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流式细胞术在小细胞外囊泡检测中的研究进展

王逍遥，马素英，邓 昆

（重庆医科大学附属第三医院检验科，重庆 401120）

【摘 要】小细胞外囊泡（small extracellular vesicles，sEV）是由细胞主动分泌、尺寸小于 200 nm、具有脂质双分子膜结构的球状

膜性微小囊泡的总称，sEV参与细胞间信号通讯，在生理状态维持及疾病进程中发挥重要作用，是近年来学界研究的热点。流

式细胞术具有能直接对大量细胞等进行多参数、快速度、高分辨率分析的优势，但应用在检测比细胞小很多的 sEV研究中还较

少。本文综述了多个研究团队报道的将流式细胞术应用于检测 sEV的方法，主要包括纳米流式细胞术直接检测 sEV；通过 sEV
聚类、DNA扩增、微球等辅助常规流式细胞仪实现检测 sEV；质谱流式细胞术辅助检测 sEV等。以上方法显示出了流式细胞术

应用于 sEV检测的可能与优势，同时也面临着如荧光光谱重叠干扰、无法准确定量、依然不能突破尺寸限制等问题，限制了其

大规模的研究应用。希望本综述能帮助学界更好地了解 sEV流式细胞术的研究进展，进一步推动 sEV的研究。
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Research progress of flow cytometry in detection
of small extracellular vesicles
Wang Xiaoyao，Ma Suying，Deng Kun

（Department of Laboratory Medicine，The Third Affiliated Hospital of Chongqing Medical University）
【Abstract】Small extracellular vesicles（sEV）are spherical membranous vesicles with lipid bilayer membrane structure and size less
than 200 nm，which are secreted by cells actively. sEV are involved in intercellular signal communication and play an important role in
the maintenance of normal physiological state and the progression of disease. Flow cytometry has the advantage of being able to directly
perform multi-parameter，fast and high-resolution analysis on a large number of cells，but few studies have been applied to detect sEV
that are much smaller than cells. In this paper，we review the application of flow cytometry in the detection of sEV reported by several
research teams，including the direct detection of sEV by nanoflow cytometry. By conventional flow cytometry assisted by sEV cluster⁃
ing，DNA amplification and microspheres. By mass spectrometry flow cytometry. These methods show the possibility and advantages of
flow cytometry in the detection of sEV，but at the same time，they are also faced with problems such as overlapping interference of fluo⁃
rescence spectrum，and inability to accurately quantify，and still unable to break through size limits，which limit its large-scale re⁃
search and application. This review is expected to help the academic community better understand the research progress of sEV flow cy⁃
tometry and further promote the research of sEV.
【Key words】flow cytometry；extracellular vesicle

过去 10多年，越来越多的研究发现细胞外囊泡在机体

生理病理中起着重要作用。细胞外囊泡参与许多重要疾病

的发生发展，在疾病诊断和预后判断中有着广阔的前景[1]。

目前对于细胞外囊泡的大部分研究主要应用透射电子显微

镜、扫描电子显微镜和原子力显微镜等显微技术，以及动态

光散射技术、纳米颗粒跟踪技术、可调节电阻脉冲传感技术

等对它的形态、粒径和浓度进行表征，但是这些技术存在样

品制作繁琐、测量速度慢、测量结果数据单一等缺点[2-4]。流

式细胞术通过分析散射和多色荧光信号，对细胞进行快速多

参数分析，在一次实验中可同时检测几种、十几种，甚至数十

种同一细胞上的蛋白表达，有望成为细胞外囊泡检测、分离

和表征的重要技术。
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1 小细胞外囊泡概述

细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs）是指细胞主动分

泌的具有脂质双分子膜结构的球状膜性微小囊泡的统称，已

知绝大多数真核生物细胞都会分泌EVs[5]。根据EVs的尺寸

大小，可将其分为小细胞外囊泡（sEV，<200 nm），中/大细胞

外囊泡（m/lEV，>200 nm）[6]。根据生物特性和形成过程不

同，EVs又可分为外泌体（exosome）、微囊泡（microvesicles，
MV）、凋亡小体（apoptotic bodies）3大类[7]，其中外泌体是由

多囊泡与细胞膜融合形成的的直径为 40~200 nm的 EV[8]。
根据其尺寸大小，外泌体也属于 sEV，本文将重点对 sEV进

行探讨。

sEV携带丰富的功能性生物分子，包括胆固醇、鞘磷脂、

磷脂酰丝氨酸、神经节苷脂等脂类物质、多种蛋白质和核苷

酸（DNA、mRNA、microRNA、lncRNA、circRNA）等[9-10]。 sEV
介导重要的细胞间信号通讯，参与细胞凋亡、血管新生、血栓

形成、炎症免疫反应等生理状态维持及疾病进展[11]。sEV参

与调节肿瘤发生、进展和转移等病理过程，成为癌症诊断中

液体活检的新兴目标[12]。此外，sEV作为天然性转运载体，

具有纳米级粒径及良好生物相容性，同时可以携带 RNA、蛋
白质及小分子药物。相比传统脂质体、微球等人工合成的药

物载体，sEV是一种很有前景的靶向递药载体[13]。虽然现在

对 sEV的研究十分火热，但是无论是应用于临床诊断还是治

疗，学界对 sEV的检测、分离和表征都没有统一的标准，目前

研究报道中对 sEV的检测表征方法有样品制作繁琐、测量速

度慢、测量结果数据单一等多种不足，而流式细胞术是具有

解决以上问题重要潜能的技术平台。

2 流式细胞术

流式细胞术（flow cytometry，FCM）是 20世纪 70年代初

发展起来的一项新技术。它是单克隆抗体及免疫细胞化学

技术、激光和电子计算机科学等高度发展及综合利用的高技

术产物。流式细胞术以流式细胞仪为主要分析设备，对悬浮

液体环境中的单个活细胞、生物颗粒或液体中的大分子物质

进行多参数的、快速的定量分析和分选。通过分析散射和多

色荧光信号，流式细胞术可测量细胞大小、内部颗粒的性状，

可检测细胞表面和细胞浆抗原，细胞内DNA、RNA含量等，

并且能够分类收集（分选）某一亚群细胞，分选纯度超过

95%[14-16]。流式细胞术有着分辨率高、分辨细胞数量大、参

数多、准确性高、速度快等优点，现已广泛应用于肿瘤学、免

疫学、血液学等临床工作和各类科学研究中，并逐步成为医

学临床检验领域中极具发展潜力的高技术平台[17]。

流式细胞术具有高通量定量和多参数表征的优势，在

EV定量和表征上有一定潜力[18-19]。但是，常规的流式细胞

仪很难基于光散射检测直径小于 200 nm的颗粒[20]，根据瑞

利散射理论，对于尺寸远小于入射光波长的球形纳米粒子，

散射光的强度以粒径的 6次方下降，使得极小粒子的散射光

强度迅速消失在背景噪声之下[21]。
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式中，σscatt指散射截面，d指粒子直径，λ指入射光波长，

m指粒子（nparticle=nrel+inim）与介质（nmed）的折射率之比。

常规流式细胞术的最小可检测粒径为 270~600 nm，而
sEV的尺寸小于 200 nm，因此常规的流式细胞术不能直接用

于分析 sEV。为了解决这个问题，目前有多个研究团队从改

变流式细胞仪器提高对 sEV的敏感性和将 sEV的总尺寸扩

大到常规 FCM的可检测尺寸限制以上[19-22]2个策略方向进

行研究。

3 检测 sEV的各类流式细胞术

3.1 纳米流式检测技术表征 sEV
厦门大学颜晓梅课题组开发了纳米流式检测技术

（nano-flowcytometry，nFCM），实现了发光能力低于单分子荧

光的单个纳米颗粒散射信号的直接检测，将 EV、病毒、SiO2
纳米颗粒（silica nanoparticles，SiNPs）、纳米金的单颗粒检测

下限分别推进到 40 nm、27 nm、24 nm和 7 nm[23]。纳米流式

的原理如图 1所示，纳米颗粒悬浮液通过锥形石英毛细管

（40 μm内径）被引入方孔鞘流比色皿的中心，高速鞘流通过

流体动力学将样品流聚焦成非常细的流（约 1.4 μm），该流

穿过聚焦激光束的中心区域（直径约 16 μm），在此被均匀照

射。样品颗粒所发射的散射光和多色荧光信号经由高效能

集光系统收集后由动作电位时程（action potential duratio，
APD）检测，实现多参数同时定量分析。可测定 sEV的亲脂

探针标记效率、表面唾液酸糖、核酸含量和特定蛋白的表达。

结合免疫荧光标记，实现了结直肠癌的早期诊断（P<0.001）
和预后分析（P<0.05）[24]。nFCM具备散射光和荧光同时检测

的性能，在流式细胞术检测尺寸上有了较大突破，但是仍然

不能避免荧光光谱重叠造成的检测限制。

3.2 sEV的聚类辅助流式细胞术检测

3.2.1 pH介导的 sEV聚类 南开大学刘定斌教授团队报道

了一种 pH介导的组装系统，该系统将单个纳米级尺寸的

sEV转化为微米级簇，可以通过传统流式细胞术实现直接分

析，突破了 sEV分析的尺寸限制[25]。该技术通过在 sEV膜中安

装 pH响应型二酰基脂质共轭聚合物（diacyl lipid-conjugated
polymers，DLPs；pKa=6.5）来控制 sEV的表面润湿性。在低

于 pKa值（如 pH=5.5）的弱酸性缓冲液中，安装的DLPs质子

化导致 sEV在水溶液中高度分散；当缓冲液变为中性（pH=
7.4）时，sEV随着锚定的DLP去质子化而变得疏水，从而形

成 sEV组装簇（Exo-clusters），达到常规 FCM的可检测尺寸
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（图 2）。然后用荧光染料（如藻红蛋白、PE）偶联的特异性抗

体（Ab）对Exo-clusters进行免疫标记，用于在常规FCM上分

析相应的 sEV生物标志物。利用此技术策略，该团队发现

MUC-1和PD-L1联合使用可以作为肝癌早期诊断的有效生

物标志物，但仍然不能区分早期和晚期肝癌。

3.2.2 磷脂-聚合物-磷脂结合物诱导的 sEV聚类 Yang
HC等[26]开发了一种使用流式细胞仪同时单步原位检测 sEV
表面蛋白和内部miRNA的方法，该方法利用磷脂-聚合物-磷
脂结合物（1，2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-
polyethylene glycol-1，2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoeth-
anolamine，DSPE-PFG-DSPE）以诱导 sEV聚类，从而增强检

测信号用于纳米颗粒跟踪分析技术（nanoparticle tracking
analysis，NTA）和流式细胞术分析。研究团队利用该技术分

析了 CD63和分子信标 21在正常和癌症 sEV中的多重生物

标志物检测，发现该方法可以使用流式细胞仪检测和区分癌

细胞衍生的 sEV。
以上 2个研究均是通过加入特定物质实现 sEV的聚集，

从而放大信号，操作简单便捷，并可用于常规流式细胞仪的

检测，但每个聚类的 sEV数量存在很大的不确定性，在流式

分析时不能准确计算每一个信号包含的 sEV数，很难实现对

sEV的定量检测。

3.3 DNA扩增辅助流式细胞术检测 sEV
3.3.1 滚环扩增辅助放大 sEV 滚环DNA扩增（rolling circle

DNA amplification，RCA）是一种等温信号扩增方法，其线性

扩增倍数为 105[27]，指数化扩增能力大于 109[28]，产生的扩增

产物连接在固相支持物（如玻片、微孔板等）表面的DNA引

物或抗体上。清华大学李景洪教授团队开发了RCA辅助流

式细胞术来同时分析表面蛋白和量化 sEV[29]。使用特异性

抗CD63抗体偶联磁珠（MB-CD63、生物素-链霉亲和素相互

作用构建）捕获 sEV，EV与特异性识别适体的DNA引物结合

后，通过RCA反应产生用于荧光探针杂交的重复DNA序列。

最后，将传统的流式细胞仪引入表型sEV蛋白标记检测（图3）。

通过对肺癌患者的血液样本进行定量分析，发现其在癌症早

期临床诊断和预后方面有一定的潜力。该方法利用RCA放

大信号，同时利用磁珠结合特异性 sEV，可除去游离蛋白的

干扰，但是每个磁珠结合的 sEV数和RCA产物大小都将使

结果分析有较大的差异。

3.3.2 构象可转换的DNA探针杂交放大 sEV 美国加州大

学钟文婉教授团队报道了通过 DNA纳米结构的靶向启动

（target-initiated engineering，TIE）实现单个EV的流式细胞术

分析[19]。该技术采用构象可转换的DNA探针与 EV表面标

记结合，从而通过杂交链式反应触发 DNA纳米结构的工程

化（hybridization chain reaction，HCR）。HCR产品不仅将单

个EV的整体尺寸扩大到 500 nm以上，还可与多个荧光团结

合，放大位于 EV表面有限区域的少数标记分子的信号，从

而在传统流式细胞仪中实现单个EV的可视化，大大简化了

同一EV上多个标记的测量（图 4）。在 sEV表面进行DNA扩

增，从而放大检测信号，可实现常规流式细胞术对 sEV的定

量检测和单个 sEV的参数分析，但临床样本成分复杂，对

DNA扩增存在一定干扰，在临床应用上有一定难度。

3.3.3 基于适配体的 DNA纳米组装体放大 sEV Wan S
等[22]在 sEV表面构建了一种基于适配体的 DNA纳米组装

体。这种原位组装方法基于DNA适体及其 sEV表面标记之

间的分子识别，以及由适体-嵌合触发器引发的DNA杂交链

式反应。它进一步证明了对靶细胞衍生的 sEV的选择性组

装，而不是非靶细胞衍生的 sEV。此实验表明DNA纳米结

构可以成功地组装在纳米尺寸的细胞器上。这种方法可用

于 sEV修饰和功能化，从而达到将 sEV尺寸放大的效果，然

后能够更好地适用流式细胞仪的检测。

3.4 微球辅助流式细胞术检测 sEV
3.4.1 基于聚苯乙烯微球放大 sEV Yang KS等[30]报道了一

种通过流式细胞术检测到的基于聚苯乙烯（polystyrene，PS）

图1 纳米流式原理示意图

图2 pH介导的sEV组装成胞外簇用于流式细胞仪分析
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微球的 sEV测定。它将使用微球的 sEV捕获与流式细胞术

的 sEV蛋白分析相结合。该测定快速（48个样品<4 h）、稳健

且与用于高通量 sEV分析的传统流式细胞仪兼容。首先使

用NHS-PEG4-生物素对分离的 sEV进行生物素化，然后在

捕获 5 μm链霉亲和素包被的PS微球。然后用一抗和Alexa
Fluor 488二抗对珠结合的 sEV进行染色，以进行流式细胞术

测量（图5）。

3.4.2 基于多重微球放大 sEV Koliha N等[31]开发了一种新

的基于多重微球的平台，在一个样本中研究多达 39种不同

的表面标记。捕获抗体微球与荧光标记检测抗体的组合允

许分析携带 2种抗体识别的表面标记 sEV。这种新方法可

以轻松筛选 sEV群体的表面标记，通过组合不同的捕获和检

测抗体，可以获得有关相对表达水平和潜在囊泡亚群的更多

信息，同时通过传统流式细胞术达到分析多个标记物的

效果。

3.5 质谱流式技术检测 sEV
随着更深入的科学研究，流式细胞分析技术和方法得到

迅速发展，科学家们研发出了质谱流式细胞术[32]。质谱流式

细胞术采用金属元素标记物（抗体）标记或识别细胞表面和

内部的信号分子，应用流式细胞术分离单个细胞，通过对单

图3 用于分析外泌体表面蛋白的RCA辅助流式细胞术方法的示意图

注：靶向启动DNA纳米工程的原理示意图（i指目标识别后探针构象变化；ii指DNA杂交级联；iii指荧光标记）

图4 靶向启动 DNA 纳米结构工程的单个EV流式细胞术示意图
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个细胞原子能量谱的信号分析，实验对细胞表面或内部信号

的检测[33]。其优势在于使用金属标签，信号通道间不会有相

互干扰，可同时完成上百个独立信号的检测。

广州医科大学王金恒团队发现，质谱流式与高度多变量

细胞表型相结合能够高通量鉴定 sEV的体内表达[34]。用金

属标记 sEV，记录受体细胞对 sEV的摄入，并结合质谱流式

免疫分型能力，分析不同免疫细胞对 sEV的摄入差异。在此

基础上该团队优化了基于 sEV的药物递送的给药方法，验证

了这些 sEV在乳腺癌小鼠模型中的抗癌功效。利用金属标

记，避免了常规流式细胞仪荧光重叠的干扰，可实现 sEV多

个参数的同时分析检测。

4 总结与展望

sEV参与细胞通讯、抗原呈递、血管新生、肿瘤的迁移和

生长等众多生理、病理过程，在疾病诊断、预后和治疗中显示

很大的应用前景，也是目前生命科学研究中最热的前沿领域

之一。但是，目前 sEV仍有许多功能尚不明确，其检测方法

也有待统一。流式细胞术可对悬液中的单个细胞或微米级

颗粒进行快速、多参数定量分析，实现流式细胞术对 sEV的

表征和定量，将极大地推动 sEV的基础研究和相关生物医学

应用的发展。传统流式细胞仪检测样本多样性，临床应用广

泛。目前有许多研究人员致力于如何在传统流式细胞仪上

实现对 sEV的检测，研究报道了多种方式可放大 sEV辅助传

统流式细胞术检测，但仍然存在以下问题：①sEV聚类和微

球结合 sEV放大的方式，都不能准确计算每一个流式细胞仪

检测的信号包含多少个 sEV，在 sEV的定量检测上存在不确

定性；②基于DNA扩增放大 sEV的方式，在临床应用中存在

困难，临床样本成分复杂，对DNA扩增存在一定干扰。虽然

nFCM已经可以用于单个 sEV的分析，但是 nFCM在 sEV的

分析应用中才刚刚起步，仍然存在一些不足：①nFCM对单

个 sEV的多种蛋白同时联合检测还有待进一步研究；②nFCM
可突破尺寸大小，但是仍不能避免荧光光谱重叠所造成的检

测参数限制。质谱流式细胞仪利用金属元素标记，可避免荧

光光谱重叠的干扰，但仍不能突破尺寸限制直接检测 sEV，
目前将质谱流式细胞术运用于检测 sEV的研究非常少。理

想的可以用于 sEV检测的流式细胞术应具备如下特点：①突

破尺寸限制，能直接根据散射光分析出 sEV的尺寸和内部颗

粒特性；②应用金属标签标记，避免荧光光谱重叠所造成的

检测限制；③通过对特异性信号的分析，能同时获得 sEV的

表面抗原、细胞浆抗原，细胞内DNA、RNA等多个参数的结

果。期望在不久的将来能开发出成熟的可用于 sEV定量检

测、多表型分析及分选的流式细胞术来推动细胞外囊泡的

研究。
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