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外周血脑细胞来源细胞外囊泡作为中枢
神经系统疾病生物标志物研究进展

张高嘉 1， 孔 岩 2， 李 玲 1， 焦 娇 1， 徐丹丹 1， 曹育嘉 1， 刘梦雨 1综述， 张志珺 1，3审校

摘 要： 脑细胞来源细胞外囊泡（brain cell-derived extracellular vesicles，BCDEVs）是由中枢神经系统（cen⁃
tral nervous system，CNS）所有神经细胞共同释放的一组含有其来源细胞生物分子的异质性的双层膜结构纳米囊泡，
在脑生理及病理状态下，它们正成为神经元、神经胶质细胞和结缔组织之间通信和废物管理的关键介质。基于不
同BCDEVs表面特异性分子标记物，目前研究者已成功从外周血中富集不同BCDEVs亚型包括神经元细胞来源细
胞外囊泡（neuron-derived extracellular vesicles，NDEVs）、星形胶质细胞来源细胞外囊泡（astrocytes-derived extracellu⁃
lar vesicles，ADEVs）、少突胶质细胞来源细胞外囊泡（oligodendrocyte-derived extracellular vesicles，ODEVs）、小胶质
细胞来源细胞外囊泡（microglia-derived extracellular vesicles，MDEVs）、周细胞来源细胞外囊泡（pericyte-derived ex⁃
tracellular vesicles，PDEVs）和内皮细胞来源细胞外囊泡（endotheliocyte-derived extracellular vesicles，EDEVs）。本篇
综述首先概述了细胞外囊泡（extracellular vesicles，EVs），同时对目前使用的用于富集外周血不同BCDEVs特异性分
子标记物进行概述，最后重点介绍了外周血BCDEVs在CNS疾病中的应用，以阐明其作为生物标志物的潜力，以及
它们在实现这一目标时所面临的挑战。
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Research advances in peripheral blood brain cell-derived extracellular vesicles as the biomarker for central ner⁃
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ences， Southeast University， Nanjing，210009，China）

Abstract： Brain cell-derived extracellular vesicles （BCDEVs） are a group of double-layer membrane-structured 
nanovesicles which are released by all neural cells in the central nervous system （CNS） and contain the heterogeneity of 
the biological molecules of their originating cells， and under the physiological and pathological conditions of the brain， 
they are becoming the key media for communication and waste management between neurons， glial cells， and connective 
tissue.  Based on the different specific molecular markers on the surface of BCDEVs， researchers have successfully en⁃
riched different subtypes of BCDEVs from peripheral blood， including neuron-derived extracellular vesicles， astrocytes-
derived extracellular vesicles，oligodendrocyte-derived extracellular vesicles， microglia-derived extracellular vesicles， 
pericyte-derived extracellular vesicles，and endotheliocyte-derived extracellular vesicles.  This article reviews extracellular 
vesicles， summarizes the different specific molecular markers used to enrich different BCDEVs from peripheral blood， and 
introduces the application of peripheral blood BCDEVs in CNS diseases，so as to clarify their potential as a biomarker and 
the challenges they face in achieving this goal.
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本篇综述首先概述了细胞外囊泡（extracellular 

vesicles，EVs），同时对目前使用的用于富集外周血
不同 脑细胞来源细胞外囊泡（brain cell-derived extracellular vesicles，BCDEVs）特异性分子标记物
进行概述，最后重点介绍了外周血 BCDEVs 在中枢
神经系统（centralnervous system，CNS）疾病中的应
用，以阐明其作为生物标志物的潜力，以及它们在实
现这一目标时所面临的挑战。

1　EVs概述
EVs是一组由各种类型的细胞经过多个不同阶

段的演变释放到细胞外环境的纳米级异质性脂质双
层膜囊泡［1，2］，存在于所有人体体液中，包括 CSF、血
液、尿液、母乳和唾液等［3~8］，其内包含几乎所有类别
的生物分子，如核酸（细胞核及线粒体 DNA、长链
RNA和miRNA）、蛋白质（结构蛋白和/或酶蛋白）、代
谢物和脂类［9，10］，其内容物的不同取决于它们的起源
细胞和该细胞所处的生理及病理状态［1，11，12］，这些不
同分子在调节一系列生物过程的细胞-细胞通信中
发挥重要作用［13~17］。在过去十年间，人们对 EVs 的
类别和特征及其生理和病理作用的认识不断加深，
根据其大小及生物起源不同主要分为 3 种类型：外

泌体、微囊泡（microvesicles，MVs）和凋亡小体［18］。
凋亡小体是由细胞程序性死亡形成的最大的膜性囊
泡（500~4 000 nm），凋亡细胞经历多个阶段的演变，
最终导致包裹在不同的膜结合囊泡中的细胞内容物
的破坏形成凋亡小体［19，20］，常以腔内存在细胞器和/
或核内容物为特征。虽然通常与EVs无关，但在各种
条件下，溶酶体囊泡分泌或分泌性自噬等非常规分泌
过程可能会将大量细胞质基质释放到细胞外环境中
而形成与EVs相似的膜性囊泡结构［21］。MVs，也称胞
外体、微粒或脱落囊泡，大小为100~1 000 nm，直接由
质膜向外出芽形成［22］，MVs 与凋亡小体的区别不仅
在于大小，还在于它们的形成、内容物和膜特异性抗
原。外泌体是一种由多泡体（multive bodies，MVB）
与胞膜融合后分泌到细胞外环境的一组直径介于
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30~150 nm的含有特殊标记物的膜性小囊泡［23，24］，其
表面或腔内含有特殊标记物包括 Alix、TSG101、
HSC70、HSP90、CD81、CD9、CD63等［15，25］。外泌体起
初被认为是一种细胞废弃物［26］，然而随着研究技术
的进步，人们发现外泌体代表了一种新的细胞间通
讯方式，并参与了广泛的生理和病理过程［15］。MVs
和外泌体在大小上存在重叠，虽然根据他们的生物
发生过程可以明确区别不同类型 EVs，但到目前为
止，由于缺乏特定的标记和技术方法，还没有一种策
略可以在复杂的生物流体样本中对这两种类型的
EVs 进行无可争议的表征和/或物理分离［27~30］，因此
本综述中，使用总体术语EVs进行表述。

2　用于富集外周血不同 BCDEVs特异性分子
标记物

BCDEVs是由不同神经细胞分泌的含有来自其
生成细胞生物分子的细胞外纳米囊泡，在外周血血
浆或者血清中可通过不同EVs特异性表面标记物富
集不同亚型 BCDEVs，这为 CNS 疾病的诊断及疗效
评估开辟了新的范式。来自华盛顿大学西雅图分校
的 Zhang 团队［31］和加州大学旧金山分校的 Goetzl 团
队［32］首先开创了这一领域，分别先后建立了外周血
NDEVs 的富集方法。目前用于富集外周血 NDEVs
特异性分子标记物有 L1 细胞黏附分子（L1-Cell ad⁃
hesion Molecule，L1CAM）［33~35］、神经细胞黏附分子
（neural cell adhesion molecule，NCAM）［36，37］和突触体
相 关 蛋 白 -25（synaptosomal associated protein-25，
SNAP25）［38］，其中 L1CAM 分子是最常用的外周血
NDEVs 特异性分子标记物。最近来自浙江大学的
Zhang团队又新鉴定了一种分子标记物N-甲基-D-天
冬氨酸受体 2A（N-methyl-D-aspartate receptor 2A，
NMDAR2A），发现 NMDAR2A与 L1CAM 共同存在于
NDEVs，可被用于富集外周血NDEVs特异性分子标
记物［33］。随后Goetzl课题组又创建了外周血ADEVs
的富集方法［39］，目前用于富集外周血ADEVs特异性
分子标记物多采用谷氨酰胺天冬氨酸转运体［gluta⁃
mine aspartate transporter，GLAST（又称作 astrocyte 
cell surface antigen-1，ACSA-1［39］或 excitatory amino 
acid transporter 1，EAAT1［38］）］，目前报道的仅有一项
研究同时使用水通道蛋白 4（aquaporin-4，AQP4）和
胶质纤维酸性蛋白（glial fibrillary acidic protein，
GFAP）用于分离血浆ADEVs［40］。随后华盛顿大学西
雅图分校的 Zhang 团队［41］和日本京都医科大学
Tokuda 团队［38］分别采用不同的特异性分子标记物
［前者使用 2，3-环核苷酸-3-磷酸二酯酶（2，3-cyclic 
nucleotide-3-phosphodiesterase（CNPase），后者使用少
突胶质细胞髓磷脂糖蛋白（oligodendrocyte-myelin 
glycoprotein，OMG）］创建了外周血ODEVs富集方法。
由威克森林医学院 Deep 团队利用小胶质细胞特异
性分子标记物 I 型跨膜蛋白 119（Type-I transmem⁃
brane protein 119，TMEM119）成功建立了食蟹猴外
周血MDEVs富集方法［42］，随后东南大学神经精神研
究所 Zhang 团队首次利用 TMEM119 在人血浆中分
离 MDEVs［43］。最近来自威克森林医学院 Deep 团队
又分别利用 PDGFRβ 和 CD31 建立了外周血血浆
PDEVs 和 EDEVs［44］。虽然目前已经建立了利用特
异性分子标记物富集外周血不同 BCDEVs 方法，然
而用于分离各种BCDEVs特异性分子标记物并非各

自神经细胞所特有，在其他类型细胞中也都有表达。
如L1CAM蛋白不仅在神经元中表达，在肾脏和脂肪
组织中也有表达［38］，同时最近的一项研究表明，存在
于人血浆中的 L1CAM 可能与 NDEVs无关［45］。因此
迫切需要寻找更加特异性的不同脑细胞分子标记物
用于富集外周血不同亚型BCDEVs。

3　外周血 BCDEVs作为 CNS退行性疾病生物
标志物研究

3.1　阿尔茨海默病（Alzhe imer's  d isease，AD）
3. 1. 1　外周血BCDEVs作为AD诊断生物标志

物　外周血BCDEVs作为一种新兴的生物标志物已
引起大家广泛关注，通过检测这些囊泡所包含的生
物分子和数量变化，可为 AD 的早期诊断提供新途
径。既往研究发现，与对照组相比，AD 患者血浆
NDEVs内T-Tau、P-T181-Tau、P-S396-Tau、Aβ1-42［7］、
P-Tau231、pSer312-IRS-1、pY-IRS-1［46］、组织蛋白酶D
（Cathepsin D）、溶 酶 体 相 关 膜 蛋 白 1（lysosome-
associated membrane protein 1，LAMP-1）、泛素化蛋
白、热休克蛋白 70（heat shock protein 70，HSP70）［47］、
突触素、突触足蛋白、突触结合蛋白-2、神经粒蛋白
（neurogranin，NRGN）、生 长 相 关 蛋 白 43（growth-
associated protein 43，GAP-43）、突触蛋白酶 1（synap⁃
sin 1）［48］、TDP-43［49］、miR-132-3p、miR-212［50］、血清
NDEVs 内 SNAP-25［51］、血 浆 ADEVs 内 C1q、C4b、
C3d、因子 B、因子 D、Bb、C3b、C5b-C9 末端补体复合
物、白介素-6、肿瘤坏死因子 α 和 IL-1β 水平发生显
著改变［52］，其中 P-S396-Tau、P-T181-Tau、Aβ1-42、组
织蛋白酶D、LAMP-1、泛素化蛋白、HSP70、神经素蛋
白 2α（neurexin 2α，NRXN2α）、谷氨酸 GluA4 受体和
磷酸化 IRS-1 等候选分子甚至可在 AD 临床发病 1~
10年前出现异常［32，46，47，53，54］，在一项起始认知功能正
常平均随访 3. 5 年后进展为 AD 的大样本研究中发
现，与认知功能正常对照组相比，起始认知功能正常
后进展为 AD 患者血浆 NDEVs 直径增大，囊泡内 P-
Tau181、P-Tau231、pSer312-IRS-1和 pY-IRS-1水平升
高，对 AD 疾病预测准确度高达 89. 6%（敏感性=
81. 8%，特异性=85. 8%）［46］。并且突触结合蛋白、突
触素和 NRGN 水平高低与简易智力状态检查（mini-
mental state examination，MMSE）及 AD 评估量表-认
知 子 量 表（AD assessment scale-cognitive subscale，
ADAS-cog）评分显著相关，具有较高的疾病诊断效
能，其诊断准确度高达 82. 6%（敏感性=87. 5%，特异
性=70. 6%）［48，51］，这些BCDEVs内候选分子由于受到
脂质双分子层的保护，具有较高的稳定性［55］，与脑组
织［50］或CSF［36］中存在一致性差异性改变。除了囊泡
内候选分子，研究者还发现AD患者血浆NMDAR2A
阳性EVs浓度较对照组明显下降［33］，血浆NDEVs直
径显著增大［46］。以上结果表明，外周血 NDEVs 或
ADEVs及其内分子具有代表中枢作为AD诊断生物
标志物潜能，具有较高的诊断灵敏性和特异性。

3. 1. 2　外周血BCDEVs作为AD鉴别诊断生物
标志物　外周血 BCDEVs 除了可作为 AD 潜在诊断
生物标志物外，其内一些候选分子还可作为AD与其
他认知功能障碍性疾病包括遗忘型轻度认知功能损
害（amnestic mild cognitive impairment，aMCI）和 FTD
等鉴别诊断生物标志物。研究发现，与 aMCI患者相
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比，AD 患者血浆 NDEVs 内 Aβ42、T-Tau 和 P-T181-
Tau 水平显著升高［36］，与 FTD 患者相比，AD 患者血
浆NDEVs内组织蛋白酶D、LAMP-1和泛素化蛋白水
平显著升高［47］。与对照组相比，AD 患者血浆
NDEVs 内 GAP-43 和突触蛋白酶 1 水平下降，而在
FTD 患者中未发现上述分子异常［48］。AD 患者血浆
ADEVs 中 β-淀粉样前体蛋白裂解酶 1（β-site amy⁃
loid precursor protein-cleaving enzyme 1，BACE-1）和
可溶性淀粉样前体蛋白 β（soluble amyloid precursor 
protein β，sAPPβ）水平明显高于正常对照组，胶质细
胞源性神经营养因子（glial-derived neurotrophic fac⁃
tor，GDNF））水平明显低于正常对照组，但在 FTD中
未观察到血浆ADEVs中上述 3种蛋白存在差异性表
达［39］。同时另一项研究发现，AD患者胰岛素抵抗水
平（P-serine 312-IRS-1/P-pantyrosine-IRS-1）显著高于
FTD患者，且在临床发病前 1∼10年，AD患者胰岛素
抵抗水平已明显高于FTD患者［54］。

3. 1. 3　外周血BCDEVs作为AD进展及预后生
物标志物　既往研究发现，在 AD 发病前 6~11 年的
临床前期，血浆NDEVs中NRXN2α、谷氨酸GluA4受
体和神经素 1（Neuroligin 1，NLGN1）水平较正常对照
均显著降低，并且其水平高低随痴呆进展而显著下
降［53］，而在另一项经过 5~12 年随访后确诊为 AD 的
纵向队列研究中发现，AD 患者血浆 ADEVs 中补体
调节蛋白 CD59、CD46、衰变加速因子和 1 型补体受
体水平显著低于对照组，这些补体分子在AD起始认
知功能正常阶段就已降低，随着认知功能损害的加
重其水平进一步降低［52］。以上结果提示上述血浆
BCDEVs 中候选分子可作为 AD 疾病进展及预后生
物标志物。

3. 1. 4　外周血BCDEVs作为AD风险预测生物
标志物　外周血BCDEVs还可作为疾病预测性诊断
生物标志物，糖尿病患者轻度认知功能障碍（Mild 
cognitive impairment，MCI）发病风险增加，并可增加
MCI向AD转化风险［56~58］，Zhang等人［59］研究发现，与
2-型糖尿病（Type 2 diabetes mellitus，T2DM）认知功
能正常组相比，T2DM 合并 AD 或进展 MCI 患者血浆
NDEVs 内 NADH 泛 醌 氧 化 还 原 酶 核 心 亚 基 S3
（NADH ubiquinone oxidoreductase core subunit S3，
NDUFS3）和琥珀酸脱氢酶复合亚基 B（Succinate de⁃
hydrogenase complex subunit B，SDHB）水平显著降
低，同时与 T2DM稳定MCI患者相比，T2DM进展MCI
患者血浆 NDEVs 内 NDUFS3 和 SDHB 水平下降，并
且在随访期间，血浆 NDEVs 内低 NDUFS3 和 SDHB
水平与进展 MCI患者海马和灰质萎缩率及 AD 特征
性皮质厚度降低相关［59］。在对 MCI转化为 AD的预
测性生物标志物研究中发现，与 3 年内 MCI 稳定组
相比，3 年内 MCI 转化为 AD 患者组血浆 ADEVs 中
C1q、C4b、因子 D、Bb 片段、C5b、C3b 和 C5b-C9 水平
显著升高，抑制性CPs衰变加速因子、CD46、CD59和
1型补体受体水平显著降低［60］。而在另一项研究中
发现，与认知正常对照和稳定MCI患者相比，MCI转
化为AD患者血浆NDEVs中P-S396-Tau、P-T181-Tau
和 Aβ1-42 水平显著升高，而 NRGN 和抑制因子 1 沉
默转录因子水平显著降低，同时作者将 MCI转化为
AD 患者血浆 NDEVs 注射到小鼠海马 CA1区后可明
显增加该脑区 P-Tau阳性细胞数比例［61］。以上结果

表明，外周血 BCDEVs 有作为 T2DM 或 MCI 向 AD 疾
病转化风险预测性诊断生物标志物，同时将AD患者
血浆 NDEVs注射到小鼠海马 CA1区后 P-Tau阳性细
胞数比例增高，也进一步证明了囊泡内致病性蛋白
的存在，为利用外周血BCDEVs作为介质研究AD潜
在发病机制提供可能依据。

3. 1. 5　外周血BCDEVs作为探索AD潜在发病
机制生物标志物　Goetzl等人通过对血浆ADEVs和
NDEVs中 Aβ42肽生成系统系列蛋白成分定量分析
后发现，AD 患者血浆 ADEVs 中 BACE-1、γ-分泌酶、
可溶性 Aβ42、sAPPβ、sAPPα、GDNF、P-T181-Tau 和
P-S396-Tau水平均显著高于血浆NDEVs中各相应蛋
白水平［39］，提示 ADEVs 中丰富的 Aβ42 肽生成系统
系列蛋白可能在维持神经元内 Aβ42肽生成系统蛋
白动态平衡发挥关键作用，为AD关于神经细胞之间
相互作用在疾病发病机制研究中提供了新思路［39］。
既往研究表明，AD 患者脑内存在神经元自噬-溶酶
体功能障碍［62，63］，研究者通过对AD患者血浆NDEVs
内不同类型溶酶体蛋白进行定量分析后发现，在AD
诊断前的数年里，血浆 NDEVs 中组织蛋白酶 D、
LAMP-1、泛素化蛋白和HSP70溶酶体蛋白水平存在
显著性差异改变，以上结果进一步证明了AD患者在
疾病早期阶段可能已出现神经细胞自噬-溶酶体通
路功能障碍［47］。在另一项研究中，Kapogiannis 等人
在发现来自AD患者外周血ADEVs中补体水平整体
升高后［52］，随后在另一项研究中，将外周血免疫富集
的 ADEVs 和 NDEVs 作用于大鼠元代皮质神经元和
人诱导性多能干细胞（human-induced pluripotent 
stem cells，h-iPSCs），使用多种细胞和分子实验技术
验证后发现，AD 患者血浆 ADEVs 可通过激活补体
诱导神经元上膜攻击复合物表达，引起神经元细胞
膜破坏和神经突密度降低，从而引起大鼠元代皮质
神经元和 h-iPSCs细胞活力降低，并在另一组经尸检
诊断的 AD患者中得到进一步的验证［64］。以上结果
表明 ADEVs 可通过补体介导的途径对神经元细胞
产生直接损伤作用，为深入了解AD病理生理机制提
供了新思路，同时循环中ADEVs很容易被神经元内
化吸收，这也促使改良 ADEVs 在 AD 脑靶向治疗中
的应用，为将来药物研发提供一定的启示。既往研
究表明，AD的疾病进展和严重程度与保护神经元抵
抗不同应激转录因子缺乏有关［65，66］，Goetzl等人通过
对AD患者血浆NDEVs内介导神经元抵抗不同应激
的细胞存活因子定量分析后发现，AD 患者血浆
NDEVs内介导神经元抵抗不同应激的细胞存活因子
包括低密度脂蛋白受体相关蛋白 6、热休克因子-1和
阻遏元件1沉默转录因子水平均显著降低［67］，该研究
表明，AD患者脑内神经元病理性死亡可能与神经元
存活所需细胞存活因子缺失有关，揭示了神经元细胞
外囊泡中细胞存活因子水平降低与AD发病机制之间
的潜在关系，为AD的治疗提供了新的思路和方向。

3.2　突触核蛋白病　
突触核蛋白病是一组以错误折叠的 α-syn 沉积

在神经元及神经胶质细胞为主要病理特征的临床和
病理学异质性疾病，主要包括帕金森病（parkinson 
disease，PD）和 多 系 统 萎 缩（multisystem atrophy，
MSA）等［68］。目前关于外周血 BCDEVs 在突触核蛋
白病中作为生物标志物研究主要围绕致病性蛋白
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α-syn 展开，显示出较好的疾病诊断、预测及疗效评
估效果。

3. 2. 1　帕金森病（Parkinson disease,PD）
3. 2. 1. 1　外周血 BCDEVs作为 PD 诊断生物标

志物　既往研究表明，外周血BCDEVs中α-syn、DJ-1
和 Lnc-POU3F3 水平异常可作为 PD 诊断生物标志
物［31，69］。Zhang 等人研究发现，与 HC 相比，PD 患者
血浆 NDEVs 中 α-syn 水平显著升高，血浆 NDEVs 内
α-syn与统一帕金森病评定量表（Unified Parkinson's 
Disease Rating Scale，UPDRS）之间存在显著相关性
（r=0. 176，P=0. 004），并且血浆 NDEVs中 α-syn水平
在区分PD患者与对照组敏感性和特异性接近CSF α
-syn［31］。而在另一项研究中，Liu等人发现，与HC相
比，早期PD血浆NDEVs中 a-syn水平显著升高，并且
与 PD 患者 UPDRS Ⅲ/（Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ）评分（r=0. 29，P=
0. 04；r=0. 36，P=0. 01）、非运动症状问卷评分（r=
0. 30，P=0. 039）和 Sniffin Sticks 16项评分（r=−0. 29，
P=0. 04）相关［69］。而在另一项联合多中心、大样本
及多队列研究中发现，无论是发现队列还是验证队
列，与对照组相比，PD患者血清NDEVs中α-syn水平
均显著升高，在区分PD和对照组方面两队列表现出
一致的准确性，ROC 分析 AUC 均达到了 0. 86（发现
对列：敏感性=82%，特异性=71%；验证队列：敏感性=
85%，特异性=74%）［34］。除了 a-syn，研究者还对外周
血 BCDEVs 中其他潜在候选分子包括 DJ-1 和 Lnc-
POU3F3进行定量分析，以评估其作为 PD 诊断生物
标志物潜能。在一项横断面队列研究中，Wang等人
发现，与对照组相比，PD患者血浆NDEVs中DJ-1和
a-syn 水平同步显著升高，同时 NDEVs 中 DJ-1 与 a-
syn显著正相关（r=0. 902，P<0. 001）［70］。而在另一项
横断面研究中，Zou等人发现，与对照组相比，PD 患
者血浆 NDEVs 中 Lnc-POU3F3 和 a-syn 水平同步显
著升高，并且与 α -syn 显著正相关（r=0. 658，P=
0. 009）［71］。以上结果表明，血清或血浆 NDEVs 中
α-syn、DJ-1与Linc-POU3F3可作为PD潜在诊断生物
标志物。

3. 2. 1. 2　外周血 BCDEVs作为 PD 鉴别诊断生
物标志物　在一项联合多中心、大样本、横断面及纵
向队列研究中，Tofaris 等人［34］对多种神经变性谱系
疾病包括路易体谱系疾病［包括快动眼睡眠行为障
碍（rapid eye movement sleep behaviour disorder，
RBD）、运动性 PD、PD 伴痴呆、DLB、MSA］和其他类
型神经退行性病变［包括 FTD、进行性核上性麻痹
（progressive supranuclear palsy，PSP）和皮质基底节
变性（corticobasal syndrome，CBS）］血清 NDEVs 内
syntenin-1、clusterin 和 α-syn 3 种蛋白水平进行定量
分析后发现，RBD、PD 和 DLB 患者血清 NDEVs 中
α-syn升高的水平约是MSA或其他蛋白病包括FTD、
PSP和CBS的 2倍，差异有显著性。而与RBD、PD和
MSA相比，FTD、PSP和CBS患者血清NDEVs中 clus⁃
terin水平显著升高。血清NDEVs中α-syn在鉴别PD
和其他非典型帕金森综合征具有较高的效能，ROC
分析 AUC 为 0. 85（敏感性=0. 80，特异性=0. 74），联
合 α-syn和 clusterin可显著提高 PD与其他非典型帕
金森综合征鉴别诊断效能，ROC 分析 AUC 为 0. 98
（敏感性=0. 94，特异性=0. 96），即使在 PD 发病前驱
期也具有较高的鉴别诊断效能（RBD vs 其他非典型

帕金森综合征，AUC=0. 98，敏感性=0. 95，特异性=
0. 93）［34］。而在另一项横断面研究中，Dutta 等人发
现，联合血清/血浆NDEVs和ODEVs中α-syn可以更
好的区分 PD 和 MSA 患者，与 MSA 患者相比，PD 患
者血清/血浆 NDEVs 和 ODEVs 中 α-syn 水平均显著
下降，与 NDEVs 中 α-syn 相比，ODEVs 中 α-syn 水平
可以更好的区分 PD 和 MSA 患者，其 ROC 分析 AUC
为 0. 87（敏感性=73. 0%，特异性=82. 7%）。而当联
合 NDEVs 和 ODEVs 两种 BCDEVs 后，即 ODEVs 中
α-syn/NDEVs 中 α-syn，其鉴别 PD 和 MSA 两种疾病
效能更高，其 ROC 分析 AUC 为 0. 90（敏感性 =
89. 8%，特异性=86. 0%），具有较高的鉴别诊断灵敏
性和特异性［72］。

3. 2. 1. 3　外周血 BCDEVs作为 PD 进展生物标
志物　Tofaris 等人对 PD 患者进行平均（40. 3±8. 5）
个月随访后发现，血清NDEVs中α-syn随着 PD疾病
进展而稳定升高［34］，而 Liu等人进一步研究发现，在
对早期 PD 患者进行平均 22 个月随访后发现，与基
线血浆NDEVs内 a-syn水平相比，Cox回归分析显示
血浆NDEVs内 a-syn水平的纵向升高与PD运动症状
进展相关（hazard ratio=8. 92，95% CI 1. 10~71. 4，P=
0. 039）［69］。以上结果表明，血浆NDEVs中 a-syn水平
可作为PD疾病进展潜在生物标志物。

3. 2. 1. 4　外周血 BCDEVs作为探索 PD 药物治
疗潜在作用机制生物标志物　在一项关于 PD 随机
安慰剂对照研究中发现，艾塞那肽可通过调节胰岛
素信号通路改善PD运动功能［73］，为了探索艾塞那肽
改善 PD运动功能潜在作用机制，MRCP等人通过血
清NDEVs评估艾塞那肽改善 PD患者运动功能是否
与接受艾塞那肽治疗后PD患者脑胰岛素和Akt信号
通路活性增强有关［35］。研究者富集接受艾塞那肽-PD
试验的 60例受试者血清NDEVs，并对其内脑胰岛素
和 Akt 信号通路蛋白进行定量分析后发现，与接受
安慰剂治疗 PD患者相比，艾塞那肽治疗 48周时 PD
患者血清NDEVs内酪氨酸磷酸化 IRS-1及其下游底
物包括总Akt和磷酸化雷帕霉素机制性靶点（mecha⁃
nistic target of rapamycin，mTOR）表达升高，同时血清
NDEVs 中总 mTOR（F4，50=5. 34，P=0. 001）和磷酸化
mTOR（F4，50=4. 38，P=0. 04）与 UPDRS 中第三部分非
药物治疗评分的改善显著相关。本研究结果表明，艾
塞那肽改善PD患者运动功能可能通过使PD患者脑
胰岛素信号传导正常化并与脑内 Akt和 mTOR 级联
的激活有关［35］。这为以后使用靶向神经元通路的药
物进行临床试验时，使用基于NDEVs生物标志物阐
明药物靶点参与提供了一种简单实用的方法。

3. 2. 2　MSA　不同于 PD 病理特点为 α-syn 聚
集在神经元细胞为主，MSA患者脑内病理性α-syn主
要聚集在少突胶质细胞，因此，Zhang等人对MSA患
者血浆 ODEVs 水平及其内 α-syn 进行定量分析，以
评估其作为MSA诊断及鉴别诊断生物标志物潜力。
与 PD 患者相比，MSA 患者血浆 ODEVs 浓度显著下
降，且具有较好的疾病诊断能力（MSA vs.  HC，AUC=
0. 85，敏感性=3. 9%，特异性=71. 9%）和鉴别诊断能
力（MSA vs.  PD，AUC=0. 77，敏感性=61. 8%，特异性=
81. 3%）。与 PD 患者相比，MSA 患者血浆 ODEVs 内
α-syn水平显著降低，随后通过一系列细胞及动物实
验证明导致MSA患者血浆ODEVs内α-syn水平降低
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原因是由中枢分泌进入外周血浆中 ODEVs 数量减
少引起，而与每个ODEVs中装载的α-syn数量无关。
为了验证 MSA 患者中枢到达外周血浆 ODEVs 减少
潜在机制，研究者在MSA转基因小鼠和原代少突胶
质细胞中进一步验证了导致 MSA 患者血浆 ODEVs
数量减少可能与脑内 α-syn过量表达聚集介导的干
扰 syntaxin4和VAMP2之间的相互作用，进而导致可
溶性N-乙基马来酰亚胺敏感融合因子附着蛋白受体
复合物的功能障碍，最终引起少突胶质细胞MVB释
放过程障碍［41］。以上结果表明，血浆ODEVs及其内
α-syn水平具有作为 MSA诊断及鉴别诊断生物标志
物潜力，MSA患者血浆中减少的ODEVs可能与少突
胶质细胞病理性 α-syn 聚集增加有关，然而外周血
ODEVs 作为 MSA 生物标志物的潜力仍需要进一步
的探索。

4　外周血 BCDEVs 作为多发性硬化（multiple 
sclerosis，MS）生物标志物研究

MS 是一种免疫介导的中枢神经系统脱髓鞘疾
病，约 15% 患者表现为原发进展型 MS（primary pro⁃
gressive MS，PPMS）［74，75］，临床中对于MS分型诊断仍
较困难，为了寻找MS不同亚型生物标志物，Agliardi
等人对 MS 患者不同亚型［临床孤立综合征（clini⁃
cally isolated syndrome，CIS）、PPMS和复发缓解型MS
（relapsing remitting MS，RRMS）］及 HC 血清 ODEVs
中髓鞘碱基蛋白（myelin basic protein，MBP）进行定
量分析，探讨其作为MS分型诊断和预后生物标志物
潜力。结果显示，与HC相比，CIS（P<0. 001）、RRMS
（P<0. 001）和PPMS（P<0. 001）血清ODEVs中MBP浓
度显著升高，此外，与 RRMS（P=0. 004）和 CIS（P=
0. 03）相比，PPMS患者血清ODEVs内MBP浓度显著
增加。 HC 与 MS 患者（CIS、RRMS 和 PPMS）血清
ODEVs中MBP水平ROC分析AUC为 0. 96（敏感性=
97. 84%，特异性=100. 00%），PPMS 与 RRMS+CIS 血
清 ODEVs 中 MBP 水平 ROC 分析 AUC 为 0. 80（敏感
性=66. 67%，特异性=87. 50%）。Pearson相关性分析
显示，血清ODEVs中MBP水平分别与扩展残疾状态
量表（r=0. 32，P<0. 01）和多发性硬化严重程度评分
（r=0. 32，P<0. 01）显著正相关。以上结果表明血清
ODEVs中MBP水平可作为MS分型诊断和监测疾病
进展潜在生物标志物。

5　外周血 BCDEVs 作为创伤性脑损伤（trau⁃
matic brain injury，TBI）生物标志物研究

TBI是指大脑遭受外部机械力创伤后引起脑部功
能紊乱的复杂性疾病，世界范围内，每年约5 000多万
人罹患 TBI，约一半人口一生中会发生一次或多次
TBI［76］，目前已成为世界性公共卫生问题。TBI后引起
的慢性脑功能紊乱包括认知障碍（cognitive impair⁃
ment，CI）、慢性脑震荡及创伤后应激障碍（post-
traumatic stress disorder，PTSD），尤其是对于运动员
或者军人等在训练或者参加军事行动过程中较易发
生轻中度 TBI 的特殊人群，往往由于缺乏临床症状
及影像学表现而诊断困难，因此临床中急需寻找一
些可靠轻中度 TBI诊断生物标志物，以便早期发现，
早期干预。

Goetzl 等人分别纳入了年龄在 18~26 岁 1 周内
发生运动相关的急性轻度 TBI（mild TBI，mTBI）、超
过 3个月发生 2~4次运动相关慢性mTBI及HC，富集

上述受试者血浆 NDEVs。与 HC 相比，仅急性 mTBI
血浆NDEVs浓度显著降低，并且其内一系列神经功
能性脑蛋白包括 ras 相关的小 GTPase10、annexin 
Ⅶ、泛素 C 末端水解酶 L1、AII 血影蛋白片段、clau⁃
din-5、氯化钠-钾协同转运蛋白-1和 AQP4水平相较
于 HC显著异常，表现为不同程度地升高或降低［77］。
随后 Goetzl 等人又探讨了慢性 TBI 对 CI 患者血浆
NDEVs 内蛋白水平的影响，结果发现，在 TBI 后 3~
12个月内，与TBI无CI患者相比，TBI合并CI患者血
浆NDEVs内细胞朊病毒蛋白、突触素-3、P-T181-Tau、
P-S396-Tau 和 Aβ42 水平显著升高，而 claudin-5、an⁃
nexin Ⅶ和AQP4在有无TBI合并CI两组患者中均未
升高［78］。而在随后的体外细胞实验中，Winston等人［79］

发现TBI患者血浆 NDEVs中存在高水平 Aβ42，可对
体外培养的神经元细胞产生细胞毒性作用，可损坏
神经元细胞膜的完整性，进一步证明了 TBI 患者血
浆 NDEVs 中神经退行性变生物标志物的存在［79］。
以上结果提示急慢性 TBI可能引起大脑不同病理学
改变，这为运动相关mTBI诱导的神经退行性病变寻
找可供参考的病因学上的生物标志物提供新思路。
同时血浆NDEVs中神经退行性变相关蛋白的异常，
为TBI介导的CI潜在药物开发提供新的治疗靶点。

随后 Goetzl等人通过对 TBI患者血浆 ADEVs内
神经毒性补体蛋白水平定量分析，探讨补体介导的
TBI潜在发病机制。发现急性 TBI后血浆 ADEVs水
平下降，并在几个月内恢复正常。与 HC相比，急性
TBI血浆ADEVs内经典途径C4b、替代途径因子D和
因子 Bb、凝集素途径甘露糖结合凝集素、共享神经
毒性效应物 C3b 和 C5b-9 末端 C 复合物水平显著升
高，并且在随后长达数十年时间里一直维持在较高
水平［80］。以上结果表明补体系统的激活可能参与了
TBI的病理，提示开发补体抑制剂可能对急性TBI有
治疗作用。

为了寻找外周血中与 TBI 后慢性脑震荡和
PTSD相关生物标志物，Gill等人［81］对军人mTBI血浆
NDEVs 内 Tau、Aβ42、TNFα、IL-6 和白介素 -10（IL-
10）水平进行定量分析后发现。与无 mTBI组相比，
mTBI 组血浆 NDEVs 内 Tau、Aβ42 和 IL-10 水平显著
升高，回归分析显示 mTBI 后脑震荡症状与 NDEVs
内 Tau 蛋白升高相关（B=0. 70，t=2. 95，P<0. 01），
PTSD症状与NDEVs内 IL-10水平升高相关（B=0. 8，t
=2. 60，P<0. 01）。这些发现表明 Tau 蛋白可能参与
mTBI 后慢性脑震荡症状病理，同时也提示 mTBI 后
PTSD可能与中枢炎症活动增强有关，为炎症可能参
与TBI后慢性PTSD提供新证据［81］。

6　外周血BCDEVs作为MDD生物标志物研究
WHO 已将 MDD 列为全球残疾的最大单一因

素［82，83］。既往研究发现MDD患者血液中神经递质、
色氨酸代谢物、内分泌激素、免疫细胞因子以及生长
和神经营养因子的浓度与 HC 相比存在显著差
异［84~87］，这些基于血液生物标志物研究增加了对
MDD相关病理生理的理解，但这些变化通常缺乏疾
病特异性和关于 MDD 严重程度或对治疗反应变化
的预测能力。最近发表的一些文章评估了从 MDD
患者血浆或血清富集的 NDEVs 或 ADEVs 中潜在生
物标志物，例如 IRS-1［88］、线粒体蛋白［89］、外泌体大小
和miRNA［90］以及炎性分子［91］，为客观识别MDD及其
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潜在发病机制提供了新思路。
Rong等人比较了MDD（70例）和HC（70例）血清

ADEVs 内多个炎症因子变化后发现，与 HC 相比，
MDD患者血清ADEVs中干扰素-γ、IL-12p70、IL-1β、
IL-2、IL-4、IL-6、TNF-α 和 IL-17A 均显著增加，单个
炎症因子 ROC 分析 AUC 介于 0. 52~0. 70之间，联合
上述多个差异表达炎症因子 ROC 分析 AUC 为 0. 92
（95%CI 0. 860~0. 974），然而，多重比较校正后，
MDD 患者上述差异表达炎症因子与发病年龄、病
程、当前发作时间和抑郁严重程度等临床特征之间
无相关性［91］。

既往研究表明，外周血 BCDEVs 及其内容物可
作为 MDD 抗抑郁治疗反应生物标志物。Goetzl 等
人［89］在一项共纳入 20例 MDD患者小样本临床研究
中，通过观察接受 8 周选择性血清素再摄取抑制剂
（selective serotonin reuptake inhibitor，SSRI）治疗前后
MDD患者血浆NDEVs中 14种功能性线粒体蛋白包
括线粒体动力和功能维持类蛋白、线粒体能量产生
类蛋白、线粒体代谢和细胞存活类蛋白和线粒体生
物发生类蛋白变化后发现，与 HC 相比，MDD 患者
SSRI 治疗前基线期血浆 NDEVs 内控制线粒体生物
发生和许多抗氧化基因反应的转录 2型核呼吸因子
（transcriptional type 2 nuclear respiratory factor，NRF2）、
亲环素D、线粒体融合蛋白 2、亮氨酸拉链EF-手含跨
膜 1蛋白的钙通道/钙通道增强剂成分、线粒体连接
蛋白突触亲蛋白、肌球蛋白Ⅵ、内膜电子传递复合物
Ⅰ和Ⅲ、烟酰胺单核苷酸腺苷酸转移酶 2、神经元线粒
体代谢调节和保护因子人蛋白和线粒体 12S rRNA-
C开放阅读框蛋白均显著降低，而促神经退行性NA⁃
Dase 不育 α 和含有 TIR 基序的蛋白质 1水平显著升
高。在对SSRI治疗有反应的MDD患者中，除复合物
Ⅰ、NRF2和PPAR γ辅激活剂-1α外，其他线粒体功能
蛋白水平恢复正常，而在对SSRI治疗无反应MDD患
者中，上述血浆NDEVs线粒体功能蛋白水平未见改
变［89］。而在另一项研究中，Saeedi 等人分别从两个
时间点（基线和随访 8周后）对艾司西酞普兰治疗有
反应（n=20）和无反应（n=20）MDD 患者血浆 NDEVs
分析后发现，与HC相比，未经治疗MDD血浆NDEVs
平均直径变小，蒙哥马利抑郁量表（montgomery-asberg 
depression rating scale，MADRS）评 分 变 化 与 平 均
NDEVs 大小随治疗的变化之间存在显著相关性（r=
−0. 196，P<0. 01），同时血浆 NDEVs 内 miR-423-3p、
miR-191-5p、miR-486-5p、miR-30d-5p、miR-425-5p、
miR-25-3p、miR-21-5p、miR-335-5p 和 miR-126-5p 水
平随抗抑郁治疗反应发生显著性差异改变，miR-21-
5p、miR-30d-5p 和 miR-486-5p 三条 miRNA 组合预测
MDD 患者艾司西酞普兰抗抑郁治疗反应 ROC 分析
AUC为0. 83（敏感性=76%，特异性=84%）［90］。以上结
果表明，MDD患者血浆NDEVs大小和其内线粒体蛋
白和 miRNA 水平的改变可作为评估抗抑郁药物反
应生物标志物。

胰岛素信号转导对神经可塑性、大脑代谢及全
身能量代谢都至关重要［92~95］，既往研究表明，胰岛素
抵抗参与 MDD病理生理过程［96，97］。Nasca等人通过
对MDD患者血浆NDEVs及其内 IRS-1和丝氨酸-312
磷酸化 IRS-1（pSer-IRS-1）定量分析后发现，与HC相
比，MDD患者血浆NDEVs浓度增加，NDEVs内 IRS-1

水平升高，并且 IRS-1 水平的升高与 MDD 患者自杀
和快感缺失相关［88］。这些发现为建立脑胰岛素抵抗
机制框架提供了新见解，也为进一步MDD药物治疗
开发提供新的药物靶点依据。

7　外周血 BCDEVs作为其他精神性疾病生物
标志物研究

除了探索 BCDEVs 作为 MDD 潜在生物标志物
外，研究者还探索 BCDEVs 作为其他精神性疾病包
括首发精神病（first-episode psychotics，FP）、压力诱
发疲劳障碍（stress-induced exhaustion disorder，SED）
和双相情感障碍（bipolar disorder，BD）潜在生物标志
物价值。

在一项小样本病例对照研究中，Goetzl 等人［98］

对10名未经治疗FP患者血浆ADEVs和NDEVs内神
经线粒体电子传递蛋白和补体蛋白进行定量分析后
发现。与HC相比，FP患者血浆ADEVs和NDEVs中
NADH-泛醌氧化还原酶（复合物Ⅰ）的亚基 1和 6以及
细胞色素 b-c1 氧化酶（复合物Ⅲ）的亚基 10 水平显
著降低。与 HC 相比，FP患者血浆 ADEVs中胶质纤
维酸性蛋白和 C3b 调节蛋白水平显著升高，神经保
护蛋白白血病抑制因子水平显著降低［98］。随后
Goetzl 等人又对 FP 患者血浆 NDEVs 和 ADEVs 内线
粒体神经保护蛋白进行定量分析后发现。与 HC相
比，FP 患者血浆 ADEVs 和 NDEVs 内线粒体融合蛋
白 2、亲环素 D、线粒体短开放阅读框神经保护及代
谢调节肽人蛋白和线粒体 12S rRNA-C 开放阅读框
蛋白水平显著降低［99］。而在另一项对 FP 患者血浆
NDEVs中线粒体钙离子通道蛋白水平研究发现，与
HC相比，FP患者血浆NDEVs中亮氨酸拉链EF-手含
跨膜 1 蛋白、瞬时受体电位阳离子通道亚家族 M 成
员 4 和溶质载体家族 8 成员 B1 或线粒体 Na+/Ca2+交
换物的水平显著降低，而电压依赖的 l型钙通道亚基
α-1C水平显著升高［100］。以上结果表明血浆BCDEVs
内线粒体蛋白和补体蛋白水平可能有助于预测 FP，
有助于了解 FP 背后潜在发病机制，同时为探寻 FP
潜在药物治疗靶点提供新思路。

越来越多的证据表明，神经炎症与BD的发病有
关，TNF-α拮抗剂英夫利昔单抗可改善BD和儿童虐
待史个体亚群抑郁症状［101］。为了探索英夫利昔单
抗抗抑郁作用机制介质，Mansur等人分别富集 55例
成人BD在基线和治疗第 2周、6周、12周（终点）血浆
NDEVs，对其内的细胞炎症因子进行定量分析后发
现，英夫利昔单抗可通过TNFR1、NF-κB和NF-κB抑
制剂的时间相互作用来改善合并儿童虐待史 BD 患
者抑郁样症状，在英夫利昔单抗治疗患者中，血浆
NDEVs 内 TNFR1 水平降低与 MADRS 评分降低相
关，在第 6周（r=0. 672，P=0. 005）比第 2周（r=0. 849，
P=0. 985）或第 12 周（r=0. 801，P=0. 128）更明显，同
时 TNFR1 水平降低与整体大脑皮质厚度增加相关
（r=−0. 581，P=0. 029）。以上结果提示，英夫利昔单
抗可能以儿童期创伤依赖的方式参与 BD 患者
TNFR/NF-κB神经炎症通路［102］。

综上所述，外周血 BCDEVs 包含的多种与疾病
相关生物分子和数量变化在 CNS疾病的早期诊断、
鉴别诊断、疾病预测、预后评估以及疾病机制研究方
面扮演着重要的角色，显示出较好的诊断、预后及疗
效评估等潜力，然而，这些生物标志物的特异性和敏
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感性仍需进一步研究和验证，尤其需要大规模多中
心临床研究来验证其作为生物标志物的可靠性、准
确性和临床应用价值。同时目前基于BCDEVs生物
标志物研究尚处于实验室研究起步阶段，具体的
BCDEVs 在脑内如何包装致病性蛋白及 EVs如何从
中枢转运到外周的潜在机制尚不清楚。然而尽管如
此，基于血液的中枢来源的生物标志物有可能彻底
改变临床过程中识别和监测患者的方式，代替进行
一系列冗长而繁琐的检测，开发一种分析血液中多
种疾病相关蛋白质组合的单一方法，将提高外周血
BCDEVs在临床试验中对患者试验和结果监测的诊
断准确性。同时基于外周血 BCDEVs 研究，也可早
期确定某些药物治疗的有益和/或有害结局，进而可
以指导制药公司和其他研究人员在进行临床试验前
期初步了解药物对疾病的影响，以提高药物研发效
率。同时由于 EVs 可双向通过 BBB，可以制造携带
信号分子、药物或小干扰RNA的EVs，将这些化合物
通过BBB运输到脑部，以靶向特定的细胞亚型，这将
克服 BBB本身对大脑运送的限制，并提供良好的生
物相容性、高靶向特异性和低免疫原性［103］。

8　基于外周血BCDEVs研究面临的挑战
虽然基于外周血BCDEVs是一个迅速发展和极

具前景的研究领域，然而，要使这些分析成为测量
CNS 疾病生物标志物的标准方法，还需要克服诸多
挑战。如上所述，为了富集外周血 BCDEVs，需寻找
更加特异性BCDEVs标记物，如由Zhang等人鉴定的
L1CAM分子虽然显示出神经元细胞起源特异性［31］，
并在多个研究中被证实［90，104］，然而，目前已知
L1CAM 也在某些肿瘤和其他一些细胞如肾细胞中
表达［105］，虽然目前没有直接证据表明外周血中
L1CAM 阳性 EVs 是从肾脏和其他外周细胞类型中
分泌，同时最近一篇研究甚至认为血液中L1CAM可
能与NDEVs无关［45］。同样，其他CNS不同脑细胞包
括星形胶质细胞、小胶质细胞和少突胶质细胞来源
特异性 EVs 表面标记物，以及来自受不同 CNS 疾病
影响的不同大脑区域的特异性分子标记物也应进一
步探索，以确定对每种 CNS疾病更加特异性的生物
标记物候选分子。因此，识别更具有 CNS特异性或
特定于脑细胞亚群或特定脑区的EVs表面标记物是
本领域目前面临的重要挑战之一。外周血 BCDEVs
研究另一个面临的挑战是EVs的分离和表征。虽然
目前已建立多种 EVs 分离和表征方法，但这些分离
和表征方法都有各自的局限性，并且大多数分离和
表征方法还没有建立标准化流程，使得该领域无法
具体定义不同研究人员所研究的 EVs 亚群，这也解
释了为何不同课题组实验结果的不一致性［32，36，106］。
因此，未来可进一步开发用于单个 EVs 分离和表征
的新技术，使用多个标记分子准确可靠地分析单个
EVs具有许多优势，如减少污染信号/噪声，减少对样
品材料的要求，以及更容易定位EVs亚群，以便更快
速、敏感和准确地对EVs进行分析。
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