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细胞外囊泡分离研究进展
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摘 要：细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）是由细胞释放的具有磷脂双层膜结构的囊状小泡，大小在 30~5 000 nm
之间。EV 携带母细胞的生物分子信息，通过运输关键的蛋白质、miRNA、mRNA 和 DNA 等生物分子，在细胞通信

和表观遗传调控中发挥着重要作用。由于 EV 所处体液环境十分复杂，来源多样，且其理化性质存在较大的异质

性，高效率、高纯度地分离和纯化 EV 对其下游的生物医学研究和临床应用至关重要。本篇综述将总结不同来源

EV 的分离分析研究进展，并深入剖析不同方法的优缺点，阐明其应用场景，为各种 EV 分离技术的应用和进一步开

发提供有用信息。
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Research progress in extracellular vesicle isolation methods

SU Xisuo， LIU Dingbin*

College of Chemistry， Nankai University， Tianjin 300071

Abstract：Extracellular vesicle （EV） is phospholipid bilayer membrane vesicle released by cells and its size 
ranges from 30 to 5 000 nm.  EV carries the biomolecular information of the parental cells and plays an impor⁃
tant role in cell communication and epigenetic regulation by transporting critical biological cargoes such as pro⁃
teins， miRNA， mRNA and DNA.  Due to the complexity of the body fluid enviroments in which EV is found， 
their diverse origins， and the great heterogeneity in their physical and chemical properties， efficiently and purely 
isolating and purifying EV is critical for downstream biomedical research and clinical applications.  This review 
summarizes the research progress of isolating EV from different sources， analyze the advantages and disadvan⁃
tages of different methods， clarify their application scenarios， and provide useful information for the application 
and further development of various EV separation technologies.
Keywords：extracellular vesicle； isolation and enrichment； bioanalysis； medical application

0　引言

细胞外囊泡（extracellular vesicle，EV）是一类由

细胞释放到细胞外环境的微纳米级膜性囊泡，直径

为 30~5 000 nm。几乎所有类型的细胞均能释放 EV，

其分布广泛，在哺乳动物、植物和微生物细胞中均有

发现。EV 携带着母细胞内的遗传物质和分子信息

（如蛋白质、miRNA、mRNA 和 DNA 等），在细胞信

息交流与传递之间发挥着重要作用。本篇综述拟系

统梳理和评估不同来源 EV 分离方法的研究进展，

比较各类方法的效率和适用性，探讨其在实际应用

中的优势和不足。

1　细胞外囊泡的基本概述

国际细胞外囊泡协会（ISEV）将细胞外囊泡

（EV）定义为“从细胞中释放的颗粒，由脂质双层包

裹，并且不能自行复制，即不包含功能性细胞核”［1］。

EV 按照其形成方式和来源可分为三类：外泌体
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（30~200 nm）、微囊泡（100~1 000 nm）和凋亡小体

（100~5 000 nm）［2］。外泌体主要由内吞途径产生，

它们首先由细胞膜内陷形成早期内体，随后进一步

成熟为多囊泡体（multivesicular body，MVB）。当多

囊泡体与细胞膜融合后，小囊泡通过胞吐作用释放

到细胞外环境中，从而形成外泌体［3］。微囊泡和凋

亡小体是直接由细胞质膜向外出芽形成的囊泡，该

过程不依赖于内吞途径（图 1）。一般来说，根据不

同的生物发生途径，为了避免误导性的术语，ISEV
建议将 <200 nm 的 EV 称为小细胞外囊泡（small 
extracellular vesicle），而>200 nm 的称为大细胞外

囊泡（large extracellular vesicle）。

EV 的膜结构与细胞膜相似，含有磷脂双分子

层和多种生物分子，包括蛋白质、脂质、核酸等，这些

成分赋予了 EV 在细胞间通讯和信号传递中的独特

功能，从而在多种生物学过程中发挥着重要作用［4-5］。

近年来，EV 在细胞通讯、免疫调节［6-7］、肿瘤转移以

及神经退行性疾病中的功能引起了广泛关注［4，8-11］。

EV 不仅是细胞间通讯的重要媒介，还在疾病诊断和

治疗中展现出巨大的潜力［12-14］。例如，EV 可作为生

物标志物，用于疾病早期检测和诊断［15-16］；此外，EV
还可以作为药物递送载体［17-18］，将药物直接传递到目

标细胞。因此，深入研究 EV 的生物学功能，对生物

医学领域具有重要的意义［19-21］。然而，要充分利用其

潜力，需要从复杂的生物样本中高效分离出 EV。由

于体液环境往往较为复杂［21］，且 EV 的理化性质具有

很强的异质性，使得其分离过程面临诸多挑战。

目前，已有多种分离方法被开发和应用，包括超

速离心法、超滤法、尺寸排阻色谱法、免疫捕获法、聚

合物沉淀法及微流控技术等。每种方法都有其独特

的原理、优点和局限性，适用于不同的研究需求和应

用场景。本文将总结哺乳动物来源、植物来源和微

生物来源的 EV 分离方法。

2　哺乳动物来源的 EV 分离方法

几乎所有哺乳动物细胞均会分泌 EV，其分离

图 1　EV的形成过程［2］

Figure 1　Biogenesis of extracellular vesicle［2］
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方法研究得最为广泛，包括超速离心法、超滤法、尺

寸排阻色谱法、亲和捕获法、聚合物沉淀法和微流控

技术等。

2. 1　超速离心法

超速离心法是最早也是最常用的 EV 分离方法

之一，适用于大部分的生物样本，包括细胞培养上清、

血浆、尿液和脑脊液等，普适性强，无需专业的操作人

员及昂贵的试剂，被称为 EV 分离的金标准方法。其

原理是基于颗粒在高离心力场下的沉降速率差异，不

同大小和密度的颗粒在离心力作用下会以不同的速

度沉降，从而实现分离［22］。超速离心法通常包括多个

离心步骤（图 2），逐步去除较大和较小的颗粒，最终获

得相对纯净的 EV［23］。然而，超速离心法也存在一定

的局限性：（1）需要多步离心，耗时较长，操作过程繁

琐，每步离心都会造成一定的样本损失，最终产量较

低；（2）设备要求高，超速离心法产生的离心力可高达

100 000 g可能会破坏 EV 的完整性，从而影响下游分

析［24］；（3）由于脂蛋白等颗粒大小和密度与 EV 接

近［25］，因此超速离心法难以完全去除杂蛋白干扰，显

著影响 EV 的分离纯度。此外，超速离心法受到离心

力、离心时间、样本类型和体积以及离心温度等多种

因素的影响，这些因素往往会影响 EV的分离效果。

为了进一步解决超速离心法的局限性，研究者

们进行了多方面的优化和技术改进。例如，根据不

同类型的样本和目标 EV 的特性，调整离心力和离

心时间。对于小型 EV，适当降低离心力并缩短离

心时间，以减少对 EV 的损害。在常规超速离心的

基础上，引入密度梯度离心法［26-27］，从而可以根据

EV 与其他颗粒的密度差异进一步提高分离纯度。

具体操作如下：通过在样本中加入密度梯度介质，从

而根据 EV 和其他颗粒的密度差异进行更精确的分

离。首先，将不同密度的生物相容性介质（如蔗糖或

碘克沙醇）置入一个试管中，密度从下到上逐渐降

低。随后，将样品添加到密度梯度培养基的顶部，进

行超速离心。岩井（Iwai）等人［26］通过碘克沙醇密度

梯度离心法提取唾液中的 EV，获得了纯度较高的

EV。但与传统的超速离心法相同，该方法操作上依

然繁琐，且耗时较长，不适合大规模地处理样品。

2. 2　超滤法

与传统的过滤方法类似，超滤法是一种根据颗

粒大小进行膜过滤的分离方法。超滤使用具有不同

截留分子量的纳米膜从临床样本或细胞培养基中分

离 EV。通过选择合适孔径的超滤膜，可以有效地

将 EV 从较大的细胞碎片和较小的分子中分离出

来［28］。超滤法的基本原理是通过压力驱动样本溶

液通过具有特定孔径的超滤膜，使得大于孔径的颗

粒被截留，小于孔径的物质通过膜孔流出。因此，超

滤膜的孔径是影响分离效果的关键因素。选择适合

的膜孔径对分离不同大小的 EV 至关重要。如果膜

孔径过大，可能无法有效截留 EV；如果膜孔径过

小，则可能导致较小的 EV 无法通过，影响回收率。

此外，过滤压力、膜污染和堵塞以及样本溶液的黏度

图 2　差速离心法和密度梯度离心法示意图

密度梯度离心法是在差速离心法的基础上，通常将不同密度的生物相容性介质（如蔗糖或碘克沙醇）置入一个试管中，密度从

下到上逐渐降低。不同密度的颗粒组分在一定的离心力作用下使密度小者上浮，密度大者下沉，最终不同密度的颗粒会停滞

在相应等密度区。

Figure 2　Schematic illustration of differential centrifugation and density-gradient centrifugation
The density gradient centrifugation is based on the differential centrifugation.  Usually， different-density biocompatible media 
（such as sucrose or iodixanol） are placed in a test tube， with the density gradually decreasing from bottom to top.  Under the action 
of a certain centrifugal force， the particle components of different densities cause the denser ones to float upward and the less dense 
ones to sink downward.  Eventually， different-density particles will stop at the corresponding isodensity zones.
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等因素也对超滤法有重要的因素。如：过高的过滤

压力可能导致膜污染或破裂，从而降低过滤效果；过

低的压力则可能导致过滤速度慢，效率低。

与超速离心法相比，基于超滤的 EV 分离法步

骤相对简单［29］，且显著缩短了处理时间，不需要特

殊设备，操作条件温和，减少了对 EV 结构和功能的

损伤。然而，超滤法也存在一些局限性，长时间使

用可能导致滤膜堵塞，影响分离效率和产量［30］。为

了解决这一问题，引入了切向流技术。切向流过滤

又称为交叉过滤，其中过滤的流体切向过滤表面

（图 3），由于膜处于平行的流动力下，通过不断地冲

洗，可以一定程度上避免潜在的膜堵塞［31］。而无法

透过的截留物会再循环至进料区，参与循环，从而实

现自动化［32-33］。此外，还可以通过其他参数的控制

和调整为超滤法提供一定的优化策略。例如，在过

滤的过程中，通过控制过滤压力和流速，避免过高的

压力导致膜损坏。优化流速和压力以提高分离效

率，保持过滤的稳定性。使用长时间后，可以对膜进

行再生和清洗，使用适当的清洗溶液（如水、盐溶

液、酸性溶液或碱性溶液等）定期清洗膜可以避免污

染的积累，以减少堵塞的出现，从而提高膜的使用

寿命。

2. 3　尺寸排阻色谱法

1955年，格兰特（Grant H. L）和科林（Colin R. R）
发明了一种基于分子尺寸的分离技术，称为尺寸排

除色谱法（size exclusion chromatography，SEC）［34］。

SEC 是一种基于颗粒大小进行分离的色谱技术，其

原理是通过多孔基质的色谱柱来区分不同尺寸的颗

粒。当样本通过装填有多孔凝胶的色谱柱时，大颗

粒由于无法进入凝胶孔隙，会沿最短路径快速通过

色谱柱；而小颗粒则会进入凝胶孔隙，被延迟洗

脱［35］。最终，不同大小的颗粒按照洗脱时间被分离

开来（图 4）。

就 EV 的治疗应用和功能研究而言，SEC 最吸

引人的特征是它能够保存分离的 EV 的自然生物活

性［36］。与超速离心和超滤不同，SEC 是通过被动重

力流进行的，它不影响囊泡的结构和完整性。EV
通过选择具有生理渗透压和黏度的洗脱缓冲液，可

以进一步增强其自然状态，适用于后续的生物功能

分析或临床应用。然而，由于其分离速度相对较慢，

且需要高质量的色谱柱和色谱系统，因此 SEC 通常

用于需要高纯度的 EV 的实验，而非高通量应用。

为了提高 SEC 的分离效率和处理量，研究者们进行

了多项技术改进。例如，开发了高流速的色谱柱和

多柱串联系统，能够在较短时间内处理更多样本，提

高分离效率。此外，结合自动化液相色谱系统，实现

了高通量 EV 分离和分析，大大提高了实验效率和

重复性，如商业化的产品 qEV 色谱柱［37］。

2. 4　亲和捕获法

亲和捕获法基于 EV 膜表面分子与分离介质界

面配体的高亲和力识别，如免疫捕获法通过抗原-抗
体的特异性结合来分离 EV［38］。EV 亲和捕获法最

常选用的膜蛋白是 CD63、CD81 和 CD9。该方法通

常结合磁性微球，通过在微球表面偶联抗体，使得抗

体能够捕获目标 EV。免疫捕获法已被广泛应用于

EV 相关疾病标志物鉴定、组学分析和疾病诊断等

领域［39］。例如，利用免疫捕获法从血液中分离肿瘤

来源的 EV，并进行基因组和蛋白质组分析，发现了

一些特异性分子标志物，有助于癌症的早期诊断和

治疗［40］。此外，在阿尔茨海默病研究中，免疫捕获

法被用于分离脑脊液中的神经元 EV，研究其在疾

病机制中的作用。相对于其他分离方法，免疫捕获

法最大的优点是其高特异性，利用抗体与 EV 表面

标志物的特异性结合，显著提高了 EV 分离的纯度。

免疫捕获法的操作相对简便，可在较短时间内完成

分离过程。然而，该方法也存在一定局限性：（1）EV
膜蛋白表达的异质性，使得分离效率较低；（2）捕获

图 3　死端过滤（1）与切向流过滤（2）的对比

Figure 3　Dead-end filtration （1） vs.  Tangential flow 
filtration （2）

图 4　尺寸排阻色谱法的分离原理图

Figure 4　Illustration of the principle of size exclusion 
chromatography
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效率依赖于抗体的质量和特异性，而高质量的特异

性抗体成本较高，限制了其大规模应用。

为了提高 EV 分离富集的效率和通用性，本课

题组报道了一种可逆的两性离子配位策略［41］，该策

略基于 EV 膜上的磷脂酰胆碱（phosphatidylcholine，
PC）与 锚 定 在 磁 珠 上 的 胆 碱 磷 酸（choline phos⁃
phate，CP）之间的特异性相互作用（图 5）。CP 可最

大限度地减少其他生物污染物在磁珠上的非特异性

吸附，此外，可通过改变环境温度来可逆地调节 PC-
CP 的配位，从而将 EV 从磁珠上快速释放下来。该

方法解决了传统免疫磁珠法的非特异性吸附以及

高成本的问题，通过可逆的两性离子配位策略，实

现了从不同生物样本中快速、高产和高纯度地分离

EV。

2. 5　聚合物沉淀法

聚合物沉淀法是一种通过添加聚合物使 EV 沉

淀的分离方法，高度亲水的聚合物与 EV 周围的水

分子相互作用，形成疏水的微环境，导致 EV 沉

淀［42］，其中聚乙二醇（polyethylene glycol，PEG）为最

常用的聚合物。由于该方法操作简便，富集效率高，

因此备受青睐，已被制作成商用试剂盒，如 ExoPrep、
ExoQuick 等。聚合物沉淀法不需要复杂的设备，适

合大规模样本处理，已被广泛用于各类样本中 EV
的分离富集，如血液、细胞培养液、脑脊液和尿液

等［42］。聚合物沉淀法对于大分子的沉淀无选择性，

因此复杂生物样本 EV 分离富集的沉淀物中会包含

其他非囊泡成分（如蛋白质、脂质等），导致分离纯度

较低。此外，PEG 等聚合物的残留可能干扰后续的

分析，因此在下游应用中需要特别注意。

2. 6　微流控技术

微流控平台由于具有样本体积小、自动化的优

点，逐渐成为 EV 分离技术的新星。微流控技术是

一种基于微小流体通道的 EV 分离方法，通过设计

精密的微流控芯片实现对 EV 的高效分离和分析。

该方法利用微米级通道中的流体动力学特性和

物理化学性质差异，从而达到分离 EV 的目的。微

流控技术可以通过物理筛分［43］、声波［44-46］、介电

泳［47-48］、磁 捕 获［49-51］等 不 同 手 段 实 现 EV 的 分 离

（图 6）。库（Ku）等人［52］利用声阱的自动微流控系统

富集了尿液的 EV，并通过 miRNA 测序，发现生物

标志物。雷泽利（Rezeli）等人［53］建立了声波捕获平

台，对血浆衍生的 ECV 蛋白进行了捕获，并与常规

的差速离心法分离的 ECV 蛋白进行蛋白质组学分

析，结果表明，通过两种方法捕获的蛋白质组成

相似。

微流控技术具有极高的灵活性和可定制性，能

够在微小尺度上进行高效分离，样本需求量低，所需

样本量极少，适用于宝贵和稀有样本处理。且能够

与下游分析技术无缝衔接，如实时成像、分子检测

等。然而，微流控设备的开发和操作复杂度较高，需

要精密的芯片和控制设备，并且需要针对不同类型

样本和 EV 特性进行特定的芯片设计和优化，开发

周期较长，目前多用于实验室研究，尚未广泛应用于

大规模分离。

2. 7　其他技术

除了上述常用的分离方法，一些新兴技术或对现

有技术的改进也不断涌现。叶燕婷（Yin-Ting Yeh）
等人［54］基于 SEC 的原理，构建了一个由三维碳纳米

管阵列组成的高通量平台（图 7）。该平台可根据大

小快速捕获和分离不同的 EV，还能用于观察不同

捕获的 EV 的细胞摄取。更重要的是，捕获过程无

需任何标记，这种无标记捕获可在 EV 从宿主细胞

中释放时保持其完整性，从而允许使用传统的方法

进行全面的下游分析。

图 5　通过 CP-PC可逆配位对 EV进行捕获和释放

Figure 5　Schematic diagram of capture and release of EV through CP-PC reversible coordination
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王等人［55］开发了一种由纤毛微柱组成的微流

体装置，能够同时进行多尺度过滤。纤毛由多孔硅

纳米线组成，这些纳米线使用电沉积银纳米颗粒催

化剂化学蚀刻在微柱侧壁上。纳米线森林中的纳米

线间距可以在 30~200 nm 的范围内进行调整，从而

产生高密度的间隙位点，能够物理捕获类似外泌体

的纳米颗粒（图 8）。使用已知大小的脂质体作为模

型囊泡，该课题组已经证明纤毛微柱优先捕获外泌

体样脂质囊泡，同时允许较小的蛋白质和具有细胞碎

片大小的较大纳米颗粒畅通无阻地通过。此外，可以

通过将多孔硅纳米线溶解在 PBS 中来释放捕获的脂

质囊泡，从而实现其完整和高度纯化的回收。这些新

兴的技术通过进一步优化 EV 的分离过程，为未来的

高通量分离和精准分析提供了新的方向。

3　植物来源的 EV 分离方法

植物来源的细胞外囊泡（plant-derived extracel⁃
lular vesicle，PDEV）是近年来植物学中备受关注的

研究方向，与哺乳动物的 EV 相似，PDEV 具有重要

的生物学功能。PDEV 的大小、形态及生物分子组

成与哺乳动物的 EV 有相似之处，但也有其显著的

特征。PDEV 来源机制较为复杂［56-57］，目前已有一

些模型用来解释 PDEV 的分泌机制，其分泌途径主

要分为三种（图 9）：（1）通过胞吐作用分泌 PDEV，

类似于动物的外泌体和微囊泡，大小通常在 30~
1 000 nm 之间［58-59］；（2）外囊阳性细胞器与质膜融合

产生的 PDEV［60-61］，这是植物特有的非常规分泌途

图 8　用于 EV分离的纤毛微柱阵列示意图［55］

Figure 8　A schematic of the ciliated micropillar array for 
EV isolation［55］

图 6　基于微流控原理的分离技术及其临床应用［49］

Figure 6　Schematic illustration of microfluidic based separation and clinical applications of exosomes［49］

图 7　通过三维碳纳米管阵列快速捕获 EV［54］

Figure 7　Rapid capture of EVs by three-dimensional 
carbon nanotube arrays［54］

213



新兴科学和技术趋势 2025 年  6 月

径［62］；（3）液泡途径产生的 PDEV［63］，这一途径与多

泡体通路之间可能存在一定联系［64］。

PDEV 的组成成分包括脂质、蛋白质、核酸（如

miRNA、tRNA、mRNA）和次生代谢物等［65-66］。PDEV
的膜结构由磷脂双分子层构成，具有高度特异的蛋

白质组成，如热激蛋白、溶酶体相关蛋白等。此外，

其 中 也 含 有 大 量 具 有 抗 菌 和 抗 病 毒 活 性 的 物

质［67-69］，如植物防御性小分子和酶类，表明它们在植

物抗逆性和信号传导中的重要作用［70］。由于 PDEV
的多样性和复杂性，分离纯化这些囊泡对于研究其

功能具有重要价值。与哺乳动物 EV 相同，目前常

用的 PDEV 分离方法有超速离心法、超滤法、聚合

物沉淀法和尺寸排阻色谱法等，但大部分方法尚处

于初步探索阶段，因此开发适合植物细胞的高效分

离技术至关重要。

3. 1　超速离心法

超速离心法是当前 PDEV 分离的常用方法之

一，类似于哺乳动物细胞 EV 的分离。该方法依靠

高速离心力将不同密度和大小的颗粒分离，是一种

经典的 EV 分离方法，主要分为差速离心法和密度

梯度离心法两种。

3. 1. 1　差速离心法

差速离心法是一种基于离心力逐步增加分离颗

粒的技术。与哺乳动物 EV 不同，植物样本的前处

理更为复杂，需要额外的裁剪枝叶［67］、压榨并进行

研磨及浸泡处理，去除花青素等色素小分子。然后

再通过低速离心（300~500 g）去除细胞和较大的细

胞碎片，然后中速离心（2 000~3 000 g）去除更大的

微粒。接着，高速离心（10 000~20 000 g）去除较大

的胞器，如线粒体和叶绿体。最后，使用超高速离心

（100 000 g）来沉淀 PDEV。

3. 1. 2　密度梯度离心法

密度梯度离心法通过在密度梯度介质（如蔗糖

或碘克沙醇）中进行超高速离心，将 PDEV 与其他

细胞碎片或亚细胞成分分离［68］。由于 PDEV 的浮

力密度不同于其他细胞器，密度梯度离心可以进一

步提高分离纯度。这种方法尤其适合 PDEV 的纯

化，因为植物细胞质复杂，存在大量的多糖和其他高

分子杂质，密度梯度离心法能够有效区分这些杂质

和 EV（图 10）。超速离心法的主要优点在于其相对

成熟，能够分离大量样本，且实验设备易得。然而，

它的缺点也较为明显。首先，植物细胞中存在大量

的多糖、纤维素等物质，这些成分容易在离心过程中

与 EV 混杂在一起，影响分离的纯度。其次，超高速

离心可能会导致 PDEV 的形态发生变化或结构受

损，影响后续功能研究。此外，离心法耗时较长，尤

其是在处理大体积样本时，效率较低。

3. 2　超滤法

超滤法是另一种常用的分离方法，通过不同孔

径的滤膜将样本中的不同大小的颗粒进行分离。罗

伯蒂斯（Robertis）等人［71］用 10 kDa 的超滤管提取了

蓝莓衍生的外泌体样纳米颗粒（blueberry-derived 
exosome-like nanoparticle，B-ELN），并研究了人稳

定内皮细胞系（EA. hy926）对 B-ELN 的细胞摄取以

图 9　植物细胞外囊泡的生物发生和分泌过程［56］

Figure 9　Biogenesis and secretion of PDEV［56］
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及 B-ELN 调节炎症基因表达的能力。实验结果表

明，EA. hy926 细胞以剂量依赖性方式内化 B-ELN；

与对照相比，用 B-ELN 预处理可对抗 TNF-α 诱导

的活性氧生成和细胞活力丧失，并调节 TNF-α 诱导

的 29 个基因的差异表达。与超速离心法相比，超滤

法的优势在于速度较快且操作步骤较为简单。尤其

是在大体积样本的处理过程中，超滤法能够在短时

间内完成样品的初步分离。此外，超滤法对 PDEV
的结构影响较小，能够较好地保持其形态和功能，适

合下游的功能分析或活性研究。

然而，由于 PDEV 的尺寸和形态多样，部分囊

泡可能在滤膜的孔隙中丢失或被卡住，从而影响回

收率。此外，植物细胞的多糖和其他高分子物质可

能导致滤膜堵塞，影响过滤效率。为了避免这种情

况，通常结合其他技术（如离心或酶处理［72］）来优化

超滤法的应用。

3. 3　聚合物沉淀法

现有的聚合物沉淀法通常采用分子量为 6 000~
20 000 Da 的聚乙二醇［73］。卡拉里卡尔（Kalarikkal）
等人［74］开发了一种经济高效的基于聚乙二醇的方

法，用于从姜根茎中分离 EV。该方法使用不同的

PEG6 000浓度，可以回收 60% 至 90% 的 EV（图 11）。
用 PEG 沉淀法提取的 EV 表现出与超离法提取的

EV 几乎相同的尺寸、Zeta 电位和生化组成（如蛋白

质、脂质、miRNA 和生物活性含量等）。此外，与

ultra-EV 类似，PEG-EV 可被小鼠巨噬细胞有效吸

收，并保护细胞免受过氧化氢诱导的氧化应激。在

此基础上，该课题组又进一步研究了 pH 对 PEG 沉

淀法的影响。实验发现，在低 pH 条件（pH 4 和 5）下
进行 PEG 沉淀时，生姜 EV 的回收率高出 4—5倍［75］。

与在中性和碱性 pH 值下纯化的 EV 相比，低 pH 值

纯化的生姜 EV 具有更高水平的总多酚含量。通过

qRT-PCR，验证了在低 pH 值下纯化的生姜 EV 中

存在能够预测靶向 SARS-CoV-2 的 miRNA。刘建

辉课题组用质量百分比 8% 的 PEG8 000 提取了大

蒜衍生的外泌体（garlic-derived exosome，GDE），研
究发现 GDE 在脂多糖诱导的 THP-1 巨噬细胞中显

示出极强的抗炎活性［76］，GDE 的给药明显缓解了高

脂饮食喂养小鼠肝脏中脂滴的积累和肝功能障碍。

聚合物沉淀法虽然经济高效，但耗时仍较长，且在提

取的过程中，脂蛋白和聚合物之间可能会发生沉淀，

导致 EV 的纯度下降［77］。

3. 4　尺寸排阻色谱法

尺寸排阻色谱法是一种基于分子量大小进行分

离的方法。尤（You）等人［78］采用尺寸排阻色谱结合

超滤的方法，成功从卷心菜和紫甘蓝中分离出外泌

体样纳米囊泡（图 12），并研究了分离的外泌体样纳

米囊泡在哺乳动物细胞中的生理效应，包括增殖、炎

症调节和细胞凋亡抑制等方面。实验结果显示，卷

心菜和紫甘蓝来源的 EV 均促进细胞增殖，且显著

抑制炎症和细胞凋亡，表明了植物来源的 EV 具有

广泛的生物医学应用潜力。

图 10　基于超速离心法分离 PDEV［68］

Figure 10　Separation of PDEV based on ultracentrifugation［68］
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3. 5　免疫捕获法

免疫捕获法依赖于使用特定的抗体来识别相应

的 EV 膜蛋白质标志物，如哺乳动物 EV 表面的

CD9、CD63 等跨膜蛋白。迄今为止，对于植物细胞

来源的 EV 而言，仍然缺乏特定的标志物，因此该方

法的适用范围较小，普适性不高。目前为止，仅在拟

南芥中发现了 EV标志物，而其他植物的 EV标志物仍

在探索中。拟南芥的跨膜四蛋白样基因表达 TET8，
该蛋白在结构上与哺乳动物的 CD63 相似［56，79-81］。

何（He）等人［57］通过使用包被有靶向 TET8 的 EC2
囊 外 环 结 构 域 的 抗 体 的 磁 珠 ，能 够 特 异 性 捕 获

TET8 阳性的 EV（图 13）。使用该方法，能很容易地

分离纯化植物中特定亚型的 EV。

3. 6　电场透析法

研究人员利用 PDEV 表面的天然负电荷，开

发了电场透析的方法来提取植物中的 EV。如杨

（Yang）等人［82］提出了一种基于电泳和透析的高效

分离 PDEV 的方法（命名为 ELD），该方法耗时较

短，且不需要特殊的设备。该课题组使用 ELD，从

柠檬汁中分离了柠檬衍生的细胞外囊泡（lemon-
derived extracellular vesicle，LDEV）。在电场作用

下，LDEV 外部的颗粒穿过膜（图 14）。每隔 30 min

图 11　基于 PEG6 000沉淀法纯化生姜来源的 EV［74］

Figure 11　Purification of ginger derived EV using PEG6 000［74］

图 12　卷心菜来源的 EV分离及其功能研究［78］

Figure 12　Schematic illustration of cabbage derived EV and its functional research［78］
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更换一次电泳缓冲液，并改变电泳的方向，以避免

膜孔被 LDEV 堵塞。将柠檬汁装入透析袋中，不

同电荷的杂质从透析袋中释放出来，而 LDEV 在

电场力下留在透析袋中。通过 ELD 方法提取的

LDEV 通过纳米颗粒示踪技术和透射电子显微镜

证实，分离的 LDEV 与金标准超速离心法的 EV 具

有相似的大小和数量完整的囊泡（图 14）。次年，

该课题组又采用 ELD 的方法提取了苦瓜衍生的

细 胞 外 囊 泡［83］（bitter melon-derived extracellular 
vesicle，BMEV），并研究了 BMEV 在增强治疗效果

和降低口腔鳞状细胞癌对 5-FU 的耐药性方面的

潜力。

4　微生物来源的 EV 分离方法

微生物细胞外囊泡是由细菌、真菌等微生物释放

到细胞外环境的小膜性囊泡［84-85］，通常直径在 40~
400 nm 之间［86］。微生物 EV的形成机制较哺乳动物和

植物复杂，具有不同结构和组成的细菌膜囊泡类型具有

不同的生物发生途径（图 15）。细菌的细胞外囊泡（bac⁃
terial extracellular vesicle，BEV），如革兰氏阴性菌的外

膜囊泡（outer membrane vesicle，OMV），形成途径有两

条［87］，一是通过细胞膜向外突起并从细胞壁中脱落形

成［88］。二是通过爆炸性细胞裂解形成。革兰氏阳性菌

虽然缺乏外膜，但也能通过肽聚糖细胞壁生成囊泡［89］。

图 13　基于免疫捕获法捕获拟南芥中的 EV［57］

Figure 13　Capture of EV in Arabidopsis Thaliana by immunocapture method［57］

图 14　基于电场透析法分离的 LDEV及其表征［82］

Figure 14　Isolation and characterization of LDEV based on electric field dialysis［82］
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微生物 EV 的组成复杂，包含细胞膜成分、蛋白

质、脂多糖、磷脂、核酸和其他次生代谢物［90-92］。与

哺乳动物 EV 不同的是，微生物 EV 中往往富含毒性

蛋白［93］、抗生素抗性基因和病原因子［94］，这些囊泡

不仅在细胞通讯中起作用，还在微生物的致病性和

环境适应性中发挥关键作用［95-97］。随着对微生物

EV 研究的深入，分离这些囊泡成为理解其生物学

功能的基础［98］。然而，由于微生物 EV 的生物发生

途径较为复杂，且容易受环境等外部因素的影响，因

此其大小和成分通常变化较大［99］。同时 BEV 的尺

寸与细胞碎片、小分子代谢物高度相似，分离它们的

技术难度较大。

4. 1　超速离心法

超速离心法是目前最常用于分离微生物 EV 的

技术，特别是在研究革兰氏阴性细菌和真菌 EV 方

面。该方法依赖于强大的离心力，根据不同颗粒的

大小和密度将它们从细胞培养物或环境样本中分离

出来。前文所述，主要通过梯度离心，逐步提高离心

力来分离 EV。Wang 等人［100］通过超速离心法从基

因改造的金黄色葡萄球菌中纯化了 EV。动物实验

证明，基因工程改造表达的解毒溶细胞素金黄色葡

萄球菌突变体的 EV，在小鼠中具有免疫原性，可引

发溶细胞素中和抗体，并在致命败血症模型中保护

动物。

与哺乳动物、植物 EV 相同，为了提高分离纯

度，可结合密度梯度离心法，通过使用密度梯度介

质，在超高速离心的作用下，按照 EV 的浮力密度进

行进一步分离。微生物 EV 的密度通常介于 1. 1~
1. 2 g/mL 之间，因此可以通过密度梯度有效区分

EV 和其他污染物。

4. 2　联合分离法

其他的分离方法如超滤、沉淀法、体积排阻色谱

等，如前文所述，此处不再赘述。每种不同的分离方

法有其自身的优缺点，因此越来越多的科学家们采

取了多种手段进行联合分离。如塔肯斯（Tulkens）
等人［101］结合超滤、尺寸排阻色谱和密度梯度离心三

种方法对人血浆和粪便中的 BEV 进行分离。该分

离程序如下所示（图 16），首先通过超滤制备粗提取

物，从而充分去除细胞碎片、纤维、菌毛和鞭毛等。

然后将粗提取物与高密度碘克沙醇溶液混合，并叠

加低密度碘克沙醇溶液，形成密度梯度。自下而上

的密度梯度离心允许进一步分离 BEV 与粗提取物

中存在的其他生物成分，如一些低分子量的蛋白质

和纤维等。最后通过 SEC 从提取物中分离和回收

BEV，同时去除残留的碘克沙醇，避免干扰生化表

征。该分离程序是无标记的，可保持 BEV 的完整性，

并通过使用自动化处理器确保了实验的可重复性。

4. 3　其他方法

类似于沉淀法，大江健三郎（Oishi）等人［102］通过

硫酸铵沉淀法［103］制备了牙龈卟啉单胞菌囊泡。首

先将硫酸铵以 40% 饱和浓度添加到培养上清液中，

并搅拌 5 h。然后将混合物以 25 000 g 离心 20 min，

图 15　不同类型的细菌膜囊泡的生物发生途径［86］

Figure 15　Biogenetic pathways of different types of bacterial membrane vesicles［86］

218



苏翕索等：细胞外囊泡分离研究进展第  4 卷  第  2 期

将沉淀悬浮在 50 mol/L Tris-HCl 缓冲液（pH 8. 2）
中，并进行透析。透析后，将悬浮液以 40 000 g 离心

30 min，得到的沉淀即为 BEV。然后再将盐浓度升

高至质量百分比为 75% 饱和，以富集非 BEV 的相

关蛋白［104］。韦（Wei）等人［105］提出了一种基于广谱

抗菌 ε-聚 -L-赖氨酸（ε-PL）的分离策略，以相对较

低的离心速度（10 000 g）沉淀 BEV（图 17）。与标准

的超速离心策略相比，该方法可以廉价且快速地从

大量培养基中富集 BEV。通过调节介质的 pH 值和

离子强度来回收沉淀的 BEV，然后进行超滤以去除

ε-PL。实验结果表明，ε-PL 沉淀的 BEV 形态、大小

和蛋白质组成与通过超速离心纯化的 BEV 相当。

此外，ε-PL 沉淀的 BEV 保留了良好的生物活性。

5　总结展望

EV 作为生物体间重要的细胞通讯工具，其结

构、组成及功能在不同生物体中表现出多样性。哺

乳动物、植物和微生物的 EV 不仅在形态上有所差

异，而且在分离方法上也需要根据其来源、生理条件

以及应用场景进行调整和优化。不同种类生物的

EV 分离面临不同的挑战，适用的分离技术在效率、

纯度和分离规模上各有优缺点。

图 16　BEV的分离程序［101］

Figure 16　Illustrative overview of the BEV separation protocol［101］
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本文对不同来源的 EV 分离方法进行了介绍，

如超速离心、超滤、尺寸排阻色谱、免疫捕获以及微

流控技术等。这些方法各有优势和劣势，但共同为

EV 研究提供了丰富的选择。目前，还没有“一刀

切”的独立方法能够达到简单快速、高纯度且高通量

和高收率地分离 EV，仍然需要多种不同的方法联

合使用。目前，超速离心依然是不同生物样品分离

EV 的首选方法。近年来，基于电场和声场的新兴

分离技术在 EV 研究领域中也备受关注。未来的研

究不仅需要提高现有技术的效率和纯度，还需要开

发全新的分离手段，以应对不同生物体系下 EV 分

离的复杂需求。此外，随着 EV 在疾病诊断和治疗

中的应用潜力被逐步发掘，分离富集技术的改进也

将为精准医学和个性化治疗带来新的机遇。综上，

开发高效的 EV 分离方法对于推动 EV 领域的发展

具有重要意义，值得进一步深入探索。
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