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脐带间充质干细胞外泌体 LncRNA H19 修复软骨损伤的机制

王宪峰 1，王  锟 2，孙  晗 2，孙晓亮 2，言力韬 2

文题释义：
外泌体：是一类直径在50-150 nm的脂质双层囊泡，能够从母体细胞运载脂质、蛋白质、mRNA和DNA等生物分子到靶细胞，进而调节相应
的生物反应。干细胞来源外泌体具有干细胞的一些特性，但外泌体更加安全和稳定，无伦理限制，且具有大规模化生产使用的优势。因此
干细胞来源外泌体是未来生物医疗领域的新策略和新方法。
长链非编码RNA：是一类真核生物中长度大于200个核苷酸的非蛋白编码转录RNA分子，在转录水平和转录后水平参与多种生物过程，如
调控翻译、促进或者抑制mRNA、吸附miRNA。有研究证实长链非编码RNA可以在多种细胞中富集，并且通过外泌体的形式释放。因此，
解析干细胞来源外泌体中关键的长链非编码RNA是进一步探明外泌体相关生物功能机制的重要方法。

摘要
背景：脐带间充质干细胞已被证明对软骨损伤有治疗作用，外泌体是脐带间充质干细胞在体内发挥治疗作用的主要载体。课题组前期发现
LncRNA H19是介导脐带间充质干细胞外泌体调控软骨细胞活性的重要活性分子，LncRNA H19可以吸附miR-29b-3p从而促进软骨细胞的增殖
再生，但是其下游机制仍未清楚。
目的：从外泌体和LncRNAs角度揭示脐带间充质干细胞治疗软骨损伤的具体机制，为软骨损伤的治疗提供新的靶点。
方法：构建稳定过表达LncRNA H19的脐带间充质干细胞，采用超速离心提取外泌体(H19-Exos)；采用透射电镜、纳米颗粒跟踪分析、
Western blot和外泌体摄取实验鉴定外泌体；通过Western blot、qPCR和双荧光素酶报告基因系统检测miR-29b-3p过表达和沉默对TGF-β1/
Smad3通路的影响；通过特异性TGF-β1/Smad3抑制剂在体内外反向验证H19-Exos对软骨再生的生物学作用。
结果与结论：①H19-Exos在电镜下为典型的杯状，粒径在130 nm左右，均表达CD63、CD81和TSG1010特性蛋白；②过表达miR-29b-3p可
以同时下调TGF-β1、Smad3的mRNA和蛋白水平，而沉默miR-29b-3p后，TGF-β1、Smad3的mRNA和蛋白水平上调；③双荧光素酶报告基因
系统检测发现miR-29b-3p对下游靶基因TGF-β1和Smad3活性影响有显著差异；④膝关节腔内注射Ⅱ型胶原酶成功建立大鼠骨关节炎模型，
H19-Exos可显著促进软骨再生，且特异性TGF-β1/Smad3抑制剂SB-431542在体内外均可阻断H19-Exos对软骨再生的生物学作用；⑤该研究
系统论证了高表达LncRNA H19 脐带间充质干细胞来源外泌体对软骨再生的促进作用，具体机制为LncRNA H19通过靶向miR-29b-3p/TGF-β1/
Smad3通路促进软骨再生。
关键词：骨性关节炎；间充质干细胞；外泌体；长链非编码RNA 
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结论：

(1) miR-29b-3p 靶向

下调 TGF-β1/Smad3
通路；

(2) 脐带间充质干

细胞来源外泌体中

LncRNA H19 通 过

miR-29b-3p/TGF-β1/
Smad3 轴发挥软骨

再生修复活性。

建立过表达 H19 脐带间充质干细胞系

生信分析和双荧光素酶实验明确 miR-29b-3p 靶向结合 TGF-β1/Smad3

软骨细胞体外转染 miR-29b mimic，miR-29b inhibitor

软骨细胞体外模拟骨关节炎微环境，给予外泌体和 TGF-β/Smad 通路

抑制剂进行干预

苏木精 -伊红染色、甲苯胺蓝染色、免疫组化染色、OARSI 评分

建立 SD 大鼠骨关节炎模型，关节腔内注射外泌体和 TGF-β/Smad 通

路抑制剂

分离提取外泌体
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0   引言   Introduction
骨关节炎的主要特征是软骨退化、滑膜炎、软骨下骨硬

化以及骨赘形成
[1-2]

，其典型症状包括持续性疼痛、肿胀以

及关节僵硬。目前还未研发出能治愈骨关节炎的药物，大多

数治疗仅能缓解疼痛症状。骨关节炎的病因复杂多变，其中

主要病因是软骨损伤退变，因此逆转并恢复损伤软骨的正常

生理功能是治疗骨关节炎的有效手段
[3]
。近年来，间充质干

细胞凭借其强大的自我更新和分化能力成为了治疗组织损伤

的新兴细胞疗法。间充质干细胞发挥疗效的主要机制是通过

外泌体传递多种信号分子来调控受体细胞的增殖、迁移、分

化和代谢，并协调后续的再生过程
[4-5]

。

课题组前期研究证实了人脐带间充质干细胞 (umbilical 
cord mesenchymal stem cells，UMSCs) 外泌体促进软骨损伤修

复的有效作用
[6-7]

，并鉴定出外泌体中高表达的长链非编码

RNA H19(long non-coding RNA H19，LncRNA H19) 作为上游分

子促进了软骨细胞的再生和修复
[8]
，但其下游靶分子以及相

关信号通路仍不明确。LncRNAs 可以发挥“分子海绵”的作

用吸附某些 miRNAs，而 miRNA 是转录后水平基因调控的主

要参与者，它以负性调控方式结合到 mRNA 进而抑制靶基因

的表达。目前，软骨细胞中已发现多种 LncRNAs 能发挥内源

性竞争作用
[9-10]

。课题组前期已经发现在软骨细胞中 LncRNA 
H19 可以吸附 miR-29b-3p 从而促进软骨细胞的增殖

[11]
，并

且有其他文献报道在其他细胞系中 miR-29b-3p 可以直接抑制

TGF-β1/Smad3 的表达，从而在 LncRNAH19 和 TGF-β1/Smad3

通路间形成新的调控反馈回路
[12-13]

。该研究旨在明确 UMSCs

外泌体中 LncRNA H19 通过 miR-29b-3p/TGF-β1/Smad3 轴促进

软骨细胞增殖和再生的分子机制。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1    设计   体外细胞实验和体内动物实验，两组数据采用非

配对 t检验，多组数据采用单因素方差分析比较差异的显著性。

1.2   时间及地点   实验于 2022 年 1-10 月在贵州医科大学天

然产物化学重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   细胞   UMSCs 购买于北纳生物 (lot.340316)，人软骨细

胞购买于北纳生物 (lot.339995)。
1.3.2   实验试剂和仪器   DMEM/F12 培养基、胎牛血清、青

霉素 / 链霉素溶液 ( 美国 Gibco 公司 )；单克隆抗体 CD63、
CD81、TSG101 和 Calnexin( 美国 Abcam 公司 )；单克隆抗体

GAPDH、TGF-β1、Smad3、COL2A1、Aggrecan、Cyclin D1、
PCNA( 美国 Abcam 公司 )；Ⅱ型胶原酶 ( 中国索莱宝 )；反转

录试剂盒 ( 日本 TakaRa 公司 )；Real-time PCR 试剂盒 ( 日本

TakaRa 公司 )；Trizol、异丙醇、DEPC、氯仿 ( 上海生工 )；双

荧光素酶报告基因检测试剂盒 (Promega 公司 )；辣根过氧化

物酶标记山羊抗人 IgG( 中国 ABclonal)；免疫荧光二抗 ( 美国

Proteintech 公司 )；苏木精 -伊红染色试剂盒 ( 武汉赛维尔公

司 )；甲苯胺蓝染色试剂盒 ( 上海生工 )；miR-29b-3p mimic 和
miR-29b-3p inhibitor( 锐博生物，miR10000100-1-5)；细胞孵

育箱 ( 美国 Thermo 公司 )；低温高速离心机 ( 美国 Eppendorf 

公司 )；PCR 仪 ( 美国 Eppendorf 公司 )；荧光倒置显微镜 ( 日
本奥林巴斯 )；台式高速离心机 ( 美国 Beckman 公司 )；纳米

颗粒跟踪分析仪 Zetaview( 德国 Particle metrix 公司 )；切片

机 ( 上海莱卡仪器公司 )。
1.3.3   实验动物   SD 大鼠 18 只，6 周龄，雌性，SPF 级，体

质量 200 g 左右，随机分为 3 组，每组 6 只，由贵州医科大

学动物中心提供，生产许可证号：SCXK( 黔 )2018-0001；使

用许可证号：SYXK( 黔 )2018-0001。
1.4   实验方法 
1.4.1   构建过表达 LncRNA H19 的稳定 UMSCs   根据 NCBI 数
据库，设计 LncRNA H19 过表达序列，构建真核表达质粒；

将待转染 UMSCs(1×105
个 ) 接种至 6 孔板，至细胞融合度为

80% 左右时进行转染，将含体积分数为 10% 胎牛血清的低糖

完全培养基替换为含有 LncRNA H19 慢病毒的培养基，其中

polybrene 质量浓度为 6 μg/mL，12 h 后更换新鲜含体积分数

Abstract
BACKGROUND: Umbilical cord mesenchymal stem cells (UMSCs) have been proven to have therapeutic effects on cartilage injury, and exosomes are the main 
carriers for UMSCs to exert therapeutic effects in vivo. Our research group previously found that lncRNA H19 is an important active molecule that mediates 
the activity of UMSCs-derived exosomes regulating chondrocytes. LncRNA H19 could adsorb miR-29b-3p to promote the proliferation and regeneration of 
chondrocytes, but its downstream mechanism is still unclear. 
OBJECTIVE: To reveal the specific mechanism of UMSCs in the treatment of cartilage injury from the perspective of exosomes and lncRNAs, so as to provide a 
new target for the treatment of cartilage injury. 
METHODS: UMSCs stably overexpressing lncRNA H19 were constructed. H19-Exos were extracted by ultra-centrifugation. The exosomes were identified by 
transmission electron microscopy, Nanosight, western blot assay and exosome uptake assay. The effect of miR-29b-3p overexpression and silencing on the 
TGF-β1/Smad3 pathway was detected by western blot assay, qPCR and dual luciferase reporter gene system. The biological effect of H19-Exos on cartilage 
regeneration was verified by the specific TGF-β1/Smad3 inhibitor in vitro and in vivo. 
RESULTS AND CONCLUSION: (1) H19-Exos showed a typical cup shape under an electron microscope, and the particle size was approximately 130 nm. H19-
Exos expressed CD63, CD81 and TSG1010. (2) Overexpression of miR-29b-3p could down-regulate the mRNA and protein levels of TGF-β1 and Smad3, while 
silencing miR-29b-3p could up-regulate the mRNA and protein levels of TGF-β1/Smad3. (3) Dual-luciferase reporter gene system showed that miR-29b-3p had 
significant differences in the activities of downstream target genes TGF-β1 and Smad3. (4) The osteoarthritis models of rats were successfully established by 
injection of type II collagenase into the knee joint. H19-Exos significantly promoted cartilage regeneration. The specific TGF-β1/Smad3 inhibitor SB-431542 
could block the biological effect of H19-Exos on cartilage regeneration in vitro and in vivo. (5) This study systematically demonstrated the promotion effect 
of UMSCs-derived exosomes highly expressing lncRNA H19 on cartilage regeneration, and the specific mechanism is that lncRNA H19 promotes cartilage 
regeneration by targeting miR-29b-3p/TGF-β1/Smad3 pathway. 
Key words: osteoarthritis; mesenchymal stem cell; exosome; long non-coding RNA
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为 10% 胎牛血清的低糖完全培养基，48 h 后更换为最低筛选

浓度嘌呤霉素的培养基筛选稳定细胞。

1.4.2   外泌体的分离   收集过表达 LncRNA H19 的 UMSCs 和

普通 UMSCs 的培养上清，4 ℃条件下 2 000×g 离心 30 min

收集上清，20 000×g 离心 60 min 收集上清，100 000×g 离心 

60 min，收集超离管底部沉淀至 EP 管中，滴入数滴 PBS 将

外泌体完全稀释，100 000×g 离心 60 min，最后将收集的沉

淀以 100 μL PBS 重悬，分装，-80 ℃保存，即为 H19-Exos 和
UMSCs-Exos。
1.4.3   外泌体的鉴定   将外泌体样品用 PBS 稀释至 107 particles/mL 

后加入 ZetaView 仪器的样品孔内，观察粒子的布朗运动。

将 1 滴外泌体样品滴加到铜网上，室温静置晾干后滴加 3%

磷钨酸溶液染色 2 h，然后用 2% 醋酸铀负染 30 s，将铜网置

于透射电镜下观察并拍照。通过 BCA 方法蛋白定量后利用

Western blot 检测外泌体相关蛋白 TSG101、CD63、CD81 以

及阴性蛋白 Calnexin 的表达量。

1.4.4   软骨细胞摄取外泌体的示踪   利用 Exo-Green 荧光示踪

技术标记 UMSCs-Exos。首先用 500 μL 的 PBS 重悬外泌体，

加入 60 μL Exo-Green 混匀后在 37 ℃培养箱孵育 10 min，加

入 90 μL ExoQuick-TC 试剂终止反应；置于冰上反应 30 min

后 12 000 r/min 离心留沉淀，用 500 μL PBS 重悬后待用。将

Exo-Green 荧光标记的外泌体加入体外培养的软骨细胞中，

通过显微荧光成像系统观察软骨细胞对外泌体的摄取及摄取

后的亚细胞定位。

1.4.5   双荧光素酶报告基因   运用基因工程方法，预测miR-29b-3p 

和其靶通路 TGF-β1/Smad3 启动子的结合位点，构建野生型

(TGF-β1 Wt、Smad3 Wt) 和突变型 (TGF-β1 Mut、Smad3 Mut)

各 2 种质粒，将 miR-29b-3p mimics 和 miR-NC 分别与上述 2

种质粒以及海肾荧光素酶质粒 (psiCHECK2) 转入 293T 细胞内

孵育 72 h，采用双荧光报告载体分析系统检测萤火虫与海肾

素荧光的比值。

1.4.6   细胞总 RNA 的提取   将软骨细胞分为对照组、 

H19-Exos 组和 H19-Exos+ 抑制剂组，以每孔 1×105
个加入到 6

孔板中，采用 10 ng/mL 白细胞介素 1β 预处理软骨细胞 24 h 

模拟体外骨关节炎环境，预处理完毕后加入 H19-Exos

和 TGF-β/Smad 通 路 抑 制 剂 SB-431542， 其 中 H19-Exos 

(1×108 particles/mL) 加 入 3 mL TGF-β/Smad 通 路 抑 制 剂 

SB-431542(10 μmol/L) 加入 0.5 mL；每 3 d 换液 1 次，培养 6 d

后每孔加入 500 μL Trizol 充分摇匀，用枪头将消化好的细胞裂

解液转移到离心管中，加入等体积 Trizol 后混匀，室温下放置 

5 min；加入 200 μL 氯仿，剧烈振荡 15 s，室温下静置 

5 min；4 ℃下 12 000 r/min 离心 15 min；转移上清液至一新的 

离心管中，加等体积异丙醇，轻轻混匀，静置 10 min；4 ℃下 

12 000 r/min 离心 5 min；弃上清液，加 1 mL 无水乙醇，轻

弹管底充分洗涤；4 ℃下 7 500 r/min 离心 5 min；弃上清，

待 RNA 干燥后，加入 20 μL 焦碳酸二乙酯水溶解沉淀，测定

浓度，保存于 -80 ℃。

1.4.7   实时荧光定量 PCR   根据 PrimeScriptTM RT-PCR kit 说明

书将 RNA 反转录合成 cDNA，按照以下反应条件进行实时荧

光定量 PCR 反应：95 ℃ 3 min；95 ℃ 3 s，60 ℃ 30 s，40 个

循环，以GAPDH作为内参，根据 2-ΔΔCT
值计算各基因表达情况。

实验中各引物序列见表 1。

表 1 ｜各基因引物序列
Table 1 ｜ Primer sequences of each gene

基因 引物  序列 (5′–3′) 

LncRNA H19 Forward GCA AGA AGC GGG TCT GTT T
Reverse GCT GGG TAG CAC CAT TTC TT

Aggrecan Forward ACC AGA CTG TCA GAT ACC CC
Reverse CAT AAA AGA CCT CAC CCT CC

COL2A1 Forward ATT GCC TAT CTG GAC GAA GC
Reverse GCA GTG TAC GTG AAC CTG CT

PCNA Forward GCC GAG AAG CTG TGC ATC TA
Reverse GCA CTC TCC GAA GGG GAT CT

Cyclin D1 Forward GCC GAG AAG CTG TGC ATC TA
Reverse GAA ATC GTG CGG GGT CAT TG

TGF-β1 Forward CAG CTC CAC GGA GAA GAA CTG
Reverse GAT CCA CTT CCA GCC GAG GT

Smad3 Forward GCA CCC TGT CCA GTC TAA CC
Reverse AGG CAG CAC CCA TAA CTG AC

GAPDH Forward ATC TGA GCA GGT TGC TCC AC
Reverse GGC CCT TTA CAC TGT GAG CC

1.4.8   siRNA 转染   将待转染软骨细胞接种至 6 孔板，每

孔 1×105
个，细胞密度达 50%，取 30 µL 稀释液和 1.25 µL  

20 µmol/L miRNA mimic 或 inhibitor， 然 后 加 入 3 µL ribo-

FECTTMCP Reagent 室温孵育 15 min 形成转染复合物；将转

染复合物加入含体积分数为 10% 胎牛血清的低糖完全培养

基 ( 无双抗 ) 与软骨细胞共培养 72 h 后换成常规含体积分数

为 10% 胎牛血清的低糖培养基。转染完成后，通过 Western 

blot 和 qRT-PCR 检测 miR-29b-3p 的靶基因 TGF-β1、Smad3 的

蛋白和 mRNA 水平变化。

1.4.9   大鼠骨关节炎模型的构建   该动物实验经过贵州省骨

科医院医学伦理委员会批准。6 周龄雌性 SD 大鼠 18 只，随

机分为 3 组：PBS 组，H19-Exos 组，H19-Exos+ 抑制剂组，

每组 6 只。用 3% 戊巴比妥钠 (1 mg/kg) 腹腔麻醉大鼠，关节

腔内注射 0.5 mg Ⅱ型胶原酶构建大鼠骨关节炎模型。术后 1

周开始在各组大鼠关节腔内注射 10 μL 的 PBS、H19-Exos(1×    

1010 particles/mL)、H19-Exos+TGF-β/Smad 通路抑制剂 SB-431542

(1 μmol/L，100 μL)。共注射 4 次，每周 1 次，在第 4 次注射

后 1 周处死大鼠，收集膝关节组织进行下一步实验。

1.4.10   组织学染色   膝关节标本经 100 g/L 多聚甲醛固定 

48 h 后，浸入 EDTA 慢脱液缓慢摇晃，每 3 d 换液 1 次，共

脱钙 4 周；将标本梯度脱水，用石蜡包埋并切片，行苏木精 -

伊红、甲苯胺蓝染色，采用Ⅱ型胶原抗体进行免疫组化染色；

由病理科医师对骨关节炎严重程度进行 OARSI 评分
[14]
。

1.5   主要观察指标   ①外泌体的鉴定结果；② miR-29b-3p 对

TGF-β1和 Smad3的调控作用；③抑制剂 SB-431542对H19-Exos 

的阻断作用；④ H19-Exos 对大鼠骨关节炎的治疗作用。

1.6   统计学分析   计量资料以 x-±s 表示，使用 SPSS 19.0 软件

进行处理。采用非配对 t 检验比较两组数据间的差异，采用
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单因素方差分析比较多组数据间的差异。P < 0.05 为差异有显

著性意义。文章统计学方法已经通过邱冰专家审核。

2   结果   Results 
2.1   UMSCs 外泌体的提取和鉴定   通过慢病毒转染建立了

高 表 达 LncRNA H19 的 UMSCs 系 (H19-UMSCs)， 与 未 转 染

UMSCs 在相同条件下培养并留取培养上清，通过超速离心

法成功提取其中的外泌体 (UMSCs-Exos 和 H19-Exos)。2 种

外泌体在透射电镜下均呈现出典型的一侧凹陷半球形，

见图 1A。通过 Zetaview 仪器分析得出 2 种外泌体直径约 

130 nm，见图 1B。Western blot 检测 2 种外泌体表达特征蛋

白 CD63、CD81 和 TSG1010，不表达 Calnexin，见图 1C。PCR

结果证明 H19-Exos 中的 LncRNA H19 水平远远超过对照组，

见图 1D，这表明 UMSCs 中高表达的 LncRNA H19 可以在外泌

体中富集并被分泌。通过 PKH67 绿色荧光染料标记外泌体后

与软骨细胞共培养，可以观察到软骨细胞中出现绿色荧光，

这表明软骨细胞可以成功摄取 2 种外泌体，见图 1E。上述结

果表明 H19-Exos 拥有和普通 Exos 一样的典型外泌体特征，

并且其中携带丰富的 LncRNA H19 分子，可被软骨细胞摄取。

2.2   miR-29b-3p 对软骨细胞 TGF-β1/Smad3 的调控作用   在课

题组前期发表的成果中，已经证明了外泌体 LncRNA H19 可

以通过吸附 miR-29b-3p 对软骨细胞的下游通路产生作用，

因此该研究的重点为验证 miR-29b-3p 是通过靶向 TGF-β1/

Smad3 通路发挥下游作用。首先通过生物学信息软件预

测发现 TGF-β1 的编码区有 miR-29b-3p 的结合位点，并

且 TGF-β1 的下游信号通路基因 Smad3 的 3’UTR 区域也有 

miR-29b-3p 的结合位点，见图 2A；通过 Western blot 检测

到在软骨细胞中过表达 miR-29b-3p 可以同时下调 TGF-β1、
Smad3 的 mRNA 和 蛋 白 水 平， 而 沉 默 miR-29b-3p 后，

TGF-β1、Smad3 的 mRNA 和蛋白水平上调，见图 2B；双

荧光素酶报告基因系统检测发现 miR-29b-3p 对下游靶基因

TGF-β1 和 Smad3 活性影响有显著差异，见图 2C。上述结果

表明软骨细胞中 miR-29b-3p 可以靶向抑制 TGF-β1/Smad3 通

路的表达。

2.3   TGF-β1/Smad3 通路抑制剂阻断了 H19-Exos 对软骨再生

的生物学作用   通过特异性的小分子抑制剂 SB-431542 阻断

软骨细胞的 TGF-β1/Smad3 通路，Western blot 检测证明了该

抑制剂的作用，见图 3A。通过 Western blot 和 PCR 检测了与

软骨增殖和再生的相关基因，发现 H19-Exos 组与其他组有

显著差异，见图 3B，C，表明高表达 H19 的外泌体对软骨细

胞有显著的生物学作用，H19-Exos+ 抑制剂组与 H19-Exos 组

比较差异有显著性意义。上述结果表明 TGF-β1/Smad3 通路

被阻断后，H19 在软骨细胞中的下游通路被阻断，影响了其

促进软骨再生的作用，反向验证了 H19-Exos 是通过 TGF-β1/

Smad3 通路促进软骨细胞的增殖和再生。

2.4   H19-Exos 对大鼠骨关节炎的治疗作用   如图 4A 所示，

大体观察发现骨关节炎造模组在 4 周后发生明显的骨关节炎

样表现，以软骨剥脱、色泽变暗以及软骨下骨暴露为主要特

征；H19-Exos 组的大体表现接近正常软骨，仅有小部分软骨

损伤；H19-Exos+ 抑制剂 SB-431542 组的严重程度介于前两

组之间，主要变现为软骨菲薄，部分关节面损伤。如图 4B

所示，苏木精 - 伊红染色可见骨关节炎组软骨细胞排列紊

乱，主要为纤维组织；H19-Exos 组软骨细胞排列整齐均匀；

H19-Exos+SB-431542 组细胞排列较 H19-Exos 组紊乱，且细胞

数量较少。甲苯胺蓝和 COL2A1 染色可见 H19-Exos 组软骨细

胞中多糖物质和Ⅱ型胶原含量最高，H19-Exos+SB-431542 组

软骨细胞中多糖物质和Ⅱ型胶原含量高于骨关节炎组，表明

SB-431542 部分阻断了 H19-Exos 对软骨损伤修复的作用。用

OARSI 评分将上述病理染色结果作半定量分析发现 H19-Exos

组的骨关节炎表现最轻，与组织学染色结果一致，见图 4C。

3   讨论   Discussion
关节软骨受到损伤时，其自我再生修复能力往往有 

限
[15]
。关节软骨损伤是骨关节炎的高危因素，因此若能修

复软骨损伤对于阻止或逆转骨关节炎有重要意义
[16]
。对于

早期骨关节炎的治疗，临床治疗包括非类固醇抗炎药、透明

质酸、镇痛药以及重组人成纤维细胞生长因子
[17-18]

，这些治

疗只能缓解症状，减轻疼痛和肿胀，不具备修复受损软骨的

组织形态和恢复软骨代谢平衡的能力
[19]
。晚期骨关节炎的

治疗方法包括截骨、关节镜手术和关节置换，然而费用高昂、

材料寿命、二次手术等限制了这些手术方案的有效性
[20]
。

迄今为止，仍没有根治骨关节炎的治疗方法，因此迫切需要

研发新的药物。

近年来，间充质干细胞作为软骨组织工程的种子细胞，

有望成为一种治疗软骨病变和骨关节炎的新兴细胞疗法
[21-23]

。

2016 年 ZHANG 等
[24]

首次提出间充质干细胞主要通过其外泌

体参与了软骨损伤的修复治疗。采取外泌体替代间充质干细

胞疗法是目前研究的趋势之一，外泌体具有一系列的优势，

如体积小无肺栓塞风险、无代谢功能避免形成肿瘤等
[25-27]

。 

课题组前期已经发现 UMSCs 外泌体可以促进软骨细胞的增

殖和基质分泌，并有效修复了动物膝关节软骨缺损模型，但

是 UMSCs 外泌体中发挥作用的分子物质仍然未知
[7]
。进一步

实验发现 UMSCs 外泌体中高表达的 LncRNA H19 作为上游分

子促进了软骨细胞的再生和修复，但其下游靶分子以及相关

信号通路仍不明确
[8]
。

目前，软骨细胞中已发现多种 LncRNAs 能发挥内源性

竞争作用。LncRNA H19 是一段母源表达的高度保守序列，长

度 2.3 kb，主要参与细胞增殖分化、胚胎发育和肿瘤生长。

H19 在正常组织中低表达，但是在软骨细胞中高表达，H19

的缺失会导致发育不良性髋关节脱位
[28-29]

。LncRNAs 可以发

挥“分子海绵”的作用，吸附某些 miRNAs，而 miRNA 是转

录后水平基因调控的主要参与者，它以负性调控方式结合到

mRNA 进而抑制靶基因的表达。NING 等
[30]

已经发现 LncRNA 

H19 可与 let-7 结合，促进软骨细胞增殖。多种 miRNAs 均参
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为海绵吸附 miR-29b-3p 发挥生物学功能
[33-36]

。上述研究表明

在软骨细胞中 LncRNA H19 可能通过吸附 miR-29b-3p 发挥软

骨损伤修复的作用。

课题组前期实验证实了 UMSCs 外泌体中 LncRNA H19

可以竞争性结合软骨细胞中的 miR-29b-3p 来发挥生物学作

用；当软骨细胞转染 miR-29b-3p mimics 后，LncRNA H19 的

促软骨再生作用被抵消。该研究对 miR-29b-3p 的下游通路

进一步解析，发现 TGF-β1 的编码区有 miR-29b-3p 的结合位

点，并且 TGF-β1 的下游信号通路基因 Smad3 的 3’UTR 区域

也有 miR-29b-3p 的结合位点；过表达 miR-29b-3p 可以同时

下调 TGF-β1、Smad3 的 mRNA 和蛋白水平，而沉默 miR-29b-

图注：图 A 为透射电镜下的外泌体形态 ( 标尺：100 nm)；B 为 2 种外

泌体的直径分布和浓度大小；C 为 Western blot 检测外泌体表面蛋白；

D 为 2 种外泌体中 LncRNA H19 水平对比 (aP < 0.01)；E 为软骨细胞摄取

外泌体荧光图 ( 标尺：50 nm)。UMSCs：脐带间充质干细胞；UMSCs-
Exos：脐带间充质干细胞来源外泌体；H19-Exos：高表达 LncRNA H19 脐

带间充质干细胞来源外泌体

图 1 ｜外泌体的鉴定结果

Figure 1 ｜ Identification of exosomes
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图注：图 A 为生信预测 TGF-β1、Smad3 与 miR-29b-3p 的结合位点；B 为

miR-29b-3p 过表达可减少 TGF-β1、Smad3 基因的表达，抑制 miR-29b-3p  
表达可增加 TGF-β1、Smad3 基因的表达；C 为 TGF-β1/Smad3 与 miR-
29b-3p 荧光素酶活性检测。

aP < 0.05，bP < 0.01
图 2 ｜ miR-29b-3p 对软骨细胞 TGF-β1/Smad3 的调控作用

Figure 2 ｜ Regulation of miR-29b-3p on TGF-β1/Smad3 in chondrocytes
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图注：图 A 为 SB-431542 阻断了软骨细胞中的 TGF-β1/Smad3 通路；B，
C 为不同处理情况下软骨细胞增殖和再生相关基因的蛋白和 mRNA 表达。
aP < 0.05。H19-Exos：高表达 LncRNA H19 脐带间充质干细胞来源外泌体

图 3 ｜ TGF-β/Smad 通路抑制剂 SB-431542 阻断了 H19-Exos 对软骨再生

的生物学作用

Figure 3 ｜ TGF-β/Smad pathway inhibitor SB-431542 blocks the biological 
effect of lncRNA H19 umbilical cord mesenchymal stem cell-derived 
exosomes (H19-Exos) on cartilage regeneration
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与软骨的损伤与修复
[31]
。CHEN 等

[32]
发现软骨细胞中过表

达 miR-29b-3p 会显著抑制增殖、诱导凋亡，并抑制细胞周期

从 G0/G1 进入 S 期。目前有多项研究表明 LncRNA H19 可以作

图注：图 A 为经过不同外泌体处理 4 周后骨关节炎大鼠膝关节大体观

察；B 为各组苏木精 - 伊红染色、甲苯胺蓝和 COL2A1 染色表现 ( 标尺 

200 μm)；C 为病理染色结果半定量 OARSI 评分。
aP < 0.05

图 4 ｜高表达 LncRNA H19 的脐带间充质干细胞来源外泌体 (H19-Exos)
对大鼠骨关节炎的治疗作用

Figure 4 ｜ Therapeutic effect of highly expressed lncRNA H19 umbilical 
cord mesenchymal stem cell-derived exosomes (H19-Exos) on osteoarthritis 
in rats
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3p 后，TGF-β1、Smad3 的 mRNA 和蛋白水平上调；双荧光素

酶报告基因实验验证了 miR-29b-3p 对下游靶基因 TGF-β1、
Smad3 活性影响；体内实验进一步验证了 H19-Exos 是通过激

活 TGF-β1/Smad3 通路发挥软骨损伤的修复作用，见图 5。
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图 5 ｜脐带间充质干细胞外泌体中

LncRNA H19 作用机制的示意图

Figure 5 ｜ Schematic diagram of the 
mechanism of action of LncRNA H19 in the 
exosomes of umbilical cord mesenchymal 
stem cells

综上所述，该研究通过体内和体外实验系统论证高表

达 LncRNA H19 的 UMSCs 外泌体对软骨细胞再生修复的促进

作用，并详细解析 LncRNA H19 通过内源竞争 RNA 机制激活

TGF-β1/Smad3 通路促进软骨再生的具体分子机制。这将为发

现一个新的治疗靶点提供可能的研究基础，为干细胞外泌体

在软骨损伤中的运用提供可能的理论基础，对于软骨修复的

基础和临床研究具有重要意义。
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