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调整细胞培养条件提高间充质干细胞外泌体治疗骨关节炎的潜能

钱  燕，刘启颂

文题释义：

骨关节炎：是一种慢性关节疾病，主要病理特征是关节软骨破坏、骨质增生以及关节边缘的骨质增生(骨刺)。在全球范围内，骨关节炎是

最常见的关节疾病之一，是关节疼痛和残疾的主要原因，然而现有临床策略仅能缓解骨关节炎的症状，不能实现疾病的修正治疗。

间充质干细胞外泌体：具有治疗骨关节炎的潜能，其能减轻炎症反应，促进软骨细胞的增殖和软骨基质的合成，抑制软骨细胞的凋亡和软

骨基质的降解，实现软骨组织的修复和再生，具有临床转化潜能。

摘要

背景：间充质干细胞外泌体有望发展成为治疗骨关节炎的无细胞疗法，而通过调整细胞培养条件，可以进一步提高其治疗活性和临床转化

潜能。

目的：综述分析细胞培养条件对外泌体活性的影响，分析其临床转化潜力。

方法：查阅国内外有关骨关节炎/软骨损伤修复与间充质干细胞来源外泌体的文献。检索词分别为“外泌体，间充质干细胞，骨关节炎，

软骨修复”和“exosomes，extracellular vesicles，mesenchymal stem cells，osteoarthritis，cartilage repair”，检索数据库分别为PubMed和
中国知网数据库，检索时限为2010-2023年，最后纳入100篇文献进行总结和分析。

结果与结论：①在间充质干细胞的培养过程中，提供有利于软骨细胞生长的物理环境，或添加软骨保护小分子、成软骨诱导因子和炎症因

子等刺激细胞，可以进一步提高间充质干细胞外泌体在维持软骨细胞表型、促进软骨再生和免疫抑制等方面的调控活性；因此，其他具有

相似特征的物理或化学因素，也有可能提升间充质干细胞外泌体治疗骨关节炎的疗效。②低氧诱导、脉冲电磁场刺激、生物反应器及软骨

保护分子(如人甲状旁腺素1-34)刺激等细胞培养方案具有安全、可规模化生产等优点，可用于制备临床用途的、疗效好的间充质干细胞外

泌体。③间充质干细胞外泌体有望实现骨关节炎的修正治疗，通过调整细胞培养方案提升治疗活性，可进一步提高其临床转化的可行性。

关键词：间充质干细胞；外泌体；骨关节炎；软骨修复；细胞培养；低氧诱导；预处理；三维培养；软骨保护因子；炎症因子
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Abstract
BACKGROUND: Exosomes derived from mesenchymal stem cells are prospective cell-free alternatives for treating osteoarthritis. Their therapeutic activity and 
clinical transformation potential can be further improved by adjusting cell culture condition. 
OBJECTIVE: To review the effect of cell culture conditions on exosome activity and to analyze its clinical transformation potential.
METHODS: Articles concerning osteoarthritis/cartilage repair and mesenchymal stem cell-derived exosomes were retrieved on CNKI and PubMed using 
“exosomes, mesenchymal stem cells, osteoarthritis or cartilage repair” as Chinese search terms and “exosomes or extracellular vesicles, mesenchymal stem cells, 
osteoarthritis or cartilage repair” as English search terms. The search time was from 2010 to 2023. Finally, 100 articles were included for summary and analysis. 
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0   引言   Introduction
骨关节炎是一种慢性退行性疾病，是关节疼痛和残

疾的主要原因，严重影响患者的生活质量。目前临床常用

的传统骨关节炎治疗药物，如非类固醇抗炎药等，仅能

控制症状和延缓疼痛，无法阻止或逆转骨关节炎的发展。

而晚期骨关节炎患者可能需要进行人工关节置换和截骨

手术来缓解疼痛等症状，这些手术可能导致术后僵硬、疼

痛、血栓栓塞和假体感染等严重并发症
[1]
。总之，目前的

临床骨关节炎治疗方案仅能缓解症状，不能有效抑制或逆

转关节的退化，因此亟需开发新型的骨关节炎治疗策略。

过去几十年来，用于治疗各种疾病和促进组织再生

的细胞疗法发展迅速，为治疗骨关节炎提供了新的途径。

间充质干细胞是一种可自我更新的多能干细胞，可定向

分化成软骨细胞实现软骨再生，而且间充质干细胞可以

对关节腔微环境进行调控实现透明软骨再生，是治疗骨

关节炎的理想种子细胞
[2]
。而随着该研究领域的发展，更

多的证据表明，间充质干细胞的调控功能在其促修复中

起关键作用，间充质干细胞通过分泌旁分泌因子调节关

节微环境，抑制炎症反应，促进组织再生
[3]
。

在间充质干细胞的旁分泌因子中，含有蛋白质、核

酸和脂质的外泌体在不同疾病中显示出应用前景。外泌

体是由细胞分泌而来的微小囊泡，粒径为 30-150 nm，外

泌体通过将核酸、蛋白质等从母细胞递送至受体细胞，

在细胞间通讯中发挥重要作用
[4]
。由间充质干细胞分泌的

外泌体具有与其母细胞相似的调控功能，可通过调控免

疫微环境、启动修复和再生来恢复关键细胞的功能，实

现疾病的治疗，有望发展为可替代间充质干细胞疗法的

无细胞治疗方案
[5]
。

在 2016 年，ZHANG 等
[6]
首次报道了胚胎干细胞来

源的间充质干细胞分泌的外泌体具有促进软骨缺损修复

的功能。之后大量研究证实多种不同组织来源的间充质

干细胞分泌的外泌体均具有治疗骨关节炎的潜能
[5]
。但间

充质干细胞分泌的外泌体并不总是有效，如 TAO 等
[7]
和

WANG 等
[8]
发现，来源于滑膜的间充质干细胞分泌的外

泌体虽然能提高软骨细胞的增殖和迁移，但抑制或不促

进其软骨细胞外基质的合成。而同样是滑膜液来源的间

充质干细胞分泌的外泌体，DUAN 等
[9]
的结果表明其不仅

能促进软骨细胞的增殖和迁移，也能促进细胞外基质Ⅱ

型胶原和蛋白聚糖的表达，并抑制分解代谢相关蛋白血

小板反应蛋白分解整合素金属肽酶的表达。由此说明，

间充质干细胞分泌的外泌体的活性在一定范围内，受细

RESULTS AND CONCLUSION: (1) During cell culture, providing a physical environment favorable for chondrocyte growth or adding chondroprotective small 
molecules, chondrogenic factors, or inflammatory factors, can further improve the regulatory activity of exosomes secreted by mesenchymal stem cells in 
maintaining chondrocyte phenotype, promoting cartilage regeneration, and immunosuppression. Therefore, other physical or chemical factors with similar 
characteristics may also improve the effects of exosomes secreted by mesenchymal stem cells for treating osteoarthritis. (2) Some treatments during cell 
culture, such as hypoxia induction, pulsed electromagnetic field stimulation, bioreactor, and chondroprotective molecule (e.g., human parathyroid hormone 
1-34) stimulation are safe and scalable, which allows for the production of clinical-grade exosomes secreted by mesenchymal stem cells for osteoarthritis 
treatment. (3) Mesenchymal stem cell exosomes are expected to achieve modified treatment of osteoarthritis, and the feasibility of clinical transformation can 
be further improved by adjusting the cell culture regimen to enhance the therapeutic activity.
Key words: mesenchymal stem cell; exosome; osteoarthritis; cartilage repair; cell culture; hypoxia induction; pretreatment; three-dimensional culture; 
chondroprotective molecule; inflammatory factor
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图 1 ｜ PubMed 及中国知网数据库文献检索策略图

PubMed 数据库 中国知网数据库

#1 mesenchymal stem cells [MeSH]
#2 extracellular vesicles [MeSH]
#3 exosomes [MeSH]
#4 osteoarthritis [MeSH]
#5 cartilage repair [MeSH]
#6 #1 AND #2 AND #4
#7 #1 AND #2 AND #5
#8 #1 AND #3 AND #4
#9 #1 AND #3 AND #5

#1 间充质干细胞 [ 主题词 ]
#2 外泌体 [ 主题词 ]
#3 骨关节炎 [ 主题词 ]
#4 软骨修复 [ 主题词 ]
#5 #1 AND #2 AND #3
#6 #1 AND #2 AND #4

胞培养条件、外泌体纯化方法等影响。

因此，为了最大程度地提高间充质干细胞分泌的外

泌体的活性，优化其制备过程中的细胞培养和外泌体纯

化储存等方案至关重要。而目前尚未有文章综述细胞培

养方案对间充质干细胞分泌的外泌体活性的影响，该文

将首次总结和讨论细胞培养条件对间充质干细胞分泌的

外泌体活性的影响。通过总结分析发现，在间充质干细

胞培养过程中，提供有利于软骨细胞生长的物理环境，

或添加软骨保护小分子、成软骨诱导因子、炎症因子等

刺激细胞，可以实现间充质干细胞分泌的外泌体调控功

能的提升。通过理解细胞培养过程中的各种因素对间充

质干细胞分泌的外泌体活性的影响，可为开发新型的细

胞培养方案打下基础，同时也为临床用途间充质干细胞

分泌外泌体的制备提供参考。

1   资料和方法   Data and methods
1.1   资料来源   
1.1.1   检索人及检索时间   第一作者于 2023 年 8 月进行检

索。

1.1.2   检索文献时限   2010 年 1 月至 2023 年 8 月。

1.1.3   检索数据库   PubMed 和中国知网数据库。

1.1.4   检索词   英文检索词为“exosomes，extracellular  
vesicles，mesenchymal stem cells，osteoarthritis，cartilage 
repair”；中文检索词为“外泌体，间充质干细胞，骨性

关节炎，软骨修复”。

1.1.5   检索文献类型   研究原著和综述。

1.1.6   检索策略   以 PubMed 及中国知网数据库检索策略

为例，见图 1。

1.1.7   检索文献量   初步共检索到文献 386 篇，包括中文

文献 47 篇 ( 中国知网数据库 )，英文文献 339 篇 (PubMed
数据库 )，最后纳入100篇，均为英文文献 (PubMed数据库 )。
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1.2   入组标准
1.2.1   纳入标准   通过文章标题与摘要进行初步筛选，通

过精读与泛读筛选出与研究相关的文献。

1.2.2   排除标准   研究内容与此综述无关的文章和重复性

研究。

1.3   文献质量评估和数据提取   对 386 篇文献阅读标题和

摘要内容进行初步筛选，最终通过全文阅读，共选择 100
篇相关文献进行总结和讨论，具体流程见图 2。

2012 年韩国开发了以脐血间充质干细胞为种子细胞的软

骨修复产品 Cartistem，该产品展现了良好的临床骨关节

炎治疗效果
[14-15]

。

基础研究表明，间充质干细胞在体内外特定条件下

被诱导分化为软骨细胞，可在软骨缺损部位发挥修复作

用，并增殖分化为功能性软骨或软骨样组织，如 XU 等
[16]

通过使用外泌体靶向递送 Kartogenin 进入滑膜液间充质干

细胞，促进其体内外成软骨分化，实现骨关节炎治疗。

除分化潜能外，间充质干细胞的旁分泌调控功能也在促

软骨修复中发挥着关键的作用，如 JIA 等
[17]

发现，未分

化的间充质干细胞比体外预成软骨分化的间充质干细胞

具有更好的透明软骨再生效果，关节腔注射的间充质干

细胞通过向周围环境分泌可溶性因子和外泌体，可以调

控免疫微环境，并促进细胞的增殖、迁移及合成代谢等，

从而实现软骨组织的再生。

2.3   间充质干细胞分泌的外泌体治疗骨关节炎概述   间充

质干细胞分泌的外泌体是间充质干细胞旁分泌调控中研

究最为广泛的因子，与间充质干细胞相比，间充质干细胞

分泌的外泌体更稳定，且易于制备、储存和运输，并有免

疫原性低、非致瘤性、临床安全性高和伦理风险低等优势。

无论是基础研究还是临床应用，间充质干细胞分泌的外

泌体相对来说都更有优势。 
在间充质干细胞分泌的外泌体的基础研究领域中，

ZHANG 等
[6]
于 2016 年首次发表了胚胎干细胞来源的间充

质干细胞分泌的外泌体具有促进软骨缺损修复功能的研

究结果，随后，大量研究表明多种不同组织来源的间充

质干细胞分泌的外泌体均具有治疗骨关节炎或软骨缺损

的潜能
[18]
。而一些相关的临床试验目前也在进行当中，

如智利安第斯大学正在开展一项临床Ⅰ期研究，探讨关

节腔注射同种异体来源间充质干细胞对轻度到中度骨关

节炎患者的治疗效果。

在关节腔中，间充质干细胞分泌的外泌体可以通过

其携带的蛋白和核酸分子，实现对软骨细胞、巨噬细胞、

滑膜细胞等的调控，见图 3。总之，目前在不同间充质

干细胞分泌的外泌体中发现的骨关节炎治疗活性蛋白分

子包括 Wnt5a/b[7]
、CD73[19]

、Annexin A1[20]
、Peroxiredoxin  

6[21]
，活性 RNA 分子有 miR-136-5p[22]

、miR-125a-5p[23]
、

miR-326[24]
、miR-127-3p[25]

、miR-3960[26]
、miR-100-5p[27]

、

miR-376c-3p[28]
、miR-155-5p[8]

、miR-31[29]
、miR-129-5p[30]

、 

miR-26a-5p[31]
、miR-23a-3p[32]

、miR1208[33]
、miR-181c-5p[34]

、 

Let-5e-7p[35]
、LncRNA-KLF3-AS1[36-38]

、LncRNA MEG-3[39]
、

LncRNA Malat-1 等
[40]
，这些分子可以调控软骨细胞中的重

要通路，如 YAP[7]
、AKT/ERK[19]

、mTOR 等
[27]
，来提高软骨

细胞增殖、合成、迁移及自噬水平，或降低软骨细胞凋

亡、衰老及分解等，或调控巨噬细胞的炎症响应情况等，

最终实现骨关节炎的抑制或逆转，除此以外，间充质干

细胞分泌的外泌体也可通过调控周围感觉神经元过度兴

奋来缓解骨关节炎的疼痛
[41]
。

尽管间充质干细胞分泌的外泌体在骨关节炎动物模

型中广泛显示出了有效性，但也有部分研究数据表明有

些间充质干细胞分泌的外泌体并无骨关节炎治疗效果，

文

献

检

索

共检索到 386 篇

文献，包括中文

文献 47 篇和英

文文献 339 篇

PubMed 及中国知

网数据库 ( 检索

时 限：2010 年 1
月至2023年8月 )

通过阅读标题和摘要，按

纳入、排除标准筛选文献，

最终纳入 100 篇英文文献

图 2 ｜文献筛选流程图

2   结果   Results 
2.1   骨关节炎治疗中存在的关键问题   骨关节炎是临床骨

科常见疾病，其临床症状包括关节疼痛、活动障碍、炎症、

关节变形、肌肉萎缩和残疾等。据统计，全球有超过 5
亿人受到骨关节炎影响，约 9.6% 的 60 岁以上男性和 18%
的 60 岁以上女性有骨关节炎症状

[10]
。因此，亟需开发新

型治疗方案，以满足临床骨关节炎治疗需求。

引起骨关节炎的因素很多，包括衰老、肥胖、损伤

及使用过度等，这些因素导致软骨损伤、软骨下骨重塑、

滑膜炎症激活、关节周围组织 ( 结缔组织和肌肉组织 ) 和
软组织 ( 韧带、肌腱和半月板 ) 退化，最终引起全关节损

伤和功能障碍
[11]
。骨关节炎的发病分子机制涉及多种细

胞和调控通路，如软骨细胞凋亡、软骨下骨的机械改变

或旁分泌、炎性滑膜成纤维细胞和髌下脂肪垫分泌的细

胞因子等均能造成软骨组织的退化，相关的调控分子如

蛋白质水解 / 代谢酶、炎性细胞因子、转化生长因子 β 和

miRNA 等，都能促进骨关节炎的发展
[11]
。

软骨组织退化后，软骨细胞受限于细胞外基质，不

能迁移到破损位置实现修复；同时软骨组织没有血供，导

致软骨细胞的增殖能力也有限。因此一旦发生退化，软骨

组织无法自行修复，这导致骨关节炎成为了一种难以治

愈的疾病。目前临床上没有治愈骨关节炎的方法，主要

通过全关节置换、透明质酸及非类固醇抗炎药等缓解疼

痛等症状。随着细胞治疗的兴起，自体软骨细胞移植和

基质辅助的自体细胞移植方法被用于软骨缺损等骨关节

疾病的治疗，这些方法通过将体外扩增的自体软骨细胞

植入关节腔内，以期通过补充软骨细胞来实现组织再生，

但该方法存在软骨细胞来源有限、需二次手术、体外扩增

软骨细胞易去分化等缺点，此外治疗后新生的组织是纤

维软骨，不具备透明软骨的相应特征。因此，以软骨细

胞为基础的治疗方案逐渐被间充质干细胞疗法所取代
[12]
。

2.2   间充质干细胞治疗骨关节炎概述   间充质干细胞可以

定向分化为软骨细胞，具有增殖能力强及来源广泛等优

点，研究证明关节腔注射间充质干细胞可以在缺损部位

再生出透明软骨，因此间充质干细胞成为了治疗骨关节

疾病的理想种子细胞。多种不同来源的间充质干细胞已

成功进入治疗骨关节炎的临床试验阶段，随访结果显示

间充质干细胞具有积极的骨关节炎治疗效果
[13]
。此外，
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或者疗效不显著。如 ARÉVALO-TURRUBIARTE 等
[42]

发现来

源于马滑膜液间充质干细胞分泌的外泌体并不能有效抑

制软骨细胞中由白细胞介素 1β 刺激产生的金属基质蛋白

酶 13。由于外泌体是细胞的分泌产物，其活性受细胞来源、

细胞培养条件、纯化方法等影响，而合理调整细胞培养

条件能有效提高间充质干细胞分泌的外泌体治疗活性。

2.4   细胞培养条件对间充质干细胞分泌的外泌体治疗骨关
节炎潜能的影响   外泌体是细胞分泌的具有膜结构的小囊

泡，其特征由母细胞的特征和状态所决定，而细胞培养

条件能够显著影响细胞的状态。因此，在制备间充质干

细胞或间充质干细胞分泌的外泌体用于骨关节炎治疗时，

可以在细胞培养过程中，引入一些有利于软骨细胞的因

素，来提高其治疗活性。图 4 归纳了通过调整细胞培养

方案提升间充质干细胞分泌的外泌体治疗骨关节炎潜能

的相关研究
[43-58]

。在培养基中加入一些具有关节软骨保护

功能的分子，可以提高间充质干细胞分泌的外泌体的骨

关节炎治疗活性；同时，成软骨分化后的间充质干细胞

也能分泌有利于软骨修复的外泌体；此外，在体内软骨

细胞处于无血管的低氧环境中，同时软骨细胞生长在致

密的细胞外基质中，因此支架辅助 / 三维培养和低氧等的

培养环境有利于软骨细胞的基质合成，也有利于间充质

干细胞的成软骨分化；间充质干细胞的免疫调控功能还

会受到炎性因子的激活。

2.4.1   软骨保护因子刺激   软骨保护因子可以通过调节细

胞信号通路，来促进软骨细胞的增殖和基质合成，或者

抑制炎性软骨细胞的凋亡和基质代谢。相应的信号通路

也可能在间充质干细胞被激活或抑制，最终改变间充质

干细胞分泌的外泌体的活性成分。

转化生长因子 β 家族蛋白在软骨细胞中发挥重要的

调控功能，能够有效促进软骨细胞的生长和基质合成，

临床试验表明高表达转化生长因子 β1 的软骨细胞可用于

骨关节炎治疗
[59]
。使用转化生长因子β刺激间充质干细胞，

可以显著提高其分泌外泌体的调控功能
[43-44，60-62]

。WANG
等

[44，60-61]
使用转化生长因子 β1 刺激间充质干细胞，所得

的间充质干细胞分泌的外泌体高表达 miR-135b，能够下

调软骨细胞中特异性蛋白 1，促进软骨细胞增殖；能够靶

向滑膜巨噬细胞中的 MAPK6，抑制炎症；抑制破骨细胞

中的 MAPK 通路，抑制破骨细胞形成，从而阻止软骨退化、

阻止异常的血管生成、缓解疼痛，最终促进软骨修复。

Kartogenin (KGN) 是 2012 年科学家筛选出的具有软骨

保护功能的小分子，它能通过调控 CBFβ-RUNX1 通路诱导

间充质干细胞的成软骨分化
[63]
，因此 KGN 处理也能提升

间充质干细胞分泌的外泌体的骨关节炎治疗活性
[45，64-65]

。 

LIU 等
[45]

使用 KGN 处理细胞 48 h，发现处理组间充质干

细胞分泌的外泌体能更好地维持软骨细胞的表型，相较

于对照间充质干细胞分泌的外泌体，处理组间充质干细

胞分泌的外泌体不抑制 RUNX1，这可能是 KGN 处理提升

间充质干细胞分泌的外泌体治疗活性的内在分子机制；

同时处理组间充质干细胞分泌的外泌体还能有效降低骨

关节炎软骨组织中Ⅰ型胶原的表达。

姜黄素是一种多酚类化合物，具有抗氧化作用，可

抑制骨关节炎的发生和发展。有研究指出，骨关节炎患

者每日摄取姜黄素，可有效缓解疼痛、改善行动能力
[66]
。

由姜黄素处理间充质干细胞后分泌的外泌体可以促进软

图注：调整细胞培养条件可以提高间充质干细胞分泌的外泌体的调控功

能，目前已有的报道表明，通过使用软骨保护因子刺激 ( 从 2017 年开

始 )、成软骨诱导分化 ( 从 2018 年开始 )、使用生物支架材料培养 ( 从
2019 年开始 )、改变物理环境培养 ( 从 2020 年开始 )、炎症因子刺激 ( 从
2020 年开始 ) 间充质干细胞能够提高其分泌外泌体的骨关节炎治疗活

性。PTH(1-34) 为人甲状旁腺素 (1-34)；IFN-γ 为 γ 干扰素；IL-1β 为白细

胞介素 1β；TNF-α 为肿瘤坏死因子 α；TGF 为转化生长因子。

图 4 ｜“调整细胞培养条件以提升间充质干细胞分泌的外泌体骨关节炎

治疗潜能”相关研究的时间脉络图

软骨保护因子刺激
TGF-β3
TGF-β1

KGN
姜黄素

PTH(1-34)

成软骨诱导
成软骨诱导培养基 ( 含 TGF-β3)

软骨细胞共培养
原弹性蛋白处理

应用生物支架材料
透明质酸涂布的培养皿

脱细胞细胞外基质

物理环境控制
生物反应器
低氧诱导

脉冲电磁场

炎症因子刺激
IFN-γ

骨关节炎滑膜液
脂多糖

IL-1β、poly I:C、TNF-α

2017 年 COSENZA 等
[43]

2018 年 WANG 等
[44]

2020 年 LIU 等
[45]

2020 年 QIU 等
[46]

2022 年 SHAO 等
[47]

2018 年 MAO 等
[48]

2022 年 ESMAEILI 等 [49]

2023 年 MENG 等
[50]

2019 年 RAGNI 等 [51]

2023 年 ZHANG 等
[52]

2020 年 YAN 等
[53]

2021 年 XUE 等
[54]

2022 年 XU 等
[55]

2020 年 RAGNI 等 [56]

2021 年 RAGNI 等 [57]

2021 年 DUAN 等
[9]

2021 年 KIM 等
[58]

图注：间充质干细胞分泌的外泌体进入软骨细胞后，其携带的蛋白、核

酸分子可以上调软骨细胞的合成代谢、增殖、迁移、自噬，还可下调

软骨细胞的分解代谢、凋亡、炎症、衰老和疼痛。目前在不同间充质

干细胞分泌的外泌体中发现的骨关节炎治疗活性蛋白分子包括 Wnt5a/
b[7]

、CD73[19]
、Annexin A1[20]

、Peroxiredoxin 6[21]
，活性 RNA 分子有 miR-

136-5p[22]
、miR-125a-5p[23]

、miR-326[24]
、miR-127-3p[25]

、miR-3960[26]
、

miR-100-5p[27]
、miR-376c-3p[28]

、miR-155-5p[8]
、miR-31[29]

、miR-129-
5p[30]

、miR-26a-5p[31]
、miR-23a-3p[32]

、miR1208[33]
、miR-181c-5p[34]

、Let-
5e-7p[35]

、LncRNA-KLF3-AS1[36-38]
、LncRNA MEG-3[39]

、LncRNA Malat-1[40]
。

Wnt5a/b 为 Wnt 家族成员 5a/b；Annexin A1 为膜黏连蛋白 A1 抗体；

Peroxiredoxin 6 为过氧化物酶。

图 3 ｜间充质干细胞分泌的外泌体通过携带的活性蛋白、RNA 分子实现

对软骨细胞的调控

蛋白质：
Wnt5a/b
CD73
Annexin A1
Peroxiredoxin 6

RNA:
miR-136-5p
miR-125a-5p
miR-326
miR-127-3p
miR-3960
miR-100-5p
miR-376c-3p
miR-155-5p
miR-31
miR-129-5p
miR-26a-5p
miR-23a-3p
miR1208
miR-181c-5p
Let-5e-7p
LncRNA-KLF3-AS1
LncRNA MEG-3
LncRNA Malat-1
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骨细胞的增殖、抑制凋亡，并有效缓解骨关节炎病变
[46]
，

机制研究发现姜黄素处理间充质干细胞后分泌的外泌体高

表达 miR-124 和 miR-143，分别靶向抑制核因子激活的 B
细胞的 κ-轻链增强和 ROCK1/TLR9 信号通路，从而抑制软

骨降解。

人甲状旁腺素 1-34[parathyroid hormone (1-34)，PTH 
(1-34)] 是一种治疗骨质疏松症的多肽类激素，研究表明

PTH (1-34) 通过调节 PI3K/AKT 信号通路，促进软骨细胞增

殖和基质合成，抑制软骨降解，具有骨关节炎治疗潜力
[67]
。

使用 PTH (1-34) 预处理的间充质干细胞所分泌的外泌体通

过抑制炎症因子的产生，显现出了更强的抑炎活性，并促

进软骨细胞的增殖、迁移和基质合成
[47]
。

软骨保护因子刺激的方法通过使用活性分子刺激间

充质干细胞，其细胞培养液的成分相对简单，处理时间较

短。使用的活性分子中，PTH(1-34) 是临床药物，姜黄素

是食物提取物，安全性好，可用于制备临床用途的间充

质干细胞分泌的外泌体。此外，褪黑素、淫羊藿苷和二

甲双胍等也被报道具有骨关节炎治疗活性
[68-70]

。因此，在

间充质干细胞细胞培养过程中，加入软骨保护因子进行刺

激，可有效提升间充质干细胞分泌的外泌体的骨关节炎疗 

效
[71-75]

，具体相关研究进展见表 1。
2.4.2   成软骨诱导间充质干细胞   在特定培养条件下，间

充质干细胞可以定向诱导分化为脂肪、骨及软骨等细胞，

在细胞定向分化过程中，其分泌的外泌体性质也会发生变

化。WANG 等
[71]

发现，不同分化阶段间充质干细胞产生

的外泌体具有不同的生物学特征，分化阶段末期分泌的外

泌体具有分化诱导功能。因此，对间充质干细胞进行成软

骨诱导，也是一种提高间充质干细胞分泌的外泌体骨关节

炎治疗活性的有效方法
[72-78]

，见表 2。
与软骨细胞共培养，是一种有效的间充质干细胞成

软骨诱导方案，在共培养体系中，软骨细胞与间充质干细

胞互相调控，诱导效率高，并能有效抑制肥大化
[72]
。因此，

与软骨细胞共培养也是一种提高间充质干细胞分泌的外泌

体骨关节炎治疗活性的策略。HOSSEINZADEH 等
[73]

将不同

比例的间充质干细胞和软骨细胞共培养，所得的间充质干

细胞分泌的外泌体能促进间充质干细胞的成软骨分化，提

高共培养体系中软骨细胞的比例 (4 ∶ 1) 可进一步提高促

软骨分化能力和骨关节炎治疗活性。ESMAEILI 等 [49]
使用

三维生物反应器共培养软骨细胞和间充质干细胞，提高了

间充质干细胞分泌的外泌体的产量，还进一步加强了其骨

关节炎治疗活性。

除与软骨细胞共培养外， 转化生长因子 β3 也是一种

常用的成软骨诱导因子，转化生长因子 β3 可以通过 Smad
通路上调 SOX9 的表达，从而促进细胞外基质Ⅱ型胶原等

的表达
[74]
。MAO 等

[48]
使用含转化生长因子 β3 的成软骨

诱导培养基诱导间充质干细胞，所得的间充质干细胞分泌

的外泌体高表达 miR-92a-3p，而 miR-92a-3p 可以通过靶

向软骨细胞中的 Wnt5a 促进间充质干细胞增殖、促进软

骨细胞的基质合成、抑制动物模型中的骨关节炎进展。此

外，成软骨诱导也能使间充质干细胞分泌的外泌体中高表

达 miR-320c、circRNA_0001236 和 miR-455 等具有软骨保

表 1 ｜使用具有软骨保护功能的分子刺激间充质干细胞以提高其分泌的
外泌体的骨关节炎治疗活性相关研究汇总

第一作者 发表

年份

细胞培养方案 对间充质干细胞分泌的

外泌体 骨关节炎治疗

活性的改变

相关分子机

制

COSENZA[43] 2017 使用转化生长因子
β3 (10 ng/mL) 预处理
24 h， 然后更换培养

基用于外泌体收集

使软骨细胞中的合成代

谢基因上调、分解代谢

基因下调

未描述

WANG[44，60-61] 2018，
2021，
2022

使用转化生长因子
β1 (10 ng/mL) 处理
24 h

促进软骨细胞增殖、抑

制滑膜巨噬细胞炎症、

抑制破骨细胞生成；在

骨关节炎动物模型中，

防止软骨退化、阻止异

常的血管生成、缓解疼

痛、促进软骨组织的修

复

高表达 miR-
135b，下调软

骨细胞中的
Sp1、靶向滑膜

巨噬细胞中的
MAPK6、抑制

破骨细胞中的
MAPK 通路

LIU[45] 2020 使用 1 μmol/L KGN 处

理细胞 48 h，然后收

集培养基用于外泌体

纯化

能更好地提升软骨细胞

的软骨表型、不会抑制
RunX1( 未处理组外泌体

抑制 RunX1)；在大鼠软

骨缺损模型中显示出了

更好的修复效果，并降

低了Ⅰ型胶原的表达

未描述

QIU[46] 2020 姜黄素：无详细实验

方案

在软骨细胞中，促进增

殖，抑制凋亡；在骨关

节炎小鼠模型中，能更

有效地缓解骨关节炎退

变

调控 miR-
124/ 核转

录因子 κB
和 miR-143/
ROCK1/TLR9
信号通路

SHAO[47] 2022 使用 PTH(1-34) 预处

理 6 h， 然后更换培

养基用于外泌体收集

在白细胞介素 1β 诱导

的骨关节炎软骨细胞

中，显示出了更强的抑

炎活性，能更有效地促

进增殖、迁移和基质合

成

可能通过抑

制炎症因子

的产生

SHAO[64] 2021 使用 10 μmol/L KGN
处理细胞 72 h，然后

收集培养基用于外泌

体纯化

能更好地促进间充质干

细胞的成软骨分化、提

高软骨细胞的增殖能力

和基质合成；在兔软骨

缺损模型中能更有效地

促进软骨修复

未描述

XIE[65] 2022 使用 5 μmol/L KGN 处

理细胞 72 h，然后收

集培养基用于外泌体

纯化

能更有效地促进间充质

干细胞的增殖、迁移和

成软骨分化，更能抑制

间充质干细胞的凋亡和

软骨溶解

未描述

NGUYEN[62] 2022 使用 10 ng/mL 转化

生长因子 β 培养细胞
48 h，收集培养基上

清用于外泌体纯化

处理后的外泌体不能促

进软骨细胞增殖；促进

软骨细胞迁移水平与未

处理组相当；在软骨细

胞中，上调Ⅱ型胶原和

蛋白聚糖，下调Ⅰ型胶

原和 Runx2

下调 miR-320-
3p、miR-181-
3p ( 软骨再生

的负调控因

子 )

表注：Sp1 为特异性蛋白 1；MAPK6 为丝裂原激活蛋白激酶；PTH(1-34) 为人甲状

旁腺素 (1-34)；Runx 为 Runt 相关转录因子。

护功能的 RNA 分子
[75-77]

。CASANOVA 等
[78]

还发现，成软

骨诱导会改变间充质干细胞分泌的外泌体的蛋白表达谱，

从而提高其成软骨诱导能力。

原弹性蛋白是一种可变剪切的细胞外基质蛋白，它

可以促进间充质干细胞的黏附、增殖、表型维持、成软

骨分化，还可以通过促进间充质干细胞的关节腔黏附和

迁移来抑制骨关节炎的进展
[79]
。MENG 等

[50]
发现使用原

弹性蛋白处理间充质干细胞，可以提高间充质干细胞分

泌的外泌体中 miR-451-5p 的表达水平，并提高软骨细胞

的基质合成水平和骨关节炎治疗活性。

综上所述，对间充质干细胞进行成软骨诱导，可以

显著提高间充质干细胞分泌的外泌体的骨关节炎治疗活
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性。但成软骨诱导过程需使用复杂的诱导条件，且诱导

时间较长，不利于临床转化。

2.4.3   应用生物支架材料   在生理状态下，软骨细胞生长

在细胞外基质中，与细胞外基质之间的相互作用有利于

维持其表型
[80]
。由软骨细胞外基质构成的支架材料还能

诱导间充质干细胞成软骨分化，ZHENG 等
[81]

发现，基于

胶原蛋白的水凝胶可以诱导间充质干细胞的体内成软骨

分化。因此，将间充质干细胞培养在生物材料支架上，

也可提高其间充质干细胞分泌的外泌体的调控功能
[51-52]

，

见表 3。

表 2 ｜对间充质干细胞进行成软骨诱导以提高其分泌外泌体的骨关节炎
治疗活性相关研究汇总

第一作者 发表

年份

细胞培养方案 对间充质干细胞分

泌的外泌体骨关节

炎治疗活性的改变

相关分子机制

MAO[48] 2018 成软骨分化：细胞

微团培养，使用成

软骨诱导培养基
( 含转化生长因子
β3) 诱导

使得外泌体中 miR-
92a-3p 表达水平升

高，可促进间充质

干细胞增殖、促进

软骨细胞中的基质

合成基因表达、抑

制骨关节炎进展和

软骨组织的严重损

伤

高表达 miR-92a-
3p，靶向软骨细

胞中的 Wnt5a

ESMAEILI[49] 2022 与软骨细胞共集落

培养：3 ∶ 1 的比

例与软骨细胞共集

落培养于旋转反应

器，培养 8 d

提高外泌体产量；

相较于集落培养的

间充质干细胞或软

骨细胞，共培养产

生的外泌体能更有

效地抑制骨关节炎

进展

未描述

MENG[50] 2023 原弹性蛋白预处理：

使用原弹性蛋白处

理细胞 48 h

促进软骨细胞的基

质合成，提升骨关

节炎治疗活性

高表达 miR-451-
5p

HOSSEINZADEH[73] 2023 与软骨细胞共培养：

按不同比例与软骨

细胞共微团培养于

成软骨诱导培养基

中 21 d

促进间充质干细胞

的成软骨分化，

高软骨细胞比例
(4 ∶ 1) 能更有效地

促进间充质干细胞

成软骨分化，在大

鼠骨关节炎模型中

也显示除了更优的

治疗活性

未描述

SUN[75] 2019 成软骨分化：细胞

微团培养，使用成

软骨诱导培养基
( 含转化生长因子
β3) 诱导 14 d

使得外泌体中 miR-
320c表达水平升高，

对骨关节炎软骨细胞

具有软骨保护作用，

并能促进间充质干

细胞的成软骨分化

141miRNAs 差异

表达，其中 miR-
320c 显著上调

MAO[76] 2021 成软骨分化：细胞

微团培养，使用成

软骨诱导培养基
( 含转化生长因子
β3) 诱导 21 d

使得外泌体中
circRNA_0001236 表

达水平升高，能更

好地促进成软骨分

化间充质干细胞的

合成、抑制其分解

代谢，也能减缓骨

关节炎进展

高表达
circRNA_0001236
阻断软骨细胞的
miR-3677-3p 从而

激活 Sox9

SUN[77] 2022 转化生长因子 β3： 

使用转化生长因子
β3(50 ng/mL) 诱导
7 d 后，更换培养

基用于收集外泌体

能更有效地促进间

充质干细胞成软骨

分化；能更有效地

促进软骨修复，并

逆转骨关节炎进展

高表达 miR-
455，从而激活

软骨细胞中的
SOX11/FOXO 信

号通路

CASANOVA[78] 2021 成软骨分化：细胞

集落培养，使用成

软骨诱导培养基
( 含转化生长因子
β3) 诱导 21，24，
28 d 后，收集培养

基用于外泌体纯化

固定在纳米纤维上

后能够诱导间充质

干细胞成软骨分化

蛋白表达谱发生

改变

表注：Wnt5a 为 Wnt 家族成员 5a；SOX11/FOXO 为 Sox 家族蛋白 11/ 叉头框蛋白 O3。

表 3 ｜使用新型生物支架材料培养间充质干细胞以提高其分泌的外泌体
的骨关节炎治疗活性相关研究汇总

第一作者 发表

年份

细胞培养方案 对间充质干细胞分泌的外泌

体骨关节炎治疗活性的改变

相关分子机

制

RAGNI[51] 2019 细胞培养在透明质酸

涂布后的培养皿上，
24 h 后，收集培养液

用于外泌体纯化

提高外泌体产量，促进成纤

维样化膜细胞的外泌体摄取

上调 CD44，
以提高细胞

对外泌体的

摄取

ZHANG[52] 2023 细胞一直培养在脱细

胞细胞外基质涂布的

培养皿上

在白细胞介素 1β 诱导的软

骨细胞中，能更好地促进增

殖、合成、迁移和凋亡抑制；

在 DMM 诱导的骨关节炎小

鼠模型中，有更好的软骨再

生效果

上调 miR-
3473b，以靶

向 PTEN 来激

活 PTEN/AKT
信号通路

生物支架材料培养间充质干细胞可以通过提高间充

质干细胞分泌的外泌体表面特定受体的表达，来提高受体

细胞对间充质干细胞分泌的外泌体的吸收
[51]
。RAGNI 等 [51]

使用透明质酸涂层的培养皿培养间充质干细胞，得到的

间充质干细胞分泌的外泌体高表达 CD44( 透明质酸受体 )，
间充质干细胞分泌的外泌体上的 CD44 可以通过与成纤维

样滑膜细胞表面自然分泌的透明质酸识别，从而提高细

胞对间充质干细胞分泌的外泌体的摄取，最终实现骨关

节炎治疗。

脱细胞细胞外基质是由胶原和非胶原蛋白构成的纤

维网状支架，它通过模拟细胞外基质环境可以促进间充质

干细胞增殖和成软骨分化，因此受到软骨组织工程领域

的瞩目
[82]
。脱细胞细胞外基质也可以提高间充质干细胞

的旁分泌功能，ZHANG 等
[52]

发现使用脱细胞细胞外基质

支架培养的间充质干细胞分泌的外泌体，可以更有效地

促进骨关节炎样软骨细胞的增殖、合成、迁移和凋亡抑制，

并促进骨关节炎小鼠模型中的软骨再生，机制研究发现

脱细胞细胞外基质培养可以提高间充质干细胞分泌的外

泌体中的 miR-3473b，实现软骨细胞中 PTEN/AKT 信号通

路激活。

生物材料支架通过模拟细胞微环境，可以提高间充

质干细胞的增殖和定向分化能力，是软骨组织工程的三

要素之一。而上述研究结果表明，支架材料还可用于制

备高骨关节炎治疗潜能的间充质干细胞分泌的外泌体，

这进一步拓宽了生物支架材料的应用范围。不过，目前

用于临床骨关节炎或软骨缺损治疗的支架材料造价高，

不利于大规模制备和成本控制，因此临床转化潜能有限。

2.4.4   不同的物理培养条件对间充质干细胞分泌的外泌体

活性的影响   软骨细胞生长在致密无血管的软骨组织中，

因此，在体外培养时使用细胞微团及低氧等方式培养的软

骨细胞更能维持正常活性和功能
[83-84]

。此外，正常的软骨

组织在关节活动中，会遭受到各种应力的作用，如剪切力、

压力等，因此适当的力学刺激也能促进软骨细胞的机制

合成
[85]
。此外，脉冲磁场等物理刺激被发现具有促进骨、

软骨再生的潜能
[86]
。而相应地，这些物理刺激作用于间

充质干细胞，也能促进其成软骨分化
[85，87]

，提高间充质

干细胞分泌的外泌体的骨关节炎治疗活性。

研究表明，通过低氧 (1%-5%O2) 刺激间充质干细胞，

能提高间充质干细胞的增殖潜能和旁分泌功能，而对于软

骨细胞来说，低氧刺激可以诱导表达缺氧诱导因子 1，调
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控自噬等通路抑制软骨细胞的退化
[84]
。使用低氧刺激间

充质干细胞，能够有效提高间充质干细胞分泌的外泌体

的治疗活性，包括心肌损伤
[2]
、脊髓损伤

[88]
、骨关节炎 

等
[54，89-91]

。多项研究表明，低氧培养条件下制备所得的间

充质干细胞分泌的外泌体能更有效地促进软骨细胞的增

殖和合成、抑制凋亡和分解
[54，89-91]

。一些活性 miRNA 分

子被认为是低氧间充质干细胞分泌的外泌体活性提高的

原因，如 RONG 等
[89]

发现低氧刺激下，间充质干细胞高

表达缺氧诱导因子 1α，促使其分泌的外泌体高表达 miR-
216a-5p，miR-216a-5p 靶向抑制 JAK2，从而调控 JAK2/
STAT3 信号通路实现其对软骨细胞的调控作用。YANG 等

[90]

证实低氧条件下，间充质干细胞的旁分泌调控功能显著提

高，而间充质干细胞分泌的外泌体在其中发生关键作用。

生理状态下，软骨细胞生长在有细胞外基质构成的

三维支架中，而关节处于持续活动中，因此 3D 培养、支

架材料、适当的应力刺激等对软骨细胞维持正常功能和

间充质干细胞成软骨分化都是有利因素。3D 细胞培养生

物反应器通过使用支架载体实现 3D 培养，并通过搅拌和

旋转等对细胞产生应力刺激
[92-93]

，相比二维培养可以更

准确地模拟细胞在体内的生理环境，不仅能满足规模化

生产的需求，还能提高细胞或细胞产物的治疗活性。3D
生物反应器也可用于提高间充质干细胞分泌的外泌体的

骨关节炎治疗活性，如 YAN 等
[53]

使用中空纤维支持生物

反应器培养间充质干细胞，其分泌外泌体的产量提高了

7.5 倍，其软骨调控活性也显著增加，在兔软骨缺损模型

中也显现出了更有效的修复效果，进一步的机制研究表

明，3D 生物反应器培养所得的间充质干细胞分泌的外泌

体可以激活转化生长因子 β1 和 Smad2/3 信号通路，实现

其调控功能的提升。PHELPS 等
[92]

使用搅拌悬浮生物反应

器培养间充质干细胞，所得的间充质干细胞分泌的外泌

体可促进间充质干细胞中软骨相关基因的表达；通过模

拟微重力而开发的旋转细胞培养系统 (Rotatory cell culture 
system，RCCS)通过细胞产生应力刺激来改变细胞的状态，

使用 RCCS 培养间充质干细胞，不仅能提高间充质干细胞

分泌的外泌体的产量，还能提高其对骨关节炎软骨细胞

的调控活性，进一步的机制研究发现，RCCS 能够上调间

充质干细胞分泌的外泌体中的 LncH19 的表达水平，通过

阻断骨关节炎软骨细胞中的 miR-29b-3p 使 FoxO3 上调，

从而实现功能提升。

除模拟软骨细胞生理状态的物理刺激外，脉冲式磁

场刺激可用于临床骨关节炎治疗，刺激软骨组织再生
[86]
。

因此，当使用脉冲式磁场刺激间充质干细胞时，所得的

间充质干细胞分泌的外泌体能更有效地抑制软骨细胞和

软骨组织的退化。

使用低氧、生物反应器、应力或磁场刺激能提高间

充质干细胞分泌的外泌体的骨关节炎治疗活性；与使用化

学分子或细胞因子刺激相比，改变这些物理条件不会在最

终的间充质干细胞分泌的外泌体产物中引入额外的因子，

相对来说是一种更为清洁的、可提升间充质干细胞分泌

的外泌体活性的方法；同时生物反应器是规模化生产间

充质干细胞分泌的外泌体的一种培养方式，因此，上述

表 4 ｜通过改变细胞培养的物理条件提高间充质干细胞分泌的外泌体的
骨关节炎治疗活性相关研究汇总

第一作者 发表

年份

细胞培养方案 对间充质干细胞分泌的外泌体 
骨关节炎治疗活性的改变

相关分子机

制

YAN[53] 2021 3D 培养 ( 中空纤

维生物反应器 )：
每隔 2 d 收集 1 次

条件培养基 ( 细胞

培养过程中使用

无外泌体血清 )

外泌体产量提高 7.5 倍；在软

骨细胞中，促进增殖、迁移、

基质合成和抑制凋亡的活性提

高；在兔软骨缺损模型中，展

现出了更高的疗效

部分原因是

激活了转化

生长因子 β1
和 Smad2/3 
信号通路

XUE[54] 2021 低氧：1% O2，培

养 24 h
促进软骨祖细胞的迁移和增

殖，能更有效地提高基质合成

未描述

XU[55] 2022 脉冲电磁场：细

胞在磁场 ( 脉冲持

续时间 300 μs， 
强度为 1 mT， 频
率为 75Hz) 中刺激
30 min，无血清培

养基中培养 24 h

在白细胞介素 1β 诱导的软骨

细胞中，更有效地抑制炎症和

基质降解；在骨关节炎大鼠模

型中，能更有效地抑制软骨退

化

未描述

RONG[89] 2021 低氧：1% O2，无

血清培养基中培

养 48 h

提升外泌体产量；促进软骨细胞

吸收；更有效地促进软骨细胞的

增殖和迁移， 其凋亡；在大鼠骨

关节炎模型中，更有效地抑制了

骨刺的形成和软骨降解

促进 miR-
216a-5p 的表

达，以靶向
JAK2/STAT3 信

号通路

YANG[90] 2023 低氧：5% 和 1% 
O2，培养 24 h

使用低剂量即可实现大鼠骨软

骨缺损修复，并减缓关节炎症；

促进软骨细胞的增殖、迁移和

基质合成，抑制软骨细胞中白

细胞介素1β诱导的衰老、炎症、

基质降解；抑制促炎巨噬细胞

的活性

未描述

CHANG[91] 2023 低氧：1%O2，培

养 48 h
能更有效地促进正常软骨细胞

中的 GAG 合成；促进骨关节炎

样软骨细胞的 GAG 和Ⅱ型胶原

表达，抑制纤维化、退化、基

质降解、炎症相关蛋白表 

达；在大鼠骨关节炎模型中，

抑制骨关节炎的进展

活性 miRNA
分子

PHELPS[92] 2022 搅拌悬浮生物反

应器：微载体
(Cytodex 3)，搅拌

速度 80 r/min，无

血清培养基中培

养 72 h

促进间充质干细胞中软骨相关

基因的表达

未描述

YAN[93] 2021 剪切力：微载

体 (Cytodex 3)，
RCCS， 36 r/min，
无血清培养基中

培养 48 h

提高了外泌体的产量； 在软骨

细胞和大鼠软骨缺损模型中展

现出了更好的调控活性

促进外泌体

中 LncRNA 
H19 的表达，

进而阻断
miR-29b-3p 使
FoxO3 上调

表注：GAG 为糖胺聚糖；RCCS 为旋转式细胞培养系统。

方法均具有巨大的临床应用前景。相关的细胞培养方案

也被用于制备临床用途的间充质干细胞
[94-95]

，FREITAG等
[95]

使用低氧的方法培养间充质干细胞，用于骨关节炎治疗，

通过 30 例临床患者验证了间充质干细胞治疗骨关节炎的

有效性。

因此，通过改变细胞培养的物理条件提高间充质干

细胞分泌的外泌体的骨关节炎治疗活性，见表 4。

2.4.5   炎症因子刺激   间充质干细胞的调控功能受到组织

来源和炎性环境的影响，如肿瘤坏死因子 α、白细胞介素

1β 和 γ 干扰素等促炎因子可以激活间充质干细胞的免疫

抑制表型，参与组织再生
[96-97]

。同样，间充质干细胞的旁

分泌潜能也会受到炎性环境的影响，炎症因子刺激间充

质干细胞分泌的外泌体中，蛋白和 RNA 组成发生了显著

的改变；同时，炎症刺激还会促进外泌体的分泌
[98]
。
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在骨关节炎生理状态下，关节腔内的间充质干细胞

在炎性环境的刺激下，可以释放一些与合成代谢、抗纤维

化、抗凋亡、免疫抑制等相关的因子，从而减缓关节退 

化
[99]
，因此，使用骨关节炎滑膜液培养间充质干细胞，可

以刺激产生促修复效果更好的外泌体。RAGNI 等 [57]
使用含

50% 骨关节炎滑膜液的培养液培养间充质干细胞，所获的

外泌体较未处理组差异表达 223 个 miRNAs，这些 miRNAs
与 M2 巨噬细胞极化、T 细胞增殖抑制、Treg 增殖促进、软

骨保护及免疫细胞趋化相关，显现出治疗骨关节炎的潜力。

使用炎症因子刺激间充质干细胞，可以提高间充质

干细胞的产量
[56]
，也可以通过改变间充质干细胞分泌的

外泌体的蛋白、RNA 组成提高其抑制免疫和促进再生的

功能
[56，58，100]

。干扰素 γ 是一种多效细胞因子，具有免疫

调节、抗病毒及抗肿瘤活性，使用干扰素 γ 处理间充质干

细胞，可以提高间充质干细胞分泌的外泌体的产量，并

提高外泌体中与免疫调控、软骨保护相关 miRNAs 的表达

水平
[56]
。除干扰素 γ 外，白细胞介素 1β 及肿瘤坏死因子

α 也被用于刺激间充质干细胞，提高间充质干细胞分泌的

外泌体调控活性
[58，100]

。如 KIM 等
[58]

分别使用白细胞介

素 1β、干扰素 γ 及肿瘤坏死因子 α 刺激间充质干细胞，

产生的间充质干细胞分泌的外泌体具有显著提高的抑炎

活性，机制研究炎症因子的刺激可以上调间充质干细胞

分泌的外泌体中的 miR-147b，从而靶向软骨细胞中的核

转录因子 κB 信号通路，实现炎症抑制；动物实验证明，

由白细胞介素 1β 及干扰素 γ、肿瘤坏死因子 α 刺激产生

的间充质干细胞分泌的外泌体可再生透明软骨
[100]

。但炎

性因子刺激并不一定会提高间充质干细胞分泌的外泌体

的调控功能，如 NGUYEN 等 [62]
发现干扰素 α、肿瘤坏死

因子 α 刺激产生的间充质干细胞分泌的外泌体虽然能下

调间充质干细胞分泌的外泌体中的软骨负调控因子 miR-
181-3p，但细胞实验表明，该间充质干细胞分泌的外泌体

并不能有效促进软骨细胞的增殖、迁移和基质合成。

除炎症因子外，脂多糖、poly I：C 等免疫激活因子，

也能刺激间充质干细胞，提高间充质干细胞分泌的外泌

体的治疗活性。KIM 等
[58]

发现，poly I：C 与白细胞介素

1β、干扰素 γ 及肿瘤坏死因子 α 等因子的刺激效果类似，

可以上调间充质干细胞分泌的外泌体中的 miR-147b，从而

通靶向软骨细胞中的核转录因子 κB 信号通路抑制炎症。

使用脂多糖刺激间充质干细胞后分泌的外泌体能更有效地

促进软骨细胞增殖和基质合成、抑制其凋亡和分解代谢，

抑制骨关节炎进展
[9]
。

炎症因子等的刺激，可以提高间充质干细胞分泌的外

泌体的免疫调节和促修复作用，但这些方法进行临床转化

存在一定困难：炎症因子价格较为昂贵，增加生产成本；

受现有外泌体纯化方案的限制，引入培养液的炎症因子

等，可能会残留于最终的间充质干细胞分泌的外泌体中，

引起副反应；从相关文献总结可以看出，炎症因子刺激不

一定能提高间充质干细胞分泌外泌体的调控活性，说明这

种刺激产生的活性提升效果并不稳定，于临床转化不利。

因此，由炎症因子刺激产生的间充质干细胞分泌的

外泌体也展现出了更高的骨关节炎治疗活性，见表 5。

表 5 ｜炎症因子刺激可以提高间充质干细胞分泌的外泌体的骨关节炎治
疗活性

第一作者 发表

年份

细胞培养方案 对间充质干细胞分泌

的外泌体 骨关节炎治

疗活性的改变

相关分子机制

DUAN[9] 2021 使用 100 ng/mL 脂多

糖处理细胞 48 h 后，

收集培养基上清用于

外泌体纯化

在软骨细胞中，能更

好地促进细胞增殖、

抑制凋亡；在白细胞

介素 1β 诱导的软骨细

胞中，能更好地促进

基质合成相关蛋白表

达，抑制 ADAMTS5；
在小鼠模型中，抑制

骨关节炎进展

上调 let-7b，通

过靶向 ADAMTS5
来抑制Ⅱ型胶原

和蛋白聚糖的降

解

RAGNI[56] 2020 使用 10 ng/mL 干扰素
γ 预处理 48 h， 然后

更换培养基用于外泌

体收集

提高外泌体产量，提

高其激活细胞、调控

炎症和退化的能力

高表达 240 多种
miRNAs，生物信

息学分析显示这

些 miRNAs 与软

骨保护、免疫调

控相关

RAGNI[57] 2021 使用 50% 骨关节炎患

者滑膜液培养 48 h，
收集培养基上清用于

外泌体纯化

未描述 通过生物信息学

发现 223 个差异

表达 miRNAs，这

些 miRNAs 与 M2
巨噬细胞极化、
T细胞增殖抑制、
Treg 增殖促进、

软骨保护、免疫

细胞趋化相关

KIM[58] 2021 白细胞介素 1β、poly  
I：C、干扰素 γ、肿瘤

坏死因子 α：分别使

用上述炎症因子处理

细胞 24 h，然后收集

培养基用于外泌体纯

化

在骨关节炎样的
SW982 细胞中，显示

出显著的抑炎活性，

其中白细胞介素 1β 处

理后的外泌体活性高

于其他炎症因子处理

后的外泌体

上调 miR-147b，
以抑制核转录因

子 κB 信号通路

NGUYEN[62] 2022 分别使用 20 ng/mL 干
扰素 α、20 ng/mL 肿瘤

坏死因子 α：培养细胞
48 h，收集培养基上清

用于外泌体纯化

处理后的外泌体不能

促进软骨细胞增殖；

促进软骨细胞迁移水

平与未处理组相当

下调 miR-181-3p 
( 软骨再生的负

调控因子 )

JAMMES[100] 2023 分别使用白细胞介素
1β (20 ng/mL)、肿瘤坏

死因子 α(10 ng/mL)、
干扰素 γ (100 ng/mL)
处理细胞 24 h，更换培

养基用于收集外泌体

能改善马软骨细胞的

透明软骨型态，其中

白细胞介素 1β、肿瘤

坏死因子 α 效果更好

未描述

表注：ADAMTS5 为血小板反应蛋白解整合素金属肽酶 5。

3   讨论   Discussion
3.1   既往他人在该领域研究的贡献和存在的问题   尽管已

有大量的研究证明了间充质干细胞分泌的外泌体的骨关节

炎治疗潜力，但如何进一步提高其治疗活性仍然是该领域

的研究热点。目前，已有学者综述了提高间充质干细胞分

泌外泌体的骨关节炎治疗活性的策略，包括调整细胞培养

条件、使用支架材料、靶向输送和递送活性分子等，但并

未有单独就某一个策略进行全面而系统的总结和分析。

文章选择“调整细胞培养条件对间充质干细胞分泌

的外泌体活性影响”这一主题进行总结，通过讨论发现，

模拟软骨细胞体内微环境、软骨有利因子、间充质干细

胞免疫抑制刺激因子等，均能诱导间充质干细胞分泌有

利于软骨细胞维持表型、促进软骨组织再生的活性因子

于间充质干细胞分泌的外泌体中，进而提高其骨关节炎

治疗活性。

3.2   作者综述区别于他人他篇的特点   文章全面概述了调

整细胞培养条件对提高间充质干细胞分泌的外泌体治疗
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骨关节炎潜能的影响，而相关领域的其他综述文章主要

是分析间充质干细胞或间充质干细胞分泌的外泌体在骨

关节炎治疗中的应用。文章中，详细讨论了多种可调整的

细胞培养条件，包括低氧、生物反应器、应力或磁场刺激、

成软骨诱导、软骨保护分子和炎症因子刺激、以及生物支

架材料细胞培养等，可以为读者提供全面的视角和深入的

理解。此外，文章还针对不同的细胞培养方案进行了深

入的分析和讨论，探讨其可能的机制和临床转化的潜力，

可以为相关领域的研究者提供参考。

3.3   综述的局限性   该综述存在一定的局限性，仅分析了

改变细胞培养条件对间充质干细胞分泌的外泌体活性的

影响。此外，文章的讨论主要集中在实验室基础研究上，

临床实践数据较少。

3.4   综述的重要意义   文章对于理解细胞培养条件对间充

质干细胞分泌的外泌体活性的影响，以及如何通过调整

细胞培养条件来提高其治疗活性，具有重要的意义。常

规的细胞培养条件与体内微环境存在差异，低氧、生物

反应器及生物支架材料等培养条件可以模拟体内微环境，

使得间充质干细胞分泌出更有利于软骨细胞维持表型、

软骨组织再生的因子，从而提高其骨关节炎治疗活性；

除物理微环境外，成软骨诱导因子或软骨保护分子的使

用，能够激发间充质干细胞分泌有利于软骨细胞增殖、合

成的因子，从而协同间充质干细胞的调控功能，实现骨

关节炎软骨的再生；使用炎症因子预处理间充质干细胞，

可以激活间充质干细胞的免疫抑制表型，从而调控骨关

节炎关节腔内的免疫微环境，促进组织再生。

此外，文章还分析了上述不同方法的临床转化潜能。

低氧、生物反应器、脉冲电磁场等物理刺激，以及姜黄

素等软骨保护小分子的使用，具有清洁及造价低的优点，

可用于制备临床使用的间充质干细胞分泌的外泌体，有

广阔的应用前景。

3.5   课题组专家的意见和建议   通过总结和分析细胞培养

方案对间充质干细胞分泌的外泌体活性的影响，不仅可

以开发新型的细胞培养方案用于提升间充质干细胞分泌

外泌体的骨关节炎治疗活性，也能为临床转化提供参考。

除骨关节炎外，间充质干细胞分泌的外泌体在其他疾病中

也展现出了巨大的应用前景，如皮肤损伤修复等。通过

文献调研可以发现，低氧诱导下产生的间充质干细胞分

泌外泌体的皮肤修复功能也得到了提升，这说明细胞培养

方案对间充质干细胞分泌外泌体活性的影响具有通用性，

而非局限于骨关节炎治疗，因此，文章也可为开发新型

的细胞培养方案以提高间充质干细胞分泌的外泌体疾病

治疗活性提供参考。
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