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主动脉夹层患者尿液来源外泌体不同分离方法的比较
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1. 海军军医大学（第二军医大学）长海医院心血管外科，上海 200433  
2. 上海交通大学生物医学工程学院纳米生物医学工程研究所，上海 200240

[摘要] 目的 探讨分离主动脉夹层患者尿液来源外泌体的适宜方案。方法 收集主动脉夹层患者尿液，采用

超速离心法、透析超滤法和沉淀试剂盒法分离提纯尿液中的外泌体。在生物透射电子显微镜下观察尿液外泌体的形

态，用纳米颗粒跟踪分析仪检测其粒径大小、颗粒分布与浓度。结果 经过表征，3 种方法获得的尿液外泌体特征如

下：（1）超速离心法获得的尿液外泌体具有半杯托状或凹陷的半球形结构；粒径较大，分布较均匀；粒径范围较宽，

为（236.4±46.5）nm；浓度较低，为（2.82±0.21）×1012 个/mL；（2）透析超滤法获得的尿液外泌体形态较好，且

数量多；粒径较小，分布较集中；粒径范围较窄，为（128.7±6.3）nm；浓度较大，为（2.16±0.15）×1014 个/mL； 
（3）沉淀试剂盒法获得的产物在生物透射电子显微镜下未见明显的外泌体结构。结论 主动脉夹层患者采用透析超

滤法分离获得的尿液外泌体浓度较高，在对外泌体的纯度要求不是特别高的情况下比较适宜。
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Comparison of different separation protocols for exosomes derived from urine of patients with aortic dissection
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[Abstract]　Objective　To  explore a suitable separation protocol for exosomes derived from urine of patients with 
aortic dissection. Methods　Urine samples were collected from the patients with aortic dissection. The exosomes were 
extracted and purified by ultracentrifugation, dialysis-ultrafiltration and precipitation kit methods. The biological morphology 
of exosomes was observed under transmission electron microscope. The particle size, distribution and concentration of the 
exosomes were detected by nanoparticle tracking analysis. Results　The exosomes extracted with ultracentrifugation method 
had half cup-like or concave-hemispherical morphology; the particle size was large and well-distributed; the range of the 
particle size was wide with a mean value of (236.4±46.5) nm; and the concentration was low, being (2.82±0.21)×1012 per 
1 mL urine. The exosomes extracted by dialysis-ultrafiltration method had normal morphology and large quantity; the particle 
size was small and concentrated; the range of the particle size was narrow with a mean value of (128.7±6.3) nm; and the 
concentration was high, being (2.16±0.15)×1014 per 1 mL urine. There were no exosomes in the extractive by precipitation 
kit method under transmission electron microscope. Conclusion　Dialysis-ultrafiltration method is a suitable method for 
extracting exosomes from urine of the aortic dissection patients and can yield a high concentration, while it is not suitable 
when exosomes of very high purity are required.
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主动脉夹层（aortic dissection）起始于主动脉

血管内膜的破损，在反复高压血流的冲击下，内

膜破损进一步沿此层扩大、撕裂，造成血管壁内

膜与中膜分离，最终导致主动脉内形成真假两腔

即夹层主动脉瘤。在主动脉病变引起的疾病中，主

动脉夹层是最凶险的疾病之一，也是病死率最高的
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疾病之一[1-4]。因此，探寻与主动脉夹层的早期诊

断、预后判断或疗效评估密切相关的标志物具有重

要意义。

外泌体是细胞经内源性途径分泌的微小囊

泡，粒径一般为 30～200 nm，形态上呈凹陷的半

球形或半杯托状[5-6]。近年来，外泌体因在细胞间

相互作用、细胞间通讯、疾病诊断和疾病治疗与预

后判断等方面的作用[5-7]而逐渐成为研究热点。外

泌体可存在于体液或细胞培养上清液中，其主要来

源体液有血液、尿液、腹水、唾液、羊水、乳汁、

精液或脑脊液等[8-10]。尿液具有获取方便、无创、

易保存等优点，是临床检验中重要的样本来源。但

尿液中外泌体含量较低，其提取与分离一直是相关

研究中的一个难点。本研究采用超速离心法、透析

超滤法和沉淀试剂盒法提取主动脉夹层患者尿液外

泌体并进行表征，探讨分离主动脉夹层患者尿液来

源外泌体的适宜方案，为后续外泌体的相关实验奠

定基础。

1　材料和方法

1.1　样本来源　尿液样本来自 2017 年 7 月至  
12 月在海军军医大学（第二军医大学）长海医院

确诊并接受手术治疗的 20 例主动脉夹层患者，所

有患者均自愿参加本研究，并签署知情同意书。

尿液样本采集：征求研究对象同意后，在相对固

定的时间点，如每日 16:00（非晨尿）收集患者尿

液至少 150 mL，样本在 4 ℃ 静置 30 min 后，4 ℃  
1 000×g 离心 15 min，取上清液，分装后立即置

于 －80 ℃ 冰箱中备用。

1.2　仪器与试剂　Optima XPN 型超速离心机及

其配套的超速离心管（美国贝克曼库尔特有限公

司），Kit-exo 试剂盒（上海吉泰依科赛生物科技有

限公司），Tecnai G2 SpiritBioTWIN 生物型透射电

子显微镜（美国 FEI 公司），支持膜（北京新兴百

瑞技术有限公司），NanoSight NS300 型纳米颗粒

跟踪分析仪（英国马尔文仪器有限公司）。

1.3　尿液外泌体分离方法

1.3.1　超速离心法提取尿液外泌体　从－80 ℃ 冰

箱中取出分装好的装有 50 mL 尿液的离心管，梯

度解冻。4 ℃ 2 000×g 离心 10 min 后，取上清

置于另一个 50 mL 离心管中；再次 4 ℃ 3 500×g 
离心 20 min 后，取上清置于新的 50 mL 离心管

中；第 3 次 4 ℃ 10 000×g 离心 60 min 后，取上

清置于超速离心机配套离心管中，在天平上仔细

配平后置于超速离心机中，4 ℃ 120 000×g 离心  
70 min。弃上清，用磷酸盐缓冲液（phosphate 
buffer solution，PBS）重悬沉淀，补充适量 PBS，
经 0.22 μm 无菌滤器过滤后再次置于超速离心机配

套离心管中，4 ℃ 120 000×g 离心 70 min。分步

弃去上清，得到的离心管底部微量液体即为尿液外

泌体。用 50～100 μL 的 PBS 吹打离心管底部，并

吸取至合适的离心管中，分离出的尿液外泌体悬液

置于 4 ℃ 冰箱内短期保存。

1.3.2　透析超滤法提取尿液外泌体[11]　从－80 ℃ 
冰箱中取出分装好的装有 50 mL 尿液的离心管，

梯度解冻。4 ℃ 2 000×g 离心 10 min，取上清，

再次 4 ℃ 3 500×g 离心 20 min，将上清置于新的 
50 mL 离心管中，通过 0.22 μm 滤器过滤，得到滤

液约 40 mL。将此滤液加入到截留相对分子质量为 
300 000 的透析袋中。在新鲜配制的细胞级 PBS 中
透析 6～9 h，每 2～3 h 更换 1 次 PBS，PBS 用量

共计为 3 L。将得到的液体加入截留相对分子质量

为 100 000 的超滤管中，2 000×g 超滤 15 min，得

到的产物即为尿液外泌体。

1.3.3　沉淀试剂盒法提取尿液外泌体　从 －80 ℃ 
冰箱中取出分装好的装有 50 mL 尿液的离心管，

梯度解冻。4 ℃ 3 000×g 离心 30 min 后取上清

液，用 0.45 μm 滤器过滤；向过滤后的尿液样本

中加入 Kit-exo 试剂盒中的试剂（样本体积∶试剂

体积＝10∶1），混匀。将此混合液置于 4 ℃ 冰箱

中，静置 20 h 以上；4 ℃ 2 000×g 离心 30 min，
弃去上清液，留下沉淀；再次 4 ℃ 1 500×g 离心 
10 min，充分去除上清液；用 50～100 μL的 PBS 
清洗残留的液体，1 500×g 离心 5 min，再次充分

去除上清液，保留的沉淀即为尿液外泌体。用 PBS 
重悬沉淀并吸取至离心管中，置于 4 ℃ 冰箱内短

期保存。

1.4　生物透射电子显微镜下观察尿液外泌体的 
形态　取以上述 3 种方法获得的产物各 20 μL，用

移液枪混匀。然后吸取 10 μL 外泌体悬液，滴至电

子显微镜铜网上，静置 10 min，用磷钨酸负染固

定，室温自然晾干，上样到 120 kV 生物透射电子

显微镜下观察并拍照。

1.5　纳米颗粒跟踪分析仪测量尿液外泌体的粒径

大小、颗粒分布与浓度　取以上述 3 种方法获得的

产物各 10 μL，用去离子水稀释至 1 000 μL（具体
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2 . 2　不同分离方法提取的尿液外泌体粒径大

小、颗粒分布与浓度　纳米颗粒跟踪分析仪测量

结果显示，超速离心法得到的尿液外泌体的粒

径较大，分布较均匀；粒径范围较宽，平均值

为（236.4±46.5）nm；浓度较低，为（2.82± 

0.21）×1012 个/mL（图 2A）。透析超滤法获得的

尿液外泌体粒径较小，分布较集中；粒径范围较

窄，平均值为（128.7±6.3）nm；浓度较高，为

（2.16±0.15）×1014 个/mL（图 2B）。沉淀试剂

盒法获得的产物于生物透射电子显微镜下未观察到

明显的外泌体结构，故未能测量粒径大小、颗粒分

布与浓度。

3　讨　论

外泌体的内容物十分丰富，包括脂质、蛋白

质、核酸等多种生物活性分子，这些物质作为细胞

内的生物信号被外泌体运送到靶细胞或靶组织，参

与多种生理、病理过程，在细胞间通讯中发挥着重

要作用[12-13]。近年来，越来越多的研究关注外泌体

的特征及其对疾病诊疗和预后判断的作用[14-17]，然

而，对不同来源外泌体的分离一直是外泌体研究中

的一个重要问题。目前外泌体的提纯方法包括超速

离心法、基于粒径大小的层析排阻法、透析超滤

法、磁珠免疫捕获法和沉淀试剂盒法等，但尚无一

种方法能够满足各种组织来源外泌体的提取要求。

图 1　透射电子显微镜下观察不同分离方法提取的尿液外泌体形貌（负染）

Fig 1　Morphology of urine-derived exosomes under transmission electron microscope by different methods (negative staining)
A: Exosomes derived from urine by ultracentrifugation; B: Exosomes derived from urine by dialysis-ultrafiltration; C: Exosomes 

derived from urine by precipitation kit. Arrows indicate exosomes

稀释倍数需要参照样本实际情况）。用 1 mL 注射

器上样，设置循环次数（一般为 3 次）和时间（每

次 30 s），上机检测。

2　结　果

2.1　不同分离方法提取的尿液外泌体形貌　生物

透射电子显微镜观察结果显示，超速离心法获

得的尿液外泌体呈典型半杯托状或凹陷的半球

状，背景干净，可三三两两地聚集在一起（图 
1A）；用透析超滤法获得的尿液外泌体形态较

好，且数量多，背景干净（图 1B）；而用沉淀

试剂盒法获得产物在生物透射电子显微镜下未观

察到明显的外泌体结构，且有一些杂质，背景杂

乱（图 1C）。

图 2　纳米颗粒跟踪分析仪测量不同方法提取的

尿液外泌体粒径分布与浓度

Fig 2　Particle size distribution and concentration of 
urine-derived exosomes by nanoparticle tracking analysis

A: Exosomes derived from urine by ultracentrifugation (sample 
was diluted 2 000 times); B: Exosomes derived from urine by 
dialysis-ultrafiltration (sample was diluted 1 000 000 times )
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本研究利用超速离心法、透析超滤法及沉淀

试剂盒法分离提取主动脉夹层患者尿液来源的外泌

体，比较了 3 种方法的分离提纯效果。超速离心法

提取的外泌体数量一般但形态良好，具备外泌体典

型的半杯托状或凹陷的半球状结构，背景干净，

并三三两两地聚集在一起；外泌体的粒径较大，

分布较均匀，粒径范围较宽 [平均值为（236.4± 

46.5）nm]；用纳米颗粒跟踪分析仪测量的浓度较

小，为（2.82±0.21）×1012 个/mL。此方法是外泌

体分离提取的经典方法[11]，但需要用到超速离心机

及配套的离心管和适配器，不适合于多样本的提

取。采用透析超滤法获得的尿液外泌体形态较好，

数量多，背景干净。其粒径分布较集中，粒径范

围较窄 [平均值为（128.7±6.3）nm]，用纳米颗粒

跟踪分析仪测量的浓度较大，为（2.16±0.15）× 

1014 个/mL。此方法是一种经济、便捷的外泌体分

离提纯方法，超滤的作用主要是浓缩尿液体积和部

分截留所需粒径大小的微粒，透析是为了除去杂

质[11]。而采用沉淀试剂盒法提取的外泌体结构不明

显，背景杂乱有干扰。我们推测可能是沉淀试剂盒

的主要成分聚乙二醇 6000 在过夜孵育待分离外泌

体时，同时包裹了外泌体与其他杂质，所以在透射

电子显微镜下很难观察到外泌体结构。

综上所述，对于分离提纯主动脉夹层患者尿

液来源的外泌体，在对外泌体的纯度要求不是特别

高的情况下，用透析超滤法较为适宜。这为进一步

研究主动脉夹层患者尿液来源外泌体的其他性质和

功能奠定了良好的基础。
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