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不同金属 ／适配体双功能复合磁性纳米材料的制备
及其对外泌体的富集性能
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摘要：外泌体作为一种细胞外囊泡，其内容物可以反映亲代细胞的重要信息，而自身也具有独特的结构，能够执行

特征的生物学功能。 基于外泌体的表面化学和生物学特征，制备了不同类型的金属 ／适配体（Ａｐｔ）双功能复合磁性

纳米材料，并将其应用于外泌体的富集纯化。 将适配体和外泌体表面目标膜蛋白的特异性结合性能与以钛、锆为

代表的金属氧化物和外泌体磷脂双层膜的特异性亲和作用结合，可极大地提高分离材料对外泌体的分离选择性和

富集容量。 分别以 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ、Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ 等金属有机框架（ＭＯＦｓ） ／金属氧化物

磁性纳米材料为基底，制备对应的双功能 ＭＯＦｓ ／金属氧化物⁃适配体复合磁性纳米材料 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ、
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ，并进一步对不同材料的外泌体富集性能加以评价。 以超速离心法

提取的模型外泌体以及尿液为样品，对修饰相同质量适配体和不同含量金属氧化物的双功能材料的富集性能加以

对比。 将 ３ 种双功能磁性纳米材料应用于尿液外泌体的富集，得到的外泌体裂解后经质谱鉴定，分别得到 ２３３、３４３
和 ８３２ 个外泌体蛋白。 这一结果也表明双功能磁性纳米材料可以充分结合核酸适配体亲和的高选择性和金属氧

化物的高富集容量优势，对于复杂生物样品中外泌体的快速、高效分离纯化具有潜在的应用价值，而针对材料制备

和分离纯化方法的设计也为新型外泌体富集材料的设计提供了一条可行的新思路。
关键词：金属氧化物亲和色谱；富集；磁性纳米材料；核酸适配体；外泌体
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Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ ａｎｄ ｔｈｅ ａｐｔａｍｅｒｓ． Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｄｕａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ＭＯＦｓ ／ ｍｅｔａｌ ｏｘｉｄｅ ａｐｔａｍｅｒ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ
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ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｍｅｔａｌ ｏｘｉｄｅｓ． Ｔｈｅ ｄｕａｌ⁃ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
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ｆｕｌｌｙ ｃｏｍｂｉｎｅ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ ａｐｔａｍｅｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｃａｐａｃｉｔｙ
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ｓａｍｐｌｅｓ ｈａｓ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ． Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ａｌｓｏ
ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｎｅｗ ｉｄｅａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｎｅｗ ｅｘｏｓｏｍｅ⁃ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ．
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　 　 外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅｓ）是一种几乎所有细胞都分

泌的细胞外囊泡，尺寸为 ３０ ～ １５０ ｎｍ，具有磷脂双

层膜结构，其表面富含多种蛋白质，其内容物包括蛋

白质、核酸、脂质和代谢物［１，２］。 外泌体是来源细

胞、邻近细胞以及远处组织的通讯介体，是癌症信息

的宝贵载体［３－８］，其在体液中广泛存在，含量丰富且

易于获取［９］，故收集由肿瘤细胞释放的外泌体已成

为肿瘤液体活检的主要方向之一［１０］。 为保证液体

活检结果的可重复性和一致性，需发展从复杂样品

中富集具有足够产量和纯度的外泌体方法。 目前基

于外泌体的尺寸、疏水性蛋白和特征蛋白发展了对

应的外泌体分离纯化方法，如超速离心法、聚合物沉

淀法和免疫亲和法等［１１－１４］。 其中，超速离心法是外

泌体研究领域公认的“金方法”，该法需进行多次高

速离心，且需要昂贵的超速离心机，所得外泌体产量

低、纯度高［１５］。
　 　 适配体（ａｐｔａｍｅｒｓ， Ａｐｔ）是一段总长为 ２０～１００
ｎｔ 的寡核苷酸链，表现出配体结合特性，可用于在

ｎｍｏｌ 水平上检测不同类型的药物和生物分子，被称

为化学抗体［１６－１９］。 适配体的识别特性来自于特定

序列（基因型）和折叠成具有特定功能（表型）的不

同形状［２０］。 除了适配体特定的结构组成，氢键、范
德华力、π 共轭效应和静电相互作用等非共价相互

作用也稳定了靶分子⁃适配体复合物［２１］。 相较于抗

体，适配体成本低，易于合成及化学修饰，可重复使

用［２２，２３］。 外泌体表面的特征蛋白如 跨 膜 蛋 白

ＣＤ６３、ＣＤ９、ＣＤ８１ 常被作为外泌体的标记［２４］，其中

ＣＤ６３ 是被使用最多的外泌体标记［２５］。 目前，已有

文献［２６，２７］报道多种靶向外泌体特征蛋白的适配体

序列。 以外泌体特征蛋白作为鉴定靶标，适配体已

广泛应用于外泌体检测［２５，２８－３２］。 Ｚｈａｎｇ 等［３３］ 制备

了 ＣＤ６３ 适配体修饰的磁性纳米材料，可以在 １５
ｍｉｎ 内快速捕获且无损释放外泌体。 Ｘｉｅ 等［３４］制备

了表面带正电荷的介孔二氧化硅纳米材料，并在材

料表面修饰表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）适配体，用
于结合人肺癌细胞 Ａ５４９ 中高表达 ＥＧＦＲ 的外泌

体，并将血液中致癌性的外泌体从小肠代谢出去。
　 　 锆、钛金属离子及其氧化物对外泌体表面磷脂

双层具有高亲和力，被应用于外泌体的分离纯化。
Ｓｕｎ 等［３５］制备了修饰钛离子和磷脂衍生物的双功

能磁珠，钛离子与外泌体磷脂双层膜结合，磷脂衍生

物可以插入外泌体膜内，两者协同实现尿液中外泌

体的快速分离和有效富集。 Ｚｈａｎｇ 等［３６］ 制备了

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃ＤＮＡ ａｐｔａｍｅｒ，并将其应用于快速分

离尿液中的外泌体，该材料结合了 ＴｉＯ２ 和外泌体磷

脂双层膜亲和作用与适配体和外泌体表面目标膜蛋

白特异性相互作用，能够在 １０ ｍｉｎ 内捕获尿液中

９２ ６％ 的外泌体，经质谱鉴定得到 ９９９ 个蛋白质。
Ｚｈａｎｇ 等［３７］制备了锆基金属有机框架（ＭＯＦｓ）材料

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＤＡ＠ ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２，并将其应用于外泌体

和外泌体中磷酸化蛋白的连续富集，鉴定到来自

２５５ 个磷酸化蛋白的 ７０７ 条磷酸化肽。 ＭＯＦｓ 材料

是一类由金属离子或金属簇与有机配体通过配位键

形成的有机⁃无机杂化材料。 锆基和钛基 ＭＯＦｓ 材

料可以提供丰富的金属氧化物亲和位点与磷脂双层

作用。 ＭＯＦｓ 材料多样的有机配体可提供丰富的修

饰位点，如 ５′端修饰有－ＣＯＯＨ 的适配体可与 ＭＯＦｓ
材料有机配体中的－ＮＨ２ 共价结合，便于制备适配

体修饰的 ＭＯＦｓ 材料。
　 　 本文以 ３ 种具有丰富金属氧化物位点的磁性纳

米材料 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ、Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 和

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ 为基底，以不同质量的基底磁性纳米

材料修饰相同质量的 ＣＤ６３ 适配体，制备了 ３ 类（６
种）双功能磁性纳米材料。 制备的双功能材料可以

充分结合核酸适配体亲和的高选择性和金属氧化物

的高富集容量优势，利用适配体与外泌体膜蛋白

ＣＤ６３ 和金属氧化物亲和位点与磷脂双层膜间存在

特异性相互作用，实现尿液中外泌体的分离纯化。
本文对比研究了上述 ６ 种双功能磁性纳米材料及相

应的 ３ 种基底磁性纳米材料分离纯化尿液外泌体的

差异，并与相关文献结果进行了比较。 结果表明，高
金属氧化物含量的 ３ 种双功能磁性纳米材料的富集

性能更优异，高金属氧化物有助于提高富集容量，而
适配体的引入提高了材料捕集外泌体的选择性，双
功能材料更适用于复杂样品中外泌体的分离纯化。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｘ 型能谱仪（ＡＰＯＬＬＯ， ＥＤＡＸ，美国）、透射电

子显微镜（ ＪＥＭ⁃１４００， ＪＥＯＬ，日本）、Ｚｅｔａ Ｖｉｅｗ 纳

米颗粒跟踪仪（ＰＭＸ１１０， Ｐａｒｔｉｃｌｅ Ｍｅｔｒｉｘ，德国）、超
速离心机（ＣＰ８０ＭＸ， Ｈｉｔａｃｈｉ，日本）、ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ 质谱仪（Ｅａｓｙ ｎＬＣ１０００ Ｓｙｓｔｅｍ， Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，德国）。
　 　 ＣＤ６３⁃ＣＯＯＨ 适 配 体 （ ＣＯＯＨ⁃５′⁃ＣＡＣ ＣＣＣ
ＡＣＣ ＴＣＧ ＣＴＣ ＣＣＧ ＴＧＡ ＣＡＣ ＴＡＡ ＴＧＣ ＴＡ⁃３′）、

·０３１１·



　 第 １０ 期 张维冰，等：不同金属 ／适配体双功能复合磁性纳米材料的制备及其对外泌体的富集性能

ＣＤ６３⁃ＳＨ 适配体 （ ５′⁃ＣＡＣ ＣＣＣ ＡＣＣ ＴＣＧ ＣＴＣ
ＣＣＧ ＴＧＡ ＣＡＣ ＴＡＡ ＴＧＣ ＴＡ ⁃３′⁃Ｃ６ ＳＨ）购于生工

生物工程（上海）股份有限公司；１⁃（３⁃二甲氨基丙

基） ⁃３⁃乙基碳二亚胺盐酸盐（ＥＤＣ）、Ｎ⁃羟基琥珀酰

亚胺（ＮＨＳ）、三（２⁃羧乙基）膦（ＴＣＥＰ）、苯甲基磺酰

氟（ＰＭＳＦ）、氯化锆（ＺｒＣｌ４， 纯度 ９８％）、四氯双（四
氢呋喃）合钛（ ＩＶ）（ＴｉＣｌ４（ＴＨＦ） ２， 纯度 ９８％）、钛酸

四丁 酯 （ ＴＢＯＴ ）、 ２⁃氨 基 对 苯 二 甲 酸 （ Ｈ２ＢＤＣ⁃
ＮＨ２）、六水合三氯化铁（ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ）、三羟甲基

氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、无水乙酸钠（ＮａＡｃ）、氨水（ＮＨ３·
Ｈ２Ｏ）、乙二醇（ＥＧ）、甲酸（ＦＡ）、乙腈（ＡＣＮ）、Ｎ，Ｎ⁃
二甲基甲酰胺（ＤＭＦ）、乙醇（ＥｔＯＨ）均购于上海阿

拉丁 试 剂 有 限 公 司； 尿 素 （ ｕｒｅａ ）、 碳 酸 氢 铵

（ＮＨ４ＨＣＯ３）、硫脲（ ｔｈｉｏｕｒｅａ）购于国药集团化学试

剂有限公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒 Ｐ００１１ 购于

上海碧云天生物技术有限公司；二硫苏糖醇（ＤＴＴ，
纯度 ９９％）、碘代乙酰胺（ ＩＡＡ， 纯度 ９９％）、胰蛋白

酶 （ ｔｒｙｐｓｉｎ ）、 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超 滤 管 （ ３ ０００ ＭＷＣＯ ／
１００ ０００ ＭＷＣＯ）、０ ２２ μｍ 无菌滤膜均购于美国

Ｓｉｇｍａ Ａｌｄｒｉｃｈ 公司；尿液由 ３ 名健康志愿者（２４ ～
２５ 岁女性）提供，所有采集的健康志愿者均与提供

者签署了书面知情同意书，并经伦理委员会批准。
１．２　 磁性纳米材料的制备

１．２．１　 基底磁性纳米材料的制备

　 　 称取 ２ ７ ｇ ＦｅＣｌ３·６Ｈ２Ｏ 和 ７ ２ ｇ ＮａＡｃ，均匀

分散于 １００ ｍＬ ＥＧ 中，机械搅拌 ３０ ｍｉｎ，将溶液转

移至反应釜中，于 ２００ ℃ 反应 ８ ｈ，清洗烘干得

Ｆｅ３Ｏ４ 颗粒。
　 　 称取 ５０ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ 颗粒、７５ ｍｇ ＺｒＣｌ４ 和 ５８ ｍｇ
Ｈ２ＢＤＣ⁃ＮＨ２，均匀分散于 ３６ ｍＬ ＤＭＦ 中，将溶液转

移至反应釜中，于 １２０ ℃反应 ２４ ｈ，所得颗粒清洗烘

干得 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ。
　 　 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 的制备参考本课题组之前

的工作［３８］，称取 ２００ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ 颗粒，分散于 ５０ ｍＬ
含 ０ ０１５ ｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＺｒＣｌ４ 的 ＤＭＦ 溶液中，于 １２０ ℃
机械搅拌 ３０ ｍｉｎ，所得颗粒用 ＤＭＦ 清洗 ３ 次，再分

散于 ５０ ｍＬ 含 ０ ０１５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＢＤＣ⁃ＮＨ２ 的 ＤＭＦ
溶液中，于 １２０ ℃机械搅拌 １ ｈ，所得颗粒用 ＤＭＦ
清洗 ３ 次，得到 Ｆｅ３Ｏ４＠ （Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ） ⁃ＮＨ２；将 Ｆｅ３Ｏ４

＠ （Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ） ⁃ＮＨ２ 分散于 ５０ ｍＬ 含 ０ ０１５ ｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＴｉＣｌ４（ＴＨＦ） ２ 的 ＤＭＦ 溶液中，于 １２０ ℃机械搅

拌 ３０ ｍｉｎ，所得颗粒用 ＤＭＦ 清洗 ３ 次，再分散于 ５０
ｍＬ 含 ０ ０１５ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｈ２ＢＤＣ⁃ＮＨ２ 的 ＤＭＦ 溶液中，

于 １２０ ℃机械搅拌 １ ｈ，所得颗粒用 ＤＭＦ 清洗 ３ 次，
得到 Ｆｅ３Ｏ４＠ （Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ） １ ⁃ＮＨ２。 上述步骤重复

１０ 次得 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ。
　 　 称取 ５０ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ 颗粒，分散于 ９０ ｍＬ ＥｔＯＨ、
３０ ｍＬ ＡＣＮ 和 ０ ５ ｍＬ ＮＨ３·Ｈ２Ｏ 混合溶液中，超
声 ５ ｍｉｎ 后逐滴加入 １ ｍＬ ＴＢＯＴ，于室温下机械搅

拌 １ ５ ｈ，磁分离去除上清液，颗粒重新均匀分散于

４０ ｍＬ ＥｔＯＨ 和 ２０ ｍＬ Ｈ２Ｏ 溶液中，再将溶液转移

至反应釜中，于 １６０ ℃反应 ２０ ｈ，得到 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２。
１．２．２　 双功能磁性纳米材料的制备

　 　 吸取 １５ μＬ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＤ６３⁃ＣＯＯＨ 适配体

于 ８５ μＬ 含 ４００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＣ、１００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨＳ 的

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ 缓冲盐溶液（ＴＢＳ 缓冲液，ｐＨ ＝ ５）
中活化 １ ｈ。 在相同的适配体缓冲液中分别加入 ３
ｍｇ 和 ４ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ，孵育过夜，用 ＴＢＳ 缓

冲液清洗材料，得到 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ 和

Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２，将其保存于 ＴＢＳ 缓冲液

中，于 ４ ℃备用。
　 　 吸取 １５ μＬ １００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＣＤ６３⁃ＳＨ 适配体和 １５
μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴＣＥＰ 溶液，于 ６０ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＴＢＳ 缓冲液（ｐＨ＝ ５）中活化 １ ｈ。 在相同的适配体

缓冲液中分别加入 １ ５ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ、２
ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ、３ ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＴｉＯ２ 和 ４
ｍｇ Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２，孵育过夜，用 ＴＢＳ 缓冲液清洗材

料，得到 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１、Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃
ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２、Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃１ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃
Ａｐｔ⁃２，将其保存于 ＴＢＳ 缓冲液中，于 ４ ℃备用。
１．３　 尿液样品前处理

　 　 收集志愿者的中段晨尿共计 ４００ ｍＬ，以 ４ ℃
２ ０００ ｇ 离心 ２０ ｍｉｎ，用 ０ ２２ μｍ 无菌滤膜过滤上

清液，以去除细胞碎片和大量凋亡小体。 最后用超

滤管（１００ ０００ ＭＷＣＯ）浓缩滤液得到预处理后的尿

液，于－８０ ℃储存备用。
　 　 用超速离心法提取尿液中的外泌体，将预处理

后的尿液以 ４ ℃ １０ ０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ 去除沉淀微

囊泡，取上清液在 １５０ ０００ ｇ 下离心 ２ ｈ，得到外泌

体沉淀。 弃上清，用 ＴＢＳ 缓冲液清洗外泌体沉淀以

除去干扰蛋白质，再以 １５０ ０００ ｇ 离心 ２ ｈ，得到外

泌体沉淀，沉淀重悬于 ＴＢＳ 缓冲液，并作为模型外

泌体于－８０ ℃储存备用。
１．４　 外泌体富集及外泌体蛋白酶解

　 　 将磁性纳米材料分散于 ５０ μＬ ＴＢＳ 缓冲液中，
加入 ２０ μＬ ０ ５ ｇ ／ Ｌ 的模型外泌体或 ２００ μＬ 预处理
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后的尿液，于 ４ ℃孵育 １５ ｍｉｎ，磁分离去除上清液。
用 ＴＢＳ 缓冲液清洗材料并重悬材料，再加入 １００ μＬ
尿素 裂 解 液 （ ８ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿 素、 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫 脲、 １
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 苯甲基磺酰氟），冰浴超声 ３０ ｍｉｎ，磁分离

取上清液得裂解后的外泌体蛋白溶液。 用超滤管

（３ ０００ ＭＷＣＯ）将上清液置换为 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ，
于 ５６ ℃ 水浴中还原 １ ｈ， 再将溶液置换为 ２５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ，于暗处烷基化 ０ ５ ｈ，再将溶液置换为

５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３（ｐＨ ＝ ８ ３）。 加入适量胰蛋

白酶（酶和蛋白质质量比 １ ∶４０），于 ３７ ℃酶解 １７ ｈ。
酶解后的肽段经除盐冻干，于－２０ ℃储存备用。
　 　 对超速离心法提取的模型外泌体直接裂解，吸
取 １００ μＬ 尿素裂解液移至 ２０ μＬ ０ ５ ｇ ／ Ｌ 模型外泌

体中，冰浴超声 ３０ ｍｉｎ 得到模型外泌体蛋白溶液。
模型外泌体蛋白酶解步骤同上。
１．５　 分析条件

　 　 ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析外泌体蛋白色谱条件：
ＲｅｐｒｏＳｉｌ⁃Ｐｕｒ Ｃ１８⁃ＡＱ 柱（７５ μｍ×１２ ｃｍ， ３ μｍ）；
流动相 Ａ 为 ０ １％ ＦＡ 水溶液，流动相 Ｂ 为 ０ １％
ＦＡ 乙腈溶液。 梯度洗脱条件为：０ ～ ８ ｍｉｎ， ５％ Ｂ ～
８％ Ｂ； ８～５８ ｍｉｎ， ８％ Ｂ～２２％ Ｂ； ５８～７０ ｍｉｎ， ２２％ Ｂ～
３２％ Ｂ； ７０～７１ ｍｉｎ， ３２％ Ｂ～９５％ Ｂ； ７１～７８ ｍｉｎ， ９５％
Ｂ。 通过搜索 ＭａｘＱｕａｎｔ 数据库鉴定外泌体蛋白。

表 １　 磁性纳米材料的基本性质
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｏｆ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｔｈｅ ｂａｓｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ／ ｍｇ ｗ（Ｚｒ） ／ ％ ｗ（Ｔｉ） ／ ％ Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ＣＤ６３ ａｐｔａｍｅｒ ／ μｇ
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ ３．０ １８．６５ ０ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ４．０ １８．６５ ０ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ ４．０ １８．６５ ０ ０
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ １．５ ２５．５２ ９．６５ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ２．０ ２５．５２ ９．６５ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ ２．０ ２５．５２ ９．６５ ０
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃１ ３．０ ０ ２３．６５ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２ ４．０ ０ ２３．６５ １４．６７
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ４．０ ０ ２３．６５ ０

ＭＯＦｓ： ｍｅｔａｌ ｏｒｇａｎｉｃ ｆｒａｍｅｗｏｒｋｓ； Ａｐｔ： ａｐｔａｍｅｒｓ．

２　 结果与讨论

２．１　 外泌体的表征

　 　 采用透射电子显微镜、免疫印迹和纳米颗粒追

踪分析对超速离心法提取的模型外泌体进行表征。
由透射电镜图（见图 １ａ）可以看出，外泌体形貌呈

“茶托形”，体现了外泌体的双层囊膜结构，其粒径

大小在 ３０～ １５０ ｎｍ 范围内。 采用纳米颗粒追踪分

析表征外泌体浓度和粒径，其含量为 ２ １ × １０１２

颗粒 ／ ｍＬ，平均直径为 １０８ １ ｎｍ（见图 １ｂ）。 在外

图 １　 尿液外泌体的（ａ）透射电镜图、（ｂ）粒径分布和

（ｃ）标志性外泌体蛋白 ＴＳＧ１０１ 与 ＣＤ９ 的表达

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ｉｍａｇｅ，
（ｂ） ｓｉｚｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ， ａｎｄ
（ｃ） ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ＴＳＧ１０１ ａｎｄ ＣＤ９

　

泌体中加入适量尿素缓冲液提取外泌体蛋白，用免

疫印迹检验是否存在外泌体标志性蛋白 ＴＳＧ１０１ 和

ＣＤ９，可见两种标志性蛋白均有表达（见图 １ｃ）。 另

外采用 ＢＣＡ 蛋白质定量法测定外泌体蛋白含量，从
４００ ｍＬ 尿液中提取到 １７６ μｇ 外泌体蛋白。
２．２　 双功能磁性纳米材料的制备与表征

　 　 通过 Ｘ 射线能谱仪表征磁性纳米材料中 Ｚｒ 和

Ｔｉ 元素的含量（见表 １）。 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 中 Ｚｒ
元素的质量百分比为 １８ ６５％； Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ
中 Ｚｒ 和 Ｔｉ 元素的质量百分比分别为 ２５ ５２％ 和

９ ６５％； Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＴｉＯ２ 中 Ｔｉ 元素的质量百分比为

２３ ６５％。 表明基底磁性纳米材料可为外泌体捕集

提供丰富的金属氧化物亲和位点。
　 　 在制备双功能磁性纳米材料时，增加基底磁性

纳米材料用量会引入更多的金属氧化物亲和基团。
为探究金属氧化物亲和位点和适配体在特异性富集

外泌体中的作用差异，以不同质量的基底磁性纳米

材料结合相同质量的 ＣＤ６３ 适配体，得到 ６ 种双功

能磁性纳米材料，其基本性质列于表 １。
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　 　 ＣＤ６３ 适配体是一段寡核苷酸序列，核酸在 ２６０
ｎｍ 处存在紫外吸收，可通过高效液相色谱分析反

应上清液中 ＣＤ６３ 适配体残余量，监测适配体与磁

性颗粒结合反应进程（见图 Ｓ１，详见 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．
ｃｈｒｏｍ⁃Ｃｈｉｎａ．ｃｏｍ）。 适配体充分反应后，上清液中

ＣＤ６３ 适配体峰消失，可以认为加入的 １４ ６７ μｇ
ＣＤ６３ 适配体与不同质量磁性颗粒充分结合。 制备

的 ６ 种双功能磁性纳米材料中 ＣＤ６３ 适配体总量保

持一致。
２．３　 模型外泌体的富集

　 　 以超速离心法提取的外泌体为模型样品评价磁

性纳米材料捕集外泌体的能力，考察金属氧化物亲

和位点和 ＣＤ６３ 适配体对富集效果的影响。
　 　 使用双功能磁性纳米材料富集模型外泌体时，
采用在线裂解的方法获取材料富集的外泌体蛋白，
即在完成富集的磁性材料中加入变性剂尿素，破坏

ＣＤ６３⁃ＣＤ６３ 适配体复合物，洗脱捕获的外泌体。 同

时尿素裂解液会破坏外泌体的囊泡结构，释放其内

部的蛋白质，磁分离得到的上清液即为外泌体蛋白

溶液。 使用基底磁性纳米材料富集模型外泌体时，
同样采取在线裂解的方式，加入尿素缓冲液破坏外

泌体囊泡结构，得到外泌体蛋白溶液。 将得到的外

泌体蛋白酶解除盐，进行 ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析。
本文在相同条件下，分别采用制备的 ６ 种双功能磁

性纳米材料和相应的 ３ 种基底磁性纳米材料对模型

外泌体以及尿液外泌体进行捕集。

表 ２　 磁性纳米材料富集模型外泌体的质谱分析结果
Ｔａｂｌｅ ２　 ＭＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｄｅｌ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ

ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ １３５ １２９
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ２６９ ２４３
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ ９５ ８２
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ １５８ １４６
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ２３０ ２１２
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ １３３ １２３
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃１ ２２５ ２０４
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２ ４７４ ４３１
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ２１２ １９８
Ｍｏｄｅｌ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ５１２ ４８２

　 　 根据 ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析结果对比研究 ６ 种

双功能磁性纳米材料和相应的 ３ 种基底磁性纳米材

料富集模型外泌体的差异。 表 ２ 列出上述 ９ 种材料

富集模型外泌体所得蛋白质及模型外泌体直接裂解

所得蛋白质的个数，将质谱鉴定到的蛋白质与 Ｖｅｓｉ⁃

ｃｌｅｐｅｄｉａ 外泌体数据库 （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｍｉｃｒｏｖｅｓｉ⁃
ｃｌｅｓ．ｏｒｇ ／ ）对比，列出归属于外泌体的蛋白质个数，
蛋白质的详细信息列于表 Ｓ１～表 Ｓ１０。
　 　 从鉴定所得蛋白质的归属情况可以看出上述 ９
种材料均有特异性富集外泌体的能力，即靶向

ＣＤ６３ 的核酸适配体、ＭＯＦｓ 材料中的金属⁃氧簇及

金属氧化物均可应用于外泌体的分离纯化。 超速离

心法是公认的外泌体提取“金方法”，所得外泌体纯

度高但产量低，离心后的上清液经再次离心仍能获

得外泌体，耗时一般不少于 ６ ｈ。 而使用本文所述

的磁性纳米材料，只需 １５ ｍｉｎ 即可完成分离纯化。
　 　 在修饰有相同质量的 ＣＤ６３ 适配体情况下，比
较同类型双功能磁性纳米材料富集外泌体的差异。
含有更多金属氧化物亲和位点的双功能磁性纳米材

料可以提高对外泌体的富集容量，但同时也会引入

杂蛋白，这归因于金属氧化物和适配体结合外泌体

的原理不同。 金属氧化物与外泌体的磷脂双层膜相

互作用，其结合位点为外泌体的所有膜表面；而
ＣＤ６３ 适配体的结合位点仅为外泌体表面众多膜蛋

白中的 ＣＤ６３，即使 ＣＤ６３ 在外泌体中高表达，其可

结合位点也远远少于金属氧化物可结合的位点，故
引入高含量的金属氧化物可以提高对外泌体的富集

容量。 适配体被认为是“化学抗体”，适配体⁃靶标复

合物的解离常数大小通常为 μｍｏｌ ～ ｐｍｏｌ［３９］，具有

高选择性。 同质量的双功能磁性纳米材料与基底磁

性纳米材料相比，修饰的 ＣＤ６３ 适配体可以大大提

高捕获外泌体的数量，得到更多的外泌体蛋白，体现

了适配体特异性富集外泌体的能力。 而仅用基底磁

性纳米材料富集所得外泌体蛋白数量均低于双功能

磁性纳米材料，表明双功能材料可以充分结合核酸

适配体亲和的高选择性和金属氧化物的高富集容量

优势，从而用于外泌体的分离纯化。
　 　 比较不同类型磁性纳米材料富集外泌体的差

异，３ 类材料结合适配体的质量均为 １４ ６７ μｇ，而
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ 类相较于 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 类，质量

相同但金属氧化物含量更高，富集所得外泌体蛋白

个数更多，同时也引入更多的杂蛋白，再次证明了金

属氧化物的高富集容量优势，后续需要优化材料中

适配体的比例以调节选择性。 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 类

与 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 类的富集结果未见显著差

异，Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 类金属氧化物含量更高，且
质量仅为 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 类 １ ／ ２，故提高材料金

属氧化物的含量，可以用更少的基底材料结合同等

·３３１１·
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质量的适配体。
　 　 结果表明，Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２、Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃
Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２⁃Ａｐｔ⁃２ 富集外泌体的

性能更优异。 优化金属氧化物和适配体在双功能磁

性纳米材料中的含量与比例，有望进一步提高其外泌

体富集能力并调节其选择性。 在肿瘤液体活检中，提
取到足够产量和纯度的外泌体才能获得有效的生物

信息，所以具有高选择性和高富集容量的双功能材料

更适用于复杂样品中外泌体的分离纯化。

表 ３　 磁性纳米材料富集尿液外泌体的质谱分析结果
Ｔａｂｌｅ ３　 ＭＳ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｒｉｎｅ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｂｙ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｍａｇｎｅｔｉｃ ｎａｎｏｍａｔｅｒｉａｌ
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｎｏｎ⁃ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｎｏｎ⁃ｅｘｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ／ ％

Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ ７５ ６９ ６ ８．０
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ２５５ ２３３ ２２ ８．６
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ １１０ １００ １０ ９．１％
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１ ３００ ２７７ ２３ ７．７
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ ３７３ ３４３ ３０ ８．０
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ ３５５ ３１９ ３６ １０．１
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃１ ６５４ ５７５ ７９ １２．１
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２ ９４６ ８３２ １１４ １２．１
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ７９５ ６９５ １００ １２．６
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２＠ ＰＡ⁃Ｔｉ４＋ ３８６ ２８４ １０２ ２６．４
Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃ＤＮＡ ａｐｔａｍｅｒ［３６］ ９９９ － － －

－： ｎｏ ｄａｔａ．

２．４　 尿液外泌体的富集

　 　 经过对磁性纳米材料富集外泌体的可行性验

证，进一步将其应用于实际样品中外泌体的富集。
选取尿液作为实际样品，尿液中的干扰成分包括尿

调蛋白等高丰度蛋白以及大小密度与外泌体接近的

脂蛋白。 用 ｎａｎｏ ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 确认 ９ 种材料富集所

得尿液外泌体蛋白，表 ３ 列出质谱鉴定到的蛋白个

数、归属于外泌体的蛋白个数、非外泌体的蛋白个数

和游离蛋白的占比，同时与相关文献进行比较。 蛋

白质的详细信息列于表 Ｓ１１～表 Ｓ１９。 可以看出，在
复杂样品中，材料富集所得外泌体蛋白个数未见显

著下降，均体现出很好的抗干扰能力。 比较同质量

的双功能磁性纳米材料与基底磁性纳米材料富集尿

液外泌体的结果差异，根据富集组分中非外泌体的

蛋白个数可以看出，在基底磁性纳米材料表面修饰

适配体可以增加外泌体蛋白个数，而少有杂蛋白的

引入。 如 Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ 相较于 Ｆｅ３Ｏ４＠
Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 多鉴定出 １３３ 个外泌体蛋白，只增加了 １２
个杂蛋白，证明适配体在复杂样品中仍能折叠正确

构象，保持高选择性。
　 　 ＭＯＦｓ 材料的比表面积大，结合能力强，已广泛

应用于蛋白质组学分析。 然而，外泌体由于尺寸限

制（３０～１５０ ｎｍ）效应，使其小孔中的作用位点不能

够直接与外泌体产生作用，实现捕集，也因此 ＭＯＦｓ
材料结合外泌体的能力很大程度上取决于金属氧化

物的含量。 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ 的金属元素含量

（１８ ６５％ （Ｚｒ））低于 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２（２３ ６５％ （Ｔｉ）），
所以富集的外泌体相对较少。 而通过层层自组装策

略增加 ＭＯＦｓ 材料中金属元素的含量，得到的

Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ （２５ ５２％ （ Ｚｒ）， ９ ６５％ （Ｔｉ））
具有较高的金属氧化物含量，因此也产生了更好的

富集效果。
　 　 由表 ３ 可见，当金属氧化物含量较低时，如
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃１、Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃
１ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃１，鉴定到的蛋白质数量均低

于相应的基底材料（Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ、Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃
Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２），这是由于基底材料的用

量更大，即金属氧化物结合位点更多，故鉴定的蛋白

质数量多。 而当基底材料用量相当时，如 Ｆｅ３Ｏ４＠
Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２、 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ 和

Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２，双功能材料鉴定到的蛋白质数

量显著高于基底材料。 此外，修饰了适配体的双功

能材料富集到的蛋白质中游离蛋白所占的比例均低

于等量的相应基底材料，显示出适配体的高选择性。
　 　 本课题组还制备了 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２＠ ＰＡ⁃
Ｔｉ４＋ 亲水双金属磁性纳米材料 （ ２ ｍｇ， １４ ０７％
（Ｚｒ）， ６ ９２％ （Ｔｉ）），用于尿液外泌体的富集，经质

谱鉴定得到 ２８４ 个外泌体蛋白。 本文制备的 Ｆｅ３Ｏ４

＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ 双 金 属 磁 性 纳 米 材 料 （ ２ ｍｇ，
２５ ５２％ （Ｚｒ）， ９ ６５％ （Ｔｉ）），用于尿液外泌体的富

集，经质谱鉴定得到 ３１９ 个外泌体蛋白，两者富集结

·４３１１·
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果差异证明提高金属氧化物含量可以提高对外泌体

的富集容量，在此基础上进一步修饰适配体提高材

料选择性，得到的 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２ （ ２
ｍｇ， ２５ ５２％ （Ｚｒ）， ９ ６５％ （Ｔｉ）， １４ ６７ μｇ ＣＤ６３
适配体）可以富集尿液中 ３４３ 个外泌体蛋白。
　 　 邓春晖课题组［３６］ 制备了 Ｆｅ３Ｏ４ ＠ ＴｉＯ２ ⁃ＤＮＡ
ａｐｔａｍｅｒ（５ ｍｇ， １２ ５９％ （Ｔｉ）， １４ ７２ μｇ ＣＤ６３ 适

配体），用于富集尿液外泌体，鉴定得到 ９９９ 个蛋白

质。 本文采用 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２（４ ｍｇ， ２３ ６５％
（Ｔｉ）， １４ ６７ μｇ ＣＤ６３ 适配体）富集尿液外泌体，鉴
定得到 ９４６ 个蛋白质，归属于外泌体的蛋白质有

８３２ 个。 两者富集结果未见显著差异，但在裂解外

泌体步骤存在差异：邓春晖课题组依次用氨水和脱

氧核糖核酸酶（ＤＮａｓｅ Ⅰ）破坏金属氧化物和适配

体与外泌体间的相互作用，将外泌体洗脱后再经尿

素裂解液裂解。 ＤＮａｓｅ Ⅰ是一种可以消化单链寡

核苷酸的核酸内切酶，ＣＤ６３ 适配体经 ＤＮａｓｅ Ⅰ水

解后，无法恢复原先的序列及折叠构象，失去靶向结

合 ＣＤ６３ 膜蛋白的能力。 而本文使用尿素裂解液在

线裂解材料捕集的外泌体，仅破坏 ＣＤ６３⁃ＣＤ６３ 适配

体复合物而不影响适配体在材料表面的固定，同时

又能使外泌体磷脂双层破裂，释放外泌体蛋白。
　 　 基于金属氧化物与外泌体磷脂双层膜和磷酸化

肽的磷酸根间的特异性亲和作用，该课题组还报道

了将 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＰＤＡ＠ ＵｉＯ⁃６６⁃ＮＨ２ 应用于连续富集

尿液外泌体及外泌体酶解液中的磷酸化肽，鉴定得

到来自 ２５５ 个磷酸化蛋白的 ７０７ 条磷酸化肽［３７］。
　 　 将双功能材料富集的尿液外泌体与模型外泌体

对比，均鉴定出模型外泌体（总离子流色谱图见图

Ｓ２） 中未鉴定到的外泌体蛋白。 如图 ２ 所示，用
Ｆｅ３Ｏ４＠ Ｚｒ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃２、Ｆｅ３Ｏ４ ＠ Ｚｒ⁃Ｔｉ⁃ＭＯＦｓ⁃Ａｐｔ⁃
２ 和 Ｆｅ３Ｏ４＠ ＴｉＯ２ ⁃Ａｐｔ⁃２ 分别富集尿液外泌体，可以

对应得到 ８３、１２５ 和 ４７１ 个未在模型外泌体中鉴定

到的外泌体蛋白（总离子流色谱图见图 Ｓ３～图 Ｓ５），
其结果归因于亲和法与超速离心法提取外泌体的选

择性差异。 超速离心法是基于粒径差异提取外泌

体。 本文所述双功能磁性纳米材料结合了适配体亲

和色谱法和金属氧化物亲和色谱法，靶向外泌体的

特征膜蛋白和磷脂双层膜，材料表面的适配体与金

属氧化物亲和基团共同作用，排除了脂蛋白等尺寸

与外泌体接近的蛋白和细胞器等的干扰。 此外，采
用双功能材料仅需几十分钟即可完成复杂样品中外

泌体捕集，而无需特殊仪器辅助。

图 ２　 亲和法与超速离心法提取外泌体的选择性差异
Ｆｉｇ． ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ

ｕｌｔｒａｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇ
ｅｘｏｓｏｍｅｓ

　

３　 结论

　 　 本文基于适配体和外泌体表面目标膜蛋白的特

异性结合性能与以钛、锆为代表的金属氧化物和外

泌体磷脂双层膜的特异性亲和作用，制备了不同类

型的金属 ／适配体双功能修饰复合磁性纳米材料，并
将其应用于外泌体的富集纯化。 双功能材料结合适

配体的高选择性和金属氧化物的高容量，为新型外

泌体富集材料的设计提供了新思路。 因肝脏释放的

磷酸酶会将血液中的磷酸化蛋白去磷酸化，故难以

识别血液中磷酸化蛋白的水平，未来可将双功能材

料应用于外泌体和外泌体中磷酸化蛋白的连续富

集，促进血液外泌体的磷酸化蛋白质组学研究。
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