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基于外泌体的液体活检在肿瘤诊疗中的研究进展*
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  摘 要:基于外泌体的液体活检技术,凭借其独特的优势,在肿瘤诊疗领域展现出巨大的应用潜力。该文

旨在概述外泌体的基本特性、提取与鉴定技术,并重点探讨了外泌体在肿瘤诊疗领域的最新研究进展。现有研

究表明,外泌体的数量、大小及其所携带的生物标志物在实现个体化医疗、提高早期诊断准确度、监测治疗效果

及评估预后等方面均具有重要的临床应用价值,对推动肿瘤精准医疗的发展具有深远的意义。尽管当前在外

泌体分离纯化的标准化和样本处理的多样性方面仍面临一定的挑战,但随着研究的不断深入和技术的持续发

展,外泌体有望在肿瘤诊疗领域发挥更加重要的作用。
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Abstract:Exosome-based

 

liquid
 

biopsy
 

technology,with
 

its
 

unique
 

advantages,has
 

demonstrated
 

signifi-
cant

 

application
 

potential
 

in
 

the
 

field
 

of
 

tumor
 

diagnosis
 

and
 

treatment.This
 

article
 

aims
 

to
 

outline
 

the
 

basic
 

characteristics
 

of
 

exosomes,their
 

extraction
 

and
 

identification
 

techniques,and
 

focuses
 

on
 

the
 

latest
 

research
 

progress
 

of
 

exosomes
 

in
 

the
 

field
 

of
 

tumor
 

diagnosis
 

and
 

treatment.Current
 

studies
 

indicate
 

that
 

the
 

quantity,
size

 

of
 

exosomes,and
 

the
 

biomarkers
 

they
 

carry
 

are
 

of
 

great
 

clinical
 

value
 

in
 

achieving
 

personalized
 

medicine,
improving

 

the
 

accuracy
 

of
 

early
 

diagnosis,monitoring
 

treatment
 

effects,and
 

assessing
 

prognosis.These
 

aspects
 

hold
 

profound
 

significance
 

for
 

advancing
 

the
 

development
 

of
 

precision
 

medicine
 

in
 

tumors.Although
 

there
 

are
 

still
 

certain
 

challenges
 

in
 

the
 

standardization
 

of
 

exosome
 

isolation
 

and
 

purification,and
 

the
 

diversity
 

of
 

sample
 

processing,with
 

ongoing
 

research
 

and
 

continuous
 

technological
 

development,exosomes
 

are
 

expected
 

to
 

play
 

an
 

even
 

more
 

important
 

role
 

in
 

the
 

field
 

of
 

tumor
 

diagnosis
 

and
 

treatment.
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  液体活检作为一种新兴的生物检测技术,相较于

传统组织活检,其非侵入性、操作简便性及样本采集

的可重复性等特性,赋予了其独特的应用优势[1-2]。
鉴于此,液体活检在生物医学研究领域已引起广泛的

关注,并成为众多学者研究的重点和热点。液体活检

中常见的生物标志物载体来源包括循环肿瘤细胞、游
离脱氧核糖核酸(DNA)、游离核糖核酸(RNA)、外泌

体和肿瘤教化血小板等,外泌体在细胞间的运输调控

机制取得重要进展[3-4]。本文以外泌体为关键词,在
Web

 

of
 

Science数据库中以检索式TI=(exosome*)
进行搜索,发现从2011年开始,外泌体的研究报道呈

快速增长趋势,且到目前为止,关于外泌体的研究热度

未减。外泌体分析作为液体活检的一个重要分支,是通

过分析外泌体数量、大小及其携带的肿瘤相关的遗传信

息、蛋白质或其他分子,为肿瘤的早期诊断、靶向治疗、
疗效评估、预后判断等提供诊疗信息[5-6]。本文概述了

外泌体的基本特性、提取与鉴定技术,重点分析了外泌

体数量、大小及其携带的肿瘤相关的遗传信息、蛋白质

或其他分子在肿瘤诊疗中的最新研究动态,并对目前基

于外泌体的液体活检存在的问题进行了探讨。
1 外泌体的基本特性

  外泌体直径通常为30~150
 

nm,由一个脂质双
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分子层膜包围,类似于细胞膜的结构[7]。如图1所

示,外泌体内部包裹各种生物活性分子,如 DNA、
RNA、蛋白质和脂质等,外泌体的双分子层膜保护这

些生物活性分子免受降解和损伤[8]。这些生物活性

分子也叫载荷分子,它们作为一种重要的信息传递介

质,能够在细胞之间传递信号物质,调节细胞的生理

状态和功能[8]。在肿瘤发生发展过程中,外泌体参与

血管生成、上皮间质转化、侵袭转移、免疫逃逸、耐药

等方面[9-11]。外泌体表面具有多种标记物,包括膜蛋

白、糖蛋白、糖类。这些标记物可以用于识别和分离

外泌体,并作为外泌体分离和鉴定的标志物[12]。值得

注意的是,一些研究使用“细胞外囊泡”(EVs)一词代

替外泌体,因为目前所使用的方法并不能完全纯化外

泌体囊泡,而是通过不同的富集方法获取 EVs群

体[13-14]。此外,国际细胞外囊泡学会也推荐在缺乏特

定亚型证据的情况下,使用“细胞外囊泡”这一术语,
以避免过多的推测和可能的误导[15]。外泌体可以从

几乎所有类型的正常和癌细胞中分泌出来,并广泛存

在于多种生物体液中,如血清、血浆、尿液、痰液、唾
液、胸腔积液、腹水等[16-17]。此外,正常细胞与肿瘤细

胞所分泌的外泌体在尺寸上存在差异[18]。因此,外泌

体的表面标记物和尺寸特征成为了研究肿瘤诊断和

治疗的重要依据,也为外泌体的临床应用提供了潜在

的可能性。

图1  外泌体的样本来源、标志物种类及临床功能

2 外泌体的提取和鉴定
 

  外泌体的分离与纯化通常采用的方法有超速离

心法、尺寸排阻法、过滤法、沉淀法(聚合物沉淀法和

免疫沉淀法)和膜亲和法等[19-21]。其中超速离心法和

尺寸排阻法是最常用的外泌体提取方法[22]。值得注

意的是,这些技术各有其独特的优缺点,在选择外泌

体提取方法时,需要根据实验要求和实验室条件来评

估其可行性和适用性。分离得到的外泌体需要对其

形态、粒径和表面标记物进行鉴定,才能确定是否符

合外泌体的特征[23-24]。通过电镜观察,如透射电镜或

扫描电镜观察外泌体的形态和结构特征,同时利用纳

米粒子追踪技术或动态光散射技术测量外泌体的粒

径大小[25-26]。然后运用基于免疫学的方法,如蛋白质

印迹法、酶联免疫吸附试验法、流式细胞术、质谱法等

对外泌体上的特定蛋白质进行检测[27-29]。常见的外

泌体标记物包括 CD63、CD9、CD81、肿瘤易感基因

101和热休克蛋白70等[24,30]。此外,不同细胞来源

的外泌体有其特定的蛋白质。T淋巴细胞来源的外

泌体在其表面有颗粒酶和穿孔素[31]。抗原呈递细胞

来源的外泌体中含有丰富的主要组织相容性复合体

Ⅰ类和主要组织相容性复合体Ⅱ类分子[32]。因此针

对不同的疾病,可以选择不同组合的标志物进行外泌

体的鉴定。

3 基于外泌体的液体活检在肿瘤诊疗方面的应用

3.1 基于外泌体的液体活检在肿瘤早期诊断中的应

用 外泌体在肿瘤早期诊断中的应用是一个备受关

注的研究领域。肿瘤细胞释放的外泌体能够携带肿

瘤特异性的生物标志物,通过检测外泌体中的这些生

物标志物,可以实现对肿瘤的早期诊断和筛查。LIU
等[33]研究表明,使用阳离子脂质体纳米颗粒生物芯片

方法检测5种血清外泌体微小核糖核酸(miRNA),即

miR-21、miR-25、miR-155、miR-210和 miR-486,发现

联合这5种miRNA诊断早期(Ⅰ~Ⅱ期)非小细胞肺

癌(NSCLC)的灵敏度和特异度均为100%。另一项

研究发现,外泌体蛋白α2-HS糖蛋白(AHSG)和细胞

外基质蛋白1(ECM1)诊断 NSCLC的受试者工作特

征曲线的曲线下面积(AUC)为0.795,诊断 早 期

NSCLC的AUC为0.739,这两个蛋白标志物联合血

清标志物癌胚抗原,则诊断 NSCLC的 AUC提高到

0.938,诊断早期 NSCLC的 AUC提高到0.911[34]。

FAN等[35]利用超高分辨率傅立叶变换质谱研究了

39例健康人和91例NSCLC患者(44例早期和47例

晚期)的血浆外泌体脂质谱,结果表明当使用最佳统

计方法和选定的脂质特征,用于区分早期 NSCLC
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(Ⅰ~Ⅱ期)患者与正常对照者的AUC为0.850。LI
等[36]使用实时荧光定量聚合酶链反应检测并比较了

NSCLC患者和健康志愿者血清外泌体中 miR-128-3p
和 miR-33a-5p表达水平,结果表明 miR-128-3p和

miR-33a-5p的组合在区分病例组和对照组时的AUC
分别为0.855,高于单独使用miR-128-3p和miR-33a-
5p时的 AUC(0.789和0.821)。在胰腺导管腺癌

(PDAC)中的研究发现,13种 miRNA(5种cf-miR-
NA和8种外泌体miRNA)能够成功识别所有阶段的

PDAC患者。但更重要的是,对于早期阶段 PDAC
(Ⅰ期和Ⅱ期,AUC=0.930)的识别同样具有良好的

诊断能力[37]。进一步研究表明,当 miRNA与糖类抗

原19-9(CA19-9)联合分析时,能够成功识别CA19-9
阴性病例(AUC为0.960),并显著提高了总体诊断准

确性(AUC为0.990,而单独使用CA19-9的AUC为

0.860)[37]。总之,基于外泌体的液体活检技术在肿瘤

早期诊断中显示出极高的临床研究价值,通过检测外

泌体携带的特异性生物标志物,不仅能提高早期肿瘤

的诊断准确性,还能与传统肿瘤标志物联合使用,进
一步增强诊断能力。

3.2 基于外泌体的液体活检在肿瘤治疗中的应用 
由于肿瘤细胞释放的外泌体中DNA或RNA具有肿

瘤相关突变和表达的特异性,可以用于患者个体化治

疗和疗效监测。此外,外泌体中还含有丰富的肿瘤抗

原和蛋白质,可以作为癌症治疗的监测指标。如鼠类

肉瘤病毒癌基因(KRAS)、鼠类肉瘤病毒癌基因同源

物B1基因(BRAF)是两个常见的癌症驱动基因。有

研究表明,利用外泌体 mRNA 检测肿瘤驱动基因

KRAS、BRAF的突变,可以为靶向治疗提供指导;另
外,经组织学确诊的结直肠癌患者中,通过外泌体

mRNA检测 KRAS和 BRAF突变,灵敏度分别为

73.7%和75.0%,特异度达到100.0%,总一致性率

分别为94.9%和93.9%[38]。YUWEN等[39]探讨外

泌体miR-146a-5p表达水平与NSCLC患者对顺铂化

疗灵敏度的关系,结果发现在顺铂诱导的耐药过程

中,血清外泌体中的 miR-146a-5p表达水平逐渐降

低。这表明血清外泌体 miR-146a-5p有望成为实时

监测 NSCLC 对 顺 铂 化 疗 耐 药 性 的 生 物 标 志 物。

YANG等[40]研究发现,在西妥昔单抗耐药的尿路上

皮癌患者和其外泌体中,长链非编码尿路上皮癌相关

1(lncRNA-UCA1)表达水平明显升高,外泌体来源的

lncRNA-UCA1可以预测西妥昔单抗治疗的临床结

果,并且在疾病进展/稳定组患者中lncRNA-UCA1
表达水平显著高于部分缓解/完全缓解组患者。还有

研究表明,外泌体中的一些非编码RNA表达水平与

靶向 治 疗 耐 药 性 和 放 疗 反 应 相 关[41-42]。此 外,

ZHANG等[43]探讨血浆外泌体大小和水平的动态变

化与食管鳞状细胞癌(ESCC)患者放化疗效果之间的

关系,结 果 发 现,放 化 疗 前 外 泌 体 的 平 均 直 径 为

(107.4±14.3)nm,放化疗2个月后为(101.7±17.1)

nm;放化疗后外泌体水平显著降低(7.3×1011 个/毫

升
 

vs.
 

5.4×1011 个/毫升,P<0.001),通过多变量

Cox回归分析,外泌体大小或水平的动态变化是接受

放化疗的局部晚期ESCC患者无进展生存期的独立

预测因子。总 之,除 了 外 泌 体 携 带 的 肿 瘤 相 关 的

DNA和RNA外,外泌体大小和水平也可用于指导肿

瘤患者个体化治疗及疗效的动态监测,这为肿瘤的治

疗提供了新的方法和思路。

3.3 基于外泌体的液体活检在肿瘤预后中的应用 
外泌体所携带的生物标志物在肿瘤预后评估中扮演

着重要角色。HUANG 等[44]研究发现血清外泌体

miR-1246表达水平高的 NSCLC患者的总生存期

(OS)和无病生存期(DFS)较miR-1246表达水平低的

患者差,多因素分析表明血清外泌体 miR-1246是

NSCLC患者OS的独立预后因素,其风险比值(HR)
为2.5。ZHENG等[45]研究发现,血清外泌体 miR-
4497与肿瘤的恶性特征(肿瘤最大径、TNM 分期和

远处转移)呈负相关,且是一个独立的肿瘤抑制因子;
进一步研究发现,外泌体 miR-4497联合传统标志物,
如癌胚抗原、神经元特异烯醇酶或糖类抗原125,诊断

肿瘤最大径、TNM 分期和远处转移的 AUC分别为

0.761、0.878和0.895;根据生存分析,低水平的外泌

体miR-4497与较差的OS和DFS相关,此外,在Cox
比例风险模型中外泌体 miR-4497是影响DFS的独

立保护因素(HR=0.19)。LI等[46]通过对比高级别

星形细胞瘤(HGA)肿瘤组织和正常脑组织中的cir-
cRNA表达,发现了一组在 HGA中显著下调的cir-
cRNA,进一步分析显示,其中4种circRNA(hsa_circ_

0005019、hsa_circ_0000880、hsa_circ_0051680和hsa_

circ_0006365)在HGA肿瘤组织中的表达水平与患者

的OS显著相关,并且高表达的circRNAs提示 HGA
患者预后良好。MIYAZAKI等[47]研究了一组 miR-
NA(miR-181b、miR-193b、miR-195和 miR-411)在诊

断浸润性黏膜下结直肠癌(T1
 

CRC)患者术后是否发

生淋巴结转移(LNM)的能力,结果发现相比于血清游

离的 miRNA,外泌体 miRNA 显 示 出 强 大 的 检 测

LNM的能力,该研究团队通过纳入关键病理特征开

发了一个风险分层模型,其模型将LNM 的假阳性率

降低了76%,该研究的重要意义在于可在术前环境中

准确识别具有LNM 风险的T1
 

CRC患者,有助于减

轻这种恶性肿瘤的过度治疗负担。另一项研究表明,
血浆外泌体 miR-451a高表达的NSCLC患者术后更

容易复发和转移,这也意味着其DFS和 OS比 miR-
451a低 表 达 的 患 者 更 短[48]。何 文 举 等[49]探 讨
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NSCLC根治性放化疗后血清外泌体来源的 miR-
4429水平与预后的关系,结果表明,化疗2个周期后

miR-4429表达水平高,提示NSCLC生存预后不良风

险低。总之,外泌体中的生物标志物对于肿瘤患者的

预后评估具有重要意义,有望成为未来精准医学中的

重要辅助指标。

4 基于外泌体的液体活检面临的挑战

  尽管基于外泌体的液体活检在疾病诊疗中展现

出广泛的应用前景,被视为一种有潜力的技术,但在

实际应用中仍然存在一些挑战和问题,制约了基于外

泌体的液体活检技术的进一步发展。比如,目前尚未

有统一且被广泛接受的外泌体分离纯化标准方法,不
同的方法可能会导致外泌体的纯度、产量和性质上的

差异,从而影响后续的实验结果和数据分析[18]。因

此,需要继续探索更加高效、可靠的外泌体分离纯化

技术,以提高纯度和分离效率,同时减少其他细胞外

囊泡或杂质的干扰,确保获取到高质量的外泌体样

本。其次,由于外泌体的复杂性和多样性,不同的样

本处理和分析方法可能会对结果产生显著影响。为

了确保实验结果的准确性和可重复性,需要建立统一

的标准操作流程和质量控制体系,对样本的采集、储
存、运输、处理和分析等环节进行规范[50]。再者,尽管

已有许多小规模的实验研究证实了外泌体数量、大小

及其携带的标志物在疾病诊疗中的潜力,但大规模、
多中心的临床研究仍然缺乏。这些研究对于确认外

泌体液体活检在不同疾病中的临床应用效果至关重

要[32,51]。另外,对于循环外泌体的溯源、生理学、荷载

分子的运送、分泌和靶向摄取机制等问题的了解非常

有限[52-55]。深入研讨这些问题,对全面理解外泌体在

生理和病理条件下的核心作用至关重要。因此,关于

外泌体的研究,还需持续努力和探索,以充分发挥其

在精准医疗中的潜力。

5 小结与展望

  基于外泌体的液体活检在疾病的早期诊断、预后

评估和治疗监测方面已显示出巨大的潜力。随着科

技的不断进步和研究的深入,这一技术正逐步成为个

性化医疗领域的关键工具。一些研发机构已推出基

于免疫亲和性的外泌体检测与分析平台,但这些仪器

仅能计数或表征外泌体无法实现分离,且目前仅适用

于研究领域,未达到临床检验标准。中国细胞外囊泡

学会发布的《人间充质干细胞来源的细胞外小囊泡

(HMSC-SEV)指南》为细胞外小泡的研究和临床应用

提供了标准化的框架,标志着外泌体研究向标准化和

临床应用迈出了重要一步[56]。展望未来,科研工作的

重点将不仅限于技术层面的完善,还应包括对外泌体

生物学特性的深入理解,以及如何将这些知识转化为

临床实践。随着这些技术和理论的成熟,基于外泌体

的液体活检有望在临床实践中得到更广泛的应用,从
而为患者提供更为精准和个性化的治疗方案。
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