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外泌体活体示踪的分子影像学研究进展

刘梦瑶 　 姜立新

摘 　 要 　 外泌体指从各种细胞质膜释放出的循环胞外囊泡,广泛存在于多种生物体液中,具有纳米尺寸和高度特异性。 外

泌体可运输蛋白质、脂质、DNA 和 RNA,参与细胞间通讯,具有多种生物学功能及广泛的临床应用。 外泌体的活体示踪对于实时

监测外泌体在体内外的生物学行为具有重要意义。 目前常见外泌体活体示踪的分子影像学方法包括光学成像、磁共振成像

(magnetic resonance imaging,MRI)、放射性核素分子成像、光声成像( photoacoustic imaging,PA)以及多模态成像。 这些成像方法

的发展对于研究外泌体在临床诊断及治疗方面的作用具有重大意义,尤其是在肿瘤诊疗一体化中的作用。 本文就外泌体活体示

踪的分子影像学研究进展进行综述。
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　 　 外泌体是一种由各种细胞分泌的直径为 30 ~
150nm 的循环胞外囊泡,其生物发生机制较为复杂,
通过“内吞 - 融合 - 胞吐”等一系列过程调节外泌体

生成和组装,最终被释放至细胞外间隙或生物体液

中。 外泌体可携带多种膜蛋白、胞质蛋白、脂质、DNA
和 RNA 等,参与细胞间通讯,具有多种生物学功能及

广泛的临床应用 [1] 。 然而由于外泌体的纳米尺寸和

高度特异性,如何有效地对外泌体进行活体示踪,从
而实时监测外泌体在体内外的生物学行为,是外泌体

研究中十分重要的部分。
一、外泌体的生物发生

外泌体最早发现于 1985 年,由各种正常和肿瘤

细胞从质膜释放出的直径为 30 ~ 150nm 的循环胞外

囊泡,广泛存在于血液、尿液、唾液和母乳等多种生物

体液中 [1,2] 。 外泌体的形成过程较为复杂,先由细胞

外成分如蛋白质、脂类、代谢物、小分子等,通过内吞

作用和质膜内陷,与细胞表面蛋白一起由外向内进入

细胞形成早期分选核内体 ( early sorting endosomes,
ESEs),并与内质网、高尔基体和线粒体预先形成的

ESEs 融合。 之后 ESEs 发展成熟为晚期分选核内体

( late sorting endosomes,LSEs),LSEs 膜向腔内出芽形

成包含诸多外泌体的多泡体 ( multivesicular bodies,
MVBs)。 MVBs 除变成自噬小体及被溶酶体降解外,

还可通过细胞骨架和微管网络转运至质膜,通过胞吐

作用释放腔内外泌体到细胞外环境中 [3] 。 此时的外

泌体表面表达细胞膜蛋白,内部包裹细胞质内容物,
即使同一细胞来源的外泌体,其大小及内容物种类和

含量也有所不同。 外源性外泌体则通过凹陷、网格蛋

白陷窝、脂阀、大胞饮、吞噬作用、受体介导的内吞作

用、直接结合、直接融合等方式进入受体细胞 [3] 。 这

一复杂的重构过程导致外泌体携带多种膜蛋白 (如

磷脂酰肌醇蛋白聚糖 - 1 即 GPC1、四分子交联体超

蛋白家族 CD47、 CD63 等)、胞质蛋白、脂质、 DNA、
mRNA 和 miRNA,是人体内多功能的细胞间转运系

统,影响细胞生物学的各个方面。
二、外泌体的生物医学应用

外泌体与免疫反应、病毒病理学、妊娠、心血管疾

病、中枢神经系统疾病和癌症进展密切相关 [4,5] 。 由

外泌体传递到受体细胞的蛋白质、代谢物和核酸改变

细胞的生物反应,进而促进或抑制疾病。 外泌体在调

节细胞内信号通路方面的固有特性使其在许多疾病

的治疗方面具有潜在应用,包括神经退行性疾病和癌

症。 外泌体具有良好的药代动力学特性、生物相容性

和较少的不良反应。 因此可在生物体内运输多种物

质,包括小干扰 RNA(siRNA)、反义寡核苷酸、化疗药

物和免疫调节剂等,并将其递送到靶细胞发挥治疗效

应。 Kamerkar 等 [6] 利用间充质细胞的外泌体制备了

包载 KrasG12D siRNA 的工程化外泌体,通过 CD47
对胰腺癌细胞的特异性靶向作用精准递送干扰 Kras
表达的 siRNA,最终显著抑制肿瘤生长和转移,提高

小鼠的总体生存率。
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除此之外,外泌体也可用于疾病诊断,基于外泌

体表面蛋白的液体活检在癌症和其他疾病的诊断和

预后上具有潜在的应用价值。 如 GPC1 富集在肿瘤

外泌体中,可用来诊断胰腺癌、乳腺癌和结肠癌等,循
环外泌体的数量变化也可反映肿瘤的治疗效果 [7,8] 。
疾病的进展和治疗反应也可通过外泌体的多组分分

析来确定。 目前正在考虑将表面蛋白、脂质、DNA 和

miRNA 联合用于癌症诊断和预后评估,增强诊断的

特异性和敏感度。
三、外泌体的活体成像方法

外泌体活体示踪是用示踪剂(如有机染料、荧光

蛋白、造影剂、核素等)标记外泌体,用特定的影像学

方法对动物体内外泌体进行追踪,从而观察外泌体在

体内的生物学行为。 目前常用的活体成像方法包括

光学成像、磁共振成像、放射性核素分子成像、光声成

像及多模态成像。
1. 光学成像:生物发光成像( bioluminescence im-

aging,BLI)和荧光成像( fluorescence imaging,FLI)是

在可见光光谱(390 ~ 700nm)范围内检测外泌体的两

种主要的光学成像方法 [9] 。 BLI 是由自身合成的荧

光素酶催化人为注射的荧光素底物而产生的化学发

光成像方法,需要超敏感的 CCD 相机采集生物发光

信号。 FLI 利用有机染料或荧光蛋白在外部光源的

激励下发出信号而成像。 与 BLI 比较,CCD 相机更

容易检测到 FLI 信号,因此 BLI 和 FLI 都可用于外泌

体的实时监测。
生物发光成像:生物发光成像可在活体条件下对

同一动物体进行连续观察,其优点是活体实时、无放

射性、成像范围广。 荧光素酶催化荧光素的反应必须

要在外源性荧光素及内源性氧气和 ATP 存在的条件

下,才能在活细胞中进行。 Luo 等 [10] 在心肌细胞特

异性 αMHC 增强子后加哺乳动物基因条件性表达载

体质粒载体 ( LoxP - Stop - LoxP),建立了稳定表达

CD63 - 纳米荧光素酶(NanoLuc)报告基因的转基因

小鼠模型,用于时空标记心肌来源的外泌体;并将转

基因小鼠与他莫昔芬诱导的 Cre 小鼠 ( CreERT2 -
Rosa)杂交,获得他西莫芬诱导表达 CD63 - NanoLuc
报告基因的杂交小鼠模型;最后通过 BLI 成像研究了

心肌细胞外泌体的特异性标记和组织分布情况,为后

续的外泌体研究提供了有效工具。 然而 BLI 成像往

往需要构建复杂的转基因细胞株或动物模型,对检测

仪器的精密度也有较高要求。
荧光成像:目前,外泌体荧光成像常以有机染料

和荧光蛋白两种方法标记外泌体 (包括外泌体膜和

内容物),以小动物(包括视窗模型动物和模式动物

等)为研究对象,借助激光共聚焦显微镜和小动物活

体荧光成像仪进行外泌体可视化研究 [11] 。
有机染料标记技术主要用于研究外泌体的细胞

摄取及体内分布。 常用的有机染料主要包括 PKH 家

族如 PKH26 / 67、Alexa 488 / 633、Cy3 / 5 / 7 和 Dil / Dio /
DiR 等。 Chen 等 [12] 针对 Hela 细胞外泌体中的两种

miRNA(mir - 21 和 mir - 31)分别制备了两种分子信

标,即 Cy5 修饰的 MB21 和 Alexa Fluor 488 修饰的

MB31。 然后将 CM - Dil 膜标记的外泌体与受体细胞

孵育,通过单分子定位显微镜( single molecule locali-
zation microscopy,SMLM)实现了外泌体和 miRNA 的

活细胞动态追踪,且成功观察到外泌体在受体细胞间

丝状结构中的移动。 然而,这类方法存在染料聚集、
内(外)源性杂质混入等造成非特异性荧光信号混淆

的缺点。
另一种标记方法是通过荧光蛋白标记外泌体,主

要用于研究外泌体释放、吸收、内容物递送等过程。
Lai 等 [13] 通过插入棕榈酰化序列的荧光蛋白标记肿

瘤细胞膜,研究其分泌的外泌体在体内的动态行为,
并通过活细胞共聚焦显微镜发现细胞群之间的外泌

体交换,通过多光子活体显微镜(multi - photon intra-
vital microscopy,MP - IVM)技术完成了对肿瘤脊背视

窗模型内外泌体在体可视化观察,此外还观察到外泌

体内 RNA 被受体细胞摄取的动态过程。 然而,由于

荧光蛋白标记效率低、半衰期短,给后期在体成像带

来了一定挑战。
除视窗模型动物外,模式动物也常用于研究外泌

体动态活动,斑马鱼因其个体小、组织层薄、同源性高

等特点,成为外泌体活体成像的良好对象。 何文

慧 [14] 利用吖啶酮类荧光探针 MAA 在酸性条件下易

与带负电的外泌体结合,实现了细胞中的外泌体成

像;探针能以吞咽和皮肤吸收的方式进入斑马鱼体

内,使其头、腹、尾部均显示绿色荧光。
2. 磁共振成像(MRI):MRI 因其空间分辨率高、

无辐射等优点成为外泌体活体示踪的有效手段之一。
外泌体须用 MRI 造影剂标记以达到成像目的,常用

造影剂包括超小顺磁性氧化铁纳米颗粒 ( ultrasmall
superparamagnetic iron oxides, USPIO)、 钆 剂 和 铁 剂

等。 Busato 等 [15] 通过创新性标记外泌体使其在 MRI
成像同时保持形态和生理特征。 首先使用 4 ~ 6nm
的 USPIO 对脂肪干细胞进行标记 (200g Fe / ml US-
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PIO,72h 孵育),之后从脂肪干细胞中分离包含 US-
PIO 的外泌体,最后实现外泌体的体内和体外 MRI 成
像,成像下限分别为 3g 和 5g 外泌体。 Liu 等 [16] 设计

了一种由铁蛋白重链(FTH1)和内贴蛋白两部分组成

的融合蛋白,其中 FTH1 用作 MRI 造影剂;之后用携

带融合蛋白的慢病毒感染间充质干细胞,并分离外泌

体用于动物体内 MRI 成像。 虽然 MRI 成像分辨率

高,但敏感度较低,需大量外泌体才可成像,在技术上

存在着很大的挑战。 Jung 等 [17] 用 USPIO 和奥拉帕尼

修饰低氧条件下的乳腺癌肿瘤外泌体,并使用一种新

型高 敏 感 度 纳 米 颗 粒 成 像 技 术———磁 粒 子 成 像

(magnetic particle imaging,MPI)在体内连续成像显示

了外泌体的生物分布情况,同时负载的奥拉帕尼能够

增加细胞凋亡并减慢肿瘤生长。
3. 放射性核素分子成像:近年来很多放射性核素

分子探针被设计用于外泌体体内成像,如124 I、131 I、111

In - oxine、99mTc - HMPAO、99m Tc - 三羰基复合物等,
并通过单光子发射体层成像( single - photon emission
computed tomography,SPECT)、正电子发射体层成像

(positron emission tomography,PET)等观察外泌体的

体内生物分布情况。 Hwang 等 [18] 用99m Tc - HMPAO
标记巨噬细胞来源的外泌体,SPECT / CT 成像显示其

在小鼠体内多分布于肝脏而脑内无摄取。 Faruqu
等 [19] 采用两种不同方法对黑素瘤细胞产生的外泌体

(ExoB16)进行放射标记,即腔内标记( 111 In - tropolo-
ne)和膜外标记( 111 In - DTPA - anhydride),结果表明

膜外标记的外泌体具有更好的放射标记效率和放射

化学稳定性,SPECT / CT 成像显示膜外标记的 ExoB16
主要积聚在荷瘤小鼠的肝脏和脾脏,而肿瘤部位较

少。 Shi 等 [20] 创新性地使用 PET 无创监测铜 - 64 放

射性标记聚乙二醇( polyethylene glycol,PEG)修饰的

外泌体( 64 Cu - PEG - Exo),PEG 修饰的外泌体在荷

瘤小鼠肝内清除率较低而在肿瘤部位大量积累,从而

实现了外泌体成像和肿瘤摄取率定量检测。 但该方

法会造成辐射损伤,不能清晰显示解剖学结构,限制

了其在生物体内的单独多次应用。
4. 光声成像(PA):PA 是近年来发展起来的一种

新型结构和功能成像方式,结合了光学成像和超声成

像的优点,具有高分辨率和高组织对比度,突破了光

学成像的深度限制,可实现活体内 50mm 的深层组织

成像。 Piao 等 [21] 利用金纳米颗粒(GN)标记绿色荧

光蛋白(green fluorescent protein,GFP)稳转的树突状

细胞,从稳定表达 CD63 - RFP 融合蛋白的 4T1 细胞

系中分离纯化红色荧光蛋白( red fluorescent protein,
RFP)标记的外泌体,并通过激光共聚焦扫描显微镜

观察树突状细胞吸收外泌体的全过程。 此外还通过

超声引导的光声成像敏感且纵向监测经外泌体刺激

的树突状细胞向腋窝淋巴结转移的动态活动,表明超

声引导的 PA 是一种简单便捷的树突状细胞及其内

外泌体的无创追踪成像方式。 作为一种新兴技术,
PA 的成像参数如扫描方式、脉冲重复频率等尚未形

成规范化标准,针对不同部位、器官的高分辨率实时

光声成像仍有巨大挑战。
5. 多模态成像:多模态成像结合不同成像方法的

特点,如荧光成像(包括近红外荧光成像,即 near -
infrared fluorescence, NIRF)、电子计算机断层扫描

(computed tomography,CT)、MRI、PA 等,经图像融合

获得更多的成像细节,提高成像敏感度,其在外泌体

成像中应用广泛。 Tayyaba 等 [22] 利用 HepG2 癌细胞

原位生物合成银和氧化铁纳米团簇 ( nanoclusters,
NCs),如银 NCs 可作为荧光探针,Fe3O4 NCs 可用作

CT 和 MRI 造影剂,自组装的 NCs 很容易加载到外泌

体上,有望用于生物体内外泌体多模态成像。 Abello
等 [23] 用钆剂和近红外染料标记间充质基质细胞的外

泌体,通过 MRI / NIFR 成像获得其在注入骨肉瘤小鼠

体内 24 ~ 48h 后的生物分布情况。 Piao 等 [24] 构建稳

定表达 CD63 - RFP 融合蛋白的三阴性乳腺癌( triple
negative breast cancer,TNBC)细胞系,分离其产生的

外泌体,通过 FLI / PA 成像观察体外条件下和原位

TNBC 模型中外泌体转移到巨噬细胞和肿瘤细胞的

动态过程。 Shaikh 等 [25] 在肿瘤组织中原位生物合成

铱和氧化铁 NCs,并分离含 NCs 的肿瘤外泌体,特异

且敏感地经 CT / FLI / MRI 多模态成像实现肿瘤外泌

体的活体示踪。
四、展 　 　 望

针对外泌体纳米尺寸及高度特异性的特点,研发

的示踪剂可实现多种分子影像学方法下外泌体的活

体示踪,有利于实时监测外泌体在体内的生物学行

为,对于研究外泌体发挥生物学功能和临床作用的基

础机制具有重要意义,尤其是研究肿瘤外泌体在肿瘤

的发生、发展、早期诊断、液体活检、靶向载药及疗效

评估上有着重要价值。 然而目前尚缺乏多层次、多模

态的外泌体成像示踪剂,例如适用于外泌体超声成像

的示踪剂尚未出现,这些示踪剂的研发始终是研究难

点,同样也是研究热点。 因此未来开发一种用于肿瘤

外泌体超声成像的靶向示踪剂具有巨大潜能,它有望
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简单便捷无辐射地实时监测活体内肿瘤外泌体的动

态变化过程,提高早期诊断的敏感度和特异性,同时

可以通过监测循环肿瘤外泌体的分布及数量动态评

估肿瘤手术治疗、化疗、放疗以及高强度聚焦超声治

疗(HIFU)后的疗效。 相信随着外泌体活体示踪分子

影像学研究的进一步发展,可以为外泌体的生物医学

应用研究提供更好的方法,促进疾病尤其是肿瘤诊疗

一体化平台的构建。
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