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从精准分离到仿生治疗：中性粒细胞来源囊泡的
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摘 要：中性粒细胞作为固有免疫的核心效应细胞，其释放的细胞外囊泡（NEVs）在细胞间通讯、病理机制

及仿生药物递送中展现出巨大潜力。然而，NEVs群体的高度异质性及其与中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）的

共存，给其精准分离与功能解析带来了巨大挑战。该文系统综述了从经典差速离心到新兴微流控芯片、DNA
纳米结构及智能响应材料等高精度分离分析技术的最新进展；阐述了通过直接工程化与膜仿生构建等策略，

赋予NEVs化疗、免疫调节及基因治疗等多模态功能，并详细建立了包含膜标志物保留率、跨膜迁移能力等

在内的工程化评价体系。最后，总结了NEVs在肿瘤、炎症及组织修复等领域的治疗应用，深入剖析了当前

面临的量产标准化、载药效率及安全性评价等核心瓶颈，并对未来从“被动分离”向“主动智造”的转化路

径进行了展望，旨在为下一代精准仿生纳米药物的开发提供理论依据与技术参考。
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From Precise Isolation to Biomimetic Therapy：Biomedical 
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Abstract：As core effector cells of innate immune system，neutrophils release extracellular vesicles
（neutrophil-derived vesicles，NEVs） that hold great promise in intercellular communication，patho⁃
logical mechanisms，and biomimetic drug delivery.  However，the high heterogeneity of NEV popula⁃
tions and their coexistence with neutrophil extracellular traps（NETs） pose significant challenges for 
precise isolation and functional characterization.  This review systematically summarizes the latest ad⁃
vances in high-precision separation and analysis technologies，ranging from classical differential cen⁃
trifugation to emerging microfluidic chips，DNA nanostructures，and stimuli-responsive smart mate⁃
rials.  Furthermore， it elaborates on engineering strategies， such as direct loading and membrane 
biomimicry， that endow NEVs with multimodal functionalities including chemotherapy， immuno⁃
modulation， and gene therapy.  A comprehensive evaluation system for engineered NEVs is estab⁃
lished，covering critical metrics like membrane marker retention and transmembrane migration capa⁃
bility.  Finally， the therapeutic applications of NEVs in tumors， inflammatory diseases，and tissue 
regeneration are summarized.  The review also critically analyzes the current bottlenecks regarding 
standardized mass production，loading efficiency，and safety assessment，providing a forward-look⁃
ing perspective on the transition from“passive isolation”to“active manufacturing”for next-genera⁃
tion precision nanomedicine.
Key words：neutrophils；extracellular vesicles；isolation and analytical technology；microfluidics 
chip；biomimetic nanodrugs
中性粒细胞是固有免疫的第一道防线［1］。感染发生后，该类细胞迅速募集至病灶区，通过吞噬作
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用、脱颗粒释放抗菌肽和活性氧（ROS），以及形成中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）等方式清除病原

体［2-3］。从中性粒细胞释放的囊泡（NEVs）携带了母细胞的膜受体、胞内蛋白及遗传物质，保留了跨屏

障迁移、炎症趋化与免疫调节等独特功能［4-5］。研究表明，NEVs在生理状态下参与维持内环境稳态，

而在病理状态下则扮演“双刃剑”角色，既可传递促炎因子加剧组织损伤与肿瘤进展，也可携带抗炎

或抗肿瘤分子发挥治疗作用［6-7］。此外，NEVs天然的炎症“归巢”特性，使其成为极具前景的仿生药

物递送载体［8］。然而，实现 NEVs 的高纯度分离与精准功能解析是当前该领域的核心瓶颈。一方面，

NEVs群体具有高度异质性（图 1，包括外泌体、微囊泡、凋亡小体等亚型）；另一方面，在复杂的炎症

微环境中，NEVs极易受到DNA纤维（即中性粒细胞胞外诱捕网，NETs）与血浆蛋白的干扰。 NETs是中

性粒细胞激活后释放DNA与抗菌蛋白形成的网状结构，其生成主要依赖活性氧（ROS）和瓜氨酸化组蛋

白，分为自杀性（溶胞性）与非自杀性（非溶胞性）两种途径（图 1）。由于两者不仅共享多种颗粒蛋白（如

中性粒细胞弹性蛋白酶（NE）和髓过氧化物酶（MPO））［3］，还能通过物理吸附形成 EV-NET复合物［9-10］，

因此必须采用严格的分离方案，以区分脂质双分子层包裹的NEVs与基于染色质的NETs。若未能实现

有效分离，将导致对酶学活性或免疫调节功能的误判，因为 NETs 对 DNA 酶的敏感性及其在体内的长

期存留机制，与 NEVs 的快速肝脏清除途径存在本质区别。

本课题组前期在细胞外囊泡（EVs）的分离与诊疗应用方面开展了系统研究，开发了基于双切向流

过滤的微流控芯片，实现了EVs的高效无损分离［11］；构建了三维微流控芯片与DNA纳米结构，实现了

对囊泡表面蛋白及内含 miRNA的超灵敏多重检测与原位成像［12-13］。这些积累为突破 NEVs难题提供了

有力工具。本文将重点阐述NEVs分离分析技术的演进，探讨其工程化仿生治疗策略，并对挑战与机

遇进行展望。

1 NEVs的分离纯化策略 
NEVs常与NETs及胞内颗粒共存，常用分离方法有：（1）差速超速离心法（dUC）：通过递增离心力

沉淀NEVs，是应用最广的基准方法［14-15］。但难以完全去除密度相近的蛋白聚集体［16］，且高剪切力可能

破坏NEVs膜结构［17］；（2）尺寸排阻色谱法（SEC）：根据流体动力学半径分离，NEVs先于蛋白洗脱，较

好地保持膜完整性与生物活性，适用于蛋白质组学及流式前纯化［16］。但样品被稀释、通量低［18］；（3）聚

合物沉淀法：操作简便、回收率高［19］。但纯度极低，残留聚合物有细胞毒性，仅适合初步富集；（4）免

疫亲和捕获法：利用抗体（如抗CD66b、CD15等）特异性富集，解决异质性问题［20-21］。但产量低、仅捕

获特定亚群，且洗脱有可能损伤囊泡［22］。

尽管经典方法为NEVs早期研究奠定了基础，但难以区分NEVs与游离DNA-组蛋白的复合物，易

共沉淀血浆蛋白且剪切力损伤囊泡。为此，亟需发展基于“双重识别”与“智能材料”的新范式，实

图1　中性粒细胞细胞外诱捕网形成机制（左）及释放的细胞外囊泡类别（右）
Fig. 1　Mechanisms of NET formation（left） and EV classes released by neutrophils（right）
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现NEVs的高纯度、高活性捕获。

1. 1　基于表面分子与物理特性的双重识别策略　
该策略结合物理筛选与特异性识别，解决NEVs与NETs难以分离的难题。利用DNA折纸构建具有

纳米级空腔的三脚架结构［23］，基于“位阻效应”允许脂质囊泡通过但阻挡长链DNA纤维（NETs），同时

偶联抗体，实现特定尺寸范围内选择性捕获外泌体［24］。这种双重筛选机制能有效剔除NETs干扰，实现

NEVs高纯度分离。

利用净电荷可逆曲率感应肽（NIC）识别囊泡膜的高曲率脂质堆积缺陷，实现囊泡的广谱捕获，不

受CD9/CD63表达波动影响。NIC具有 pH依赖性，酸性条件下结合囊泡，中性时电荷反转并无损释放

囊泡［25］，解决了传统免疫亲和“洗脱难”问题。该技术成本低、稳定性高，且无需依赖中性粒细胞表

面标志物，能有效区分复杂炎症样本中的囊泡与NETs成分［26-27］。

1. 2　基于智能纳米材料的免洗脱富集策略　
为克服聚合物沉淀法残留毒性及SEC样品稀释的问题，智能材料提供了温和、免洗脱的富集方案。

脂质纳米探针：利用囊泡脂质膜的组成异质性，Wan 等［28］开发的二价胆固醇（B-chol）锚定探（图

2A），不依赖膜蛋白即可广谱标记外泌体，结合磁性富集实现NEVs的快速分离。Tian等［29］将B-chol标
记的 DNA 锚定物偶联至 AuNS@4-MBA@AuSERS 探针上，实现了人血清中外泌体的高灵敏检测。He
等［30］进一步结合 B-chol锚定与杂交链式反应（HCR）以及酶放大技术，实现了每微升 2. 2×103个外泌体

的分离与检测。该技术温和无损，尤其适用于高丰度血浆蛋白背景下的NEVs提取。

DNA水凝胶：通过滚环扩增合成高比表面积DNA水凝胶（图 2B），并嵌入外泌体适配体AptCD63，像

“智能渔网”选择性捕获外泌体。捕获后可通过酶切（DNase I）或链置换反应无损释放［31］，避免 SEC后

浓缩造成的样本损失，为NEVs异质性研究提供有力工具。

基于分析化学的多维评价体系，本文从样本适用性、回收率、纯度、生物活性完整性及操作通量

等关键参数出发，对包括传统方法与新兴技术在内的多种分离策略进行了系统的横向比较（表 1）。综

合对比显示，虽然差速超速离心等传统方法奠定了基础，但其在纯度控制和亚群分选上的技术短板日

益凸显。与之形成鲜明对比的是，DNA折纸、NIC肽、脂质纳米探针及DNA水凝胶等新策略，通过引

入特异性识别与智能响应机制，成功解决了传统工艺中杂质共沉淀与活性丧失的难题。新方法在微量

样本处理、高纯度提取及功能完整性保护方面的卓越表现，使其在复杂生物样本的囊泡分离中展现出

不可替代的优势，代表了该领域技术发展的必然趋势。

表1　传统与新型细胞外囊泡分离方法的比较
Table 1　Comparison of traditional and new extracellular vesicle isolation methods
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图2　基于智能纳米材料的免洗脱富集策略
Fig. 2　Wash-free enrichment strategy based on smart nanomaterials

A. rapid magnetic separation technology of extracellular vesicles based on lipid nanoprobes［28］；B. schematic diagram of DNA-based hydrogel for 
exosome separation［31］（A. 基于脂质纳米探针的细胞外囊泡快速磁分离技术［28］；B. 基于DNA的水凝胶用于外泌体分离的示意图［31］）
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（续表1）
Methods Yield Purity Time Scalability Integrity Nanoscale contaminant removal

the number of “+” refers to the relative level of each performance metrics
2 NEVs分析策略 
2. 1　NEVs传统分析方法　

高纯度NEVs需经精准分子表征以解析其功能与临床价值。传统方法如流式细胞术通过检测CD66b
等表面抗原确证NEVs的细胞来源［14，21］，高灵敏度流式技术进一步突破了微小囊泡荧光信号弱的检测瓶

颈［17］。蛋白质印迹分析通用标志物（TSG101、CD63 等）与中性粒细胞特异性蛋白（MPO、NE、MMP-
9），可提供分子层面的双重证据［32-33］。此外，酶联免疫吸附测定（ELISA）与酶活性分析被广泛用于定量

检测NEVs携带的炎性因子（如 TNF-α、IL-1β、S100A8/A9）及中性粒细胞弹性蛋白酶的活性，从而评

估其免疫调节功能［21，34-35］。

高通量组学成为挖掘生物标志物与机制的前沿。蛋白质组学能够全景式扫描 NEVs内的蛋白表达

谱，已鉴定膀胱放射性毒性及蛇毒刺激模型中的数十种差异表达蛋白［34，36］。转录组学与小RNA测序揭

示了miR-455-3p在关节炎治疗及脓毒症心肌病中的关键调控作用［37-38］；脂质组学阐明NEVs关节炎滑

膜液中的脂质代谢特征［39］。传统表征策略（如流式细胞术、蛋白质印迹等）在来源鉴定与靶向定量方面

具有高特异性与可靠性，但灵敏度低、样本量大、通量不足；组学技术可全景挖掘，但设备昂贵、数

据分析复杂、标准化困难。

2. 2　集成式囊泡分离与原位检测新方法　
微流控技术作为囊泡分离与分析的前沿平台，正从“复杂样本中囊泡的高效分离”向“囊泡介导

的细胞功能模拟”延伸，构建“分离-分析-功能模拟”一体化研究体系，可解决复杂生物样本中囊泡

异质性精准解析难和生理功能研究缺失的问题。

2. 2. 1　集成微流控芯片介导的NEVs分析技术及其疾病诊断应用　　张徐团队［20］开发的集成微流控芯片

（IMCN），仅需 10 µL血清即可实现CD66b⁺ NEVs的免疫分离，并通过CD63适配体识别结合滚环扩增-
分子信标信号放大系统，同步检测了NEVs丰度及其携带的miR-223-3p和miR-425-5p（图 3）。芯片采

用人字形微通道，捕获效率超 90%。在临床样本验证中，该NEV特征区分健康对照与胃癌的受试者工

作特征曲线下面积（AUC）达0. 891，良性胃病与胃癌的AUC为0. 857；联合CEA、CA199后AUC提升至

0. 912，经随机森林模型优化后诊断敏感性达 90%、特异性为 86. 36%，且miR-223-3p高表达与不良预

后相关。该平台为胃癌液体活检提供了简便、灵敏的新工具，具有良好的临床转化潜力。

本课题组长期致力于囊泡分析技术的开发与演进，旨在为 NEVs的深度分析提供递进式的解决方

案。首先，针对传统超速离心法回收率低（<15%）且易损伤囊泡活性的痛点，开发了基于双切向流过滤

的微流控芯片［11］。该技术实现了EVs的无损高效分离（回收率达 77. 8%），并无需标记即可保留囊泡活

性。这一技术为NEVs的功能研究奠定了至关重要的基础，确保了后续机制研究的可靠性。其次，为

图3　用于血清NEVs分离检测的集成微流控芯片［20］

Fig. 3　Integrated microfluidic chip for serum NEVs isolation and detection［20］
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了突破囊泡内部核酸（miRNA）提取繁琐且易破坏结构的瓶颈，创新性地提出了病毒模拟融合囊泡

（FVs）技术［12］。通过仿生融合策略，该技术实现了囊泡内 miRNA 的免提取原位检测，灵敏度提升 45
倍。这一原位分析策略为NEVs的多组学（蛋白+核酸）联合分析提供了高效的方法学支撑。最后，为了

将上述分析技术转化为对生理病理机制的解析能力，进一步构建了3D微流控肿瘤-血管共培养系统［40］。

该平台迁移并整合了上述微流控操控与检测技术，成功克服了传统 2D培养的局限，利用该平台深入解

析乳腺癌外泌体的作用机制，发现其通过热休克蛋白HSPs上调 ZEB1表达并促进VEGF分泌，从而重

塑血管微环境。综上，这一系列基于微流控芯片从高灵敏分析工具到仿生功能模型的技术迁移与迭代，

不仅验证了前期EVs分析方法的可靠性，更为深入解析NEVs在复杂生理动态环境中的作用机制提供了

强有力的工具支撑。

尽管集成微流控芯片在 NEVs的分析与功能研究中展现出卓越性能，但从方法学层面审视，其为

NEVs精准分析提供了独特的分析范式。该技术主要在 3个维度实现突破：一是样本利用的极限化，依

托微尺度层流效应与高比表面积，仅需微量样本即可完成复杂流程，解决了珍贵临床样本（如脑脊液）

分析的痛点；二是流程的高度集成化，通过物理空间精密设计，将免疫分离、核酸扩增及信号读出等

多步操作集成于单一芯片，实现了“样本进-结果出”的自动化，显著降低了转移损耗与人为误差；

三是功能研究的仿生化，能够构建复杂的三维流体环境，用于模拟NEVs在体内的跨屏障迁移与细胞

通讯行为，突破了传统2D静态培养的局限。

然而，该方法学在推广应用中仍面临通量与标准化的挑战。受限于微通道物理尺寸，其单次处理

量通常低于高通量离心机，难以满足大规模队列筛查需求；同时，芯片制造的批间差异及表面非特异

性吸附问题，影响了检测的鲁棒性。未来需致力于开发通用的模块化接口与抗污材料，以推动微流控

技术从技术演示向临床常规应用的转化。

2. 2. 2　NanoPom捕获-释放方法在中性粒细胞外泌体分析中的应用　Khodayari等［41］采用NanoPoms捕
获-释放技术，对α-1抗胰蛋白酶缺乏症（AATD）患者血浆中的NEVs进行了高纯度串行分离，成功富

集了中性粒细胞弹性蛋白酶阳性NEVs NE+和阴性NEVs NE-亚群。通过整合多组学分析，揭示了AATD
患者中性粒细胞的转录重编程及NEVs的促炎代谢特征（图4）。

3 NEVs及中性粒细胞膜仿生系统的工程化策略 
NEVs的工程化改造，是指通过人工干预手段对其结构、组成或功能进行定向重塑的技术体系。旨

在保留其天然靶向优势的同时，赋予其预设的治疗功能或增强其稳定性。天然NEVs虽然具备优异的

生物相容性和炎症趋化能力，但其产量受限、载药量低且功能单一，难以满足复杂疾病的治疗需求。

因此，实现NEVs从天然提取到智能设计的跨越，构建高性能的仿生纳米药物系统，成为当前研究的

核心方向。目前，该领域的工程化策略主要可分为两个方向：（1）天然NEVs的直接工程化；（2）中性

粒细胞膜仿生囊泡的构建。

3. 1　天然NEVs的直接工程化　
直接工程化策略是指利用物理方法将特定的治疗性分子（如抗肿瘤miRNA、抗氧化酶或信号蛋白）

图4　NEVs捕获与释放平台［41］

Fig. 4　NEVs capture and release platform［41］
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高效装载至囊泡内部，从而赋予其预设的生物学功能。如利用电穿孔、超声或共孵育等物理装载技术，

将难以穿透细胞膜的miRNA和阿霉素等化疗药物装载入NEVs，并在外部磁场引导下抑制肿瘤生长［8］。

此外，通过预处理供体中的中性粒细胞（如重组人白细胞介素-36γ（rmIL-36γ） 预处理），可使其分泌的

囊泡富集特定的治疗性分子hsa-miR-101-3p，从而增强其对胃癌细胞的杀伤能力［42］。

3. 2　中性粒细胞膜仿生囊泡的构建　
3. 2. 1　膜结构修饰与融合　通过超声或挤压法，将中性粒细胞膜与功能性囊泡（如干细胞外泌体）融

合，旨在保留NEVs天然“归巢”能力的同时，融合其他功能单元以拓展其疗效。例如，由中性粒细

胞膜与人脐带间充质干细胞外泌体融合构建的纳米载体，不仅继承了间充质干细胞的组织修复功能，

还兼具NEVs的炎症靶向特性，增强了对胃癌及急性肾损伤的治疗效果［43-44］。类似地，中性粒细胞膜与

M2巨噬细胞囊泡融合被用于脊髓损伤治疗，利用中性粒细胞膜的穿越能力到达损伤部位，同时发挥

M2巨噬细胞的免疫调节作用［45］。此外，将中性粒细胞膜包裹于纳米颗粒表面，兼具高载药率与低免疫

原性和靶向性，能够有效逃逸单核巨噬系统的吞噬，延长血液循环时间，并精准抑制中性粒细胞弹性

蛋白酶的活性［46-47］。

3. 2. 2　仿生合成与扩增　天然提取的囊泡产量低，而仿生合成技术通过物理或微流控手段模拟囊泡

生成过程，可实现规模化制备。例如，通过氮空化、挤压等物理力破坏细胞膜，形成的活化中性粒细

胞外泌体模拟物在糖尿病伤口治疗中表现出高效抗菌能力［48-49］。产量较天然分泌高出16倍以上。同时，

模拟中性粒细胞凋亡行为构建的工程化凋亡小体（eNABs），可主动诱导巨噬细胞进行胞葬作用，促进

心脏炎症的消退与组织修复［50］。

3. 3　工程化NEVs及中性粒细胞膜仿生系统特性评价　
工程化改造的核心目标是在赋予新功能的同时，最大限度地保留中性粒细胞或囊泡固有的炎症趋

化性和免疫逃逸能力。因此，建立一套标准化的评价体系对于判断工程化颗粒是否成功保留了中性粒

细胞的特性至关重要。目前的研究主要从理化性质、表面标志物保留、生物学功能及体内命运 4个维

度进行综合评估。具体而言，（1）膜结构完整性与表面标志物保留率是最直接的证据，通过流式细胞术

检测膜表面特异性标志物（如 CD66b、CD11b、CCR2）的阳性率，是判断膜来源和完整性的金标

准［21，51］。在中性粒细胞膜包裹的纳米颗粒研究中，流式检测证实了 CD66和 CD11b在工程化颗粒表面

的高表达，且其表达水平与原始中性粒细胞膜提取物高度相关，直接证明了中性粒细胞膜的成功披

覆［47］。（2）药物包封率与载药量是评价负载药物工程化NEVs的关键指标，通常采用超速离心或尺寸排

阻色谱分离游离药物与囊泡，再通过紫外分光光度计或高效液相色谱（HPLC）测定药物浓度［8］；研究表

明，通过电穿孔或共孵育法制备的NEVs-miRNA复合物，其包封率通常在 20%~40%之间，而通过膜融

合技术构建的杂化囊泡，其载药率可显著提升，且能有效保护药物免受核酸酶降解。（3）体外跨膜迁移

能力是评价“仿生”功能的核心功能性实验，利用Transwell小室模拟体内血管壁，上室接种工程化囊

泡，下室添加炎症因子（如 IL-8、fMLP），通过计数迁移至下室的囊泡数量或检测其携带的荧光标记，

来量化其趋化迁移能力［51］；多项研究证实，经工程化改造的中性粒细胞囊泡（如N-M2EVs或N-exo）在

Transwell实验中表现出与天然中性粒细胞相似的迁移率，能显著响应TNF-α或MCP-1的刺激，证明其

保留了穿越内皮屏障的能力［45］。（4）靶向性评价则利用近红外荧光染料（如DiR、ICG）或放射性同位素标

记工程化囊泡，通过活体成像系统（IVIS）观察其在疾病模型（如肿瘤、脑卒中、关节炎）中的富集情

况［52］；例如，在脊髓损伤模型中，中性粒细胞膜仿生囊泡（N-M2EVs）在损伤部位的富集量是未修饰囊

泡的数倍，且这种富集在损伤后 24~48 h达到峰值，与中性粒细胞浸润的时间窗高度一致［45］。基于上

述多维评价，主流工程化策略在特性保留方面的优缺点总结见表 2。建立此类标准化评价体系，将有

效推动NEVs从实验室向精准仿生的临床转化。

4 多模态治疗应用 
上述工程化改造策略极大地拓展了NEVs的功能边界，使其从单纯的病理介质转变为精准的治疗武

器。经过工程化改造的NEVs，凭借其增强的靶向性和功能特异性，已被广泛用于多种重大疾病的治疗，

此处的多模态指基于NEVs平台实现的化疗、免疫治疗、基因治疗及联合治疗等多种模式的协同作用。
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4. 1　肿瘤治疗　
肿瘤治疗是 NEVs工程化应用最为活跃的领域，其核心优势在于能够有效克服肿瘤免疫抑制微环

境的靶向递送难题。工程化NEVs不仅可作为载体递送阿霉素等化疗药物或抗血管生成因子，显著降

低毒副作用［8，43］；还能通过富集特定的抗肿瘤miRNA（如miR-101-3p、miR-182-5p），抑制肿瘤细胞的

干性特征与血管生成，同时激活巨噬细胞的抗肿瘤功能，重塑肿瘤免疫微环境［42，53］。此外，负载吲哚

菁绿 ICG等近红外染料的工程化NEVs可作为高效造影剂，其在肿瘤部位的滞留时间可达游离染料的 5
倍，为术中肿瘤边界的精准识别与彻底切除提供了重要的导航支持［52］。

4. 2　炎症与自身免疫疾病　
基于 NEVs对炎症部位的天然趋向性，可实现抗炎药物的精准递送，从而有效控制炎症反应。在

脓毒症与急性肺损伤的治疗中，工程化NEVs能够靶向炎症部位，清除ROS，抑制NLRP3炎症小体的

激活，进而缓解“细胞因子风暴”，改善预后［46，53-54］。而在类风湿关节炎等自身免疫性疾病中，工程化

NEVs则被用于递送 SFRP5等抗炎因子或抑制软骨降解酶，促进关节软骨修复，并显示出良好的治疗

潜力［37，55］。

4. 3　组织再生与修复　
工程化NEVs在促进组织再生方面也展现出多功能性。在骨与软骨再生领域，NEVs或其工程化版

本可通过传递 miR-455-3p 等关键因子，刺激血管内皮祖细胞增殖，从而加速骨折愈合与软骨再

生［37，56］。在神经修复方面，融合中性粒细胞膜与 M2 型巨噬细胞外泌体构建的仿生纳米递送系统（N-
M2EVs）在脊髓损伤模型中能重建受损的神经微环境，有效促进神经元存活与轴突再生［45］。此外，工程

化凋亡小体（eNABs）可模拟中性粒细胞凋亡，主动诱导巨噬细胞发生胞葬作用，促进巨噬细胞向抗炎

M2型极化，加速心脏炎症的消退与组织修复［50］。

4. 4　器官移植与保护　
在器官移植与保护领域，中性粒细胞来源的ROS响应性囊泡（SOD2-Fer-1@CVs）展现出重要的临

床应用价值。在肺移植过程中，该囊泡能够响应移植器官内的高氧化应激环境，定点释放抗氧化酶和

铁死亡抑制剂，显著减轻缺血/再灌注损伤，有效改善移植肺的功能，为提高移植器官的存活率提供了

新策略［54］。

综上所述，工程化 NEVs凭借其卓越的炎症趋化性与可修饰性，已成功构建起涵盖肿瘤、炎症性

疾病、组织再生及器官移植保护的多模态治疗体系（表 3）。然而，从实验室研究迈向临床转化，仍需

跨越量产标准化、载药效率、功能稳定性及安全性评价 4大核心瓶颈。针对产量低与批间差大的痛点，

未来应重点发展基于物理破碎（如氮空化）或微流控芯片的仿生合成技术，以实现高均一性、规模化制

备；针对载药率低的难题，通过膜融合策略构建杂化囊泡，或利用细胞因子预刺激亲代细胞进行内源

性富集，是平衡载药量与囊泡完整性的有效路径；此外，鉴于中性粒细胞的“双刃剑”特性，亟需建

立包含促凝血风险及内皮屏障影响在内的标准化安全性评价体系。未来，随着智能响应材料与合成生

表2　不同中性粒细胞来源细胞外囊泡（NEV）工程化策略的比较评价
Table 2　Comparative evaluation of different neutrophil-derived extracellular vesicle（NEV） engineering strategies

Engineering 
strategy

Direct load⁃
ing

Membrane 
fusion

Surface coat⁃
ing

Biomimetic 
synthesis

Representative method
Electroporation，sonica⁃

tion，co-incubation
Extrusion/sonication-me⁃
diated fusion with stem 

cells or liposomes
“Cloaking”nanoparti⁃
cles with neutrophil mem⁃

branes
Nitrogen cavitation，mi⁃

crofluidics

Advantage
Simple operation；main⁃
tains natural core struc⁃

ture
Combines functionalities 
of parent cells；improved 

drug capacity
Highly designable；high 

yield；long circulation
（stealth effect）

Ultra-high yield（16x）；
excellent batch consisten⁃

cy；scalable

Limitations & risk
Low drug loading efficiency；risk of 

vesicle rupture/aggregation
Low fusion efficiency；high batch-

to-batch heterogeneity
Inconsistent membrane coverage；po⁃
tential masking of key ligands（e. g. ，

CD11b/CD18）
Simplified composition；potential 

loss of specific bioactive cargos（miR⁃
NAs/enzymes）

Performance in key evaluation metrics
Moderate：：retains surface markers 
but suffers from low encapsulation ef⁃

ficacy
High：：excellent preservation of che⁃
motaxis and transwell migration abili⁃

ty
High：：high retention of CD11b/

CD66b；requires functional valida⁃
tion of ligand activity

Moderate：：good physical mimicry；
may lack full immunomodulatory po⁃

tency of natural NEVs
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物学的深度融合，NEVs将从单纯的药物载体进化为能够感知微环境、自主调节释药的智能纳米机器

人，推动精准医学进入新纪元。

5 结论与展望 
综上所述，NEVs研究已实现从基础免疫学机制探索到转化医学应用的跨越式发展。本文展示了分

离分析技术的范式转移，即从依赖超速离心的粗放式提取，迈向基于微流控与智能材料的高精度“分

子筛”时代。这一跃迁使得从全血等复杂生物流体中精准捕获功能亚群并解析其“双重角色”成为

可能。

近五年的研究凸显了NEVs作为天然纳米载体的独特优势。相较于活细胞治疗，通过NEVs工程化

或中性粒细胞膜仿生系统构建的策略规避了细胞寿命短、储存难及潜在免疫原性等问题。其核心优势

在于：（1）天然靶向性：继承“归巢”本能，穿越血脑屏障；（2）工程化可控性：易于装载药物、修饰

表面，构建智能响应型纳米药物系统；（3）功能可编程性：通过筛选特定亚群或预处理策略，富集特定

治疗功能，实现功能纯粹化。

然而，该领域迈向临床转化仍面临严峻挑战。其一，标准化体系的缺失。不同研究在细胞分离、

囊泡提取与表征方法上差异显著，尤其缺乏对外泌体、微囊泡、凋亡小体等亚群的精细区分，导致数

据难以横向比较［58］；其次，分离纯度与分析维度有限。中性粒细胞易激活，传统离心易引入非囊泡杂

质，需结合CD66b等特异性标记物提升分选精度［16］。现有技术多限于群体分析，未来需发展单颗粒原

位成像与分析技术，以实时解析囊泡异质性；其三，功能的“双刃剑”效应不容忽视。中性粒细胞膜

虽能靶向递送，但其表面分子可能意外激活补体或诱发炎症［59］，如何在保留靶向性的同时屏蔽免疫原

性，是工程化改造的关键；其四，临床转化瓶颈突出。人与鼠中性粒细胞存在种属差异，动物实验成

果难以直接外推［58］，且大规模标准化生产成本高，自体来源受限，异体应用则面临免疫排斥风险。

展望未来，NEVs研究将聚焦“智能重编程”与“精准化应用”。通过合成生物学手段精准编辑囊

泡分泌谱，有望为癌症、自身免疫性疾病及难治性组织损伤提供新一代精准疗法。尽管仍需攻克标准

化缺失、智能载体构建及联合疗法探索等挑战，但随着多学科交叉融合与技术突破，中性粒细胞仿生

囊泡有望成为下一代精准医疗的核心工具，为重大疾病治疗提供全新范式。

参考文献：

［1］ Giese M A，Hind L E，Huttenlocher A. Blood，2019，133（20）：2159-2167.
［2］ Sheneman K R，Cummins T D，Merchant M L，Hood J L，Uriarte S M，Lawrenz M B. J. Extracell. Vesicles，2025，14

（4）：e70074.
［3］ Pfister H. Diagnostics，2022，12（7）：1715.

表3　工程化中性粒细胞囊泡在疾病治疗中的研究进展
Table 3　Research progress of engineered NEVs in disease treatment

Disease model
Gastric cancer

Spinal cord injury
Lung cancer transplant 

ischemia/reperfusion
Sepsis/acute lung injury

Myocardial infarction
Bone repair

Atherosclerosis
Colon cancer/general tu⁃

mors
Fracture/bone regenera⁃

tion

Engineering strategy
rmIL-36γ pretreatment

Neutrophil membrane + M2 macro⁃
phage EVs

SOD2 overexpressing NEVs + 
ROS-responsive liposomes

Neutrophil membrane-coated 
nanoparticles

Neutrophil apoptotic body mem⁃
brane fused exosomes

Neutrophil membrane-engineered 
adipose-derived MSC EVs

Neutrophil membrane + pericytes
Neutrophil membrane + ginseng 

root-derived exosomes
Engineered neutrophil apoptotic 

bodies（eNABs）

Core cargo
miR-101-3p

Endogenous M2 EV 
Cargo

Ferrostatin-1（Ferropto⁃
sis inhibitor）

Sivelestat（neutrophil 
elastase inhibitor）

Endogenous exosome-

related proteins
Endogenous pro-angio⁃

genic factors
miR-206-3p

miRNA-182-5p
Hexyl 5-aminolevulinate

Main therapeutic mechanism
Targeted inhibition of MCL1，promoting tu⁃

mor cell apoptosis
Inhibit TNF-α/NF-κB pathway，alleviate 

neuroinflammation
Scavenge ROS，inhibit ferroptosis，protect 

endothelial barrier
Target endothelial cells，inhibit NETs for⁃

mation
Enhance homing ability，promote angiogen⁃

esis
Promote endothelial progenitor cell prolifera⁃

tion，accelerate vascularization
Promote cholesterol efflux，inhibit PANop⁃

tosis
Target NOX4/Drp-1/NLRP3 pathway，anti-

inflammatory/anti-tumor
Induce macrophage efferocytosis，promote 

inflammation resolution
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