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组织微环境中细胞外囊泡的分离纯化及其理化特征
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[摘要] 目的 通过对比不同方法抽提的不同组织中的细胞外囊泡的差异和特点，探寻组织中细胞外囊泡的分

离纯化方法，为组织微环境中细胞外囊泡的功能和机制研究奠定基础。方法　采用胶原酶消化法对肾脏、前列腺、

皮肤和胃 4 种组织进行脱细胞处理，制备细胞外基质悬液，分别采用 Qiagen 外泌体抽提试剂盒、SBI 外泌体抽提试

剂盒及超速离心法（UC）抽提细胞外囊泡，然后使用 ATS 粒度分析仪 qNano 技术检测细胞外囊泡的粒径和浓度等。 

结果　采用 3 种方法对 4 种组织的细胞外基质悬液进行抽提，均可获得纯化的细胞外囊泡，主要囊泡类型为外泌

体。不同组织中细胞外囊泡粒径分布存在一定的差异，但粒径大小差异无统计学意义（P＞0.05）。等质量组织中均

以 UC 抽提得到的细胞外囊泡浓度最高，与另外 2 种方法相比差异有统计学意义（P＜0.01）；不同组织间比较，以

前列腺和肾脏获得的细胞外囊泡浓度较高，而胃和皮肤较低，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论　不同组织中均

以 UC 抽提得到的细胞外囊泡浓度最高；不同类型组织微环境中存在的细胞外囊泡的浓度有差异。
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[Abstract]　Objective　To compare the differences and characteristics of extracellular vesicles in different tissues extracted 
by different methods, and to explore the separation and purification methods of extracellular vesicles in tissues, so as to lay a 
foundation for studying the function and mechanism of extracellular vesicles in tissue microenvironment. Methods　Collagenase 
digestion was performed on four tissues: kidney, prostate, skin and stomach, to obtain decellularized tissues and to prepare 
extracellular matrix suspensions. Qiagen exosome extraction kit and SBI exosome extraction kit and ultracentrifugation 
(UC) method were used to extract the extracellular vesicles. The ATS particle size analyzer qNano technique was used 
to measure the particle size and concentration of the extracellular vesicles. Results　Purified extracellular vesicles were 
obtained by the three methods from the extracellular matrix suspensions of the four tissues, and the main vesicle type was 
exosomes. The distribution of particle size was different among the different types of tissues, but the difference of particle 
size was not significant (P＞0.05). In homogeneous tissues, the extracellular vesicles obtained by UC method had the highest 
concentration, which were significantly different compared with the concentrations of the extracellular vesicles obtained by the 
other two methods (P＜0.01). The concentrations of the extracellular vesicles from prostate and kidney were higher, and those 
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from stomach and skin were lower, and the difference was statistically significant (P＜0.05). Conclusion　The concentration 
of extracellular vesicles extracted by UC method is the highest in the various types of tissue microenvironments. There is a 
significant difference in the concentrations of extracellular vesicles from different types of tissue microenvironments.

[Key words]　extracellular vesicles; exosomes; tissue microenvironment; purification
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细胞外囊泡是由活细胞分泌的具有完整脂质

双分子层膜结构的纳米囊泡状小体，包括微囊泡、

外泌体等多种类型，通常呈杯托状、球形、椭球

形或类球形[1-2]。细胞外囊泡内通常富含蛋白质、

信使 RNA（messenger RNA，mRNA）及微 RNA
（microRNA，miRNA），通过体液转运到特定

部位 [3-4]。近年研究发现，细胞外囊泡尤其是外

泌体在疾病的临床诊断、损伤组织修复、免疫相

关抗原递呈及肿瘤靶向治疗等领域都发挥着重要 
作用[5-9]。目前对于细胞外囊泡的研究主要集中在

细胞培养基上清、血液以及其他体液中，直接对组

织微环境或细胞外基质来源的成分研究甚少[10]。根

据生物学一般原理，组织细胞分泌的细胞外囊泡首

先进入细胞外的组织微环境，经组织液过渡后再进

入血液、淋巴液等体液循环，进而影响全身其他组

织和器官，因此组织微环境内细胞外囊泡的分离

纯化及分析具有重要意义[11]。本研究分别采用德国 
Qiagen 外泌体抽提试剂盒、美国 SBI 外泌体抽提

试剂盒、超速离心法 3 种抽提方法，从肾脏、前列

腺、皮肤和胃组织中抽提细胞外囊泡，比较不同组

织采用不同抽提方法获得的细胞外囊泡的粒径和浓

度差异，并对不同组织微环境中存在的细胞外囊泡

的特点进行初步分析，为组织微环境外泌体研究提

供实验支持。

1　材料和方法

1.1　实验样本、试剂及仪器　本研究通过海军军

医大学（第二军医大学）长海医院伦理委员会审

核，实验样本均来自于长海医院的患者，患者均

签署知情同意书。主要试剂：含 10% 胎牛血清的 
DMEM 培养基、血清、胰蛋白酶均购自美国 Gibco 
公司，磷酸盐缓冲液（phosphate buffer solution，
PBS）购自生工生物工程（上海）股份有限公司，

胶原蛋白酶、庆大霉素和两性霉素 B 均购自美国 
Sigma 公司，50 mL 离心管购自美国 Corning 公
司，Qiagen76064 外泌体快速抽提试剂盒为德国 
Qiagen 公司产品，EXOQ5A-1 沉淀法外泌体快速

提取试剂为美国 SBI 公司产品。主要仪器：超速

离心机为日本日立公司产品，二氧化碳恒温培养箱

为美国 Thermo 公司产品，台式高速冷冻离心机为

美国 Beckman 公司产品，组织温和破碎分离仪为

德国美天旎生物技术有限公司产品，qNano ATS 粒
度分析仪为加拿大 ATS 公司产品。

1.2　不同组织细胞外基质悬液提取　于活组织

检查或手术治疗时，无菌取患者肾脏、前列腺、

皮肤和胃组织（均经病理证实为正常组织），剪

碎成 2 mm 见方的碎块后，加入含 1% 胶原蛋白

酶的 PBS，37 ℃ 消化过夜，次日组织溶解成稀

糊状后，经过研磨和过滤，使用组织温和破碎分

离仪进行组织破碎，获得单细胞悬液。低速离心

（300×g，10 min）除去细胞碎片，得组织的细胞

外基质悬液。

1.3　Qiagen 试剂盒法提取细胞外囊泡　将 XBP 缓
冲液以 1∶1 的体积比加入组织悬液中，轻轻倒转

离心管 5 次混匀，放置至室温。将混合液添加到 
exoEasy 旋转柱上，以 500×g 离心 1 min。弃去流

通液，将 exoEasy 旋转柱放回同一收集管，加入 
10 mL XWP 缓冲液，5 000×g 离心 5 min 除去残留

的缓冲液，与收集管一起弃去流通液。将 exoEasy 
旋转柱转移到新的收集管中，加入 200 μL XE 缓冲

液到膜上，孵育 1 min。以 500×g 离心 5 min 收集

洗脱液。将洗脱液重新加入 exoEasy 旋转柱膜并孵

育 1 min。以 5 000×g 离心 5 min，收集洗脱液并

转移到合适的管中。

1.4　SBI 试剂盒法提取细胞外囊泡　收集 30 mL 
组织悬液，3 000×g  离心  15 min 除去细胞碎

片。将上清液转移至无菌容器中，并将适量的 
ExoQuick 外泌体沉淀溶液加入到生物流体中，

4 ℃ 下冷冻过夜（至少 12 h），1 500×g 离心 
30 min。随后吸出上清液，1 500×g 离心 5 min 
去除残留的 ExoQuick 溶液。抽吸去除所有痕量

液体，将颗粒沉淀重悬于 200 μL 无菌 1×PBS， 
－80 ℃ 保存备用。

1.5　超速离心法分离细胞外囊泡　收集 30 mL 组
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织悬液，首先在 4 ℃ 下进行高速离心（10 000×g 
1.5 h），收集上清进一步超速离心。将上清转移

至超速离心塑料离心管中，4 ℃ 100 000×g 离心 
2.5 h。转移时严格配平样品，要求离心管两两之间

质量误差≤0.2 g，凹液面高度差≤2 mm。若样品

较少，用 PBS 补足，保证每管液体量一致。离心

结束后小心弃上清，加 200 μL PBS。
1.6　qNano ATS 粒度分析仪检测细胞外囊泡　采用 
ATS 粒度分析仪 qNano 技术，根据仪器说明书的

标准流程检测细胞外囊泡的粒度和浓度。ATS 粒
度分析仪 qNano 技术采用可调电阻脉冲感测，利

用纳米孔使粒子在纳米级上一颗一颗地被显现，获

取有关纳米粒子的大小、浓度、电荷和动态信息。

对单一粒子的粒径、分布和浓度进行精确分析并计

数。其检测直径范围为 50～10 000 nm，粒子浓度

范围为 105～1012 个/mL。样品测量以 40 μL 的流体

为基础样品，平均采集时间为 5 min。
1.7　统计学处理　应用 SPSS 21.0 软件进行数据分

析。实验结果至少独立重复 3 次，数据以 x±s 表
示，组间差异的比较采用单因素方差分析。检验水

准（α）为 0.05。

2　结　果

2 . 1 　 3  种 抽 提 方 法 获 得 的 细 胞 外 囊 泡 特 征 
对比　首先采用 Qiagen 试剂盒法、SBI 试剂盒法

和超速离心法分别对肾脏组织来源的细胞外囊泡

进行分离纯化，并采用 ATS 粒度分析仪 qNano 技
术对单一粒子的粒径、分布和浓度进行精确分析

并计数。结果发现 3 种抽提方法均可获得较高浓

度的细胞外囊泡，抽提获得的细胞外囊泡粒径主

要分布在 110～150 nm 范围，符合外泌体粒径范围

（40～150 nm[12]），提示囊泡类型主要为外泌体。

见图 1。
2.2　不同组织来源细胞外囊泡粒径分布比较　对来

源于肾脏、前列腺、皮肤、胃 4 种组织，以上述 3 
种抽提方法分离得到的细胞外囊泡采用 ATS 粒度

分析仪 qNano 技术进行检测，结果显示，4 种组织

通过不同抽提方法获得的细胞外囊泡的粒径分布存

在差异。如图 2 所示，将 Qiagen 试剂盒法抽提的 
4 种组织来源的细胞外囊泡根据平均粒径大小进行

排列，肾脏＞前列腺＞皮肤＞胃；将 SBI 试剂盒

法抽提的 4 种组织来源的细胞外囊泡根据平均粒径

大小进行排列，肾脏＞胃＞前列腺＞皮肤；将超速

图 1　3 种方法抽提的肾脏组织来源的细胞外囊泡

粒径及浓度分布

Fig 1　Particle size and concentration distribution of 

extracellular vesicles derived from kidney extracted by 

three methods
A: Qiagen exosome extraction kit; B: SBI exosome extraction 
kit; C: Ultracentrifugation. The diameter of exosomes was 

ranged in the rectangular box

离心法抽提的 4 种组织来源的细胞外囊泡根据平均

粒径大小进行排列，肾脏＞皮肤＞前列腺＞胃。不同

组织使用 3 种抽提方法获得的细胞外囊泡的粒径大

小差异均无统计学意义（P＞0.05）。

2.3　不同组织来源的细胞外囊泡浓度分析　采

用 ATS 粒度分析仪 qNano 技术对不同组织来源、

不同抽提方法获得的细胞外囊泡的浓度进行检
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3　讨　论

随着外泌体在生物医药研究领域的蓬勃发展，

其价值也受到越来越多的关注，从初步的认识到精

确的研究分析、从大致的作用到明确的功能，均提

示外泌体有着巨大的研究前景[13]。外泌体应用于诊

断研究的主流方向集中在血液以及其他体液中的外

泌体分离及功能。但是，血液及其他体液中的外泌

体来源复杂，往往是组织细胞、血液细胞、血管内

皮细胞等多种层次多种类型细胞分泌的外泌体的混

合体系[14-17]，难以直观清晰地研究特定器官或组织

的功能状态及损伤的诊断价值；此外，目前组织特

异性外泌体的分选标志研究还存在一定的局限性。

本研究从肾脏、前列腺、皮肤和胃组织微环

境中抽提细胞外囊泡，为了保证囊泡的真实性，

取样时严格低温和及时进行相应的处理，并在最

短的时间内取得样本。本研究采用 Qiagen 试剂

盒法、SBI 试剂盒法和超速离心法分离纯化 4 种
组织微环境来源的细胞外囊泡，使用 ATS 粒度

分析仪 qNano 技术检测囊泡的粒径和浓度，对

不同提取方法和不同组织来源的细胞外囊泡进行

比较，结果显示采用 3 种方法对 4 种组织的细胞

外基质悬液进行抽提，均可获得纯化的细胞外囊

泡，通过粒径分析显示其主要囊泡类型为外泌

体，提示这 3 种抽提方法均适合于组织细胞外囊

泡的抽提。但是，不同组织选取不同的抽提方案

所得到的细胞外囊泡的浓度有所差别。3 种方法

间的比较结果显示，4 种组织均以通过超速离心

法得到的细胞外囊泡浓度最高（P＜0.01）；4 种 
组织间的比较结果显示，以肾脏和前列腺来源的细

胞外囊泡浓度较高，皮肤和胃来源的细胞外囊泡浓

度较低（P＜0.05）。这些结果对类似的研究可能

具有一定的参考价值。

综上所述，本研究发现采用常用的抽提方法

可以获得相对具有组织特异性的细胞外囊泡，囊

泡的主要类型为外泌体。从组织中抽提细胞外囊

泡可为组织特异性外泌体的标志物筛选、认识特定

组织微环境的外泌体特征、研究组织微环境中的

细胞相互作用提供新的研究策略。本研究通过比较 
Qiagen 试剂盒、SBI 试剂盒和超速离心法抽提组织

中的细胞外囊泡，发现不同抽提方法对于不同组织

的抽提效能有较大差别，这对于外泌体的研究，尤

图 2　3 种抽提方法获得的不同组织来源的

细胞外囊泡粒径比较

Fig 2　Comparison of particle sizes of extracellular 

vesicles from different tissues extracted by three methods
Qiagen: Qiagen exosome extraction kit; SBI: SBI exosome 
extraction kit; UC: Ultracentrifugation. n＝3, x±s

图 3　3 种抽提方法获得的不同组织来源的

细胞外囊泡浓度比较

Fig 3　Comparison of concentrations of extracellular 

vesicles from different tissues extracted by three methods
Qiagen: Qiagen exosome extraction kit; SBI: SBI exosome 
extraction kit; UC: Ultracentrifugation. **P＜0.01 vs UC;  
△P＜0.05 vs skin and stomach. n＝3, x±s

测，结果显示来源于相同组织、以不同抽提方

法获得的细胞外囊泡浓度波动较大，但经等质

量组织换算后，各种组织来源的细胞外囊泡均

以超速离心法抽提得到的浓度最高，肾脏、前

列腺、皮肤和胃组织中细胞外囊泡浓度分别为

（1.57±0.08）×1010个/mL、（2.23±0.11）× 

1 0 1 0个 / m L、（ 4 . 7 9± 0 . 2 4）× 1 0 9个 / m L、

（6 . 2 7±0 . 3 1）×1 0 9个 / m L，与另外  2  种抽

提方法比较差异有统计学意义（P＜0 .01）。 
4 种组织间比较，以肾脏和前列腺来源的细胞外囊

泡浓度较高，皮肤和胃来源的细胞外囊泡浓度较

低，差异有统计学意义（P＜0.05）。见图 3。
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其是特异组织选择何种方式抽提外泌体将有一定的

借鉴意义。本研究亦存在不足之处，如样本例数比

较局限未进行大规模的临床采样；在研究样品性质

时未进行电镜下观察，而电镜照片对于外泌体的观

察可能会更直观。今后随着外泌体研究的进一步深

入，更多、更细的方法及特性研究必然具有更大的

意义。
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