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细胞外囊泡RNA的多样性特征
把小云1  王 婷2  段乳侠1  方廖琼1,2*

(1西南大学生物技术学院, 重庆 400716; 2超声医疗国家工程研究中心, 重庆 401121)

摘要      细胞外囊泡是一类可携带蛋白质、核酸、脂质等内含物的新型细胞间通讯介质。可

向邻近及远处细胞传递生物信息分子, 调控受体细胞正常生理及病理发展过程。在肿瘤发生与发

展、疾病的诊断治疗、细胞分子生物学研究等方面发挥着越来越重要的作用。作为基因表达的重

要调节剂, RNA是细胞外囊泡中一类丰富的内含物, 且细胞外囊泡RNA种类繁多, 分布及分类水平

不等, 对其的研究极具挑战性。该文重点讨论细胞外囊泡RNA的多样性特征, 由此回顾细胞外囊泡

RNA的研究进展。

关键词       细胞外囊泡RNA; RNA种类; 不等性; 分选

 

Diversity Characteristics of Extracellular Vesicle RNA 
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Abstract       Extracellular vesicles are a new type of intercellular communicative medium that can carry pro-
teins, nucleic acids, lipids and other inclusions. They can transmit biological informational molecules to adjacent 
and distant cells and regulate the normal physiological and pathological development of recipient cells. It plays an 
increasingly important role in tumorigenesis and development, diagnosis and treatment of diseases, and cellular 
molecular biology research. As an important regulator of gene expression, RNA is a kind of abundant inclusions in 
extracellular vesicles, and there are many kinds of extracellular vesicle RNAs, the levels of distribution and classifi-
cation haven`t been established, which means that there will be a big challenge in this research. This article focuses 
on the diversity of extracellular vesicle RNA, and reviews the advances in extracellular vesicle RNA.
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1981年Trams等[1]分离出正常细胞和肿瘤细胞

培养上清液中的囊泡结构, 研究人员开始对这种囊

泡结构进行了深入研究, 并发现几乎所有的细胞都

可以释放由磷脂双分子层包被的类囊膜结构的小

泡, 国际胞外囊泡学会(International Society of Extra-
cellular Vesicles, ISEV)将这一类囊膜结构的小泡称

为“细胞外囊泡”(extracellular vesicle, EV), 根据其大

小及来源分为凋亡小体、癌小体(oncosome)、微囊

泡(microviscle, MV)、外泌体(exosome), 但对其还没

有明确的分类界限[2-6]。传统观点认为, EVs仅扮演细

胞释放代谢废物的角色, 极少参与到生命活动中[7], 
但在随后的研究这一观点备受争议, EVs在生命进展

中扮演着非常重要的角色, 不仅是参与细胞间通讯

的一种重要介质, 而且可以参与正常的生理及病理
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发展过程[8]。磷脂双分子层包被的EVs内稳定存在

丰富的蛋白质、核酸、脂质等重要信息分子, 承载

这些信息分子的EVs在生物环境中穿梭, 传递至其他

受体细胞, 被受体细胞摄取后, 参与受体细胞内的多

种细胞事件, 包括免疫信号、应激反应、血管生成、

细胞分化等[9]。2019年在Vesiclepedia(http://www.mi-
crovesicles.org)最新的网站中记载的1 254种EVs中
约有349 988个蛋白质、 38 146个RNA、639个脂质[10], 
EVs就如一辆车, 携带着丰富的货物到受体细胞, 影
响受体细胞的生物学功能。本文主要是以细胞外囊

泡RNA(extracellular vesicle RNA, EV-RNA)[10]重点, 
从EV-RNA种类、不等性及其分选方面进行探究与

学习。

1   EV-RNA种类多样性
1971年Kolodny等[11]首次发现胞外RNA的存在, 

随后发现存在于胞外的RNA为避免被核糖核苷酸酶

(RNA酶)降解。一方面会与一些RNA结合蛋白形成

非囊泡核糖核蛋白复合物(ribonucleoproteins, RNP)
游离于细胞外, 另一方面会被包装到各类囊泡中并

被运输至胞外, EV-RNA主要包括编码RNA和非编

码RNA[12-13]。

1.1   编码RNA
早在2007年Valadi等[14]在EVs领域有一个突破

性的发现: 肥大细胞衍生的exosomes中携带丰富的

核酸物质, 研究人员将鼠源exosomes与人源细胞进

行共培养之后, 发现人源细胞中会选择性出现鼠源

蛋白质, 并且这些蛋白质在小鼠体内是以mRNA的

形式存在。这一发现为EV-RNA的研究奠定了基础。

我们都知道人类基因组大部分都会转录成RNA, 但
仅仅有2%~3%的RNA具有编码蛋白质的功能, 作
为重要的编码RNA, 虽然mRNA在EVs中的丰度不

确定, 但是已有研究表明, 功能性mRNA可以通过

EVs转移到受体细胞, 在受体细胞内被翻译并改变

受体细胞表型[14]。Hong等[15]研究表明, 来自结肠癌

细胞的EVs富含与细胞周期相关的mRNA, 可促进

内皮细胞增殖[14]。Lai等[16]通过多重荧光标记EVs
膜, 使用RNA结合病毒MS2CP蛋白和GFP mRNA
的独立mRNA跟踪系统对EVs中mRNA进行实时监

控, 发现受体Gli36胶质瘤细胞摄取EVs后一个小时

内, mRNA经历了翻译的过程。此外, 已有研究证明, 
mRNA在EVs中多是片段化存在, 且EVs中mRNA是

以特殊片段化形式存在, 即富含3′UTR, 此片段富含

调节序列, 对受体细胞中基因表达和蛋白质翻译的

调节具有重要意义[17-18]。Batagov等[19]的研究表明, 
细胞分泌的exosomes主要转运mRNA的3ʹUTR片段, 
这些片段可以充当许多RNA结合蛋白的结合位点, 
调节mRNA的稳定性和翻译效率, 并且含有miRNA
靶位点, 引导RNA诱导的沉默复合物(RNA-induced 
silencing complex, RISC)结合, 引发RNA降解或翻译

终止。

1.2   非编码RNA
EVs中富含进化上保守的非编码 RNA(non-

coding RNA, ncRNA), ncRNA按照核苷酸的数量分

类有>200核苷酸为长的非编码RNA(long non-coding 
RNA, lncRNA)和一些≤200核苷酸的小RNA类群, 
有microRNA、rRNA、tRNA、Y-RNA、vRNA、cir-
cRNA、snoRNA、snRNA、piRNA、siRNA以及一些

迄今为止还未知功能、未准确命名的RNA[20-21]。传

统观点认为, 这些ncRNA或缺乏开放阅读框, 或缺乏

密码子的保守性, 且仅存在于细胞内, 对生命活动影

响并不大, 但近期的研究表明, ncRNA可以调节多

种细胞事件, 包括干扰RNA转录、调节mRNA翻译、

调控转座子沉默, 影响细胞存活、侵袭迁移、免疫

炎症、血管生成等[23]。在EVs中鉴定出极为丰富的

ncRNA类群, 这些ncRNA对疾病的发生、发展有重

要的影响。

lncRNA是一类新兴的调节RNA, 没有或仅为

有限的蛋白质编码潜能, 但可以与蛋白质、DNA、

RNA相互作用, 并且在表观遗传、转录和转录后水

平的基因调控中起关键作用[23-24]。在肿瘤细胞中

lncRNA可参与多种细胞事件, 可以作为细胞凋亡、

肿瘤侵袭转移、血管生成等方面的调节剂。例如, 
HeLa细胞和MCF-7细胞分泌的 exosomes中富集的

lncRNA包括MALAT1、HOTAIR、lincRNA-p21、
GAS5、TUG1、CCND1-ncRNA可以反映亲代细胞

中DNA损伤反应[25]; 膀胱癌在缺氧条件下产生富集

lncRNA-UCA1的exosomes, lncRNA-UCA1可以通过

调控EMT(上皮间质转化)过程, 促进肿瘤细胞进一

步侵袭转移[26]; 胶质瘤细胞中LncRNA HOTAIR可以

促进VEGFA的表达水平, 并通过胶质瘤细胞衍生的

EVs增强内皮细胞的血管生成[27]。

miRNA是一组小的高度保守的单链非编码

RNA分子, 可参与基因表达转录后调节, 成熟的
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miRNA通过互补碱基配对将靶mRNA募集到RISC
中, 从而导致翻译抑制和/或转录物降解。miRNA
在EVs中的丰度变化还未确定, 或许其丰度并不高, 
但它可以调节30%~70%人类基因的表达[28], 相关

研究指出, 共有2 267种mRNA至少与一种有影响的

miRNA相互作用[29-31], 这使得miRNA在EVs成为细

胞表型的强大调节剂。恶性肿瘤来源的EVs内经

常会检测到一些特殊的miRNA, Kogure等[28]列举了

十几种在肿瘤细胞转移的过程中, 肿瘤细胞及微环

境内细胞分泌的EVs内携带的功能性miRNA, 包括

miR-210、miR-203、miR-21等。这些研究表明, 肿
瘤的发生、发展依赖于EV-miRNA的调节。以miR-
21为例, 其一, 可调节细胞免疫应答, 研究表明, 肿
瘤相关脂肪细胞(cancer-associated adipocyte, CAA)
和成纤维细胞 (cancer-associated fibroblast, CAF)分
离的exosomes内miR-21水平显著高于卵巢 癌 细 胞, 
CAA或CAF分泌的exosomes可以向卵巢癌细胞递送

miR-21, 并靶向APAF1分子, 调节卵巢癌细胞的免疫

应答[32]; 其二, 可促进细胞增殖, 肿瘤相关巨噬细胞

(cancer-associated macrophage, CAM)的exosomes内
miR-21表达水平较高,  携带miR-21的exosomes可直

接从CAM转移到胃癌细胞, 下调胃癌细胞内PTEN
基因抑制细胞凋亡, 进一步激活PI3K/AKT信号通

路[33]; 其三, 可作为肿瘤标志物, 神经胶质瘤来源的

exosomes内也富含miR-21, 且miR-21表达水平与肿

瘤等级相关, 使得exosomes内的miR-21有望成为胶

质瘤诊断和预后的指标[34]。我们仅在一些文献的基

础上总结了部分EVs内miR-21的作用, 发现EVs内
miR-21可在基因水平上调节多个细胞事件, 除miR-
21外还有许多已研究以及待研究的EV-miRNA, 这
些研究将开启EVs研究领域中新的征程。

tRNA主要的功能是携带氨基酸进入核糖体, 
参与mRNA翻译为蛋白质的过程, 已经发现在血

液、神经细胞以及免疫细胞衍生的exosomes中富

含tRNA[35-37], 并且也发现了在凋亡小体和MV中富

集tRNA[38]。Chiou等[39]的研究中提到多泡体释放的

exosomes包含特定的tRNA片段, 携带这些tRNA片

段的exosomes会抑制T细胞活化和细胞因子产生。

EVs中最常见的是含有 30~32 nt长度 5ʹ-tRNA片段

(5ʹ-tRFs), 也被称为5ʹ-tRNA半部分或tiRNA, 是由血

管生成素(ANG)产生的进化上保守的分子[40], 有趣

的是, 在胶质瘤干细胞衍生的exosomes中富含ANG

和5ʹ-tRF, 这表明, 在EVs中很有可能会发生tRNA的

切割, 形成的5ʹ-tRF可以影响mRNA切割, 抑制翻译

过程[41]。特异性5ʹ-tRF执行关键功能, 通常与应激反

应中基因表达的调节相关。Chiou等[39]比较T细胞

分离的EV-RNA与细胞RNA相比含45%的tRNA片段

(tRFs), 及不到1%的miRNA, 并且在他的研究中表

明, tRFs是功能活跃的小RNA, 在EVs内可以响应T
细胞激活信号的释放而动态调节其选择性释放。

lncRNA、miRNA、tRNA是近年来EV-ncRNA
研究中较为热门的领域, 其它的小RNA也会通过

EVs参与各项生命活动, 比如EVs中Y-RNA涉及细胞

内DNA复制及RNA质量监控过程, 还有可能参与一

系列免疫相关过程, 包括炎症、免疫抑制和肿瘤微

环境的建立[42]; 相比miRNA, 存在于EVs中的piRNA
更加稳定, 将稳定有效地影响受体细胞的表观遗传

变化[43]等。目前, 生物技术逐步成熟, 通过各种检测

分析方法探究EVs内富含的RNA种类, 在这里, 我们

仅是在相关文献的基础上总结了部分RNA及其生物

学功能, RNA是生命进展中的强大调节剂, 目前的

研究存在很多值得深究之处, 如EV-RNA还存在许

多未知名, 未知功能的RNA, 这些RNA是否决定不

同种类的EVs ？在不同的EVs内其表达水平如何？

是否随着EVs进入受体细胞内？还是在EVs内就有

了改变？这些EV-RNA如何参与到调控生命进展的

过程中？等等。我们希望更多的研究能够投入到这

些领域, 揭开EVs的面纱, 探索其影响生命进展的奥

秘。

2   EV-RNA不等性
EVs在大小、分子含量、生物遗传起源、性

质和功能等各方面都不同, 目前还未建立科学有效

的方法分离纯化及表征不同的EVs, 这也决定了EV-
RNA种类多样性, 然而在EV-RNA的研究中其种类

的多样性, 仅是在RNA的角度上, 分析EVs携带RNA
内含物的类别差异, 而在EVs的角度上, 我们发现, 
存在EV-RNA不等性[41]的现象。我们将对EV-RNA
的类别、丰度、表达水平及其片段大小不等性方面

进行总结与分析。

2.1   EV-RNA的类别不等性

不同的EVs会存在不同的RNA库。Hinger等[44]发

现, 三种结肠癌细胞系包括DKO-1、DLD-1、DKs-8
细胞, 仅是KRAS基因的突变状态不同, 这三种细胞
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系之间的RNA水平差异并不大, 但是三种细胞系衍

生的EV-RNA种类的差异却很大。Wei等[41]的研究

表明, 人脑胶质干细胞衍生的MV和exosomes相关

RNA的组成不同, 并且差异性较大, exosomes要比

MV中富集更多的miRNA, 此外研究者进一步通过

各种测序技术表征EV-RNA, 证明EVs中富含小的

RNA, 除了一些已知的小RNA种类, 那些未被表征

的小RNA在EVs中也占据了很大的比例, 这些未知

名的小RNA增加了exosomes的复杂性。这些研究表

明, EV-RNA类别不等性不仅是因源细胞的差异, 也
因同一细胞系分泌的不同大小EVs而存在EV-RNA
类别的不等性。我们希望通过探究EV-RNA的类别

不等性, 寻求其中的潜在规律, 为深入研究EV-RNA
奠定基础。

2.2   EV-RNA丰度不等性

EV-RNA的丰度可以衡量EVs携带RNA的能

力, 大量的研究表明, EV-RNA丰度存在很大的差异, 
Wei等[41]通过对EV-RNA进行化学计量分析, 检测到

一个EV约有4.45 ag总RNA, 对应约836个核糖核苷

酸, rRNA和YRNA大约是每个EVs中有一个拷贝, 
大约10个EVs中才有一个拷贝的mRNA或miRNA。

Cheville及其同事[45]对EVs中的miRNA进行定量分

析结果显示, 每个exosomes中miRNA分子远远小于1
个, 并且分离了血浆、精液、树突细胞, 肥大细胞和

卵肠癌样本中的exosomes, 对其中的miRNA进行分

析, 得到结果也仅为0.008 25±0.020 00个miRNA分

子/exosomes, 由此我们发现, EV-miRNA的丰度并不

高, 但大量的研究已表明, 低丰度的EV-miRNA在细

胞增殖、凋亡、血管生成、肿瘤形成, 转移、侵袭

等方面起关键作用[31]。这提示我们, EVs在生命进

展中起着不可小觑的作用, 至少其内的miRNA是一

个强大的调节剂, 或许仅是微量, 但对生命进展有着

重要的调控作用。

2.3   EV-RNA表达水平不等性

近年来大量的研究表明, EVs往往会选择性富

集一些特定的RNA, 这些表达水平较高的特定RNA
已成为医疗诊断方面重要的候选生物标志物, Kaur
等[46]通过特定表面标志物CD63+、CD47+、MHC1+

定义Jurkat T细胞释放的不同EVs, 这些EVs具有相

似的大小但是每种EVs都存在特定RNA表达水平

的差异, CD63+ EVs中miRNA表达水平较高, CD47+ 

EVs中snoRNA表达水平较高, 而snRNA几乎不表达, 

MHC1+ EVs中tRNA表达水平较高。Preuber等[47]比

较了血小板释放的MV与exosomes中circRNA的表

达水平, 结果表明, 在MV中可表达1 117个circRNA, 
而在exosomes中仅表达154个circRNA。Spinelli等[48]

的研究表明, 在脑肿瘤EVs中, miRNA是表达水平最

高的, 其次才是YRNA、tRNA、snRNA。研究发现, 
EV-RNA表达水平不等性并非只与源细胞有关, 有
时甚至与源细胞无关, 或许还与其复杂的分选机制、

EVs的种类、RNA的特性等因素相关。

2.4   EV-RNA片段不等性

之前的研究表明, EVs可以将RNA递送到邻近

或远处的细胞, 改变受体细胞蛋白表达水平, 影响

受体细胞的生物学功能。但是我们不得不考虑到

EVs体积的限制, 以及完整RNA片段的长度。近年

来, 包括使用最新一代的测序技术发现, EV-RNA大

多是以片段化的形式存在, 其RNA片段大小主要分

布在25~700 nt仅有少量RNA是以全长序列存在, 通
常<1 000 nt[44]。在EVs中可以检测到部分miRNA、

piRNA基本上都是完整片段, 以及少量的mRNA也

是以完整片段存在, 大多数EV-RNA都是以片段化

形式存在[49], EV-RNAs的这一性质极有可能决定了

EV-RNA的复杂性及其不等性。

3   从细胞到EVs: RNA的分选
目前为止, 我们已经确定EVs会选择性富集

RNA, 这就表明, EV-RNA的分选不是简单随机的。

对细胞衍生EVs、分选、释放的过程进行观察, 发
现EV-RNA的分选有其独特的分选机制[21](图1)。
3.1   EV-RNA的特点

研究表明, EVs会富集与源细胞的致癌、分化状

态、缺氧、应激反应及治疗等因素相关的RNA, 在这

些条件下的EVs通常也会参与到细胞增殖、免疫应

答、细胞癌变、转移、侵袭等生命活动[48]。这表明, 
EV-RNA货物会反映源细胞RNA水平及种类。但是, 
研究表明, EVs中RNA模式与源细胞的RNA模式显著

不同, 且基于EVs的生物发生途径和细胞释放EVs的
状态及种类, 分泌产生的EV-RNA各有差异[49-50]。有

研究总结了2011至2015年期间在33例癌细胞释放

的EVs中的miRNA通过靶向受体细胞特定基因, 调
控受体细胞转移能力的案例, 发现与癌症转移相

关的关键miRNA表达量在EVs中都会增加, 比如

miR-211、miR-21、miR-134、Let-7、miR-429等[51]。
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Hinger等[44]在2018年比较了三种源细胞RNA及其衍

生EV-RNA, 比较之后均发现细胞衍生的EVs与源

细胞相关RNA的差异较大, 且EVs中的大多数RNA
都上调了。此外Wei等[41]研究中表明, 人脑胶质干

细胞衍生的MV和exosomes中的RNA与源细胞相比, 
MV(0.2~0.8 μm)中的RNA最能反映源细胞相关RNA, 
而exosomes与源细胞中的RNA相比更加丰富与复杂, 
存在大量的未知RNA序列。总之, EV-RNA是复杂的, 
一方面它能反应源细胞RNA的水平及种类, 另一方

面, 它又与源细胞存在差异, 或特定RNA表达水平高, 
或在不同的囊泡中存在的水平及种类有差异, 这些

都将是EV-RNA研究领域需解决的一大问题。

3.2   EV-RNA的分选机制

EV-RNA种类多样性及不等性的特征暗示存

在多种分选机制将特定RNA引导至EVs中, 目前在

EV-RNA分选领域内研究较多的是miRNA, 大量的

研究表明, miRNA有选择性的分选至EVs, 图2所示

miRNA存在多种分选机制[52], 主要存在四种机制。 
(1)Ago(Argonaute)蛋白是RISC复合体的主要组分 ,
专一性和miRNA结合的蛋白质 , 可协助miRNA分

选至EVs中[53]; (2)神经鞘磷脂酶2(nSMase2)依赖性

途径, nSMase2可以调节exosomes内miRNA分 泌 并

促进肿瘤微环境内血管生成及转移 [54]; (3)miRNA
富含的特异序列(GGA G), 可与核糖核蛋白(hnRN-
PA2B1)特异性识别将miRNA分选至EVs中 [55]。此

外, GGC U、hEXO等序列也可以与RNA结合蛋白

SYNCRIP结合控制miRNA的分选[56]; (4)miRNA3′
发生尿苷酸化, 尿苷酸化将引导miRNA到EV中, 而
腺苷酸化有相反的效果[44,57]。总结了miRNA的分选

机制后, 我们对其他RNA的分选过程总结出以下几

点。(1)与RNA结合蛋白结合, 除AGO蛋白之外, 还
有高密度脂蛋白[58]、RISC[59]、穹窿蛋白(MVP)[60]、

hnRNPA2B1[55]、SYNCRIP[56]]等。(2)特定的RNA序

列会影响RNA分选, 除了GGA G、GGC U、hEXO
等影响miRNA分选的序列之外, Bolukbasi等[61]发现, 
胶质母细胞瘤EVs内mRNA富集3′UTR, 该序列上有

特殊的25个核苷酸序列, 其中CTG CC核心结构可

以结合miR-1289, 通过细胞中相应miRNA的水平进

一步增加MV中mRNA的水平; Kossinova等[62]发现, 
YB-1蛋白可以与mRNA特定序列即ACC AGC CU, 
CAG UGA GC和UAA UCC CA)结合控制mRNA的

分选。(3)细胞的状态也会影响RNA的分选, 之前研

究充分证明, 细胞的状态会影响EV-RNAs的组成及

表达水平[48], Chiou等[39]比较T细胞活化状态与静息

状态下tRF的输出, 发现活化状态下输出tRF是静息

状态下的3.3倍。(4)一些特殊蛋白与EV-RNA的分选

紧密相关, 如: Kaur等[46]的研究中表明, CD63+ EVs中
miRNA表达水平较高, CD47+ EVs中snoRNA表达水

平较高, MHC1+EVs中tRNA表达水平较高。从这些

研究中我们发现, EV-RNA的分选过程存在共性与

特性, 未来我们可以以研究EV-miRNA的分选机制

为突破点, 深入研究EV-RNA的分选机制, 这将是研

究EV-RNA多样性特征的关键之一。

4   结语和展望 
近年来, 对于EVs的研究主要集中于EVs的分

类研究, 各类EVs中的相关标志物的探究、EVs的
生物发生途径、不同分泌方式、不同的分离纯化

图1   EV-RNA的分选、释放、分离及应用(根据参考文献[21]修改)
Fig.1   Sorting, release, and isolation/application of EV-RNA (modified from reference [21])
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方式、受体细胞摄取EVs的不同方式、摄取EVs
后受体细胞生物学功能的变化、EVs携带内含物

的研究, 以及不同时期、不同环境下EVs的研究等

等, 但对EVs的认识仅是在近些年较为火热的, 有许

多未知领域仍处于空白状态, 需投入大量的科学研

究。EV-RNA的研究仍极具挑战, 就目前的研究现

状而言, 已经有大量的研究证明了一些EV-RNA如

miRNA、lncRNA、tRNA等在生命进展中发挥重要

作用, 但我们似乎只了解到其中的冰山一角, 还有

许多问题值得去研究, 比如: EV-RNA的组成和来源

仍然存在很多未解之谜, EV-RNA中存在大量未知

名的RNA, 它们是否也参与到调控受体细胞靶基因

的过程中？细胞在分选RNA到EVs的过程中是否是

一个有规律的活动？特定类别的EV-RNA是如何影

响受体细胞的生物学过程？以及携带RNA的EVs在
被受体细胞接受时, 其内RNA如何释放？如何去调

控受体细胞内的基因表达？等等。我们需要在这

些方面投入大量的研究, 未来我们还将深入学习和

探究EVs的其他内含物, 将会为疾病的诊断与治疗

提供新思路, 为生命科学的研究添加新色彩。
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