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摘   要：纳米检测技术在病毒、外泌体、小细菌和细胞器等生物医学研究中发挥着举足轻重的作用。

目前已知最小的病毒颗粒直径仅为 17 nm，近 20 年来研究火热的外泌体的粒径范围在 30−150 nm 之

间。这些生物颗粒尺寸微小、生物性质复杂，因此难以被富集和检测，但却具有重要的研究价值。可

以对单个纳米级颗粒检测和分析的技术正在被越来越广泛地应用到这一领域。一方面这些技术使得那

些超过了光学检测下限的对象被灵敏、稳定地检测到；另一方面，这些技术也对这些微纳颗粒的各种

其他性质提供了巧妙的分析手段。如今，已经有若干基于纳米技术的商品化仪器先后问世，这些系统

提供了完整的单颗粒检测方案，并根据各自的技术优势实现了独有的功能。但是这些技术在应用和检

测能力上仍存在一定的局限性。本文从几个主流的商品化仪器的技术原理出发，对其在应用中的优

势、局限性以及未来的发展趋势进行了综述，为研究人员选择和正确使用纳米检测技术提供了参考。 
关键词：生物纳米颗粒；光学检测；病毒；细胞外囊泡；标志物检测 
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Abstract: In recent years, nanoscale detection has played an increasingly important role in the 
research on viruses, exosomes, small bacteria, and organelles. The small size and complex 
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biological natures of these particles, with the smallest known virus particle measuring only 17 
nm in diameter and exosomes ranging from 30 nm to 150 nm in size, pose challenges to the 
classical large-scale (typically micron-scale) characterization methods, which has become a 
major obstacle in the research. The emergence of nanoscale detection and analysis technologies 
has filled the gap of optical microscopy, a conventional technique in this field. These 
technologies enable the sensitive and robust detection of objects that exceed the lower limit of 
optical detection, revealing the molecular composition and biological roles simultaneously. 
Currently, several commercialized instruments based on nanotechnology have emerged, 
providing complete single-particle detection solutions and achieving unique functionality based 
on their respective technological advantages. However, it is inevitable that these technologies 
have limitations in terms of application and detection capabilities, as they continue to evolve. 
This paper offers a thorough overview of the principles, advantages, limitations, and future 
development trends of several mainstream commercial instruments, aiming to serve researchers 
in selecting and utilizing these technologies. 
Keywords: biological nanoparticles; optical detection; viruses; extracellular vesicles; biomarker 
detection 

 
近年来，单分子检测、单细胞分析技术不

断发展[1-2]，精细流体控制、光学检测水平的提

高，使得人们对于生物的微观世界有了更深入

的了解。但仍有一些生物颗粒处在光学可检测

范围的边缘，它们极难被一般的光学检测器探

测到，例如细胞器[3]、小细菌[4]、细胞外囊泡[5]

和病毒颗粒[6]等。最小病毒的直径仅 17 nm，临

床上常见的病原体，如艾滋病毒、乙肝病毒、

新冠病毒以及疱疹病毒等，它们的粒径一般分

布在 50−200 nm 之间 [7]；外泌体 (exosomes, 
30−150 nm)作为细胞外囊泡的主要成分之一，广

泛存在于人体的血液、乳汁、尿液和唾液等多种

体液中，与各种生理病理状态息息相关[8]。此外，

还有细菌(最小的细菌直径约为 200−500 nm)[4]、

线粒体(直径约为 0.5−1.0 μm)[5]和纳米脂质体颗

粒(40−200 nm)[9]等。对于纳米生物颗粒的研究，

在癌症、线粒体病、病毒学和神经学等领域都

有着极其重要的意义。可它们尺寸微小，且往

往具有复杂的生物性质，普遍难以纯化和富集。

因此，对这些生物纳米颗粒进行灵敏特异的检

测并非易事。ELISA[10-11]、Western blotting[12]，

甚至以灵敏著称的 qPCR[13]等常规检测技术在

外泌体等生物纳米颗粒领域都体现出检测性能

方面的不足。针对单颗粒的生物纳米颗粒检测

技术，首先是在灵敏度上具有绝对优势。传统

检测模式需要大量、高纯度的样本才能得到可

检测的信号值，纳米检测技术理论上可以仅对

一个颗粒进行检测，这在许多临床研究中具有

重要的价值[14]。 
除此之外，针对单颗粒的检测技术需要对粒

径这一重要参数进行测量。在外泌体、病毒等研

究领域，颗粒的大小是一项十分重要的检验参

数。国际囊泡协会对于外泌体的分类和定义就

直接与粒径有关[5]；在药物递送领域，人工改

造的外泌体、脂质体等纳米递送载体质量的好

坏往往也需要以粒径作为质控参数[9]。单颗粒

检测技术的出现，弥补了传统检测技术在粒径

研究中的不足。 
近年来，纳米检测技术在生物医学领域中的

应用越来越广泛。高灵敏度的检测器与高分辨率

的显微镜的进步与迭代[15-16]，催生出了多种可应

用于生物纳米颗粒检测的技术，但是这些技术没
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有完全成熟，均有各自的侧重点和局限性。已有

研究表明，在完全不了解其技术原理的情况下，

研究者们容易错误地使用这些技术，或者错误地

解读分析结果[17]。若要正确选择并使用这些分

析技术，就需要先对这些技术进行详细的了解。 
本文从光学和非光学两条技术路线展开，介

绍近年来最常用的单个生物纳米颗粒检测技术，

它们如何巧妙地实现纳米级别的检测，以及这些

技术在实际应用中的优缺点。值得注意的是，纳

米检测技术的应用领域众多，本综述仅讨论这些

单颗粒分析技术在生物领域中的应用情况。 

1  光学检测技术 
纳米颗粒在光学检测中的性质与宏观粒子

有着显著的差异，这也是光学检测纳米颗粒的难

点所在：首先，在产生散射的粒子粒径小于入射

光波长的 1/10 时，宏观粒子所展现出的米氏散

射[18]就会被瑞利散射[19]所替代；原先的米氏散

射展现出方向差异性的散射光强，其在入射光方

向上的散射强度最大，而瑞利散射为弹性散射，

展现出各向同性的散射光强度。其次，根据

Rayleigh 散射理论(式 1)： 
25 6 4 2

4 2
2 1·

3 1
med

scatt
d n m

m
πσ

λ
−=
+

             (1) 

式中，σscatt 代表散射截面，d 代表粒子直径，

λ 代表入射光的波长，nmed 代表包围粒子的介质

的折射率，而 m 是粒子的折射率(nparticle=nrel+inim)
与介质的折射率(nmed)之比。基于计算得出的 σ
散射，检测粒径小于 100 nm 的单个粒子将非常具

有挑战性，因为将检测限从 200 nm 降低到 100、
40 和 25 nm 分别对应着信噪比大约 64、15 625
和 262 144 倍的增加。 

上述计算说明，通过光学的直接观察是很难

实现纳米级别的粒径测量的。一般而言通过光学

的纳米粒径测量都是间接的测量技术。可直接测

量粒径的电子显微镜和原子力显微镜将在下一

节进行详细介绍。 

1.1  纳米流式细胞术 
纳 米 流 式 细 胞 术 (nano-flow cytometry, 

nFCM)是最早出现的光学纳米检测技术之一[15]。

纳米流式配备了高能激发光光源，具有单光子

计数能力的雪崩二极管，或者是高性能的光电

倍增管[15]，只收集大角度或者垂直方向的侧向

散射光(side-scattered light, SSC)，并通过瑞利散

射公式(式 1)中 SSC 信号和粒径大小的关系来

反推颗粒的大小。改进后的光学系统非但能对

小于 100 nm 的生物颗粒进行 SSC 检测，同时

使得仪器具备了在流动相中检测单个荧光分子

的能力[20]。 
纳米流式的优点在于其优秀的检测性能：除

了具备超高灵敏度，优秀的粒径测量准确性，还

能同时收集多个荧光通道的信息[15,21]。基于纳米

流式技术开发的检测系统 Flow NanoAnalyzer 可
以对大于 40 nm 的生物颗粒进行粒径、浓度信

息的检测，其粒径的检测精确度可达 5 nm 以

下，并且配备 2 个荧光通道，可以进行简单的

分群。虽然其基本检测模式与传统流式类似(图
1)，但是该系统无需人工设门与补偿调节，具

有双荧光通道，每个样品检测仅需 1 min[22]。 
 

 
 
图 1  纳米流式的基本检测模式 
Figure 1  Basic detection mode of nano-flow 
cytometry. 
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纳米流式也有一些局限性。首先基于散射光

的检测并不具有选择性，近似尺寸的颗粒都会被

记为阳性颗粒。因此，纳米流式对于样本纯度有

较高的要求，不能直接检测血浆或培养上清中的

纳米颗粒。另外，虽然纳米流式通过精细的液流

控制让囊泡单个排列通过检测器，但是由于光学

系统的限制，照射光斑的大小不能聚焦到单个囊

泡级别的截面。当有 2 个以上的颗粒同时进入检

测区，检测器只会把它们当作同一个单一事件来

处理。因此纳米流式需要严格控制样本浓度，来

降低颗粒重叠带来的影响[23]。此外，纳米流式

借助荧光探针实现多靶标检测时，由于不便离心

去掉未结合的探针，因此需要预先摸索荧光探针

的最适用量，以尽量降低荧光背景带来的干扰。

因此在实际使用中，对于样本颗粒浓度以及荧光

染料浓度的最适条件摸索，将增加检测所需要的

时间和操作难度。 

1.2  动态光散射技术 
动态光散射(dynamic light scattering, DLS)

技术，又称光子相关光谱 (photon correlation 
spectroscopy)，是一种用于研究微粒子或分子在

溶液中的尺寸、分布和运动特性的技术。它基于

布朗运动的原理，通过在可检测相位内随机碰撞

的微小粒子产生的干涉光进行颗粒大小和浓度

的测量。首先，当粒子被高强度的光源照射后会

发生散射，在特定角度下将接收器贴近粒子，在

检测器上就会出现明暗交错的光斑。这些光斑是

由于不同粒子的散射光彼此干涉产生的，而这些

产生散射的粒子并不固定，而是在溶液环境中做

布朗运动。首先，通过测量得出的散射光斑强度

的衰减间隔值和散射粒子的扩散稀释满足(式 2)
的自适应方程： 

22( ) 1 tD qG b e ττ −= + ⋅                    (2) 
其中，τ为衰减间隔，G 代表它的场相关函

数，b 为与仪器和光学设置相关的常数，Dt 为扩

散系数，q 为散射矢量。然后根据爱因斯坦提出

的扩散系数方程(式 3)： 

6
B

t
H

k TD
Rπη

=                         (3) 

微小粒子在液体环境中的流体动力学半径，

便可以通过散射光斑强度的衰减间隔的大小反

推出来。在式(3)中，Dt 是扩散系数；kB 是玻尔

兹曼常数(约为 1.380 649×10⁻²³ J/K)；T 是绝对温

度，以开尔文(Kelvin)为单位；η 是溶剂的动力

黏度；RH 是颗粒的流体动力学半径。 
DLS 和 nFCM 都是非固定式的检测方式，

也就是说所检测的颗粒是处于运动状态的。但是

不同于 nFCM 需要将纳米颗粒进行液流聚焦，

DLS 技术的颗粒是处于随机扩散运动状态的，

自由度更高。除了不需要精细的液流控制系统来

产生单个排列的鞘液流以外，DLS 还可以通过

在液体环境中施加电场，检测在电场中粒子的定

向运动情况，从而检测出粒子的质荷比。因此

DLS 相关的检测系统除了 nFCM 能提供的粒子

粒径、浓度、生物分群信息外还可以提供粒子

zeta 电位的信息。 
起初 DLS 技术引起了生物纳米颗粒检测行

业的极大兴趣，基于 DLS 技术的技术方案包括

英国 Malvern 公司的 Zetasizer 系列[24]、美国

Wyatt 公司的 Mobius[25]等。但是在实际应用中，

DLS 也有很明显的局限性，使得这些公司和产

品不得不整合更多其他技术以完善系统的性能。

首先，DLS 检测的散射光斑是颗粒之间干涉产

生的，因此 DLS 一般要求样本的颗粒浓度较高，

这样粒子间的干涉现象更容易发生，如果浓度过

低，则粒子碰撞的概率下降，也会使得检测效果

大打折扣。这样的特性一方面意味着对于样本浓

度的限制，另一方面也意味着检测灵敏度的不

足。其次，其公式中计算的流体动力学半径会相

比于正常的颗粒半径更大，而且在相同粒径下，

颗粒性状与表面亲疏水性也会显著影响流体动
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力学半径，从而使得 DLS 的粒径测量数据失真[26]。

基于 DLS 技术的局限性，纳米颗粒示踪技术应

运而生。 
1.3  纳米颗粒示踪 

纳米颗粒示踪(nanoparticle tracking analysis, 
NTA)技术与 DLS 技术非常相似，前者实际上是

后者在原理及技术上的改进。随着光学检测器的

性能不断提升，更高数值孔径的检测器以及软件

的发展，使得实时监测微小粒子散射光的运动轨

迹成为可能。NTA 技术摒弃 DLS 通过捕捉散射

光斑强弱变化对于粒子扩散性质的换算方式，直

接实时动态分析整个界面内全部粒子的散射光，

并记录每个粒子的运动轨迹。通过对二维方向内

的运动轨迹的分析直接计算出粒子在液体环境

中做布朗运动的扩散系数，再通过 stroke-Einstein 
(式 3)方程计算出粒子的流体动力学半径。 

除此之外，更高性能的光学检测设备也赋予

了 NTA 检测系统以高分辨荧光检测的能力，从

而可以实现准确的分群或者表面标志物的检测[27]。

NTA 与 DLS 一样可以实现 zeta 电位的测量，同

时也继承了 DLS 技术在样本纯度要求上的一些

局限性。但是由于 NTA 没有 DLS 技术对于样本

高浓度的严格要求，原理上也可以实现单个颗粒

的高敏检测，但是其实际仍需要一定的颗粒浓

度，这是因为过高的灵敏度对于杂质也极其敏

感。NTA 技术优秀的检测性能让其在应用方面

的推广程度一度追赶 nFCM，成为主流的单个纳

米颗粒检测技术之一。 
基于 NTA 发展出的商品化检测系统有很多，

包括 Malvern Instruments 的 NanoSight 系列以及

Particle Metrix[28]的 ZetaView 等。以 ZetaView 为

例，其基本检测模式如图 2A 所示，可实现

0.01−2.00 μm 的可检测粒径范围，15 min/sample
的检测速度，在基础参数的检测中略微逊色于纳

米流式。但是可选的六荧光通道以及可进行电导

率检测的能力让 NTA 独具一格[29]。 

1.4  表面反射光干涉成像 
表面反射光干涉成像(interferometric reflectance 

imaging sensing, IRIS)是近年来另一种被应用于

生物领域的纳米检测技术。IRIS 技术最早于

2008 年由加州大学伯克利分校的研究人员提 
出[30]。通过光的干涉原理，对于可搭载样本的

固相载体表面的折射率变化进行检测，从而得到

样品浓度和性质，属于一种非标记的宏量检测。

其原理如图 2B 所示：当光照射在一层薄的二氧

化硅和硅表面上时，在两层固体表面分别会形成

一次反射，由于恰当的二氧化硅层的厚度使得两

束反射光可以发生干涉；当二氧化硅表面结合了

一层生物分子或颗粒时(待检测靶标)，由于生物

分子和二氧化硅相似的光学折射性质，便会改变

二氧化硅层的反射光相位，从而影响干涉现象。

2015 年，波士顿大学的一个团队[31-32]通过使用

薄氧化物来最小化不同角度下的光程差，在高数

值孔径(numerical aperture, NA)下保持反射入射

光的相对恒定的相位。使得单个纳米颗粒形成的

干涉可被量化，最终实现单颗粒检测 (single 
particle-interferometric reflectance imaging 
sensing, SP-IRIS)。由于不同大小的颗粒，在 IRIS
反射形成的相位差不同，所形成的干涉信号的强

弱也不同。所以 IRIS 是通过干涉光斑强弱来推

算粒径的。 
作为一种固定式的单个纳米颗粒检测仪器，

基于 SP-IRIS 技术原理下的商品化仪器 ExoView 
(NanoView Biosciences)也更符合生物检测中的

思路，在检测之前一般先需要使用抗体或配体将

待检测的纳米颗粒固定到固相表面，然后进行洗

涤，并对固定的纳米颗粒进行单颗粒成像以及荧

光检测。这样的检测模式相比于前面的流动式的

检测模式，具有更高的检测特异性和更准确的样

本亚群的区分能力。其次，本身仅有 50−200 nm
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范围内的生物颗粒可以参与产生 IRIS 的反射光

干涉，因此也一定程度上赋予了系统对于大的

聚合体、灰尘颗粒等杂质的辨别能力。基于主

动捕获的 SP-IRIS 可以兼容复杂样本类型，包

括血浆、细胞上清等，无需进行超速离心即可

上样检测。同时基于抗体捕获的策略，也可以

实现在大量液体标本中富集极其微量生物颗粒

的能力，进而实现超高灵敏度的检测。 
但是相对地，基于抗体捕获的策略意味着只

能捕获具有已知靶标的生物颗粒，而且单一的检

测平面使得检测高浓度颗粒成为困难，由于捕获

不完全或者洗涤带来的损失也使其很难进行极

其准确的定量检测。因此该技术的劣势便是在操

作时间、定量能力和粒径检测方面具有一定的局

限性。 

2  非光学检测技术 
上文所述的光学检测系统，普遍在算法的基

础上，通过散射光分辨单个“颗粒事件”以及针对

每个颗粒的粒径进行计算。虽然这样的技术方案

确实能够简单快捷地得到纳米颗粒的数值信息，

但是显然也存在着不准确性，且无法对颗粒结构

信息进一步解析的局限性。这些都是光学检测的

极限导致的。光的波动特性决定了光学的最小分

辨率，一般认为当两个点分别落在彼此衍射最近

的暗区，此时正好是可以分辨两点之间的极限距

离，这个距离被称为阿贝极限。根据阿贝极限的

表达公式，两个点光源能够被光学系统分辨出来

的最小距离(最小分辨距离)可以用以下公式表

示(式 4)： 

0.61d
NA
λ= ⋅                         (4) 

式中，d 是两个点光源的最小分辨距离；0.61

是一个经验系数；λ 是光的波长；NA 是数值孔

径(numerical aperture)，它描述了光学系统的收

集和分辨能力，一般的光学显微镜的数值孔径最

大为 1。因此，光学系统的分辨极限大约就是光

波长的一半，一般在 200 nm 左右。 

光学检测首要目的是对目标颗粒的“有无”

进行判别，可以理解为在如此微小的尺度下，出

现阳性的光学信号仅仅代表这里有纳米颗粒，而

这个信号来源的颗粒个数与形态往往无法鉴别。

当需要对颗粒的结构、表面性质等做更进一步检

测时，光学便不再能提供足够的信息，而非光学

技术手段在这一领域最终得到了发展。一方面，

一些基于电流检测、密度分流等非光学检测的思

路，最终可以实现不亚于光学检测系统的定量检

测性能。另一方面，基于电子束成像和微小力学 

 

 
 

图 2  其他检测技术原理   A：NTA 的基本检测模式. B：IRIS 的检测原理 
Figure 2  Other detection technology principles. A: Basic detection mode of NTA. B: Detection principle of 
IRIS. 
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测量的超高分辨率显微镜可以直接对纳米颗粒

成像，从而提供表面分子、颗粒形态等结构信

息，它们成为了研究生物纳米颗粒的另一类重

要手段。 

2.1  电子显微镜 
电子显微镜(electron microscope, EM)使用

电子束代替光束来观察微观结构，相比于光学的

分辨率极限，电子束由于其更短的波长，可以达

到亚埃米级(10−10 m)的分辨尺度。其对结构生物

学领域的变革性影响引起了科学界的广泛关注。

电镜成像的基本原理是用电子束来照射样品，当

电子束照射到样品上，其中一部分电子将被样品

中的原子核和电子云散射或吸收。这些散射或吸

收事件会影响电子束的传播，从而在电子接受器

上产生可检测的信号。 
EM 可 分 为 扫 描 电 子 显 微 镜 (scanning 

electron microscope, SEM)和透射电子显微镜

(transmission electron microscope, TEM)。TEM 适

用于观察生物颗粒内部的细节结构，如囊泡内容

物分析等。而 SEM 适用于观察样品的形状、大

小，且无需像透射电镜一样要将样本制备成单层

分布或超薄切片。 
传统的透射电镜在成像中，较低的电子剂量

往往难以产生足够的信噪比，较强的电子剂量又

会严重损伤样品。因此在细节的呈现方面仍具有

一 定 的 局 限 性 。 冷 冻 电 镜 (cryo-electron 
microscope, Cryo-EM)通过将样品中的颗粒快速

定型于玻璃态的冰中，从而降低电子损伤带来的

偏倚。同时，冷冻固定使得粒子保持自然悬浮状

态，具有更真实的结构。因此，冷冻电子显微镜

为研究病毒[33]、细菌[34]的超微结构提供了绝佳

的视野。 
电子显微镜作为最常用的纳米成像技术，被

认为是最具指示能力的检测技术。在电镜图像

中，可以直接通过双层膜结构来区分外泌体(或

通过正 20 面体颗粒区分病毒颗粒)，相比于光学

检测方法也更能对颗粒的完整性进行监测。电镜

的缺点在于不能实现全面扫描，因此无法给出粒

径分布情况的信息，并且无法定量，以及很难鉴

定亚群。但是电子显微镜仍在生物纳米颗粒分析

中起到非常重要的作用[35]。国际细胞外囊泡协

会(International Society for Extracellular Vesicles, 
ISEV)已经将电镜作为推荐的外泌体样本质量检

测的主要方法之一。电镜在病毒检测和研究中也

发挥着极其重要的作用，在 20 世纪 60−90 年代，

ELISA 和 PCR 等分子检测手段尚未发展起来

时，电子显微镜为许多类型病毒的发现都有着巨

大的贡献。直到现在发现新的病毒类传染源时，

电镜仍能提供纳米级的细节信息和视野，为人们

尚不了解或难以检测的病毒提供有力的研究工

具[36]。当然，与现在愈发成熟的免疫、分子、

电荷检测的多种技术相比，电镜检测仍存在一些

劣势，比如需要复杂的样本处理，背景噪声较严

重以及制样中真空脱水的步骤可能导致生物颗

粒的变性损伤等。整体而言，电子显微镜技术在

单个生物纳米颗粒分析中发挥着有限但不可替

代的作用。 

2.2  原子力显微镜 
原 子 力显微 镜 (atomic force microscopy, 

AFM)是 20 世纪 80 年代出现的新型超高分辨显

微镜，其核心部件是一根纳米级别的力学探针。

原子力显微镜的基本成像原理是通过纳米探针

真实地接触样本表面，二者之间的静电作用、

范德华力、毛细力等相互作用力会让探针发生

弹性弯折，再通过激光臂来放大并记录这一弹

性形变的信号，通过探针的扫描移动，进而得

到检测对象的表面拓扑图像。一般情况下，原

子力显微镜的横向分辨率能达到 1.0 nm，纵向

分辨率为 0.2 nm。 
除了在解析结构方面的功能，原子力显微镜
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测量原理的特殊性，使其在高分辨率成像的同时

还具有高精度的微观力学测量能力。在细胞层面

的各种生物行为中往往存在着许多极其微小的

生物力学现象，原子力显微镜能够很好地补充生

物领域在精细力学方面研究手段的空白。 
原子力显微镜主要分为接触模式 (contact 

mode)、非接触模式(non-contact mode)、共振模

式(resonance mode)等，其中在生物领域中应用

最多的 AFM 主要为接触模式和非接触模式。其

中，接触模式很难用于软生物样品，因为样品中

存在不必要的摩擦和可逆或不可逆的变形[37]，

因此不常用于外泌体等纳米生物颗粒的成像。在

生物纳米颗粒中应用的 AFM，主要是非接触式

的 (non-contact mode AFM) ，或者是轻敲式

(tapping mode AFM)以及峰值力轻敲式 (peak 
force tapping mode AFM)。 

AFM 在评估不同分离方法对纯化生物纳米

颗粒的影响方面有着显著的优势，因为它允许在

单个颗粒和亚颗粒分辨率下直接可视化外泌体

的大小和结构以及生物物理特性，如刚度、黏附

性和变形[38]。原子力显微镜在囊泡表面结构的

解析能力不输电子显微镜，得到纳米颗粒大小、

形态、数量信息的同时，可以实现对于单个生物

颗粒的黏附性、弹性、可变形性的检测。这是

AFM 独到的优势。 
但是由于 AFM 的检测模式，所检测的生物

颗粒必须良好地贴附在检测的载体表面上，并且

往往需要足够的样本纯度。AFM 与电镜一样不

能对于颗粒数量进行定量，并且由于颗粒并不是

悬浮状态，AFM 得到的颗粒图像往往是扁平的，

相比于电镜等方式其对于粒径的测量值可能存

在一定的偏差。 

2.3  可控电阻式脉冲感应 
可 控 电 阻 式 脉 冲 感 应 (tunable resistive  

pulse sensing, TRPS)是一种用于测量粒径在

0.04−11.00 μm 范围内的纳米颗粒的单粒子测量

技术。TRPS 的技术原理属于 RPS 原理的改进和

变种，其检测依托的基本结构是一种锥形可调弹

性孔，当颗粒/分析物转移孔隙时，它们会暂时

阻塞离子通道形成电流波动。由于生物颗粒的大

小直接决定了其穿过膜孔时的阻挡电解质的截

面积，TRPS 通过颗粒穿过膜孔时产生的电阻大

小来确定颗粒的尺寸，以及波动的频率来确定颗

粒浓度。与 DLS 以及 NTA 技术相似的是，TRPS
也可以计算颗粒的 zeta 电位。 

应用 TRPS 原理开发的单颗粒检测仪器包

括 Izon Science 的 qNano 系统、Spectradyne 的

nCS1 系统、qViro-X 的 qEV 系统等。为确保准

确性和可重复性，这些系统往往会将每个测量的

颗粒都与一组已知尺寸的 NIST 可追踪校准颗粒

进行比较，NIST 可追踪校准颗粒是指由美国国

家 标 准 与 技 术 研 究 院 (National Institute of 
Standards and Technology, NIST)制备和认证的

颗粒或微粒。因此，这些依据 TRPS 原理实现

单颗粒检测的系统有着与 NTA、DLS 等技术接

近的灵敏度、尺寸测量准确度，以及计数准确

性[39]。在一些比较性研究中，TRPS 表现出相对

更高的精确度，能够区分更小的尺寸和 zeta 的

变化[40]。与NTA或是 nFCM技术相似的是，TRPS
技术也同样需要高纯度的样本环境以及稳定且

良好的颗粒分散性。且 TRPS 属于无标签检测，

无法进行分群或其他生物方面的检测。这些因素

限制了 TRPS 的应用。 

3  总结与展望 
3.1  单个生物纳米颗粒分析技术的转化应用 

随着纳米检测技术的不断发展，研究人员对

于生物微纳结构进行了更进一步的了解与掌控。

除了本文详细介绍的技术以外，可以实现单个纳

米颗粒检测的技术路线还有很多。例如单颗粒表
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面等离子体共振(single particle-surface plasmon 
resonance, SP-SPR)[41]、单分子定位显微镜(single 
molecule localization microscopy, SMLM)[42]、全内

反射荧光显微镜(total internal reflection fluorescence, 
TIRF)[43]、表面增强的拉曼散射光技术 (surface- 
enhanced Raman scattering, SERS)[44]等。这些技

术都可以对病毒或外泌体等生物纳米颗粒实现

有标记或无标记的单个颗粒检测。本综述难以穷

举所有的技术，因此只对已经有商品化检测系统

和方案的技术进行详细介绍。 
以光学检测技术的代表——纳米流式为例，

作为一种整合了单分子荧光检测与光散射检测

的单颗粒分析技术，纳米流式更灵敏、准确地反

映了生物靶标与生物纳米颗粒的定位关系。

nanofcm 公司的研究团队利用其纳米流式仪器

对于包括共孵育、电穿孔、挤压、冻融、超声和

表面活性剂处理在内的 6 种常用的载药策略进

行了评价，在单颗粒水平上测定不同递送策略下

带荧光的 Dox 在囊泡中的包封率、EV 浓度、药

物含量和膜蛋白[45]。此外，纳米流式还被用于

表征 6 种不同的脂质纳米递送载体颗粒[46]、验

证不同的膜染料在结合外泌体时的染色效果以

及对于外泌体样本的不良影响[47]等。在体外诊

断领域，Hu 等[48]利用纳米流式检测血浆中的细

胞外囊泡来诊断鼻咽癌，得到优于 VCA-IgG 检

测的结果，体现出纳米流式在检测纳米颗粒上痕

量的蛋白的优势。 
DLS、NTA 以及 IRIS 等其他光学检测技术

在生物研究中的应用与纳米流式相似，NTA 可

被用于测量纳米颗粒的浓度、粒径[49]，以及观

察 荧 光 染 料 与 纳 米 颗 粒 的 结 合 情 况 [50] 。

Sałaga-Zaleska等[51]使用NTA测量尿液中的外泌

体来检测肾功能或者肾损伤。Chong 等[52]利用

NTA 检测与蛋白共轭的金颗粒，从而对于蛋白-
蛋白结合的分子动力学进行研究。Lin 等[53]使用

DLS 结合深度学习检测单细胞中线粒体动力学

从而为三阴性乳腺癌分型，得到了 0.89 的分型

准确率。Djukić 等[54]使用 DLS 检测循环免疫复

合物的大小和 zeta 电位，确定了免疫复合物的

胶体稳定性的下降、免疫复合物的大小与疾病之

间的联系。Wang 等[55]使用 SP-IRIS 检测人支气

管上皮细胞在 PM2.5 暴露的环境下分泌的外泌

体，揭示了空气污染造成心肺功能障碍的部分原

因。Karimi 等[56]基于 SP-IRIS 在不同抗凝剂处理

的血浆中评价了 4 次跨膜蛋白的分布情况，验证

出在不同抗凝类型的血浆中，血小板分泌外泌体

的占比有显著的区别，可能最终影响血浆外泌体

的检测与研究。可见，这些新兴的单颗粒检测技

术在实际应用中均体现出可靠的检测性能，具有

特殊的实用功能与价值。 

3.2  单个生物纳米颗粒分析技术的性能特点 
笔者所在的团队长期开展基于血液中细胞

外囊泡的诊断研究工作，在工作中对于外泌体纯

化效果进行监测时，需要借助纳米流式、NTA
或者 SP-IRIS 等技术对外泌体数量、粒径进行评

价，以及使用电镜等单颗粒成像技术观察囊泡的

外观与完整性。在我们的研究中，囊泡的数量、

粒径、完整性以及囊泡上的 4 次跨膜蛋白均是我

们关注的信息。基于团队实际的使用经验，与一

些比较性文章中提出的观点[14,57]，本文整理了几

种最为常用的纳米颗粒检测技术在实际应用中

的性能与特点。具体分析见表 1。 
首先在测量粒径方面，可以直接成像的电镜

是金标准方法。在其他技术中，纳米流式的粒径

检测更符合电镜结果，而 NTA 与 DLS 的测量值

偏大，这可能是由于后两者换算的是流体动力学

半径，但是整体仍呈现可靠的线性关系[17]。其

次，颗粒数量也是非常重要的信息，纳米流式等

光学检测技术通过流式或全面扫描的策略对样

本中的全部粒子进行计数，在这一点上，光学检 
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测技术优于电镜等成像技术。但是值得注意的

是，纳米流式中的液流速度是 nL 级别的，因此

仅能对极小体积中的颗粒进行检测；NTA 技术

通过选取 11 个截面来代替立方空间内的全部粒

子情况。它们理论上都属于非全局的统计。因此，

这些检测技术对于样本纯度、粒子的分散性和稳

定性有着一定的要求。另外，在目前对于生物标

记物的检测方案中，最优解仍是基于荧光抗体或

荧光核酸探针的生物标记策略，同样需要依赖高

分辨率荧光检测系统。因此，基于光学的纳米颗

粒检测技术仍是目前最具发展前景的。一方面基

于光学的检测手段可以整合荧光系统实现多靶

标检测，另一方面光学系统可以整合全面扫描或

流式检测的策略实现定量检测。这些特点使得光

学检测技术弥补电镜检测的不足，占据了相当大

的市场份额，并仍在蓬勃发展。 
另外，检测数据的非特异性也是值得注意的

问题。在上述技术中，绝大多数都只能对于纯化

后的纳米颗粒进行检测。首先，纯化这些纳米颗

粒是一项困难的工作，其次在许多真实标本中，

例如血浆，在如此复杂的蛋白环境中，通过超速

离心分离的纳米颗粒样本中难以去除蛋白聚体、

脂质体颗粒等杂质。这些杂质颗粒具有和外泌

体、病毒相近的颗粒尺寸，因此能够产生相似的

散射光信号产生假阳性。如果可以直接在复杂的

血浆环境中检测外泌体，势必会增加可用性。目

前能实现这一功能的仅有 NanoView 的 ExoView
系统，它通过抗体捕获目标外泌体，洗涤去除非

特异性黏附的杂质颗粒，再对结合后的囊泡干燥

处理并进行检测。虽然 ExoView 基于抗体的富

集策略会在计数上带来一定的偏差，但是未来，

为了解决非特异性的问题，生物纳米分析领域可

能会整合固相载体免疫捕获的方案，例如借助

Simoa 单分子检测、xMAPs 悬浮芯片等技术方

案，先实现特异性捕获和洗涤，将目标颗粒进行

固定和纯化，再进行单颗粒分析。 
其次，有些技术仍存在着通量低、时间长、

成本高等缺点。这些问题进一步限制了单颗粒检 
 

 
表 1  各种单个纳米颗粒检测技术的性能与应用情况 
Table 1  Performance and application of various single nanoparticle detection technologies 
Technical 
names 

Size range Sensitivity Sample 
requirements 

Detection 
duration 

Labeling 
capability 

Operability Representative 
products 

Literatures 
or websites 

nFCM ≥40 nm +++ High <30 min +++ ++ Nanofcm@Flow 
NanoAnalyzer 

[22] 

DLS 1−50 μm + High <30 min + ++ Malvern@Zetasi
zer Nano 

[24] 

NTA 0.01− 
20.00 μm 

+++ High <20 min +++ +++ Particle 
Metrix@ZetaVie
w 

[28] 

SP-IRIS 50−200 nm +++ Low >1 d +++ ++ NanoView@Exo
View 

[31] 

TRPS 40 nm− 
11 μm 

++ High >1.5 h − ++ Izon@Exoid [39] 

EM >0.1 nm + High >4 h +/− + − [36] 
AFM >1 nm + High >2 h − + − [38] 
Most technologies themselves do not inherently have the capability to detect biomarkers. The assessment of biomarker detection 
capability in the table is based on the analysis of their representative products, indicating the compatibility of these technologies 
with fluorescent labeling systems. In this table, “+++” stands for excellent performance, “++” stands for good performance, “+” 
stands for moderate performance, and “−” indicates lack of corresponding performance or inapplicability. 
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测技术在科研应用中的推广以及在临床上的应

用。多通道和多靶标的检测也是该领域未来发展

的方向之一，这也更符合一般生物样本检测的需

求。无论是通过核酸杂交、抗体结合或是染料的

直接结合，在纳米尺度上检测荧光信号，意味着

需要整合高敏的荧光检测系统，结合抗体进行生

物靶标分析的检测也同时意味着对于生物颗粒

完整性的保证。 
总之，越来越多的研究正在向着外泌体、病

毒等纳米级别的生物单位上集中，在未来数年单

个纳米颗粒检测技术在生物医学领域的应用仍

会进一步扩大。该领域也将向着特异、高通量、

多靶标的方向继续发展。 
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