
外泌体纯化试剂盒-10 mL

货号：RK05870

规格：1 Box

 产品简介

本试剂盒是专门用于从血浆、血清、尿液、细胞上清和脑脊液中提取细胞外囊泡的小量

纯化试剂盒。试剂盒采用分子排阻色谱的原理，根据被分离组分的分子大小实现外泌体的分

离。本试剂盒具有快速、高效、操作简单、对设备要求低等特点，可在 60min 内完成外泌体

的分离纯化。提取的外泌体产物质量稳定可靠、蛋白污染程度低，可用于蛋白提取分析、RNA

提取分析、细胞功能检测等生物学实验。

 试剂盒包装清单

组分名称 规格

纯化柱* 4 根

适配器 4套

说明书 1份

 自备试剂

 无菌 PBS 溶液（须用 0.22μm 滤膜过滤）

 无水乙醇

 超滤管（截留分子量 100KD）

 收集管（1.5 mL EP 管或者 15 mL 离心管）

 保存和运输

常温运输，收到试剂盒后请于 4℃直立存放，有效期 12 个月。

 操作方法

1. 样品预处理

样品预处理可与下步柱平衡期间同时进行，首次操作建议先做好样本预处理再进行纯

化操作。

①细胞上清：收集细胞上清，300g 离心 10min 去除死细胞，3000g 离心 10min 去除细

胞碎片，0.22μm 微孔滤膜过滤，过滤后用截留分子量 100kD 的超滤管进行浓缩，浓缩体积

比约为 1:10～20，浓缩后的细胞上清备用。

②尿液：尿液先 3000g 离心 10min 去除沉渣，上清进行 0.22μm 微孔滤膜过滤，过滤

后用截留分子量 100kD 的超滤管进行浓缩，浓缩体积比约为 1:20，浓缩后的尿液备用。

③血浆/血清：获得血清/血浆后，1500g（4℃），离心 20min 取上清，3000g（4℃），

*每根柱子填料 10 mL，一次最多可处理

1 mL 样本（处理>1 mL 的样品，推荐使

用本公司另一型号柱子，货号：RK05871）
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离心 15min 取上清，再过 0.8μm 滤膜过滤，过滤后上 SEC 柱进行分离。

血浆/血清样本成分复杂，若想获得满足组学研究需求的外泌体样本建议使用超速离

心、超滤等方法与本试剂盒联合使用提高外泌体纯度。

其他样本类型如果不清楚如何进行前处理，可以联系 ABclonal 技术支持。

2. 柱平衡

①将纯化柱从 4℃冰箱取出，垂直固定（固定装置货号：AI10051）。

②实验前先将排阻柱室温放置 30min 以上，使柱子温度充分平衡到室温（18°C-25°

C）。温度过低或过高，可能引入气凝胶，影响分离效果。

③将废液收集管（普通离心管或者烧杯都可以）放置于排阻柱下方，取下柱子顶盖，

弃去柱子上的封闭液（直接倒掉或者用移液器吸去），加入室温放置的 PBS*约 1mL，插入带

有针筒型空柱的适配器（适配器底部末端需浸入 PBS 中），向针筒型空柱中加 20 mL 即两倍

柱体积 PBS*，取下柱子底部的底盖 。待空柱中的 PBS 流完后（流速约 0.25 m L/min）取

下适配器和空柱，盖上底盖，备用。

*注意事项：尽量使用当天新配的经过0.22μm滤膜过滤的PBS，或采购的已过膜的PBS，

避免引入微生物及颗粒物污染。如果使用 4°C 冰箱保存的 PBS 溶液，必须平衡到室温后再

用，否则有可能在柱子中引入大量气泡。

3. 样品上样

①取下排阻柱底盖，用移液器吸去上筛板上面的 PBS，加入 1mL 的样品（注意：若样品

不足 1mL，建议加 PBS 补至 1mL，再混匀上样，避免因上样体积小造成的外泌体馏分偏移）。

②待样品全部进入筛板，底部出口无液体流出后，开始加洗脱液 PBS（建议每次添加

500μL 洗脱液，待上一个 500μL 洗脱液全部进入排阻柱内后，再添加下一个 500μL 洗脱

液），用收集管（1.5mL 离心管）收集流出液，从第一滴流出液开始计算，每 500μL 流出

液记为 1 个馏分，该型号柱子，前 3 个馏分为不含外泌体组分的空隙体积，不用收集。（注

意：也可以直接加入 1.5mL 的 PBS 溶液洗脱不收集。）

4. 外泌体收集

①高回收率收集方案：立即收集空隙体积之后的 5个外泌体馏分（即馏分 4，5，6，7，

8），每个馏分 500 μL。（注意：如不区分馏分可直接加入 2.5mL PBS 洗脱到一个收集管

里，以减少加样和收样操作步骤）

②高纯度外泌体收集方案：只收集外泌体浓度最高的 5，6，7馏分，每个馏分 500μL。

（注意：如不区分馏分可直接加入 1.5mL PBS 洗脱到一个收集管里，以减少加样和收样操

作步骤）。

③对于说明书中包含的样本类型，可以按上述步骤进行外泌体收集；如果用非常规样

本进行实验，因为样品粘稠度等因素可能会影响外泌体组分在排阻过程中的动态分布，建议

在正式实验前使用荧光纳米微球（100nm）添加至您的样品中，进行预实验标定荧光微球的
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分布。标定过程中每 500μL 流出液作为一个馏分，收集 20 个馏分，使用 Qubit 测定每个馏

分的荧光值，确定需要收集的馏分。如果不确定如何准备样品，请联系技术支持。

④测定收集产物的颗粒浓度和蛋白浓度，根据实验的下一步应用目的，决定是否需要

对收集到的外泌体产物进行进一步的浓缩富集。如需要进行浓缩，建议使用 100kD 超滤管，

4000g 离心浓缩到目的体积即可。

5.纯化柱的维护

①收集完目的外泌体馏分之后，用至少 20 mL PBS 冲洗柱子进行再生操作。再生后的

柱子可用于新的样本处理；或用 10mL 封闭液冲洗后，再加入 1-2mL 封闭液（浸没上筛板即

可），4℃直立存放保存。

*封闭液配制：含 20%体积的乙醇的去离子水。（注意：新配置的封闭液务必要超声脱

气后再使用）

②变性的蛋白或脂质复合物很难在再生步骤中被洗脱下来，积累过多会对分离过程的

纯度及精度产生较大影响。可以通过下面的清洗消毒步骤来去除：总计加入 10mL 0.5M NaOH

清洗柱子，然后用 PBS 缓冲液冲洗柱子，直至流出液的 pH 变为中性。

【注意事项】

1. 对于新的柱子，上筛板和凝胶填料表面之间可能会有一定的空隙，这是储存过程中

凝胶沉降造成的，并不影响其性能，实验前将筛板向下推动至填料表面即可。

2. 使用者需要自备无菌 PBS，为了尽可能的减少分离过程微生物核酸及蛋白污染物的

引入，请使用无菌水配 PBS 溶液，配置后尽早使用 0.22μm 无菌滤器进行过滤除菌，缓冲液

超声脱气操作可以减少实验中在柱子中产生气凝胶，减少对分离参数的影响。

3. 当囊泡馏分用于后续高通量测序或者其他组学分析时，为避免交叉污染建议一根柱

子只处理一个样本。

4. 多次重复使用后，因为重力等原因柱子松紧度及分离参数会发生变化，建议每根柱

子的重复使用次数不多于 5 次。

5. 每次实验时，可以记录 1mL PBS 缓冲液通过排阻柱所需要的时间（先用 10mLPBS 清

洗除去封柱液，再加 PBS 测试流速，正常小于 4 分钟），流速显著减慢预示柱子被堵住或被

污染，需要进行清洗消毒处理。

6. 清洗消毒可以最大程度减少排阻柱的微生物污染，避免微生物核酸及蛋白的引入，

当回收使用的柱子储存时间过久，柱子有颜色变化或者流速有显著变化时，建议进行柱子清

洗消毒操作。

【结果展示】

将 30-120nm 直径的 FITC 标记人造荧光囊泡添加到人血浆中，1 mL 血浆样本进行排

阻分离操作。通过 BCA 测定纯化柱的各个馏分的蛋白浓度，通过 qubit 测定各个馏分的囊

泡荧光强度，如图 1 所示。
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图 1：纯化柱分离荧光脂质体和杂蛋白的效果

从图 1 中可以看出：

1．使用 10 mL 的纯化排阻柱处理 1 mL 血浆样本时，囊泡的富集是十分明显，且主

要存在于 5、6、7 三个馏分中。而血浆蛋白主要存在于 10 号之后的馏分（由于胆红素等

组分也具有一定的荧光背景，所以在蛋白富集的馏分也可以检测到较高的荧光信号值）。大

于 10 的馏分通常含有高浓度的蛋白不建议用来做分析。

2．如果为了得到尽可能纯的高浓度囊泡，建议只收集 5，6，7 三个馏分；如果为了得

到尽可能高的囊泡回收率，可以一次性收集 4-8 号馏分。
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