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细胞外囊泡（extracellular vesicles, EVs）是由细

胞分泌的、具有膜结构的各种类型囊泡的统称［1］。

EVs 从细胞释放到周围环境中，这一生物学过程在

从细菌到植物和人类的整个进化过程中都是保守

的［1］。最初人们认为 EVs 的分泌是细胞清除不需要

的物质分子的一种手段，但进一步研究发现，EVs

可以作为信息载体，参与细胞间通讯。EVs 能将信

息从供体细胞运输到受体细胞，被受体细胞识别后，

通过 EVs 表面分子或内吞途径将信息传递到细胞内，

进一步激活受体细胞内的信号转导［2］。这些信息物

质包括蛋白质、脂质、代谢物、糖、RNA（mRNA、

miRNA、siRNA）甚至 DNA 等［3］。在临床医学中，
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摘 要 ： 细胞外囊泡是细胞在生理和病理条件下通过胞吐作用释放的具有磷脂双分子层结构的纳米级囊泡。细胞外囊泡作

为蛋白质、核酸、脂质和代谢物等物质的载体，能够在细胞与细胞之间穿梭，行使物质传递、信息交流的功能，是细胞间通讯的

重要媒介。近年来，植物中细胞外囊泡的研究也不断深入，其研究和分析技术也取得了很大进展。本文介绍了细胞外囊泡的组成，

综述了植物中细胞外囊泡的生物学功能，分析了细胞外囊泡分离与富集方法的优缺点，以及原位成像技术的应用，最后对植物细

胞外囊泡研究技术发展的重点进行了展望。
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Abstract:  Extracellular vesicles（EVs）are nanoscale vesicles with a phospholipid bilayer structure released by cells through exocytosis 

under physiological and pathological conditions. EVs, as carriers of information such as proteins, nucleic acids, lipids, and metabolites, can 

shuttle between cells to play function of material transfer and information exchange, thus they are important for intercellular communication. 

In recent years, the research of EVs in plant has also been deepening, and there have been great progress in their research and analysis 

technologies. In this review, we briefly introduce the composition of extracellular vesicles. Then we summarize the current progress in the 

biological functions of EVs in plants. Furthermore, we analyze the advantages and disadvantages of EV isolation and enrichment methods, as well 

as the application of EVs in situ imaging technology. Finally, we prospect the potential technologies for the research of plant EVs.
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EVs 可以用于治疗、预防疾病，以及成为判断某

些疾病的生物标志物［4］。在植物中也有研究显示，

EVs 可以作为植物和病原菌细胞之间信息交流的有

效载体［5］，或者参与植物对病原体的防御反应，在

调节植物免疫方面发挥着重要作用［6］。

由于 EVs 的形态和内容物具有异质性的特性，

使得 EVs 难以用常规技术和方法分离和研究，因此

实现在单个囊泡水平上对 EVs 进行检测成为当前技

术研究的热点问题。此外，EVs 的尺寸大小普遍低

于光学衍射的极限，传统的成像技术难以原位观察

EVs。由于近年来标记和成像技术的飞速发展，原

位成像技术也逐渐用于对 EVs 的活细胞原位检测。

本文概述了 EVs 的组成和形成途径并对其在植物的

主要功能的研究进展进行了总结。此外，重点介绍

了 EVs 的分离与富集技术，以及 EVs 的原位成像技

术及其在植物细胞研究中的应用，并对 EVs 研究技

术未来的发展作出了展望。

1 EVs 的分类与形成途径

1.1 EVs的分类

EVs 是纳米级的含有磷脂双分子层结构的囊

泡［7］，几乎所有的细胞都可以分泌 EVs。已有研究

显示 EVs 可以从各种体液，如血浆、尿液、唾液、

母乳和精液［7］，或细胞培养基中分离得到 EVs［3］。

细胞释放大量异质性 EVs，这些 EVs 主要通过其细

胞内来源、特异性标记蛋白、生物物理特性和生物

功能来区分［8］。它们主要被分为 3 类 ：①外泌体

（exosomes, Exs）：通 常 直 径 为 30-150 nm， 密 度 在

1.13-1.19 g/mL 之间，来自细胞内的胞内体。②微囊

泡（microvesicles, MVs）：直径 100-1 000 nm，由质

膜向外释放（出芽）产生。③凋亡小体（apoptotic 
vesicles, AVs）：直径 1 000-5 000 nm，密度为 1.16-1.28 
g/mL，由凋亡细胞释放的小泡［9］。

1.2 EVs的形成途径

通过透射电镜、免疫电镜和生物化学手段，对

EVs 的生物发生进行了深入的研究［10-11］，研究显示

3 类 EVs 的形成途径不同。

外泌体被报道有两条形成途径，一是外泌体形

成的“经典途径”，二是外泌体直接形成途径［12］。

在“ 经 典 途 径 ” 中， 外 泌 体 通 过 两 次 膜 内 陷 产 

生［13-14］，具体过程如图 1 所示 ：首先，一些细胞外

的物质，如蛋白质、脂质、代谢物及离子，与细胞

膜上的蛋白分子一起通过细胞质膜向内凹陷形成早

期内涵体（early endosome, EE）的小泡，当早期内

涵体趋于成熟后，内体膜（endosome membrane）会

进一步向内出芽可形成晚期内涵体（late endosome, 
LE），也被称为多泡体（multivesicular body, MVB），

由于发生了两次的膜内陷，腔内囊泡（intraluminal 
vesicles, ILVs）出现在这一过程中。随后包含有 ILVs

的 MVB 会运输到细胞膜并与膜融合，并将 ILVs 释

放到细胞外间隙中，被释放的囊泡就是外泌体［15］。

此外，MVB 还能与细胞内的溶酶体融合，导致囊泡

内容物降解。然而，到目前为止，MVB 如何被分选

与细胞质膜融合产生外泌体或与溶酶体融合被降解，

其分选调控机制仍不明确。第二条途径是外泌体直

接形成途径，由细胞质膜直接释放外泌体［12］。该途

径形成的外泌体与经典途径释放的外泌体具有相似

的直径和密度，这类分泌途径常见于 T 细胞或红白

血病（erythroleukemia）［12］，这种外泌体是否会在其

他细胞或体液中释放，目前尚不清楚。

微囊泡又称为微粒，来源于细胞质膜释放（出

芽）形成的大膜泡（large membrane vesicles），其直

径大于 100 nm，直接出芽脱落或者释放到细胞外［12］。

其与“直接形成途径”产生的外泌体的主要区别在

于囊泡直径大小不同。微囊泡的分泌受到各种刺激

物的调节，这些刺激物会导致细胞内 Ca2+ 浓度升

高、细胞发生死亡等。近年来，有研究认为除了微

囊泡外，迁移体等细胞器也被认为是细胞外囊泡的

一种［16］。然而，也有研究认为迁移体的生物释放过

程与直径大小都与 EVs 有着本质不同［17-18］，因而不

属于 EVs。

凋亡小体或小泡是当细胞发生凋亡时释放出的

囊泡。凋亡小体是 3 类 EVs 中体积最大且异质性最

高的，其密度为 1.16-1.28 g/mL，与外泌体部分重叠，

其形态通常比其他两类 EVs 更不规则。与其他 EVs

一样，凋亡小体可以参与传递 DNA 等信息物质［19］。

与哺乳动物细胞不同的是，植物细胞具有细胞

壁，过去人们认为这一结构可能会影响 EVs 的形成

与释放。但近年来的研究发现，植物也会产生 EVs。

植物 EVs 与动物 EVs 有着相似的形态特征，具有
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脂双层结构，其中含有与植物免疫和应激相关的蛋

白质［5］与 miRNA［20］等生物大分子。目前研究认

为，植物 EVs 的发生有 3 种可能的途径 ：（1）MVB

途 径 ；（2）Exocyst-positive organelle（EXPO） 途

径 ；（3） 液 泡（vacuole） 途 径［21］（ 图 1-B）。1967

年，Halperin 等［22］首次在胡萝卜悬浮细胞中观察到

MVB 可与质膜融合，释放 EVs。近年来在植物叶片、

根和种子黏液中也发现类似的现象［5, 23-24］。高氏白

粉病菌（Golovinomyces orontii）感染拟南芥（Arabidopsis 
thaliana）叶片后会产生吸器（haustorial），在分离

出的吸器外膜（extrahaustorial membrane, EHM）中

可以观察到 MVB 的结构［25］。进一步研究发现，在

植物受到白粉病菌感染后，MVB 会与细胞质膜发

生融合进行胞吐，将防御化合物运输到质膜附近

的感染位置并在此聚集。例如，将小麦白粉病菌

（Blumeria graminis f. sp）侵染到大麦叶片，应用透

射电镜（transmission electron microscopy, TEM）观察

到 MVB 通过胞吐进入细胞的质膜与细胞壁之间［26］，

这一过程类似于哺乳动物的外泌体分泌［7］，并且

在与真菌接触部位产生乳头状突起（papillae）。由

此可见，MVBs 和植物中的外泌体——类外泌体囊

泡（exosome-like vesicles）［27］， 是 植 物 EVs 形 成 过

程的重要途径。Movahed 等［28］应用 TEM 观察到在

芜菁花叶病毒（Turnip mosaic virus）感染后的烟草

A ：哺乳动物 EVs 生物发生途经。（a）微囊泡途径 ：由细胞质膜直接出芽脱落并释放到细胞外。（b）外泌体途径 ：细胞质膜向内凹陷后发生内吞作用，形成

早期内涵体。早期内涵体将进一步向内凹陷形成晚期内涵体，包被部分细胞质和某些物质（如核酸、高尔基体和细胞核的蛋白质），从而产生腔内囊泡（ILV），

具有 ILV 的多泡体（MVB）会与细胞膜融合，其内容物（ILV）可释放到细胞外环境中。释放的囊泡被称为外泌体。（c）凋亡小体以凋亡细胞的小泡形式释放。

这些 EVs 可以与细胞外基质相互作用，并将其中的内容物输送到靶细胞。参照 Chen 等［35］修改。B ：植物 EVs 的生物发生途经。（a）EXPO 途经 ：EXPO 是一

种球形双膜结构，能与质膜融合并释放单层膜囊泡 ；（b）Vacuole 途径 ：植物细胞中含有水解酶和防御成分的液泡可以与质膜融合，并将防御物质释放到细胞

外空间，抑制病原体的增殖。（c）MVB 途径 ：植物中的 MVB 可以与质膜融合，然后将 EVs 释放到细胞外空间。参照 Cong 等［33］修改

A: The mammalian EVs biogenesis pathway.（a）Microvesicle pathway: Direct budding from the cytoplasmic membrane and release outside the cell.（b）Exosome pathway: 
Endocytosis occurs after the inward depression of the cytoplasmic membrane to form early endosomes. Early endosomes will be further recessed inward to form late endosomes, 
which coat part of the cytoplasm and certain substances（such as nucleic acids, proteins in the Golgi apparatus, and nucleus）, resulting in intraluminal vesicles（ILVs）. 
Multivesicular bodies（MVB）with ILVs fuse with cell membranes, and their contents（ILVs）can be released into the extracellular environment. The released vesicles are 
called exosomes.（c）Apoptotic bodies are released as vesicles of apoptotic cells. These EVs can interact with the extracellular matrix and transport its contents to target cells. 
Refer to Chen et al［35］. B: The biogenesis pathway of plant EVs.（a）exocyst-positive organelle（EXPO）pathway: EXPO is a spherical double-membrane structure, which 
can fuse with plasma membrane to release monolayer vesicles;（b）Vacuole pathway: The vacuole containing hydrolases and defense components in plant cells can fuse with 
the plasma membrane and release the defense material into the extracellular space to inhibit pathogen proliferation.（c）MVB pathway: In plants, MVB can fuse with plasma 
membrane and release EVs into the extracellular space. Refer to Cong et al［33］

图 1 胞外囊泡的产生和传递

Fig. 1 Formation and delivery of extracellular vesicle
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叶片中有 MVB 的增殖，MVB 会与质膜融合，释放

被包被的腔内囊泡（ILV），并在细胞外空间发现大

量与膜结合的直径约为 60-150 nm 囊泡。基于这些

研究结果，研究人员进一步证明 MVB 和 PM 之间的

融合，会导致 ILV 从 MVB 释放到细胞外空间中［28］。

Regente 等［29］以向日葵细胞外液为研究对象，证实

Rab 蛋白参与了向日葵细胞 MVB 的分泌，尽管已有

证据表明，在植物受到病原菌侵染期间能够分离和

鉴定到 EVs［30］（图 1-B（c）），但 MVB 靶向质膜释

放 EVs 的机制在植物中尚不清楚［31］。此外，Wang

等［32］在拟南芥和烟草的悬浮细胞中发现一种特殊

的细胞器 EXPO，是类似于自噬体的球形双膜结构，

它们会与质膜融合，向细胞外释放单层膜囊泡从而

产 生 EVs（ 图 1-B（a））。EXPO 途 径 不 同 于 MVB 
途径，是植物特有的非传统囊泡分泌形式［33］。此外，

植物 EVs 的生物发生还有可能来自于液泡，Hatsugai

等［34］研究发现在拟南芥受到番茄 Pst DC3000 病原

菌侵染时，其液泡膜会与质膜发生融合，将液泡内

的一些抗菌蛋白释放到细胞外，以应对病原菌的侵

害（图 1-B（b）），为植物的防御策略提供了新的证据。

2 EVs 在植物细胞中的功能

大多数已有的 EVs 研究是在哺乳动物系统中

进行的。EVs 参与哺乳动物的许多生理过程，例如

细胞成熟、适应性免疫反应和神经细胞通讯等［1, 7］。

EVs 还介导一些病理过程，如在炎性刺激下，大脑

内皮层细胞会响应这种刺激并将外泌体释放到血液

中［36］。相对于哺乳动物细胞，EVs 在植物中的研究

发展得要缓慢得多，人们对植物中 EVs 的了解仍处

于初级阶段。当植物受到病原菌侵染时，植物产生

的 EVs 可以发挥免疫作用，抵抗病原菌的伤害［6］。

EVs 还具有参与细胞间通讯的作用，可以在植物细

胞间运输蛋白质、脂质和 RNA 分子等［37］。

2.1 EVs参与植物免疫调节

2.1.1 EVs 参与植物与病原菌相互作用 有大量证

据表明，EVs 能够参与植物与病原微生物的相互作

用，调节植物免疫［6, 38］。Rutter 等［5］ 从拟南芥叶

片的质外体中发现含有大小约为 50-300 nm 的囊泡

状结构，叶片在受到丁香假单胞菌（Pseudomonas 
syringae）感染后，EVs 的分泌数量增多。因此，推

测 EVs 的形成可能是植物免疫应答的一个重要途径。

Regente 等［24］从向日葵的细胞外液中分离得到的

EVs，是直径为 50-200 nm 的囊泡。这些 EVs 处理

真菌孢子后，通过透射电镜和蛋白质组学分析发现，

真菌孢子在生长发育、形态等方面出现异常，甚至

出现细胞死亡的情况，显示 EVs 具有影响真菌生长

的能力，由此推测 EVs 能参与植物与病原菌之间相

互作用。研究发现，当大麦白粉病真菌（Blumeria 
graminis f.sp.hordei, Bgh）入侵大麦表皮组织时，大

麦会在侵入部位会形成含有抗真菌化学物质、酚类

物质和活性氧等成分的乳头状突起，该突起是防止

病原菌侵染的防御结构［39］，在 MVB 与 PM 融合时，

腔内囊泡作为外泌体释放，发挥防御功能［38］。此

外，De Palma 等［23］分析了植物根系释放到环境中

的 EVs，结果表明根系释放的 EVs 可以抑制真菌病

原体的孢子生长。然而，EVs 是如何闯过植物细胞

壁进入根系周围环境，其机制尚不明确。

2.1.2 EVs 运 输 脂 质 参 与 免 疫 反 应 植 物 可 以

产 生 脂 质 信 号， 如 鞘 脂（sphingolipids）、 磷 脂 酸

（phosphatidic acid, PA）等，调节众多生理过程，包

括对生物胁迫的反应［40-41］。Liu 等［42］提取拟南芥

莲座叶 EVs 后进行了脂质组学分析，发现了 EVs 中

鞘脂成分含量很高，这些鞘脂主要由糖基肌醇磷酸

神经酰胺（glycosyl-inositol-phosphoceramides, GIPCs）

组 成。GIPCs 可 感 知 病 原 真 菌， 在 植 物 免 疫 中 发

挥重要作用。拟南芥 4 次跨膜蛋白（tetraspanin 8, 
TET8）与 EVs 分泌相关，在 tet8 突变体中 EVs 分泌

显著减少，GIPCs 的含量显著降低，这表明 GIPC 可

能在 EVs 的生物发生中发挥作用。在 flg22 处理下，

tet8 突变体产生的 ROS 明显减少，当添加外源 GIPC

时可使 EVs 分泌增多，flg22 处理产生 ROS 也增强。

由此可见，EVs 中的脂质成分与植物抗病性紧密

相关。

2.1.3 EVs 运输 sRNA 参与植物免疫 研究发现，

植 物 质 外 体 EVs 能 够 携 带 小 的 非 编 码 RNA， 如

microRNA（miRNA）、短干扰 RNA（siRNA）和一类

10-17 nt 的 微 小 RNA［43］。 有 趣 的 是，EVs 能 够 将

sRNA 从植物转移到病原体细胞中。Cai 等［30］发现

拟南芥被灰霉菌侵染后可以分泌含有 sRNA 的类外
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泌体，这些 EVs 在感染部位积累，并被真菌细胞吸

收，从而将 sRNA 传递到病原体灰霉菌中，转移的

宿主 sRNA 可以诱导致病性相关基因沉默。在禾谷

镰刀菌（Fusarium graminearum）侵染小麦时也观察

到 RNA 从宿主到病原体的转运，以诱导相应致病基

因的沉默［44］。病原体还将 sRNA 作为效应物转移到

植物宿主细胞中，以促进感染和植物防御［45］。这些

进展为植物免疫研究的发展提供了新的思路。

2.2 EVs参与植物细胞壁成分形成

植物细胞壁是位于植物细胞最外层的多层黏液

结构，主要由纤维素和果胶组成［46］，还具有甲酯化、

乙酰酯化等多种修饰。在正常生长状态下的云杉的

次生木质部和韧皮部中，Chukhchin 等［47］观察到球

状 EVs。其直径大小在 65-145 nm 之间，并且在其

中检测到内切 -1,4-β- 葡聚糖酶的活性，此类 EVs 被

认为参与内切 -1,4-β- 葡聚糖酶的储存和运输。内

切 -1,4-β- 葡聚糖酶可以催化水解具有 1,4-β- 葡聚糖

主链的多聚糖，如纤维素和木葡聚糖分子，从而参

与对细胞壁的修饰。木栓质（suberin）是一种含有

多聚脂类和酚类的生物聚合物，存在于保护组织中，

如种子外壳、根的外皮层和内皮层。De Bellis 等［48］

对拟南芥内皮层凯氏带缺失的突变体 lotr2/exo70a1
进行分析，超微结构观察发现大量 EVs 在内皮层中

特异性积累，使用抑制囊泡转运的 brefeldin A（BFA）

处理，可以抑制木栓质的积累，这些结果表明 EVs

参与了植物细胞壁木栓质的沉积过程。

3 EVs 的分析技术及其应用

近年来，EVs 分离与鉴定方面的相关技术不断

发展，这为研究 EVs 的结构与功能提供了更多的便

利。前沿电子显微成像技术的发展和高分辨成像技

术的广泛应用，为在原位对细胞内单个囊泡水平上

检测异质性 EVs 及在纳米尺度上的研究提供了新方

法［49］，解决了不少备受争议的问题。

3.1 EVs分离纯化技术及其应用

不同种类 EVs 之间在大小、密度及蛋白质特性

上有较大的差异［50］。同时，它们还存在于血液、体

液等复杂的生物流体中。因此如何去除杂质成分的

干扰，是对 EVs 高效分离和富集技术研究的重点方

向［51］。为了进一步分离植物 EVs 的内容物并研究

其功能，前人研究中已经建立了多种分离和富集方

法，包括基于密度离心技术、基于聚合物的沉淀、

尺寸排阻色谱法、超滤法、微流控技术和免疫亲和

捕获技术等。在这些技术中，超速离心法和密度梯

度离心相结合的方法［52］，以及免疫亲和捕获技术通

常被用于植物 EVs 的分离［53］，以分离出纯度更高的

EVs。具体分离与富集技术的汇总见表 1。

3.1.1 基于密度离心技术 超速离心技术（ultra-
centrifugation）根据颗粒密度的不同将囊泡进行分

离［54］，是分离 EVs 的常用方法之一。细胞碎片在

低离心力（300×g）下被清除，而 EVs 在高离心力 
（100 000×g）下会被沉淀和浓缩［55］。Zhao 等［69］利

用超速离心法分离出椰汁中的 EVs，发现其中有 mi-
croRNAs 的存在，这些 microRNAs 可以作为食物成

分被哺乳动物细胞吸收。Rutter 等［5］利用真空渗透

和超速离心法从拟南芥叶片组织的质外体洗涤液中

分离得到 EVs。超速离心法是目前公认的分离 EVs

的“金标准”方法，有着操作简便，可以批量处理

样品的优势。同时，通过这种方法分离出的 EVs 的

纯度较高、污染较小，但是它也有许多缺点，例如

离心设备昂贵、样品处理时间长、费力、获得 EVs

的产率低［56］。另外，离心速度过高有可能会影响

EVs 的完整性。

蔗糖密度梯度离心技术（sucrose density gradient 
ultracentrifugation）可以从培养细胞的条件培养基中

分离纯化 EVs。在分离过程中，密度不同的囊泡及

生物分子以不同的速率沉积［48］。Ju 等［70］使用超速

离心和蔗糖梯度法从葡萄汁中分离出葡萄外泌体样

纳米粒子（grape exosome-like nanoparticles, GELNs），

在 GELNs 中检测出大量直径在 50-300 nm 的膜结合

囊泡。蔗糖密度梯度离心法能进一步提高分馏的密

度，产生的 EVs 纯度较高。然而，它仍存在与超速

离心相关的许多劣势，如持续时间较长等。除了蔗

糖梯度，新的等渗梯度如碘克沙醇（iodixanol）梯度

逐渐用于 EVs 研究，该方法可以更好地保持囊泡的

生物物理性质［57］。

3.1.2 沉淀法 沉淀法（coprecipitation）利用超亲

水聚合物聚乙二醇（polyethylene glyco, PEG）溶液

中化合物溶解度会降低的原理，将样品和聚合物溶

液混合，通过低速离心（1 500×g）沉淀 EVs，然
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后将 EVs 颗粒悬浮在 PBS 缓冲液中进行进一步分

析， 最 后 用 PEG 沉 淀 EVs。Kalarikkal 等［71］ 使 用

基于聚乙二醇 6000（PEG6000）的方法分离纯化出

生姜（Zingiber officinale）可食用纳米颗粒（edible 
nanoparticles, ENP）。应用沉淀法的优点是操作简单、

快速、成本低廉，并且在的生理 pH 范围内，对 EVs

损害小且对离子浓度的依赖性较弱［58］。应用沉淀法

分离 EVs 效率高，无需昂贵的设备，该方法与超速

离心法相比降低了成本。但是，因为几乎所有的可

溶性分子都会被沉淀，所以该方法分离的 EVs 纯度

通常较低［59］。

3.1.3 尺 寸 排 阻 色 谱 法 尺 寸 排 阻 色 谱 法（size-
exclusive chromatography, SEC）通过凝胶过滤基质或

树脂过滤，区分大小不同的囊泡和其他生物分子［59］。

凝胶由含有不同尺寸分布孔隙的聚合物组成，当待

分离样品进入凝胶时，小分子物质会进入到孔隙中，

而大分子物质直接过滤下来。这使得不同大小的分

子根据洗脱时间被区分开，因而该方法被广泛用于

生物聚合物（蛋白质、多糖、蛋白聚糖等）的分离［72］。

蛋白质等小分子在色谱柱上停留的时间更长，EVs

比聚合物的孔隙大，在色谱柱上移动的速度更快［60］。

这种分离方法能从复杂的生物介质中纯化获得 EVs，

并将 EVs 与可溶性蛋白质分离。此外，尺寸排阻色

谱法是根据分子大小的不同将 EVs 分离纯化，这

种方法基本不损害 EVs 的结构及功能［61］。近年来，

SEC 成为外泌体分离的常规方法之一，它有着效率

高、操作简便和省时的优点，分离得到的 EVs 纯度

更高［62］。

3.1.4 超滤法 超滤法（ultrafiltration）利用各种不

同直径小孔的膜过滤器，将不同大小的 EVs 分离开，

从而收集特定尺寸的 EVs［63］。目前市面上通常使用

的过滤器孔径分别为 0.8、0.45、0.22 和 0.1 μm［58］。

超滤法的操作流程首先是通过孔径为 0.8 μm 和 0.45 
μm 的过滤器，去除直径较大的颗粒，再依次通过孔

径为 0.22 μm 和 0.1 μm 的过滤器，并将颗粒直径小

于目标 EVs 的颗粒从滤液中分离出来［64］。超滤法可

以与超速离心法连续进行，也可以是凝胶过滤色谱

中的一个附加步骤［73］。利用超滤法操作比较简单，

节省时间，能较好地保持 EVs 活性，但是小于滤膜

孔径的杂质无法滤除。特别需要注意的是，样本需

表 1 主要 EVs 的分离方法及优缺点

Table 1 Isolation methods and advantages and disadvantages of main EVs

技术名称

Approaches

原理

Mechanism of enrichment

优点

Advantages

缺点

Disadvantages

参考文献

References

超速离心法

Ultracentrifugation

密度 “金标准”，操作简便，可以分

离大量样品

持续时间长，设备昂贵，离心速度

过高可能会影响 EVs 的完整性 
［54-56］

蔗糖密度梯度离心

Sucrose density

gradient 
ultracentrifugation

密度 分离纯度高，没有其他化学品

污染

持续时间长（>4 h），样本量大，需

要超离心，回收率低

［48, 57］

沉淀法

Coprecipitation

表面电荷 操作简单、快速、成本低，对

EVs 损伤小

分离的外泌体纯度通常很低 ［58-59］

尺寸排阻色谱法

Size-exclusive 
chromatography

大小和分子量 高效、操作简单且耗时短，提

取外泌体得率与纯度高，能保

持 EV 的完整性 

费用高，需要专用设备，色谱柱使

用次数与加样体积有限制，复杂性

大蛋白聚集体和脂蛋白与共分离

［60-62］

超滤法

Ultrafiltration

大小 程序简单，允许同时处理多个

样本，省时，可较好地保持 EV

活性

无法滤除小于滤膜孔径的杂质，样

品使用前需去除细胞等大的膜状结

构

［63-64］

微流控技术

Microfluidics technology

大小、密度和表面抗原亲和 小型化、集成化、高通量和耗

费时间短

研究技术尚未标准化 ；成本高，设

备昂贵

［35, 65-66］

免疫亲和捕获技术

Immunoaffinity capture-
based technique

表面抗原亲和 高纯度，高特异性 抗体制备存在限制，成本高 ［53, 67-68］
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要首先去除大的膜性结构，防止其过滤时分解为小

囊泡，影响后续纯度与分析。

3.1.5 微 流 控 技 术 微 流 控 技 术（microfluidics 
technology）是近年来新兴的分离 EVs 的技术方法。

微流控技术能够区分、捕获、富集和分离形状和尺

寸非常相似的 EVs，样品只需流经一个含有纳米过

滤器、纳米多孔膜或纳米阵列小型微流控装置［10］，

通 过 大 小、 密 度 和 表 面 抗 原 等 物 理 特 征 来 纯 化

EVs［35］。微流控技术可以将样品处理、分析、检测

和其他过程集成到芯片中，从而实现小型化、集成化、

高通量和低样品体积［65-66］。基于这些优点，微流控

技术逐渐成为高效分离 EVs 的有力工具。当样品被

匀速注入时，EVs 会黏附到通道的内表面，然后通

过免疫亲和、网筛等分离［35］。这种分离方法速度快、

可实现高效的 EVs 分离。就目前来说，微流控技术

尚未标准化，对 EV 分离的研究也不够，但在未来

的植物 EVs 高通量分析中非常有前景。

3.1.6 免疫亲和捕获技术 免疫亲和捕获技术（im-
munoaffinity capture-based technique）是目前用于分

离纯化特定类别 EVs 的方法之一［53］。这项技术根

据不同类别的 EVs 表面带有不同蛋白质标记的特性，

利用抗体捕获特定的 EVs 后，通过共价或高亲和力

相互作用与磁珠或其他分离基质结合，进而通过低

速离心或磁性技术分离纯化 EVs［67-68］。He 等［74］利

用免疫亲和捕获技术结合蔗糖密度梯度离心技术，

使用带有 TET8 抗体的磁珠，将 TET8 衍生的 EVs 拉

下，从而成功纯化出 TET8-positive EVs，并进一步

研究发现拟南芥中的 sRNAs 在 TET8 衍生的 EVs 中

富集。免疫亲和捕获技术是目前精确分离纯化植物

中特定的 EVs 的理想方法，并且可与其他多种方法

结合使用提高分离纯度。

3.2 原位成像技术在EVs研究中的应用

原位成像的技术旨在单个 EV 的水平上对其进

行分类与检测［75］，传统光学显微镜的衍射极限虽

接近 EVs 的大小，但是不能产生清晰的图像。利用

电子显微镜（electron microscopy, EM）、原子力显微

镜（atomic force microscopy, AFM）、拉曼镊子显微光

谱（raman tweezers microspectroscopy, RTM）的方法，

进一步提高成像分辨率，以观测到直径小于 200 nm

的囊泡，在亚细胞水平上观察植物细胞的超微结构，

使得一些更为精细的囊泡转运过程得以发现。

3.2.1 基于电子显微技术 透射电子显微镜（trans-
mission electron microscopy, TEM）、扫描电子显微镜

（scanning electron microscopy, SEM）和冷冻电子显微

镜（cyro-electron microscopy, cryo-EM） 技 术 的 发 展

推动了对 EVs 的研究。TEM 可以在亚细胞水平上观

察细胞内的超微形态结构［76］，如细胞器、内膜系统

及大分子物质［77］。An 等［78］应用 TEM 首次观察到

植物组织中质膜和细胞壁之间的囊泡状结构，其大

小在 40-150 nm，与哺乳动物外泌体形态类似，植

物外泌体也包含蛋白质、脂质、微小 RNA 等物质。

这些结构发生在细胞壁沉积相关过程中，这使得人

们开始关注植物中 EVs 的功能。Zeyen 等［79］使用

TEM 发现在病原体侵染大麦过程中，MVB 在细胞

中增殖，并被观察到与质膜发生融合，该融合大多

发生在小乳头状突起处或附近位置，研究证明该突

起是阻止病原体进入细胞的防御结构，由此证实了

EVs 在植物免疫中的作用。

SEM 主要用于观察样品表面形貌［80］。SEM 与

其他成像手段，如免疫金标记方法等结合使用，可

对 EVs 表面结构进行研究［81］。De Palma 等［23］通过

超速离心法将水培的番茄植株根系分泌物的溶液分

离纯化，获得了圆形 EVs。应用 SEM 对其的表面形

态进行了观察，统计分析显示根释放的 EVs 大小在

50-100 nm 范围内。

cryo-EM 被 广 泛 用 于 解 析 蛋 白 结 构， 与 其 他

TEM 方法所需的长时间样品制备（通常需要数小时）

相比，其不添加重金属或固定剂，也不需要脱水步

骤［82］。样品经玻璃化冷冻固定后，使 EVs 的天然

结构得以保留，该方法可以成像 EVs 的结构［9］。Ju 
等［70］使用差速离心和蔗糖梯度法分离出植物 EVs，

并用 Cryo-EM 观察到，EVs 组分中存在大量直径为

50-300 nm 纳 米 级 膜 结 合 囊 泡。Yuana 等［83］ 使 用

cryo-EM 观察细胞外囊泡，发现 EV 的形态呈现出经

典的圆形。使用 cryo-EM 虽然能够实现高分辨率可

视化，但是 cryo-EM 图像通常只包含少数 EV，提供

EV 的信息较少。cryo-EM 可以与使用带有免疫金标

记抗体的功能化纳米颗粒联合使用，用于表征 EV
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表面的生化成分［15］。

3.2.2 原子力显微技术 原子力显微镜可以用于

EVs 原位成像，它有 3 种工作模式 ：一是利用探针

和样品表面的接触力的接触模式（contact mode），

通过激光和传感器，检测并记录由相互作用力引起

的探针偏转，反馈信号成像 ；二是探针与样品表面

一直不接触的非接触模式（non-contact mode），在

这种模式下，探针与样品间保持一定的距离进行扫

描成像 ；三是介于前两者之间的轻敲模式（tapping 
mode），此种模式在不损害样品的前提下，又能达

到接触模式的分辨率［84］。利用 AFM 既可以准确表

征 EVs 的形态又可以获得样品黏性、软硬等物理特

性，其横向分辨率为 1-3 nm，垂直分辨率小于 0.1 
nm［85］，是研究 EVs 的绝佳工具。Sharma 等［86］利

用 AFM 的技术，使用机械探针测量了单个 EV 在其

自然状态下的大小和结构。Chukhchin 等［47］ 利用

AFM 观察到了自然状态下云杉的球状外泌体，单个

外泌体具体的大小约为 100 nm。

3.2.3 拉曼镊子显微光谱 拉曼镊子显微光谱技术，

也 被 称 为 激 光 镊 子 拉 曼 光 谱（laser tweezer raman 
spectroscopy, LTRS），可用于研究单个 EV 的表面特

征，同时检测 EV 内容物的化学成分，包括蛋白质、

脂质、核酸等［75］。RTM 利用聚焦的激光束，通过

高数值孔径的物镜对介质中单个（或极少数）囊泡

进行光学捕获，并激发后续拉曼散射，继而从捕获

的生物分子中提供振动指纹［82］。在几秒到几分钟的

时间范围内即可提供样品化学成分的真实拉曼指纹，

无需对样品处理或外源标记，并能提供更为准确的

数据［87-88］。因其可以对单个 EV 进行定性和定量生

化表征［89］，未来可以用于检测植物 EV 的化学成分

及内部信息。

4 总结与展望

EVs 可以将生物大分子（蛋白质、核酸、脂质

和其他代谢物）运输到特定的部位并发挥功能，可

以作为细胞间通讯的一种重要方式。目前关于植物

EVs 的生物学研究还处于初级阶段，对它们的生物

发生途径、释放及摄取机制以及信号转导的通路还

有待进一步研究。近年来，随着人们对植物 EVs 的

研究日益深入，这迫切要求我们对植物 EVs 的研究

加以标准化，以明确植物 EVs 功能调控机制，要解

决这些问题就需要更先进的技术来探究 EVs 的特性。

如使用高分辨率、高信噪比的超分辨显微镜（super-
resolution microscopy, SRM），用于开展活细胞中 EVs

的动态研究［90］。未来发展的方向之一可能是通过多

种分离技术以及成像技术的结合使用，并且可能会

开发出适合于植物活体细胞 EVs 成像和跟踪的技术，

以真实反映动态调控机制。最后，EVs 原位成像的

发展离不开与其他学科交叉合作，在单细胞、单囊

泡基础上开展动态水平研究，并由此来深化对植物

EVs 生物发生途径、释放及摄取机制的研究，为阐

明植物 EVs 的生物学功能及调控机制的研究奠定坚

实基础。
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