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(57)摘要

本发明涉及人脐带间充质干细胞提取物冻

干粉及制备方法，所述的人脐带间充质干细胞提

取物冻干粉的制备方法包括以下步骤：使用密度

梯度离心法得到纯度较高的人脐带间充质原代

干细胞，并将其进行传代培养，收集第3～18代的

细胞培养上清液，将上清液与海藻糖混合制成冻

干粉。本发明所得的人脐带间充质干细胞提取物

冻干粉具有良好的外观性状；将冻干粉进行复

溶，溶解较快，溶解完全；动物实验证明其刺激性

小，安全性高，使用可靠。此外，本发明所述的冻

干粉能有效地保存人脐带间充质干细胞培养上

清液的各种具有生物活性的细胞因子，可防御皮

肤紫外损伤，促进皮肤胶原蛋白合成，具有美白、

延缓衰老的功效。
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1.一种人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的制备方法，其特征在于包括以下步骤：

(1)干细胞的原代分离、纯化和培养：从新鲜人脐带中分离脐带沃顿胶，消化液消化，用

150um细胞过滤器进行过滤，收集滤液，将滤液置于1200r/min条件下离心5min，弃上清，用

平衡盐缓冲液洗涤细胞沉淀2～3次，再用2倍体积的平衡盐缓冲液重悬细胞，利用密度梯度

离心法纯化细胞悬液，得脐带间充质原代干细胞，将脐带间充质原代干细胞接种于含有

100U/ml青霉素和100g/ml链霉素的无血清培养基中进行贴壁培养；

(2)干细胞提取物的获取：待脐带间充质原代干细胞接近90％融合，更换新鲜的不含抗

生素的无血清培养基，并进行传代培养，收集第3～18代的细胞培养上清液，将上清液用

0.22μm的无菌过滤器过滤，取滤液，即得脐带间充质干细胞提取物；

(3)干细胞提取物冻干粉的制备：将脐带间充质干细胞提取物与冻干保护剂混匀后，用

0.22μm的无菌过滤器过滤除菌，然后使用注射用水调节蛋白浓度至45±0.5μg/ml，冷冻干

燥，即得人脐带间充质干细胞提取物冻干粉；

所述冻干保护剂为海藻糖，冻干保护剂的用量为5％wt脐带间充质干细胞提取物；

所述冷冻干燥具体为：-80℃超低温冰箱中预冻12h，然后置于真空冷冻干燥机中，-30

℃保持1～2h，在真空度为1.0×10-2～1.5×10-2mbar，-5℃条件下冻干10～12h，保持真空

度，在20℃继续冻干2～4h，即得；

所述步骤(1)中的密度梯度离心法具体为：将细胞悬液缓慢加入到装有等体积分离液

的离心管中，4℃，2000r/min离心15～20min，收集中间白膜层，往白膜层中加入等体积的磷

酸盐缓冲溶液，4℃，1000r/min离心5～15min，弃上清，再加入等体积的磷酸盐缓冲溶液，4

℃，800r/min离心5～15min，弃上清，取沉淀，即得脐带间充质原代干细胞。

2.根据权利要求1所述的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的制备方法，其特征在于，

所述步骤(1)中的密度梯度离心法具体为：将细胞悬液缓慢加入到装有等体积分离液的离

心管中，4℃，2000r/min离心20min，收集中间白膜层，往白膜层中加入等体积的磷酸盐缓冲

溶液，4℃，1000r/min离心10min，弃上清，再加入等体积的磷酸盐缓冲溶液，4℃，800r/min

离心10min，弃上清，取沉淀，即得脐带间充质原代干细胞。

3.根据权利要求1或2所述的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的制备方法，其特征在

于，所述分离液为浓度为1.073g/mL的聚蔗糖-泛影酸钠溶液。

4.根据权利要求1所述的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的制备方法，其特征在于，

所述步骤(1)中的消化液消化具体为：按1:3的体积比加入消化液，37℃消化3h，消化液为含

有胶原酶Ⅱ、透明质酸酶和EDTA的磷酸盐缓冲溶液，其中，胶原酶Ⅱ、透明质酸酶和EDTA在

磷酸盐缓冲溶液中的质量体积百分比终浓度分别为0.12％、0.06％、0.02％。

5.人脐带间充质干细胞提取物冻干粉，其特征在于，根据权利要求1～4任一所述的制

备方法得到。
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人脐带间充质干细胞提取物冻干粉及制备方法

技术领域

[0001] 本发明涉及干细胞领域，具体涉及人脐带间充质干细胞提取物冻干粉及制备方

法。

背景技术

[0002] 间充质干细胞(mesenchymal  stem  cells，MSCs)是一类具有自我更新、增殖和多

向分化潜能的成体干细胞，可刺激组织生长和修复，增强组织的再生能力，影响免疫调节，

在细胞治疗领域有着极为广阔的应用前景。MSCs可从骨髓、脐带血、脂肪、滑膜、胎盘、结缔

组织等部位获得。目前，研究表明源于脐带的MSCs与其他来源的MSCs相比具有来源广泛、采

集方便、增殖分化能力强、免疫原性弱、无伦理问题等诸多优点，在组织工程、基因工程等领

域日益受到关注。

[0003] 然而，MSCs在组织中的丰度极低，因此，体外培养是实现MSCs应用价值的必需步

骤，研究表明，与新鲜分离的MSCs不同，细胞经体外培养扩增后，其生物学特性会发生很大

的变化，并随着培养时间的延长，细胞分化的能力逐渐丧失，这与体内外细胞所处的环境有

关，体内的微环境组成相当复杂，不可能用稳定的温度、pH值和营养成分这些体外因素所模

拟的。如何短时间获取大量功能状态良好的MSCs，维持MSCs的原始状态，及控制MSCs分化方

向是当前研究的热点也是难点。另外，越来越多的证据表明，无论静脉注射还是局部注射，

体外培养的MSCs进入到体内后，只有极少量的细胞生存，而这少数存活的细胞通过分泌大

量的小分子物质，例如，细胞因子、生长因子、趋化因子等而发挥作用。

[0004] 干细胞提取物一般是指干细胞培养液上清液及(或)细胞裂解液，其细胞培养液上

清液含有大量的具有多种生物活性的蛋白质、多肽及细胞因子，它们参与细胞结构的维持

运动信息交流以及组织修复与再生，具有较好的抗光老化、抗氧化、抗皱、美白肌肤、伤口愈

合、细胞修复等功效。因此，随着干细胞提取物的应用价值越来越受到人们的关注，如何获

得大量的，质量稳定可控的干细胞提取物成为人们致力研究的问题。中国专利申请

201510033971.0公开了人脐带间充质干细胞培养上清液活性因子及细胞裂解液的制备方

法、产品与应用，该制备方法采用磁性无损分选方法进行健康人脐带间充质干细胞的分选

提取，然后进行传代培养，收集2～10代之间全部细胞培养上清液及细胞裂解液，最后经低

温真空制备得到细胞培养上清液及细胞裂解液的冻干粉，该发明以冻干粉形式有效地保存

了人间充质干细胞培养上清中的各种具有生物活性的细胞因子混合物，为人间充质干细胞

培养上清的产业化应用奠定了基础。

发明内容

[0005] 为解决现有技术存在的问题，本发明的目的在于提供一种产品纯度高，生物活性

高的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉及制备方法，所述制备方法操作简单00全有效，能

够实现人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的产业化利用。

[0006] 本发明通过如下技术方案以实现上述目的：
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[0007] 一种人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的制备方法，包括以下步骤：

[0008] (1)干细胞的原代分离、纯化和培养：从新鲜人脐带中分离脐带沃顿胶，消化液消

化，用150um细胞过滤器进行过滤，收集滤液，将滤液置于1200r/min条件下离心5min，弃上

清，用平衡盐缓冲液洗涤细胞沉淀2～3次，再用2倍体积的平衡盐缓冲液重悬细胞，利用密

度梯度离心法纯化细胞悬液，得脐带间充质原代干细胞，将脐带间充质原代干细胞接种于

含有100U/ml青霉素和100g/ml链霉素的无血清培养基中进行贴壁培养；

[0009] (2)干细胞提取物的获取：待脐带间充质原代干细胞接近90％融合，更换新鲜的不

含抗生素的无血清培养基，并进行传代培养，收集第3～18代的细胞培养上清液，将上清液

用0.22μm的无菌过滤器过滤，取滤液，即得脐带间充质干细胞提取物；

[0010] (3)干细胞提取物冻干粉的制备：将脐带间充质干细胞提取物与冻干保护剂混匀

后，用0.22μm的无菌过滤器过滤除菌，然后使用注射用水调节蛋白浓度至45±0.5μg/ml，冷

冻干燥，即得人脐带间充质干细胞提取物冻干粉；

[0011] 所述冻干保护剂为海藻糖，冻干保护剂的用量为5％wt脐带间充质干细胞提取物；

[0012] 所述冷冻干燥具体为：-80℃超低温冰箱中预冻12h，然后置于真空冷冻干燥机

中，-30℃保持1～2h，在真空度为1.0×10-2～1.5×10-2mbar，-5℃条件下冻干10～12h，保

持真空度，在20℃继续冻干2～4h，即得。

[0013] 本发明所述的无血清培养基(SYL-SF)为市售产品，由北京三有利科技有限发展公

司自主研发，所述SYL-SF的基础培养基为α-MEM，其中添加白蛋白、转铁蛋白、胰岛素、表皮

生长因子、成纤维生长因子、氢化可的松、脂质等血清替代成分，不含任何动物来源血清和

抗生素。

[0014] 进一步地，所述步骤(1)中的密度梯度离心法具体为：将细胞悬液缓慢加入到装有

等体积分离液的离心管中，4℃，2000r/min离心15～20min，收集中间白膜层，往白膜层中加

入等体积的磷酸盐缓冲溶液，4℃，1000r/min离心5～15min，弃上清，再加入等体积的磷酸

盐缓冲溶液，4℃，800r/min离心5～15min，弃上清，取沉淀，即得脐带间充质原代干细胞。

[0015] 优选地，所述步骤(1)中的密度梯度离心法具体为：将细胞悬液缓慢加入到装有等

体积分离液的离心管中，4℃，2000r/min离心20min，收集中间白膜层，往白膜层中加入等体

积的磷酸盐缓冲溶液，4℃，1000r/min离心10min，弃上清，再加入等体积的磷酸盐缓冲溶

液，4℃，800r/min离心10min，弃上清，取沉淀，即得脐带间充质原代干细胞。

[0016] 更进一步地，所述分离液为浓度为1.073g/mL的聚蔗糖-泛影酸钠溶液。

[0017] 进一步地，所述步骤(1)中的消化液消化具体为：按1:3的体积比加入消化液，37℃

消化3h，消化液为含有胶原酶Ⅱ、透明质酸酶和EDTA的磷酸盐缓冲溶液，其中，胶原酶Ⅱ、透

明质酸酶和EDTA在磷酸盐缓冲溶液中的质量体积百分比终浓度分别为0.12％、0.06％、

0.02％。

[0018] 一种人脐带间充质干细胞提取物冻干粉，通过上述制备方法制备得到。

[0019] 本发明采用海藻糖作为冻干保护剂，将人脐带间充质干细胞提取物制成冻干粉，

所述的冻干粉具有良好的外观性状，将冻干粉进行复溶，溶解较快，溶解完全。动物实验证

明其刺激性小，安全性高，使用可靠。所述的冻干粉能较好地保持人脐带间充质干细胞培养

上清液细胞因子的生物活性。经细胞试验证明，本发明冻干粉可显著提高人皮肤成纤维细

胞的活力，并显著增强细胞SOD活性，有效地对抗紫外线对人成纤维细胞氧化损伤。经动物
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试验证明，本发明冻干粉可显著提高裸鼠皮肤弹性和水分含量，并促进裸鼠皮肤Ⅰ型胶原蛋

白和Ⅲ型胶原蛋白合成，提高皮肤中胶原蛋白的含量。

[0020] 与现有技术相比，本发明的优势在于：

[0021] (1)本发明采用密度梯度离心法纯化细胞悬液，得到纯度较高的人脐带间充质原

代干细胞，分离得到的人脐带间充质原代干细胞在体外培养中具有活力高、分化能力好、扩

增倍数高的特点，为实现人脐带间充质干细胞提取物的产业化应用奠定了基础。

[0022] (2)本发明以海藻糖作为冻干保护剂，将人脐带间充质干细胞提取物制成冻干粉，

能较好地保持人脐带间充质干细胞提取物的生物活性，在长期储存过程中不易降解，且使

用方便。

具体实施方式

[0023] 以下通过具体实施方式进一步描述本发明，但本发明不仅仅限于以下实施例。

[0024] 实施例1人脐带间充质干细胞分离、纯化、培养和鉴定

[0025] (1)人脐带间充质干细胞分离、纯化和培养

[0026] 在无菌的条件，使用含有100U/ml青霉素和100g/ml链霉素的平衡盐缓冲液将新鲜

采集的脐带反复漂洗3次，清洗干净后去除脐带外膜以及动、静脉，取血管之间、血管与外膜

之间的胶状物(脐带沃顿胶)并剪成1mm3大小的组织块，按1:3的体积比加入消化液，37℃消

化3h，其中，消化液为含有胶原酶Ⅱ、透明质酸酶和EDTA的磷酸盐缓冲溶液，并且胶原酶Ⅱ、

透明质酸酶和EDTA在磷酸盐缓冲溶液中的质量体积百分比终浓度分别为0.12％、0.06％、

0.02％。然后用150um细胞过滤器进行过滤，收集滤液，将滤液置于1200r/min条件下离心

5min，弃上清，用平衡盐缓冲液洗涤细胞沉淀3次，再用2倍体积的平衡盐缓冲液重悬细胞，

得细胞悬液。将细胞悬液缓慢加入到装有等体积的浓度为1.073g/mL的聚蔗糖-泛影酸钠溶

液的离心管中，4℃，2000r/min离心20min，收集中间白膜层，往白膜层中加入等体积的磷酸

盐缓冲溶液，4℃，1000r/min离心10min，弃上清，再加入等体积的磷酸盐缓冲溶液，4℃，

800r/min离心10min，弃上清，取沉淀，即得脐带间充质原代干细胞。将脐带间充质原代干细

胞接种于含有100U/ml青霉素和100U/ml链霉素的无血清培养基中，于37℃、5％CO2培养箱

中进行贴壁培养。

[0027] (2)人脐带间充质干细胞鉴定

[0028] 通过流式细胞仪鉴定人脐带间充质干细胞表面标志物，利用流式细胞技术检测荧

光标记抗体。根据抗原抗体结合原理，用特定荧光素标记的抗体对已知携有相应抗原的细

胞进行染色。经荧光素标记抗体染色的细胞可以被流式细胞仪识别，并根据已知细胞所携

带的荧光素的强度，对标记抗体进行定性，定量分析。

[0029] 结果表明，人脐带间充质干细胞不表达造血细胞标志物如：CD45、CD34、CD14、

CD11b(呈阴性)，而CD105、CD109、CD73、CD90等干细胞特征表面抗原呈阳性(见表1)，表明经

密度梯度离心法纯化细胞悬液，得到纯度较高的人脐带间充质原代干细胞。

[0030] 表1人脐带间充质干细胞表面标志物的检测结果

[0031]

检测指标 表达率 结论

CD105 99.7％ 阳性
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CD109 99.4％ 阳性

CD73 99.8％ 阳性

CD90 99.6％ 阳性

CD45 0.1％ 阴性

CD34 0.5％ 阴性

CD14 0.2％ 阴性

CD11b 0.4％ 阴性

[0032] 实施例2人脐带间充质干细胞提取物冻干粉制备

[0033] (1)人脐带间充质干细胞的提取物的获取：待脐带间充质干细胞接近90％融合，去

除培养液，用磷酸盐缓冲溶液清洗3次，加入质量分数为0.25％的胰酶消化液，37℃消化

10min，加入消化液等体积的不含抗生素的无血清培养基终止消化，1200r/min条件下离心

5min，弃上清，获得细胞，使用无血清培养基重悬细胞，按照1:3的比例进行传代接种，置于

37℃、5％CO2培养箱中进行培养，每2天更换一次培养液，待脐带间充质干细胞接近80％融

合，弃掉培养液，更换新鲜的无血清培养基继续72h，收集上清液，并用同样方法继续传代培

养。

[0034] (2)人脐带间充质干细胞的提取物冻干粉制备：合并第3～18代的细胞培养上清

液，加入海藻糖，所述海藻糖的用量为5％wt细胞培养上清液，混匀，用0.22μm的无菌过滤器

过滤除菌，然后使用注射用水调节蛋白浓度至45±0.5μg/ml，再置于-80℃超低温冰箱中预

冻12h，再置于真空冷冻干燥机中，-30℃保持2h，在真空度为1.0×10-2mbar，-5℃条件下冻

干12h，保持真空度，在20℃继续冻干2h，即得人脐带间充质干细胞提取物冻干粉。

[0035] 实施例3采用不同冻干保护剂制备人脐带间充质干细胞提取物冻干粉比较

[0036] 分别以甘露醇、无水乳糖、右旋糖酐替换本发明中的海藻糖作为冻干保护剂，按照

实施例2的工艺将人脐带间充质干细胞提取物制成冻干粉，将所获得的冻干粉与实施例2制

得的冻干粉进行比表，结果见表2。

[0037] 表2采用不同冻干保护剂制备人脐带间充质干细胞提取物冻干粉物理性状比较

[0038]

组别 外观 复溶溶解时间(s) 复溶后溶液的澄明度 pH

实施例2 致密粉末状 4 澄清、透明 6.5～7.5

甘露醇组 部分萎缩粉末状 8 澄清、透明 6.5～7.5

无水乳糖组 块状物 12 产生乳光、浑浊 6.0～7.0

右旋糖酐组 块状物 15 澄清、透明 6.0～7.0

[0039] 由上表可知，采用海藻糖作为冻干保护剂制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干

粉具有良好的外观性状；将冻干粉进行复溶，溶解较快，溶解完全。

[0040] 实施例4人脐带间充质干细胞提取物冻干粉安全性评价

[0041] (1)小鼠口服人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的急性毒性试验

[0042] 取10只昆明小鼠(雌雄各半，平均体重为23.5g)，给小鼠一次灌胃给予实施例2制

得的冻干粉10倍标示浓度的药量，观察其毒性反应，当未引起动物死亡，则不再进行多个剂

量的急性经口毒性试验。结果显示，小鼠没有出现任何不良反应，没有动物出现死亡，表明

本发明制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉安全性高。
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[0043] (2)兔子涂抹人脐带间充质干细胞提取物冻干粉的皮肤刺激性试验

[0044] 取10只日本大耳白兔(雌雄各半，体重2kg左右)，实验前24h用脱毛剂对用药区(背

部两侧)进行脱毛处理，去毛范围左右各3cm×3cm。对兔子进行保定，将兔子背部左侧定位

为对照区，右侧定位为试验区，对照区给生理盐水0.5ml，试验区给实施例2制得的人脐带间

充质干细胞提取物冻干粉用生理盐水复溶后的溶液0.5ml，加纱布覆盖保护，用胶布固定。

24h后擦除受试物，温水洗净，观察30min，2h，6h，12h涂敷部位有无红斑和水肿情况。结果显

示，试验区和对照区均无出现红斑和水肿情况，表明本发明制得的人脐带间充质干细胞提

取物冻干粉对皮肤刺激性小。

[0045] 实施例5人脐带间充质干细胞提取物冻干粉对紫外线诱导人皮肤成纤维细胞损伤

的保护作用

[0046] 1 .实验材料：实施例2制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉、实施例3所述的

分别以甘露醇、无水乳糖、右旋糖酐替换本发明中的海藻糖作为冻干保护剂制得的人脐带

间充质干细胞提取物冻干粉、人皮肤成纤维细胞(广州吉妮欧生物科技有限公司)。

[0047] 2.实验方法：将处于对数生长期的人皮肤成纤维细胞接种于96孔板，待细胞单层

贴壁后(24h)，弃培养液，每孔加入200μlPBS，分别使用30J/cm2的UVA照射，空白对照组用铝

箔盖住，每天照射2h，连续照射4天后随机分为空白对照组、模型组、实施例2组、甘露醇组、

无水乳糖组和右旋糖酐组。其中，空白对照组和模型组给予等体积的生理盐水，实施例2组

给予实施例2制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉，蛋白质终浓度分别为40μg/ml，甘

露醇组、无水乳糖组和右旋糖酐组分别给予实施例3所述的以甘露醇、无水乳糖和右旋糖酐

作为冻干保护剂制成的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉，蛋白质终浓度均为40μg/ml，。

48h后，向每孔加入20μlMTT(5mg/ml)，继续培养4h后弃上清，每孔加150μlDMSO溶解，室温振

荡10min，使结晶溶解，酶标仪检测各孔492nm处的光吸收(OD)值，然后计算细胞活力，细胞

活力(％)＝实验组光吸收值/空白对照组光吸收值×100％，并对细胞的超氧化物歧化酶

(SOD)活性进行检测，结果见表3。

[0048] 3.实验结果

[0049] 表3人脐带间充质干细胞提取物冻干粉对人皮肤成纤维细胞活力的影响

[0050]

[0051]

[0052] 注：与空白对照组比较，**P＜0.01；***P＜0.001；与模型组比较，##P＜0.01。

[0053] 由上表可知，以海藻糖作为冻干保护剂制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉
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可显著提高人皮肤成纤维细胞的活力，并显著增强细胞SOD活性，有效地对抗紫外线对人成

纤维细胞氧化损伤，表明实施例2制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉可有效保存人

脐带间充质干细胞培养上清液的各种具有生物活性的细胞因子，而以甘露醇、无水乳糖和

右旋糖酐作为冻干保护剂均不能有效地保存人脐带间充质干细胞提取物的活性，尤其以无

水乳糖组的效果最差。

[0054] 实施例6人脐带间充质干细胞提取物冻干粉对皮肤胶原合成的影响

[0055] 1.实验方法：取6周龄的BALB/C裸鼠40只，雌雄各半，由广东省动物实验中心提供。

分为实施例2组、甘露醇组、无水乳糖组和右旋糖酐组，每组10只。分别在各组裸鼠背部皮肤

的右半边涂抹实施例2、实施例3所述的以甘露醇、无水乳糖和右旋糖酐作为冻干保护剂制

成的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉用生理盐水复溶后的水溶液，左半边的背部皮肤则

涂上生理盐水作为对照，每次涂抹200μl，3次/天，6周后使用专门的皮肤弹性(含水量)测试

仪来测量裸鼠背部皮肤的弹性和含水量。根据皮肤在短时间内恢复的状况来评定弹性的大

小，弹性值1为最大，即皮肤100％恢复原状。实验结束后处死裸鼠，剥离裸鼠背部的皮肤组

织，左右侧各取0.1g，采用RT-PCR检测组织中的Ⅰ型胶原和Ⅲ型胶原转录水平。结果见表4和

表5。

[0056] 2.实验结果

[0057] 表4人脐带间充质干细胞提取物冻干粉对裸鼠皮肤弹性和水分的影响

[0058]

[0059] 注：与对照组比较，*P＜0.05。

[0060] 表5人脐带间充质干细胞提取物冻干粉对裸鼠皮肤胶原蛋白转录水平的影响

[0061]

[0062] 注：与对照组比较，**P＜0.01。
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[0063] 由上表4和5可知，以海藻糖作为冻干保护剂制得的人脐带间充质干细胞提取物冻

干粉可显著提高裸鼠皮肤弹性和水分含量，并促进裸鼠皮肤Ⅰ型胶原蛋白和Ⅲ型胶原蛋白

合成，提高皮肤中胶原蛋白的含量。表明实施例2制得的人脐带间充质干细胞提取物冻干粉

可有效保存人脐带间充质干细胞培养上清液的各种具有生物活性的细胞因子，而以甘露

醇、无水乳糖和右旋糖酐作为冻干保护剂均不能有效地保存人脐带间充质干细胞提取物的

活性，尤其以无水乳糖组的效果最差。

[0064] 以上仅是本发明的优选实施方式，应当指出的是，上述优选实施方式不应视为对

本发明的限制，本发明的保护范围应当以权利要求所限定的范围为准。对于本技术领域的

普通技术人员来说，在不脱离本发明的精神和范围内，还可以做出若干改进和润饰，这些改

进和润饰也应视为本发明的保护范围。
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