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　　外质体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）因携带有蛋白质、ＲＮＡ及信号分子，能

够在细胞间穿梭，具有生物标记物、信号传导及靶向治疗载体

等作用。微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）为一类由内源基因编

码的长度为２０～２２个核苷酸的非编码单链ＲＮＡ 分子，通过

与靶基因３′端非编码区结合从而促进靶基因降解或者抑制其

翻译。目前，对ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的 ｍｉＲＮＡ的研究表明，其能影响

很多靶细胞功能，鉴定正常人群血液中ｅｘｏｓｏｍｅｓ的 ｍｉＲＮＡ，

可为人类疾病提供具有预测性的 ｍｉＲＮＡ，也可探究出特定的

ｍｉＲＮＡ所调节的生物学功能
［１］，Ｋｏｈ等

［２］发现 ｍｉＲＮＡ也存

在于人类胚胎来源的间充质干细胞外环境中，在人类胚胎来源

的间充质干细胞的细胞内与细胞外环境中检测到的 ｍｉＲＮＡ

有明显的不同，且ｌｅｔ７ｍｉＲＮＡ家族在人类胚胎来源的间充质

干细胞的细胞外与细胞内都高表达。先进的 ｍｉＲＮＡ检测技

术在ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的 ｍｉＲＮＡ检测取得了重要的进步，对其研

究也逐渐便利。ｅｘｏｓｏｍｅｓ中包含了一系列的 ｍｉＲＮＡ，但是与

供体细胞相比，很少核糖体 ＲＮＡ被检测到
［３］。然而，在某些

ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的 ｍｉＲＮＡ并没有反映出母细胞中的 ｍｉＲＮＡ谱。

在Ｔ细胞、Ｂ细胞、树突装细胞中分离出的ｅｘｏｓｏｍｅｓ所含

ｍｉＲＮＡ谱有别于母细胞
［４］。相比于细胞内的ＲＮＡ，ｅｘｏｓｏｍｅｓ

中的ＲＮＡ更为稳定，而且在储存及冰冻环境中具有更好地抵

抗降解的优势。ｅｘｏｓｏｍｅｓ膜结构增强了内容物的稳定性，提

高了其作为一种癌或疾病的生物标志物的研究潜能。

１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ的提取及鉴定

１．１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ的提取　（１）蔗糖密度梯度超速离心法：其为

公认的ｅｘｏｓｏｍｅｓ提取方法。单纯次序离心可能导致部分微粒

子或大分子复合物与之重叠，联合蔗糖密度梯度超速离心，可

提供高度浓缩的ｅｘｏｓｏｍｅｓ。（２）超滤法：Ｃｈｅｒｕｖａｎｋｙ等
［５］报道

使用超滤法能够花更少时间提纯ｅｘｏｓｏｍｅｓ，不会需要使用特

殊的设备。ＭｏｍｅｎＨｅｒａｖｉ等
［６］宣布在ＥｘｏｍｉＲ试剂盒（ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ中ｍｉＲＮＡ提取试剂盒）中第１个过滤柱能够移除所有

细胞、血小板、细胞碎片，在第２个过滤柱中加压液体，能够俘

获所有大于３０ｎｍ的微泡。对于这个方法，ｅｘｏｓｏｍｅｓ是不可

回收的，ＲＮＡ内容物直接在第２个过滤柱上萃取，然后被用作

ＰＣＲ分析。（３）高效液相层析仪方法：利用高效液相层析仪的

方法能够获得高纯度的ｅｘｏｓｏｍｅｓ，但这个过程需要专门的设

备。血液及细胞培养基中包含大量的纳米粒，有些为非囊泡，

大小可能和ｅｘｏｓｏｍｅｓ一样，比如 Ｗａｎｇ等
［７］发现大量 ｍｉＲＮＡ

在细胞外复合物中而不是在ｅｘｏｓｏｍｅｓ中。以上方法只是为提

供丰富的ｅｘｏｓｏｍｅｓ样本的好方法，但不是提纯ｅｘｏｓｏｍｅｓ的好

方法。（４）ＥｘｏＱｕｉｃｋ法：低聚物如聚乙二醇常被用来沉淀病毒

及小粒，根据这个原理，最近，ＳｙｓｔｅｍＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司发明了

一种专门试剂，命名为ＥｘｏＱｕｉｃｋ，其能加到血清、条件培养基

及尿液中，沉淀出ｅｘｏｓｏｍｅｓ
［８］。虽然这个方法非常快速直接，

但缺乏特异性，以及使来自血清的微泡更难悬浮。（５）抗体俘

获法：能较好的对ｅｘｏｓｏｍｅｓ进行特异性分离，该方法类似于用

抗体对ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ８２、ＣＤ９、ＥｐＣＡＭ 和Ｒａｂ５的纯化。但

此方法抗体应该被固定在不同的媒介上，包括磁珠、层析基质、

平板及微流体设备［９］。ＨａｎｓａＢｉｏＭｅｄ提供了一批产品，命名

为ＥｘｏＴｅｓｔ试剂盒，主要以抗ＣＤ６３、ＣＤ８１或ＣＤ９抗体固定在

９６孔板上，以对ｅｘｏｓｏｍｅ进行俘获
［１０］。作为一个新领域，还需

进一步明确整个系统的操作及提供的ｅｘｏｓｏｍｅｓ种类和数量。

（６）其他：和抗体相似，别的类似的俘获方法也被使用。比如外

源凝集素，它将结合到ｅｘｏｓｏｍｅｓ上特异的糖类产物上，这个方

法已经被 ＡｅｔｈｌｏｎＭｅｄｉｃａｌ所应用
［１１］。使用特异的外源性凝

集素靶向结合甘露糖产物，其便利性在于被俘获的ｅｘｏｓｏｍｅｓ

很容易被自由的α甲基甘露糖苷洗脱，但大量细胞在其表面也

包含甘露糖，其对ｅｘｏｓｏｍｅｓ特异性不高，是否所有ｅｘｏｓｏｍｅｓ

都能被俘获，也有待证明。

１．２　ｅｘｏｓｏｍｅｓ鉴定　电镜下可见ｅｘｏｓｏｍｅｓ呈扁平状或球

状、直径为３０～１００ｎｍ的低密度物质，在蔗糖溶液中的密度为

１．１３～１．２１ｇ／ｍＬ，其密度与细胞来源相关，并随蛋白水平而

变。所有ｅｘｏｓｏｍｅｓ包含了膜转运及融合蛋白（ＧＴＰ酶、强连

蛋白、脂筏蛋白），跨膜蛋白（ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ８１、ＣＤ８２），热休克

蛋白（Ｈｓｐ）７０、Ｈｓｐ９０，多泡体来源的蛋白（Ａｌｉｘ、ＴＳＧ１０１），脂

质相关蛋白及磷脂酶等，可用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ等鉴定。

ｍＲＮＡ及ｍｉＲＮＡ有可能成为其新的标志物。

２　ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性ｍｉＲＮＡ的提取及鉴定

２．１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性ｍｉＲＮＡ的提取方法　其常见的萃取方法

有７ 种。分 别 为：Ｔｒｉｚｏｌ? （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｐａｉｓｌｅｙ，英 国）、经

ＲＮｅａｓｙ
? Ｍｉｎｉ试剂盒修饰纯化的 Ｔｒｉｚｏｌ?、ＲＮｅａｓｙ? Ｍｉｎｉ试

剂盒、经修饰的 ＲＮｅａｓｙ? Ｍｉｎｉ试剂盒、ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂

盒（４个都来自 Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，德国）、ｍｉＲＣＵＲＹ
ＴＭ ＲＮＡ分

离试剂盒（Ｅｘｉｑｏｎ，Ｖｅｄｂａｅｋ，丹麦）、ｍｉｒＶａｎａ
ＴＭ ｍｉＲＮＡ分离试

剂盒（Ａｍｂｉｏｎ，Ａｕｓｔｉｎ，ＴＸ，美国），都参照厂商说明书使用。

Ｔｒｉｚｏｌ?主要为提取总ＲＮＡ，ｍｉＲＮｅａｓｙＭｉｎｉ试剂盒、ｍｉＲＣＵ

ＲＹＴＭ ＲＮＡ分离试剂盒、ｍｉｒＶａｎａＴＭ ｍｉＲＮＡ分离试剂盒可提
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取总ＲＮＡ，也可直接从ｅｘｏｓｏｍｅｓ中提取 ｍｉＲＮＡ。ＲＮＡ提取

后用分光光度仪检测其浓度［１２］。

２．２　目前常用的鉴定及分析方法　（１）克隆：主要用来发现新

的ｍｉＲＮＡ。试验的基本原理是从总ＲＮＡ中提取 ｍｉＲＮＡ，制

备 ｍｉＲＮＡ 的 ｃＤＮＡ 文库，然 后 提 交 到 ＲｅｄＢａｓｅ和 ＮＣＢＩ

ＢＬＡＳＴＮ数据库中进行分析的方法。（２）实时荧光定量ＰＣＲ：

通过４个阶段测定成熟ｍｉＲＮＡ的表达水平，分别为ｃＤＮＡ的

合成、引物设计、扩增、数据标准化处理。与其他基因表达水平

检测方法相比，实时荧光定量ＰＣＲ的优点是重复性好，且探测

范围小、试验成本低、定量精度与灵敏度高，以及样品消耗少。

（３）Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ：是一种常规检测 ｍｉＲＮＡ表达的方法。

与克隆相比，它检测 ｍｉＲＮＡ精确度更高；经改良的 Ｎｏｒｔｈｅｒｎ

ｂｌｏｔｔｉｎｇ具有更高灵敏性，并减少了试验时间。（４）ｍｉＲＮＡ微

阵列芯片技术及微球流式技术：是基于目标分子和它们相应的

互补探针间的核酸杂交，也是同时研究数百个 ｍｉＲＮＡ表达水

平时的最佳选择，但因重复性差及实验成本太高还没被普遍使

用。（５）新一代大规模测序技术：主要用于对组织中所有 ｍｉＲ

ＮＡ进行定量和定性分析，目前大规模测序技术如４５４焦磷酸

测序技术、Ｓｏｌｅｘａ合成测序技术、ＳＯＬＩＤ连接测序技术等，能

一次检测几百万个样本［１３］。依据试验目的不同，选择合适试

验方法以获得可靠的、准确的ｍｉＲＮＡ信息。

３　ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲＮＡ的研究进展

３．１　ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性ｍｉＲＮＡ作为疾病新的生物标志物　ｍｉＲ

ＮＡ的异常表达已经在很多疾病中被检测到，ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性

ｍｉＲＮＡ正逐渐被认为是很多病理过程中的生物标志物。很多

患者体内发现的ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性 ｍｉＲＮＡ并没有在健康人中发

现。多种ｍｉＲＮＡ，包括病毒ｍｉＲＮＡ存在于ｅｘｏｓｏｍｅｓ中，但是

ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的 ｍｉＲＮＡ对受体细胞的功能还不是很清楚。经

ＥＢ病毒感染Ｂ９５８ＬＣＬ细胞所释放的ｅｘｏｓｏｍｅｓ作用于单核

细胞来源的树突状细胞，导致受体细胞的基因沉默［１４］，由此可

见，载有ｍｉＲＮＡ的ｅｘｏｓｏｍｅｓ能够充当一种运载工具，有助于

了解疾病的发展或发病机制。有研究发现，巨噬细胞展现出能

够通过分泌带有致瘤性 ｍｉＲＮＡ的ｅｘｏｓｏｍｅｓ到瘤细胞，从而

影响乳腺癌的侵袭力［１５］。从树突状细胞分泌的ｅｘｏｓｏｍｅｓ能

同靶树突状细胞融合，释放出它们的内容物，从而导致 ｍＲＮＡ

沉默［１６］。Ｌｉｍ等
［１７］最近研究指出，包含 ｍｉＲＮＡ的骨髓基质

细胞来源的ｅｘｏｓｏｍｅｓ对抑制乳腺癌细胞的转移发挥作用。从

骨髓基质细胞到乳腺癌细胞的 ｍｉＲＮＡ能够参与抑制骨髓转

移。在某种疾病中的特异性 ｍｉＲＮＡ也许能够有助于了解疾

病的发病机制及潜在的修复机制。在心血管疾病的患者中，循

环血中来自损伤心肌的ｅｘｏｓｏｍｅｓ含有的 ｍｉＲＮＡ１３３ａ升高，

ｍｉＲＮＡ１３３ａ为靶向调节ＮＦＡＴｃ４基因，其表达产物为调节心

肌肥大的蛋白，通过抑制ｍｉＲＮＡ１３３ａ的治疗能够降低心肌肥

大的水平［１８］。ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性ｍｉＲＮＡ谱在肿瘤患者循环血液

中相对于健康对照组，有明显的特异性［１９］。对循环血液中ｅｘ

ｏｓｏｍｅｓ所含ｍｉＲＮＡ的筛查，将其作为生物标志物，也许有助

于对肿瘤发展的鉴定。在ｅｘｏｓｏｍｅｓ中独特的 ｍｉＲＮＡ谱已经

在肺癌、胶质母细胞瘤、肝癌中筛出［２０］，在肿瘤中，很多过程能

被ｅｘｏｓｏｍｅｓ中ｍｉＲＮＡ影响。比如在肺腺癌患者与健康对照

组中ｍｉＲＮＡ的组成就有很大差异，但是肿瘤分离出的 ｍｉＲ

ＮＡ实质上与ｅｘｏｓｏｍｅｓ携带的 ｍｉＲＮＡ相似，在肝癌中，一些

通过ｅｘｏｓｏｍｅｓ转运的 ｍｉＲＮＡ可以下调 ＴＡＫ１通路，这个研

究说明来自ｅｘｏｓｏｍｅｓ的 ｍｉＲＮＡ 可调节肝细胞癌的定位分

布、肝内转移、多灶性生长［２１］。Ｌｉｕ等
［２２］发现肿瘤源的ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ通过 ＭｙＤ８８通路，增强骨髓源性抑制性细胞的促炎性

细胞因子的扩张，从而促进肿瘤的转移。对ｅｘｏｓｏｍｅｓ源性

ｍｉＲＮＡ的研究，为发现疾病新的生物标记物开启了新的途径。

３．２　靶向ｅｘｏｓｏｍｅｓ中 ｍｉＲＮＡ的治疗潜能　由于ｅｘｏｓｏｍｅｓ

能在细胞间高效的转运小分子物质，因此，可成为很多疾病极

为有前景的治疗方式，因在诸多疾病中ｅｘｏｓｏｍｅｓ携带的 ｍｉＲ

ＮＡ为引起疾病的重要因素，集中在这些靶向的ｅｘｏｓｏｍｅｓ源

性ｍｉＲＮＡ的药物研发意义重大，作为治疗的运输小泡ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ覆盖了很多疾病，包括癌症、病毒诱导的疾病，以及寄生

虫疾病等。ＡｉｖａｒｅｚＥｒｖｉｔｉ等
［２３］在实验室成功的在老鼠来源的

树突状细胞中，将嗜神经元性狂犬病毒糖蛋白肽融合到ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ膜蛋白 Ｌａｍｐ２ｂ上，通过电传技术将这些细胞来源的

ｅｘｏｓｏｍｅｓ与外源性甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３

ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）干扰 ＲＮＡ连接上，静脉注

射具有嗜神经元的ｅｘｏｓｏｍｅｓ，将ＧＡＰＤＨ 干扰ＲＮＡ特异性转

入大脑神经元、微神经胶质及少突细胞中，从而导致特殊的基

因敲出。Ａｋａｏ等
［２４］报道经修饰的 ｍｉＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ１４３ＢＰｓ

等）可在 ｍｉＲＮＡ１４３ＢＰｓ转染后的单核巨噬细胞分泌的ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ中检测到，更重要的是，当老鼠被注射 ｍｉＲＮＡ１４３ＢＰｓ

转染后的单核巨噬细胞后，在其血液、肿瘤及肾脏中可检测到

升高的 ｍｉＲＮＡ１４３ＢＰｓ。这些数据说明，通过体外操纵ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ的 ｍｉＲＮＡ为靶向特异性转运 ｍｉＲＮＡ的一个有效手

段。在小鼠体内ｅｘｏｓｏｍｅｓ对转运干扰ＲＮＡ到其靶细胞也是

一个重要手段，目前研究ｅｘｏｓｏｍｅｓ转运 ｍｉＲＮＡ主要是在动

物模型上，其主要作用：（１）ｅｘｏｓｏｍｅｓ能够作为靶向治疗手段；

（２）通过ｅｘｏｓｏｍｅｓ转运ｍｉＲＮＡ到达靶细胞是可行的，在很多

疾病中，体内功能性操纵ｅｘｏｓｏｍｅｓ内 ｍｉＲＮＡ以转运 ｍｉＲＮＡ

将是一个新的治疗干预措施。随着技术的进步，允许操纵ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ中 ｍｉＲＮＡ及其蛋白，ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的 ｍｉＲＮＡ的研究将

通过其诊断和靶向治疗功能造福于患者。

４　展　　望

ｍｉＲＮＡ作为在翻译水平影响基因表达的非编码ＲＮＡ，其

参与调节多种生物学进程，在患者中检测具有预警作用的

ｍｉＲＮＡ，对预测疾病的发生、发展具有重要意义。ｅｘｏｓｏｍｅｓ可

在细胞间穿梭，携带ｍｉＲＮＡ等物质，运用ｅｘｏｓｏｍｅｓ转运人工

干预的ｍｉＲＮＡ，具有潜在对细胞和组织靶向治疗的功能。

目前，在１３４个ｅｘｏｓｏｍｅｓ的研究中，已经发现其包含

１１２６１种蛋白，２３７５种 ｍＲＮＡ，７６４种 ｍｉＲＮＡ
［２５］，用ｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ运输ｍｉＲＮＡ到靶细胞有以下几种优势：（１）ｅｘｏｓｏｍｅｓ

能直接运送ｍｉＲＮＡ到受体细胞，增加了改变靶细胞功能的可

能性；（２）ｅｘｏｓｏｍｅｓ能加强细胞与细胞的联系，而不必担心细

胞与细胞的距离；（３）ｅｘｏｓｏｍｅｓ可在体液及血液中检测出来，

说明器官之间可通过ｅｘｏｓｏｍｅｓ交换信息；（４）ｅｘｏｓｏｍｅｓ中包

含特异性细胞因子，允许ｅｘｏｓｏｍｅｓ运送自身携带物（蛋白、

ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ等）高效的到达靶细胞，以发挥特有的生物学

功能；（５）ｅｘｏｓｏｍｅｓ携带的ｍｉＲＮＡ能独特的影响疾病，可通过

鉴定在体液中分离出的 ｍｉＲＮＡ来达到诊断疾病的目的；（６）

ｅｘｏｓｏｍｅｓ中的ｍｉＲＮＡ能够提供一个有效的工具来靶向治疗
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特异性细胞和器官疾病。但ｅｘｏｓｏｍｅｓ及其携带的 ｍｉＲＮＡ在

技术上目前还不是很成熟，检测及处理成本均较高，不适合普

遍在临床上使用，且其治疗手段均未应用于临床，仍需继续加

大其提取、处理及安全性的研究，使其切实造福于患者。
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ｃｌｅｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｃｒｏＲＮＡｔｒａｎｓｆｅｒ：ａｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｅｎｖｉｒｏｎ

ｍｅｎｔａｌｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ

［Ｊ］．Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ，２０１１，５４（４）：１２３７１２４８．

［２２］ＬｉｕＹ，ＸｉａｎｇＸ，ＺｈｕａｎｇＸ，ｅｔａｌ．ＣｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＭｙＤ８８

ｔｏｔｈｅｔｕｍｏｒｅｘｏｓｏｍｅｍｅｄｉａｔｅｄｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆｍｙｅｌｏｉｄｄｅ

ｒｉｖｅｄｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２０１０，１７６（５）：

２４９０２４９９．

［２３］ＡｌｖａｒｅｚＥｒｖｉｔｉＬ，ＳｅｏｗＹ，ＹｉｎＨ，ｅｔａｌ．ＤｅｌｉｖｅｒｙｏｆｓｉＲＮＡ

ｔｏｔｈｅｍｏｕｓｅｂｒａｉｎｂｙｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆｔａｒｇｅｔｅｄｅｘｏ

ｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＮａｔＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２０１１，２９（４）：３４１３４５．

［２４］ＡｋａｏＹ，ＩｉｏＡ，ＩｔｏｈＴ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏｖｅｓｉｃｌｅｍｅｄｉａｔｅｄＲＮＡ

ｍｏｌｅｃｕｌｅｄｅｌｉｖｅｒｙｓｙｓｔｅｍｕｓｉｎｇｍｏｎｏｃｙｔｅｓ／ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

［Ｊ］．ＭｏｌＴｈｅｒ，２０１１，１９（２）：３９５３９９．

［２５］ＭａｔｈｉｖａｎａｎＳ，ＦａｈｎｅｒＣＪ，ＲｅｉｄＧＥ，ｅｔａｌ．ＥｘｏＣａｒｔａ２０１２：

ｄａｔａｂａｓｅｏｆｅｘｏｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＲＮＡａｎｄｌｉｐｉｄｓ［Ｊ］．Ｎｕｃｌｅ

ｉｃＡｃｉｄｓＲｅｓ，２０１２，４０（１）：１２４１１２４４．

（收稿日期：２０１３１００３　修回日期：２０１３１２１０）
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