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外泌体分离技术研究进展 
李帅†,a,b    刘亚婷†,c    仰大勇*,a 

(a天津大学  化工学院  合成生物学前沿科学中心  系统生物工程教育部重点实验室  天津 300350) 
(b天津大学浙江研究院  宁波 315200) 

(c苏州亿弗生物科技有限公司  苏州 215000) 

摘要  外泌体是来源于母细胞的小细胞外囊泡, 包裹有核酸、蛋白等内容物, 能够动态实时地反映母细胞的生理病理

状态, 因此在药物递送、疾病诊断和治疗等生物医学领域有广泛的应用. 外泌体应用的第一步是分离和纯化, 不管是从

血液、唾液等体液还是细胞培养上清中获取外泌体, 都需要对其进行分离纯化, 以去除不需要的杂质. 基于外泌体的尺

寸、密度、电荷、组成, 已经开发出了诸多分离方法, 比如超速离心、超滤、尺寸排阻色谱、聚合物沉淀、免疫亲和

等, 这些传统的分离方法已经非常成熟, 尤其是超速离心, 被誉为是外泌体分离的金标准, 为广大研究者所接受. 然而

这些方法在分离纯度、效率、处理量、操作便捷性等方面各有优缺点, 因此将多种分离方法联用是一种新思路. 此外, 随
着化学、材料学、生物学、医学、工程学、机械学等学科的发展和交叉, 越来越多新兴的技术被开发出来, 比如微流

控法、基于流体流动原理分离、热泳法、脂质识别分离、DNA 适配体亲合法等, 在一定程度上提高了外泌体的分离效

率和纯度. 在本综述中, 详细总结了传统分离方法和新兴分离方法的最新进展, 并对未来发展进行了展望, 以期促进

该领域的发展, 推动外泌体技术的产业化.    
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Abstract  Exosomes are small extracellular vesicles derived from parent cells, carrying nucleic acids, proteins, and other 
biomolecules. Due to their ability to reflect the physiological and pathological states of parent cells in real time, exosomes 
have significant potential in biomedical applications, including drug delivery, disease diagnosis, and therapeutic interven-
tions. A key step in their application is the efficient separation and purification of exosomes from biological fluids (such as 
blood, saliva) or cell culture supernatants, ensuring the removal of impurities. Numerous separation techniques, including 
ultracentrifugation, ultrafiltration, size exclusion chromatography, polymer precipitation, and immunoaffinity capture, have 
been developed based on the size, density, charge, and composition of exosomes. Although ultracentrifugation is widely re-
garded as the gold standard for exosome isolation, each method has its advantages and limitations in terms of purity, effi-
ciency, processing capacity, complexity, and convenience. Recently, the combination of different separation methods has 
emerged as a promising strategy. Moreover, advances in interdisciplinary fields, such as chemistry, materials science, biology, 
medicine, engineering, and mechanics, have led to the development of innovative separation technologies, including micro-
fluidics, fluid flow-based methods, thermophoresis, lipid-based recognition, and DNA aptamer-based affinity. These novel 
techniques have substantially improved the efficiency and purity of exosome isolation. In this review, we first offer a com-
prehensive overview of both traditional and emerging separation methods, the advantages and disadvantages of each method 
were discussed and summarized. We also illustrate the latest progress and representative work in the exosome separation 
field. Finally, we put forward our own insights on the future development, including balancing between purity and yield, 
isolation of specific subpopulations of exosomes, standardization and automation separation and exploration of new separa-
tion technologies. We believe that significant breakthroughs in exosome separation will be achieved in the near future, and 
will contribute to the development of the biomedical applications. We hope this review will be helpful in promoting the de-
velopment of exosome separation field. 
Keywords  exosome; exosome separation; extracellular vesicles; microfluidics; DNA aptamer 
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1  引言 

外泌体是细胞释放的直径约 30～150 nm 的膜包裹

的小囊泡[1]. 它最早发现于体外细胞培养的上清液中, 
Johnstone 等[2]将其命名为“exosome”. 外泌体属于细

胞外囊泡(Extracellular vesicles, EVs)中的一个亚群, 国
际囊泡协会(International Society for Extracellular Vesi-
cles, ISEV)根据 EVs 生物发生、释放途径等方面的不同

将 EVs 分为三类: 微囊泡(microvesicles)、外泌体和凋亡

小体(apoptosis bodies)[3]. 而由于没有明确的界限以及

难以完全分离 , 现有的大多数文献中所说的“外泌

体”, 实际上指的是广泛的 EVs 群体, 而非 EVs 中特定

的亚群, 如无特殊说明, 本文中的外泌体也指广义上的

EVs[4]. 随着研究的不断深入, 研究人员发现几乎所有

的细胞, 甚至包括细菌均可以产生外泌体, 外泌体不仅

存在于细胞培养液中, 也存在于各种体液之中, 包括尿

液、血液、乳液、脑脊液等. 外泌体参与细胞之间的信

息传递, 它携带蛋白质、脂质、核酸等生物分子, 能够

调节目标细胞的功能和状态, 在生理和病理过程中发挥

重要作用, 为疾病诊断和治疗提供了新的思路[5-7].  
外泌体的大小和其携带的内容物能够准确地反映

其来源细胞及生理状态, 给临床检测与诊断带来更精确

的结果[8-9]. 据统计, 目前外泌体相关的临床研究已经超

过 470 项, 涉及疾病超过 200 种, 其中超过 80%为诊断

和辅助诊断相关的研究, 且临床实验逐年呈现快速增长

的趋势[10]. 外泌体在临床中的应用越来越广泛, 但其所

处的生物环境复杂, 不同来源、甚至同一来源的外泌体

在尺寸、形态、生化特性等方面都存在巨大的差异, 这
给外泌体的分离纯化带来了巨大的困难[11]. 近年来, 外
泌体在基础医学与临床应用的研究不断深入, 相比于传

统的外泌体提取方法, 研究者对准确完整、高纯度的分

离外泌体提出了更高的技术要求[12]. 而化学、生物学、

材料学等科学的飞速发展也使得多种新兴外泌体提取

技术不断涌现, 给外泌体研究带来了更广阔的应用前

景. 在本文中, 我们总结了传统的外泌体分离方法和新

兴的外泌体分离技术, 传统的外泌体分离方法包括超速

离心法、超滤法、尺寸排阻色谱法、聚合物沉淀、免疫

亲和法等; 新兴的外泌体分离方法包括微流控法、DNA
适配体亲合法、基于流体流动的分离法、热泳法、脂质

识别分离等. 通过对传统和新兴分离方法的总结和比

较, 我们旨在促进本领域的进一步发展.  

2  超速离心法 

超速离心法(Ultracentrifugation)是一种基于物理性

质的用于分离分散在溶液中的不同生物颗粒, 如细胞、

细胞碎片、亚细胞器、蛋白质和核酸等广泛使用的技术, 
通过使用超速离心机在极高转速下根据密度和大小分

离目标产物[13]. 原始溶液通常包含多组分混合物, 这些

颗粒大小和密度差异使得其沉降速度也不同, 所以能够

有效地将混合物中的不同成分分离开来. 颗粒在离心管

中高速转动时, 其速度由离心力、阿基米德浮力和斯托

克斯粘性阻力这三种力的平衡决定, 在转速和介质成分

固定的离心条件下, 颗粒速度完全由颗粒的形态和密度

决定: 当颗粒密度大于介质密度时, 颗粒沿着离心力的

方向“向下”沉降, 颗粒密度小于介质密度则颗粒沿

着与离心力相反的方向“向上”漂浮; 在密度相似的情

况下, 尺寸较大的颗粒移动得更快.  
Johnstone 等[14]于 1992 年首次将超速离心法用于分

离网状细胞组织培养基中的外泌体, 并将其误认为是受

损细胞成分的回收处与细胞的垃圾站. 随着科学家的研

究不断深入, 超速离心法在外泌体研究领域迅速发展, 
其操作简单、重复性高的特点使其成为外泌体分离最常

用的分离技术之一. 如图 1 所示, 超速离心的过程主要

分为两个部分: 首先是进行一系列的中低速离心, 去除

死细胞、细胞碎片和大尺寸的细胞外囊泡, 然后超速离

心分离外泌体, 去除可能造成污染的蛋白质和其他杂   
质[15]. 沉降系数(sedimentation coefficient, S)是衡量物质

在离心力场中沉降速率的一个参数, 可以通过施加的离

心力与离心时间计算得到. 外泌体 S 值较小, 常施加的

离心力约为 100,000 至 200,000 g, 时间为 45 至 150 min. 
超速离心法并不能完全将外泌体与杂质分离, 产物

中通常含有大量共沉淀的杂质, 包括蛋白质聚集体: 血
清或细胞培养上清中的非外泌体蛋白(如脂蛋白、白蛋 
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图 1  超速离心法分离外泌体. 首先中低速离心去除细胞和细胞碎片等大的颗粒, 然后通过高速离心分离得到外泌体沉淀 
Figure 1  Ultracentrifugation-based exosome separation. Cells and cell debris removed through low-speed centrifugation and then exosome obtained 
through high-speed centrifugation
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白)在高速离心过程中可能形成聚集体, 与外泌体共沉

淀 ; 脂蛋白 : 高密度脂蛋白 (HDL)和低密度脂蛋白

(LDL)的密度与外泌体相近, 难以通过离心完全分离; 
细胞碎片: 细胞凋亡或裂解产生的微小膜碎片可能与外

泌体共沉淀; 其他细胞外囊泡: 微囊泡和外泌体的密度

范围重叠, 导致难以完全分离. 超速离心法获得的外泌

体中, 非外泌体蛋白的含量可能高达 50%以上, 这严重

影响了后续的功能研究和临床应用, 同时研究表明, 调
整离心速度、时间和温度, 可以减少外泌体损伤和杂质

共沉淀[16-17].  
为了进一步提高这种经典分离技术的外泌体分离

效率, 科学家们通过探索物质的不同物理性质, 开发了

各种类型的离心策略. 密度梯度超速离心(Density Gra-
dient Ultracentrifugation)是一种可以用来纯化外泌体的、

使用密度梯度进行分离的替代技术, 根据不同类型颗粒

的特征密度将某些非囊泡型细胞外颗粒和蛋白质与外

泌体分离以获得纯度更高的外泌体. 密度梯度超速离心

近年来在外泌体分离技术的选择中广受欢迎, 约占目前

使用的外泌体分离策略的10%[12]. 常见的密度梯度层选

择主要有蔗糖、碘克沙醇或碘己醇, 将其与水溶液混合

后装填至离心管, 密度由底部到顶部逐渐降低的同时覆

盖样品中颗粒密度的范围. 样品的装填可以选择顶端

(“自上而下法”), 也可以装填至底端(“自下而上法”), 
最终随着超速离心的进程, 样品颗粒无论是上浮或是下

沉均会达到与其浮力密度相对应的密度分数层, 从而达

到分离的效果, 外泌体一般聚集在 1.10～1.18 g/mL 密

度层[18-19].  
相比于传统的超速离心法, 密度梯度超速离心法能

够获取到纯度更高的外泌体, 其产物几乎不包含干扰蛋

白. 有研究表明, 在植物中通过蔗糖梯度离心法提取出

来的外泌体可以作为药物载体应用于临床试验[20]. 但
是相对应的, 该操作并不适用于大规模的外泌体提取, 
操作步骤更为繁琐, 离心时间也更长, 甚至达到 20 h 之

久; 高渗的梯度介质也易导致亚细胞结构失水, 进而影

响外泌体的生物学活性.  

3  超滤法 

超滤(ultrafiltration)是一种基于膜分离技术的过滤

方法. 利用具有不同膜类型和孔径的多孔膜(或离心过

滤器), 可以在通过外加动力驱动液体流过膜的过程中, 
将大于膜孔径的颗粒截留在膜的一侧, 而小分子颗粒和

溶剂则透过膜来捕获特定尺寸的颗粒. 超滤通常是大体

积原料样品(如＞100 mL 细胞培养基或尿液)外泌体纯

化的第一步, 该操作将样品简单快速地浓缩为更易处理

的小体积(通常为 1～2 mL), 然后进行进一步的纯化方

案, 如超速离心等[21]. 超滤的动力主要来自电荷、低速

离心和压力等因素, 相比于其他方式, 低速离心驱动的

超滤能够保证外泌体膜的完整性, 在维持外泌体活性方

面具有更明显的优势[22]. 超滤使用的过滤膜通常由纤

维素、聚醚砜或氢化盐制成, 常见的膜截留分子量为

10～100 kDa, 用于分离大于 30 nm 的颗粒[23].  
对膜的需求使得超滤成为一种较为昂贵的外泌体

提取方法, 针对获取精准尺寸外泌体的多个连续步骤分

离又使该方法的成本进一步增加[24]. 更为重要的是在

这种方法中, 所有大于 30 nm 的颗粒, 包括蛋白质和其

他非外泌体囊泡均可以和目标外泌体共分离, 在降低目

标样品的质量和纯度的同时还会造成膜堵塞带来产量

的降低和成本的进一步增加.  
膜堵塞所造成的膜使用寿命的降低是超滤法提取

外泌体中的一大难题. 较为传统的解决方法是化学清

洗, 如蛋白酶清洗超滤膜去除蛋白质污染物, 但这同时

也带来了膜材料降解、膜孔径变化等一系列问题. Visan
等[25]将切向流过滤与超滤相结合, 减轻了膜的污染, 提
高了过滤效率, 并延长了膜的使用寿命. Liu 等[26]发展

了负压振荡与超滤结合来分离外泌体的方法, 实现外泌

体的无堵塞和超快速纯化, 作者将双耦合谐波振荡引入

膜过滤配置中, 以产生横波, 抑制了外泌体等在滤膜上

的沉积, 从而提高外泌体处理速度、产量和纯度.  

4  尺寸排阻色谱法 

尺 寸 排 阻 色 谱 (Size-Exclusion Chromatography, 
SEC)根据物质的流体动力学半径来分离物质, 是目前

使用最广泛的基于尺寸的分离技术之一[27a]. 早在发现

外泌体之前, SEC 就已经得到了很好的发展, 并被广泛

应用于蛋白质、聚合物和各种脂质体颗粒等大分子或大

分子聚集体的高分辨率分离. 选择含有不同孔径大小的

凝胶颗粒作为固定相, 在样品流通色谱柱时, 尺寸越小, 
渗透到凝胶基质中的能力越强, 在色谱柱中保留的时间

越长, 洗脱时间越长. 由于外泌体尺寸较小, 因此相对

于细胞碎片和较大的囊泡而言, 外泌体进入色谱柱中的

更小孔道中, 需要更长的时间才能洗脱下来; 而相对于

更小的蛋白而言, 在孔道中的停留时间更久, 通过收集

合适时间的流出液, 就能实现外泌体的特异性分离(图
2)[28-29]. 色谱柱中的固定相介质一般有多种选择, 包括

葡聚糖聚合物、琼脂糖、聚丙烯酰胺等. 2014 年 SEC 首

次被应用于外泌体提取分离, Böing 等[30]通过琼脂糖凝

胶 CL-2B SEC 从人血小板浓缩物的去血小板上清液中

提取纯化出外泌体, 相对于当时需要花费 2～96 h 的超

速离心提取法, 该方法仅需 20 多分钟就可以完成回收

率为 43%的外泌体分离工作, 大大节省了分离时间.  
目前市面上已推出多种商品化的外泌体纯化柱, 包

括GE Healthcare的EV Second 纯化柱和 Izon的 qEV系

列试剂盒等, 专业填充的商业色谱柱使得这一原本就操

作简单、流程简短的提取方法拥有了更高的重复性. 同
时, 基于重力滴落的方式收集的外泌体, 其生物学结构

和完整性未遭到破坏, 生物活性未受到影响. 通过选择
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具有生理渗透压和粘度的洗脱缓冲液(例如 PBS), 可以

进一步增强外泌体的生物活性[31].  

Before After

··· ················ ·· ······

··· ··········
· ··· ·· ·· ·· ····

·····
······ ········

Time
 

图 2  尺寸排阻色谱法分离外泌体. 大尺寸的颗粒在色谱柱中停留时

间短, 小尺寸颗粒在色谱柱中停留时间长, 收集不同时间的流出液, 
可以得到不同的组分 
Figure 2  Size exclusion chromatography-based exosome separation. 
Larger particles have a shorter residence time in the chromatographic 
column, while smaller particles have a longer residence time. Collecting 
the effluent at different times can yield different components 

最近的一项研究比较了多种外泌体分离技术并证

明了 SEC 是从脑脊液和血浆中纯化外泌体的最佳方  
法[32]. 然而, SEC 的应用范围较窄, 不适合大容量样本, 
同时 SEC 制备的产物可能含有与目标外泌体尺寸重叠

的污染物颗粒, 洗脱液也会稀释样本使最终产物浓度偏

低. 针对 SEC 的优化改进研究也在不断深入, Guo 等[33]

设计出一种二分式 SEC 法 , 该方法使用 Sepharose 
CL-6B 填料提高了 SEC 柱对外泌体的分离效能同时简

化了分离流程, 使用两个大的洗脱步骤取代了多个洗脱

步骤, 仅需 20 min 左右即可从血清/血浆等复杂体液中

高效分离获得高纯度外泌体, 该方法在肿瘤和重大传染

病的外泌体组学中的大规模队列研究也在推进中.  

5  聚合物沉淀法 

目前市场上大部分的商用外泌体分离试剂盒都是

基于聚合物沉淀法所开发的, 例如 Invitrogen Total Ex-
osome Isolation Kit (Life Technologies)、ExoSpin Exo-
some Purification Kit (Cell Guidance Systems)、ExoQuick 
Exosome Precipitation Solution (System Biosciences)等. 
20 世纪 60 年代, 研究者们开始使用聚合物来沉淀和富

集生物大分子, 随着对病毒生物学的认识加深和技术的

发展, 聚合物沉淀法逐渐被引入到病毒的分离和纯化

中; 基于外泌体与病毒大小特性相似, 近年来该技术已

成为外泌体分离的常用策略之一. 聚合物沉淀法的原理

是利用亲水聚合物与外泌体的亲水相互作用, 在外泌体

周围形成疏水微环境, 降低外泌体的溶解度, 在 1500 g
的低速离心条件下沉降获得外泌体. 亲水聚合物聚乙二

醇(PEG)以其能够改变水溶性且无毒的特性成为绝大部

分外泌体分离试剂盒的选择, 常被添加到样品中进行

4 ℃下 15 min 至 12 h 的孵育以助于后续的低速离心外

泌体分离[34]. 低速离心使该方法避免了复杂的设备与

繁琐的操作步骤, 回收率高, 无论是大样本量还是小样

本量均适用, 产量高. 有研究表明, 该方法的可扩展性

高, 可用于高通量样品的制备.  
然而, 该技术也带来一些共沉淀物杂质, 如免疫复

合物、脂蛋白、病毒、核酸等, 同时在最终产物中的聚

合物材料也无法去除, 不利于后续的研究. 一些报告表

明, 与超速离心法相比, 使用 PEG 沉淀分离的样本中外

泌体活力降低, 这表明共沉淀物质可能具有毒性或拮抗

作用[35].  
在此基础上, 进一步通过混合两种聚合物或聚合物

与盐溶液开发了双水相系统(Aqueous two-phase system, 
ATPS), 用于分离和隔离各种生物分子[36]. Shin 等[37]研

究了一种利用聚乙二醇/葡聚糖双水相系统高效分离外

泌体的方法, 该方法避免了传统聚合物沉淀法中长时间

的孵育操作, 能在短时间内实现较高的外泌体回收率

(约 70%), 显著提高外泌体的诊断适用性. Kim 等[38]随

后通过改进该分离步骤, 能够去除外泌体产物中约 95%
的杂蛋白, 实现了对外泌体更高效和高纯度的分离. 进
一步的研究又证明了基于 ATPS 的分离能够从不同的污

染物中纯化外泌体, 例如脂肪酸、酚红或植物化学物质, 
稳定蛋白定量(BCA)等下游检测[39].  

除了最常见的降低外泌体溶解度沉淀法, 也存在多

种其他分离沉淀方法, 例如基于电荷的沉淀, 由于外泌

体带负电荷, 可以通过与带正电荷的分子(如鱼精蛋白、

壳聚糖)相互作用而产生沉淀[40-41].  

6  免疫亲和法 

免疫亲和法是一种基于抗体和配体的特异性结合,
从异质混合物中分离所需物质的分离纯化技术, 它是目

前外泌体分离中特异性较高, 能够识别特定细胞来源的

方法之一(图 3). 这种特异性结合的效率与生物亲和配

对、洗脱条件、基质载体以及操作人员的熟练程度等都

密切相关. 该方法所使用的抗体主要为单克隆抗体与多

克隆抗体, 而抗原即目标蛋白的选择则更为复杂. 原则

上所选用的目标蛋白应是外泌体膜表面的高丰度蛋白, 
如四跨膜蛋白超家族(CD63、CD9、CD81 等)、膜联蛋白、

上皮细胞黏附分子(EpCAM)等, 外泌体表面的常见成分

或特定细胞来源外泌体的独特成分也是常见的选择, 如
用于识别肿瘤来源外泌体的表皮生长因子受体(EGFR)、
人表皮生长因子受体2 (HER2)等, 目标蛋白的选择主要

取决于研究的需要[42]. 因此, 免疫亲和法并非一次性分

离所有的外泌体, 而是根据所选标记特异性地分离外泌

体亚型, 这导致在外泌体提取产物中, 总外泌体产量较

低, 但是针对特定亚群的外泌体产量则相对较高. 
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····· ·

incubation elution

washing exosome  
图 3  免疫亲和法分离外泌体. 将外泌体特异性抗体耦联到磁珠上, 与含有外泌体的溶液混合后, 外泌体与抗体结合, 继而通过磁力分离, 随后

将外泌体从磁珠上洗脱 
Figure 3  Immunoaffinity-based exosome separation. Coupling exosome-specific antibodies onto magnetic beads, mixing them with exosome solution, 
binding the exosomes to the antibodies, followed by magnetic separation, and subsequently washing the exosomes from the magnetic beads

在该方法中, 靶蛋白抗体还需要固定在固相载体上

面, 载体的选择具有多样性, 目前常用载体主要有磁

珠、二氧化硅、树脂等, 可分为磁珠免疫分离、色谱固

相分离、酶联免疫吸附分离等. 当样品通过载体或是与

载体孵育时, 目标外泌体被抗体捕获, 经过合适的洗脱

步骤后便可分离出外泌体. Yousif 等[27b]优化了基于免疫

亲和分离的特定外泌体或神经源性外泌体分离方案, 以
1 μm 大小的功能化磁珠成功从血清中分离出 CD63+和

L1CAM+外泌体, 该分离产物保持了原始大小、形态, 生
物活性未遭破坏, 且在常规流式细胞术分析中能够被很

好地识别. 在此之前, 免疫捕获测定中使用的磁珠的大

小范围为 2～9 μm, 载体磁珠尺寸的缩小能够增大外泌

体可附着表面积, 从而提高分离效率, 同时更易被常规

流式细胞术所检测. 免疫亲和法能够保证外泌体结构的

完整性以及生物活性, 但是抗体与载体成本高, 且抗体

结合时间长, 同时洗脱条件相对更为苛刻, 使得该方法

不适宜于大规模应用.  
免疫亲和法通常与其他方法如尺寸排阻色谱法等

联用, 提高外泌体提取纯度. 在对血浆中的黑色素瘤来

源的外泌体进行免疫捕获时, 可以先通过微型尺寸排阻

色谱获得形态完整且具有生物活性的外泌体, 然后使用

特异性黑色素瘤靶向抗体硫酸软骨素蛋白聚糖 4 
(CSPG4)精确分离黑色素瘤来源的外泌体[43].  

抗体也存在非特异性结合使得产物包含干扰杂质, 
而抗体的特异性结合也很难逆转, 从而影响后续试验. 
可以选择可逆转结合分子避免这种情况. T 细胞免疫球

蛋白和粘蛋白结构域蛋白4 (Tim4抗体)的特异性结合是

Ca2+依赖性的, 它可以固定在磁珠上通过与特异性表达

在外泌体表面的磷脂酰丝氨酸结合进行外泌体分离, 并
且在分离后可以通过添加 Ca2+螯合剂将外泌体从磁珠

上解离下来[35].  

7  微流控法 

微流控法是一种基于颗粒物化学特性, 使用微通道

(10～100 μm)进行微量分离分析的重要技术, 该技术随

着不断地发展能够将多种分析元件、传感器和其他组件

集成到同一个芯片上, 消除了传统方法中对设备齐全的

实验室的需求(图 4). 该技术目前可以分为基于生物特

性的微控流法与基于物理特性的微控流法两大类. 前者

的基本原理与免疫亲和捕获技术类似, 主要依赖免疫亲

和性和适配体的特异性, 涉及抗体与固定在微流控芯片

上的外泌体标记物的特异性结合. 在外泌体分离免疫微

流控装置中, 应用最广泛的是含 CD63 抗体的 ExoChip, 
其他还包括含 CD9 抗体的金电极、含 CD81 抗体的氧化

石墨烯/聚多巴胺纳米界面以及含CD9抗体的鱼骨槽[44]. 
近 10 年来, 微流控法以独特的优势在外泌体分离中的

使用频率呈指数级增长[45]. Liu 等[46]提出了一种基于浸

笔纳米光刻技术(Dip-Pen Nanolithography, DPN)生成的

支撑脂膜微阵列的新型外泌体捕捉方法, 这些阵列带有

识别外泌体的特异性表面生物标记物的抗体, 可实现外

泌体的高度选择和高效捕获, 同时研究表明捕获的外泌

体核酸会保留在脂质阵列上, 为下游分析提供了可能

性. Lo 等[47]开发了一种豆荚状的径向流微流控芯片装

置, 该微流控芯片宽度为 50 μm, 高度为 100 μm, 通道

间距为相距 25～32 μm, 通道内部用链霉亲和素修饰. 
目标抗体用脱硫生物素标记, 能够通过生物素-链霉亲

和素相互作用被捕获, CD63 是外泌体表面的特征蛋白, 
该装置使用 CD63 抗体实现了外泌体的特异性捕获, 进
一步加入生物素, 能够将捕获的外泌体置换下来, 收集

到的外泌体可以用于下游的表征和应用. 作者通过实验

证明了收集的外泌体能够被细胞摄取, 不影响其后续应

用. 
免疫微流控系统中除去与免疫亲和法相似的生物

问题外, 还存在一系列物理问题影响外泌体的捕获, 如
由于微通道中极低的对流比, 导致物质传递的限制, 使
得外泌体难以接触到固定在通道壁上的捕获试剂; 当外

泌体在液体中接近固体表面时, 存在流体动力学阻力. 
高表面积/体积比有利于免疫亲和相互作用, 从而提高

外泌体捕获率[48].   
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图 4  微流控法分离外泌体. 含有外泌体的溶液加入到微流控装置后, 外泌体由于具有不同的物理和生化特性而被分离 
Figure 4  Microfluidic chip-based exosome separation. After exosomes were added into a microfluidic device, exosomes were separated due to their 
different physical and biochemical properties

基于物理特性的微控流法主要通过外泌体大小、密

度和电荷等物理特性来实现分离纯化, 这些微流控系统

依赖于过滤和外部声、电、光等. Ramnauth 等[49]开发了

一种双过滤微流控装置, 能够在 50 min 之内从 50～100 
μL 血浆中快速分离外泌体, 与 PEG 沉淀法分离得到的

外泌体相比, 具有相似的尺寸和纯度; 然而, 从微流控

装置中得到的外泌体能够更早地检测出 miRNA, 展示

了该装置的临床应用潜力. Wang 等[50]开发了一种声流

控技术(声学与微流控技术结合)平台用于基于尺寸的唾

液外泌体分离. 实验数据表明, 该平台能够稳定地从唾

液样品中分离外泌体, 不受唾液粘度和收集方法的影

响. 该方法所获得的唾液外泌体 miRNA 的平均产量较

超速离心法高 15 倍, 利用这种高产率的外泌体分离平

台, 可以在人乳头瘤病毒相关的口咽癌(HPV-OPC)患者

唾液中分离的外泌体中检测到 HPV-16 DNA, 与
HPV-16阳性的组织/活检一致性达到 80%. Shi等[51]研发

了一种新型绝缘结构电介质泳动设备, 该设备基于一组

硼硅酸盐微量移液管, 能够快速从条件培养基和生物体

液(如血浆、血清和唾液)中分离外泌体. 该方法能够在

相对低的(10 V•cm−1)直流电下, 20 min 内从 200 μL 的小

样本体积中分离外泌体.  
尽管微流控装置较为复杂且成本较高, 但相较于免

疫亲和捕获技术, 它在成本效益上更具优势, 同时消耗

低、污染少、分析时间短、通量高、易于集成和自动    
化[52-53].  

8  DNA 适配体亲和法 

DNA 适配体是一种通过指数富集配体的系统进化

(SELEX)方法获得的短的单链 DNA 序列, 可选择性地

与目标物质(蛋白质、细胞、小分子、金属离子)结合[54]. 
理论上, SELEX 可以为几乎所有的靶标选择高亲和的适

配体. 适配体可以称为“化学抗体”. 抗体是由20种氨

基酸组成的免疫球蛋白, 核酸适配体仅由 4 种核苷酸组

成, 虽然其与目标分子之间的序列模式和化学作用的多

样性较差, 但在其他方面表现出其独特的优势, 如批次

间差异小、易于针对不同应用进行放大和缩小、保质期

长、免疫原性低或无免疫原性、生产成本低以及易于化

学修饰以改善结合性能[55]. 近年来, 适配体技术广泛用

于外泌体分离(图 5). 研究发现一种基于 DNA 适配体的

磁性分离策略能在90 min内快速捕获外泌体, 它的分离

效率与超速离心接近; 该策略通过一种 DNA 结构转换

来释放所捕获的外泌体, 能够保证目标产物的完整性和

生物活性; 同时, 研究人员将该技术成功应用于临床乳

腺癌患者血浆样本的外泌体提取中[56].  
Liu 等[57]报道了一种 λ-DNA 和适配体介导的方法

用于在单外泌体水平上分离和检测外泌体亚群. 双链

λ-DNA 分子的溶液具有很强的弹性效应, 可以在微通

道内对颗粒进行流体动力聚焦或分选. 研究人员设计了

一个由粘弹性样品流和牛顿鞘液组成的微流体共流系

统, 同时将针对外泌体特异性蛋白的 DNA 适配体标记

到外泌体表面, 在 30 min 内实现了外泌体(30～200 
nm)、微囊泡(200～1000 nm)和凋亡小体(大于 1000 nm)
的尺寸选择性分离, 同时保证了分离产物的完整性与生

物活性. 这是第一种 DNA 介导的同时分拣和检测单个

外泌体亚群的方法, 为在单个外泌体水平上评估外泌体

的异质性提供了一个重要工具, 具有潜在的临床诊断价

值.  

Aptamer sequence Functional aptamer

Re-annealling
Conformational 

recognition
Adjusting buffering 

system

Released exosome

exosome

Specific capture  
图 5  DNA适配体亲合法分离外泌体. DNA适配体通过识别外泌体表面的特征蛋白, 实现外泌体的捕获, 通过改变缓冲体系等条件实现外泌体的

释放 
Figure 5  DNA aptamer-based exosome separation. DNA aptamers capture exosome by recognizing specific proteins on their surface, and release them 
by changing buffer systems
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Tang 等[58]设计出了一种基于 DNA 适配体的水凝

胶, 实现了复杂生物培养基中外泌体的特异性和非破坏

性分离. DNA 水凝胶由交联的超长单链 DNA (ssDNA)
形成, 通常通过物理或化学方法实现交联, 构建出三维

空间网状结构. 研究人员在使用双滚环扩增(RCA)生成

ssDNA 的过程中 , 设计出一种能特异性识别外泌体

CD63 的适配体模板(AptCD63)来生成多价适配体, 因
此, ssDNA 产物对 CD63 阳性外泌体具有高亲和力, 进
一步交联生成的 DNA 水凝胶能够实现对于外泌体的特

异性捕获与高效富集. 酶解法和链置换法两种途径可以

在保证外泌体结构与组成完整性的前提下将其从 DNA
水凝胶中释放出来. 实验结果表明每50 μL DNA水凝胶

可分离8×107个外泌体, 作者还实现了外泌体分离检测

的一体化, 对临床乳腺癌血清样本的检测精确度能够达

到 100%.  
DNA 适配体亲和法的探索目前还处于起步状态, 

还没有大规模应用, 但它能够实现不同于传统外泌体分

离方法的高特异性、高效性和高生物活性保留, 随着生

物医学与材料学的不断发展, 未来一定能够带来更多突

破.  

9  基于流体流动的分离法 

基于流体流动的分离法是指不依赖于“填料”或

固定相载体, 将流体与外场联合作用于待分离物质, 根
据一种或多种颗粒特性差异分离外泌体和其他颗粒, 主
要为场流分离(field-flow fractionation, FFF)和自由流电

泳(free-flow electrophoresis, FFE). 场流分离根据所施加

外场类型的不同又可分为流场流分离(Flow Field-Flow 
Fractionation, FFFF 或 F4) 、热场流分离 (Thermal 
Field-Flow Fractionation, ThFFF)、电场流分离(Electrical 
Field-Flow Fractionation, ElFFF)等; 其中 F4 又包括对称

流场流分离(Symmetric Flow Field-Flow Fractionation, 
SFFFF) 和 非 对 称 流 场 流 分 离 (Asymmetric Flow 
Field-Flow Fractionation, AsFFFF 或 AF4).  

在外泌体研究中, 应用最广泛的流场分离技术是

AF4. AF4 是 Wahlund 和 Giddings 在 1987 年提出的一种

分离技术, AF4 通道上层壁是非渗透性的透明玻璃材料, 
可以直观反映出有色样品在通道中的分离过程, 下层为

可渗透性多孔材料. 在通道内, 流动方向的垂直方向有

一道横向流作为外加力场, 样品进入通道后在横向流的

作用下与自身扩散力趋向平衡, 分布在液流抛物线剖面

不同高度的位置, 最终在集聚壁上产生分布差异, 呈现

指数浓度分布, 小尺寸颗粒分布层要高于大尺寸颗粒, 
分布层越高的颗粒越早被洗脱, 该系统中颗粒产物的保

留时间取决于其扩散通量.  
AF4 分离范围广, 所需样品无需离心过滤等前处

理, 在复杂生物样品分离分析领域受到欢迎. 它已用于

从人间充质和神经干细胞培养物中分离外泌体, 以及用

于小鼠黑色素瘤细胞培养系中外泌体的大小分离和表

征[59]. 然而, AF4 目前在外泌体分离研究中并不是一种

广泛使用的方法. Hu 等[60]通过优化 AF4, 结合密度超速

离心法从人血浆和血清中提取获得了高纯度、高完整性

的外泌体, 减少了脂蛋白和其他非外泌体污染物的干

扰; 后续的进一步蛋白组学分析得出了一系列全新的血

浆外泌体标志物, 如 MYCT1、MPIG6B 和 TSPAN14 等, 
表明了部分传统细胞来源外泌体标志物已不适用血浆

外泌体检测.  
AF4 分离环境温和, 摆脱了常规分离技术中机械力

对外泌体生物活性的损伤. 将多重检测系统联用AF4技
术对所分离外泌体进行表征评估, 检测结果表明, 横流

条件和通道厚度对外泌体分级质量有显著影响, 样品在

通道内的聚焦时间则影响较小. Wu 等[61]优化了 AF4 技

术和样品制备的参数, 包括错流梯度、聚焦时间、超滤

条件、样品量和进样体积, 并成功用于人血浆中外泌体

的分离和表征, 证明了AF4在从人血浆中的高密度脂蛋

白(HDL)和低密度脂蛋白颗粒(LDL)中分离外泌体方面

的巨大潜力, 提升产物纯度, 有高复现性. 同时研究表

明通过减小通道尺寸, 可以在小型化通道中实现 AF4, 
在不丧失分离能力的情况下加快分离速度[62].  

10  热泳法 

热泳是一个常见的物理学现象, 指的是粒子在具有

温度梯度的环境中, 会倾向于在低温区域聚集, 近年来

被应用于外泌体的分离和富集. 热泳法具有无标记、操

作简便和高灵敏度的特点, 特别适合处理复杂生物样本

中的外泌体[63]. Sun 等[64]提出了热泳适配体传感器的概

念, 具体来说是利用荧光基团修饰的适配体来修饰外泌

体, 当适配体在外泌体表面聚集时, 会产生荧光放大的

效果, 外泌体表面的目标蛋白含量越多, 荧光越强. 当
用激光照射含有外泌体的溶液时, 外泌体会发生聚集, 
相比于单个外泌体, 聚集之后能产生更多的信号, 提高

外泌体检测的灵敏度. 作者在该工作中选择了七种识别

外泌体表面蛋白的荧光适配体进行癌症检测和分类, 在
102 例患者的队列实验中, 检测的灵敏度达到 95%, 特
异性达到 100%, 在不同癌症的确诊方面准备率达到

68%, 而该过程需要的血清体积小于 1 μL, 有助于癌症

的早期筛查、分类和监测. 随后作者进行了改进, 实现

了对外泌体内 miRNA 的原位检测[65]. 利用热泳原理使

外泌体聚集, 促进外泌体中 miRNA 的荧光放大, 该方

法仅需 0.5 μL 的血清样本, 检测限低至 0.36 fmol/L, 检
测的灵敏度和特异性分别高达 88%和 83%, 具有很好的

应用前景. 作者通过热泳法还实现了外泌体表面聚糖的

检测, 能够对三阴性乳腺癌(TNBC)血浆外泌体中的聚

糖实现快速、灵敏、特异性、低成本的分析, 在检测方

面的准确度达到 91%, 治疗反应的纵向监测中准确率达

到 96%[66].  
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虽然热泳法分离外泌体具有无需抗体等标记、操作

简便、易于实现自动化、灵敏度高等优点, 但是其缺点

也不容忽视, 具体来说有以下四点: (1)热泳涉及到多种

物理因素(如温度梯度、表面电荷、颗粒尺寸等), 分离

机制复杂, 优化分离条件需要深入的理论研究和实验验

证; (2)在分离过程中会损失部分外泌体, 特别是尺寸较

小或表面电荷较低的外泌体亚群; (3)无法完全去除与外

泌体尺寸和表面性质相似的杂质(如脂蛋白或蛋白聚集

体), 影响分离纯度; (4)热泳法还处在外泌体分离应用的

早期阶段, 尚未形成标准化的操作流程和标准. 任何一

项技术都是从不成熟走向成熟的, 随着技术的不断优化

和发展, 热泳法有望成为外泌体分离的重要工具之一.  

11  磷脂识别分离 

外泌体的膜上除了含有特征蛋白外, 磷脂是更为丰

富的组分, 特定的磷脂, 如磷脂酰丝氨酸(PS)可以被特

定的蛋白质或分子识别并结合, 从而实现外泌体的特异

性分离. Tim4 蛋白是常用的 PS 结合蛋白. Nakai 等[67]开

发了基于 Tim4 与 PS 特异性结合的外泌体分离方法, 由
于两者的结合是 Ca2+依赖的, 因此加入 Ca2+螯合剂就能

轻松释放捕获的外泌体, 基于此原理制备的外泌体中含

有的杂质较少, 适用于后续的蛋白质谱检测, 同时该技

术还能开发 ELISA 试剂盒或流式检测试剂, 具有广阔

的应用前景.  
此外也可利用合成多肽进行磷脂识别. Liu 等[68-70]

首先合成了磷脂识别探针 DSPE-PEG-Mal, 其中 DSPE
是一种含有疏水基团的多肽, 能够通过疏水相互作用自

发地嵌入到外泌体的磷脂膜中, Mal 能够通过点击化学

反应共价连接到磁珠上, DSPE 和 Mal 通过 PEG 连接, 
利用该探针, 实现了血清中外泌体的高效富集, 分离纯

度高于 80%; 随后他们对该技术进行了升级, 首先将胆

碱磷酸(CP)修饰到水凝胶微球上, CP 能够与外泌体膜上

的磷脂酰胆碱(PC)配位结合, 从而捕获样本中的外泌

体, 实现外泌体的高效分离, 更重要的是 CP-PC 形成的

配位键具有温度敏感性, 当温度升高到 42 ℃时, 配位

键断裂, 外泌体被释放下来, 该过程较为温和, 省去了

传统的酸碱洗脱剂, 能够更好地维持外泌体的生物活

性, 同时该方法整个过程仅需 0.5 h, 与超速离心法、聚

合物沉淀法等相比, 大大缩短了外泌体的分离时间, 却
没有降低分离的效率和纯度, 该技术有望实现规模化应   
用[71].  

基于磷脂识别的外泌体分离方法具有明显优势, 比
如特异性高: 通过靶向外泌体膜上的特定磷脂, 能够有

效区分外泌体与其他细胞外囊泡或杂质; 操作简便: 无
需复杂的设备(如超速离心机); 适用性广: 可用于多种

生物样品(如血液、尿液、细胞培养上清)中的外泌体分

离. 然而, 该方法也存在一些挑战, 比如磷脂表达的异

质性: 不同来源的外泌体可能具有不同的磷脂组成, 影

响分离效率; 分离过程中使用的结合蛋白或洗脱条件可

能对外泌体的功能产生影响; 目前尚无统一的标准化流

程, 不同实验室的结果可能存在差异等.  

12  总结与展望 

为了更直观地比较不同外泌体分离方法的差异, 我
们在表 1 中进行了总结, 在后续的应用中, 根据不同的

要求选择不同的分离方法. 未来, 外泌体分离技术必定

朝着更高效、更精准、更自动化的方向发展, 将面临着

以下四个方面的挑战: (1)分离纯度与得率的平衡. 目前

外泌体分离方法难以同时兼顾高纯度和高得率. 例如, 
免疫亲和法虽然可以获得较高纯度的外泌体, 但得率较

低, 且可能对囊泡造成损伤; 而聚合物沉淀法虽然操作

简便、得率高, 但杂质较多, 影响后续分析. 未来需要开

发新的分离技术和方法, 例如将不同分离方法联用. (2)
特定外泌体亚群的分离. 外泌体由于表面标志物、大小、

内容物等存在差异, 因此具有很强的异质性, 对应的生

物学功能也不完全相同. 但是目前仍然缺乏高效分离特

定外泌体亚群的方法, 限制了其后续应用. 未来需要开

发基于特异性标志物的分离技术, 例如利用抗体偶联的

微球或 DNA 适配体, 实现外泌体亚群的特异性捕获和

分离. (3)标准化与自动化分离. 外泌体分离方法的多样

性和操作步骤的复杂性导致实验结果难以重复. 建立标

准化的分离流程和质控标准至关重要. 此外, 自动化设

备的开发将提高分离效率, 减少人为误差, 促进外泌体

研究的临床转化. (4)新型分离技术的探索. 除了传统的

分离方法, 一些新兴技术也展现出巨大潜力. 例如, 基
于声波、电场、磁场的分离技术可以实现外泌体的无标

记、无损分离; 基于纳米材料的分离技术可以提高分离

效率和特异性. 未来需要进一步探索这些新技术的原理

和应用, 开发更高效、更便捷的外泌体分离方法.  
表 1  不同外泌体分离方法比较 
Table 1  Comparison of different exosome separation methods 
方法 纯度 得率 成本 分离时间 
超速离心 低 中等 中等 长(4～6 h) 
超滤 较低 较高 较高 短(1～2 h) 
尺寸排阻色谱 较高 中等 较高 短(0.5～2 h) 
聚合物沉淀 低 高 低 长(2～12 h) 
免疫亲和 高 低 高 中等(2～4 h) 
微流控 高 高 高 短(0.5～1 h) 
DNA 适配体 
亲和 高 中等 高 中等(2～4 h) 

基于流体流动
的分离 中等 中等 高 短(1～2 h) 

热泳 高 中等 高 短(0.5～1 h) 
磷脂识别分离 高 中等 高 中等(2～3 h) 

 
要解决这些难题, 我们首先要加强基础研究, 深入

研究外泌体的生物发生机制、表面标志物和异质性, 为
开发特异性分离方法提供理论依据; 其次要开展多学科

交叉研究: 结合材料科学、微流控技术、纳米技术等领

域的先进成果, 开发新型外泌体分离平台; 此外, 还要
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建立标准化体系: 制定外泌体分离、鉴定和表征的标准

操作流程, 促进不同实验室之间的数据共享和比较; 最
后推动产学研合作: 加强学术界与产业界的合作, 加速

外泌体分离技术的转化应用, 开发具有临床应用价值的

诊断试剂盒和治疗方案, 促进外泌体在疾病早期诊断、

预后评估和治疗靶点发现等领域的应用, 推动精准医学

的发展.  
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