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应用干细胞旁分泌效应治疗膝部骨关节炎的

研究进展
陈闻波，蔡江瑜，孙亚英，陈俊，陈世益

复旦大学附属华山医院运动医学与关节镜外科（上海  200040）

【摘要】   目的    综述现阶段应用干细胞旁分泌效应治疗膝部骨关节炎（osteoarthritis，OA）的研究进展。方

法    查阅近年来干细胞来源条件培养液、细胞外基质、外泌体及微囊泡在膝部 OA 及软骨修复领域的相关基础研

究，并进行总结分析。结果    干细胞旁分泌效应对膝部 OA 及关节软骨损伤的治疗效果，在不同层面的多项研究

中已有所彰显。其作用机制包括对关节腔内炎性反应、软骨细胞凋亡、软骨基质水解的有效抑制，以及促进软骨

基质合成、原位固有干细胞向软骨细胞定向分化、并向损伤部位定向迁移等修复过程。结合组织工程学方法或基

因修饰等手段能进一步提升疗效。结论    相较传统干细胞疗法，应用干细胞旁分泌效应产物治疗膝部 OA 更为安

全且经济，具有较高的临床转化价值。

【关键词】  骨关节炎；干细胞治疗；旁分泌；外泌体；微囊泡；细胞外基质

Research progress in treatment of knee osteoarthritis by paracrine effect of stem cells

CHEN Wenbo,  CAI Jiangyu,  SUN Yaying,  CHEN Jun,  CHEN Shiyi
Department of Sports Medicine and Arthroscopy, Huashan Hospital, Fudan University, Shanghai, 200040, P.R.China

Corresponding author: CHEN Shiyi, Email: cshiyi@163.com

【Abstract】 Objective    To review the advances in utilizing paracrine effect of stem cells in knee osteoarthritis
(OA) treatment. Methods    The researches in applying stem cells derived conditioned medium, extracellular matrix,
exosomes, and microvesicles in knee OA treatment and cartilage repair were reviewed and analyzed. Results    The
satisfying outcomes of using different products of stem cells paracrine effect in knee OA condition as well as cartilage
defect is revealed in studies in vitro and in vivo. The mechanism including suppressing the intraarticular inflammation, the
apoptosis of chondrocytes, and the degradation of cartilage matrix, while enhancing the synthesis of cartilage matrix, the
differentiation of in-situ stem cells into chondrocytes and the migration to the affected area. The effectiveness can be
further improved supplemented with the tissue engineering methods or gene modification. Conclusion    Compared with
the traditional stem cell therapy, applying the products from paracrine effect of stem cells in knee OA treatment is more
economical and safer, presenting great potential in clinical practice.
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骨关节炎（osteoarthritis，OA）是最常见的慢性

疾病之一，可导致关节软骨及软骨下骨退行性改

变[1]。年龄、体质量、运动损伤是导致 OA 的主要病

因[2]。随着老龄化人口及肥胖人口数目的增加、人 
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民群众体育运动参与度的提升，预计在  2020 年，

OA 将成为全球范围第四大致残诱因[3]。

OA 对患者劳动能力，乃至生活自理能力的损

害，源于病程中关节软骨的退变。而现阶段研究

认为，上述病理过程是关节腔内炎性反应、软骨细

胞凋亡、软骨细胞外基质（extracellular matrix，
ECM）丧失以及软骨下骨微结构改变等多因素共

同作用的结果。由此导致患者受累关节伴随活动

出现疼痛、肿胀、僵硬及活动度受限等症状，且症

状随病程进展而加重，严重影响患者生活质量 [4]。

迄今为止，临床实践中尚没有能有效延缓  OA 进
展的药物治疗手段。常规使用的非甾体类抗炎药

及皮质类固醇激素只能暂时缓解症状，有研究报

道该治疗可能间接促使患者在症状缓解后过度活

动受累关节，从而进一步加重病情 [5]。并且，考虑

到老年患者同时患 OA 和心血管疾病等基础疾病

的概率较高，治疗时常因顾虑病患的身体状况，使

得所用药物的剂量与种类受限，以致影响疗效 [6]。

此外，根据国际骨关节炎研究协会（OARSI）于

2014 年发布的膝部 OA 非手术治疗指南，关节腔

内注射玻璃酸钠、口服氨基葡萄糖及针灸、电疗等

物理治疗手段对于膝部 OA 症状的缓解效果并不

明确，更难以延缓疾病发展[7]。在膝部 OA 的手术

治疗方案中，膝关节置换术的疗效显著，但仅适用

于病情处于终末期的老年患者 [8]。其余手术方式，

包括马赛克镶嵌成形术、微骨折术、自体软骨移

植术等不仅无法避免供区病变，术后的再生软骨

也多为性能不佳的纤维软骨[9]。综上，当下亟需一

种能有效逆转或阻滞膝关节  OA 进展的治疗手

段，以应对逐渐老龄化、肥胖化的社会人口结构

改变。

干细胞疗法近年来被广泛应用于再生医学领

域[10]，并在治疗膝关节 OA 方面取得一定进展。但

进一步研究发现，在外源性加入的干细胞悬液中，

干细胞旁分泌效应所分泌的一系列营养物质在修

复过程中发挥了重要作用[1]。本文就当下应用干细

胞旁分泌效应治疗膝关节  OA 的研究进展综述

如下。

1    干细胞疗法的应用

早在 2003 年，Murphy 等[10]首次发现，通过切

除前交叉韧带和内侧半月板得到的山羊膝关节 OA
模型，经过连续 20 周关节腔内注射自体 BMSCs 悬
液后，能观察到内侧半月板的再生，且关节软骨退

变、骨赘增生以及软骨下骨硬化等状况都较安慰剂

组有显著改善。此后，2008 年，Centeno 等[11]发表

的病例报告报道了膝关节腔内注射干细胞悬液在

人体内的首次应用，注射后 24 周经 MRI 观察，患

者的关节软骨、半月板都出现了明显的再生迹象，

且患者关节活动度、疼痛情况都有显著改善。Jo 等[12]

则在 2009 年首次开展了应用膝关节腔内注射自体

MSCs 悬液治疗膝关节 OA 的前瞻性队列研究，共

纳入  18 例患者，并报道了治疗后  2 年的随访结

果。他们发现高剂量组中，膝关节功能评分、MRI
影像学评分与疼痛评分均有显著改善，也未发生任

何与治疗相关的不良反应。

尽管现阶段干细胞疗法的相关研究已取得瞩

目成果，但该疗法的安全性在学界仍未达成共

识。Zhang 等 [13]在使用 MSCs 治疗大鼠软骨缺损

时，发现实验大鼠对异体来源的 MSCs 产生了明显

的免疫排斥反应。而 Nori 等[14]则在应用多能干细

胞治疗小鼠脊髓损伤长达 3 个月后，于组织学切片

中观察到肿瘤形成，且经免疫组织化学分析证实

肿瘤确实来源于植入体内的多能干细胞。因此，

在上述安全隐患未完全消除前，干细胞疗法尚无

法于临床实践中大范围推广。不仅如此，干细胞

疗法从细胞制备、储存直到最终植入患者体内，其

间需全程严格监控并保证细胞活性及增殖分化潜

能，由此产生的高昂治疗成本势必将造成患者沉

重的经济负担[15]。

2    干细胞旁分泌效应

随着应用干细胞治疗膝关节 OA 的相关研究不

断深入，有研究者运用细胞示踪技术发现，植入体

内的 MSCs 仅有少数最终分化成为再生的软骨细

胞[16]，继而假设其治疗作用极可能源于 MSCs 植入

受损部位后所分泌的包括生长因子、趋化因子、微

囊泡、外泌体，甚至 ECM 等营养物质。Wu 等[17]则

通过共培养 MSCs 与初代软骨细胞，观察到 MSCs
能通过自身旁分泌效应促进软骨细胞增殖及软骨

基质沉积，且其自身极少发生成软骨分化。该发现

为直接使用干细胞可能出现的免疫排斥反应、致瘤

风险等难题提供了新的解决思路。

3    干细胞条件培养液（conditioned medium，
CM）的应用

干细胞经旁分泌效应向胞外所释放产物均存

在于其培养液中，因此研究人员常将 MSCs 置于无

血清 DMEM 培养基培养 48 h 后，加以离心并取上

清液作为经脱细胞处理的干细胞 CM，以研究该效
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应在各疾病治疗中所起的作用[18]。Gnecchi 等[19]在

2006 年首次发现并报道了干细胞  CM 的治疗作

用。该研究表明，干细胞 CM 不仅在体外实验中能

有效抑制由缺氧所诱导的心肌细胞凋亡，同时能增

强心肌细胞收缩能力；体内实验中更显著控制了

心肌梗死灶的大小，且实验组动物的心室功能较对

照组有显著提升。2012 年，干细胞 CM 与 OA 之间

的关联首次得到关注。van Buul 等[20]在体外实验中

观察到，干细胞 CM 能有效抑制软骨细胞和滑膜细

胞的炎性反应，以及基质金属蛋白酶  1（matrix
metalloproteinases 1，MMP-1）及 MMP-13 的表达。

Platas 等[21]通过体外实验进一步发现，干细胞 CM
对软骨细胞及其基质的上述保护作用，是通过抑制

NF-κB 信号通路的激活而发挥；并能够通过加强

Sirtuin 1 的表达减少 p53 乙酰化，继而缓解氧化应

激产物的堆积，最终抑制 OA 所造成的软骨细胞早

衰[22]。Hassan Famian 等[23]发现将软骨细胞置于人

脐带 Wharton’s Jelly 来源的干细胞 CM 中培养，能

使促软骨基质合成的相关基因表达增强，而软骨基

质的含量是维持关节软骨性能的关键所在。

除软骨基质的丧失，早在 1986 年 Radin 等 [24]

提出，膝关节 OA 病程中因成骨作用受抑制导致软

骨下骨的过度吸收及重塑，从而使关节软骨受力状

态发生变异，是关节软骨退变的另一主要原因。而

Chang 等[25]已证实干细胞 CM 能在大鼠锁骨缺损模

型的愈合过程中发挥促成骨效应，因此有理由推测

干细胞 CM 极可能凭其促成骨性能，在体内膝关节

OA 模型中通过减少软骨下骨吸收而延缓膝关节

OA 的发展。然而，目前仍鲜有将干细胞 CM 运用

于膝关节 OA 动物模型的体内实验报道，是未来值

得进一步开展研究的方向。

4    干细胞来源 ECM 的应用

ECM 是干细胞分泌的组分之一，由多种胶原

纤维、层粘连蛋白及糖蛋白构成，是整合素、粘连

蛋白、盘状结构域受体等黏附分子的作用底物，为

细胞间信号传导提供了场所，继而影响了一系列重

要细胞行为[26]。干细胞所分泌 ECM 在防治 OA 中
的作用，首先由 Pei 等[27]于 2012 年发现，该研究表

明脱细胞处理后的滑膜来源干细胞 ECM，能为离

体关节软骨细胞提供有利于扩增的三维微环境；

此后 Pei 等[28]进一步在体外实验中发现，脱细胞处

理后的滑膜来源干细胞 ECM 能通过减轻 OA 病理

环境下受累细胞的氧化损伤，从而防止人体关节滑

膜中固有的、且数量有限的滑膜干细胞因受氧化损

伤发生病理性衰老，继而增强滑膜中固有干细胞的

扩增以及向软骨细胞定向分化的潜能。Zhang 等[29]

则揭示了脱细胞 ECM 促滑膜内固有干细胞定向成

软骨的效应，与 Wnt 以及 MAPK 信号通路密切相

关。Yang 等[30]通过组织工程学方法将脱细胞处理

后的干细胞 ECM 制成生物支架并种植软骨细胞后

置于小鼠皮下，于术后 2 周观察到该支架上的新生

软骨含量远高于对照组，成功在体内证明干细胞

ECM 具有促软骨细胞增殖的作用。

5     细胞外囊泡（extracellular vesicles，
EVs）的应用

虽早在 1967 年 Wolf 就于血液系统中发现了被

称为“血小板尘埃（platelet dust）”的 EVs，但直到

近年，EVs 才成为干细胞旁分泌效应的研究焦点。

EVs 由细胞所分泌，具有完整膜结构，且其中装载

有多种蛋白质、核酸、脂质等物质，是细胞间信号

传导的重要媒介。而由干细胞所分泌的 EVs 则被

认为是干细胞旁分泌效应在多种病理状态下发挥

治疗作用的关键[31]。目前 EVs 已在肿瘤治疗、免疫

调节、组织再生及药物运载等领域展现了良好的临

床应用前景，但在 OA 及软骨修复领域所开展的研

究尚处于起步阶段。

关于 EVs 的分类，目前学界仍未达成广泛共

识。但多数学者将其中直接通过出芽方式释放，膜

结构所表达标志物与亲代细胞相同的 EVs 称作微

囊泡，其直径在 50～1 000 nm 范围内；而近年备受

关注的外泌体，实则来源于细胞胞吞作用形成的内

体。内体膜内陷后进一步形成多泡体，而后经胞吐

作用释放至胞外，最终产生直径为 30～150 nm 的
外泌体[32]。目前与 EVs 相关的研究多围绕上述两种

亚型展开。

5.1    外泌体的应用

外泌体作为近年生物医学领域的研究热点，在

OA 防治领域取得的研究成果也相对丰硕。外泌体

对于膝关节 OA 的疗效，首先在一系列动物实验中

得以彰显。Zhang 等[15]开展的系列研究将胚胎干细

胞来源外泌体应用于大鼠膝关节软骨缺损模型。

术后 12 周，大鼠软骨缺损处有明显的新生透明软

骨生成，且大体及组织学形态均显著优于对照组；

并随后发现外泌体通过促进  CD73 介导  AKT 及
ERK 信号通路的腺苷活化，增强了软骨细胞的增殖

和定向迁移能力；同时通过免疫调节作用促进更

多 M2 表型巨噬细胞表达，并抑制 M1 表型以缓解

关节腔内炎性反应。然而其促软骨基质合成的相
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关机制仍不明确[33]。Wang 等[5]又将胚胎干细胞来

源外泌体应用于小鼠膝部 OA 模型，证实其能有效

促进软骨基质主要成分Ⅱ型胶原的合成，同时抑制

血小板反应蛋白解整合素金属肽酶 5（a disintegrin
and metalloproteinase with thrombospondin motifs
5，ADAMTS-5；软骨基质另一主要成分聚蛋白多

糖的主要水解酶）的表达以维持软骨基质稳态，从

而延缓关节软骨退变。

同时，研究者也关注到外泌体的来源对于其疗

效具有一定影响。根据 Zhu 等[34]的研究结果，诱导

性多能干细胞所分泌外泌体，相较于滑膜干细胞

来源外泌体，在体外实验中能更好地促进软骨细

胞的增殖和迁移；而在小鼠膝关节 OA 模型中，诱

导性多能干细胞来源外泌体对于关节软骨的保护

作用也显著优于滑膜干细胞来源外泌体，并由此

判断诱导性多能干细胞应是更为优质的干细胞外

泌体来源。

为获取更为理想的外泌体来源，有研究者选择

使用基因修饰手段对干细胞加以改造。Tao 等[35]发

现滑膜来源干细胞所释放外泌体在体外实验中，能

通过 Wnt5a/b-YAP 信号通路增强软骨细胞的增殖

和迁移能力，但同时抑制了 SOX9 基因的表达，从

而使软骨基质的合成受限。对此，作者通过基因修

饰手段使滑膜干细胞过表达微小  RNA（micro
RNA，miR）-140-5p，并发现经修饰的干细胞所分泌

外泌体能有效抑制  RalA 蛋白的表达，从而逆转

SOX9 基因所受抑制，使软骨基质的合成效率得到

恢复。在体内实验中，过表达 miR-140-5p 的干细

胞所分泌外泌体对于 OA 大鼠的治疗效果，也显著

优于未经修饰的干细胞所分泌外泌体。Mao 等[36]则

在体内外实验中证实，过表达  miR-92a-3p 的人

MSCs 所分泌外泌体能通过抑制 Wnt5a 的表达，从

而促进损伤处的成软骨作用。而 Liu 等[37]揭示了过

表达  KLF3-AS1 的  MSCs 所分泌外泌体，可通过

miR-206/GIT1 通路抑制软骨细胞凋亡。

此外，现阶段动物实验所采用给药方法多为关

节腔内注射。因关节软骨的再生以及对于膝关节

OA 的防治均非一日之功，但经注射进入关节腔的

外泌体却无法长时间维持于病损处，因此注射需定

期进行，增加了实验操作的繁杂程度以及关节腔内

感染的风险。为此，Liu 等[38]将干细胞来源外泌体

与一种光诱导亚胺交联水凝胶进行整合，制成脱细

胞组织补片，置于软骨缺损部位。结果表明，该补

片能与周围软骨基质相互整合，并促使分化而成的

软骨细胞及新生软骨基质沉积于受损部位，最终有

效促进了软骨缺损处的修复，为外泌体相关研究与

生物材料领域的学科交叉提供了新思路。

5.2    微囊泡的应用

微囊泡在近年来被发现与胰岛素抵抗、2 型糖

尿病的发病、动脉粥样硬化的形成密切相关，且对

心血管代谢疾病具有一定的治疗作用[39]。Cosenza
等[40]于 2017 年首次对比了 BMSCs 分泌的微囊泡与

外泌体在治疗 OA 中的疗效。该体外实验中，两者

同样促进了软骨细胞基质的生成，抑制了 MMP-13
及 ADAMTS-5 等促软骨基质降解的酶的表达，也

同时起到了抗炎、抗软骨细胞凋亡等作用，且两者

的作用效果并无显著差异；两者注射于 OA 小鼠膝

关节腔内所起到的抗炎效果及对关节软骨的保护

作用亦是相当。在机制研究方面，Xiang 等[41]证实，

BMSCs 分泌的微囊泡能通过 SphK1-S1P-S1PR1 信
号通路增强软骨细胞增殖能力，并抑制软骨细胞在

炎性环境中的凋亡水平，且软骨细胞对于微囊泡的

摄取是通过 CD44 糖蛋白进行介导。Tofiño-Vian
等[42]则发现微囊泡通过上调膜联蛋白 A1 发挥了抗

炎及软骨保护作用，逐步揭示了微囊泡与外泌体不

同的作用机制。

6    结语

干细胞旁分泌效应对膝关节 OA 的治疗效果在

不同层面的多项研究中都已有所彰显。其作用机

制包括对关节腔内炎性反应、软骨细胞凋亡、软骨

基质水解的有效抑制，以及促进软骨基质合成、原

位固有干细胞向软骨细胞定向分化、并向损伤部位

定向迁移等修复过程。然而目前仍少有研究对不

同分泌组分间各自治疗疗效进行全面比对，或探究

不同组分在治疗过程中的协同或拮抗等相互作

用。此外，就现阶段研究结论而言，该疗法虽较传

统干细胞疗法更为安全且经济，具有较高的临床转

化价值，但其性能仍可通过基因修饰手段或辅以组

织工程学手段进一步改良。且其治疗作用和安全

性仍需在与人体膝关节运动模式更为相近的动物

模型，例如山羊、灵长类动物体内等加以验证，方

可进入临床研究阶段。
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