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文题释义：

骨关节炎：是一种由多因素共同作用导致的关节退行性疾病，以关节软骨破坏、滑膜炎、软骨下骨硬化或囊性变、关节边缘骨质增生及骨

赘形成为主要病理特征。骨关节炎的发病与年龄、创伤、炎症、肥胖及劳损等因素相关。目前的治疗方式主要是早期口服药物或关节腔内

注射玻璃酸钠来短期内缓解症状，晚期多进行微骨折术、软骨移植术、关节置换术等。

外泌体：是多囊泡体与质膜的胞质融合后释放到细胞外基质中的小囊泡，呈圆盘状，直径在30-150 nm之间，包含多种具有重要功能的蛋

白质、脂质与核酸，可转移至其他细胞中进而影响受体细胞功能。

摘要

背景：研究已证实，上调microRNA-140表达可部分抑制膝关节软骨组织与细胞的骨关节炎样改变，延缓骨关节炎进程，提示microRNA-140
参与了骨关节炎的发病机制。

目的：采用海藻酸钠/胶原水凝胶负载过表达microRNA-140的外泌体，进一步分析microRNA-140参与骨关节炎的相关机制。

方法：利用慢病毒感染大鼠骨髓间充质干细胞使其过表达microRNA-140，随后分离提取外泌体，得到过表达microRNA-140的外泌体。制

备负载外泌体的海藻酸钠/胶原水凝胶。采用随机数字表法将32只SD大鼠随机分为4组，每组8只：正常对照组不进行任何处理，骨关节炎

组、未转染外泌体组、转染外泌体组均通过膝关节腔内注射碘乙酸钠的方式建立骨关节炎模型，造模2周后，骨关节炎组膝关节腔内注射

PBS，未转染外泌体组、转染外泌体组膝关节腔内分别注射负载未过表达microRNA-140与过表达microRNA-140外泌体的海藻酸钠/胶原水凝

胶。造模后第6周，检测大鼠机械刺激缩足反应阈值、滑膜液炎症因子浓度、软骨相关基因表达、膝关节软骨组织的组织学变化与焦亡相

关蛋白表达。

结果与结论：①与正常对照组比较，骨关节炎组机械刺激缩足反应阈值、Ⅱ型胶原及SOX9 mRNA表达、Ⅱ型胶原免疫荧光强度均减少 

(P < 0.05)，滑膜液中促炎症因子水平增加(P < 0.05)，基质金属蛋白酶13、血小板反应蛋白解整合素金属肽酶5(ADAMTS5)mRNA表达增加(P < 
0.05)，NLRP3、ASC、GSDMD p30、caspase-1 p20、白细胞介素1β、白细胞介素18蛋白表达均增加(P < 0.05)，GSDMD、cleaved caspase-1免
疫荧光强度增强(P < 0.05)，软骨组织损伤严重。②与骨关节炎组比较，两外泌体组机械刺激缩足反应阈值、Ⅱ型胶原及SOX9 mRNA表达、

Ⅱ型胶原免疫荧光强度均增加(P < 0.05)，滑膜液中促炎症因子水平减少(P < 0.05)，基质金属蛋白酶13 mRNA表达减少(P < 0.05)，NLRP3、
ASC、GSDMD p30、caspase-1 p20、白细胞介素1β、白细胞介素18的蛋白表达均减少(P < 0.05)，GSDMD、cleaved caspase-1的免疫荧光强

度减弱(P < 0.05)，软骨组织损伤减轻(P < 0.05)，并且转染外泌体组的作用更强。③结果表明，microRNA-140可通过抑制炎症、维持软骨稳

态、抑制软骨焦亡来减轻骨关节炎大鼠的疼痛反应，降低软骨损伤，发挥骨关节炎治疗作用。

关键词：骨关节炎；软骨损伤；外泌体；microRNA-140；海藻酸钠/胶原水凝胶；焦亡
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0   引言   Introduction
骨关节炎是一种由多因素共同作用导致的关节退行

性疾病，以关节软骨破坏、滑膜炎、软骨下骨硬化或囊性

变、关节边缘骨质增生及骨赘形成为主要病理特征
[1]
。骨

关节炎的发病与年龄、创伤、炎症、肥胖及劳损等因素

相关，目前的治疗方式主要是早期口服药物或关节腔内

注射玻璃酸钠来短期内缓解症状，晚期多进行微骨折术、

软骨移植术、关节置换等手术治疗
[2-3]

，但存在软骨来源

有限、软骨再生能力差及术后活动受限等缺点，因此探

索骨关节炎的有效治疗方法一直是临床研究的热点课题。

近些年来，随着干细胞再生医学研究的深入，干细

胞治疗骨关节炎表现出了潜在的优势以及良好的效果
[4-5]

，

但也存在很多的问题，例如：定向诱导分化的信号通路

与机制还不明确、干细胞移植后的存活率较低、只有极

少数细胞分化为软骨细胞、长期移植后的细胞状态难以

预测等。目前的研究发现，外泌体具有与干细胞类似的

治疗效果，并且具有稳定性高、靶向作用强等优势，其

可携带 microRNA 介导关节软骨细胞间通讯并调节受体细

胞的生物活性，控制疾病的发展
[6-8]

，为骨关节炎治疗开

拓了新视野。外泌体作为组织工程的信号分子需要一定

的载体，使其在局部缓慢释放而发挥作用。海藻酸钠基

可注射水凝胶的结构与天然细胞外基质相似，并且具有

良好的孔隙率与生物降解性，在组织工程中应用广泛
[9]
。

胶原蛋白为骨与软骨组织细胞外基质的主要成分，将其

与海藻酸钠结合可复制软骨细胞微环境，是关节腔内注

射用药的良好载体
[10]
。

microRNA-140 具有软骨特异性，在正常软骨组织中稳

定表达，并且在软骨细胞发育、稳态维持与损伤修复中发

挥着重要的调控作用
[11]
。研究已证实，上调 microRNA-140 

表达可部分抑制膝关节软骨组织与细胞的骨关节炎样改

变，延缓骨关节炎进程
[12-13]

，提示 microRNA-140 参与了

骨关节炎的发病机制。综合以上，此次实验采用海藻酸

钠 / 胶原水凝胶负载过表达 microRNA-140 的外泌体，进

一步分析 microRNA-140 参与骨关节炎的相关机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   随机分组动物实验，进行多样本均数比较的方

差分析及多组间两两比较的方差分析 (q 检验 )。
1.2   时间及地点   实验于 2022 年 6 月至 2023 年 3 月在郑

州市骨科医院完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   选择 8 周龄雄性 SD 大鼠为实验对象，共

32 只，体质量 250-300 g，购自河南远大生物制药有限公

司，使用许可证号：SYXK( 豫 )2022-0010。采用随机数字

表法将 32 只 SD 大鼠随机分为正常对照组、骨关节炎组、

未转染外泌体组、转染外泌体组，每组 8 只。实验方案

Corresponding author: Si Wenteng, Master, Chief physician, Master’s supervisor, Department I of Joint Disease, Zhengzhou Orthopedic Hospital (Zhengzhou 
Orthopedic Hospital Affiliated to Henan University), Zhengzhou 450000, Henan Province, China 

Abstract
BACKGROUND: Studies have confirmed that up-regulation of microRNA-140 expression can partially inhibit osteoarthritis-like changes in knee cartilage tissues 
and cells and delay the progression of osteoarthritis, suggesting that microRNA-140 is involved in the pathogenesis of osteoarthritis.
OBJECTIVE: To further analyze the mechanism of microRNA-140 involvement in osteoarthritis by loading exosomes overexpressing microRNA-140 with sodium 
alginate/collagen hydrogel.
METHODS: Lentivirus was used to infect rat bone marrow mesenchymal stem cells to overexpress microRNA-140, then exosomes were isolated and exosomes 
overexpressing microRNA-140 were obtained. Sodium alginate/collagen hydrogels loaded with exosomes were prepared. Thirty-two SD rats were randomly 
divided into four groups, with 8 rats in each group. Normal control group did not receive any treatment. The osteoarthritis model was established by injecting 
sodium iodoacetate into the knee cavity in the osteoarthritis group, the non-transfected exosome group and the transfected exosome group. Two weeks 
later, PBS was injected into the knee cavity in the osteoarthritis group. Sodium alginate/collagen hydrogel carrying non-overexpressing microRNA-140 and 
overexpressing microRNA-140 exosomes were injected into the knee cavity of the non-transfected exosome group and transfected exosome group. At 6 
weeks after modeling, the threshold of mechanical foot withdrawal response, the concentration of inflammatory factors in synovial fluid, the expression of 
chondrogen-related genes, the histological changes of knee cartilage and the expression of pyroptosis related proteins were detected in rats.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Compared with normal control group, the threshold value of mechanical stimulation foot contraction response, type II 
collagen, SOX9 mRNA expression levels, and Type II collagen immunofluorescence intensity were decreased in the osteoarthritis group (P < 0.05), and 
proinflammatory cytokine levels were increased in synovial fluid (P < 0.05). The mRNA expressions of matrix metalloproteinase 13 and a disintegrin and 
metalloproteinase with thrombospondin motifs-5 (ADAMTS-5) were increased (P < 0.05), and the protein expression levels of NLRP3, ASC, GSDMD p30, 
caspase-1 p20, interleukin-1β, and interleukin-18 were increased (P < 0.05). Immunofluorescence intensity of GSDMD and cleaved caspase-1 was increased 
(P < 0.05), and cartilage tissue was severely damaged. (2) Compared with osteoarthritis group, the threshold value of mechanical stimulation foot contraction 
response, type II collagen, SOX9 mRNA expression levels, and type II collagen immunofluorescence intensity in the non-transfected and transfected 
exosome groups were increased (P < 0.05); proinflammatory cytokine levels were decreased in synovial fluid (P < 0.05). The mRNA expression of matrix 
metalloproteinase 13 was decreased (P < 0.05), and the protein expression levels of NLRP3, ASC, GSDMD p30, caspase-1 p20, interleukin-1β, and interleukin-18 
were decreased (P < 0.05). The immunofluorescence intensity of GSDMD and cleaved caspase-1 decreased (P < 0.05), and the cartilage tissue damage was 
reduced (P < 0.05), and the effect was stronger in the transfected exosome group. (3) These results conclude that microRNA-140 can reduce the pain response 
of rats with osteoarthritis by inhibiting inflammation, maintaining cartilage homeostasis, and inhibiting cartilaginous pyroptosis, thereby reducing cartilage 
damage and playing a therapeutic role in osteoarthritis. 
Key words: osteoarthritis; cartilage injury; exosomes; microRNA-140; sodium alginate/collagen hydrogel; pyroptosis
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已通过郑州市骨科医院伦理委员会批准 [2022 医院伦审第

(021) 号 ] 。
1.3.2   细胞与试剂、仪器   SD 大鼠骨髓间充质干细胞购自

上海雅吉生物科技有限公司；pLeno-DCE-Puro-microRNA- 

140 慢病毒与 pLeno-DCE-Puro 空病毒购自北京启研生物科

技有限公司；碘乙酸钠购自武汉克米克生物医药技术有

限公司；DMEM 培养液、胎牛血清购自购自北京索莱宝

科技有限公司；透射电镜购自北京欧波同光学技术有限

公司；荧光显微镜购自上海兆仪光电科技有限公司；激

光粒度分析仪购自珠海真理光学仪器有限公司；海藻酸

钠购自上海源叶生物科技有限公司；Ⅰ型胶原购自江苏久

佳生物科技有限公司；CD9、CD63 抗体购自北京智杰方

远科技有限公司；NLRP3、ASC、GSDMD、GSDMD p30、
pro-caspase-1、caspase-1 p20、白细胞介素 1β、白细胞介

素 18 抗体购自艾维缔科技怀来有限公司；Ⅱ型胶原抗体

购自江苏雨桐生物科技有限公司。

1.4   方法   

1.4.1   骨髓间充质干细胞转染慢病毒   选择生长状态良

好的第 3 代 SD 大鼠骨髓间充质干细胞接种于 6 孔板

中，细胞密度为 1×105/ 孔，培养过夜，第 2 天更换培

养液，按照 MOI=20 加入病毒，转染组每孔加入 10 µL  

pLenO-DCE-Puro-microRNA-140 慢病毒，阴性对照组每孔加

入 10 µL pLenO-DCE-Puro 慢病毒，同时每孔加入 Polybrene 

储液，使其终质量浓度为 8 µg/µL，加入含体积分数 10%

胎牛血清 ( 无外泌体 )、1% 青 -链霉素的 DMEM 培养液。

24 h 后更换培养液，再次转染细胞。48 h 后荧光显微镜

下观察细胞变化，72 h 后收集细胞用于后续检测。

1.4.2   外泌体的分离提取与鉴定   采用差速离心法分离提

取外泌体。取未转染与转染空病毒、慢病毒的骨髓间充质

干细胞，分别培养于含体积分数 10% 胎牛血清 ( 无外泌

体 )、1% 青 - 链霉素的 DMEM 培养液中，置于 37 ℃、体

积分数 5%CO2 培养箱中孵育。孵育 48 h后，收集培养上清，

在 4 ℃条件下 300×g 离心 10 min，去除完整细胞；4 ℃条

件下 2 000×g 离心 10 min，去除细胞碎片；在 4 ℃条件下

10 000×g 离心 30 min，去除凋亡小体；收集离心后的上

清液通过 0.22 μm 滤膜过滤，在 4 ℃条件下 100 000×g 离

心 70 min，弃去上清，用 10 倍体积的 PBS(pH=7.4) 洗涤

沉淀，在 4 ℃条件下 100 000×g 离心 70 min，弃去上清，

收集沉淀，以 500 μL PBS 复悬。以 BCA 蛋白定量试剂盒

定量测定后，保存于 -80 ℃冰箱中备用。

取未转染与转染慢病毒的外泌体 50 μL，以去离子水

清洗样品池，仪器以聚苯乙烯微球校准，以 1×PBS buffer

清洗样本池，将样本以 1×PBS buffer 稀释后进样，上激光

粒度分析仪检测外泌体的粒径。取 50 μL 未转染与转染

慢病毒的外泌体悬液滴于铜网上室温静置 5 min，在铜网

的另一侧用滤纸吸干 PBS，在铜网上滴加 20 mmol/L 磷钨

酸溶液 50 μL 室温下染色 5 min，在铜网的另一侧用滤纸

吸干磷钨酸溶液，透射电镜下观察并拍片。利用 Western 

blot 检测未转染与转染慢病毒的外泌体、PBS 中 CD9 与

CD63 的蛋白表达量，以 GAPDH 为内参 ( 具体的实验步骤

将在后续统一介绍 )。
1.4.3   转染慢病毒骨髓间充质干细胞与外泌体的 microRNA- 

140 表达检测   取未转染与转染空病毒、慢病毒的骨髓间

充质干细胞，未转染与转染空病毒、慢病毒的外泌体，

采用 RT-qPCR 法检测 microRNA-140 的表达，以 U6 为内参

( 具体的实验步骤将在后续统一介绍 )。
1.4.4   海藻酸钠 / 胶原水凝胶的制备   参考苏坤阳等

[9]
研

究中的方法制备海藻酸钠 / 胶原水凝胶。称取一定量的海

藻酸钠投入去离子水中，得到质量浓度为 20 g/L 的海藻

酸钠溶液；称取一定量的Ⅰ型胶原投入醋酸缓冲液中，

得到质量浓度 5 g/L 的Ⅰ型胶原溶液，调节溶液的 pH 值

为 7.2。将上述两种溶液按照 2 ∶ 1 的体积比混合均匀，

将未转染或转染慢病毒的外泌体分别加入混合溶液中，

外泌体的最终质量浓度为 2 μg/μL[14]
；向混合溶液中缓慢

滴加 CaCl2 溶液 (0.4 mol/L)，最终溶液交联形成凝胶。扫

描电镜下观察水凝胶的微观形貌。

1.4.5   骨关节炎大鼠模型的构建与分组干预   使用生理

盐水配制质量浓度为 20 mg/mL 的碘乙酸钠溶液，使用 

0.22 μm 过滤器过滤溶液。异氟烷吸入麻醉 4 组大鼠后，

向骨关节炎组、未转染外泌体组、转染外泌体组大鼠左

后肢膝关节腔内注射碘乙酸钠溶液 50 μL，正常对照组大

鼠左后肢膝关节腔内注射生理盐水 50 μL。碘乙酸钠溶液

注射 2 周后检测机械刺激缩足反应阈值，如果造模大鼠

机械刺激缩足反应阈值显著低于正常对照组，说明造模

成功。

证明造模成功后，再次麻醉大鼠进行治疗，正常对照

组与骨关节炎组大鼠左后肢膝关节腔内注射 PBS 50 μL， 

未转染外泌体组大鼠左后肢膝关节腔内注射负载未转染

慢病毒外泌体的海藻酸钠 / 胶原水凝胶 50 μL，转染外泌

体组大鼠左后肢膝关节腔内注射负载转染慢病毒外泌体

的海藻酸钠 / 胶原水凝胶 50 μL。造模后的第 6 周，测试

机械刺激缩足反应阈值后，麻醉状态下处死所有大鼠，

取出膝关节并收集滑膜液，备用。

1.4.6   机械刺激缩足反应阈值测试   造模前及造模后的2，
3，4，5，6 周，使用 Von Frey 纤维丝对各组大鼠进行疼

痛行为测试，测试机械刺激缩足反应阈值，机械刺激缩

足反应阈值越低说明疼痛越严重。将大鼠放到金属笼中，

记录并编号，等待 15-30 min，直到大鼠适应环境、保持

安静，用中间值为 6.0 g 的纤维丝作用于大鼠后足掌心，

纤维丝弯曲作用 6-8 s，如大鼠出现抬足或舔舐现象 ( 阳
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性 )，则更换为更高一级的纤维丝刺激。如此循环，直到

出现第一次交叉后再测 4 次
[15]
。

1.4.7   膝关节软骨组织病理形态   将膝关节置于 40 g/L 多

聚甲醛中固定 24 h，随后依次进行脱钙、组织脱水、透

明、浸蜡与包埋石蜡块操作，切片 (5 μm)，分别进行苏

木精 - 伊红染色、番红 O 染色，脱水、透明、封固，光

学显微镜下观察并拍片。根据苏木精 - 伊红染色、番红 O

染色，利用 Image J 软件测量关节软骨厚度，同时进行改

良 Mankin 组织学评分，评分范围 0-15 分，分数越高说

明软骨损伤越严重。

1.4.8   膝关节软骨免疫荧光染色   取关节软骨样本，置

于 40 g/L 多聚甲醛中固定 10 min，用 PBS 洗涤，加入

0.5%TritonX-100 室温孵育 30 min；用稀释 20 倍的山羊血

清封闭 20 min，用 PBS 洗涤；加入对应稀释比例的一抗

(GSDMD、cleaved caspase-1、Ⅱ型胶原，稀释比例均为 1 ∶ 

1 000)4 ℃下孵育过夜，用 TBST 洗涤，加入对应稀释比例

的二抗室温下避光孵育 1 h，用 TBST 洗涤；滴加 DAPI 避

光孵育 5 min，用 TBST 洗涤，封片液封固，荧光显微镜下

观察并拍片，分析 GSDMD、cleaved caspase-1、Ⅱ型胶原

的蛋白表达。利用 Image J 软件进行荧光强度定量分析。

1.4.9   滑膜液炎症因子浓度测量   取大鼠滑膜液，按照

ELISA 试剂盒说明书进行相关操作，检测白细胞介素 6、

白细胞介素 1β 与肿瘤坏死因子 α 水平。

1.4.10   RT-qPCR 检测   取骨髓间充质干细胞、外泌体或大

鼠膝关节软骨样本，加入对应的裂解液裂解，采用 Trizol

法提取 RNA 并反转录为 cDNA，然后进行实时荧光定

量 PCR 反应，预变性，85 ℃ 10 min，1 个循环；变性， 

95 ℃ 15 s，退火延伸 60 ℃ 60 s、95 ℃ 15 s，40 个循环；

熔解曲线 60 ℃ 60 s、95 ℃ 15 s。引物序列如表 1。检测

软骨组织中Ⅱ型胶原、SOX9、基质金属蛋白酶 13 及血小

板反应蛋白解整合素金属肽酶 5(A disintegrin and metallo-

proteinase with thrombospondin motifs 5，ADAMTS5)mRNA

的表达，以 GAPDH 为内参。

上样缓冲液稀释 5 倍加入蛋白中混合均匀，置于 100 ℃

金属浴中 10 min 蛋白变性。将蛋白样品加入电泳槽孔

中，进行 60 V 30 min、120 V 60 min 电泳，冰浴条件下以 

200 mV 恒流电泳 120 min 进行转膜，取出膜，进行洗涤、

封闭后，加入对应稀释比例的一抗 (CD9、CD63、NLRP3、
ASC、GSDMD、GSDMD p30、pro-caspase-1、caspase-1 

p20、白细胞介素 1β、pro- 白细胞介素 1β、白细胞介素

18、pro- 白细胞介素 18、GAPDH，稀释比例均为 1 ∶ 

1 000)4 ℃下孵育过夜，用 TBST 洗涤膜，加入对应稀释比

例的二抗室温避光孵育 1 h，用 TBST 洗涤膜，ECL 显影。

1.5   主要观察指标   各组大鼠机械刺激缩足反应阈值、滑

膜液炎症因子浓度、软骨相关基因表达、膝关节软骨组

织的组织学变化与焦亡相关蛋白表达。

1.6   统计学分析   所有的实验均独立重复 3 次，定量数据

结果用 x-±s 表示。使用 Graphpad Prism 8.0 软件进行数据

统计及分析，进行多样本均数比较的方差分析及多组间

两两比较的方差分析 (q 检验 )，以 P < 0.05 表示差异有显

著性意义。该文统计学方法已经郑州市骨科医院 ( 河南大

学附属郑州市骨科医院 ) 生物统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   慢病毒转染情况    慢病毒转染 48 h 后，荧光显微镜

下可见转染空病毒与慢病毒后的骨髓间充质干细胞表达

非常强的绿色荧光，见图 1A；RT-qPCR 检测结果显示，

相较于转染空病毒与未转染慢病毒的骨髓间充质干细胞，

转染 pLenO-DCE-Puro-microRNA-140 慢病毒后的骨髓间充

质干细胞 microRNA-140 表达显著升高 (P < 0.001)，前两组

之间 microRNA-140 表达比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，

见图 1B。

表 1 ｜ RT-qPCR 检测引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences for RT-qPCR

基因 正向引物序列 (5’-3’) 反向引物序列 (5’-3’)

microRNA-140 ACT GTC CTT CCC TCT GGG C AAT GGT TGT TCT CCA CTC TCT CTC
Ⅱ型胶原 AAC ACT CCC AGA ACA GTT CA ACC GCA TTG TGC TCA GTA TC
SOX9 ACA GGA AGG ATG GTG CGA TC TCA GAC CGT ACA GGT CTG G
基质金属蛋

白酶 13
GTA CCC CAC TTG TCG ACC GAA CCA CAC CAC AGT TAA GGG C

ADAMTS-5 CTG TGT ATA CGT GGG ATC CAA CC GAC ATC AAG CAC ACT GGC ACA
GAPDH ACT CCC CTA GAT CGC AAT AC AGC GAT AGT TCG TTT GAT GAG C
U6 CTC GCT TCG GCA GCA CAT ATA CT ACG CTT CAC GAA TTT GCG TGT C

表注：ADAMTS-5 为血小板反应蛋白解整合素金属肽酶 5。

1.4.11   Western blot 检测   取外泌体样本与大鼠膝关节软

骨样本，加入对应的裂解液，提取蛋白，加入 5× 蛋白

图注：图 A 为细胞转染慢病毒 48 h
后的荧光显微镜拍摄图像，转染空

病毒与慢病毒后的细胞表达非常强

的绿色荧光，比例尺 =100 µm；B
为细胞转染慢病毒 72 h 后 RT-qPCR
检测 microRNA-140 相对表达。

图 1 ｜骨髓间充质干细胞转染慢病

毒的情况

Figure 1 ｜ Lentivirus transfection 
of bone marrow mesenchymal stem 
cells
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图注：水凝胶呈疏松多孔的网格状结构，结构较均匀一致，外泌体呈球

状附着在水凝胶表面，并且分布较均匀，B 为 A 中红色方框的放大观，

C 为 B 中红色方框的放大观。

图 3 ｜负载外泌体海藻酸钠 / 胶原水凝胶的微观形貌

Figure 3 ｜ Micromorphology of exosome-loaded sodium alginate/collagen 
hydrogel 

图注：图 A 为两种外泌体的透射电镜图像，均呈现中空凹陷的椭圆或

圆形的囊泡结构，比例尺 =100 nm；B 为两种外泌体的粒径分布，粒径

均分布在 50-150 nm 之间；C 为两种外泌体的标志蛋白表达，PBS 未检

测出 CD9 与 CD63 蛋白表达，两种外泌体中均检测出了较强的 CD9 与

CD63 蛋白表达；D 为外泌体中的 microRNA-140 表达。

图 2 ｜未转染与转染慢病毒外泌体的分离提取与鉴定

Figure 2 ｜ Isolation, extraction, and identification of non-transfected and 
transfected exosomes
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图注：与正常对照组比较，
aP < 0.05，bP < 0.01；与骨关节炎组比较， 

cP < 0.05，dP < 0.01；与未转染外泌体组比较，
eP < 0.05。

图 4 ｜造模前后各组大鼠机械刺激缩足反应阈值的变化

Figure 4 ｜ Changes of the threshold of mechanical foot withdrawal 
response in rats of each group before and after modeling
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2.4   实验动物数量分析   32 只大鼠全部进入结果分析。

2.5   各组大鼠机械刺激缩足反应阈值测试结果   见图 4。

造模前，4 组大鼠的机械刺激缩足反应阈值比较差异

无显著性意义 (P > 0.05)。造模后 2-6 周，正常对照组大

鼠的机械刺激缩足反应阈值均维持在较高的水平，并且

明显高于其他 3 组 (P < 0.05 或 P < 0.01)。造模后 2 周，造

模 3 组大鼠的机械刺激缩足反应阈值均较造模前显著降低 

(P < 0.01)，造模 3 组间机械刺激缩足反应阈值比较差异无

显著性意义 (P > 0.05)。造模后 3-6 周，骨关节炎组大鼠

机械刺激缩足反应阈值整体呈降低趋势，未转染外泌体

组与转染外泌体组大鼠机械刺激缩足反应阈值逐渐升高，

未转染外泌体组与转染外泌体组造模后 3-6 周的机械刺

激缩足反应阈值均高于骨关节炎组 (P < 0.05或者P < 0.01)，

转染外泌体组造模后 4-6 周的机械刺激缩足反应阈值高

于未转染外泌体组 (P < 0.05)。
2.6   各组大鼠膝关节软骨组织病理形态分析结果   见图5。

苏木精 - 伊红染色结果显示，正常对照组软骨表面

平整，细胞形态与数量正常，软骨陷窝结构明显；骨关

2.2   外泌体的分离提取与鉴定   采用差速离心法分离提取

外泌体，透射电镜下可见两种提取物呈现中空凹陷的椭

圆或圆形的囊泡结构 ( 图 2A)，这与以往研究描述的外泌

体形态一致；粒径检测结果显示，两种囊泡结构的粒径

分布在50-150 nm之间 (图2B)，在外泌体的粒径范围之内。

Western blot 检测结果显示，PBS 未检测出 CD9 与

CD63 蛋白表达，而两种外泌体中均检测出了较强的 CD9

与 CD63 蛋白表达 ( 图 2C)。RT-qPCR 检测结果显示，相

较于未转染慢病毒与转染空病毒的外泌体，转染 pLenO- 

DCE-Puro-microRNA-140 慢病毒后的外泌体内 microRNA- 

140 表达升高 (P < 0.01)，见图 2D，前两种外泌体中的 

microRNA-140 表达比较差异无显著性意义 (P > 0.05)。

2.3   负载外泌体水凝胶的微观形貌   扫描电镜下可见海藻

酸钠 / 胶原水凝胶呈疏松多孔的网格状结构，结构较均匀

一致，外泌体呈球状附着在水凝胶表面，并且分布较均匀，

见图 3。
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表 2 ｜造模后 6 周各组大鼠滑膜液中炎症因子的质量浓度变化  
(x-±s，pg/mL)

Table 2 ｜ Changes in mass concentration of inflammatory factors in 
synovial fluid of rats of each group 6 weeks after modeling

组别 白细胞介素 6 白细胞介素 1β 肿瘤坏死因子 α

正常对照组 145.21±22.08 196.03±16.74 19.78±3.56
骨关节炎组 296.72±14.62a 312.39±20.52a 73.64±6.98a

未转染外泌体组 223.58±20.14b 239.28±16.49b 56.88±9.01b

转染外泌体组 183.89±11.68bc 220.17±18.09b 32.33±5.71bc

表注：与正常对照组比较，
aP < 0.01；与骨关节炎组比较，

bP < 0.05；与未转染外

泌体组比较，
cP < 0.05。

节炎组软骨平面粗糙不平整，软骨细胞数量明显减少，

软骨陷窝结构不明显；未转染外泌体组、转染外泌体组

软骨表面较光滑、平整，软骨细胞数量增加，软骨陷窝

结构较清晰。

番红 O 染色结果显示，正常对照组软骨组织呈红色，

说明含有的蛋白聚糖非常多；骨关节炎组几乎不可见红

色着色，未转染外泌体组红色着色较骨关节炎组增强，

转染外泌体组红色着色较未转染外泌体组进一步增强。

组织学切片定量分析结果显示，与正常对照组比较，

骨关节炎组软骨厚度显著减少 (P < 0.01)、改良 Mankin 组

图注：图 A 为软骨组织苏木精 - 伊红与番红 O 染色的代表性图像，骨

关节炎软骨损伤严重，两外泌体组软骨损伤明显减轻；B 为苏木精 - 伊

红与番红O染色中软骨厚度定量分析；C为软骨改良Mankin组织学评分。

与正常对照组比较，
aP < 0.01；与骨关节炎组比较，

bP < 0.05；与未转染

外泌体组比较，
cP < 0.05。

图 5 ｜造模后 6 周各组大鼠软骨组织病理形态观察

Figure 5 ｜ Observation of cartilage histopathological morphology in rats 
of each group 6 weeks after modeling
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图 6 ｜ 造模后 6 周各组大鼠软骨相关基因的表达

Figure 6 ｜ Expression of cartilage specific genes in rats of each group 6 
weeks after modeling
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织学评分增加 (P < 0.01)；与骨关节炎组比较，未转染外

泌体组软骨厚度增加 (P < 0.05)、改良 Mankin 组织学评分

减少 (P < 0.05)；与未转染外泌体组比较，转染外泌体软

骨厚度增加 (P < 0.05)、改良 Mankin 组织学评分减少 (P < 

0.05)。
2.7   各组大鼠滑膜液炎症因子水平检测结果   与正常对照

组比较，骨关节炎组大鼠滑膜液中白细胞介素 6、白细胞

介素 1β 与肿瘤坏死因子 α 水平均增加 (P < 0.01)；与骨关

节炎组比较，未转染外泌体组、转染外泌体组大鼠滑膜

液中白细胞介素 6、白细胞介素 1β 与肿瘤坏死因子 α 水

平均减少 (P < 0.05)；与未转染外泌体组比较，转染外泌

体组大鼠滑膜液中白细胞介素 6、肿瘤坏死因子 α 水平均

减少 (P < 0.05)，白细胞介素 1β 水平无明显变化 (P > 0.05)，

见表 2。

2.8   各组大鼠软骨中相关基因表达检测结果   与正常对照

组比较，骨关节炎组Ⅱ型胶原、SOX9 mRNA 表达显著减

少 (P < 0.01)，基质金属蛋白酶 13、ADAMTS-5 mRNA 表达

显著增加 (P < 0.01)；与骨关节炎组比较，未转染外泌体组、

转染外泌体组Ⅱ型胶原、SOX9 mRNA 表达增加 (P < 0.05)，

基质金属蛋白酶 13 mRNA 表达减少 (P < 0.05)；与未转染

外泌体组比较，转染外泌体组Ⅱ型胶原、SOX9 mRNA 表

达增加 (P < 0.05)，基质金属蛋白酶 13 mRNA 表达减少 

(P < 0.05)，见图 6。
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2.9   各组大鼠软骨中焦亡相关蛋白表达检测结果   Western  

blot 检测结果显示，4 组间 GSDMD、pro-caspase-1、pro-

白细胞介素 1β、pro- 白细胞介素 18 的蛋白表达比较差

异无显著性意义 (P > 0.05)；与正常对照组比较，骨关节

炎组 NLRP3、ASC、GSDMD p30、caspase-1 p20、白细胞

介素 1β、白细胞介素 18 的蛋白表达均增加 (P < 0.01)；与

骨关节炎组比较，未转染外泌体组 NLRP3、ASC、GSDMD 

p30、caspase-1 p20、白细胞介素 1β、白细胞介素 18 的

蛋白表达均减少 (P < 0.05)；与未转染外泌体组比较，转

染外泌体组 NLRP3、ASC、GSDMD p30、caspase-1 p20、

白细胞介素 1β、白细胞介素 18 的蛋白表达均减少 (P < 

0.05)，见图 7。
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aP < 0.01；与骨关节炎组比较，

bP < 0.05；与

未转染外泌体组比较，
cP < 0.05。

图 7 ｜造模后 6 周各组大鼠软骨内焦亡相关蛋白的表达

Figure 7 ｜ Expression of intrachondral pyroptosis related proteins in rats 
of each group 6 weeks after modeling
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免疫荧光染色结果显示，4 组软骨组织内均可见不

同程度的 GSDMD、cleaved caspase-1、Ⅱ型胶原表达，

正常对照组软骨组织内的Ⅱ型胶原表达荧光强度最强，

GSDMD、cleaved caspase-1 表达荧光强度最弱；骨关节炎
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图注：图 A 为 GSDMD 与Ⅱ型胶原免疫荧光染色的代表性图像，比例 

尺 =100 µm；B 为 cleaved caspase-1 与Ⅱ型胶原免疫荧光染色的代表性

图像，比例尺 =100 µm；C 为Ⅱ型胶原、GSDMD 与 cleaved caspase-1 与

免疫荧光染色的定量分析。与正常对照组比较，
aP < 0.01；与骨关节炎

组比较，
bP < 0.05；与未转染外泌体组比较，

cP < 0.05。
图 8 ｜造模后 6 周各组大鼠软骨内 GSDMD、cleaved caspase-1、Ⅱ型胶

原免疫荧光染色结果

Figure 8 ｜ Immunofluorescence staining results of GSDMD, cleaved 
caspase-1, and type II collagen in cartilage of rats of each group 6 weeks 
after modeling

组软骨组织内的Ⅱ型胶原表达荧光强度最弱，GSDMD、
cleaved caspase-1 表达荧光强度最强；相较于未转染外泌

体组，转染外泌体组软骨组织内的Ⅱ型胶原表达荧光强

度增强，GSDMD、cleaved caspase-1 表达荧光强度减弱，

见图 8。
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3   讨论   Discussion
在生物力学的相互作用下，关节软骨细胞与细胞外

基质之间的平衡遭到破坏是导致骨关节炎的重要原因。目

前的药物治疗、物理治疗与手术治疗均无法从根本上治疗

骨关节炎的软骨损伤。近些年来，间充质干细胞移植治

疗骨关节炎引起了研究者的关注，并且研究已证实骨髓

间充质干细胞可从多方面有效治疗骨关节炎
[16-17]

，可修复

软骨损伤，但存在肿瘤形成、伦理问题与免疫排斥反应

的不足，限制了骨髓间充质干细胞的临床应用。外泌体

是多囊泡体与质膜的胞质融合后释放到细胞外基质中的

小囊泡，呈圆盘状，直径在 30-150 nm 之间，其包含多

种具有重要功能的蛋白质、脂质与核酸，可转移至其他

细胞中，进而影响受体细胞功能。研究报道，骨髓间充

质干细胞来源外泌体可以平衡软骨细胞外基质的合成与

降解，提高软骨细胞活力，增强软骨形成，抑制软骨降

解与炎症反应，促进软骨修复，减轻骨关节炎大鼠的疼痛，

抑制骨关节炎的进展
[18-20]

，但骨髓间充质干细胞来源外泌

体治疗骨关节炎的具体机制仍需要深入的研究。

在正常情况下，环境、信号通路与 microRNA 等多种

因素共同调控软骨组织的合成与分解代谢。microRNA-140

已被报道在人类正常软骨组织中稳定表达，在骨关节炎软

骨组织与软骨细胞中表达降低，证实其在关节软骨发育、

稳态维持与功能发挥中具有重要的作用
[21-22]

。因此，此次

实验将 microRNA-140 携载于骨髓间充质干细胞来源外泌

体中，进一步探讨其在骨关节炎中的作用。

SOX9 是软骨生成与软骨细胞分化的重要早期转录

因子，是关节软骨组织工程的敏感因子，在软骨生成中

具有重要作用
[23-24]

。Ⅱ型胶原是 SOX9 的下游靶蛋白，

是软骨基质的重要组成成分
[25-26]

。基质金属蛋白酶 13 与

ADAMTS-5 均为胶原水解酶，其过量表达可降解软骨基质，

对关节软骨具有破坏作用
[27]
。此次实验结果显示，骨髓

间充质干细胞来源外泌体可部分逆转骨关节炎导致的Ⅱ

型胶原、SOX9 表达降低与基质金属蛋白酶 13、ADAMTS-5

表达的升高，证实骨髓间充质干细胞来源外泌体可通过

促进软骨生成、抑制软骨细胞外基质降解来维持软骨稳

态，减轻骨关节炎的损害，与以往的相关研究结论基本一

致。相较于单纯的骨髓间充质干细胞来源外泌体，过表达 

microRNA-140 的外泌体进一步促进了软骨生成、抑制了

软骨细胞外基质降解，证实外源性的 microRNA-140 可通

过维持软骨稳态来降低软骨损伤，发挥骨关节炎治疗作

用。研究已证实，白细胞介素 1β、白细胞介素 8、肿瘤

坏死因子 α 与转化生长因子 β 等的促炎症因子广泛参与

了骨关节炎的发生与发展，这些促炎症因子通过调节软

骨细胞的微环境，促进软骨细胞产生过量的基质金属蛋

白酶与 ADAMTS-5，进而导致细胞外基质中Ⅱ型胶原蛋白

等的降解，引发关节疼痛
[28]
。此次实验选择白细胞介素 6、

白细胞介素 1β 与肿瘤坏死因子 α 促炎症因子进一步评估

骨关节炎的软骨损伤程度，结果显示骨髓间充质干细胞

来源外泌体降低了骨关节炎导致的软骨炎症反应，其联

合microRNA-140可进一步抑制炎症反应，减轻关节疼痛，

发挥关节软骨保护作用。软骨病理形态分析结果进一步

验证了骨髓间充质干细胞来源外泌体与 microRNA-140 对

骨关节炎的治疗作用。

焦亡是伴随炎症反应的细胞死亡方式，近年来作为

一种特殊的细胞程序性死亡方式成为研究的热点之一。焦

亡的经典途径是炎性小体 NLRP3 激活 caspase-1 并作用于 

GSDMD，通过释放裂解的 GSDMD N端结构域并形成孔道，

进而导致细胞因子和各种细胞质内容物的释放，最终导致

胞膜破裂而引起细胞死亡
[29-30]

。近期的研究显示，焦亡也

参与了骨关节炎的进展，抑制 NLRP3 介导的细胞焦亡可减

轻骨关节炎损伤
[31]
。吕佳等

[32]
的研究报道，骨髓间充质

干细胞来源外泌体可降低乳酸脱氢酶、白细胞介素 1β 和

白细胞介素 18 的分泌，抑制高血糖诱导的人肾近端小管

细胞 (HK-2) 焦亡。BAI 等 [33]
的研究报道，骨髓间充质干细

胞来源外泌体可通过抑制焦亡通路中的 NLRP3/caspase-1/

GSDMD 减轻炎症，减缓动脉粥样硬化的进展。以上研究

结果提示，骨髓间充质干细胞来源外泌体具有抑制焦亡的

作用，但是该作用在骨关节炎治疗中的影响还不明确，

因此该实验进行了相关检测。此次研究结果显示，在骨

关节炎大鼠模型中检测到了软骨焦亡相关蛋白 NLRP3、
ASC、GSDMD p30、caspase-1 p20、白细胞介素 1β、白细

胞介素 18 表达的升高，说明焦亡在骨关节炎进展中具有

重要作用；而经过骨髓间充质干细胞来源外泌体与过表达

microRNA-140 的骨髓间充质干细胞来源外泌体治疗后，

骨关节炎模型大鼠软骨中的 NLRP3、ASC、GSDMD p30、
caspase-1 p20、白细胞介素 1β、白细胞介素 18 表达显著

降低，说明两种外泌体均具有抑制软骨焦亡的作用，并且

过表达 microRNA-140 的骨髓间充质干细胞来源外泌体的

抑制作用更显著。同时通过免疫荧光染色进一步分析了 4

组软骨组织内的GSDMD、cleaved caspase-1、Ⅱ型胶原表达，

结果显示骨关节炎大鼠软骨组织内的Ⅱ型胶原表达减少，

GSDMD、cleaved caspase-1 表达增加，说明软骨损伤严重；

经过两种外泌体治疗后骨关节炎大鼠软骨中的Ⅱ型胶原表

达增加，GSDMD、cleaved caspase-1 表达减少，说明软骨

损伤程度明显减轻，并且以转染外泌体组治疗效果更明显，

进一步证实过表达 microRNA-140 的骨髓间充质干细胞来

源外泌体对骨关节炎软骨的保护作用。有研究报道，下调

p38 MAPK 信号通路抑制 NLRP3 炎性小体介导的软骨细胞

焦亡，可有效降低软骨细胞外基质的降解，发挥保护软骨

作用
[34]
。作者推测 p38 MAPK 信号通路在骨髓间充质干细
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胞来源外泌体与 microRNA-140 抑制软骨焦亡中发挥了重

要作用，接下来将验证该通路在其中的作用。

该研究存在一定的不足：未设计低表达 microRNA-140 

一组，因此 microRNA-140 在骨关节炎中具体作用有待进

一步研究证实；未进行软骨中软骨细胞焦亡形态检测，无

法分析软骨细胞焦亡形态变化；实验周期较短，长期治疗

作用还有待验证；未进行具体的靶基因与信号通路实验，

骨髓间充质干细胞来源外泌体与 microRNA-140 抑制软骨

焦亡的分子机制有待探讨。

综合以上实验结果，microRNA-140 可通过抑制炎症、

维持软骨稳态、抑制软骨焦亡来减轻骨关节炎大鼠的疼

痛反应，降低软骨损伤，发挥骨关节炎治疗作用。
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