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摘要 细胞外囊泡(extracellular vesicles, EVs)是由细胞分泌至胞外的一类双层脂质膜性囊泡, 其可以携带来源细 

胞的各类生物学信息. 肿瘤EVs因参与肿瘤发生发展、侵袭转移及微环境调控, 并可在体液中稳定存在, 已成为肿 

瘤液体活检和精准诊疗研究的重要对象. 对肿瘤EVs开展分子分析, 有望为肿瘤早期诊断、疗效监测等提供新的技 

术途径. 然而, 肿瘤EVs信号易受复杂体液背景和低丰度特征影响, 限制了其精准分析和临床应用. 针对以上挑战, 
本团队近年来围绕肿瘤EV分子分析的关键环节开展了系统的研究, 在EV分离纯化、表面蛋白分析、核酸标志物 

检测及其在多种肿瘤诊断中的应用等方面取得了一系列进展. 相关工作体现了方法学创新与临床应用验证相结合 

的研究特点, 为提升肿瘤EV检测的灵敏度、特异性和临床可用性提供了重要支撑. 本文以本团队近年来的代表性 

研究为主线, 系统总结了肿瘤EV分子分析在肿瘤精准诊疗中的研究进展, 同时对多维信息整合和临床转化等未来 

发展方向进行了展望. 
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肿瘤已成为威胁全球人类健康的重大公共卫生问 

题, 给社会医疗体系和患者家庭带来沉重负担 [1]. 实现 

肿瘤的早期诊断、疗效监测及预后评估, 是提升患者 

生存率、改善临床诊疗效果的关键 [2]. 组织活检作为 

肿瘤诊断的金标准, 虽能提供明确的病理依据, 但存在 

创伤性强、无法重复取样和易遗漏肿瘤异质性信息等 

固有缺陷, 难以满足肿瘤全程精准管理的临床需求 [3]. 
液体活检是一类非侵入性检测方法, 通过分析患者血 

液、尿液等易获取、可重复采集的体液样本中的肿瘤 

相关生物标志物, 实现对肿瘤发生发展过程的动态监 

测 [4], 其检测对象涵盖循环肿瘤细胞(circulating tumor 
cells, CTCs)、循环肿瘤DNA (circulating tumor DNA, 

ctDNA)以及肿瘤细胞外囊泡(extracellular vesicles, 
EVs)等多种成分, 因具有微创、实时的优势而受到广 

泛关注 [5]. 由于CTCs来源于肿瘤组织并参与血行播散 

过程, 因此在肿瘤术后复发监测及疗效评估中具有重 

要应用潜力 [6~9]. 
EVs则是由几乎所有细胞分泌至胞外的一类双层 

脂质膜性囊泡, 能够稳定携带来源细胞的蛋白质、核 

酸、脂质及代谢物等多种生物学信息, 反映了来源细 

胞的分子特征与功能状态 [ 1 0 ] .  EVs的粒径范围为 

30~1000 nm, 但其并非单一均质群体, 不同EV亚群在 

粒径范围、分子组成及生物学来源上存在一定重叠, 
仅依据粒径大小难以对其进行准确区分. 因此, 实际研 
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究中通常需结合囊泡形貌、粒径分布及EV相关标志 

蛋白等多种指标进行综合表征, 以提高EV鉴定结果的 

可靠性. 肿瘤EVs能够在血液、汗液及尿液等体液中检 

测到, 具有显著优势 [11], 已成为液体活检领域的新兴研 

究热点 [12]. 
目前EV检测及分析走向临床应用仍面临多重挑 

战. 一方面, 体液样本成分复杂, 存在大量来源多样的 

非肿瘤EVs及可溶性蛋白、脂蛋白及核酸背景, 导致肿 

瘤相关信号易被稀释或掩盖; 另一方面, 肿瘤EVs在体 

液中丰度相对较低, 且不同来源、不同功能状态EV亚 

群之间存在显著异质性, 使得高灵敏、高特异、可重 

复的检测面临困难. 此外, 样本前处理、分离流程、检 

测读出和数据建模等环节尚缺乏充分标准化, 也在一 

定程度上限制了EV液体活检技术的大规模临床转化. 
围绕上述关键问题, 本团队近年来围绕EV分离纯 

化 [13,14]、分子特征分析 [15,16]及其在肿瘤诊疗中的应 

用 [17,18]开展了大量的系统研究 [19]. 本文将以本团队近 

年来的代表性研究为主线, 系统总结EV分子分析在肿 

瘤诊疗中的研究进展(图1) [20~24], 以期为该领域的发展 

提供参考. 

1 面向临床应用的EV分离方法 

EV分子分析的前提是在复杂体液样本中尽可能提 

高目标EV亚群的回收率、纯度和特异性. 传统的EV分 

离方法主要依赖其基本的生物物理性质, 如密度和粒 

径等. 差速超速离心法是目前应用最广泛的分离方法 

之一, 被视为EV分离的经典方法 [25]. 该方法通过逐步 

提高离心转速, 从大体积生物样本中分离EVs [26], 但分 

离效果易受离心条件影响, 并可能伴随蛋白、脂蛋白 

等非EV成分共沉淀. 而另一种常用的传统方法是密度 

梯度离心(density gradient centrifugation, DGC), 其通 

常采用蔗糖或碘克沙醇建立梯度体系, 利用密度梯度 

对EVs进行分离, 可获得较高的分离纯度, 但操作复 

杂、耗时较长 [27]. 而体积排阻色谱(size exclusion chro
matography, SEC)和超滤(ultrafiltration, UF)则是基于 

EV与其他杂质颗粒之间的粒径差异进行分离 [28]. 这类 

方法操作条件相对温和、无需超速离心设备, 常用于 

EV富集、样本浓缩及与其他分离方法联合使用. 其中, 

图 1 EV分子分析在肿瘤诊疗中应用的示意图 [20~24]. Copyright © 2020 Springer. Copyright © 2023, 2025 Elsevier. Copyright © 2025 Wiley-VCH 
GmbH. Copyright © 2023 American Association for the Study of Liver Diseases 
Figure 1 Schematic diagram of EV molecular analysis in tumor diagnosis and treatment [20–24]. Copyright © 2020 Springer. Copyright © 2023, 2025 
Elsevier. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH. Copyright © 2023 American Association for the Study of Liver Diseases  
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UF可用于样本预浓缩, SEC则有助于分离EVs与游离蛋 

白等可溶性杂质, 二者联用已被用于生物样本中EV的 

分离. 但由于其主要依赖物理尺寸差异, 单独使用时难 

以区分粒径相近的脂蛋白、蛋白复合物或其他非EV 
颗粒, 分离产物中仍可能残留较多杂质, 且对样本的体 

积有要求 [29,30]. 因此, 发展兼顾高效率、高特异性、低 

样本消耗和易标准化的新型EV分离策略, 成为推动EV 
分子分析向临床应用转化的重要方向. 

1.1 基于微流控芯片微纳结构界面的EV亚群分离 
方法 

近年来, 随着芯片结构优化、功能界面构建和多 

标志物识别策略的发展, 其在特定EV亚群分离方面的 

潜力逐步显现 [31]. 这类方法的核心在于通过优化芯片 

表面结构和流体行为, 提高目标EVs与功能界面的接触 

概率和结合效率, 同时降低复杂样本背景干扰. 围绕这 

一目标, 本团队逐步发展了融合多标志物免疫识别、 

微纳结构界面和点击化学捕获的系列技术体系. 
本团队构建的肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, 

HCC)相关EV纯化体系(图2(a)) [32]整合了点击化学介导 

的EV捕获/释放、多标志物抗体鸡尾酒、硅纳米线基 

底以及微流控混沌混合器这四项关键策略. 具体而言, 
选取EpCAM、ASGPR1和CD147作为HCC相关EV表 

面标志物, 通过反式环辛烯(trans-cyclooctene, TCO)修 

饰抗体对目标EVs进行标记, 再利用表面接枝四嗪(tet
razine, Tz)的硅纳米线基底实现快速、特异且不可逆 

的点击化学捕获. 随后借助二硫键断裂实现EVs的温和 

释放, 芯片的回收率可达到81.2%~94.6%, 纯度达到 

85.9%~99.1% [32], 为复杂背景中HCC相关EV的后续分 

子分析奠定了基础. 
在此基础上, 本团队进一步发展了纳米棒集成微 

流控芯片(图2(b)) [33], 可提供更大的抗体结合面积, 同 

时在流体通过过程中引发局部液体扰动, 从而提升EVs 
与芯片表面的接触概率和结合效率, 结果显示EV分离 

效率达到83.4%±5.3% [33]. 此外, 受海葵捕食行为启发, 
我们构建了集成硅微海葵结构的新型微流控芯片(图2 
(c)) [34]. 该芯片由混沌混合器和接枝有抗EpCAM抗体 

的基底组成, 其中金字塔样结构和表面纳米棒结构共 

同作用, 可在流体通过时产生更强的流体扰动并增加 

抗体结合位点, 从而进一步提高EVs与芯片表面发生相 

互作用的概率, EV分离效率高达91%±2% [34]. 这些工作 

表明, 仿生微纳结构与功能界面工程的结合, 能够有效 

提升特定EV亚群的捕获性能, 也为复杂样本中EV精细 

分离提供了新的设计思路. 需要注意的是, 基于微纳结 

构界面和抗体识别的EV捕获方法仍受到表面标志物 

选择、抗体亲和力等因素影响. 由于单一或少数表面 

标志物阳性EV亚群并不能完全代表肿瘤来源EV, 且也 

会影响后续分子读出, 因此仍需结合多标志物识别、 

下游分子验证和临床队列分析, 对目标EV亚群的肿瘤 

相关性及检测稳定性进行综合评估. 在此基础上, 微流 

控平台的进一步集成化和自动化, 有望在提升分离效 

率的同时, 减少人为操作差异并增强检测流程的标准 

化程度. 
随着微流控芯片平台的不断发展, 基于该平台还 

有 望 实 现 E V 从 分 离 富 集 到 分 子 检 测 的 一 体 化 流  

程 [35~37]. 例如, Woo等人 [35]提出了一种名为SpinEx的集 

成化离心式圆盘微流控装置, 可实现从全血样本中对 

EVs进行自动化分离、富集及多重免疫标记的全流程 

处理. 该系统能够在单一样本中同时检测16种蛋白质 

标志物, 并已在临床血浆样本中验证了其在癌症检测 

和肿瘤分类中的应用潜力: 其癌症检出准确率达到 

90%, 对5种常见癌症的分类准确率达到96%, 集成化 

微流控平台为EV临床检测提供了高效、灵敏且具有 

扩展潜力的技术方案. 

1.2 不依赖复杂设备的EV快速分离方法 

除高性能芯片平台外, 面向临床转化的EV分离方 

法还应兼顾操作简便、处理快速、设备依赖低、样本 

消耗少和易于标准化等特点. 基于此, 本团队近年来发 

展了以Click Beads为核心的快速EV分离策略, 包括基 

于脂质标记的总EV通用捕获方法以及基于特异性识 

别的EV亚群快速富集方法. 两类方法均借助点击化学 

反应实现EVs的稳定捕获, 并可在简单低速离心条件下 

完成分离, 从而显著简化操作流程. 
在总EVs捕获方面, 本团队建立了脂类介导的快速 

分离方法 [20]. 该策略利用EV双层脂质膜这一共有结构 

特征, 通过DSPE-PEG1000-TCO插入EV膜, 将TCO基团 

引入EV表面, 随后加入表面修饰Tz的Click Beads, 借助 

TCO-Tz之间高效生物正交的点击反应, 可以在30 min 
内实现EVs的快速富集与分离(图3(a)), 分离效率为 

73.1%±6.0%到80.6%±3.6%, 而超高速离心法仅为 

12.8%±6.1%到18.2%±9.7% [20]. 在此基础上, 为进一步 

提高肿瘤相关EV亚群的富集效率, 本团队发展了基于 

特异性识别的快速分离方法 [21,24]. 该方法首先利用 
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TCO修饰的特异性抗体对目标EV表面抗原进行分子 

标记, 再通过Click Beads表面的Tz基团实现目标EV亚 

群的特异性富集. 与传统免疫亲和分离相比, 该策略将 

抗原识别与固相捕获分步完成, 有助于减少复杂界面 

修饰对捕获效率的影响. 本团队已在多种肿瘤中验证 

了其应用潜力. 在胰腺导管腺癌(pancreatic ductal ade
nocarcinoma, PDAC)研究中 ,  实现了对MUC1 +、 

EGFR +和TROP2 +三种PDAC相关EV亚群的高效富集 

(图3(b)) [24]. 在上皮性卵巢癌(epithelial ovarian cancer, 
EOC)研究中, 实现了对FRα +、MSLN +和TROP2 +三种 

EOC相关EV亚群的高效富集(图3(c)) [21]. 近期, 有研究 

者提出了一种基于介孔-大孔水凝胶的EV直接分离技 

术 [38], 可在无需预处理的条件下, 通过表面电荷作用对 

囊泡进行选择性捕获, 并在高离子强度条件下直接从 

血液中高效分离细胞外囊泡. 这类快速EV富集方法虽 

具有操作简便、设备依赖低等优势, 但其分离性能仍 

受材料表面性质、探针标记效率等因素影响. 其中, 脂 

质插入类方法可能改变EV膜表面性质, 进而对后续膜 

相关表征或分子读出产生潜在影响. 因此, 后续应用中 

仍需结合EV形貌、粒径分布和分子标志物等指标进 

图 2 基于微流控芯片的EV亚群分离方法. (a) 基于EV Click Chip的EV纯化体系 [32]. Copyright © 2020 Springer. (b) 纳米棒集成微流控芯片 [33]. 
Copyright © 2024 Wiley-VCH GmbH. (c) 集成硅微海葵结构的新型微流控芯片 [34]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH 
Figure 2 Methods for separating EV subpopulations based on microfluidic chips. (a) EV purification system using the EV Click Chip [32]. Copyright © 
2020 Springer. (b) Nanorod-integrated microfluidic chip [33]. Copyright © 2024 Wiley-VCH GmbH. (c) Novel microfluidic chip featuring integrated 
silicon sea anemone structures [34]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH  
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行质量控制. 但总体来看, 以上EV快速分离方法的研究 

仍为EV的基础研究、临床转化应用提供了一种具有 

发展潜力的技术框架. 

2 EV分子分析 

在获得高质量EV样本后, 如何从中提取与肿瘤发 

生、发展和治疗响应密切相关的分子信息, 是EV液体 

活检研究的核心. EV表面蛋白可用于识别特定EV亚群 

并反映肿瘤相关表型, 所携带的核酸分子则可提供基 

因表达异常和转录调控变化等信息. 因此, 围绕EV表 

面蛋白和囊泡内核酸建立高灵敏、高特异且可定量的 

分子分析方法, 是推动EV研究向临床应用转化的关键 

步骤. 

2.1 EV表面蛋白分析 

EV膜蛋白可直接参与癌症的发生和发展, 因此其 

被广泛用作癌症的检测靶标. 许多研究采用荧光标记 

抗体开展EV蛋白检测 [39]. 该类方法通常利用荧光染料 

标记的抗体识别EV表面蛋白, 再结合荧光显微成像、 

流式检测或芯片读出等方式实现目标蛋白分析 [40]. 与 

WB和ELISA相比, 荧光标记抗体方法具有操作相对直 

观、检测速度较快和便于多指标联合分析等优势. 然 

图 3 不依赖复杂设备的EV快速分离方法. (a) 基于DSPE-PEG1000-TCO脂质探针与Click Beads相结合的快速EV富集方法 [20]. Copyright © 
2022 Wiley-VCH GmbH. (b) PDAC相关EV表面蛋白检测用于早期PDAC的无创检测 [24]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH. (c) EOC相关EV表 

面蛋白检测用于早期EOC的无创检测 [21]. Copyright © 2025 Elsevier 
Figure 3 Rapid EV separation methods that do not rely on complex equipment. (a) A rapid EV enrichment method that combines DSPE-PEG1000- 
TCO lipid probes with Click Beads [20]. Copyright © 2022 Wiley-VCH GmbH. (b) Detection of surface proteins on EVs from pancreatic ductal 
adenocarcinoma for non-invasive detection of early PDAC [24]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH. (c) Detection of surface protein markers on EVs 
from epithelial ovarian cancer for non-invasive diagnosis of early EOC [21]. Copyright © 2025 Elsevier  
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而, 这类方法总体上仍主要依赖荧光信号直接读出, 其 

检测性能仍受限于荧光背景、信号淬灭和低丰度靶标 

信号不足等因素. 
为提高EV表面蛋白检测的灵敏度, 本团队将免疫 

PCR引入HCC相关EV表面蛋白分析, 建立了HCC相关 

EV表面蛋白分析方法(HCC EV surface protein assay, 
SPA)(图4) [22]. 该方法利用点击化学制备DNA标签抗体, 
将免疫识别与核酸扩增相结合, 实现了对HCC相关EV 
表面蛋白的高灵敏定量分析 .  研究中以EpCAM、 

CD147、GPC3和ASGPR1为富集标志物, 检测其与 

CD63或CD9共阳性的EV亚群, 并基于EpCAM +CD63 +、 

CD147 +CD63 +和GPC3 +CD63 +三类亚群构建HCC EV 
ECG score. 该评分基于400 μL血浆样本可区分早期 

HCC与肝硬化患者, 显示出了基于EV表面蛋白高灵敏 

定量开展早期HCC检测的临床潜力. 
除抗体介导的识别体系外, 适配体也为EV表面蛋 

白检测提供了另一类具有扩展性的分子识别工具. 已 

有研究利用适配体结合荧光极化或多轮原位检测策略, 
实现了不同癌种EV表面蛋白的区分和多蛋白谱分 

析 [41,42]. 随着适配体筛选技术的迭代 [43], 适配体在EV 
捕获、分型及高灵敏蛋白检测中具有更好应用前景. 
总体而言, EV表面蛋白分析正由传统的定性验证逐步 

转向高灵敏、多指标及可建模的定量检测, 为后续临 

床评分体系的建立提供了重要基础. 
但需要注意的是, EV表面蛋白分析结果的解释仍 

需结合标志物在不同细胞类型和疾病状态下的表达特 

征, 以及临床病理背景进行综合判断. 因此, 多标志物 

联合检测和蛋白-核酸信息整合仍是提高EV表面蛋白 

分析特异性和临床解释力的重要方向. 

2.2 EV核酸分析 

除表面蛋白外, EV内部携带的mRNA、miRNA及 

图 4 基于免疫PCR的EV表面蛋白分析 [22]. Copyright © 2023 American Association for the Study of Liver Diseases 
Figure 4 Analysis of EV surface proteins based on immuno-PCR [22]. Copyright © 2023 American Association for the Study of Liver Diseases  
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其他核酸分子同样是反映肿瘤分子状态的重要信息来 

源. EV核酸分析不仅可揭示肿瘤相关基因异常和转录 

调控特征, 也可为疾病分型、治疗应答及动态监测提 

供更灵敏的分子读出. 为定量分析EV核酸的表达水平, 
研究者已采用实时荧光定量逆转录PCR (qRT-PCR)、 

微阵列(microarray)和二代测序(next-generation sequen
cing, NGS)等技术 [44]. qRT-PCR通常用于核酸候选标志 

物的检测与验证及相对定量分析, 但其在低丰度靶标 

检测中灵敏度仍受限制. 微阵列可通过探针杂交一次 

性分析大量核酸分子, 但灵敏度相对不足, 尤其不利于 

低丰度靶标的精准检测 [45]. NGS在高通量筛选与定量 

分析方面具有优势, 更适合用于EV核酸谱系分析和候 

选标志物发现, 但其检测成本较高、数据处理复杂且 

建库流程繁琐 [46]. 相比之下, 液滴数字PCR (droplet 
digital PCR, ddPCR)在低拷贝核酸定量和低丰度靶标 

检测方面具有更高的灵敏度、准确性和重复性. 由于 

其可针对已知靶标进行精准检测, ddPCR尤其适用于 

小panel基因分析, 并已在特定癌种EV核酸的小panel基 

因检测分析中展现出了独特优势 [47]. 

基于此, 本团队构建了结合EV Click Chip平台与 

RT-ddPCR的HCC相关EV mRNA分析体系(图5(a)) [32], 
用于早期HCC的无创检测. 通过前期标志物筛选确定 

10种HCC相关mRNA转录本, 并利用RT-ddPCR进行定 

量分析, 最终形成基于EV衍生mRNA特征的分子签名. 
研究结果表明, HCC EV来源的10种基因分子特征对高 

风险肝硬化人群中的早期HCC识别具有良好潜力. 该 

工作的重要意义在于, 它将上游高特异性肿瘤的富集 

与下游绝对定量核酸检测相结合, 显著提升了早期 

HCC相关信号的可检测性. 随后, 本团队发展了EV Di
gital Scoring Assay (EV DSA)(图5(b)) [23], 并将EV 
mRNA分析框架拓展至前列腺癌(prostate cancer, PCa) 
的疾病状态评估. 选择11种PCa相关mRNA作为检测指 

标, 并利用RT-ddPCR对纯化后的PCa相关EVs进行绝对 

定量.  
除mRNA以外, EV miRNA的检测也具有重大应用 

潜力 [48~50]. 有研究报道了一种一步式等温CRISPR- 
Cas12a检测方法(EXTRA-CRISPR) [48], 可用于miRNA 
的快速、特异性检测, 其灵敏度与RT-PCR相当. 该研 

图 5 EV mRNA分析. (a) ddPCR检测10种HCC特异性mRNA分子 [32]. Copyright © 2020 Springer. (b) ddPCR检测11种PCa特异性mRNA分子 [23]. 
Copyright © 2023 Elsevier  
Figure 5   EV mRNA analysis. (a) ddPCR detection of 10 HCC-specific mRNA molecules [32]. Copyright © 2020 Springer. (b) ddPCR detection of 11 
PCa-specific mRNA molecules [23]. Copyright © 2023 Elsevier   
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究将EXTRA-CRISPR应用于EV中多种miRNA生物标 

志物(包括miR-21、miR-196a、miR-451a和miR-1246) 
的定量分析, 可服务于基于液体活检的癌症诊断和预 

后评估. 
EV表面蛋白和核酸分析技术分别从膜表型和内源 

分子信息两个层面拓展了肿瘤EV液体活检的应用范 

围, 表1总结了主要EV分析策略及其应用特点比较. 然 

而, 临床体液样本中的EV具有显著异质性, 群体水平检 

测获得的平均信号往往难以准确反映少量肿瘤来源 

EV或特定功能EV亚群的分子特征. 因此, 近年来EV分 

子分析正由单一指标检测逐渐向单EV分析、多组学 

整合分析发展. 单EV分析技术能够在单颗粒水平解析 

EV的表面蛋白、内部核酸及多标志物共表达特征, 有 

助于识别被群体平均信号掩盖的稀有EV亚群. 例如, 
Wu等人 [51]将滚环扩增与扩增显微成像结合, 建立 

RCA-ExM单EV成像方法, 可在常规荧光显微镜下实现 

EV表面蛋白和EV内miRNA的联合检测; 该方法通过 

检测EpCAM + PD-L1 +血浆EV中的miR-21, 在临床队列 

中区分癌症患者与健康供者, 并进一步区分不同免疫 

治疗疗效人群, 体现了单EV多参数分析在肿瘤诊断和 

疗效监测中的潜力. 多组学EV分析则更强调从系统层 

面解析EV所携带的蛋白质、RNA、DNA、脂质和代 

谢物等多维信息. 相比单一组学, 多组学整合有助于更 

全面地揭示肿瘤异质性、疾病进展和治疗响应相关的 

分子网络, 多组学整合结合生物信息学和人工智能算 

法, 能够提高标志物发现和临床预测模型构建的可靠 

性 [52]. 

3 EV分子分析在肿瘤精准诊疗中的应用 

随着EV分离富集与分子检测技术的发展, 复杂体 

液样本中的EV分子信号逐渐转化为可量化、可解释 

的临床指标, 为肿瘤早期诊断、疗效监测和预后评估 

提供了新的技术路径. EV液体活检的临床转化不仅取 

决于检测方法本身的灵敏度和特异性, 临床EV分子分 

析的标准化与质量控制也至关重要 [52].  

3.1 临床EV分子分析的标准化与质量控制 

在开展临床EV分子分析时, 全过程建立质量控制 

体系能够降低技术变量对结果的影响, 提高不同研究 

和不同中心之间数据的可比性与可重复性 [53]. 为保证 

检测结果的准确性和可靠性, 面向临床应用的EV分子 

分析需要对样本采集、前处理、储存、EV分离富集、 

污染物控制、EV表征、分子检测和数据报告等环节 

进行系统质量控制.  
首先, 样本类型、采血管、抗凝剂类型以及采血 

至处理的时间间隔会影响EV数量、粒径分布及背景 

污染水平, 因此需明确血浆或血清来源, 并记录采样和 

处理条件. 其次, 离心速度、离心时间、温度及过滤条 

件等预处理参数直接影响细胞碎片、血小板、凋亡小 

体和大颗粒污染物的去除效果, 应建立统一流程并完 

整报告关键参数. 在样本储存过程中, 储存温度、保存 

时间、冻融次数和保存管类型可能影响EV完整性、 

聚集状态及蛋白和核酸稳定性, 因而应尽量减少反复 

冻融并记录储存条件. 并且, EV分离富集方法的选择 

同样会影响检测结果, 不同方法在回收率、纯度和亚 

表 1 主要EV分析策略及其应用特点比较 
Table 1 Comparison of major EV analysis strategies and their application characteristics 

分析策略 检测对象 
EV来源/目标 

亚群 
样本类型 方法特点 应用场景 优势与局限 文献 

EV Click Chip联合 
RT-ddPCR EV mRNA HCC相关EVs 血浆 

多标志物免疫识别结 
合点击化学捕获/释放, 
富集HCC相关EVs后 

进行RT-ddPCR mRNA 
panel分析 

早期HCC检测 
富集纯度高、可绝 
对定量; 但依赖芯 
片和多抗体体系 

[32] 

Click Beads快速EV富集后 
定量分析 

总EV或特定 
EV亚群 

总EVs; 肿瘤 
相关EV亚群 

血浆 
脂质标记或抗体标记 

结合点击化学捕获 

快速EV分离、 
PDAC/EOC早期 
检测及疗效监测 

操作快速、设备依 
赖低; 但依赖脂质 
膜特征或已知表面 

标志物 

[20,21,24] 

免疫PCR型EV表面 
蛋白分析 

EV表面蛋白 
HCC相关EV 

亚群 
血浆 

DNA标签抗体结合免 
疫识别与核酸扩增 

早期HCC检测 
灵敏度高; 但抗体- 
DNA标签制备和流 

程较复杂 
[22] 

EV DSA EV mRNA PCa相关EVs 血浆 
RT-ddPCR检测PCa相 
关mRNA并构建Met 

score 

PCa疾病状态评 
估和疗效监测 

适合纵向监测; 但 
依赖预设mRNA 
panel和模型验证 

[23] 
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群偏倚方面存在差异, 需根据下游检测目标选择超速 

离心、SEC、超滤、免疫捕获或微流控等策略, 并结 

合颗粒回收率、蛋白污染水平和EV标志物检测结果 

进行评价. 对于血浆等复杂体液, 还需重点关注脂蛋 

白、白蛋白、免疫球蛋白、蛋白复合物和游离核酸等 

共分离污染物, 以避免其干扰EV蛋白、核酸和多组学 

读出. 分离后的EV样本应结合粒径分布、颗粒浓度、 

形貌观察和标志蛋白检测等多种指标进行表征, 以提 

高样本真实性和研究可比性. 在分子检测阶段, 还需控 

制内参选择、检测限、重复性、批间差异及阴阳性对 

照设置, 并报告数据归一化方式、变异系数和质控结 

果. 最后, 临床队列信息、样本量、分组标准、统计方 

法和模型验证策略也应完整报告, 以增强EV分子分析 

结果的可重复性、临床解释性和转化应用价值.  

3.2 肿瘤早期诊断 

肿瘤早期诊断场景的核心, 在于如何在低肿瘤负 

荷和复杂背景下识别微弱但具有特异性的肿瘤相关分 

子异常. 因此, 这一应用方向尤其依赖高特异EV亚群富 

集、高灵敏读出和多指标联合建模. 
在EOC研究中, 基于FRα +、MSLN +和TROP2 +三种 

EOC相关EV亚群的内参mRNA信号建立了EOC EV 
SPRI Score(图6(a)) [21]; 在PDAC研究中, 基于MUC1 +、 

EGFR +和TROP2 +三种PDAC相关EV亚群的内参mRNA 
信号建立了PDAC EV Score(图6(b)) [24]. 两个基于EV的 

肿瘤早期诊断模型均具有优异表现, 在EOC队列中, 训 

练集(n = 118)AUROC达到0.99, 独立验证集(n = 118) 
AUROC达到0.93(图6(a)). 在PDAC队列中, 训练集(n = 
124)AUROC达到0.94, 独立验证集(n = 136)AUROC达 

到0.93(图6(b)). 上述结果表明, 通过围绕不同癌种选择 

合适的EV亚群和读出分子, 并结合统计模型进行整合, 
可有效提升EV液体活检在肿瘤早期诊断中的性能与 

适用性. 
在以血浆为代表的血液成分已被广泛用于EV检测 

与肿瘤早期诊断的基础上, 针对不同肿瘤类型的生物 

学特征与发生部位, 选择更具特异性的其他体液作为 

检测对象, 正逐渐成为提升诊断灵敏性与特异性的关 

键策略 [54~56]. 例如, 由于膀胱癌与尿路直接相关, 其早 

图 6 EV分子分析在肿瘤早期诊断中的应用效果. (a) EOC EV SPRI Score在训练队列中检测EOC, 以及在验证队列中区分EOC与良性卵巢肿块 

(BOM)及健康供体(HD)对照的表现 [21]. Copyright © 2025 Elsevier. (b) PDAC EV Score在训练队列和验证队列中区分PDAC患者与非癌对照的诊 

断表现 [24]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH 
Figure 6 Performance of EV molecular analysis in the early diagnosis of tumors. (a) EOC EV SPRI Score for detecting EOC in the training cohort and 
EOC EV SPRI Score for distinguishing EOC from BOM and HD controls in the validation cohort [21]. Copyright © 2025 Elsevier. (b) Diagnostic 
performance of PDAC EV Score for distinguishing PDAC patients from noncancer controls in the training cohort and PDAC EV Score for 
distinguishing PDAC patients from noncancer controls in the validation cohort [24]. Copyright © 2025 Wiley-VCH GmbH  

评 述  

6347  



期诊断更适合以尿液来源EVs为研究对象. 有研究者报 

道了一种面向居家检测的膀胱癌诊断方法 [57]. 该方法 

以膀胱癌相关生物标志物——尿液透明质酸酶为检测 

靶点, 通过酶促反应释放负载有溶剂致变色荧光团的 

有机凝胶颗粒. 该检测体系对膀胱癌样本的鉴别准确 

率约为90%. 这种无需样本预处理、操作简便的检测 

方式, 有望推动膀胱癌居家快速检测的实际应用. 

3.3 疗效监测 

与单次诊断不同, 疗效监测更强调时间维度上的 

连续评估, 即通过重复采样和定量检测, 动态反映患者 

治疗过程中肿瘤负荷、分子状态及治疗应答的变化. 
因此, 这一应用方向更依赖可重复、可定量、可纵向 

比较的EV分子定量. 
本团队利用发展的基于脂质标记与点击化学的EV 

快速捕获策略, 对患者血浆EVs的EWS基因重排与 

KRAS突变进行检测, 结果与肿瘤组织活检一致(图7 
(a)), 证实了EV分子检测的特异性和可解释性. 随后通 

过连续检测尤文肉瘤患者血浆EVs中的EWS/FLI-1重 

排转录本, 并与PET/CT或CT结果进行对照, 发现疾病 

进展较慢患者的相关信号随病程逐步升高, 而快速进 

展患者则表现出更为迅速和显著的信号增加(图7(b)), 

图 7   EV分子分析在肿瘤疗效监测中的应用效果. (a) 尤文肉瘤患者ES07在不同检测时间点的EWS/FLI-1 mRNA拷贝数(每1.0 mL血液)变化 

曲线, 显示其疾病缓慢进展过程. 图中同时给出了治疗前及治疗后164天获取的正电子发射断层扫描-计算机断层扫描(PET/CT)图像 [20]. (b) 尤文 

肉瘤患者ES08在不同检测时间点的EWS/FLI-1 mRNA拷贝数变化曲线, 显示其疾病快速进展过程. 图中同时给出了治疗前、治疗后19天及治 

疗后51天获取的CT图像 [20]. (c) 胰腺癌患者PanC03在不同检测时间点的KRAS突变转录本总拷贝数(每1.0 mL血液)和CA19-9水平(U/mL)变化曲 

线, 反映其治疗应答情况. 图中同时给出了治疗前19天、治疗后84天及治疗后210天获取的CT图像 [20]. Copyright © 2022 Wiley-VCH GmbH. 
(d) 接受立体定向放疗进行转移灶靶向治疗但随后未获临床获益的患者 [23]. (e) 对强化雄激素剥夺治疗表现出临床应答的患者 [23]. (f) 影像学及 

症状一度提示疾病进展, 但后续证实为误判的患者 [23]. Copyright © 2023 Elsevier  
Figure 7 Performance of EV molecular analysis in monitoring tumor treatment outcomes. (a) Plots of EWS/FLI-1 mRNA copies (per 1.0 mL blood) 
versus times of the assay depicting the slow disease progression of an Ewing sarcoma patient (ES07). Positron emission tomography-computed 
tomography (PET/CT) images taken before and 164 days after treatment [20]. (b) A plot of copies of EWS/FLI-1 mRNA versus time depicting the fast 
disease progression of an Ewing sarcoma patient (ES08). CT images taken before, at 19 days, and 51 days post-treatment [20]. (c) Plots of total KRAS 
mutation transcript copies (per 1.0 mL blood) and CA19-9 levels (U/mL) versus time of the assay depict the treatment response of a pancreatic cancer 
patient (PanC03). Computed tomography (CT) images taken 19 days before, 84 days, and 210 days after treatment [20]. Copyright © 2022 Wiley-VCH 
GmbH. (d) Patient undergoing metastasis-directed therapy via stereotactic radiotherapy without subsequent benefit [23]. (e) Patient with clinical response 
to intensified androgen deprivation therapy [23]. (f) Patient with suspected progression by radiograph and symptoms later found to be erroneous [23]. 
Copyright © 2023 Elsevier  
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提示基于EV核酸的动态定量可较好反映肿瘤负荷变 

化和病情演变. 采用相同策略对胰腺癌患者进行随访 

时, 血浆EVs中KRAS转录本的动态变化与配对血清 

CA19-9水平及CT影像结果保持一致(图7(c)), 进一步 

说明EV核酸信号可作为治疗应答监测的重要补充指 

标 [20]. 在转移性前列腺癌患者的治疗响应研究中, 我们 

定量了PCa相关EV中的11种相关mRNA并通过加权Z 
评分计算Met score. 该评分可在纵向随访中随转移复 

发升高(图7(d)), 并在强化雄激素剥夺治疗后下降 

(图7(e)), 较好地反映了患者临床病程变化. 并且在部 

分病例中, Met score对疾病进展的提示早于常规影像 

学结果(图7(e)). 值得注意的是, 在另一些复杂情境下, 
该指标还可帮助区分真实进展与非肿瘤性影像学异常 

(图7(f)), 从而为临床治疗决策提供更准确依据 [23]. 
在临床级检测体系方面, EV分析平台正逐步从小 

样本方法学验证走向大队列和多中心临床评估. Han等 

人 [58]基于高通量纳米生物芯片系统建立了早期肺癌 

EV膜蛋白检测模型EVELC-M5, 联合检测CD81、PD- 
L1、GLIPR1、LBR和SFTPA1五种EV膜蛋白, 并在302 
例非癌对照和645例肺癌患者中验证, 其在验证队列中 

区分早期肺癌与对照的AUC为0.926, 对≤8 mm肺结节 

的诊断AUC为0.931. 另一项研究 [ 5 9 ]基于EV来源 

lncRNA建立早发性胃癌液体活检模型, 由NALT1、 

PTENP1和HOTTIP组成的三lncRNA特征在训练队列 

及两个外部验证队列中均显示出较好的诊断性能, 并 

可识别可切除阶段早发性胃癌患者. 总体来看, 临床级 

EV检测体系仍需要进一步关注自动化、重复性、检 

测成本和多中心验证. 

4 总结与展望 

EVs作为肿瘤液体活检和精准诊疗研究的重要对 

象, 可为肿瘤相关分子信号的获取提供稳定载体. 肿瘤 

EVs能够在一定程度上反映肿瘤细胞的分子特征、功 

能状态及动态演变过程, 因此围绕其开展分离富集与 

分子分析, 对于肿瘤的早期诊断、疗效监测等具有重 

要意义. 本文基于本团队近年来的代表性研究, 系统梳 

理了从EV分离富集、蛋白与核酸分析到临床应用模 

型构建的研究进展. 
针对肿瘤相关EVs分离效率、亚群识别和分子检 

测等关键环节, 本团队发展了多种具有代表性的技术 

策略. 在EV分离方面, 团队发展了基于微流控微纳结 

构界面的EV亚群捕获方法, 通过硅纳米线、纳米棒、 

仿生硅微海葵结构及混沌混合器等设计, 提高EVs与功 

能界面的接触概率和捕获效率. 同时, 进一步构建了不 

依赖复杂设备的Click Beads快速分离策略, 实现了基 

于EV脂质膜通用特征或特异性表面蛋白的快速富集. 
在分子分析方面, 将免疫PCR、RT-ddPCR等高灵敏检 

测技术与EV分离策略相结合, 建立了面向EV表面蛋白 

和囊泡内核酸的多维分析体系. 进一步结合机器学习 

方法, 对不同癌种来源EVs的分子定量信息进行特征优 

化与整合, 建立了面向具体临床问题的诊断模型, 用于 

肿瘤早期诊断和患者病情动态监测等. 
尽管如此, EV分子分析技术距离稳定、广泛的临 

床应用仍有一些关键问题需要解决. 不同研究在样本 

采集、前处理方式、分离流程以及质量控制标准上仍 

存在差异, 这在一定程度上影响了结果之间的可比性, 
也限制了方法的重复性和临床推广. 与此同时, 现有技 

术虽然已经能够实现总EV或部分特定EV亚群的富集 

与检测, 但对于不同来源、不同功能状态EV亚群的进 

一步区分仍然不够充分, 仅依赖单一蛋白或单一核酸 

指标, 也往往难以完整反映肿瘤复杂而动态的生物学 

特征. 基于此, 今后的研究有必要进一步加强EV表面 

蛋白、囊泡内核酸及其他分子信息的联合分析, 在多 

维信息整合的基础上建立更加稳定、更加具有生物学 

解释力的诊断和监测模型. 此外, 目前不少研究仍主要 

停留在单中心或特定队列的验证阶段, 模型在更大样 

本和不同人群中的适用性仍需进一步评估. 后续应结 

合跨中心、前瞻性临床研究, 对其稳健性、泛化能力 

及真实临床场景下的表现进行系统验证. 随着数据量 

的持续积累, 机器学习和多模态分析方法也将为EV分 

子特征的挖掘提供新的手段, 有望从复杂信号中筛选 

出与肿瘤发生发展、治疗应答及疾病转归密切相关的 

关键特征 [60,61]. 我们相信, 基于EV分子分析的液体活检 

技术将在未来肿瘤精准诊疗中发挥越来越重要的作用.   
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Extracellular vesicles (EVs) are lipid bilayer-enclosed nanoscale particles released by almost all cell types into the 
extracellular environment. By carrying proteins, nucleic acids, lipids, metabolites and other bioactive molecules from their 
parental cells, EVs mediate intercellular communication and reflect the molecular status of their cells of origin. Tumor- 
derived EVs are involved in tumor initiation, progression, invasion, metastasis, immune regulation and remodeling of the 
tumor microenvironment. Owing to their stability in peripheral blood and other body fluids, tumor EVs have emerged as 
promising biomarkers for liquid biopsy and precision oncology. Molecular analysis of tumor EVs provides new 
opportunities for non-invasive cancer diagnosis, therapeutic response monitoring, prognosis assessment and dynamic 
disease management. 

Despite this potential, the clinical application of EV-based liquid biopsy remains challenging. Tumor-derived EVs are 
usually present at low abundance in complex biofluids, where they coexist with abundant non-tumor EVs, lipoproteins, 
soluble proteins, nucleic acid-protein complexes and other background components. In addition, EVs are highly 
heterogeneous in size, biogenesis, molecular composition and cellular origin, making it difficult to capture tumor-specific 
signals using conventional bulk analysis. Therefore, efficient EV isolation, enrichment of tumor-associated EV 
subpopulations, sensitive molecular detection and standardized quality control are essential for improving the analytical 
performance and clinical reliability of EV-based assays. In recent years, our group has investigated key technologies for 
tumor EV molecular analysis, focusing on EV separation and purification, surface protein profiling, nucleic acid biomarker 
detection and clinical application in cancer diagnosis and monitoring. We developed affinity-based and micro/nano- 
engineered strategies to enrich tumor-associated EVs from complex clinical samples and established sensitive assays for 
detecting EV surface proteins and intravesicular nucleic acids. By integrating EV protein and nucleic acid information with 
statistical modeling and machine learning, we further constructed diagnostic and monitoring models for different tumor 
types. These studies demonstrate that EV molecular signatures can be transformed into quantitative and interpretable 
clinical indicators, supporting early cancer detection, treatment response evaluation and prognosis prediction. 

This review summarizes recent advances in molecular analysis of tumor EVs, with emphasis on representative studies 
from our group and related progress in the field. We first discuss major strategies for EV isolation and purification, 
followed by analytical approaches for EV surface proteins and nucleic acids. We then describe the application of EV 
molecular analysis in cancer precision medicine, particularly early diagnosis and therapeutic monitoring. In addition, we 
compare emerging platforms such as single-EV analysis, multi-omics profiling and clinically oriented EV detection 
systems, and discuss their advantages, limitations and translational challenges. Finally, we highlight the importance of 
standardized workflows, quality control, biomarker integration and multicenter clinical validation. Continued development 
of clinically compatible EV molecular analysis technologies is expected to promote the translation of EV liquid biopsy into 
practical tools for precision cancer diagnosis and management. 
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