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动脉粥样硬化相关细胞外囊泡质量检测方法标准
1　范围
本文件规定了动脉粥样硬化相关细胞外囊泡质量检测的相关定义和方法标准。
本文件适用于动脉粥样硬化相关细胞外囊泡的基础研究和临床应用。
2　规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
T/FDSA 0049—2024  人源间充质干细胞外泌体制备与检验规范
T/SBIAORG 001-2023 间充质干细胞外泌体质量控制标准
WS/T 661—2020     静脉血液标本采集指南
WS/T 225—2024     临床化学检验血液标本的收集与处理
CN111117949B      一种基于改良聚乙二醇沉淀法分离外泌体的方法
3　术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
3.1　
动脉粥样硬化 atherosclerosis,AS
一种慢性炎症性疾病，主要影响中等动脉或大动脉的动脉壁，其特征是在动脉壁形成脂质斑片状沉积物（粥样斑或粥样硬化斑块），导致血流量减少或阻塞血液流出。动脉粥样硬化可累及大脑、心脏、肾脏、其他重要器官和腿部的中等动脉和大动脉，是最重要和最常见的一类动脉硬化。
3.2　    
   细胞外囊泡 extracellular vesicles,EVs
   是细胞在静息或应激状态下释放的各种具有脂质双层膜结构的囊泡总称。根据EVs的生成方式、大小或功能不同,可以分为外泌体、微囊泡和凋亡小体等不同亚群。
4　 缩略语
下列缩略语适用于本文件。
EVs--细胞外囊泡（Extracellular Vesicles）
EDTA--乙二胺四乙酸（Ethylenediaminetetraacetic acid）
DGUG--密度梯度超速离心（Density gradient ultracentrifugation）
UF--超滤（Ultrafiltration）
MWCO--截留相对分子质量（Molecular weight cutof）
SEC--粒径排除色谱法（Size exclusion chromatography）
PEG--聚乙二醇（Polyethylene glycol）
PROSPR--蛋白质有机溶剂沉淀剂（Protein organic solvent precipitation）
CD9--分化簇9（Cluster of Differentiation 9）
CD63--分化簇63（Cluster of Differentiation 63）
CD81--分化簇18（Cluster of Differentiation 18）
AIP1/ALIX--膜联蛋白复合体（Annexin Regulatory Complex）
TSG101--肿瘤易感性基因101（Tumor Susceptibility Gene 101）
CD326--分化簇326（Cluster of Differentiation 326）
EPCAM--上皮细胞黏附分子（Epithelial Cell Adhesion Molecule）
VSMC--血管平滑肌细胞（Vascular smooth muscle cell）
PSMA--前列腺特异性膜抗原（Prostate specific membrane antigen）
VCAM-1--血管细胞粘附分子1（Vascular cell adhesion molecule 1）
Enos--内皮组成型一氧化氮合酶（Endothelial constitutive nitric oxide synthase）
CD144--分化簇144（Cluster of Differentiation 144）
    CD31--分化簇31（Cluster of Differentiation 31）
CD62E--分化簇62E（Cluster of Differentiation 62E）
CD105--分化簇105（Cluster of Differentiation 105）
ICAM-1--细胞间黏附分子-1（Intercellular adhesion molecule-1）
TSP1--血栓反应蛋白1（Thrombospondin 1）
CD142--分化簇142（Cluster of Differentiation 142）
5　样本收集与前处理
5.1　AS外周血来源的样本
5.1.1　采集方法
外周静脉血的采集应符合《静脉血液标本采集指南》和《临床化学检验血液标本的收集与处理》中的要求,采集外周静脉血3-4 ml。
5.1.2　预处理及质量控制
血液EVs分离和检测前，应参考国际细胞外囊泡学会相关立场性文件和指南对血液样本进行严格的质量控制：
a)为了提高血液样本质量，应在患者过夜禁食后进行采血。
b)采用含有柠檬酸钠或乙二胺四乙酸的采血管有助于抑制血小板释放EVs，从而保证血液样本EVs分析的准确性。
c)样本收集与第一次离心之间的时间间隔应尽量缩短并保持一致，在20 ℃条件下2500×g离心15 min，收集细胞层上方0.5 cm以上的血浆层，同样条件第2次离心，以减少血小板和白细胞污染的风险，收集去血小板血浆，可新鲜使用，或在液氮中快速冷冻并在-80 ℃条件下长期保持。
d)冻融次数和解冻温度：推荐37 ℃快速解冻，并尽量避免反复冻融。
5.2　AS斑块来源的样本
5.2.1　采集方法
根据疾病和斑块部位选择合适的手术方式取出，如内皮剥脱术或经皮腔内斑块旋切术等。
5.2.2　预处理及质量控制
动脉粥样硬化斑块来源的EVs分离和检测前，应对斑块组织样本进行严格的质量控制：
a)将取得的斑块在冰上转移并进行组织分离：将样品称重，用手术刀片切碎，然后放入含有pronase (5000 U/ml)和胶原酶II(0.1%溶液)的锥形管中
b）将组织在37°C下持续温和孵育，孵育30min时，加入DNase I溶液，整个溶液再孵育30min，并且每10min上下移液一次，有助于打破组织。
c)孵育完成后，立即将10% FBS + complete EC培养基(Cell Applications, Inc)添加到解离组织中混匀，然后放置30s，使所有碎屑沉淀在底部以淬灭酶活性。
e)收集上清液即为斑块组织液。
5.3　AS体外培养的细胞样本
5.3.1　动脉粥样硬化相关的细胞模型的构建
5.3.1.1　巨噬细胞模型的构建
人巨噬细胞培养于含有10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养基中，在37℃、5% CO2的条件下培养 
然后使用50 μg/ml的氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）处理细胞24小时，以诱导泡沫细胞形成。
5.3.1.2　血管内皮细胞模型的构建
人血管内皮细胞含有10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养基中，在37℃、5% CO2的条件下培养 
然后使用50 μg/ml氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）处理细胞24小时，以诱导泡沫细胞形成。
5.3.1.3　血管平滑肌细胞模型的构建
人血管平滑肌细胞培养于含有10%胎牛血清（FBS）、0.05 mg/ml抗坏血酸、0.01 mg/ml胰岛素、0.01 mg/ml转铁蛋白、10 ng/ml亚硒酸钠、0.03 mg/ml内皮细胞生长因子补充剂（ECGS）、10 mmol/l 4-(2-羟乙基)-1-哌嗪乙磺酸（HEPES）和10 mmol/l三(2-羧乙基)膦（TES）的Ham’s F-12K培养基中，在37℃、5% CO2条件下培养。用50 μg/ml氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）处理细胞48小时，以诱导泡沫细胞形成。
5.3.2　预处理及质量控制
体外细胞来源的EVs分离和检测前，应对细胞上清液样本进行严格的质量控制：
a)要将细胞在含有不含细胞外囊泡的含有10%胎牛血清的培养基中培养。具体地，将正常胎牛血清在 4 ℃和180 000 g的条件下超速离心6~8 h以制备无细胞外囊泡的胎牛血清，上清液用0.2µm注射器过滤器过滤，保存在- 20℃。
b)将含有细胞的培养基在3000 g下离心15min，然后将上清液与细胞外囊泡沉淀液在4℃下孵育过夜。
c)将溶液在1500 g离心30min后，将沉淀重悬于磷酸盐缓冲盐水(PBS)中得到细胞外囊泡悬液。
6　细胞外囊泡分离技术
6.1　差速超速离心法
这是最常用的EVs纯化手段，采用低速离心、高速离心交替进行，将EVs从其他囊泡、蛋白质和细胞碎片中分离出来，被视为EVs提取的“金标准”。其分离原理是基于EVs的大小，大的较早沉淀在管底，而小的需更大的离心力才能沉淀。可溶性组分不受离心影响，但是非EVs颗粒如脂蛋白和蛋白质聚集体可能会一同沉淀。尤其是当样本类型为血浆、血清等体液时，该所分离的EVs仍有较高丰度的脂蛋白和白蛋白等共分离污染物，并且重复离心操作可能对EVs造成破坏，影响质量。
6.2　共沉淀法
共沉淀法通常使用PEG等多聚物在样本溶液中形成网状结构并结合EVs，通过低速离心获得EVs。该方法的优点是操作简便，技术难度低，耗时短；缺点是纯度和回收率低，杂蛋白较多（假阳性），颗粒大小不均一，产生难以去除的聚合物，机械力或者吐温-20℃等化学添加物将会破坏EVs。 采用专利《一种基于改良聚乙二醇沉淀法分离外泌体的方法》可有效提高纯度和回收率。
7　细胞外囊泡纯化技术
7.1　密度梯度超速离心
其分离基于EVs的密度，据报道，EVs的密度在1.13至1.19 g/ml之间，可从不同密度的颗粒分离出EVs，EVs将移动至其平衡密度，而高密度的可溶性组分将在管底沉淀。用于制造梯度的三种典型介质是蔗糖、D2O和/或OptiPrep（质量浓度为60%、密度为1.32 g/ml 的碘二醇溶液），从而实现EVs及其亚类的精细分离。该方法的优点是可从其他囊泡、颗粒和污染物中分离低密度EVs，获得的EVs纯度较高，可以认为是差速超速离心法方案的延续。缺点是步骤繁琐，耗时，对离心时间极为敏感。
7.2　超滤
EVs大于一般的蛋白质，利用不同截留相对分子质量的超滤膜对样品进行选择性分离，可溶性蛋白质和小于临界值（约105 kDa）的颗粒被推向过滤膜，然后在过滤膜处收集EVs。该方法的优点是简单高效，可将EVs与小颗粒和可溶性分子分离，且不影响其生物活性；缺点是EVs可能附着在过滤膜上流失，超滤过膜时加压可引起EVs变形或破坏，可能受蛋白污染。
7.3　粒径排除色谱法
SEC又称凝胶过滤层析，是根据固定相填料孔隙的大小与样品中颗粒的斯托克斯半径（即分子在溶液中的表观尺寸）间相对关系将不同粒径的颗粒分不同组份洗出的一种色谱学方法。当不同尺寸的颗粒流经SEC柱时，EVs等粒径大于填料孔隙的颗粒被排除在凝胶颗粒以外，路径较短；而蛋白质等小于孔隙的颗粒则进入其内部，路径较长，这使二者显示出不同的分配系数，进而可在不同保留时间被洗脱流出。该方法的优点是此法分离的EVs纯度较高，在电镜下大小均一，不受可能改变囊泡结构的剪切力影响；缺点是需要特殊的设备，耗时费力，获取量少，应用不广泛。
7.4　亲和富集法
亲和富集法是使用与EVs表面物质亲和力强的分子，亲和并增加EVs沉降系数和/或使用磁珠完成EVs富集的方法。针对EVs的物质组成，现已开发出针对EVs表面各种物质的分离技术，其中应用最广泛的是免疫亲和捕获法。该法使用修饰有特定EVs表面标志物蛋白（如 CD63、CD9 或 CD81等）亲和分子的磁珠捕获具有这些标志物的特定EVs亚群，具有较好的特异性。但是该方法效率低，不适合从大量样本获得EVs。
8　检测指标
8.1　标志蛋白
8.1.1　细胞外囊泡的表面标志蛋白
鉴于EVs是在细胞膜通路中产生的，因此与此通路相关的抗体靶向标记可以对其进行鉴定。其中包括四跨膜蛋白超家族（CD9、CD63和CD81）、AIP1/Alix、TSG101和CD326/EPCAM。
8.1.2　内皮源性细胞外囊泡的表面标志蛋白
8.1.2.1　CD144
在动脉粥样硬化中，CD144（VE-钙粘蛋白）表达下调可能破坏内皮屏障功能，促进炎症细胞浸润和斑块形成。
8.1.2.2  CD31
CD31通过介导白细胞迁移和内皮信号传导，参与动脉粥样硬化的炎症反应和血管损伤。
8.1.2.3　CD62E
CD62E在动脉粥样硬化中表达上调，招募白细胞到血管壁，驱动早期炎症和斑块发展。
8.1.2.4　CD105
CD105作为TGF-β受体成分，在动脉粥样硬化中影响血管重塑和炎症过程，可能参与斑块稳定性。
8.1.2.5  ICAM-1
ICAM-1在动脉粥样硬化中过度表达，促进白细胞粘附到内皮细胞，加剧炎症和动脉损伤。
8.1.2.6　VCAM-1
VCAM-1是动脉粥样硬化的关键粘附分子，特异性招募单核细胞和淋巴细胞到动脉壁。
8.1.3　白细胞源性细胞外囊泡标志蛋白
8.1.3.1　CD11b
CD11b在动脉粥样硬化中表达于激活的白细胞，增强其粘附和迁移，促进斑块内炎症。
8.1.3.2  CD66b
CD66b作为粒细胞活化标志，在动脉粥样硬化中反映中性粒细胞参与炎症和斑块破裂风险。
8.1.3.3　CD15
CD15在动脉粥样硬化中参与白细胞募集和粘附，有助于斑块炎症和进展。
8.2　微小RNA (miRNAs)
8.2.1 Mir-122-5p, Mir-27b-3p, Mir-101-3p
与颅内动脉粥样硬化性疾病的缺血性事件相关。
8.2.2 Mir-30e, Mir-92, Mir-92a-3p，MiR-17-92
由参与动脉粥样硬化的内皮细胞释放。
8.2.3 Mir-133a, Mir-155, Mir-21, Mir-210, Mir-126, Mir-499
促进动脉粥样硬化病变发展。
8.2.4 MiR-126
调节阴性血管炎症。
8.2.5 MiR-155 and MiR-221/222
下调一氧化氮合酶的表达。
8.2.6 MiR-21
VSMC增殖促进剂。
8.2.7 MiR-26a
诱导VSMC增殖和迁移。
8.2.8 MiR-145 and MiR-133a
抑制VSMC增殖，防止其表型转换。
8.2.9 MiR-30c, MiR-148a, MiR-21，miR-99a，MiR-146b，MiR-378a
起到保护动脉粥样硬化的作用。
8.2.10 MiR-223
驱动启动，进展和斑块破裂步骤。
8.2.11 MiR-155, MiR-222, MiR-424, and MiR-503
促进单核细胞分化。
8.2.12 MiR-10a
抑制单核细胞的促炎反应，减少内皮细胞与单核细胞的相互作用。
8.2.13 MiR-233-3p, MiR-423-3p, MiR-32-3p, MiR-3149, MiR-26a-5p
作为急性冠脉综合征的可靠生物标志物。
8.2.14 MiR-100, MiR-133a/b, MiR-127
能识别具有易感性临床证据的斑块。
9　检测方法
9.1　标志蛋白
按照“免疫印迹法”进行检测。 
9.2  蛋白含量
按照蛋白质定量试剂盒（BCA法）进行检测。
9.3  微小RNA含量
    按照逆转录酶实时定量PCR法进行检测。
10　储存
血浆样本和细胞外囊泡应在低于-80℃环境下储存，应避免反复冻融或温度剧烈波动。

（规范性）
[bookmark: OLE_LINK1]细胞及细胞外囊泡分离、纯化与检测方法
人单核细胞源性巨噬细胞的分离与培养
仪器与设备
人CD14+微珠、大选择(LS)柱、 30 μm预分离过滤器、 50ml离心管、带过滤器的50ml离心管、15ml离心管、 磁铁、移液器、离心机
试剂
Ficoll、粒细胞集落刺激因子 (GM-CSF)、人IL-4、人IFNγ、脂多糖（LPS）、含l -谷氨酰胺的RPMI-1640培养基、10mg /mL的无菌过滤P/S、 胎牛血清（FBS）、人血清(HS)、PBS+:含有0.5%人血清，2 mM EDTA的无菌PBS、完全RPMI培养基:含l-谷氨酰胺、10% FBS和2% P/S的RPMI-1640培养基、磷酸盐缓冲溶液（PBS）：PH为7.4、健康人的血液
实验步骤
将16 mL的Ficoll加入带有特殊过滤器的50 mL试管中，并在室温下以600×g离心5min，将Ficoll分离介质置于过滤器下方；将血液轻轻转移到试管中，并在过滤器下方准备好Ficoll；在室温下将装有血液和Ficoll 的试管以800×g离心15min，不得有任何中断；从获得的不同固定相中，收集带有目标细胞（通常位于中间）的白色环，并将其转移到新的50 mL试管中；用PBS洗涤细胞3次，装满50 mL试管，然后在4 ℃和400 × g下离心5min；弃去上清液，将细胞的最终沉淀重悬于50mLPBS 中。使用1：10的稀释度使用血细胞计数器对细胞进行计数；将细胞保存在补充有10% FBS 和2% P/S 的完全 RPMI 培养基中；使用带有磁性微珠的阳性CD14 + 从人 PBMC 中选择富集单核细胞。每4亿个 PBMC 在 1 mL 补充有 PBS + 的 PBS 中使用100μL CD14 + 微珠。在4℃孵育15min；将LS柱放在磁铁上，并用3 mL冷PBS清洗；孵育15min后，用冷PBS洗涤细胞，并在4℃下以 400 × g 离心5min；将细胞重悬于1 mL PBS +中，并将它们转移到磁铁上的色谱柱上，用3 mL PBS+洗涤色谱柱3次；将色谱柱放入15 mL 试管中，无需磁铁，然后借助LS色谱柱中注射器的柱塞，用4 mL PBS+冲洗细胞；对细胞进行计数以计算合适的浓度（每毫升200万个CD14+）；在补充有 10% FBS、2% P/S 和 100 ng/mL M-CSF 的 RPMI 中培养CD14 +细胞5天；5天后，几乎每个细胞都分化成 M0 巨噬细胞。去除含有M-CSF的细胞培养物，并用PBS洗涤细胞；在补充有 10% FBS、2% P/S 和 100 ng/mL LPS 加 20 ng/mL IFN-γ（用于 M1 极化）或 20 ng/mL IL-4（用于M2极化）的RPMI中培养M0巨噬细胞7天。
细胞外囊泡分离方法(差速超速离心法)
仪器与设备
无酶EP管、超速离心机
试剂
磷酸盐缓冲溶液：PH为7.4、去血小板血浆/斑块组织液
实验步骤
将收集的样本在磷酸盐缓冲溶液中稀释至少50%，放入无酶EP管中以降低粘度，提高囊泡分离的效率；在4℃和300g的条件下离心10分钟，去除死细胞和碎片；弃去沉淀并将上清转移到新的无酶EP管中；将收集的上清液在4℃和2000g的条件下离心10min，以去除大颗粒物质（1000-5000nm）；弃去沉淀并将上清转移到新的无酶EP管中；将收集的上清液在4℃和10000g的条件下离心10min，以去除微囊泡（100-1000nm）；弃去沉淀并将上清转移到新的无酶EP管中；将收集的上清液在4℃和100000g的条件下离心70min，弃去上清，得到的沉淀为聚集的细胞外囊泡（30-140nm）；使用合适体积预冷的磷酸盐缓冲溶液重悬细胞外囊泡沉淀，从而得到了细胞外囊泡悬液。
细胞外囊泡分离方法(共沉淀法)
仪器与设备
离心机、离心管
试剂
磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4、无蛋白酶蔗糖、三乙醇胺、乙酸钠、聚乙二醇8000（PEG8000）、二硫苏糖醇（DTT）、去血小板血浆/斑块组织液
实验步骤
将500mM蔗糖，3 mM三乙醇胺进行混合，然后调节pH至7.6，即为分离液；将乙酸钠按1:2.5比例溶入PEG8000中得到弱碱性PEG液，即为沉淀液；将6ml样本在37℃和10000g的条件下离心15min，收集沉淀和第一次上清液；将收集的沉淀重悬于1.8ml分离液中，混匀，加入适量DTT（终浓度150mg/mL），在37℃孵育15min，期间混匀3-5次；再向其中加入1ml分离液，混匀，在37℃和30000g的条件下离心5min，收集第二次上清液；将两次上清液混合，加入沉淀液使PEG8000终浓度8%（mg/mL），混匀后10℃放置2h；在室温和10000 g的条件下离心30min，可见白色细胞外囊泡沉淀；弃上清，在室温和1000 g的条件下离心5min，小心去除所有液体，即可得到需要的细胞外囊泡；使用合适体积预冷的磷酸盐缓冲溶液重悬细胞外囊泡沉淀，从而得到了细胞外囊泡悬液。 
细胞外囊泡纯化方法（密度梯度离心法）
仪器和设备
超速离心机、折光计、SW28管
试剂
磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4、无蛋白酶蔗糖、Tris base、D2O、细胞外囊泡悬液
实验步骤
用无蛋白酶蔗糖30g、Tris base 2.4g、D2O 50ml配制Tris/蔗糖/D2O原液，加入D2O至100ml,在4℃下保存；在4mlSW28管底部加载Tris/蔗糖/D2O溶液，将25ml细胞外囊泡悬液小心的分层到Tris/蔗糖/D2O溶液上；在4℃和100000的条件下离心75分钟；用注射器或移液器收集含有细胞外囊泡的Tris/蔗糖/D2O缓冲液的顶部相至新的SW28管中，可用折光计测定密度；用60mLPBS 稀释顶部相溶液，然后在4℃和100000g的条件下超离心70分钟，以沉淀纯化的细胞外囊泡；将细胞外囊泡沉淀转移到一个新的SW28管中，使用合适体积预冷的磷酸盐缓冲溶液重悬。
细胞外囊泡纯化方法（超滤法）
仪器和设备
Centricon离心过滤装置、1mlEP管
试剂
磷酸盐缓冲溶液（PBS）：pH为7.4、70%乙醇、细胞外囊泡悬液
实验步骤
使用Centricon离心过滤装置，1000g离心2min，将500μL细胞外囊泡悬液浓缩至150μL；离心后，用1000g反向旋转2min回收被获取的含有细胞外囊泡的浓缩样品；用30mL 70%乙醇在3500g的条件下离心2min洗涤Centricon离心过滤装置；用磷酸盐缓冲溶液在3500g下离心2min漂洗离心过滤装置；用磷酸盐缓冲溶液的洗脱的液体中包含细胞外囊泡，可用于进一步分析或应用。
细胞外囊泡纯化方法（粒径排除色谱法）
仪器和设备
琼脂糖凝胶cl-2B颗粒、10ml塑料注射器、尼龙袜、1mlEP管
试剂
含有0.32%柠檬酸钠(pH7.4)的磷酸盐缓冲溶液、细胞外囊泡悬液
实验步骤
用含有0.32%柠檬酸钠(pH7.4，过滤0.22mm)的磷酸盐缓冲溶液洗涤琼脂糖CL-2B(30mL)；取一个10ml塑料注射器，将其尖端用尼龙袜填充；随后将注射器内装10ml洗涤过的琼脂糖CL-2B，从而建立一个直径为1.6cm、高度为6.2cm的层析柱；将1.5ml细胞外囊泡悬液装在层析柱上，用含有0.32%柠檬酸钠(pH7.4，过滤0.22mm)的磷酸盐缓冲溶液进行洗脱；洗脱液按顺序收集在EP管中，每个500μL；再通过纳米颗粒跟踪分析和流式细胞术测定每个组分的颗粒数量。
细胞外囊泡纯化方法（亲和富集法）
仪器和设备
磁珠、摇床、1mlEP管
试剂
添加了0.001% Tween20的磷酸盐缓冲液（TBST）、小鼠单克隆抗人CD63、CD9、CD81和正常小鼠多克隆IgG、细胞外囊泡悬液
实验步骤
用小鼠单克隆抗人CD63、CD9、CD81和正常小鼠多克隆IgG，以每100μL磁珠1μg抗体的比例偶联，在4℃孵育过夜；用500μl TBST洗涤3次后再用500μLTBST重悬，得到重悬液；向重悬液中加入25μL细胞外囊泡悬液，在4℃下摇床孵育过夜；收集结合了细胞外囊泡的磁珠，在500 μL TBST溶液中洗涤3次；收集磁珠洗涤后的上清液，其内含有细胞外囊泡。
细胞外囊泡蛋白含量检测（BCA检测法）
仪器和设备
高速离心机、涡旋振荡仪、金属浴、酶标仪
试剂
磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4,牛血清白蛋白（BSA）、蛋白定量试剂盒（BCA法）
实验步骤
使用 PBS 将牛血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）标准品稀释至2mg/mL，按照BCA试剂盒说明书将不同体积的BSA标准品和PBS（使每孔液体总体积至20uL）加入到孔板中配置成相应浓度梯度的标准蛋白。吸取20uL稀释至合适浓度范围的血浆细胞外囊泡悬液滴入样品孔。将BCA试剂盒内的试剂A和试剂B按照体积比50：1的比例混合并充分混匀配成BCA工作液，并在室温下避光暂存。在标准孔和样品孔内迅速加入180uL的BCA工作液，并在37℃的条件下避光孵育30min。滴加液体时应避免产生气泡，若有小气泡产生可用加热的注射器针头刺破气泡以减少测量误差。使用酶标仪检测标准孔和样本孔在562nm处的吸光度（OD值）并记录数值。根据标准孔的吸光度数值绘制蛋白标准曲线并计算各个样本的蛋白浓度。
细胞外囊泡表面标志蛋白检测（免疫印迹法）
仪器和设备
电泳仪、转膜仪、摇床、化学发光成像系统、Image J软件
试剂
磷酸盐缓冲溶液：pH为7.4、SDS、APS、PAGE、TEMED、Tris、盐酸、超纯水、甲醇、一抗、二抗、ECL发光检测试剂盒
实验步骤
使用BCA法检测EVs样本蛋白浓度后，用配置好的RIPA裂解液将样本稀释成合适浓度。将蛋白样本和5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液按照体积比4:1的比例充分混匀，使用金属浴在99 ℃的条件下煮沸样本10 min，得到的变性蛋白可进行WB实验或在-80℃冰箱中长期保存；使用双蒸水和洗洁精将两块玻璃板清洗干净并烘干，安装好灌胶设备确保其密封良好。根据所检测蛋白分子量的大小配制合适浓度的分离胶，将配置好的分离胶加入到两块玻璃板之间至合适的高度并确保无气泡产生。在分离胶上用移液器缓慢地铺上一层无水乙醇使分离胶的液面平整。在室温下静置直至分离胶完全凝固并倒掉上层的无水乙醇，使用吸水纸吸除残留的液滴。将配置的浓缩胶迅速加入到分离胶上层并确保无气泡产生，使用厚度匹配的梳子快速垂直地插入至浓缩胶中，室温下静置直至浓缩胶完全凝固。配置好的蛋白电泳凝胶可放置4℃冰箱中暂存或进行下一步的电泳实验。将配置好的蛋白电泳凝胶安装至电泳槽内，并加入所需体积新鲜配置的电泳缓冲液浸没电泳凝胶。缓慢垂直向上拔出梳子以避免电泳凝胶破损变形；将变性的细胞外囊泡蛋白样本缓慢轻柔地滴入加样孔内，每个加样孔内细胞外囊泡样本蛋白总量控制在15~30 ug。加样时样本体积不能超过加样孔柱高以避免样本在电泳液中发生弥散。加样完毕后，加入所需体积的电泳缓冲液并按照正负极对应连接好电泳仪。蛋白在上层浓缩胶中电泳时，使用75V的恒定电压；蛋白在下层分离胶电泳时，使用120V的恒定电压。根据目的蛋白分子量及蛋白marker调整分离胶的电泳时间。提前使用超纯水及甲醇配置所需体积的转膜缓冲液并置于4℃冰箱预冷。电泳完毕后，保留目的蛋白分子所在位置的凝胶并去除多余的凝胶。在负极转膜夹的海绵垫上按照“三明治”结构依次叠放三层滤纸，分离胶，硝酸纤维素印迹膜（NC膜），三层滤纸，最后夹紧转膜夹并放入转膜槽内，加入新鲜配制预冷后的转膜缓冲液并连接好转膜仪。根据目的蛋白分子量选择合适的恒定电流及转膜时间。由于转膜过程中会产生大量热量，因此转膜槽要静置于大量冰中以保证凝胶的稳定和转膜的效率，同时转膜槽要稳定置于冰盒内。使用超纯水和吐温-20配置所需体积的TBST并使用配置好的TBST和脱脂奶粉配置5%的脱脂牛奶。将转膜后的NC膜在TBST中洗涤一遍并转入新鲜配置的脱脂牛奶，在室温及摇床上封闭1h。封闭完成后将NC膜用TBST在摇床上洗涤3次，每次5min，然后将其转入合适浓度的一抗工作液中在4℃冰箱摇床上孵育过夜。一抗孵育完成后，回收一抗工作液置于4℃冰箱并使用TBST洗涤NC膜，共洗涤4次，每次8 min。然后将其转入合适浓度的二抗工作液中在室温摇床上孵育1 h。二抗孵育完成后，回收二抗工作液置于4℃冰箱并将NC膜转入TBST中，在摇床上洗涤4次，每次8 min。洗涤结束后，将NC膜暂存于TBST中等待显影。将ECL发光检测试剂盒中的A液和B液按照1:1的比例混匀配置成发光工作液，将NC膜浸没在发光工作液中反应1~2 min后，使用曝光仪对蛋白凝胶进行化学显影并拍照记录。后续使用Image J软件对蛋白免疫印迹条带进行处理和分析。
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