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文题释义： 

外泌体：是一种细胞主动分泌的大小均一、直径为 50-150 nm的脂质双分子层结构囊泡，可由树突细胞、淋

巴细胞、成纤维细胞、间充质干细胞和肿瘤细胞等多种不同类型细胞释放。外泌体含有多种 RNA、蛋白质、

脂质、DNA等物质，具有多种生物学作用，近年来引起科研界的广泛关注。 

超滤法：是一种膜滤法，它以多孔薄膜作为分离介质，依靠薄膜两侧压力差作为推动力来分离溶液中不同分

子质量的物质。外泌体的提取方法有多种，比如超滤法、试剂盒沉淀法、蔗糖梯度离心法、超速离心法等。

超滤法具有可重复利用、经济实惠、低损伤、简单易行、设备要求低等多种优势，在外泌体的提取过程中较

其他几种方法更为常用。 

 

摘要 

背景：随着外泌体研究的深入，越来越多的实验证实外泌体用于疾病治疗的有效性，如何稳定保存外泌体、

不丧失其功能显得尤为重要。 

目的：探索冻干技术与常规冻存方法保存脂肪干细胞外泌体的形态学差异，探索外泌体冻干粉用于机体注射

的安全性。 

方法：分离培养人脂肪干细胞并提取外泌体，将预处理的细胞及外泌体进行冻干处理，显微镜观察细胞的形

态，BCA检测外泌体冻干粉的蛋白含量。血管刺激性实验、肌肉刺激性实验、溶血性实验、主动全身过敏性

实验、被动皮肤过敏性实验检测外泌体冻干粉的安全性。 

结果与结论：外泌体经冻干、再水化处理后仍保持膜完整性，外泌体蛋白测得量恒定；外泌体冻干粉、外泌

体、脂肪干细胞冻干粉、脂肪干细胞的 5种安全性实验均阴性，不存在排异反应，机体注射安全性可靠。 
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Safety of freeze-dried powder of human adipose-derived stem cells and its exosomes    
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Abstract 

BACKGROUND: With the in-depth study of exosomes, increasing studies have confirmed the effectiveness of 

exosomes in the treatment of diseases. It is of great importance to stabilize the exosomes and not lose their 

functions. 

OBJECTIVE: To explore the morphological differences in the exosomes of adipose-derived stem cells stored by 

freeze-drying technology and conventional cryopreservation and to explore the safety of exosomes for injection. 

METHODS: Human adipose-derived stem cells were isolated and cultured to extract the exosomes. Then, 

pretreated cells and exosomes were lyophilized. Cell morphology was observed under microscope and the protein 

content of freeze-dried exosome powder was detected by BCA. The safety of freeze-dried exosome powder was 

detected through vascular stimulation test, muscle stimulation test, hemolytic test, active systemic anaphylactic 

test, and passive skin allergy test. 

人脂肪干细胞外泌体冻干粉的检测及安全性 
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RESULTS AND CONCLUSION: The exosomes still had an intact membrane after freeze-drying and rehydration. The content of exosomal 

proteins was in constancy. Freeze-dried exosome powder, exosomes, freeze-dried powder of adipose-derived stem cells, and 

adipose-derived stem cells were all negative for five safety tests, all of which are safe and reliable for body injection and cause no rejection. 
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0  引言  Introduction 

脂肪干细胞 (human adipose-derived stem cells，

hASCs)是一类具有自我复制能力和多向分化潜能的成体

干细胞，具有免疫抑制、抗炎及促进细胞增殖等多种作用，

在心脏、肝脏、肾脏、大脑等多种疾病模型中展现出显著

的疗效 [1-3]。脂肪干细胞可通过旁分泌途径分泌外泌体

(exosomes)，在多种组织间起到信息传递作用[4-7]。 

外泌体是一种细胞主动分泌的大小均一、直径为

50-200 nm的脂质双分子层结构囊泡，可由间充质干细胞、

肿瘤细胞、树突细胞、成纤维细胞等多种不同类型细胞释

放[8-11]。外泌体中包含大量蛋白质、RNA以及DNA等物质，

对细胞间信息交流起到重要作用[12-15]。脂肪干细胞外泌体

拥有与脂肪干细胞相似的免疫抑制、抗炎等生物学效    

应[16-19]。由于外泌体具有体积小、安全性高等优势，在心

脏、肝脏、肾脏、大脑等多种组织领域拥有更大潜力。 

随着外泌体领域的发展，外泌体的安全保存非常重要。

目前传统的外泌体保存方法是冻存于-80 ℃条件下[20-23]。

外泌体在冷冻状态下可短暂保存，但随着保存时间的延长，

外泌体的双分子膜逐渐破碎，活性大幅度丧失，难以用于

实验及临床应用。因此寻求一种新的、稳定的保存方式尤

为重要。 

冻干粉(freeze-dried powder)为固体干粉剂，能在常温

下长期保存，性能稳定，输注方便，保存费用低廉，故课

题组拟将冻干技术应用于外泌体的保存[24-26]。保持生物膜

的完整性是外泌体冻干技术的最大障碍，由于低温和干燥

对生物膜有较大损伤，外泌体在冻干过程中难免存在严重

的膜破碎现象，导致活性下降[27-29]。科学家发现，一些耐

低温和干旱的微生物在脱水时，体内可分泌大量的海藻糖，

可占其干燥体质量的20%。海藻糖是一种非还原性糖，具

有独特的生物学效应[30-32]。海藻糖在低温、干燥状态下对

生物材料有保护作用，能稳定生物膜结构，是低温生物领

域的最佳保护剂[33-34]。海藻糖分布于外泌体内外两侧，且

达到一定的浓度，可形成玻璃态，稳固外泌体的空间结构，

减轻低温干燥对外泌体双分子膜的损伤[35]。同样，海藻糖

附着于蛋白质表面，保护其分子天然结构，防止蛋白质在

冷冻、干燥时变性，显著保护了膜表面蛋白的活性[36-38]。

冻干后的外泌体大部分仍保持其完整性，其脂质双层膜可

以避免外泌体被蛋白酶及核糖核酸酶降解，同时表面蛋白

的活性也能促进目的细胞表面受体与膜的相互作用，保持

其信息的传递[39-43]。 

课题组不仅对脂肪干细胞及外泌体(此处及以下外泌

体均指脂肪干细胞外泌体)冻干粉进行了形态学检测，而且

也进行了血管刺激性实验、肌肉刺激性实验、体外溶血实

验、主动全身过敏性实验、被动皮肤过敏性实验等，以鉴

定其应用于机体的安全性。将冻干技术应用于外泌体领域，

为今后外泌体的保存与应用提供了极大的方便。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  细胞学体外观察及安全性研究。 

1.2  时间及地点  实验于2017年1至12月在上海市同济

大学再生医学系干细胞生理及疾病治疗研究组重点实验室

完成。 

1.3  材料   

1.3.1  实验试剂   0.15%胶原酶Ⅰ (Gibco，美国 )；

DMEM/F12培养基(Hyclone，美国)；胎牛血清(Gibco，美

国)；0.25%胰蛋白酶(Gibco，美国)；BCA试剂盒(Solarbio，

中国)；海藻糖(国药，中国)；羟乙基淀粉(阿拉丁，中国)；

人 血 白 蛋 白 ( 安 博 灵 ， 中 国 ) ； 人 成 纤 维 细 胞

(HUM-iCell-d021)。 

1.3.2  实验仪器  恒温培养箱(Thermo，美国)；离心机

(TD25-WS，上海卢湘仪离心机仪器有限公司)；低温超速

离心机(Eppendorf，德国)；粒度仪(NS300，英国)；超净

工作台(苏州安泰空气技术有限公司)；超滤浓缩离心管

(Merk，爱尔兰)；冻干机(CHRIST)。 

1.3.3  实验动物  健康雄性SD大鼠及雄性家兔均由上海

必凯实验动物有限公司提供，于同济大学实验动物中心喂

养，自由进食和饮水。 

1.4  实验方法   

1.4.1  人脂肪干细胞的分离与培养  抽脂术取健康人体

颈部脂肪组织(已签署知情同意协议书)，PBS清洗3遍，加

入0.1%胶原酶Ⅰ于37 ℃水浴消化30 min后置于离心机

中，1 200 r/min离心5 min后留取细胞沉淀，用适量PBS重

悬后再次以上述条件离心，弃上清，加入含有体积分数为

10%胎牛血清的DMEM/F12培养基，接种于10 cm培养皿，

细胞浓度为1×10
9
 L

-1，置于37 ℃、体积分数为5%CO2饱

和湿度培养箱中，48 h后换液，观察细胞生长至80%时，

加入0.25%胰酶消化后按1∶3传代培养，培养至第3代留取

后续实验使用。 

1.4.2  人脂肪干细胞外泌体的提取  取第3代人脂肪干细

胞，首先用含有体积分数为10%胎牛血清的DMEM/F12培

养基培养，待其生长至80%以上时换用无血清的基础培养

基，继续在37 ℃，体积分数为5% CO2的恒温温箱中培养

24 h；收集上清至离心管中，0.22 μm的过滤器过滤后转移

到100 ku的超滤浓缩离心管中，4 ℃条件下以4 000×g离
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心40 min，得到富含外泌体的浓缩液，置于-80 ℃冰箱中

储存备用。 

1.4.3  人脂肪干细胞及外泌体冻干及再水化  

人脂肪干细胞冻干及再水化：将人脂肪干细胞消化离

心，细胞沉淀与0.8 mol/L海藻糖水溶液以体积比1∶3制成

细胞悬液，于37 ℃孵育6 h，细胞悬液与冻干保护剂(20%

人血白蛋白)等体积混匀，37 ℃平衡30 min，置于冻存盒

中于-80 ℃预冻24 h然后置于冻干机处理。冻干机冷阱温

度-50 ℃，真空压力小于20 Pa，冷冻干燥处理24 h，储

存于4 ℃冰箱。再水化用温度为37 ℃的6%羟乙基淀粉溶

液快速振荡溶解冻干粉[35]。 

外泌体冻干及再水化：外泌体溶液与海藻糖溶液等体

积混匀，使海藻糖终浓度为10%，37 ℃平衡30 min，于

-80℃预冻12 h后置于冻干机处理。冻干机冷阱温度

-50 ℃，真空压力小于20 Pa，冷冻干燥处理24 h，储存

于4 ℃冰箱。再水化用温度为37 ℃的6%羟乙基淀粉溶液

快速振荡溶解冻干粉。 

1.4.4  人脂肪干细胞冻干粉形态学  将冻存脂肪干细胞

复苏、脂肪干细胞冻干粉再水化，显微镜下观察两组细胞

数量及形态学差异。 

1.4.5  外泌体冻干粉检测 

外泌体冻干粉BCA蛋白检测：将外泌体分为等量2组，

一组经冻干再水化，另一组常规冻存复苏，进行BCA蛋白

含量检测，探索外泌体蛋白含量差异。 

外泌体冻干粉NTA检测：将外泌体与外泌体冻干粉分

别制成1 mL合适浓度溶液，利用Nanosight(NTA) NS300

颗粒粒度分析仪检测外泌体样粉，将样品注入样粉槽，注

满为止，调整软件参数使视频清晰，点开软件中的RUN键，

收集数据。 

1.4.6  人脂肪干细胞及外泌体冻干粉安全性检测   

血管刺激性实验：取2 kg雄性家兔18只，随机分成6

组，每组3只，分别为外泌体冻干粉(100 μg)组、外泌体 

(100 μg)组、人脂肪干细胞冻干粉(5×10
5
)组、人脂肪干细

胞(5×10
5
)组、生理盐水组、BSA阳性对照组(5 mg BSA)(以

下实验分组相同、剂量相同)。外泌体冻干粉、人脂肪干细

胞冻干粉进行再水化(方法同1.4.3脂肪干细胞再水化以及

外泌体再水化)，然后以生理盐水稀释至10 mL；外泌体、

人脂肪干细胞直接以生理盐水稀释。兔两侧耳静脉滴注给

药10 mL，1次/d，连续3 d，观察注射处附近有无红肿、血

痂等。于末次给药24 h后将兔放血处死，取双耳，用40 g/L

多聚甲醛溶液浸泡12 h，距注射部位近心端1 cm处，解剖

取出静脉血管组织，纵向做病理切片，苏木精-伊红染色。     

家兔血管过敏性评价标准为：0级，给药部位无明显反

应；1级，给药部位静脉血管轻度瘀血、红肿；2级，给药

部位静脉血管中度瘀血、红肿；3级，给药部位静脉血管重

度瘀血，周围组织严重红肿。 

病理学检查指标：静脉血管内皮细胞的完整度，有无

充血、变性、坏死改变，基底膜是否完整，管壁及管周组

织的完整情况等。 

肌肉刺激性实验：取2 kg雄性家兔18只，随机分成6

组，每组3只，分别为外泌体冻干粉组、外泌体组、人脂肪

干细胞冻干粉组、人脂肪干细胞组、生理盐水组、BSA阳

性对照组。兔两侧股四头肌注射给药1 mL，1次/d，连续   

3 d，最后1次给药24 h后大体观察注射部位及附近肌肉情

况，再剪取肌肉组织(离注射点1 cm)做病理切片苏木精-伊

红染色。肌肉刺激反应分级标准：0级，无明显变化；1级，

轻度充血，范围在0.5 cm×1.0 cm以下；2级，中度充血，

范围在0.5 cm×1.0 cm以上；3级，重度充血伴有肌肉变性；

4级，出现坏死，有褐色变性；5级，出现广泛性坏死。 

体外溶血实验：取2 kg雄性家兔1只，饲养3 d后，颈

总动脉取血(约20 mL)，用缠有脱脂棉的木棒不断搅动血

液，除去纤维蛋白原，使之成为脱纤血液，加入生理盐水

约10倍量，摇匀，离心(1 500 r/min，15 min)，除去上清

液，沉淀的红细胞用生理盐水按上述方法洗涤2次，至上清

液不显红色为止。将所得红细胞用生理盐水配成体积分数

为2%的混悬液，分为每管2.5 mL。将外泌体冻干粉、外泌

体、人脂肪干细胞冻干粉、人脂肪干细胞、生理盐水、蒸

馏水分别加入到试管中，37 ℃温育，大体观察溶血与红细

胞凝聚现象，3 h后离心(1 500 r/min，15 min)，细胞沉淀

重悬计数红细胞数，取上清液于545 nm下测定吸光度值。 

主动全身过敏实验：取雄性SD大鼠36只(200 g)，随

机分为12组，每组3只，分别为外泌体冻干粉高剂量(300 μg)

组、外泌体冻干粉低剂量(100 μg)组、外泌体高剂量(300 μg)

组、外泌体低剂量 (100 μg)组、人脂肪干细胞高剂量

(1.5×10
6
)组、人脂肪干细胞低剂量(5×10

5
)组、人脂肪干细

胞冻干粉高剂量组(1.5×10
6
)、人脂肪干细胞冻干粉低剂量

(5×10
5
)组、生理盐水组、BSA阳性对照组(1 mg)、BSA阳

性对照组(5 mg)、BSA阳性对照组(2.5 mg)
[44]。各组受试

物与弗氏完全佐剂等体积混为悬浊液。致敏：隔日腹腔注

射各组悬浊液1 mL，共3次。激发：首次注射后的第14天，

每组取1只大鼠，静脉注射各组受试液1 mL，观察半小时

内大鼠的表现[44]。表现：-无症状；+不安、哆嗦、搔鼻、

喷嚏、排尿、呼吸急促等；++除上述症状外，呼吸困难和

运动障碍；+++除上述症状外，呼吸衰竭直至痉挛，但可

恢复；++++死亡。 

皮肤被动过敏实验：取雄性SD大鼠36只(200 g)，随

机分为12组(同上段分组，每组3只)，各组受试物与弗氏完

全佐剂等体积混为悬浊液。致敏：隔日腹腔注射各组悬浊

液1 mL，共3次。首次致敏14 d后采血，制备抗血清。取

雄性SD大鼠12只，将各组抗血清原液在动物背部脊柱两侧

脱毛区皮内注射0.1 mL/点，2 d后各组动物进行抗原攻击：

尾静脉注射1 mL(0.5 mL抗原+0.5 mL 10%伊文斯蓝溶液) 

激发抗原，30 min后将动物处死，取背部皮肤，拍照并测

量皮肤内侧的蓝色反应斑直径。 



李洪超，金银鹏，王皙，李莉，傅青春. 人脂肪干细胞及外泌体冻干粉的安全性[J]. 

中国组织工程研究，2018，22(29):4593-4600. DOI:10.3969/j.issn.2095-4344.0994 

 ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 4596 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图注：图 A，B 为人脂肪干细胞冻干粉再水

化后培养 0 h的细胞形态；C，D为人脂肪

干细胞冻干粉再水化后培养 24 h后的细胞

形态；E，F为常规冻存人脂肪干细胞复苏

后培养 0 h的细胞形态；G，H为常规冻存

人脂肪干细胞复苏后培养 24 h 的细胞形

态，呈梭形紧密生长。 

 

图 1  冻存人脂肪干细胞复苏后、人脂肪干细胞冻干粉再水化后的细胞形态 

Figure 1  Morphology of cryopreserved human adipose-derived stem cells after resuscitation and freeze-dried powder of human 

adipose-derived stem cells after rehydration 

图 2  冻存外泌体及外泌体冻干粉的 BCA 蛋白含量比较 

Figure 2  BCA detection of cryopreserved exosomes and freeze-dried exosomes 

图注：图中 A 为冻存外泌体及外泌体冻干粉的 BCA吸光度值比较，每组样品初始外泌体等量；B 为冻存外泌体及外泌体冻干粉的 BCA吸光度

值统计图；C为外泌体冻干粉与外泌体冻存液在不同储存时间所测的 BCA蛋白含量。 

图 3  外泌体及外泌体冻干粉的

NTA 粒径分布 

Figure 3  The size distribution 

of exosomes and freeze-dried 

exosomes 

图注：图中 A-C为外泌体的 NTA

数据；D-F为外泌体冻干粉再水

化的 NTA 数据。 

图 4  各组家兔血管组织横断面苏木精-伊红染色

(×100)  

Figure 4  Hematoxylin-eosin staining of the 

cross-section of the rabbit ear vein (×100) 

图注：图片 A-F 依次为外泌体冻干粉组、外泌体

组、人脂肪干细胞冻干粉组、人脂肪干细胞组、生

理盐水组、BSA 阳性对照组，该实验说明外泌体

冻干粉、外泌体、人脂肪干细胞冻干粉、人脂肪干

细胞均无明显血管刺激性。箭头所示为兔耳缘静

脉。 
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1.4.7  成纤维细胞增殖曲线  将人成纤维细胞以2 000/孔

接种到96孔板，分为人脂肪干细胞外泌体组、人脂肪干细

胞外泌体冻干粉组、PBS对照组。培养24 h后分别加入人

脂肪干细胞外泌体、人脂肪干细胞外泌体冻干粉、PBS，

使终质量浓度为10 mg/L，分别于6，24，48，72，96 h

加入10 μL CCK8，37 ℃孵育1 h，使用多功能酶标仪检测

450 nm吸光度值。 

1.5  主要观察指标  ①冻干技术与常规冻存方法保存脂

肪干细胞外泌体的形态学差异；②外泌体冻干粉用于机体

注射的安全性。 

 

2  结果  Results  

2.1  冻存人脂肪干细胞及人脂肪干细胞冻干粉的形态  

见图1。普通冻存的人脂肪干细胞复苏时，细胞饱满、呈圆

球形，37 ℃培养24 h后呈梭形贴壁生长。与普通冻存相比，

冻干再水化人脂肪干细胞形态较不规则，数量较少，部分 

图 5  各组家兔肌肉组织苏木精-伊红染色(×100) 

Figure 5  Hematoxylin-eosin staining of the 

rabbit muscle tissues (×100) 

图注：图片 A-F依次为外泌体冻干粉组、外泌体

组、人脂肪干细胞冻干粉组、人脂肪干细胞组、生

理盐水组、BSA 阳性对照组，由图可见外泌体冻

干粉、外泌体、人脂肪干细胞冻干粉、人脂肪干细

胞均无明显肌肉刺激性。 

图 6  各组体外溶血性实验数据 

Figure 6  Results of the hemolytic test in each group 

图注：图中 A 为大体观察结果，各试管依次为外泌体冻干粉组(1)、外泌体组(2)、人脂肪干细胞冻干粉组(3)、人脂肪干细胞组(4)、生理盐水组

(5)、蒸馏水组(6)；B 为离心后各组上清的 545 nm 吸光度值，每组 3个样品；C为细胞沉淀重悬后红细胞计数。 

图 7  各组大鼠被动皮肤过敏性实验 

Figure 7  Passive cutaneous anaphylaxis test in rats 

图注：图中 A-L分别为外泌体冻干粉高、低剂量组，外泌体冻存液高、低剂量组，人脂肪干细胞高、低剂量组，人脂肪干细胞冻干粉高、低剂

量组，生理盐水组(阴性对照)，BSA 阳性对照组(1 mg)、BSA 阳性对照组(2.5 mg)、BSA 阳性对照组(5 mg)，尺子所测量为皮肤内最大蓝斑的

最大直径。 
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细胞成为碎片。培养24 h，冻干再水化人脂肪干细胞均不

贴壁，丧失细胞活性。 

2.2  冻存外泌体及外泌体冻干粉的BCA蛋白含量比较  

图2A所示，外泌体冻干粉的562 nm吸光度值均略高于冻存

外泌体，即蛋白测得量较高，考虑为外泌体在冻干过程中

有部分外泌体双分子膜破碎，导致其中蛋白溢出，蛋白测

得值升高。图2B为外泌体与外泌体冻干粉的BCA蛋白含量

统计图，两组562 nm吸光度值差异无显著性意义。图2C

为外泌体的蛋白含量变化，可以看出外泌体冻干粉的蛋白

含量随时间延长减少不显著，而外泌体冻存液蛋白含量随

时间变化大幅度下降，考虑为外泌体蛋白裂解所致。 

2.3  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉大小分布  由图3可

见，外泌体的粒径多集中在130 nm左右，外泌体冻干粉的

粒径多集中在150 nm左右。外泌体冻干粉的粒径较外泌体

稍大，考虑为外泌体双分子膜在冻干的过程中可能丧失部

分弹性，导致膜松弛，粒径变大。 

2.4  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉血管刺激实验结果  

见图4。外泌体冻干粉组、外泌体组、人脂肪干细胞冻干粉

组、人脂肪干细胞组与阴性对照生理盐水组给药部位均无

明显反应，肉眼评价均为0级。从病理结果可以看出，外泌

体冻干粉组、外泌体组、人脂肪干细胞冻干粉组、人脂肪

干细胞组、生理盐水组以及BSA阳性对照组内皮完整，均

无明显充血、变性、坏死等。BSA阳性对照组无明显充血、

变性等改变可能因为该浓度的BSA血管刺激性不强。该实

验可说明外泌体冻干粉、外泌体、人脂肪干细胞冻干粉、

人脂肪干细胞均无明显血管刺激性。 

2.5  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉肌肉刺激实验结果  

见图5。外泌体冻干粉组、外泌体组、人脂肪干细胞冻干

粉组、人脂肪干细胞组与阴性对照生理盐水组内皮均完整，

均无充血、变性、坏死等，评为0级，BSA阳性对照组有中

度充血，评为2级。该实验说明外泌体冻干粉、外泌体、人

脂肪干细胞冻干粉、人脂肪干细胞均无肌肉刺激性。 

2.6  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉体外溶血实验结果  

由图6A可见，前5管上清清亮，细胞沉淀较多，第6管上清

红染，沉淀较少，说明蒸馏水组有明显溶血现象，其他各

组溶血均不明显。各组离心后取上清测545 nm吸光度值，

蒸馏水阳性组吸光度值较高，有明显溶血，其他组吸光度

值均较低，溶血不明显(图6B)。细胞沉淀重悬后显微镜下

进行红细胞计数，蒸馏水阳性组红细胞最少，其他组红细

胞均明显高于蒸馏水组(图6C)。以上结果均提示，外泌体、

外泌体冻干粉、人脂肪干细胞、人脂肪干细胞冻干粉均不

会造成大规模溶血。 

2.7  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉主动全身过敏实验结

果  如表1所示，外泌体冻干粉高、低剂量组，外泌体冻存

液高、低剂量组，人脂肪干细胞高、低剂量组，人脂肪干

细胞冻干粉高、低剂量组，生理盐水组(阴性对照)均呈阴性，

BSA(1.0，2.5，5.0 mg)阳性对照组呈阳性。外泌体、外泌

体冻干粉、人脂肪干细胞、人脂肪干细胞冻干粉主动全身

过敏实验均呈阴性，未引起Ⅰ型超敏反应，安全性可靠。 

2.8  人脂肪干细胞外泌体及冻干粉被动皮肤过敏实验结

果  如图7所示，外泌体冻干粉高、低剂量组，外泌体高、

低剂量组，人脂肪干细胞高、低剂量组，人脂肪干细胞冻

干粉高、低剂量组，生理盐水组的皮肤蓝斑最大直径分别

为4，3，2，4，3，2，3，4，2，10，15，25 mm，均小

于BSA(1.0，2.5，5.0 mg)阳性对照组，说明外泌体、外泌

体冻干粉、人脂肪干细胞、人脂肪干细胞冻干粉主动全身

过敏实验均呈阴性，不会引起明显皮肤反应。 

2.9  人成纤维细胞的增殖曲线   图8为成纤维细胞的

CCK8生长曲线，外泌体组、外泌体冻干粉组、PBS对照

组成纤维细胞生长速率依次降低，说明外泌体经冻干处理

之后，促细胞增殖活性有所降低，但仍具有一定活性。 

 

3  讨论  Discussion 

随着干细胞外泌体研究的深入，外泌体的稳定储存也

成了亟待解决的技术问题。目前外泌体多于-80 ℃条件下

保存，但随着保存时间的延长，大部分外泌体会逐渐破碎，

活性大幅度下降，严重影响实验及临床应用，因此寻求一

种新的稳定的外泌体保存方式尤为重要。冻干粉作为一种

粉剂，可长时间保存且稳定性可靠[45]。该研究将冻干技术

表 1  各组大鼠主动全身过敏性实验结果 

Table 1  Results of the active systemic anaphylactic test in rats     

大鼠 A B C D E F G H I J K L 

1 - - - - - - - - - ++ +++ ++++ 

2 - - - - - - - - - ++ ++ ++++ 

3 - - - - - - - - - ++ +++ ++++ 

 表注：A-L 分别为外泌体冻干粉高、低剂量组，外泌体冻存液高、低剂量组，

人脂肪干细胞高、低剂量组，人脂肪干细胞冻干粉高、低剂量组，生理盐水组(阴

性对照)，BSA 阳性对照组(1 mg)、BSA 阳性对照组(2.5 mg)、BSA 阳性对照

组(5 mg)，每组 3只大鼠。 
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图 8  各组成纤维细胞 CCK8 增殖曲线 

Figure 8  Cell counting kit-8 proliferation curve of fibroblasts in 

each group 

图注：外泌体组、外泌体冻干粉组、PBS 对照组成纤维细胞生长速率

依次降低，说明外泌体经冻干处理之后，促细胞增殖活性有所降低，

但仍具有一定活性。 
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应用于脂肪干细胞及外泌体，并对脂肪干细胞及外泌体冻

干前后的形态、数量以及安全性进行了探索。 

实验观察了冻干技术用于脂肪干细胞的效果。有研究

将冻干技术应用于红细胞的保存，发现在海藻及人血白蛋

白的保护下，人红细胞在冻干及再水化后大部分仍可保持

膜完整性[35]。该研究将红细胞冻干再水化条件用于脂肪干

细胞的保存，探索脂肪干细胞冻干的效果。结果显示，在

海藻糖及人血白蛋白的保护下，脂肪干细胞经冻干再水化

过程后，细胞部分破碎，但仍有部分细胞具有细胞结构，

形态大小不规则，胞体欠丰满。经常规培养过夜之后，冻

干再水化细胞均无贴壁现象。说明该条件下，脂肪干细胞

经冻干再水化之后，虽可保持细胞形态，但丧失细胞活性，

不适于细胞储存。 

外泌体表面及囊泡内富含大量蛋白质及RNA等物质，

并通过这些蛋白及RNA发挥生物学效应，实验室可通过蛋

白质含量检测外泌体的含量[46-48]。外泌体及外泌体冻干粉

的BCA蛋白检测结果显示，同等数量外泌体经冻干保存比

常规冻存蛋白含量测得值高。BCA所测外泌体蛋白含量为

外泌体表面所暴露的蛋白。冻干保存蛋白测得值较高，疑

为外泌体经冻干再水化处理之后，部分破裂，致囊泡内蛋

白溢出，使BCA测得值升高。NTA结果显示外泌体经冻干

再水化之后粒径稍大，但直径仍在50-200 nm之内，考虑

为外泌体受冻干再水化影响，磷脂双分子膜原有结构及弹

性丧失，致使外泌体形态不规则，较冻干前体积增大，但

囊泡仍完整未破碎。以上结果均提示就短期保存来讲，冻

干技术略逊于常规冻存技术，但仍有应用潜力。该研究增

加保存时间对两种方法进行探索，分别于0，2，4，6，8，

10，12个月7个时间点对外泌体冻干粉及外泌体冻存液进

行BCA蛋白含量测定，发现冻干技术储存的外泌体蛋白测

得量恒定，而常规冻存储存的外泌体从2个月开始蛋白测得

量逐渐下降，考虑为蛋白降解所致。外泌体的生物效能主

要基于外泌体中蛋白及RNA的作用，冻干处理后，外泌体

蛋白并无大量降解，生物效能仍然存在。CCK8细胞增殖

实验结果表明，外泌体经冻干再水化处理之后，生物效能

虽有部分降低，但仍可促进成纤维细胞增殖。综合来看，

外泌体冻干技术更适于长期保存。 

由于冻干再水化过程加入海藻糖、羟乙基淀粉等物质，

且外泌体经冻干再水化之后部分破碎，形态也有变化，所

以外泌体经冻干之后的安全性需要评估。该研究对外泌体

冻干粉、外泌体、脂肪干细胞冻干粉、脂肪干细胞分别进

行了血管刺激性实验、肌肉刺激性实验、溶血性实验、主

动全身过敏性实验、被动皮肤过敏性实验。结果显示，外

泌体冻干粉、外泌体、脂肪干细胞冻干粉、脂肪干细胞均

未引起阳性反应。脂肪干细胞及外泌体免疫原性低，不易

引起免疫排斥反应，经冻干之后，脂肪干细胞及外泌体冻

干粉的免疫原性未发现有升高现象。外泌体冻干粉、外泌

体、脂肪干细胞冻干粉、脂肪干细胞均无血管、肌肉刺激

性，不会引起溶血，可用于机体注射，主动全身过敏实验、

被动皮肤过敏实验阴性说明未引起Ⅰ型超敏反应，免疫原

性低，安全性可靠。 

实验所得外泌体冻干粉虽可引起外泌体部分破碎，形

态也发生变化，但仍可保持大量外泌体的完整性，可长期

保存，安全可靠，说明外泌体冻干技术有进一步探索利用

的价值，或可通过改变冻干预处理条件达到更好的效果。 
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