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Экзосомы — наноразмерные мембранные везикулы, которые секретируются почти всеми видами 
клеток и стабильно существуют в организме. Благодаря уникальным свойствам они могут быть 
использованы в биомедицинских исследованиях в качестве лекарственных препаратов и как 
платформа для направленной доставки лекарственных средств. В данном исследовании был раз-
работан протокол получения внеклеточных везикул из культуральной жидкости с использованием 
анионообменной хроматографии. Созданный протокол превосходит наиболее используемый 
протокол выделения экзосом ультрацентрифугированием за счёт возможности выделения 
из больших объёмов культуральной среды. 
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Exosomes are nanoscale membrane vesicles secreted by almost all kinds of cells and stably existing 
in the body. Due to their unique properties, exosomes can be used in biomedical research as regenerative 
preparations or drug delivery vehicles. In this study, an anion exchange (AIEX) chromatography-based pro-
tocol for isolation of extracellular vesicles from a cell-conditioned medium was developed. The exosome 
isolation method based on AIEX chromatography overperforms the canonical ultracentrifugation-based 
isolation method in terms of its capability of large-volume processing.
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Введение
В настоящее время экзосомы проходят 

клинические испытания в терапии ауто-
иммунных заболеваний и как средство ре-
генеративной медицины благодаря своей 
иммуномодулирующей и противовоспа-
лительной активности. Также исследуется 
применение экзосом в качестве носителя 
для доставки лекарственных препаратов 
и как метода «жидкой биопсии» для ранней 
диагностики онкопатологий и мониторинга 
противоопухолевой терапии [5]. Экзосомы 
представляют собой внеклеточные вези-
кулы диаметром 30–150 нм с билипидной 
мембраной, аналогичной мембранам кле-
ток. Экзосомы подвергаются фагоцитозу 
клетками на моделях in vitro и in vivo, после 
чего происходит высвобождение содержи-
мого экзосом (белков, нуклеиновых кислот) 
[1, 2].

Возможность продукции в производ-
ственных масштабах и безопасность ис-
пользования, а также уникальные свойства 
экзосом (биосовместимость, способность 
проникать через биологические барьеры, 
иммуномодулирующее действие и низ-
кий макрофагальный клиренс) определя-
ют высокие перспективы их применения 
в медицине и фармации. С другой стороны, 
выделение экзосом из различных биоло-

гических жидкостей организма и последу-
ющее изучение их белкового и липидного 
состава и экзосомальных РНК позволяют 
выявлять патологические процессы в орга-
низме человека (например, злокачествен-
ную трансформацию клеток).

Усовершенствование методов выделе-
ния экзосом из различных биологических 
жидкостей и культуральной среды клеток 
необходимо для дальнейшего развития 
исследований в области применения вне-
клеточных везикул для диагностики и те-
рапии [3, 4, 6]. 

Материалы и методы
Экзосомы были выделены из культураль-

ной жидкости мезенхимных стромальных/
стволовых клеток (МСК) и клеток почки 
эмбриона человека (HEK293T) при помощи 
двух различных методов получения внекле-
точных везикул: (1) классического метода 
ультрацентрифугирования, (2) анионооб-
менной хроматографии.

Анионообменную хроматографию про-
водили на приборе BioRad BioLogic LP 
с использованием анионообменной смолы 
MacroPrep DEAE Media («BioRad», США).

Характеризация экзосом осуществлялась 
методом динамического светорассеяния 
(определение размера и дзета-потенциала 
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частиц) и методом вестерн-блоттинга 
(определение экзосомальных маркёров 
CD63, CD81, HSP70). 

Результаты исследований
Сравнительный анализ методов выде-

ления экзосом показал, что внеклеточ-
ные везикулы, полученные с помощью 
анионообменной хроматографии (AIEX), 
имели средний размер, равный 100 нм, 
а дзета-потенциал экзосом, выделенных 
оптимизированным методом AIEX, состав-
лял ≈–12,5 мВ. Данные параметры сопоста-
вимы с аналогичными характеристиками 
частиц, полученных классическим методом 
ультрацентрифугирования. Вестерн-блот-
анализ изолятов внеклеточных везикул 

подтвердил наличие основных маркеров, 
характерных для экзосом (CD63, CD81, 
HSP70).

Заключение
Усовершенствован протокол получения 

экзосом при помощи анионообменной 
хроматографии. Данный метод позволяет 
получать внеклеточные везикулы из боль-
ших объёмов жидкости (до десятков ли-
тров) для масштабирования выделения 
экзосом. Частицы, полученные с помо-
щью разработанного метода, по характе-
ристикам соответствуют экзосомам и со-
поставимы с внеклеточными везикулами, 
выделенными при помощи ультрацентри-
фугирования.
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