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APPLICATION NOTE  No. 476

摘要

引言

使用一次性生物反应器和高速、超速离心机，快速、高
效地从干细胞中分离外泌体

细胞会在细胞外环境中释放不同类型的膜源性囊泡。这些
膜源性囊泡被称为胞外囊泡（EV），包括外泌体和微泡体。外
泌体是相对较小的胞外囊泡（30-150nm），可在细胞之间转
移核酸、蛋白质、酶和脂质等生物大分子，是细胞间通讯的
重要模式。此外，它们可以用作各种疾病的生物标志物，也
可以作为下一代治疗剂的天然药物递送载体系统。
在本文中，我们描述了一种通过结合高速和超速离心机从
脂肪源性干细胞中快速、简单地分离外泌体的方法。细胞在
BioBLU® 0.3c一次性生物反应罐中培养，并由 DASbox®

迷你生物反应器系统控制。DASbox迷你生物反应器系统可
以培养大量干细胞，从而获得高产量的外泌体。随后，我们

细胞信号或细胞通讯是指细胞从其环境中接收、处理和传输
信号的能力。这是组织正常发育和发挥功能的必要过程 [1]。
细胞间通讯是通过直接的细胞相互作用或可溶性因子的分

使用 CR22N离心机对条件培养基进行了清除。这是一台高
速离心机，RCF高达 32,300 x g。在本文，我们使用了可同
时容纳 10 x 50 mL和 10 x 15 mL锥底管的 R15A固定角
转。为了进一步浓缩外泌体，我们使用了最大 RCF为
803,000 x g的 CP100NX超速离心机以及能够容纳
6 x 40 mL离心管的 P32ST水平转子。此外，相比于不使用
蔗糖垫液的对照组，通过在超速离心步骤中使用蔗糖垫液，
可以快速分离出纯净均一的外泌体。在整个离心过程中，我
们都使用了大容量转子，从而减少了重复的离心步骤，并将
外泌体分离时间缩短到 4小时以内，快于沉淀或过滤等其
他分离方法。

泌来实现的。大多数真核细胞会释放膜源性囊泡，也称为胞
外囊泡（EV），可以对邻近和远处的细胞产生影响 [2-4]。

在 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中利用微载体培养人源
脂肪干细胞 hADSC
使用 RoosterNourish-MSC-XF培养基（RoosterBio®，
KT-016），在 T75 BioCoat® I型胶原包被培养瓶（Corning®，
10175430）中扩增第 3代（P3）人源脂肪干细胞（hADSC，
Lonza，PT-5006）。5天后，使用 0.025%胰蛋白酶 -EDTA

（Lonza，CC-5012）和胰蛋白酶中和溶液（Lonza，CC-5002）
处理细胞。使用 Vi CELL XR自动细胞计数仪（Beckman 

Coulter®，731050）对细胞进行计数。使用 DASbox迷你生
物反应器系统，将总量为 6 x 106的 hADSC与 3.4 g 

Synthemax® II低密度微载体（Corning，CLS3781）在
250 mL RoosterNourish MSC-XF培养基中进行悬浮培养。
该系统配备了两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐。为了
促使细胞粘附到磁珠上，在最初的 4小时内不搅拌细胞和微
载体。随后，将搅拌速度设置为 80 rpm。细胞在 37°C下培
养，溶氧（DO）水平设定为 40%。通过在罐体顶部自动添加
CO2和 NaOH（1M），将生长培养基保持在 pH 7.2。

在第 3天，向悬浮液中加入 5mL RoosterReplenish-MSC-XF

（RoosterBio，SU-023），为细胞提供额外的生长因子。在培
养的第 5天，将每台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐转移
到超净工作台下，丢弃培养基，使用 100 mL磷酸缓冲盐溶
液（PBS）洗涤磁珠，并加入 250 mL RoosterCollect-EV培
养基（RoosterBio，M2001）。然后，将 BioBLU 0.3c一次性
生物反应罐放回 DASbox迷你生物反应器系统培养 48小
时（胞外囊泡收集阶段）。通过用荧光分子 Invitrogen 

Calcein AM（Thermo Fisher Scientific®，C3099）对细胞进
行染色，在不同时间点评估细胞增殖情况，并使用 Thermo 

Scientific Invitrogen Evos FL Auto 2显微镜（Thermo 

FisherScientific，AMAFD2000）进行观察。在第 7天，收集
条件培养基（CCM），用于随后的离心步骤。使用 Vi-CELL 

XR自动细胞计数仪对细胞进行计数。

通过高速和超速离心分离外泌体
为了从培养上清液中分离外泌体，首先收集条件培养基并将
其放入 50TC（50mL）和 15TC（15mL）离心管，并在 4°C下
以 500 x g离心 10分钟。然后，将上清液转移到新的离心管
中，并在 4°C下以 2000 x g再次离心 10分钟。最后，将上清
液再次转移到新的离心管中，并在 4°C下以 20000 x g离心
20分钟。取一小份等分的上清液冻于 -80°C，以供将来分析。
到目前为止，所有离心步骤均在配备 R15A固定角转的

CR22N高速离心机上完成。

接下来，直接进行超速离心或使用 30%蔗糖垫进行离心，
以便比较不同离心方法对外泌体纯度和完整性的影响 [35]。
这些离心步骤在配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离
心机上完成。对于蔗糖垫液超速离心法，使用 27号针头和
注射器缓慢地将条件培养基转移到 40PET离心管中，并置
于 4mL 30% 蔗糖溶液之上。对于直接超速离心法，将条件
培养基直接转移到 40PET离心管中。使用 PET离心管的原
因是这种材料透明度高，可在离心后看到沉降物。接下来，将
离心管在 4°C下以 100,000 x g离心 90分钟。丢弃上清液，
同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer®

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。



APPLICATION NOTE I No. 476 I Page 2

如需了解有关 DASbox迷你生物反应器系统和 Eppendorf离心解决方案的更多信息，请访问
https://www.eppendorf.com/dasbox/
https://www.eppendorf.com/exosomes/

图 1：在这项研究中，我们通过结合 Eppendorf生物工艺和离心机解决方案，建立了一套完整的外泌体生产和分离工作流程。DASbox迷你
生物反应器系统来自 Eppendorf生物工艺控制器产品线，专为小规模平行生物反应器操作而设计。此外，CR22N高速离心机和 CP100NX超
速离心机拥有全面的转子产品组合，可提供高达 6L的超大容量和高达 803,000 x g的相对离心力。

在生理和病理条件下，许多细胞类型，如血细胞、树突细胞、
内皮和上皮细胞、神经细胞、肿瘤细胞以及胚胎和成人干细
胞，都会在细胞外空间释放大小为 30-1000nm的胞外囊泡
（EV）[5]。胞外囊泡还存在于体液中，如血清、唾液、羊水、滑
液、母乳和尿液 [6,7]。胞外囊泡是由脂质双层膜和亲水性蛋
白质包围的球形胞质溶胶片段，类似于细胞质膜，由各种生
物活性分子组成，包括 RNA、DNA、蛋白质、mRNA、
MicroRNA和脂质 [7,8]。

胞外囊泡是异质性囊泡的集合，包括外泌体（30-150 nm）和
微泡体（MV，150-1000 nm）[4,7,9]。外泌体来源于多泡体
（MVB），通过内体膜的向内出芽形成后聚集。与之相反，微
泡体是通过质膜直接向外出芽形成的 [10]。外泌体的形成于
1983年首次被描述为“反向内吞作用”。由于来源于胞内

体，外泌体富含晚期胞内体成分，如 CD63、CD9和 CD81 

[11,12]。近年来，人们发现外泌体与免疫反应 [13]、中枢神
经系统相关疾病 [14]、肿瘤发生和癌症 [15,16]、病毒传播
[17]和神经系统疾病 [18]有关。由于此种相关性，人们广泛
研究了外泌体在诊断中作为生物标志物的作用 [19,20]以
及在各种病理治疗中的作用 [21]。

但外泌体研究领域仍然存在许多挑战，其中包括产量低下以
及缺乏有效的生物制造平台。因此，我们需要采用成熟的细
胞培养方法（已有 Application Note介绍过如何使用
BioBLU一次性生物反应罐进行细胞培养）[22-24]。此外，研
究应用的差异以及来自周围蛋白质、脂蛋白和核酸的污染可
能产生假阳性结果等等，可能导致不同研究团队的实验结果
之间出现差异 [25]。

在 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中利用微载体培养人源
脂肪干细胞 hADSC
使用 RoosterNourish-MSC-XF培养基（RoosterBio®，
KT-016），在 T75 BioCoat® I型胶原包被培养瓶（Corning®，
10175430）中扩增第 3代（P3）人源脂肪干细胞（hADSC，
Lonza，PT-5006）。5天后，使用 0.025%胰蛋白酶 -EDTA

（Lonza，CC-5012）和胰蛋白酶中和溶液（Lonza，CC-5002）
处理细胞。使用 Vi CELL XR自动细胞计数仪（Beckman 

Coulter®，731050）对细胞进行计数。使用 DASbox迷你生
物反应器系统，将总量为 6 x 106的 hADSC与 3.4 g 

Synthemax® II低密度微载体（Corning，CLS3781）在
250 mL RoosterNourish MSC-XF培养基中进行悬浮培养。
该系统配备了两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐。为了
促使细胞粘附到磁珠上，在最初的 4小时内不搅拌细胞和微
载体。随后，将搅拌速度设置为 80 rpm。细胞在 37°C下培
养，溶氧（DO）水平设定为 40%。通过在罐体顶部自动添加
CO2和 NaOH（1M），将生长培养基保持在 pH 7.2。

在第 3天，向悬浮液中加入 5mL RoosterReplenish-MSC-XF

（RoosterBio，SU-023），为细胞提供额外的生长因子。在培
养的第 5天，将每台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐转移
到超净工作台下，丢弃培养基，使用 100 mL磷酸缓冲盐溶
液（PBS）洗涤磁珠，并加入 250 mL RoosterCollect-EV培
养基（RoosterBio，M2001）。然后，将 BioBLU 0.3c一次性
生物反应罐放回 DASbox迷你生物反应器系统培养 48小
时（胞外囊泡收集阶段）。通过用荧光分子 Invitrogen 

Calcein AM（Thermo Fisher Scientific®，C3099）对细胞进
行染色，在不同时间点评估细胞增殖情况，并使用 Thermo 

Scientific Invitrogen Evos FL Auto 2显微镜（Thermo 

FisherScientific，AMAFD2000）进行观察。在第 7天，收集
条件培养基（CCM），用于随后的离心步骤。使用 Vi-CELL 

XR自动细胞计数仪对细胞进行计数。

通过高速和超速离心分离外泌体
为了从培养上清液中分离外泌体，首先收集条件培养基并将
其放入 50TC（50mL）和 15TC（15mL）离心管，并在 4°C下
以 500 x g离心 10分钟。然后，将上清液转移到新的离心管
中，并在 4°C下以 2000 x g再次离心 10分钟。最后，将上清
液再次转移到新的离心管中，并在 4°C下以 20000 x g离心
20分钟。取一小份等分的上清液冻于 -80°C，以供将来分析。
到目前为止，所有离心步骤均在配备 R15A固定角转的

CR22N高速离心机上完成。

接下来，直接进行超速离心或使用 30%蔗糖垫进行离心，
以便比较不同离心方法对外泌体纯度和完整性的影响 [35]。
这些离心步骤在配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离
心机上完成。对于蔗糖垫液超速离心法，使用 27号针头和
注射器缓慢地将条件培养基转移到 40PET离心管中，并置
于 4mL 30% 蔗糖溶液之上。对于直接超速离心法，将条件
培养基直接转移到 40PET离心管中。使用 PET离心管的原
因是这种材料透明度高，可在离心后看到沉降物。接下来，将
离心管在 4°C下以 100,000 x g离心 90分钟。丢弃上清液，
同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer®

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。

https://www.eppendorf.com/cn-zh/eShop-Products/Bioprocess/Bioprocess-Controllers/DASbox-Mini-Bioreactor-System-p-PF-133566
https://www.eppendorf.com/us-en/lab-academy/applied-industries/bioprocessing/cell-and-gene-therapy-development/exosome-production/
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配备 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐的
DASbox迷你生物反应器系统

D-5 D-0 D+3 D+5 D+7

hADSC
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图 2：使用 DASbox迷你生物反应器控制系统 (A)在带有单斜叶搅拌桨的 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐 (B)中培养可产生外泌体的人源
脂肪干细胞（hADSC）。通过 DASware® control软件监控生长参数。在以下离心机上完成分离过程：配备 R15A固定角转的 CR22N高速离
心机 (C)，该转子能够同时容纳 10 x 50 mL和 10 x 15 mL锥底管；配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离心机 (D)，该转子能够容纳
6 x 40 mL离心管。

图 3：配备 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐的 DASbox迷你生物反应器系统中细胞扩增和外泌体生产示意图，以及使用配备 R15A固定角
转的 CR22N高速离心机和配备 P32ST转子的 CP100NX超速离心机进行外泌体分离的示意图。
*使用 BioRender.com绘制

随着人们对外泌体研究应用的兴趣与日俱增，可再现的纯化
方法变得愈发重要。其中，最常见的五种纯化方法为：离心、
色谱、超滤、沉淀和免疫亲和捕获 [26-32]。现如今，离心纯化
已经成为业内的黄金标准 [33,34]。

在本应用说明中，我们首先使用配备 BioBLU 0.3c一次性

罐体的 DASbox迷你生物反应器系统，利用微载体悬浮培
养人源脂肪干细胞（hADSC），然后使用 CR22N高速离心机
和 CP100NX超速离心机完成外泌体分离（图 2）。这套工作
流程能够提高活细胞产量，并且产生大量且高质量的外泌体
（图 3）。

在 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中利用微载体培养人源
脂肪干细胞 hADSC
使用 RoosterNourish-MSC-XF培养基（RoosterBio®，
KT-016），在 T75 BioCoat® I型胶原包被培养瓶（Corning®，
10175430）中扩增第 3代（P3）人源脂肪干细胞（hADSC，
Lonza，PT-5006）。5天后，使用 0.025%胰蛋白酶 -EDTA

（Lonza，CC-5012）和胰蛋白酶中和溶液（Lonza，CC-5002）
处理细胞。使用 Vi CELL XR自动细胞计数仪（Beckman 

Coulter®，731050）对细胞进行计数。使用 DASbox迷你生
物反应器系统，将总量为 6 x 106的 hADSC与 3.4 g 

Synthemax® II低密度微载体（Corning，CLS3781）在
250 mL RoosterNourish MSC-XF培养基中进行悬浮培养。
该系统配备了两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐。为了
促使细胞粘附到磁珠上，在最初的 4小时内不搅拌细胞和微
载体。随后，将搅拌速度设置为 80 rpm。细胞在 37°C下培
养，溶氧（DO）水平设定为 40%。通过在罐体顶部自动添加
CO2和 NaOH（1M），将生长培养基保持在 pH 7.2。

在第 3天，向悬浮液中加入 5mL RoosterReplenish-MSC-XF

（RoosterBio，SU-023），为细胞提供额外的生长因子。在培
养的第 5天，将每台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐转移
到超净工作台下，丢弃培养基，使用 100 mL磷酸缓冲盐溶
液（PBS）洗涤磁珠，并加入 250 mL RoosterCollect-EV培
养基（RoosterBio，M2001）。然后，将 BioBLU 0.3c一次性
生物反应罐放回 DASbox迷你生物反应器系统培养 48小
时（胞外囊泡收集阶段）。通过用荧光分子 Invitrogen 

Calcein AM（Thermo Fisher Scientific®，C3099）对细胞进
行染色，在不同时间点评估细胞增殖情况，并使用 Thermo 

Scientific Invitrogen Evos FL Auto 2显微镜（Thermo 

FisherScientific，AMAFD2000）进行观察。在第 7天，收集
条件培养基（CCM），用于随后的离心步骤。使用 Vi-CELL 

XR自动细胞计数仪对细胞进行计数。

通过高速和超速离心分离外泌体
为了从培养上清液中分离外泌体，首先收集条件培养基并将
其放入 50TC（50mL）和 15TC（15mL）离心管，并在 4°C下
以 500 x g离心 10分钟。然后，将上清液转移到新的离心管
中，并在 4°C下以 2000 x g再次离心 10分钟。最后，将上清
液再次转移到新的离心管中，并在 4°C下以 20000 x g离心
20分钟。取一小份等分的上清液冻于 -80°C，以供将来分析。
到目前为止，所有离心步骤均在配备 R15A固定角转的

CR22N高速离心机上完成。

接下来，直接进行超速离心或使用 30%蔗糖垫进行离心，
以便比较不同离心方法对外泌体纯度和完整性的影响 [35]。
这些离心步骤在配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离
心机上完成。对于蔗糖垫液超速离心法，使用 27号针头和
注射器缓慢地将条件培养基转移到 40PET离心管中，并置
于 4mL 30% 蔗糖溶液之上。对于直接超速离心法，将条件
培养基直接转移到 40PET离心管中。使用 PET离心管的原
因是这种材料透明度高，可在离心后看到沉降物。接下来，将
离心管在 4°C下以 100,000 x g离心 90分钟。丢弃上清液，
同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer®

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。
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同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。
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结果与讨论

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer® 

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。

人源脂肪干细胞 hADSC在 BioBLU 0.3c一次性生物反
应罐中的增殖和培养
首先，将人源脂肪干细胞 hADSC在 T75培养瓶中初始扩
增 5天（图 4，D-2/D-0），以确保达到 85-90%的融合度。
然后，对细胞进行胰蛋白酶消化（5.3 x 105 cells/mL，活
力：96.7%），并以 3.7个细胞 /磁珠的比率接种在低浓
度 Synthemax® II微载体（Corning）上。在 BioBLU 0.3c

一次性生物反应罐中扩增 1天，钙黄绿素染色后的显微镜
图像显示细胞成功附着在磁珠上（图 4，D+1）。第 6天，观
察到细胞增殖和微载体上的均匀分布（图 4，D+6）。在罐
体中培养 5天后，接下来两天将
RoosterNourish-MSC-XF培养基换成
250mLRoosterCollect -EV培养基，开始收集胞外囊泡

（EV）。这种低颗粒的培养基用于生物工艺规模的纯净胞
外囊泡收集，尤其适用于人间充质干细胞（hMSCs）。培养
期结束时（D+7），细胞活力达到 97%，细胞密度为 1.96 x 

106 cells/mL。通过 DASbox迷你生物反应器系统对温
度、pH和 DO水平等各种培养参数进行密切监控，使得培
养系统能够在整个过程中标准化生产大量活细胞。这对于
在细胞培养过程中获得可重复的外泌体数量和质量至关
重要。

使用连续离心步骤从条件培养基中分离外泌体 

将两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐（500mL）中的培
养基合并用于以下步骤。然后，将培养基重新分配到
15TC和 50TC锥底管中。



在 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中利用微载体培养人源
脂肪干细胞 hADSC
使用 RoosterNourish-MSC-XF培养基（RoosterBio®，
KT-016），在 T75 BioCoat® I型胶原包被培养瓶（Corning®，
10175430）中扩增第 3代（P3）人源脂肪干细胞（hADSC，
Lonza，PT-5006）。5天后，使用 0.025%胰蛋白酶 -EDTA

（Lonza，CC-5012）和胰蛋白酶中和溶液（Lonza，CC-5002）
处理细胞。使用 Vi CELL XR自动细胞计数仪（Beckman 

Coulter®，731050）对细胞进行计数。使用 DASbox迷你生
物反应器系统，将总量为 6 x 106的 hADSC与 3.4 g 

Synthemax® II低密度微载体（Corning，CLS3781）在
250 mL RoosterNourish MSC-XF培养基中进行悬浮培养。
该系统配备了两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐。为了
促使细胞粘附到磁珠上，在最初的 4小时内不搅拌细胞和微
载体。随后，将搅拌速度设置为 80 rpm。细胞在 37°C下培
养，溶氧（DO）水平设定为 40%。通过在罐体顶部自动添加
CO2和 NaOH（1M），将生长培养基保持在 pH 7.2。

在第 3天，向悬浮液中加入 5mL RoosterReplenish-MSC-XF

（RoosterBio，SU-023），为细胞提供额外的生长因子。在培
养的第 5天，将每台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐转移
到超净工作台下，丢弃培养基，使用 100 mL磷酸缓冲盐溶
液（PBS）洗涤磁珠，并加入 250 mL RoosterCollect-EV培
养基（RoosterBio，M2001）。然后，将 BioBLU 0.3c一次性
生物反应罐放回 DASbox迷你生物反应器系统培养 48小
时（胞外囊泡收集阶段）。通过用荧光分子 Invitrogen 

Calcein AM（Thermo Fisher Scientific®，C3099）对细胞进
行染色，在不同时间点评估细胞增殖情况，并使用 Thermo 

Scientific Invitrogen Evos FL Auto 2显微镜（Thermo 

FisherScientific，AMAFD2000）进行观察。在第 7天，收集
条件培养基（CCM），用于随后的离心步骤。使用 Vi-CELL 

XR自动细胞计数仪对细胞进行计数。

通过高速和超速离心分离外泌体
为了从培养上清液中分离外泌体，首先收集条件培养基并将
其放入 50TC（50mL）和 15TC（15mL）离心管，并在 4°C下
以 500 x g离心 10分钟。然后，将上清液转移到新的离心管
中，并在 4°C下以 2000 x g再次离心 10分钟。最后，将上清
液再次转移到新的离心管中，并在 4°C下以 20000 x g离心
20分钟。取一小份等分的上清液冻于 -80°C，以供将来分析。
到目前为止，所有离心步骤均在配备 R15A固定角转的

CR22N高速离心机上完成。

接下来，直接进行超速离心或使用 30%蔗糖垫进行离心，
以便比较不同离心方法对外泌体纯度和完整性的影响 [35]。
这些离心步骤在配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离
心机上完成。对于蔗糖垫液超速离心法，使用 27号针头和
注射器缓慢地将条件培养基转移到 40PET离心管中，并置
于 4mL 30% 蔗糖溶液之上。对于直接超速离心法，将条件
培养基直接转移到 40PET离心管中。使用 PET离心管的原
因是这种材料透明度高，可在离心后看到沉降物。接下来，将
离心管在 4°C下以 100,000 x g离心 90分钟。丢弃上清液，
同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer®

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。
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随后，使用带 R15A固定角转的 CR22N高速离心机完成三
道离心步骤（图 5A）。这三道离心步骤用于去除活细胞和磁
珠（500 x g）、细胞碎片、死细胞、凋亡小体
（2000 x g）和微泡体（20000 x g）。在完成每道离心步骤
后，将上清液转移到新的离心管中。在此过程中， 管内留存
1 mL培养基，以防止在转移时吸取细胞、细胞碎片、凋亡小
体或微泡体颗粒。在完成最后一道离心步骤后，约有 470 

mL澄清培养基可用于超速离心。使用配有 P32ST水平转
子的 CP100NX超速离心机，只需运行两次即可完成两台
BioBLU 0.3c一次性生物反应罐的离心（图 5B/C），从而减

少了外泌体收集过程中的工作步骤和时间。

从粗培养基中收集外泌体，首先以 100,000 x g离心，然
后以相同的速度进行二次离心；但若使用蔗糖密度梯度
离心，则可收集更均一、纯净、完整的外泌体。为了节省时
间，我们在离心管底部铺设 4 mL 30%的蔗糖垫来取代
蔗糖密度梯度离心步骤（图 5C）。使用蔗糖垫同样可获得
完整、均一的外泌体，而无需在管内制备蔗糖梯度，从而节
省了时间。

A B

C

条件培养基

hADSC
死亡细胞
细胞碎片 微泡 上清液

100,000 × g
90 min

4°C

100,000 × g
90 min

4°C

100,000 × g
90 min

4°C

100,000 × g
90 min

4°C

20,000 × g
20 min

4°C

2,000 × g
10 min

4°C

500 × g
10 min

4°C

蔗糖

图 4：使用配有 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐（D-0至 D+7）的 DASbox迷你生物反应器系统在 T75培养瓶（D-5至 D-0）和磁珠上进行细胞培养。
通过钙黄绿素染色，跟踪磁珠上的细胞生长。

图 5：使用高速离心以清除培养基： (A) 使用配有 R15A固定角转的 CR22N高速离心机， (B) 无蔗糖垫的超速离心，或 (C) 使用配有
P32ST水平转子的 CP100NX超速离心机和蔗糖垫来沉淀外泌体。
*使用 BioRender.com绘制

D-5 D-2 D-0 D+1 D+6 D+7

1000 µm 1000 µm 275 µm 275 µm



在 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中利用微载体培养人源
脂肪干细胞 hADSC
使用 RoosterNourish-MSC-XF培养基（RoosterBio®，
KT-016），在 T75 BioCoat® I型胶原包被培养瓶（Corning®，
10175430）中扩增第 3代（P3）人源脂肪干细胞（hADSC，
Lonza，PT-5006）。5天后，使用 0.025%胰蛋白酶 -EDTA

（Lonza，CC-5012）和胰蛋白酶中和溶液（Lonza，CC-5002）
处理细胞。使用 Vi CELL XR自动细胞计数仪（Beckman 

Coulter®，731050）对细胞进行计数。使用 DASbox迷你生
物反应器系统，将总量为 6 x 106的 hADSC与 3.4 g 

Synthemax® II低密度微载体（Corning，CLS3781）在
250 mL RoosterNourish MSC-XF培养基中进行悬浮培养。
该系统配备了两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐。为了
促使细胞粘附到磁珠上，在最初的 4小时内不搅拌细胞和微
载体。随后，将搅拌速度设置为 80 rpm。细胞在 37°C下培
养，溶氧（DO）水平设定为 40%。通过在罐体顶部自动添加
CO2和 NaOH（1M），将生长培养基保持在 pH 7.2。

在第 3天，向悬浮液中加入 5mL RoosterReplenish-MSC-XF

（RoosterBio，SU-023），为细胞提供额外的生长因子。在培
养的第 5天，将每台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐转移
到超净工作台下，丢弃培养基，使用 100 mL磷酸缓冲盐溶
液（PBS）洗涤磁珠，并加入 250 mL RoosterCollect-EV培
养基（RoosterBio，M2001）。然后，将 BioBLU 0.3c一次性
生物反应罐放回 DASbox迷你生物反应器系统培养 48小
时（胞外囊泡收集阶段）。通过用荧光分子 Invitrogen 

Calcein AM（Thermo Fisher Scientific®，C3099）对细胞进
行染色，在不同时间点评估细胞增殖情况，并使用 Thermo 

Scientific Invitrogen Evos FL Auto 2显微镜（Thermo 

FisherScientific，AMAFD2000）进行观察。在第 7天，收集
条件培养基（CCM），用于随后的离心步骤。使用 Vi-CELL 

XR自动细胞计数仪对细胞进行计数。

通过高速和超速离心分离外泌体
为了从培养上清液中分离外泌体，首先收集条件培养基并将
其放入 50TC（50mL）和 15TC（15mL）离心管，并在 4°C下
以 500 x g离心 10分钟。然后，将上清液转移到新的离心管
中，并在 4°C下以 2000 x g再次离心 10分钟。最后，将上清
液再次转移到新的离心管中，并在 4°C下以 20000 x g离心
20分钟。取一小份等分的上清液冻于 -80°C，以供将来分析。
到目前为止，所有离心步骤均在配备 R15A固定角转的

CR22N高速离心机上完成。

接下来，直接进行超速离心或使用 30%蔗糖垫进行离心，
以便比较不同离心方法对外泌体纯度和完整性的影响 [35]。
这些离心步骤在配备 P32ST水平转子的 CP100NX超速离
心机上完成。对于蔗糖垫液超速离心法，使用 27号针头和
注射器缓慢地将条件培养基转移到 40PET离心管中，并置
于 4mL 30% 蔗糖溶液之上。对于直接超速离心法，将条件
培养基直接转移到 40PET离心管中。使用 PET离心管的原
因是这种材料透明度高，可在离心后看到沉降物。接下来，将
离心管在 4°C下以 100,000 x g离心 90分钟。丢弃上清液，
同时在离心管底部保留 4 mL。为了再次配平离心管，在顶部
缓慢加入额外的条件培养基或 PBS溶液（取决于条件培养
基的初始体积），然后在 4°C下以 100,000 x g再次离心 90

分钟，浓缩外泌体并收集沉降物。在不破坏沉降物的同时，尽
可能多地丢弃上清液。将可能含有外泌体的沉降物重悬于
600µL PBS溶液中，每 200 μL等分一份，冻存于 -80℃。非
条件培养基（RoosterCollect-EV培养基）作为阴性对照。

粒度分布分析
通过动态光散射法（DLS）确定胞外囊泡的粒度分布状况。测
量工作由 University of Namur的平台和药学系完成。在
DLS中，通过配备λ=633nm波长激光的 Zetasizer Ultra纳
米粒度仪（Malvern Panalytical，ZSU5700）测量胞外囊泡的
粒度分布（PSD）。使用 Zetasizer Low Volume Disposable 

Sizing Cell试剂盒（Malvern Panalytical，ZSU1002）在透明
比色皿中分析外泌体沉降物。选择脂质体作为参考模型（折
射率：1.45，粘度：1.2PI，温度：20°C），因为它与外泌体具
有一些共同的物理特征，如组成、大小和密度 [36]。结果显
示，这些颗粒为球形，密度为 1.2 mg/mL，折射率和吸收系
数分别为 1.45和 0.001。

电子显微镜
测量工作由 University of Liege的
GIGA Neurosciences Laboratory for Cell and Tissue Biology 

实验室完成。简而言之，将外泌体悬浮液装载在透射电子显微
镜（TEM）网格上，并培养 1小时。外泌体用过滤的 2.5%乙
酸铀酰溶液染色 10分钟，用注射器将该溶液添加到 TEM网
格的表面。使用滤纸从网格中去除多余的乙酸铀酰溶液。用水
快速清洗网格，以去除多余的染色溶液。使用 80kV的 Jeol

透射电子显微镜（Jeol，JEM-1400）来分析外泌体的形态。

通过 CD63 ELISA试剂盒定量外泌体
按照说明，使用 ExoELISA- ULTRA Complete Kit CD63 

Detection试剂盒（System Biosciences，EXEL-ULTRA-CD63-1）
定量外泌体。简而言之，将每种样品的 50µL放入 96孔板中，
并在 37°C下培养 1小时。使用 Eppendorf ThermoMixer®

C，将孔板洗涤三次，每次 5分钟。将 CD63一抗在封闭液
（1:100）中稀释。然后，向每个孔中加入 50 µL抗体溶液，并

在室温下振荡培养 1小时。丢弃一抗，然后洗涤三次，每次 5

分钟。在封闭液（1:5000）中稀释二抗，向每个孔中加入 50 

µL抗体溶液，并在室温下振荡孵育 1小时。在完成最后三道
洗涤步骤后，将孔板与 50 µL TMB（3,3',5,5'-四甲基联苯
胺）ELISA底物在室温下培养 15分钟。加入相同量的终止
缓冲液，并立即使用 xMark微孔板分光光度计（Bio-Rad 

Laboratories，1681150）在 450nm下检测孔板，以提供测
定的固定终点。
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在本 Application Note中，我们将蔗糖垫离心法与不含蔗
糖的两个连续离心步骤进行了比较（图 5B/C）。在两次超速
离心步骤之后，不同方法的外泌体沉降物形状明显不同。事
实上，无蔗糖垫离心法在试管底部产生了浓缩的沉降物（图
5B），而蔗糖垫离心法（图 5C）产生了更加分散的沉降物。
发生这种情况的原因为：外泌体可穿过蔗糖垫，呈直线状
更缓慢地沉淀到试管底部，而无蔗糖垫时沉降物将凝聚到
同一位置。

外泌体表征和定量
超速离心后，将外泌体沉降物重悬于 PBS溶液中，并使用
DLS、电子显微镜（图 6A）和 ELISA（图 6B）进行表征。DLS

用于确定 PBS悬浮液中小颗粒的粒度分布状况，从而确定
外泌体的同质性。如上所述，同时使用新鲜的无条件无异源
培养基（RoosterCollect-EV）作为阴性对照。DLS检测结果
显示，在实验的最后 48小时，用于收集外泌体的
RoosterCollect-EV培养基中不含任何外源外泌体。蔗糖垫
离心法和无蔗糖垫离心法分离的外泌体的 DLS检测结果
显示了外泌体的典型粒度分布，峰值在 100nm左右（图
6A）。值得注意的是，两种方法的曲线下面积存在差异。事

实上，无蔗糖垫离心法分离的外泌体峰宽更大，存在向更
高粒度转移的趋势。相比之下，蔗糖垫离心法分离的外泌
体峰宽更小，并且集中在较小的粒度范围内。因此，蔗糖垫
离心法分离的外泌体群体更加完整、均匀，而无蔗糖垫离
心法分离的外泌体群体则具有更大的异质性。这一数据得
到了电子显微镜观察结果的证实（图 6A）。该分析结果证
实了我们之前的观察。RoosterCollect-EV培养基中未检
测到外泌体（阴性对照）。无蔗糖垫分离的外泌体群体更大
且不均匀，而蔗糖垫分离的外泌物则更小且更均匀，检测
到的碎片也更少（图 6A）。

外泌体生物标志物的表达通过 CD63的 ELISA检测进行
分析（图 6B）。使用这种方法检测到，两种外泌体分离方法
具备类似的外泌体丰度。它还证实了 RoosterCollect-EV

阴性对照中不存在外源外泌体，且在样品中未检测到
CD63的表达。该数据表明，使用 CR22N高速离心机和
CP100NX超速离心机进行分离可实现更高的外泌体产
量。此外，在超速离心步骤期间使用蔗糖垫可以收集丰富
且均匀的外泌体。
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结论

配备 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐的 DASbox迷你生
物反应器系统可为外泌体生产工作流程提供高效的上游
工艺优化：它能够平行处理 4台 100至 250 mL工作体
积的生物反应器，并且精确控制关键工艺参数，如温度、
pH值、溶氧和气体流量。

确保外泌体纯度和质膜完整性是外泌体分离过程中的重
大挑战。沉淀或色谱等纯化和分离方法会因操作缓冲液而
产生外泌体聚集或降解。被称为“黄金标准”的超速离心
法能够以相对较低的成本从大量生物材料中分离外泌体，
并且无需使用可能污染外泌体制剂的化学试剂。然而，超
速离心法也存在缺点，例如需要完成大体积培养基的重复
离心步骤，并且分离效率取决于所选转子类型（固定角转
或水平转子）及其容量大小；另一点是外泌体组分中可能
存在非外泌体杂质。为了提高纯度和完整性，通常在蔗糖
梯度（2.0-0.25 M）中分离外泌体，并在 210,000 x g的
速度下离心长达 16小时。为了改进方案并节省时间，我
们使用蔗糖垫液法进行超速离心可将每次离心时间缩短
至仅需 90分钟。     

研究结果表明，使用配有 BioBLU 0.3c一次性生物反应
罐的 DASbox迷你生物反应器系统以及高速和超速离心
机，能够建立一套成功收集完整度高和均一性好的人脂肪
干细胞来源外泌体的工作流程。CR22N高速离心机配备
了能够同时容纳 10x15TC和 10x50TC锥底管的 R15A

固定角转，单次离心容量高达 650 mL。使得其可在 1小
时内清除 650 mL培养基中的细胞、细胞碎片、微泡体等
杂质，从而节省时间、减少重复工作。同样的，CP100NX

超速离心机配备了能够同时容纳 6x40 mL离心管的
P32ST水平转子，最多可容纳 240 mL培养基。

由于具备高容量的特性，CR22N高速离心机仅需运行一
次，即可完成对两台 BioBLU 0.3c一次性生物反应罐中
培养基成分的清除；而 CP100NX超速离心机仅需运行
两次，即可浓缩外泌体。如此一来，整个过程耗时不到 4小
时，表明该工作流程有助于提高工艺开发期间的时间管理
效率。
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