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本发明公开了一种提取分离高纯度外泌体

的方法，包括以下步骤：取样品依次经过离心、过

滤以得到无大颗粒杂质的上清；用离子交换层析

填料吸附上清中的外泌体，再用洗脱液进行洗

脱；将所得外泌体溶液加入自装MixQ700S填料的

离心柱中，离心所得滤过液即为高纯度外泌体溶

液。本发明创新地引入了自填装MixQ700S填料的

离心柱，仅通过简单的离心操作即可达到完除杂

质的效果，且所得外泌体完整性好。本发明方法

简单易操作，并能够获取纯度高的外泌体，对外

泌体的下游应用具有重要意义。
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1.一种提取分离高纯度外泌体的方法，其特征在于，包括以下步骤：

S1、取样品依次经过离心、过滤以得到无大颗粒杂质的上清；

S2、用离子交换层析填料吸附上清中的外泌体，再用洗脱液进行洗脱；

S3、将所得外泌体溶液加入装填MixQ700S填料的离心柱中，离心所得滤过液即为高纯

度外泌体溶液。

2.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤S1样品包括细胞培养液、尿液。

3.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤S1所述离心为：1500‑3000g离心10‑

20min。

4.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤S1过滤采用0.22μm孔径滤膜。

5.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤S2具体为：将离子交换层析填料、细胞

上清于结合缓冲液中孵育后，离心并将沉淀转移至纯化柱中，用洗涤液进行洗涤，再用洗脱

液进行洗脱。

6.根据权利要求1或5所述的方法，其特征在于，步骤S2所述离子交换层析填料为弱阴

离子交换层析填料，其中弱阴离子交换剂包括二乙胺基乙基。

7.  根据权利要求6所述的方法，其特征在于，所述结合缓冲液为pH  7 .0‑8 .0，200‑

500mM  Tris‑HCl。

8.  根据权利要求6所述的方法，其特征在于，所述洗涤液为pH  7 .2‑8 .0，50‑200mM 

Tris、10‑150mM  NaCl。

9.  根据权利要求6所述的方法，其特征在于，所述洗脱液为pH  7 .2‑7 .5，50‑100mM 

HEPES、100‑500mM  NaCl。

10.根据权利要求1所述的方法，其特征在于，步骤S3所述离心为：300‑1000g离心30‑

90s。
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一种提取分离高纯度外泌体的方法

技术领域

[0001] 本发明属于外泌体分离提取技术领域，具体涉及一种提取分离高纯度外泌体的方

法。

背景技术

[0002] 外泌体是由细胞分泌的具有膜结构的囊泡，直径在40~160nm之间，内含多种核酸、

蛋白质、脂质等成分，在细胞间的通讯发挥重要作用。外泌体具有良好的耐受性和生物相容

性、较低免疫原性、可以穿越天然屏障、可进行工程化改造等诸多优势，目前已作为递送载

体被广泛应用在心血管疾病、肾损伤、免疫疾病、神经系统疾病和癌症等多种疾病的治疗研

究中。

[0003] 外泌体的分离提取方法包括超速离心、超滤和尺寸排阻色谱法、聚合物沉淀、免疫

亲和层析等。目前，超速离心是外泌体分离的“金标准”，但这个方法通常需要超过100000g

的离心力，而且分离操作复杂且周期长。超滤和尺寸排阻色谱法都是根据外泌体尺寸进行

分离的方法。超滤是将样品通过具有不同孔径的膜过滤器，根据颗粒的大小和分子量进行

分离。尺寸排阻色谱也是根据颗粒的大小进行分离的，较大的颗粒先离开色谱柱被分离出

来，而较小的颗粒较晚离开因此被收集。聚合物沉淀是通过添加聚乙二醇，将外泌体在溶液

中形成沉淀，再通过1500g低速离心，使外泌体得以分离，该方法适用于大量样本，但所得外

泌体纯度较低。免疫亲和层析是根据外泌体表面特有的抗原分子，使其与抗体相结合而被

分离出来，该方法特异性强但产量较低，且难以从样品中完全除去抗体。

[0004] 近来，有研究表明，利用电荷原理通过离子交换层析填料可以提取外泌体，此方法

可使用简单的离心机设备进行外泌体提取，然而，发明人在研究时发现，通过离子交换层析

填料虽然可以提取到细胞上清、尿液中的外泌体，但是电镜结果显示所得外泌体背景中存

在大量杂质，这对外泌体的实际使用显然是不利的。

发明内容

[0005] 针对通过离子交换填料提取的外泌体中存在大量杂质的问题，本发明提供了一种

提取纯化外泌体的方法，该方法简单且有效。

[0006] 本发明的技术方案具体如下所示：

一种提取分离高纯度外泌体的方法，包括以下步骤：

S1、取样品依次经过离心、过滤以得到无大颗粒杂质的上清；

S2、用离子交换层析填料吸附上清中的外泌体，再用洗脱液进行洗脱；

S3、将所得外泌体溶液加入装填MixQ700S填料的离心柱中，离心所得滤过液即为

高纯度外泌体溶液。

[0007] 在本发明方法中，步骤S1中的样品具体为细胞培养液、尿液等生物体液。发明人对

经过离子交换层析填料提取的外泌体进行鉴定分析后，发现电镜显示外泌体背景中的杂质

多呈现为晶体小颗粒，进一步分析发现其包含盐粒子及其他非外泌体蛋白；发明人通过大
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量试验探索，发现仅利用装填MixQ700S填料的离心柱通过简单低速离心即可去除有效外泌

体中的杂质，且鉴定所得电镜图背景干净。MixQ700S为一种复合模式填料，其中填料粒径为

70um，核壳结构微球，壳层为中性亲水层，可阻止700KD以上的蛋白进入内部，核层为阴离子

交换和疏水作用功能层，常用来分离纯化蛋白。

[0008] 优选地，在上述方法中，步骤S1中的离心条件为1500‑3000g离心10‑20min，过滤则

是采用0.22μm孔径滤膜对离心上清液进行过滤。本发明方法先通过离心去除样品中的大颗

粒杂质，再通过过滤除去非外泌体大囊泡和大部分杂蛋白；样品经过这些前处理，就可以得

到无大颗粒杂质的上清，利于后续吸附、洗脱。

[0009] 优选地，在上述方法中，步骤S2具体为：将离子交换层析填料、上清于结合缓冲液

中孵育后，离心并将沉淀转移至纯化柱中，用洗涤液进行洗涤，再用洗脱液进行洗脱。

[0010] 优选地，在上述方法中，步骤S2中离子交换层析填料为弱阴离子交换层析填料，其

中弱阴离子交换剂包括二乙胺基乙基。

[0011] 更优选地，在上述方法的步骤S2中，结合缓冲液为200‑500mM  Tris‑HCl缓冲液（pH 

7 .0‑8 .0），洗涤液为50‑200mM  Tris、10‑150mM  NaCl（pH  7 .2‑8 .0），洗脱液为50‑100mM 

HEPES、100‑500mM  NaCl。

[0012] 优选地，在上述方法中，步骤S3的离心条件为：300‑1000g离心30‑90s。

[0013] 与现有技术相比，本发明的有益效果为：

针对利用离子交换层析填料吸附作用，提取分离外泌体过程中的杂质问题，本发

明创新地引入了自填装MixQ700S填料的离心柱，且通过简单的离心操作即可达到完全去除

杂质的效果。

附图说明

[0014] 图1为实施例1提取分离的外泌体的TEM电镜图。

[0015] 图2为对比例1提取分离的外泌体的TEM电镜图。

具体实施方式

[0016] 下面将结合实施例和附图对本发明的技术方案进行清楚、完整地描述。应当理解

的是，此处所描述的具体实施方式仅用于说明和解释本发明，并不用于限制本发明。

[0017] 除非另有定义，本文所使用的所有的技术和科学术语与属于本发明的技术领域的

技术人员通常理解的含义相同。本发明的说明书和权利要求书中的术语“包括”以及它的任

何变形，意图在于覆盖不排他的包含。

[0018] 以下实施例中未注明具体技术或条件的，均按照本领域内的文献所描述的技术或

条件或按照产品说明书进行；所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过市购获得

的常规产品。

[0019] 实施例1

本例以HEK293T细胞培养液为例，按照本发明方法进行外泌体的提取和鉴定，具体

包括以下步骤：

（1）取10ml细胞培养液在4℃、1500g离心10min，去除悬浮细胞和细胞碎片，所得上

清液过0.22μm孔径滤膜，去除较大的微囊泡，吸取5ml滤液于10ml离心管中。
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[0020] （2）移液器吸取500μl结合缓冲液（200mM  Tris‑HCl缓冲液，pH  8.0）加入到步骤

（1）中装有滤液的离心管中，盖紧盖子，颠倒混匀。

[0021] （3）吸取300μl  DEAE树脂溶液加入到步骤（2）所得离心管中，盖紧盖子，在室温下

连续颠倒混匀，孵育15min，1500g离心2min，轻轻将离心管从离心机中取出，用移液器取500

μl上清液（不要弃掉），小心倒掉剩余上清液，用移液器中的液体（500μl）轻轻吹起树脂，全

部转移至纯化柱中（已放入收集管），静置2min，2000g室温离心2min，吸取500μl的洗涤液

（pH  8.0,  50mM  Tris,  10mM  NaCl）加入到纯化柱中，静止5min，2000g室温离心2min，将滤

液及收集管一并弃掉。

[0022] （4）将纯化柱转移至低吸附蛋白的1.5ml离心管中，加入200μl的洗脱液（pH  7.2, 

50mM  HEPES,  100mM  NaCl），孵育5min，350g室温离心2min，将离心后的滤过液重新转移至

纯化柱中，孵育5min，2500g室温离心3min，离心管中所得液体即为浓缩后的外泌体溶液。

[0023] （5）将浓缩后的外泌体溶液加入预装MixQ700S填料的离心小柱中，300g离心90s，

滤过液即为去除杂质的外泌体溶液。

[0024] 对步骤（5）所得外泌体溶液进行电镜检测，结果如图1所示：电镜照片背景干净，不

存在明显杂质，且外泌体较多、形态完整。

[0025] 对比例1

本例所用样品同实施例1一致，并通过以下步骤提取其外泌体：

（1）取10ml细胞培养液在4℃、1500g离心10min，去除悬浮细胞和细胞碎片，所得上

清液过0.22μm孔径滤膜，去除较大的微囊泡，吸取5ml滤液于10ml离心管中。

[0026] （2）移液器吸取500μl结合缓冲液（200mM  Tris‑HCl缓冲液，pH8.0）加入到步骤（1）

中装有滤液的离心管中，盖紧盖子，颠倒混匀。

[0027] （3）吸取300μl  DEAE树脂加入到步骤（2）所得离心管中，盖紧盖子，在室温下连续

颠倒混匀，孵育15min，1500g离心2min，轻轻将离心管从离心机中取出，用移液器取500μl上
清液（不要弃掉），小心倒掉剩余上清液，用移液器中的液体（500μl）轻轻吹起树脂，全部转

移至纯化柱中（已放入收集管），静置2min，2000g室温离心2min，吸取500μl的洗涤液

（pH8.0,  50mM  Tris,  10mM  NaCl）加入到纯化柱中，静止5min，2000g室温离心2min，将滤液

及收集管一并弃掉。

[0028] （4）将纯化柱转移至低吸附蛋白的1 .5ml离心管中，加入200μl的洗脱液（pH7 .2 , 

50mM  HEPES,  100mM  NaCl），孵育5min，350g室温离心2min，将洗脱液重新转移至纯化柱中，

孵育5min，2500g室温离心3min，离心管中所得液体即为外泌体溶液。

[0029] 对步骤（4）所得外泌体溶液进行电镜检测，结果如图2所示：本例所得外泌体的电

镜照片背景不干净，呈现很多成片晶体小颗粒。

[0030] 综上所述，本发明通过引入自填装MixQ700S填料的离心柱，能够克服现有方法的

缺陷，获取高纯度外泌体的同时，保证了外泌体的完整性好，可见本发明方法能够获取质量

高的外泌体，对外泌体的下游应用具有重要意义。

[0031] 需要说明的是，以上实施例仅是本发明一部分实施例而不是全部的实施例，仅用

以说明本发明的技术方案而非限制；基于本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有

做出创造性劳动条件下所获得的所有其它实施例，都属于本发明保护的范围。
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图1

图2
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