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摘要：外泌体是细胞分泌的一种纳米级囊泡颗粒，由脂质双分子层包裹，它们在细胞通讯中发挥着重要的作用，并
参与到多种生理及病理过程中，如免疫调节、血管生成以及肿瘤的发生与转移等。 外泌体携带了来自母体细胞的

多种生物分子，因此成为疾病标志物发现的一个重要载体。 由于来自不同细胞亚群的外泌体具有显著的异质性，
利用传统检测方法仅能获取样本中群体细胞的平均信息，而无法建立外泌体生物功能与亚型之间的明确关联。
因此，为了深入探究外泌体的特异性并清晰区分不同亚型外泌体的特征，有必要在单细胞及单颗粒水平上对外泌

体进行表征。 常用的单颗粒外泌体表征技术主要包括流式细胞术、超分辨显微镜、原子力显微镜、表面增强拉曼光

谱、邻近编码技术和质谱技术等。 本文总结了基于微流控技术的单细胞外泌体分离分析方法及单颗粒外泌体表征

技术的最新进展，并对新兴技术（如 Ｏｌｉｎｋ 蛋白质组学、点击化学和分子印迹技术等）在单细胞及单颗粒外泌体研

究中的应用前景进行了展望。
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　 　 外泌体是细胞通过内吞途径产生的纳米级（４０
～１６０ ｎｍ）囊泡，它们具有磷脂双分子层结构，并且

几乎存在于人体的所有体液中。［１，２］。 外泌体的形

成过程涉及早期核内体（ＥＥｓ）、晚期核内体和多泡

体（ＭＶＢｓ） ［３］。 外泌体富含多种生物分子，包括蛋

白质、核酸、脂质和代谢物等，其在细胞间的通讯过

程中起着重要的作用［４］。 外泌体介导的细胞间通

讯在调节细胞迁移、免疫反应、组织再生和肿瘤发展

等细胞过程中至关重要［５，６］。 外泌体膜上携带了由

亲代细胞分泌的表面蛋白，这些蛋白是疾病诊断标

志物的重要来源［７，８］。 然而，外泌体具有粒径小、有
效载荷低及异质性高等特点，它们在生物诊断领域

的应用面临着巨大挑战［９］。 体液中的外泌体来自

不同细胞类型的多种亚群，这些外泌体在不同疾病

类型以及不同患者个体之间展现出了显著的差异

性［１０］。 利用 传 统 的 检 测 方 法 （ 如 蛋 白 质 印 迹

（ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ） ［１１］、 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

（ＥＬＩＳＡ） ［１２］和聚合酶链式反应（ＰＣＲ） ［１３］ ）仅能获

取样本中群体细胞的平均信息，而无法建立外泌体

生物功能与亚型之间的明确关联。 因此，有必要在

单细胞和单颗粒水平上对外泌体进行研究，以获得

精确的信息［１４］。 本文综述了基于微流控技术的单

细胞外泌体分离分析方法及单颗粒外泌体表征技术

的最新进展，并对具有潜力的新兴技术进行了展望，
旨在为单细胞与单颗粒外泌体的研究提供有价值的

参考。
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１　 基于微流控技术的单细胞外泌体分析平台

１．１　 单细胞的获取与培养

　 　 获取和培养单细胞是实现单细胞外泌体研究的

先决条件。 基于微流控技术的单细胞分离和培养在

单细胞外泌体研究中起着至关重要的作用［１５，１６］。
微流控技术不仅能够从微观样品中分离出单个细

胞，还可以更直观、更精确地评估细胞和外泌体的特

性。 单细胞外泌体的样本量很小［１７］，而微流控装置

可以集成多个腔室，对样品和试剂的需求量很小，十
分契合这一需求。 此外，微流控装置还适用于高通

量的单细胞外泌体分析。 通过将多个阀门集成到设

备中，微流控技术能够同时调控多个单细胞的流动、
分选和捕获过程，这不仅降低了人工成本，还最大限

度地减少了样品污染的风险［１８］。 此外，微流控技术

还可以与实时检测技术相结合，利用实时检测技术

提供的记录来监测并分析单细胞外泌体的特

征［１９，２０］。 常见的单细胞外泌体微流控分离技术包

括液滴微流控技术、基于陷阱的微流控技术和基于

阀的微流控技术。
１．１．１　 液滴微流控技术

　 　 液滴微流控技术是一种将反应限制在 ｎＬ 级或

ｐＬ 级体积内的技术，可用于单细胞的获取、培养及

各种下游分析［２１］。 液滴微流控的生成技术主要分

为被动封装和主动封装。 在被动封装过程中，液滴

的形成主要依赖于流动剪切力与表面张力之间的相

互作用，这一过程将连续流体分割成 ｎＬ 级的小而

离散的液滴。 通过调控流体流速、黏度和微通道几

何形状等参数，可以实现对微通道内流体的精确控

制，从而快速产生尺寸均一的液滴［２２］。 被动封装具

有设备简单、操作简便的优点，然而，由于封装过程

的随机性，含有单个细胞的微滴占比相对较低。 为

了提高封装效率，可将声力、电力、磁力或光学手段

与被动封装相结合，以此实现具有可控性的主动封

装。 Ｌａｇｅｒｍａｎ 等［２３］将流动聚焦技术与超声振动结

合，成功实现了尺寸可调的单细胞封装液滴的高通

量生产。 在该平台运行过程中，通过超声波能量控

制液滴的断裂点，进而调节液滴的大小。 Ｊｉａｎｇ
等［２４］开发了一种完全集成的纸基液滴微流控平台，
该平台通过向分散于载体油中的单个液滴施加电

场，实现了对酵母细胞的封装。 Ｎａｖｉ 等［２５］ 通过将

磁场与微流控技术相结合，成功制备了全部由单个

乳腺癌细胞（ＭＣＦ⁃７）组成的水包水液滴，这些特定

液滴在收集到的所有液滴中占比达到了 １００％。 该

方法依赖永磁体运行，且磁力作用不会对液滴内细

胞的活力产生影响。 Ｈｕ 等［２６］开发了一种荧光激活

液滴形成技术，该技术能够生成封装有单个宫颈癌

细胞（ＨｅＬａ）的微滴。 通过操控两相流体动力闸阀

的开启与关闭，生成含有单个细胞的液滴，且单细胞

的捕获效率高达 ８２􀆰 ５％。 尽管声力、电力、磁力及光

学手段的结合能够有效控制液滴的形成过程，但这

些技术的引入也增加了微流控器件的制造成本和复

杂性。 Ｓｉ 等［２７］通过对微流控芯片进行设计，成功实

现了细胞有序排列以及直接的单细胞封装。 这一成
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果显著促进了间充质基质细胞的抗炎反应进程，同
时增强了间充质基质细胞向周围环境或体内传递具

有治疗作用物质的能力。 Ａｈｍａｄｉ 等［２８］报道了一种

可用于发现单克隆抗体的自动化单细胞液滴⁃数字

微流控平台，并利用该平台成功实现了胶质瘤细胞

的识别。 Ｗａｎｇ 等［２９］利用基于微阀的按需滴注技术

以及实时图像处理手段，实现了无标签方式下的单

细胞封装，对 ＨｅＬａ 细胞的封装效率高达 ９４􀆰 ９％。
综上所述，液滴微流控技术已成为获取和培养单细

胞的重要方法之一。

图 １　 基于陷阱的高通量微孔阵列芯片对单细胞的捕获示意图［３６］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｃｅｌｌ ｃａｐｔｕｒｅ ｂｙ ａ ｔｒａｐ⁃ｂａｓｅｄ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｍｉｃｒｏｐｏｒｏｕｓ ａｒｒａｙ ｃｈｉｐ［３６］

１．１．２　 基于陷阱的微流控技术

　 　 基于陷阱的单细胞微流控技术主要依赖于微流

控芯片上设计的微型陷阱结构，以实现对单个细胞

的捕获［３０］。 根据捕集过程中细胞与陷阱区域表面

的接触情况，该技术大致可以分为接触捕集技术和

非接触捕集技术［３１］。 接触捕集技术利用微加工技

术在微流控芯片上构建出特定形状和尺寸的陷阱结

构。 当细胞悬浮液在微流控通道中流动时，细胞会

在流体作用力以及陷阱结构的约束下，精准地落入

陷阱内，进而被稳定捕获。 这些陷阱的大小可以根

据待研究细胞的直径进行调整，以实现高通量的细

胞操作。 Ｕ 型结构的微流控芯片在捕获单细胞方面

展现出了最高的效率，其不仅能有效捕获单细胞，还
能对捕获的单细胞进行长期、连续的培养和观察，同
时这也减少了样品和试剂的消耗［３２］。 Ｇａｏ 等［３３］ 提

出了一种可用于分析单细胞代谢物的微流控芯片

（ＳｉｎｇＭＡＣ），旨在模拟肿瘤外渗过程中单细胞微环

境的形成。 该 ＳｉｎｇＭＡＣ 由密集的流体动力学钩状

陷阱阵列组成，每个陷阱均有一个相邻的腔室。 结

果表明，９９％ 的陷阱实现了单个细胞隔离，并能够在

肿瘤外渗过程中成功捕获单个肿瘤细胞。 Ｎａｒａｙａｎ⁃
ａｍｕｒｔｈｙ 等［３４］开发了一种基于陷阱的微流控灌注

平台，该平台能够装载、观察、处理及记录单个卵母

细胞和胚胎，并在设备内部完成细胞孵育过程，从而

减少了因细胞转移所导致的样品损失，为微流控技

术在生物学领域的应用开辟了新的途径。 Ｗａｎｇ
等［３５］设计了一种双孔结构的阵列芯片，该芯片利用

重力将细胞加载到双孔中，随后通过磷酸盐缓冲液

将反应孔中多余的细胞排出。 该芯片的单细胞捕获

效率高达 ７５􀆰 ８％，并能够在单细胞水平上测定人慢

性髓系白血病细胞（Ｋ５６２）内的 β⁃半乳糖苷酶活性。
Ｚｈｕ 等［３６］利用光刻技术制备了一种高通量微孔阵

列芯片，用于单细胞的捕获（图 １）。 在捕获过程中，
细胞在重力作用下落入微孔中，且这些微孔中的细

胞分布遵循泊松分布规律。 介电泳（ＤＥＰ）是一种

非接触捕集技术，通过对细胞施加 ＤＥＰ 力可以实现

单细胞的捕获。 Ｂａｉ 等［３７］通过集成 ＤＥＰ 技术，在实

时成像显微镜下观察到单个小鼠胚胎成纤维细胞

（ＮＩＨ ／ ３Ｔ３）的捕获率高达 ９１􀆰 ８４％，突破了细胞捕获

的泊松极限。 在该平台中，流速、电压和电波等参数

的调控对于实现细胞的高效分离至关重要。 在基于

陷阱的微流控技术研究中，芯片开发领域涌现出众

多新尝试。 Ｚｈａｎｇ 等［３８］ 将用于粒子处理和流体控

制的数字掩模实时原位生成功能集成到基于数字微

镜器件（ＤＭＤ）的传统投影光刻技术中，发展了一种

新的原位数字投影光刻技术。 该技术可以在预设位

·１０４·
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置快速形成精确的陷阱或过滤器，以捕获目标颗粒，
这为基于陷阱的微流控平台发展提供了新的思路。
基于陷阱的微流控技术具有设计简单和易于操作等

特点，在单细胞分离和培养方面展现出了巨大的

潜力。
１．１．３　 基于阀的微流控技术

　 　 基于阀的微流控装置可以通过阀门巧妙地将其

划分多个独立隔间，每个隔间都能进行单独的反应。
根据需要打开或关闭阀门，这些装置能够捕获和培

养细胞。 在该装置中，阀结构的设计以及流体的流

量和黏度是实现细胞高效分离的关键因素。 基于阀

的微流控系统能够在芯片中实现自动化操作，极大

地辅助研究人员完成单细胞分析所需的各种实验功

能。 因此，基于阀的微流控技术能够精确地模拟细

胞微环境的动力学特性，展现出高精度和高度可控

性［３９］。 Ｓｕｎ 等［４０］ 设计了一种微流控进料平台，该
平台采用双层气动阀结构，能够同时在薄片上固定

和处理细胞，并对处理后的细胞进行无损收集，以供

后续分析。 Ｂｒｉｏｎｅｓ 等［４１］ 通过探究几何形状、阀门

尺寸与密封压力之间的关联性，对微流控平台进行

了设计与优化。 他们设计了一种微流控装置，该装

置包含多达 ５ ０００ 个流体动力陷阱及相应的微阀，
便于实现高通量的单细胞蛋白分区表达。 Ｍｏｒａｄｉ
等［４２］报道了一种可用于单细胞分析的微流控横杆

设计，该设计利用了液滴条形码技术，通过增加横杆

上的阀门数量，提高了对单侧故障的容错能力，同时

保持了高效的分离性能。 尽管基于阀的微流控技术

能够解决操作性受限的问题，但其设备制造过程的

复杂性和操作难度却增加了相应的成本。
　 　 以上 ３ 种基于微流控的单细胞分离技术，在细

胞捕获和培养方面各具优缺点。 液滴微流控技术具

有简单、高效等特点，但所产生的微滴不适用于单细

胞的长期培养。 基于陷阱的微流控技术具有设计简

单和高通量等特点，然而有时需转移培养才能成功

获取单个细胞。 基于阀的微流控技术具有高精度和

高度可控性等优点，但其设计复杂且成本较高。 目

前，利用微流控技术对单细胞外泌体的研究比较有

限，如何精确捕获并培养单细胞仍是需要探索的

问题。
１．２　 单细胞外泌体的分离方法

　 　 外泌体的分离是实现单细胞外泌体研究的关键

步骤，其分离效率对后续研究的成败至关重要。 目

前，许多方法已应用于外泌体的分离，包括超离心

法、沉淀法、尺寸排阻色谱法和反向富集法［４３，４４］，然
而这些方法所需的样本量较大，不适用于单细胞水

平的外泌体研究。 相比之下，基于抗体的分离方法

不受样本量的限制，是当前微流控技术中单细胞外

泌体分离的主要手段［４５］。 外泌体跨膜蛋白（ＣＤ９、
ＣＤ６３、ＣＤ８１）位于外泌体表面，其能够与固定在玻

璃侧或微通道内的相应抗体结合，进而实现外泌体

的特异性富集与分离。 Ｓｏｎ 等［４６］ 通过将抗 ＣＤ６３
抗体修饰于微球表面，获得了具有特异性识别能力

的抗 ＣＤ６３ 磁珠。 将该磁珠与可重构的微流控装置

结合，并对外泌体进行捕获，实现了单个肝癌细胞

（ＨｅｐＧ２）所释放外泌体的动态表征。 Ｃｈｉｕ 等［４７］ 将

抗 ＣＤ６３ 磁珠固定于载玻片上，用以富集乳腺癌细

胞（ＭＣＦ⁃７ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１） 分泌的外泌体。 Ｃａｉ
等［４８］基于抗体条形码的微芯片平台，对单细胞外泌

体进行多重分析，为细胞间通讯和肿瘤微环境的研

究提供了有力的工具。 为了全面捕获外泌体， Ｊｉ
等［４９］将捕获抗体（如抗 ＣＤ６３、抗 ＣＤ８１、抗 ＣＤ９）修
饰在微阵列表面，从而在玻璃板上形成抗体条形码，
进而应用于人口腔鳞状细胞癌（ＯＳＣＣ）细胞系的外

泌体捕获和表征。 Ｎｉｃｏｌｏｆｆ 等［３９］ 设计了一种双层

微流控装置，该装置配备有 ７２ 个柱子和两个同心

阀。 通过在该装置表面固定抗 ＣＤ８１ 抗体，能够捕

获由单个 ＭＣＦ⁃７ 细胞分泌的外泌体。
　 　 除了抗体之外，基于适配体的方法在单细胞外

泌体分离方面也展现出巨大潜力。 核酸适配体是一

种短的单链寡核苷酸，其对特定靶标 （如 ＣＤ９、
ＣＤ６３、ＣＤ８１）具有较高的亲和力和选择性［５０］。 与

抗体相比，适配体具有制造成本低、易于修饰及洗脱

条件相对温和等优点。 将适配体修饰在微流控装置

的表面，可用于单细胞外泌体的分离［５１］。 Ｚｈｏｕ
等［５２］将适配体修饰在微流控装置的微通道内，通过

靶向外泌体所携带的 ＣＤ６３ 和蛋白酪氨酸激酶⁃７
（ＰＴＫ７），实现对外泌体的高效分离。 除了固定在

微通道中，适配体还能够以自由形式与外泌体结合。
Ｌｉｕ 等［５３］使用 ７ 种核酸适配体对外泌体表面蛋白进

行互认，经荧光诱导剂修饰后，核酸适配体可对游离

的血清外泌体进行标记，并可通过热富集和线性判

别分析技术对这些外泌体进行检测和分类。 Ｒｅｎ
等［５４］利用对 ＣＤ６３ 具有高亲和力的微流控芯片，实
现了血清中外泌体的快速富集和灵敏检测。 Ｚｈｕ
等［５５］采用了一种双重标记策略，结合蛋白质特异性

适配体标记和代谢聚糖标记，实现了外泌体蛋白糖
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基化的原位可视化及相关生物学功能研究。
　 　 除了基于外泌体表面标记物的分离方法外，还
有若干种基于外泌体物理特性的分离方法，如微流

控过滤和确定性横向位移（ＤＬＤ）等。 微流控过滤

的工作原理类似于普通过滤，它依据外泌体的大小

来实现分离［５６］。 同样地，ＤＬＤ 也是根据外泌体的

直径来实现有效的分离。 在特定的柱阵列微流控平

台上，不同粒径的颗粒会从不同的出口流出；与直径

较大的颗粒相比，小颗粒会发生横向位移［５７］。 此

外，还有一些基于外力场的技术被应用于外泌体的

分离，如声流技术和 ＤＥＰ 分离。 声流技术的分离原

理是基于不同粒径的颗粒在声场环境中所受到的作

用力不同，直径较大的颗粒受到的声场力更强，其在

微流控平台上的偏转距离更大，而直径较小的颗粒

的偏转距离则更小［５８］。 外泌体的 ＤＥＰ 分离原理基

于外泌体的介电性质，不同的外泌体在 ＤＥＰ 场中将

受到不同的电场力。 最近，Ｆｅｎｇ 等［５９，６０］ 将具有两

亲性的两性霉素 Ｂ（ＡＭＢ）分子接枝到高度支化的

树枝状聚合物上，制备了一种两亲性超分子探针

（ＡＤＳＰ）。 该探针可以高效地嵌入外泌体的磷脂双

分子层膜，利用探针与外泌体外膜之间的多价相互

作用，研究实现了外泌体的高效捕获（图 ２）。 此外，
将 ＡＤＳＰ 修饰在硝化纤维素（ＮＣ）膜上，能够一体

化地完成外泌体的富集与蛋白质的原位检测。 将该

探针与微流控平台相结合，有望应用于单细胞水平

的外泌体研究。
１．３　 单细胞外泌体的分析与应用

　 　 对单细胞外泌体进行精确分析，有助于揭示不

同单细胞外泌体在膜蛋白组成和含量上的异质性。
目前，已有多种先进的检测工具（如荧光光谱、拉曼

光谱、质谱（ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ＭＳ）和流式细胞

术（（ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＦＣＭ））等）被应用于单细胞

外泌体的分析中。 Ｓｏｎ 等［４６］ 将微流控装置与荧光

显微镜结合，实现了对单个 ＨｅｐＧ２ 细胞分泌外泌体

的动态检测与计数。 利用微流控装置对多个单细胞

同时进行多重分析，是达成单细胞高通量分析的关

键前提。 Ｊｉ 等［４９］ 首先采用光刻技术制备了条形模

具，随后将聚二甲基硅氧烷（ＰＤＭＳ）预聚物倾注在

该模具上，形成 ＰＤＭＳ 微芯片。 研究共设计了两套

微室阵列：一套用于细胞培养以分泌外泌体，另一套

则用于涂覆捕获抗体。 将捕获抗体涂覆在第二套微

室阵列中，从而在玻璃板上构建出抗体条形码；接
着，将该玻璃板置于微芯片顶部，共同孵育过夜以实

图 ２　 基于 ＡＤＳＰ 的外泌体分离示意图［６０］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ ｍｏｌｅｃｕｌｅ⁃ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃ⁃
ｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ （ＡＤＳＰ） ［６０］

　

现外泌体的捕获。 捕获完成后，将特异性抗体

ＣＤ６３ 与外泌体结合；随后，加入链霉亲和素标记的

藻蓝蛋白（ＡＰＣ）或藻红蛋白（ＰＥ）复合物，这些复

合物能够与 ＣＤ６３ 抗体上的生物素特异性结合，构
建成免疫三明治结构；由于 ＡＰＣ 和 ＰＥ 复合物携带

荧光基团，使得外泌体被荧光标记，最后通过荧光扫

描仪对玻片进行扫描检测，成功实现了对超过 １ ０００
个单细胞来源外泌体的多重分析。
　 　 在此基础上，Ｚｈｕ 等［３６］ 将免疫金银染色技术与

泊松分布统计方法相结合，构建了一种便携式检测

平台，可在桌面扫描仪上实现无需细胞计数的高通

量单细胞外泌体分析。 这一便携式检测平台被用于

分析人口腔鳞癌细胞系以及口腔鳞癌患者原代细胞

所分泌的不同表型的外泌体。 Ｓｏｎｇ 等［６１］ 利用一个

集成了单细胞捕获芯片与空间编码外泌体抗体条形

码芯片的微流控平台，成功鉴定了卵巢肿瘤细胞中

独特表型外泌体热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）和上皮细

胞黏附分子（ＥＰＣＡＭ）的特定功能细胞亚群。 在生

物学和临床研究中，该平台在探索单细胞生物标志

物方面具有巨大的潜力。 Ｎｉｋｏｌｏｆｆ 等［３９］ 将微流控

技术与全内反射荧光显微镜（ＴＩＲＦＭ）结合，设计了

一个双层微流控装置，该装置配备有 ＰＤＭＳ 柱和同

心阀，可用于单细胞外泌体的鉴定。 通过修饰在管

腔表面的 ＣＤ８１ 抗体对单细胞外泌体进行捕获，并
使用膜联蛋白 Ａ５（ＡＮＸＡ５）、肿瘤易感基因 １０１ 蛋

白（ＴＳＧ１０１）、ＨＳＰ７０ 和 ＣＤ６３ 抗体对外泌体进行免
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疫染色，随后根据 ＴＩＲＦＭ 观察到的外泌体表面标记

蛋白的荧光信号来确定外泌体的位置。 研究结果显

示，结合免疫染色与四色 ＴＩＲＦＭ 技术，能够区分出

由单个细胞或多个细胞分泌的外泌体数量。 Ｃｈｉｕ
等［４７］运用微流控技术设计了一种 ＰＤＭＳ 网格装置，
用于分析单细胞外泌体。 该装置能够非侵入性地捕

获单细胞释放的外泌体，并允许在不同时间点对这

些外泌体进行研究。 通过监测特定扰动条件下单个

细胞释放的生物标志物信号，该装置能够进一步提

供关于单细胞行为的定量信息。 Ｚｈａｎｇ 等［６２］ 报道

了一种双纳米孔生物传感器，该传感器基于 ＤＮＡ
适配体与外泌体表面蛋白的直接结合，用于外泌体

检测。 Ｗａｎｇ 等［６３］ 构建了一种基于微液滴⁃表面增

强拉曼光谱（ＳＥＲＳ）的单细胞检测平台，该平台可

在单细胞水平上分析外泌体蛋白。 将单细胞与捕获

探针（即免疫磁珠 （ ｉＭＢｓ）） 及报告探针 （ ｉＳＥＲＳ
ｔａｇｓ）一同封装在微液滴内部。 在微液滴环境中，可
观察到一种独特的界面定向聚集（ ＩＯＡ）现象，即带

负电的细胞膜倾向于吸引电中性的 ｉＭＢｓ，使其自发

地向细胞膜表面聚集；随后，外泌体蛋白与 ｉＳＥＲＳ
ｔａｇｓ 通过生物偶联作用结合到 ｉＭＢｓ 上，形成三明

治夹心结构，通过采集 ｉＳＥＲＳ ｔａｇｓ 的 ＳＥＲＳ 信号，即
可实现对外泌体蛋白的分析。 鉴于单细胞外泌体的

分子载荷量较低，对外泌体标志物的检测不应仅局

限于蛋白质，信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）同样是一种有效的

标志物。 Ｚｈｏｕ 等［６４］开发了一种高通量液体活检纳

米芯片（ＨＮＣＩＢ），该芯片能够在单细胞水平上同时

检测外泌体的蛋白质、ｍＲＮＡ 和微小ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ），
实现了对外泌体表面和腔内多种类型分子标志物的

同时检测。 此外，该技术对单细胞外泌体的检测时

长仅为 ６ ｈ，且样本需求较小（约为 ９０ μＬ）。 Ｎｇｕｙ⁃
ｅｎ 等［６５］设计了一种免疫金生物芯片（ＡｕＳＥＲＰ）来
对单个外泌体的 ｍＲＮＡ 和膜蛋白进行联合检测。
结果表明，在癌症诊断和免疫治疗反应预测方面，单
细胞外泌体 ｍＲＮＡ 优于单细胞外泌体蛋白。

２　 单颗粒外泌体的表征技术

　 　 外泌体的物理特性，涵盖尺寸、形态、数量以及

机械性能，构成了其研究的另一个核心领域。 常用

的单颗粒外泌体表征技术主要有流式细胞术、超分

辨显微镜（ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ， ＳＲＭ）、原
子力显微镜 （ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ， ＡＦＭ）、
ＳＥＲＳ、质谱和邻近编码技术（ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ

ａｓｓａｙ， ＰＢＡ）等。
２．１　 流式细胞术

　 　 流式细胞术是一种先进的光散射技术，能够快

速定量分析流经聚焦光源悬浮液中的单个细胞或类

细胞大小的颗粒［６６］。 然而，由于灵敏度的局限，传
统 ＦＣＭ 难以探测到尺寸小于 ３００ ｎｍ 的囊泡，这限

制了其在表征生物标志物水平较低的单颗粒外泌体

方面的应用。 Ｓｈｅｎ 等［６７］ 将传统的 ＦＣＭ 与靶启动

工程（ＴＩＥ）结合，在每个外泌体的 ＤＮＡ 纳米结构上

进行单颗粒外泌体的计数和表型分析。 在该研究

中，通过将构象可切换的 ＤＮＡ 探针与外泌体表面

的蛋 白 标 记 特 异 性 结 合， 再 利 用 杂 交 链 反 应

（ＨＣＲ），可将单颗粒外泌体的总体尺寸扩大到 ５００
ｎｍ 以上。 然而，该方法的预处理过程较长，且需要

设计出大量不同的探针和扩展发夹才能够实现单颗

粒外泌体的高通量分析。 Ｌｉｕ 等［６８］ 通过 ｐＨ 介导的

组装系统将单个纳米级外泌体转化为微米级的簇，
突破了外泌体分析的尺寸限制，使其可以直接用常

规的 ＦＣＭ 进行分析。 通过将 ｐＨ 响应性的二酰基

脂质共轭聚合物（ＤＬＰ）嵌入外泌体的外膜中来控

制外泌体的表面润湿性（酸度系数（ｐＫａ）为 ６􀆰 ５），
在弱酸性缓冲液（ｐＨ ５􀆰 ５）中，外泌体均匀分散在溶

液中；在中性缓冲液（ｐＨ ７􀆰 ４）中，ＤＬＰ 变为疏水状

态，形成均匀的胶束。 此外，该研究发现，黏蛋白 １
（ＭＵＣ⁃１）与程序性死亡配体 １（ＰＤ⁃Ｌ１）的结合能构

成一种新的生物标志物组合，并有助于促进肝癌

（ＨＣＣ）的早期诊断。 Ｔｉａｎ 等［６９］ 通过减小探针体积

来降低背景噪声，通过延长粒子输运时间来增加光子

产生，并结合光子爆发检测技术，研发出了一种高灵

敏度流式细胞仪（ＨＳＦＣＭ）。 该仪器具备三通道同

时检测的能力，既可以利用侧散射分析外泌体的大

小，也可以通过两种荧光标记来检测外泌体的生物

标志物。 通过对 ５０ μＬ 血浆样本中的跨膜糖蛋白

（ＣＤ１４７）阳性外泌体颗粒含量进行测定，该仪器实

现了对结直肠癌的早期诊断及预后分析。
　 　 纳米流式检测（ｎａｎｏ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ｎＦＣＭ）
技术是一种高灵敏度的分析手段，通过检测纳米颗

粒的散射光和多色荧光信号，ｎＦＣＭ 技术能够在单

颗粒水平上对外泌体等纳米尺度颗粒进行多参数定

量表征。 Ｃａｉ 等［７０］结合高碘酸盐氧化和苯胺催化肟

连接（ＰＡＬ）反应，并利用实验室自制的 ｎＦＣＭ 进行

单颗粒分析，从而实现对单颗粒外泌体表面唾液酸

（ＳＡ）的原位标记与分析。 结合 ｎＦＣＭ 技术，该方法
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能够同时检测单颗粒外泌体的侧向散射光和荧光。
Ｌｉｕ 等［７１］同样利用 ｎＦＣＭ 技术，成功检测到直径低

至 ４０ ｎｍ 的单颗粒外泌体的散射信号，以及经绿色

荧光染料（ＳＹＴＯ １６）染色后的单个 ＤＮＡ 片段（含
２００ 个碱基对）的荧光信号（图 ３）。 这一发现证实

了外泌体内部及膜上存在片段化的 ＤＮＡ，且这些

ＤＮＡ 主要以双螺旋形式存在。 该研究为深入理解

ＤＮＡ 与外泌体之间的关联提供了直接且确凿的实

验证据。 Ｓｉｌｖａ 等［７２］利用 ｎＦＣＭ 技术对单颗粒外泌

体上的绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）信号进行了表征。 结

果显示，在含有外泌体跨膜蛋白（ＴＳＰＡＮ１４、ＣＤ６３
和 ＣＤ８１）的样品中，ＧＦＰ 阳性的外泌体比例最高。
此外，通过采用单分子定位显微镜（ＳＭＬＭ）技术，从
单颗粒和单分子层面对外泌体中蛋白的装载效率进

行分析，结果发现，在促进 ＧＦＰ 装载至外泌体的过

程中，ＴＳＰＡＮ１４、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 均表现出显著效

果，其中 ＣＤ６３ 携带的 ＧＦＰ 信号值最强，因此 ＣＤ６３
有望成为外泌体载药工程化改造的理想靶点。

图 ３　 利用 ｎＦＣＭ 技术在单颗粒水平上进行外泌体 ＤＮＡ 分析的示意图［７１］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ｔｈｅ ｎａｎｏ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ （ｎＦＣＭ）
ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ａｔ ｔｈｅ ｓｉｎｇｌｅ⁃ｐａｒｔｉｃｌｅ ｌｅｖｅｌ［７１］

　 　 成像流式细胞术 （ ｉｍａｇｉｎｇ ｆｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，
ＩＦＣＭ）是一种结合了流式细胞术与成像技术的方

法，它在检测直径超过 ２００ ｎｍ 的血液颗粒时展现

出足够的灵敏度，但其在检测单颗粒外泌体方面的

潜力尚需进一步探索。 Ｗｏｕｄ 等［７３］ 基于 ＩＦＣＭ，在
不预先分离外泌体的前提下，对缺乏血小板的血浆

源性外泌体（直径≤４００ ｎｍ）进行表型分析和含量

测定。 研究过程中，采用商用聚苯乙烯珠进行尺寸

和荧光仪器校准，并选用羧基荧光素二乙酸琥珀酰

亚胺酯（ＣＦＳＥ）、四跨膜蛋白超家族、外泌体跨膜蛋

白 ＣＤ９ 和 ＣＤ３１ 作为组合标记物。 结果显示，在单

颗粒外泌体水平上，超过 ９０％ 的外泌体展现出双阳

性荧光信号。 该研究为利用 ＩＦＣＭ 分析外周血浆中

的外泌体提供了参考。 Ｇöｒｇｅｎｓ 等［７４］ 使用结合了

增强型绿色荧光蛋白的 ＣＤ６３（ＣＤ６３ｅＧＦＰ）对外泌

体进行标记，并将其作为生物参比材料，在 Ａｍｎｉｓ
ＩｍａｇｅＳｔｒｅａｍＸ ＭｋＩＩ 成像流式细胞仪上，定义并优

化了 ＩＦＣＭ 的采集与分析参数，实现了对单颗粒外

泌体的检测。 Ｒｉｃｋｌｅｆｓ 等［７５］ 通过整合多种软件设

置并优化 ＩＦＣＭ 的多个参数，成功实现了来自人和

鼠细胞培养物以及血浆样品中外泌体跨膜蛋白

ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 的分析。 研究结果显示，ＩＦＣＭ
能够在体外环境中及单颗粒水平上实现对患者血浆

中外泌体的多参数表型分析。
２．２　 超分辨显微镜

　 　 超分辨显微镜是对几种空间分辨率超过衍射极

限的技术的统称［７６］。 在单颗粒外泌体成像领域中，
一个主要研究方向是进行免疫表型分析。 尽管外泌

体跨膜蛋白 ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 被广泛用作外泌体

的标记物，它们的表达却呈现出高度异质性。 Ｈａｎ
等［７７］利用带有多个偶联抗体标记的荧光探针，并结

合ＴＩＲＦＭ技术，对单颗粒外泌体进行了成像与共定

位分析。 研究揭示，在由 ＭＣＦ⁃７ 细胞分泌的外泌体

中，大多数仅含有 ＣＤ９、ＣＤ６３ 和 ＣＤ８１ 中的一种或
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两种，而仅有约 １０％ 的外泌体同时表达了这 ３ 种蛋

白；对于小鼠黑色素瘤细胞（Ｂ１６ＢＬ６）分泌的外泌

体，只有约 １％ 的外泌体同时表达了这 ３ 种蛋白，大
多数外泌体只表达了其中一种。 使用单一种类的抗

体或适配体所捕获到的外泌体是不完整的，有时甚

至仅能捕获到外泌体群体中相当小的一部分。 为了

标记大多数外泌体，需要对多个外泌体标记物进行

染色。 除了 ＴＩＲＦＭ 外，常用的 ＳＲＭ 还包括随机光

学重建显微镜 （ ＳＴＯＲＭ）、 单分子定位显 微 镜

（ＳＭＬＭ）、定量单分子定位显微镜（ｑＳＭＬＭ）、膨胀

显微镜（ＥｘＭ）等。 ＭｃＮａｍａｒａ 等［７８］ 利用直接随机

光学重建显微镜（ｄＳＴＯＲＭ）技术对单颗粒外泌体

的表面微域进行了三维成像，成功识别出单颗粒外

泌体以及不同尺寸外泌体表面上的四跨膜蛋白簇。
该 ｄＳＴＯＲＭ 技术在横向（Ｘ 轴和 Ｙ 轴）上实现了±
１６ ｎｍ 的分辨率，在轴向（Ｚ 轴）上达到了±４２ ｎｍ 的

分辨率。 Ｓａｆｔｉｃｓ 等［７９］ 利用单细胞外囊泡纳米显微

镜（ＳＥＶＥＮ），从体积低至 ０􀆰 １ μＬ 的血浆（未经过进

一步复杂处理）中检测到了外泌体，并发现了胰腺

癌的诊断标志物。 ＳＥＶＥＮ 将免疫亲和捕获技术与

定量单分子定位显微镜（ｑＳＭＬＭ）技术结合，成功分

析了外泌体的数量、大小和形状以及跨膜蛋白的含

量和异质性。 Ｗｅｉ 等［８０］ 通过结合超分辨率三色荧

光共定位技术（ＳＲ⁃ＴＦＣ）、三色超分辨率成像技术

与计数共定位荧光像素点法（ＣＦＰＰ），开发了一种

外泌体蛋白分析策略（图 ４）。 该策略能够基于外泌

体上的特异性蛋白实现癌症表型的分析和分类。 研

究中采用经典的三明治免疫测定方案，并利用

ＳＭＬＭ 技术将捕获探针、外泌体和免疫探针进行共

定位。 在特异性免疫结合位点处，外泌体、捕获探针

及免疫探针的空间位置高度重合，而在非特异性结

合位点则不发生重合。 ＥｘＭ 技术通过将细胞结构

与凝胶中的高分子链进行偶联，并利用凝胶吸水膨

胀的过程带动细胞结构的同步膨胀，该技术在普通

光学显微镜下即可获得高分辨率的细胞结构成像

图。 Ｓｕｎ 等［８１］利用生物素点击反应，并结合荧光标

记的链霉亲和素进行染色，在 ＥｘＭ 体系中成功实现

了小分子药物以及脂质、聚糖等生物大分子的高精

度成像。 基于 ＥｘＭ 的高分辨率特性，该技术有望成

为研究单颗粒外泌体的有力工具。 总之，ＳＲＭ 技术

已成为单颗粒外泌体表征的新兴工具，其在单颗粒

外泌体研究中的应用范围仍有待进一步拓展。 如何

将 ＳＲＭ 与微流控技术结合，并充分发挥两种技术的

图 ４　 基于 ＳＲ⁃ＴＦＣ、三色超分辨率成像技术与 ＣＦＰＰ 的

外泌体蛋白分析策略［８０］

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ
ｏｎ ｓｕｐｅｒ⁃ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｒｉｃｈｒｏｍａｔｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎ （ＳＲ⁃ＴＦＣ）， ｔｒｉｃｈｒｏｍａｔｉｃ ｓｕｐｅｒ⁃
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｍａｇｉｎｇ ｗｉｔｈ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚｅｄ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｐｉｘｅｌ ｐｏｉｎｔｓ ｍｅｔｈｏｄ （ＣＦＰＰ） ［８０］

　

优势，对单细胞外泌体或单颗粒外泌体的研究具有

重要意义。
２．３　 原子力显微镜

　 　 原子力显微镜通过检测待测样品表面与微型力

敏感元件之间的极微弱原子间相互作用力来进行分

子表征。 与仅能提供二维图像的电子显微镜不同，
ＡＦＭ 能够展现外泌体颗粒表面的真实三维形貌及

其力学性能。 此外，ＡＦＭ 还能够测定外泌体的尺寸

分布，并对膜蛋白的组成进行分析。 Ｙｅ 等［８２］ 利用

ＡＦＭ 上的纳米压痕技术，在单颗粒水平上定量表征

了乳腺癌衍生外泌体的纳米力学特性，并探究了这

些特性与肿瘤恶性程度之间的关系。 ＡＦＭ 上的纳

米压痕记录了单颗粒外泌体在局部位置的纳米力学

响应，通过分析力压痕曲线（ＦＩＣｓ），可以定量提取

出与单颗粒外泌体纳米力学特性相关且可量化的具

体参数。 在尖端纳米压痕过程中，单颗粒外泌体的

纳米力学行为能够反映出外泌体在生理和病理状态

下对纳米机械刺激的反应特性。 ＬｅＣｌａｉｒｅ 等［８３］ 通

过运用多参数 ＡＦＭ 技术，成功实现了对乳腺癌细
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胞及其分泌的单颗粒外泌体在结构和力学性质上的

直接对比分析。 这一研究结果表明，单颗粒外泌体

的生物力学指纹技术作为一种无标记的正交方法，
可用于评估亲代细胞的状态。 Ｆｅｎｇ 等［８４］ 利用

ＡＦＭ 技术，在溶液环境中对临床血液癌症患者的液

体活检样本中的单颗粒外泌体进行了原位测量，探
究了其黏弹特性和几何特征。 测量结果揭示了血液

癌症发生与发展过程中外泌体力学特性的动态变

化。 研究结果发现，癌症患者与健康人的外泌体力

学特性之间存在显著差异，表明外泌体的力学特性

在血液癌症进程中具有指示作用，对推动癌症液体

活检技术的研究具有积极意义。 Ｂａｉｒａｍｕｋｏｖ 等［８５］

利用 ＡＦＭ 技术，在空气和液体介质中，对单颗粒水

平的血浆外泌体进行了生物力学特性的揭示。 综上

所述，ＡＦＭ 技术是表征单颗粒外泌体力学性能的主

要工具。
２．４　 ＳＥＲＳ
　 　 ＳＥＲＳ 是一种基于等离子体效应的非破坏性、
无标记技术。 当分析物被置于粗糙的金属表面或纳

米颗粒附近时，光激发会引发局部表面等离子体共

振，从而显著增强拉曼信号。 利用 ＳＥＲＳ 技术对外

泌体进行分析时，能够使检测灵敏度提升至单颗粒

水平。 Ｌｉ 等［８６］开发了一种单分子分辨率数字外泌

体计数检测（ＤＥＣＯＤＥ）芯片，该芯片利用金属纳米

柱阵列捕获外泌体，并通过 ＳＥＲＳ 技术表征外泌体

上生物标志物的表达情况。 在一个包含 ３３ 人（包
括有恶性和良性肺结节的患者以及健康个体）的队

列中，Ｌｉ 等［８６］评估了这些标志物在单颗粒外泌体水

平上的表达谱，以区分恶性肺结节、良性肺结节或健

康对照者，结果显示该方法在肺癌患者的筛查过程

中具有很高的可信度。 ＳＥＲＳ 技术能够在不使用任

何标签的情况下对目标物进行分析，这一特性能够

保证样品的固有特性不受影响。 Ｊａｌａｌｉ 等［８７］ 将

ＭｏＳ２ 等离子体纳米腔与 ＳＥＲＳ 技术结合，在单颗粒

水平上对胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）的外泌体进行了研

究。 研究利用脂质膜与单层 ＭｏＳ２ 之间的相互作

用，无需生物识别元件即可在纳米腔中捕获外泌体。
这些纳米腔的尺寸足够小，仅能容纳单个粒子，从而

确保从单个空腔采集到的拉曼光谱直接对应于单颗

粒外泌体（图 ５）。 Ｌｉｎ 等［８８］通过独特的光还原技术

将银纳米颗粒嵌入多层黑磷纳米片中，制备了一种

具有特殊结构的纳米材料 （Ａｇ ／ ＢＰ⁃ＮＳ）。 将 Ａｇ ／
ＢＰ⁃ＮＳ 作为 ＳＥＲＳ 传感器，通过偏振⁃映射方法实现

了对单个罗丹明 ６Ｇ（Ｒ６Ｇ）分子的可视化 ＳＥＲＳ 检

测和拉曼成像；进一步结合机器学习方法，该传感器

可以实现对不同肿瘤外泌体的识别。 Ｙａｎ 等［８９］ 开

发了一种芯片，该芯片利用石墨烯覆盖金表面，并设

计有周期性的金字塔纳米结构。 结合 ＳＥＲＳ 技术，
该芯片能够实现单颗粒外泌体的分析。 通过对人类

血清、细胞培养基及两种肺癌细胞系分泌外泌体的

拉曼光谱进行比较，发现这些样本各自展现出独特

的拉曼光谱特征。 进一步利用主成分分析（ＰＣＡ）
方法，成功地将不同来源的外泌体进行了聚类区分。
这一研究为 ＳＥＲＳ 平台在生物医学领域的应用提供

了强有力的支持。 上述研究结果表明，ＳＥＲＳ 技术能

够用于表征和分析单颗粒外泌体。 在未来的研究中，
将微流控技术与 ＳＥＲＳ 技术结合，并应用于单颗粒外

泌体的表征，有助于更深入地理解外泌体的异质性。

图 ５　 ＭｏＳ２ 等离子体纳米腔与 ＳＥＲＳ 技术应用于

ＧＢＭ 的外泌体分析［８７］

Ｆｉｇ． ５　 Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＭｏＳ２ ｐｌａｓｍｏｎｉｃ ｎａｎｏｃａｖｉｔｉｅｓ
ａｎｄ ＳＥＲＳ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ （ＧＢＭ） ［８７］

　

２．５　 质谱

　 　 质谱是一种兼具高灵敏度、高特异性和高通量

等优点的非标记检测技术，能够精确测定蛋白质的

表达水平、氨基酸序列及其翻译后修饰。 Ｚｈａｎｇ
等［９０］建立了一种用于外泌体膜识别的适配体⁃邻近

连接激活滚动圈扩增（ＲＣＡ）方法，并结合单粒子电

感耦合等离子体质谱（ＳＰ⁃ＩＣＰ⁃ＭＳ）技术，实现了对

肿瘤外泌体的高灵敏检测及癌症诊断。 在该研究

中，当 ＤＮＡ 标记的超小型金纳米颗粒探针与 ＲＣＡ
产生的长链结合后，会聚集形成较大的颗粒。 Ｌｅｅ
等［９１］利用纳米弹二次离子质谱（ＮＰ⁃ＳＩＭＳ）技术，实
现了对单颗粒外泌体的高灵敏度和多重表征。 具体

操作流程如下：首先，从肝细胞中分离出外泌体，并
利用抗体 Ａｂｓ 功能化的 Ａｕ 基底来捕获这些外泌

体；接着，使用携带有镧系元素标签（Ｌｎ⁃ｔａｇｓ）的抗
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体对外泌体进行特异性标记；完成标记步骤后，采用

ＮＰ⁃ＳＩＭＳ 技术对基底表面进行轰击，促使与外泌体

结合的 Ｌｎ⁃ｔａｇｓ 得以释放。 该方法能够高效地检测

单颗粒外泌体表面的标记物，为深入探究外泌体的

特性提供了强有力的工具。 质谱流式细胞术（ｍａｓｓ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ＣｙＴＯＦ）融合了传统流式细胞术和 ＭＳ
技术。 ＣｙＴＯＦ 使用高稳定性金属元素（主要是镧系

元素及其同位素）标记的抗体来特异性识别并结合

目标抗原。 这些标记了抗体的金属离子在离子化

后，以离子流的形式传输至飞行时间质量分析器，最
终产生独特的金属离子信号峰（ ＩＣＰ 质谱成像）。
Ｗａｎｇ 等［９２］ 通过 ＣｙＴＯＦ 将金属标签标记在外泌体

上，从而实现了体内单细胞水平的外泌体研究。 通

过电穿孔技术，将含金属同位素的嵌入剂装载到外

泌体中，随后利用细胞计数技术在单细胞水平上追

踪这些标记的外泌体，并在乳腺癌小鼠模型中验证

了这些外泌体的抗癌效果。
２．６　 邻近编码技术

　 　 邻近编码技术是一种创新的单颗粒外泌体表面

蛋白分析技术。 该技术利用抗体⁃ＤＮＡ 偶联物来精

确识别并结合外泌体的表面蛋白。 同时，通过 ＲＣＡ
生成的 ＤＮＡ 序列对单颗粒外泌体进行分隔与独特

标记。 随后，采用高通量测序技术对这些 ＤＮＡ 序

列进行分析，从中提取关于蛋白质和外泌体的关键

信息，最终成功获取单颗粒外泌体的蛋白质组学数

据［９３］。 Ｇｕｏ 等［９４］ 将 ＰＢＡ 用于结直肠癌患者血浆

中混杂外泌体的解析，实现了对样本中数十万个外

泌体上多达 ２００ 种膜蛋白的定量检测。 研究结果显

示，随着结直肠癌的发生、发展和转移，患者血浆中

的外泌体亚群构成呈现出规律性的变化，其中整合

素 αＭ（ ＩＴＧＡＭ）阳性外泌体亚群对结直肠癌具有抑

制作用，整合素 β３（ ＩＴＧＢ３）阳性外泌体亚群具有促

癌作用。 Ｃａｉ 等［９５］ 基于 ＰＢＡ，在单颗粒水平上，对
阿尔茨海默病（ＡＤ）患者及 ＡＤ 小鼠模型的 ５ 种体

液（鼻灌洗液、口腔灌洗液、眼灌洗液、尿液和血液）
中的外泌体表面蛋白进行了多重分析，以评估这些

体液作为 ＡＤ 生物标志物来源的潜力。 实验结果表

明，不同体液中的外泌体表面蛋白谱存在显著差异，
其中尿液中的外泌体是更好的 ＡＤ 诊断标志物。
Ｍｉｎ 等［９６］ 采用 ＰＢＡ 对食管癌、胃癌、结直肠癌、肝
癌和肺癌患者（共 １００ 名）以及 １００ 名健康对照者

血浆中的外泌体表面蛋白进行了分析。 基于这些样

本中鉴定出的差异表达蛋白 （ＤＥＰｓ） 及其组合

（ＤＥＰＣｓ），构建了一个分类模型，该模型在泛癌诊

断中表现出了优异的性能，为外泌体蛋白在癌症预

测领域的临床应用提供了有力依据。 Ｓｕｎ 等［９７］ 利

用 ＰＢＡ 在单颗粒外泌体水平上进行蛋白质组解析，
对人体中的 １００ 种蛋白质及严重急性呼吸综合征冠

状病毒 ２（ＳＡＲＳ⁃ＣｏＶ⁃２）核衣壳蛋白进行了联合检

测。 通过该研究，他们发现了与病毒共定位的外泌

体亚群，明确了这些外泌体亚群的蛋白图谱特征，并
揭示了这些特征在病毒感染过程中的动态变化规

律。 综上所述，ＰＢＡ 是一种成熟的单颗粒外泌体表

征与分析技术，在临床应用中具有广泛的适用性。
　 　 Ｏｌｉｎｋ 蛋白组学基于邻近延伸分析（ｐｒｏｘｉｍｉｔｙ
ｅｘｔｅｎｓｉｏｎ ａｓｓａｙ， ＰＥＡ）技术来实现对样本中蛋白

质的高通量检测。 该技术的原理在于，使用一对特

异性抗体来识别并结合靶蛋白，这对抗体各自偶联

有 ＤＮＡ 寡核苷酸标记。 当结合在同一靶蛋白上的

抗体相互靠近时，抗体所携带的 ＤＮＡ 寡核苷酸会

因空间邻近而互补配对，进而在 ＤＮＡ 聚合酶的作

用下进行延伸。 通过后续的实时荧光定量聚合酶链

反应（ｑＰＣＲ）或二代测序技术，可以对这些 ＤＮＡ 寡

核苷酸进行定量分析，而特定的核苷酸序列信号则

反映了相应蛋白质的含量［９８］。 Ｂｒｙｌ⁃Ｇóｒｅｃｋａ 等［９９］

为提高血浆蛋白质检测的灵敏度，使用 Ｏｌｉｎｋ 蛋白

组学技术表征和分离外泌体，首次报道了运动前后

人体中外泌体蛋白质差异表达的数据。 结果显示，
运动后外泌体中有 ５４ 种蛋白质发生显著变化，而不

含外泌体的血浆蛋白质组中仅有 ４ 种蛋白质的表达

出现差异调节，这凸显了这些外泌体在细胞通讯中

的重要作用以及它们作为血浆衍生生物标志物的潜

力。 Ｂｅｄｉｎ 等［１００］ 利用 Ｏｌｉｎｋ 蛋白组学技术，通过对

两种单克隆人血浆降钙素原（ＰＣＴ）抗体进行直接

捕获和检测，在较宽的线性范围内实现了 ＰＣＴ 的高

特异性和高灵敏度检测；与使用 ＰＥＡ 所得到的结果

相比，Ｏｌｉｎｋ 蛋白组学技术将测定时间缩短 １３ 倍以

上，且检出限低至 ０􀆰 １ ｎｇ ／ ｍＬ。 Ｏｌｉｎｋ 蛋白组学技术

在原理上与 ＰＢＡ 有很大的相似性，但它尚未被应用

于单细胞和单颗粒外泌体的检测。 鉴于 Ｏｌｉｎｋ 蛋白

组学技术在血浆蛋白质检测中展现出的高灵敏度，它
为单细胞和单颗粒外泌体的分析提供了新的可能性。
２．７　 其他技术

　 　 除了上述几种常见的单颗粒外泌体表征技术之

外，还有几种较为适用的技术，包括表面等离子共

振、暗场显微镜成像、电化学传感技术以及纳米红外
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光谱（ｎａｎｏ⁃ＦＴＩＲ）技术等。 Ｚｈａｉ 等［１０１］ 结合表面等

离子体共振显微镜（ＳＰＲＭ）与单颗粒外泌体表面蛋

白谱动态免疫分析（ＤＩＳＥＰ）方法，对血浆中的肿瘤

源性单个外泌体进行数字化定量，并实现了高特异

性的表面蛋白谱分析。 Ｌｉａｎｇ 等［１０２］ 报道了一种纳

米等离子体增强散射（ｎＰＥＳ）测定方法，该方法结

合暗场显微镜技术，能够直接从 １ μＬ 的血浆样本中

定量检测肿瘤来源的外泌体。 Ｚｈａｎｇ 等［１０３］ 开发了

一种局部荧光成像（ＤＰＰＩＥ）方法，用于分析单个外

泌体上的多种蛋白质。 研究使用 ＣＤ９ 作为捕获抗

体，将捕获到的外泌体固定在芯片表面；随后，这些

外泌体会与含有滚环扩增序列的 ＣＤ６３、ＥｐＣＡＭ、
ＭＵＣ１ 适配体特异性结合，并产生局部荧光信号。
Ｌｖ 等［１０４］构建了一种基于金膜沉积的玻璃管纳米电

极传感策略，用于检测单个外泌体及其负载的多巴

胺（ＤＡ）含量。 通过在玻璃纳米管电极尖端内壁喷

涂金纳米颗粒，制备金膜沉积的纳米电极，在恒定电

位下，整个金膜区域会形成等电位。 该纳米电极能

够监测单个外泌体通过时的信号，并通过测量电流⁃
时间曲线来检测单个外泌体中的 ＤＡ 含量。 该研究

为电化学生物传感器的设计提供了新的思路。 Ｘｕｅ
等［１０５］运用 ｎａｎｏ⁃ＦＴＩＲ 技术，探究了单颗粒外泌体

中与恶性肿瘤相关的蛋白质的异质性。 他们对比了

源自不同人乳腺癌细胞系以及来自有或无转移的乳

腺癌患者原发肿瘤组织的外泌体蛋白质的 ｎａｎｏ⁃
ＦＴＩＲ 图谱。 研究结果显示，外泌体的 ｎａｎｏ⁃ＦＴＩＲ
特征在评估肿瘤恶性程度和预测转移情况方面展现

出了较高的灵敏度和特异性。 然而，单颗粒外泌体

的红外散射信号较弱，且 ｎａｎｏ⁃ＦＴＩＲ 技术在筛选和

采集不同来源（如不同恶性程度的人乳腺癌细胞

系、乳腺癌患者的原发肿瘤组织等）的外泌体样品

数据时耗时较长。 该方法在大规模临床分析领域，
尤其是针对癌症衍生外泌体含量有限的早期癌症检

测方面，面临着挑战。 因此，开发一种能够快速且大

规模表征外泌体的 ｎａｎｏ⁃ＦＴＩＲ 方法，对于推动其在

临床实际应用中的进展至关重要。 Ｓｃｈüｒｚ 等［１０６］ 开

发了一个可从成像数据中自动定量分析单个颗粒的

ＩｍａｇｅＪ 插件（ＥＶＡｎａｌｙｚｅｒ）。 ＥＶＡｎａｌｙｚｅｒ 基于标准

共聚焦和广角荧光显微镜衍射极限限制下的光斑检

测原理，通过采用特定的标准试剂、材料和设备来实

现外泌体的捕获、免疫标记及荧光成像。 这一创新

技术显著降低了实验成本，为单个外泌体的研究带

来了极大的便利。

　 　 点击化学和分子印迹技术在单细胞及单颗粒外

泌体分析方面具有极大的潜力。 Ｍａ 等［１０７］ 利用 Ｃｕ
触发的叠氮修饰 ＣＤ６３ 适配体与炔基功能化聚合物

点（ａｌｋｙｎｅ⁃ｐｄｏｔｓ）之间的点击反应，创新性地开发

了一种荧光检测方法，该方法专门用于乳腺癌外泌

体的检测。 Ｃａｏ 等［１０８］基于跨膜糖蛋白（ＣＤ４４＋）外
泌体模型的接近标记辅助点击共轭方法，成功地实

现了循环外泌体中特定亚群的电化学分析。 Ｚｈｏｕ
等［１０９］开发了一种基于反相微乳液体系的磷脂分子

印迹方法。 该方法基于两亲性磷脂分子在油⁃水界

面上的有序自组装排列，构建了针对磷脂亲水表位

基团的分子印迹材料，并实现了对细胞质膜上磷脂

双分子层的有效识别；同时，该分子印迹材料还能够

对磷脂特异性表达的外泌体进行选择性富集。 Ｘｉｅ
等［１１０］利用易获取的结构类似物（ＣｏＡ）作为虚拟模

板，通过反向微乳液模板对接表面印迹方法，制备了

能 够 特 异 性 识 别 ４′⁃磷 酸 泛 酰 巯 基 乙 胺 化

（４ＰＰＴｙｌａｔｉｏｎ）的拉曼纳米标签，为单细胞分辨率的

分析提供了一种有力的工具。 未来需探索如何将这

些技术与微流控平台结合，以实现单细胞的培养与

外泌体的分离，进而开展单细胞与单颗粒外泌体的

一体化研究。

３　 总结与展望

　 　 目前，单细胞和单颗粒外泌体的研究仍处于初

级阶段，相关研究方法和技术正迅速发展。 微流控

技术在单细胞外泌体分析领域展现出了巨大的发展

潜力。 本文综述了微流控技术在单细胞分离培养及

外泌体分离分析方面的最新进展，并系统归纳了常

用的单颗粒外泌体表征技术，包括 ＦＣＭ、 ＳＲＭ、
ＡＦＭ、ＳＥＲＳ、ＭＳ 和 ＰＢＡ 等，旨在为初学者在微流控

平台设计方面提供指导，并帮助他们找到最适合的

单细胞和单颗粒外泌体研究方法。 未来，随着

Ｏｌｉｎｋ 蛋白组学、点击化学和分子印迹等技术在单

细胞及单颗粒外泌体分析领域的不断进步，有望取

得一系列重大突破。 一方面，这些技术与微流控平

台的深度融合不仅限于实现单细胞的培养与外泌体

的分离，还能在芯片上集成多种功能模块。 例如，构
建集细胞培养、外泌体实时监测、原位分析及分子标

记等功能于一体的微流控系统，这将显著提升分析

通量和效率，实现对单细胞及单颗粒外泌体的高通

量、高灵敏度及高特异性分析。 另一方面，随着人工

智能和大数据技术的蓬勃发展，将它们与这些新兴

·９０４·
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的外泌体分析技术相结合将成为一个极具潜力的研

究方向。 利用人工智能算法对大量单细胞及单颗粒

外泌体数据进行深度挖掘和分析，可以自动识别和

分类外泌体特征，从而建立更为精准的癌症诊断模

型。 同时，大数据分析能够整合不同来源、不同类型

的数据，为揭示外泌体在癌症发生发展过程中的复

杂机制提供强有力的支持。 综上所述，Ｏｌｉｎｋ 蛋白

组学、点击化学和分子印迹等技术与微流控平台、人
工智能、大数据等技术的融合，将为单细胞及单颗粒

外泌体的分离分析带来广阔的发展前景，为生命科

学研究和临床应用开辟新的道路。
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ｃｌｅｓ， ２０２２， １１（１２）： ｅ１２２８２
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２０２４， ２５５： １１６２４５
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作者团队简介

生物识别材料与蛋白质组学课题组隶属于吉林大学超分子化学生物学研究中心，研究组致力于生物分

子识别与蛋白质组学新方法的开发及其在生物医学研究中的应用。 近年来，研究团队发展了针对外泌体、细
菌与病毒等生物体系的分子印迹聚合物和超分子探针等分子识别工具，可对各种临床体液样本和单细胞的

外泌体进行高通量富集与多组学分析，为疾病标志物的发现和肿瘤异质性研究提供新的策略和方法。
　 　 课题组微信公众号：Ｂｉｏｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ

人才队伍

课题组组长： 胡良海教授

课题组成员及学生：教授 １ 人，“鼎新学

者”博士后、研究生及本科生 ２０ 余人

团队精神： 交叉融合，协作共进，以色谱

之工具，探生命之奥秘

科研项目及成果 研究领域

科研项目： 国家自然科学基金，人体蛋白质组导航国际大科学计划

（π⁃ＨｕＢ 计划）“种子项目”和吉林省科技厅基金等

科研成果： 开发了基于分子印迹原理的细胞、细菌、病毒和外泌体识

别新方法，为肿瘤的靶向和感染性疾病的诊疗提供了新策略；发展了

基于超分子探针的外泌体阵列捕获和原位蛋白质分析的一体化平

台，将有力推动疾病标志物的临床大队列研究。 在 Ｎａｔ Ｐｒｏｔｏｃ、 Ａｎ⁃
ｇｅｗ Ｃｈｅｍ Ｉｎｔ Ｅｄ、 Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ、 Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ 和《色谱》等期刊

上发表论文 ９０ 余篇，申请国家专利 １０ 余项，ＰＣＴ 专利 １ 项。

获奖情况： 入选教育部“新世纪优秀人才”支持计划，担任中国质谱

学会和蛋白质组学会学术委员，担任 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｌｅｔｔｅｒｓ 和

《色谱》期刊青年编委；获中国科学院院长优秀奖，中国分析测试协

会科学技术奖（ＣＡＩＡ 奖）青年奖，吉林省自然科学学术成果二等奖

等；团队成员荣获全国色谱会优秀青年报告奖、ＨＰＬＣ Ｔｕｂｅ 视频奖和

优秀墙报奖等学术奖励。
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