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人脐带间充质干细胞来源外泌体促进大鼠骨折愈合
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[摘要]　目的　探讨人脐带间充质干细胞（hucMSC）分泌的外泌体对骨折愈合的影响及作用机制。方法　取 12 只 
雄性 SD 大鼠构建胫骨骨折模型，将其随机分为 3 组，每组 4 只。各组大鼠分别于骨折术后 7 d 予以如下处理：空白

对照组，骨髓腔内注射磷酸盐缓冲液；hucMSC-外泌体组，骨髓腔内注射 hucMSC 分泌的外泌体；hucMSC-上清组，

骨髓腔内注射 hucMSC 的去外泌体培养上清。治疗 3 周后通过 micro-CT 检测和组织切片 H-E 染色评价大鼠骨折断端

愈合情况，qPCR 法检测骨组织中成骨标志基因骨钙素（OCN）、骨桥蛋白（OPN）、碱性磷酸酶（ALP）和 Runt 相
关转录因子 2（Runx-2）的表达。结果　活体 micro-CT 扫描结果显示，空白对照组、hucMSC-上清组大鼠的骨折断

端尚未吻合，骨皮质外观不连续，骨折线明显；hucMSC-外泌体组大鼠的骨折断端对合良好，骨皮质外观较连续，

骨折线基本消失。H-E 染色结果显示，空白对照组、hucMSC-上清组大鼠的纤维骨痂尚未形成，新生骨小梁结构不

明显；hucMSC-外泌体组大鼠已经形成完整的纤维骨痂结构，新生骨小梁结构较多、排列较为规则。hucMSC-外泌

体组大鼠骨组织中 OCN、OPN、ALP 和 Runx-2 的表达量高于空白对照组和 hucMSC-上清组，差异均有统计学意义 
（P 均＜0.05）。结论　hucMSC 分泌的外泌体能促进骨折愈合，其机制可能与促进 OCN、OPN、ALP 和 Runx-2 表达

有关。
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[Abstract]　Objective　To explore the effect of human umbilical cord mesenchymal stem cell (hucMSC)-derived 
exosomes on fracture healing and its related mechanisms. Methods　Twelve male SD rats with tibial fracture were randomly 
divided into 3 groups with 4 rats in each group. The rats in control group were treated with phosphate buffer solution by intra-
bone marrow injection on 7 day after fracture operation, the rats in hucMSC-exosome group were treated with hucMSC-
derived exosomes, and the rats in hucMSC-supernatant group were treated with exosome-free hucMSC supernatant. After 
treatment for 3 weeks, the healing of fracture gap was evaluated by micro-CT examination and tissue section H-E staining, 
and the expression levels of osteogenesis-related genes osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN), alkaline phosphatase 
(ALP) and Runt-related transcription factor 2 (Runx-2) were detected by qPCR. Results　Micro-CT examination showed 
that fracture was not been joined in the control group and the hucMSC-supernatant group, with clear fracture line and 
discontinuous wall of cortical bone, while fracture was anastomosed in the hucMSC-exosome group, with continuous wall 
of cortical bone and disappeared fracture line. Tissue section H-E staining showed no fibrous callus or structure of new bone 
trabeculae in the control group and the hucMSC-supernatant group, while complete fibrous callus was formed and structure 
of new bone trabeculae was in order in the hucMSC-exosome group. The expression levels of OCN, OPN, ALP, and Runx-2 
 in the hucMSC-exosome group were significantly higher than those in the control group and the hucMSC-supernatant group 
(all P＜0.05). Conclusion　HucMSC-derived exosomes can promote fracture healing of rats, which may be related to the 
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upregulated expressions of OCN, OPN, ALP, and Runx-2.
[Key words]　tibial fractures; mesenchymal stem cells; exosomes; fracture healing
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骨不连或骨折延迟愈合给骨折患者带来极大

的痛苦与不便[1]，促进骨再生、骨质生成和钙化在

骨缺损修复中十分重要[2]。研究证明，间充质干细

胞（mesenchymal stem cell，MSC）可促进骨组织

再生[3]，但是干细胞的临床应用受到体内安全性和

临床制剂稳定性等因素的制约。外泌体作为一类

由自体细胞分泌的纳米级囊泡样小体，参与细胞

及内环境之间的物质运输和信号传递，并在细胞

间通讯、器官间的联系和组织稳态中发挥重要作

用[4]。干细胞分泌的外泌体因其成分稳定、安全隐

患小，在组织再生领域受到关注[5]。已有研究报道 
外泌体可用于刺激组织再生（如肝细胞的再生[6]）

以及治疗疾病（如肺动脉高压小鼠模型 [7]）。研

究发现 MSC 条件培养液能有效刺激骨再生[8]，而 
MSC 产生的外泌体也会分泌到条件培养液中，单

独使用外泌体能否刺激骨再生尚不清楚。本研究

探讨人脐带间充质干细胞（human umbilical cord 
mesenchymal stem cell，hucMSC）分泌的外泌体在

骨再生中的潜在作用及其可能的机制，以探索促

进骨缺损修复更有价值的方法。

1　材料和方法

1 . 1 　 实 验 动 物 　 S D  大鼠  1 2  只，雄性，

6～8  周龄，体质量  2 0 0～3 0 0  g，由上海斯

莱 克 实 验 动 物 有 限 责 任 公 司 提 供 ， 许 可 证

号： S C X K （沪） 2 0 1 7 - 0 0 0 5 。大鼠饲养于

海军军医大学（第二军医大学）实验动物中

心 ， 饲 养 条 件 为 清 洁 级 环 境 ， 饲 养 间 温 度

（20±2）℃，相对湿度（60±10）%，12  h 
光照/12 h 黑暗，自由饮水、进食，饲料检测合

格（检测内容为粗蛋白、粗灰分、水分、钙、总

磷）。实验前适应性饲养 1 周，并记录大鼠的行

为活动、饮食、体质量及精神状况。

1.2　大鼠胫骨骨折模型的建立　使用 4 mL/kg 4% 
水合氯醛腹腔注射麻醉大鼠后，取仰卧位固定于操

作台上，双上肢、右下肢固定，左下肢未固定。在

左下肢膝关节下切开约 1 cm 纵行切口，分离肌肉

与筋膜，在胫骨粗隆下方约 5 mm 处使用牙科锯锯

断胫骨骨干，由髌腱处将规格为 0.88 mm 的克氏针

完全插入并对合骨折端，逐层缝合切口，构建大鼠

左侧胫骨骨折模型。术后于清洁环境下单笼饲养，

温度 22～24 ℃，相对湿度 60%，定期紫外线消毒

与排风。常规给水及饮食，大鼠可自由活动。

1.3　hucMSC 原代培养　人脐带取自海军军医大

学（第二军医大学）长海医院，并通过长海医院伦

理委员会审查批准。按照标准程序体外原代培养 
hucMSC。将脐带用 DMEM 培养液 [国科东方（上

海）贸易有限公司] 清洗，清除残余血液。用 70% 
乙醇洗净后，切碎成 2～4 mm 小块，在 37 ℃ 条
件下于 DMEM 培养液孵育。当 hucMSC 融合度达 
80% 时，经胰蛋白酶处理后传代培养。此后，每  
3 d 更换 1 次新鲜培养液。第 3～5 代的 hucMSC 用
于实验。

1.4　外泌体抽提　收集 hucMSC，按照标准的外泌

体抽提方法抽提外泌体[9]。分离前 4 ℃ 126 000×g 
离心 3 h 去除宿主外泌体。每 2 d 收集 1 次培养上

清，将收集的培养上清转移到锥形离心管，4 ℃ 

3 0 0×g  离心  1 0  m i n，收集上清。再次  4  ℃  
16 500×g 离心 20 min，进一步去除细胞碎片。上

清液经 0.22 μm 的滤器过滤，然后将滤液转移到新

的离心管，4 ℃ 126 000×g 离心 150 min。将上清

转移到新的离心管中用于 hucMSC-上清组，管壁

上的沉淀用 100 μL 磷酸盐缓冲液（phosphate buffer 
solution，PBS）重悬用于 hucMSC-外泌体组，并

转移到 1.5 mL 离心管中。

1.5　外泌体治疗　将 12 只成功构建骨折模型的 
SD 大鼠随机分为 3 组，每组 4 只，分别为空白对

照组、hucMSC-外泌体组和 hucMSC-上清组。以

HYSTEM-HP 水凝胶（货号 GS315，美国 Glycosan 
BioSystems 公司）作为递送外泌体的载体[10]。依

照说明书，在 50 μL PBS 中加入 100 μg 外泌体与 
100 μL 水凝胶混合。骨折术后 7 d，空白对照组

用 100 μL 水凝胶＋50 μL PBS 处理；hucMSC-外
泌体组用 100 μL 水凝胶＋100 μg 外泌体处理；

hucMSC-上清组用 100 μL 水凝胶＋50 μL 去外泌体

上清处理。经皮在骨折断端处注射水凝胶至骨髓
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腔。术后大鼠继续单笼饲养，可自由活动。

1.6　  Micro-CT 扫描和骨组织切片  H-E 染色 

观察　 注入外泌体 3 周后，麻醉大鼠，行 micro-
CT（上海赛新生物科技有限公司）活体扫描。然

后处死大鼠，取左下肢胫骨，以骨折断端为中心向

两端各取 0.5 cm 骨组织标本，在 4% 多聚甲醛溶液

中固定、脱钙、梯度乙醇脱水、石蜡包埋、切片，

切片厚度 10 μm，H-E 染色，于显微镜下观察骨组

织断端的愈合情况并拍照。

1.7　 qPCR 检测成骨标志基因的表达水平　取骨

折断端周围骨组织 100 mg，利用 EASYspin Plus 骨
组织 RNA 快速提取试剂盒（杭州昊鑫生物科技有

限公司）提取总 RNA。采用反转录 PCR 快速试

剂盒（RT-PCR Quick Master Mix，日本 Toyobo 公
司）进行反转录。以 β-actin 为内参照基因，使用

高效率荧光定量 PCR 试剂盒（KOD SYBR qPCR 
Mix，日本 Toyobo 公司）进行 qPCR，检测骨钙素

（osteocalcin，OCN）、骨桥蛋白（osteopontin，
OPN）、碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）
和 Runt 相关转录因子 2（Runt-related transcription 
factor 2，Runx-2）的表达水平。引物序列：OCN 
正义 5′-GCC CTC ACA CTC CTC GCC CTA TT-
3′，反义 5′-GGG TCT CTT CAC TAC CTC GCT 
GCC-3′；OPN 正义 5′-ACA GCA TCG TCG GGA 

CCA GAC TCG T-3′，反义 5′-GGT AGT GAG TTT 
TCC TTG GTC GGC G-3′；ALP 正义 5′-GGC AGC 
TTG ACC TCC TCG GAA GAC A-3′，反义 5′-AGC 
ATG GGG GCC AGA CCA AAG ATA G-3′；Runx-2  
正义 5′-CCC CTC CTA CCT GAG CCA GAT GAC 
G-3′，反义 5′-AAG GGC CCA GTT CTG AAG 
CAC CTG A-3′；β-actin 正义 5′-CGG GAA ATC 
GTG CGT GAC AT-3′，反义 5′-GGA CTC GTC 
ATA CTC CTG CTT GC-3′。每个检验指标设 3 个
复孔，用 2－ΔΔCt 法进行相对定量。

1.8　统计学处理　应用 SPSS 20.0 软件进行统计学

分析。计量资料以 x±s 表示，各组间比较均采用

单因素方差分析。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　Micro-CT 扫描观察各组大鼠骨折断端的愈合 

情况　3 周后对不同组大鼠进行活体 micro-CT 扫
描以观察骨折断端的愈合情况。如图 1 所示，空

白对照组、hucMSC-上清组大鼠的骨折断端尚未吻

合，骨皮质外观不连续，骨折线明显，提示新生骨

量少，骨折愈合不明显；hucMSC-外泌体组大鼠的

骨折断端对合良好，骨皮质外观较连续，骨折线基

本消失，提示新生骨量较多，骨折愈合明显，骨折

部位修复较为满意。

图 1　Micro-CT 扫描观察各组大鼠骨折断端愈合情况

Fig 1　Healing of bone defect of rats in each group by micro-CT

A: Control group; B: hucMSC-supernatant group; C: hucMSC-exosome group. CT: Computed tomography; hucMSC: Human 

umbilical cord mesenchymal stem cell

2.2　骨组织切片 H-E 染色观察各组大鼠骨折断

端愈合情况　H-E 染色结果显示空白对照组、

hucMSC-上清组大鼠的骨折断端骨折线明显，纤维

骨痂尚未形成，骨皮质外观不连续，新生骨小梁结

构不明显，提示新生骨量较少，骨折愈合不明显；

hucMSC-外泌体组大鼠的骨折断端基本消失，形成

完整的纤维骨痂结构，其中新生骨小梁结构较多，

排列较为规则，提示骨折愈合较好。见图 2。
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图 2　H-E 染色观察各组大鼠骨折断端的愈合情况

Fig 2　Healing of bone defect of rats in each group by H-E staining
A: Control group; B: hucMSC-supernatant group; C: hucMSC-exosome group. hucMSC: Human umbilical cord mesenchymal stem 

cell. Original magnification: ×40

2.3　qPCR 检测各组大鼠成骨标志基因的表达 

水平　qPCR 检测结果显示，hucMSC-外泌体组

大鼠骨组织中 OCN、OPN、ALP、Runx-2 基因的

表达量高于空白对照组和 hucMSC-上清组，差异

均有统计学意义（P 均＜0.05）。空白对照组与 

hucMSC-上清组大鼠上述成骨标志基因的表达差异

均无统计学意义（P 均＞0.05）。见图 3。

证实，hucMSC 分泌的外泌体对骨折愈合有明显的

促进作用，这一结果为临床寻找促进骨折愈合的治

疗方法提供了新的思路。

细胞可通过释放蛋白质、核酸、脂质等分子

到细胞外，与受体结合从而介导经细胞内信号转

导[11]。除了这些单分子以外，还有另外一种细胞

相互作用模式，即外泌体通过水平转移功能性的

信使 RNA（messenger RNA，mRNA）、微 RNA

（microRNA，miRNA）和蛋白质到受体细胞，改

变细胞的功能[12]。本研究发现经 hucMSC 分泌的外

泌体处理后骨折大鼠骨组织中 OCN、OPN、ALP 

和 Runx-2 等成骨标志基因的表达水平均升高，提

示 hucMSC 来源的外泌体可促进成骨细胞的分化和

骨形成，进一步促进骨折的愈合[13]，但 hucMSC 分

泌的外泌体促进成骨分化和骨形成的促进作用机制

尚不清楚，可能与上述细胞相互作用有一定关系。

进一步鉴定 hucMSC 外泌体中的核心功能性成分，

特别是 miRNA 等调控分子的作用，将是我们进一

步深入研究的方向。
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