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摘  要：探索枇杷（Eriobotrya japonica L.）外泌体及细胞液对体外人皮肤细胞的生物活性，为其在护肤品上的开发提

供科学依据。采用超高速离心法和机械破碎法分别获得枇杷外泌体和细胞液，以 CCK8 法检测不同浓度枇杷叶来源外

泌体、枇杷细胞悬浮培养来源的外泌体及其细胞液对人皮肤成纤维细胞（HSF）存活率的影响；对 HSF 细胞采用脂多

糖（lipopolysaccharide, LPS）处理进行炎症造模，选取显著促进细胞存活率的浓度，后续开展添加外泌体或细胞液处

理，进行细胞凋亡及迁移能力检测。对黑色素瘤细胞（A375）开展外泌体或细胞液处理，进行黑色素含量及酪氨酸酶

活性检测。结果表明：每克枇杷叶含 8.54×109 个外泌体颗粒，粒径 86.78 nm；每毫升（约 1 g）枇杷悬浮细胞上清液中

含 8.67×108 个外泌体颗粒，粒径 80.39 nm。浓度为 20 μg/mL 时，枇杷叶外泌体、枇杷悬浮细胞外泌体、枇杷悬浮细胞

液均显著提高体外 HSF 细胞存活率（P<0.05）。与阳性对照（LPS 处理）相比，枇杷叶外泌体浓度为 20 μg/mL，枇杷

悬浮细胞外泌体浓度为 20 μg/mL 和枇杷悬浮细胞液浓度为 10 μg/mL 时，均极显著降低 LPS 处理引起的细胞凋亡

（P<0.01），均显著促进细胞迁移（P<0.05）。浓度为 5 μg/mL 的枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷悬浮细胞液均可显著降低

体外 A375 细胞黑色素含量，枇杷细胞液还显著降低酪氨酸酶活性（P<0.05）。 
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Loquat Exosomes and Cytosol for Skin Care Efficacy in vitro 
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Abstract: The biological activity of loquat exosomes and cytosol on human skin cells in vitro was explored to provide a 
scientific basis for the development of skin care products. The loquat exosomes and cytosol were obtained by ul-

tra-high-speed centrifugation and mechanical disruption, respectively. Firstly, the effect of different concentrations of 
loquat leaf-derived exosomes (loquat leaf-exo), loquat cell suspension culture-derived exosomes (loquat suspension-exo) 

and loquat cell suspension culture-derived cytosol (loquat suspension-cytosol) on cell viability of human skin fibroblasts 
(HSF) was detected by the CCK8 method. And then, HSF cells were treated with LPS (lipopolysaccharide) for inflam-

mation modeling, and the concentration that significantly promoted the cell survival rate was selected, followed by 
adding exosomes or cytosolic treatment to detect cell apoptosis and migration ability. Secondly, the melanoma cells 

(A375) were subsequently treated with exosomes or cytosol, and the melanin content and tyrosinase activity were de-
tected. The concentration of exosomes per gram of loquat leaves was 8.54×109 particles, and the particle size was 
86.78 nm; each milliliter (approximately equal to 1 g) of loquat suspension cells contained exosomes with a concentra-

tion of 8.67×108 particles, with a particle size of 80.39 nm. At the concentration level of 20 μg/mL, loquat leaf-exo, lo-
quat suspension-exo, and loquat suspension-cytosol all significantly increased the survival rate of HSF cells in vitro 

(P<0.05). Compared with the positive control (LPS treatment group), loquat leaf-exo at 20 μg/mL, loquat suspen-
sion-exo at 20 μg/mL and loquat suspension-cytosol at 10 μg/mL significantly reduced the apoptosis induced by LPS 
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treatment (P<0.01), both significantly promoted cell migration (P<0.05). 5 μg/mL loquat suspension-exo and loquat 

suspension-cytosol could significantly reduce the melanin content of A375 cells in vitro, and loquat suspension-cytosol 
could also significantly reduce the tyrosinase activity (P<0.05). 
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枇杷（Eriobotrya japonica L.）为蔷薇科枇杷

属植物，其叶及花有清肺止咳、和胃降逆、止渴之

功效[1]，是传统药食同源植物。枇杷叶（果）提取

物、叶原生质体已收录于《已使用化妆品原料目录

（2021 年版）》。由于枇杷果期（保存期）短，

分布地域狭窄，导致果实应用基本停留在鲜食和粗

加工产品上，枇杷叶或花则在止咳清热的中药组方

中长期无新的突破，大大降低了枇杷的高值利用。

研究表明，枇杷的应用还可以拓展到很多领域，如

治疗寻常型痤疮[2-3]，卷烟加香[4]，挥发性成分可

以直接吸入肺部给药[5-6]等。目前，有必要结合新

热点和新技术对枇杷的应用进行新的拓展。 

外泌体（exosome）首次发现于 1983 年，是

一种细胞内膜衍生的纳米级囊泡，存在于动物、

植物以及微生物中[7]。它具有磷脂双分子层结构而

高度稳定，可保护内含物（一般为复杂核酸和特异

蛋白）免受降解并运送至受体细胞[8-9]。其自身也

具有某些生物活性，如参与基因转录调控[10-11]，

通过细胞介质传递影响其他细胞功能[12]，可作为

癌症、免疫性疾病等早期诊断的生物学标志[13]。

此外，外泌体在跨界细胞或物种间有广泛的应用

前景[14-15]，如间充质干细胞外泌体可促进烫伤后

皮肤的恢复及再生[16]；人血小板外泌体可改善面

部光损伤和皮肤老化的各种临床指标，并具安全

性和良好耐受性 [17]。生姜外泌体可重塑肠道菌

群、缓解结肠炎[18]；景天外泌体可抗肺纤维化[19]；

牛奶、生姜外泌体可作为天然纳米载体以提高药

物利用率[20-21]；外泌体可作为基因或细胞治疗中

理想的药物或传送递质 [22]。外泌体已成为生物

学、医药学等研究的热点。 

采用枇杷细胞悬浮培养技术生产三萜类次生

物质，是不同于现有从枇杷叶提取的另一有效途

径[22-24]。项目组前期研究表明，通过枇杷细胞悬

浮培养，细胞内能够产生几倍至十几倍高于枇杷

原植株的五环三萜类化合物，原废弃的细胞培养

液中易分离制备丰富的外泌体。目前缺乏枇杷外

泌体和细胞液功能的相关研究报道。本研究基于

已建立的优良的枇杷悬浮细胞系，分离外泌体及

其细胞液，以鲜枇杷叶分离外泌体，探索这 3 种

材料对体外人皮肤成纤维细胞（HSF）的功效以及

对黑色素含量和酪氨酸酶活性的影响，以期为枇杷

细胞今后在护肤品领域的开发提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

已有悬浮培养的枇杷细胞系（早钟 6 号），

诱导自幼果，由福建省亚热带植物研究所诱导、

优化并长期继代培养，具体技术参见文献[25-26]。

液体培养基为 MS 培养液附加 NAA 0.5 mg/L，茉

莉酸甲酯（MeJ）375 mg/L，蔗糖 2%，pH 5.8，

培养条件为：接种量 8 g/100 mL，温度 25 ℃，白

炽灯 400 Lux，转速 130 r/min，于 250 mL 三角瓶

（装液量 130 mL）中。接种后 10 d 收获。 

选取早钟 6 号枇杷顶端第 2 对嫩叶，2021 年

9 月采收于福建省亚热带植物研究所药用植物资

源圃。 

人皮肤成纤维细胞（HSF）、人黑色素瘤

（A375）细胞购自赛百慷（上海）生物技术股份

有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  外泌体分离及鉴定  采用超高速离心法分

离 外 泌 体 。 对 数 生 长 期 的 枇 杷 悬 浮 细 胞 液

250 mL，于 4 ℃，5000 r/min，离心 5 min，收集

上清 200 mL（约为 200 g）；4 ℃，150 000 r/min，

离心 120 min，弃上清，预冷 PBS 300 μL 重悬沉

淀，0.45 μm 滤膜除菌，–80 ℃备用。取枇杷叶片

65 g，破壁机研磨获取汁液，4 ℃，5000 r/min，

离心 20 min，收集上清；4 ℃，10 000 r/min，离

心 40 min，收集上清；4 ℃，150 000 r/min，离心

120 min，弃上清，预冷 PBS 300 μL 重悬沉淀，

0.45 μm 滤膜除菌，–80 ℃备用。 

利用透射电子显微镜 Hitachi HT-7700 观察外

泌体形态；采用粒径分析仪 NanoFCM N30E 检测

外泌体的粒径和浓度信息；利用多功能酶标仪

Thermo Varioskan LUX 采用 BCA 法测定蛋白浓

度，具体步骤如下：（1）在 37 ℃中速融外泌体，
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并迅速加入 5×RIPA 裂解液；（2）混匀后在冰上

裂解 30 min，期间混匀；（3）配制 BCA 法测蛋

白浓度的标准样品，并取 5 μL 样品加至 BCA 混

合液中，混匀；（4）37 ℃孵育 30 min，酶标仪

上，在 562 nm 处测吸光值并记录；（5）根据标

准曲线算出待测样品的蛋白浓度。 

1.2.2  枇杷悬浮细胞液的分离鉴定  取 1 g 对数

生长期的枇杷悬浮细胞在超净台中研磨破碎，加

入 1 mL PBS 重悬得到细胞液，4 ℃，5000 r/min，

离心 5 min，收集上清获得枇杷悬浮细胞液，

0.45 μm 过滤除菌，采用 BCA 法测蛋白浓度，具

体方法同 1.2.1，于–80 ℃保存，备用。 

1.2.3  细胞培养  人皮肤成纤维细胞（HSF）、人

黑色素瘤（A375）在含有 1%双抗、10%胎牛血清

的完全培养液（HSF 使用 1640 培养基，A375 使

用 DMEM 培养基），37 ℃、5% CO2 保持饱和湿

度培养，细胞密度约 80%~90%时进行常规传代。 

1.2.4  CCK8 法检测细胞活力   HSF 细胞按照

5000 个 / 孔铺于 96 孔板，待细胞贴壁后用

10 μg/mL 脂多糖（lipopolysaccharide, LPS）处理

HSF 细胞 20 h 进行炎症造模，添加含或不含外泌

体或细胞液的完全培养基处理细胞 48 h。模型细

胞作阳性对照，正常未处理细胞为阴性对照，设

置 6 个生物学重复。处理 48 h 后，加入 CCK8 试

剂进行细胞活力检测，2 h 内读取 OD450 值。HSF

细胞按照 3×105 个/孔铺板至 6 cm 板，待细胞贴壁

后使用。 

1.2.5  流式双染检测细胞凋亡  采用生工生物工

程（上海）股份有限公司生产的 E606336-0020 

Annexin V 凋亡检测试剂盒，FITC/PI 双染法，胰

酶消化细胞，1200 r/min 离心 5 min 收集细胞，PBS

洗涤 2 次；195 μL 1×Binding buffer 悬浮细胞，加

入 5 μL Annexin V-FITC， 4 ℃避光孵育 10~ 

15 min；加入 200 μL 1×Binding buffer 洗涤细胞、

1200 r/min 离心 5 min，弃上清；190 μL 1×Binding 

buffer 悬浮细胞，加 10 μL PI 混匀后上机检测。

设置 3 次生物学重复。 

1.2.6  Transwell 法检测细胞迁移能力  （1）取

消化 HSF 细胞，无血清培养基洗 3 次，计数，配

成浓度为 5×105 个/mL 的细胞悬液；上室每孔加

入 100 μL 细胞悬液。（2）下室中加入 500 μL 含

10%血清及工作浓度为 10 μg/mL 的 LPS 完全培养

基。（3）37 ℃培养箱中，培养 20 h 后，去除下

室培养基，添加含 5 μg/mL 外泌体进行处理，48 h

后，检测穿过的细胞数。取上室，以棉签拭去小

室滤膜上的细胞。用 PBS 洗后将小室置于 4%多

聚甲醇固定 20 min，弃固定液，用 1%结晶紫乙醇

溶液孵育 30 min 进行染色，用 1×PBS 洗后倒置于

普通显微镜下随机拍照。设置 3 次生物学重复。 

1.2.7  黑色素含量检测  将人黑色素瘤（A375）

细胞按照 2×107 个/孔铺板至 15 cm 板，待细胞贴

壁后添加含/不含外泌体或细胞液的完全培养基

处理细胞 72 h。将所有样本蛋白浓度调整为

5.77 μg/μL，取 100 μL 用于测定 OD470。设 3 次生

物学重复。 

1.2.8  酪氨酸酶活性检测  在总体积 3.0 mL 的

酶活反应体系中，加入 200 μL 含 577 μg 蛋白样

本和 0.5 mmol/L 左旋多巴底物溶液 2.8 mL，充分

混匀，37 ℃水浴保温 10 min 后，于波长 475 nm

处测得样品吸光度值（A）。设 3 次生物学重复。

相对酪氨酸酶活性=加药处理组 A475/空白对照组

A475。 

1.3  数据处理 

采用 SPSS 软件进行数据统计与分析，利用

Duncan’s 法进行多重比较。 

2  结果与分析 

2.1  外泌体形态及大小 

由鲜枇杷嫩叶分离的外泌体（E-leaf-exo）和

枇杷悬浮细胞培养液上清分离获得的外泌体，即

枇杷悬浮细胞外泌体（E-suspension-exo）具体形

态见图 1，从图 1 可看出二者外部形态类似，均

呈现典型的茶托状外泌体。利用粒径分析仪检测

外泌体的粒径和颗粒数（图 2），结合方法 1.2.1

中起始样本量，枇杷叶外泌体和枇杷悬浮细胞外 
 

 
A：枇杷悬浮细胞外泌体；B：枇杷叶外泌体。 

A: E-suspension-exo；B: E-leaf-exo. 
图 1  枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷叶外泌体 

透射电子显微镜图 
Fig. 1  Transmission electron microscopy images of loquat 

suspension cell and loquat leaf exosomes exosomes 
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A：枇杷悬浮细胞外泌体；B：枇杷叶外泌体。 

A: E-suspension-exo; B: E-leaf-exo. 
图 2  枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷叶外泌体平均粒径 

Fig. 2  Average particle size of loquat suspension cell ex-
osomes and loquat leaf exosomes 

  
泌体粒径分别为 86.78、80.39 nm；每克枇杷叶含

8.54×109 个外泌体颗粒；每毫升（约 1 g）枇杷悬

浮细胞上清中含 8.67×108 个外泌体颗粒。利用该

方法获得的枇杷叶外泌体平均粒径大于枇杷悬浮

细胞外泌体平均粒径。每克枇杷叶中外泌体的颗

粒含量约是每毫升（约 1 g）枇杷悬浮细胞上清液

外泌体含量的 10 倍。基于形态上的完整性判断，

以上 2 种材料提取的外泌体均可用于后续研究。 

2.2  蛋白指标检测结果 

采用 BCA 法检测蛋白浓度，结果表明，枇杷

叶外泌体、枇杷悬浮细胞外泌体、枇杷悬浮细胞

液蛋白浓度分别为 0.683、2.766、0.212 μg/μL，

并根据此数据进行后续定量实验。结合以上蛋白

浓度和样本的起始量可知，每克枇杷细胞中含蛋

白 2.766×103 μg，每克枇杷叶外泌体中含蛋白

3.152 μg，每毫升（约 1 g）枇杷悬浮细胞上清液

提取的外泌体中含蛋白 0.318 μg，单位质量的枇

杷叶和枇杷悬浮细胞上清液的外泌体蛋白含量相

差约 10 倍。 

2.3  CCK8 法检测细胞存活率 

采用 CCK8 法检测不同浓度外泌体或细胞液

对人皮肤成纤维细胞（HSF）存活率的影响，结

果如表 1 所示，与空白对照（0 μg/mL）相比，

20 μg/mL 的枇杷叶外泌体和枇杷悬浮细胞外泌体

能够显著提高 HSF 细胞存活率（P<0.05），

10 μg/mL 枇杷悬浮细胞液能够显著提高 HSF 细

胞存活率（P<0.05）。20 μg/mL 的枇杷叶外泌体、

枇杷悬浮细胞外泌体、枇杷悬浮细胞液均显著提

高体外 HSF 细胞存活率（P<0.05）。枇杷悬浮细

胞液 10、20 μg/mL 浓度水平组间的 HSF 细胞存

活率无显著差异，未呈现出剂量效应。 

根据以上结果，选取对细胞存活率有显著影

响的浓度：20 μg/mL 枇杷叶外泌体、20 μg/mL 枇

杷悬浮细胞外泌体和 10 μg/mL 枇杷悬浮细胞液

作 为 后 续 研 究 。 后 续 将 采 用 脂 多 糖

（lipopolysaccharide, LPS）处理 HSF 细胞进行炎

症造模，添加外泌体或细胞液处理，进行细胞凋

亡及迁移能力检测。 

2.4  细胞凋亡检测 

流式细胞术检测结果如图 3 所示，LPS 处理

后，右下象限的凋亡细胞比例增加。对 HSF 细

胞进行炎症造模，再加入枇杷叶外泌体、枇杷悬

浮细胞外泌体以及枇杷细胞液处理后，与 LPS

处理组比较，右下象限的凋亡细胞比例减少。表

明 HSF 细胞经过 LPS 处理后，细胞凋亡水平显

著上调；继而进行药剂干预，细胞凋亡均显著降

低，其中，枇杷叶外泌体对细胞凋亡的抑制程度

显著优于枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷细胞液，而

枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷细胞液组间无显著

性差异（表 2）。 
 

表 1  不同浓度外泌体或细胞液处理 HSF 细胞的存活率 
Tab. 1  Survival rate of HSF cells treated with different concentrations of extracellular vesicles or cell fluids 

存活率 Survival rate/%  处理 
Treatment 0 μg·mL–1 5 μg·mL–1 10 μg·mL–1 20 μg·mL–1 

枇杷叶外泌体 99.83±1.078a 100.00±1.000a 100.30±0.882a 107.70±1.202b 

枇杷悬浮细胞外泌体 99.83±1.078a  98.67±0.882a 103.00±1.155a 112.70±2.728b 

枇杷悬浮细胞液 99.83±1.078a  99.00±0.000a 117.00±1.155b 113.70±1.764b 

注：同行不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant difference between different treatments (P<0.05). 



1492 热 带 作 物 学 报  第 44 卷 

 

A：对照；B：LPS 处理；C：枇杷叶外泌体干预；D：枇杷悬浮细胞外泌体干预；E：枇杷悬浮细胞液干预。 
A: CK; B: LPS treatment; C: E-leaf-exo intervention; D: E-suspension-exo intervention; E: E-suspension-cytosol intervention. 

图 3  流式细胞仪检测细胞凋亡的散点图 
Fig. 3  Flow cytometric dot plots about the apoptosis 

 
表 2  不同处理对细胞凋亡和细胞迁移的影响 

Tab. 2  Effects of different treatments on cell apoptosis and cell migration 

指标 

Index 
CK 

LPS 处理 
LPS treatment  

枇杷叶外泌体 
E-leaf-exo 

枇杷悬浮细胞外泌体 
E-suspension-exo 

枇杷悬浮细胞液 
E-suspension-cytosol

凋亡细胞比例/% 10.19±0.221a  24.75±0.365d 14.94±0.100b   16.85±0.602c  16.49±0.037c 

迁移细胞数 400.75±14.516a  218.75±9.141c 425.50±16.894a  299.50±4.518b 293.50±4.770b 

注：同行不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant difference between different treatments (P<0.05). 

 

2.5  细胞迁移能力检测 

在 Transwell 检测人皮肤成纤维细胞 LPS 炎

症模型中，外泌体或细胞液共孵育 48 h 后，细胞

迁移能力发生变化，结果如图 4 所示，与对照相

比，LPS 处理后细胞迁移的数量明显减少，外泌

体和细胞液处理有恢复炎症模型中细胞迁移数量

的趋势。研究表明，LPS 处理显著降低了迁移细

胞数量，枇杷叶外泌体干预与 LPS 炎症处理（阳

性对照）呈差异显著，恢复迁移细胞数量至与对

照（0 μg/mL，阴性对照）无显著差异；枇杷悬浮

细胞外泌体和枇杷悬浮细胞液处理均与 LPS 炎症

处理呈显著性差异，能够恢复迁移细胞数量但显

著低于阴性对照，且枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷

悬浮细胞液组间无显著性差异（表 2）。 

2.6  黑色素含量检测 

分别采用 5 μg/mL 枇杷叶外泌体、枇杷悬浮

细胞外泌体和枇杷悬浮细胞液处理 A375 细胞细

胞 72 h 后，各处理细胞生长状态均良好（图 5）。 
 

 
A：对照；B：LPS 处理；C：枇杷叶外泌体干预；D：枇杷悬浮细胞外泌体干预；E：枇杷悬浮细胞液干预。 

A: CK; B: LPS treatment; C: E-leaf-exo intervention; D: E-suspension-exo intervention; E: E-suspension-cytosol intervention. 
图 4  不同处理对人皮肤成纤维细胞迁移的影响（100×） 

Fig. 4  Effects of different treatments on migration of HSF (100×) 

 
A：对照；B：枇杷叶外泌体处理；C：枇杷悬浮细胞外泌体处理；D：枇杷悬浮细胞液处理。 
A: CK; B: E-leaf-exo treatment; C: E-suspension-exo treatment; D: E-suspension-cytosol treatment. 

图 5  不同处理对 A375 细胞形态的影响（100×） 

Fig. 5  Effects of different treatments on morphology of A375 cells (100×) 
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通过测定细胞黑色素含量和酪氨酸酶（黑色

素合成限速酶）活性，由表 3 可知，枇杷叶外泌

体对黑色素含量无显著影响。枇杷悬浮细胞外泌

体和枇杷悬浮细胞液均可显著降低体外 A375 细

胞黑色素含量，且组间存在差异显著，枇杷悬浮

细胞外泌体的效果优于枇杷悬浮细胞液。而枇杷

叶外泌体和枇杷悬浮细胞外泌体对酪氨酸酶活性

无显著影响，枇杷悬浮细胞液可显著降低酪氨酸

酶活性，枇杷悬浮细胞外泌体有降低酪氨酸酶活

性的趋势但未达到显著水平。 
 

表 3  不同处理对 A375 细胞黑色素含量及相对酪氨酸酶活性的影响 
Tab. 3  Effects of different treatments on melanin content and tyrosinase activity in A375 cells 

指标 
Index 

CK 
枇杷叶外泌体 

E-leaf-exo 
枇杷悬浮细胞外泌体 

E-suspension-exo 
枇杷悬浮细胞液 

E-suspension-cytosol 

黑色素含量 1.019±0.060a 1.047±0.009a 0.866±0.011c 0.954±0.002b 

相对酪氨酸酶活性 1.000±0.025ab 1.069±0.029b  0.914±0.011bc 0.870±0.490c 

注：同行不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same line indicate significant difference between different treatments (P<0.05). 
 

3  讨论 

3.1  枇杷叶外泌体、枇杷悬浮细胞外泌体、枇

杷悬浮细胞液在体外水平的护肤功效 

已有研究表明，外泌体在化妆品领域有很好

的应用前景，如，间充质干细胞外泌体可以促进

伤口愈合还可以显著促进烫伤后皮肤的恢复及再

生[27]；毛囊乳头细胞球来源的外泌体可促进毛发

生长[28]。本研究中枇杷叶外泌体、枇杷悬浮细胞

外泌体、枇杷悬浮细胞液也表现出在护肤领域有

益的方面：均为水溶性；枇杷叶外泌体在人皮肤

成纤维细胞 LPS 炎症模型中抑制细胞凋亡以及恢

复细胞迁移方面较为突出，适合研发抗炎和促修

复功能护肤品；枇杷悬浮细胞液在显著提高细胞

存活率、抑制酪氨酸酶活性方面较为突出，适合

研发美白功能护肤品；枇杷悬浮细胞外泌体在所

有处理中均与对照有显著差异，适合研发复合以

上功能的护肤产品。 

另外，本研究中枇杷叶外泌体并未减少黑色

素含量、抑制酪氨酸酶活性，而枇杷悬浮细胞液

和枇杷悬浮细胞外泌体却具有这方面的功能。已

有研究表明，枇杷叶酸性成分能够抑制酪氨酸酶

活性且呈现剂量依赖性[29]；枇杷叶中熊果酸能清

除自由基、抑制酪氨酸酶活性具有美白功能[30]。

表明枇杷叶的美白归因于熊果酸等成分。已有研

究表明枇杷悬浮细胞中熊果酸等五环三萜类化

合物是原植株的几倍到十几倍[23-24]，并且转录组

测序表明熊果酸等三萜类的代谢增强[31]。而生姜

外泌体优异的抗炎作用很大程度归因于外泌体内

含物中含有大量 6-姜酚等生物活性成分[23]。推测

其原因可能是：①枇杷叶外泌体处理达到显著性

差异的浓度应大于 5 μg/mL；②原植株枇杷叶中

熊果酸等物质含量少，所以其外泌体内不含熊果

酸等物质；③而经过悬浮培养之后，枇杷细胞代

谢途径发生变化，胞内富含熊果酸等三萜类物质，

推测枇杷悬浮细胞外泌体和枇杷悬浮细胞液可能

含熊果酸等物质而具有美白功能。今后可以开展

枇杷叶及悬浮细胞来源外泌体组成研究。 

3.2  枇杷悬浮细胞外泌体的特性  

外泌体作为活性成分成为研究热点有以下原

因：它不仅能激活细胞表面受体，还能将活性物

质导入细胞内部，激活细胞内信号；最重要的是

它含有 miRNA 等核酸成分，microRNA 被磷脂双

分子层结构包裹免受降解，能在核酸层面调节细

胞功能[21, 32-33]。而且动物或微生物来源、药食同

源植物来源的外泌体在跨界调节细胞功能的安全

性上具有很强的优势[34-35]。本研究中枇杷叶外泌

体 和 枇 杷 悬 浮 细 胞 外 泌 体 的 平 均 粒 径 约 为

80 nm，有利于皮肤吸收用，均显著提高 HSF 的

细胞存活率，更重要的是其外泌体中包含丰富的

microRNA（数据未发表），可能会对皮肤进行基

因层面的调控，这一点也是今后的研究方向。另

外，本研究首次采用枇杷细胞悬浮培养技术获得

外泌体，区别于以往研究中多采用新鲜植物分离

外泌体的方法。本研究表明，从外泌体浓度以及

外泌体中蛋白含量角度，每克枇杷叶中的颗粒含

量是每毫升（约 1 g）枇杷悬浮细胞上清含量的约

10 倍。但源自枇杷悬浮细胞的外泌体仍具有其特

有的优势，即枇杷悬浮细胞外泌体可以周年生产；

可以通过生物反应器放大培养[23, 36]；且由原废弃

的培养液中提取（枇杷悬浮培养后细胞内富含五
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环三萜类次生物质，原方法只收获细胞），增加

了枇杷悬浮细胞的使用场景和使用率。 

3.3  枇杷悬浮细胞液的特性 

采用枇杷细胞悬浮培养技术生产熊果酸等三

萜类次生物质，是不同于现有从枇杷叶提取的另

一有效途径。已有研究及项目组前期工作表明，

通过枇杷细胞悬浮培养能够产生几倍至十几倍高

于枇杷原植株的五环三萜类化合物[23-24]，并且通

过此途径产生的五环三萜类化合物已证实具有消

炎[37]、抑制高血糖高血脂[38]、体外抗肝癌细胞[24]

等功能。如，其主要成分委陵菜酸含量约是枇杷

叶片中含量的 18.40 倍，且为培养细胞干重的 6%

以上[24]。从相对含量和绝对含量角度，值得今后

以枇杷细胞悬浮系为研究体系进行理论研究和应

用研究。但熊果酸属非水溶性，生物利用率低，

限制了其应用[39]。可能这也是市面上鲜见相关产

品的原因。基于本研究，枇杷悬浮细胞液和枇杷

悬浮细胞外泌体无菌、水溶性、不含色素、具有

良好的益肤功能，适合进一步用于研发护肤品，

今后还可以通过枇杷悬浮培养，分离制备外泌体

和熊果酸等，以其外泌体为载体装载其熊果酸等

成分或 microRNA，以进一步增强其功效。 

3.4  枇杷作为药食同源植物的高值应用 

植物药是中药的主要组成部分，由于中药多

成分、多靶点、多途径的作用特点，许多中药的

有效成分及作用机制仍未得到有效阐释[40]。枇杷

作为药食同源植物，在以往中医药利用中多为组

方[1-3]，组方成分或协同或拮抗，功效模糊，很大

程度制约了枇杷的利用。本研究将枇杷外泌体或

细胞液以蛋白含量进行科学量化，功效明确，成

份简单，低剂量，不仅可以用作组方还可以单方

使用，为枇杷作为中药药方在更广泛领域的利用

提供科学依据。 

4  结论 

本研究分离了枇杷叶外泌体、枇杷悬浮细胞

来源的外泌体和细胞液。枇杷外泌体和细胞液能

够促进体外 HSF 细胞生长，抑制细胞凋亡，促进

细胞迁移，适合研发抗炎和促修复功能护肤品；

悬浮细胞来源的枇杷外泌体和细胞液可以降低体

外 A375 细胞黑色素含量，细胞液同时还抑制酪

氨酸酶活性，适合研发美白功能护肤品。研究结

果对今后这 3 种材料在护肤品上的应用具有参考

意义。  
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