胰腺癌病人血清样本分离的EVs中含有更多的磷脂酰

肌醇蛋白聚糖1(GPC1), 该研究开启了EVs作为肿瘤液

体活检的新纪元. 传统的蛋白质检测手段包括蛋白印

迹(WB)和酶联免疫吸附测定(ELISA), 这些方法存在

操作复杂和灵敏度低的问题, 诸如荧光检测、电化学

检测等新的检测方法正在不断涌现[66~68]. Li等人[69]开

发了荧光适配体传感器来测定EVs中肿瘤相关蛋白. 该
方法整合了DNA适配体、聚集诱导发光(AIE)分子

TPE-TAs和氧化石墨烯(GO), 三者分别充当识别元件、

荧光元件和荧光淬灭元件. TPE-TAs分子可以吸附在

DNA适配体表面, 形成TPE-TAs／DNA复合物, 并使

TPE-TAs的荧光增强, 当没有肿瘤来源的EVs时, TPE-
TAs／DNA复合物吸附在GO表面, 其荧光被淬灭, 当存

在目标EVs时, 由于适配体和EVs表面蛋白的强亲和力,
TPE-TAs／DNA复合物优先与EVs结合, TPE-TAs／
DNA复合物从GO表面脱落的同时荧光恢复, 溶液中的

荧光强度能够反应EVs表面蛋白的含量, 实现特定肿瘤

的预测. 利用该技术, 作者收集了49例临床样本(包括6
例健康人, 5例良性肿瘤患者, 38例恶性肿瘤患者),分析

了乳腺癌相关的三个蛋白, 表皮生长因子受体(EGFR)、

上皮细胞黏附分子(EpCAM)和人表皮生长因子受体2
(HER2), 结果表现出97.37%的高灵敏度, 其中I期病例

的检测灵敏度为92.31%, 该技术展现了在肿瘤液体活

检中的巨大应用潜力.
EVs具有很强的异质性, 即使是同一个细胞分泌的

EVs, 其内容物组成也大不相同, 因此, 如果单个外泌体

的分析将能获得更精准的信息. Guo等人[70]利用DNA
纳米结构实现了的那个EVs的分析(图4). 作者首先设

计了一条包括DNA适配体序列和RCA引物序列的引发

链, DNA适配体通过识别EVs表面的蛋白而锚定在EVs
表面, 随后加入RCA反应的底物, EVs表面即可进行

RCA反应, 生成长的单链DNA, 长单链DNA进行自组

装生成DNA纳米花, 在该过程中加入链霉亲和素修饰

的荧光基团, 得到带有荧光DNA纳米花修饰的EVs, 此

时EVs的尺寸达到200~400 nm, 能够在光学显微镜下观

察, 从而实现单个EVs的分析. 利用多条不同的引发链

可以实现多个蛋白的同时标记, 作者利用该技术进行

了乳腺癌患者血清EVs分析, 结果显示乳腺癌患者血清

EVs中EGFR、HER2和CD44蛋白的表达量明显高于健

康人, 展示了该方法在肿瘤检测中的潜力.
EVs表面蛋白和miRNA的同步检测可以用来提高

肿瘤检测的准确率和可靠性. Cho等人[71]开发了一种

EVs蛋白和miRNA同时原位检测技术, 实现了前列腺

癌的特异性检测. 作者首先用特异性抗体修饰的磁珠

捕获前列腺癌细胞来源的EVs, 然后用分子信标检测

EVs内部的miRNA, 用荧光抗体检测EVs表面的蛋白,
实现了EVs表面蛋白和miRNA的同步原位检测作简

单、省时省力. 作者用CD63抗体进行EVs捕获, 选择了

前列腺癌细胞和非前列腺癌细胞EVs中的两种miRNA
(miR-21、miR-574-3p)和一种蛋白(EpCAM)进行测试,
结果显示前列腺癌细胞与非前列腺癌细胞EVs中的标

志物含量具有显著差异性, 证明了该技术的可靠性.

2.4 其他EVs标志物肿瘤液体活检中的应用

除了DNA、RNA和蛋白以外, 聚糖在EVs表面普

遍存在, 其通常与蛋白质或脂质以糖基化形式形成糖

蛋白或糖脂, 广泛参与生理病理过程[72~74]. 异常糖基

化通常与癌症的发生和发展有关, Guan等人[75]研究发

现, EVs上唾液酸路易斯寡糖X(sLeX)糖基化修饰能够

增强血管的渗透, 诱导血管新生, 从而促进肿瘤发展,
表明聚糖具有作为肿瘤标志物的潜力. Tkac等人[72]研

究了不同睾丸癌细胞系及顺铂耐药细胞系的聚糖表达

图 3 (网络版彩色)EVs中常见的蛋白种类[62]

Figure 3 (Color online) Common protein types in EVs[62]
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差异, 睾丸癌(TC)是年轻男性的常见癌症, 通常使用顺

铂进行治疗, 但是通常有4%左右的患者对顺铂无响应,
甚至有致命风险.人绒毛膜促性腺激素(hCG)被用作TC
治疗效果的监测, 而其糖基化与生理病理状态有关. 基
于此, 作者采用酶联凝集素测定(ELLA)的分析形式, 提
出了基于17种凝集素的hCG特异性聚糖分析的测定法,
结果显示, 双花扁豆(DBA)凝集素可以区分顺铂敏感和

耐顺铂细胞系, 进而证明了能通过检测hCG的糖基化

水平来判断睾丸癌患者的顺铂耐药性. EVs聚糖与蛋白

质和核酸等其他标志物共研究, 或许能开启EVs研究的

新方向和新热潮.

3 总结与展望

为了更清楚地了解EVs DNA、EVs RNA、EVs蛋
白与不同肿瘤的关系, 我们对部分研究进行了总结(表
2). 组织活检、病理检测依然是目前肿瘤确诊的金标

准, 但是液体活检凭借其无创性、取样方便、连续动

态分析、灵敏准确而逐渐走上肿瘤早诊早筛的舞台,
更易被患者所接受, 有望取代组织活检, 成为肿瘤确诊

的金标准[82~84]. 循环肿瘤细胞(CTC)、循环肿瘤DNA
(ctDNA)、细胞外囊泡(EVs)被成为液体活检的“三驾马

车”, 其中EVs在生理病理过程中发挥的重要作用和作

为肿瘤液体活检标志物的潜力不断被发掘和重视, 正

成为液体活检的新星[85,86]. 在学术研究方面, 2013年囊

泡运输调控机制获诺贝尔生理学或医学奖, EVs的研究

掀起了一股持续的热潮, 促进了EVs领域的发展, 2024
年miRNA在基因调控中的作用获诺贝尔生理学或医学

奖, EVs miRNA的研究必将登上一个新的台阶, 推动

EVs基础研究和临床应用的发展. 迄今为止, 公开的

EVs相关临床试验接近500例, 其中诊断相关占比超过

80%, 说明研究者对EVs的诊断抱有更大期望[87]. 在商

业化应用方面, 2016年, 美国Exosome Diagnostics公司

推出了EVs检测肺癌和前列腺癌的产品, 走在行业前列;
国内企业奋起直追, 2024年思路迪诊断获批了国内第一

款EVs检测产品, 也是全球第一款EVs卵巢癌检测产品,
这意味着EVs用于肿瘤的早期诊断获得了国家的认可,
给我国的EVs相关企业注入了一剂“强心针”; 热景生物

基于自主开发的糖链EVs捕获技术, 实现了EVs中miR-
NA的分析, 其中肝癌、胃癌、胰腺癌检测产品已通过

注册检验. 除了在液体活检领域的应用, EVs在药物递

送、疾病治疗、再生医学、医美、生发等领域也有广

泛的应用, 可以说是“小囊泡, 大作为”, EVs研究领域的

百花齐放, 有利于建立疾病监测和治疗的新业态[88].
虽然EVs大有可为, 但是前行的道路困难重重, 要

想实现EVs在临床中的大规模应用, 必须解决以下几个

问题: (1) 分离问题, 目前EVs的分离手段层出不穷, 但
是没有任何一种手段能够高效分离特定细胞产生的

EVs或者EVs亚群, 而不引入其他杂质, 如果只从结果

考虑, 能够产生满足我们需求的EVs即可, 可以降低对

分离的要求, 但是如果想要研究EVs的作用机制和途

径, 就必须对EVs的组成和来源有清晰的了解. (2) 大

规模生产和制备问题, 目前EVs的获取途径主要是通过

细胞培养, 对培养液进行分离得到, 对贴壁细胞来说,
受制于培养环境的表面积, 限制了EVs产生细胞的数

量, 细胞三维培养在一定程度上可以解决这个难题, 但
是目前细胞三维培养的技术还未成熟, 缺乏安全可靠

的三维培养基质, 难以模拟体内环境限制了该技术的

发展; 此外植物是天然存在的, 且来源广泛, 开发植物

来源的EVs或许是一条可选择的路径[89,90]; 天然EVs的
应用存在一些限制, 工程化EVs的高效开发和制备具有

图 4 (网络版彩色)基于RCA的单EVs分析[70]

Figure 4 (Color online) Single EVs analysis by RCA technology[70]
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广阔的应用前景[91]. (3) 标准化问题, 国际细胞外囊泡

协会和中国细胞外囊泡协会等相关团体已经制定了相

关指南和团体标准, 对EVs的命名、获取、分离、表

征、报告等做出了详细的建议和操作规范, 但是如何

保证EVs的批次间稳定性、EVs的绝对定量、EVs的产

率、EVs的质量控制等仍然没有达成共识, 这就导致

EVs的研究者各自为政, 在基础研究领域大放异彩, 但

是临床转化却举步维艰. 我们期待这些问题被早日攻

克, 将EVs研究和应用带上一个新台阶, 造福人类, 造

福社会.
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表 2 不同EVs标志物与肿瘤的关系
Table 2 The relationship between EVs biomarker and tumor

标志物 靶标 癌种 参考文献

EVs DNA

EGFR, T790M 肺腺癌 [76]

KRAS 胰腺癌 [77]

KRAS, TP53 胰腺癌 [46]

体细胞拷贝数变异 前列腺癌 [47]

EVs RNA

miR-150-3p, miR-139-3p
miR-145-3p, let-7b-3p 前列腺癌 [54]

lncRNA-GC1 胃癌 [55]

miR-375 乳腺癌 [59]

miR-21 乳腺癌 [60]

miR-620 肺癌 [78]

miR-4661-5p 肝癌 [79]
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Extracellular vesicles (EVs) are released by living cells and play important roles in transporting information between cells.
EVs contain physiological and pathological information of the parent cell and can dynamically transmit disease signals.
According to different biological pathways, EVs are often classified into apoptotic bodies, microvesicles, exosomes, etc.
Due to the size overlap between different vesicles and the inability to determine their origin based on size, accurate
differentiation between exosomes and microvesicles is highly challenging. To avoid misunderstandings, the International
Society for Extracellular Vesicles (ISEV) recommends using small and large vesicles to distinguish them from each other.
EVs have become a new star in the field of tumor liquid biopsy, due to the high variability of biomarkers available.

However, the rapid and accurate separation of specific EVs from complex body fluids or cell culture supernatants is an
urgent problem. Many researchers are committed to developing new and efficient methods and technologies for EV
separation, including size-based ultracentrifugation, size exclusion chromatography, and ultrafiltration; polymer
precipitation method based on hydrophobic interactions; immunoaffinity method based on antigen-antibody affinity;
affinity methods based on DNA aptamers, microfluidic methods based on size and immune affinity; and so on. With the
development of EV isolation and characterization methods, researchers have developed various EV nucleic acid and
protein analysis techniques and conducted clinical trials. In recent years, several products have been commercialized,
transforming scientific research into productivity.
DNA, RNA, and proteins are the most commonly used targets for analysis, such as nucleic acid testing during epidemics

and influenza, which uses qRT-PCR technology to analyze virus DNA or RNA and tumor marker screening during physical
examinations, which analyzes broad-spectrum cancer-related proteins such as alpha fetoprotein (AFP), carcinoembryonic
antigen (CEA), and carbohydrate antigens (CA). EVs are rich in DNA, RNA, and proteins. By analyzing a single
component or a combination of multiple components, real-time detection of tumor occurrence, metastasis, and prognosis
can be achieved. Nanoscale EVs have played a role in enriching biomarkers, with higher sensitivity than plasma detection.
Moreover, the membrane of EVs can effectively prevent RNA and other biomarkers from being degraded by various
enzymes present in plasma, further enhancing the sensitivity of EV biomarker detection. Encouraged by the latest research
progress, we review the application of EVs in tumor liquid biopsy, introducing the application and progress of EV DNA,
RNA, protein, and other biomarkers.
Although EVs have great potential, the road ahead is full of difficulties. To achieve large-scale application of EVs in

clinical practice, the following problems must be solved. The first is the separation problem. Currently, there are several
methods for separating EVs, but none can efficiently separate EVs or even EV subgroups produced by specific cells
without introducing impurities. The second is large-scale production. Currently, the main way to obtain EVs is through the
separation of cell culture and culture medium. For adherent cells, the surface area of the culture environment limits the
number of EVs produced. The third is standardization. ISEV and the Chinese Society for Extracellular Vesicles (CSEV)
have developed guidelines and group standards for the naming, acquisition, isolation, characterization, and reporting of
EVs. However, there is still no consensus on how to ensure inter-batch stability, absolute quantification, yield, and quality
control of EVs, which makes clinical translation difficult. We look forward to these issues being resolved as soon as
possible, taking EV research and application to a new level, and thereby benefiting humanity.
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