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外泌体液体活检及其在肿瘤诊断治疗中的研究进展

朱皓皞综述，梅金红审校

［［［摘要］］］ 近年来，外泌体液体活检在肿瘤诊断及治疗中的研究日益深入。外泌体因其来源丰富、获取便捷的优势和独特

的生物学特性，使其在肿瘤的精准治疗方面显示出巨大的潜力。文章就外泌体的基本结构和功能、提取和鉴定方法及在肿瘤

诊断和治疗中的研究进展进行综述。
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Advances in liquid biopsy of exosomes and its application in diagnosis and treatment of tumors
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［［［Abstract］］］ In recent years，the study of exosome liquid biopsy in the diagnosis and treatment of tumors has been deepening.
Exosomes have shown a great potential role in the precise treatment of tumors，due to their abundant sources，convenient access and
unique biological characteristics. This article reviews the basic structure and function of exosomes，the methods of extraction and iden⁃
tification，and the research progress in the diagnosis and treatment of tumors.
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0 引 言

与传统的医疗技术手段如组织活检相比，液体

活检是以患者的血液、尿液、浆膜腔积液或其他液

体成份为研究对象，以微创或无创方式获取样本在

恶性肿瘤的研究中具有常规组织学方法无法比拟

的优势。因此，近年来液体活检在肿瘤的早期诊

断、术后疗效评估、预后判断等方面均显示了较广

阔的应用前景。与循环肿瘤细胞（circulating tumor
cell，CTC）在循环血液中的含量极其有限且细胞存

活期短以及循环肿瘤DNA的半衰期短、片段化强、

易降解且只能检测核酸等局限性相比，外泌体因其

携带丰富的生物信息分子在肿瘤的诊断及治疗中

展现出巨大的潜力而备受关注并成为近年来的研

究热点。本文就外泌体的基本结构和功能、提取和

鉴定方法及在肿瘤诊断和治疗中的研究进展作一

综述。

1 外泌体的基本概述

医学界对于外泌体的研究可追溯至 1985年，

Pan等［1］在研究绵羊网织红细胞成熟过程中在体外

培养的绵羊红细胞上清中发现了一种呈囊膜样结

构的小泡，并在 1987年的研究中首次将其命名为

Exosome［2］；当时认为是红细胞成熟的“排泄物”而并

未给予重视。随着对外泌体研究的不断深入，发现
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其含有细胞特异的蛋白、脂质及核酸，是一种生理/
病理状态下细胞通过胞吐方式向外分泌的纳米级

（直径约 40~100nm）蝶形膜性小泡［3］。外泌体可由

多种细胞如肿瘤细胞、神经细胞、淋巴细胞、造血细

胞等分泌，不同细胞分泌的外泌体中所含的蛋白

质、脂类和核酸也不同，并可在多种体液如血液、浆

膜腔积液、尿液、脑脊液等中被检出。由于外泌体

外有双层脂质膜结构使其具有相对稳定的化学特

征，不易被机体内的各种酶类破坏降解。因此，对

不同来源的外泌体携带的内容物检测并筛选出特

异性的分子标志物，可成为疾病诊断治疗及预后评

估的新方法。

2 外泌体的结构和功能

外泌体的形成主要经出芽、内陷、多泡体形成及

分泌四个过程。早期由多泡体经膜内陷并包裹内

容物，以“出芽”方式形成网格状蛋白囊泡，后期一

部分进入溶酶体后被降解，一部分在与细胞膜融合

的过程中被释放到胞外基质，即形成外泌体［4］。研

究显示，在外泌体中已发现数千种蛋白质、miRNA、
RNA以及脂类物质，其中某些特定类型的蛋白质如

CD9、CD63、CD81及TSG101等恒定存在于各类外泌

体中，可视为外泌体的生物标志蛋白用于外泌体的

鉴定。而另一些外泌体蛋白因来源不同而各有差

异，如热休克蛋白和MHC蛋白等［5］。此外，外泌体

中还含有鞘磷脂、神经节苷脂和其他脂类以及大量

的核酸类物质，如DNA、miRNA、mRNA等［6-7］。

外泌体被分泌出细胞外基质后，可通过体液运

送至身体各部位，在此过程中若接触受体细胞，其

表面携带的蛋白质和脂质可与受体细胞膜融合并

将外泌体内的相应物质释放至受体细胞呈递抗原，

调控机体的免疫功能，如调控肿瘤的发生发展、侵

袭、转移及耐药，并通过释放内部信号分子进而调

控受体细胞间的信息传递［8］。由于外泌体表面覆盖

的鞘磷脂膜使外泌体内容物能稳定的存在于体液

中，这一特性可成为基于外泌体的液体活检作为临

床研究与诊治恶性肿瘤的有利基石。

3 外泌体的提取及鉴定

外泌体的分离和提取方法很多，都是基于外泌

体的一种或若干种理化性质来实现的。如根据密

度不同，可通过超高速离心法将不同大小的囊泡及

蛋白质聚集并分离。若结合蔗糖梯度离心法使用，

能让外泌体富集在密度范围在 1.13~1.19g/mL的馏

分中，从而提高产物纯度［9］。根据大小不同，可使用

适合外泌体分离的超滤膜将粒径不同的外泌体从

体液中分离出来。由于大分子蛋白质和外泌体可

能黏附并堵塞滤孔，因此该方法需考虑滤过膜的孔

径范围，以免影响外泌体的提取率和纯度［10］。根据

分子量的不同，可使用色谱法让小分子物质进入凝

孔胶被滞留，而大分子物质不能进入凝孔胶被洗脱

出来，此法可分离到纯度较高的外泌体，但获取量

少限制了其应用范围［11］。此外，还有使用包被有单

克隆抗体（如CD63、CD81和CD9等）的免疫磁珠法，

通过与外泌体表面携带的特异性抗原相结合形成

外泌体-免疫磁珠复合物，再用甘氨酸-Tris-HCL溶

液洗脱即可选择性分离外泌体。该方法提取的外

泌体纯度和特异性高，但在酸性和低渗性溶液中可

能会影响外泌体的形态及生物活性，且免疫磁珠价

格昂贵，不利于普及。由于外泌体的研究要求提取

方法简便快捷，近年来也出现多种用于分离提取的

商品化试剂盒，如最常用的由 System Biosciences
（SBI）公司研发的 Exoquick试剂盒和 QIAGEN公司

的 ExoRNeasy试剂盒，国内也有多家生物制剂公司

已研发出科研用外泌体提取试剂盒。然而上述外

泌体分离纯化方法都存在各自的局限性，2018年发

表在《转化医学杂志》的外泌体研究、转化和临床应

用专家共识一文就指出，到目前为止，外泌体的分

离方法尚无公认的“金标准”，无论采用何种方法，

均不能将外泌体与其他细胞外囊泡（extracellular
vesicles，EVs）亚群彻底分离。因此，在研究中建议

对EVs进行必要的鉴定表征和功能学实验，并根据

样本类型和下游的科学问题来选择合适的提取方

法，可能有助于提高研究结果的可靠性［12］。

常用的外泌体鉴定方法有透射电镜或原子力

显微镜直接对单个 EV的形态和大小进行观察［13］；

根据不同来源外泌体携带的各自母细胞的特异分

子不同，还可以用流式细胞术、ELISA法和Western-

blot方法检测这些特异性蛋白抗原，相比形态学判

断更加准确［14-16］；近年来，通过PCR扩增或高通量测

序方法分析外泌体中的遗传物质和突变信息也成

为应用广泛的鉴定和研究方法。此外，还有一些基

于外泌体物理性质的纳米粒子追踪分析（nanoparti⁃
cle tracking analysis，NTA）技术、基于微流控技术的

Exosearch等鉴定分析技术应用于外泌体的科学

研究［17-18］。
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4 基于外泌体的液体活检在肿瘤临床应用中的研

究

鉴于传统的组织活检难以对肿瘤的发生发展

进行实时动态的监测，因此，基于外泌体的液体活

检技术由于来源可靠，标本形式丰富，且丰度较CTC
更高给肿瘤的临床诊断和精准治疗带来更多契机。

研究表明，肿瘤侵袭和转移的发生与肿瘤细胞与微

环境间的信息交流密不可分，在这一进程中，外泌

体承担着信号媒介的重要传递作用［19］。机体内肿

瘤细胞可通过外泌体将癌基因核酸或片段、蛋白质

转移到靶细胞，进而调节肿瘤侵袭、转移、肿瘤营养

血管生成及免疫应答。由于外泌体还具有携带功

能性生物分子如 miRNA、DNA和蛋白质的天然能

力，这种特性使外泌体在药物传递和分子诊断中具

有应用潜力。此外，外泌体可以附着在纳米颗粒上

并用于高精度成像，因此开发利用外泌体作为药物

运载工具的方法，有望使外泌体作为恶性肿瘤化疗

给药的全新载体［20］。

4.1 基于外泌体的研究在肺癌诊断和治疗中的应

用 遗传学和基因组学的广泛研究表明，肺癌是一

种复杂的遗传异质性疾病，晚期肺癌和术后复发转

移的肺癌传统疗法对其治疗效果差。尽管已经确

定了一些能够产生良好反应的分子靶点，但由于缺

乏合适的药物载体，这些靶点不能被有效利用。此

外，靶向治疗也面临包括肿瘤靶向性差、靶向效应

差以及治疗过程中产生继发性耐药等诸多问题。

由于外泌体具有携带功能性生物分子的自然能力，

因此利用改进的外泌体载体药物输送系统，可将药

物专门输送到肿瘤，将产生更好的治疗结果［21，22］。

在诊断及鉴别诊断方面，有研究证实肺癌细胞所释

放的外泌体和正常肺组织释放的外泌体就存在较

大差异［23］。一项来自瑞典的研究通过RT-qPCR阵

列分析方法证实，癌性胸腔积液与良性肺疾病所致

的胸腔积液中外泌体 miRNAs有显著差异，其中

miRNA-200和编码脂质运载蛋白 -2（LCN2）mRNA
可作为肺腺癌外泌体液体活检的潜在诊断标志

物［24］。还有一项针对复发性肺癌裸鼠模型的研究

发现，与原发性肿瘤相比，复发性肿瘤外泌体中的

miRNA-21和 miRNA-155明显上调，提示外泌体

miRNA分子标记可能作为无创性诊断肺癌的生物

标记物［25］。此外，Clark等［25］通过采用三重 Silac定
量蛋白质组学法分别检测了永生化正常支气管上

皮细胞系和两个非小细胞肺癌（non small cell lung
cancer，NSCLC）细胞系 A549和HCC827中外泌体相

关蛋白，从上述细胞系中共提取到 721个包括与信

号转导相关的蛋白，如 EGFR、GRB2和 SRC外泌体

蛋白在NSCLC外泌体中富集，并能积极调节受体细

胞的增殖，提示外泌体由于其丰富的蛋白质载体作

用可促进肺癌的进展，这可能对非小细胞肺癌患者

生物标记物的开发具有潜在的临床意义。

4.2 基于外泌体的研究在前列腺癌诊断和治疗中

的应用 前列腺癌是男性常见的恶性肿瘤之一，临

床常用的如血清 PSA水平、直肠指诊和组织病理学

分级均无法区分惰性和侵袭性前列腺癌，从而无法

对患者进行恰当的分层管理是前列腺癌临床治疗

的一个主要挑战［26］。一项来自美国的最新研究发

现，研究者通过采用NanoString技术在大样本量侵

袭性前列腺癌患者的血清外泌体中检测到高水平

的miRNA-1246，且miRNA-1246的表达与病理分级

升高、阳性转移和预后不良显著相关，并验证了

miRNA-1246作为外泌体 miRNA标记物对预测/诊
断侵袭性前列腺癌有重要的临床价值［27］。此外，

Neeb等［28］在前列腺癌患者的尿液外泌体中检测到

AGR2的剪接体 SV-G和 SV-H含量显著增加，ROC
曲线显示在鉴别前列腺癌与良性增生远优于 PSA。
因此基于尿液外泌体的AGR2变异体 SV-G和 SV-H
的无创检测将可能成为前列腺癌筛查的潜在标志

物。在前列腺癌的治疗方面，Peak等［29］发现间充质

样胎盘干细胞分泌的外泌体在正常前列腺细胞系

中未观察到明显的生长抑制，却能选择性抑制侵袭

性前列腺癌细胞的生长，将有望成为一种全新的肿

瘤治疗方式。Lofozzi等［30］采用 NTA技术和纳米流

式细胞术，发现与良性前列腺增生相比，前列腺癌

患者血浆外泌体中显示异常升高的 PSA水平和

CD81表达，且酸性微环境能诱导表达 PSA和标记

CD81的纳米囊泡释放增加，提示外泌体PSA水平及

相关的肿瘤生物标志物水平可能作为前列腺癌筛

查和早期诊断的一种新型无创临床工具。

4.3 基于外泌体的研究在血液系统肿瘤诊断和治

疗中的应用 在非实体性肿瘤如血液系统肿瘤的

外泌体研究也有好的发现。如慢性淋巴细胞性白

血病中，Paggetti等［31］发现CLL细胞分泌的的外泌体

能被肿瘤微环境中存在的各种良性细胞（包括 ecs、
髓细胞和 bm-mscs）主动吸收，通过调节周围微环境

获得肿瘤相关成纤维细胞特征的基质细胞的多种

功能，并传递功能性miRNA和蛋白质激活关键的信

号通路后，通过活化AKT和NF-κB等炎症因子促进

肿瘤进展。在治疗方面，尽管部分CLL患者外泌体
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呈现 CD20阳性表达，但对利妥昔单抗治疗仍然没

有反应，推测原因可能与利妥昔单抗与外泌体结合

后降低了利妥昔单抗与CLL细胞结合的数量有关。

4.4 基于外泌体的研究在其他肿瘤诊断和治疗中

的应用 与Luminal A型和B型相比，三阴性乳腺癌

（即雌激素受体、孕激素受体和HER2均阴性）患者

显示更差的预后，Eichelser等［32］发现在血清外泌体

中miRNA-373水平在三阴性乳腺癌及更具侵袭性

的乳腺癌中显著增高，体外实验证实通过转染mcf-7
细胞系过表达miRNA-373，可下调雌激素受体蛋白

从而抑制细胞凋亡。Tanaka等［33］发现在食管鳞癌

患者的血清外泌体中miRNA-21水平显著高于非癌

患者，且对紫杉醇耐药的患者miRNA-21水平显著

高于敏感患者，化疗或手术后血清中miRNA-21水
平显著下降，因此推测外泌体中miRNA-21可能作

为评估食管鳞癌进展或治疗效果的有用生物标志

物。此外，还有许多研究显示在结直肠癌、胃癌、恶

性黑色素瘤等肿瘤中外泌体中的miRNA可以作为

肿瘤早期诊断及预后判断的生物标志物［34-38］。

5 结语与展望

外泌体作为精准医疗和个体化治疗的一个研

究热点，有着来源丰富、获取便捷的优势，又因其独

特的生物学特性，使外泌体在肿瘤的免疫治疗、化

疗及基因治疗方面也显示出巨大的潜力，已成为临

床肿瘤诊断和治疗中的新兴技术。尽管外泌体在

临床应用上仍处于研究初期阶段，亦面临诸多问题

和挑战，相信随着研究的不断深入，外泌体作为液

体活检的重要形式，必定会在精准医疗中发挥重要

作用。
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