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文题释义： 

外泌体：是一种能被大多数细胞分泌的微小囊泡，直径 30-150 nm，形似杯状，其主要结构是脂质双分子层

膜结构。外泌体几乎存在于所有体液中，如血液、尿液、泪液和乳汁等。外泌体是细胞间进行信息交流的重

要媒介，其内含有大量的蛋白质、脂质、mRNA、miRNA 和 DNA 等。 

成骨细胞：该细胞由多功能细胞骨髓间充质细胞分化而来，主要参与骨形成过程，其占骨总细胞量的 4%-6%。

骨形态发生蛋白 2 和骨桥蛋白是成骨细胞的标志性因子。骨形态发生蛋白 2 属于骨形态发生蛋白家族，已被

证实是骨形成作用效果最强的调节因子；骨桥蛋白由参与骨形态发生的细胞产生，例如前成骨细胞、成骨细

胞，其参与骨基质组织的沉积，是细胞外基质中的主要非胶原蛋白之一。 

 

摘要 

背景：研究表明外泌体具有促进骨再生的能力，但从胎牛血清中提取的外泌体是否可以促进骨形成仍存在争

议。 

目的：观察胎牛血清外泌体对成骨细胞增殖能力的影响，从而为临床治疗骨破坏提供新思路。 

方法：通过超速离心法从胎牛血清中提取外泌体，采用透射电子显微镜和 Western blot 法验证外泌体是否提

取成功；然后用 10 mg/L 胎牛血清外泌体干预成骨前体细胞 MC3T3-E1，通过 CCK-8 实验检测外泌体对成骨

细胞增殖能力的影响，Western blot 检测外泌体对成骨细胞骨形态发生蛋白 2 和骨桥蛋白表达的影响。以不

含外泌体的胎牛血清培养的 MC3T3-E1 细胞为对照组。 

结果与结论：①胎牛血清外泌体具有典型的脂质双层膜结构，大小在 30-150 nm 之间，外泌体表面标记因子

CD81 表达呈阳性，而微囊表面标记物 CD40 表达呈阴性；②外泌体组的增殖能力明显高于对照组，差异有

显著性意义(P < 0.05)；外泌体组成骨标志性因子骨形态发生蛋白 2 和骨桥蛋白的表达水平明显高于对照组，

差异有显著性意义(P < 0.05)；③结果表明，胎牛血清外泌体对成骨细胞的增殖起促进作用，可为临床治疗骨

破坏提供新思路。 

关键词： 

外泌体；胎牛血清；成骨前体细胞；骨破坏；骨形态发生蛋白 2；骨桥蛋白；CD81；CD40 

中图分类号：R459.9；R394.2；R781 

基金资助： 

国家自然科学基金项目(81700962)，项目负责人：陆颖 

 
Fetal bovine serum exosomes promote the proliferation of osteoblasts   

 
Xu Huijun, Zhang Mi, Shi Dongmei, Wu Saixuan, Lu Ying, Dong Ming, Niu Weidong (Department of Endodontics, 

School of Stomatology, Dalian Medical University, Dalian 116044, Liaoning Province, China) 

 
Abstract 

BACKGROUND: Exosomes have been shown to promote bone regeneration, but whether extracting exosomes  
from fetal bovine serum can promote osteogenesis remains controversial. 

文章特点— 

(1)采用超速离心法
直接从胎牛血清
中提取外泌体； 

(2)验证了胎牛血清
外泌体对成骨前
体细胞增殖能力
的促进作用； 

(3)从蛋白方面研究
了外泌体的骨再
生能力。 

小鼠胚胎成骨前体细胞
MC3T3-E1 细胞 

透射电镜结果显示：外泌体
具有典型的脂质双分子层结
构； 
Western blot 结果显示：外
泌体标志蛋白 CD81 阳性，
微囊表面标记物 CD40 阴
性。 

胎牛血清 

超速离心 

(1)对照组：用不含胎牛血清外泌体
的 α-MEM 培养基培养； 
(2)外泌体组：用含 10 mg/L 胎牛血
清外泌体的 α-MEM 培养基培养。 

提取外泌体并进行鉴定 

CCK-8 结果显示：外泌体组细胞增
殖活性明显增加； 

Western blot 结果显示：外泌体组
骨形态发生蛋白 2 和骨桥蛋白的表
达量明显高于对照组。 
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OBJECTIVE: To observe the effect of fetal bovine serum exosomes on the proliferation of osteoblasts, so as to provide new ideas for treating 

bone destruction.  

METHODS: Exosomes were extracted from fetal bovine serum by ultracentrifugation method. Electron transmission microscopy and western 

blot assay were used to verify whether the exosomes were successfully extracted. MC3T3-E1 cells were interfered with 10 mg/L fetal bovine 

serum. The effect of exosomes on the proliferation of osteoblasts was detected by cell counting kit-8 assay. The effects of exosomes on the 

expression of osteogenic markers bone morphogenetic protein-2 and osteopontin protein were detected by western blot assay. MC3T3-E1 

cells cultured in the fetal bovine serum without exosomes were as control group. 

RESUITS AND CONCLUSION: The typical lipid bilayer membrane structure of exosomes was observed, and the size was between 30-150 

nm. The exosome surface marker factor CD81 was positive, while the microcapsule surface marker CD40 was negative. The results of cell 

counting kit-8 assay showed that the proliferative capacity in the exosomes group was significantly higher than that in the control group (P < 

0.05). The expression levels of bone markers bone morphogenetic protein-2 and osteopontin in the exosome group were significantly higher 

than those in the control group (P < 0.05). The exosomes extracted from fetal bovine serum can promote the proliferation of osteoblasts, 

providing a new idea for the clinical treatment of bone destruction. 

Key words: exosomes; fetal bovine serum; osteogenic precursor cells; bone destruction; bone morphogenetic protein-2; osteopontin; CD81; 

CD40 
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0  引言  Introduction 

骨骼是个不断变化的器官，在整个生命周期中一直存

在骨吸收和骨生成活动[1]。已知骨形成与骨改建主要由成

骨细胞及破骨细胞两大细胞系参与，其中成骨细胞占骨总

细胞量的4%-6%，该细胞主要由多功能骨髓间充质细胞分

化而来，在骨形成过程中起主要作用，而破骨细胞主要参

与骨破坏过程[2-3]。正常状态下，成骨细胞介导的骨形成和

破骨细胞介导的骨吸收过程处于动态平衡，保持骨稳态，

而当骨吸收过程大于骨形成过程时，骨稳态被破坏，即发

生骨破坏。骨破坏是多种常见疾病的主要临床表现，如类

风湿性关节炎[4]、骨质疏松症[5]、骨髓瘤等[6]。各种疾病导

致炎症递质、细胞因子和相关酶在体内释放，从而抑制成

骨细胞而促进破骨细胞的形成，导致骨稳态被破坏。 

骨形成主要分为类骨质基质的形成、成熟和矿化3个连

续阶段，其中成骨细胞主要参与骨基质的形成过程，该细

胞在各种刺激下可产生生长因子，如胰岛素样生长因子、

转化生长因子β和骨形态发生蛋白等调节其活性[1]。骨形态

发生蛋白2是骨形态发生蛋白家族中调节骨形成作用最强

的因子[7]；骨桥蛋白参与骨基质组织的沉积，是细胞外基

质中的主要非胶原蛋白之一[8]。因此骨形态发生蛋白2和骨

桥蛋白可作为成骨细胞的标志性因子。 

外泌体是一种脂质型微小囊泡，大小为30-150 nm，

其典型结构是脂质双分子层膜结构，形态类似杯型[9-10]。最

初研究报道，外泌体只能由特化细胞分泌，如树突细胞和

网织红细胞，然而近期研究表明它可由大多数细胞分泌，

包括正常细胞和癌细胞[11-15]。外泌体几乎存在于所有的体

液[16]，包括血液、尿液、乳汁、脑脊髓[17-20]、泪液等[21]。

外泌体内主要含有核酸(mRNA、miRNA、lncRNA和DNA)、

蛋白质和脂质[15]，其中脂质和蛋白质是外泌体膜的主要组

成成分[22]。 

研究发现，外泌体可促进骨髓间充质干细胞分化为成

骨细胞，从而参与骨形成过程[23-24]。另有研究发现，骨髓

间充质干细胞产生的外泌体可直接作用于成骨细胞，促进

成骨细胞的增殖与分化[25-26]。这些研究结果表明外泌体具

有促进骨再生的能力。但上述研究所用外泌体均由细胞分

泌而来，具有含量少、耗时长且成本高等缺点。有文献表

明胎牛血清中含有大量的外泌体[27]，包含生长因子、趋化

因子、蛋白酶等物质，参与调控细胞增殖、分化、凋亡、

代谢、迁移等[28]。有学者将外泌体先以高质量浓度50 mg/L

作用于敲除Rab27a的HT1080纤维肉瘤细胞，结果发现该

浓度可明显增强细胞在体内的迁移速度、方向性和持久性，

然后又以低质量浓度10 mg/L作用于HT1080纤维肉瘤细

胞，也发挥同样的作用[29]。目前未曾有研究表明胎牛血清

外泌体能直接作用于成骨细胞促进其增殖。因此，该实验

从胎牛血清中提取外泌体，并以10 mg/L作为干预浓度，观

察其对成骨前体细胞增殖的影响，为临床治疗骨破坏提供

新的研究思路。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

1.1  设计  体外细胞观察实验。 

1.2  时间及地点  2018年12月至2019年9月在大连医科

大学口腔医学院细胞实验室完成。 

1.3  材料 

1.3.1  实验细胞  小鼠胚胎成骨前体细胞(MC3T3-E1)购

于上海素尔生物科技有限公司。 

1.3.2  实验仪器和试剂  低温离心机、二氧化碳培养箱

(Thermo)；超净工作台(Boxun)；光学显微镜(OLYMPUS)；

电子显微镜(日本电子)；凝胶成像系统(UVP)；α-MEM培养

基 (Hyclone)；胎牛血清、胰蛋白酶 (Gibco)；CCK-8 

(APEXBIO)；RIPA(索莱宝)；BCA试剂盒、SDS-PAGE凝

胶配制试剂盒(碧云天)；超高敏显影液(Thermo)。 

1.4  实验方法 

1.4.1  外泌体提取   取15 mL胎牛血清通过差速离心

500×g、2 500×g、13 000×g，分别去除血清内的残留细

胞、死细胞和细胞碎片，再通过超速离心100 000×g得到

外泌体及其他杂蛋白，通过0.22 μm滤器过滤，PBS洗2遍，

提纯外泌体，最终将外泌体溶于100 μL PBS中，得到外泌

体悬液，-80 ℃储存。 

1.4.2  透射电子显微镜观察  将新鲜分离的外泌体悬浮

液(约20 μL)垂直滴在培养皿上，水平放入铜网使其吸附

5-10 min，然后用滤纸尖吸干；再将铜网放入磷钨酸中染

色约5 min，最后用滤纸尖吸干，保证铜网完全干燥后，透

射电子显微镜观察。 

1.4.3  细胞培养  将小鼠胚胎成骨前体细胞MC3T3-E1细
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胞以4×10
5的密度接种于T25透气培养瓶中，使用含体积分

数为10%胎牛血清、1%双抗的α-MEM培养液培养，置于

37 ℃、体积分数为5%CO2培养箱，隔天换液，待细胞长

满至80%左右，胰酶消化，进行传代，选取状态良好的第3

代细胞用于后续实验。 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4.4  实验分组  将第3代MC3T3-E1细胞分为对照组和

外泌体组，对照组用去除外泌体的胎牛血清配置α-MEM培

养液，外泌体组在α-MEM培养液中加入10 mg/L胎牛血清

外泌体。  

1.4.5  Western blot检测相关蛋白表达量   将第3代

MC3T3-E1细胞接种于6孔板中，1×10
5
/孔，待细胞贴壁后，

对照组更换不含外泌体的胎牛血清配置的α-MEM培养液，

外泌体组在α-MEM培养液中另加入10 mg/L胎牛血清外泌

体进行培养，24 h后弃培养液，冷PBS洗2遍，每孔加入    

1 mL PBS，使用细胞刮刮取细胞，移至新Ep管中，       

2 000 r/min离心10 min，弃上清，每管加入100 μL裂解液，

冰上静置30 min(每10 min振荡1次)，4 ℃ 12 000 r/min离

心10 min，取上清液，BCA试剂盒测定蛋白浓度，加入

5×Loading Buffer，煮沸变性，-20 ℃保存样本。根据蛋

白浓度计算每个样本的上样量，进行蛋白分离，转膜，5%

脱脂奶粉封闭3 h，加入一抗CD81(1∶500，Abcam，美国)、

CD40(1∶1 000，Bioss，中国)、骨桥蛋白(1∶1 000，

Proteintech，美国)、骨形态发生蛋白2(1∶500，Bioworld，

美国)、GAPDH(1∶5 000，Bioworld，美国)孵育过夜，TBST

洗3次，加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG二抗  

(1∶4 000，中杉金桥，中国)孵育1 h，TBST洗3次，配置

ECL发光液，使用Image J软件进行灰度分析。  

1.4.6  CCK-8实验  将第3代MC3T3-E1细胞以每孔2 000

的细胞密度接种于96孔板，待细胞贴壁后，对照组更换不

含外泌体的胎牛血清配置的α-MEM培养液，外泌体组在

α-MEM培养液中另加入10 mg/L胎牛血清外泌体，培养0，

24，48 h弃培养液，根据CCK-8说明书配置反应液，每孔

缓慢匀速加入100 μL CCK-8反应液，整个过程避免气泡的

产生，从而防止实验结果出现误差，放入CO2培养箱内孵

育1 h，Bio-Rad酶标仪测定450 nm处的吸光度值。 

1.5  主要观察指标  ①透射电子显微镜观察外泌体的结

构及大小；②Western blot法检测外泌体表面标记因子表

达；③胎牛血清外泌体干预后MC3T3-E1细胞的增殖活性

及骨形态发生蛋白2、骨桥蛋白的表达。 

1.6  统计学分析  通过SPSS 17.0软件，运用one-way 

ANOVA分析各组实验结果。数据以x
_

±s的形式表示，P < 

0.05为差异有显著性意义。 

2  结果  Results  

2.1  透射电子显微镜观察外泌体结构  通过超速离心提

取的胎牛血清外泌体具有典型的脂质双分子层结构，且大

小在30-150 nm之间，见图1。 

2.2  Western blot检测外泌体标记性因子CD81及CD40的

表达  外泌体标记蛋白CD81呈阳性，而微囊表面标志物

CD40呈阴性，见图2。 

2.3  CCK-8法检测胎牛血清外泌体干预后成骨细胞的增

殖情况  胎牛血清外泌体按10 mg/L作用于MC3T3-E1细

胞0，24，48 h后，CCK-8法检测细胞增殖情况，外泌体组

细胞增殖明显高于对照组，且在24 h开始增殖明显，差异

有显著性意义，见图3。 

2.4  Western blot检测胎牛血清外泌体干预后成骨细胞骨

形态发生蛋白2和骨桥蛋白的表达水平  10 mg/L胎牛血

清外泌体作用于MC3T3-E1细胞24 h后，成骨标志性因子

骨形态发生蛋白2和骨桥蛋白的表达水平明显增高，见图4。 

 

3  讨论  Discussion 

已知外泌体的双层膜主要由磷脂酰胆碱、神经节苷脂、

磷脂酰乙醇胺、鞘磷脂、胆固醇和脂筏组成，其中脂筏是

富含胆固醇的膜微区[30]，这种含多种脂质成分的膜结构，

有助于保护外泌体内容物并有利于外泌体进行细胞间的信

号传递[31]。 

研究表明外泌体在细胞间进行交流时起重要作用[32]。

外泌体通过进行细胞间通讯参与疾病的发展，例如心血管

疾病中的动脉粥样硬化[33]。MILANE等[34]发现外泌体可参

与肿瘤细胞之间的沟通，其通过受体的内吞作用、吞噬作

用或与细胞膜融合等形式被受体细胞内化，从而使得外泌

体在携带受体细胞遗传信息后再次释放到细胞外，由于其

脂质双层膜结构的保护，使得受体信息能够较完整地保留

下来。同时有研究表明，外泌体内含有许多可以促进细胞

运动的基质，促进细胞运动，参与癌症转移[29]。 

已知外泌体可通过超速离心法、密度梯度离心法、超

滤和外泌体试剂盒等方法提取，其中超速离心法被公认为

是提取外泌体的金标准，但该方法产量较低。HELWA等[35]

通过比较超速离心法与市面上销售的3种外泌体提取试剂

盒，结果发现使用3种外泌体试剂盒提取外泌体均能得到较

好的实验结果，可有效替代超速离心法，但由于血清中含

有较多种蛋白质，使用外泌体试剂盒提取外泌体时，很难

区分大小相近的囊泡，主要包括源自质膜的微囊泡(50-    

1 000 nm)与来自凋亡细胞的凋亡小体(100-5 000 nm)
[27]，

因此为了提高外泌体浓度，该实验选择超速离心法进行分

离提取外泌体。 

近几年研究表明，外泌体在血管再生及骨再生等方面

具有重大收获。SU等[32]发现外泌体中的miRNA在血管重塑

过程中起正向调节作用，但具体机制及过程仍有待进一步

研究。INDER等[36]发现前列腺癌细胞衍生的外泌体具有促

进人成骨细胞增殖的能力，大约增加1.5倍；然而田笑等[37]

发现前列腺癌细胞分泌的外泌体可抑制成骨细胞分化，因

此目前对于外泌体在骨细胞增殖领域的研究仍存在争议。 

MC3T3-E1细胞的培养及鉴定 

细胞来源： 购买于上海素尔生物科技有限公司 

基础培养基： α-MEM 培养基 

添加材料： 体积分数为 10%胎牛血清、1%双抗 

细胞传代： 细胞复苏后贴壁生长达 80%左右进行传代，取第 3 代细胞用于

实验 
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骨破坏是发生于骨骼系统中被认为不可逆的临床症

状，它可随着多种疾病的发生发展而出现，如类风湿性关

节炎、骨质疏松症、骨髓瘤等。随着科技的发展，骨再生

问题也成为目前研究的热点。该实验讨论外泌体是否能促

进成骨细胞的增殖，这将为临床治疗骨破坏提供新的治疗

思路。 

已知外泌体可由大多数细胞分泌，且几乎存在于所有

的体液中。该实验选择从胎牛血清中提取外泌体，观察其

对成骨前体细胞增殖能力的影响。胎牛血清外泌体以    

10 mg/L的质量浓度作用于成骨前体细胞MC3T3-E1，通过

CCK-8实验及Western blot实验验证胎牛血清外泌体是否

能够促进成骨细胞的增殖。 

实验首先通过超速离心提取胎牛血清外泌体，并通过

透射电子显微镜观察其形态，发现其显示出典型的双层脂

质膜结构。外泌体膜富含特异性四跨膜蛋白(CD81、CD63、

CD9)
[38]，但验证外泌体蛋白时不应只观察外泌体标记性蛋

白的表达水平，还应排除微囊表面标志物(β-整联蛋白β1、

p-选择蛋白和CD40)和内质网标志物钙合蛋白的影响[39]。

实验通过Western blot检测CD81及CD40蛋白的表达水

平，结果显示CD81蛋白有表达，而CD40不表达。上述结

果提示，胎牛血清外泌体提取成功。 

胎牛血清外泌体以10 mg/L的质量浓度作用于成骨前

体细胞0，24，48 h，CCK-8结果显示外泌体组能明显促进

成骨细胞增殖，与对照组比较差异有显著性意义 (P < 

0.05)。Western blot检测外泌体作用24 h后成骨细胞标志

性因子骨形态发生蛋白2和骨桥蛋白的表达明显增高，说明

胎牛血清外泌体能够直接促进成骨细胞增殖，促进骨形成。 

BENINSON等[40]通过研究胎牛血清外泌体与巨噬细

胞相关因子白细胞介素1β之间的关系，发现胎牛血清外泌

体具有一定的免疫功能。SHELKE等[41]学者发现从胎牛血

清中提取的外泌体可以被A549细胞迅速吸收内化，提示不

同物种间外泌体可以进行信息交流。EITAN等[27]学者研究

发现使用去除外泌体的胎牛血清培养细胞，大多数细胞的

生长速率均降低，提示血清中外泌体在细胞生长及存活方

面起到一定的作用。 

实验仍然存在许多不足，如未讨论外泌体作用后成骨

相关基因的表达水平及其在骨破坏中的具体作用机制等，

这将是后续研究的内容。通过该实验发现胎牛血清外泌体

可促进成骨细胞的增殖，从而可能促进骨再生。 
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图注：超速离心提取的胎牛血清外泌体具有典型的脂质双分子层结

构，且大小在 30-150 nm 之间 

图 1  胎牛血清外泌体的形态及大小 

Figure 1  Morphology and size of fetal bovine serum exosomes 
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图 2  Western blot 检测外泌体标记

性因子 CD81 及 CD40 的表达 

Figure 2  Expression levels of 

CD81 and CD40 protein in 

exosomes detected by western blot 

assay 
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图注：与对照组比较，a
P < 0.05 

图 3  胎牛血清外泌体干预 MC3T3-E1 细胞不同时间的增殖情况 

Figure 3  Proliferation of MC3T3-E1 cells interfered with fetal 

bovine serum exosomes at different time points 

图注：图中 A 为胎牛血清外泌体作用后骨形态发生蛋白 2 和骨桥蛋白

的表达条带；B 为相应的统计分析结果 

图 4  胎牛血清外泌体作用 24 h 后 MC3T3-E1 细胞中骨形态发生蛋

白 2 和骨桥蛋白的表达水平 

Figure 4  Expression levels of bone morphogenetic protein-2 and 

osteopontin in MC3T3-E1 cells after 24 hours of culture with fetal 

bovine serum exosomes 
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