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多发性骨髓瘤患者血清外泌体提取方法优化与应用
魏晓晶  杜辰星  许杰  于珍  刘兰婷  邱录贵  郝牧*

(中国医学科学院北京协和医学院血液病医院(血液学研究所), 实验血液学国家重点实验室, 天津 300020)

摘要      外泌体提取方法多样, 目前没有统一的标准, 每种方法都各有其优缺点, 因此该文针

对多发性骨髓瘤患者血清中外泌体的两种提取方法进行比较, 总结出一种适合患者血清这种量少

而珍贵标本的外泌体的提取方法。试剂盒提取方法能够获得充足的外泌体但是会引入杂质。差速

超离方法获得的外泌体量较少, 损耗过多的外泌体, 难以进行后续外泌体内RNA提取等实验, 因此

获取外泌体内的蛋白或核酸存在困难。该研究将差速超离提取方法以及试剂盒提取方法两者的优

点结合, 总结出一种更省时、便捷, 获得更高纯度外泌体的方法。    
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Optimization and Application of Serum Exosome Extraction 
in Patients with Multiple Myeloma
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Abstract       Exosome extraction methods are diverse, and there is no unified standard at present. Each 
method has its own advantages and disadvantages. Therefore, this paper compared the two methods of exosome 
extraction in serum of multiple myeloma patients, and summarized a method suitable for the extraction of exo-
some in patients with small amount and precious specimens. The kit extraction method can obtain sufficient exo-
somes but introduce impurities. Due to the small amount of exosomes and excessive loss of exosomes, it is dif-
ficult to carry out subsequent experiments such as the extraction of RNA in exosomes, so it is difficult to obtain 
proteins or nucleic acids in exosomes. In this paper, the advantages of differential ultracentrifugation extraction 
method and kit extraction method were combined to summarize a more time-saving and convenient method with 
higher exosome purity.
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外泌体是一种大小为30~150 nm[1-2]磷脂双分子

层结构的囊泡。这种小的杯状囊泡已有30多年的研

究历史, Valadi等[3]在2007年发现外泌体中携带有核

酸(mRNA、microRNA等)和蛋白质。外泌体携带的

mRNA可以进入胞质中并被翻译成蛋白质, 不仅仅

是mRNA, 外泌体内的microRNA同样具有生物活性, 
在进入靶细胞后可以靶向调节细胞中mRNA的表达

水平。目前认为, 外泌体是细胞间信息交流的重要

媒介[4], 外泌体内携带的物质可作为疾病诊断的分

子标志物[5], 外泌体同样可作为药物载体[6]靶向疾病

部位。因此, 外泌体内所携带的核酸和蛋白质就成

为了大家探索研究的对象, 更多的研究者投入到对

外泌体功能揭示的热潮中。但是, 由于外泌体提取

方法不统一, 以及研究对象的差异, 因此, 外泌体目

前没有统一的提取方法。本实验通过对多发性骨髓

瘤患者血清外泌体的差速离心提取方法以及试剂盒

的提取方法进行比较, 讨论这两种方法各自的优缺

点, 并将两者的优点进行结合, 创新出一种即省时又

高效的骨髓瘤患者血清外泌体的提取方法。

1   材料与方法
1.1   细胞、试剂及仪器

宫颈癌细胞株(HeLa细胞)由中国医学科学院基

础研究所提供 ; PBS购自美国HyClone公司 ; CD63、
TSG101、Calnexin抗体购自英国Abcam公司 ; 蛋白

Marker(#26617)购自美国Thermo Scientific公司; PVDF
膜(Cat No.IPVH00010)购自美国MILLIPORE公司; 一
抗(P0023A)稀释液购自上海碧云天生物技术有限公

司 ; 试剂XBP、试剂XWP、膜吸附柱exoEasy Midi 
Spin Columns、柱子RNeasy® MinElute® Spin Column
来源于试剂盒QIAGEN exoRNeasy Serum/Plasma Midi 
Kits(cat.No.77044)购自德国Qiagen公司 ; 试剂XE(Lot 
No.160011905)购自德国Qiagen公司; 低温差速离心机

购自美国Beckman公司; 超速离心管(344058)购自美

国Beckman公司; 外周血来源于患者临床检验后的废

弃标本; 透射电镜以及外泌体磷钨酸染色均为天津医

科大学大型仪器共享平台提供; Nanosight粒径分析仪

由天津市神经病学研究所提供。

1.2   差速超离提取外泌体的方法

Théry等 [7]阐述了差速超离提取外泌体的方法 , 
将该方法结合血清外泌体的提取方法[8]之后如下, 
全血2 500 ×g离心10 min分离血清, 将血清与PBS按

照11׃的体积比混匀; 2 000 ×g离心30 min; 12 000 ×g
离心45 min去除蛋白等杂质; 0.2 μm滤器过滤, 将上

清置于超离管中, 在130 000 ×g离心2 h, 弃上清, 加
入PBS洗涤, 再一次130 000 ×g离心2 h, 得到的沉淀

在150~200 μL中重悬, 重悬液中即含有外泌体。以

上所有离心步骤均需在4 °C的条件下进行。

1.3   试剂盒提取外泌体的方法

全血在2 500 ×g离心10 min, 将上清用0.45 μm
滤器过滤后16 000 ×g离心10 min, 弃沉淀留上清; 将
试剂XBP与样品上清按体积比11׃混合后加入到柱

子中; 500 ×g离心1 min, 弃管底液体; 3 500 ×g离心

1 min去除残留在膜上的液体, 再向柱子中加3.5 mL
试剂XWP, 3 500 ×g离心5 min, 弃管底液体; 400 μL
试剂XE加到柱子上, 3 500 ×g离心5 min的条件下将

外泌体洗脱, 得到含有外泌体的液体样本。

1.4   改良外泌体提取方法

外周血在4 °C、2 500 ×g离心10 min, 上清转移到

EP管中; 2 000 ×g、4 °C离心30 min; 12 000 ×g、4 °C
离心45 min , 留上清; 0.2 μm滤器过滤上清并转移到新

的EP管中; 将试剂XBP与样品按照体积比11׃的比例

混合后转移到膜吸附柱exoEasy Midi Spin Columns中, 
500 ×g离心1 min, 弃管底液体; 3 500 ×g离心1 min去
除残留在膜上的液体; 向柱子中加3.5 mL试剂XWP, 3 
500×g离心5 min, 弃管底液体, 将柱子换到新的离心

管中; 400 μL试剂XE加到柱子中3 500 ×g离心5 min
将外泌体洗脱, 得到含有外泌体的液体。

1.5   RNA的提取方法

在含有外泌体的重悬液中加700 μL QIAzol, 涡
旋5 s, 室温(15~25 °C)静置5 min, 加入90 μL氯仿用力

上下摇晃15 s, 室温静置2~3 min, 12 000 ×g、4 °C离
心15 min; 将上层水相转移到新的EP管中; 加入上

层水相二倍体积无水乙醇(如, 400 μL的上层水相

应加入800 μL无水乙醇), 混匀后吸取700 μL的液体

加到柱子上, 8 000 ×g离心15 s, 弃管底液体; 剩余液

体重复以上步骤, 直至将所有的液体转移; 700 μL缓
冲液RWT加到柱子上8 000 ×g离心15 s, 弃管底液体; 
500 μL buffer RPE加到柱子上, 8 000 ×g离心15 s, 弃
管底液体; 500 μL缓冲液RPE加到柱子上, 8 000 ×g离
心2 min, 弃管底液体; 将柱子转移到新的收集管中, 
开盖, 14 000 ×g离心5 min; 再次将柱子转移到新的

1.5 mL离心管中, 14 μL无RNA酶水加入到柱子的膜

中心, 室温静置2 min, 14 000 ×g离心2 min, 收集管底
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含有RNA的液体, 并储存于–80 °C冰箱中。

1.6   Western blot
20 μL RIPA与20 μL外泌体重悬液混匀后, 冰

上裂解30 min, 用BCA蛋白定量方法测出外泌体的

蛋白浓度; 5×SDS上样缓冲液与外泌体混匀后95 °C 
5 min, 瞬离, 上样体积为20 μL; marker上样为5 μL 
marker+15 μL 1×SDS; 先70 v跑出marker条带后将电

压调至100 V, 总时间约为120 min; 裁剪8 cm×5 cm 
的PVDF膜并浸泡到甲醇中, 250 mA转膜2 h, 5%的

脱脂牛奶(5 g脱脂奶粉+100 mL TBST)室温封闭1 h; 
CD63(1500׃的比例稀释)、TSG101(1000 1׃的比例稀

释)、Calnexin(1000 1׃的比例稀释)用一抗稀释液稀

释, 将膜在一抗稀释液中4 °C过夜孵育; TBST室温

洗3遍, 每遍10 min, 随后, 室温孵育二抗1 h, TBST室
温洗3遍, 每遍10 min, 即可显影。

2   结果
2.1   外泌体的鉴定

国际细胞外囊泡学会(ISEV)于2014年发布了

研究和定义细胞外囊泡及其功能所需要的最少实验

要求的指导性声明文件。文件指出: 对于外泌体的

鉴定必须从形态、蛋白分子标记、粒径大小等三个

方面进行鉴定[9]。使用差速超离方法提取的外泌体

以及试剂盒方法提取得到的外泌体均进行了透射电

镜的拍摄, 但是仅试剂盒方法提取的外泌体拍到了

典型的像杯子的形态(图1A), 电镜下观察到囊泡的

大小在100 nm。改良外泌体提取方法也得到了外泌

体的典型电镜图(如图1B所示), 差速超离的方法挑

选较多的视野仍不能拍摄到外泌体的典型形态。用

Western blot的方法对外泌体表面蛋白CD63以及外

泌体内Tsg101蛋白标志物进行检测, 实验结果表明, 
三种提取方法均能够检测到外泌体的标志物(图2), 
但是试剂盒提取外泌体的方法引入了蛋白杂质–钙
黏连蛋白(calnexin)。通过Nanosight对外泌体进行粒

径大小的检测发现, 三种提取方法得到的外泌体大

小均在150 nm左右, 符合外泌体的正常粒径大小(图
3)。因此, 由外泌体的鉴定结果可以看出改良外泌

体提取方法可以将一些蛋白杂质在差速离心的过程

中去除, 所以此方法相较于差速超离方法以及试剂

盒提取方法更为优化, 能够得到更纯的外泌体。

2.2   RNA 质检结果的比较

将三种方法提取的外泌体使用相同的RNA抽

提方法, 得到的RNA使用Agilent2100生物分析仪进

行RNA质检。在25~200 nt之间有峰即表明提取到

RNA。质检结果发现差速超离方法提取的外泌体

均未得到RNA, 但是使用试剂盒提取的外泌体均

能得到RNA的峰图(图4)且改良外泌体提取方法也

能够提取得到RNA。对RNA提取结果进行比较发

现, 由于差速超离得到的外泌体的含量较少, 则不

能够得到充足的RNA,不利于后续对于外泌体内含

物的分析, 而使用试剂盒进行外泌体提取的方法

能够得到外泌体内的RNA, 便于进行外泌体内核酸

A: 试剂盒提取方法提取的外泌体的透射电镜图; B: 改良外泌体提取方法提取的外泌体的透射电镜图。

A: transmission electron micrograph of exosome extracted by kit extraction method; B: transmission electron micrograph of exosome extracted by im-
proved exosome extraction method.

图1   外泌体的透射电镜图

Fig.1   Transmission electron micrograph of exosomes
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A: 差速超离方法提取的外泌体的粒径分布图, 平均粒径大小为137.7 nm, 浓度为7.51e7±9.84e6 particles/mL; B: 试剂盒提取方法提取的外泌体的

粒径分布图, 平均粒径大小为143.0 nm, 浓度为1.75e8±8.54e6 particles/mL; C: 改良外泌体提取方法提取的外泌体的粒径分布图, 平均粒径大小为

156.6 nm, 浓度为4.89e8±1.63e7 particles/mL。
A: particle size distribution of exosomes extracted by differential ultracentrifugation method, mean particle size was 137.7 nm, and particle 
concentration was 7.51e7±9.84e6particles/mL; B: particle size distribution diagram of exosome extracted by the kit extraction method, with average 
particle size of 143.0 nm and concentration of 1.75e8±8.54e6 particles/mL; C: particle size distribution diagram of exosome extracted by improved 
exosome extraction method, with average particle size of 156.6 nm and concentration of4.89e8±1.63e7 particles/mL.

图3   外泌体的粒径检测结果

Fig.3   Particle size detection results of exosomes
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的检测, 因此对于起始体积较少的血清, 在无法改变

起始体积的情况下推荐使用试剂盒的方法提取外泌

体。

3   讨论
差速超离提取外泌体的方法是通过不断地提

高离心速度将血清中的杂质去除, 接着使用超速离

心将外泌体离心沉淀下来。本实验中差速超离提取

外泌体的方法使用的起始血清体积为1 mL, 为了验

证差速超离方法提取外泌体的可行性, 将起始血清

体积增加到2 mL, 但是依然未能得到外泌体内RNA
的质检峰图。从外泌体的鉴定结果分析, 差速超离

方法提取的外泌体能够进行Western blot的外泌体

表面标志物的鉴定, 证实能够得到类似外泌体的东

西, 但是可能由于得到的外泌体数量较少, 难以满足

透射电镜拍摄的需求以及对外泌体内核酸提取的需

求, 所以在起始体积较少的情况下使用差速超离的

方法进行外泌体的提取不易得到充足的外泌体。试

剂盒提取方法验证过最少起始体积为250 μL的血

清, 依然能够提取到外泌体以及外泌体内的RNA, 所
以试剂盒方法适用于起始量较少的标本的外泌体提

取。对于差速超离这种经典的提取外泌体的方法不

适合于本实验, 猜测其原因可能是差速超离的方法

本身在离心以及多次更换耗材的过程中都会增加对

外泌体的损耗, 故丢失的外泌体较多, 难以得到充足

的外泌体。

试剂盒提取外泌体的方法虽然适用于小体积

A: 差速超离方法提取的外泌体的Western blot; 其中HeLa为阳性对照, M为蛋白marker的简写, E-1、E-2、E-3为外泌体的编号; B: E-4、E-5为试

剂盒方法提取的外泌体的Western blot; 其中E-4、E-5为外泌体的编号; E-6为改良外泌体提取方法提取的外泌体的Western blot; 其中E-6为外泌

体的编号。

A: Western blot of exosomes extracted by differential ultracentrifugation method; HeLa is the positive control, M is the abbreviation of protein marker, 
and E-1, E-2 and E-3 are the numbers of exosomes; B: Western blot of exosomes extracted by kit method; Where E-4 and E-5 are the numbers of exo-
somes; Western blot of E-6 exosomes extracted by improved exosome extraction method;Where E-6 is the number of exosome.

图2   外泌体蛋白标志物的检测

Fig.2   Detection of exosome protein markers
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样本但又有一些局限性, 比如杂质蛋白去除不干净。

为了保证外泌体膜能够被柱子吸附, 同时柱子也会

吸附细胞器膜等一些杂质。由于试剂盒提取外泌体

前期的除杂过程过于简单, 血清这种富含蛋白的体

液难以达到理想的除杂效果。因此建议使用试剂盒

进行外泌体提取的时候前期需要加上一些除杂的过

程, 这样能够保证外泌体的纯度。

改良外泌体提取方法结合了差速超离提取方

法中除杂的过程, 同时使用膜吸附柱的方法吸附外

泌体的膜, 减少外泌体损失的同时保证了外泌体的

含量。针对一些珍贵的少量标本, 推荐使用此方法

进行外泌体的富集, 在保证获得外泌体的前提下能

够减少杂质的影响, 充分利用珍贵的标本。同时本

实验也验证了外泌体内RNA的质量, 证明本实验对

于RNA的提取并无影响。改良外泌体提取方法适用

于无法获得充足的样本起始体积进行差速超离的标

本, 差速超离的方法是最为经典的提取外泌体的方

法, 其引入的杂质最少, 但是不利于珍贵少量标本外

泌体的提取, 因此本实验探索出的改良的试剂盒提

取方法在不损耗更多外泌体的前提下获得了更纯的

外泌体。

有研究发现, 肿瘤细胞分泌的外泌体参与了肿

瘤细胞的转移, 通过与骨髓祖细胞的相互作用[10], 或
者是在肿瘤细胞迁移到淋巴结之前直接与淋巴结相

互作用[11], 又或者是通过与周围成纤维细胞的相互

作用, 从而增加肿瘤细胞的运动能力[12]。外泌体作

A: 差速离心法提取的外泌体的RNA质检结果; B: 试剂盒提取的外泌体的RNA质检结果; C: 改良外泌体提取方法提取的外泌体的RNA质检结果。

A: RNA quality test results of exosomes extracted by differential centrifugation; B: RNA quality test results of exosomes extracted with the kit; C: RNA 
quality test results of exosomes extracted by improved exosome extraction method.

图4   提取的外泌体内RNA的质检结果

Fig.4   Quality test results of extracted exosome RNA
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为细胞间交流的媒介, 其作用方式很可能是通过外

泌体携带的核酸物质发挥作用, 肿瘤细胞和干细胞

来源的外泌体都会影响受体细胞基因的表达[13-15]。

外泌体在正常及疾病条件下都发挥着重要的功能, 
因此对外泌体的研究可以揭示一些生理或病理现

象, 而选取更合适的外泌体提取方法是进行外泌体

实验的最基本保障。本实验探索出的改良外泌体提

取方法希望能为进行外泌体实验的研究者们提供一

定的思路。目前本实验室已使用该改良外泌体提取

方法对骨髓瘤患者血清中的外泌体进行提取, 以及

对外泌体内的核酸进行提取后送小RNA测序, 发现

了一些与骨髓瘤疾病发生和进展相关的miRNA。
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