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摘要 比较及鉴定超高速离心法及 ExoQuick-TC 法提取小

鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体。采用 BCA 蛋白检测可见

ExoQuick-TC法提取的外泌体蛋白含量高于超高速离心法提

取的蛋白含量。Exosome Antibodies，Array ＆ ELISA Kits检测

可见 ExoQuick-TC法提取外泌体的纯度优于超高速离心法

提取的纯度。两种方法提取的外泌体电镜下形状无差异，随

机选取 3 个电镜视野进行计数可见 ExoQuick-TC 法提取外

泌体数量多于超高速离心法提取外泌体。ExoQuick-TC法提

取的外泌体具有更高的产量及纯度。
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外泌体是由多种细胞分泌的一种大小介于 40
～ 100 nm 的细胞外囊泡中的一种［1 － 2］。其具有多
种功能，主要包括细胞间信息交流、抗原呈递、致癌
蛋白、mＲNA和 miＲNA的转移等。生物体液和体外
细胞培养物可以通过各种方法和技术对细胞分泌出

的外泌体进行纯化［3 － 4］。但是，无论采用什么纯化
方法最终都有可能含有不同比例其它类型的囊泡，

如脱落的微泡和细胞凋亡小体等［5 － 6］。该实验采用
国内外最常见的超速离心法及 Exoquick TC 法提取
纯化小鼠骨髓间充质干细胞来源的外泌体，比较两

种方法提取、纯化外泌体的蛋白含量、纯度等，为进
一步探讨过表达 GATA-4 小鼠骨髓间充质干细胞分
泌外泌体的生物学功能奠定坚实基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 雄性 SPF 级 C57BL /6 小鼠 6 只，体重
( 33. 2 ± 1. 3) g，由上海斯莱克实验动物有限责任公
司提供。所有动物的喂养、观察按照非临床研究管
理规范规定执行。100 g /L 水合氯醛购自云南省第
一人民医院; BCA试剂盒、青霉素、链霉素购自上海
碧云天公司; ExoQuick-TC 及 Exosome Antibodies，
Array ＆ ELISA Kits购自美国 SBI公司; CS150NX超
速离心机及超速离心管( Hitachi Koki 332245A) 、S-
3000N扫描电镜购自日立公司; CO2 孵箱购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司; PＲMI1640、FBS 购自
美国 Gbico公司; CD44、CD29、CD11b、SCA-1 购自美
国 eBioscience 公司; CD11bMicroBeads 购自德国
Miltenyi公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养液准备 细胞培养液中添加的血
清应提前通过超滤离心( 38 400 r /min、4 ℃、7 h) 去
除外泌体。全骨髓培养小鼠 BMSC，胰酶消化传代
至第 3 代时采用 CD11b的磁珠负选，去除造血干祖
细胞。继续传代至第 6 代，采用流式细胞仪检测细
胞表面标志抗原 CD44、CD29、CD11b、SCA-1 的表
达。将第 6 代小鼠骨髓间充质干细胞( 106 ) 在不含

外泌体血清的培养基中培养至少 48 h。
1． 2． 2 采用 ExoQuick-TC 法提取 C57BL /6 小鼠骨
髓间充质干细胞分泌外泌体 细胞培养 48 h 后收
集培养基 5 430 r /min离心 15 min，以去除细胞及细
胞碎片; 加入适当体积的 ExoQuick-TC 外泌体沉淀
液( 每 5 ml培养基内加入 1 ml ExoQuick-TC) 。反复
颠倒或轻弹试管使其混匀，冷藏 4 ℃过夜。以3 840
r /min离心 ExoQuick-TC /体液混合液 30 min。外泌
体沉淀位于试管底部，呈浅褐色或白色。
1． 2． 3 采用超高速离心法提取 C57BL /6 小鼠骨髓
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间充质干细胞分泌外泌体 细胞培养 48 h 后收集
培养基转移到超虑离心管，培养基在 4 ℃、以12 736
r /min离心 20 min 以进一步去除细胞和细胞碎片。
再通过 0. 2 μm 的过滤膜去除 ＞ 200 nm 的颗粒。4
℃条件下以 34 288 r /min离心 80 min 收集外泌体，
所得沉淀即为外泌体。
1． 2． 4 采用 Exosome Antibodies，Array ＆ ELISA
Kits检测两种方法提取外泌体纯度 37 ℃孵育两
种方法提取的外泌体 20 min，以释放外泌体蛋白。
在微孔板的孔板中加入 50 μl准备好的蛋白标准品
和外泌体蛋白品。37 ℃孵育过夜，洗板 3 次。按 1
∶ 100 的比例，用 1 ×封闭缓冲液稀释特异性的一抗
( CD9) ，并每孔添加 50 μl，并在室温下摇动孵育 1
h。按 1 ∶ 2 000的比例，每孔添加 50 μl 二抗，加入
50 μl 的超敏感的 TMB ELISA 底物，加入停止缓冲
液，在吸光度 450 nm 下，用分光光度仪获取定量结
果。
1． 2． 5 电镜观察两种方法提取外泌体形态 将两
种方法来源获取的小鼠骨髓间充质干细胞外泌体，

加入 3%戊二醇 5 ml 固定后，常规扫描电镜标本制
备，S-3000N扫描电镜观察。
1． 3 统计学处理 使用 SPSS 15. 0 软件进行统计
分析，数据以 珋x ± s 表示; 采用两独立样本 t 检验，统
计假设检验均为双侧，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意
义。

2 结果

2． 1 流式细胞术分析小鼠骨髓间充质干细胞表面
标志抗原 CD29 和 CD44、CD11b、SCA-1 表达 结
果显示超过 90% 小鼠骨髓间充质干细胞性表达
CD29: 98% ( 细胞整合素分子) 、CD44: 100% ( 黏附
分子，介导细胞对透明质酸和骨桥蛋白的黏附) 、
SCA-1( 干细胞抗原-1 ) : 99. 5% ; 但不表达造血祖细
胞表面标志 CD11b: 0. 1%。
2． 2 采用 BCA法检测超高速离心法及 ExoQuick-
TC法) 提取小鼠骨髓间充质干细胞分泌外泌体的
浓度( 共 3 次) ExoQuick-TC 法提取的外泌体中蛋
白含量与超高速离心法提取外泌体中蛋白含量比较

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。ExoQuick-TC 法来
源外泌体浓度更高。见表 1。
2． 3 采用 Exosome Antibodies，Array ＆ ELISA
Kits检测超高速离心法及 ExoQuick-TC 法提取小

鼠骨髓间充质干细胞分泌外泌体的纯度( 共 3 次)
ExoQuick-TC法提取外泌体的纯度与超高速离心
法提取外泌体的纯度比较差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。ExoQuick-TC 法来源外泌体纯度更高。见
表 1。
2． 4 采用扫描电镜检测超高速离心法及 Exo-
Quick-TC法提取小鼠骨髓间充质干细胞分泌外泌
体的形态并计数 按上述方法将超高速离心法提取

106 的小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌体及 Exo-
Quick-TC法提取小鼠骨髓间充质干细胞来源外泌
体进行扫描电镜观察。结果显示超高速离心法来源
外泌体及 ExoQuick-TC法来源外泌体数量形态无差
别，但易于聚集成团。在电镜下任意选取 3 个视野，
对外泌体进行计数显示，ExoQuick-TC 法提取外泌
体与超高速离心法提取外泌体比较差异有统计学意

义( P ＜ 0. 05 ) 。ExoQuick-TC 法来源外泌体数量更
多。见表 1、图 1。

表 1 两种方法提取 C57BL /6 小鼠

骨髓间充质干细胞分泌外泌体的浓度、纯度及电镜下随机选取

3 个电镜视野对外泌体进行计数( n = 3，珋x ± s)

项目
超高速

离心法

ExoQuick-TC

法
t值 P值

浓度( μg /μl) 1． 960 6 ± 0． 054 6 4． 595 3 ± 0． 062 3 2． 876 ＜ 0． 001
纯度( ×108个) 2． 23 ± 0． 18 5． 50 ± 0． 34 2． 968 ＜ 0． 001
电镜下数量( 个) 13． 00 ± 2． 00 32． 67 ± 4． 51 3． 187 ＜ 0． 001

图 1 超高速离心法及 ExoQuick-TC法提取的

小鼠骨髓MSCs来源外泌体进行扫描电镜观察 × 3 000

A: 超高速离心法来源外泌体; B: ExoQuick-TC法来源外泌体

3 讨论

外泌体是小的膜性囊泡，于 1981 年首先被提出
来，是从细胞上产生的鳞片状脱落的囊泡，具有胞外

酶的活性，从 20 世纪 90 年代起受到极大关注［7 － 9］。
最初认为外泌体仅仅起到一种“垃圾袋”的作用，允
许细胞丢掉不需要的蛋白。当内涵体和细胞膜相互
融合并且释放囊泡体进入细胞间隔。现证实，其来
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源于细胞后期内涵体，并且可以在造血干细胞和上

皮细胞的培养基中检测到。外泌体具有多种生物学
功能，可以使细胞在不需要直接接触下完成细胞间

生物信号的传导，其在细胞保护、免疫、疾病诊断等
方面成为研究热点。而对其的提取、纯化则成为进
一步研究的基础。目前，国内外对外泌体的提取、纯
化，主要包括超速离心法、OptiprepTM基于密度的分

离法，免疫捕获法( 使用抗 EpCAM 包被的磁珠分
离) 及改良 Exoquick TC 法［10］。据 Mayfield et al［11］

报道，免疫捕获法是分离外泌体的最有效的方法。
但该法费用高。本实验利用目前国内、外常用的超
速离心法及改良 Exoquick TC 法提取纯化小鼠骨髓
间充质干细胞来源的外泌体，比较两种方法提取及

纯化外泌体的效果。
据 Letelier et al［12］报道: 采用常规超速离心的

方法，100 000 r /min离心 1 h。能够从 6 × 108 细胞

中得 375 μg的蛋白。采用 Western blot法分析超高
速离心提取的外泌体可见标记物 Alix、HSP70、
TSG101 表达。通过电镜对外泌体进行形态分析，可
见囊泡群体中含有一些  40 ～ 100 nm的囊泡，这与
外泌体大小一致［13］，还有一些更大的囊泡聚在一

起。这些较大的囊泡性质未知，但多离心步骤和
( 或) 深度冻融处理步骤不应该影响外泌体的大小。
本实验采用超高速离心法提取外泌体可见: 外泌体

量较少且较为分散，本实验并没有观察到外泌体与

一些更大的囊泡聚在一起，可能是不同细胞分泌出

的外泌体采用超高速离心法分离后表现有不同。据
De Veirman et al［14］报道: 采用改良 Exoquick TC 法
从尿液中提取及纯化外泌体。并采用 ELISA 法检
测 CD9 的表达可见外泌体的纯度可达 96%以上，
Western blot 法检测 Alix、TSG101、TSP 及 Tamm-
Horsfall的表达可见上述外泌体的标志性分子的表
达量高。本实验与上述结果一致。采用 Exoquick
TC法提取外泌体可以表达出较高的 CD9。
外泌体具有广泛的诊断和治疗潜力，现在研究

外泌体的主要障碍是如何提取及纯化。本实验首次
通过采用超高速离心法及改良 Exoquick-TC 法提
取、纯化来源于小鼠骨髓间充质干细胞分泌的外泌
体进行对比评估。采用 BCA 蛋白测定法测定外泌
体中含有的蛋白量，ELISA法检测外泌体表达 CD9，
电镜检测外泌体形态及数量，从而明确证实 Exo-
quick-TC法提取的外泌体具有更高的纯度及浓度，

这两种方法得到的小囊泡大小都在 40 ～ 100 nm，都
表达有外泌体的标志物 CD9。然而，Exoquick-TC 法
分离的外泌体能表达更加丰富的 CD9。Exoquick-
TC法提取外泌体为进一步研究外泌体的生物学特
征奠定了基础。
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Comparison of ultracentrifugation and ExoQuick-TC for the identification
of exosomes extracted from mouse bone marrow mesenchymal stem cells

Han Jinxiu1，Li Hongyuan1，Sa Yalian2，et al
( 1Dept of Cardiovascular，2Dept of Basic Ｒeseacher，The First People’s Hospital of Yunnan Province，

Affiliated Hospital of Kunming University of Science and Technology，650032)

Abstract To compare ultracentrifugation and ExoQuick-TC in identifying the characteristics of exosomes extracted
from mouse bone marrow mesenchymal stem cells． BCA protein assay revealed that the protein contents in the Exo-
Quick-TC-extracted exosomes were higher than those in the ultracentrifugation-extracted exosomes． Analysis using
exosome antibodies，array，and ELISA kits indicated that the purity of the ExoQuick-TC-extracted exosomes was
higher that of the ultracentrifugation-extracted exosomes． Electronmicroscopy demonstrated that the morphological
characteristics of the ExoQuick-TC-extracted exosomes did not significantly differ from those of the ultracentrifuga-
tion-extracted exosomes． Three electron microscope visual fields were randomly selected to count the number of exo-
somes． Ｒesults showed that the number of the ExoQuick-TC-extracted exosomes was more than that of the ultracen-
trifugation-extracted exosomes． Therefore，the production and purity of ExoQuick-TC-extracted exosomes are higher
than those of ultracentrifugation-extracted exosomes．
Key words exosome; mouse bone marrow mesenchymal stem cells; ultra-high speed centrifuge; ExoQuick-TC
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Diagnostic value of real-time tissue elastography for
BI-ＲADS category 4 breast lesions

Gan Lu，Tong Qingping，Du Huan，et al
( Dept of Ultrasound Center，105th Hospital of PLA，Hefei 230031)

Abstract One hundred and thirty-five cases of patients with a total of 147 breast lesions were examined by con-
ventional ultrasound and diagnosed as breast imaging report and data system ( BI-ＲADS ) category 4 level，then
elastography was performed using real-time tissue elasticity imaging ( ＲTE) ． Taking pathological results as golden
standard，we evaluated the efficiency of improved 5-point method and constructed receiver operating characteristic
curve( ＲOC) of strain ratio( SＲ) measurement method in the differential diagnosis of benign and malignant breast
lesions． The sensitivity，specificity，positive predictive value ( PPV) and negative predictive value ( NPV) of im-
proved 5-point method for diagnosis of BI-ＲADS category 4 breast lesions were 82. 26%，83. 53%，78. 46% and
86. 59%，respectively． The SＲ values of benign and malignant breast lesions had significant difference ( t = 8. 65，
P ＜ 0. 001) ． The area under the curve ( AUC) of SＲ measurement method in differential diagnosis of breast benign
and malignant lesions was 0. 866． When the diagnostic cut-off point was 2. 365，the sensitivity and specificity was
93. 5% and 65. 9%，respectively，suggesting that ultrasound elastography has a high diagnostic power in the identi-
fication of BI-ＲADS grade 4 breast lesions．
Key words real-time tissue elastography; breast lesions; improved 5-point method; strain ratio; diagnostic efficacy
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