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摘  要 

外泌体是一种由大多数类型的细胞分泌到细胞外空间的膜性囊泡。它们存在于包括血液、尿液、血清和

唾液在内的体液中，在细胞间的通讯中起着至关重要的作用。外泌体包含各种生物标记物，如核酸和蛋

白质，可以反映其母细胞的状态。因此，肿瘤衍生的外泌体是肿瘤早期诊断和预后评估的新型生物标志

物。在这里，我们回顾了用于检测肿瘤来源外泌体生物传感(主要是基于光学生物传感器)的最新研究进

展。此外，还分析了基于光学生物传感技术检测肿瘤来源外泌体所面临的挑战和机遇。 
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Abstract 
Exosomes are membranous vesicles secreted into the extracellular space by most types of cells. 
They exist in body fluids including blood, urine, serum and saliva, and play a vital role in the 
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communication between cells. Exosomes contain various biomarkers, such as nucleic acids and 
proteins, which can reflect the state of their parent cells. Therefore, tumor-derived exosomes are 
new biomarkers for early tumor diagnosis and prognosis evaluation. Here, we review the latest 
research progress in biosensing (mainly based on optical biosensors) for detecting tumor-derived 
exosomes. In addition, the challenges and opportunities of detecting tumor-derived exosomes 
based on optical biosensing technology are also analyzed. 
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1. 引言 

外泌体(exosome)是由细胞内多泡小体通过细胞质膜融合向细胞外环境释放并进入循环系统的直径

在 30~150 nm 之间的具有脂质双分子层的膜性囊泡[1]。循环外泌体通过将特定的生物活性分子(脂质、蛋

白质、核酸等)从供体细胞转移到受体细胞，参与多种病理生理过程[2]。最新研究证明外泌体与肿瘤的发

生、发展、转移以及免疫应答具有相关性，是一类具有广泛应用前景的新型生物标志物[3]。2016 年，首

个基于外泌体的肿瘤诊断产品在美国上市。虽然它们的临床应用仍处于起步阶段，但检测肿瘤来源的外

泌体来诊断肿瘤，评估治疗反应和预后已引起人们的极大关注。 
光学方法在测量生物靶标方面显示出卓越的准确性和稳定性。目前也有大量的研究通过光学检测技

术对外泌体进行了分析。本文主要对光学生物传感(比色生物传感、荧光传感、表面等离子体共振传感和

表面增强拉曼散射传感)检测外泌体进行概括性描述。 

2. 比色生物传感 

比色生物传感是以生成有色物质的显色反应为基础，通过肉眼观察或测量有色物质颜色的变化，产

生“是/否”答案或半定量结果而无需额外的分析仪器。由于其灵敏、快速、方便、准确以及高选择性的

特点，比色生物传感器已被广泛应用于床旁检测(Point-of-care testing, POCT)检测领域中。比色生物传感

主要分为两类：基于纸质传感器和基于溶液传感器。 
纸质传感器通常使用纸张作为基底，由于其使用简单方便和所需样本量小(一般少于 50 μl)，有利于

即时检测。侧流免疫层析检测技术(LFIA)是经典的纸质比色生物传感，被认为是最有前途的新技术之一

[4]。通常情况，LFIA 由样品垫、结合垫、包含测试和质控线的硝化纤维膜和吸收垫四个部件组成。样品

溶液通过毛细管作用迁移至上述的四个部件。通过固定在检测线上的捕获元件靶向捕获外泌体，纳米颗

粒标记的检测元件特异性结合外泌体形成“三明治”复合物，由于纳米颗粒在检测线上的积累而可以观

察到颜色变化。Blanco-Lopez 及其同事首次展示了一种比色 LFIA，用于检测人黑素瘤细胞系 Ma-Mel-86c
的外泌体[5]。首先，使用抗 CD9 和抗 CD81 的混合物作为捕获抗体，然后用金纳米颗粒标记的抗 CD63
作为检测抗体。该检测在 15 分钟内完成，检测限(LoD)为 8.54 × 105 外泌体/μl。此外，该研究小组将炭黑

磁性纳米颗粒替换掉金纳米粒子，同样也获得优异的检测性能[6]。Lopez-Cobo 及其同事还利用 LFIA 技

术研究了外泌体膜蛋白表达情况，表明使用外泌体 MICA 和 CD9 作为检测靶标更为合理[7]。 
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使用酶或纳米材料作为信号标签来产生颜色变化的溶液传感器对于大量样本的快速和简单的检测是

极为有利的。基于溶液的生物传感通常利用金纳米颗粒(AuNPs)在分散–聚集状态变化时表现出颜色的改

变这一特性。Tan 及其同事报道了一种生物传感平台，该平台利用 DNA 适配体与金纳米颗粒的络合，从

而使 AuNPs 在高盐溶液中成分散状态(红色) [8]。当外泌体存在时，外泌体膜蛋白与相应的适体发生特异

性结合，金纳米颗粒聚集导致溶液的颜色发生改变(紫色)。通过酶标仪检测吸收光谱或肉眼观察肉眼分析

外泌体膜蛋白。Zhang 和他的同事建立了一种称为邻近连接分析–重组聚合酶扩增–转录介导扩增

(PLA-RPA-TMA)的检测方法，高灵敏度和特异性检测肿瘤来源的外泌体[9]。通过重组聚合酶扩增(RPA)
和转录介导扩增(TMA)相结合进行了双重信号扩增，然后用基于金纳米颗粒的比色法对 RPA-TMA 反应

的产物进行了定量检测。另一种广泛应用于基于溶液生物传感的信号标签为辣根过氧化物酶(HRP)。HRP
能够催化 H2O2 氧化 3,3’,5,5’-四甲基联苯胺(TMB)体系产生蓝色信号。He 等人，使用包被有抗 CD9 抗体

的免疫磁珠捕获 HepG2 细胞分泌的外泌体[10]。随后，标记胆固醇的 DNA 链插入到外泌体膜上，其可

促进连接着HRP的杂交链反应产生蓝色。该方法能够灵敏检测到每微升 2.2 × 103个外泌体，比传统ELISA
灵敏度高 100 倍。然而，HRP 需要复杂的制备、纯化过程和严格的储存环境。近年来，各种具有模拟天

然酶活性的纳米酶因其成本低、易于批量制备和不受温度变化影响等优点，在生物传感器的构建中得到

了广泛的应用。例如，Chen 等人通过整合具有优异水溶性的单壁碳纳米管(s-SWCNTs)和 CD63 适体来检

测外泌体[11]。同样，石墨碳氮化纳米片(g-C3N4NSs)也被开发用于基于溶液的生物传感器[12]，随着 CD63
阳性外泌体浓度的增加，传感器颜色由深蓝色变为浅蓝色。通过肉眼观察或通过 UV-可见光谱进行检测

可以分析外泌体浓度。 

3. 荧光生物传感 

荧光生物传感因具有仪器设备简单、操作简便、灵敏度高和快速等优点，是生物医学研究的重要工

具。荧光信号的产生通常取决于荧光纳米颗粒或荧光基团的使用。荧光生物传感器可以分成三种：基于

纸质传感器、基于溶液传感器和基于微流控芯片传感器。 
Chen 及其同事报道了使用金纳米棒(AuNRs)作为猝灭荧光纳米颗粒(上转换纳米粒子)的纸质传感器

来检测源自肝细胞癌(HepG2)细胞的外泌体[13]。首先，将 CD63 适体序列设计成捕获探针(CP)和检测探

针(DP)两个不同的片段。然后，将上转换纳米粒子和 CP 固定到高碘酸钠氧化的滤纸上以产生绿色荧光。

当把 DP 修饰的 AuNRs 和外泌体滴加到滤纸上，外泌体表面的 CD63 蛋白可使 CP 与 DP 结合，缩短了

AuNRs 与 UCNPs 之间的距离，从而启动共振能量转移猝灭了绿色荧光。最后，通过读取纸质的荧光强

度来量化外泌体浓度。 
基于溶液的荧光生物传感器通常依赖荧光纳米颗粒形成或荧光基团的释放。He 等人基于荧光铜纳米

颗粒(CuNPs)，开发了一种简单、经济有效的外泌体检测荧光生物传感器[14]。首先，胆固醇修饰的磁珠

(MB)捕获外泌体。然后，适体修饰的氧化铜纳米颗粒(CuO NPs)特异性识别外泌体膜蛋白，最终形成了三

明治复合物(MB-exosome-CuO NP)。通过将所得的三明治复合物溶解，从而将 CuO NP 转变为 Cu(II)离子

(Cu2+)。最后，在聚胸腺嘧啶存在下，Cu2+被抗坏血酸钠还原为荧光 CuNPs，产生荧光信号。CuNPs 的荧

光强度随 Cu2+浓度的增加而增加，且与外泌体的浓度成正比。基于溶液的荧光生物传感器的另外的策略

是荧光基团的释放。张等人提出了一种适体受限的纳米探针，它与酶介导的信号放大互补，高灵敏地检

测外泌体[15]。识别外泌体膜蛋白的单链荧光适体被氧化石墨烯(GO)淬灭，然后在外泌体的存在下释放

并恢复荧光。同时，脱氧核糖核酸酶 I (DNase I)可以消化被释放的适体，使得外泌体进入新的检测周期

以产生增强的荧光信号，提高检测灵敏度。 
微流控芯片集高效、灵敏、特异、小巧、经济等优点于一身，目前已成为生命科学领域的研究热点。
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Tian 等报道了一种通过锚定在外泌体表面核酸序列引发 DNA 自组装信号放大技术结合微流控芯片数字

化检测外泌体的方法[16]。首先，使用 DNA 标记的膜亲和分子标记所有外泌体，并使用另一种 DNA 标

记的抗体结合到外泌体表面上的靶蛋白。然后根据泊松分布原理将 DNA 锚定的外泌体分配到芯片微孔中，

确保每个微孔中仅有一个或更少的外泌体，外泌体上的 DNA 信号通过等温核酸扩增进行放大。最后，通

过计算阳性微孔数量，计算出外泌体浓度。Zheng 的团队将液滴微流控技术与 exosome 酶联免疫吸附测

定(Exosome enzyme-linked immunosorbent assay, ExoELISA)结合，开发了一种 exosome 数字化检测的新方

法[17]，该体系在磁珠微载体上构建了基于 exosome 的双抗体夹心结构复合体，复合体上的 β-半乳糖甘

酶(β-Galactosidase, β-Gal)可以水解微液滴中的荧光底物产生荧光，实现了单个 exosome 膜蛋白的数字化

检测，并且成功用于乳腺癌的诊断。 

4. 表面等离子体共振传感(SPR) 

表面等离子体共振(Surface plasmon resonance, SPR)是一种高灵敏度、免标记的实时分析的光学检测

方法，可通过监测其折射率的变化来检测金层表面上的分子相互作用。SPR 对金层表面结合事件的探测

距离小于 200 nm，与外泌体大小相匹配。因此，基于 SPR 的生物传感器对外泌体的研究非常有吸引力。 
目前已有研究者通过 Biacore 3000 SPR 仪检测从乳腺癌细胞培养基和健康对照组血浆样品中分离出

的外泌体的六种表面蛋白(CD63，CD9，CD24，CD44，EpCAM 和 HER2) [18]。为了进一步提高 SPR 检

测灵敏度，近年来研究者将纳米技术与 SPR 技术相结合构建了 SPR 纳米传感器或纳米等离子体生物传感

器。例如，Im 等人开发了一种强度调制的纳米等离子体生物传感策略(nPLEX)，用于高通量定量分析外

泌体[19]。首先利用聚乙二醇和相应的抗体对传感芯片的金表面进行预先功能化。当传感芯片与外泌体结

合后，利用纳米探针进行标记。最后通过 nPLEX 测量透射光谱位移，检测螯合的抗体和特异性外泌体结

合。此外，在 Im 的研究中还使用光谱仪和成像仪测量 SPR 信号，并显示出极好的一致性(相关系数 R2 > 
98%)。这种传感技术与以前的方法相比具有更高的灵敏度，与小型光学器件集成时可实现便携式操作，

并允许提取所捕获的外泌体进行下一步研究。 

5. 表面增强拉曼散射(SERS)传感 

表面增强拉曼散射(Surface-enhanced Raman scattering, SERS)生物传感由于其具有显著增强分析信号

(单分子水平的灵敏度)的潜力而被用于 POCT 领域。与比色、荧光或 SPR 相比，这种类型的生物传感器

可以在复杂的生物环境中识别独特的光谱信号。 
SERS 生物传感器已应用于实验室和临床样品的外泌体浓度检测。例如，Zong 等提出了一种基于表

面增强拉曼散射(SERS)的检测方法，利用表面增强拉曼散射(SERS)纳米探针和磁性纳米棒检测肿瘤来源

的外泌体[20]。当存在靶外泌体，磁性纳米棒和 SERS 纳米探针可以通过形成夹心型免疫复合物。该免疫

复合物可以通过磁场的存在而沉淀，因此可以在沉淀物中检测到 SERS 信号。用于生物传感器中的 SERS
纳米探针对生物传感器的性能至关重要。有研究者提出可以通过控制等离子体纳米颗粒的表面化学、尺

寸和结构以及拉曼报告的表面密度，提高检测灵敏度和特异性。Kwizera 等将涂有 QSY21 拉曼报告基团

的金纳米棒用作标记标签加载到涂有金纳米颗粒的玻璃基板上，用便携式拉曼光谱仪(TSI ProRaman 光谱

仪)检测外泌体[21]。该方法的检测极限为 2 × 106 外泌体/mL，并在 2 小时内在单个设备上分析 80 多个纯

化的样品。为了提高肿瘤诊断的特异性，同时检测多种外泌体标记物是非常有必要的。Wang 等人展示了

使用多重外泌体表型分析仪芯片(EPAC)检测血浆外泌体来监测患者治疗反应的可行性[22]。EPAC 结合了

纳米混合增强微芯片和多重表面增强拉曼散射(SERS)纳米标签系统，无需富集外泌体即可直接进行外泌

体表型鉴定。最后通过分析多重SERS纳米标签的特征峰强度即可同时对外泌体多种靶标蛋白进行检测。

鉴于 EPAC 的强度功能，该方法在指导个性化癌症医学方面具有巨大潜力。 
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6. 展望 

肿瘤衍生的外泌体是肿瘤早期诊断和预后评估的新型生物标志物，基于光学生物传感器检测外泌体

具有以下优点，实时性：被广泛应用于 POCT 领域，可以即时检测；敏感性：可以测到每微升 2.2 × 103

个外泌体，比传统 ELISA 灵敏度高 100 倍；高效性：可快速和简单的完成大量样本的检测；特异性：可

在单个设备上分析多个纯化样品，提高了肿瘤诊断的特异性。因此，基于光学的生物传感器有望成为传

统技术的替代检测方案。我们相信在不久的未来，灵敏、准确、方便、高效和集成的外泌体检测生物传

感器将在全球健康领域中发挥越来越重要的作用。 
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