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［摘要］ 目的：制备了一种骨膜细胞外基质（periosteum extracellular matrix， PECM）水凝胶负载脂肪间

充质干细胞来源的外泌体  （exosomes of adipose mesenchymal stem cells， AdMSC⁃Exo），评价其对内侧半月

板失稳术（destabilization of medial meniscus， DMM）构建的骨关节炎大鼠模型的治疗效果。方法：采用超速

离心法提取 AdMSC⁃Exo 并进行表征。PECM 通过脱细胞和酶降解工艺制备。以制得的水凝胶负载外泌体

得 到 PECM@AdMSC⁃Exo。 SD 雄 鼠 随 机 分 为 假 手 术（Sham）组 、DMM+Saline 组 、DMM+PECM 组 、

DMM+ AdMSC⁃Exo 组、DMM+PECM@AdMSC⁃Exo 组。通过关节腔注射药物进行体内药效实验，观察

其 对 骨 关 节 炎 的 治 疗 作 用 。 结 果 ：表 征 实 验 结 果 表 明 ，成 功 制 备 了 AdMSC⁃Exo、PECM 和

PECM@AdMSC⁃Exo。体外实验表明，AdMSC⁃Exo 对损伤的软骨细胞具有修复作用。体内药效实验结果

表明，与对照组相比，PECM@AdMSC⁃Exo 可以有效修复软骨，对大鼠骨关节炎具有较好的治疗作用，且对

大鼠的体重无明显影响。结论：本研究成功制备了 PECM@AdMSC⁃Exo，对大鼠软骨损伤具有较好的修复

效果，为骨关节炎的治疗提供了一种新策略。
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［Abstract］ Objective： A periosteum extracellular matrix （PECM） hydrogel loaded with exosomes from adipose mesenchymal 

stem cells （AdMSC⁃Exos） was prepared. And its therapeutic effects on osteoarthritis rats induced by destabilization of medial me⁃
niscus （DMM） were evaluated. Methods： AdMSC⁃Exos were extracted using ultrafiltration method and then characterized. 
PECM were preparated using decellularization and enzymatic degradation processes. The hydrogels were loaded with exosomes to 
obtain PECM@AdMSC⁃Exo. Male SD rats were randomly divided into sham group， DMM+Saline group， DMM+PECM 
group， DMM+ AdMSC⁃Exo group and DMM+PECM@AdMSC⁃Exo group. The therapeutic effect of the drug on osteoarthritis 
was observed in vivo by intra⁃articular injection. Results： The results of characterization experiments showed that AdMSC⁃Exo， 
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PECM and PECM@AdMSC⁃Exo were successfully preparated. In vitro experiments showed that AdMSC⁃Exo had a reparative 
effect on injured chondrocytes. Compared with the control group， PECM@AdMSC⁃Exo can effectively repair cartilage and had a 
better therapeutic effect on osteoarthritis in rats， and had no significant effect on the body weight of rats. Conclusions： 
PECM@AdMSC⁃Exo were successfully preparated， which showed better repair effects on cartilage injury. This study provides a 
new strategy for the treatment of osteoarthritis.

［Key words］ Periosteal extracellular matrix hydrogel； MSC exosomes； Cartilage repair； Osteoarthritis

骨关节炎（osteoarthritis，OA）是一种以关节周

围疼痛、活动受限、功能障碍为主要临床表现的关

节病变，病理学特征表现为关节软骨基质受损、骨

赘形成等［1］。近年来，骨关节炎的发病率持续增长，

且呈年轻化趋势，发病后致患者长期疼痛、运动功

能受损和生活质量下降［2，3］。目前临床上骨关节炎

以对症治疗为主，在病程初期通过药物缓解症状，

主要治疗药物包括非甾体抗炎药、阿片类镇痛药、

糖皮质激素以及硫酸软骨素、硫酸/盐酸氨基葡萄

糖等。但非甾体抗炎药有较多的不良反应，口服软

骨素则缓解疼痛较慢、对中重度膝关节炎疗效不理

想［4］。病程后期则需进行关节置换术等外科治疗，

但术后存在关节感染、疼痛等并发症，且假体都有

一定的使用年限，年轻患者需要进行二次手术［5］。

因此需要开发在早期阶段能够有效抑制关节炎进

展的新药物。

外泌体（Exosomes）是由细胞分泌到胞外空间

的纳米级囊泡，在细胞间发挥信息通讯等作用［6］。

间充质干细胞具有强大的免疫调节能力、分化为软

骨细胞等多向分化潜能。研究发现间充质干细胞

能够通过分泌其自身来源的外泌体改善关节局部

微环境，促进软骨修复，具有骨关节炎治疗作用［7，8］。

骨膜是覆盖在骨皮质表面的软骨组织，含有胶原、

蛋白聚糖等大分子基质成分，具有成骨生物矿化促

进功能，在骨形成和再生中发挥重要作用［9］。骨膜

细 胞 外 基 质（periosteum extracellular matrix， 
PECM）水凝胶被研究报道具有多孔隙和可降解的

特性，含有多种内源性物质，能促进组织再生，成为

复 合 调 控 体 系 在 体 内 可 以 展 现 出 优 越 的 治 疗

效果［10⁃12］。

为了抑制骨关节炎早期进展，修复软骨损伤，

提高治疗效果，本研究构建了骨膜细胞外基质（peri⁃
osteum extracellular matrix， PECM）水凝胶为缓释

支架，负载脂肪间充质干细胞外泌体（exosomes of 
adipose mesenchymal stem cells，AdMSC⁃Exo）用于

骨关节炎治疗。与 PECM 水凝胶的联合应用不仅

可防止外泌体过早被清除，提高关节腔药物有效剂

量；而且 PECM 可提供胶原蛋白、蛋白聚糖等活性

成分，形成水合润滑层，降低关节之间的摩擦［13⁃15］。

PECM@AdMSC⁃Exo 在体内展现出优越的治疗效

果，为骨关节炎治疗新剂型的开发提供研究基础。

1 材料与方法  
1.1　主要材料与试剂　

胎牛血清（天杭生物科技有限公司）；DMEM 
培养基、DNAase （大连美仑生物有限公司）；辣根过

氧化物酶标记山羊抗兔  IgG（H+L）（碧云天生物技

术有限公司）；胶原酶Ⅰ型（白鲨生物科技有限公

司）；PE anti⁃rat CD11b/c 抗体、PE anti⁃rat CD45 抗

体、FITC anti⁃rat CD90 抗体、APC anti⁃mouse/rat 
CD29 抗体（美国 BioLegend 公司）；兔抗 Calnexin、
兔抗 CD9、兔抗 CD63、兔抗 TSG101（英国 Abcam
公司）； IL⁃1β（阿拉丁生化科技有限公司）。

1.2　动物与细胞培养　

体重为 200~220 g 的 SPF 级 SD 雄性大鼠，来

自斯克贝斯生物科技公司，饲养于蚌埠医科大学实

验动物中心，并获得蚌埠医科大学实验动物中心伦

理批准，伦理批号为伦动科批字［2024］第 571 号。

软骨细胞和 MSC 细胞使用含  10% 胎牛血清和 1%
青霉素⁃链霉素⁃庆大霉素溶液的 DMEM 培养基，于

37 ℃，5% CO2的细胞培养箱中培养。

1.3　脂肪间充质干细胞 AMSCs的提取与培养　

雄性 SD 大鼠处死后在无菌条件下剪下腹股沟

区及附睾周围的脂肪组织，充分剪碎并置于 PBS 溶

液中，离心收集上清液中漂浮的脂肪组织。加入

2~3 倍体积的 0.1% 的Ⅰ型胶原酶，37 ℃消化 1 h，
75 μm 无菌滤过，滤液经离心后收集沉淀，加 2~3 倍

体积的红细胞裂解液，室温裂解 2 min，离心收集细

胞。再次经 75 μm 无菌滤器滤过后，加培养基置于

培养箱，24 h 之后换液除去未贴壁细胞，即得 Ad⁃
MSCs细胞。取第 3~4 代细胞用于后续实验。

1.4　AdMSCs的鉴定　

原代提取的 AdMSCs 细胞悬液分别加入荧光

标记的 CD29、CD90、CD45、CD11b/c 抗体混匀，冰

上避光孵育 30 min，离心洗涤细胞，以去除未结合的

抗体，流式细胞仪上机检测。

1.5　AdMSC⁃Exo 的提取　

AdMSCs 生长至约 80% 融合度时，将培养基更

换为无血清培养基，继续培养 2 d，收集培养液。将

994



章竞等 .骨膜水凝胶负载脂肪间充质干细胞来源外泌体治疗骨关节炎

培养液在 4 ℃条件下，连续进行 300×g 离心 10 min、
2 000×g 离心 20 min、10 000×g 离心 30 min，以去

除细胞碎片、死细胞等杂质成分，并收集上清液；最

后经 100 000×g 离心 70 min（2 次），去除上清液，收

集沉淀中的外泌体，并将其重悬于 1 mL PBS 中［16］。

1.6　AdMSC⁃Exo 的鉴定　

1.6.1　 表 面 标 志 物 鉴 定 的 WB 鉴 定　 提 取 的

AdMSC⁃Exo 总蛋白经 BCA 定量，进行蛋白电泳分

离，将蛋白电转至 PVDF 膜上。使用封闭液封闭

后，分别加入待检蛋白对应的一抗（抗 CD9、CD63、
TSG101、Calnexin），4 ℃孵育过夜。洗膜后加入辣

根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 孵育 2 h，再次洗膜

后与发光剂反应，使用化学发光成像系统曝光并

拍照。

1.6.2　 透 射 电 镜（TEM）检 测　 制 备 得 到 的

AdMSC⁃Exo 悬液适当稀释后，取 10μL 滴加在 200
目含碳膜的透射电镜专用铜网上，待干燥后滴加磷

钨酸溶液实施负染，通过透射电镜（120 kV，日立

HT⁃7800）拍照观测。

1.7　CCK⁃8 实验检测 AdMSC⁃Exo 对软骨细胞的

生物相容性及损伤修复作用　

将软骨细胞接种于 96 孔板中，培养 12 h 等待细

胞贴壁。每孔加入 100 μL 含有不同浓度（0、5、10、
20、40 μg/mL，以蛋白量计）AdMSC⁃Exo 的培养基

悬液，继续培养 24 h；软骨细胞损伤模型则通过 10 
ng/mL 的  IL⁃1β 刺激贴壁的软骨细胞 24 h 建立，随

后 每 孔 再 加 入 100 μL 浓 度 为 20 μg/mL 的  
AdMSC⁃Exo 处理 24 h。

处理完成后，每个样品孔加入  10 μL 的  CCK⁃8 
试剂，静置于培养箱中孵育  2 h，利用酶标仪检测

450 nm 处的吸光度 A 值，将空白培养基设定为为对

照组。依据以下公式计算细胞活力：

细胞存活率（%）=

1.8　PECM@AdMSC⁃Exo 的制备　

选取新鲜猪股骨，剥离获得骨膜，用无菌 PSS
冲洗 3 次，进行连续 4 次冻融循环（−80 ℃/37 ℃）。

组织浸没于 1% （v/v） Triton⁃X100 溶液中，恒温摇

床 25 ℃，100 r/min 条件下持续振荡 12 h，再转入

1% SDS （w/v）震荡  2 h，随后在  200 U/mL DNA⁃
ase 溶液中 37 ℃孵育 16 h。多次离心洗涤，以除去

残留的化学溶剂，冻干后样品置于冷冻组织研磨仪

中进行研磨，得到粉末状 PECM。

为了得到水凝胶，PECM 按 1∶10（质量比）加入

胃蛋白酶的醋酸溶液（0.5 mol/L）旋转消化 48 h。

4 ℃低速离心去除未溶解颗粒。最后上清液 pH 值

调 整 为 7.4 左 右 ，并 与 AdMSC⁃Exo 溶 液 混 匀（5 
wt% PECM，2.5 wt% AdMSC⁃Exo），室温下搅拌

10 min 即得液态预凝胶，制备后立即关节腔注射给

药。为了考察其成胶性质，可将其置于 35 ℃下放置

30 min，观测是否可形成半固态的水凝胶。

1.9　PECM@AdMSC⁃Exo 的体内药效评价　

1.9.1　内侧半月板失稳术模型构建　选取 200 g 左

右的 SD 雄性大鼠进行内侧半月板失稳术（destabili⁃
zation of medial meniscus， DMM），构建大鼠骨关节

炎模型［17］。大鼠麻醉后，剃去腿部毛发。剪开皮

肤，使髌韧带得以暴露，沿髌韧带内侧方向打开关

节囊，清理关节周围包裹的脂肪组织，进而暴露出

连接内侧半月板与胫骨平台的胫副韧带。离断内

侧半月板胫副韧带，缝合关节腔和皮肤创口，最后

连续 3 d 肌肉注射青霉素防止感染。手术后 5 周逐

渐显现关节炎症状。假手术组（Sham 组）打开关节

囊，但不离断内侧半月板胫副韧带，直接缝合。

1.9.2　体内药效研究及病理分析　实验分为  5 组，

分别为 Sham 组、DMM+Saline 组、DMM+PECM
组 、DMM+AdMSC⁃Exo 组 、DMM+PECM@Ad⁃
MSC ⁃Exo 组，每组 5 只，共 25 只。术后第 5 周开始

关节腔注射给药，每 2 周给药 1 次，每次每鼠 150 μL
悬液（含有 AdMSC⁃Exo 100 μg，以蛋白量计），共给

药 4 次。给药完成后，将大鼠颈椎脱臼处死，取出膝

关节骨，经多聚甲醛固定和脱钙处理后，进行石蜡

包埋并切片，进行 H&E 染色、番红固绿染色观测。

1.9.3　大鼠体重称定　在 DMM 模型构建后第 1 周

开始称量每组大鼠体重并记录，之后每 2 周记录一

次大鼠体重变化情况，共记录 6 次，以时间为横坐

标，大鼠体重为纵坐标，绘制体重变化曲线。

1.10　统计学处理　

数据采用 OriginPro 2021 软件进行统计学分

析，实验结果用均数±标准差（x̄ ± s）表示，多组间

比较采用单因素方差分析。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2 结果  
2.1　脂肪间充质干细胞 AMSCs的提取与鉴定　

提取得到的 AdMSC 细胞接种于培养瓶后，2~
3 d 可得到形态均一的细胞，呈大而扁的长梭形，几

乎观察不到杂细胞的存在。通过流式细胞术鉴定

细胞表面标志物，所得细胞表达 CD29、CD90，不表

达 CD11b/c、CD45，符合 AdMSC 的特征。见图 1。
结果表明成功提取得到了 AdMSC，且纯度较高。

A 实验−A 空白

A 对照−A 空白
×100%
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2.2　AdMSC⁃Exo 外泌体的鉴定　

TEM 观察到 AdMSC⁃Exo 呈典型的双层膜杯

状外泌体结构，粒径大小在 70 nm 左右。WB 检测  
AdMSC⁃Exo 的外泌体标志蛋白表达，结果显示其

表达外泌体阳性蛋白 TSG101、CD9 和 CD63，阴性

表达细胞内质网 Calnexin 蛋白，而对照组 AdMSC
细胞的蛋白表达相反，表明成功提取得到纯度较高

的 AdMSC⁃Exo。见图 2。

2.3　AdMSC⁃Exo 对软骨细胞的生物相容性及软骨

损伤修复作用　

CCK8 实验检测不同浓度 AdMSC⁃Exo 对软骨

细胞存活率的影响。结果显示，与未处理的细胞相

比，20、40 μg/mL AdMSC⁃Exo 处理后  的细胞活力

显 著 增 加（P<0.05），软 骨 细 胞 存 活 率 分 别 为

（108.54±4.14）%和（109.55±4.27）%，具有较高的

细胞存活率，表明制备的 AdMSC⁃Exo 对软骨细胞

具有较好的生物相容性。

与对照组相比，IL⁃1β 刺激 24 h 之后的软骨细

胞存活率则显著下降 ，差异有统计学意义（P<
0.01），但经 AdMSC⁃Exo 处理之后细胞存活率可恢

复（P<0.05）。这表明 IL⁃1β 可以促进软骨细胞的

凋亡，而 AdMSC⁃Exo 可以修复损伤的软骨细胞，逆

转 IL⁃1β 诱导的细胞活性的下降。见图 3。

A：细胞形态；B：流式细胞术结果

图 1　提取的 MSC 细胞及其鉴定

Fig 1　Extracted MSC cells and their identification

A：TEM；B：表面标志蛋白的 WB 检测

图 2　AdMSC⁃Exo 的鉴定

Fig 2　Identification of AdMSC‑Exo
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2.4　体内药效结果　

DMM 关节炎模型大鼠经 8 周给药治疗后，膝

关节组织  HE 染色结果显示，Sham 组膝关节表面平

整，软骨层表面软骨细胞较多，软骨基质无磨损，潮

线清晰。DMM+PBS 组软骨基质破坏严重，厚度

薄且不均匀，表面粗糙，潮线模糊，表明模型构建成

功。而 PECM、AdMSC⁃Exo 组的软骨组织均有一

定程度的改善，但是 PECM@AdMSC⁃Exo 组关节

软骨改善情况更为明显，软骨表面较完整光滑，潮

线清晰。

番红固绿染色进一步分析了关节软骨的损伤

情况，嗜碱性的软骨与碱性染料番红  O 结合呈现红

色，嗜酸性的骨和酸性染料固绿结合而成绿色。结

果表明  Sham 组关节表面呈现软骨染色均匀完整，

红色软骨层较厚且平滑。而 DMM+PBS 组关节表

面软骨缺损明显，PECM、AdMSC⁃Exo 组修复状况

较好，PECM@AdMSC⁃Exo 组表面软骨修复作用最

明显，体现了 PECM 与 AdMSC⁃Exo 协同作用具有

更明显的关节炎治疗作用。见图 4。

2.5　大鼠体重变化　

模型构建后及给药过程中各组大鼠体重稳定

上升，生长状况较好，给药组与假手术组相比没有

明显区别。见图 5。

A：AdMSC⁃Exo 对软骨细胞的生物相容性；B：AdMSC⁃Exo 对软骨细胞的损伤修复作用；C：成胶性质考察

图 3　PECM@AdMSC⁃Exo 的评价

Fig 3　Evaluations of PECM@AdMSC‑Exo

图 4　PECM@AdMSC⁃Exo 的体内药效评价

Fig 4　In vivo efficacy of PECM@AdMSC‑Exo
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3 讨论  
OA 是全球范围内最常见的慢性关节病之一，

引起关节疼痛、肌肉萎缩、关节畸形等一系列问

题［18］。OA 具有发病率高，致残率高，严重影响患者

的生活质量［19］。随着人均寿命的增长，我国中老年

人群骨关节炎的患病率显著增高，增加了家庭和社

会的负担［20，21］。软骨组织的损伤和退变是  OA 的核

心病理改变之一，由外伤、炎症、异常载荷等对软骨

造成的损伤可能会持续多年 ，最终导致骨关节

炎［22，23］。软骨主要由软骨细胞和细胞外基质构成，

细胞外基质主要由Ⅱ型胶原蛋白和蛋白聚糖构成，

正常情况下软骨细胞源源不断地合成细胞外基质

来维持软骨正常结构［24］。但是由于关节软骨作为

一种无血管组织，极易受损，且自愈能力较弱，在软

骨磨损之后很难进行修复，最终导致骨关节炎的发

生［25，26］。然而，当前临床常用的骨关节炎治疗方法

对于软骨组织的修复都难以让人满意，这也让软骨

损伤修复成为了骨关节炎研究的热门方向。

干细胞用于软骨修复的研究已有一定进展，脂

肪间充质干细胞含量丰富，具有成软骨潜能和免疫

调节能力，可能用于修复软骨用于骨关节炎治疗的

新方法，具有广阔的应用前景［27］。有研究表明，脂

肪间充质干细胞来源细胞外囊泡具有促血管生成

作用 ，在骨及软骨再生方面具有潜在的应用价

值［28］。但是，细胞外囊泡的标准化还未得到统一，

且其在体内的递送机制仍需进一步研究。

本研究提取 AdMSC⁃Exo 外泌体，为了解决局

部注射滞留时间短等问题，创新性地将外泌体负载

于 PECM 水凝胶中，使外泌体在关节腔中缓慢释

放，持续发挥作用。此外，PECM 具备一定的关节

润滑，减轻软骨摩擦作用，与 AdMSC⁃Exo 协同作

用，可以共同促进软骨再生和修复。本研究在体内

和体外水平上评价了该复合载体的治疗作用和安

全性，实验结果显示其具有良好的安全性和协同治

疗作用。当然本研究也存在一定的局限性，例如

DMM 手术模型虽然能很好模拟 OA 发病情况，但

与 OA 发病过程仍存在一定的差异，且 DMM 为早

期关节炎模型，其在中期和晚期关节炎的治疗作用

上有待进一步探究。

综上所述，软骨修复是骨关节炎治疗过程中的

一个重要但困难的环节，目前的治疗方法仍具有一

定局限性。本研究成功制备骨膜水凝胶搭载脂肪

间充质干细胞来源外泌体，验证了其对软骨修复的

作用效果，为骨关节炎的治疗提供了一种新的可

能。尽管尚有缺陷，本研究仍具有一定的临床意

义，充分体现了水凝胶负载外泌体治疗骨关节炎的

可能性，为骨关节炎药物的开发提供了研究基础，

提出了外泌体应用新的可能，为外泌体实际临床实

验的改善递送、提高疗效提供了新的思路。
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