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文章快速阅读：

文题释义：

外泌体：早期由多泡体通过膜内陷包裹内容物形成并在多泡体与细胞膜融合过程中被释放到胞外，是一类粒

径为 30-120 nm，内含来源细胞中部分蛋白质、核酸、脂质等成分的蝶形膜性囊泡。外泌体能分泌及转运多

种生物活性成分并参与一系列生理病理过程。

间充质干细胞源性外泌体：由间充质干细胞旁分泌所得，具有来源细胞的特性。间充质干细胞源性外泌体能

促进受损区域细胞自我修复与组织再生，恢复组织内稳态，加速创面修复。不仅如此，间充质干细胞源性外

泌体在血管损伤修复、急性肺损伤、缺血性脑卒中、骨关节炎、心肌梗死等各个系统疾病中都具有重要作用。

摘要

背景：间充质干细胞源性外泌体因其众多优点被应用于多种疾病的诊断与治疗，因此精确有效以及低成本检

测出间充质干细胞源性外泌体对将来疾病的诊断和治疗至关重要。

目的：对间充质干细胞源性外泌体检测方法以及最新进展做一介绍。

方法：检索万方、百度学术、维普、CNKI、PubMed、Web of Science、Sinomed、Embase、Cochrane、
Web of Knowledge等数据库 1997年 6月至 2019年 6月期间关于间充质干细胞源性外泌体检测方法的文献，

检索词分别为“间充质干细胞”“外泌体”“检测方法”和“mesenchymal stem cells”“exosomes”“detection
methods”。排除重复与相关性弱的文献，将检索到的文献进行整理，共纳入 60篇文献来进行分析。

结果与结论：①总结了间充质干细胞的定义、生物学特性及其旁分泌作用；②总结了间充质干细胞源性外泌

体的定义、生物学特性及其在临床治疗中较好的应用前景，例如调节机体免疫功能、促进受损组织再生等；

③总结了目前对间充质干细胞源性外泌体常用的检测方法以及最新研究进展；④上述研究为临床应用间充质

干细胞源性外泌体治疗疾病及在组织损伤修复中发挥作用提供实验基础。
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文章特点—
(1)间充质干细胞源性外泌体拥有类似于间充质干细胞的诸多功能，如调节机体免疫功能、促进受损

组织再生等，在临床治疗与再生药物方面有巨大研究潜能；
(2)目前间充质干细胞源性外泌体检测方法有透射电子显微镜法、流式细胞仪法、蛋白质印记法、纳

米粒子追踪分析等；
(3)总结分析了目前对间充质干细胞源性外泌体常用的检测方法以及最新研究进展，以期为间充质干

细胞源性外泌体在组织损伤修复及其他疾病治疗中发挥作用提供实验基础。
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Abstract
BACKGROUND: Mesenchymal stem cells-derived exosomes have been applied in the diagnosis and treatment of various diseases due to its
many virtues. Therefore, its accurate and effective detection with low cost is critical for disease diagnosis and treatment.
OBJECTIVE: To introduce the detection methods and newest progress of mesenchymal stem cells-derived exosomes.
METHODS:WanFang, Baidu Scholar, VIP, CNKI, PubMed, Web of Science, Sinomed, Embase, Cochrane and Web of Knowledge databases
were retrieved for the articles concerning the detection methods of mesenchymal stem cells-derived exosomes published between June 1997
and June 2019. The keywords were “mesenchymal stem cells, exosomes, detection methods” in Chinese and English, respectively. The
duplicated and poorly correlated articles were excluded, and finally 60 eligible articles were included for analysis.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) The definition and biological characteristics of mesenchymal stem cells are summarized, and
mesenchymal stem cells have been found to treat diseases by paracrine approach. (2) The definition and biological characteristics of
mesenchymal stem cells-derived exosomes and its potential clinical application are summarized, including immunoregulation in vivo and
promotion of tissue regeneration. (3) The commonly used detection methods of mesenchymal stem cells-derived exosomes and the newest
progress are reviewed. (4) This review provides experimental basis for the clinical application of mesenchymal stem cells-derived exosomes
regarding disease treatment and tissue repair.
Key words: mesenchymal stem cells; exosomes; detection methods; mesenchymal stem cell-derived exosomes; characterization; tissue
repair
Funding: the National Natural Science Foundation of China, No. 81871570 (to WDL)

0 引言 Introduction
间充质干细胞(mesenchymal stem cells，MSCs)

是一类具有自我复制能力和多向分化潜能的非造血祖

细胞，可以从各种组织中分离出来，因其具有修复损伤

组织和免疫调节等作用，被广泛应用于多种疾病的研

究 [1-2]。间充质干细胞首次由FRIEDENSTEIN等 [3]在

1974年从人骨髓中获得。以往研究观点普遍认为干细胞

主要通过归巢分化来发挥修复损伤组织的治疗潜能，而

后有研究者从目前干细胞治疗的动物实验或临床试验

观察到的获益主要来源于干细胞的旁分泌效应[4]，其中

外泌体(exosome)被认为是细胞旁分泌的主要参与者，

也日趋成为目前研究的热点，诸多研究已证实间充质干

细胞的修复功能与其分泌的外泌体密切相关。

外泌体又称为胞外体，早期由多泡体通过膜内陷包

裹内容物形成并在多泡体与细胞膜融合过程中被释放

到胞外，是一类粒径为30-120 nm，内含来源细胞中部

分蛋白质、核酸、脂质等成分的蝶形膜性囊泡[5]。与所

有脂质囊泡一样，外泌体以1.13 g/mL(B细胞衍生的外

泌体)至1.19 g/mL(来自肠细胞的外泌体)的密度漂浮在

梯度蔗糖中[6-7]。外泌体的蛋白质组成取决于所研究的外

泌体的细胞来源。但无论来源如何，在外泌体中都可以

找到几种常见的蛋白质，如外泌体常携带有膜融合蛋白

(GTPases、annexins、Hotillin)、CD抗原(CD9、CD63、
CD81、CD82)、热休克蛋白(Hsp70、Hsp90)、多泡体

相关蛋白(Alix、TSG101)、脂质相关蛋白质以及磷脂、

核酸等物质[8]。研究表明，间充质干细胞能够旁分泌一

种有效的生物学活性物质——外泌体，而移植间充质干

细胞可以通过这种旁分泌作用在组织损伤中起到修复

效果[9-11]。诸多研究已证实外泌体能分泌及转运多种生

物活性成分，并参与一系列生理病理过程，体现在以下

几个方面：①来源细胞分化方向及生理病理状态；②参

与物质转运及信息传递；③参与清除细胞内物质等[12]。

外泌体可通过生物屏障运载蛋白及核酸至靶细胞，参与

机体免疫应答、细胞迁移、细胞分化、肿瘤侵袭等过程，

还可作为纳米载体装载基因或药物到达靶细胞器官，在

临床治疗中有较好的应用前景。间充质干细胞源性外泌

体拥有类似于间充质干细胞的诸多功能，如调节机体免

疫功能、促进受损组织再生等，因此间充质干细胞源性

外泌体被认为在再生药物方面有巨大研究潜能。研究表

明，间充质干细胞源性外泌体在多种心血管系统动物模

型中显示出抗凋亡、抗炎症反应、减轻心肌重构、促进

心肌再生及新血管形成等作用。间充质干细胞源性外泌

体在神经系统疾病方面也表现出治疗潜能，能够促进神

经形成、神经突再生和血管生成；间充质干细胞源性外

泌体对免疫系统也起到重要的调节作用，其可能通过包

含的miRNA改变免疫调节强度，从而调节目的免疫细胞

的活化、表型修饰和细胞再生；在肾损伤动物模型中，

间充质干细胞源性外泌体也显示出一定的治疗和保护

作用[13]；在创面修复方面，间充质干细胞源性外泌体通

过调控炎症反应、促进细胞增殖及血管再生、调控细胞

外基质重塑及抑制瘢痕形成等多种途径全面地参与了

创面修复[14]。虽然间充质干细胞源性外泌体的研究还不

是很多，但它已经表现出强有力的治疗潜能，因此精确

有效、快速灵敏且低成本地检测出间充质干细胞源性外

泌体对疾病的诊断和治疗至关重要。外泌体特征的检测

方法包括生物物理法和分子法。生物物理法包括透射电

子显微镜、纳米粒子追踪、原子力显微镜、低温电子显

微镜[15]、动态光散射、电阻脉冲感测等；分子法包括流

式细胞仪、拉曼光谱、微流控技术、蛋白质印迹法和酶

联免疫吸附测定法等[16-17]，见图1。透射电子显微镜是

最常用的检测方法，能够测定外泌体的大小和形状，例

如透射电镜下观察到脐带间充质干细胞源性外泌体呈

圆形或椭圆形，大小不均匀，直径30-100 nm，有完整

的膜结构，内含低密度物质[18]。这些方法中的2种或多

种组合通常用于外泌体的检测。

该综述主要介绍间充质干细胞源性外泌体检测方

法中的透射电子显微镜法、流式细胞仪法、蛋白质印记

法等常用法，以及对其检测方法进展做简要叙述，旨在

进一步为间充质干细胞源性外泌体在组织损伤修复中

发挥作用提供实验基础。
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1 资料和方法 Data and methods
1.1 资料来源 由第一作者检索万方、百度学术、维普、

CNKI、PubMed、Web of Science、Sinomed、Embase、
Cochrane、Web of Knowledge等数据库中与主题相关

的文献。以“间充质干细胞”“外泌体”“检测方法”和

“mesenchymal stem cells”“exosomes”“detection
methods”分别为中英文检索词。检索式：(主题：(间
充质干细胞)*主题：(外泌体)*主题：(检测方法))和
((mesenchymal stem cells) AND exosomes) AND
detection methods。检索的时间范围为1997年6月至

2019年6月。以研究性论著、综述(以英文综述为主)、
国内国际会议等为检索文献类型。

1.2 入选标准 将文献进行筛选，去除重复文献，选择

与研究目的和研究内容紧密联系的文献。

1.3 质量评估 由2人进行信息情报检索，检索到与文

题相符的文献994篇，其中英文文献967篇，中文文献

27篇，再追踪引文，从中选择与入选标准相符的文献共

60篇。纳入文献多以英文综述为主，且多发表于国外一

些权威杂志，具有代表性，能准确地反映和报道该选题

的文章。文献筛选流程见图2。

2 结果 Results
外泌体作为细胞间信息交流的重要介质，在组织修

复、免疫等领域发挥独特的生物学功能，具有广阔的研

究和应用前景。如何高效、高纯度地分离外泌体是实现

其组学分析和功能研究的关键。实际上除了不同来源细

胞分泌的外泌体存在异质性之外，同种细胞来源的外泌

体也有可能大小形态各异。外泌体的体积小、密度低、

分离难度大，而且不同分离方法得到的外泌体理化性质

不同，这导致了外泌体研究存在大量不可控性和难重复

性[19]。如今已经开发了许多基于外泌体物理及生物化学

性质的分离技术，如超速离心法、密度梯度离心法、超

滤法以及目前比较成熟的商用化试剂盒等。

超速离心法是目前外泌体分离的“金标准”，也是使

用最广泛的方法。超速离心法工作原理：基于外泌体的

大小，大的较早沉淀在管底，而小的需更大的离心力才

能沉淀。可溶性组分不受离心影响，但是非外泌体颗粒

如脂蛋白和蛋白质聚集体可能会一同沉淀[20]。超速离心

法的缺点在于仪器昂贵、耗时费力、产量低且重复离心

操作可能对外泌体造成破坏。密度梯度离心法分离原理：

基于外泌体的密度，可从不同密度的颗粒分离出外泌体，

外泌体移动至其平衡密度，而高密度的可溶性组分将在

管底沉淀[20]。密度梯度离心法获得的外泌体纯度较高，

但是步骤繁琐且耗时。超滤法则是利用不同截留相对分

子质量的超滤膜对样品进行选择性分离，可溶性蛋白质

和小于临界值(约105 kD)的颗粒被推向过滤膜，然后在过

检索万方、百度学术、维普、CNKI、PubMed、Web of Science、
Sinomed、Embase、Cochrane、Web of Knowledge等数据库

分别以“间充质干细胞，外泌体，检测方法”和“mesenchymal stem
cells、exosomes、detection”为中英文检索词检索 1997年 6月

至 2019年 6月有关间充质干细胞源性外泌体检测方法的文章

共检索出中英文文章 994篇，

排除与该综述不相关及重复的

文章

通过阅读摘要后进行初步

筛选，最终纳入文献 60
篇

图 2 文献筛选流程

图注：外泌体特征的检测方法包括 Biophysical
methods( 生 物 物 理 法 ) 和 Molecular and
microfluidic-based methods(分子与微控流法)。
生物物理法包括 NTA(纳米粒子追踪)、TEM(透
射电子显微镜)、DLS(动态光散射)、Cryo-EM(低
温电子显微镜)、RPS(电阻脉冲感测)、FFF(场
流分离)、AFM(原子力显微镜)；分子与微控流

法包括 Microfluidic-based technologies(微流

控技术)、Flow cytometry(流式细胞仪)、Raman
spectroscopy(拉曼光谱)
图 1 外泌体的检测方法[15]
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滤膜处收集外泌体[20]。虽然超滤法简单高效，但超滤过

膜时加压可引起外泌体变形或破坏且可能受蛋白污染。

目前用得较多的商用化试剂盒是Exo Quick试剂盒和

Isolation试剂盒，这2种试剂盒都是基于沉淀法原理来分

离外泌体。Exo Quick试剂盒是通过一种螯合物对外泌体

进行捕捉，Isolation试剂盒是通过将水分子聚合到一起，

强行减少可溶性成分，使其从溶液中析出，之后经过低

速离心即可收集外泌体[21]。虽然商用化试剂盒分离外泌

体速度快、产量高，但是价格较昂贵且有一定的细胞毒

性。目前分离外泌体的方法众多，但是还没有同时满足

外泌体高浓度及高产量的方法，这将影响后续准确高效

地检测外泌体的物理及生物化学性质。

为获得外泌体形态、大小、密度及蛋白质组成等信

息，可以通过透射电子显微镜、纳米粒子追踪、流式细

胞仪、蛋白质印记和酶联免疫吸附法等对外泌体进行检

测，分述如下。

2.1 透射电子显微镜 透射电子显微镜，简称透射电镜，

是把经加速和聚集的电子束投射到非常薄的样品上，电

子与样品中的原子碰撞而改变方向，从而产生立体角散

射。散射角的大小与样品的密度、厚度相关，因此可以

形成明暗不同的影像，影像放大、聚焦后在成像器件(如
荧光屏、胶片以及感光耦合组件)上显示出来，可以看到

在光学显微镜下无法看清的小于0.2 μm的细微结构，这

些结构称为亚显微结构或超微结构。目前透射电镜的分

辨力可达0.2 nm。这是目前检测外泌体方法中用到最多

的方法之一，此法目前也相对成熟。它的检测效果也与

外泌体的提取方法相关。研究发现在透射电镜下差速超

速离心法获得的外泌体直径多分布于30-100 nm，较为

均一；Exo Quick试剂盒法获得的外泌体不够均匀；

Isolation试剂盒法获得的外泌体背景污染较严重, 可能

存在蛋白质污染[21]。透射电镜的优点在于使外泌体的生

物物理分析成为可能且能保留外泌体生物结构的形态；

缺点在于样品固定和脱水会影响尺寸和形态且为非定

量检测方法。

透射电镜检测脐带间充质干细胞源性外泌体[18]：将

2 mL PBS加入分离外泌体的离心管中混匀，按照1∶50
倍稀释后取外泌体稀释液10 μL，滴加于2 mm的含碳载

样铜网上，在室温下静置5 min后用滤纸将多余液体轻

轻吸去，3%磷钨酸钠溶液(pH 6.8)室温负染5 min，双

蒸水轻轻洗1遍后室温晾干，透射电镜观察到外泌体呈

圆形或椭圆形，大小不均匀，直径30-100 nm，有完整

的膜结构，内含低密度物质。

2.2 流式细胞仪 流式细胞仪是对细胞进行自动分析和

分选的装置。它可以快速测量、存贮、显示一系列重要

的生物物理、生物化学方面的特征参量，并根据预选的

参量范围把指定的细胞亚群从中分选出来。多数流式细

胞仪只能测量一个细胞的诸如总核酸量、总蛋白量等指

标，而不能鉴别和测出某一特定部位的核酸或蛋白的多

少。也就是说，它的细节分辨率为零。此法现在也相对

成熟，能较准确检测出外泌体及其来源细胞的表面标记

物，但外泌体粒径太小，折射率低，低于常规流式细胞

仪分析的阈值，因此不能准确区分粒子与噪声。采用常

规的流式细胞仪进行检测时往往需要将外泌体与微珠

连接以增大表面积、增强反射，或者加入纳米金颗粒来

增加外泌体粒径之后再检测。目前已有学者搭建了一种

高灵敏的流式细胞仪(HSFCM)，将可检测的外泌体粒径

降至40 nm，能够在不连接微珠的情况下实现每分钟

10 000个外泌体的检测，并能够结合免疫荧光的方法进

行外泌体标志蛋白质的定量检测，目前该仪器已商品

化[22]。流式细胞仪的优点在于可保留外泌体生物结构的

形态，是评价外泌体质量和定量的有效方法；缺点在于

干燥过程中外泌体可能会坍塌而形成杯状形态。

普通流式细胞仪检测脐带间充质干细胞源性外泌

体表面标志物的方法：首先单独加入 CD63-PE/
CD9-FITC/CD81-PE/CD83-PE不同类型的流式抗体

5 μL，室温避光孵育15 min。由于外泌体的粒径太小，

很难用普通流式细胞仪检测，采用纳米金颗粒增加外泌

体的粒径。方法如下：染色后的外泌体溶液加入分支聚

乙烯亚胺37 ℃孵育15 min，之后超速离心去除分支聚

乙烯亚胺，加入纳米金颗粒轻柔重悬后置于培养箱中

60 min，加入APC-DNA染料室温孵育15 min，上流式

细胞仪检测，APC阳性颗粒即为所需要检测的外泌体。

脐带间充质干细胞源性外泌体CD9、CD63、CD81和
CD83呈阳性表达[18]。流式细胞仪检测人脐血间充质干

细胞外泌体表面标志物，其表达外泌体共性标志CD63、
CD81以及间充质干细胞表面黏附分子CD90、CD73、
CD105、CD166、CD29[23]；流式细胞仪检测骨髓间充

质干细胞外泌体表面标志物，其表达CD9、CD81、CD63
蛋白以及其来源细胞的特异性蛋白CD44 [24]。

2.3 蛋白质免疫印记法 蛋白质印迹法(免疫印迹试验)
即Western blot，其基本原理是通过特异性抗体对凝胶

电泳处理过的细胞或生物组织样品进行着色。通过分析

着色的位置和着色深度获得特定蛋白质在所分析的细

胞或组织中表达的信息。不同方法提取出的外泌体用此

法检测的结果也略有差异。研究发现，差速超速离心法

提取到的外泌体特异性标志物CD9与CD63在表达强度

上远高于Exo Quick试剂盒法和Isolation试剂盒法；其

次，Exo Quick试剂盒法和Isolation试剂盒法提取到的外

泌体特异性标志物仅在CD81的表达上略高于差速超速

离心法[21]。此法的优点在于可对外泌体进行定量分析；

缺点则是过程较为繁琐复杂。

骨髓间充质干细胞来源外泌体特异性蛋白的分析：

配置15%分离胶和5%浓缩胶，取外泌体悬液40 μL与
5×SDS上样缓冲液10 μL混合煮沸5 min，加于凝胶上样

孔内，浓缩胶恒压80 V，分离胶恒压120 V，200 mA恒
流1 h。将凝胶中的蛋白质通过湿转法移至硝酸纤维素

膜上，室温下用含5%脱脂牛奶的封闭液处理1 h，经

1×TBST缓冲液洗脱后加入CD9、CD63单克隆抗体于4
℃条件下反应过夜，再次洗脱后加入辣根过氧化物酶标

记的羊抗兔二抗，于室温下平缓摇动1 h，经1×TBST缓
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冲液洗膜3次，加入化学发光底物，骨髓间充质干细胞

来源外泌体表达CD9、CD63蛋白[25]。

2.4 纳米粒子追踪分析 纳米颗粒跟踪分析技术是一种

光学粒子跟踪方法，用于获取外泌体的浓度和尺寸分

布，能够检测直径小于50 nm的单个粒子，是近年来新

兴的纳米级别测量技术之一。纳米颗粒在其悬浊液中受

到周边溶液分子的撞击而做无规则的布朗运动，然后通

过斯托克斯-爱因斯坦方程，这些颗粒在单位时间内(ts)
的移动速度与其本身的粒度(dh)、溶液的黏度(Ƞ)和温度

(T)存在数量上的关系。因此通过观察溶液中的颗粒运动

轨迹，得出与之相关的颗粒粒径数据，同时通过仪器内

置的高速相机和软件，对观察到的每一个颗粒进行跟踪

分析，最终提供与常规粒度仪所不同的粒径数量分布以

及颗粒物浓度的分析结果。马尔文纳米颗粒跟踪分析仪

(NanoSight)所具备的溶液状态(原位测试)下的测试，为

外泌体颗粒提供了非常好的结构与功能上的保护，并且

能够让外泌体颗粒在更接近其原始状态下进行测量，保

证了数据的真实性和有效性。另外，独一无二的浓度测

量技术，直接为研究人员提供可靠的外泌体浓度数据。

使 用 NanoSight LM10(NanoSight Ltd. ， Minton
Park，UK)进行外泌体的绝对尺寸分布分析，粒子会根

据布朗运动和扩散系数自动跟踪和确定尺寸。将外泌体

稀释在1 mL过滤的PBS中，测量条件：温度(23.75±0.5)
℃，黏度(0.91±0.03) cP，每秒帧数25，测量时间60 s。
对每个样品进行3次记录，结果显示外泌体的大小在

90-150 nm之间[26]。此法的优点在于简单方便、快速、

不破坏外泌体原始状态且分辨率非常高；缺点在于需要

以不同稀释度对样品进行多次测量且不能检测生物化

学成分或细胞来源。

2.5 动态光散射 动态光散射也称为光子相关光谱或准

弹性光散射。它可以检测粒径介于1 nm和6 μm之间的粒

子相对尺寸分布[27-28]。由于与溶剂分子的连续碰撞，流

体中的粒子会随机移动，这称为布朗运动粒子的随机运

动。颗粒的速度取决于温度、黏度和(流体动力学)颗粒直

径，粒子越小，布朗运动就越快。经历布朗运动的粒子

引起散射光的光强波动，其通常在30 s内完成测量。通

过应用光散射理论中的数学算法，从光强波动中获得相

对尺寸分布。光散射理论需要溶剂和外泌体之间的折射

率差，这是目前未知的。动态光散射在单分散样品(即含

有一种特定尺寸的颗粒样品)的大小测定中表现良好，并

监测样品变化例如聚集[29-31]，检测多分散样品(即含有不

同大小的颗粒的样品)的尺寸大小是不太准确的，因为测

量的尺寸大小受到少量较大颗粒的影响。此外，结果取

决于应用的数学算法[29-30]，只有粒径相差至少2倍才能计

算出不同大小外泌体的尺寸[29，32]。该方法的优点是能够

确定直径在1 nm到6 μm之间的颗粒分布；缺点在于动态

光散射不能测量外泌体的绝对浓度以及提供关于生物化

学成分或细胞来源的信息，且不均匀的外泌体种群无法

分析，多分散样本难以处理，成像条件恶劣。

2.6 原子力显微镜 原子力显微镜是1986年由BINNIG

等[33]开发的，并提供亚纳米分辨率地形成像。原子力显

微镜由末端具有尖锐尖端的悬臂梁组成，与其扫描样品

表面没有物理接触，测量尖端的运动，并通过软件创建

三维图像。

由于横向分辨率为3 nm，垂直分辨率<0.1 nm [34]，

原子力显微镜适用于尺寸大小的检测，在多分散样品上

的性能比动态光散射好[31]。SIEDLECKI等[34]和YUANA
等[35]表明原子力显微镜可以用来测量外泌体在生理状态

下的相对尺寸大小。由于原子力显微镜的分辨率高，外

泌体必须结合到非常平坦的表面，例如云母，抗体可与

外泌体表面结合，从而获得生物化学信息[34]。因为用抗

体结合外泌体的表面效率是未知的，所以不能确定外泌

体的浓度。此外，表面结合可能影响外泌体的形态，可

能会影响实际直径。此方法的优点在于适用于尺寸测定，

在多分散样品上性能比动态光散射好，灵敏度高，样品

制备简单且快速；缺点在于吞吐量低且价格较昂贵。

2.7 受激发射损耗荧光显微镜 受激发射损耗荧光显微

镜是一种高分辨率荧光显微镜。它成功地检测出了直径

为16 nm的颗粒，这对于外泌体的大小来说足够小[36-37]。

受激发射损耗荧光显微镜不仅有望用于确定荧光标记

的外泌体的大小和位置，而且高分辨率可以用于获得形

态信息，并确定标记受体在较大外泌体表面的分布[38]。

如果检测体积已知，则可以确定浓度，并且用于探测

10 000个颗粒的测量时间是数小时[39]。

2.8 酶联免疫吸附试验 酶联免疫吸附试验已被用于外

泌体的检测，但没有广泛使用[40]。使用膜联蛋白或表面

抗原抗体捕获外泌体，随后使用抗表面抗原(检测抗体)
的独特抗体检测外泌体。这种技术的优点在于可以精确

检测外泌体表面标记物；缺点是只能分析个别水平的外

泌体，而不能大量分析[41]。

2.9 扫描电子显微镜 扫描电镜是介于透射电镜和光学

显微镜之间的一种微观形态观察手段，主要是利用二次

电子信号成像来观察样品的表面形态，即用极狭窄的电

子束去扫描样品，通过电子束与样品的相互作用产生各

种效应，其中主要是样品的二次电子发射。它可直接利

用样品表面材料的物质性能进行微观成像。此法的优点

是分辨率可以<1 nm；大小和形态可以确定。缺点是不

能分析异质外泌体群体，多分散样品成像条件苛刻，且

通量低。

用扫描电镜检测外泌体时，将外泌体用3.7%戊二醛

固定15 min，PBS洗涤2次，用梯度浓度乙醇(体积分数

分别为40%，60%，80%，96%-98%)进行脱水，乙醇

蒸发后将样品在玻璃基板上室温静置24 h，在金-钯溅

射后通过扫描电镜分析，检测结果显示：所有外泌体都

为一个直径30-50 nm的球形[16]。

2.10 电阻脉冲感测 电阻脉冲感测是用Coulter原理表

征悬浮液中外泌体大小的另一种方法[42]。电阻脉冲感测

基于用导电液体填充的纳米孔，所述导电液体在通过球

形纳米粒子(例如外泌体)时被置换或移出，随后计算出

的电阻变化随颗粒尺寸成比例增加，并在每次颗粒通过
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孔时记录下来。因此，电阻脉冲感测能够测量颗粒物种

的个体大小和分布[43-45]。在电阻脉冲感测中，可以检测

到的尺寸范围由上限处的孔径大小和下限的最小可检

测电阻变化所决定，后者约为孔径的20%。例如，直径

为400 nm的孔可以将直径为80-400 nm的囊泡分级。电

阻脉冲感测方法的主要限制之一是通过比纳米孔直径

更大的颗粒时发生纳米孔阻塞[46-47]。因此，为了检测高

度异质性的样品(例如含有凋亡小体、微囊、外泌体)，
电阻脉冲感测不是合适的方法。有趣的是，如果使用电

阻脉冲感测，则来自生物学和细胞培养物的外泌体样品

可能包含异质外泌体种类，并且在外泌体检测期间可能

构成影响[17]。

2.11 低温电子显微镜 低温电子显微镜是显微镜的一

种形式，其在低温下分析样品。在传统的显微镜中，

样品在成像之前被脱水，在干燥过程中外泌体可能会

崩溃形成杯状形态[48]。然而，在冷冻电镜中，由于样

品保持完全水合并且被快速分析，所以外泌体被显示

为圆形颗粒[49]。低温电子显微镜的优点之一是样品在

冷冻条件下进行分析，无需预先染色或阳离子化。因

此，低温电子显微镜可以提供更好的生物结构形态。

在一项关于血浆来源外泌体的研究中，YUANA等 [50]

显示了低温电子显微镜在检测外泌体的结构和形态异

质性方面的有用性。有趣的是，低温电子显微镜也显

示静电排斥使个别的外泌体变形，这可能潜在影响其

尺寸的测定[51]。

2.12 拉曼光谱 拉曼光谱使用单色激光光源照射样

品。由于样品中分子振动过程中的波长漂移，拉曼光谱

中的光散射产生了分子的特征光谱，例如核酸、蛋白质。

因此，拉曼光谱提供样品化学成分的无标记测定。与通

常进行批量分析的其他外泌体检测技术相反，拉曼光谱

在几分钟内即使提供单一外泌体的化学组成也非常有

效[52]。由于已知的生物大分子光谱的可用性，例如核酸、

蛋白质和脂质(外泌体的主要成分)，拉曼光谱能够检测

封装在外泌体内的分子信息。尽管拉曼光谱在分析外泌

体方面具有独特的特点，但其具有信号强度低、劳动强

度大、表面光谱缺乏等局限性。为了提高信号强度和信

号的均匀性，LEE等[53]设计了一种基于聚二甲基硅氧烷

的等离子体纳米级平台，使拉曼光谱对外泌体进行更加

有效地捕获和化学分析。

2.13 外泌体检测方法的研究进展 外泌体是通过形态、

尺寸和蛋白质组成这3个层面来检测的。以上介绍了众

多不同检测外泌体各个特征的方法，它们亦有各自的优

点与不足，见表1。目前，没有一种方法可以精确地检

测以及规模化整个外泌体。因为它们的检测结果受其提

取方法的影响。此外，检测外泌体更严格的特征可能需

要流式细胞仪、电子显微镜和完整的RNA、脂质和蛋白

质分析。这将有助于更好地探索外泌体的生物学特性及

其与疾病的动态平衡关系[41]。

最近有研究发现另一种高通量外泌体检测系统是

纳米等离子体分析。纳米等离子体分析是一种用于制作

纳米孔阵列的薄金薄膜，薄膜的光照引起强烈的电磁场

或表面等离子体[54]。表面等离子体允许独特的光学传

输，并由于其阻力而产生纳米孔阵列的独特光谱。当外

泌体结合到其特异性抗体功能化的纳米孔时，观察到光

谱的变化且直接与外泌体的相对分子质量相关。同样，

新兴的方法之一是色谱技术，例如尺寸排阻色谱法。在

NORDIN等[55]的一项比较研究中，作者指出与传统的超

速离心法相比，尺寸排阻色谱法获得的外泌体更纯净且

无聚集。虽然尺寸排阻色谱法是一种分离技术[56]，但是

将其与基于抗体的捕获方法结合，例如固定在琼脂糖凝

胶珠上的抗体可以使其成为外泌体分离和检测方法的

新技术。

表 1 外泌体检测方法的优缺点比较

检测方法 优点 缺点

透射电子显微镜 使外泌体的生物物理分析成为可能且能保留外泌体生物

结构的形态

样品固定和脱水会影响尺寸和形态且为非定量检测方法[19]

流式细胞仪 可保留外泌体生物结构的形态，是评价外泌体质量和定量

的有效方法

样品固定和脱水会影响尺寸和形态且为非定量检测方法[18]

蛋白质免疫印记法 可对外泌体进行定量分析 过程较为繁琐复杂[19]

纳米粒子追踪分析 简单方便、快速、不破坏外泌体原始状态且分辨率非常高 需要以不同稀释度对样品进行多次测量且不能检测生物化学成分或细胞来源[23]

动态光散射 能够确定直径在 1 nm 到 6 μm 之间的颗粒分布 不能测量外泌体的绝对浓度以及提供关于生物化学成分或细胞来源的信息，不

均匀外泌体种群无法分析，多分散样本难以处理，成像条件恶劣，吞吐率低[26-29]

原子力显微镜 适用于尺寸测定，在多分散样品上性能比动态光散射好，

灵敏度高，样品制备简单且快速

吞吐量低且价格较昂贵[31]

受激发射损耗(STED)
显微镜

高分辨率可以用于获得形态信息，并确定标记受体在较大

外泌体表面的分布

价格较昂贵[35]

酶联免疫吸附试验 可以精确检测外泌体表面标记物 只能分析个别水平的外泌体，而不能大量分析[38]

扫描电子显微镜 分辨率可以<1 nm；大小和形态可以确定 不能分析异质外泌体群体，多分散样品成像条件苛刻，低通量[16]

电阻脉冲感测 能够测量颗粒物种的个体大小和分布 通过比纳米孔直径更大的颗粒时发生纳米孔阻塞[40-44]

低温电子显微镜 样品保持完全水合并且被快速分析，可以提供更好的生物

结构形态

静电排斥使个别外泌体变形，这可能潜在影响其尺寸的测定[46-47]

拉曼光谱 快速有效地提供单一外泌体的化学组成 信号强度低，劳动强度大，表面光谱缺乏等局限性[49-50]
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目前，需要一种快速有效、灵敏、低成本的用于检

测外泌体的方法，不仅考虑它们的尺寸大小，还要考虑

它们的起源细胞。在临床上，一个根本的问题是外泌体

量化的技术挑战。虽然精确测量外泌体颗粒数量和蛋白

质含量方面取得了很大进展，但仍然迫切需要在实验室

之间对外泌体检测程序进行标准化。这对用于临床试验

目的的外泌体剂量是特别重要的。外泌体检测技术的进

步表明了选择合适的生物物理和/或分子方法用于外泌

体检测的重要性。外泌体检测程序已经从光谱(例如动态

光散射)方法发展到基于纳米技术的高通量技术(例如电

阻脉冲感测、流式细胞术)。由于没有任何一种技术满足

外泌体的所有特性，推测在不久的将来，多种技术联合

可用于外泌体生物物理学和分子学同时表征[15]。对外泌

体更好的理解以及用于外泌体定量、分离和储存，建立

效价测定的标准化方法将提高未来对基于外泌体的诊

断和治疗应用[47]。

3 展望 Prospects
综上所述，已知间充质干细胞源性外泌体在各种动

物模型中都具有一些令人鼓舞的治疗效果。外泌体是药

物递送的理想载体，它们包封多种蛋白和RNA，可以穿

过质膜将其运送到靶细胞中，并被机体良好耐受[57]。间

充质干细胞可以产生大量的外泌体并且可以通过使细

胞永生化产生永久性细胞系，在数量和质量方面不会影

响产量，从而确保间充质干细胞源性外泌体可持续和可

重复生产[58]。因此，外泌体在未来的应用研究中具有很

好的可控性、可操作性和可行性。然而，基于外泌体的

蛋白质组学和基因组复杂性，其可能的作用机制和确切

的组成成分需要进一步的研究。因此选择合适高效的外

泌体检测方法显得尤其重要。

多数研究者认为检测方法的选择主要取决于样品

类型。蛋白质组学研究所需的外泌体样品需要高纯度和

无污染的制备，可以与纳米级特征技术相结合。在这种

情况下原子力显微镜分析是最合适的方法，因为它可以

显示外泌体相关的污染杂质[59]。同样，对于细胞间通讯

和外泌体介导途径的检测，大小异质性的估算并不是一

个优先选择，动态光散射、纳米粒子追踪分析和其他光

谱方法是最合适的。对于旨在开发外泌体分离方法的探

索性研究，纳米粒子追踪分析不是合适的技术。最近研

究显示，低密度脂蛋白可能模拟外泌体，因此基于纳米

粒子追踪分析的定量分析可能实际上高估了样品中外

泌体的出现率[60]。在这种情况下，使用拉曼光谱的定性

分析可以提供更好的样品组成分析。也有研究者认为，

无论分离方法要求如何，电子显微镜都应作为形态学表

征方法的第一步，然后使用任何所述的常规方法对样品

进行额外的生物、物理分析[10]。

总之，上述各种方法及其相互组合皆可以正确有效

地检测间充质干细胞源性外泌体及临床相关外泌体的

性质。但这些方法应该通过比较测量结果来进一步探索

和验证。尽管外泌体检测技术取得了巨大进步，但仍需

要更高效快速、灵敏和低成本的检测方法。
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