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Резюме
Внеклеточные везикулы (ВВ) представляют собой гетерогенную группу везикул, имеющих размер 

от нескольких десятков до нескольких сотен нанометров. ВВ способны проникать через гистогематиче-
ские барьеры и обнаруживаются во всех биологических жидкостях. Состав ВВ в значительной степени 
отражает состав секретировавших их клеток. В настоящее время ВВ широко используются для поиска 
диагностических и терапевтических маркеров, в связи с чем исследования состава и свойств ВВ сегод-
ня становятся все более востребованными. Несмотря на очевидный потенциал ВВ в биомедицинских 
приложениях, отсутствие единых методов их выделения, анализа и количественного измерения значи-
тельно ограничивает научный прогресс в данной области. В научной литературе встречаются описания 
десятков методов выделения и изучения ВВ, причем зачастую исследователи не представляют сравни-
тельных преимуществ и недостатков используемых методов. В связи с этим становится актуальным 
обзор методов исследования ВВ. В данном обзоре представлен всесторонний анализ современных мето-
дов исследования ВВ. Каждый метод обладает своими преимуществами и ограничениями, влияющими 
на выход, чистоту и характеристики выделенных везикул, а также на точность получаемых результатов. 
Метод выделения и анализа ВВ необходимо выбирать с учетом цели и специфики исследования, по-
скольку универсального подхода в настоящее время не существует. Только глубокое понимание особен-
ностей различных методик позволит подобрать оптимальный протокол для решения конкретных задач 
исследования, обеспечивая надежность и воспроизводимость результатов.
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мическое рассеяние света, ультрафильтрация, ультрацентрифугирование
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Abstract
Extracellular vesicles (EVs) are heterogeneous nanoparticles (30–500 nm) found in all biological fluids. The 

composition of EVs largely reflects the composition of the cells that secreted them. At present, EVs are widely 
used to search for diagnostic and therapeutic markers, and therefore studies of EVs composition and properties 
are becoming more and more in demand today. Despite the obvious potential of EVs in biomedical applications, 
the lack of unified methods for their isolation, analysis and quantitative measurement significantly limits sci-
entific progress in this field. In scientific literature there are descriptions of dozens of methods for isolation and 
study of EVs, and often researchers do not present comparative advantages and disadvantages of the methods 
used. In this regard, a review of methods for the study of EVs becomes relevant. This review presents a compre-
hensive analysis of modern methods for the study of EVs. Each method has its own advantages and limitations 
affecting the yield, purity and characteristics of isolated vesicles, as well as the accuracy of the results obtained. 
The choice of the method for the isolation and analysis of EVs should be made considering the purpose and spec-
ificity of the study, since there is no universal approach at present. A thorough understanding of methodological 
nuances is critical for optimizing reproducibility and reliability in EV research.
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Список сокращений: АСМ — атомно-си-
ловая микроскопия, ВВ — внеклеточные вези-
кулы, ДРС — динамическое рассеяние света, 
Крио-ЭМ — крио-электронная микроскопия, 
мВВ — малые внеклеточные везикулы, МС — 
масс-спектрометрия, ПЭГ — полиэтиленгликоль, 
СЭМ — сканирующая электронная микроскопия, 
ТЭМ — просвечивающая электронная микроско-
пия, ЭМ — электронная микроскопия, А4F — 
асимметричное фракционирование в полевом 
потоке, Alix — белок внутриклеточной системы 
упаковки и транспорта везикул, характерный мар-
кер мВВ, CD63 — белок семейства тетраспани-
нов, характерный маркер мВВ, ERK1/2 — киназы, 
регулируемые внеклеточным сигналом, FFF — 
фракционирование в свободном потоке, NTA — 
анализ траектории наночастиц.

Введение
Термин «внеклеточные везикулы» (ВВ) приме-

няется к везикулам, которые высвобождаются из 
клеток, ограничены липидным бислоем и не мо-
гут реплицироваться самостоятельно [1]. Между-
народное сообщество рекомендует использовать 
этот термин в любых публикациях, где не уста-
новлена точная природа везикул. ВВ представля-
ют собой гетерогенную популяцию мембранных 
везикул, различающихся своим биогенезом [2]. 
Двумя основными субпопуляциями ВВ являются 
эктосомы (микровезикулы) и экзосомы, и вместе 
эти две субпопуляции составляют основную часть 
малых ВВ (мВВ), то есть везикул размером мень-
ше 200 нм [2]. Существующие методы выделения 
внеклеточных везикул могут отобрать везикулы 
только по размеру, плотности или поверхностным 
антигенам. Эктосомы и экзосомы схожи по всем 
этим характеристикам.

Высвобождение экзосом из клетки включает 
образование мультивезикулярных эндосом, кото-
рые при транспортировке к плазматической мем-
бране и слиянии с ней высвобождают свои вну-
трипросветные везикулы, которые и становятся 
экзосомами. Эктосомы отпочковываются от плаз-
матической мембраны наружу.

Биологическая значимость ВВ
В биологии ВВ исследуются как один из важ-

нейших механизмов межклеточной коммуникации 
[3]. В отличие от более традиционных сигналов, та-
ких как нейромедиаторы или гормоны, ВВ обеспе-
чивают прямую доставку сложных молекулярных 
комплексов, сохраняя их структуру и активность 
[4]. Процесс доставки может быть избирательным, 
благодаря белковым маркерам на поверхности ВВ, 

которые помогают им взаимодействовать только 
с определенными клетками-мишенями. ВВ уча-
ствуют в регуляции множества физиологических 
процессов, включая иммунный ответ, клеточную 
пролиферацию, апоптоз и восстановление тка-
ней. Роль ВВ в биологических процессах делает 
их объектом интереса для изучения механизмов 
многих заболеваний, поскольку сбои в их произ-
водстве, составе или доставке могут быть связаны 
с патологией.

Медицинская значимость ВВ
В медицине ВВ рассматриваются и как потенци-

альные биомаркеры, и как терапевтические агенты 
[5]. Так как содержимое ВВ отражает состояние 
клетки-донора, их анализ может дать важную ин-
формацию о состоянии секретировавшей их клетки 
и выявить признаки заболеваний на самых ранних 
стадиях. ВВ могут применяться в диагностике рака 
[6], нейродегенеративных заболеваний [7, 8], сер-
дечно-сосудистых патологий [9] и других наруше-
ний. Кроме того, благодаря способности к целевой 
доставке молекул, ВВ рассматриваются как есте-
ственные носители для доставки лекарств [10, 11]. 
Их мембрана защищает терапевтические молеку-
лы от разрушения, а биологическая совместимость 
и способность проходить через биологические ба-
рьеры, такие как гематоэнцефалический барьер, 
делают их особенно перспективными для доставки 
лекарств к труднодоступным клеткам и органам.

Методы выделения внеклеточных везикул
Ультрацентрифугирование
Ультрацентрифугирование считается золотым 

стандартом для выделения и очистки ВВ. Однако 
этот метод требует сложного оборудования и от-
нимает много времени, что ограничивает его ши-
рокое применение в клинической практике.

Метод основан на разделении частиц по их 
размеру и плотности с использованием высо-
коскоростного центрифугирования. В процессе 
ультрацентрифугирования везикулы отделяются 
от других компонентов раствора благодаря воз-
действию центробежного ускорения. Везикулы 
большого размера или большой плотности осаж-
даются на дно пробирки, что позволяет отделить 
их от маленьких и легких молекул. Этот метод 
эффективно разделяет везикулы в растворах с од-
нородной плотностью, что делает его популярным 
для исследования и очистки биомолекул. Подроб-
ный протокол выделения популяций ВВ был опу-
бликован Тери и соавторами в 2006 году [13].

В стандартных процедурах дифференциаль-
ного центрифугирования, описанных в научных 
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исследованиях, на первом этапе обычно исполь-
зуется ускорение около 10 000–20 000 × g на про-
тяжении 10–90 минут для обогащения преимуще-
ственно более крупных или плотных ВВ (более 
200 нм). Для осаждения более мелких и легких ВВ 
применяется максимальное ускорение в диапазоне 
100 000–200 000 × g на протяжении 45–150 минут 
[1]. Принцип метода показан на рисунке 1.

Несмотря на широкое использование, ультра-
центрифугирование имеет ряд ограничений. Од-
ним из главных недостатков метода является его 
плохая масштабируемость. Для больших объемов 
образцов требуется значительное время и ресурсы, 
что делает его непригодным для массового при-
менения. Вязкость раствора также влияет на про-
должительность процесса — для полного разде-
ления может потребоваться до двух часов. При 
этом отделение ВВ от невезикулярного материала, 
такого как липопротеины и белковые комплексы, 
зачастую затруднено, что снижает эффективность 
метода при выделении чистых фракций везикул.

Выход и чистота ВВ, выделенных с помощью 
ультрацентрифугирования, в значительной сте-
пени зависят от типа ротора и времени центри-
фугирования [14]. В зависимости от выбранных 
условий центрифугирования можно получить 
фракции, обогащенные либо более крупными 
и плотными ВВ, либо более мелкими и легкими. 
Однако полное разделение этих двух популяций 
не достигается. Выход более мелких ВВ может 
оставаться низким, особенно если они находятся 
в жидкостях, богатых белками, таких как плаз-
ма или сложные культуральные среды. Увеличе-
ние времени или ускорения центрифугирования 

не всегда помогает решить проблему выделения 
мелких ВВ из таких сложных объектов.

Одним из серьезных недостатков ультрацен-
трифугирования является возможность разруше-
ния везикул или изменения их функциональных 
свойств. Высокие скорости вращения и длитель-
ное время обработки могут негативно воздейство-
вать на структуру везикул, что делает этот метод 
менее подходящим для исследований, требующих 
сохранения биологической активности выделен-
ных частиц. Это особенно важно учитывать при 
работе с хрупкими биомолекулами, когда сохране-
ние функциональности и структуры везикул явля-
ется ключевым фактором для дальнейших иссле-
дований или терапевтического использования.

Ультрацентрифугирование в градиенте 
плотности

Ультрацентрифугирование в градиенте плот-
ности — это метод, который обычно применяется 
для повышения чистоты изолированных ВВ. Его 
можно использовать для дополнительной очистки 
ВВ от примесей, полученных в процессе ультра-
центрифугирования. В процессе центрифугирова-
ния ВВ всплывают в градиенте растворов с разной 
плотностью (например, сахарозы или йодиксано-
ла). При центрифугировании ВВ мигрируют к сво-
ей (равновесной) плотности. Скорость миграции 
или скорость флотации зависят от размера, формы 
и плотности ВВ (рис. 2).

Этот метод также используется для решения 
проблемы гетерогенности ВВ. Метод позволяет 
выделять отдельные популяции ВВ и даже от-
дельные субпопуляции мВВ [15, 16]. В процессе 

Рис. 1. Принцип выделения ВВ с помощью дифференциального центрифугирования

Figure 1. The principle of isolation of extracellular vesicles by differential centrifugation
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центрифугирования изолированные мВВ (осадок, 
полученный при 100 000 × g) поднимаются через 
растворы сахарозы с уменьшающейся плотностью 
и разделяются на отдельные фракции.

Гель-фильтрация
Гель-фильтрация, или эксклюзионная хромато-

графия, представляет собой удобную альтернативу 
дифференциальному ультрацентрифугированию 
и центрифугированию в градиенте плотности. Од-
ним из ее главных преимуществ является сохране-
ние целостности ВВ, что позволяет поддерживать 
их функциональные свойства [17, 18]. Это особенно 
актуально для биомедицинских исследований, где 
критически важны структура и функция везикул. 
Гель-фильтрация широко применяется в исследо-
ваниях ВВ, поскольку является простым методом, 
который помогает избежать проблем, характерных 
для ультрацентрифугирования, таких как разру-
шение везикул, их агрегация и контаминация [19]. 
Процедура проводится с использованием колонки, 
заполненной пористыми полимерными шариками, 
которые выполняют роль неподвижной фазы. Ког-
да раствор, содержащий частицы, проходит через 
колонку, более мелкие частицы задерживаются 

в порах шариков, а крупные — проходят быстрее 
и элюируются раньше (рис. 3).

Этот метод широко используется в исследо-
ваниях ВВ, так как он решает проблемы, харак-
терные для ультрацентрифугирования, такие как 
разрушение везикул, агрегация и совместное вы-
деление нежелательных компонентов. При этом 
выход целевых частиц может достигать 100 %, что 
делает метод весьма эффективным для выделения 
и очистки ВВ. Гель-фильтрация позволяет дости-
гать обогащения до 1000 раз по отношению к рас-
творимым белкам, что обеспечивает высокую сте-
пень чистоты выделенного материала.

Особенно важно отметить, что были выявле-
ны различия в функциональной активности ВВ, 
выделенных методами дифференциального уль-
трацентрифугирования и гель-фильтрацией. Хотя 
трансмиссионная электронная микроскопия не по-
казала значительных морфологических различий 
между ВВ, выделенными этими методами, — 
в обоих образцах присутствовали как крупные, 
так и мелкие ВВ, иммуноблоттинг выявил обога-
щение обеих фракций белками Alix и CD63. Одна-
ко эксперименты на эндотелиальных клетках про-
демонстрировали, что ВВ, выделенные методом 

Рис. 2. Принцип выделения ВВ методом ультрацентрифугирования в градиенте плотности

Figure 2. The principle of isolation of extracellular vesicles by ultracentrifugation in a density gradient
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гель-фильтрации, значительно сильнее активи-
ровали фосфорилирование ERK1/2 по сравнению 
с ВВ, выделенными методом ультрацентрифуги-
рования, что свидетельствует о большей функ-
циональности везикул, выделенных с помощью 
гель-фильтрации [18].

Гель-фильтрация позволяет обогатить ВВ 
по сравнению с другими надмолекулярными ком-
плексами, такими как липопротеины. Например, 
можно достигнуть обогащения до 100 раз по от-
ношению к липопротеинам высокой плотности 
и до 5 раз по отношению к липопротеинам низкой 
плотности. Время, необходимое для проведения 
гель-фильтрации, может составлять около 15 ми-
нут, что делает данный метод быстрым и удоб-
ным. Важным преимуществом является то, что 
при этом можно одновременно обрабатывать мно-
жество образцов, что повышает эффективность 
исследований и производства.

Гель-фильтрация может быть использована как 
самостоятельный метод, но она также хорошо со-
четается с другими методами выделения, такими 
как ультрафильтрация и ультрацентрифугирова-
ние, что позволяет получить еще более высокие 
результаты по чистоте и концентрации выделен-
ных везикул [17]. Благодаря правильному выбору 
носителя для гель-фильтрации метод также может 
использоваться для отделения субпопуляций ВВ 
друг от друга (табл. 1).

Фракционирование в свободном потоке
Фракционирование в свободном потоке 

(FFF) — это метод, схожий с гель-фильтрацией, 
но без использования колонки. В данном процес-
се разделение везикул происходит в свободном 
потоке жидкости, что позволяет избежать исполь-
зования фиксированных пористых материалов 
[20]. В методе FFF частицы вводятся в небольшой 

Рис. 3. Принцип выделения ВВ методом гель-фильтрации

Figure 3. The principle of isolation of extracellular vesicles by gel filtration



 57том 12 № 1 / 2025

Биоинженерия и нанотехнологии / Bioengineering and Nanotechnology

канал, который состоит из двух полупроницае-
мых мембран. В этом канале разделение частиц 
происходит за счет взаимодействия двух потоков: 
поперечного и продольного. Различия в размерах 
частиц (гидродинамическом диаметре) и молеку-
лярной массе определяют их различную скорость 
движения через канал, что позволяет проводить 
последующее разделение [21] (рис. 4).

Асимметричное фракционирование в полевом 
потоке (FFFF, или А4F) является относительно 
новой техникой в области исследования ВВ и ис-
пользует одну полупроницаемую мембрану [22]. 
Метод A4F способен фракционировать отдель-
ные популяции внеклеточных везикул (например, 
экзосомы, эктосомы и апоптотические тельца), 
а также их субпопуляции, при этом сохраняя их 
биофизические свойства неизменными. Также 

уменьшается вероятность потери везикул из-за 
прилипания к мембранам (как в случае ультра-
фильтрации) или к неподвижной фазе (при ис-
пользовании гель-фильтрации). Тем не менее, для 
каждого конкретного применения A4F требуется 
значительная экспериментальная настройка, по-
скольку универсальных параметров для этого 
метода не существует [21]. Метод эффективен для 
выделения до 100 % ВВ и подходит для работы 
с образцами различного происхождения.

Процесс выделения занимает около одного часа, 
что делает его быстрым и удобным для исследова-
тельских целей. Однако в некоторых случаях перед 
проведением фракционирования может потребо-
ваться предварительное концентрирование образ-
цов, особенно если исходная концентрация везикул 
недостаточна для эффективного разделения.

Таблица 1. Характеристики носителей для гель-фильтрации

Table 1. Characteristics of gel filtration media

Смола Материал Размер пор, нм

Sepharose CL-2B 2 % сшитая агароза 75

Sepharose CL-4B 4 % сшитая агароза 42

Sepharose CL-6B 6 % сшитая агароза 24

Sephacryl S-1000 SF Аллил декстран и метиденбисакриламид ~400 nm

Sephacryl S-500 HR Аллил декстран и метиденбисакриламид ~200 nm

Sephacryl S-400 HR Аллил декстран и метиденбисакриламид ~35 nm

TOYOPEARL HW-75 Гидроксилированный метакрилат > 100

TOYOPEARL HW-65 Гидроксилированный метакрилат 100

TOYOPEARL HW-55 Гидроксилированный метакрилат 50

Рис. 4. Принцип выделения ВВ методом FFF

Figure 4. The principle of extracellular vesicle extraction by the FFF method
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Одним из ключевых преимуществ метода яв-
ляется то, что везикулы сохраняют свою целост-
ность и не разрушаются в процессе выделения. 
Это делает фракционирование в свободном потоке 
идеальным выбором для исследований, где важно 
сохранить биологические функции и структуры 
везикул для последующего анализа.

Ультрафильтрация
Ультрафильтрация позволяет проводить разде-

ление с использованием полупроницаемых мем-
бран с определенными порогами молекулярной 
массы или размерами пор. Частицы с молекуляр-
ной массой или размером ниже применяемой мем-
браны фильтра проходят через мембрану, тогда как 
более крупные частицы задерживаются (рис. 5).

В случае ВВ используются ультрафильтры 
с порогом молекулярной массы от 100 до 300 кДа. 
Ультрафильтрация обеспечивает сохранение це-
лостности везикул и их эффективное отделение 
от белков, липидов и других растворенных моле-
кул, что делает ее привлекательной для биологи-
ческих исследований и медицинских применений 
[23, 24].

Для выделения внеклеточных везикул ультра-
фильтрация предоставляет высокую эффектив-
ность, позволяя получить от 40 % до 100 % це-
левых ВВ при использовании мембран с порогом 
100 кДа. При применении тангенциальной ультра-

фильтрации, где поток жидкости направлен вдоль 
мембраны, можно достичь выхода до 95 % вези-
кул, что значительно повышает эффективность 
метода. Более того, данный способ позволяет обо-
гатить выделенные везикулы в 20–30 раз по срав-
нению с белками. Чистота фракции, полученной 
при ультрафильтрации, зачастую сопоставима 
с результатами, достигнутыми с помощью ультра-
центрифугирования, но при этом метод более бы-
стрый и удобный.

Одним из главных преимуществ ультрафиль-
трации является ее способность обрабатывать 
большое количество образцов одновременно и за 
относительно короткий промежуток времени — 
от 20 минут до 4 часов, в зависимости от объе-
ма и вязкости образца. Этот метод также хорошо 
сочетается с другими технологиями, такими как 
гель-фильтрация и ультрацентрифугирование, что 
позволяет достичь еще большей чистоты фракции. 
Однако стоит учитывать, что при неправильных ус-
ловиях везикулы могут разрушаться или изменять 
свои функциональные свойства, что является важ-
ным фактором при их последующем применении 
в исследованиях или клинических испытаниях.

Преципитация
Метод преципитации с использованием поли-

меров, таких как полиэтиленгликоль (ПЭГ), явля-
ется неспецифическим способом концентрирова-

Рис. 5. Принцип выделения ВВ методом ультрафильтрации

Figure 5. The principle of extracellular vesicle extraction by ultrafiltration
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ния ВВ [25]. Этот метод основан на способности 
полиэтиленгликоля «забирать» воду из раствора, 
что приводит к осаждению растворенных ве-
ществ, включая ВВ. Преципитация с ПЭГ позво-
ляет эффективно осаждать везикулы, обеспечивая 
высокий выход, который может достигать 100 %.

Хотя метод позволяет обогатить ВВ до 50 раз 
по сравнению с растворимыми белками, обога-
щение по отношению к липопротеинам остается 
незначительным. Время преципитации варьирует-
ся от 30 минут до 24 часов в зависимости от кон-
центрации ПЭГ, что позволяет гибко настраивать 
процесс в зависимости от конкретных нужд экс-
перимента. Преципитация подходит для одновре-
менной обработки большого количества образцов, 
что делает ее эффективным методом для массово-
го выделения ВВ. В некоторых случаях преципи-
тация может использоваться как дешевая альтер-
натива ультрафильтрации.

Преципитация ВВ часто комбинируется с дру-
гими методами, такими как гель-фильтрация 
и ультрацентрифугирование, для получения более 
чистых фракций. Однако важно учитывать, что 
данная технология может повлиять на целостность 
везикул: везикулы могут разрушаться, слипаться 
или изменять свои функциональные свойства, что 
снижает их пригодность для некоторых типов ис-
следований и терапевтических применений [26].

Аффинная преципитация
Аффинная преципитация является методом 

выделения ВВ, основанным на специфическом 

связывании везикул с иммобилизованными анти-
телами, лигандами или рецепторами. Этот подход 
позволяет не только выделять везикулы, но и раз-
делять их на различные субпопуляции, что делает 
метод особенно полезным для исследований с вы-
сокой степенью точности [27, 28]. Одним из клю-
чевых преимуществ является высокая специфич-
ность метода, что позволяет эффективно выделять 
именно те везикулы, которые содержат нужные 
биомаркеры или молекулы на своей поверхности.

Метод аффинной преципитации отличается 
простотой и быстротой по сравнению с други-
ми способами — ультрацентрифугированием или 
гель-фильтрацией. Однако он требует использова-
ния дорогостоящих расходных материалов, таких 
как специальные антитела или лиганды. Кроме 
того, перед началом аффинного связывания необ-
ходима предварительная очистка образцов, что до-
бавляет дополнительные этапы в рабочий процесс.

Время выделения везикул с помощью аффин-
ной преципитации обычно составляет несколь-
ко часов, что сравнительно быстро для сложных 
биологических образцов. Кроме того, этот способ 
позволяет обрабатывать одновременно большое 
количество образцов, что делает его удобным для 
исследований с высоким потоком данных. Однако 
с каждым новым антителом требуется тщательная 
отработка метода, чтобы убедиться в его эффек-
тивности и специфичности для выделения кон-
кретных субпопуляций везикул.

Сравнение методов выделения представлено 
на рисунке 6.

Рис. 6. Сравнение методов выделения ВВ

Figure 6. Comparison of extracellular vesicle isolation methods
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Методы анализа внеклеточных везикул
NTA
Метод анализа траекторий наночастиц (NTA), 

также известный как отслеживание отдельных 
частиц, представляет собой оптический метод, ко-
торый широко применяется для анализа размеров 
и концентрации частиц, особенно в области вне-
клеточных везикул. Кроме того, метод NTA может 
быть использован для определения эффективного 
показателя преломления частиц и для выявления 
эпитопов [29, 30].

Эффективный показатель преломления яв-
ляется важным параметром, который позволяет 
оценить свойства наночастиц, а также понять их 
состав и строение. С помощью NTA можно изме-
рить, как свет взаимодействует с наночастицами, 
а это зависит от их размера, формы и состава, 
а также от наличия или отсутствия биологических 
молекул, таких как белки, на их поверхности. Ме-
тод NTA позволяет обнаружить эпитопы путем 
связывания антител с конкретными участками по-
верхности наночастиц, что приводит к изменению 
их оптических свойств. Эти изменения регистри-
руются и анализируются с помощью NTA, что 
дает возможность подтвердить наличие специфи-
ческих эпитопов на поверхности наночастиц. Раз-
мер частиц определяется NTA путем расчета их 
гидродинамического размера, который выводит-
ся на основе измерений коэффициента диффузии 
с использованием математического алгоритма.

При измерении распределения размеров и кон-
центрации везикул в сложных биологических 
жидкостях с помощью NTA следует проявлять 
осторожность, так как могут учитываться посто-
ронние частицы, такие как липопротеины и круп-
ные белковые комплексы, а также крупные ВВ 
диаметром более нескольких сотен нанометров, 
которые трудно точно измерить.

Электронная микроскопия
Методы электронной микроскопии (ЭМ) позво-

ляют измерить размер и форму объектов в принципе 
во всем диапазоне и являются одними из немногих, 
способных обнаруживать ВВ независимо от их раз-
мера. Однако низкая пропускная способность ЭМ 
приводит к тому, что более крупные ВВ зачастую 
недооцениваются по сравнению с меньшими [31].

Хотя для анализа ВВ можно использовать различ-
ные методы ЭМ, такие как сканирующая электрон-
ная микроскопия (СЭМ) [32, 33], просвечивающая 
электронная микроскопия (ТЭМ) [34] и крио-ЭМ 
[35], они не являются взаимозаменяемыми и не всег-
да обеспечивают одинаковое качество изображения. 
Например, крио-ЭМ лучше сохраняет структуру 

липидного бислоя и морфологию ВВ по сравнению 
с методами дегидратации, применяемыми для ТЭМ, 
что позволяет получить более точные количествен-
ные данные, так как визуализируются все частицы 
в определенном объеме, а не только те, которые при-
липают к поверхности сетки. При использовании 
ТЭМ необходим адаптированный протокол, вклю-
чающий контрастирование и встраивание в смесь 
ураниловых соединений и метилцеллюлозы для 
сохранения структуры липидного бислоя [13]. СЭМ 
дает возможность исследовать поверхность ВВ лю-
бого размера, но изображения, полученные при мак-
симальном увеличении для мелких ВВ, могут быть 
сложнее для интерпретации.

Атомно-силовая микроскопия
Атомно-силовая микроскопия (АСМ) позволяет 

получать изображения отдельных ВВ и изолиро-
ванных наночастиц без необходимости использова-
ния меток или красителей [36–38]. Чтобы провести 
визуализацию с помощью АСМ, образцы нужно 
наносить на твердую подложку. Затем измерения 
могут проводиться либо после высушивания об-
разца, либо при его погружении в жидкую среду, 
такую как физиологический раствор или питатель-
ная среда для культивирования клеток. Исполь-
зуя морфометрию АСМ, можно получить данные 
о распределении размеров ВВ, их ультраструк-
турных особенностях, а также оценить наличие 
и относительное количество загрязнений [39, 40]. 
Также АСМ позволяет измерять наномеханические 
свойства отдельных везикул, что является редко-
стью среди методов анализа и может использовать-
ся для корреляции с их идентичностью и функцией 
[41]. Такой уникальный механический «отпечаток» 
везикул помогает отличать их от других внеклеточ-
ных частиц схожих размеров и формы [42].

Проточная цитометрия
Одну из основных трудностей в изучении ВВ 

с помощью проточной цитометрии представляет 
их малый размер. ВВ значительно меньше клеток, 
для анализа которых изначально были разрабо-
таны проточные цитометры, поэтому их иссле-
дование на стандартных приборах может приво-
дить к множеству артефактов. Если исследователь 
не примет необходимые меры предосторожности, 
может возникнуть «рой» — совмещение событий, 
возникающее при пересечении лазера с образцом 
[43]. Это явление, а также избыточные аномалии 
сигналов при их обработке в приборе могут се-
рьезно исказить результаты анализа ВВ.

Метод проточной цитометрии с использовани-
ем шариков широко применяется для изучения по-
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верхностных белков ВВ. В этом методе использу-
ются крупные шарики, которые могут захватывать 
частицы независимо от их поверхностного состава 
(например, альдегидные/сульфатные шарики без 
поверхностно-активных веществ) [13], или шари-
ки, конъюгированные с антителами, которые свя-
зываются с частицами, несущими соответствую-
щий антиген. На рынке доступны мультиплексные 
наборы для ВВ, позволяющие исследовать более 
30 поверхностных антигенов [44, 45]. После захва-
та частиц шарики маркируются флуоресцентными 
аффинными реагентами (или их комбинацией) для 
последующего обнаружения.

Окрашивание шариков дает полуколичествен-
ные результаты, так как сигнал исходит от не-
скольких частиц, захваченных одним шариком. 
Различия в интенсивности сигнала могут указы-
вать на разную концентрацию частиц, плотность 
эпитопов, распределение диаметров или относи-
тельное содержание подмножеств ВВ.

Проточная цитометрия для анализа одиночных 
внеклеточных везикул (Single-EV) — это оптиче-
ский метод, позволяющий обнаруживать везикулы 
размером до примерно 40 нм в специализирован-
ных случаях [46] и около 100 нм с использованием 
современных стандартных цитометров через све-
торассеяние и флуоресценцию [46–49]. Благодаря 
калибровке можно определять такие параметры 
частиц, как их диаметр [50–52], количество и плот-
ность эпитопов [52, 53], эффективный показатель 
преломления [54, 55] и концентрацию в заданных 
диапазонах размеров [56].

Масс-спектрометрия: анализ белкового 
состава ВВ

Масс-спектрометрия (МС) позволяет опреде-
лять отношение массы к заряду молекул и широко 
применяется для анализа белков, связанных с ВВ, 
как в исследовательских, так и в прикладных це-
лях [57–59]. В целевых анализах обычно исполь-
зуют жидкостную хроматографию с тройным ква-
друполем, тогда как для нецелевой протеомики 
часто применяют платформы Time-of-Flight или 
Orbitrap MS [60]. Целевые и нецелевые протеом-
ные подходы различаются по особенностям при-
менения, обработке образцов и анализу данных, 
а также имеют свои преимущества и ограничения.

Нецелевой протеомный анализ помогает вы-
явить все присутствующие ионы, включая белки 
ВВ и загрязнения из матрицы, обеспечивая ком-
плексное понимание белкового состава образца, 
что особенно полезно для поиска биомаркеров [61]. 
Для выявления маркеров чистоты ВВ и загрязне-
ний матрицы более подходящим может быть целе-

вой пептидный анализ, который показывает нали-
чие или отсутствие нужных веществ выше порога 
обнаружения и позволяет количественно опреде-
лить абсолютное содержание белков.

Мультиплексирование — это метод, позволя-
ющий одновременно анализировать несколько 
компонентов или параметров в одном образце, 
что повышает эффективность эксперимента и чув-
ствительность анализа. В масс-спектрометрии 
мультиплексирование часто осуществляется за 
счет разделения различных ионов по массе, заряду 
или другим характеристикам, чтобы можно было 
одновременно отслеживать их сигналы и прово-
дить параллельный анализ нескольких молекул, 
а также повышает чувствительность, что полезно 
при работе с ограниченными объемами образцов, 
например, из клинических исследований [62]. Це-
левая протеомика также может быть более полезна 
для количественного анализа изменений содержа-
ния белков, например, при заболеваниях или под 
воздействием терапии [63, 64].

Динамическое рассеяние света
Динамическое рассеяние света (ДРС), или ди-

намическое светорассеяние — это метод, который 
основан на измерении броуновского движения 
[65] и используется для анализа движения частиц 
в растворе. Частицы, такие как везикулы, находясь 
в растворе, подвержены случайному движению 
как результату тепловых флуктуаций. Скорость 
этого движения зависит от свойств среды: темпе-
ратуры, вязкости и концентрации солей, а также 
от размеров самих частиц.

При помощи ДРС можно анализировать это 
движение и, таким образом, вычислить гидро-
динамический размер частиц в диапазоне от 2 
до 1000 нанометров. Однако ДРС не может раз-
личать везикулы и другие похожие по размеру ча-
стицы, поэтому для уточнения состава образцов 
часто необходимы дополнительные функциональ-
ные эксперименты.

Метод ДРС хорошо подходит для изучения 
гетерогенности образцов и особенно полезен для 
экспериментов в реальном времени. Благодаря 
высокой производительности, ДРС позволяет об-
рабатывать десятки образцов в час, что делает его 
удобным инструментом для быстрой и эффектив-
ной оценки размеров частиц в различных средах.

Иммуноблоттинг
Иммуноблоттинг — это относительно про-

стой и популярный метод, активно используемый 
в биохимии для детекции и анализа белков [66]. 
Сначала белки разделяют методом гель-электро-



 62 том 12 № 1 / 2025

Биоинженерия и нанотехнологии / Bioengineering and Nanotechnology

фореза, затем переносят на мембрану и обнаружи-
вают с использованием аффинных реагентов, чаще 
всего антител (рис. 7).

Входные данные обычно нормализуются либо 
по показателям подготовки ВВ (общий белок, ко-
личество частиц), либо по параметрам источника 
ВВ (объем биологической жидкости, количество 
клеток в культуре). Первый способ нормализации 
помогает сравнивать содержание белков в ВВ меж-
ду похожими группами образцов, в то время как 
второй позволяет оценить общие различия в про-
дукции и поглощении ВВ в исходной системе.

Для получения достоверных данных при имму-
ноблоттинге необходима качественная подготовка 
проб, так как любые нарушения в этом процессе 
могут повлиять на результаты анализа. Важно от-
метить, что этот метод не является специфичным 
для внеклеточных везикул и не может отличить 
везикулы от других частиц. Поэтому, чтобы под-
твердить наличие везикул, необходимы дополни-
тельные функциональные эксперименты.

Одним из преимуществ иммуноблоттинга яв-
ляется высокая производительность: метод по-
зволяет обрабатывать десятки образцов в течение 

Рис. 8. Сравнение методов исследования ВВ

Figure 8. Comparison of extracellular vesicle research methods

Рис. 7. Принцип работы иммуноблоттинга

Figure 7. The principle of operation of immunoblotting
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дня, что делает его эффективным для задач, тре-
бующих анализа большого числа образцов. Благо-
даря сочетанию простоты, универсальности и вы-
сокой пропускной способности, иммуноблоттинг 
стал практически универсальным методом для из-
учения белков и применяется во многих областях 
биохимии и молекулярной биологии [67].

Сравнение методов детекции ВВ представлено 
на рисунке 8.

Проблемы и вызовы в изучении ВВ
Важность внеклеточных везикул для медици-

ны, особенно для персонализированных подходов, 
связана с их способностью отражать состояние 
клеток и тканей-источников, включая различные 
патологические процессы. ВВ участвуют в меж-
клеточной коммуникации, переносят белки, липи-
ды и РНК и могут быть использованы для диагно-
стики и прогноза широкого спектра заболеваний, 
от нейродегенеративных до онкологических. 
В персонализированной медицине ВВ потенци-
ально играют ключевую роль как индикаторы 
и средства доставки лекарств, однако существу-
ющие сложности в стандартизации и воспроиз-
водимости результатов затрудняют их внедрение 
в клинику. Для того чтобы ВВ стали надежными 
диагностическими и терапевтическими инстру-
ментами, необходимо разработать унифициро-
ванные методы их исследования, что позволит 
интегрировать полученные данные в клинические 
протоколы.

Одним из наиболее серьезных препятствий 
в области исследований ВВ является отсутствие 
стандартизированных протоколов для их выделе-
ния, очистки и анализа. В результате отсутствия 
единого подхода данные, полученные разными 
лабораториями, часто невозможно воспроизвести 
или сравнить, что приводит к противоречивым 
выводам и затрудняет научное понимание меха-
низмов действия ВВ. Протоколы, которые опреде-
ляют условия преципитации, тип используемых 
буферов и способы идентификации поверхност-
ных белков, могут существенно повлиять на вы-
ход и характеристики выделенных ВВ. Таким 
образом, отсутствие согласованных методик сни-
жает точность и надежность результатов, что ус-
ложняет прогресс в данной области и препятству-
ет клиническому внедрению ВВ как биомаркеров 
и терапевтических агентов.

Заключение
Несмотря на значительный прогресс, иссле-

дования ВВ продолжают сталкиваться с рядом 
сложностей, связанных с выбором подходящих 

методов выделения, идентификации и количе-
ственного анализа. На сегодняшний день не суще-
ствует универсального подхода, который бы обе-
спечивал высокую воспроизводимость и точность 
результатов для всех типов ВВ. Каждый метод 
обладает своими уникальными преимуществами 
и ограничениями, которые необходимо учитывать 
в зависимости от конкретных целей исследования. 
Тщательный выбор методологии с учетом свойств 
анализируемых везикул и особенностей использу-
емого материала является ключевым условием для 
получения надежных данных. Внедрение между-
народных стандартов и унифицированных прото-
колов могло бы существенно упростить сравнение 
результатов между разными исследованиями и по-
высить воспроизводимость данных. В дальней-
шем совершенствование методов исследования ВВ 
откроет новые возможности для их применения 
в биомедицинской науке, в частности, в диагно-
стике, прогнозировании и терапии заболеваний.
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