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三种方法提取血清外泌体的比较研究
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摘　要：目的　比较超速离心法、沉淀法和尺寸排阻色谱法提取血清外泌体的得率和纯度。方法　选取 8 例健康体

检受试者血清，用三种方法提取外泌体，采用纳米流式检测仪、透射电子显微镜和 Pierce BCA 蛋白检测试剂盒分别

检测外泌体颗粒数、粒径分布、形态特征和蛋白浓度；分析外泌体颗粒数。外泌体颗粒数和蛋白总量比值、Triton 
X-100 处理前后颗粒数变化来评估外泌体提取的得率和纯度。结果　超速离心法、沉淀法和尺寸排阻色谱法提取外泌

体粒径均分布在 40~150 nm；透射电子显微镜下均能观察到呈明显茶托状的双层膜结构，但沉淀法提取的外泌体混有

聚乙二醇聚合物及蛋白大颗粒；蛋白质印迹结果显示三种方法提取的外泌体均表达外泌体标记蛋白；沉淀法提取的

血清外泌体颗粒数高于超速离心法和尺寸排阻色谱法 [(1.11±0.07)×1011 particley/ml vs (2.54±0.04)×1010particley/ml, 
(7.51±0.89)×1010particley/ml]，差异均有统计学意义（P<0.05），尺寸排阻色谱法提取外泌体颗粒数高于超速离心法

（P<0.001） ；尺寸排阻色谱法提取外泌体纯度高于超速离心法和沉淀法 [(5.66±0.45)×107particles/μg vs (7.65±0.42)×106 
particles/μg, (3.18±0.45)×106 particles/μg]，超速离心法提取外泌体纯度高于沉淀法，差异均有统计学意义（P<0.05）。

结论　超速离心法、沉淀法和尺寸排阻色谱法均能提取出血清外泌体，超速离心法步骤繁琐 , 耗时较长，提取外泌体得

率与纯度较低；沉淀法操作简单，耗时短，提取外泌体得率最高，但外泌体纯度最低；尺寸排阻色谱法操作简单，耗时

短，提取外泌体的纯度最高；相比而言，尺寸排阻色谱法显然优于超速离心法和沉淀法。
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Abstract: Objective　To compare the efficiency and purity of ultracentrifugation，precipitation and size-exclusion 
chromatography for extracting exosomes from serum. Methods　Three methods were used to extract serum exosomes. The 
number of exosomal particles, particle size distribution, morphological characteristics and protein concentration were detected by 
using nano flow detector, transmission electron microscope and Pierce BCA protein detection kit. Analyzed the number of 
exosomal particles, the ratio of the number of exosomal particles to total protein and the changes in the number of exosomal 
particles before or after Triton X-100 treatment to evaluate the yield and purity of exosomes extraction. Results　The particle 
size of the exosomes which had been extracted by ultracentrifugation, precipitation and size-exclusion chromatography were all 
distributed in the range of 40 ～ 150 nm, and the bilayer membrane with obvious saucer-like structure could be observed under 
transmission electron microscope, but the exosomes extracted by precipitation were mixed with polyethylene glycol polymers 
and large protein particles. The results of Western blot showed that the exosomes extracted by all three methods had expressed the 
tag proteins. The number of exosomal particles extracted by precipitation was higher than that of ultracentrifugation and size-
exclusion chromatography [（1.11±0.07）×1011 particles/ml vs（2.54±0.04）×1010 particles/ml, （7.51±0.89）×1010 
particles/ml]，the differences were statistically significant(all P<0.05), and the number of exosomal particles extracted by size-
exclusion chromatography was higher than that of ultracentrifugation (P<0.001). The purity of exosomes extracted by size-
exclusion chromatography was higher than that of ultracentrifugation  and precipitation [（5.66±0.45）×107  particles/μg vs
（7.65±0.42）×106 particles/μg，（3.18±0.45）×106 particles/μg], and the purity of exosomes extracted by 
ultracentrifugation was higher than that of precipitation, the differences were statistically significant(P<0.05). 
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Conclusion　Ultracentrifugation, precipitation and size-exclusion chromatography can extract the exosomes of Xueqing. 
Ultracentrifugation is cumbersome, time-consuming and the yield and purity of exosomes are low. The precipitation method is 
simple and time consuming, and the extraction yield of exosomes is the lowest, but the purity of exosomes its the lowest. Size 
exclusion chromatography is simple and time-consuming, and the purity of secretes is the highest. In contrast, size-exclusion 
chromatography is obviously better than ultracentrifugation and precipitation.
Keywords: exosomes; ultracentrifugation; precipitation; size-exclusion chromatography

外泌体是一种由细胞分泌的双层膜结构小囊

泡，直径 40~150 nm，它们广泛存在于血液、尿液、

母乳、腹腔积液、羊水、唾液和脑脊液等 [1-2]。外泌

体通过携带蛋白质和核酸等多种生物分子参与细胞

间通讯，从而调节机体的生理、病理过程 [3]。越来

越多的研究表明外泌体可以用于疾病的诊断和治疗
[4- 5]。外泌体的分离和鉴定对于研究其生物学及临床

应用功能是最基础也是最关键的步骤。目前，外泌

体常用的分离方法包括超速离心法、密度梯度离心

法、免疫吸附法、沉淀法及尺寸排阻色谱法等 [6-8]。

本研究拟选择超速离心法、沉淀法和尺寸排阻色谱

法提取并鉴定血清外泌体，旨在验证采用不同方法

提取血清外泌体的得率和纯度，为后续外泌体的研

究和应用提供参考依据。

1　材料和方法

1.1　研究对象　随机选取 2021 年 1 月 ~3 月赣南医

学院第一附属医院健康体检者 8 例，其中男性 4 例、

女性 4 例，年龄 20~40 岁，所有体检者体检结果均

在参考区间内。使用普通真空采血管采集受试者静

脉血 10 ml，室温静置 30 min 使血液凝集。将采集

血液在 4℃ 1 500×g 离心 20 min，取上清，上清液

在 4℃ 3 000×g 离心 15 min，收集上清（血清）每

管 1 ml，-80℃保存。所有受试者均签署知情同意书。

1.2　仪器与试剂　外泌体提取试剂盒（MA0404）

（沉淀法）购自大连美仑生物技术有限公司，尺寸

排阻色谱柱（EXOSEC1.0-3）购自辽宁润基生物科

技有限公司，Millipore 超滤管 (UFC810096) 购自北

京华力德科技有限公司，Pierce™ BCA 蛋白检测试

剂盒（23227）购自 Thermo Fisher Scientific 公司，

Triton X-100（T8200）购自北京索莱宝科技有限公

司。一抗抗体：CD9，CD63 和 HSP70（ab275018）

购自美国 Abcam 公司；二抗抗体：羊抗兔 IgG 抗

体（SA00001-2）购自武汉 Proteintech 公司。贝克

曼超速离心机（Optima-Max-Tl）购自美国贝克曼库

尔特公司，纳米流式检测仪（N30E）购自厦门福流

生物科技有限公司，透射电子显微镜（JEM1200EX）

购自日本 JEOL 公司。

1.3　方法  
1.3.1　外泌体提取：超速离心法：将 1 ml 血清在

4℃ 12 000×g 离心 30 min，弃沉淀吸取上清，4℃ 
110 000 ×g 离心 2 h，吸弃上清，沉淀重悬在 PBS

中；4℃ 110 000×g 离心 2 h，吸弃上清，沉淀重悬

在 100 μl PBS 中。沉淀法：按照试剂盒说明书，

取 1 ml 血清加入 0.2 ml 提取试剂，上下颠倒混匀，

4℃孵育 30 min，孵育结束后，4℃ 10 000×g 离心

10 min，吸弃上清，沉淀重悬在 100 μl PBS 中。

尺寸排阻色谱法：按照说明书，向柱子内加入 40 
ml PBS 冲洗柱子；柱内上方加入 1 ml 血清，继续

用 PBS 洗脱柱子并在下方收集含有外泌体馏分。将

收集的外泌体馏分加入超滤管中，4℃ 2 000×g 离

心，将样品浓缩至 100 μl。 
1.3.2　透射电子显微镜成像：取 20 μl 外泌体样

本置于铜网上静置 1 min，滤纸将铜网上的液体吸

干；吸取 20 μl 2g/dl 醋酸双氧铀染色液室温染色 1 
min，滤纸将铜网上的染液吸干，置于 60 W 白炽灯

下烤 3 min，镜下观察拍照。

1.3.3　外泌体的颗粒与直径：将已知浓度的二氧化

硅纳米颗粒质控球与粒径标准品混合硅球，在纳米

流式检测仪上检测，PBS 作为空白对照，将外泌体

样本混匀后进行检测，得到外泌体的颗粒数与直径。

1.3.4　蛋白印迹实验：采用 Pierce BCA 蛋白定量试

剂盒进行外泌体蛋白定量，向外泌体悬液中添加蛋

白上样缓冲液，100℃加热 10 min 变性；随后进行

12g/dl 丙烯酰胺凝胶电泳 2 h，电泳后用电转移将蛋

白转移至 PVDF 膜上，5g/dl 脱脂奶粉摇床封闭 1 h，

4℃条件下一抗孵育过夜，第二天加入二抗室温孵

育 1 h，在蛋白成像系统中曝光成像。

1.3.5　Triton X-100 破膜实验：外泌体具有双层膜

结构囊泡，容易被去污剂破膜溶解，而脂质、杂蛋

白不易破坏，通过检测经去污剂处理与未经去污剂

处理外泌体颗粒数来评估其纯度。取外泌体 10 μl
加入 10 μl 2g/dl Triton X-100，另一管 10 μl 外泌

体中加入 10 μl PBS 作为对照组，冰上孵育 1 h，

纳米流式检测仪检测 1min 内外泌体颗粒数。外泌

体破膜纯度百分比定义为（1- 对照组外泌体颗粒数

/Triton X-100 处理组外泌体颗粒数）×100%[9]。

1.4　统计学分析　采用 GraphPad Prism 8.0 软件

进行数据分析 , 各处理组数据采用均数 ± 标准差

（x±s）表示 , 多组间比较采用单因素方差分析。当

P <0.05，认为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　外泌体粒径分析　见图 1。采用纳米流式检



141现代检验医学杂志　第 36 卷　第 6 期　2021 年 11 月　J Mod Lab Med, Vol. 36, No. 6, Nov. 2021

测仪检测外泌体的直径。超速离心法、沉淀法和

尺寸排阻色谱法提取的外泌体颗粒直径分别为

70.26±0.27，73.09±0.24，69.97±0.75nm。两两比

较，差异无统计学意义（P>0.05）。

2.2　外泌体电镜分析　见图 2。透射电镜结果显示，

三种方法所提取的外泌体在电镜下均呈一侧凹陷

半球形双层膜囊泡，囊泡直径在 30~200 nm 之间，

但沉淀法提取的外泌体混有聚乙二醇聚合物及蛋

白颗粒。

A. 超速离心法 B. 沉淀法 C. 尺寸排阻色谱法

图 1　三种方法提取外泌体粒径大小

A. 超速离心法 B. 沉淀法 C. 尺寸排阻色谱法

图 2　三种方法提取外泌体在透射电镜下的形态

2.3　外泌体蛋白标志物的鉴定　免疫印迹法检测

结果表明，超速离心法、沉淀法和尺寸排阻色谱法

提取的血清外泌体均表达外泌体蛋白标志物 CD9，

CD63 和 HSP70（见图 3）。
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图 3　免疫印迹法鉴定外泌体蛋白标志物

2.4　外泌体提取得率及纯度评估　外泌体颗粒

数是评价外泌体提取得率的重要指标，颗粒数越

多表明得率越高，沉淀法提取血清外泌体颗粒数

为（1.11±0.07）×1011 particles/ml， 高 于 超 速 离

心 法（2.54±0.04）×1010particles/ml（t=20.79，P 
<0.001）和 尺 寸 排 阻 色 谱 法（7.51±0.89）×1010 
particles/ml（t=5.39，P= 0.014）， 尺 寸 排 阻 色 谱

法提取血清外泌体颗粒数高于超速离心法（t=9.62，

P< 0.001），差 异 均 有 统 计 学 意 义。 以 外 泌 体 颗

粒数与蛋白总量比值表示外泌体的提取纯度，比

值越高表明外泌体纯度越高。尺寸排阻色谱法提

取外泌体颗粒数与蛋白总量比值为（5.66±0.45）

×107 particles/μg，高于超速离心法（7.65±0.42）

×106 particles/μg（t=18.79，P <0.001） 和 沉 淀

法（3.18±0.45）×106 particles/μg（t=20.40，P 
<0.001），超速离心法提取外泌体颗粒数与蛋白总

量比值高于沉淀法（t=4.45，P =0.046），差异均有

统计学意义。以 Triton X-100 处理外泌体前后颗粒

数变化表示外泌体破膜纯度百分比，百分比越高表

明外泌体纯度越高。尺寸排阻色谱法提取外泌体破

膜纯度百分比为（87.06±2.20）%，高于超速离心

法（42.13±2.21）%（t=24.92，P <0.001） 和 沉 淀

法（26.46±5.37）%（t=18.09，P < 0.001）， 超 速

离心法提取外泌体破膜纯度高于沉淀法（t=4.67，P 
=0.042），差异均有统计学意义。

3　讨论

外泌体作为一种新型诊断标志物，具有快速、

高效和经济等多方面优点，在临床诊断和治疗中具

有重要的潜在应用价值。但是由于其形成环境复杂，

直径小等原因，理想的分离技术一直是限制外泌体

研究和应用的关键。

超速离心法是第一种用于外泌体分离的技术，

并且仍然是文献中最常见的技术 [10]。尽管它已被认

为是外泌体分离的“金标准”，但该方法仍然存在
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一些缺点 [11- 12]。它费时、费力，并且需要专用的超

速离心机，此外，过高的离心速度可能会对外泌体

完整性产生影响 [13-14]。沉淀法是一种广泛用于外泌

体分离的方法，这种方法大多数都应用了基于聚乙

二醇通过离心沉淀获得外泌体。由于其得率高、操

作简单、成本低廉等优点而广受欢迎。尽管沉淀法

得率高，但分离的外泌体纯度通常很低，因为几乎

所有可溶性颗粒也会被沉淀下来 [15-16]。近年来，尺

寸排阻色谱法被越来越广泛地用作外泌体分离的第

二常规选择，它高效、操作简单且耗时短。此外，

尺寸排阻色谱法使用重力流原理对外泌体结构及功

能损害最小 [17]。本研究通过超速离心法、沉淀法和

尺寸排阻色谱法提取血清外泌体，并比较其得率与

纯度。实验结果表明，三种方法均能提取出外泌体，

超速离心法步骤繁琐 , 耗时较长，提取外泌体得率

与纯度较低；沉淀法操作简单，耗时短，提取外泌

体得率最高，但外泌体纯度最低；尺寸排阻色谱法

操作简单，耗时短，提取外泌体得率与纯度最高；

相比而言，尺寸排阻色谱法优于超速离心法和沉

淀法。

随着对外泌体研究的深入，外泌体分离方法也

越来越多，不同的分离方法各有特点。本文从得率

和纯度两个方面比较了目前常用的超速离心法，沉

淀法和尺寸排阻色谱法提取血清外泌体的优缺点，

希望能为后续外泌体的研究和应用提供参考依据。

研究人员应该根据样本类型、实验条件等选择合理

的分离方法，尽可能地在外泌体得率和纯度之间找

到平衡。
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