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基于微流控技术的外泌体分离分析及临床应用
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摘要：外泌体是由细胞分泌的纳米级囊泡，其中富含脂质、蛋白质、核酸等多种生物功能分子。 外泌体在生物体内

的信息传递、疾病机理研究及诊断等方面扮演着类似“物联网、互联网”的关键角色。 然而，受限于外泌体来源、尺
寸、内含物以及功能的异质性，外泌体分离分析仍然面临诸多挑战。 传统外泌体分离分析方法包括超速离心、尺寸

排阻和免疫共沉淀等，但这些方法普遍存在产量低、纯度低等问题限制了其进一步的临床应用。 微流控技术因其

微型化、高通量、自动化和集成化等特点为复杂生物样本的高效分离分析提供了强有力的工具。 基于此，本文系统

总结了基于微流控技术的外泌体分离和分析方法。 首先，讨论了基于外泌体的尺寸、电荷、表面官能团等物化性质

结合微流控技术分离外泌体及外泌体亚群的分离方法；其次，分析了基于微流控平台的外泌体检测手段，包括外泌

体群体分析方法和单个外泌体分析方法；最后，探讨了微流控技术在外泌体临床应用中的前景，并在疾病诊断和治

疗方面进行了展望。 微流控技术有望突破传统研究中的分离分析瓶颈，为癌症等重大疾病的精准诊断及治疗提供

新技术、新平台。
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　 　 细胞外囊泡根据大小和来源可以分为 ３ 大类：
外泌体、微囊泡和凋亡小体［１，２］。 其中外泌体（尺寸

３０～ １５０ ｎｍ）是细胞间信息传递的重要媒介［３］，具
有运输货物［４］、传递信号等功能［５］。 外泌体的形成

和释放受到细胞状态、微环境和外部刺激等多种因

素的影响［６］。 外泌体的生成始于细胞膜的内吞作

用，这一过程导致内体的形成，随后内体膜进一步向

内凹陷，最终形成多泡体 （ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｂｏｄｙ，
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ＭＶＢｓ），多泡体与细胞膜融合将外泌体释放到细胞

外空间，而部分未释放到细胞外的多泡体与溶酶体

融合导致其内容物被降解［７］。 细胞所分泌的外泌

体具有脂质双层膜结构，因此可以有效地保护内容

物不被降解，并且可以稳定地运输蛋白质、脂质、核
酸等生物活性成分［８－１２］。 在细胞膜两次内陷的过程

中，细胞质中的内容物、跨膜蛋白和膜表面蛋白等被

包裹在外泌体中［１３］，因此外泌体具有丰富的生物学

图 １　 外泌体生物合成和分泌的细胞内途径（本图采用 Ｆｉｇｄｒａｗ 绘制）
Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ （Ｂｙ Ｆｉｇｄｒａｗ）

功能（见图 １） ［１４，１５］。 随着科学研究的不断深入，外
泌体 在 临 床 诊 断［１６，１７］、 疾 病 生 物 标 志 物 的 检

测［１８，１９］、精准治疗［２０］ 等领域发展迅速。 近年来，外
泌体检测作为一种新兴的液体活检手段，可以在肿

瘤细胞分泌的外泌体中获取到关于肿瘤的分子信

息［１９，２１］，相比于组织活检，外泌体检测可以从有限

的临床样品中获取到更准确的信息，可以作为新型

肿瘤标志物来评估肿瘤分期和类型［２２］。 此外，近期

研究发现外泌体中含有丰富的生长因子和细胞因

子，可以作为细胞的营养来源［２３］，有助于促进皮肤

细胞的再生和修复［２４］。
　 　 外泌体的异质性包括来源、尺寸、生物学及功能

异质性。 如何从复杂的细胞外基质或体液中实现异

质性外泌体的无损、高效、在线分离、制备及检测是

分析化学中亟待解决的关键科学问题［２５－２７］。 然而，
外泌体体积小、基质复杂、尺寸与其他颗粒相似等特

征严重干扰了其分离与分析［２８］。 目前常用的外泌

体分离方法有超速离心法 （ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ，
ＵＣ） ［２９］、尺寸排阻色谱法［３０］、免疫捕获［３１，３２］ 等，但
这些方法存在操作复杂、耗时费力、通量有限等缺

陷，在疾病诊断及临床治疗等方面仍存在一定的局

限性。 ＵＣ 作为外泌体制备的“金标准”，其所利用

的巨大离心力可能会使外泌体的结构被破坏［３３－３６］，
并且经过该方法制备的外泌体样品中存在大量的杂

蛋白，导致外泌体纯度较低［３３，３７］，因此很难满足后

续的生物学研究需求。
　 　 微流控技术因具有微型化、集成化、自动化等特

征，为外泌体的分离和分析提供了新方法。 本文基

于外泌体的物化性质系统总结了微流控技术分离外

泌体的 ３ 种策略，分别为基于外泌体尺寸及密度的

分离技术、基于外泌体电荷的分离技术和基于外泌

体免疫亲和的分离技术等，随后总结了外泌体的分
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析方法，包括基于微流控的外泌体群体分析方法和

单个外泌体分析方法，最后总结了外泌体在诊断及

治疗方面的临床应用。

图 ２　 基于外泌体尺寸的膜分离技术
Ｆｉｇ． ２　 Ｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｉｚｅ

　 ａ． ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂｙ ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ［３８］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｏｕｂｌｅ ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｗ
ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ［３９］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｚｅ⁃ｂａｓｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ （ＥＶ） ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｏｔａｌ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｃｈｉｐ （ＥｘｏＴＩＣ） ｄｅｖｉｃｅ［４０］ ； ｄ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｘｏｓｏｍｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｖｉａ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｆａｓｔ⁃ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ
（ＥＸＯＤＵＳ） ｄｅｖｉｃｅ； ｅ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＶｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｐｌａｓｍａ ｂｙ ｐｏｒｏｕｓ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［４２］ ．
　 ＮＰ： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｐｒｅｓｓｕｒｅ； ＡＰ： ａｉｒ ｐｒｅｓｓｕｒｅ．

１　 基于微流控技术分离外泌体

　 　 基于微流控技术分离外泌体的策略包括以下 ３
种：基于外泌体的尺寸和密度等的分离技术，包括膜

分离、侧向位移、声场分离等；基于外泌体表面电荷

的分离技术，包括凝胶电泳、毛细管电泳（ＣＥ）和自

由流电泳（ ｆｒｅｅ ｆｌｏｗ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＦＦＥ）、电场

流分离技术、介电泳（ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ， ＤＥＰ）技术

等；基于外泌体的免疫亲和捕获包括抗体修饰及适

配体修饰等，下面对这几种基于微流控分离外泌体

方法进行详细介绍。
１．１　 基于外泌体尺寸分离的微流控技术

　 　 为了实现外泌体的分离可以首先从其尺寸入

手。 体液等复杂基质中细胞尺寸一般在微米尺度，
而蛋白质、核酸等尺寸仅为几个纳米，外泌体的尺寸

分布为 ３０～１５０ ｎｍ，同时外泌体的尺寸和其他细胞

外囊泡相比也存在差异，因此可以利用尺寸特征将

外泌体从复杂基质中纯化并制备出来。 此外，值得

注意的是外泌体本身存在尺寸异质性，不同尺寸的

外泌体所携带的内含物不同导致生物功能的异质

性，因此结合微流控技术的可操纵及集成化等特征

精准分离出尺寸异质性外泌体是非常有必要的。
１．１．１　 膜分离技术

　 　 切向流分离（ ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ， ＴＦＦ）
是一种样品在压力的驱动下，根据过滤膜孔径大小

进行物质分离的一种膜过滤过程。 样品沿膜的表面

以切向方向流动，这种方式有效减少了膜表面的沉

积，可极大地提高样品的分离效率。 Ｈａｒａｓｚｔｉ 等［３８］

采用 ＴＦＦ 技术分离外泌体（见图 ２ａ），以三维培养

的干细胞细胞外囊泡（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｘ⁃
ｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ， ＭＳＣ ＥＶｓ）为例，该方法与金标

准 ＵＣ 相比显著提高了的外泌体产量。 但是该方法

在分离外泌体过程中会有一定比例损失，影响外泌

体的回收率。 为了提升 ＴＦＦ 的回收率，Ｈｕａ 等［３９］

设计了一种基于双切向流过滤的微流控芯片用于从

生物液体中分离外泌体（见图 ２ｂ）。 通过微流控技

术中的蛇形通道使外泌体在多孔膜上进行切向流

动。 实验结果表明通过该方法分离的外泌体回收率

高达 ７７􀆰 ８％，并可以进一步用于人血清等复杂生物

液体中外泌体的制备并直接用于下游蛋白质组学分

析。 尽管该研究在分离效率、成本和时间上相较于

传统 ＵＣ 有显著优势，但在处理生物样品时需要将

血清等样本进行稀释，此外，仍然存在膜堵塞问题，
这在高通量制备外泌体方面存在一定难题。
　 　 超滤法是利用半透膜的微孔结构以一定的外界
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压力为推动力实现对物质的选择性分离和回收的方

法。 近年来，Ｌｉｕ 等［４０］开发了一种高效、快速分离外

泌体的纳米孔滤膜芯片（ ｅｘｏｓｏｍｅ ｔｏｔａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｃｈｉｐ， ＥｘｏＴＩＣ）（见图 ２ｃ）。 该方法利用目标物的尺

寸差异将样品中的杂蛋白、细胞碎片等非外泌体成

分有效去除，外泌体被 ＥｘｏＴＩＣ 芯片选择性保留，因
此显著提高了外泌体的纯度。 该方法能够从少量样

本中高效分离外泌体，其分离效率远高于传统的

ＵＣ 和聚乙二醇（ＰＥＧ）沉淀方法。 虽然此方法有效

提高了外泌体的纯度，但单一方向的超滤技术可能

存在膜堵塞的问题，在高通量分离制备外泌体方面

仍存在局限性。 Ｃｈｅｎ 等［４１］ 在 ＥｘｏＴＩＣ 基础上开发

了一种新型的外泌体超滤策略，通过双向施加压力

驱动样品在腔室内运动，基于样品尺寸差异实现外

泌体与蛋白质分离（见图 ２ｄ）。 同时结合压电效应

使膜发生形变，实现膜的无堵塞以及超快速的外泌

体纯化制备。 该方法可以在几分钟内处理多种生物

液体，并高效、高纯度地分离制备外泌体，避免了高

剪切力对样本的破坏问题，显著提高了外泌体的回

收率和完整性。 进一步通过改变膜的孔径（２０、１００
和 ２００ ｎｍ）成功分离制备了 ３ 个细胞外囊泡亚群，
尺寸区间分别为 ２０～１００ ｎｍ、１００～２００ ｎｍ 和 ２００～
４５０ ｎｍ。 此外，Ｃｈｏ 等［４２］开发了一种通过电渗和电

泳作用分离血浆中 ＥＶｓ 的微流体系统（见图 ２ｅ）。
该方法实现了高效率和高纯度的 ＥＶｓ 分离，为 ＥＶｓ
的分离和研究提供了一种新的技术手段。 综上，通
过膜过滤的外泌体分离方法具有可扩展性，可以通

过改变膜的孔径实现对外泌体以及外泌体亚群的分

离制备。
１．１．２　 确定性侧向位移

　 　 确定性侧向位移 （ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｄｉｓ⁃
ｐｌａｃｅｍｅｎｔ， ＤＬＤ）是一种连续流微流控颗粒分离方

法。 该分离方法通过设计特定的微结构使流体在流

动时产生不同的侧向位移实现对不同大小或形状粒

子的分离。 Ｗｕｎｓｃｈ 等［４３］ 成功开发了纳米 ＤＬＤ 阵

列并将该技术应用于纳米尺度物质的分离（见图

３ａ）。 较大的囊泡被纳米 ＤＬＤ 阵列转移到通道的

右侧并在右侧通道处收集，而较小的囊泡则遵循 Ｚ
字形模式流出阵列进入其他通道。 该方法可以实现

２０～１１０ ｎｍ 范围内不同尺寸粒子的精准分离，为液

体活检提供了新型的微流控分离方法。 然而由于该

装置需要复杂的精密结构加工，对操作者提出较大

挑战。 此外，ＤＬＤ 的通量仍然有待进一步提高。

１．１．３　 黏弹性流体分离

　 　 黏弹性微流体技术依赖于非牛顿流体在不同流

动环境下的变形特性，实现对颗粒与细胞的精准操

控。 该技术结合了微流控技术的优势，旨在实现外

泌体样品的高通量、高精度处理。 Ｈｅｔｔｉａｒａｃｈｃｈｉ
等［４４］开发了一种基于黏弹性微流控的新型分离方

法，该方法能够实现 １００ ～ ５００ ｎｍ 范围内不同尺寸

颗粒的高效分离（见图 ３ｂ）。 通过调整流速比和聚

乙烯氧化物（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅ ｏｘｉｄｅ， ＰＥＯ）浓度优化

了颗粒在通道中的横向迁移行为，使不同大小的颗

粒被高效分离。 该装置成功应用于 １００、２００ 和 ５００
ｎｍ 三元颗粒混合物的分离，分离纯度最高达到

９０％，回收率为 ８６％。
１．１．４　 惯性微流控

　 　 惯性微流体（ ｉｎｅｒｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ， ＩＭＦ）是一

种利用有限雷诺数下引起的流体动力学效应来被动

操控颗粒或细胞的技术。 在流体通道中颗粒受到剪

切梯度升力和壁面升力等力的作用会在特定位置聚

焦或分离。 通过设计微通道几何形状和调整流速可

以实现高效分离和操控。 Ｂａｉ 等［４５］ 开发了 ＩＭＦ 微

流控平台，与传统的直线通道相比，其螺旋微通道结

构提升了黏弹性效应，构建的凹形结构产生迪恩流

加速粒子聚焦（见图 ３ｃ）。 该方法能在无外加场条

件下简单、高效地从少量样本中纯化外泌体，进一步

可以结合适配体标记实现单囊泡水平的表面蛋白分

析。 然而，该方法对流体要求比较高，需要精确优化

流体条件，此外，对于分离不同尺寸的外泌体亚群仍

然存在一定的局限性。
１．１．５　 声波微流控

　 　 声波微流控是利用非标记及非接触式的声波来

分离和富集外泌体的技术。 根据外泌体的大小和密

度等差异在声波产生的压力波动和流动场中的运动

行为差异实现分离。 该方法可以实现外泌体的无

损、高效分离，同时可以保持外泌体的生物活性。 目

前，该技术已广泛应用于纳米颗粒、病毒、单细胞、外
泌体等领域。 近年来，Ｗａｎｇ 等［４６］ 开发了一种基于

声流控技术的唾液外泌体分离方法，该方法能够从

未经稀释的唾液样本中高效、高纯度地分离外泌体

（见图 ３ｄ），为液体活检提供了一种新的策略。 Ｇｕ
等［４７］开发了一种基于声流体学的微流体芯片，实现

了在连续流动条件下对纳米颗粒的高效分离（见图

３ｅ）。 该技术是利用表面声波在微流控芯片中产生

微涡旋，通过调整声波频率和流速实现对不同大小

·９５４·



色 谱 第 ４３ 卷

纳米颗粒的选择性捕获和富集。 通过构建具有双旋

转液滴的声流体离心系统实现高纯度的分离纳米颗

粒。 这种方法不仅提高了外泌体的分离效率，还避

免了传统离心分离可能对颗粒造成的损伤问题，为
生物医学研究和临床诊断提供了一种新的纳米颗粒

分离平台。 尽管该方法可以分离外泌体以及外泌体

亚群，但在处理复杂的生物样品时非外泌体成分可

能影响灵敏度和分离效果。
１．１．６　 其他分离方法

　 　 Ｊｅｏｎｇ 等［４８］ 利用液滴蒸发过程中的咖啡环效

应实现了对 ＥＶｓ 的尺寸分离（见图 ３ｆ）。 通过控制

液滴蒸发过程中的温度梯度调整液滴边缘的接触线

动态，使不同尺寸的细胞外囊泡在干燥环中形成分

离的环状图案。 较小的细胞外囊泡倾向于靠近接触

线沉积，而较大的细胞外囊泡则在液滴中心附近聚

集。 此外，该研究还发现细胞外囊泡的尺寸与其表

面蛋白表达水平相关，为细胞外囊泡的进一步研究

和应用提供了新的分离策略和理论依据。 然而该技

术目前仍存在外泌体的分离制备通量低、难以回收

外泌体等技术瓶颈，限制了进一步临床应用。
　 　 非对称流场流分离技术 （ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ
ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ， ＡＦ４）是一种用于样品分

析和半制备的技术，其主要利用流场和外场结合实

现颗粒分离。 在膜分隔的通道内流动时，样品因其

大小和形状差异而受到不同程度的作用力，进而实

现高分辨率的分离。 该方法适用性强且对样品损伤

小，可用于样品的半制备。 Ｚｈａｎｇ 等［４９］将 ＡＦ４ 技术

用于分离和表征工程化的纳米颗粒 （ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ
ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ， ＥＮＰｓ），包括小细胞外囊泡（ ｓＥＶｓ，
即外泌体）和更小的外泌颗粒（ ｅｘｏｍｅｒｅｓ） （见图

３ｇ）。 与传统技术相比，ＡＦ４ 技术具有无需标记、操
作温和、快速（＜１ ｈ）、高重复性等优点。 此外，ＡＦ４
技术能够实现高分辨率分离，这对于外泌体和外泌

颗粒的分子诊断和临床治疗具有重要意义。 然而，
目前 ＡＦ４ 技术需要专业操作人员才可以实现目标

物的分离，因此该技术的通用性以及普适性有待

提高。
１．２　 基于外泌体电荷分离的微流控技术

　 　 外泌体双层膜结构中的磷脂和糖蛋白等成分使

外泌体表面通常带有负电荷。 带负电荷的外泌体在

生物体内和体外环境中能够与细胞、蛋白质发生多

种相互作用。 微流控技术可以基于外泌体的带电特

征在微通道内整合电泳等原理实现外泌体分离，分

离过程通常比传统方法更迅速，对外泌体的结构和

功能影响较小，有利于后续分析。
１．２．１　 凝胶电泳

　 　 凝胶电泳是一种根据目标物的质荷比在多孔基

质中的电迁移行为不同实现分离的技术。 传统的凝

胶基质有琼脂糖、聚丙烯酰胺等，目前凝胶电泳技术

已广泛应用于蛋白质、ＤＮＡ 等生物大分子的分

离［５０，５１］。 在多孔凝胶基质中，电荷尺寸比大的目标

物在凝胶中迁移得更快，电荷尺寸比小的目标物则

迁移得较慢［５２］。 基于以上原理，Ｚｈａｎｇ 等［５３］ 探究

了琼脂糖凝胶电泳技术分离外泌体的可行性，通过

优化 ｐＨ 值和琼脂糖凝胶浓度对外泌体迁移速度的

影响，实现了从血浆中高效分离外泌体和脂蛋白

（见图 ４ａ）。 该方法无需标记，分离时间短，但从凝

胶基质中回收外泌体时需要多步样品处理过程，难
以保证外泌体的活性和完整性。
１．２．２　 毛细管电泳

　 　 毛细管电泳是近年来发展最快的分析方法之

一，它是以毛细管为分离通道，以高压直流电场为驱

动力形成定向运动的电渗流，通过电渗以及电泳的

作用实现目标物的分离。 Ｇａｏ 等［５４］ 将大体积样本

堆叠技术（ ｌａｒｇｅ⁃ｖｏｌｕｍｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｔａｃｋｉｎｇ， ＬＶＳＳ）
与毛细管电泳相结合（见图 ４ｂ），并与非对称流场流

分离系统联用提高了从血清中分离细胞外囊泡的效

率和纯度。 该方法通过优化样本处理和分离条件显

著减少了非蛋白成分的干扰，提高了 ＥＶｓ 的回收率

和蛋白鉴定的准确性，为 ＥＶｓ 的深入研究和临床应

用提供了新的技术平台。
１．２．３　 自由流电泳

　 　 ＦＦＥ 是一种半制备电泳分离技术，目前已广泛

用于分离细胞、蛋白质和外泌体等样品。 在 ＦＦＥ 中

被分离物质受到垂直于液流方向的电场力作用，样
品中各种组分由于各自电泳迁移率的差异而各自向

与所带电荷相反的电极方向迁移，相同电泳迁移率

的物质则迁移为一窄带，在到达分离腔出口处由收

集器收集。 ＦＦＥ 可以实现在线、连续分离，对样品

损伤小以及分辨率高。 Ｈｕ 等［５５］开发了一种结合流

体和电场的微流控平台用于高效分离外泌体（见图

４ｃ），该平台通过模拟和实验验证外泌体的分离效

果，其回收率高达 ８４􀆰 ２％，为外泌体的分离提供了一

种新方法。
１．２．４　 介电泳技术

　 　 ＤＥＰ 是一种基于在非均匀电场中颗粒介电特
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图 ３　 基于外泌体尺寸分离的其他微流控分离技术
Ｆｉｇ． ３　 Ｏｔｈｅｒ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｓｔｉｃ ｌａｔｅｒａｌ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ （ＤＬＤ） ｐｉｌｌａｒ ａｒｒａｙ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＥＶｓ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂｙ ａ ｖｉｓ⁃
ｃｏｅｌａｓｔｉｃ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｄｅｖｉｃｅ［４４］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅａｎ⁃ｆｌｏｗ⁃ｃｏｕｐｌｅｄ ｅｌａｓｔｏ⁃ｉｎｅｒｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ （ＤＥＩＣ） ⁃ｂａｓｅｄ ｆｏｒ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ［４５］ ； ｄ． ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｆｌｕｉｄ ｄｅｖｉｃｅ［４６］ ； ｅ． ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ａｃｏｕｓｔｏｆｌｕｉｄ⁃
ｉｃ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ｐｌａｔｆｏｒｍ［４７］ ； ｆ． ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｓｕｌｔ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｆｆｅｅ ｒｉｎｇ ｅｆｆｅｃｔ［４８］ ； ｇ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｉｌｌｕｓｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆ ｔｈｅ ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｆｉｅｌｄ⁃ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ （ＡＦ４） ｗｏｒｋｉｎｇ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ．
　 ＰＥＯ： ｐｏｌｙ（ｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ）； ＩＤＴｓ： ｉｎｔｅｒｄｉｇｉｔａｔｅｄ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ； ＰＤＭＳ： ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃ｓｉｌｏｘａｎｅ； ＳＡＷ： ｓｕｒｆａｃｅ ａｃｏｕｓｔｉｃ ｗａｖｅｓ．
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图 ４　 基于外泌体的表面电荷的分离技术
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒｇｅ

　 ａ． ＥＶ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［５３］ ； ｂ． ｐｉｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＥＶ ／ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｄｅｖｉｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｓｏｕｎｄ ｆｌｏｗ［５４］ ； ｃ． ｆｒｅｅ ｆｌｏｗ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ （ＦＦＥ） ｃｈｉｐ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ［５５］ ； ｄ． ａｐｐａｒａｔｕｓ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ［３６］ ．
　 ＶＬＤＬ： ｖｅｒｙ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＬＤＬ： ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＨＤＬ： ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＢＧＥ： ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅ； ＭＶ：
ｍｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｓ．

性差异从而实现目标物分离和富集的技术。 ＤＥＰ
具有非接触操控、高选择性、快速、高效等优点，目前

该方法已经广泛应用于细胞、纳米颗粒、外泌体等的

分离富集。 近年来，Ｓｈｉ 等［３６］ 开发了一种新型 ＤＥＰ
设备，能够在 ２０ ｍｉｎ 内从 ２００ μＬ 样本中快速富集

小细胞外囊泡（见图 ４ｄ）。 与传统的差速离心法相

比，通过该方法富集的纳米囊泡浓度提高两个数量

级，且样本制备简单，产量高，对囊泡形态和完整性

影响小，尤其在复杂样品中分离富集外泌体方面具

有较好的效果；因此 ＤＥＰ 技术有望成为临床液体活

检中快速分离小细胞外囊泡的强有力工具。 然而，
该技术仍存在设备复杂、通量低等局限性，在面临实
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际应用时需优化出精确的实验条件，因此限制了其

临床转化。
１．３　 基于外泌体免疫亲和捕获的微流控技术

　 　 免疫亲和是指利用特异性抗体与目标分子之间

的相互作用来实现分离和富集的一种方法。 在外泌

体分离中，通过将外泌体表面特定蛋白如 ＣＤ６３、
ＣＤ９、ＣＤ８１ 的抗体固定在分离介质（如微流控芯片、
磁珠）上，从而高效捕获目标外泌体，同时去除未结合

的成分，实现外泌体的高效分离和分析。 近年来基于

外泌体表面识别多肽［５６］ 和适配体［５７］ 等的方法逐渐

涌现，为外泌体的分离和纯化提供了新途径。
１．３．１　 免疫捕获

　 　 Ｃｈｉｎｎａｐｐａｎ 等［５８］开发了一种集成化的微流控

芯片平台用于结直肠癌外泌体的预浓缩和检测（见
图 ５ａ）。 该方法是利用抗 ＣＤ６３ 适配体作为识别元

件，通过免疫磁珠技术实现了外泌体的高效捕获和

富集。 Ｈｏｎｇ 等［５９］开发了一种基于楔形结构和高磁

场梯度介导芯片的方法检测口腔溃疡和口腔癌来源

的外泌体。 该方法可以选择性地修饰抗体用来区分

口腔癌和口腔溃疡的外泌体，显著提高了诊断的准

确性。 同时该方法具有较高的灵敏度和特异性，外
泌体的检出限低至 ８􀆰 ５×１０４ 个 ／ ｍＬ，为早期口腔癌

和口腔溃疡的鉴别及临床诊断提供了新策略。
１．３．２　 亲和捕获

　 　 近年来，Ｃｈｕ 等［６０］开发了一种可编程框架核酸

修饰的纳米磁珠（Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＧＭＡ＠ＤＮＡ ＴＥＴ＠ Ｔｉ４＋）
用于高效分离外泌体（见图 ５ｂ）。 这种纳米磁珠与

外泌体双层膜结构上的磷酸基团结合，通过特定的

ＤＮＡ 四面体结构（ＤＮＡ ＴＥＴ）和钛离子（Ｔｉ４＋）的协

同作用实现了对外泌体的高特异性捕获和快速释

放，有效提高了外泌体的分离效率。 进一步通过外

泌体蛋白质组学分析挖掘生物标志物，为外泌体研

究和临床诊断提供了新的技术平台。
１．３．３　 两亲性超分子探针

　 　 随着研究的不断深入，基于外泌体的双层膜与

两亲性超分子探针之间的多价相互作用可以实现外

泌体的高效分离捕获。 Ｆｅｎｇ 等［６１］ 开发了首个基于

超分子探针同时捕获和分析外泌体的方法。 该方法

通过将两性霉素 Ｂ（ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ Ｂ， ＡＭＢ）与三维

树枝状大分子偶联显著增强了与磷脂膜的相互作

用，可以从复杂体液中有效地捕获外泌体 （见图

５ｃ）。 该方法进一步应用于临床样品肝癌患者和健

康对照组的血浆样品中外泌体的捕获，结果发现该

方法检测灵敏度高且通量高，为临床外泌体的分析

和肿瘤的早期诊断提供了新的分子工具。
　 　 综上，基于微流控的外泌体分离技术见表 １。

２　 基于微流控的外泌体分析技术

　 　 外泌体的来源异质性、尺寸异质性决定了其内

含物异质性和生物学功能异质性，因此如何分析异

质性外泌体并深度解析外泌体的特异性功能及其对

疾病发生过程的作用机制是需要解决的关键科学问

题。 传统的外泌体分析技术有透射电子显微镜［６２］、
纳米颗粒追踪分析［６３，６４］、动态光散射［６５，６６］、酶联免

疫吸附试验［３６］、蛋白免疫印迹［６７－６９］、质谱［７０－７３］ 等技

术，这些技术通过评价外泌体的浓度、尺寸、形貌、特
异性生物标志物的表达情况等对全尺寸外泌体或外

泌体亚群进行分析。 然而，这些分析手段检测复杂

体液中的外泌体时难以避免生物分子的非特异性吸

附问题。 同时，这些技术均是针对外泌体群体进行

分析，然而外泌体存在异质性，难以精密解析外泌体

功能异质性的内涵。 而微流控技术因样品消耗量以

及试剂消耗量少、集成性、可操作性、便携性等优势

在外泌体分析方面具有极大优势。 在微型化的微流

控芯片上，通过集成化系统实现样本进样、目标分离

与信号检测的全流程整合，该技术体系在外泌体生

物标志物的临床鉴定以及肿瘤等重大疾病的早期诊

断中展现出显著的应用潜力。 同时，基于微流控技

术也可以实现在单个外泌体水平上对特定分子如蛋

白质、核酸、代谢物等进行高灵敏检测和快速分析，
用以揭示外泌体在异质性和功能特性上的细微差

异。 基于微流控检测方法的不同，将基于微流控的

外泌体分析技术大致分为电化学检测、磁偏转检测、
比色法检测、光学检测等几大类，详见表 ２。
２．１　 电化学检测

　 　 电化学技术具有成本低、样品量少、灵敏度高的

特点，在微流控方法中被广泛用于外泌体的分析检

测。 该方法利用外泌体与修饰电极表面的相互作

用，通过特定电化学信号的变化实现快速以及高灵

敏检测。 Ｗａｎｇ 等［７４］构建了一种多功能传感界面可

直接从生物流体中检测外泌体（见图 ６ａ），通过单芯

片传感策略可以同时检测外泌体蛋白和 ＲＮＡ 标志

物。 该方法引入了酶基逻辑门的概念，克服了外泌

体异质性的难题，成功地识别了乳腺癌患者来源外

泌体，其灵敏度和特异性均接近 １００％，为肿瘤早期

诊断提供了新思路。
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图 ５　 基于外泌体的免疫亲和捕获的分离技术
Ｆｉｇ． ５　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｒｏｔａｔｉｎｇ ｍａｇｎｅｔ ａｓｓｅｍｂｌｙ ｓｙｓｔｅｍ （ｒＭＡＳ） ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ａｎｄ ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｓｗｉｔｃｈｉｎｇ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ＣＤ６３ ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｓｐｈｅｒｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ
ｍｅｔｈｏｄ［５８］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｖｅｌ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ ＩＭＡＣ） ｍａｔｅｒｉａｌ
ａｎｄ ｉｔｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ ａｎａｌｙｓｉｓ［６０］ ； ｃ． ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＡＭＢ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
ａｎｄ ａｒｒａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ［６１］ ．
　 Ｒ： ａ ｃｉｒｃｕｌａｒ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒ； ＦＡＭ： ６⁃ｃａｒｂｏｘｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ； ＴＥＴ： ｔｅｔｒａｈｅｄｒａ．

　 　 除此之外，基于微流控技术的电化学检测也可

以捕捉单个外泌体的电化学信号，实现单个外泌体

的实时动态检测。 其中基于纳米孔的单个外泌体传

感技术是通过检测纳米孔中单个外泌体通过时的电

流变化来分析外泌体大小、电荷或内容物。 Ｌｖ
等［７５］通过在针尖内壁喷涂超薄的金膜制备了一种

金膜沉积纳米管，利用安培测量法检测单个外泌体

及其多巴胺（ｄｏｐａｍｉｎｅ， ＤＡ）含量。 该方法可同时

监测外泌体转运和检测单个外泌体的 ＤＡ 含量信

息，并构建了机器学习模型，其准确率可达 ９９％。 本

方法有助于研究含 ＤＡ 外泌体的快速检测，为相关

外泌体研究提供了新方法。
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表 １　 基于微流控的外泌体分离技术
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ

Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ Ｓａｍｐｌｅｓ
Ｓａｍｐｌｅ
ｖｏｌｕｍｅ

Ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｓｉｚｅ ／ ｎｍ

Ｔｉｍｅ ／
ｍｉｎ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

Ｒｅｆ．

Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｉｚｅ
ＴＦＦ ｈｉｇｈ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ， ｃｏｎ⁃

ｔｉｎｕｏｕｓ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔ， ｐｌａｓｍａ

６ ｍＬ ０－３５０ ２００ ７７．８０ ［３９］

ＥｘｏＴＩＣ ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｅａｓｙ
ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ
ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔ， ｕｒｉｎｅ，
ｐｌａｓｍａ

１０ ｍＬ ３０－１００ １２５ ９０ ［４０］

ＥＸＯＤＵＳ ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ， ｅａｓｙ
ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ
ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔ， ｕｒｉｎｅ，
ｔｅａｒｓ， ｐｌａｓｍａ

１０ ｍＬ ３０－２００ １０ １００ ［４１］

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ⁃
ｄｒｉｖｅｎ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ

ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ， ｓｈｏｒｔ
ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｐｌａｓｍａ １ ｍＬ １０－４００ ３０ ６５ ［４２］

Ｎａｎｏ⁃ＤＬＤ ｐｉｌｌａｒ
ａｒｒａｙｓ

ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｕｒｉｎｅ １０ μＬ ２０－１１０ ５００００ ＮＡ ［４３］

Ｖｉｓｃｏｅｌａｓｔｉｃ ｆｌｕｉｄ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

１ ｍＬ ３０－５００ ５０ ８６ ［４４］

Ｉｎｅｒｔｉａｌ ｍｉｃｒｏｆｌｕ⁃
ｉｄｉｃｓ

ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

１ ｍＬ ０－４００ １００ ７０．６０ ［４５］

Ａｃｏｕｓｔｏｆｌｕｉｄｉｃ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ ｓａｌｉｖａ ＮＡ ３０－１５０ ２０ ７５ ［４６］

Ａｃｏｕｓｔｏｆｌｕｉｄｉｃ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｐｌａｓｍａ ８０ μＬ ３０－１５０ ＜１ ＞８０ ［４７］

Ｃｏｆｆｅｅ ｒｉｎｇ
ｅｆｆｅｃｔ

ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｃａｎｎｏｔ ｂｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ＮＡ １００－２００ ＮＡ ＮＡ ［４８］

ＡＦ４ ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

ＮＡ ３５－１５０ ５０ ＮＡ ［４９］

Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｒｆａｃｅ ｃｈａｒｇｅ
Ｐｌａｔｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ，
ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ，
ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｕｒｉｎｅ ２０ μＬ １０－２５０ １２０ １００ ［５３］

Ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｐｌａｓｍａ １０ μＬ １００－２００ ２６ ７５ ［５４］

Ｆｒｅｅ ｆｉｅｌｄ ｅｌｅｃｔｒｏ⁃
ｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｍｉｎｉｍａｌ ｄａｍａｇｅ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｐｕｒｅ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｓｏｌｕｔｉｏｎ

１ ｍＬ ３５－１５０ １００ ８４．２ ［５５］

Ｄｉｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｓｈｏｒｔ ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ，
ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｐｌａｓｍａ， ｓａｌｉｖａ ２００ μＬ ８０－２００ ２０ ＮＡ ［３６］

Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ
Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ ｌａｂ⁃ｏｎ⁃
ａ⁃ｃｈｉｐ ｐｌａｔｆｏｒｍ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ，
ｌｅｎｇｔｈｙ ｄｕｒａｔｉｏｎ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

１０ ｍＬ ０－１５０ ２０００ ９０ ［５８］

Ｗｅｄｇｅ ｈｉｇｈ ｍａｇ⁃
ｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄ ｇｒａｄｉ⁃
ｅｎｔ ｍｅｄｉａｔｅｓ ｃｈｉｐ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｃｏｍｐｌｅｘ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ， ｌｏｎｇ
ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ， ｌｏｗ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ

ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ

５０ μＬ ０－４００ １０ ＮＡ ［５９］

ＩＭＡＣ ｎａｎｏｓｉｚｅｄ
ｍａｇｎｅｔｉｃ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｓｕｐｅｒ⁃
ｎａｔａｎｔ， ｐｌａｓｍａ

１ ｍＬ ５０－５００ ５ ９０ ［６０］

Ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｅｘｏｓｏｍｅ ａｒｒａｙ

ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ，
ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ ｓａｌｉｖａ， ｕｒｉｎｅ，
ｐｌａｓｍａ

１０ μＬ ３０－１４０ ４０ ７１ ［６１］

　 ＴＦＦ： ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ； ＮＡ： ｎｏｔ ａｖａｉｌａｂｌｅ．

·５６４·
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表 ２　 基于微流控的外泌体分析技术
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｂｊｅｃｔｓ Ｒｅｆ．
Ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ＭＯＦ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ
ｓｅｎｓｉｎｇ

ａ ＭＯＦ⁃ｂａｓｅｄ ｓｅｎｓｉｎｇ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ ｆｏｒ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ａｎ ｅｎｚｙｍｅ⁃
ｂａｓｅｄ ｌｏｇｉｃａｌ ｇａｔｅ ｆｏｒ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓ⁃
ｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｄａｔａ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ
ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ

ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ，
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ

［７４］

Ｎａｎｏｐｉｐｅｔｔｅ⁃ａｓｓｉｓｔｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ

ｔｈｅ ａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｖｉｃｅ ｍｅａｓｕｒｅｓ
ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｒｅｄｏｘ ｐｅａｋｓ
ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ
ＤＡ ｆｒｏｍ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｅｘｏｓｏｍｅ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ［７５］

Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｄｅｆｌｅｃｔｉｏｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｍａｇｎｅｔｉｃａｌｌｙ ｄｒｉｖｅｎ
ｎａｎｏｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｓｅｎｓｏｒｓ

ｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｉｅｌｄｓ ｄｅｆｌｅｃｔ ｍａｇｎｅｔｉｃ
ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｔｈａｔ ｂｉｎｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，
ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

ｃｏｍｐｌｅｘ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ［７６］

Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｐｔａｓｅｎｓｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ

ｒｅａｇｅｎｔｓ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，
ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ

ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ
ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ

ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ，
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｌｅ⁃
ｃｕｌｅ， ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

［７７］

ＤＮＡｚｙｍｅ⁃ＲＣＡ⁃ｂａｓｅｄ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ
ｆｌｏｗ ｄｉｐｓｔｉｃｋ ａｓｓａｙｓ

ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ
ｒｅａｇｅｎｔｓ， ｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｃｏｌｏｒ ｃｈａｎｇｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ，
ｐｏｒｔａｂｌｅ

ｃｏｍｐｌｅｘ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ，
ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ｍｏｌｅ⁃
ｃｕｌｅ， ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

［７８］

Ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
Ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｐｒｏｂｅ ｔｏ ｌａｂｅｌ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｉｍｍｕｎｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｓｉｎｇｌｅ ｏｂｊｅｃｔ ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ［７９］

Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｓｕｒｆａｃｅ⁃
ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ
ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ ｓｅｎｓｏｒ

ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｙｒａｍｉｎｅ ｓｉｇｎａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｃｏｍｐｌｅｘ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ

［８０］

Ｎａｎｏｐｌａｓｍｏｎｉｃ ｐｉｌｌａｒｓ ｌｏｃａｌ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ
ｉｓ ｒｅａｌｉｚｅｄ ｂｙ ａ ｇｏｌｄ ｎａｎｏｓｅｎｓｏｒ
ｍａｔｃｈｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｉｚｅ ｏｆ ａ ｓｉｎｇｌｅ
ｅｘｏｓｏｍｅ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙ ｉｍａｇｅｄ
ｉｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ， ｈｉｇｈ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

ｅａｓｙ ｔｏ ｂｅ
ｄｉｓｔｕｒｂｅｄ，
ｃｏｍｐｌｅｘ
ｏｐｅｒａｔｉｏｎ

ｓｕｒｆａｃｅ ｍａｒｋｅｒ ［８１］

Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ⁃ｌｏｃｋｅｄ
ｍｉｃｒｏｔｏｒｏｉｄ ｏｐｔｉｃａｌ
ｒｅｓｏｎａｔｏｒｓ

ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｓｏｎａｎｔ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｔｏｒｏｉｄ

ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｈｉｇｈ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ
ｏｎ ｓａｍｐｌｅｓ

ｓｉｚｅ， ｍａｓｓ，
ｐｏｌａｒｉｚａｂｉｌｉｔｙ

［８２］

　 ＭＯＦ： ｍｅｔａｌ⁃ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ； ＤＡ： ｄｏｐａｍｉｎｅ； ＲＣＡ： ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ．

２．２　 磁偏转检测

　 　 磁偏转技术是基于外部施加的磁场引起磁性材

料（如磁珠或磁性纳米颗粒）发生偏转，从而检测外

泌体与磁性材料结合后的信号的一种检测方法。 该

方法具有高灵敏度和高特异性的特点，适用于复杂

生物样本中外泌体的分析。 Ｍｅｉ 等［７６］ 开发了一种

磁驱动的微悬臂阵列，可选择性地检测致癌外泌体

（见图 ６ｂ）。 通过将 ＣＤ６３ 适配体和表皮生长因子

受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）适
配体分别作为 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞分泌的外泌体捕

获和识别探针，构建了磁驱动纳米机械传感器，将外

泌体检出限降低至小于 １０ 个 ／ ｍＬ，该方法的检出限

比传统检测方法相比降低了 ５ 个数量级，极大地提

高了外泌体的检测灵敏度。
２．３　 比色法检测

　 　 比色法检测是利用外泌体与比色反应试剂（如

纳米颗粒、酶底物）之间的特异性相互作用导致溶

液颜色变化，通过光谱或肉眼观察颜色变化实现外

泌体的检测。 这类方法具有操作简单、无需复杂设

备、速度快、成本低的优势，通过颜色变化即可定性

定量分析外泌体，适合外泌体的快速筛查。 Ｘｕ
等［７７］利用辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）加速无色的 ＤＡ
聚合和棕黑色的聚多巴胺（ｐｏｌｙｄｏｐａｍｉｎｅ， ＰＤＡ）
原位沉积，实现对癌症来源外泌体的高灵敏、特异性

检测。 Ｚｈａｎｇ 等［７８］ 开 发 了 基 于 ＤＮＡｚｙｍｅ⁃ＲＣＡ
（ｒｏｌｌｉｎｇ ｃｉｒｃｌｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＲＣＡ）的金纳米粒子

比色法和侧向流试纸条检测法用于外泌体 ｍ５Ｃ⁃
ｍｉＲＮＡ⁃２１ 的即时检测（见图 ６ｃ）。 该方法能特异

性识别和线性扩增目标物，通过金纳米粒子聚集实

现低背景干扰颜色输出，具有操作简便、成本低的优

势，为结直肠癌等相关疾病的诊断提供了新的即时

检测策略。 但比色法的灵敏度和定量精度较低，易
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受背景干扰，因此限制了其临床应用。

图 ６　 基于微流控的外泌体分析技术
Ｆｉｇ． ６　 Ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＺＩＦ⁃８ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｇｏｌｄ ｅｌｅｃｔｒｏｄｅ （ＺＩＦ⁃８ ／ ＡｕＥ） ａｎｄ ｔｈｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ［７４］ ； ｂ． ｓｃｈｅ⁃
ｍａｔｉｃ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｆｏｒｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅｓ［７６］ ； ｃ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒ ＤＮＡｚｙｍｅ⁃ＲＣＡ⁃ｂａｓｅｄ ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃ ａｎｄ ｌａｔｅｒａｌ ｆｌｏｗ ｄｉｐ⁃
ｓｔｉｃｋ ａｓｓａｙｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｏｉｎｔ⁃ｏｆ⁃ｃａｒｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍ５Ｃ⁃ｍｉＲＮＡ⁃２１［７８］ ； ｄ． ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｕｒｆａｃｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ ｆｏｒ ｅｘｏ⁃
ｓｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ［８０］ ．
　 ＤＮＡ ＳＡＭ： ＤＮＡ ｓｅｌｆ⁃ａｓｓｅｍｂｌｅｄ ｍｏｎｏｌａｙｅｒ； ＡＮＤ： Ｌｏｇｉｃ ＡＮＤ ｇａｔｅ； ＴＳＡ： ｔｙｒａｍｉｎｅ ｓｉｇｎａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＳＥＲＳ： ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａ⁃
ｍａｎ ｓｃａｔｔｉｎｇ．

２．４　 光学检测

　 　 在众多基于微流控技术的外泌体分析手段中，
光学检测是一种最常用的检测手段，包括荧光检测、
表面增强拉曼（ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｉｎｇ，
ＳＥＲＳ）、表面等离子共振等方法。 其中，荧光成像技

术因具有精度高、灵敏度高等优点已广泛用于微流

控芯片的外泌体检测。 Ｌｕ 等［７９］ 提出了集成式微流

控（ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ＥＸＩＤ）系统

用于实现外泌体的分离和生物标志物检测。 该方法

将分析时间降至 ２ ｈ 以下，能实现对单个磁珠进行

分析并且同时检测外泌体表面蛋白的异质表达水

平。 同时，通过该系统可分析多种细胞系和临床样

本中外泌体 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达，为肿瘤个性化诊断和免

疫治疗提供了有潜力的工具。 表面增强拉曼是一种

利用金属纳米颗粒显著增强拉曼信号的共振光学检

测技术。 当分子靠近金属表面时，局部电场的增强

使得拉曼散射信号显著提高。 ＳＥＲＳ 具有高灵敏

度、快速分析、无标记检测的特点，因此也是目前比

较常用的外泌体检测手段之一。 Ｚｈａｏ 等［８０］ 构建了

基于核酸⁃酪胺级联放大的微流控 ＳＥＲＳ 传感器用

于外泌体ｍｉＲＮＡ 分析（见图 ６ｄ）。 该方法整合了外

泌体富集、裂解和 ｍｉＲＮＡ 检测于一体，避免样本消

耗过大的问题，提高定量准确性。 通过引入 ＲＣＡ 和

酪胺 信 号 放 大 （ ｔｙｒａｍｉｎｅ ｓｉｇｎａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，
ＴＳＡ）策略，使目标 ｍｉＲＮＡ 被扩增产生大量催化单

元，大量纳米标签沉积于 ＳＥＲＳ 底物上实现超高灵

敏度检测，结果显示该方法对外泌体的检出限可以

低至 １ ｐｍｏｌ ／ Ｌ。
　 　 共振光学检测技术在单个外泌体高灵敏度、高
选择性和无标记检测等方面独具优势。 Ｒａｇｈｕ
等［８１］开发了用于外泌体检测的局部表面等离子体

共振成像技术 （ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏ⁃
ｎａｎｃｅ ｉｍａｇｉｎｇ， ＬＳＰＲｉ），通过设计金纳米传感器的

尺寸，使其与外泌体尺寸相近，实现了单个外泌体的

数字化响应，并通过将传感元件置于石英柱上减少

了底物非特异性吸附的影响，实现高通量数据收集，
为实时检测活细胞分泌的外泌体提供了可能。 Ｓｕ
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等［８２］利用微环光学谐振器实现了血清中单个外泌

体的无标记、实时检测。 该方法利用光在微米级别

的环形结构中传播形成的谐振现象，当外泌体进入

微环的渐逝场时会改变微环的有效折射率，从而使

微环的共振频率发生偏移。 通过将测量到的信号变

化与已有理论相结合，实现对结合外泌体的大小、质
量和极化率的估算，从而获取肿瘤的相关信息，为肿

瘤活检提供依据。

图 ７　 外泌体的疾病诊断及临床应用
Ｆｉｇ． ７　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　 ａ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎａｒｙ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡ ｕｓｉｎｇ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ３Ｄ ＳＥＲＳ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［８７］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＰＤＡＣ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｕｓｉｎｇ ＧＦＥＴｓ ｗｉｔｈ ｐｏｒｔａｂｌｅ ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ ａｎｄ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ［８８］ ； ｃ． ｉＴＥＡＲＳ ｆｏｒ ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａ ｔｅａｒ⁃
ｄｒｏｐ［８９］ ．
　 ＰＣ： ｐｒｏｓｔａｔｅ ｃａｎｃｅｒ； ＴＣＰＰ： ｔｅｔｒａｋｉｓ（４⁃ｃａｒｂｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ｐｏｒｐｈｙｒｉｎ； ＧＰＣ⁃１： ｇｌｙｐｉｃａｎ⁃１； ＰＤＡＣ： ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；
ＧＦＥＴｓ： ｇｒａｐｈｅｎｅ ｆｉｅｌｄ ｅｆｆｅｃｔ ｔｒａｎｓｉｓｔｏｒｓ； ｓＥＶｓ： ｓｍａｌｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ； ＮＰＯ： ｎｅｇａｔｉｖｅ⁃ｐｒｅｓｓｕｒｅ⁃ｏｓｃｉｌｌａｔｉｏｎ．

３　 疾病诊断及临床应用

　 　 外泌体作为细胞间通讯的重要媒介携带了大量

的分子信息，在疾病诊断和临床治疗中具有重要价

值，可以作为液体活检的一种有效手段。 外泌体中

携带的蛋白质［８３］、ＲＮＡ［８４］ 和脂质［８５］ 等内含物可以

作为癌症、神经性疾病和心血管疾病等的生物标志

物。 微流控技术在外泌体疾病诊断和临床应用中具

有显著优势［８６］，该平台能够高效地处理多个临床样

本并实现疾病来源外泌体的高通量、快速、精准分析。
３．１　 疾病诊断

　 　 体液（血液、泪液、尿液、唾液等）中富含多种来

源外泌体，其收集过程相对简单，属于非侵入性手

段。 通过微流控技术可以直接进样分离并检测体液

中的外泌体样本，为疾病诊断提供有效手段。 Ｋｉｍ
等［８７］开发了一个无标记的 ｍｉＲＮＡ 传感平台（见图

７ａ），利用三维分层等离子体纳米结构的表面增强

拉曼散射检测尿外泌体 ｍｉＲＮＡ 差异表达水平可以

准确区分前列腺癌患者和健康对照组。 Ｙｉｎ 等［８８］开

发了一种基于石墨烯的传感器阵列，该方法是利用

场效应晶体管技术 （ ｇｒａｐｈｅｎｅ ｆｉｅｌｄ ｅｆｆｅｃｔ ｔｒａｎ⁃
ｓｉｓｔｏｒ， ＧＦＥＴ）通过特异性抗体捕获外泌体，并通过

电信号变化成功地检测到与胰腺导管腺癌（ｐａｎｃｒｅ⁃
ａｔｉｃ ｄｕｃｔａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＰＤＡＣ）相关的特定外

泌体标志物，即 ＧＰＣ⁃１ 抗体（见图 ７ｂ）。 该方法能

够在稀释的血浆样本中准确识别出 ＰＤＡＣ 患者和

健康对照组之间的差异。 Ｈｕ 等［８９］ 开发了一种眼泪

外泌体的快速分离分析系统（ ｉＴＥＡＲＳ），能够从泪

液中快速分离并分析外泌体（见图 ７ｃ）。 基于该方

法中的纳米多孔膜共振器可以实现从几滴泪液（约
１０ μＬ）中快速高效地分离外泌体，通过蛋白质组学

和转录组学分析进行定量检测和识别生物标志物，
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共鉴定出 ９０４ 种蛋白质，其中 ４２６ 种蛋白质如

ＣＡＬＭＬ５、ＫＲＴ６Ａ 和 Ｓ１００Ｐ 可用于眼干燥症的分

类。 因此微流控技术在外泌体检测的临床应用中具

有实用价值。 随着研究的深入，微流控技术在外泌

体检测领域有望发现新的生物标志物和疾病机制，
推动个性化医疗的发展。
３．２　 疾病治疗

　 　 外泌体具有优良的生物相容性和低免疫原性，
其脂质双层结构使其能够跨越细胞屏障并将携带的

蛋白质、ｍｉＲＮＡ 和其他生物活性分子靶向递送至目

标部位［９０－９４］。 作为一种新型的细胞间通讯及信息

传递的载体，目前外泌体在肿瘤治疗、神经退行性疾

病、心血管疾病和再生医学等领域展现出广阔的应

用潜力。 例如，Ｚｈｕ 等［９５］利用脐带间充质干细胞来

源的外泌体（ＵＣ⁃ＭＳＣ⁃Ｅｘｏ）促进皮肤和神经的再

生。 该技术不仅在体外验证了 ＵＣ⁃ＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 对成

纤维细胞增殖和神经生长因子分泌的促进作用，进
一步通过动物模型证实了在皮肤切除模型中加速伤

口愈合的能力，还探讨了 ＵＣ⁃ＭＳＣ⁃Ｅｘｏ 在改善皮肤

神经周围环境、促进神经再生方面的潜力，为外泌体

在神经修复中的临床应用提供了新的视角。 此外，
为了提高外泌体的功能性和靶向性，可以通过工程

化外泌体对天然外泌体进行化学修饰或基因修饰，
进而有效控制外泌体的尺寸、表面修饰以及内容

物［９６－９８］。 Ｄｉｎｇ 等［９９］ 利用源自人间充质干细胞

（ｈＵＣＭＳＣｓ）的外泌体传递外源性 ｍｉＲ⁃１４５⁃５ｐ。 研

究结果表明这种外泌体能够有效抑制 ＰＤＡＣ 细胞

的增殖和侵袭，增强细胞凋亡和细胞周期阻滞。 通

过体内外实验证实了外泌体在肿瘤治疗中的潜力，
并为 ＰＤＡＣ 的治疗提供了新策略［８］。 尽管上述外

泌体在疾病治疗方面展现出巨大潜力，但如何进一

步优化控制天然外泌体以及工程化外泌体的制备和

检测方法，提高其安全性、有效性和稳定性是亟待解

决的问题。 作为新型疾病治疗策略，相信外泌体将

发挥越来越重要的作用。

４　 结论与展望

　 　 外泌体的精准分离、制备、检测及功能研究是目

前分析化学和生物医学领域的研究前沿和热点。 作

为体内的一种“物联网、互联网”物质，外泌体在生

物体内信息传递、疾病机理和诊断、生物治疗等研究

领域中起着重要作用。 然而如何从复杂的生物样品

中精准分离且获取外泌体的生物信息为外泌体研究

带来了极大挑战。 本文主要针对外泌体的尺寸、电
荷、表面官能团等特征，结合基于微流控技术功能进

行了综述，重点介绍了基于微流控技术实现外泌体

尺寸分离、电荷分离以及表面抗体及适配体等的分

离方法；此外，基于微流控技术的通量、集成化、试剂

消耗少等特征详细阐述了外泌体群体分析方法及单

个外泌体分析方法，为疾病诊断及治疗提供了一个

全新的分离平台。
　 　 尽管微流控技术在外泌体的分离与分析上取得

了显著突破，外泌体的来源异质性和尺寸异质性决

定了其内含物的异质性及生物学功能的多样性。 因

此，如何有效分离异质性外泌体并深入解析其特异

性功能及对疾病发生机制的作用仍然是亟待解决的

关键科学问题。 外泌体的异质性不仅体现在不同来

源的细胞之间，还体现在同一来源的外泌体在不同

外部刺激或状态下的内容物差异。 这种异质性使得

外泌体的生物学信息更加复杂，进而影响其在疾病

研究及治疗中的应用。 为了探究和阐明外泌体的

“量⁃效”关系，尤其是在生命科学研究中的深远意

义，精细尺寸外泌体的分离与分析显得尤为重要。
精确分离外泌体亚群有望提高外泌体在疾病治疗中

的效果，特别是在癌症、神经退行性疾病等领域。 然

而，外泌体的异质性也显著限制了其亚群研究的深

入，尤其是如何从复杂样本中分离出具有高度特异

性和生物学功能的外泌体。 现有分离技术往往面临

精准度、纯度和产量的权衡，因此亟需兼容高通量、
快速、个性化的分析技术。 尤其是针对单个外泌体

的分析要求更高的灵敏度和准确性。 随着新型分离

技术、标志物识别手段以及单外泌体分析技术的不

断发展，微流控芯片技术有望在精细尺寸外泌体的

分离与分析研究中取得更大的突破。 这些进展不仅

能够提升外泌体在疾病早期诊断、靶向治疗等领域

的应用潜力，也为个性化医疗提供了重要的技术

支撑。
　 　 总之，相信外泌体将在更多疾病的治疗中发挥

重要作用，为医学领域带来更多的创新和突破。
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