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摘  要 

背景：外泌体(Exosomes)，可由多种类型的细胞分泌的多泡内涵体，通过与细胞膜的融合将其中的递质

转移到另一细胞，从而实现跨细胞信息传递并调节胞间信号传导，发挥多种生物学功能。外泌体在组织

修复中具有优秀的效果。然而外泌体的临床应用也存在着一定的问题，一方面，靶向性不足；另一方面，

外泌体外用存在效果不佳，失效的速度快的特点。在此，我们寻找到一种合适的载体对外泌体进行靶向

增强以及延长作用时间。本文对我们所使用的研究方法进行简要阐述，以期为相关的研究提供一定的参

考及借鉴。 
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Abstract 
Background: Exosomes are multivesicular endosomes secreted by various types of cells, which 
transfer the transmitters to another cell through fusion with the cell membrane, thus achieving 
transcellular information transmission and regulating intercellular signal transduction, thus play-
ing a variety of biological functions. Exosomes have excellent effects in tissue repair. However, 
there are some problems in the clinical application of exosomes. On the one hand, the targeting is 
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insufficient; on the other hand, in vitro application of exotin has the characteristics of poor effect 
and fast failure rate. Here, we find a suitable vector for targeted enhancement of exosomes and 
prolonging the action time. This article briefly elaborates on the research methods we use, in or-
der to provide some reference and inspiration for related research. 
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1. 引言 

糖尿病足溃疡(diabetic foot ulcer, DFU)是一种严重的糖尿病慢性并发症，它以机体长期慢性高血糖为

因，皮肤的软组织血运障碍、神经病变，皮肤缺损后迁延不愈为果的一种临床常见疾病[1]。据估计，到

本世纪中期，糖尿病患者可达到 6.29 亿[2] [3]。糖尿病患者一生之中，有高达 25%的机率出现足部溃疡，

而这些溃疡患者中又有接近 30%的人群将接受截肢治疗。糖尿病足溃疡已成为世界性的问题，糖尿病护

理成本至少是人均医疗保健支出的 3.2 倍，在出现并发症的情况下，这一数字上升至 9.4 倍，这将给社会

和家庭带来严重的经济负担[4]。 
近年来，干细胞治疗在糖尿病足溃疡治疗这个领域广为应用。已经有相当多的基础以及临床研究证

明在糖尿病慢性难愈性溃疡治疗领域干细胞具有极其优秀的效果及独特的优势 [5]-[7]。外泌体

(Exosomes)，可由多种类型的细胞分泌的多泡内涵体，里面含有蛋白质、脂质、microRNAs、mRNAs、
信号分子等多种不同的活性物质，通过与细胞膜的融合将其中的递质转移到另一细胞，从而实现跨细胞

信息传递并调节胞间信号传导，发挥多种生物学功能。研究表明外泌体在组织修复中具有优秀的效果，

甚至有观点认为干细胞来源的外泌体在组织修复的效果等同于乃至强于干细胞移植[8]-[11]。外泌体的临

床应用也存在着一定的问题，一方面，靶向性不足；另一方面，外泌体外用存在效果不佳，失效的速度

相当快。寻找一种合适的载体对外泌体进行靶向增强以及延长作用时间是解决问题的核心。 
富血小板凝胶(platelet gel, PG)是富血小板血浆(platelet-rich plasma, PRP)按照一定比例与激活剂混合

凝固而成的凝胶状物质，其富含多种生长因子，具有明显地加速创面愈合作用。临床研究表明，PG 在糖

尿病足溃疡方面有显著疗效，且安全性良好[12]-[14]。将外泌体装载于血小板凝胶并将其集中于伤口处释

放，可以保护外泌体免受糖尿病慢性难愈性创口复杂的微环境影响，确保外泌体将集中释放于伤口处并

大大增长起效时间，这将直接提升外泌体的治疗效果。 

2. 方法及结果 

2.1. 脐带间充质干细胞(UMSCs)的提取步骤[15]  

1) 产房取无菌脐带，去掉脐带血；2) 生物安全柜中，准备器械，将脐带剪成 2 cm 一小段，用 PBS
清洗 2 次；3) 小心剥离脐带外膜，去除脐带血管(2 根动脉，一根静脉)，保留 Walton 胶；4) 将剥离出的

Walton 胶用眼科剪剪碎至小于 1 mm3，加入等体积的 0.1%胶原酶 IV，37℃消化过夜；5) 第二天取出消

化液，加入 0.25%胰蛋白酶，配成终浓度 0.05%的消化液，继续 37℃消化半小时；6) 加入 PBS 或基础培
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养基稀释至 200 mL，充分混匀；7) 移至离心管中，3000 rpm，10 min 离心，弃上清；8) 加入适量基础

培养基重悬细胞，1500 rpm 离心 10 min，弃上清；9) 加入完全培养液 20 mL (MSC BM 培养基 + 5% Elite 
Gro + 双抗)重悬细胞，充分混匀；10) 将细胞种到 15 cm 培养皿中，摇匀。37℃，5% CO2 培养箱中培养；

11) 细胞 90%融合时，进行传代。一般原代细胞在 12~14 天左右进行收集细胞。4~5 天传代一次；12) 收
集第 2 代人脐带间充质干细胞做流式鉴定。 

2.2. 外泌体的提取与鉴定[16] 

提取：外泌体的提取是一个精细且复杂的过程，旨在从细胞培养上清液、血液、尿液或其他体液中

高效、纯净地分离外泌体。常用的外泌体提取方法主要包括以下几个步骤：1) 样本预处理；2) 密度梯度

离心或超速离心；3) 超滤或过滤；4) 鉴定与验证。 
外泌体提取步骤：1) 将第 2 代或第 3 代的细胞种皿，采用无外泌体血清培养细胞，收集细胞上清液；

2) 收集的上清液按照(图 1)的操作流程进行提取。 
 

 
Figure 1. Exosome separation process 
图 1. 外泌体分离流程 
 

外泌体鉴定：外泌体的鉴定是一个综合性的过程，通常涉及多个实验技术和方法，以确保所分离得

到的样本确实是外泌体。根据国际囊泡协会(MISEV)的规定和推荐，外泌体鉴定的步骤大致可以分为以

下几方面： 
1) 形态学鉴定：电子显微镜(EM)观察：使用透射电子显微镜(TEM)直接观察样本，寻找直径约为

30~150 纳米的典型杯状或圆形膜结构的囊泡，这是外泌体的直接形态特征(图 2)。 
2) 大小和颗粒度分析：纳米颗粒追踪分析(NTA)：通过动态光散射技术测量外泌体的大小分布和浓

度，验证是否大部分颗粒位于外泌体的典型尺寸范围内(通常 30~150 nm) (图 3)。动态光散射(DLS)：另

一种测量颗粒大小的方法，但不如 NTA 精确于分辨外泌体的大小分布。 
3) 蛋白质标志物的 Western Blot (WB)分析：选择外泌体特有的标志蛋白进行检测，如跨膜蛋白 CD9、

CD63、CD81 和胞质蛋白 Alix、TSG101 等，同时建议包括至少一个阴性对照蛋白(非外泌体标志蛋白)，
如 GRP94、EEA1 等，以排除非外泌体污染。这一步骤不仅确认了外泌体的存在，也通过特定蛋白的表

达情况提供了外泌体纯度的信息。 
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Figure 2. Electron microscopy of exosomes derived from umbilical cord mesenchymal stem cells 
图 2. 脐带间充质干细胞来源的外泌体的电镜检测图 
 

 
Figure 3. The relationship between particle size distribution and concentration of the sample 
图 3. 样品的粒径分布与浓度关系曲线 

 

4) 蛋白质组学分析：通过质谱技术对分离的外泌体蛋白质进行深度分析，以获得更全面的蛋白质组

成信息，进一步确认其外泌体特性，并探索潜在的生物标志物。 
5) RNA 分析：测定外泌体中的 microRNA、mRNA 或 lncRNA 等核酸内容物，因为它们是外泌体的

重要功能性成分，能够反映细胞状态和功能。 
6) 浮力密度梯度离心：使用蔗糖梯度或碘克沙密度梯度离心分离外泌体，根据它们的密度特性进行

纯化，随后可结合上述方法进一步鉴定。 
每个步骤都有其特定的作用和局限性，因此在实际鉴定过程中，通常会结合多种方法以确保鉴定结果

的准确性。值得注意的是，随着技术进步，新的鉴定方法也在不断出现，如流式细胞术对外泌体的分析等。 

2.3. 外泌体载体(富血小板凝胶)制备流程 

1) 血液采集与富血小板血浆(PRP)制备：使用含有 EDTA 采血装置采集患者外周静脉血。对采集的

血液进行离心分离，去除红细胞和其他细胞成分，从而获得富含血小板的血浆(PRP)。这一过程需要特定

的离心速度和时间设定(4000 转、5 min)。 
2) 凝血酶溶液的制备取凝血酶冻干粉，并按照每 1000 单位凝血酶配以 1~2 毫升 10%葡萄糖酸钙溶

液的比例混合，制成凝血酶溶液。葡萄糖酸钙作为辅助因子，帮助启动凝血过程。 
3) 步骤 2 得到的富血小板血浆(PRP)及步骤 3 制备的凝血酶溶液按体积比 10:1 混合均匀混合后，血

小板将在凝血酶的作用下开始聚集，形成凝胶状物质，即富血小板凝胶。 
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4) 步骤 3 制备血小板凝胶同时加入一定比例的已经提取的外泌体，即可形成外泌体与血小板凝胶复

合体(图 4)。 
 

 
Figure 4. Preparation of exosome and platelet gel complex 
图 4. 外泌体与血小板凝胶复合体制备 

2.4. 细胞划痕实验用于验证外泌体具有促进细胞迁移能力 

1) 准备工作：取出无菌的 6 孔板，用 marker 笔在孔底均匀划上平行线，距离约 0.5 cm，确保每次拍

照位置一致。预先计算并调整细胞密度，通常每孔加入约 5 × 105 个细胞，具体数量需根据细胞类型和实

验需求调整，确保细胞在过夜培养后能达到约 80%汇合。 
2) 细胞培养：将调整好的细胞悬液均匀铺板，放入培养箱中培养，直至细胞完全融合成单层，一般

需要过夜或更长时间。 
3) 制造划痕：第二天，当细胞完全融合成单层后，使用直尺引导下的 10 μL 枪头尖端或类似的工具

轻轻在细胞单层上划一条直线，制造一个空白区域(“划痕”)。用 PBS (磷酸盐缓冲盐水)轻轻洗涤细胞板

3 次，以去除松动的细胞碎片和死细胞。 
4) 拍照记录：在制造划痕前后立即拍照记录，确保使用同一放大倍数和位置。根据实验设计，后续

在特定时间点(如 6 小时、12 小时、24 小时等)重复拍照。 
培养 HUVE，进行细胞划痕实验。分为对照组、外泌体组、外泌体 + 血小板组、血小板组。观察

24 h。可见血小板组、外泌体组、血小板 + 外泌体组均比控制组生长速度更高(图 5)。 

2.5. 外泌体结合血小板凝胶治疗糖尿病足溃疡 

选取合适的糖尿病足患者，经过常规糖尿病足清创，抗感染治疗后，根据糖尿病足溃疡面积，计算

外泌体结合血小板凝胶需要治疗量，通过特制装置将其覆盖固定于糖尿病足溃疡处(图 6)。 
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Figure 5. Cell scratch experiment 
图 5. 细胞划痕实验 
 

 
Figure 6. Clinical application of exosome binding platelet gel in diabetic foot patients 
图 6. 外泌体结合血小板凝胶在糖尿病足患者中临床应用 

3. 总结与展望 

本文所提到的外泌体结合血小板凝胶治疗糖尿病足溃疡是一种新型的治疗方法，它将外泌体的生物

学特性和血小板凝胶的促进组织修复能力相结合，旨在能更有效地促进糖尿病足溃疡的愈合。理论上将

外泌体与血小板凝胶结合起来使用，可以进一步增强其治疗潜力[17]。外泌体可以提供额外的生物活性信

号来优化细胞微环境，而血小板凝胶则作为载体，不仅提供结构支持，还能局部释放生长因子，两者协

同作用可能更加有效地促进糖尿病足溃疡的愈合，减少感染风险，缩短愈合时间，并可能降低截肢率。

本文所使用的研究方法可能为相关的研究提供一定的参考及借鉴。目前，关于外泌体结合血小板凝胶的

具体临床研究和数据还在积累之中。随着再生医学和生物技术的进步，这有望为糖尿病足溃疡患者带来

新的治疗希望。 
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