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一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法

及其应用

(57)摘要

本发明涉及一种新的可用于护肤品的外泌

体制备方法，包括：通过高密度异养发酵培养小

球藻，收集小球藻培养液上清，通过PEG沉淀法获

得纯净的小球藻外泌体，使用小球藻外泌体替代

动物细胞外泌体制作护肤品。本发明提供的原始

小球藻外泌体，相比动物来源的外泌体，具有培

养成本低、培养周期短，产量大，产率高、易于提

取，具有更好的生物相容性和低毒副性，不存在

异体免疫原性问题和伦理问题。实验证明，原始

小球藻外泌体对HaCaT和HDF具有明显的促增殖

并降低MMP1的表达，还能明显抑制黑色素细胞中

酪氨酸酶活性，减少皮肤黑色素的产生，因此可

用于制备美白、抗炎、抗过敏、皮肤紧致或皮肤组

织修复的化妆品或护肤品。
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1.一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其特征在于，其包括：通过高密度异养发

酵培养小球藻，收集小球藻培养液上清，通过PEG沉淀法获得纯净的小球藻外泌体，使用小

球藻外泌体替代动物细胞外泌体制作护肤品。

2.根据权利要求1所述的一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其特征在于，所述

外泌体获取方法包括：

S1、小球藻的培养

小 球 藻的 培 养 包 括 摇瓶 培 养 和发 酵 罐 培 养 ；所 述 小 球 藻 为 原 始 小 球 藻

Auxenochlorella  protothecoides  0710；所述发酵罐培养的方法为：初始发酵条件：温度

28±0.5℃，pH＝6.0‑6.3，溶氧100％，搅拌速度200‑400rpm；

培养过程中：使用浓缩葡萄糖和酵母提取液进行分批补料，控制发酵罐中葡萄糖浓度

在8‑25g/L，利用NaOH调整pH恒定在6.3‑6.5；通过调节搅拌速度和通气，使溶氧保持在≥

20％；

S2、制备外泌体粗体液

当发酵培养至发酵罐内剩余葡萄糖浓度低于5g/L时，以4500g‑5000g离心力1.5‑3min

使藻细胞沉淀，保留上清液，转移至新的离心管中，以4500g‑5000g离心力25‑35min使上清

液中的大块碎片沉淀，将离心上层液转移到新容器中，得到外泌体粗体液；

S3、PEG沉淀法获得纯净外泌体，其具体包括：

S31:将外泌体粗体液通过微滤膜过滤，得到滤液；

S32:将PEG与水配制成浓度18‑24wt％的PEG的水溶液，PEG的重均分子量为2000‑8000；

S33:将PEG的水溶液与所述滤液按照体积比1:1混匀，置低温保存过夜沉淀；24h后取

出，在8000g‑12000g离心力离心50‑80min，得到沉淀产物和上清；

S34:按照每100mL所述上清产生的沉淀产物加入1.5‑2mL的PBS的比例对离心管的沉淀

产物进行重悬，得到外泌体。

3.根据权利要求2所述的一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其特征在于，S2

中，具体方法为：当发酵培养至发酵罐内剩余葡萄糖浓度低于5g/L时，5000g离心2min，使藻

细胞沉淀，转移上清液至新的离心管中，‑80℃冰箱保存备用；提取前一天将所述上清液从‑

80℃冰箱中取出，置于4℃冰箱过夜解冻；将完全解冻融化的小球藻上清液取出，在4℃和

5000g离心力离心30min，丢弃下层沉淀，转移到新的容器中，得到所述外泌体粗提液。

4.根据权利要求2所述的一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其特征在于，S31

中所述微滤膜滤孔为0.22μm；

S32中PBS的质量浓度为19.3％，PEG的重均分子量为6000；

S33中离心条件为4℃、10000g离心力离心1h。

5.根据权利要求2所述的一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其特征在于，S1

中，所述摇瓶培养包括：

S11、配制异养液体培养基：

配制含有KH2PO4  0 .7‑7g/L，K2HPO4  0 .3‑3g/L，MgSO4 .7H2O  0 .3‑2g/L，FeSO4 .7H2O 

0 .003‑0 .02g/L，维生素B1  10‑20g/L，葡萄糖30‑60g/L，酵母提取物1‑2.5g/L，甘氨酸2‑

10g/L，A5微量元素母液0.8‑1.2mL/L的水溶液，对该水溶液高温高压灭菌，即得到所述异养

液体培养基；
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A5微量元素母液配方为：H3BO3  286mg/L,MnSO4·7H2O  250mg/L,ZnSO4·7H2O  22.2mg/

L,CuSO4·5H2O  7.9mg/L,Na2MoO4·2H2O  2.1mg/L；

S12、摇瓶培养

吸取一定数量的原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的细胞，加入到

所述异养液体培养基中，黑暗100‑200rpm摇床培养，达到2‑3×106个藻细胞/mL；继续在黑

暗的恒温摇床中28℃，180‑250rpm摇床培养，直到达到稳定生长期；摇瓶培养的藻液接种到

发酵罐中。

6.权利要求1‑5任一项所述的一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法制备的外泌体

在制备护肤品中的应用。

7.原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的外泌体在制备护肤品中的应

用。

8.原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的外泌体在制备用于促进HDF

中胶原纤维相关基因表达、促进HaCaT中紧密连接蛋白相关基因的表达和抑制黑色素细胞

B16中酪氨酸酶活性的化妆品或护肤品中的应用。

9.原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的外泌体在制备美白、抗炎、抗

过敏、皮肤紧致或皮肤组织修复的化妆品或护肤品中的应用。
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一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明涉及生物护肤品技术领域，具体为一种新的可用于护肤品的外泌体制备方

法及其应用。

背景技术

[0002] 外泌体是干细胞最精华的部分，外泌体是指包含了复杂RNA和蛋白质的小膜泡

(30‑150nm)，现今其特指直径在40‑100nm的盘状囊泡。外泌体是细胞分泌的一种细胞外囊

泡，其主要成分是磷脂双分子层和携带相关内容。外泌物提取可从多种体液中提取，如人体

血液、尿液、精液和唾液，也可从多种细胞培养中提取。

[0003] 外泌体主要来源于细胞内溶酶体微粒内陷形成的多囊泡体，经多囊泡体外膜与细

胞膜融合后释放到胞外基质中。外泌体在1983年首次被发现后，其被认为是细胞排泄废物

的一种方式，如今随着大量对其生物来源、其物质构成及运输、细胞间信号的传导以及在体

液中的分布的研究发现，外泌体具有多种多样的功能。外泌体的功能取决于其所来源的细

胞类型，其可参与到机体免疫应答、抗原提呈、细胞迁移、细胞分化、肿瘤侵袭等方方面面。

例如肿瘤来源的外泌体参与到肿瘤细胞与基底细胞的遗传信息的交换，从而导致大量新生

血管的生成，促进了肿瘤的生长与侵袭。动物细胞来源的外泌体可用于抗过敏和皮肤抗衰

老的护肤品或药品，能够有效地减少皮肤皱纹的数量，起到抗衰老的作用。

[0004] 然而，动物来源的外泌体的获取难度大，成本高，难以实现大规模产业化应用。主

要原因包括：(1)动物来源的外泌体主要通过培养脐带干细胞，并从培养液中分离得到，干

细胞的培养需要用到比较昂贵的血清制品，培养规模一般在毫升级，培养周期较长，产率还

很低；(2)动物来源的外泌体还存在同种异体免疫原性问题，其安全性不能保证，还受到动

物种类及动物细胞健康状况的影响，需严格把关干细胞来源；(3)动物来源的外泌体由于缺

乏相关的法律和规范，干细胞技术在科研及应用环节涉及诸多伦理问题，难以寻求科技与

伦理之间的平衡。

[0005] 目前有关微藻外泌体的研究较少，已有的关于莱茵衣藻外泌体的聚合物沉淀法无

法得到结构完整、纯净的外泌体囊泡，且其提取产物的生物活性尚未得到实验验证，不适合

用在美容护肤领域。

发明内容

[0006] (一)要解决的技术问题

[0007] 鉴于现有技术的上述缺点、不足，本发明提供一种新的可用于护肤品的外泌体制

备方法及其应用，其解决了动物来源外泌体获取难度大、成本高、安全性难以保证，无法实

现大规模产业化应用的技术问题。因此，本发明实质是提供了一种简单易行、可获取纯净完

整的微藻外泌体提取方法，提高外泌体在护肤品/美容等领域中的应用率。

[0008] (二)技术方案

[0009] 第一方面，本发明提供一种新的可用于护肤品的外泌体制备方法，其包括：通过高
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密度异养发酵培养小球藻，收集小球藻培养液上清，通过PEG沉淀法获得纯净的小球藻外泌

体，使用小球藻外泌体替代动物细胞外泌体制作护肤品。

[0010] 根据本发明的较佳实施例，所述外泌体获取方法包括：

[0011] S1、小球藻的培养

[0012] 小球藻的培养包括摇瓶培养和发酵罐培养；所述小球藻为原始小球藻

Auxenochlorella  protothecoides  0710；所述发酵罐培养的方法为：初始发酵条件：温度

28±0.5℃，pH＝6.0‑6.3，溶氧100％，搅拌速度200‑400rpm；

[0013] 培养过程中：使用浓缩葡萄糖和酵母提取液进行分批补料，控制发酵罐中葡萄糖

浓度在8‑25g/L，利用NaOH调整pH恒定在6.3‑6.5；通过调节搅拌速度和通气，使溶氧保持在

≥20％；

[0014] S2、制备外泌体粗体液

[0015] 当发酵培养至发酵罐内剩余葡萄糖浓度低于5g/L时，以4500g‑5000g离心力1.5‑

3min使藻细胞沉淀，保留上清液，转移至新的离心管中，以4500g‑5000g离心力25‑35min使

上清液中的大块碎片沉淀，将离心上层液转移到新容器中，得到外泌体粗体液；

[0016] S3、PEG沉淀法获得纯净外泌体，其具体包括：

[0017] S31:将外泌体粗体液通过微滤膜过滤，得到滤液；

[0018] S32:将PEG与水配制成浓度18‑24wt％的PEG的水溶液，PEG的重均分子量为2000‑

8000；

[0019] S33:将PEG的水溶液与所述滤液按照体积比1:1混匀，置低温保存过夜沉淀；24h后

取出，在8000g‑12000g离心力离心50‑80min，得到沉淀产物和上清；

[0020] S34:按照每100mL所述上清产生的沉淀产物加入1.5‑2mL的PBS的比例对离心管的

沉淀产物进行重悬，得到外泌体。

[0021] 根据本发明的较佳实施例，S2中，具体方法为：当发酵培养至发酵罐内剩余葡萄糖

浓度低于5g/L时，5000g离心2min，使藻细胞沉淀，转移上清液至新的离心管中，‑80℃冰箱

保存备用；提取前一天将所述上清液从‑80℃冰箱中取出，置于4℃冰箱过夜解冻；将完全解

冻融化的小球藻上清液取出，在4℃和5000g离心力离心30min，丢弃下层沉淀，转移到新的

容器中，得到所述外泌体粗提液。

[0022] 根据本发明的较佳实施例，S31中所述微滤膜滤孔为0.22μm；

[0023] S32中PBS的质量浓度为19.3％，PEG的重均分子量为6000；

[0024] S33中离心条件为4℃、10000g离心力离心1h。

[0025] 根据本发明的较佳实施例，S1中，所述摇瓶培养包括：

[0026] S11、配制异养液体培养基：

[0027] 配制含有KH2PO4  0.7‑7g/L，K2HPO4  0.3‑3g/L，MgSO4.7H2O  0.3‑2g/L，FeSO4.7H2O 

0 .003‑0 .02g/L，维生素B1  10‑20g/L，葡萄糖30‑60g/L，酵母提取物1‑2.5g/L，甘氨酸2‑

10g/L，A5微量元素母液0.8‑1.2mL/L的水溶液，对该水溶液高温高压灭菌，即得到所述异养

液体培养基；

[0028] A5微量元素母液配方为：H3BO3  286mg/L ,MnSO4·7H2O  250mg/L ,ZnSO4·7H2O 

22.2mg/L,CuSO4·5H2O  7.9mg/L,Na2MoO4·2H2O  2.1mg/L；

[0029] S12、摇瓶培养
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[0030] 吸取一定数量的原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的细胞，加

入到所述异养液体培养基中，黑暗100‑200rpm摇床培养，达到2‑3×106个藻细胞/mL；继续

在黑暗的恒温摇床中28℃，180‑250rpm摇床培养，直到达到稳定生长期；摇瓶培养的藻液接

种到发酵罐中。

[0031] 此外，本发明还通过CCK8增殖实验验证了，原始小球藻Auxenochlorella 

protothecoides  0710的外泌体具有促进HDF中胶原纤维相关基因表达、促进HaCaT中紧密

连接蛋白相关基因的表达和抑制黑色素细胞B16中酪氨酸酶活性的功效，对人类永生化表

皮细胞(HaCaT)、人皮肤成纤维细胞(HDF)表现出增殖活性，抑制黑色素产生，因此可制备具

有美白、抗炎、抗过敏、皮肤紧致或皮肤组织修复的化妆品或护肤品。

[0032] (三)有益效果

[0033] 本发明提供的原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710的外泌体，相

比动物来源的外泌体，具有如下优势：

[0034] (1)培养成本低：与动物细胞培养所需昂贵的血清制品不同，对小球藻的发酵培养

时其主要培养基成分为葡萄糖与无机盐，配方简单，价格低廉，显著减少了生产过程中的培

养成本。

[0035] 培养周期更短，产量大，产率高：利用发酵罐对小球藻进行发酵培养，发酵罐培养

一般都在50L‑10000L，可快速获得大量藻细胞，按目前技术发酵培养小球藻培养密度最高

可达270g/L，细胞培养密度远超过动物细胞；小球藻培养周期短为5‑10天，远少于动物细胞

培养所需的时间成本。由于小球藻生长速度快、生长周期短、藻的培养可以利用光能固定二

氧化碳作为碳源，或采用价格较低廉的无机盐与糖类，可以发酵至数吨，利用微藻进行外泌

体提取更有利于后续的工业化大规模生产，按照50L的发酵罐体积、培养时间为10天左右，

细胞最高培养密度100g/L估算，每获取1mg小球藻外泌体的成本不到羊膜干细胞外泌体成

本的0.1％，在成本方面差异显著。因此，本发明制备外泌体的方法，相较于传统动物脐带干

细胞培养法，具有十分乐观的产业应用前景。

[0036] (2)易于采用生物手段以获得更多外泌体。小球藻比动物细胞具有更好的耐受性

和抗逆性，易于进行基因改造、压力胁迫诱导或刺激等，以促进小球藻产生更多外泌体，在

获得的外泌体与动物细胞源外泌体具有等同护肤效果的前提下达到提高产量、降低成本、

扩大产品化应用的目的。

[0037] (3)小球藻源外泌体易于提取且能够得到边缘清晰，结构完整的外泌体囊泡结构。

本发明采用PEG沉淀法提取小球藻外泌体，通过过滤、沉淀、离心等步骤进行小球藻外泌体

的提取，无需复杂的仪器设备，工艺成本较低。而动物细胞来源的外泌体由于培养基血浆血

清中含有较多脂蛋白，PEG共沉淀容易沉淀脂蛋白好人其他物质，纯度低，因此动物来源的

外泌体一般只能采用蔗糖或者碘克沙醇密度梯度离心法，这种方法针对的体量极小，只有

几个毫升到几十个毫升，难以在产业上进行应用，无法规模化地提取几升到几万升细胞培

养液的外泌体。

[0038] (4)与动物细胞来源的外泌体不同，微藻来源的外泌体以植物活性物质为基础，包

含内容物丰富，具有绿色化的优势，因而具有更好的生物相容性和低毒副性。本发明提供的

外泌体不会存在同种异体免疫原性问题，安全性高；也不存在伦理问题。

[0039] (5)本发明用已验证，原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides0710的外泌
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体，对HaCaT和HDF具有促增殖作用，可提高了HDF胶原纤维相关基因、HaCaT紧密连接蛋白相

关基因的表达。此外，所述小球藻外泌体还能抑制黑色素细胞B16中酪氨酸酶活性，减少皮

肤黑色素的产生，可用于疤痕创面修复和美白。

[0040] 综上所述，本发明的小球藻外泌体的制备方法简单，制备过程无毒无害，工艺参数

易控制，成本低廉，外泌体成分容易被细胞摄取，通过测试其在护肤上的功效，具有美白、抗

衰老、抗炎、保湿嫩肤、抗氧化、晒后修护、淡斑、抗炎、抗过敏、舒缓、紧致等多重功效，解决

了美白、皮肤皱纹和防止皮肤衰老等问题，并降低外泌体护肤品的价格，使广大爱美人士均

有能力消费外泌体护肤产品。

附图说明

[0041] 图1为小球藻外泌体透射电子显微镜图。

[0042] 图2为小球藻外泌体对HDF细胞增殖影响图。

[0043] 图3为小球藻外泌体对HaCaT细胞增殖影响图。

[0044] 图4小球藻外泌体对HaCaT紧密连接蛋白基因表达图。

[0045] 图5为小球藻外泌体对HDF胶原纤维相关基因表达图。

[0046] 图6为小球藻外泌体对B16中酪氨酸酶活性影响图。

具体实施方式

[0047] 为了更好的解释本发明，以便于理解，下面结合附图，通过具体实施方式，对本发

明作详细描述。

[0048] 实施例1

[0049] 本实施例为小球藻外泌体的制备方法，具体如下：

[0050] (1)配制小球藻异养培养液，包含KH2PO4  5g/L，K2HPO4  2g/L，MgSO4.7H2O  1.0g/L，

Fe  SO4.7H2O  0.01g/L，维生素B1  15g/L，葡萄糖50g/L，酵母提取物2g/L，甘氨酸6g/L，A5微

量元素母液1mL/L。

[0051] A5微量元素母液配方为H3BO3  286mg/L ,MnSO4·7H2O  250mg/L ,ZnSO4·7H2O 

22.2mg/L,CuSO4·5H2O  7.9mg/L,Na2MoO4·2H2O  2.1mg/L。经过高温高压灭菌后即可得到异

养原始小球藻培养基。

[0052] (2)吸取一定数量的原始小球藻Auxenochlorella  protothecoides  0710细胞，加

入到一定体积的液体培养基中，黑暗100‑200rpm摇床培养，最终使每毫升培养基中含有2‑3

×106个藻细胞。将培养物放置在黑暗的恒温摇床中，28℃，180‑250rpm摇床培养，直到达到

稳定生长期。

[0053] (3)小球藻的发酵罐培养

[0054] 采用5L发酵罐(型号:GBJS‑5L‑AUTOBIO,镇江东方,中国)进行所述藻株的发酵培

养。初始发酵条件为：温度28±0.5℃，pH  6.3，溶氧度(pO2)100％，搅拌速度300rpm。使用浓

缩葡萄糖和酵母提取液进行分批补料，利用NaOH调整PH至6.5。发酵过程中，人工补料控制

蔗糖浓度在8‑25g/L，其他参数为自动控制。通过调节搅拌速度和通气，使溶氧度保持在

20％以上。

[0055] (4)制备外泌体粗提液
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[0056] 当剩余葡萄糖浓度低于5g/L时，收集藻体。藻液5000g离心2min，使藻细胞沉淀，转

移上清液至新的离心管中，‑80℃冰箱保存备用。

[0057] 提取前一天从‑80℃冰箱中取出冻成冰的上清液，置于4℃冰箱过夜解冻，备用；将

完全融化的小球藻上清液取出，分装于100mL离心管内(100mL离心管加液体体积不超过

80mL)；采用5000g离心力4℃离心30min，去除上清液里的大块碎片；离心结束后将上层液转

移至新的容器内，丢弃下层沉淀，得到外泌体粗提液。

[0058] (5)PEG沉淀法获得纯净外泌体组分

[0059] 将外泌体粗提液过0.22um滤膜过滤，得到滤液。将提前配制好的PEG6000溶液

(24gPEG6000用于100mL水)与滤液按照体积比1：1混匀，开始一次沉淀，置于4℃冰箱过夜沉

淀。24h后，将悬液取出，可看到絮状物悬浮在溶液里，4℃用10000g离心力离心1h；弃上清。

按100mL上清所得产物加2mL的比例加入PBS重悬所得产物，汇总于1.5mL  EP管中，按下列要

求留样送检(暂时无法送检样品冻存于‑80℃)，余下的冻存于‑80℃(在EP管上标明精确体

积)。

[0060] (6)取PBS重悬液，利用纳米库尔特粒度仪检测小球藻外泌体的粒径，根据结果计

算出原上清颗粒含量为2.75E11pcs/mL，平均粒径为69nm。

[0061] (7)利用透射电镜观察所提取的原始小球藻外泌体形态，可以观察到外泌体囊泡

结构，边缘清晰，结构完整(见图1)。

[0062] 实施例2

[0063] 本实施例为采用实验方法，验证小球藻外泌体在细胞层面的生物活性，实验方法

如下：

[0064] (1)小球藻外泌体对HDF增殖影响：将HDF按照3000/孔接种到96孔板中过夜培养，

种板5列，培养基采用含10％FBS(胎牛血清)的DMEM(高糖培养基)。过夜贴壁后，弃去原有培

养基，第一列加入新鲜培养基作为对照，第二列加入使用浓度为7.336*109pcs/mL的小球藻

外泌体，第三列加入使用浓度为3.668*1010pcs/mL的小球藻外泌体，第四列加入使用浓度为

1.834*1011pcs/mL的小球藻外泌体，第五列加入使用浓度为9.17*1011pcs/mL的小球藻外泌

体，48h后进行CCK8检测。由图2可明显看出，与对照组相比，加入小球藻外泌体能明显促进

HDF的增殖。

[0065] (2)小球藻外泌体对HaCaT增殖影响：将HaCaT按照5000/孔接种到96孔板中过夜培

养，种板5列，培养基采用含10％FBS(胎牛血清)的DMEM(高糖培养基)。过夜贴壁后，弃去原

有培养基，第一列加入新鲜培养基作为对照，第二列加入使用浓度为5.5*109pcs/mL的小球

藻外泌体，第三列加入使用浓度为5.5*1010pcs/mL的小球藻外泌体，第四列加入使用浓度为

1.1*1011pcs/mL的小球藻外泌体，第五列加入使用浓度为2.75*1011pcs/mL的小球藻外泌

体，48h后进行CCK8检测。由图3可明显看出，与对照组相比，加入小球藻外泌体能明显促进

HaCaT的增殖。

[0066] (3)小球藻外泌体对HDF胶原纤维相关基因的表达：将HDF按照10000/cm2接种到6

孔板中过夜培养，种板5孔，培养基采用含10％FBS(胎牛血清)的DMEM(高糖培养基)。过夜贴

壁后，弃去原有培养基，第一孔加入新鲜培养基作为对照，第二孔加入使用浓度为7.336*

109pcs/mL的小球藻外泌体，第三孔加入使用浓度为3.668*1010pcs/mL的小球藻外泌体，第

四孔加入使用浓度为1.834*1011pcs/mL的小球藻外泌体，第五孔加入使用浓度为9.17*
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1011pcs/mL的小球藻外泌体，48h后进行RNA提取、反转、qpcr检测。由图4可以明显看出，与对

照组相比，加入小球藻外泌体能明显提高Claudin1、Claudin5和Claudin6基因的表达。

[0067] (4)小球藻外泌体对HaCaT中紧密连接蛋白相关基因的表达：将HaCaT按照15000/

cm2接种到6孔板中过夜培养，种板5孔，培养基采用含10％FBS(胎牛血清)的DMEM(高糖培养

基)。过夜贴壁后，弃去原有培养基，第一孔加入新鲜培养基作为对照，第二孔加入使用浓度

为5.5*109pcs/mL的小球藻外泌体，第三孔加入使用浓度为5.5*1010pcs/mL的小球藻外泌

体，第四孔加入使用浓度为1.1*1011pcs/mL的小球藻外泌体，第五孔加入使用浓度为2.75*

1011pcs/mL的小球藻外泌体，48h后进行RNA提取、反转、qpcr检测。由图5可明显看出，与对照

组相比，加入小球藻外泌体能明显提高COLA1、COLA2、FN1、ELN基因的表达并降低MMP1的表

达(MMP1会抑制胶原蛋白合成)，促进胶原蛋白合成。

[0068] (5)小球藻外泌体对黑色素瘤细胞B16中酪氨酸酶活性的影响：将黑色素瘤细胞

B16按照15000/cm2接种到75瓶中过夜培养，共五瓶，培养基采用含10％FBS(胎牛血清)的

DMEM(高糖培养基)。过夜贴壁后，弃去原有培养基，第一瓶加入新鲜培养基作为对照，第二

瓶加入使用浓度为5.5*109pcs/mL的小球藻外泌体，第三瓶加入使用浓度为5.5*1010pcs/mL

的小球藻外泌体，第四瓶加入使用浓度为1.1*1011pcs/mL的小球藻外泌体，第五瓶加入使用

浓度为2.75*1011pcs/mL的小球藻外泌体，48h后消化细胞，每个瓶各取500万黑色素细胞B16

加入1mL提取液后，超声破碎，条件为200W，每个周期打开3s和关闭10s，重复30次后，

12000g，4℃离心20min，取上清，然后在475nm处分光光度计检测后经换算后得到酪氨酸酶

活性数据。由图6可明显看出，与对照组相比，加入小球藻外泌体能明显降低酪氨酸酶活性。

[0069] 综上所述，本发明提供的小球藻外泌体具有明显的促进HDF和HaCaT的增殖，提高

Claudin1、Claudin5和Claudin6基因的表达，提高COLA1、COLA2、FN1、ELN基因的表达并降低

MMP1的表达，抑制黑色素瘤细胞B16中酪氨酸酶活性的特点，此外实验过程中还发现，本发

明提供的小球藻外泌体并没有减少活细胞数量和生长速度，这说明所述外泌体具有安全

性，因此可用于制备具有美白、抗炎、抗过敏、皮肤紧致或皮肤组织修复的化妆品或护肤品。

[0070] 最后应说明的是：以上各实施例仅用以说明本发明的技术方案，而非对其限制；尽

管参照前述各实施例对本发明进行了详细的说明，本领域的普通技术人员应当理解：其依

然可以对前述各实施例所记载的技术方案进行修改，或者对其中部分或者全部技术特征进

行等同替换；而这些修改或者替换，并不使相应技术方案的本质脱离本发明各实施例技术

方案的范围。
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图2

图3
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图4

图5
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图6
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