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　　［摘要］　目的　建立一种利用旋转超滤技术从骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）培养上

清液中分离外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ）的方法。方法　收集ＢＭＳＣｓ细胞培养上清，低速离心去除残余细胞，０．２２μｍ滤器过滤除去细

胞碎片，采用旋转超滤技术提取外泌体。应用透射电子显微镜观察所获外泌体的形态，用蛋白质印迹法检测外泌体标记物

ＣＤ６３、ＣＤ９蛋白的表达，用ＣＣＫ８试剂盒检测外泌体对人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）

增殖活性的影响。结果　使用旋转超滤技术成功分离出ＢＭＳＣｓ分泌的外泌体，透射电镜下外泌体为圆形或椭圆形，直径约

１００ｎｍ，蛋白质免疫印迹法检测结果显示外泌体中有其特异标记物ＣＤ６３、ＣＤ９蛋白的表达。外泌体能够促进ＨＵＶＥＣｓ增殖，

并且其促细胞增殖作用随浓度增高而增强。结论　旋转超滤技术是一种简单有效的提取外泌体的方法。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（６）：５９８６０２］

　　外泌体（ｅｘｏｓｏｍｅ）是由细胞经过“内吞融合外

排”等一系列调控过程而形成，并可分泌至胞外的分

子直径为４０～１００ｎｍ的亚细胞双层膜囊泡，其内含

有与细胞来源相关的蛋白质、ｍｉＲＮＡ及 ｍＲＮＡ等
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物质［１］。外泌体既可以通过质膜受体直接激活受体

细胞，也可以转运蛋白质、ｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ甚至细胞

器进入受体细胞内，同时也可以携带处于不同病理

状态下的细胞所含有的特异性物质，从而在生理学

和病理学上都发挥着重要作用［２３］。干细胞来源的

外泌体由于含有２０Ｓ蛋白酶体、合成ＡＴＰ所需要的

各种酶、调控血管再生的 ｍｉＲＮＡｓ及血管内皮生长

因子等物质，在抗缺血再灌注损伤、促进血管再生及

缺血器官功能恢复中具有重要作用［４５］；而肾纤维化

患者尿液中提取的外泌体内ＣＤ２ＡＰｍＲＮＡ含量较

正常者低，可以作为早期发现肾病的一种非侵袭性

检测方法［２］；此外，外泌体可以携带并传递病毒进入

受体细胞，这有利于病毒在细胞间的传播［６］。

外泌体不仅具有治疗功能，也具有疾病的诊断

功能，因此找到一种快速分离外泌体的方法显得尤

为重要。由于外泌体直径为４０～１００ｎｍ，相对分子

质量过小，难以用普通方法将其提取出来。目前所

用的提取方法主要包括超速离心法、免疫磁珠法和

液相色谱法。超高速离心机由于造价昂贵，普及率

低，并且离心耗时较长，限制了超速离心法在普通实

验室对外泌体的快速提取研究；免疫磁珠法和液相

色谱法同样存在着效率低、难以广泛普及的问题。

基于外泌体的大小，我们利用旋转超滤技术快速、大

批量地从骨髓间充质干细胞（ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎ

ｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，ＢＭＳＣｓ）的培养上清液中分离出

外泌体，为今后外泌体的基础实验研究与临床应用

提供了一条新的获取途径。

１　材料和方法

１．１　细胞、试剂和仪器　ＢＭＳＣｓ原代细胞由本课

题组提取［７］；人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ

ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）购自美国 ＡＴＣＣ；

αＭＥＭ基础培养基、ＢＣＡ蛋白分析试剂盒、Ｓｕｐｅｒ

ＳｉｇｎａｌＷｅｓｔＦｅｍｔｏ化学发光底物购自美国Ｔｈｅｒｍｏ

公司；Ｍ２００ 基 础 培 养 基、低 血 清 生 长 添 加 剂

（ＬＳＧＳ）、胎牛血清（ＦＢＳ）购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；兔抗

人ＣＤ９、ＣＤ６３单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔ＩｇＧ购自英国 Ａｂｃａｍ公司；Ｍｏｄｅｌ８０５０旋

转超滤仪、１０００００ＮＷＣＯ超滤膜、０．２２μｍ过滤器

购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＣＣＫ８试剂盒购自日本同

仁化学研究所；酶联免疫检测仪购自美国ＢｉｏＲａｄ

公司；Ｈ７６５０透射电子显微镜为日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司

生产；Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ低温高速离心机为德国Ｅｐ

ｐｅｎｄｏｒｆ公司生产。

１．２　ＢＭＳＣｓ的培养　使用含１０％ＦＢＳ的αＭＥＭ

培养液培养ＢＭＳＣｓ，待细胞融合至９０％～９５％后进

行传代，第３代以后的细胞可用于外泌体的提取。

待细胞融合达７０％时，用０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ）冲洗３次并更换培养液，孵育４８ｈ后，收集细

胞上清液，－８０℃保存备用。

１．３　外泌体的提取　将收集到的细胞上清液约１００

ｍＬ分装于２个５０ｍＬ离心管中，４℃３００×犵离心

１０ｍｉｎ除去残余细胞，２０００×犵离心２０ｍｉｎ除去细

胞碎片，小心收集上清并用０．２２μｍ孔径过滤器进

行过滤。将收集到的上清液加入装有１０００００ＮＷ

ＣＯ超滤膜的 Ｍｏｄｅｌ８０５０旋转超滤仪中，接通氮气

并将最大进气压力控制在５１７．１２５ｋＰａ以下，打开

磁力搅拌器，使涡漩高度为液体高度的１／３。待上清

液超滤完毕后，加入５０ｍＬＰＢＳ并再次超滤，重复３

次。超滤完毕后，用０．５ｍＬＰＢＳ悬浮超滤膜上的外

泌体，并转移至１．５ｍＬ的Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，－８０℃

冰箱中保存备用。

１．４　外泌体的形态特征观察　取外泌体悬液２０μＬ

滴于孔径２ｎｍ的载样铜网上，室温下静置３ｍｉｎ，用

滤纸从滤网侧边吸干液体，滴加３％磷钨酸溶液３０

μＬ，室温环境下负染５ｍｉｎ，用滤纸吸干负染液，并

在室温下干燥后，将此铜网置于透射电镜的样品室

内，观察外泌体形态并拍摄电镜照片。

１．５　外泌体的总蛋白定量测定　使用ＢＣＡ法对外

泌体蛋白进行定量。配制蛋白标准品浓度梯度，拟

合标准曲线方程。取２０μＬ样品稀释５倍，并设３

个复孔，测定光密度（犇）值，根据标准曲线方程和稀

释倍数计算实际样品蛋白浓度。

１．６　外泌体特异性蛋白的分析　配制１５％分离胶

和５％浓缩胶，取外泌体悬液４０μＬ与５×ＳＤＳ上样

缓冲液１０μＬ混合煮沸５ｍｉｎ，加于凝胶上样孔内，

浓缩胶恒压８０Ｖ，分离胶恒压１２０Ｖ，２００ｍＡ恒流１

ｈ。将凝胶中的蛋白质通过湿转法转移至硝酸纤维

素膜上，室温下用含５％脱脂牛奶的封闭液封闭处理

１ｈ，经１×ＴＢＳＴ缓冲液洗脱后，加入ＣＤ９、ＣＤ６３单

克隆抗体于４℃条件下反应过夜，再次洗脱后，加入

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗，于室温下平缓
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摇动１ｈ。经１×ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次后，用化学

发光底物进行检测。

１．７　外泌体生物活性鉴定　使用ＣＣＫ８试剂盒检

测外泌体对 ＨＵＶＥＣｓ增殖活性的影响。取第３代

对数生长期的 ＨＵＶＥＣｓ按每孔３０００个细胞接种

到９６孔板内，每孔细胞悬液量为１００μＬ，复种３孔，

同时设立空白对照孔（加培养液１００μＬ）。使用含

ＬＳＧＳ的 Ｍ２００培养液培养１２ｈ使其同步化后，弃

去培养液，每孔内加入１００μＬ含ＬＳＧＳ的 Ｍ２００培

养液及１０μＬＣＣＫ８溶液，孵育３ｈ后使用酶联免

疫检测仪在４５０ｎｍ处测定犇４５０值。随后分别使用

含有浓度为０、５、１０、２０、２００μｇ／ｍＬ外泌体的含

ＬＳＧＳ的 Ｍ２００培养液培养细胞，于培养后１、３ｄ以

同样的方法测定犇４５０值。以犇４５０值的平均值为纵坐

标，孵育时间（ｄ）为横坐标，绘制细胞增殖曲线。

２　结　果

２．１　外泌体的形态　透射电镜下可见，ＢＭＳＣｓ来

源的外泌体为大小均匀、形态一致的圆形或椭圆形

膜性小囊泡，直径均为１００ｎｍ左右。染色后可见囊

泡有完整的包膜，其内有低电子致密物（图１）。

图１　犅犕犛犆狊来源外泌体的超微结构

犉犻犵１　犝犾狋狉犪狊狋狉狌犮狋狌狉犲狅犳犅犕犛犆狊犱犲狉犻狏犲犱犲狓狅狊狅犿犲

ＢＭＳＣｓ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇ

ｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００００（Ａ）；×２０００００（Ｂ）

２．２　外泌体的总蛋白定量结果　使用ＢＣＡ法定量

外泌体总蛋白，测得样品蛋白浓度约为（３７０．０±

１２．５）μｇ／ｍＬ。每１０
６ 个ＢＭＳＣｓ的细胞上清液中平

均能提取约７．２μｇ外泌体。

２．３　ＣＤ９、ＣＤ６３蛋白在外泌体中的表达　蛋白质

免疫印迹法检测结果显示，ＢＭＳＣｓ来源的外泌体表

达ＣＤ９、ＣＤ６３蛋白（图２）。该结果进一步证实了

ＢＭＳＣｓ外泌体的存在。

图２　犆犇９、犆犇６３蛋白在犅犕犛犆狊来源外泌体中的表达

犉犻犵２　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犆犇９犪狀犱犆犇６３狆狉狅狋犲犻狀犻狀犅犕犛犆狊犱犲狉犻狏犲犱

犲狓狅狊狅犿犲犪狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

ＢＭＳＣｓ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ

２．４　外泌体对 ＨＵＶＥＣｓ增殖作用的影响　ＣＣＫ８

法检测结果显示，培养１、３ｄ时，通过旋转超滤方法

提取的外泌体能提高 ＨＵＶＥＣｓ的体外增殖能力，在

０～２００μｇ／ｍＬ外泌体浓度范围内，外泌体浓度越

高，ＨＵＶＥＣｓ的增殖能力越强（图３）。说明旋转超

滤法能提取到有生物学功能的外泌体，外泌体中含

有的某些物质具有促进细胞增殖的作用。

图３　不同浓度犅犕犛犆狊来源外泌体对

犎犝犞犈犆狊增殖作用的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳犅犕犛犆狊犱犲狉犻狏犲犱犲狓狅狊狅犿犲（犱犻犳犳犲狉犲狀狋

犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊）狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犎犝犞犈犆狊

ＢＭＳＣｓ：Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓ；ＨＵＶＥＣｓ：

Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

３　讨　论

旋转超滤技术分离外泌体是利用超滤膜孔径的

大小对不同相对分子质量的物质进行允许及拦截的

原理，将溶剂及部分小分子物质过滤到膜的另一侧，

而将大于膜孔径的高相对分子质量物质截留在超滤

膜上，从而达到分离的目的，与离心超滤分离外泌体

的原理相似。不同的是，离心超滤是利用离心力将

溶剂及小分子溶质分离出去，仍然需要在１０００００×

犵条件下离心１～２ｈ来获得外泌体
［８］。而本研究所

介绍的方法是通过氮气产生的压力将细胞上清液经

１０００００ＮＷＣＯ滤膜过滤而得到外泌体，使用ＰＢＳ

多次冲洗以最大限度减少培养液中蛋白质的污染，

分离１００ｍＬ培养液中的外泌体，整个过程一般只需
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要１ｈ。而传统的差速离心技术是将细胞上清液依

次在３００×犵、２０００×犵、２００００×犵条件下除去残余

细胞及细胞碎片，最后经１０００００×犵超速离心１～２

ｈ得到外泌体，由于离心后外泌体聚集成块，不利于

后期的实验研究。研究发现使用超速离心法从１０６

个ＢＭＳＣｓ的细胞上清液中可提取约５．６２μｇ外泌

体［９］，而我们使用旋转超滤法从每１０６个ＢＭＳＣｓ的

细胞上清液中平均能提取约７．２μｇ的外泌体，这说

明旋转超滤法能够获得等同于甚至较超速离心更多

的外泌体。尽管不同种类的细胞及不同生长状态的

细胞分泌的外泌体量会有差异，但是超速离心需要

１０００００×犵离心力，这会产生巨大压力，可能会损伤

部分外泌体；而旋转超滤法仅仅需要最高５１７．１２５

ｋＰａ的压力，可大大减少由于压力过大引起的外泌

体破裂，这可能也是旋转超滤法能够提高外泌体提

取量的一个原因。

根据所选择滤器直径的不同，旋转超滤仪价格

在４０００～１００００元不等，使用的压力来源与高纯氮

气在一般研究机构都有配备，因此并不需要特别高

昂的设备。这相对于超速离心机的高昂价格和低普

及率具有明显的优势，有利于普通实验室开展外泌

体的研究。其他提取方法如免疫磁珠法，由于它是

利用外泌体膜表面特异性表达的蛋白质，依靠受体

配体结合的原理，通过人为增加外泌体的相对分子

质量而将其分离出来，尽管它不需要利用超速离心

机，但是由于不同种细胞分泌的外泌体含有不同的

特异性表面蛋白，这使得它不能普遍应用于所有外

泌体的提取，同时存在试剂价格昂贵的问题［１０］。而

液相色谱技术虽然获取外泌体的纯度较高，但是获

取量少，并且由于需要特殊的设备也限制了它的广

泛应用［１１］。由于外泌体直径为４０～１００ｎｍ，具有普

遍性，而旋转超滤技术是根据外泌体直径大小来进

行分离提取，因此和超速离心一样也具有应用的普

遍性。

研究发现最容易与外泌体混淆的就是脱落微泡

（ｓｈｅｄｄｉｎｇｖｅｓｉｃｌｅｓｏｒｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ），它是一群直径

在１００～１０００ｎｍ之间、电子显微镜下形态各异、不

具有明显的圆形及椭圆形结构的膜状囊泡，它通过

出芽方式由细胞产生，其质膜表面富含β１整合蛋

白，内部含有多种蛋白水解酶，也可以在细胞间承担

转运物质的作用。但是它的产生与作用方式与外泌

体皆不同，外泌体的产生是细胞通过内吞作用将各

种蛋白质及ｍｉＲＮＡ等物质包裹进入质膜内形成内

吞小体，内吞小体彼此融合后形成早期核内体［１２］，之

后的转运必须由内吞体分选复合物（ＥＳＣＲＴ）０识

别并隔绝早期核内体上的遍在蛋白化蛋白质，位于

结合位点上游的ＥＳＣＲＴⅠ和Ⅱ共同作用使质膜变

形并向内形成出芽小泡，最后在ＥＳＣＲＴⅢ的剪切

作用下与核内体质膜分离［１３］。出芽小泡的形成意味

着早期核内体逐渐成熟为晚期核内体，即多泡体。

多泡体膜与细胞膜融合后将大量质膜包裹的直径

５０～８０ｎｍ的微泡释放到细胞外环境中，这些被释

放进入细胞外环境中的微泡即为外泌体［１４］（图４）。

而脱落微泡是由细胞膜直接向外突出，直接包裹细

胞质形成的微小囊泡。外泌体是细胞通过胞吞的方

式包裹进入，最后外泌体膜与内吞小体膜融合后释

放内部物质发挥生物学功能，而脱落微泡则是通过

微泡膜直接与细胞膜融合后将物质释放进入细

胞［１５１６］。我们使用旋转超滤方法前经过０．２２μｍ滤

器过滤，排除了直径２２０ｎｍ及以上的微泡，但是不

能够排除直径１００～２２０ｎｍ的微泡，而传统的超速

离心方法同样也存在这个问题的困扰。我们提取的

图４　外泌体形成模式图

犉犻犵４　犌犲狀犲狉犪狋犻狅狀狅犳犲狓狅狊狅犿犲狊

Ａｆｔｅｒｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ，ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｗｒａｐｓｐｒｏｔｅｉｎ，ｍＲＮＡ，

ａｎｄｍｉＲＮＡｆｕｓｅｉｎｔｏｅｎｄｏｓｏｍｅｓ，ｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｎｄｏｓｏｍｅ

ｌｅａｄｓ ｔｏ ｔｈｅｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒ ｂｏｄｙ

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅｓ，ｔｈｅｍｕｌｔｉｖｅｓｉｃｕｌａｒｂｏｄｙｃａｎ

ｆｕｓｅｗｉｔｈｔｈｅｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅａｎｄｒｅｌｅａｓｅｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌｖｅｓｉ

ｃｌｅｓｉｎｔｏｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｉｌｉｅｕ．Ｏｎｃｅｉｎｔｈｅｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍｉｌｉｅｕ，

ｔｈｅｉｎｔｒａｌｕｍｉｎａｌｖｅｓｉｃｌｅｓａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓｅｘｏｓｏｍｅ
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微泡直径约１００ｎｍ，表达外泌体特异性表面标记物

ＣＤ６３和ＣＤ９，并且具有促进ＨＵＶＥＣｓ增殖的作用，

说明旋转超滤法能够从细胞培养液中提取具有生物

学活性的外泌体。但若要彻底排除一些微泡的干

扰，还需进一步纯化。

外泌体在开放系统中暴露的时间越长，能够分

离得到的外泌体量也就越少。因此不管是基础实验

研究还是临床疾病诊断，快速获得高质量、低污染的

外泌体是研究其功能、内容物及作用机制的一个重

要前提。利用旋转超滤法提取外泌体具有便捷、快

速、高效等优点，所使用的旋转超滤仪价格便宜，可

以很好地普及使用，为研究外泌体提供了较好的技

术支持。
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