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摘要：外泌体是由细胞分泌的脂质双分子层包裹的纳米级囊泡颗粒，携带多种蛋白质、脂质、核酸、代谢物等成分，
广泛存在于各种体液中，是细胞间通讯的重要介质。 外泌体参与免疫调节、血管生成、肿瘤发生和转移等多种生理

病理过程，在临床诊疗中具有巨大潜力。 首先，外泌体来源丰富、结构稳定、反映亲本细胞状态，有望成为疾病的新

型诊断标志物。 其次，干细胞来源的外泌体具有治疗潜力，且具有低免疫原性、高安全性和易于存储等优点，对神

经退行性疾病、心血管疾病和癌症等疾病具有治疗潜力。 另外，外泌体生物相容性好，具有天然的归巢性能，易穿

透生物屏障，是优良的药物递送载体。 外泌体的分离富集是其下游分析和应用的前提，高纯度、高收率、高通量的

分离方法将有助于发挥外泌体在临床诊疗中的应用潜力。 基于外泌体的密度、尺寸、电荷、表面成分等物理化学性

质，外泌体分离方法主要分为基于密度的分离方法、基于尺寸的分离方法、聚合物沉淀法以及化学亲和法等。 本文

对目前外泌体分离富集技术的最新进展进行了归纳总结，并对其在疾病诊断标志物筛选、干细胞来源外泌体用做

治疗剂以及外泌体用做药物递送载体等应用进行了介绍，最后对面向疾病诊疗的外泌体分离富集技术的未来发展

趋势进行了展望。
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引用本文：侯国姗，袁辉明，梁振，张丽华，张玉奎． 外泌体分离富集技术及其在疾病诊疗中的应用． 色谱，２０２５，４３（５）：４３４－４４５．
ＨＯＵ Ｇｕｏｓｈａｎ， ＹＵＡＮ Ｈｕｉｍｉｎｇ， ＬＩＡＮＧ Ｚｈｅｎ， ＺＨＡＮＧ Ｌｉｈｕａ， ＺＨＡＮＧ Ｙｕｋｕｉ． Ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｓｅａｓｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２５，４３（５）：４３４－４４５．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｅｘｏｓｏｍｅ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ； ｄｉｓｅａｓｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　 　 外泌体是由细胞分泌的脂质双分子层包裹的纳

米级囊泡结构，携带多种蛋白质、脂质、核酸、代谢物

等成分，广泛存在于血液、尿液、唾液、母乳、脑脊液

和泪液等体液中［１］。 外泌体来自母体细胞，可与受

体细胞进行物质和信息交流，成为细胞间通讯的重

要介质，参与免疫调节、血管生成、肿瘤发生和转移

等多种生理病理过程［２，３］。 由于其来源丰富、结构

稳定、反映亲本细胞状态，外泌体作为疾病的诊断标

志物在液体活检中具有巨大潜力［４］。 此外，研究发

现干细胞分泌的外泌体具有治疗潜力，但相比于干

细胞，外泌体不会出现异常分化和肿瘤生长等问题，
且具有高生物活性、低免疫原性、高安全性和易于存

·５３４·



色 谱 第 ４３ 卷

储等优点，有望成为神经退行性疾病、心血管疾病和

癌症等疾病的新型治疗剂［５］。 另外，外泌体生物相

容性好，具有天然的归巢性能，易穿透生物屏障（例
如血脑屏障），可被修饰靶向特定细胞，且能装载多

种药物，是优良的药物递送载体［６］。 因此，外泌体

在疾病的诊断、治疗和药物递送等方面展现出良好

的应用前景。
　 　 外泌体的分离富集是其下游分析和应用的前

提。 但外泌体本身粒径小（３０ ～ ２００ ｎｍ），含量低，
在粒径、内容物、功能和来源方面具有高度异质性，
且存在于含有各种干扰物的复杂体液微环境中，这
使得外泌体的高效分离成为挑战［１］。 外泌体分离

技术主要基于外泌体自身的密度、大小、电荷等物理

特性以及表面蛋白质、脂质等化学成分的特异性亲

和，实现外泌体与其他成分的区分［７］。 纯度、回收

率、通量等是衡量一项外泌体分离技术是否先进的

基本指标。 随着近十几年外泌体领域的高速发展，
新的外泌体分离方法层出不穷，但目前依然没有单

一方法能够兼顾高纯度、高回收率、高通量，且能够

保持外泌体高生物活性。 因此，仍需要发展新型的

外泌体分离制备方法，既可实现高质量外泌体的规

模化制备以满足临床治疗应用，又可实现微量样品

中外泌体的高效分离以满足临床微量珍贵样品的分

析检测。
　 　 本文对目前外泌体分离技术的最新进展进行了

归纳总结，并对外泌体作为疾病诊断治疗标志物、疾
病治疗剂、药物递送载体等在临床诊疗研究中的应

用进行了介绍，最后进行了总结和展望，以期为外泌

体分离新方法和新技术的开发提供参考。

１　 外泌体分离富集

　 　 外泌体的分离和富集是其生物医学研究和临床

转化的必要前提。 目前在外泌体研究领域没有标准

的分离方法，许多分离方法存在耗时耗力、分离效率

低、影响生物活性等不足，限制了它们对临床环境的

适用性。 制约外泌体分离富集的主要技术障碍在

于：（１）如何区分外泌体与其他干扰成分，例如尺寸

为 ２００～ １ ０００ ｎｍ 的微泡以及在尺寸、密度上和外

泌体有重叠的脂蛋白等；（２）如何简化外泌体的提

取，提高外泌体的纯度、产率、回收率和通量，并且能

够保持外泌体的高生物活性。 基于外泌体的密度、
尺寸、电荷、表面成分等物理化学性质，外泌体分离

富集方法可以分成以下几类：基于密度的分离方法、

基于尺寸的分离方法、聚合物沉淀法以及化学亲和

法等。 本节将对传统及新兴的外泌体分离富集方法

的最新进展进行综述。
１．１　 基于密度的分离方法

　 　 基于密度的分离方法主要根据外泌体与杂质的

沉降系数的差别，利用高速离心力对外泌体进行分

离富集，可分为差速超速离心法和密度梯度离心法

两类。
１．１．１　 差速超速离心法

　 　 １９８７ 年，Ｊｏｈｎｓｔｏｎｅ 等［８］ 首次采用差速超速离

心技术从绵羊网织红细胞培养基中分离出外泌体，
目前该法已成为外泌体分离最常使用的“金标准”。
该技术基于外泌体的沉降系数与其他共存污染物的

差异，在 ３００ ｇ 离心力去除细胞、２ ０００ ｇ 离心力去除

死细 胞、 １０ ０００ ｇ 离 心 力 去 除 细 胞 碎 片 后， 以

１００ ０００ ｇ 离心力对外泌体颗粒进行沉降，实现外泌

体的获取［９］。 差速超速离心法分离外泌体的效率

受到离心参数（如转子类型、转速和持续时间）和样

品性质（如黏度和体积）等因素的影响，实际操作过

程中需考虑这些因素以获得最佳的外泌体分离纯度

和回收率。 反复的超速离心可以减少与外泌体共沉

降的杂质从而提高纯度，但也会导致外泌体损失而

降低回收率。 尽管差速超速离心法目前被广泛认可

和使用，但仍有许多缺点，比如依赖体积庞大且昂贵

的仪器，处理过程耗时耗力（ ＞４ ｈ），所需初始样本

量大，回收率低（ ＜２５％），聚集蛋白质污染，且超高

速的离心力存在损伤外泌体结构从而降低生物活性

的风险等［１０］。
１．１．２　 密度梯度离心法

　 　 在差速超速离心法的基础上，发展了纯度更高

且能分离特定外泌体亚群的密度梯度离心法。 该方

法基于外泌体密度（１􀆰 １３ ～ １􀆰 １９ ｇ ／ ｍＬ）与杂质密度

的不同，使外泌体和杂质分别在不同密度梯度层溶

液中达到离心力和浮力之间的平衡，从而实现与其

他杂质颗粒的分离。 在该方法中，外泌体样本可以

“自下而上”（将样本与高密度介质混合加在离心管

的底部，并在上方依次加入密度递减的梯度层，超速

离心使密度小于周围介质的颗粒上浮，最终到达与

其浮力密度相对应的密度层）或“自上而下” （梯度

液的密度自上而下依次递增，将外泌体样本加到梯

度顶部，超速离心使颗粒进入梯度并最终到达浮力

密度平衡层）进行分离富集。 蔗糖和碘克沙醇是常

用的外泌体分离介质［１１］。 其中，碘克沙醇比蔗糖的
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渗透压低，更有助于保持外泌体的完整性和功

能［１２］。 Ｖａｎ Ｄｅｕｎ 等［１３］ 评估了 ４ 种常用的外泌体

制备方法（超速离心、ＯｐｔｉＰｒｅｐ 密度梯度离心和 ２
种市售试剂盒 ＥｘｏＱｕｉｃｋ、Ｔｏｔａｌ Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ）对外泌体产量、纯度、大小、形态以及蛋白

质组和转录组含量的影响，结果表明分离方法的选

择会严重影响外泌体群体的提取，从而影响组学特

征，ＯｐｔｉＰｒｅｐ 密度梯度离心法在外泌体纯度上优于

其他 ３ 种方法，并揭示了独特的 ｍＲＮＡ 谱。 然而，
与传统的超速离心法相比，密度梯度离心法需要的

分离时间更长（１８ ｈ［１１，１４］、６２ ｈ［１５］、４８～９０ ｈ［１６］ ），并
且对操作人员的技术要求更高。
　 　 基于“自下而上”和“自上而下”密度梯度离心

法的外泌体分离示意图见图 １［１７］。

图 １　 基于“自下而上”和“自上而下”密度梯度离心法的

外泌体分离示意图［１７］

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂａｓｅｄ
ｏｎ “ｂｏｔｔｏｍ⁃ｕｐ” ａｎｄ “ ｔｏｐ⁃ｄｏｗｎ” ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａ⁃
ｄｉｅｎｔ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ［１７］

　

１．２　 聚合物沉淀法

　 　 聚合物沉淀法通过将亲水性聚合物添加到样本

中，使外泌体周围的水分子被聚合物束缚，从而降低

外泌体的溶解度并迫使外泌体在低速离心下聚集沉

淀。 聚乙二醇（ＰＥＧ）是最常用于沉淀外泌体的聚

合物［１８，１９］。 Ｗｅｎｇ 等［２０］考察了聚合物种类、ＰＥＧ 相

对分子质量和浓度以及离子强度对外泌体分离的影

响，发现 １０％ （ｇ ／ ｍＬ） ＰＥＧ （Ｍｗ １０ ｋＤａ）且不添加

任何盐离子的富集效果最好。 Ｋｕｍａｒ 等［２１］ 提出利

用壳聚糖从多种生物体液中分离外泌体，壳聚糖是一

种天然阳离子多糖，可通过与外泌体表面负电荷的磷

脂膜相互作用促进沉淀， 但该方法依赖于在酸性条

件（ｐＨ≈３）下溶解壳聚糖实现外泌体富集，中性条件

下效率显著降低，且高盐洗脱（２ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ）可能破

坏外泌体膜完整性或影响下游功能分析。 目前市售

的外泌体分离试剂盒大多基于聚合物沉淀原理，如
ＥｘｏＱｕｉｃｋ （ ＳＢＩ ）、 Ｔｏｔａｌ Ｅｘｏｓｏｍｅ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔ
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）和 Ｅｘｏ⁃Ｐｒｅｐ （ＨａｎｓａＢｉｏＭｅｄ）等。

总之，聚合物沉淀法操作简便，外泌体收率高，具有

可重复性，且不依赖大型设备，但是该方法分离的外

泌体纯度不高，含有大量杂蛋白，且聚合物难以去除

可能影响下游分析，使用过程中可考虑和其他分离

方法结合以改进外泌体的制备。
１．３　 基于尺寸的分离方法

　 　 基于尺寸的分离方法是指根据外泌体（３０～２００
ｎｍ）和其他杂质尺寸的差异对外泌体进行分离，主
要包括超滤法、体积排阻色谱法、场流分离法等。
１．３．１　 超滤法

　 　 超滤法采用特定截留相对分子质量的多孔滤

膜，尺寸大的外泌体颗粒被捕获在超滤膜上，而尺寸

较小的杂质和多余液体穿过滤膜进入另一侧，从而

实现外泌体的分离和浓缩［２２］。 Ｌｉｕ 等［２３］ 报道了一

种基于纳米孔膜的外泌体总分离芯片（ＥｘｏＴＩＣ），使
用 ２００、１００、８０、５０ 和 ３０ ｎｍ 孔径的滤膜模块串联，
可以实现不同尺寸外泌体的分离。 超滤法简单、经
济且高效，但该方法容易使外泌体黏附在滤膜上造

成损失，且容易堵塞膜孔导致外泌体产率下降和滤

膜使用寿命缩短［２４］。 相比于死端过滤，切向流过滤

技术提供了一种更有吸引力的选择。 在切向流过滤

中，流体沿滤膜平行方向流过，切向流速产生的剪切

力大大减小了膜污染程度，从而有效减缓了滤饼层

的堆积，提高了样品处理能力［２５］。 此外，由于过滤

过程中保持较低的压力和剪切力，分离过程比较温

和，有助于保持外泌体的结构和功能完整性。 目前

市售的配备有中空纤维膜的切向流装置，如 Ｋｒｏｓ⁃
Ｆｌｏ ＫＲ２ｉ 和 ＡＫＴＡ ｆｌｕｘ 等，已成功用于外泌体的分

离制备［２４，２６］。 然而，这些装置仅依赖于尺寸筛分的

单一分离机制，且膜孔径分布范围广，导致分离出的

外泌体纯度不够。 此外，这些设备在临床转化中存

在操作繁琐、难以灭菌等困难。 Ｈｏｕ 等［２７］提出了一

种电场辅助切向流过滤系统（Ｅ⁃ＴＦＦ），如图 ２ 所示，
该系统结合 ２０ ｎｍ 滤膜的孔径筛分与基于电泳迁

移的分离，实现了从细胞培养液中协同分离高质量

外泌体。 与超速离心法相比，Ｅ⁃ＴＦＦ 将外泌体纯度

提高了 １􀆰 ４ 倍，产率提高了 １５􀆰 ８ 倍，且用时仅为超

速离心法的 １ ／ ４，并证明了所制备外泌体的高生物

活性，为外泌体的批量高效制备提供了有效的平台。
１．３．２　 体积排阻色谱法

　 　 体积排阻色谱法是采用多孔聚合物微球填充的

色谱柱，利用外泌体与干扰蛋白的尺寸差异实现外

泌体分离［２８］。 在色谱柱中，蛋白质和其他尺寸较小

·７３４·
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图 ２　 基于电场辅助切向流过滤系统的外泌体规模化制备示意图［２７］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｓｃａｌｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｉｅｌｄ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｔａｎｇｅｎｔｉａｌ ｆｌｏｗ ｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ［２７］

的污染物可以扩散到微球孔隙中，通过的路径较长

从而洗脱时间长，而尺寸较大的外泌体可以快速通

过并被直接洗脱，先于杂质流出色谱柱，从而实现外

泌体与杂质的区分［２９］。 使用过程中，需考虑分离介

质类型、孔径、外泌体与介质的相互作用、柱尺寸、柱
填料以及流速等因素，以提高分离效率和分辨率。
Ｇｕｏ 等［３０］通过优化柱填料孔径、填充体积、洗脱体

积等，发展了二分式尺寸排除色谱法，只需 １ 次大体

积洗脱（总耗时约 ２２ ｍｉｎ）即可从血清、血浆等复杂

体液中高效分离高纯度的外泌体。 Ｚｈｅｎｇ 等［３１］ 利

用二维体积排阻色谱法实现了尿液来源外泌体大、
中、小尺寸 ３ 个亚群的细分，并通过蛋白质组学技术

分析了这 ３ 个亚群翻译后修饰蛋白表达谱的差异。
目前，商品化的体积排阻色谱柱如 ＳｍａｒｔＳＥＣ Ｓｉｎｇｌｅ
ｆｏｒ ＥＶ Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ （ＳＢＩ）、ｑＥＶ （ Ｉｚｏｎ）和 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ
（ＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）等已被成功开发并广泛应用。 体

积排阻色谱法的独特优势在于，分离过程中剪切力很

小，有利于保持外泌体的完整性和天然生物学特性，
但该方法会稀释样本，且不适合大量样本处理，此外，
该方法无法区分尺寸和外泌体相似的脂蛋白等非外

泌体颗粒，导致分离纯度低，难以满足临床需求。
１．３．３　 场流分离法

　 　 场流分离是由 Ｇｉｄｄｉｎｇｓ 等［３２，３３］于 １９６６ 年提出

的一种分离技术，指在样品流动方向上垂直施加力

场，使流体中的颗粒在场力作用下实现基于大小的

分离，该技术可以高分辨率地分离从几纳米到约

１００ μｍ 大小的颗粒。 在场流分离中，不同尺寸大

小的颗粒在载液的层流作用下，同时受到垂直方向

的外部力场和自身的布朗运动扩散的作用力，这两

种驱动力的平衡使颗粒分布在通道内液流抛物线剖

面不同高度的位置上，通道中心的流速较快，靠近通

道内壁的流速相对较慢，从而达到分离的目的。 根

据所加外力场的类型，可以分为沉降场流分离、流场

流分离、热场流分离、电场流分离等［３４］。 其中，非对

称流场流分离技术被广泛应用于外泌体分离［３５－３７］。
在该方法中，分离通道的底壁被具有特定截留尺寸

的半透膜代替，允许溶剂和小于截留尺寸的小分子

透过，而保留大于截留尺寸的样品成分。 Ｚｈａｎｇ
等［３５，３８］利用非对称流场流分离结合紫外吸收与动

态光散射的实时监测，分离得到了两种细胞外囊泡

亚群（大囊泡，９０ ～ １２０ ｎｍ；小囊泡，６０ ～ ８０ ｎｍ）以

及一类非膜性纳米颗粒（约 ３５ ｎｍ），这 ３ 类亚群显

示了不同的器官生物分布模式和生物功能。 最近，
Ｈｕ 等［３７］采用优化的不对称流场流分离结合密度垫

超速离心法，从人血浆和血清中获得了高纯度、完整

且脂蛋白污染极低的外泌体，并进一步利用蛋白质

组学分析了血浆外泌体标志物。 场流分离法具有快

速、无标记、全自动、高重现性的优点，因不需要固定

相及较小的外力，分离过程更加温和，与不同的检测

器结合可用于所分离外泌体的进一步分析，应用不
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同类型的外力场可发挥尺寸分离与其他分离驱动力

的协同效应。 但该方法的局限性在于外泌体的回收

率有待提高，不适用于大体积样品，且装置的复杂制

作和操作在很大程度上限制了它们在生物医学研究

中的应用和推广。

图 ３　 基于反向富集策略的外泌体分离方法示意图［３９］

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ［３９］

１．３．４　 反向富集法

　 　 基于外泌体和蛋白质杂质的尺寸差异，Ｌｉ 等［３９］

开发了第一个针对外泌体富集的反向富集策略（图
３）。 在该方法中，利用具有氧化石墨烯内核和聚醚

砜外壳的材料（ＳＮＡＰｓ），基于表面尺寸筛分以及氧

化石墨烯对蛋白质的强大吸附特性，尺寸较小的杂

质蛋白可以被氧化石墨烯不可逆地吸附在 ＳＮＡＰｓ
内部，而由于 ＳＮＡＰｓ 的表面孔径为 １０ ～ ４０ ｎｍ，尺
寸较大的外泌体被排除在材料外部，实现了尿液外

泌体（４􀆰 ９１±１􀆰 ０１）×１０１０ 粒 ／ μｇ 蛋白质的富集，比超

速离心、体积排阻色谱和 ＰＥＧ 沉淀法高 ４０􀆰 ９ ～ ２３４
倍，并实现了 ９０􀆰 ４％ ～ ９３􀆰 ８％ 的外泌体回收率。 利

用这种反向富集策略分离尿液外泌体并进行蛋白质

组学分析，实现了免疫球蛋白 Ａ 肾病患者和健康供

体的成功区分。
１．４　 基于表面成分亲和的分离方法

　 　 近年来，利用与外泌体表面成分具有化学亲和

力的成分，发展了许多新兴的外泌体分离方法。 基

于亲和的分离方法主要包括：针对外泌体表面蛋白

的抗体［４０－４２］、适配体［４３－４５］，针对外泌体表面脂质的

脂质探针［４６－４８］，针对外泌体表面磷脂分子的磷脂酰

胆碱（ＰＣ）亲和分子［４９］、磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）亲和分

子［５０，５１］ 和 对 表 面 磷 酸 根 具 有 高 亲 和 力 的 钛

（Ｔｉ） ［５２］，还有一些亲和肽［５３－５５］等。
１．４．１　 抗体法

　 　 基于抗体的外泌体分离方法主要利用外泌体常

见表面生物标志物的特异性抗体，如溶酶体相关膜

蛋白 ３（ＣＤ６３） ［４０］、白细胞分化抗原 ９（ＣＤ９） ［４１］ 和

四跨膜相关蛋白 １（ＣＤ８１） ［４２］ 以及癌症特异性标志

物的抗体，如上皮细胞黏附分子（ＥｐＣＡＭ） ［５６］、表皮

生长因子受体（ＥＧＦＲ） ［５７］和磷脂酰肌醇蛋白聚糖⁃１
（ＧＰＣ⁃１） ［５８］等，实现肿瘤来源外泌体的分离。 最

近，Ｌｉ 等［４２］发展了一种外泌体识别和检测生物芯片

（ＥＶＩＤ⁃ｂｉｏｃｈｉｐ），通过将 ＣＤ８１ 抗体和具有抗污染

能力的两性离子修饰在磁球上，将磁球和血清样品

等速注入微流控芯片的蛇形通道中，实现了帕金森

病患者血清中外泌体的高效分离。 Ｗａｎｇ 等［４０］ 将

ＣＤ６３ 修饰在具有高表面积和优异分散性能的纤维

素纳米纤维上，实现了高达 ８６􀆰 ４％ 的外泌体捕获效

率，将其应用于分离血浆中外泌体并分析癌症相关

蛋白和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，为液体活检中的肿瘤诊断提供

·９３４·
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了有希望的标志物。 基于抗体的外泌体分离方法简

单、快速，具有高特异性，但存在试剂昂贵，步骤繁

琐、处理样本量小等局限性，不适合高通量分离，此
外抗体⁃抗原结合的强亲和力也使外泌体解离以进

行后续功能分析具有挑战性。

图 ４　 基于两亲分子⁃树突状分子超分子探针的外泌体分离方法示意图［６２］

Ｆｉｇ． ４　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｐｈｉｐｈｉｌｅ⁃ｄｅｎｄｒｉｍｅｒ ｓｕｐｒａｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｐｒｏｂｅ （ＡＤＳＰ） ［６２］

１．４．２　 适配体法

　 　 除了基于抗体的免疫亲和方法，还发展了适配

体作为抗体的替代品用于外泌体的靶向分离捕获。
适配体是一类通过指数富集的配体系统进化技术

（ＳＥＬＥＸ）筛选得到的具有特异性分子识别能力的

单链寡核苷酸。 目前用于外泌体分离的核酸适配体

的筛选主要以外泌体表面蛋白质为靶标。 适配体通

常被修饰在不同的材料或界面，如磁性 Ｔｉ３Ｃ２ 复合

材料［４３］、纳米球［４４］、微流控芯片表面［４５］、磁球［５９］、
碳布［６０］等，用于外泌体的高效捕获。 Ｃｕｉ 等［４３］制备

了一种 ＣＤ６３ 适配体功能化的磁性 Ｔｉ３Ｃ２ 复合材料

（Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｔｉ３Ｃ２＠ ＰＥＩ＠ ＤＳＰ＠ ａｐｔａｍｅｒ＠ ＦＡＭ⁃ｓｓＤ⁃
ＮＡ）用于同时富集和检测外泌体，ＣＤ６３ 适配体识

别和捕获外泌体后进行磁分离，最后通过切割二硫

键释放外泌体，实现了保持结构和功能完整性的外

泌体高效富集。 Ｚｈａｎｇ 等［４４］报道了一种使用 ＣＤ６３
适配体功能化的聚多巴胺纳米球（ＳＩＭＰＬＥ）用于快

速分离和高灵敏度多色彩视觉检测外泌体的新方

法，通过合成 １７０ ｎｍ 的适配体功能化的聚多巴胺

纳米球，可以选择性结合外泌体表面的特定蛋白质，
两者的结合使外泌体的总体尺寸增加，从而允许通

过滤膜（孔径 ２００ ｎｍ）快速分离外泌体。 与抗体相

比，适配体具有稳定性高、易于位点特异性修饰、空
间位阻低、合成可控、成本低等优点。 但该方法的局

限性在于，目前发展的适配体只能识别外泌体表面

的特异性蛋白，其识别和捕捉效果取决于该蛋白质

在外泌体表面表达的含量，由于外泌体的高度异质

性，并不是所有外泌体都在表面表达同一种蛋白质，
因此导致适配体的结合性能降低。
１．４．３　 基于脂质分子亲和的分离

　 　 外泌体表面的磷脂双分子层也是亲和捕获的重

要目标。 脂质探针和外泌体脂质膜的强疏水相互作

用是实现外泌体有效分离的途径之一。 Ｗａｎ 等［６１］

报道了一种脂质纳米探针（ＬＮＰ）系统，利用生物素

标记 的 １，２⁃二 硬 脂 酰⁃ｓｎｇｌｙｃｅｒｏ⁃３⁃磷 酸 乙 醇 胺

（ＤＳＰＥ）通过疏水作用插入外泌体膜，随后通过与

亲和素磁球的结合，实现细胞培养液和血浆中外泌

体的快速分离。 Ｆｅｎｇ 等［６２］ 发展了一种两亲分子⁃
树突状分子超分子探针（ＡＤＳＰ），如图 ４ 所示，利用

具有两亲性的两性霉素 Ｂ 功能化到高度分支的树

突状分子上，可以有效地插入外泌体膜，通过探针与

外泌体脂质双分子层之间的多价相互作用实现外泌

·０４４·
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体的高效捕获，将 ＡＤＳＰ 涂覆在硝化纤维素（ＮＣ）
膜上，实现了外泌体的原位捕获和蛋白质检测。 最

近，Ｗｅｅｒａｋｋｏｄｙ 等［４６］ 发展了用于细胞外囊泡亚群

快速高纯度分离和大小特异性富集的光敏纳米脂质

探针，探针中 ＤＳＰＥ 可确保有效的外泌体捕获，光敏

连接剂在光照下发生裂解促进外泌体以接近天然的

形式释放，实现了 １ ｈ 内从复杂的生物培养基中分

离出高纯度的外泌体，并将其分离成基于大小的亚

群，比超速离心具有更高的效率和纯度。 Ｐａｎ 等［４８］

报道了一种快速高效的外泌体分离平台（ＥＶ⁃ＦＩＳＨ⁃
ＥＲ），由金属⁃有机框架（ＭＯＦ）结合可断裂脂质探

针（ＰＯ４
３－ ⁃ＤＮＡ⁃胆固醇，ＰＳＤＣ）组成，胆固醇用于捕

获外泌体，低速离心实现富集，随后加入脱氧核糖核

酸酶Ⅰ （ＤＮａｓｅ Ⅰ）水解 ＰＳＤＣ 中的 ＤＮＡ 以分离

外泌体。 胆固醇对外泌体膜的高亲和力结合 ＭＯＦ
的优势使 ＥＶ⁃ＦＩＳＨＥＲ 在时间、分离效率和分离条

件方面优于超速离心法。 与外泌体磷脂膜中磷酸根

具有螯合作用和高亲和力的钛（Ｔｉ）也是实现外泌

体分离的有效途径。 Ｐａｎ 等［６３］ 利用二氧化钛微球

高选择性纯化血浆中的外泌体，与超速离心法相比，
该方法可将分离过程缩短至 ２０ ｍｉｎ，从 １００ μＬ 血

浆中分离得到约 １０８ 个外泌体粒子，并将其用以描

述糖尿病视网膜病变的代谢特征。
　 　 针对外泌体表面特定的磷脂分子也发展了很多

新兴的分离方法。 磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）和磷脂酰胆

碱（ＰＣ）是外泌体膜上两类主要的磷脂分子［６４］。 Ｔ
细胞免疫球蛋白和黏蛋白结构域蛋白 ４（Ｔｉｍ４）是

ＰＳ 分子的天然受体，对 ＰＳ 分子有高亲和力［６５］。
Ｚｈｏｕ 等［５０］发展了一种 ＰＳ 印迹材料，通过与 ＰＳ 亲

水头部基团特异性结合，实现了人尿液外泌体的高

效和高特异性分离。 Ｌｉ 等［４９］基于外泌体膜上的 ＰＣ
和修饰在磁球上的磷酸胆碱（ＣＰ）之间的可逆两性

离子配位，发展了一种快速（＜３０ ｍｉｎ）、收率和纯度

超过 ９０％、可适用于多种生物体液（如血清、尿液和

唾液）的外泌体分离方法，将该方法与蛋白质组学

相结合，鉴定出外泌体上的一组差异表达蛋白作为

潜在的结肠癌生物标志物（图 ５）。
１．４．４　 基于亲和多肽的分离

　 　 对外泌体表面具有特异性亲和力的多肽也被用

于外泌体的分离。 Ｓｕｎ 等［５３］ 利用一种带有高正电

荷的穿膜钛八精氨酸 Ｒ＋
８ 和 Ｔｉ（Ⅳ）协同分离微量培

养液中外泌体并进行磷酸蛋白质组学分析，将其应

用于小体积脑脊液监测原发性中枢神经系统淋巴瘤

图 ５　 基于 ＰＣ⁃ＣＰ 两性离子配位的外泌体分离方法示意图［４９］

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＰＣ⁃ＣＰ ｚｗｉｔｔｅｒｉｏｎｉｃ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅ⁃
ｇｙ［４９］

患者的化疗结果，为临床应用提供了工具。 Ｚｏｎｇ
等［６６］提出一种双开关低 ｐＨ 插入肽（Ｄ⁃Ｓ ｐＨＬＩＰ）系
统，能特异性地插入循环肿瘤微环境来源的外泌体

膜中，再结合磁分离策略，选择性地从血清中分离富

集循环肿瘤微环境来源的外泌体。 Ｓａｌｅｒｎｏ 等［５４］开

发了一种 ＢＰｔ 肽功能化中空纤维膜组件，ＢＰｔ 肽是

一种基于静电和疏水相互作用选择性结合纳米囊泡

膜的肽序列，实现了人心脏祖细胞培养液中高纯度

外泌体的分离富集。
　 　 随着外泌体领域的快速发展，新型的分离方法

不断推陈出新。 表 １ 总结了目前常用的外泌体分离

方法的原理、优缺点及适用性。 迄今为止，仍然没有

普遍适用的外泌体分离方法，需要根据特定的研究

目的选择相应的适用方法。 另外，多种方法结合使

用也是提高外泌体分离质量的重要发展趋势。

２　 外泌体分离技术在临床诊疗中的应用

　 　 外泌体具有广泛的生物学功能，并参与多种生

理和病理过程，在正常和病理条件下均可从细胞中

释放，它们在细胞通讯中的关键作用使其成为疾病

生物标志物、治疗药物和药物递送系统的有潜力的

工具［６］。
２．１　 外泌体疾病诊治标志物筛选

　 　 液体活检是指从患者的各种生物体液中取样和

分析，以获取与疾病相关的信息。 相比于组织活检，
液体活检具有非侵入性、早期诊断、可动态监测等优

势。循环肿瘤细胞、循环肿瘤ＤＮＡ、外泌体等都是

·１４４·
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表 １　 外泌体分离方法的原理、优缺点及适用性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ， ａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ， ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｍｅｔｈｏｄ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｒｅｆｓ．
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

ｄｅｎｓｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｇｏｌｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ； ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ

ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ （＞４ ｈ）； ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ； ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ； ｄａｍａｇｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ

［９，１０］

Ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ

ｄｅｎｓｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ ｖｅｒｙ ｔｉｍｅ⁃ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ （＞１８ ｈ）； ｈｉｇｈ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ； ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

［１１－１３］

Ｐｏｌｙｍｅｒ⁃ｂａｓｅｄ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

ｈｙｄｒｏｐｈｏｂｉｃ
ｅｆｆｅｃｔ

ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ； ｈｉｇｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙ； ｌａｃｋ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ； ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｒｅｍｏｖｅ
ｐｏｌｙｍｅｒ

［１８，２０，２１］

Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｓｉｍｐｌｅ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ； ｅｃｏｎｏｍｉｃａｌ ａｎｄ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

ｆｉｌｔｅｒ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｅａｓｉｌｙ ｃｌｏｇｇｅｄ； ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙ； ｌａｒｇｅ
ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌｕｍｅ

［２３，２４，２７］

Ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ｓｉｚｅ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ； ｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ ａｎｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｌｏｗ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ； ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙ ［２８，３０］

Ｆｉｅｌｄ ｆｌｏｗ
ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ

ｓｉｚｅ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｇｅｎｔｌｅ ａｎｄ ｆａｓｔ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｔｉｍｅ ｃｏｎｓｕｍｉｎｇ； ｌｏｗ ｒｅｃｏｖｅｒｙ； ｒｅｑｕｉｒｅｓ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ； ｈｉｇｈ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ

［３５－３７］

Ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｆｆｉｎｉｔｙ⁃ｂａｓｅｄ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｈｉｇｈ ｃｏｓｔ； ｎｏｔ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｓａｍｐｌｅ
ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ

［４０，４５，４６，
４９］

液体活检的分析对象［６７］。 外泌体几乎从所有活细

胞中分泌，含有丰富的蛋白质、核酸、脂质、代谢物等

物质，大量存在于生物体液中，并且外泌体的脂质双

分子层使它们能够稳定地携带和传递来自其母体细

胞的重要生物信息。 因此，通过对血浆、血清、尿液、
唾液等生物体液进行外泌体的分离分析，有望捕获

复杂的细胞内分子特征，监测正常生理或病理状况

时的细胞状态，使外泌体成为一个有吸引力的疾病

诊断治疗标志物的储存库。 其中，外泌体蛋白是重

要的标志物来源，基于色谱⁃质谱联用的蛋白质组学

技术为外泌体生物标志物的发现提供了强大的技术

手段［４］。 外泌体蛋白质标志物的研究主要包括 ３ 个

阶段：（１）发现阶段：首先要确保分析对象为高纯度

外泌体，以保证来源的真实有效性，随后进行深度覆

盖的蛋白质组学分析，对外泌体中的蛋白质进行定

性和定量，最后进行统计分析以筛选潜在的生物标

志物；（２）验证阶段：评估一些最有希望的候选标志

物，以验证之前的结果；（３）确认阶段：通过分析扩

大或独立队列的相同疾病个体样本，确认生物标志

物在疾病中的效用［６８］。
　 　 Ｚｈｅｎｇ 等［６９］ 发展了串联体积排阻色谱法用于

快速高效分离人血浆外泌体，并结合质谱指纹图谱

及人工神经网络模型，实现对乳腺癌、胰腺癌等不同

癌症类型的区分，实现了 ８０􀆰 ０％ 的诊断准确率。 针

对外泌体表面肿瘤生物标志物的信号强度易被抑

制，需引入信号放大策略的问题，Ｙａｎ 等［７０］ 发展了

针对胰腺癌外泌体生物标志物 ＧＰＣ１ 进行原位信号

放大定量检测的分析方法，采用抗 ＧＰＣ１ 抗体和质

量标签修饰的金纳米颗粒，将大分子 ＧＰＣ１ 信号转

换为有机低聚物的质量标签信号，实现了胰腺癌患

者和健康对照的高精度区分（Ｐ＜０􀆰 ０００ １）。 针对缺

乏高效、高通量的唾液生物标志物蛋白质组学分析

方法，Ｓｈｅｎ 等［７１］ 设计了一种两亲性树枝状聚合物

超分子探针（ＳＥＡＳＰ）阵列，可有效富集和原位检测

唾液外泌体蛋白质生物标志物，结合基于质谱的蛋

白质组学分析，筛选出差异表达蛋白质作为哮喘生

物标志物，使用 ＳＥＡＳＰ 阵列通过临床样本验证了蛋

白质组学初步筛选结果，发现 ＭＵＣ５Ｂ 和 ＨＮＮＰＵ
是哮喘患者唾液外泌体的潜在生物标志物。 针对外

泌体内容物的低表达和单个生物标志物诊断能力不

足的问题，Ｈｅ 等［７２］ 提出了一种外泌体蛋白质和

ＲＮＡ 的多重共检测平台（Ｃｏ⁃ＰＡＲ）。 Ｃｏ⁃ＰＡＲ 采用

一对抗体⁃ＤＮＡ 探针特异性识别相同的靶蛋白并构

建双链 ＤＮＡ 序列，将靶蛋白检测转化为双链 ＤＮＡ
序列的定量，应用逆转录聚合酶链反应同时定量同

一外泌体样品中的靶 ＲＮＡ。 使用 Ｃｏ⁃ＰＡＲ 分析了 ３
种蛋白质标志物 （ ＣＤ６３、 ＧＰＣ⁃１、 ＨＥＲ２） 和 ３ 种

ＲＮＡ 标志物（ ｓｎＲＮＡ Ｕ６、ＧＰＣ⁃１ ｍＲＮＡ、ｍｉＲ⁃１０ｂ）
在 ３ 种胰腺细胞系和 ３０ 份人血浆样本的外泌体上

的共表达，６ 种生物标志物组合的诊断准确率达到

９２􀆰 ９％。 针对阿尔茨海默病（ＡＤ）的无创和高效诊

断，Ｃａｉ 等［７３］使用邻近条形码试验（ＰＢＡ）在 ５ 种易

于获得的体液中进行了单个外泌体水平的外泌体表

面蛋白的多重分析，使用 ＰＢＡ 测定分析了来自 ＡＤ
小鼠和人类受试者的鼻腔、口腔、眼部冲洗液以及尿

液和血液各种类型体液中的近 ２００ 种外泌体膜蛋

白，结合机器学习预测模型，发现尿液外泌体蛋白在

小鼠和人类中都表现出最高的诊断潜力，单外泌体

·２４４·



　 第 ５ 期 侯国姗，等：外泌体分离富集技术及其在疾病诊疗中的应用

分析进一步揭示了测试体液中与 ＡＤ 相关的外泌体

亚群，具有特征蛋白 ＰＬＡＵ、ＩＴＧＡＸ 和 ＡＮＸＡ１ 的尿

液外泌体亚群以 ８８％ 的准确率诊断 ＡＤ，表明来自

无创体液（尤其是尿液）的外泌体及其亚群是 ＡＤ
的潜在诊断生物标志物。
２．２　 外泌体在疾病治疗中的应用

　 　 外泌体的治疗潜力主要体现在两个方面：（１）
干细胞来源的外泌体以旁分泌机制发挥免疫调节和

促再生能力，且具有高生物活性、低免疫原性、高安

全性和易于存储等优点，有望成为神经退行性疾病、
心血管疾病和癌症等疾病的新型治疗剂；（２）天然

的外泌体生物相容性好，可以被改造装载治疗药物，
靶向表面受体或配体递送到目标受体细胞，且易穿

透生物屏障，是优良的药物递送载体。
２．２．１　 干细胞来源外泌体作为治疗剂

　 　 间充质干细胞 （ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＭＳＣｓ）是一种多能干细胞，具有自我更新和多向分

化能力。 基于 ＭＳＣｓ 的疗法已成为一种有吸引力的

策略，可通过免疫调节和组织修复来治疗人类疾病。
然而，越来越多的研究数据表明，ＭＳＣｓ 发挥治疗效

果的关键机制之一是 ＭＳＣｓ 释放的外泌体、细胞因

子等分泌组介导的旁分泌作用［７４，７５］。 外泌体通过

将信息传递给受损细胞或组织来参与组织再生，并
发挥类似于 ＭＳＣｓ 的生物活性。 据报道，ＭＳＣｓ 来

源的外泌体可以减少心肌缺血 ／再灌注损伤［７６］，减
轻肾脏炎症［７７］，缓解肺纤维化［７８］，修复伤口损

伤［７９］，发挥神经保护作用［８０］ 等。 与细胞疗法相比，
外泌体更易于管理且更安全，目前没有已知的免疫

排斥或肿瘤发生的风险［８１，８２］。
　 　 针对肾单侧缺血再灌注损伤，Ｇｕｏ 等［８３］报道了

一种高质量外泌体的高效制备技术，通过生物打印

微纤维间充质干细胞培养使外泌体产量增加约

１ ０００ 倍，外泌体的体外给药通过减少上皮⁃间充质

转化、细胞外基质沉积和铁死亡，增强了 ＮＲＫ⁃５２Ｅ
细胞的增殖和迁移，并减轻了缺氧 ／复氧诱导的损

伤，结合外泌体的尾静脉注射，发现小鼠肾脏中肾功

能的改善和胶原蛋白沉积减少，表现出增强的治疗

效果。 基于人脐带间充质干细胞来源外泌体强大的

免疫抑制和抗氧化特性，Ｗａｎｇ 等［８４］ 研究了人脐带

间充质干细胞衍生外泌体对白癜风的治疗效果，发
现外泌体给药显著改善了白癜风小鼠模型的色素脱

失，并深入探究了治疗机制，发现携带 ｍｉＲ⁃１３２⁃３ｐ
和 ｍｉＲ⁃１２５ｂ⁃５ｐ 的外泌体可以通过分别靶向 Ｓｉｒｔ１

和 Ｂａｋ１ 诱导 Ｔｒｅｇ 细胞分化并抑制氧化应激诱导

的黑色素细胞凋亡，从而保护黑色素细胞免受氧化

和免疫破坏，并最终缓解白癜风的进展。 Ｋａｕｒ
等［８５］将骨髓间充质干细胞来源的外泌体用于治疗

自身免疫性葡萄膜视网膜炎小鼠模型，发现间充质

干细胞外泌体可以直接抑制视网膜反应性 Ｔ 细胞

向眼睛的浸润，从而阻止自身免疫性葡萄膜视网膜

炎小鼠的疾病进展。
２．２．２　 外泌体作为药物递送载体

　 　 外泌体可被修饰以靶向特定细胞，能负载多种

药物，并具有优越的穿透各种组织屏障的能力，是优

良的天然药物递送载体。 相比于脂质纳米颗粒

（ＬＮＰ），天然的外泌体表现出更低的免疫原性和更

高的生物相容性［８６］。 外泌体可以装载不同的物质，
包括 ＤＮＡ、ＲＮＡ、蛋白质、多肽、抗体、小分子药物、
成像探针等。 外泌体装载策略主要有两种：（１）预

装载：在外泌体被分离之前通过共孵育、转染等方式

将物质装载到亲本细胞中，随后亲本细胞分泌出装

载有特定物质的外泌体；（２）后装载：是指将外泌体

分离后，通过共孵育、电穿孔、超声、挤出、冻融循环、
转染等方式将物质直接装载进外泌体［８７］。 基于外

泌体的给药具有很高的灵活性和相容性，可以通过

静脉、皮下、鼻内、腹腔注射和口服等方式给药［８８］。
为了将目标药物递送到特定的组织或细胞，还需要

赋予天然外泌体靶向能力，通常利用转染或化学修

饰等方法将靶向分子组装在外泌体膜上，通过配体⁃
受体结合、ｐＨ 梯度、电吸引或磁场被引导至靶细

胞［８８］。
　 　 针对可编程核酸酶 Ｃａｓ９ 难以体内递送实现有

效的 Ｔ 细胞靶向，Ｓｔｒａｎｆｏｒｄ 等［８９］ 报告了一套用于

细胞基因工程的方法，工程化的细胞分泌的外泌体

通过蛋白质标签主动装载蛋白质货物，并通过高亲

和力的 Ｔ 细胞靶向结构域和融合性糖蛋白来实现

外泌体的靶向传递，产生的外泌体可以在细胞之间

自然地包裹和转移蛋白质和核酸，从而在不需要化

学修饰的情况下将生物制剂靶向递送到 Ｔ 细胞。
针对多种遗传药物难以精确地递送到胰腺导管腺肿

瘤导致治疗反应不佳的问题，Ｃｈｉａｎｇ 等［９０］ 报道了

携带高负荷治疗性 ＲＮＡ 的双靶向外泌体（ｄｔＥＶ）用
于有效抑制小鼠的大型胰腺导管腺癌肿瘤，利用非

对称细胞电穿孔技术，将编码多种基因的质粒转染

细胞，使外泌体表面装载可以靶向胰腺肿瘤组织的

ＣＤ６４ 蛋白，另外 ＣＤ６４ 也可以结合 ＲＯＲ１ 抗体靶向

·３４４·
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多种肿瘤细胞从而实现双靶向，使外泌体内部装载

ＴＰ５３ 抑癌基因编码的 ｍＲＮＡ，或靶向 ＫＲＡＳＧ１２Ｄ突

变的 ｓｉＲＮＡ，实现有效的胰腺癌治疗。 针对目前

ｍＲＮＡ 递送存在的脱靶效应和毒性等问题， Ｌｉｕ
等［９１］通过电穿孔将 ＩＬ⁃１２ ｍＲＮＡ 装载到人胚胎肾

细胞来源的外泌体（ＨＥＫ⁃Ｅｘｏ）中，得到 ＩＬ⁃１２ ｍＲ⁃
ＮＡ 负载的外泌体（ ＩＬ⁃１２⁃ Ｅｘｏ），通过吸入方式将载

药外泌体直接输送到肺部，实现靶向递送和更少的

全身副作用，并增强肺肿瘤小鼠模型的全身免疫，实
现肺肿瘤抑制并有效防止肿瘤再复发。

３　 总结与展望

　 　 近年来，外泌体领域高速发展，越来越多的重要

研究进展加深了人们对外泌体结构和功能的认识。
外泌体在介导细胞间通讯、维持机体平衡和提供免

疫稳态等方面的重要作用使其成为临床诊疗的重要

工具。 然而，目前针对外泌体的基础研究和临床应

用仍然存在很多挑战。 首先，由于外泌体的复杂性

和异质性，缺乏标准化的外泌体分离方法使研究结

果具有高度可变性，阻碍了不同实验室和临床环境

之间结果的比较和可重复性。 目前的分离方法普遍

存在纯度不够、收率低、通量低、难以分离特定亚群

等问题，严重制约了外泌体领域的发展。 其次，缺乏

便于临床使用的技术要求低、效果稳定、高效率、成
本低的外泌体分离方法。 由于临床环境的特殊性，
目前常用的超速离心等经典方法具有耗时耗力、需
求样本量大等缺陷不适于临床转化，免疫亲和等方

法可用于临床珍贵微量样本的外泌体分离，但是存

在成本高、回收率低、操作要求高等不足，制约了临

床环境中样本的分析。 另外，缺乏规模化制备外泌

体的稳健方法。 随着外泌体在临床疾病治疗方面的

快速进展，亟需发展可重复和可扩展的批量制备高

质量外泌体的方法，满足临床大量外泌体制剂的需

求。 总的来说，外泌体研究的进展将大大提高对外

泌体生物学功能和组成成分的理解，进而有助于将

外泌体的研究转化为有效的诊断和治疗策略，为精

准医学和个性化治疗提供新的手段。
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