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文题释义： 
外泌体：外泌体是由多种细胞分泌的，存在于几乎所有体液中的，具有膜结构的囊泡。外泌体外形呈杯状，

直径为 30-100 nm，密度为 1.13-1.19 g/mL。外泌体具有分泌细胞的特性，其储存简单，能在 4 ℃条件下保

存较长时间。 
 
摘要 
背景：脂肪间充质干细胞是重要的种子细胞之一，可通过较简单的方法大量提取，但其储存条件较苛刻，运

输不便，临床应用较困难。外泌体可由脂肪间充质干细胞分泌，其结构稳定，不易分解，为脂肪间充质干细

胞在临床应用提供了新的可能性。 
目的：提取人脂肪间充质干细胞，鉴定脂肪间充质干细胞，诱导脂肪间充质干细胞多向分化，提取脂肪间充

质干细胞来源的外泌体，鉴定脂肪间充质干细胞来源的外泌体。 
方法：收集青岛大学附属医院医学美容中心的正常成年女性行吸脂术后腹部浅层皮下脂肪组织，用酶消化法

分离提取脂肪间充质干细胞进行原代培养，用细胞贴壁法纯化，胰酶消化传代。选取第 3 代细胞分别行流式

细胞学鉴定，成脂肪细胞诱导与鉴定；成骨细胞诱导与鉴定。取第 3-6 代脂肪间充质干细胞，收集细胞上清

液，差速离心法提取外泌体，BCA 法测定蛋白浓度，透射电镜观察外泌体形态，粒度仪测外泌体直径分布，

免疫磁珠法和流式细胞学鉴定。 
结果与结论：①脂肪间充质干细胞形态为长梭形，形似成纤维细胞，排列紧密时呈巢状；②流式细胞学检测

显示 CD29，CD44，CD90 及 CD105 均为阳性表达，CD34 和 CD45 为阴性表达；③成骨细胞诱导至第 9
天碱性磷酸酶染色为蓝紫色，诱导至 21 d 时，茜素红 S 染色可见细胞外基质内出现红色钙结节；④成脂肪细

胞诱导 14 d 后油红 O 染色呈橘红色；⑤透射电镜显示外泌体结构为杯状，直径为(81.225±22.226) nm，有膜结

构。蛋白浓度约为 1.5 g/L，直径分布集中于 70-100 nm，外泌体流式细胞学显示 CD9，CD29，CD44，CD63，
CD90 和 CD105 为阳性表达，CD34 和 CD45 为阴性表达；⑥结果证实，人脂肪间充质干细胞来源的外泌体

能通过超速离心法顺利提取，并通过透射电子显微镜、免疫磁珠法和流式细胞学检测相结合的方法成功鉴定。 
关键词： 
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Isolation and identification of exosomes from human adipose-derived mesenchymal 
stem cells   
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外泌体来源： 
脂肪间充质干细胞
的外泌体 

提取方法： 
超速离心法 

 

外泌体鉴定： 
(1)透射电子显微镜； 
(2)免疫磁珠法； 
(3)流式细胞学检测。 

人脂肪间充质干细胞来源外泌体的鉴定 
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Abstract 
BACKGROUND: Adipose-derived mesenchymal stem cells as one of the important seed cells can be extracted in large quantities by simple 
methods. However, clinical application of the cells is limited by rigorous storage conditions and inconvenient transportation. Exosomes can be 
secreted by adipose-derived mesenchymal stem cells, whose structure is stable and difficult to decompose, providing new possibilities for 
clinical application of adipose-derived mesenchymal stem cells. 
OBJECTIVE: To isolate and identify human adipose-derived mesenchymal stem cells and induce multidirectional differentiation of the cells as 
well as to isolate and identify the exosomes from adipose-derived mesenchymal stem cells. 
METHODS: Adipose-derived mesenchymal stem cells were isolated from superficial abdominal subcutaneous adipose tissue of normal adult 
women after liposuction. The cells were purified by cell adherence method. The cells were digested and passaged by trypsin. The third 
generation cells were identified by flow cytometry, followed by adipocyte induction and identification as well as osteoblast induction and 
identification. Adipose-derived mesenchymal stem cells of the 3rd to 6th generations were collected. The exosomes were extracted from cell 
supernatant by differential centrifugation. The protein concentration was measured by BCA. The morphology of the exosomes was observed 
by transmission electron microscopy. The diameter distribution of the exosomes was measured by particle size analyzer. The exosomes were 
identified by immunomagnetic beads and flow cytometry. 
RESULTS AND CONCLUSION: Adipose-derived mesenchymal stem cells were long spindle-shaped, fibroblasts-like, when arranged tightly. 
Flow cytometry showed that adipose-derived mesenchymal stem cells were positive for CD29, CD44, CD90 and CD105, but negative for 
CD34 and CD45. Alkaline phosphatase staining was blue-purple on the 9th day after induction of osteoblasts. Alizarin red S staining showed 
red calcium nodules in the extracellular matrix on the 21st day after induction. Oil red O staining was orange on the 14th day after induction of 
adipocytes. Under the transmission electron microscope the exosome was cup-shaped with a diameter of (81.225±22.226) nm and had a 
membrane structure. The protein concentration was about 1.5 g/L and the diameter distribution ws concentrated in 70-100 nm. Flow 
cytometry showed that the exosomes were positive for CD9, CD29, CD44, CD63, CD90 and CD105, but negative for CD34 and CD45. To 
conclude, the exosomes derived from adipose-derived mesenchymal stem cells can be successfully extracted by ultracentrifugation and 
identified by transmission electron microscopy, immunomagnetic beads and flow cytometry. 
Key words: adipose-derived mesenchymal stem cells; exosomes; adipogenic induction; osteogenic induction; cell identification; 
immunomagnetic beads; flow cytometry 
Funding: the Natural Science Foundation of Shandong Province, No. XR2017MH083 (to WZG); the Shandong Provincial Key Research and 
Development Foundation, No. 2018GSF118150 (to XQC) 
 

0  引言  Introduction 
间充质干细胞是一种具自我更新和多向分化潜能的细

胞[1-2]，其遗传信息稳定，是常用的种子细胞。常见的间充

质干细胞有脂肪间充质干细胞、骨髓间充质干细胞、脐带

间充质干细胞、牙龈间充质干细胞等。与其他间充质干细

胞的来源相比，脂肪组织是来源丰富、可消耗且容易获得

的组织[3]，因此，脂肪间充质干细胞逐渐成为干细胞研究的

新宠，对脂肪间充质干细胞的研究也越来越多。脂肪间充

质干细胞储存条件苛刻，运输不便，移植至生物体内存活

率较低，临床应用困难。外泌体是由多种细胞分泌 的[4]，

存在于几乎所有体液中[5]，具有膜结构的囊泡。外泌体外形

呈杯状，直径为30-100 nm[5]，密度为1.13-1.19 g/mL[6]。

外泌体具有分泌细胞的特性，其储存简单，能在4 ℃条件

下保存较长时间，运输方便，免疫原性较脂肪间充质干细

胞低，为脂肪间充质干细胞在临床的应用提供了新的方

向。 
因此，实验进行人脂肪间充质干细胞来源的外泌体的提

取与鉴定，为后续外泌体在临床上的应用提供实验基础。 
 
1  材料和方法  Materials and methods 
1.1  设计  细胞学实验。 
1.2  时间及地点  于2017年11月至2018年12月在青岛大

学附属医院中心实验室完成。 
1.3  材料 

人脂肪组织：实验所用脂肪组织取自青岛大学附属医

院医学美容中心5位行吸脂术的患者，女性，年龄18-45
岁，无基础疾病，无烟酒不良嗜好，无传染病，无影响脂

肪代谢药物服用史。 
1.4  实验方法  
1.4.1  人脂肪间充质干细胞的培养及鉴定   
 
 
 
 
 
 
 

 
 
取吸脂术后脂肪25 mL，用含青霉素-链霉素双抗的

PBS冲洗3遍，去除肉眼可见的筋膜及红细胞后，加入等

体积0.075%Ⅰ型胶原酶[7-11]，在37 ℃、150 r/min的条件

下消化30-45 min，加入等体积含体积分数10%胎牛血清

的DMEM/F12培养基终止消化，15 000 r/min离心10 
min[12]，去除上层油脂及中层清液，用5 mL红细胞裂解液

重悬，室温静置5 min，1 000 r/min离心5 min[13-14]，去除

上清液，用含体积分数15%胎牛血清的低糖DMEM培养基

重悬， 70 μm细胞筛网过滤后，移入培养皿行原代培

养，每隔两三天换液，细胞浓度融合生长至80%-90%
时，用体积分数0.25%胰蛋白酶消化后按1∶2传代培养。 

取第3代细胞，使用PBS冲洗3次后，体积分数0.25%
胰蛋白酶消化后，用700 μL的PBS配置成细胞浓度为1× 
106 L-1的细胞悬液，分别向7支1 mL离心管内加入100 μL
细胞悬液，依次加入PE-anti-human CD29，FITC-anti- 

人脂肪间充质干细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 青岛大学附属医院医学美容中心 5 例行吸脂术的患者 

细胞培养基： DMEM/F12 和低糖 DMEM 培养基 

添加材料： 体积分数 10%胎牛血清 

细胞传代： 每隔两三天换液，细胞浓度融合生长至 80%-90%时，用体积分

数 0.25%胰蛋白酶消化后按 1∶2 传代培养 

细胞鉴定： 流式细胞学检测鉴定脂肪间充质干细胞 
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human CD34，488-anti-human CD44，PE-anti-human 
CD45，PE-anti-human CD90，488-anti-human CD105和
PBS各5 μL，室温避光孵化30 min，1 000 r/min离心     
5 min，去除上清液，200 μL的PBS重悬，1000 r/min离心

5 min，去除上清液，洗涤3次后，200 μL的PBS重悬，等

待上机检测。数据用FlowJo Software 7.6.1软件分析。 
1.4.2  成骨细胞诱导  取第3代细胞，细胞融合生长至

80%-90%时，更换成骨细胞诱导培养基，以仅用完全培

养基培养的细胞为空白对照，分别于第0，1，4，7，14，
21天观察细胞形态。诱导至第9天行碱性磷酸酶染色[15]，

诱导至第21天行茜素红S染色[16]，显微镜观察并记录。 
1.4.3  成脂肪细胞诱导  取第3代细胞，细胞融合生长至

80%-90%时，更换成脂肪细胞诱导培养基，每隔3 d换
液，以仅用完全培养基培养的细胞为空白对照，分别于第

0，1，4，7，14天观察细胞形态。诱导至第14天油红O
染色[17]，显微镜观察并记录。 
1.4.4  外泌体的收集  取3-6代细胞，细胞融合生长至

80-90%时，换无血清培养基培养24-48 h，收集细胞上

清液。收集的细胞上清液保存于-80 ℃冰箱等待超速离

心。 
1.4.5  外泌体的提取   将收集的上清液，300×g离心   
10 min，去除死细胞和大的细胞碎片，2 000×g离心     
10 min[18]，去除死细胞和细胞碎片，10 000×g /min离心  
30 min去除细胞碎片较大的囊泡，0.22 μm针头滤器过 
滤[19]，去除微泡及可能存在的凋亡小体。用20 mL空针将

上清液转移至超速离心管中，106×g离心70 min，去除上

清液，收集沉淀，得到粗提取的外泌体，106×g离心   
70 min，去除上清液，用100 μL PBS溶解沉淀，得到较

纯的外泌体。一共超速离心750 mL上清液，以上操作均

在4 ℃，无菌条件下进行。 
1.4.6  外泌体浓度测定及形态学观察  取5 μL外泌体溶

液，用BCA法测外泌体的蛋白浓度[18]；取1滴外泌体滴于铜

网上，体积分数1%磷钨酸负染[20]，室温干燥后，用透射电

子显微镜观察外泌体外形及检测外泌体直径[21]；取20 μL外
泌体溶液，用PBS稀释至200 μL，用粒度仪检测直径分

布。 
1.4.7  外泌体的流式细胞学检测  旋涡30 s重悬CD81标
记的磁珠，取40 μL磁珠到1 mL离心管中，加入400 μL 
PBS清洗磁珠，混合均匀，将离心管放在磁力架上1 min，
弃去上清液；用60 μL的PBS重悬磁珠，加入40 μL外泌体

溶液(一共100 μL)，在2-8 ℃条件下孵育过夜(18-22 h)；
第2天，将离心管离心3-5 s，收集管底沉淀；加入300 μL 
PBS清洗磁珠结合的外泌体，混合均匀，将离心管放在磁

力架上1 min，弃去上清液；重复清洗磁珠结合的外泌体1
次，800 μL PBS重悬；分别向8支1 mL离心管加入100 μL
悬液，依次加入PE-anti-human CD9，PE-anti-human 
CD29，FITC-anti-human CD34，488-anti-human CD44，

PE-anti-human CD45，PE-anti-human CD63，PE-anti- 
human CD90，488-anti-human CD105和PBS各10 μL，
室温避光孵化40 min后，将离心管放在磁力架上1 min，
弃去上清液；加入400 μL PBS清洗磁珠结合的外泌体2
次，用100 μL PBS重悬，等待上机检测。数据用FlowJo 
Software 7.6.1软件分析。 
1.5  主要观察指标  人脂肪间充质干细胞的形态、表面

标志物、多向分化的能力、电子显微镜下外泌体的形态和

直径、外泌体的直径分布、外泌体特异性标志物。 
 

2  结果  Results  
2.1  脂肪间充质干细胞的形态学观察  脂肪间充质干细

胞培养24-48 h后贴壁，待5-7 d融合生长至80-90%，原

代细胞形态呈梭形、圆形、多边形，大小不一。传代至第

5代细胞形态变为长梭形，形似成纤维细胞，单层贴壁，

排列紧密时呈巢状生长。见图1。 
2.2  脂肪间充质干细胞的流式细胞学检测   CD29，
CD44，CD90及CD105均为阳性表达，阳性率分别为

99.7%，88.9%，96.1%及83.4%，CD34及CD45为阴性

表达，阴性率分别为98.7%和92.5%，见图2。 
2.3  成骨诱导细胞形态  成骨细胞诱导至4天时细胞开始

变大，形态变为立方形。诱导至第9天，碱性磷酸酶染色

为蓝紫色，见图3。诱导至第21天，细胞呈复层生长，结

构不清，茜素红S染色可见细胞外基质内出现红色钙结

节，见图4。 
2.4  成脂诱导细胞形态  成脂肪细胞诱导4天细胞胞浆内

开始出现透光性良好的小空泡，随着诱导时间的延长而增

加，诱导至14天时出现大量透光性良好的大小不等的空

泡，油红O染色为橘红色，见图5。 
2.5  外泌体的形态学观察  外泌体外形为杯状，有膜结

构，直径为(81.225±22.226) nm，见图6，BCA蛋白浓度

测定结果为1.5 g/L，粒度仪鉴定其直径集中分布在70-   
100 nm，见图7。 
2.6  外泌体的流式细胞学鉴定  CD9，CD29，CD44，
CD63，CD90及CD105均为阳性表达，阳性率分别为

99.5%，100%，99.8%，95.6%，100%及99.9%，CD34
及CD45为阴性表达，阴性率分别为97.6%和82.5%。见

图8。 
 
3  讨论  Discussion 

人间充质干细胞的特征在于其黏附性生长[22]，自有研

究从吸脂后脂肪组织内成功分离出脂肪组织提取细胞，并

证明其具有间充质干细胞的特性后[7，23]，因脂肪间充质干

细胞相较于其他间充质干细胞具有来源广泛、取材简易、

创伤较小等优点逐渐成为干细胞研究的重点。人体内含有

丰富的脂肪组织，可以为干细胞研究提供充足的实验原

料。脂肪组织能提供的干细胞数量也比其他组织更高，1 g 
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图注：细胞形态变为长梭形，形似成纤维细胞，单层贴壁，排列紧密

时呈巢状。 
图 1  第 5 代人脂肪间充质干细胞的形态(×40) 
Figure 1  Morphology of the fifth generation human 
adipose-derived mesenchymal stem cells (×40) 

 

图注：图中 CD29，CD44，CD90 及 CD105 均为阳性表达，CD34
及 CD45 为阴性表达。 
图 2  人脂肪间充质干细胞流式细胞学鉴定结果 
Figure 2  Flow cytometry identification of human adipose-derived 
mesenchymal stem cells 

 

图注：人脂肪间充质干细胞成骨诱导 9 d，碱性磷酸酶染色呈蓝紫色。 
图 3  人脂肪间充质干细胞碱性磷酸酶染色形态(×200) 
Figure 3  Alkaline phosphatase staining of human adipose-derived 
mesenchymal stem cells (×200) 

 

图注：人脂肪间充质干细胞成骨诱导至第 21 天，可见细胞外基质内

出现红色钙结节，箭头所示，结节直径约为 34.485 μm。 
图 4  人脂肪间充质干细胞茜素红 S 染色形态(×100) 
Figure 4  Alizarin red staining of human adipose-derived 
mesenchymal stem cells (×100) 

 

图注：成脂诱导 14 d，脂肪空泡被油红 O 染色为橘红色，如箭头所

示。 
图 5  第 3 代人脂肪间充质干细胞油红 O 染色形态(×200) 
Figure 5  Oil red O staining of the third generation human 
adipose-derived mesenchymal stem cells (×200) 

 

图注：箭头所示为外泌体，磷钨酸负染，呈杯状，可见膜结构包被。图

A，B为外泌体被放大至100 nm，直径分别为53.573 nm及73.849 nm，

C 为外泌体被放大至 200 nm，直径为 103.770 nm。 
图6  人脂肪间充质干细胞外泌体超微结构(透射电镜，标尺=100 nm) 
Figure 6  Ultrastructure of the exosomes from human 
adipose-derived mesenchymal stem cells under transmission 
electron microscope (scale bar=100 nm) 

 

Size(microns) 

图注：将 20 μL 外泌体溶液稀释至 200 μL，粒度仪检测外泌体直径，

显示直径集中于 70-100 nm。 
图 7  人脂肪间充质干细胞外泌体粒度仪检测结果 
Figure 7  Particle size of the exosomes from human 
adipose-derived mesenchymal stem cells 
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脂肪组织能提供的干细胞数量是1 g骨能提供的大约500 
倍[24-25]。另有报道证明脂肪间充质干细胞具有较强的自我

增殖能力，每隔14 d传代，传至第25代仍保持较强的增殖

能力，维持其表型，且具有较强的多分化潜能[26]。因此实

验选择人脂肪间充质干细胞为实验对象。 
多种方法均可获得脂肪组织，其中吸脂术能获取大量

的脂肪组织[27]，McIntosh等[28]表明每毫升吸脂术后的组织

中可在单次传代中产生2.5×105个有核细胞，有研究亦证实

每毫升吸脂术后组织经分离提取纯化培养后能获得大量脂

肪间充质干细胞[29]。不同部位、不同层次的脂肪组织所含

脂肪间充质干细胞量不同，更多的脂肪间充质干细胞存在

于皮下脂肪中[30]。不同脂肪组织分离出的脂肪间充质干细

胞活性也存在差异[31]，据报道及预实验结果，实验选用腹

部浅层皮下吸脂术后脂肪。脂肪间充质干细胞的分离提取

方法多种多样，常见的有酶消化法和组织块贴壁法[32]。成

熟的脂肪细胞含有大量的胶原[33]，使用Ⅰ型胶原酶消化脂

肪组织易于分离成熟的脂肪细胞与脂肪间充质干细胞，可

获取较大量的脂肪间充质干细胞。 
使用酶消化法提取的细胞为许多细胞类型的群体，包

括血细胞、前脂肪细胞、成纤维细胞、血管平滑肌细胞、

内皮细胞、滞留的单核细胞/巨噬细胞、淋巴细胞和脂肪

间充质干细胞等[11]，需对脂肪间充质干细胞进行鉴定。据

目前研究表明脂肪间充质干细胞无单一特定的表面标志

物，其与骨髓间充质干细胞表面标志物相似[34]，需通过对

多种相对特异的表面标志物进行检测来对其进行鉴定。常

用的检测方法为流式细胞技术和免疫组织化学技术。

CD29存在于红细胞外几乎所有细胞及组织内[35]，其阳性

高表达可排除红细胞污染。CD44在人间充质干细胞群体

的几乎所有细胞中均有表达[36]；CD90在各代间充质干细

胞中均高表达[37]；CD105与CD44相似，也几乎表达于所

有人间充质干细胞内[36]，此3者均高表达可认定为间充质

干细胞。CD34和CD45为造血系统源细胞细胞表面标志 
物[25，38]，其阴性高表达表达，可排除造血干细胞污染。

实验使用流式细胞仪检测结果显示CD29，CD44，CD90
及CD105均为阳性表达，CD34，CD45为阴性表达。与

以往研究报道相符[8，34]，可以在很大程度上认为所提取的

细胞为脂肪间充干细胞。 
由于缺乏明确分子、CD和基因标记物来识别成体干细

胞[39]，脂肪间充质干细胞具有多向分化的潜力，可在体外

经诱导后分化为脂肪细胞、成骨细胞、软骨细胞及神经样

细胞等[40]，因此可诱导多向分化来鉴定脂肪间充质干细

胞。在体外诱导成骨细胞分化中，碱性磷酸酶是早期分化

为未成熟成骨细胞的特征，诱导后4 d开始出现，12 d达到

峰值[15]，随后开始下降，经碱性磷酸酶染色后可呈蓝紫

色；成熟成骨细胞细胞外基质分泌丰富的Ⅰ型胶原，在细

胞分化的后期钙化[41]，诱导后21 d茜素红S染色阳性[42]。实

验结果为成骨诱导至9 d碱性磷酸酶染色为蓝紫色，诱导至 
21 d茜素红S染色可见细胞外基质内出现红色钙结节，可认

为成骨细胞诱导成功。在体外诱导成脂肪细胞分化中，诱

导7-10 d后，细胞内充满含有中性脂质的空泡[43]，能被油

红O检测。实验结果为成脂诱导至14 d时出现大量透光性

良好的大小不等的空泡，油红O染色为橘红色[44]，可认为

成脂肪细胞诱导成功。经实验结果表明所鉴定细胞具有多

向分化的潜能。结合流式细胞学鉴定结果可认为实验所培

养细胞为脂肪间充质干细胞。 
外泌体首次被提出是在1980年，在网织红细胞成熟

过程中被分离出来的[45-47]，随后外泌体逐渐从其他细胞中

被分离出来，在血清[48-49]、母乳[50-51]、尿液[52-53]、唾液等

图注：CD9，CD29，CD44，CD63，
CD90 及 CD105 均为阳性表达，

CD34 及 CD45 为阴性表达。 
图 8  人脂肪间充质干细胞外泌体

流式细胞学检测鉴定结果 
Figure 8  Identification of the 
exosomes from human 
adipose-derived mesenchymal 
stem cells by flow cytometry 
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体液中也能分离出外泌体[54-55]，外泌体几乎存在于所有体

液中。大多数细胞均能释放外泌体，如B细胞、T细胞、

上皮细胞、内皮细胞、间充质干细胞及少突胶质细胞   
等 [56-58]。外泌体是最小的细胞外囊泡[59]，呈杯状，直径

30-100 nm[5]，具有膜结构，密度1.13-1.19 g/mL[6]。形成

外泌体的常规途径是从质膜向内萌发进入多囊泡体，在这

些多囊泡体中，外泌体可以通过向内出芽形成，随后可以

通过多囊泡体与质膜的融合而释放出来，这些小泡还携带

标记物，如CD63和CD81[58，60]。外泌体是细胞间通讯的

基本媒介，因为多种miRNAs、蛋白质、细胞因子都存在

于外泌体中[61-63]，因此外泌体可以通过运输受体与配体或

者相关的遗传物质[5]，在长距离或短距离的细胞信号和物

质传递中均起重要作用[64]。干细胞来源的外泌体还具有稳

定性高、无免疫排斥、归巢效应、剂量和浓度易于控制等

优点[62，65]。 
获得外泌体的方法有很多，其中差速离心法是收集外

泌体的基础[66]，能获取较大量的外泌体，与外泌体提取和

相比，差速离心法也可避免使用透射电子显微镜观察时

PEG的影响。细胞上清液内存在多种物质，包括死细胞、

细胞碎片、微泡、外泌体、凋亡小体等，其中死细胞和较

大的细胞碎片可通过低速离心分离，较小的细胞碎片和较

大的囊泡可以通过中速离心分离，微泡可以通过(10 000- 
20 000)×g离心力分离[67]，凋亡小体直径在1-5 μm[5]，可

通过0.22 μm的滤器将其分离，外泌体直径较小，可通过  
(100 000-200 000)×g分离，因此实验选择差速离心法和

0.22 μm滤器分离提取外泌体。 
细胞来源的囊泡外形均呈杯状，杯状形态是区分细胞

来源囊泡和大小相似的颗粒有用的特征[5]，区分微泡、凋亡

小体和外泌体主要在于直径大小，外泌体直径30-100 nm，

透射电子显微镜是鉴定外泌体的金标准，是惟一可以同时

测定囊泡大小和观察囊泡形态的方法[68]。粒度仪可以检测

悬浮颗粒的直径分布[69]。实验透射电子显微镜鉴定的颗粒

形态呈杯状，有膜结构，直径(81.225±22.226) nm，结合

粒度仪测定的颗粒直径范围集中于70-100 nm可以初步认

为实验使用差速离心法提取的为外泌体。 
外泌体具有膜结构，其膜与质膜不同[70]，外泌体膜具

有较多的脂筏和蛋白质[4-5]，有其特定的表面标志物，如

膜结合蛋白CD9，CD63，CD81及MHCⅠ类分子等[58，71]，

可以用流式细胞学和Western blot法鉴定[67，72-73]，实验选

择使用流式细胞学鉴定。外泌体的直径很小，一般的流式

细胞仪无法检测，根据外泌体膜具有特定的表面标志物，

实验选择使用免疫磁珠法和流式细胞学相结合的方法鉴定

外泌体[74]，CD81是外泌体膜的特定标志物，所以实验选

择CD81标记的磁珠富集外泌体，增加外泌体的直径，让

流式细胞仪容易检测。外泌体具有分泌细胞的特性，可以

通过检测特定的表面蛋白来反映其组织或细胞的来源[4]，

实验流式细胞学鉴定结果显示CD9，CD29，CD44，

CD63，CD90及CD105均为阳性表达，CD34及CD45为
阴性表达，进一步证明实验提取出的颗粒为外泌体，其来

源为脂肪间充质干细胞。 
综上所述，脂肪组织的来源广泛，可以通过较为简便

的方法获取较大量纯度较高的脂肪间充质干细胞。脂肪间

充质干细胞遗传信息稳定，具有自我更新和多向分化能

力，可多次传代，是间充质干细胞研究领域的重要成员。

但是其储存条件及免疫原性限制了其在临床上的应用。外

泌体几乎存在于所有体液，几乎所有细胞均能释放外泌 
体[74]，是细胞形成腔内小体后由多囊泡体胞吐作用释放到

细胞外的胞外囊泡[60]，具有分泌细胞的特性。外泌体具有

膜结构是相对稳定的结构，其浓度不受降解过程的影   
响[58]。外泌体的特性为脂肪间充质干细胞应用于临床提供

了新的途径。实验顺利分离并鉴定了脂肪间充质细胞来源

的外泌体，为后续脂肪间充质干细胞来源的外泌体的研究

及其在临床上的应用提供了实验基础。 
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