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摘要：外泌体是一类由细胞分泌的含有脂质、蛋白、核酸等多种物质的纳米级囊泡，主要参与细胞间的物质交换及

信息传导，与多种疾病的发生发展密切相关。 对外泌体进行深入研究，理解其生物学功能，对疾病诊断与治疗具有

重要意义。 由于外泌体尺寸较小且密度和体液接近，想要对复杂生物样本中的外泌体进行分离与分析十分困难。
传统的外泌体分离方法如超速离心、超滤等大都需要借助大型仪器设备，且耗时长、操作复杂。 因此迫切需要开发

高效、便捷的外泌体分离检测手段。 微流控技术因其微型化、高通量、可集成等特点，为外泌体的分离分析提供了

一个新的平台。 该文主要对近年来微流控技术在外泌体分离分析相关领域的研究进展进行了综述。 重点从外泌

体物理特性和生化特性两个角度出发，介绍了微流控芯片技术用于外泌体分离领域的主要原理、策略和方法。 此

外，还介绍了微流控技术与荧光、电化学传感、表面等离子体共振等多模态检测方法结合，实现外泌体一体化分析

的新进展。 最后，该文分析了目前微流控技术用于外泌体分离检测存在的挑战，并对其发展趋势和前景进行了展

望。 随着微流控外泌体分离分析装置的不断微型化、集成化、自动化，微流控芯片技术将在外泌体分离、生化检测、
机制研究等方面将发挥越来越重要的作用。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｘｏｓｏｍｅｓ； ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ； ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 外泌体是一类由细胞分泌的含有脂质、蛋白、核
酸等多种物质的纳米级囊泡，其尺寸为 ３０ ～ １５０
ｎｍ［１－３］（见图 １）。 外泌体在人体中分布广泛，人体

的外周血、尿液、乳汁、羊水等体液中均含有外泌

体［４，５］。 因外泌体可携带蛋白、运送 ＲＮＡ，其在人体

中的角色主要包括物质的传递以及信息的传导两个

大方面［６，７］。 据此，人们将外泌体分为两种类型，第
一种为有免疫活性的外泌体，其主要在抗原呈递和

共刺激中发挥作用，第二种则是含有数量可观的

ＲＮＡ 并可介导细胞间的遗传物质交流的外泌

·９６９·
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体［８，９］。 外泌体与细胞的作用方式主要包括通过受

体与靶细胞相互作用，激活下游细胞内的信号，以及

直接与细胞膜融合从而将外泌体的膜蛋白整合到细

胞浆膜或者是通过内吞作用将其转运分子传递至靶

细胞的胞浆内。 随着研究的深入，人们发现外泌体

在适应性免疫［１０，１１］、炎症过程、胚胎形成［１２］、肿瘤的

发生与发展过程［１３，１４］ 中均发挥了重要的作用。 以

肿瘤为例，外泌体可以通过调节免疫功能，促进肿瘤

血管新生以及肿瘤转移，或者直接作用于肿瘤细胞

影响肿瘤进展［１５－１８］，因而外泌体获得了越来越多科

学工作者的关注［１９］。
　 　 外泌体尺寸较小且其密度和体液接近，想要精

准地对外泌体进行分离与检测十分困难。 在过去的

十几年中，微流控芯片技术因其具有微型化、高通

量、可集成及低消耗等特点，为外泌体的精准分离分

析提供了一种潜在平台。 本文主要介绍了微流控芯

片技术在外泌体分离分析相关研究领域的进展，并
对其发展前景予以展望。

表 １　 不同外泌体分离方法的比较
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ Ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅ Ｓａｍｐｌｅ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ
Ｕｌｔｒａ⁃ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ， ｄｅｎｓｉｔｙ ｌａｒｇｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉ⁃

ｕｍ， ｕｒｉｎｅ， ｅｔ ａｌ．
ｗｉｔｈｏｕｔ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｒｅ⁃
ａｇｅｎｔｓ

ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ， ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ， ｈｉｇｈ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ

Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｅｒ ｓｉｚｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｌａｒｇｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉ⁃
ｕｍ， ｕｒｉｎｅ， ｅｔ ａｌ．

ｗｉｔｈｏｕｔ ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ ｒｅ⁃
ａｇｅｎｔｓ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ ｓｉｚｅ，
ｈｉｇｈ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ

Ｉｍｍｕｎｏｃａｐｔｕｒｅ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ａｎｔｉｂｏｄｙ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｍａｌｌ ｕｒｉｎｅ， ｂｌｏｏｄ， ｅｔ ａｌ． ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｅｘｐｅｎｓｉｖｅ， ｒｅｌｙ ｈｅａｖｉｌｙ ｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ

Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｏｌｙｍｅｒ
ｒｅａｃｔｉｏｎ

ｌａｒｇｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉ⁃
ｕｍ， ｕｒｉｎｅ， ｅｔ ａｌ．

ｃｈｅａｐ， ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒ⁃
ａｔｅ

ｐｏｌｙｍｅｒ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ，
ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｄｉｆ⁃
ｆｅｒｅｎｔ ｄｅｓｉｇｎ

ｓｍａｌｌ ｂｌｏｏｄ， ｕｒｉｎｅ， ｐｒｅ⁃
ｃｉｓｅ ｓａｍｐｌｅｓ

ｆｉｘａｂｌｅ， ｉｎｔｅｇｒａｂｌｅ ｓｍａｌｌ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｆａｂｒｉｃａｔｉｏｎ

１　 现有的外泌体分离方法

　 　 外泌体的高效分离与富集是对其研究的前提条

件，目前较为常用的外泌体分离方法主要有超速离

心、超滤、免疫亲和捕获、聚合物共沉淀以及基于微

流控技术的外泌体分离方法等 ５ 种（见表 １）。
１．１　 超速离心法

　 　 超速离心［２０］ 分离外泌体是通过离心力作用使

不同密度、大小的物质分离开来。 主要可以分为两

类：一类为差速离心，一类为密度梯度离心。
　 　 差速离心即通过改变离心的速度，从而改变离

心力的大小，使不同密度的物质分级分离。 在分离

外泌体时，便是通过不断提高离心机的转速，先将细

胞及细胞碎片分离出来，最后再将尺寸较小的外泌

体分离出来。
　 　 而密度梯度离心则是使用一种密度能形成梯度

（在离心管中其密度从上到下连续增高）又不会使

所分离的物质凝聚或失活的溶剂系统对样本进行分

离的方法。 离心后各物质颗粒能够按其各自的比重

平衡在相应的统计密度中形成区带，较为常用的密

度梯度溶剂是蔗糖。 实验结果表明，当采用蔗糖为

梯度溶剂时，样品中的外泌体将在 １ １３ ～ １ １９
ｇ ／ ｍＬ 的密度范围内富集［２１］。 采用超速离心法通常

较为耗时，且对设备依赖程度较高，以离心力为驱动

力还有可能对囊泡造成损害，导致外泌体的破碎与

损失。
１．２　 超滤法

　 　 超滤［２２］即在一定的压力作用下，使待分离液体

通过具有一定孔径的特制薄膜，尺寸小于薄膜孔径

的物质将通过薄膜，而尺寸大于薄膜孔径的物质将

被截留在薄膜上。 外泌体的尺寸一般为 ４０ ～ １００
ｎｍ，因而可以通过利用不同截留尺寸的超滤膜将外

泌体从样品中分离出来。 使用超滤法分离外泌体操

作简单，但是超滤所使用的压力可能会导致囊泡的

形变和破裂，且膜孔易堵塞，使用该分离方法最终结

果可能导致蛋白污染较多。
１．３　 免疫亲和捕获法

　 　 基于免疫亲和捕获分离外泌体，主要依据是外

泌体表面含有其特异性标记物，如 ＣＤ９、ＣＤ６３ 等。
在平面或磁珠上包被抗标记物的抗体，当外泌体经

过此平面或磁珠时，便可以与抗体结合从而分离出

来［２３，２４］。 此外，不同细胞分泌的外泌体其表面含有

的抗原存在差异，可通过选择不同的抗体实现对不

同的外泌体的提取与分离［２５］。 使用免疫亲和捕获

法来捕获外泌体，特异性高、操作简便且不影响外泌

体形态的完整性，但是效率较低，抗体价格昂贵，存
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在活性和批次差异。
１．４　 聚合物共沉淀法

　 　 共沉淀法分离外泌体是通过在待分离样品中加

入其他溶剂，改变样品中物质的溶解度及分散特性，
从而将外泌体从溶液中分离出来。 目前报道的最常

用的共沉淀剂是聚乙二醇 （ ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｇｌｙｃｏｌ，
ＰＥＧ） ［２６］， ＰＥＧ 可与疏水性蛋白和脂质分子结合共

沉淀，早期人们［２７］将其应用于从血清等样品中提取

病毒，现在也被用来提取外泌体，加入 ＰＥＧ 后先将

沉淀出的蛋白等物质分离出来，然后静置，利用各物

质沉淀速率不同将其分离。 使用 ＰＥＧ 沉淀法操作

简单，但纯度和回收率较低，且聚合物的除去较为困

难，因此想要广泛应用仍需要不断改进技术条件。

图 ２　 基于纳米孔膜、纳米阵列过滤分离外泌体的微流控方法
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎａｎｏ⁃ｆｉｌｔｅｒｓ ａｎｄ ｎａｎｏ⁃ａｒｒａｙｓ

　 ａ． ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＶｓ ｆｒｏｍ ｕｒｉｎｅ ｕｓｉｎｇ ａｎ ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ［２９］ ； ｂ． ｅｘｏｄｉｓｃ ｆｏｒ ｒａｐｉｄ， ｓｉｚｅ⁃ｓｅ⁃
ｌｅｃｔｉｖｅ， ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎａｎｏｓｃａｌｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ［３０］ ．

２　 基于微流控技术的外泌体分离方法

　 　 目前基于微流控技术的外泌体分离方法主要分

为两大类。 一类是基于外泌体物理性质如尺寸等的

分离方法，另一类为基于外泌体生化特性如表面蛋

白表达等的分离方法［２８］。
２．１　 基于外泌体物理特性的分离方法

　 　 针对外泌体物理特性进行分离的研究主要集中

在尺寸差异上，外泌体的尺寸为 ３０ ～ １５０ ｎｍ，而细

胞的尺寸一般在微米数量级，其他的细胞外囊泡如

微囊泡以及凋亡小体的大小也和外泌体存在差异，
因而可以利用它们尺寸的差异将外泌体从混合物中

分离出来。 和其他的分离方法相比，使用基于尺寸

的方式分离出的外泌体大小更加均一。 在微流控芯

片中，基于外泌体尺寸进行分离主要有两大类。 一

类为使用纳米孔膜、纳米阵列、微过滤器等器件结构

直接对样品进行过滤，将外泌体从中分离出来。 另

一类使用流场技术，通过施加动力作用或场作用使

外泌体和其他物质分离开。 此外，也可以将这两种

方式结合进行外泌体的分离，在接下来的文章当中

将对这两类分离方式进行详细介绍。
２．１．１　 纳米孔膜、纳米阵列过滤

　 　 在最近的研究中，有学者［２９］ 报道了一种使用双

层膜过滤分离尿液中外泌体的体系（见图 ２ａ）：该微

流控芯片的核心部分是两个滤膜，作者将经过离心

前处理的样品加入芯片中，样品先流经孔径为 ２００
ｎｍ 的滤膜，去除样品中体积较大的物质如细胞碎

片和一些较大的囊泡等；之后样品又流经一个孔径

为 ３０ ｎｍ 的滤膜，此时样品中尺寸小于 ２００ ｎｍ 大

于 ３０ ｎｍ 的物质都将被截流下来。 后期可以直接

在此芯片中对截流下的外泌体进行染色等操作。 相

较于传统的超速离心方式，双层膜过滤耗时短，设备

简单。 该装置的外泌体捕获率为 ８１ ３％，特异性为

９０％。 Ｗｏｏ 等［３０］也利用了双层膜过滤的方式对外

泌体进行分离（见图 ２ｂ），他们将驱动力改成了离心

力，装置可以实现对血液中尺寸为 ２０～６００ ｎｍ 的囊

泡的富集，分离效率大于 ９５％。 此外，也有学者［３１］

利用膜过滤的方式，研究出了外泌体分级分离的芯

片（ ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｏｔａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ， ＥｘｏＴＩＣ）；该芯

片的构造和过滤器类似，通过改变中间夹膜的孔径，
实现对不同尺寸物质的截留。 而将具有不同滤膜孔

径的芯片串联起来，便可以实现对外泌体的分级分

离；分离后将滤器中间的滤膜取出，并将其上截留的

外泌体溶解到溶剂中去，实现对不同尺寸外泌体的

分离与富集。
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　 　 确定性侧向位移 （ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｃｅｍｅｎｔ， ＤＬＤ）柱形微流控芯片是一种可以有效

分离和富集微米级颗粒包括血液中的寄生虫、细菌、
血细胞和循环肿瘤细胞等物质的技术。 来自 ＩＢＭ、
普林斯顿大学与西奈山伊坎医学院的科学家们合作

设计并制造出了纳米级 ＤＬＤ（ｎａｎｏ⁃ＤＬＤ）芯片［３２］，
该芯片具有 ２５～２３５ ｎｍ 范围的均匀的间隙尺寸；经
过实验他们发现，在低佩克莱数情况下，扩散和确定

性位移产生竞争时，ｎａｎｏ⁃ＤＬＤ 芯片仍然可以灵敏

地将 ２０～１１０ ｎｍ 的颗粒分开。
　 　 无独有偶，来自美国纳米医学中心的研究者同

样利用柱型微流控芯片实现了对外泌体的分离［３３］。
与前者不同的是，他们通过在形成的阵列微米柱上

构建多孔硅的纤毛从而实现对外泌体的捕获与富

集；通过控制合成条件，可以获得不同的纤毛形态及

密度。 当细胞、细胞碎片、外泌体以及蛋白等流经该

带纤毛的微米柱阵列时，细胞以及细胞碎片因为体

积过大，不能够被纤毛捕获，外泌体则可以被纤毛捕

获，而蛋白等生物小分子因体积过小，会从纤毛的间

隙溜走，因而此带有多孔硅纳米线的微柱阵列可以

实现对外泌体的分离与富集。 在实现捕获后可以通

过加入磷酸盐缓冲液将多孔的纳米线结构溶解掉，
从而将捕获到的外泌体完整地释放出来。
２．１．２　 物理场分选

　 　 除了使用器件对样品进行直接过滤，人们也在

微流控芯片上使用流场技术对外泌体进行分离［３４］：
杜克大学的学者利用声学技术和微流控芯片技术相

结合（以下简称声波微流控），设计了一种可以不用

标记及直接接触便可以实现外泌体分离和富集的方

法。 该声波微流控平台包含细胞去除以及外泌体分

离两个模块。 当施加一定频率的声波时，流体中的

微粒将会受到声波辐射力的作用，其大小和粒子的

体积成正比。 而当微粒受到声波辐射力影响要发生

位置的偏移时，又会受到一个斯托克斯拽力的作用，
其大小与粒子的半径成正比。 当粒子的体积增大

１０ 倍时，斯托克斯拽力增大 １０ 倍，而声波辐射力增

大 １ ０００ 倍，因而体积越大的微粒，受声波场的影响

就越明显，运动轨道偏移越大，利用此原理便可以将

不同尺寸大小的粒子分离开来。 使用该平台所获得

的外泌体血液细胞的去除率达到 ９９ ９９９％。
　 　 将电场和磁场结合到微流控芯片上进行外泌体

的分离近来也有报道。 Ｃｈｏ 等［３５］ 提出了利用电场

迁移来分离外泌体的方法。 该方法在孔径为 ３０ ｎｍ

的渗透膜施加穿透膜的电场，在电场的作用下蛋白

等发生迁移从而透过膜到外侧，而外泌体则会被截

留在渗透膜上从而实现分离与富集。 该方法分离效

率较高，在尺寸上可以达到和超速离心类似的分离

结果。 和传统的超速离心方法相比，该种分离方式

在 ＲＮＡ 水平上的回收率为 ６５％，比超速离心高了

７ ９ 倍，蛋白的去除效率在 ３０ ｍｉｎ 内可以达到

８３ ６％。
　 　 此外，也有学者［３６］提出了一种利用黏弹流对外

泌体进行分离的方法（见图 ３），该方法通过在样品

中加入一种具有生物相容性的聚合物来控制作用在

外泌体上的黏弹力从而实现对外泌体的分离，通过

选择合适的浓度峰参数，最终所分离出的外泌体的

纯度可大于 ９０％，回收率大于 ８０％。

图 ３　 基于物理场分选分离外泌体的微流控方法
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐｓ

ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｉｅｌｄ
　 Ｆｉｅｌｄ⁃ｆｒｅｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ
ｂｙ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃ ｆｌｏｗｓ［３６］ ．

２．２　 基于外泌体生化特性的分离方法

　 　 目前针对外泌体生化特性进行分离的研究主要

集中在表面蛋白表达的差异上，通常通过免疫捕获

的方式将外泌体从样本中分离出来。 免疫捕获即将

和外泌体相关的抗体吸附在固相载体表面，从而对

外泌体进行捕获的技术。 该技术具有快速、灵敏、简
便、载体易于标准化等优点，因而被广泛使用。 在微

流控系统中采用免疫捕获的方式分离外泌体，从基

底的状态上分可以分为固定基底免疫捕获和非固定

基底免疫捕获两种。
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２．２．１　 固定基底免疫捕获

　 　 顾名思义，固定基底免疫捕获就是将捕获所需

的抗体修饰在平面或有结构的基底上，但基底本身

不可移动。 较常用来作为标记物的蛋白是外泌体特

异性的 ＣＤ９、ＣＤ６３ 以及 ＣＤ８１，此外针对一些具有

自己特异性蛋白的外泌体，也可以用相应的蛋白抗

体来进行捕获，如 ＥｐＣＡＭ［３７］ 等蛋白。 有学者［３８］ 设

计并制造了一种可以实时对外泌体进行定量分析的

技术，该技术通过在平面底部修饰上外泌体特异性

蛋白的抗体，实现对外泌体的捕获，接着通过表面等

离子体成像（ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ，
ＳＰＲｉ）对信号进行分析。 此外，将具有纳米结构的

氧化石墨烯和聚多巴胺修饰在平面上，再修饰上捕

获外泌体的抗体可以显著提高外泌体的捕获效

率［３９］（见图 ４ａ）。

图 ４　 基于固定基底免疫捕获分离外泌体的微流控方法
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｎ ｆｉｘｅｄ ｂａｓｅ

　 ａ． ｎａｎｏ⁃ｉｎｔｅｒｆａｃｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｅｘｏｓｏｍｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ （ｎａｎｏ⁃ＩＭＥＸ） ［３９］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ
ｕｓｉｎｇ ａｎ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｄｕａｌ⁃ｐａｔｔｅｒｎｅｄ ｉｍｍｕｎｏ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ＥｘｏＤＩＦ） ｄｅｖｉｃｅ［４０］ ．

　 　 Ｋａｎｇ 等［４０］则提出了一种可以实现外泌体可逆

捕获和释放的装置（见图 ４ｂ）。 该装置由两个不同

的被免疫标记的具有结构的聚二甲基硅氧烷层组

成，图案的设计结合机械旋转可以有效地提高抗体

与外泌体结合的概率，从而可以在获得高的特异性

的同时也获得高的外泌体的通量。 作者在修饰过程

中使用了具有双硫键的 ＤＴＳＳＰ（３，３′⁃二硫代双（磺
酸琥珀酰亚氨基丙酸酯））这一物质，在捕获完成

后，加入具有还原性的 ＤＴＴ（二硫苏糖醇）便可以成

功地使双硫键断裂开，从而使所捕获到的外泌体被

释放出来，以便于下游的进一步分析。
　 　 此外，人们也将一些微结构应用到了对外泌体

的捕获上，如鱼骨结构［４１，４２］、三角结构等，这些微纳

结构的加入，不仅可以增大捕获底面的比表面积，还
可以增加液体的混合，提高捕获效率。 Ｃｈｅｎ 等［４３］

构建了一种纳米氧化锌包覆的三维支架芯片，三维

支架相互连接的微孔使流体流动呈现混流或漩涡特

征，氧化锌纳米线阵列为外泌体特异性抗体的固定

提供了较大的表面积，纳米阵列具有尺寸排斥效应，
对体积较大的囊泡有较好的去除作用。
２．２．２　 非固定基底免疫捕获

　 　 和固定基底免疫捕获相对应，非固定基底免疫

捕获即将捕获抗体修饰在可移动的基底上，微珠是

目前较为常用的非固定外泌体捕获基底。 外泌体的

尺寸只有 ３０ ～ １５０ ｎｍ，直接分离的话较为困难，设
备依赖性强。 通过在微珠等表面修饰外泌体特异性

的抗体等，便可以对外泌体进行捕获与富集。 之后

只要对捕获了外泌体的微珠进行操作便可以将外泌

体分离出来，化小为大，操作将更为便捷。 目前使用

较多的微珠是磁珠和硅珠。 Ｇｏｄｗｉｎ 等［４４］将免疫捕

获分离和外泌体的目标蛋白检测集合在微流控芯片

上，开发了一种新的可以对外泌体蛋白直接进行分

析检测的技术。 该微流控芯片主要由两部分组成，
第一部分为外泌体捕获单元，即加入修饰了抗体的

磁珠，可以对外泌体进行捕获。 第二部分为蛋白检

测单元，加入蛋白提取剂，便可以在这个芯片上实现

对外泌体蛋白的自动化检测。 该实验装置可在 １００
ｍｉｎ 内实现对 ３０ μＬ 血液样品的检测。 无独有偶，
直接在芯片上实现对外泌体中的 ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏ⁃
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ）检测的芯片也已有报道［４５］，检测

芯片由外泌体捕获、ＲＮＡ 捕获、反转录以及 ｑＰＣＲ
（ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃ⁃
ｔｉｏｎ）４ 个功能单元组成，外泌体在第一个腔室被表

面标记有抗体的磁珠捕获后，加入 ＲＮＡ 裂解液，裂
解出的 ＲＮＡ 进入到第二个腔室被捕获，之后洗脱出

来，进入第三个腔室进行反转录，最后在第四个腔室

进行 ｑＰＣＲ，便可以对捕获的外泌体的 ＲＮＡ 进行鉴
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色 谱 第 ３９ 卷

定。 此外，要对一种特定疾病的外泌体进行判定，有
时需要同时对多个蛋白进行检测，这一点，也已经有

学者利用免疫标记的磁珠实现［４６］：研究人员以卵巢

癌分泌的外泌体为例，用 ＣＤ９ 的抗体来进行捕获，
对 ＣＡ⁃１２５、ＥｐＣＡＭ、ＣＤ２４ 这 ３ 种蛋白进行了免疫

荧光标记，并对其光强等进行了检测，实验结果表明

该方式可以实现对外泌体的多种标志蛋白的检测。

图 ５　 基于非固定基底免疫捕获分离外泌体的微流控方法
Ｆｉｇ． ５　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｎ ｕｎｆｉｘｅｄ ｂａｓｅ

　 ａ． ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｒａｐｉｄ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ［４７］ ； ｂ． ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒ⁃
ｔｉｃｌｅｓ［４８］ ．

　 　 而使用不带磁性的微珠进行捕获，通常是在捕

获之后利用滤膜截流以及通过流场的作用将吸附了

外泌体的微珠分离出来。 Ｄｕｄａｎｉ 等［４７］ 提出了一种

可以将外泌体分离与外泌体荧光检测同步进行的技

术（见图 ５ａ）：作者使用了表面标记有 ＣＤ６３ 抗体的

微球，将其和含有外泌体的样品以及表面标记有藻

红蛋白的 ａｎｔｉ⁃ＣＤ８１ 一起培养，之后再将微球和缓

冲盐溶液一起从不同的入口注入微流控芯片中，在
流体惯性力的作用下，微珠将迁移到缓冲液中，从而

被分离出来；在微珠收集口处有个荧光检测器，可以

实现对外泌体荧光的检测。

　 　 除了使用相对外泌体而言体积较大的微珠，比
外泌体尺寸小很多的磁性纳米颗粒［４８］ 也被应用于

对外泌体的分离中（见图 ５ｂ）。 通过在磁性纳米颗

粒表面修饰上相应的抗体，可以使其和外泌体特异

性结合而使外泌体带有磁性，接着便可以通过对磁

场的操控将外泌体从磁性纳米孔（ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｒａｃｋ⁃
ｅｔｃｈｅｄ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐｏｒｅ， ＥｘｏＴＥＮＰＯ）中分离出

来［４８］。
　 　 表 ２ 对上述提到的方法进行了归纳与总结。

３　 现有的外泌体分析方法

　 　 外泌体的分析一般是指对其形貌、粒径分布和

携带的生化信息等参数的表征。 围绕这些方面，现
有的外泌体分析方法主要有显微镜图像观测、光散

射粒径分析、可调电阻脉冲传感、抗体检测、流式细

胞术等。
３．１　 显微镜图像观测

　 　 外泌体的尺寸在１００ ｎｍ左右，传统的光学显
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表 ２　 基于微流控技术的外泌体分离方法
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ

Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅ
Ｓａｍｐｌｅ

ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｉｚｅ ／ ｎｍ

Ｒｅｆ．

Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ
　 Ｅｘｏｄｉｓｃ： ｄｏｕｂｌｅ ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｕｒｉｎｅ １０００ ＞９５ ３０ ２０－６００ ［３０］
　 ＥｘｏＴＩＣ： ｍｕｌｔｉ⁃ｍｅｍｂｒａｎｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ， ｐｌａｓｍａ， ｕｒｉｎｅ ５０００ ＞９０ ６０ ～３０－１００ ［３１］
Ｎａｎｏ⁃ｃｏｌｕｍｎ ａｒｒａｙｓ
　 Ｎａｎｏ⁃ＤＬＤ ｓｏｒｔｉｎｇ ｕｒｉｎｅ， ｓｅｒｕｍ ９００ ～５０ ６０ ～３０－２００ ［３２］
　 Ｃｉｌｉａｔｅｄ ｍｉｃｒｏｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ １００ ～６０ １０ ～３０－２００ ［３３］
Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｆｉｅｌｄ
　 Ａｃｏｕｓｔｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｈｕｍａｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ ５００ ９９ ５０ ～１００ ［３４］
　 Ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｉｅｌｄ ｍｏｕｓｅ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ １０００ ６５ ５０ ～１０－４００ ［３５］
　 Ｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃ ｆｌｏｗ ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ １００ ９３．６ １０ ＜２００ ［３６］
Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
Ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｎ ｆｉｘｅｄ ｂａｓｅ
　 ＳＰＲｉ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ３００ Ｎ ／ Ａ １ ～７０ ［３８］
　 Ｎａｎｏ⁃ＩＭＥＸ ｐｌａｓｍａ 　 ２０ ～８０ ４０ ＜１５０ ［３９］
　 －ＣＯＣＥＶＨＢ⁃ｃｈｉｐ ｐｌａｓｍａ １０００ ９４ ６０ ～１００ ［４１］
　 ＺｎＯ ｃｈｉｐ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ， ｂｌｏｏｄ １００ ＞７０ １０ ３０－１５０ ［４３］
Ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｎ ｕｎｆｉｘｅｄ ｂａｓｅ
　 ＥｘｏＳｅａｒｃｈ ｃｈｉｐ： ｍａｇｎｅｔｉｃ ｂｅａｄｓ ｐｌａｓｍａ １０００ ～７９．７ １０ ＜１５０ ［４６］
　 Ｐｏｌｙｓｔｙｒｅｎｅ ｂｅａｄｓ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉａ ７００ Ｎ ／ Ａ １０ ６０－９０ ［４７］
　 ＥｘｏＴＥＮＰＯ ｃｈｉｐ： ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ ｐｌａｓｍａ １００００ Ｎ ／ Ａ ６０ ～１３８－１６１ ［４８］
　 Ｎ ／ Ａ： ｎｏｔ ａｐｐｌｉｃａｂｌｅ．

微镜因衍射极限的限制无法观察到这类囊泡［４９］。
近几十年，电子显微镜（扫描电子显微镜和透射电

子显微镜）和原子力显微镜在纳米级别样品表征中

快速兴起，逐渐成为外泌体研究的重要工具。
　 　 扫描电子显微镜 （ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏ⁃
ｓｃｏｐｅ， ＳＥＭ）利用电磁透镜将电子束在样品表面聚

焦，通过高能电子束与样品相互作用产生二次电子、
反射电子、Ｘ 射线等信号，获得样品表面信息，具有

景深大、放大范围广、制样简单等诸多优点，常用于

外泌体形态和粒径的表征［５０］。 相比于 ＳＥＭ，透射

电子显微镜 （ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＴＥＭ）具有更高的分辨率（低于 １ ｎｍ） ［５１，５２］，不足的

是，由于 ＴＥＭ 是在真空中进行的，生物材料需要固

定和脱水，会影响外泌体的尺寸和形态，烦琐的样品

制备过程也使测量时间以小时为单位［５３，５４］。
　 　 原子力显微镜 （ ａｔｏｍｉｃ ｆｏｒｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，
ＡＦＭ）是一类通过分析样品表面的原子与微悬臂探

针尖端的原子间的相互作用力来研究物质的表面结

构及性质的扫描探针显微镜，其分辨率可达亚纳米

级［５５－５７］。 由于原子力显微镜极高的分辨率，外泌体

必须结合在一个非常平坦的表面上，例如云母，而抗

体可以用来将外泌体与表面结合，这样也可以获得

生化信息。 由于使用抗体与表面结合的微囊效率未

知，因此微泡的浓度无法确定。 此外，表面结合可能

会影响微泡的形态，这可能会阻碍真实直径的测

定［５３］。
３．２　 光散射粒径分析

　 　 在外泌体的分析检测中，光散射技术通常用于

表征外泌体的尺寸分布。
　 　 小角 Ｘ 射线散射（ ｓｍａｌｌ ａｎｇｌｅ Ｘ⁃ｒａｙ ｓｃａｔｔｅｒ⁃
ｉｎｇ， ＳＡＸＳ）是一项基于 Ｘ 射线光子在低角度下对

样品电子弹性散射的分析技术，可在 １ ～ ２００ ｎｍ 范

围提供样品结构信息［５８，５９］。 值得注意的是，ＳＡＸＳ
在对样品粒径进行表征时，需要单分散、高浓度的样

品［５８］。
　 　 动态光散射（ｄｙｎａｍｉｃ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ， ＤＬＳ）
是一项测定胶体悬浮液粒径的常用技术［６０］。 其原

理在于将布朗运动与粒子的大小联系起来，利用这

种技术可以检测直径在 １ ｎｍ 到 ６ μｍ 之间的粒径

分布［６１］，是外泌体粒径表征的常用方法［６２，６３］。 但其

受水化层等界面因素的影响，测得的尺寸要比外泌

体真实尺寸偏大［５４］。
　 　 纳米颗粒跟踪分析 （ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＮＴＡ）是一种可以对外泌体的尺寸和浓度
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进行表征的技术。 在 ＮＴＡ 方法中，主要通过跟踪单

个外泌体随时间的移动并计算每外泌体的均方位

移，确定流体动力学半径并显示出外泌体的大小分

布［６４，６５］。
３．３　 可调电阻脉冲传感

　 　 可调电阻脉冲传感（ ｔｕｎａｂｌｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｐｕｌｓｅ
ｓｅｎｓｏｒ， ＴＲＰＳ）是一项单粒子原位表征技术［６６］，该
检测系统主要由带有两个电极的流体腔室和一块弹

性绝缘聚氨酯膜组成，在聚氨酯膜中含有一个圆锥

形状的纳米孔。 通过监测粒子通过纳米孔时产生的

脉冲信号，可以精确测量溶液中外泌体的浓度和粒

径分布。 相比 ＤＬＳ， ＮＴＡ 等技术，ＴＲＰＳ 不依赖布

朗运动，样品用量少，测量速度快，可同时对外泌体

的尺寸、 浓 度 和 ｚｅｔａ 电 位 等 重 要 参 数 进 行 测

定［６７，６８］。

表 ３　 不同外泌体分析方法的比较
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

Ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｂｊｅｃｔｓ Ｒｅｆ．
Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｔｈｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｎｓ ｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｉｚｅ， ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ［５０－５２，５５－５７］

ｐｒｏｂｅｓ
Ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ［５４，５８，６２，６３，６５］
ＴＲＰＳ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｃｏｎｄｕｃｔｉｖｉｔｙ ｓｉｚｅ， ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ｚｅｔａ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ［６７，６８］
Ａｎｔｉｂｏｄｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｔｉｇｅｎ⁃ａｎｔｉｂｏｄｙ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ［６９，７１，７２］
Ｎａｎｏ⁃ＦＣＭ ｔｈｅ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｌｉｇｈｔ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｌｉｇｈｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｓｉｚｅ， ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ［７３，７４］

３．４　 抗体检测

　 　 抗体检测主要依据抗体和抗原的相互作用，将
外泌体表面的蛋白表达转化为荧光、吸光等可测量

信号从而对外泌体进行分析。 目前在外泌体蛋白检

测中最常用的是蛋白印迹法（ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）该方法

具有特异性强、易用性高等特点［６９］，可根据 ＣＤ８１、
ＨＳＰ７０ 等蛋白的存在情况辅助外泌体的鉴定［７０］。
酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）也是一种常用来对外泌体蛋白进行

检测的方法［７１］，相比于 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＥＬＩＳＡ 在蛋

白的定量分析中精度更高，但依赖于酶标仪等设备，
且不能得到蛋白相对分子质量等信息。 此外，以生

成有色化合物的显色反应为基础的比色分析法在外

泌体蛋白的检测中也有一定的应用，该方法可以在

几分钟内对外泌体表面蛋白的细微差异进行表

征［７２］

３．５　 流式细胞术

　 　 流式细胞术是一种集细胞高通量分选和多参数

检测于一体的精密技术［７３］，流式细胞仪在细胞研究

中的成功运用使得其在外泌体检测上也开始受到广

泛关注［７４］。 贝克曼等一些公司建立的纳米流式细

胞仪（ｎａｎｏ⁃ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｅｒ， ｎａｎｏ⁃ＦＣＭ）能够检测

到尺寸小于 １００ ｎｍ 的外泌体相关囊泡，随着流式

技术的改进和外泌体特异性标记试剂的开发，流式

细胞术有望在该领域发挥举足轻重的作用［５６］。
　 　 接下来，在表 ３ 中对上述提到的外泌体常用检

测方法进行了归纳与总结。

４　 基于微流控技术的外泌体分析方法

　 　 随着技术的进步，外泌体检测的各种方法不断

涌现，前面介绍的方法往往需要相对庞大和复杂的

实验室基础设施。 近年来，微流控技术高速发展，许
多基于微流控技术的外泌体检测方法不断被报道，
这些检测方法具有分析速度快、灵敏度高、试剂消耗

少、携带方便等优点。 此外，微流控技术易于模块化

并可多单元集成，这意味着可以将外泌体的纯化、富
集和检测整合到微流控平台上，为临床发现外泌体

生物标志物和对肿瘤等疾病的诊断与预后提供巨大

的潜力［７５］。 目前基于微流控的外泌体分析方法大

致可以分为：荧光检测、表面等离子体共振、核磁共

振、数字液滴 ＰＣＲ、电化学传感等，下面将对提到的

这几种方法进行详细的介绍。
４．１　 荧光检测

　 　 荧光是一种物质在吸收光照或者其他电磁辐射

后出现冷发光的现象。 其荧光强度、波长、发光时间

与材料的性质有关。 因此，观测荧光的发射参数可

以用来检测目标样品。 荧光成像技术具有精度高、
灵敏度高等优点，已广泛应用于微流控芯片的外泌

体检测系统中。 近期的研究报道中，Ａｉ 等［５０］ 建立

了一种微流控水动力分析平台，该平台首先利用微

珠对溶液中的外泌体进行初步的捕获，然后利用微

流控芯片将富集有外泌体的微珠进行分散与固定，
在芯片上实现了外泌体的大规模多重荧光分析（见
图 ６ａ）。 而 Ｈａｎｓｆｏｒｄ 等［７６］ 则构建了一种经过抗体

功能化的人字形沟槽微流控装置，在实验中，研究人
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图 ６　 微流控芯片与荧光检测联用用于外泌体检测
Ｆｉｇ． ６　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂｙ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 ａ． ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ［５０］ ； ｂ． ｄｙｎａｍｉｃ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｌｕｔｉｏｎ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ［７６］ ．

员将其用于高级别浆液性卵巢癌病人血清中外泌体

的分析，利用荧光显微镜对微流控芯片捕获和释放

的外泌体进行表征，从而实现了外泌体的洗脱过程

的动态监测（见图 ６ｂ）。 流式细胞术（ＦＣＭ）和微流

控技术相结合在外泌体检测方面也有很大的潜力。
一种基于微流控技术的多功能流式细胞仪成像检测

系统已被用于卵巢癌的早期检测，该方法通过建立

由平行纳米通道组成的流式细胞术阵列，成功地实

现了外泌体的计数［７７］。 从发展趋势来看，基于微流

控芯片的荧光检测方法在外泌体检测中的应用将会

越来越广泛。
４．２　 表面等离子体共振

　 　 表面等离子体共振（ＳＰＲ）是一种无标签的实时

跟踪传感技术，通过分子吸附在金属表面引起的折

射率改变实现对生物分子的痕量分析。 近年来，基
于 ＳＰＲ 技术的纳米传感器因其在分子检测上的高

灵敏性而备受关注。 Ｈｕ 等［７８］开发了一种基于 ＳＰＲ
的外泌体微流控芯片传感器，实验中该团队将抗体

修饰在金的表面，在利用抗体微阵列捕获外泌体后，
金表面的折射率发生改变，实现了对肿瘤细胞培养

液中的外泌体的定量检测，为外泌体的分离分析提

供了一种简便、高效的策略。
４．３　 核磁共振

　 　 核磁共振现象（ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ，
ＮＭＲ）是一种基于磁矩不为零的原子核在外磁场作

用下自旋能级发生塞曼分裂，共振吸收某一定频率

的射频辐射的物理过程，由 Ｐｕｒｃｅｌｌ 和 Ｂｌｏｃｈ 在

１９４６ 年发现［７９］。 ＮＭＲ 是化学分析中的一项重要技

术，Ｌｅｅ 等［８０］将用于 ＮＭＲ 测量的微线圈嵌入到微

流控芯片的中间层，用抗体和外泌体作用后与磁性

纳米颗粒进行偶联，使用内置微线圈进行核磁共振

测量，以确定样品的 Ｒ２ 值，实现了对外泌体膜蛋白

的检测。
４．４　 数字聚合酶链式反应

　 　 数字聚合酶链反应（ｄＰＣＲ）是一种绝对定量的

方法，它将含有核酸模板的标准 ＰＣＲ 反应体系，平
均分配成上万个和数百万个 ＰＣＲ 反应，使每个反应

中尽可能含有一个模板分子，在单分子水平上进行

大规模的平行 ＰＣＲ 分析［８１］。 ｄＰＣＲ 检测目标基因

更可靠，不需要校准曲线。 由于其高灵敏度，ｄＰＣＲ
已广泛应用于多个领域，包括单细胞分析、突变检

测、拷贝数变异分析、细菌和病毒检测等。 可以设
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想，随着微尺度样品处理与 ｄＰＣＲ 分析的集成，该技

术将成为临床样本中外泌体基因分析的有力工

具［８２］。
４．５　 电化学传感

　 　 电化学分析方法因其具有成本低、时效性好、灵
敏度高、样品量少等优点在生化检测领域受到广泛

关注。 在电化学检测过程中，将识别元件（如抗体、
适配体等）修饰到化学电极上与外泌体特异性结

合，再利用不同的电化学检测技术（包括伏安法、安
培法、阻抗法、电位法等）对电极进行检测便可以获

取样品中外泌体的浓度和表面蛋白等信息。 Ｒｅｖｚｉｎ
等［８３］报道了一种基于适配体的电化学生物传感器

用于外泌体的定量检测：将外泌体跨膜蛋白 ＣＤ６３
适配体固定在金电极表面上与含有亚甲基蓝标记的

探针链杂交，当检测到外泌体时，探针链会释放出

来，电化学信号以与分析物浓度成正比的方式降低；
将该装置整合到微流控芯片中，可以对外泌体浓度

在 １×１０６ ～１×１０８ 个粒子 ／ ｍＬ 的样本进行定量检测。
Ｙｅ 等［８４］则以聚二甲基硅氧烷为主要材料，构建了

内部含有人字形微阵列结构的电化学检测芯片（见
图 ７），当检测到外泌体跨膜蛋白 ＣＤ６３ 时，吸附有

外泌体的磁珠可与一种 ＤＮＡ 发卡结构结合，在血

清素的作用下，发卡结构异构成 Ｇ⁃四聚体结构，对
过氧化氢分解具有高效的催化作用，而产生强烈的

电化学信号，从而实现对外泌体的检测；在对临床血

清样品中 ＣＤ６３ 阳性外泌体定量检测中，文中开发

的两步级联微流控平台，可以实现对健康组和疾病

组的外泌体含量的灵敏区分。

图 ７　 电化学传感检测外泌体
Ｆｉｇ． ７　 Ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｅｎｓｏｒ

Ｍａｇｎｅｔｉｃ⁃ｂａｓｅｄ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｆｏｒ ｏｎ⁃ｃｈｉｐ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ⁃ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ［８４］ ．

５　 总结与展望

　 　 本文主要对现有的外泌体分离分析方法进行了

综述，重点介绍了微流控技术在外泌体分离分析领

域的研究进展。 相较于传统的超速离心、超滤、免疫

捕获及共沉淀，微流控技术体系更小，更加灵活，微
流控免疫亲和方法可以分离出高纯度的外泌体，特
异性强；基于外泌体物理特性的分离方法不需加入

抗原抗体等昂贵试剂，成本低，分离过程不会引起外

泌体表型变化，利于下游分析；基于微流控技术的外

泌体分析方法分析速度快、通量高、试剂消耗少，可

满足大量临床样本中外泌体的快速检测需求。 因

此，微流控技术在针对临床少量样本的外泌体分离

及疾病快速检测等方面具有显著优势，为外泌体分

离与分析提供了一个新的平台。
　 　 尽管微流控技术在外泌体分离分析领域已经取

得了显著进展，但是目前通常需要和一些仪器如注

射泵、荧光检测仪等进行联用，这在一定程度上限制

了其应用场景。 此外，因为外泌体尺寸小且密度和

体液相近，单一的分离方法存在不足。 如何平衡微

流控芯片上外泌体纯度和回收率的关系，也面临很

大的挑战。 近年来，随着微纳制造、新材料、信息技
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术的快速发展，基于微流控技术的外泌体分离分析

芯片的设计和配套装置性能将会获得进一步提升，
主要体现在：（１）精密制造工艺的发展使在一块芯

片上集成多种外泌体分离手段及实现外泌体分离检

测一体化成为可能；（２）将芯片和便携式检测设备

结合，构建微型化的外泌体微流控分离分析平台，实
现外泌体的快速检测，大大拓展了其应用空间。 随

着微流控外泌体分离分析装置的微型化、集成化、自
动化，微流控芯片技术将在外泌体分离、生化检测、
机制研究等方面将发挥越来越重要的作用。
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