
ＩＳＳＮ　 １００７￣７６２６
ＣＮ　 １１￣３８７０ / Ｑ

中国生物化学与分子生物学报　 ｈｔｔｐ: / / ｃｊｂｍｂ.ｂｊｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ

２０２１ 年 ８ 月

３７(８):９８９~９９７

􀅰综述􀅰 ＤＯＩ: １０􀆰 １３８６５ / ｊ.ｃｎｋｉ.ｃｊｂｍｂ.２０２１􀆰 ０３􀆰 １５０８

收稿日期: ２０２０￣０９￣１５ꎻ 修回日期: ２０２０￣１２￣０９ꎻ 接受日期: ２０２０￣１２￣２０
国家重点研发计划 ( Ｎｏ. ２０１７ＹＦＡ０１０４８００)ꎻ 国家自然科学基金 ( Ｎｏ. ８１６００９１２)ꎻ 四川省重点研发项目 ( Ｎｏ. ２０２０ＹＦＳ０１７７ꎬ Ｎｏ.
２０１９ＹＦＳ０３１１) 和中央高校基本科研业务费专项资金 (Ｎｏ. ＹＪ２０１８７８) 资助
∗通讯作者　 Ｔｅｌ: ０２８￣８５５０３４９９ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｌｌｉａｏ＠ ｓｃｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎻ Ｔｅｌ: ０２８￣８５５０３４９９ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｄｒｔｗｄ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ
Ｒｅｃｅｉｖｅｄ: Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ １５ꎬ ２０２０ꎻ Ｒｅｖｉｓｅｄ: Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ９ꎬ ２０２０ꎻ Ａｃｃｅｐｔｅｄ: Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０ꎬ ２０２０
Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (Ｎｏ. ２０１７ＹＦＡ０１０４８００)ꎻ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (Ｎｏ. ８１６００９１２)ꎻ Ｓｉ￣
ｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｋｅｙ Ｒ＆Ｄ Ｐｒｏｇｒａｍ (Ｎｏ. ２０２０ＹＦＳ０１７７ꎬ Ｎｏ. ２０１９ＹＦＳ０３１１) ａｎｄ Ｓｐｅｃｉａｌ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｂａｓｉｃ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ Ｅｘｐｅｎｓｅｓ
ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ (Ｎｏ. ＹＪ２０１８７８)
∗Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｔｅｌ: ０２８￣８５５０３４９９ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｌｌｉａｏ＠ ｓｃｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎻ Ｔｅｌ: ０２８￣８５５０３４９９ꎻ Ｅ￣ｍａｉｌ: ｄｒｔｗｄ＠ ｓｉｎａ.ｃｏｍ

不同体液来源外泌体分离鉴定方法评估
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摘要　 外泌体是细胞分泌的磷脂双分子层胞外囊泡ꎬ作为载体在细胞间发挥着物质传递和信息交

流的功能ꎮ 外泌体存在于多种不同体液中ꎬ在疾病诊断和药物载体方面具有良好的应用前景ꎮ 由

于外泌体纳米级别的大小和异质性ꎬ以及体液复杂的组成ꎬ使得体液来源外泌体的分离尤为困难ꎮ
目前ꎬ体液来源外泌体分离有 ６ 种常用方法:超速离心法、沉淀法、分子筛色谱层析法、密度梯度离

心法、膜超滤法和膜特异性吸附法ꎮ 每种方法都有其独特的优点与不足ꎬ单独使用均难以分离获得

高质量的外泌体ꎮ 不同体液来源外泌体分离方法的选择也存在差异ꎮ 随着近年来微流控技术等一

些新型方法的涌现与经典方法的不断改进ꎬ促使外泌体分离技术得到完善ꎬ有利于外泌体在临床与

科研的相关应用研究ꎮ 本篇综述对不同体液来源外泌体的提取鉴定方法作出比较及评估ꎬ总结了

不同体液来源外泌体提取方法的选择和差异ꎬ为后续体液外泌体相关研究提供参考ꎮ
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　 　 外泌体(ｅｘｏｓｏｍｅｓ)是细胞分泌的脂质双层结

构囊泡ꎬ包裹着来自于宿主细胞的核酸、蛋白质和

脂质ꎬ如信使一般穿梭于各个细胞与组织之间ꎬ发
挥着细胞与组织之间相互联系和相互交流的功

能ꎮ 几乎所有类型的细胞都能分泌外泌体ꎬ同时

在机体多种体液中均发现有外泌体的存在ꎬ例如

尿液、唾液、血液、精液以及乳液等[１￣６] ꎮ 由于外泌

体携带着宿主细胞特异的蛋白质和核酸ꎬ在肿瘤

和其他疾病的诊断和预后等临床方面发挥重要作

用[７] ꎮ 但由于外泌体的异质性以及其纳米级粒子

大小ꎬ再加上如血液等体液复杂的理化性质ꎬ使得

外泌体的分离提取变得尤为困难[２ꎬ３] ꎮ 从血液等

其他体液中获得较高纯度和质量的外泌体是进行

临床及科研应用的关键ꎮ 本文对目前常用的 ６ 种

体液来源外泌体的分离和鉴定方法进行对比评

估ꎬ总结了不同体液的相关特点ꎬ以及不同体液来

源外泌体提取方法的选择和差异ꎮ

１　 外泌体的生物学特征及其功能

　 　 外泌体直径大小在 ３０~１００ ｎｍꎬ由细胞膜内陷形

成胞内多囊泡体(ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｂｏｄｉｅｓꎬＭＶＢｓ)ꎬ经过

与内质网、高尔基体分泌的囊泡融合以及蛋白质分类

机制后成熟ꎮ 成熟的 ＭＶＢｓ 与细胞膜融合ꎬ将囊泡释

放出胞外形成外泌体[７]ꎮ 外泌体膜上附着有四跨膜

蛋白质、整合素和表面黏附蛋白等ꎮ 其中包括跨膜蛋

白质 ｔｅｔｒａｓｐａｎｉｎｓ(ＣＤ６３、ＣＤ９、ＣＤ８１)、脂阀结构蛋白

ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ、肿瘤易感基因 １０１ 蛋白( ｔｕｍｏｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｇｅｎｅ １０１ꎬＴＳＧ１０１)、ＡＬＧ￣２￣互作蛋白 Ｘ(ＡＬＧ￣２￣ｉｎｔｅｒ￣
ａｃｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｘꎬ Ａｌｉｘ) 和热激蛋白 ７０ ( ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ
７０ ｋＤ ｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＳＰ７０)ꎮ 这些蛋白质是目前用于鉴定

外泌体的关键标记物ꎮ 同时外泌体富含神经酰胺、胆
固醇和鞘磷脂等多种不同的脂质[８]ꎮ

异质性是外泌体的最显著的特点ꎮ 由于细胞在

内馅过程中的不均一性ꎬ以及胞内多囊泡体成熟过

程中蛋白质分类机制(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｓｏｒｔｉｎｇ ｍｅｃｈａ￣
ｎｉｓｍ)ꎬ导致外泌体在大小和所包含的内容物存在差

异ꎮ 异质性也使得外泌体在纯化和鉴定方面变得尤

为困难ꎮ 不同组织细胞分泌的外泌体所携带的内容

物存在一定差异ꎻ同一组织细胞在不同状态(健康

或疾病ꎬ静息或运动等)时分泌的外泌体内容物也

有较大差异[９]ꎮ 利用外泌体所携带物质差异及特

点ꎬ外泌体正成为临床疾病诊断和药物载体的重要

工具ꎮ
目前ꎬ疾病的诊断是外泌体临床应用的重要方

面之一ꎬ其所携带特异 ｍｉＲＮＡ 或 ｍｉＲＮＡ 家族在肿

瘤和其他疾病患者的诊断和预后方面发挥重要作

用[７ꎬ １０]ꎮ 由于正常细胞与肿瘤细胞分泌的外泌体

中原癌基因和肿瘤抑制基因 ｍｉＲＮＡ 表达水平的差

异ꎬ使得外泌体在肿瘤早期诊断中发挥重要作

用[１１￣１３]ꎮ 目前ꎬ外泌体应用于诊断的疾病类型也越

来越多ꎬ例如肿瘤、中枢神经疾病以及肝、肾和肺等

多个器官性疾病[１４ꎬ １５]ꎮ 药物载体是外泌体在临床

应用的又一重要方面[１６￣１８]ꎮ 相比常用的脂质体作

为药物载体ꎬ外泌体作为药物载体有更好的载药能

力ꎬ且不会引发免疫反应[１６￣１９]ꎮ 外泌体作为化疗药

物载体具有更好的靶向性ꎬ能够针对肿瘤位点进行

治疗[２０￣２２]ꎮ 对于脑部疾病治疗而言ꎬ外泌体被证实

能够跨跃血脑屏障到达脑内传递蛋白质ꎬ利用这一

功能可实现药物跨血脑屏障进行脑部相关治疗以及

神经保护[１５ꎬ ２３]ꎮ 此外ꎬ也有研究将外泌体应用与组

织修复再生和疾病的治疗ꎮ

２　 体液来源的外泌体的分离方法

　 　 基于外泌体的不同性质ꎬ目前有 ６ 种常见提取

方法:超速离心法、沉淀法、分子筛层析法、密度梯度

离心法、膜超滤法、膜特异性吸附法(见 Ｆｉｇ. １)ꎮ 每

种方法所利用的分离原理方法各有不同ꎬ每种方法

也都存在不同的优缺点ꎬ很难仅通过单一的一种方

法获得纯度较高的外泌体ꎮ
２􀆰 １　 超速离心法

　 　 超速离心法(ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎬＵＣ)是利用溶

液中不同物质的沉降系数不同ꎬ通过超速离心使得

溶液中不同物质在相应离心转速时沉淀下来ꎬ从而

获得外泌体的方法[２４]ꎮ 首先ꎬ依次进行 ４００×ｇ 和

２ ０００×ｇ的离心除去细胞和细胞碎片成分ꎬ弃去沉

淀ꎬ上清进行 １０ ０００×ｇ 离心以去除大囊泡及凋亡小

０９９
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体ꎬ最后进行１００ ０００×ｇ离心 ２ ｈ 获得外泌体沉淀ꎬ
沉淀经 ＰＢＳ 重悬清洗后再次重复此步离心ꎬ最终获

得外泌体沉淀[２５]ꎮ 此方法是目前最为广泛使用的

外泌体分离方法ꎬ超速离心能够较好的将外泌体与

蛋白质和脂蛋白颗粒分离开ꎬ获得较纯的外泌体ꎮ

但是由于外泌体纳米级的粒子大小ꎬ需要超高速的

离心才能使其沉淀ꎬ超速离心时强大的离心力会使

得外泌体聚集成团难以重新分散ꎬ而且离心剪切力

会导致外泌体膜的破损ꎮ 除此之外超速离心法耗时

长且对离心设备也有较高要求[２６￣２８]ꎮ

Ｆｉｇ.１　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　 　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｉａｇｒａｍ ｃｏｎｃｉｓｅｌｙ ｓｈｏｗｓ ｓｉｘ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｉｓｏｌａｔｉｏｎ. (Ａ) Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ (Ｂ) Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ (Ｃ) Ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ (Ｄ) Ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ (Ｅ)
Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ (Ｆ) Ｉｍｍｕｎｏ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ

２􀆰 ２　 沉淀法

　 　 沉淀法(ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ)是利用聚合物ꎬ例如聚乙

二醇(ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌꎬＰＥＧ)在溶液中相互交联形

成网状结构ꎬ使外泌体在溶液中团聚析出ꎬ再通过离

心的方式使其沉淀ꎮ 相比超速离心法ꎬ沉淀法要更

加简单、易于操作和省时ꎬ对外泌体相对温和ꎬ且市

面上可以很容易购买到沉淀试剂盒[２８]ꎮ 但是ꎬ沉淀

法并不被推荐为首选ꎮ 多篇文献通过沉淀法与超速

离心、层析柱法等进行比较ꎬ得出结果均认为外泌体

被聚合物沉淀的同时ꎬ一些大囊泡和蛋白质复合体

也一同被聚合物沉淀下来ꎬ结果通常是所得到的产

量表现较高ꎬ但纯度却很低ꎬ而且聚合物在产物中难

以除去ꎬ在透射电镜下可看到点状交联剂背景ꎮ 尤

其从复杂成份的体液ꎬ例如血浆中提取外泌体时不

建议使用沉淀法ꎬ血液中的脂蛋白颗粒和纤维蛋白

原等会与外泌体共沉淀ꎬ对后续研究结果会有很大

影响[３２￣３４]ꎮ

２􀆰 ３　 分子筛层析法

　 　 近年来分子筛层析法(ｓｉｚｅ ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇ￣
ｒａｐｈｙꎬ ＳＥＣ)受到越用越多的关注与应用ꎮ 分子筛

层析法是利用多孔介质对不同大小、体积和形状分

子排阻能力的不同ꎬ使得分子在凝胶固相介质中流

动的时间不同ꎬ较大的囊泡先被洗脱出来ꎬ较小的蛋

白质等物质后被洗脱出来[２７]ꎮ 层析所用的固相介

质为凝胶颗粒ꎬ目前常用的凝胶材料有交联葡聚糖、
琼脂糖和聚丙烯酰胺等ꎬ商品化的层析柱也有市售ꎬ
例如 ｑＥＶ (ＩＺｏｎｅ)ꎮ ２０１４ 年ꎬ由 Ｂöｉｎｇ 团队[３５] 提出

利用层析分子筛法提取血浆外泌体ꎬ并证实此法能

将血浆中外泌体与杂蛋白质进行有效分离ꎮ 后续也

有许多团队利用此法证实该法的有效性ꎮ 有文献利

用分子筛层析法与试剂盒沉淀法进行比较ꎮ 结果均

显示ꎬ分子筛层析法有更好的分离效果ꎬ但同时也指

出此方法所提取的外泌体中仍然残留有高密度脂质

颗粒ꎬ无法完全分离[３３ꎬ ３６]ꎮ 不同于超速离心ꎬ层析

１９９
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法耗时短仅需 ３０ ｍｉｎ 就可完成分离和收集ꎬ成本低

且易于操作ꎬ同时避免了超速离心时离心力带给外

泌体的损害ꎬ能收集到与血浆中状态相近的外

泌体[３４]ꎮ
２􀆰 ４　 密度梯度离心法

　 　 密度梯度离心法(ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎꎬ
ＤＧＣ)是利用不同浓度梯度的缓冲液形成不同密度

的缓冲组分ꎬ通过离心将外泌体与其他杂蛋白质组

分分离到相应悬浮密度组分中ꎬ从而实现外泌体的

提取[３７]ꎮ 外泌体的密度在 １􀆰 １５ ~ １􀆰 １９ ｇ / ｍＬꎬ蛋白

质的密度在 １􀆰 ３５ ~ １􀆰 ４１ ｇ / ｍＬ[８]ꎮ 常用的梯度缓冲

液是由蔗糖、 碘海醇和碘克沙醇ꎮ 常见的方法是使

用浓度梯度在 ５％~６０％的碘克沙醇或者 ２０％~６０％
的蔗糖缓冲液ꎬ从溶液顶部加入样品进行离心ꎮ 这

种方法常被用于外泌体发生的相关研究中ꎬ借助此

方法可以分离细胞中不同的细胞器ꎬ例如内质网、高
尔基体和线粒体等ꎮ 它能够较好的分离获得不同亚

型的囊泡ꎬ同时能将外泌体与不同密度脂蛋白颗粒

体分离开获得较纯的外泌体ꎬ但此方法在实际操作

和梯度缓冲液配制过程非常繁琐ꎬ离心耗时长ꎮ 目

前ꎬ市面上有试剂盒形式装配好梯度缓冲柱售卖ꎮ
２􀆰 ５　 超滤法

　 　 超滤法(ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎꎬＵＦ)是利用外泌体分子大

小的特点ꎬ使用特殊孔径的膜通过离心截留下外泌

体而过滤掉蛋白质等小分子杂质的方法[３８]ꎮ 但此

方法存在不少问题ꎬ滤膜在截流囊泡的同时ꎬ相应体

积大小的蛋白质复合体以及脂蛋白颗粒等也会不同

程度的被截留ꎮ 同时ꎬ随着膜截流量的增加会堵塞

滤孔ꎬ导致纯度的降低ꎮ 目前有利用此原理的试剂

盒ꎬ通过 ２ 个连续的不同孔径大小(０􀆰 ２２ 和 ０􀆰 ０２
ｎｍ)滤膜过滤获得外泌体[３９]ꎮ 有文献利用此方法

试剂盒与分子筛层析法提取血浆外泌体进行比较ꎬ
虽然膜超滤法试剂盒在产量上略有优势ꎬ但纯度上

却差距甚远ꎬ从透射电镜下观察背景浑浊ꎬ提取效果

远比分子筛层析法要差[３３ꎬ ３９]ꎮ
目前ꎬ也有新的过滤方法ꎬ例如非对称流场流分

离法 ( ａｓｙｍｍｅｔｒｉｃ ｆｌｏｗ ｆｉｅｌｄ￣ｆｌｏｗ ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎꎬ ＡＦ４)
等ꎬ通过与膜带有角度的方向流动ꎬ在过滤的同时横

向作用避免堆积堵塞滤孔ꎬ同时还能与多种检测方

法结合ꎬ例如 ２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长紫外吸收光谱、
多角度激光散射和动态光散射等ꎬ能同时进行外泌

体的分选及鉴定[３３ꎬ ３９]ꎮ 目前ꎬ有文献利用非对称流

场分离法与分子筛层析法对尿液来源外泌体进行分

离鉴定比较ꎬ尽管非对称流场分离法能够提取出较

好纯度的外泌体ꎬ但其耗时长、上样体积小及产量低

等缺点ꎬ限制后续的应用[４０]ꎮ
２􀆰 ６　 免疫亲和膜分离

　 　 免疫亲和膜分离( ｉｍｍｕｎｏ￣ａｆｆｉｎｉｔｙ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｓｏ￣
ｌａｔｉｏｎ)是利用经过特殊修饰后与磁珠或滤膜相连的

抗体ꎬ特异性结合外泌体所携带的膜蛋白质ꎬ从而实

现外泌体与杂质的分离[２７ꎬ ３８]ꎮ 近来有公司推出的

利用膜亲和吸附的方法提取外泌体ꎬ例如 ｅｘｏＥａｓｙꎮ
有文献使用 ｅｘｏＥａｓｙ 试剂盒对血浆外泌体进行提

取[６ꎬ ３３ꎬ ３６]ꎬ同时与梯度差速离心法、分子筛层析法

以及不同沉淀试剂盒方法进行比较ꎬ结果显示ꎬ
ｅｘｏＥａｓｙ在提取纯度和效率均不理想ꎬ而且在透射电

镜下观察有很厚蛋白质杂质污染ꎬ难以找到囊泡ꎮ
２􀆰 ７　 微流控技术

　 　 目前ꎬ广泛应用的 ６ 种外泌体分离方法ꎬ每种方

法有其独特的优势与不足ꎬ且都难以分离获得较好

纯度和较高质量的外泌体ꎮ 近年来ꎬ随着不同学科

领域技术的发展与交叉应用ꎬ新兴的外泌体分离技

术不断涌现并逐渐成为当前外泌体分离研究的热

点ꎮ 基于微流控(ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ)的外泌体分离技术就

是其中之一ꎮ 微流控技术是指通过使用尺寸为数微

米到数百微米的微管道处理或操纵微小流体ꎬ以实

现体液中外泌体的分离ꎮ 目前ꎬ此技术已广泛应用

于生物医学研究、分子生物学和即时诊断等领域

中[４１￣４３]ꎮ 当前使用的微流体技术依照分离原理不

同主要分为 ３ 类:基于大小的分离(ｓｉｚｅ￣ｂａｓｅｄ ｓｅｐａ￣
ｒａｔｉｏｎ)、基于免疫亲和力的分离 ( ｉｍｍｕｎｏａｆｆｉｎｉｔｙ￣
ｂａｓｅｄ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ) 和 动 态 分 离 ( ｄｙｎａｍｉｃ ｓｅｐａｒａ￣
ｔｉｏｎ) [４４]ꎮ 相较于已介绍的 ６ 种分离方法ꎬ微流控技

术具有分离外泌体速度快、分离样本纯度高、集成度

高等独特优势ꎮ 但同时该技术复杂的制作工艺以及

微量的外泌体产量也限制了其应用的范围[４４]ꎮ

３　 体液来源外泌体的鉴定评估

　 　 常用于鉴定评估外泌体的方法主要是从外泌体

的理化性质进行鉴定ꎬ从外泌体的粒子大小、浓度、
形态以及标记物携带情况进行分析鉴定ꎮ 不同体液

来源的外泌体在某种程度上会携带有组织细胞的特

异标记物ꎬ对其来源的鉴定依据也有所不同ꎮ
３􀆰 １　 物理性质的鉴定

　 　 对于外泌体粒子大小及浓度ꎬ目前常用以下 ３
种方法进行分析鉴定:纳米颗粒跟踪分析(ｎａｎｏｐａｒ￣
ｔｉｃｌｅ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＮＴＡ)、动态光散射( ｄｙｎａｍｉｃ
ｌｉｇｈｔ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇꎬＤＬＳ) 和可调电阻脉冲传感( ｔｕｎａｂｌｅ
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ｒｅｓｉｓｔｉｖｅ ｐｕｌｓｅ ｓｅｎｓｉｎｇꎬ ｔＲＰＳ)ꎮ ＮＴＡ 与 ＤＬＳ 原理相

似ꎬ利用颗粒在一定范围内做布朗运动ꎬ通过光照射

颗粒ꎬ颗粒上形成散射光被显微采集器收集ꎬ从而获

得颗粒的分散系数ꎬ并最终通过斯托克斯￣爱因斯坦

公式(ｔｈｅ Ｓｔｏｋｅｓ￣Ｅｉｎｓｔｅｉｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ)计算出颗粒的大

小与浓度ꎬ它们的测量直径范围均在 １０ ~ １ ０００ ｎｍ
之间[４５]ꎮ 不同之处在于ꎬＮＴＡ 利用镭射激光且每次

需要 ０􀆰 ５ ~ １ ｍＬ 左右的样品体积ꎬ而 ＤＬＳ 则直接使

用散射光且仅需要 ７０ μＬ 的样品体积ꎮ ｔＲＰＳ 技术

简单的说ꎬ是外泌体颗粒在电势作用下穿过一层带

有纳米孔径的非导电薄膜ꎬ在跨膜过程中形成短暂

的电阻ꎬ电阻大小与颗粒大小成正相关ꎮ 利用已知

颗粒大小与电阻之间的标准曲线计算出样品颗粒的

大小ꎮ
对于外泌体的形态ꎬ通常采用扫描电镜( ｓｃａｎ￣

ｎｉｎｇ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＳＥＭ)和透射电镜( ｔｒａｎｓ￣
ｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎬ ＴＥＭ)进行观察ꎮ 二者

的不同在于ꎬＳＥＭ 是通过电子束与粒子表面撞击后

产生散射光ꎬ散射光形成颗粒的形状图像ꎮ ＴＥＭ 则

是电子束穿过颗粒直接形成颗粒的形状ꎬ有膜的地

方形成黑色阴影ꎮ 通常外泌体在电镜下呈现出内馅

的碗状ꎮ
３􀆰 ２　 生化性质鉴定

　 　 对外泌体生化方面的分析鉴定主要是对其所

携带特异性蛋白质标记物的检测ꎮ 通过特异性抗

体与外泌体特征标记物蛋白质结合ꎬ检测特异蛋

白质表达水平ꎬ并可对外泌体的亚类进行分型ꎮ
目前ꎬ主要有蛋白质印迹法(Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ)和纳米

流式细胞术( ｎａｎｏｓｃａｌｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙꎬＮａｎｏ ＦＡＣＳ)
这两种方法[４６]ꎮ

蛋白质印迹法是最为常见的通过特异性抗原抗

体反应ꎬ了解某种特异性蛋白质在外泌体中的表达

情况ꎮ 常用于检测外泌体的抗体有 ＣＤ６３、 ＣＤ９、
ＣＤ８１、Ａｌｉｘ 和 ＴＳＧ１０１ 等ꎮ 不同来源的外泌体所携

带表达的标记物不同ꎬ通常并不会同时表达所有的

标记物ꎬ所以每次检测均需要检测多个不同的标

记物ꎮ
纳米流式细胞术是基于流式细胞技术相同的方

法ꎬ纳米大小的外泌体较难做为单一的囊泡颗粒进

行检测ꎬ通常会有聚集在一起的囊泡影响检测ꎮ 因

此ꎬ设计将外泌体囊泡与珠子进行连接再进行流式

分析[４６]ꎮ 与传统流式分析相同ꎬ应用荧光的抗原抗

体反应ꎬ对表达特异性蛋白质的外泌体进行分选ꎮ
这种方法的最大优势在于ꎬ它可以避免所含杂质的

影响ꎬ准确的筛选出表达相应蛋白质的外泌体ꎬ同时

也能对囊泡的大小和浓度进行测定ꎮ
３􀆰 ３　 外泌体鉴定方法的评估

　 　 上述是目前最为常见的几种外泌体鉴定方法ꎬ
不同鉴定方法存在其优点与不足ꎮ Ｔａｂｌｅ １ 对目前

常见鉴定方法优缺点进行了比较总结ꎮ 鉴定方法在

不断的改进和完善ꎬ一些新的鉴定方法也被提出ꎮ
近期有文献报道ꎬ使用非对称流场分离法结合ꎬ例如

２６０ ｎｍ 和 ２８０ ｎｍ 波长紫外吸收光谱、多角度激光

散射和动态光散射的组合方法[４０]ꎬ可以同时对粒子

大小和粒径分布进行较好的鉴定ꎬ避免了 ＮＴＡ、ＤＬＳ
的不足ꎮ 但作者也提出此方法操作费时ꎬ不适用于

大范围使用等缺点ꎮ 纳米流式细胞术也是越来越多

文献报道使用的鉴定方法ꎬ通过流式和多参数荧光

等多种检测结合ꎬ可以准确无偏见的对单个囊泡进

行粒子大小和蛋白质表达情况的检测ꎬ相比 ＮＴＡ 和

蛋白质印迹等方法更为准确ꎬ是目前较为可靠的外

泌体鉴定方法[４０]ꎮ
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４　 不同体液来源外泌体分离方法的评估与
选择

４􀆰 １　 分离方法评估与组合优化

　 　 目前ꎬ有多种外泌体提取方法ꎬ不同方法有其优

点与不足ꎮ Ｔａｂｌｅ ２ 对目前常见的体液来源外泌体提

取方法进行比较ꎮ 超速离心法仍是目前最为广泛使

用的标准方法ꎬ但鉴于其耗时长、对外泌体有损伤等

不足ꎬ正逐渐被其他方法替代ꎮ 分子筛层析法是近年

来在相关文献中使用频率越来越高的一种方法ꎬ其操

作简单ꎬ产率和活性都比其他方法高ꎬ尤其在对血浆

等复杂体液来源外泌体进行提取时ꎬ更多的会偏向于

选择分子筛层析法[４８]ꎮ 对于沉淀试剂盒ꎬ由于其大

量的杂蛋白质共沉淀ꎬ且无法去除等缺点限制了它的

使用[３３ꎬ ３４ꎬ ４９]ꎮ 膜超滤法在目前对外泌体提取中ꎬ很
少被单独使用ꎬ更多的是选择膜超滤法与其他方法进

行组合使用[４０ꎬ ４９]ꎮ 密度梯度离心法能获得较高纯度

的外泌体亚型ꎬ但鉴于其复杂的操作和耗时的离心ꎬ
对于上样体积也有一定限制ꎬ所以对于日常实验室使

用是非常受限的ꎮ 对于外泌体的发生起源等需要对

外泌体亚型进行研究时ꎬ常选用此法进行分离[３７]ꎮ
最近ꎬ厦门大学颜晓梅教授团队[３３] 报道了基于纳米

流式细胞仪的分析策略ꎬ对常见的 ６ 种不同提取方

法ꎬ以及对分离血浆外泌体的质量和效率进行评估ꎬ
利用流式细胞仪进行 ＴｒｉｔｏｎＸ￣１００ 破膜前后的粒子数

目对比ꎬ去除和未去除外泌体的血清中纯化颗粒物数

目对比等策略评估ꎬ结论认为ꎬ超速离心法具有最好

的分离质量和效率ꎬ分子筛层析法紧随其后ꎬ沉淀法、
超滤及膜吸附等方法表现则不尽如人意ꎮ

目前有文献报道ꎬ通过不同的分离方法组合使

用对体液来源外泌体进行分离ꎬ利用一种方法的优

点弥补另一种方法的缺点与不足ꎬ表现出较好的分

离效果ꎮ 结合体液性状和各种分离方法的优缺点ꎬ
选择合适的分离方法进行组合是关键ꎮ 例如ꎬ对于

血浆外泌体的提取ꎬ由于血浆样品体积小ꎬ成份复

杂ꎬ含有大量清蛋白和脂蛋白难以去除ꎮ 有文献报

道ꎬ利用碘克沙醇密度梯度超速离心法和连接洗脱

色谱层析法(ｂｉｎｄ￣ｅｌｕｔｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ)结合的方法

对血浆外泌体进行分离ꎬ密度梯度离心可以较好的

获得较高纯度的外泌体组分ꎬ同时结合连接洗脱色

谱层析能够进一步更好的去除组分中的可溶性蛋白

质ꎬ从而能从血浆中获得高纯度的外泌体[５０]ꎮ 也有

先利用超速离心对血清外泌体进行分离后ꎬ再利用

沉淀法对外泌体进行富集的方法报道[３１]ꎮ 对于初

始样品体积较大的体液例如尿液ꎬ有文献选择先用

膜超滤对体积进行浓缩ꎬ同时去除大量的可溶性蛋

白质杂质ꎬ再选择分子筛层析或超速离心对外泌体

进行分离[４０ꎬ ４９]ꎮ 总之ꎬ在对体液来源外泌体提取

时ꎬ方法的选择应该根据体液类型特点、样品体积、
后续研究需求以及实验室条件等多方面因素进行抉

择ꎮ 同时ꎬ避免仅使用单一方法进行提取ꎬ采用不同

方法的结合使用ꎬ优势互补是目前更为明智的选择ꎮ
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｂｉｏｆｌｕｉｄ￣ＥＶ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｍｅｔｈｏｄ Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ Ｔｉｍｅ Ｐｕｒｉｔｙ Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｄｉｓａｄｖａｎｔａｇｅｓ

Ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏ￣
ｎｙ[２７ꎬ２８ꎬ ３２ꎬ ３３] Ｄｅｎｓｉｔ ４￣８ ｈ Ｈｉｇｈ Ｃｕｒｒｅｎｔ ｇｏｌｄ ｓｔａｎｄａｒｄꎬ ｅｓｔａｂ￣

ｌｉｓｈｅｄ ｐｒｏｔｏｃｏｌ

Ｔｉｍｅ￣ｃｏｎｓｕｍｉｎｇꎬ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ
ｅｑｕｉｐｍｅｎｔꎬ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓꎬ
ｌｏｗ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

Ｕｌｔｒａｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ[３０ꎬ ５１] Ｓｉｚｅ ａｎｄ
ｄｉａｍｅｔｅｒ ２ ｈ Ｌｏｗ Ｎｏ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｓａｍｐｌｅ ｖｏｌ￣

ｕｍｅꎬ ｅａｓｙ ｔｏ ｏｐｅｒａｔｅ

Ｌｏｓｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅꎬ ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙꎬ ｆｉｌ￣
ｔｅｒ ｂｌｏｃｋｉｎｇꎬ ｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘ￣
ｏｓｏｍｅｓ

Ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ[３７] Ｄｅｎｓｉｔｙ ２０ ｈ Ｍｅｄｉｕｍ Ｈｉｇｈ ｐｕｒｉｔｙꎬ ｓｅｐａｒａｔｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｗｉｔｈ ｃｏｎｔａｍｉｎａｔｉｏｎ

Ｔｉｍｅ￣ｃｏｎｓｕｍｉｎｇꎬ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ
ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｖｏｌｕｍｅꎬ
ｌｏｗ ｙｉｅｌｄ

Ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｖｅ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ￣
ｐｈｙ[２８ꎬ ３４ꎬ ３６ꎬ ４０]

Ｓｉｚｅ ａｎｄ
ｄｉａｍｅｔｅｒ

２０￣３０
ｍｉｎ Ｈｉｇｈ

Ｈｉｇｈ ｙｉｅｌｄ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙꎬ ｐｒｅｓｅｒｖｅｓ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙꎬ ｌｏｗ ｃｏｓｔꎬ ｕｓｅｒ￣
ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇꎬ ｑｕｉｃｋ

Ｃｏ￣ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ
ａｇｇｒｅｇａｔｅ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ
ｐｏｌｙｍｅｒｓ[２６ꎬ ３０ꎬ ３３]

Ｓｕｒｆａｃｅ
ｃｈａｒｇｅ

３０ ｍｉｎ
ｏｒ ｏｖｅｒ￣
ｎｉｇｈｔ

Ｍｅｄｉｕｍ
Ｎｏ ｓｐｅｃｉａｌｉｚｅｄ ｅｑｕｉｐｍｅｎｔꎬ ｕｓｅｒ￣
ｆｒｉｅｎｄｌｙ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇꎬ ｑｕｉｃｋꎬ ｐｒｅ￣
ｓｅｒｖｅｓ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎｔｅｇｒｉｔｙ

Ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙꎬ ｍａｓｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａ￣
ｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｅｒ

Ｍｅｍｂｒａｎｅ￣ｂａｓｅｄ
ａｆｆｉｎｉｔｙ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ[３６]

Ｅｐｉｔｏｐｅ ｉｍｍｕｎｏａｆ￣
ｆｉｎｉｔｙ

２０￣３０
ｍｉｎ Ｌｏｗ Ｕｓｅｒ￣ｆｒｉｅｎｄｌｙꎬ ｑｕｉｃｋ

Ｌｏｗ ｐｕｒｉｔｙꎬ ｍａｓｓ ｃｏｎｔａｍｉｎａ￣
ｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｓꎬ
ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｓｕｂｔｙｐｅ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

４９９



第 ８ 期 杨　 建等:不同体液来源外泌体分离鉴定方法评估

４􀆰 ２　 不同体液来源外泌体分离方法的选择

　 　 血液是外泌体含量最为丰富的体液来源ꎬ但由

于血液的复杂组分和粘滞性的特点给外泌体的分离

带来较多困难[２４]ꎮ 血液中含有大量的蛋白质以及

与外泌体大小相近的脂质颗粒ꎬ在外泌体分离过程

中会与外泌体共分离ꎬ从而难以获得较纯的外泌体ꎮ
试剂盒沉淀法并非首选直接用于血液来源外泌体的

分离ꎬ交联剂只能粗略的将外泌体沉淀ꎬ同时伴随有

大量的非外泌体杂蛋白质和脂质颗粒[３２￣３４]ꎮ 分子

筛层析法和超速离心法能够较好的将蛋白质与外泌

体组分分离ꎬ提取纯度较其他方法要好ꎬ但分子筛层

析法所提取的外泌体中仍残留有脂蛋白颗粒ꎬ超速

离心所分离的外泌体在产量上表现不足[３３ꎬ ３６] ꎮ 在

血液来源外泌体提取过程中ꎬ需要选择不同方法

针对性去除蛋白质和脂蛋白颗粒ꎬ从而提高外泌

体纯度ꎮ 有文献利用沉淀法、密度梯度离心法和

分子筛层析法的组合模式ꎬ利用各方法的优势分

别去除脂蛋白颗粒和蛋白质组分ꎬ三步分离获得

纯度和产量都较高的外泌体[５２] ꎮ 血液中汇集了机

体所有组织来源的外泌体类型ꎬ在进行疾病诊断

时ꎬ通过对患者血液外泌体中某些疾病的特征性

标记物的分析鉴定ꎬ并以此作为疾病诊断和预后

的重要参考指标[１１￣１３] ꎮ
尿液作为除血液外的另一个常见疾病检测体

液ꎬ由于尿液与泌尿系统直接联系ꎬ因此也被认为是

泌尿相关肿瘤研究最为适合的体液对象[１]ꎮ 不同

于血液ꎬ尿液样本体积较大ꎬ蛋白质含量相对较少ꎮ
鉴于尿液样本特点ꎬ通常采用超滤浓缩的方式将尿

液浓缩去除可溶性杂蛋白质ꎬ获得含外泌体浓缩液ꎬ
再利用分子筛层析法或沉淀法等分离获得较纯的外

泌体ꎮ 肾是尿液的产生器官ꎬ多种肾细胞分泌的外

泌体可直接进入尿液ꎬ因此ꎬ检测尿液来源外泌体能

作为检测肾相关疾病的新手段ꎮ 外泌体中所携带的

蛋白质和 ｍＲＮＡ 也能作为肾以及泌尿系统疾病的

标记物[１ꎬ ５３ꎬ ５４]ꎮ
乳汁中含有丰富的酪蛋白胶粒、乳清蛋白和乳

脂等成分ꎬ在外泌体提取过程中应考虑尽可能去除ꎮ
利用低速离心可以去除乳液中的细胞和脂质获得乳

清ꎬ再利用分子筛层析法分离获得较纯的外泌体ꎮ
乳液来源的外泌体中含有某些 ｍｉＲＮＡｓꎬ这些 ｍｉＲ￣
ＮＡｓ 具有免疫相关的功能ꎬ它们能够增强外周血来

源的辅助性 Ｔ 细胞的免疫耐受性ꎮ 同时乳汁来源

外泌体能够促进产后的健康与生长[５ꎬ ５５￣５７]ꎮ
精液样本体积较小ꎬ蛋白质含量较多ꎬ外泌体含

量较少ꎮ 通过超速离心或密度梯度离心的方法可以

有效的分离精液中的蛋白质和外泌体组分ꎮ 精液来

源的外泌体富含有其特异的标记物:ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｌｅｔ￣
７ａ、ｌｅｔ￣７ｂ、ｍｉＲ￣１４８ａ、ｍｉＲ￣３７５ 以及 ｍｉＲ￣９９ａꎬ且精液

来源外泌体能够预测精子的成熟情况[５ꎬ ５５￣５７]ꎮ 同时

外泌体中 ｍｉＲＮＡ 能够促使免疫因子 ＩＬ￣１０ 和 ＩＬ￣１３
的表达ꎬ在生殖器固有免疫中发挥重要作用[５８]ꎮ 更

重要的是ꎬ有研究表明ꎬ精液来源外泌体能够通过阻

止 ＨＩＶ 早期蛋白质的转录来抑制 ＨＩＶ￣１ 感染[５９]ꎮ

５　 问题与展望

　 　 鉴于外泌体作为信使携带物质与信息穿梭于各

组织细胞间的独特生物学功能ꎬ利用外泌体发挥临

床疾病诊断和载药治疗等多方面的应用研究将持续

深入ꎮ 随着对外泌体发生起源研究的不断深入ꎬ人
们对外泌体也将会有更深入的理解和认识ꎮ 但无论

是对外泌体临床应用研究或者是其发生机制的研

究ꎬ都迫切需要在提取和鉴定方法上的不断改进和

完善ꎮ 不同的分离鉴定方法各有其优势与不足ꎬ不
同的体液理化性质各异ꎬ在对外泌体进行提取时应

根据体液的特点进行分离方法的选择ꎬ可尝试使用

几种不同方法组合的方式进行分离ꎬ以达到最佳分

离效果ꎮ 体液来源的外泌体作为检测指标ꎬ能够更

快捷对某些疾病做出诊断和预后ꎬ对于临床具有很

重要的应用意义ꎮ 同时ꎬ外泌体作为天然的载体ꎬ对
于药物呈递和疾病治疗具有与生俱来的优势ꎬ这也

将成为外泌体目前和将来最为重要的应用前景ꎮ
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ｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｔｒａｕｍａｔｉｃ ｂｒａｉｎ
ｉｎｊｕｒｙ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａꎬ ２０２０ꎬ ３７(１９):２０４５￣２０５６

[１６]　 Ｖａｄｅｒ Ｐꎬ Ｍｏｌ ＥＡꎬ Ｐａｓｔｅｒｋａｍｐ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｏｒ
ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ[ Ｊ] . Ａｄｖ Ｄｒｕｇ Ｄｅｌｉｖ Ｒｅｖꎬ２０１６ꎬ１０６(Ｐｔ Ａ):１４８￣
１５６

[１７]　 Ｓｕｒｍａｎ Ｍꎬ Ｄｒｏｚｄｚ Ａꎬ Ｓｔｅｐｉｅｎ Ｅꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｓ
ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ￣ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｔｈｅｒａ￣
ｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[Ｊ] . Ｃｕｒｒ Ｐｈａｒｍ Ｄｅｓꎬ ２０１９ꎬ ２５(２):１３２￣１５４

[１８]　 Ｂａｒｉｌｅ Ｌꎬ Ｖａｓｓａｌｌｉ Ｇ. Ｅｘｏｓｏｍｅｓ: Ｔｈｅｒａｐｙ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｔｏｏｌｓ ａｎｄ ｂｉｏ￣
ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｓ[Ｊ] . Ｐｈａｒｍａｃｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０１７ꎬ １７４:６３￣７８

[１９] 　 Ｌｏ ＳＣꎬ Ｒｅｖｅｒｂｅｒｉ Ｄꎬ Ｂａｌｂｉ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ￣ｄｅ￣
ｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｓ ｍｅｄｉａｔｏｒｓ ｏｆ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓ: ｅｎｄｏｒｓｅｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１７ꎬ ６(３):１０１８￣１０２８

[２０]　 Ｈａｎｅｙ ＭＪꎬ Ｚｈａｏ Ｙꎬ Ｊｉｎ ＹＳꎬ ｅｔ ａｌ. Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａｃｅｌ￣
ｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ａｓ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｓｙｓｔｅｍｓ ｆｏｒ ｔｒｉｐｌｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ (ＴＮＢＣ) ｔｈｅｒａｐｙ[Ｊ] . Ｊ Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｅ Ｐｈａｒｍａｃｏｌꎬ ２０２０ꎬ
１５(３):４８７￣５００

[２１]　 Ｙｏｎｇ Ｔꎬ Ｗａｎｇ Ｄꎬ Ｌｉ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｔｕｍｏｒ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｆｉｖｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ[ Ｊ] . Ｊ Ｃｏｎｔｒｏｌ
Ｒｅｌｅａｓｅꎬ ２０２０ꎬ ３２２:５５５￣５６５

[２２]　 Ｘｕｅ ＶＷꎬ Ｗｏｎｇ Ｓꎬ Ｓｏｎｇ Ｇꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ＲＮＡ￣ｂａｓｅｄ ｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｅ ｔｈｅｒａｐｙ ｕｓｉｎｇ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｏｒ ｄｒｕｇ ｄｅｌｉｖｅｒｙ[Ｊ] . Ｅｘ￣
ｐｅｒｔ Ｏｐｉｎ Ｂｉｏｌ Ｔｈｅｒꎬ ２０２０ꎬ ２０(７):７６７￣７７７

[２３]　 Ｍｏｒａｄ Ｇꎬ Ｃａｒｍａｎ ＣＶꎬ Ｈａｇｅｄｏｒｎ ＥＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｕｍｏｒ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｂｒｅａｃｈ ｔｈｅ ｉｎｔａｃｔ ｂｌｏｏｄ￣ｂｒａｉｎ ｂａｒｒｉｅｒ ｖｉａ ｔｒａｎｓｃｙ￣
ｔｏｓｉｓ[Ｊ] . ＡＣＳ Ｎａｎｏꎬ ２０１９ꎬ １３(１２):１３８５３￣１３８６５

[２４]　 Ｇａｒｄｉｎｅｒ Ｃꎬ Ｖｉｚｉｏ ＤＤꎬ Ｓａｈｏｏ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉ￣
ｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ: ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａ
ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ ｓｕｒｖｅｙ[Ｊ] . Ｊ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ２０１６ꎬ ５:３２９４５

[２５]　 Ｍｏｍｅｎ￣Ｈｅｒａｖｉ Ｆ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｂｙ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆ￣
ｕｇａｔｉｏｎ [Ｊ] . Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌꎬ ２０１７ꎬ １６６０:２５￣３２

[２６] 　 Ｈｅｌｗａ Ｉꎬ Ｃａｉ Ｊꎬ Ｄｒｅｗｒｙ ＭＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(１):ｅ１７０６２８

[２７]　 Ｇｕｒｕｎａｔｈａｎ Ｓꎬ Ｋａｎｇ Ｍꎬ Ｊｅｙａｒａｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａ￣
ｔｉｏｎꎬ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎꎬ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｆａｒｉｏｕｓ ｔｈｅｒ￣
ａｐｅｕｔｉｃ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ[Ｊ] . Ｃｅｌｌｓꎬ ２０１９ꎬ ８(４):３０７

[２８]　 Ｍｏｌ ＥＡꎬ Ｇｏｕｍａｎｓ ＭＪꎬ Ｄｏｅｖｅｎｄａｎｓ ＰＡꎬ ｅｔ ａｌ. Ｈｉｇｈｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ￣
ａｌｉｔｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａ￣
ｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ [ Ｊ ] . Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ
２０１７ꎬ １３(６): ２０６１￣ ２０６５

[２９]　 Ｄｉｎｇ Ｍꎬ Ｗａｎｇ Ｃꎬ Ｌｕ Ｘꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｅｘｏ￣
ｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｋｉｔｓ ｆｏｒ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉｃｒｏＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ

[Ｊ] . Ａｎａｌ Ｂｉｏａｎａｌ Ｃｈｅｍꎬ ２０１８ꎬ ４１０(１６):３８０５￣３８１４
[３０] 　 Ｓｏａｒｅｓ Ｍａｒｔｉｎｓ Ｔꎬ Ｃａｔｉｔａ Ｊꎬ Ｍａｒｔｉｎｓ Ｒｏｓａ Ｉꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａ￣

ｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｂｉｏｆｌｕｉｄｓ ｕｓｉｎｇ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎ￣ｂａｓｅｄ
ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１８ꎬ １３(６):ｅ１９８８２０

[３１] 　 Ｒｙｕ ＫＪꎬ Ｌｅｅ ＪＹꎬ Ｐａｒｋ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｓｅｒｕｍ ｕｓｉｎｇ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａ￣
ｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙｍｅｒ￣ｂａｓｅｄ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ[ Ｊ] . Ａｎｎ Ｌａｂ Ｍｅｄꎬ ２０２０ꎬ
４０(３): ２５３￣２５８

[３２] 　 Ｈｅｌｗａ Ｉꎬ Ｃａｉ Ｊꎬ Ｄｒｅｗｒｙ ＭＤꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｓｅｒｕｍ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｕｓｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｒｅｅ
ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｒｅａｇｅｎｔｓ[Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１７ꎬ １２(１):ｅ１７０６２８

[３３] 　 Ｔｉａｎ Ｙꎬ Ｇｏｎｇ Ｍꎬ Ｈｕ Ｙꎬ ｅｔ ａｌ. Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ
ｏｆ ｓｉｘ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｂｙ ｎａｎｏ￣ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅ￣
ｔｒｙ[Ｊ] . Ｊ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ２０１９ꎬ ９(１):１６９７０２８

[３４] 　 Ｇａｍｅｚ￣Ｖａｌｅｒｏ Ａꎬ Ｍｏｎｇｕｉｏ￣Ｔｏｒｔａｊａｄａ Ｍꎬ Ｃａｒｒｅｒａｓ￣Ｐｌａｎｅｌｌａ Ｌꎬ ｅｔ
ａｌ. Ｓｉｚｅ￣Ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｂａｓｅｄ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｉｎｉｍａｌｌｙ ａｌ￣
ｔｅｒｓ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｖｅｓｉｃｌｅｓ’ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔ￣
ｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ[Ｊ] . Ｓｃｉ Ｒｅｐꎬ ２０１６ꎬ ６:３３６４１

[３５] 　 Ｂｏｉｎｇ ＡＮꎬ ｖａｎ ｄｅｒ Ｐｏｌ Ｅꎬ Ｇｒｏｏｔｅｍａａｔ ＡＥꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｎｇｌｅ￣ｓｔｅｐ ｉｓｏ￣
ｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｂｙ ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
[Ｊ] . Ｊ Ｅｘｔｒａｃｅｌｌ Ｖｅｓｉｃｌｅｓꎬ ２０１４ꎬ ３

[３６] 　 Ｓｔｒａｎｓｋａ Ｒꎬ Ｇｙｓｂｒｅｃｈｔｓ Ｌꎬ Ｗｏｕｔｅｒｓ Ｊꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｍｅｍ￣
ｂｒａｎｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ￣ｂａｓｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ｓｉｚｅ￣ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ￣ｌｉｋｅ ｖｅｓｉｃｌｅｓ ｆｒｏｍ ｈｕｍａｎ ｐｌａｓｍａ[ Ｊ] . Ｊ
Ｔｒａｎｓｌ Ｍｅｄꎬ ２０１８ꎬ １６(１):１

[３７] 　 Ｄｕｏｎｇ Ｐꎬ Ｃｈｕｎｇ Ａꎬ Ｂｏｕｃｈａｒｅｙｃｈａｓ Ｌꎬ ｅｔ ａｌ. Ｃｕｓｈｉｏｎｅｄ￣ｄｅｎｓｉｔｙ
ｇｒａｄｉｅｎｔ ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ (Ｃ￣ＤＧＵＣ) ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｅｆ￣
ｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ[ Ｊ] . ＰＬｏＳ Ｏｎｅꎬ ２０１９ꎬ １４(４):
ｅ０２１５３２４

[３８] 　 Ｌｉ Ｐꎬ Ｋａｓｌａｎ Ｍꎬ Ｌｅｅ ＳＨꎬ ｅｔ ａｌ. Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ
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