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外泌体在癌症诊治中的应用及其分离
技术进展
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摘 要!随着精准医学的发展"通过分子诊断来指导患者的个体化诊治已逐渐成为临床专家
的共识% 液体活检作为一种简单快捷&非侵入性&可重复性强的病理检测手段"在癌症的早期
诊断&监测&预后及指导用药方面具有重要意义% 外泌体作为液体活检中最具潜力的检测对
象之一"被发现参与多种癌症的发生&发展&预后等过程"同时"外泌体也被认为是癌症治疗
和药物运输的强有力工具% 全文针对近年来外泌体在癌症诊治中的应用及其分离技术进展
进行综述%
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癌症是严重威胁人类健康的主要疾病" 据美国

癌症学会公布的)癌症统计数据
!"'-

*显示"

!"'-

年

全球约有
'-'"

万例患者确诊为癌症"约有
_#"

万例

患者因癌症死亡 +

'

,

"癌症已成为全世界的重大公共

卫生问题% 癌症早期诊断是癌症防治中的关键环节

之一"根据国务院颁发的-中国防治慢性病中长期规

划!

!"'/

.

!"!,

年'/"到
!"!,

年我国癌症的早期诊

断率要达到
#"c

% 近年来"液体活检因其简便快速&

非侵入式& 可重复性高等优点被广泛用于癌症的早

期诊断+

"

,

% 外泌体作为液体活检中具有独特生物学

意义的一类检测对象" 逐渐成为疾病诊断和治疗的

新星% 外泌体是内质膜在多囊泡胞内体成熟过程中

向内萌芽形成的腔内囊泡+

#

,

"直径约
&*d!**9C

+

&

,

% 外

泌体包含丰富的信使
.O0

0

CD88D9FDH .O0

"

C.O0

$&

微小
.O0

0

C5=H4.O0

"

C5.O0

$和蛋白质等+

$1%

,

% 其确

切的生物学功能目前尚不明确" 早期假设认为外泌

体是作为细胞垃圾袋来排出机体多余和
6

或不起作

用的细胞成分的 +

&

,

"但
Q'?X><<

等 +

-

,在
!**/

年表明"
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一些细胞利用外泌体来传递遗传物质! 使蛋白质和

9.:8;

相互调节基因的表达" 这是外泌体研究领域

的重大突破! 使人们意识到外泌体可能与人体的生

理病理状态有密切关系! 甚至可能成为疾病治疗的

新靶点"

<

外泌体与癌症诊断

肿瘤细胞来源的外泌体已被证实具有生物学意

义#在肿瘤微环境中起着细胞间通讯的中介作用 $

!

%

"

外泌体与肿瘤发生发展过程密切相关! 包括肿瘤细

胞增殖$

<"

%

&癌症转移$

<"

%及免疫调节$

<#

%等"与其他检测

物不同!外泌体在许多方面具有独特优势" 首先!外

泌体携带的特异性表面蛋白可反映其来源细胞$

<$

%或

靶细胞$

<%

%

!有利于对外泌体进行特异性分离'其次!

外泌体在多种体液(如血液&尿液&唾液等)中稳定存

在!易于取样分析'最后!外泌体具有母细胞相关疾

病
=

肿瘤的特异性
:8;

$

<&

%和蛋白质$

<'

%

!其包膜结构可

保护其内部循环
:8;

免受
:8;

酶降解"因此!以外

泌体为载体的生物标记物成为癌症在内的多种疾病

的强有力的诊断工具$

<(><?

%

"

8.3.@)

等 $

<A

%利用非小细胞肺癌 (

8B,C,

)样本

9.:8;

测序数据来研究
:8;

编辑!并结合
!#

组血

浆外泌体样本进行分析!发现
9.:)D<<)EF

的第五位

编辑在
8B,C,

患者的癌组织以及血浆外泌体中显

著失调!表明外泌体中的
9.:8;

改变可能与肺癌生

物学相关'

G).

等 $

!"

%发现
9.:)<HEI

通过外泌体递送

至肿瘤细胞促进胃癌中血管的生成! 其通过调控

J1K1<

来发挥作用!

9.:)<HEI

抑制
J1K1<

蛋白的

表达并增强血管的生长"

L)(3

等$

!"

%发现卵巢癌患者

腹水中存在大量含有可溶性钙粘附蛋白
M

(

0M)2)N

)

的外泌体!它是血管生成的有力激活剂"

0M)2)N

阳性

外泌体与血管内皮钙粘素(

6M)2)N-/'.(

)结合在内

皮细胞表面!激活信号级联反应!最终生成
!)

连环

蛋白(

!)2)@/(.(

)和核转录因子
O8J)"GP

!从而刺激内

皮细胞迁移&增强血管通透性!促进肿瘤细胞向转移

前生态位归巢"

Q%(3

等 $

!*

%开发了一种具有工程*慢光效应+的

镀金
L.1!

大孔反蛋白石(

RS1

)结构!无需标记即可

捕获分析癌症患者血浆中的外泌体" 通过将这种技

术与目前临床应用的肿瘤液体活检技术 (

T/0@/'(

I*%@

)比较!证实该方法具有无创&省时&敏感性更高

等优势! 比
T/0@/'( I*%@

实现了更准确的定量检测!

对癌症的初步筛查显示了更高的符合性"

R.(

等$

!H

%

通过对外泌体
9.:8;

进行分析! 发现
*/@)UI)HF

&

9.:)<HA)HF

&

9.:)<DE)HF

和
9.:)<E")HF

可以很好地

鉴别早期结直肠癌患者和对照组!与全血
9.:8;

相

比!外泌体来源
9.:8;

在鉴别早期结直肠患者方面

具有更显著的优势! 优于无细胞血浆游离
9.:8;

"

因此!可以看出外泌体(来源
9.:8;

)作为一种新兴

的液体活检检测物!相比传统检测物具有独特优势!

但随着外泌体相关研究的飞速发展! 对这类纳米级

别非细胞结构的操作还存在一定的技术困难! 如何

保证实验的严谨性& 可重复性依旧是整个领域的重

大问题"

!

外泌体与癌症治疗

除了作为生物标志物诊断癌症之外! 外泌体也

可以作为疾病治疗和药物运输的工具$

!%>!&

%

" 基于
:8;

的治疗药物通过递送小干扰
:8;

(

09)** .(@/'+/'.(3

:8;

!

0.:8;

)沉默病理基因或通过将外源
9:8;

递

送至细胞来表达治疗性蛋白质! 在治疗各种疾病方

面具有巨大潜力" 在
9:8;=0.:8;

输送方面!传统

载体如脂质体和纳米颗粒具有无传染性! 材料来源

广泛!易于大量制备等优点!有着病毒载体不可替代

的优势$

!#

%

!但是它们输送效率较低&难以通过生物屏

障到达病灶部位 $

!U

%

!并且易引发免疫反应被机体快

速清除掉$

!?

%

" 与传统载体不同的是!一方面!外泌体

包含可增强内吞作用的跨膜蛋白和膜锚定蛋白!从

而促进其内部携带物质的传递$

!A>H"

%

'另一方面!外泌

体也含有一些抑制吞噬作用的跨膜蛋白而不被循环

系统快速清除!如外泌体蛋白
,QDU

$

H+

%

!它是一种广

泛表达于细胞表面的整合素相关蛋白! 可向巨噬细

胞发出一种*不要吃我+的信号!保护细胞免受吞噬"

V%(3

等$

H*

%开发了一种生物相容性肿瘤细胞
>

外

泌体护套
WB.8W0

!作为靶向癌症化学疗法的药物载

体 " 当 肿 瘤 细 胞 与 载 有 阿 霉 素 的
WB.8W0

(

Q1KXWB.8W0

)一起孵育时!肿瘤细胞便会分泌载

有
Q1KXWB.8W0

的外泌体(

Q1K X M)WB.8W0

)!

Q1K

X M)W0.8W0

对大量的癌细胞和癌症干细胞具有杀

伤作用!从而起到抗肿瘤作用"外泌体也具有很多传

DU#
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统药物载体不具备的通过血脑屏障的能力!

$$

"

#

%&'(

等!

$)

"的一项研究表明$脑内皮细胞产生的外泌体可

作为治疗脑肿瘤药物的载体% 在斑马鱼原发性脑癌

模型中& 装载抗癌药物的外泌体可通过血脑屏障发

挥抗肿瘤作用& 显著缩小肿瘤病灶大小并降低异种

移植癌细胞的荧光强度和肿瘤生长标志物含量 %

*&+,-.&-

等 !

$!

"利用基因修饰的外泌体来特异性地

传递
/0123

&阻止
*134

基因突变&从而使患有胰腺

癌的小鼠病情得到缓解&提高小鼠的存活率&证实外

泌体能够作为一种高效的
123

干扰'

1230

(载体发

挥作用&运送特异性地靶向
*134

的
/0123

和短发

夹
123

分子&比脂质体更加高效&且没有明显的免

疫反应%

$

外泌体分离技术进展

!"#

外泌体传统分离技术

为了促进外泌体在癌症诊断和治疗方面的应

用&必须将外泌体从大量细胞碎片和其他干扰成分

中特异性地分离出来% 现有的传统商业技术主要利

用外泌体的特殊性质)如密度*溶解性*表面蛋白*大

小等(将它们分离#

超速离心法! 超速离心法+

567-&8,'7-095(&70:'

&

;<

(是将外泌体从大小*质量不同的细胞外囊泡中

分离出来的最常见技术之一!

$=

"

# 该方法通过一系列

的离心步骤 & 使速度最终达到
!"" """(

& 沉淀

>!"+0'

&最终将外泌体从样品中分离出来#这项技术

不需要特殊试剂& 但所需设备相对昂贵 +

?>"

万美

元(&耗时长+

?)@

(&外泌体回收率低+通常
A!=B

(&且

分离产物常与微泡碎片及可溶性蛋白共混& 外泌体

纯度较低!

$#C$D

"

#

密度梯度分离法!密度梯度分离法+

E,'/07F"(-&"

E0,'7 /,G&-&70:'

( 是利用不同颗粒间的沉降系数不

同&在一定离心力作用下&颗粒以一定速度沉降&在

不同梯度上形成区带& 从而将外泌体与大分子蛋白

分离开来纯化外泌体的方法# 密度梯度分离法可提

高外泌体的纯度和回收率& 但与常规超速离心法相

比&该方法需要更长的时间+约
!>@

(&且对实验人员

有着更高的技术要求!

)

&

>D

"

#

沉淀法!随着众多商用快速沉淀试剂盒+如
HI:"

J508. K<

(的问世&提供了更经济可行的+

!""L>"""

美元(外泌体分离方法#这些试剂盒中的聚合物能够

轻柔地沉淀外泌体& 然后利用常规仪器如典型的台

式微滤器&在较低的离心力下将外泌体分离#这种方

法避免了设备成本和耗时长的问题!

$M

"

#但是&这种方

法常引起非外泌体来源的物质+如脂蛋白等(的共沉

淀& 这些污染物会严重影响目标外泌体中的生物标

志物的下游检测和分析!

)

"

#

免 疫 亲 和 捕 获 法 ! 免 疫 亲 和 捕 获 法 +

0+"

+5':&990'07F 8&G75-,

(是利用外泌体表面特定蛋白
N

抗

原
O

与标记抗体之间的特异性结合作用来进行分离

的技术# 该技术操作简便&特异性*敏感性高&耗时

短& 但其仅限于具有已知抗原的外泌体 +如
<P#$

*

<PQ

*膜联蛋白或
HG<3R

等(

!

$Q

"

&外泌体的异质性也

会限制这种方法的有效性!

)"

"

#此外&非特异性吸附还会

导致分离产物中存在杂质和干扰蛋白& 降低纯度!

$M

"

&

GS

条件*试剂成本等也阻碍了该分离技术的大规模

应用!

)>

"

#

尺寸排阻色谱法!尺寸排阻色谱法+

/0T, ,I865"

/0:' 8@-:+&7:(-&G@F

&

4H<

(是基于外泌体尺寸大小的

另一种常用分离技术!

)!

"

&如
UHV

试剂盒
N@77G/

,

WW0T:'X

8:+W,I:/:+,"0/:6&70:'WO

!

>D

"

%该技术根据分子和颗粒物

的大小&利用多孔固定相对齐进行分类%样品中具有

小流体动力半径的组分能够通过孔隙& 后期被洗脱

掉% 而流体动力半径较大的组分+包括外泌体(无法

进入孔隙从而被分离出来!

)$

"

% 由于该方法利用重力

流来完成&所以细胞外囊泡结构基本上不被破坏&外

泌体的生物活性也得以保留 !

))

"

&但是血液中蛋白质

+主要是白蛋白(的污染仍然是
4H<

的主要问题!

$D

"

%

由于体液和细胞培养基中存在大量非外泌体成

分+如蛋白质*细胞碎片等(&因此&外泌体的高纯度

分离是进行蛋白质组学* 基因组学和脂质组学分析

的基础&也是生物标志物发现的先决条件%但由于其

纳米级的尺寸* 与其他颗粒粒径和密度上的重叠以

及异质性& 从生物体液中高效地分离外泌体仍然是

一项重大挑战%

!"$

基于微流芯片的外泌体分离新技术

$X!X>

压力驱动外泌体分离芯片

Y05

等 !

)=

"设计了外泌体分离芯片
N,I:/:+, 7:7&6

0/:6&70:' 8@0G

&

HI:KZ<O

& 该方法基于外泌体尺寸大

小&通过人工制备孔径约为
$"'+

的纳米孔薄膜&使

用简单的压力驱动过滤方法& 将临床样品中的
$"L

)DD
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尺寸范围内的外泌体富集纯化! 并将游离的

核酸"蛋白质"脂质等洗脱掉#该装置可在
M-

内将外

泌体从
T"!*cT!"D*

的样本中分离出来!具有操作简

便"自动化"通量高等优势$ 研究人员通过从健康患

者血浆中分离得到的外泌体进行分析发现!

_E%9],

法得到的外泌体产量约为
B,

法的
T"""

倍!

;_d

沉

淀法的
McW

倍$

M7!7!

三维纳米图形微流芯片

e-)(3

等%

W#

&设计三维人字形纳米图形的微流芯

片!用于检测血浆中低水平的肿瘤相关外泌体$这种

纳米图案增加了表面积和探针密度! 从而提高了外

泌体结合的速率$ 使用该装置检测卵巢癌患者及其

对照组的血浆外泌体!发现
,A!W

"上皮细胞粘附分

子和叶酸受体
"

蛋白等的表达有差异!提示外泌体

叶酸受体
"

蛋白可为卵巢癌早期检测的潜在生物

标志物$

M7!7M

磁性微流芯片

f&

等%

W\

&开发了一种两步微流平台'

_E%;,A!2-.<

(!

该平台将基于特异性磷脂酰丝氨酸
!9.DW

蛋白识别

的磁富集技术与芯片内新的信号转导策略相结合!

实现了对低至
W7Mb"T"

M 粒
gD*

的
,A#M

阳性外泌体

的高灵敏度检测! 从而将外泌体的分离和原位电化

学分析两个步骤集成在一个微流芯片上!能在
W-

内

从
M"!*

血液样本中分离出肿瘤来源的外泌体!并进

行下游分析$

微流芯片具有精确流体控制"少量样品需求"快

速反应等优势!在核酸分析"细胞分选以及药物筛选

等方面应用广泛! 已成为临床诊断及疾病筛查的有

力工具$ 将微流芯片应用于外泌体提取是近年来的

新技术趋势! 其有望实现外泌体分离富集检测的集

成技术!具有简单快速"低成本"无需标记等优势!但

如何优化微流芯片达到外泌体富集和质量评估标准

化!仍是目前有待解决的问题$

W

小 结

尽管外泌体作为国内外研究热门! 被发现参与

多种肿瘤的发生发展! 还可作为疾病治疗和药物运

输的工具!但其传统分离技术仍面临着回收率低"分

离时间长"纯度低等许多问题$ 此外!近年来以外泌

体为代表的细胞外囊泡展现出了多种功能性! 但是

加强对于这些囊泡结构自身的理解依然十分重要$

现有的研究大多集中于多种外泌体亚型的混合!下

一步重要的是综合比较不同亚型的外泌体! 并且阐

W\`
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明其生物功能性具体关联的外泌体亚群!所以"这一

领域将持续寻找高效的外泌体分离技术" 并且能够

分选出不同亚型的外泌体的创新技术!
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