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【摘要】   外泌体是参与细胞间信号传导的重要物质，具有很高的生物学价值，目前已成为

研究热点。高特异性、高灵敏度的外泌体示踪方法是揭示外泌体生物学功能的关键。外泌体示

踪主要依靠分子影像学技术，其优势主要集中在核医学分子显像，其中包括外泌体的核素直接

标记法和间接标记法。核医学分子显像可与解剖学成像相结合，定量监测外泌体的分布，还可

对外泌体治疗的效果进行评价，在外泌体示踪研究中发挥着极其重要的作用。笔者将从外泌体

的生物学价值、核医学分子影像技术在外泌体示踪中的研究进展作一综述。
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【Abstract】   Exosomes are important substances involved in intercellular signal transduction and
have high biological  values.  Accordingly,  exosomes have become a research hotspot.  Highly specific
and  sensitive  exosome-tracing  method  is  the  key  to  revealing  the  biological  function  of  exosomes.
Exosome  tracing  relies  mostly  on  molecular  imaging  and  its  advantages  focus  primarily  on  nuclear-
medicine  molecular  imaging,  which  includes  direct  and  indirect  radionuclide-labeling  methods.
Nuclear-medicine  molecular  imaging  could  be  combined  with  anatomical  imaging  to  quantitatively
monitor exosome distribution and could be used to evaluate the therapeutic effect of exosomes. It plays
an extremely important role in exosome tracing. This paper reviews the biological value of exosomes
and the research progress in tracing exosomes through nuclear-medicine molecular imaging.
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外泌体（exosomes）是由细胞内的多囊泡小体分泌并通

过细胞膜释放到细胞外环境中的一些小囊泡，直径为 30~

100 nm，电镜下表现为脂质双层包裹的扁平球体，呈特征

性的杯状外形[1]。有研究发现，不同类型的细胞均可以释放

外泌体[2]，其广泛存在于各种体液中，其中包括血液、泪液、

尿液、唾液、乳汁、腹水等。外泌体中含有核酸、功能蛋

白、转录因子等多种具有生物活性的物质，其本身的膜结

构还能表达多种抗原、抗体分子，作用于靶细胞从而产生

生物学效应[3]。

1    外泌体的生物学价值

与其他胞外囊泡相比，外泌体具有独特的生物学特

性和生理功能，逐渐成为近年来研究的热点。目前，在外

泌体中已发现了 9769种蛋白质、3408种 RNA、2838种

microRNAs（miRNAs）和 1116种脂类[4]。外泌体的生物学价

值主要体现在 3个方面：生物学标志物、疾病的治疗以及

药物运输载体。

1.1    生物学标志物

外泌体存在于各种体液中，能反映其亲本细胞的状

态，因此可作为疾病诊断和预后的生物学标志物。有研究

显示，Ⅱ型糖尿病早期肾损伤患者的尿液外泌体中 miR-

362-3p、miR-877-3p及miR-150-5p的表达水平增高，而miR-

15a-5p的表达水平降低，这提示尿液外泌体 miRNAs可替

代尿微量蛋白成为糖尿病肾病早期诊断的新型生物学标志

物[5]。Ho等 [6] 发现，在帕金森病男性患者的尿液外泌体

中，DJ-1蛋白水平的升高与帕金森患者发病有明显关联[5]，

这表明尿液外泌体 DJ-1蛋白可作为帕金森病诊断的潜在生

物学标志物。Lugli等[7] 通过分析阿尔茨海默病患者血清外

泌体中的 miRNAs，发现 miR-342-3p水平与阿尔茨海默病

的发病风险呈负相关，可作为诊断阿尔茨海默病的独立生

物学标志物。外泌体的浓度也是反映病理环境的另一个重

要参数。Mege等[8] 通过比较直肠癌、前列腺癌、炎性结直

肠或胰腺疾病患者以及健康受试者循环系统中不同类型外

泌体的浓度，发现外泌体的性质与浓度随着肿瘤的进展而

改变，这意味着外泌体的浓度有可能成为反映疾病进展的

指标。

1.2    疾病的治疗

外泌体可由各种细胞产生，其携带了亲本细胞的特异

性蛋白及核酸，可以替代亲本细胞发挥治疗疾病的作用。

间充质干细胞外泌体已被作为新型无细胞治疗剂应用于缺

血性心肌病中，其疗效已被证实[9]；有研究结果表明，多种

细胞来源的外泌体也可参与自身免疫性疾病的发生发展，

外泌体由于其独特的性质可以穿过关节滑膜以及软骨等屏

障，这为外泌体治疗免疫系统疾病（如风湿关节炎）提供了

基础[10]。Romagnoli等[11] 研究发现，树突状细胞等抗原递呈

细胞被肺癌细胞相关抗原刺激后能产生携带有特异性癌抗

原的外泌体，激活淋巴细胞产生强大的抗肿瘤免疫反应，

这一发现证明了外泌体可以增强肿瘤免疫治疗的效果。

1.3    药物运输载体

脂质体或脂质纳米颗粒[12] 已作为常规的药物载体应用

于疾病治疗，然而人工药物载体具有潜在毒性及免疫原

性，无法穿透和锚定特定靶向器官，这些不足使其无法广

泛使用[13]。而外泌体可以携带蛋白质、miRNAs、小干扰RNA

（small interfering RNA，siRNA）和其他治疗性化合物，免疫

原性低，耐受性好，具有优良的生物学分布和组织相容

性[14]，可以穿透细胞膜和血脑屏障[15]，是一种理想的药物

运输载体。有研究者将外泌体作为治疗肝癌的载药工具，

发现它不仅可以抑制肿瘤细胞的增殖，还可以提高肿瘤对

化疗药物的敏感性[16]。

2    外泌体示踪技术概况

外泌体具有重要的生物学功能，目前对于其生物学特

性和病理生理功能的认识已较为深入，但对其在体内活动

的机制及生物学分布的研究较少，因此亟需安全有效、可

定量分析的外泌体示踪技术。

分子影像学方法有利于实时监测外泌体在活体内的生

物学行为。分子影像学是在活体状态下应用影像学方法显

示细胞、亚细胞水平的一种手段，其利用分子影像探针和

信号来定性或定量检测生物体内的生理、病理变化，客观

真实地反映活体状态下分子水平的变化[17]。既往关于外泌

体示踪的研究主要依赖光学分子成像[18-21]，但由于光对组织

的穿透力有限，因此准确性不高。MRI也可示踪外泌体，

但其灵敏度低，且标记外泌体需要大量装载超顺磁氧化铁

纳米颗粒[22-23]，操作受到一定的限制。因此，外泌体分子显

像的优势主要集中在核医学分子显像，其根据核素标记方

法主要分为核素直接标记法和间接标记法。核医学分子显

像的灵敏度高，其不仅可与解剖学成像相结合定量监测外

泌体分布，还可对外泌体的治疗效果进行评价，在外泌体

示踪研究中发挥着极其重要的作用。

3    核医学分子显像技术在外泌体示踪中的研究现状

3.1    核素直接标记法

核素直接标记法是外泌体核医学分子显像技术中较为

常用的标记方法。99Tcm-六亚甲基丙胺肟（hexamethylpropy

leneamine oxime，HMPAO）是一种电中性、亲脂性强的放

射性示踪剂。细胞内的谷胱甘肽可将99Tcm-HMPAO转化为

亲水形式并滞留在细胞内[24]，常在炎症显像中用于标记白

细胞。Hwang等[25] 在正常生理状态下采用99Tcm-HMPAO标
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记来自小鼠巨噬细胞系的仿外泌体纳米囊泡（exosome-

mimetic nanovesicles，ENVs），操作简单，反应条件温和。

标记后的99Tcm-HMPAO-ENVs的放射化学纯度＞90%，其

物理、化学性质及生物学性状均未发生改变，在血清中的

稳定性高。小鼠静脉注射 74 kBq 99Tcm-HMPAO-ENVs后，

SPECT/CT显示，其在小鼠肝脏、唾液腺和肠道内的放射性

聚集可持续 5 h，且无脑组织摄取。该标记方法灵敏度高，

可定量分析，重复性好 [26]。但该方法也有一定的局限性，

如在低浓度外泌体条件下标记率较低，同时由于谷胱甘肽

容易被细胞酶代谢，标记率也受不同类型细胞外泌体中谷

胱甘肽水平的影响。

随着外泌体标记技术的进步，更为简化的标记技术

也逐渐被研发。González等 [27] 采用游离99Tcm 直接标记山

羊奶来源的外泌体（ 99Tcm-exosomes， 99Tcm-Exo），并通过

SPECT/CT评估不同给药途径（静脉注射、腹腔注射和鼻腔

滴注）对外泌体药代动力学的影响。研究结果显示，标记并

纯化后的99Tcm-Exo的放射化学纯度>95%，48 h稳定性达

95%。外泌体经静脉和鼻腔注射后血液清除较快，而经腹

腔注射后血液清除较慢，这与外泌体光学成像检测结果一

致[28]。该方法不需要螯合剂，减少了化学反应对外泌体结

构的影响；同时反应条件温和（pH=7.0，37℃），避免了可

能改变外泌体性质的非生物条件，提供了较高的反应产

率、纯度和稳定性。然而外泌体来源的不同会导致外泌体

膜成分的差异，影响外泌体特定的组织趋向性，因此该标

记方法只适用于乳源性外泌体，对其他来源外泌体的标记

方法还需进一步调整。

除了99Tcm，131I也可直接标记外泌体。2019年， Rashid

等[29] 首次使用131I标记小鼠乳腺癌细胞源外泌体（131I-Exo），

通过 SPECT/CT显像观察131I-Exo在转移性乳腺癌小鼠中的

生物学分布。研究结果显示，实验组小鼠注射131I-Exo 3 h后

肿瘤原发灶及其肺部转移灶中均可见放射性浓聚；对照组

无瘤小鼠的乳腺脂肪垫中虽未见131I-Exo摄取，但肺组织内
131I-Exo的浓聚明显，这提示乳腺癌细胞源131I-Exo示踪可显

示乳腺癌未来转移部位的倾向性。该研究还将乳腺癌细

胞、骨髓源性抑制细胞、内皮祖细胞源性的131I-Exo与非癌细

胞源131I-Exo在荷瘤小鼠体内的显像进行了比较，结果显示，

非癌细胞源131I-Exo在肿瘤原发灶及肺部均无摄取，而其他

3种癌细胞源131I-Exo在肿瘤原发灶及肺部均有摄取，其中

内皮祖细胞源131I-Exo大量分布在肿瘤原发灶，证实了它们

具有新生血管效应[30]，而骨髓源性抑制细胞源131I-Exo则主

要分布在肺部，显示了其转移性[31]。该研究通过对不同细

胞源外泌体的示踪，揭示了癌细胞源外泌体（ tumor cell-

derived exosomes，TEx）及肿瘤微环境相关外泌体的分布趋

向。经肿瘤抑制剂治疗后的癌细胞源131I-Exo在肺部的摄取

明显降低，这说明药物治疗后的 TEx转移能力有所降低。

外泌体的核素显像技术可以预测潜在的肿瘤转移部位，监

测肿瘤进展，评价外泌体靶向治疗的效果，从而进一步发

挥外泌体的治疗潜力。

外泌体显像也可用于多模态显像。多模态显像是 2种

或 2种以上显像模式的结合，其可在生物学上提供互补信

息，比单独的显像技术提供更好的显像方案。2021年，

Jing等[32] 采用疏水插入法，通过99Tcm 和近红外荧光（near-

infrared fluorescence，NIRF）成像染料 Cy7标记 TEx，开发

了靶向结肠癌的多模态显像纳米探针99Tcm-TEx-Cy7，其对

肿瘤细胞具有很高的亲和力。该研究第一次将 TEx作为

SPECT和 NIRF多模态显像的纳米探针载体。该标记方法

简单稳定，放射化学纯度>85%，SPECT和 NIRF多模态显

像结合了 SPECT和 NIRF的优点，使用 SPECT显像评估纳

米探针在生物体内的生物学分布，并使用 NIRF成像确定肿

瘤边界。这种基于外泌体纳米探针的设计用于结肠癌多模

态 SPECT/NIRF的显像方法不仅证明了疏水探针制作的可

行性，也证明了 TEx可作为潜在的高质量多模态显像的纳

米载体。

3.2    核素间接标记法

核素间接标记法是指通过双功能螯合剂等将放射性核

素与不含络合基团的化合物（如蛋白质、多肽等）偶联标记

的方法。由于外泌体的膜结构特殊，多数外泌体的核素标

记需要通过螯合剂提高标记率及稳定性。有研究者曾用链

霉亲和素（streptavidin，SAV）-乳凝集素（lactadherin，LA）将
125I标记到黑色素瘤细胞源外泌体上，标记后的125I-SAV-

LA-Exo稳定性较高[33-34]。通过 SAV-生物素系统对外泌体进

行125I标记，可以定量评估外源性外泌体在体内的分布情

况，但其只能通过 γ计数器进行体外检测，并且需要对亲

本细胞进行基因修饰，不适用于所有类型的外泌体。

2016年，Varga等[35] 提出了一种用新型99Tcm-三羰基复

合物 [99Tcm-(CO)3(H2O)3]对红细胞源外泌体进行标记的方

法，结果显示，大部分99Tcm-(CO)3(H2O)3-Exo状态稳定，注

入小鼠体内后其肝脏、脾脏的放射性摄取明显高于注射等

量游离99Tcm-(CO)3(H2O)3 的小鼠。与99Tcm-HMPAO直接标记

法[25] 相比，此方法不受外泌体中谷胱甘肽水平的影响，但

是需要价格昂贵的商用试剂盒及较长的反应时间。在 2020

年的一项研究中，Molavipordanjani等 [36] 使用 fac-[99Tcm-

(CO)3(H2O)3]
+复合物对人类表皮生长因子受体 2（human

epidermal-growth-factor receptor 2，HER2）靶向的外泌体进

行标记，该方法不需纯化即可得到较高的放射化学纯度

（>96%），且稳定性高。卵巢癌细胞可高表达 HER2，与其

他一些可表达不同水平 HER2的细胞（如乳腺癌细胞、结肠

癌细胞、恶性胶质母细胞瘤细胞和非小细胞肺癌细胞）相
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比， fac-99Tcm-(CO)3(H2O)3-Exo对卵巢癌细胞的亲和力更

高。将 fac-99Tcm-(CO)3(H2O)3-Exo注入卵巢癌小鼠体内，4 h

后可见肿瘤显影，肝脏和肾脏也可见放射性摄取；预注射

曲妥珠单抗（HER2特异性抗体）的卵巢癌小鼠，在注射 fac-
99Tcm-(CO)3(H2O)3-Exo 后 4 h，肝脏和肾脏仍可见放射性摄

取，而肿瘤未显影，这提示 fac-99Tcm-(CO)3(H2O)3-Exo在肿

瘤部位的聚集主要是由于外泌体的活性靶向作用，而曲妥

珠单抗阻断 HER2受体后可抑制 fac-99mTcm-(CO)3(H2O)3-Exo

与肿瘤细胞的结合。

除了99Tcm 和125I，其他一些核素也可间接标记外泌体，

如双功能螯合剂 DTPA -酸酐可以螯合111In，继而对黑色素

瘤细胞源外泌体进行标记[37]。这种标记方法简单可靠，可

标记任何类型的外泌体，包括原代细胞、细胞培养物甚至

生理液体分离出的外泌体，而不需要对外泌体进行任何基

因编辑与修饰。近期，Jung等[38] 通过螯合剂 1,4,7-三氮杂

环酮-1,4,7-三乙酸（1,4,7-triazacyclononane-1,4,7-triacetic acid，

NOTA）将64Cu或68Ga标记于小鼠乳腺癌细胞源外泌体 [64Cu

（或68Ga）-NOTA-Exo]，并利用 PET/CT显像比较不同注射

途径（静脉途径和淋巴途径）的生物学分布。结果显示，经

皮下注射的64Cu（或68Ga） -NOTA-Exo明显聚集于手臂淋巴

结及腋窝淋巴结，而经静脉注射的 64Cu（或 68Ga）   -NOTA-

Exo在早期便聚集在肺和肝脏，这与乳腺癌常见的转移部

位一致，且灵敏度高于光学成像[33]。由于乳腺癌转移灶主

要是肺、淋巴结、肝脏和骨骼，该结果在一定程度上提示

外泌体可能在乳腺癌转移过程中起重要作用。通过螯合剂

NOTA将64Cu或68Ga标记于外泌体的方法相对简单，并可

通过 PET/CT显像获得更多的定量信息。 68Ga-NOTA-Exo

与64Cu-NOTA-Exo显像相比，放射性分布类似，虽然68Ga

半衰期较短（68Ga 为 68 min，64Cu 为 12.7 h），标记率更低

（68Ga 为 2.22%，64Cu 为 13.3%），但是68Ga使用方便，对于

没有回旋加速器的科室来说成本低，利于临床推广。

NOTA标记方法适用于多种同位素，包括治疗性放射

性核素，如177Lu（发出 γ及 β–射线，半衰期 6.7 d）[39]。Hwang[26]

曾提出将177Lu及脑肿瘤特异性配体标记到外泌体上，外泌

体到达肿瘤区域后，不仅可以通过 γ射线精确检测肿瘤位

置，还可以通过 β–射线和抗肿瘤药物协同作用提高脑肿瘤

的治疗效果，这些都将为未来外泌体的研究提供重要方

向。目前，作为肿瘤药物运输载体的功能是外泌体研究的

热点，但对载药外泌体的生物学分布仍未完全了解；同

时，强大的肝脏清除功能也会阻碍外泌体的靶向传递功

能，因此亟需一种可以避免肝脏清除、增加肿瘤滞留的载

药外泌体。2019年，Shi等 [40] 利用聚乙二醇（polyethylene

glycol，PEG）修饰64Cu-NOTA-Exo，以增强外泌体的药代动

力学特性。PET/CT显示，未经 PEG修饰的 64Cu-NOTA-

Exo在血液中的循环时间短，肝脏易清除，肿瘤摄取对比

度（肿瘤/肌肉）差；而经 PEG修饰后的64Cu-NOTA-Exo在血

液中的循环时间延长，肝脏清除率降低，24 h后肿瘤摄取

量增加 3倍，肿瘤摄取对比度亦有明显提高。该方法确保

了外泌体的显像质量，并可定量检测其在血液和肿瘤中的

水平。64Cu-NOTA-Exo-PEG标记方法有望在未来的外泌体

载药研究中提高传递效率和安全性。

2021年， Jing等[41] 制备了一种以外泌体为载体的结肠

癌多模态纳米探针68Ga-2,2 ′-((6-氨基 -1-(4,7-双 (羧甲基 )-

1,4,7-三氮杂南-1-基)己-2-基)氮杂二基)二乙酸-二苯并环辛

烷（68Ga-L-NETA-DBCO），将其标记于脂肪细胞源外泌体，

进行 PET/CT和 NIRF的多模态显像。结果显示，PET/CT

显像虽然可提供诊断和术前规划所需的丰富信息，但不能

用于术中肿瘤组织的检测，而 NIRF图像可引导手术通过光

学分子探针对生物病变进行精确分析，使手术更加精确。

这种新型纳米探针可能有助于结肠癌的诊断与治疗，也为

外泌体作为纳米载体的临床应用提供了新的可能。

综上所述，2类标记方法均可对外泌体进行准确示踪。

核素直接标记法技术相对简单，但标记率受外泌体来源、

成分及浓度的影响，且容易被细胞代谢，标记同样数量的

外泌体需要较多的放射性核素。核素间接标记法通过螯合

剂结合外泌体，标记率高，不受细胞及外泌体成分的影

响，但其操作复杂，价格相对昂贵；另外，基因工程可能

会导致宿主细胞甚至外泌体特性的改变。在实际应用中，

需要根据目标外泌体在体循环的时间选择适合的放射性核

素及标记方法，如要示踪在体停留时间较长的外泌体，则

需选择半衰期长的核素如125I、131I；还可以将短半衰期核素

与长半衰期的生物体联合，进行多模态显像，使各种显像

方法相互结合，形成优势互补[32, 41]。

4    小结与展望

外泌体是现阶段国内外研究的热点，然而其应用于临

床仍受到一定限制：（1）外泌体用于人体是否符合伦理学要

求仍然有争议；（2）外泌体作为生物载体或者探针需要批量

生产，然而大量外泌体的获取、制备及纯化仍然是临床推

广的技术瓶颈。对外泌体内含物如何进行修饰，在外泌体

中如何批量加入药物，对不同病灶如何进行精准定位等都

将是研究人员面临和必须解决的一系列难题；（3）虽然大量

动物实验及临床前试验均已证明外泌体治疗相关疾病的安

全性，但其远期有效性及安全性仍需进一步考察。

目前，外泌体的研究发展迅速，随着分子影像技术的

进展，外泌体在体示踪及功能状况的研究逐渐趋于立体

化。本文通过总结近年来核医学分子影像技术对外泌体

在体示踪的方法为外泌体的研究奠定一定的基础，对后
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续外泌体在体示踪的研究提供一定的选择方法。我们期

待未来可以不断开发更加先进的标记方法，对外泌体在

体内生物学行为及生物学价值进行更深一步的研究，让

其尽早应用于临床实践，使得外泌体可以最大限度地发

挥其医疗作用。
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