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液态乳制品生产工艺与胃肠道消化对牛乳
外泌体表征特性与转运能力的影响
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（1.东北农业大学食品学院乳品科学教育部重点实验室，黑龙江哈尔滨 150030；
2.国家市场监督管理总局重点实验室（婴幼儿配方食品），黑龙江哈尔滨 150030）

摘　要：为探究原料乳与不同生产工艺液态乳制品中牛乳外泌体典型表征的差异，探究生产工艺和胃肠道消化对于

牛乳外泌体表征特性和转运能力的影响，本研究以生牛乳、市售巴氏杀菌乳和超高温瞬时灭菌（ultra-high
temperature instantaneous sterilization，UHT）乳为研究对象，采用国际 INFOGEST体外消化模型模拟胃肠道消

化，等电点沉淀结合超速离心法提取牛乳外泌体，通过 BCA蛋白含量试剂盒测定外泌体总蛋白浓度、透射电镜观

察形态、纳米颗粒跟踪分析仪分析粒径分布，蛋白免疫印迹检测特征蛋白 CD9、CD63和 TSG101，综合评估外泌

体的表征差异，并通过激光共聚焦显微镜观察奶牛乳腺上皮细胞（MAC-T）和大鼠小肠上皮细胞（IEC-6）摄取外

泌体的情况。结果表明，等体积生牛乳、巴氏乳和 UHT乳中提取到的外泌体总蛋白浓度依次递增且差异显著

（P<0.05）；生牛乳中外泌体粒径显著高于巴氏乳和 UHT乳（P<0.05），但模拟胃肠道消化引起的外泌体粒径变

化未见规律性；生产工艺和胃肠道消化会不同程度地降低外泌体表面蛋白完整性，UHT乳外泌体仅检测到

TSG101和 CD63的弱表达，消化后 3种特征蛋白均无法检出；外泌体转运荧光示踪显示，牛乳外泌体进入两种靶

标细胞的摄取效果无显著差异，经过生产加工或消化处理的外泌体仍可被 IEC-6与MAC-T非特异性摄取。本研究

证实生产工艺及胃肠道消化过程均能显著破坏牛乳外泌体表征特性，但并未完全阻断其转运能力，为功能性乳制

品开发提供了理论依据。
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Abstract：In order to compare the differences in typical characterization of bovine milk exosomes between raw milk and
liquid  dairy  products  processed  by  different  processing  technologies,  and  to  investigate  the  effects  of  production  process
and gastrointestinal  digestion on the  characterization and transport  capacity  of  bovine milk  exosomes,  this  study selected
raw milk, commercial pasteurized milk and ultra-high temperature instantaneous sterilized (UHT) milk as research subjects.  
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The gastrointestinal  digestion process was simulated using the international  INFOGEST  in vitro digestion model.  Bovine
milk  exosomes  were  isolated  using  isoelectric  precipitation  combined  with  ultracentrifugation.  Comprehensive
characterization  of  exosomes  was  performed  by  measuring  total  protein  concentration  with  a  BCA  protein  assay  kit,
observing  morphology  by  transmission  electron  microscopy,  analyzing  particle  size  distribution  by  nanoparticle  tracking
analysis, and detecting specific protein markers (CD9, CD63, and TSG101) by western blotting. Additionally, the uptake of
exosomes  by  bovine  mammary  epithelial  cells  (MAC-T)  and  rat  intestinal  epithelial  cells  (IEC-6)  was  visualized  by
confocal laser scanning microscopy. The results showed that the total protein concentration of exosomes isolated from equal
volumes of raw, pasteurized and UHT milk increased sequentially with significant differences (P<0.05). Exosomes derived
from raw milk  exhibited  significantly  larger  particle  sizes  than  those  derived  from pasteurized  and  UHT milk  (P<0.05),
whereas  no  regular  pattern  was  observed  in  particle  size  changes  induced  by  simulated  gastrointestinal  digestion.  Both
production process and gastrointestinal digestion reduced the integrity of exosomal surface proteins to varying degrees, with
UHT  milk  exosomes  showing  only  weak  expression  of  TSG101  and  CD63.  All  three  specific  protein  markers  became
undetectable after digestion. Fluorescent tracer experiments revealed no significant differences in the uptake efficiency of
bovine  milk  exosomes  by  two  target  cell  types  (IEC-6  and  MAC-T),  and  exosomes  subjected  to  processing  or  digestion
were still non-specifically internalized by these cells. This study demonstrated that production process and gastrointestinal
digestion significantly compromised the characteristic properties of bovine milk exosomes but did not entirely abolish their
transport capacity, providing a theoretical foundation for the development of functional dairy products.

Key words：bovine milk；bovine milk exosomes；simulated digestion；targeted transport；fluorescent tracer

牛乳作为人类饮食的重要组成部分，不仅提供

丰富的能量和营养，还含有多种生物活性物质，其中

外泌体因其携带丰富的遗传信息和独特的生物学

特性近年来备受关注。外泌体是细胞分泌囊泡

（extracellular vesicles，EVs）的一种亚型，直径在 30~
150 nm，是脂质、蛋白质和核酸的天然载体，参与包

括介导细胞间通信、个体生长发育、代谢及疾病发生

等多种生理或病理过程[1−3]。一些研究报道[4−6] 牛乳

外泌体具有耐胃肠道消化能力与跨屏障转运能力，使

其可通过口服途径被生物利用，相较于其他来源的外

泌体，牛乳外泌体还具有免疫原性较低、来源广泛、

产量较高等优势[7]，因此在营养干预、疾病治疗及功

能性食品开发中潜力显著[8−10]。

牛乳转变为消费者可安全食用的液态乳制品需

要经过均质、杀菌等一系列工业加工过程，不同生产

工艺会对牛乳外泌体结构及功能产生不同程度的影

响。Colella等[11] 研究表明，均质化和热处理均会使

牛乳外泌体浓度下降超过 60%；而 Kleinjan等[12] 的

研究结果表明无论是否经过均质化的巴氏杀菌乳中

外泌体数量没有显著变化，但完整性受到影响。商品

乳通过饮食途径被人体摄取需要经过胃肠道消化，被

人体细胞摄取之前天然外泌体的形态结构、特异成

分表达等表征特性和功能活性都会经历生产过程及

消化过程双重影响。尽管已有研究[13−15] 证实牛乳外

泌体的脂双层膜可以保护外泌体及内部包含的活性

分子免受低 pH和高酶活性环境的攻击，使其可以通

过胃肠道吸收进入机体，但鲜有研究涉及消化过程对

商品乳中外泌体的影响规律。同时，早期外泌体研究

的体外消化模型缺乏标准化操作流程，2014年，国

际 INFOGEST合作组织通过规范口腔、胃及小肠阶

段的模拟条件，提出了新的静态体外消化方案，为食

品中活性成分的消化稳定性研究提供了可靠方法学

基础，2019年发布了 2.0版本，修订后的消化方案在

模拟胃肠道消化乳制品中表现出很好的真实性[16]。

因此，关于人体消化过程对牛乳外泌体影响程度的相

关报道结论并不一致，尚无权威定论。目前针对不同

种类液态乳制品中牛乳外泌体在消化过程中的变化

仍缺乏系统性研究，制约了其功能化应用。综上所

述，系统比较不同液态乳制品经标准化胃肠道消化后

牛乳外泌体特性的差异，评估其跨细胞转运能力，对

开发功能性牛乳制品具有重要意义。

本实验以生牛乳、市售巴氏杀菌乳（巴氏乳）和

超高温瞬时灭菌（ultra-high temperature instantaneous
sterilization，UHT）乳为实验材料，基于 INFOGEST
组织提出的体外消化模型[16] 对三种牛乳样本进行模

拟胃肠道消化，通过等电点沉淀结合超速离心法分别

获取消化前后牛乳外泌体并进行表征分析，比较液态

乳制品生产工艺对牛乳外泌体的理化特性及耐胃肠

道消化能力的影响，通过荧光示踪法探究三种牛乳样

品消化前后外泌体的细胞转运能力，验证不同类型细

胞（IEC-6和 MAC-T）对其摄取的靶向特异性。本研

究旨在为最大化保留牛乳外泌体生物活性提供实验

依据，厘清牛乳外泌体生物学特性及其在人体消化过

程中的变化将为功能性食品开发提供新思路。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

实验用液态乳　生牛乳来源于哈尔滨市周边大

中型规模化养殖奶牛牧场，巴氏杀菌乳和 UHT乳均

为市售；氯化钾、磷酸二氢钾、碳酸氢钠、氯化钠、六

水合氯化镁、碳酸铵、二水合氯化钙　天津富宇精

细化工有限公司；胃蛋白酶（1:10000）、胰蛋白酶

（1:250）、牛胆盐、无菌 PBS　北京博奥拓公司；4-（2-
氨乙基）苯磺酰氟盐酸盐（AEBSF）　上海阿拉丁；大

鼠小肠隐窝上皮细胞系（IEC-6）、奶牛乳腺上皮细胞
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系（MAC-T）　分别由东北农业大学刘飞教授和侯晓

明教授惠赠；胎牛血清　加拿大 WISENTING公司；

DMEM、0.25%胰酶-EDTA消化液　Gibco公司；青

霉素-链霉素溶液（100×）、BCA蛋白浓度测定试剂盒

（增强型）、兔 anti-CD9一抗（1:500稀释）、兔 anti-
CD63一抗 （ 1:500稀释 ） 、兔 anti-TSG101一抗

（ 1:1000稀释 ）、HRP-Goat  anti-Rabbit  IgG（H+L）
（1:1000稀释）、亲脂性细胞膜染料 PKH-67、PKH-
26、DAPI染色工作液、抗荧光淬灭剂　上海碧云天

公司；4%多聚甲醛组织固定液　biosharp公司。

Optma-100超速冷冻离心机　美国 Beckman
Counter公司；HT-7800透射电子显微镜　日本日立

集团有限公司；PMX120-Z纳米颗粒追踪分析仪　

德国 Particle Metrix公司；FV-3000激光共聚焦显微

镜　日本奥林巴斯。

 1.2　实验方法

 1.2.1   牛乳外泌体的分离纯化与鉴定

 1.2.1.1   牛乳外泌体的分离纯化　牛乳外泌体的分

离纯化参考李颖[17] 的方法，并作修改。三种牛乳样

品在 5000×g条件下离心 30 min去除乳脂肪；中间

层乳液在 10000×g离心 60 min，弃沉淀及残余脂肪

层，获得脱脂乳；用 6 mol/L HCl和 1 mol/L NaOH调

节脱脂乳 pH至 4.6，静置 1 h；静置之后于 10000×g
离心 60 min，弃沉淀，上清部分重复离心 60 min；将
乳清通过 0.45 μm滤膜过滤，滤液在 75000×g进行

超速离心 60 min，保留中间层乳清部分，弃去残存脂

肪层、细胞碎片和杂蛋白，在 130000×g离心 90 min，
管底附着的沉淀即为粗外泌体。粗外泌体用预冷的

PBS重悬后再经过 130000×g离心 90 min，所得沉

淀即为后续实验使用的外泌体样品。上述离心过程

均在 4 ℃ 条件下进行，牛乳外泌体样品于−80 ℃ 长

期储存。

 1.2.1.2   蛋白浓度测定　取适量外泌体样品稀释

50倍，按照采用的 BCA试剂盒说明书步骤测定提取

出的外泌体总蛋白浓度。按以下公式计算牛乳样品

中外泌体蛋白浓度：

C标(µg/mL) =
C总 ×V
V原

式中：C标表示单位体积牛乳样品中的外泌体蛋

白浓度，μg/mL；C总表示测定所得的外泌体重悬液原

始总蛋白浓度，μg/mL；V表示外泌体重悬液体积，

mL；V原表示原始牛乳样品体积，mL。

 1.2.1.3   形态观察　预冷 PBS将外泌体样品稀释至

蛋白浓度约 0.25 mg/mL，取 10 μL样品滴加到 300
目镍网上，室温静置 10 min，吸出多余溶液，进行乙

酸铀负染色 5 min，去离子水清洗三次，室温晾干。

在透射电镜下进行镜检，电压设置为 100 kV，初始倍

数为 0.2 k，选取 3~5个背景较为干净、分散良好的

视野放大，观察囊泡数量、形态特征和尺寸，并采集

代表性图像。

 1.2.1.4   粒度检测分析　样品池用去离子水清洗后，

以聚苯乙烯微球进行校准，接着用 PBS清洗样品池，

再将外泌体样品（4 ℃ 保存，提取后 48 h以内）稀释

至适当浓度（粒子浓度介于 107~109 之间）后，使用纳

米颗粒追踪分析仪对外泌体样品粒径大小及粒径分

布进行检测。按以下公式对外泌体颗粒数进行标

准化：

N标(个/mL) =
N原 ×V
V原

式中：N标表示单位体积牛乳样品中的外泌体颗

粒数，个/mL；N原表示外泌体重悬液原始颗粒浓度，

个/mL；V表示外泌体重悬液体积，mL；V原表示原始

牛乳样品体积，mL。

 1.2.1.5   颗粒蛋白比计算　完成外泌体样品蛋白浓

度与粒子浓度的测定后，为进一步评估外泌体样品的

纯度与质量，计算颗粒蛋白比，公式如下。

颗粒蛋白比(个/µg) =
N原
C总

式中：N原表示 1.2.1.4中外泌体重悬液原始颗粒

浓度，个/mL；C总表示 1.2.1.2中所得的外泌体重悬液

原始总蛋白浓度，μg/mL。

 1.2.1.6   Western Blotting检测　根据国际细胞外囊

泡协会指导手册（MISEV2018）选取 CD9、CD63和

TSG101三种外泌体特征蛋白进行检测[18]。调节不

同样品的蛋白浓度，使各样品蛋白浓度基本一致。将

外泌体样品与含有 PMSF的 IP裂解液混合冰上裂

解 5 min提取总蛋白，再与 5×SDS以 4:1的体积比

混合，沸水浴 10 min变性。样品用 10% SDS-PAGE

进行电泳，湿转法转移到 0.45 μm的 NC膜上，条件

为 90 V、60 min。转膜后用 5%脱脂乳在 37 ℃ 条

件下封闭 2 h，转移至相应的一抗 4 ℃ 孵育过夜。将

膜充分洗涤后，用对应的 HRP标记二抗 37 ℃ 孵育

1 h。膜充分洗涤后，用 ECL发光液检测蛋白条带。

 1.2.2   体外胃肠道消化模型　采用 INFOGEST体外

消化方案[16] 并进行部分调整，按照表 1制备模拟

胃液 （ simulated  gastric  fluid， SGF）和模拟肠液

（simulated intestinal fluid，SIF）。在胃相反应阶段，
 

表 1    模拟消化液的制备

Table 1    Preparation of simulated digestive fluid

成分 SGF（mmol/L） SIF（mmol/L）

KCl 6.9 6.8
KH2PO4 0.9 0.8

NaHCO3 25 85

NaCl 47.2 38.4
MgCl2·6H2O 0.12 0.33

（NH4）2CO3 0.5 0
CaCl2·2H2O 0.15 0.6

6 mol/L HCl 15.6 8.4
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牛乳样品脱脂后与 37 ℃ 预热的 SGF等体积混合

（胃蛋白酶终浓度 2000 U/mL），调整 pH至 3.0，密封

后于恒温摇床中 95 r/min反应 2 h。胃相结束时，调

节 pH至 7.0终止消化。在上述混合液中加入等体

积预热的 SIF（胰蛋白酶终浓度 100 U/mL，牛胆盐

0.3%（w/v）），调节 pH为 7.0，密封后于恒温摇床中

95 r/min反应 2 h。肠相反应结束后，分别加入终浓

度为 5 mmol/L的 AEBSF以终止消化。消化产物中

牛乳外泌体的提取和表征同 1.2.1。

 1.2.3   牛乳外泌体荧光示踪

 1.2.3.1   牛乳外泌体的荧光标记　IEC-6细胞采用

包含 10%胎牛血清和 1%青霉素-链霉素的高糖

DMEM培养基作为生长培养基，MAC-T细胞采用包

含 10%胎牛血清和 0.5%青霉素-链霉素的 DMEM

培养基作为生长培养基。根据亲脂性细胞膜染

料 PKH-67和 PKH-26的说明书，PKH-67和 PKH-

26的溶液与粗外泌体重悬液以 1:500体积比混合均

匀，在室温下避光孵育 30 min，将外泌体在 4 ℃，

130000×g离心 90 min重新提取，用 PBS洗涤一次。

其中，消化前后生牛乳和 UHT乳的外泌体提取物分

别用 PKH-67标记，消化前后巴氏乳的外泌体提取物

用 PKH-26标记。荧光标记的外泌体重悬于 PBS，

经 0.22 μm滤膜过滤除菌后，加入生长培养基中配制

成 0.3 mg/mL的工作浓度，4 ℃ 避光备用。

 1.2.3.2   牛乳外泌体转运进细胞的时间依赖性　将

对数生长期的大鼠小肠上皮细胞系 IEC-6细胞以适

当浓度接种在 35 mm激光共聚焦培养皿中，过夜贴

壁后，更换为添加 PKH-67标记生牛乳外泌体的培养

基，分别与细胞共孵育 2、12和 24 h。共孵育结束，

弃掉培养基，用 PBS洗涤 3×5 min。加入 4%多聚甲

醛组织固定液覆盖住细胞，室温下避光孵育 20 min

后，弃掉多聚甲醛，PBS洗涤 3×5 min。加入适量

DAPI染色工作液覆盖住细胞，37 ℃ 避光孵育 5 min，

弃掉 DAPI，PBS洗涤 3×5 min，滴加抗荧光淬灭封

片剂覆盖封闭细胞。激光共聚焦显微系统检测

PKH-67的荧光信号。

 1.2.3.3   牛乳外泌体的转运能力观察　将 IEC-6细

胞分为 A~F共 6组，接种于 35 mm激光共聚焦培养

皿中，过夜贴壁后，按表 2分组，并分阶段更换培

养基。

共孵育结束后，后续的洗涤、固定、洗涤、DAPI
复染、洗涤、封片过程同 1.2.3.2。激光共聚焦显微系

统检测 PKH-67和 PKH-26荧光信号，观察分析被标

记的各种来源外泌体转运进入细胞的情况。

 1.2.3.4   不同类型细胞摄取牛乳外泌体的特异性观

察　以 IEC-6细胞作为对照组，将 MAC-T细胞生长

至对数期时接种于 35 mm激光共聚焦培养皿中。过

夜贴壁后，更换为生牛乳外泌体培养基，共孵育 12 h，
分组及更换培养基步骤同 1.2.3.2。激光共聚焦显微

系统观察荧光信号强度和数量判断不同类型细胞对

生牛乳来源外泌体的摄取效率是否存在差异。

 1.3　数据处理

所有数据均为 3次测定的平均值，以平均值±标
准差的形式表示。采用 GraphPad Prism 10.1.2对数

据进行统计分析；Origin8.5绘制粒度曲线；FV31S-
DT合成激光共聚焦显微系统照片。

 2　结果与分析

 2.1　生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体表征的影响

 2.1.1   生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体蛋白浓

度的影响　本实验通过 BCA法测定三种液态乳消

化前后外泌体的蛋白浓度，计算每毫升牛乳样品中的

外泌体总蛋白浓度。如图 1所示，不同生产工艺的

液态乳中外泌体总蛋白浓度为：生牛乳<巴氏乳<
UHT乳，且三者间差异显著（P<0.05）。已有研究[12,19]

表明 UHT乳中外泌体破坏严重，完整的外泌体含量
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图 1    三种液态乳消化前后外泌体蛋白浓度

Fig.1    Protein concentration of exosomes isolated from three
types of liquid dairy products before and after

gastrointestinal digestion
注：C组为未经消化的牛乳外泌体，T组为模拟消化的牛乳外
泌体；不同小写字母表示未经消化组之间差异显著（P<0.05）；
*表示消化组与未消化组间差异显著（P<0.05）。

 

表 2    细胞培养分组

Table 2    Cell culture grouping protocol

组别 第一阶段（0~12 h） 第二阶段（12~24 h）

A.空白对照 生长培养基 生长培养基

B.UHT乳外泌体孵育 生长培养基 UHT乳外泌体培养基

C.消化UHT乳外泌体孵育 生长培养基 消化UHT乳外泌体培养基

D.生牛乳与巴氏乳外泌体分依次孵育 生牛乳外泌体培养基 巴氏乳外泌体培养基

E.生牛乳与巴氏乳外泌体同步共孵育 生长培养基 生牛乳外泌体+巴氏乳外泌体培养基

F.消化生牛乳与巴氏乳外泌体依次孵育 消化生牛乳外泌体培养基 消化巴氏乳外泌体培养基
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降低，与本实验的结果相异。因此推测巴氏乳和

UHT乳中提取的外泌体样品中的蛋白包含未被完全

去除的非外泌体蛋白和因外泌体破裂而释放出的内

部蛋白，从而导致总蛋白含量升高。

三种液态乳消化后提取的外泌体总蛋白浓度均

显著低于未消化组（P<0.05），不同种类液态乳消化

前后外泌体蛋白损失程度不同，其中消化巴氏乳外泌

体样品中蛋白质损失程度高于生牛乳和 UHT乳。

一些研究发现，巴氏杀菌乳的蛋白消化率高于其他乳

制品[20−21]，其高蛋白消化率可能促进与外泌体共沉淀

的非外泌体蛋白更多地水解为小分子肽段，这些肽段

在超速离心时滞留于上清液，进而使分离的消化巴氏

乳外泌体样品的蛋白量明显低于消化生牛乳外泌体

和消化 UHT乳外泌体。

 2.1.2   生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体形态的

影响　透射电子显微镜下观察，外泌体如图 2箭头

所示，呈现为直径约 100 nm的双层膜结构囊泡，形

态规则；而杂质如蛋白聚集体、细胞碎片、脂蛋白等，

则呈现无完整膜结构、形态不规则或呈均质颗粒状，

且尺寸不符合外泌体定义。
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图 2    透射电子显微镜下三种液态乳消化前后外泌体的形态
Fig.2    Morphological characteristics of exosomes in three liquid
dairy products before and after digestion under transmission

electron microscopy
注：A生牛乳；B消化生牛乳；C巴氏乳；D消化巴氏乳；E UHT
乳；F消化 UHT乳。
 

形态学分析表明，生牛乳外泌体形状规则、边界

清晰、膜结构完整、表面较为光滑，巴氏乳和 UHT乳

外泌体存在清晰的完整囊泡，囊泡形态相对规则。在

等蛋白浓度条件下，UHT乳外泌体难以在透射电子

显微镜下被观察到，印证了 UHT乳外泌体样品中含

有更多的非外泌体来源蛋白质或外泌体内部蛋白质。

经胃肠道消化处理的牛乳外泌体形态损伤加

剧，与未消化组相比，消化组外泌体轮廓模糊粗糙，表

面结构受到损害。在等蛋白浓度条件下，完整囊泡数

量减少。

 2.1.3   生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体粒度的

影响　外泌体的颗粒蛋白比（颗粒数/总蛋白浓度）可

以一定程度上反映外泌体样品纯度[18]，纯外泌体的总

蛋白浓度来源于其自身结构，同一来源的外泌体其颗

粒蛋白比应相对恒定。然而实际样品中，蛋白聚集

体、细胞碎片、脂质体、其他类型的囊泡等杂质的存

在会导致该比值偏离理论值，因此，外泌体样品需要

结合多个指标共同表征和量化，并不能仅以单一指标

对其进行分析。

如图 3所示，所有外泌体样品粒径主要分布在

50~250 nm之间。粒径峰值反映外泌体粒径主要分

布范围，6组牛乳外泌体样品的峰值均在 30~150 nm
范围内。如表 3所示，与生牛乳外泌体相比，巴氏乳

和 UHT乳外泌体的平均粒径显著减小（P<0.05），巴
氏乳和 UHT乳外泌体平均粒径无显著差异（P>
0.05）。生牛乳、巴氏乳和 UHT乳颗粒蛋白比呈递

减趋势，结合透射电镜观察及粒度分析结果，反映出

UHT乳外泌体数量和纯度均远低于生牛乳和巴氏

乳，初步表明生产工艺影响牛乳外泌体的分离效率。
  

表 3    三种液态乳消化前后外泌体的测量
Table 3    Measurements of exosomes isolated from three types

of liquid dairy products before and after gastrointestinal
digestion

样品
平均粒径
（nm）

粒径峰值
（nm）

外泌体
颗粒浓度
（个/mL）

外泌体总
蛋白浓度
（μg/mL）

颗粒
蛋白比
（个/μg）

生牛乳 168.7±69.0b 141.1 4.34×109 4.57±0.02a 9.48×108

巴氏乳 127.7±41.2a 110.7 4.30×109 4.88±0.04b 8.76×108

UHT乳 127.0±51.3a 101.4 1.15×109 6.67±0.01c 1.72×108

消化生牛乳 136.7±64.0* 96.7 1.10×108 4.24±0.07* 2.55×107

消化巴氏乳 155.2±55.9* 132.6 8.65×108 2.41±0.01* 3.57×108

消化UHT乳 102.6±33.6* 90.8 1.50×109 6.22±0.02* 2.42×108

注：同一列内不同小写字母表示未经消化组内差异显著（P<0.05）；同列内
“*”表示消化组与未消化组间差异显著（P<0.05）。
 

与未消化组相比，消化组外泌体粒径均产生显

著变化（P<0.05），但胃肠道消化引起的外泌体粒径

变化未见显著规律性。生牛乳外泌体和 UHT乳外

泌体的平均粒径较未消化时降低，而巴氏乳外泌体相

反；生牛乳和巴氏乳消化后提取的外泌体样品中颗粒

浓度均大幅度降低，而 UHT乳消化后颗粒浓度变化

幅度不大。胃肠道消化处理可能使蛋白质降解为与

外泌体粒径相近的碎片，干扰颗粒蛋白比的实际意

义，此时需联合多参数分析外泌体样品的纯度。

 2.1.4   生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体特征蛋

白的影响　三种液态乳消化处理前后外泌体特征蛋
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白检测结果如图 4所示 ，CD9（ 25  kDa）、CD63

（23 kDa）和 TSG101（44 kDa）在生牛乳外泌体和巴

氏乳外泌体中均呈现明显条带，UHT乳外泌体中

CD9未被检出，CD63和 TSG101丰度降低。CD9

在生牛乳和巴氏乳外泌体中呈现双条带，可能与糖基

化修饰导致的迁移率差异有关，且生牛乳和巴氏乳外

泌体的 CD9糖基化程度近似。CD63在生牛乳、巴

氏乳和 UHT乳外泌体中均被检出，丰度呈递减趋

势，并且可以初步判断巴氏乳外泌体中 CD63发生糖

基化修饰，而 UHT乳外泌体中 CD63降解产生小片

段。TSG101在生牛乳与巴氏乳外泌体中丰度接近，

而 UHT乳外泌体中 TSG101丰度较低的同时，可能

因为生产工艺导致 TSG101蛋白被修饰而向更高的

分子量偏移。

消化组外泌体样品中均未检出 CD9、CD63和

TSG101，表明本研究采用的模拟胃肠道消化条件对

外泌体特征蛋白造成了严重破坏，与 Oliver等[22] 的

研究结果一致。以往研究[15,23–24] 证实外泌体来源的

lncRNA和 miRNA等内容物具有良好的胃肠道消

化稳定性，口服外泌体制剂后能够在受试生物体内检

测到外泌体源 RNA的表达[6]，说明胃肠道消化可能
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图 3    三种液态乳制品消化前后外泌体的粒径分布

Fig.3    Particle size distribution of exosomes isolated from three types of liquid dairy products before
and after gastrointestinal digestion

注：A生牛乳；B消化生牛乳；C巴氏乳；D消化巴氏乳；E UHT乳；F消化 UHT乳。
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图 4    三种液态乳消化前后外泌体特征蛋白表达

Fig.4    Expression profiles of specific protein markers
in exosomes from three types of liquid dairy products

before and after gastrointestinal digestion
注：1生牛乳；2巴氏乳；3 UHT乳；4消化生牛乳；5消化巴氏
乳；6消化 UHT乳。
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对外泌体表面完整性和其他特征造成较大影响，但其

膜结构依然能够保护内部物质免受破坏。

 2.2　牛乳外泌体转运示踪

 2.2.1   牛乳外泌体转运的时间依赖性　亲脂性细胞

膜染料 PKH-67和 PKH-26通过与细胞膜结构上的

脂质分子结合而标记细胞，外泌体膜具有与细胞膜组

成相似的脂质双分子层，因此可被 PKH-67和 PKH-
26标记。

将 PKH-67标记的未经消化的生牛乳外泌体（终

蛋白浓度 0.3 mg/mL）与 IEC-6细胞共孵育 2、12、
24 h后，激光共聚焦显微镜观察结果如图 5所示。

绿色荧光信号（PKH-67标记的生牛乳外泌体）与蓝

色荧光信号（细胞核）共定位表明，生牛乳外泌体与细

胞培养 2 h即可被细胞摄取；通过明场相差视野观察

到的细胞轮廓，表明外泌体转运进入细胞后，定位于

细胞核外周，分布于细胞质中。12 h和 24 h组细胞

内荧光强度明显高于 2 h组，且 12 h和 24 h组荧光

信号无明显差异，可能在实验条件下 IEC-6细胞对

生牛乳外泌体的主动摄取在 12 h前达到动态平衡状

态。因此，后续实验采用 12 h时间点进行共孵育比

较牛乳外泌体转运进入不同类型细胞的能力。
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图 5    不同孵育时间 IEC-6细胞对生牛乳外泌体的摄取
Fig.5    Uptake of raw milk exosomes by IEC-6 cells at different

incubation times
注：A共孵育 2 h的荧光图像，B共孵育 12 h的荧光图像；
C共孵育 24 h的荧光图像，D共孵育 12 h的明场相差视野；
蓝色荧光为 DAPI标记的细胞核；绿色荧光为 PKH-67标记
的未经消化的生牛乳外泌体。
 

 2.2.2   生产工艺与胃肠道消化对牛乳外泌体转运能

力的影响　激光共聚焦显微成像显示（图 6），生牛

乳、巴氏乳和 UHT乳外泌体均能被 IEC-6细胞摄

取，相同时间段内 IEC-6细胞对生牛乳和巴氏乳外

泌体的摄取量无明显差异，表明巴氏乳生产工艺虽然

对外泌体的完整性和表面特征蛋白造成一定程度的

破坏[11−12]，但并未完全破坏外泌体转运进入细胞的

能力。
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图 6    三种液态乳制品消化前后外泌体在 IEC-6
细胞中的转运

Fig.6    Transport of exosomes from three types of liquid dairy
products by IEC-6 cells before and after

gastrointestinal digestion
注：A空白对照组；B UHT乳外泌体（绿）孵育 12 h；C消化
UHT乳外泌体（绿）孵育 12 h；D生牛乳外泌体（绿）与巴氏乳
外泌体（红）依次孵育 12 h；E生牛乳外泌体（绿）与巴氏乳外
泌体（红）同步孵育 12 h；F消化生牛乳外泌体（绿）与消化巴
氏乳外泌体（红）依次孵育 12 h；蓝色荧光为 DAPI标记的细
胞核；绿色荧光为 PKH-67标记的乳外泌体；红色荧光为
PKH-26标记的乳外泌体。
 

相同时间内，IEC-6细胞对 UHT乳外泌体的摄

取量显著降低，结合透射电镜观察（图 2）及粒度检测

分析（图 3）结果，推测提取的 UHT乳外泌体样品因

非外泌体蛋白污染，导致以提取物总蛋白浓度为标准

控制外泌体添加量时，UHT乳外泌体的纯度及颗粒

数量不足。因此，未能证实三种牛乳外泌体中 UHT

外泌体转运能力更弱，需要纯化外泌体或分选外泌体

来进一步验证。

如图 6D所示，未经模拟胃肠道消化的生牛乳和

巴氏乳外泌体荧光信号明亮清晰，红绿荧光重叠部分

显示出清晰的橙色，与图 6F所示模拟胃肠道消化处

理后的生牛乳和巴氏乳外泌体荧光信号进行对比，发

现消化后的两种外泌体明亮的荧光点较少，荧光强度

普遍较弱，可以判断出生牛乳和巴氏乳外泌体进入细

胞的数量及荧光强度明显高于消化后的生牛乳和巴

氏乳外泌体，表明胃肠道消化影响了外泌体向细胞的

转运，推断胃肠道消化酶破坏了外泌体膜表面的细胞

摄取外泌体时的识别位点或者必要成分，与文献报道

一致[25]。此外，结合外泌体的表征结果，消化后制备

的外泌体纯度下降，基于总蛋白浓度进行标准化可能

高估外泌体实际浓度，限制了细胞摄取外泌体的速率

和数量。为排除实验中外泌体样品纯度差异产生的

误差，需建立能更准确地衡量外泌体含量的标准化

方法。
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UHT乳外泌体消化组与未消化组荧光强度无明

显差异，推测由于 UHT乳生产工艺已经导致乳中符

合外泌体形态大小特征的囊泡颗粒浓度极低，且对这

些仅存的外泌体样囊泡表面脂质和蛋白破坏程度较

大，所以后续胃肠道消化处理也未能呈现出更多

影响。

当生牛乳与巴氏乳外泌体同步与细胞共孵育

时，总外泌体浓度相同（终蛋白浓度 0.3 mg/mL），但
外泌体总数量相当于分步依次孵育时的两倍，但前者

荧光示踪观察效果反而不及后者，细胞对被红/绿荧

光标记的外泌体的摄取也没有明显的倾向性，提示外

泌体转运时，其效率并非与细胞外环境中的外泌体数

量呈线性相关，影响外泌体靶向细胞转运效率的更多

因素仍需探究。

 2.2.3   牛乳外泌体在 IEC-6和 MAC-T中的转运能

力　研究表明[26–27] 有些外泌体被认为具有特定的组

织趋向性，例如表达四跨膜蛋白 8（CD8）和整联蛋白

α4复合物的外泌体被认为更容易被内皮细胞和胰腺

细胞摄取[28]，但是牛乳外泌体是否也存在细胞靶向特

异性尚未确定。本实验将 IEC-6细胞和 MAC-T细

胞分别与未经消化处理的生牛乳外泌体共孵育，两种

细胞对生牛乳外泌体的摄取效果如图 7所示，未观

察到牛乳外泌体由细胞外到细胞内的转运速率和细

胞内数量上有明显差异，牛乳外泌体在向其乳腺供体

细胞和肠道受体细胞的转运过程中未表现出明显的

选择性和倾向性，在这两种细胞中不具备特异性转运

的特点。
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图 7    生牛乳外泌体在MAC-T细胞和 IEC-6细胞中的转运
Fig.7    Transport of raw milk exosomes by MAC-T cells

and IEC-6 cells
注：A牛乳外泌体与 MAC-T细胞孵育 12 h；B牛乳外泌体与
IEC-6细胞孵育 12 h；蓝色荧光为 DAPI标记的细胞核；绿色
荧光为 PKH-67标记的未经消化的生牛乳外泌体。
 

牛乳中外泌体并不是单一类型细胞来源，主要

来自 MAC-T细胞，也可能来自乳腺其他类型细胞。

在本研究的体外系统，牛乳外泌体在短时间内即可非

特异地转运进入 IEC-6细胞和 MAC-T细胞，表明牛

乳外泌体进出 MAC-T细胞是可逆的，因此，将牛乳

外泌体开发成为递送载体，无论是向肠道细胞递送营

养成分，还是携带 miRNA进入细胞进行表观遗传调

控都是可行的。然而，与靶细胞特异识别关联的牛乳

外泌体表面蛋白分子以及外泌体被细胞识别并摄取

的机制尚不明确，对于外泌体靶向转运的机制仍需进

一步探究。

 3　结论
本研究系统分析了不同液态乳制品生产工艺和

胃肠道消化对牛乳外泌体表征特性及跨膜转运能力

的影响。结果表明，与生牛乳外泌体相比，巴氏乳中

外泌体的平均粒径减小，部分特征蛋白降解；UHT乳

中外泌体结构完整性降低、平均粒径减小，特征蛋白

大幅度降解，UHT乳中外泌体大量损失。与未消化

组相比，体外模拟胃肠道消化处理的牛乳外泌体结构

完整性降低，不同液态乳中外泌体消化前后的平均粒

径未表现出明显的规律性，三种液态乳中外泌体消化

后特征蛋白完全降解。液态乳制品生产工艺和胃肠

道消化虽然对牛乳外泌体造成不同程度的破坏，但均

未完全阻断所有牛乳外泌体的转运，留存的牛乳外泌

体亚群仍能被 MAC-T和 IEC-6细胞摄取，并且牛乳

外泌体转运时对于两种类型细胞均未表现出靶向特

异性。本研究有助于新型功能乳制品的开发，并为维

持商品化乳制品中外泌体活性，充分发挥其生物学功

能，提供实验数据和理论支持。
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