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摘要：外泌体是大多数细胞分泌的细胞外囊泡的一个特殊亚类，存在于血液、尿液、唾液、羊水、乳汁等各种生物体

液中，也存在于各种组织和细胞间隙中，是细胞间通讯的重要介质。 越来越多的研究表明，基于外泌体的液体活检

有望成为疾病早期诊断、治疗监测以及预后评估的重要手段，高质量外泌体的分离则是保障后续相关诊断及治疗

结果准确性和可重复性的前提和保障。 然而，由于外泌体在样本中丰度较低，且与体液中的类似成分（如细胞碎

片、蛋白质）共存，如何在复杂的生物样本中实现其高效的分离仍具有挑战性。 目前，基于外泌体的物理、化学和生

物特性，已发展出多种外泌体分离技术。 近年来，基于亲和作用力的外泌体高效分离方法克服了传统分离方法的

局限性和弊端，在科研和临床中得到了广泛应用。 本文聚焦外泌体分离富集领域，系统综述了近年来基于亲和作

用力的外泌体分离富集方法，并对外泌体分离富集方法的发展前景进行了分析和展望，期望为外泌体分离方法新

策略的构建及应用提供参考。
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　 　 外泌体是一种几乎所有活细胞都分泌的纳米级

细胞外囊泡，存在于几乎所有生物体液中，是细胞间

通讯的重要介质［１］。 外泌体组成成分多样，包括核

酸、蛋白质、脂质、氨基酸和代谢物，可动态反映其细

胞来源的变化，能够将亲代细胞的特异性成分转移

到受体细胞中［２－４］。 如图 １ 所示，外泌体与免疫应

答、病毒致病、心血管疾病、中枢神经系统相关疾病

以及癌症进展等息息相关［５－７］。 由于外泌体包含

ＤＮＡ、ＲＮＡ 和蛋白质，基于外泌体的无创液体活检

技术已逐渐成为肿瘤临床诊断的新前沿［８］。

图 １　 外泌体的生物功能
Ｆｉｇ． １　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ＥＳＥ： ｅａｒｌｙ⁃ｓｏｒｔｉｎｇ ｅｎｄｏｓｏｍｅ； ＭＶＢｓ： ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｂｏｄｉｅｓ．

　 　 目前，外泌体的临床应用潜力开发主要受限于

以下几点：（１）外泌体具有异质性，不同来源的外泌

体，其膜的组成以及其内容物具有显著差异；（２）外
泌体粒径小（纳米级）、密度低（１􀆰 １０ ～ １􀆰 １９ ｇ ／ ｍＬ）
且带负电荷，其粒径和密度与体液中共存的其他成

分（如细胞碎片、可溶性蛋白和脂蛋白质等）类似，
常规的方法难以实现有效分离；（３）外泌体的分离

时间和分离温度会显著影响外泌体的稳定性、内容

物成分以及其粒径分布。 随着外泌体分离鉴定方法

的不断发展，许多分离方法被成功应用于外泌体的

分离富集。
　 　 本文对基于亲和作用力的外泌体分离策略研究

进展进行了综述，分别介绍了基于免疫、脂质膜、亲
疏水以及微流控技术的亲和富集策略，最后探讨了

亲和作用与常规外泌体分离技术结合应用于外泌体

分离的潜力。

１　 基于亲和作用力的外泌体分离富集方法

１．１　 基于免疫亲和的富集法

　 　 免疫亲和富集法是一种基于外泌体表面特异性

标志物的分离纯化技术［９－１１］。 由于其具有高特异

性、高纯度和易于纳入下游分析等优点，免疫亲和富

集策略被广泛用于外泌体的分离捕获［１２］。 外泌体

脂质膜表面富含蛋白质和受体，包括外泌体常规标

志物和特异性标志物。 其中，在亲和富集中最常用

的外泌体标志物为膜蛋白，如 ＣＤ９、ＣＤ６３、ＣＤ５６、
ＣＤ８１、 ＣＤ８２、 ＣＤ９１、 ＣＤ１０５、 ＣＤ１４７ 及 ＣＤ１５１
等［１３－１５］。 此外，通过靶向肿瘤相关的外泌体蛋白，

·４１４·
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如 ＥｐＣＡＭ 和 ＡｎｔｉＡ３３，可以实现肿瘤来源外泌体的

高效分离［１６］。

图 ２　 （ａ）Ｔｉｍ４＠ＩＬＩ⁃０１ 和（ｂ）Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２ ⁃ＩＬＩ⁃０ｌ＠Ｔｉｍ４ 材料用于外泌体富集及下游分析的示意图［２１，２２］

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ （ａ） Ｔｉｍ４＠ＩＬＩ⁃０１ ａｎｄ （ｂ） Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２ ⁃ＩＬＩ⁃０ｌ＠Ｔｉｍ４ ｆｏｒ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ［２１，２２］

　 　 近年来，基于与外泌体表面磷脂酰丝氨酸（ＰＳ）
的特异性结合，研究人员开发了一系列针对外泌体

的免疫亲和富集新策略［１７－２０］。 如跨膜 Ｔ 细胞免疫

球蛋白黏蛋白（Ｔｉｍ４），因其对 ＰＳ 的高亲和力，被发

展作为亲和配体，用于外泌体的高效分离。 本课题

组发展了基于 ＩＩ⁃０１ＭＯＦｓ 基质的 Ｔｉｍ４＠ ＩＬＩ⁃０１ 免

疫亲和材料和磁性核壳 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＩＬＩ⁃０ｌ＠ Ｔｉｍ４
材料。 其中 Ｔｉｍ４＠ ＩＬＩ⁃０１ 免疫亲和材料对外泌体

的捕获效率高达 ８５􀆰 ２％，是超速离心法（ＵＣ）的 ５􀆰 ２
倍。 基于 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃ＩＬＩ⁃０ｌ＠ Ｔｉｍ４ 材料建立的纳

米液体活检技术，则实现了高通量、无创外泌体的分

离富集，并成功应用于肺癌的早期诊断，且具有良好

的特异性和超高的灵敏度（图 ２） ［２１，２２］。 Ｙａｎｇ 等［１９］

基于固定化肽配体与外泌体表面 ＰＳ 之间的特异性
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相互作用，提出了一种新型的外泌体分离策略，可以

在短时间内高效回收完整的外泌体，富集的血清外

泌体纯度远高于超滤法。 Ｌｕ 等［２３］ 发展了基于 ＰＳ
的印迹聚合物纳米颗粒，并探讨了其应用于 ５ 种人

体体液（血浆、尿液、羊水、脑脊液和唾液）中外泌体

快速高效分离和代谢组学研究的可行性。 结果发

现，基于外泌体的代谢产物分析可以实现“追本溯

源”。 进一步对肝细胞癌患者临床血浆样本的外泌

体代谢物进行分析，发现血浆外泌体中多种代谢物

的表达水平与肝细胞癌的发生发展密切相关。

图 ３　 外泌体分离纳米系统富集外泌体［２４］

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｐＨ⁃ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅ ｈｏｓｔ⁃ｇｕｅｓｔ⁃ｂａｓｅｄ ｎａｎｏｓｙｓｔｅｍ （ｐＨ⁃ＨＧＮ） ［２４］

　 　 基于免疫亲和作用力的外泌体分离技术，常常

需要将特异性外泌体抗体或特异性外泌体结合分子

固定于基质载体表面， 如微球、 金属有机框架

（ＭＯＦｓ）、智能响应聚合物或微流控芯片等。 抗体

包被的基质载体可特异性结合相应的外泌体，进一

步通过磁性分离、低速离心等方法可实现外泌体的

分离和纯化。 但基于固体基质的非均相性分离方法

常存在界面传质阻力和高空间位阻，从而降低捕获

效率。 当处理极低丰度的外泌体时，该方法存在回

收率低、重现性差、非特异性吸附率高等困扰。 为解

决该问题，本课题组［２４］ 开发了一种基于水溶性 ｐＨ
响应聚合物和主客体相互作用的外泌体分离纳米系

统（ｐＨ⁃ＨＧＮ），以实现生理 ｐＨ 条件下外泌体的均

相分离（图 ３）。 该 ｐＨ⁃ＨＧＮ 可在生理 ｐＨ 条件下的

水溶液中，利用 ｐＨ⁃ＨＧＮ 表面键合的抗 ＣＤ６３ 抗体

实现外泌体的亲和均相捕获。 随后，通过提高富集

体系 ｐＨ 值，即可诱导 ｐＨ⁃ＨＧＮ⁃外泌体偶联物的快

速自组装，进而实现简单高效的外泌体分离。 最后，

利用 α⁃环糊精（α⁃ＣＤ）即可实现外泌体的均相高效

洗脱。 ｐＨ⁃ＨＧＮ 法有效结合了基于聚合物均相分离

的高效性和基于免疫亲和法的高特异性。 所建立的

ｐＨ⁃ＨＧＮ 进一步成功应用于不同病理类型和分期的

肺癌患者的高效区分，为基于外泌体的快速、无创液

体活检开创了一条新途径。
１．２　 基于脂质膜结构的亲和富集方法

　 　 外泌体是由细胞内陷形成的具有脂质双分子层

结构的小囊泡，表面富含带负电荷的磷脂。 在外泌

体膜结构中，两亲性磷脂构成外泌体脂质双分子层

的主要成分，位于膜外表面的亲水磷酸盐头可以与

一些金属氧化物（如 ＴｉＯ２、ＺｒＯ２）特异性结合。 基于

此，Ｋａｎａｏ 等［２５］将 ＴｉＯ２ 粒子与海绵状聚合物杂交，
开发了 一 种 新 型 外 泌 体 纯 化 平 台 （ ＴｉＯ２ ⁃ＢＳＡ⁃
ＳＰＭ）。 ＴｉＯ２ ⁃ＢＳＡ⁃ＳＰＭ 可在 １ ｈ 内完成各种生物

样品中外泌体的分离（图 ４ａ）。 其外泌体回收率是

ＵＣ 法的 １３０􀆰 ７ 倍，有望成为通用型外泌体富集平

台。 Ｚｈａｎｇ 等［２６］ 设计了结合 ＣＤ６３ 适配子的磁性

ＴｉＯ２ 纳米颗粒，在 １０ ｍｉｎ 内成功分离并捕获了

９２􀆰 ６％的尿外泌体。 Ｌｉ 等［２７］ 基于外泌体膜上的磷

脂酰胆碱（ＰＣ）和磁珠上修饰的磷酸胆碱（ＣＰ）之间

的可逆两性离子配位作用，提出了一种可逆的两性

离子协同策略，设计制备了 ＣＰ 修饰的磁珠（ＭＢ＠
ＣＰｓ），用于快速（＜３０ ｍｉｎ）从各种生物体液中提取

外泌体。 经对比，基于 ＭＢ＠ ＣＰｓ 策略富集得到的

外泌体的产量和纯度均优于传统的 ＵＣ 法（图 ４ｂ）。
稀土元素 Ｅｕ 中 ｆ 轨道的阶数较高，对外泌体磷脂双

层膜表面的磷酸基具有较强的吸附作用。 Ｗｕ 等［２８］
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图 ４　 （ａ）基于 ＴｉＯ２ ⁃ＢＳＡ⁃ＳＰＭ 的外泌体分离机制［２５］ ； （ｂ）外泌体通过高亲和力的 ＣＰ⁃ＰＣ 相互作用黏附在 ＭＢ＠ＣＰ 上［２７］ ；
（ｃ）Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２＠Ｅｕ２Ｏ３ 纳米材料富集血浆中的外泌体［２８］

Ｆｉｇ． ４　 （ａ） Ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＴｉＯ２ ⁃ＢＳＡ⁃ＳＰＭ［２５］ ； （ｂ） ｅｘｏｓｏｍｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｎ ＭＢ＠ＣＰ ｖｉａ ｈｉｇｈ⁃ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｃｈｏｌｉｎｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｌｉｎｅ （ＣＰ⁃ＰＣ） ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ［２７］ ； （ ｃ） ｅｘｏｓｏｍｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｕｓｉｎｇ
Ｆｅ３Ｏ４＠ＳｉＯ２＠Ｅｕ２Ｏ３ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ［２８］

　

合成了核壳磁性纳米材料 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２＠ Ｅｕ２Ｏ３，实
现了血浆中外泌体的快速分离。 该磁性纳米材料较

超速离心法，具有富集时间更短和操作更方便等优

点（图 ４ｃ）。
　 　 基于外泌体膜结构的亲和富集方法几乎不依赖

于外泌体表面蛋白，可以避免外泌体本身的异质性

造成的低效率和低产量。 但是，由于该方法主要基

于脂质双层结构，分离的外泌体容易受到其他具有

膜结构的生物体杂质的污染。

１．３　 基于亲疏水相互作用的外泌体亲和分离方法

　 　 传统外泌体分离方法虽然应用最为广泛，但也

存在样本消耗大、外泌体损伤、纯度低、耗时长等缺

点，难以满足当前日益增长的研发需求。 近年来，一
些新兴的分离技术被提出并得到了迅速的发展，具
有高纯度、高通量和低样品量的特点。 本课题组开

发了基于单宁酸（ＴＡ）自组装三维网络的 ＳｉＯ２ ＠
ＢＳＡ＠ Ｆｅ⁃ＴＡ６ 材料。 ＳｉＯ２＠ ＢＳＡ＠ Ｆｅ⁃ＴＡ６ 材料基

于 ＴＡ 对外泌体表面糖萼的无标记亲水相互作用，
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实现了外泌体的通用型无标记捕获。 进一步结合近

红外光谱分析技术（ＮＩＲＳ）和化学计量学，ＳｉＯ２ ＠
ＢＳＡ＠ Ｆｅ⁃ＴＡ６ 成功实现了基于外泌体的肺癌患者

液体活检临床诊断和病理分型，其对非小细胞肺癌

和小细胞肺癌分型的准确率可达 ８７􀆰 １％ ［２９］。 此外，

ＳｉＯ２＠ ＢＳＡ＠ Ｆｅ⁃ＴＡ６ 的制备方案简单高效，单次制

备的材料量即可满足同时处理多达 ５００ 个血浆样本

的使用需求，为大规模产业化的外泌体捕获提供了新

方法（图 ５ａ）。 基于不同类型的亲和作用，本课题组

目前已发展了 ４ 种外泌体富集方法，详细对比见表 １。
表 １　 本课题组发展的基于亲和作用的外泌体富集方法比较

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｏｕｒ ｇｒｏｕｐ， ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ

Ａｐｐｒｏａｃｈ
Ｃａｐｔｕｒｅ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ／ ％
Ａｄｖａｎｔａｇｅｓ Ｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｃｉｅｓ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ Ｒｅｆ．

Ｔｉｍ４＠ ＩＬＩ⁃０１ ８５．２ ｈｉｇｈ ｃａｐｔｕｒｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ； ｅａｓｙ ｎｏｎｄｅ⁃
ｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｒｅｌｅａｓｅ； ｇｏｏｄ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃ⁃
ｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｐｔｕｒｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｏｓｏｍｅ ｌｏｓｓ ｄｕｅ
ｔｏ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ ｃｅｎ⁃
ｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｓｔｅｐｓ

ｓｅｒａ ｏｆ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｒｓｏｎｓ ａｎｄ
ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐａ⁃
ｔｉｅｎｔｓ

［２２］

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＳｉＯ２ ⁃
ＩＬＩ⁃０ｌ＠ Ｔｉｍ４

９０．３ ｈｉｇｈ⁃ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ
ｅｘｏｓｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｒｅｌｅａｓｅ； ｓｉｍｐｌｅ
ａｎｄ ｑｕｉｃｋ ｓａｍｐｌｅ ｈａｎｄｌｉｎｇ

ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｅｃｏｎｏｍｉｃ ｃｏｓｔ ｄｕｅ
ｔｏ ｔｈｅ ｅｍｐｌｏｙｍｅｎｔ ｏｆ Ｔｉｍ４

ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｅｘｏｓｏｍａｌ
ＰＤ⁃Ｌ１ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｆｏｒ ａｃｃｕ⁃
ｒａｔｅｌｙ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ａｎｔｉ⁃ＰＤ⁃１
ｒｅｓｐｏｎｓｅ

［２１］

ｐＨ⁃ＨＧＮ ９０．２ ｈｉｇｈｌｙ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓ ｃａｐｔｕｒｅ
ａｎｄ ｒａｐｉｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｉｎｔａｃｔ ｅｘｏｓｏｍｅｓ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｅｎ⁃
ｒｉｃｈｅｄ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｊｕ⁃
ｇａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｔｉ⁃ＣＤ６３ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｎｇ ｌｕｎｇ⁃ｃａｎｃｅｒ
ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｒ⁃
ｓｏｎｓ

［２４］

ＳｉＯ２＠ ＢＳＡ＠
Ｆｅ⁃ＴＡ６

８５．４ ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ， ｕｎｉｖｅｒｓａｌ， ｌｏｗ⁃ｃｏｓｔ， ａｎｄ
ｅａｓｙ ｔｏ ｓｃａｌｅ⁃ｕｐ ｅｘｏｓｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ

ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｌｕｎｇ⁃ｃａｎｃｅｒ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ
ｔｙｐｉｎｇ

［２９］

　 　 Ｎｉ 等［３０］ 报道了一种基于双金属⁃有机框架

（ＭＮＰ ／ Ｃｕ⁃ＢＴＣ ＭＯＦｓ）的电化学生物传感器，基于

胆固醇标记的 ＤＮＡ 链（Ｃｈｏｌ⁃ＤＮＡ）的疏水相互作

用识别外泌体。 ＭＮＰ ／ Ｃｕ⁃ＢＴＣ ＭＯＦｓ 可直接捕获

和检测复杂生物样本中的肿瘤来源外泌体，无需使

用昂贵的抗体或耗时的离心过程，即可实现对外泌

体的超灵敏检测。 该生物传感器可一站式实现外泌

体的采集、准确鉴定和高灵敏检测，有望加速外泌体

分析在常规临床检测中的转化。
１．４　 基于其他亲和作用的外泌体分离方法

　 　 Ｚｈａｏ 等［３１］开发了基于磷脂极性位点印迹策略

的磁性磷脂类⁃分子印迹聚合物（ＰＳ⁃ＭＩＰｓ），基于磁

性 ＰＳ⁃ＭＩＰｓ 技术从尿液中分离和富集所有外泌体，
进一步采用两步序贯检测方法构建了双向脂类⁃分
子印迹聚合物⁃纳米酶联免疫吸附⁃表面增强拉曼

（ＰＳ⁃ＭＩＰｓ⁃ＮＥＬＩＳＡ⁃ＳＥＲＳ）快速超灵敏外泌体检测

平台。 该平台可实现肿瘤的无创、高灵敏度和快速

检测，为肿瘤早期筛查开辟了新途径 （图 ５ｂ）。
Ｗａｎｇ 等［３２］开发了一种简便、特异性、临床可行的分

离⁃检测一体化生物传感器，用于复杂生物样本中外

泌体的分离分析，首次基于硼酸导向的偶联免疫亲

和策略实现了肿瘤外泌体的分离⁃检测。 结果表明，
该免疫检测平台可以检测痕量样本中的外泌体。 此

外，该平台还能够破译外泌体的异质性，通过分析外

泌体蛋白标志物即可区分 ４ 种不同的细胞系。 这一

策略为无创生物标志物筛查提供了一个强大的工

具，具有巨大的临床前景（图 ５ｃ）。 Ｐｏｔｒｉｃｈ 等［３３］ 以

氧化硅作为底衬，发展了多种功能化表面。 结果表

明，负电荷修饰的功能化表面对外泌体的捕获效率

最高，可达 ４×１０８ 个 ／ ｃｍ２。 此外，捕获的外泌体可

进一步回收并应用于生物标志物检测，如外泌体的

ｍｉｃｒｏＲＮＡ 等分析，在基于外泌体的临床诊断和科

学研究中具有广泛的应用潜力。
１．５　 基于微流控技术的亲和分离方法

　 　 微流控技术的快速发展为基于微流控设备的开

发提供了强大的支持，它可以将样品处理、分析、检
测等过程集成于芯片中，具有小型化、集成化、高通

量和低时间消耗等优点［３４，３５］。 目前，微流控芯片已

逐渐成为便捷、高效的外泌体分离工具。
　 　 Ｚｈｅｎｇ 等［３６］ 开发了一种用于特异性外泌体分

离的微流控芯片，通过一种新型的 ＰＴＣＤＩ⁃适配体信

号开关策略集成了敏感的定量分析，交替水滴形微

阵列设计提高了外泌体捕获效率（图 ６ａ）。 该微流

控分析平台对 ＨｅｐＧ２ 外泌体的检出限低至 ８􀆰 ６９×
１０３ 个 ／ ｍＬ，线性范围可达 ６ 个数量级，为外泌体分

析和早期癌症筛查提供了便捷、快速、灵敏的高效平

台。 Ｓｈｅｎ 等［３７］ 设计了一种唾液外泌体两亲性⁃树
突状超分子探针（ＳＥＡＳＰ）阵列，该阵列能够高效地
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图 ５　 （ａ）ＳｉＯ２＠ＢＳＡ＠Ｆｅ⁃ＴＡ６ 在外泌体分离及下游分析中的应用［２９］ ； （ｂ）基于 ＰＳ⁃ＭＩＰｓ⁃ＮＥＬＩＳＡ⁃ＳＥＲＳ 的

外泌体检测平台［３１］ ； （ｃ）基于 ｇ⁃Ｃ３Ｎ４ 纳米片（ＢＣＮＮＳ）的外泌体分离检测平台［３２］

Ｆｉｇ． ５　 （ａ）Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＳｉＯ２＠ＢＳＡ＠Ｆｅ⁃ＴＡ６ ｆｏｒ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ［２９］ ； （ｂ） ａｎ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐｉｄｓ⁃ｍｏｌｅｃｕｌａｒｌｙ ｉｍｐｒｉｎｔｅｄ ｐｏｌｙｍｅｒｓ⁃ｎａｎｏｚｙｍｅ⁃ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ⁃
ｂｅｎｔ ａｓｓａｙ⁃ｓｕｒｆａｃｅ⁃ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｒａｍａｎ ｓｃａｔｔｅｒｉｎｇ （ＰＳ⁃ＭＩＰｓ⁃ＮＥＬＩＳＡ⁃ＳＥＲＳ） ［３１］ ； （ ｃ） ａｎ ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｔｆｏｒｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇ⁃Ｃ３Ｎ４ ｎａｎｏｓｈｅｅｔｓ （ＢＣＮＮＳ） ［３２］
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图 ６　 （ａ）基于微流控芯片的外泌体分过程和苝四羧酸二亚胺衍生物（ＰＴＣＤＩ） ⁃适配体荧光信号转导策略用于外泌体检测［３６］ ；
（ｂ）唾液外泌体蛋白质组学分析和哮喘生物标志物的高通量阵列检测示意图［３７］ ； （ｃ）支持脂质膜（ＳＬＭ）捕获外泌体方

案［３８］ ； （ｄ）蛇形通道法分离纯化外泌体［３９］
　

Ｆｉｇ． ６　 （ａ） Ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｂｙ ａ ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ ｃｈｉｐ ａｎｄ ａ ｐｅｒｙｌｅｎｅ ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｄｉｉｍｉｄｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ （ＰＴＣＤＩ） ⁃
ａｐｔａｍｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｅｘｏｓｏｍｅｓ［３６］ ； （ｂ） ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｓａｌｉｖａｒｙ ｅｘｏ⁃
ｓｏｍｅ ｐｒｏｔｅｏｍｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｔｈｍａ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ［３７］ ； （ｃ） ｓｃｈｅｍｅ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｅｘ⁃
ｏｓｏｍｅ ｃａｐｔｕｒｅ ｂｙ ａ ｓｕｐｐｏｒｔｉｎｇ ｌｉｐｉｄ ｍｅｍｂｒａｎｅ （ＳＬＭ） ［３８］ ； （ｄ） ｅｘｏｓｏｍｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｕｓｉｎｇ
ｓｅｒｐｅｎｔｉｎｅ ｃｈａｎｎｅｌｓ［３９］

　

富集和原位检测外泌体蛋白生物标志物（图 ６ｂ）。
与 ＵＣ 法相比，该方法可获得生理状态和结构良好

的高纯度外泌体。 结合基于质谱的蛋白质组学分

析，筛选出了作为哮喘生物标志物的差异表达蛋白，
为液体活检领域的早期疾病筛查和诊断提供了一种

快速、低成本、特异性高的筛查流程和实验依据。

Ｌｉｕ 等［３８］建立了抗体功能化的脂质膜微阵列，用于

识别和捕获癌症特异性外泌体。 结果表明，该平台

能够在 ２ ｈ 内从未纯化的 ３０ ～ ５０ μＬ 体液样本中特

异性检测和捕获癌症相关的外泌体（图 ６ｃ）。 Ｈａｎ
等［３９］开发了一种尺寸依赖型微流控芯片，通过切向

流过滤从人血液中分离纯化外泌体，通过反向洗脱
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　 第 ５ 期 王海燕，等：基于亲和作用力的外泌体高效分离方法的经典策略和研究进展

可高效回收微流控芯片中捕获的外泌体（ ＞ ８０％）
（图 ６ｄ）。 进一步将收集得到的外泌体进行质谱分

析，基于外泌体的指纹峰，验证了外泌体的纯度。 与

金标准 ＵＣ 法相比，基于尺寸依赖型的微流控芯片

技术富集得到的外泌体回收率高，且杂蛋白污染

更少。
　 　 基于微流控技术的富集方法，可以快速、灵敏地

实现外泌体的高纯度和高效富集，已作为重要的分

析检测平台应用于各种体液分析。 但是，由于其成

本较高，对于大样本量的外泌体分离富集，该方法不

是最优的选择。 此外，苛刻的富集条件也是限制其

临床应用的关键因素之一。

２　 结合亲和富集与常规分离法的外泌体富

集策略

２．１　 ＵＣ 结合亲和法的富集策略

　 　 ＵＣ 是目前最常用的外泌体分离技术，是外泌

体分离富集的金标准。 它具有技术成熟度高、样品

适用范围广、操作步骤程序化等优点。 但该方法分

离过程耗时长（＞４ ｈ），设备成本高，操作繁杂，对操

作人员的经验依赖性高，不同实验室之间的结果重

复性差。 此外，强大的离心力也会导致外泌体损伤，
降低其完整性和生物活性，限制了其在下游研究中

的应用。 为此，Ｘｉａｎｇ 等［４０］将 ＵＣ 法与 ＴｉＯ２ 亲和法

结合，在 ２０ ｍｉｎ 内即可实现尿液中低丰度外泌体的

高效捕获，其中 ９１􀆰 ５％ 以上的外泌体保持了完整的

生物结构，鉴定到的蛋白质数量比常规的外泌体富

集法提高了 ２３％ 以上。
２．２　 超滤法结合亲和法的富集策略

　 　 超滤法通过不同孔径的过滤膜，去除杂质从而

获得外泌体。 该方法操作简单，无需昂贵的特殊设

备或添加其他化学试剂，适用于大批量样品中外泌

体的分离。 然而，该方法中外泌体的回收率常常因

滤膜表面的堵塞而降低。 为此，Ｚｈａｎｇ 等［１１］ 开发了

一种三维纸基的外泌体捕获装置（ｓＥＶ⁃ＩｓｏＰＤ），该
装置由用于尺寸过滤的多孔膜和用于免疫亲和力捕

获的 ＭＯＦ ／抗体修饰的纸芯片组成。 ｓＥＶ⁃ＩｓｏＰＤ 结

合蠕动泵驱动的流动系统，可从细胞培养液和血清

中高效分离外泌体。 与超速离心法相比， ｓＥＶ⁃
ＩｓｏＰＤ 的产率提高至 ５􀆰 １ 倍，纯度提高至 １􀆰 ６ 倍，回
收率（７７􀆰 ３％）提高至 ７􀆰 ５ 倍，而所耗时间（３０ ｍｉｎ）

仅为 ＵＣ 法的 ８􀆰 ３％，仪器成本（７１０ 美元）仅为 ＵＣ
法的 １􀆰 ０％。 ｓＥＶ⁃ＩｓｏＰＤ 为外泌体的快速分离和可

视化检测提供了一种高效实用的方法，在外泌体的

制备和疾病诊断方面具有广阔的应用前景。
２．３　 尺寸排阻色谱法结合亲和法的富集策略

　 　 尺寸排阻色谱法是一种基于样品粒径大小差异

的分离技术。 该方法简单、高效、经济，适用于大样

本处理。 Ｚｈｅｎｇ 等［４１］ 首先采用二维尺寸排阻液相

色谱法，根据外泌体粒径差异，初步分离得到了大、
中、小外泌体，然后利用开发的亲水性羰基功能化磁

性锆有机骨架（ＣＦＭＺＯＦ）作为探针，特异性捕获翻

译后修饰蛋白（ＰＴＭ）阳性的外泌体。 最后，采用液

相色谱⁃串联质谱（ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）结合数据库检索对

ＰＴＭ 蛋白含量进行表征，揭示了粒径大小不同的尿

液来源外泌体的异质性生物学功能及其作为生物标

志物的临床诊断价值。
２．４　 聚合物沉淀法结合亲和法的富集策略

　 　 聚合物沉淀法常被用于分离病毒或其他生物大

分子。 近年来，该方法已成为外泌体分离的热门方

法。 其原理是通过向体液样本中添加聚合物从而改

变样本中外泌体的分散性，使其沉淀从而达到分离富

集的目的。 但是，通过聚合物沉淀法富集得到的外泌

体容易受到其他生物大分子（脂蛋白或病毒颗粒等）
的污染，并可能会干扰后续（蛋白质组学、质谱等）分
析。 为解决该问题，本课题组［２４］ 将聚合物沉淀策略

与免疫亲和策略相结合，开发了 ｐＨ⁃ＨＧＮ 纳米系统，
实现了生理 ｐＨ 条件下外泌体的高效捕获，对于

Ｈ１２９９ 来源的外泌体捕获效率达到 ９０％以上。

３　 结论

　 　 外泌体在肿瘤早期诊断、治疗和预后判断中逐

渐显示出巨大应用潜力，已成为液体活检中最有前

途的生物标志物。 本文综述了基于亲和作用力的外

泌体分离富集策略的最新研究进展。 其中，免疫亲

和法由于特异性强、分离得到的外泌体纯度高，可分

离出特异性的外泌体亚类。 然而，这种方法大多依

赖于能够识别外泌体外表面生物分子的捕获剂，如
抗体和适配体等。 分离得到的外泌体的质量和纯度

受到表面生物活性分子（抗原等）缺失、失活和降解

的影响，此外，还存在分离成本高、对试剂和储存条

件要求高等缺点，不适合外泌体的大规模捕获应用，
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可用于特异性外泌体的捕获。 基于外泌体膜结构的

分离方法以及基于亲疏水作用的富集方法易受到复

杂生物体杂质的污染，但富集成本较低、富集过程简

单且可避免外泌体本身的异质性造成的低产量，适
用于规模化快速分离制备外泌体。 一些新兴的分离

技术，比如，微流控技术的富集方法，可以快速、灵敏

地实现外泌体的高质量富集，但成本较高。 此外，苛
刻的富集条件也是限制其临床应用的关键因素之

一。 随着新的靶点结构和活性分子的发现，新的配

体比现有的配体具有更高的选择性或更好的解离常

数成为外泌体亲和分离法关注的焦点。 综上，由于

外泌体具有低浓度和基质复杂等特点，尚未有标准

的临床外泌体分离富集方法，未来仍有大量的研究

工作值得探索。
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