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摘要：细胞外囊泡 (extracellular vesicles，EVs) 是指由细胞分泌或者从细胞膜上脱落

的脂质双分子层囊泡状小体。根据 EVs 生物来源、性质及功能通常被分为外泌体 

(exosomes)、微囊泡 (Microvesicles/microparticles) 和凋亡小体 (Apoptosis body)。

EVs 不仅携带母体细胞多种特征性生物信息分子，而且可以将这些分子传递给其他细胞，

在许多生理病理学过程中充当生物信息传递载体。因此，对 EVs 进行准确的定性及定

量检测显得尤为重要。流式细胞仪理论上能对 EVs 进行高通量、快速及多参数的检测，

是目前 EVs 检测的主要手段。本方案以循环微囊泡 (外周血中的微囊泡) 为例，通过电

穿孔技术将超小锰磁性近红外量子点 (Ag2Se@MnQDs) 载入循环微囊泡，利用流式细

胞仪对其进行检测。 
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材料与试剂 

1. 含 EDTA-K2 抗凝剂真空采血管 (碧迪公司) 

2. 电穿孔缓冲液 (北京百奥莱博科技有限公司) 

3. 蔗糖 (Sigma-Aldrich) 

4. 盐酸 

5. 磷酸盐缓冲液(1× PBS) (见溶液配方) 

6. NaOH (0.1 M) 溶液 (见溶液配方) 
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仪器设备 

1. 台式离心机 (Eppendorf, model: Centrifuge 5810R) 

2. 超高速离心机 (Beckman coulter, model: Avanti J-26 XP) 

3. 流式细胞仪 (BD, model: FACS AriaⅢ) 

4. 电穿孔仪 (Bio-Rad, model: Gene Pulser XcellTM Bio-Rad)  

 

软件 

1. FlowJo 软件 

 

实验步骤 

一、循环微囊泡的提取与荧光标记 (详见图 1) 

1. 用含 EDTA-K2 抗凝剂的真空采血管收集口腔癌患者 5 ml 静脉血样品。 

2. 将样品转移至离心管中，4 °C 条件下，1,500× g 离心 20 min，取上清。 

3. 重复步骤 2，取上清，加入上清体积 3 倍的无菌 PBS 稀释所得血清。 

4. 4 °C 条件下 50,000 × g 离心 60 min，以无菌 PBS 重悬管底沉淀。 

5. 重复步骤 4，以 150 μl 无菌 PBS 重悬沉淀，即获得口腔癌患者循环微囊泡。 

 

  

图 1. 循环微囊泡的提取 

 

二、电穿孔辅助 Ag2Se@Mn 量子点标记循环微囊泡及其流式细胞仪检测 
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1. 将 20 μg (50 μl) 循环微囊泡，50 μl Ag2Se@MnQDs (1 mg/ml) 和 150 μl 电穿孔缓

冲液加至电击杯 (4 mm) 中混匀。  

2. 设置电穿孔参数：输出脉冲电压 250 V，电容 250 μF，单次脉冲。 

3. 将电击杯置于电穿孔仪上，按上述参数进行电穿孔。 

4. 电穿孔结束后，将混合液在 37 °C 下放置 30 min 以促进微囊泡膜修复。 

5. 以蔗糖密度梯度 (15%~60%) 离心去除游离量子点，最后收集微囊泡层。 

6. 4 °C 条件下 50,000 × g 离心 60 min，以 400 μl PBS 重悬沉淀，即获得 Ag2Se@Mn 

QD 标记的循环微囊泡。 

 

三、流式细胞仪分析 

1. 用 A 管 (未加 Ag2Se@Mn QD 的循环微囊泡) 设置 FSC-A 和 SSC-A 的初始值，

阈值设置为 FCS and SSC，根据具体情况设置阈值大小，用 FSC-A 和 FSC-H 排

除黏连囊泡，使 A 管的荧光强度位于 100~101。 

2. 用 B 管 (在循环微囊泡加入 Ag2Se@Mn QD，但未电击处理)，检测 B 管的荧光强

度。 

3. 用 C 管 (在循环微囊泡加入 Ag2Se@Mn QD，并电击处理)，检测 C 管的荧光强度。 

4. 收集剩余样品，如果个别样品荧光强度超出上限，则需减小荧光通道电压至峰图在

可测范围内。 

 

结果与分析 

目前，通过体外培养细胞获取微囊泡，存在诸多局限和安全隐患，体液来源的微囊泡则

具有许多天然优势 (Kanada 等，2015；Pitt 等，2016)。 目前对于体液来源的微囊泡

的可视化标记主要依赖于传统荧光染料，但这些染料自身存在光漂白、潜在的细胞毒性、

弱荧光信号、非特异性标记等先天缺陷 (Resch-Genger 等，2008)。本方案旨在通过电

穿孔的策略将超小、近红外磁性量子点载入循环微囊泡，利用流式细胞仪实现微囊泡的

定量检测 (Yu 等，2017)。 

收集口腔癌患者的静脉血，差速离心法收集血液中循环微囊泡并重悬于无菌 PBS

中。将微囊泡与 Ag2Se@Mn 量子点和电穿孔缓冲液混匀后，电击混合液。整个电击过

程仅需 40~50 ms。 
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图 2. 蔗糖密度梯度离心法去除多余的量子点 

 

收集混合液体，以蔗糖密度梯度离心法去除多余量子点 (图 2)，电穿孔处理后的微

囊泡层可见 Ag2Se@Mn 量子点荧光信号，初步证明电穿孔法可以用于循环微囊泡的

Ag2Se@Mn 量子点标记。获取微囊泡层，超速离心法收集 Ag2Se@Mn 量子点标记的微

囊泡。 

流式细胞术分析结果显示，电穿孔法成功的将 Ag2Se@Mn 量子点载入循环微囊泡 

(图 3A)，效率高达 90%以上 (图 3B)。 

 

 

图 3 .电穿孔辅助 Ag2Se@Mn 量子点标记循环微囊泡. A.流式细胞分析微囊泡。B.

流式细胞术分析微囊泡 Ag2Se@Mn 量子点标记效率。 

mailto:.电穿孔辅助Ag2Se@Mn量子点标记循环微囊泡
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失败经验  

1. 电穿孔 (Electroporation) 也叫电转染，是通过高强度的电场作用，在细胞膜上形

成直径约 10 nm 的小孔，细胞外的物质通过小孔进入胞内；电击形成的小孔会随着

膜磷脂的流动性而在数分钟内自行修复。这种技术可以将核苷酸、DNA 与 RNA、

蛋白、糖类、染料及病毒颗粒等导入原核和真核细胞内。相对其他物理和化学转化

方法，电转化操作简便、瞬时高效、无需外源性转染试剂。电击过程中，电荷在微

囊泡表面形成的间隙约为 10 nm，因此要求用于标记的材料直径应该小于该阈值。 

2. 标记材料的电荷、仪器工作电压等对标记效率有重要影响，因此在实验中应予以考

虑并做调整优化。 

3. 研究显示，微囊泡表面在电荷作用下形成孔隙后，标记材料可通过自由扩散的方式

进入微囊泡，因此在推荐允许的情况下，可以适当提高标记材料的浓度。 

4. 操作过程中应使用仪器配套的电穿孔缓冲液，以保证电穿孔的溶液的导电性。 

5. 流式细胞仪对 EVs 的检测尤为关键，普通流式检测检测下限为 200~500 nm，无法

检测小的微囊泡及外泌体 (30~150 nm)，因此在分析此类微粒时，目前有通过紫光

侧向角散射光替代前向散射光检测以及其他超高灵敏流式检测装置的流式细胞仪。 

6. 实验中，为排除杂质及噪音信号的影响，使用的耗材一定要洁净，缓冲液一定要经

0.04 μm 滤器过滤，仪器的气路和液路尽量分别装上 0.01 μm 的空气过滤器和 0.04 

μm 的鞘液过滤器。 

 

溶液配方 

1. 磷酸缓冲液 (1× PBS) 

0.24 g 磷酸二氢钾 (KH2PO4) 

1.44 g 磷酸氢二钠 (Na2HPO4) 

8 g 氯化钠 (NaCl) 

0.2 g 氯化钾 (KCl) 

加去离子水约 0.8 L 充分搅拌溶解，然后加入浓盐酸调 pH 至 7.4 

定容到 1 L 

2. NaOH (0.1 M) 溶液 
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用电子天平称取 4 g 左右的 NaOH，置于小烧杯中，用去离子水溶解后定容至 1 L

容量瓶中，振荡摇匀 
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