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摘要：外泌体是细胞分泌的一种纳米级囊泡，具有获取便捷、稳定性好、准确度高、浓度可控

等优势，在疾病早期诊断、进展监测以及预后评估中具有巨大的应用前景。本文主要介绍了外

泌体在疾病诊断中的研究进展及临床应用现状，并对其未来发展进行了展望。
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Abstract: Exosomes are nanoscale vesicles released by cells with the advantages of convenient 
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1　前 言

外泌体 (Exosome) 是一种大多数细胞都会主动释放的具有脂质双层膜结构的纳米级囊

泡，尺寸在 40~160nm[1]。最初，外泌体被认为是细胞排出的废物，并未引起重视，后来

越来越多的研究认为，外泌体富集了多种生物活性分子如核酸、蛋白质和脂质，可以从

供体细胞转移到受体细胞，进行细胞内信息传递，是细胞间通讯的重要参与者[1, 2]。2013年，

诺贝尔生理学或医学奖颁给了在细胞间囊泡 (外泌体等) 运输调控机制研究上做出突出贡

献的三位科学家，从而引发了外泌体研究热潮，将外泌体的研究推向了新的高度。目前，

外泌体在肺癌、结直肠癌、乳腺癌、胰腺癌、心血管等疾病的诊断和治疗研究上都取得

了不错的进展，部分已推向临床应用，具有广阔的应用市场[3]。据报道，外泌体市场呈指数

级增长，外泌体诊断的全球市场预计将从2021年的5710万美元增长到2026年的3.219亿美

元，外泌体治疗的市场预计将由2021年的3310万美元增长至1.692亿美元[4]。

外泌体能够用于疾病诊断主要是富含多种生物活性分子，即生物标志物，可以反应

其亲代细胞的生理及病理状态[5]。主要优势有以下几点：(1) 获取便捷，外泌体广泛存在

于人体血液、尿液、唾液、粪便等易于获取的生物流体中，便于取出进行体外检测，无

侵入性，更无创安全；(2) 稳定性高，由于脂质双层膜结构的存在，外泌体的稳定性相对

较高，收集到的生物样本可在4℃储存几天，在-20℃或者-80℃能够存放更长时间；(3) 准

确性高，分泌出的外泌体含有亲代细胞中整套的DNA信息，作为生物标志物比其他无细

胞成分的标志物更能准确反映其亲代细胞的生理及病理状态；(4) 浓度高且可控，多数外

泌体中相应生物标志物含量较其他成分更高，并且可以通过预分离、浓缩等方式提高浓

度，进而可以提供更高的检测灵敏度[2, 3]。因此，外泌体在疾病的早期诊断、进展监测、

预后评估中具有巨大的潜在应用价值，本文主要介绍在疾病诊断领域外泌体的研究进展

及应用现状。

2　外泌体在疾病诊断领域的研究

外泌体上的多种生物活性分子可以用作疾病的生物标志物，这些生物标志物主要

分为两类，一类是蛋白类标志物，比如 CD9、CD63、CD81、CEA (癌胚蛋白)、Her2 

(人表皮生长因子受体-2)、EpCAM (上皮细胞粘附分子) 等；一类是核酸类标志物，比

如 miR-21、miR-141、miR-15a-5p、miR-10b 等 miRNA，mutated KRAS DNA 等 DNA，

HOTTIP 等 IncDNA[3]。它们在疾病和正常组织处细胞之间表达量不同，甚至在不同的

疾病中表达量也存在差异性分布，这给疾病的准确检测提供了可能性。为了检测疾病

是否存在、发展如何，或者是否已治愈，需要将患者生物样本中的外泌体提取出来，

并通过各种手段检测蛋白或核酸的表达情况，与正常组织对比，进而判断相应组织是

否存在病症。
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2.1　外泌体分离富集

外泌体提取主要是依靠分离富集方法来实现，传统的方法包括超速离心法、聚合物

沉淀法、尺寸排阻层析等[6]。评估外泌体分离富集效果主要从分离效率、分离纯度、耗时

长短、操作难易、完整性等多个维度进行[2, 6]。超速离心法[7]是最常用的外泌体分离富集方

法，通过密度、尺寸大小以及沉降速度差异采用差速离心进行分离，是目前的“金标

准”，该方法相对简单，稳定成熟，但耗时长、分离效率低，样品需求量大。聚合物沉淀

法[8, 9]是使用高亲水性聚合物如聚乙二醇与外泌体膜周围的水分子竞争性结合，降低溶解

度，最终实现外泌体分离，该方法操作简单，产率高，但纯度低，容易混有杂蛋白。尺

寸排阻层析[10]是根据样品的大小和凝胶孔径大小分离外泌体，在分离过程中，大分子较早

被洗脱，小分子或颗粒直接扩散到孔隙中。该方法获得的外泌体纯度高，完整性和活性

较好，缺点是放大困难，成本高。

目前，也发展了一些新的分离富集方法，如免疫捕获法、微流控法等。免疫捕获

法[11-13]通过磁性颗粒上修饰的抗体或适配体与外泌体表面特异蛋白结合，在外磁场作用下

实现外泌体的快速分离，该方法操作简便，特异性高，但由于外泌体蛋白表达的异质性，

导致该方法的捕获率较低，成本较高。微流控法[14-16]是在前期分离方法的基础上，利用微

流控技术对外泌体进行分离的方法，比如使用纳米孔膜、纳米阵列、微过滤器等器件结

构直接对样品进行过滤分离。这种方法容易实现自动化，但缺乏方法验证和标准化，限

制了其应用。上述方法在科学研究中已经广泛使用，但是基于成本和效率考虑，在规模

放大和未来规模化生产上仍存在较多问题。

2.2　外泌体蛋白检测

外泌体中膜蛋白和细胞质蛋白都可以检测，一些膜蛋白参与了癌症的发生与发展，

因而可用作外泌体的分离富集靶点以及疾病的生物标志物。蛋白印迹分析 (Western Blot) 

和酶联免疫吸附试验 (ELISA) 是检测外泌体蛋白的常规方法，这两种方法应用广泛，但

也存在一些问题，比如程序复杂、灵敏度低[3]。目前，针对具体需求，也开发了一些新型

技术来检测外泌体蛋白，主要有比色法、荧光法、电化学法、表面等离子体共振法

表1　外泌体分离富集方法

方法

传统

新型

超速离心法

聚合物沉淀法

尺寸排阻层析

免疫捕获法

微流控法

分离机制

利用外泌体和杂质颗粒在大小、密度上
的差别进行分离

利用亲水性聚合物和外泌体溶解度不同
进行分离

利用外泌体和杂质粒子的尺寸不同进行
分离

基于抗原-抗体反应捕获外泌体进行分离

基于微流控技术分离外泌体

优点

操作简单，方法成熟

操作简单，产率高

完整性高

操作简单，完整性
好，特异性高

易实现自动化

缺点

耗时长，效率低

纯度低

成本高

成本高

缺乏方法验证
和标准化
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(surface plasmon resonance, SPR)、表面拉曼散射法 (Surface enhanced Raman scattering, 

SERS)、单外泌体分析法等。

比色法是通过比较或测量发色物质的颜色变化来确定蛋白含量的方法[17-19]。刘等人[17]

报道了一种纳米酶辅助免疫吸附测定，将2nm金颗粒固定到外泌体磷脂膜上，被固定在

微孔板表面的抗体特异性捕获，金作为类过氧化物酶，可以催化 3,3',5,5'-四甲基联苯胺 

(TMB) 比色反应，通过紫外或微孔板分析仪得到的信号强度与目标外泌体膜蛋白的水平

成正比。这种利用纳米酶催化TMB显色并辅助免疫吸附测定的方法可以实现从临床样本

中快速分析多种外泌体蛋白，如CD63、CEA、Glypian-3 (GPC-3)、PD-L1和HER2。

荧光法是根据荧光谱线的阳性率和强度进行外泌体蛋白鉴定和含量测定。郑等人[20]利

用免疫磁珠捕获外泌体，然后结合可产生荧光信号的酶报告子，在定量液滴微流体系统

中测定GPC-1+外泌体。也有通过荧光标记适配体来检测外泌体蛋白的方法，如何等人[21]

利用表面修饰适配体的磁珠 (cy3标记) 来检测外泌体CD63。此外，也可利用具有荧光猝

灭能力的氧化石墨烯等材料来检测外泌体蛋白，当引入目标外泌体时，适配体优先结合

目标外泌体，导致荧光分子从材料表面脱离，开启荧光信号。如，荧光标记肽Fam标记

的适配体在被吸收到氧化石墨烯膜上时荧光被淬灭，而外泌体与适配体竞争性结合，荧

光信号重新显示，检出限为1.6×105个颗粒/mL[22]。

电化学法是通过检测电化学电势或电流来分析蛋白样本，具有灵敏度高、测量范围

宽的优势。近年来，研究人员开发了电化学生物传感器，当外泌体与识别元件如抗体和

适体特异性结合时，电化学信号的改变可以量化外泌体，如赵等人[23]开发了一种电化学生

物传感器可以准确检测PD-L1+外泌体。在此基础上，也发展了基于适配体的电化学生物

传感器 (DeMEA)，如 Jung等人[24]开发了一种可拆卸的微流控装置，靶向EpCAM的适体

被固定在预先镀有金纳米结构的电极表面，微流体涡流可以增加外泌体与传感表面的碰

撞，进而能够量化不同阶段乳腺癌患者血浆样本中的外泌体。

SPR是光在金属膜/液面界面全反射产生的一种物理光学现象，当金属膜上相邻介质

RI变化改变等离子体共振频率，导致消光谱发生偏移，从而检测到目标外泌体蛋白。Lee

等人[25]开发了一种基于周期性纳米孔阵列透射SPR的纳米等离子体外泌体 (nPLEX) 检测

方法，在每个阵列中都有功能化抗体，nPLEX传感器显示出正比于目标外泌体蛋白水平

的光谱位移或强度变化。又比如采用抗LRG1抗体偶联AuR探针，利用等离子效应 (散射

波长位移和散射强度改变)，检测肺癌患者与健康人群尿外泌体中LRG1 (富亮氨酸α2糖蛋

白1) 的差异表达[15]。

SERS方法类似，通过拉曼信号改变来分析外泌体蛋白含量变化[13]，如使用QSY21涂

层的金纳米棒作为标记剂来定量检测乳腺癌血浆来源外泌体靶蛋白HER2和EpCAM[26]。

肖等人[27]提出了可直接从血清样本中捕获和分析外泌体PD-L1的方法，使用抗PD-L1抗体

修饰的 Au@Ag@MBA 进行外泌体 PD-L1 标记和 SERS 检测，该方法可在 40min 内定量

4μL血清样品的外泌体PD-L1含量。

单外泌体分析。单个外泌体上蛋白可以提供更准确的肿瘤信息。由于尺寸缘故外泌

体不能通过传统的流式细胞术鉴定，因此可通过与醛/硫酸盐乳胶微球结合，然后用荧光
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抗体染色，对其蛋白进行标记并表征。例如，抗GPC-1抗体和Alexa-488标记的二抗被引

入到外泌体连接的珠上，阳性珠的百分比代表着GPC-1+外泌体的百分比[28]。纳米流式细

胞术的发展也为外泌体蛋白分析提供了新的选择，比如通过免疫荧光标记，采用该方

法可以测量单个外泌体上 CD9、CD63、CD81、CD235a、CD45、CD41a 和 CD144 的

表达[29]。

2.3　外泌体核酸检测

除蛋白外，核酸也是外泌体中的常见物质，RNA是其主要代表，目前多种RNA已显

示出作为癌症诊断和预后预测的特异性生物标志物潜力，最常见的是各种miRNA[30]。由

于核酸的表达量低，检测的准确性和可行性就显得尤为重要。目前，为了量化外泌体核

酸的表达水平，可采用实时定量逆转录技术 (real-time quantitative reverse transcription 

PCR，qRT-PCR)、DNA微阵列 (microarray)、新一代高通测序 (next-generation sequencing, 

NGS)。qRT-PCR灵敏度很高，但只能用于检测已知序列的核酸。Microarray可一次分析

外泌体中数千个核酸，但也存在灵敏度的问题。NGS有利于高通量发现和定量未知外泌

体RNA转录物，但也需解决成本高、数据量大、复杂性高等问题[31]。为了更好的检测

外泌体核酸，人们也在不断地开发新的技术，比如液滴数字 PCR (droplet digital PCR, 

ddPCR)、分子信标 (Molecular beacons，MB)、局域化表面等离子体共振 (Localized 

surface plasmon resonance，LSPR) 等。

ddPCR是在PCR扩增前对样品进行微滴化处理，每个单液滴中含有1个靶点基因，并

根据荧光幅度标记为阳性或阴性，通过泊松分布估计目标核酸的浓度。研究表明，ddPCR

在分析尿液外泌体 miRNA 中具有更高的准确性和敏感性[32]。Breakefield 等人[33]使用

ddPCR检测胶质母细胞瘤患者血清或脑脊液外泌体中的异柠檬酸脱氢酶1 (IDH1) 转录物，

在外泌体中检测出来源患者的突变 IDH1 mRNA，其含量高于健康对照组。同时也可以使

用 ddPCR量化肝细胞癌 (HCC) 患者血浆样本的 10种HCC特异性mRNA，可通过计算评

估其在HCC上的诊断价值[34]。通过ddPCR也可以检测外体miR-15a-5p，可以区分子宫内

膜癌症患者和健康受试者[35]。

MB是一种用荧光标记具有“发夹”样结构的单链寡核苷酸，MB可与靶序列自发杂

交，从而破坏发夹环结构并诱导荧光出现[36]。Lee等人[37]发现癌症细胞和人血清外泌体上

miR-21与分子信标杂交，可产生高荧光信号。基于分子信标的生物传感器也可以从人尿

液外泌体中检测miR-375和miR-574-3p[38]，从人血清外泌体中检测miR-21、miR-375和

miR-27a[39]。

LSPR也可用于外泌体核酸的检测。Sardar等人[40]开发了一种基于LSPR的生物传感

器，用于外泌体miR-10b的无标记和无损测量。丁等人[41]也基于LSPR，使用Au-Ag异质

结构和DNA四面体框架 (DTF) 同时检测临床样品中的多种非小细胞肺癌外泌体miRNA。

外泌体miRNA被固定在金阵列芯片上的各种DTF探针捕获。随后，单链DNA功能化的

银纳米立方体 (AgNC) 与捕获的miRNA杂交，然后将单链DNA包裹的Au纳米颗粒组装

在AgNC表面，形成Au-Ag异质结构以实现LSPR响应。该方法实现了 2fM到 20nM的宽
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检测范围以及1.68fM的超低检测限。

热电泳技术也可用于核酸检测。孙等人[42]开发了一种热电泳传感器，用于原位检测外

体miRNA，无需RNA提取或靶扩增。修饰的核酸适配体可与外泌体miRNA结合，诱导

荧光的出现，热电泳积累后，荧光信号被放大，可在小体积血清样品中灵敏检测0.36fM 

miRNA，其中miR-375在乳腺癌早期 (I、II期) 检测中显示出85%的准确率。

DNA四面体是一种具有高度可控性的DNA纳米结构，也可用于外泌体核酸的检测。

比如可以通过化学修饰和DNA自组装提供不同的扩增信号，定量检测人血清外泌体中

miR-21，检测限可达45.4×10-15M[43]。

此外，基于全内反射荧光成像 (total internal reflection fluorescence，TIRF) 可实现外泌

体单囊泡成像，李等人[44]开发了一种使用无活性的分裂式DNA酶和荧光淬灭的底物共同

包装至 streptolysin O处理的纳米级外泌体中，产生靶向miRNA的催化裂解反应，放大荧

光信号，用于直接观察和定量血清微量样品中外泌体单囊泡及其miR-21含量。最近，

CRISPR/Cas基因编辑技术也为外泌体中蛋白和核酸的检测和定量提供了新的机会，如将

核酸扩增和CRISPR/Cas整合，可以提高分析的特异性和灵敏性[45, 46]。

3　外泌体在疾病诊断领域的应用

随着外泌体研究的深入，为了满足科研机构和大型药企的研发及应用需求，基于外

泌体分离富集技术的外泌体提取试剂盒及提取系统不断被研发出来，如国内恩泽康泰开

发出了基于尺寸排阻色谱法的外泌体分离纯化专利产品—Exosupur试剂盒，具有 95%的

回收率和99.5%的杂蛋白去除效率，汇芯生物研发了全球首台用于外泌体分离纯化的非标

记自动提纯系统—EXODUS®，运用负压振荡系统结合双耦和谐波振荡系统作用于纳米超

滤芯片，将样本中游离核酸与蛋白等杂质通过纳米孔快速去除并截留外泌体，从而纯化

富集外泌体。

在外泌体提取技术的基础上，全球近三分之一外泌体企业布局了外泌体诊断业务 (另

三分之二主要布局外泌体治疗业务)。然而截至2023年，也仅有几款外泌体疾病诊断产品

面市，包括ExoDX Lung (ALK)、ExoDX Prostate (IntelliScore)、ExoDX Lung (T790M) 以

及 MedOncAlyzer 170。其中，ExoDX Lung (ALK) 是 2016 年 Exosome Diagnostics (简称

ExosomeDX) 公司推出的第一款外泌体诊断产品，也是世界上第一个外泌体诊断产品，极

具里程碑意义，该产品可以从血液样本中分离和分析外泌体RNA，可对非小细胞肺癌患

者是否发生EML4-ALK突变进行筛查，灵敏度88%，特异性100%，能够帮助医生判断患

者是否需要进行 ALK 抑制剂治疗。同年，ExosomeDX 公司又推出了 ExoDX Prostate

(IntelliScore)，即 EPI，该产品可以通过检测尿液中外泌体中三个 RNA (ERG、PCA3 和

SPDEF)，并结合专有算法，对前列腺PSA在2~10ng/mL的患者是否可能发展为高级别前

列腺癌进行评估。2017年，ExosomeDX推出了肿瘤广谱检测产品—MedOncAlyzer 170，

该产品只需要患者0.5mL的血液或血浆样本来检测外泌体RNA和循环肿瘤DNA，就可完

成 170个基因、82000个突变类型的检测，敏感度高达 99.9%。国内也有一些以外泌体诊
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断为目标的公司，如思路迪、恩泽康泰，亿航生物、昱鼎生物、宝藤生物、晟燃生物、尧

景基因、碳码科技等，多数是2015年后开始布局。其中思路迪研发的外泌体卵巢癌辅助诊

断试剂盒 (化学发光法) 是我国首个进入注册临床试验的外泌体诊断产品，已于2022年2月

获得国家药监局的优先审批。尽管临床应用价值已经在科研人员的研究中得到证明，但

仍需要更多的临床样本、人群和试验来确认外泌体在疾病诊断中的作用，而大多数企业

很难拿到足量的临床样本对外泌体诊断产品进行验证，这也是导致外泌体诊断应用发展

较慢的主要原因。

4　结论与展望

外泌体获取便捷、稳定性好、准确度高、浓度可控、可用作多种疾病的早期诊断、

进程监测以及预后评估的生物标志物，在疾病诊断领域的前景十分可观。通过传统和新

型的外泌体分离富集技术介绍，外泌体蛋白及核酸类生物标志物检测方法的分析，以及

应用现状总结，我们知道外泌体在疾病诊断领域主要还集中于科学研究，应用转化较少，

仅有少量产品面市。在当前和未来，外泌体要实现更好的应用转化，仍需在以下三个方

面继续努力，一是优化分离富集技术，提高外泌体产量，建立标准化流程；二是结合临

床应用需求，提高外泌体分析敏感性和特异性；三是产学研医联合，通过更多的临床样

本、人群和试验确认外泌体诊断产品的有效性。只有在上述环节取得高质量可信成果，

外泌体才能真正应用于临床诊断，给患者带来福音。
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