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摘　要　目的：探讨骨健口服液联合间充质干细胞来源外泌体（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅ，ＭＳＣＥＸＯ）治疗小鼠膝骨关

节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）的效果及作用机制。方法：将２５只１２周龄雄性无特定病原 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠随机分为假手术组、模

型组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组，每组５只。假手术组仅切开关节囊而不切断内侧半月板，其余４组均采用内侧半

月板失稳法构建ＫＯＡ模型。骨健组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠每日用０．２ｍＬ的骨健口服液灌胃，假手术组、模型组、ＭＳＣＥＸＯ组小

鼠每日用等量的生理盐水灌胃，均连续８周。ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠每周膝关节腔注射１次１０μＬ的ＭＳＣＥＸＯ，其

余各组小鼠每周膝关节腔注射１次等量的磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ），均连续８周。干预８周后处死小鼠，进行

小鼠膝关节ＭｉｃｒｏＣＴ分析、膝关节软骨组织病理学观察、膝关节软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡα１，Ｃｏｌ２Ａ１）表达水平

检测。结果：①小鼠膝关节 ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果。假手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨体积分数均低于模

型组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．０４０，Ｐ＝０．００１），骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨体积分数与骨健ＭＳＣＥＸＯ组的差异均无统计学

意义（Ｐ＝０．１０８，Ｐ＝０．１２６）。假手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁厚度均大于模型组（Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝

０．０２３，Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００９），骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁厚度与骨健ＭＳＣＥＸＯ组的差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３４７，Ｐ＝

０．０６２）。假手术组和骨健组小鼠的骨小梁数量多于模型组（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０２１），ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁

数量与模型组的差异均无统计学意义（Ｐ＝０．１９６，Ｐ＝０．２０６）。假手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁

分离度均小于模型组（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝０．００１），骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁分离度小于骨健组（Ｐ＝

０．０１６），ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁分离度与骨健ＭＳＣＥＸＯ组的差异无统计学意义（Ｐ＝０．２２４）。②小鼠膝关节软骨组织病理学

观察结果。假手术组小鼠的关节软骨表面光滑，软骨细胞排列有序，提示无明显关节软骨退变。与假手术组相比，模型组小鼠的

关节软骨组织磨损明显，软骨细胞数量减少且排列紊乱。与模型组相比，骨健组和 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠仅有部分关节软骨磨损，软

骨细胞数量增多且排列有序。与骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组相比，骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的关节软骨表面光滑，软骨细胞数量增多且排

列更为有序。③小鼠膝关节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１表达水平检测结果。假手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠膝关

节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面积比均大于模型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠膝关节

软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面积比大于骨健组和ＭＳＣＥＸＯ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。结论：骨健口服液联合ＭＳＣＥＸＯ可改善

ＫＯＡ小鼠的关节软骨病理状态及软骨下骨的异常微结构，并显示出协同治疗作用，其作用机制可能与上调膝关节软骨组织中

Ｃｏｌ２Ａ１的表达有关。
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　　随着人类寿命的延长和全球老龄化的加剧，膝骨
关节炎（ｋｎｅｅｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＫＯＡ）的发病率逐年上升。
为了更有效地控制 ＫＯＡ的进展，应重视其早期诊断
和治疗［１］。研究［２］发现，软骨损伤与软骨下骨微结构

改变在ＫＯＡ的发病过程中几乎同时发生。软骨细胞
受损后会发生肥大和增生，失去形成新的软骨基质的

能力，进而导致软骨下骨微结构的异常重塑［３］。目前

临床仍然缺乏有效治疗 ＫＯＡ的方法，促进关节软骨

修复与再生可能是解决该问题的关键［４－５］。外泌体

（ｅｘｏｓｏｍｅ，ＥＸＯ）是一种直径为３０～２００ｎｍ的细胞外
囊泡，内含与母体细胞功能类似的各种生物活性物

质，其主要功能是介导细胞间的物质交换和信号传

导。ＥＸＯ可以通过吞噬作用释放其内含的生物活性
物质来影响目标细胞，从而促进不同组织之间的细胞

通讯［６］。近年来，ＥＸＯ被认为在 ＫＯＡ的早期诊断和

治疗中具有重要作用。研究［７－９］发现，间充质干细胞

来源外泌体（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｅｘｏｓｏｍｅ，
ＭＳＣＥＸＯ）可以促进软骨再生，从而修复软骨组织，
有望成为治疗 ＫＯＡ的新方法。中医学认为，肾主骨
生髓，肾、髓、骨之间关系密切。肾生骨髓，骨为髓之

府，髓的盈盛亏虚可影响骨的生长发育和代谢。因

此，中医治疗 ＫＯＡ多侧重于补肾调髓、肾髓同
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治［１０－１１］。骨健口服液是临床常用的治疗 ＫＯＡ的补
肾调髓方剂之一［１２－１３］。为了探讨骨健口服液联合

ＭＳＣＥＸＯ治疗 ＫＯＡ的效果及作用机制，我们开展了
此项研究，现报告如下。

１　材料与仪器
１．１　实验材料

小鼠间充质干细胞Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２（浙江美森细胞科
技有限公司）。无特定病原 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠２５只，雄
性，１２周龄，体质量（２５．３５±１．７５）ｇ，购于上海斯莱
克实验动物有限责任公司［生产许可证号：ＳＣＸＫ（沪）
２０１７－０００５］，饲养于浙江中医药大学动物实验研究中
心［使用许可证号：ＳＹＸＫ（浙）２０１８－００１２］。实验方
案由浙江中医药大学实验动物管理与伦理委员会审

查通过，伦理批件号：ＩＡＣＵＣ－２０２３０５－１８。
１．２　实验药物

骨健口服液由浙江省中医院提供（生产批号：

２０２２０５１２），其药物组成为：黄芪２０ｇ、丹参２０ｇ、当归
２０ｇ、杜仲１５ｇ、延胡索１０ｇ、菟丝子１０ｇ。
１．３　实验试剂

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清、胰蛋白酶（美国
Ｇｉｂｃｏ公司），ＲＩＰＡ裂解液、蛋白酶和磷酸酶抑制剂
（上海碧云天生物技术有限公司），二喹啉甲酸试剂

盒、苏木素（美国默克公司），４％多聚甲醛（生工生物
工程股份有限公司），阿尔新蓝－苏木素（ａｌｃｉａｎｂｌｕｅ
ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ，ＡＢＨ）、橙黄 Ｇ、伊红（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
ＣＤ６３一抗（武汉爱博泰克生物科技有限公司），
ＴＳＧ１０１一抗（杭州华安生物技术有限公司），Ⅱ型胶
原蛋白α１链（ｃｏｌｌａｇｅｎⅡα１，Ｃｏｌ２Ａ１）一抗、生物素标
记山羊抗兔免疫球蛋白（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ，Ｉｇ）Ｇ二抗
（美国Ａｂｃａｍ公司），兔二步法检测试剂盒、ＤＡＢ显色
试剂盒（中杉金桥公司），超敏ＥＣＬ化学发光底物（四
正柏生物科技有限公司）。

１．４　实验仪器
组织脱水机（日本樱花公司），石蜡包埋机、冰冻

切片机、石蜡切片机（美国赛默飞世尔公司），荧光正

置显微镜（德国蔡司公司），ＭｉｃｒｏＣＴ（比利时 Ｂｒｕｋｅｒ
公司），激光粒度分析仪（英国马尔文帕纳科公司），

透射电子显微镜（日本日立公司）。

２　方　法
２．１　ＭＳＣＥＸＯ的提取和鉴定方法
２．１．１　ＭＳＣＥＸＯ提取方法　选择生长良好的第４～

６代ＭＳＣ，待细胞融合至９０％时，更换为无 ＥＸＯ的血
清培养基，连续培养４８ｈ后收集上清液。４℃下以
３００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取上清液。４℃下以２０００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，去除死亡细胞。４℃下以１００００×ｇ离心
３０ｍｉｎ，取上清液。４℃下以１０００００×ｇ离心４ｈ，所
得沉淀即为 ＭＳＣＥＸＯ。向沉淀中加入２００μＬ磷酸
盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）并吹打重
悬，之后在－８０℃下保存备用。
２．１．２　ＭＳＣＥＸＯ鉴定方法　①透射电子显微镜观
察ＥＸＯ的形态：用移液器吸取２０μＬ重悬于 ＰＢＳ中
的ＭＳＣＥＸＯ，滴在无菌蜡纸上。将２ｍｍ的铜网盖在
标本上，静置２ｍｉｎ。用滤纸吸去多余液体，室温下晾
干。用３０μＬ的３％磷钨酸溶液负染３ｍｉｎ。室温下
晾干后，将标本置于透射电子显微镜下进行观察和拍

照。②激光粒度分析仪检测 ＥＸＯ的粒径：选择合适
的粒径样品池，取适量的样品稀释，直接滴入样品池

中，使用激光粒度分析仪的动态光散射技术测定样品

的粒径。③蛋白质印迹法检测ＥＸＯ表面蛋白的表达
量：取１００μＬＥＸＯ样品，加入等体积含蛋白酶和磷酸
酶抑制剂的ＲＩＰＡ裂解液，冰上裂解３０ｍｉｎ，４℃下以
１３８００×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集上清液提取总蛋白，采用
二喹啉甲酸法测定蛋白浓度。之后，进行十二烷基硫

酸钠－聚丙烯酰胺凝胶电泳，先在 ８０Ｖ条件下电泳
３０ｍｉｎ，再在１２０Ｖ条件下电泳６０ｍｉｎ，以分离蛋白
质。采用湿转法将蛋白质转移到聚偏氟乙烯膜上，并

用５％脱脂牛奶封闭 １ｈ。采用 ＴＢＳＴ缓冲液洗膜
３次，加入一抗稀释液（ＣＤ６３和 ＴＳＧ１０１的稀释比例
均为１∶１０００），４℃孵育过夜。采用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜
３次，加入二抗稀释液（稀释比例为１∶５０００），室温孵
育１ｈ。采用ＴＢＳＴ缓冲液洗膜３次，应用增强化学发
光系统显色。

２．２　动物分组、造模和干预方法
２．２．１　分组方法　将２５只小鼠称重，按体质量由高
到低排序后分为５个区间，每个区间包含５只小鼠。
从每个区间中随机选取１只小鼠，分别分配入假手术
组、模型组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣＥＸＯ组，
每组５只。
２．２．２　ＫＯＡ造模方法　假手术组小鼠仅切开关节
囊，而不切断内侧半月板，其余４组小鼠均采用内侧
半月板失稳法构建ＫＯＡ模型。将小鼠仰卧位固定于
操作台上，通过腹腔注射 ０．３％戊巴比妥钠进行麻
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醉。待小鼠完全麻醉后，无菌条件下，于小鼠右侧膝

关节处纵向切开皮肤，暴露膝关节腔。用刀片切断与

内侧半月板相连的内侧副韧带，使内侧半月板呈游离

状态，从而造成膝关节不稳定，注意避免损伤关节软

骨面。逐层缝合关节囊、皮下组织及皮肤。

２．２．３　干预方法　骨健组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠每
日采用０．２ｍＬ的骨健口服液灌胃，假手术组、模型
组、ＭＳＣＥＸＯ组小鼠每日采用等量的生理盐水灌胃，
均连续８周。骨健口服液说明书上，人的口服剂量为

０．８５ｍＬ·ｋｇ－１，通过体表面积折算得出小鼠的等效

剂量比值为 ７．７３５ｍＬ·ｋｇ－１。对于一只 ２６ｇ的小

鼠，灌胃剂量为 ０．２ｍＬ。ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣ
ＥＸＯ组小鼠每周膝关节腔注射 １次 １０μＬＭＳＣ
ＥＸＯ，其余各组小鼠每周膝关节腔注射 １次等量的
ＰＢＳ，均连续８周。
２．３　实验指标观察方法
２．３．１　小鼠膝关节软骨下骨微结构分析方法　干预
８周后，采用颈椎脱位法处死小鼠，收集小鼠的右侧
膝关节。将膝关节标本在 ４％多聚甲醛中固定 ３ｄ
后，进行ＭｉｃｒｏＣＴ扫描。采用 ＣＴｖｏｘ３．０软件进行三
维重建，并利用ＣＴＡｎ１．１０软件定量分析胫骨平台软
骨下骨的骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁数量及骨

小梁分离度。

２．３．２　小鼠膝关节软骨组织病理学观察方法　
ＭｉｃｒｏＣＴ扫描结束后，将小鼠膝关节标本用 １４％乙
二胺四乙酸溶液脱钙１４ｄ，每隔１ｄ换１次脱钙液。
脱钙结束后，将标本放置在流水下冲洗２４ｈ，然后进
行脱水处理和石蜡包埋。对制作完成的全膝关节石

蜡标本进行常规切片，切片厚度为３．５μｍ。随机选
取部分膝关节软骨组织切片放入６０℃烘箱干燥。对
烘干后的切片进行脱蜡和复水处理，然后将其浸入

１％盐酸酒精中，持续３０ｓ。取出切片，用干净的卫生
纸吸去多余水分，将切片浸入ＡＢＨ染液中，室温下放
置１ｈ。用纯水浸洗切片３次，每次３ｍｉｎ。将切片再
次浸入１％盐酸酒精中，３ｓ后用纯水浸洗３次，每次
３ｍｉｎ。将切片浸入０．５％氨水中１５ｓ，然后用纯水浸
洗２次，每次３ｍｉｎ。将切片浸入９５％乙醇中，１ｍｉｎ
后用伊红－橙黄Ｇ染色，持续９０ｓ。染色完成后，将切
片分３次浸入９５％乙醇中，每次１ｍｉｎ。将切片放入
３７℃烘箱中烘干，用中性树脂封片。采用显微镜观
察小鼠膝关节软骨组织的病理学改变情况。

２．３．３　小鼠膝关节软骨组织中 Ｃｏｌ２Ａ１表达水平测
定方法　随机选取部分小鼠膝关节软骨切片经过烤
片、脱蜡及复水处理后，浸入柠檬酸钠缓冲液中，在

６０℃烘箱中放置４ｈ以进行抗原修复。修复完成后，
使用ＰＢＳ清洗切片，然后用０．３％聚乙二醇辛基苯基
醚处理１０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗切片，然后在湿盒中用过氧
化氢阻断剂室温孵育 １５ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗后，加入
Ｃｏｌ２Ａ１一抗稀释液（稀释比例为１∶２００），在４℃下孵
育过夜。ＰＢＳ清洗切片，滴加 ＩｇＧ二抗，室温下封闭
２０ｍｉｎ。ＰＢＳ清洗后，滴加 ＤＡＢ显色液，显色５ｍｉｎ。
显色后用苏木素进行复染，然后依次经过１％盐酸酒
精、０．５％氨水、二甲苯进行处理，以实现脱水和透明
化。采用中性树脂封片后，在显微镜下观察 Ｃｏｌ２Ａ１
的表达情况，并采集图像。用 ＩｍａｇｅＪ软件对图像进
行分析，测定Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面积。
２．４　数据统计方法

采用 ＧｒａＰｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行数据统计分
析。假手术组、模型组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健
ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁
数量、骨小梁分离度、膝关节软骨Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面
积比的组间整体比较均采用单因素方差分析，组间两

两比较均采用ＬＳＤｔ检验，检验水准α＝０．０５。

３　结　果
３．１　ＭＳＣＥＸＯ鉴定结果

在透射电子显微镜下，ＭＳＣＥＸＯ呈类圆形且有
完整包膜的囊状结构（图１）。采用激光粒度分析仪测
定ＭＳＣＥＸＯ的粒径，结果显示其平均粒径为２００ｎｍ
（图２）。通过蛋白质印迹法检测发现，在 ＭＳＣＥＸＯ
中存在ＥＸＯ特异性蛋白ＣＤ６３和 ＴＳＧ１０１（图３）。这
些结果证明ＭＳＣＥＸＯ的分离和提取成功，可用于后
续实验。

图１　透射电子显微镜下的间充质干细胞来源

外泌体形态图（×１００００）
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图２　间充质干细胞来源外泌体粒径分布图

①②间充质干细胞裂解液；③④间充质干细胞来源外泌体。

图３　间充质干细胞来源外泌体特异性蛋白的

蛋白质印迹法检测结果

３．２　小鼠膝关节软骨下骨微结构ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果
实验期间小鼠活动规律正常，未发生感染或死

亡。小鼠膝关节 ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果显示，各组小鼠
的骨体积分数、骨小梁厚度、骨小梁数量、骨小梁分离

度比较，总体差异均有统计学意义（表 １）。假手术
组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨
体积分数均低于模型组（Ｐ＝０．００４，Ｐ＝０．００７，Ｐ＝
０．０４０，Ｐ＝０．００１），骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨体
积分数与骨健 ＭＳＣＥＸＯ组的差异均无统计学意义
（Ｐ＝０．１０８，Ｐ＝０．１２６）。假手术组、骨健组、ＭＳＣ
ＥＸＯ组、骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁厚度均大于
模型组（Ｐ＝０．０１５，Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．０２３，Ｐ＝０．００９），
骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁厚度与骨健 ＭＳＣ
ＥＸＯ组的差异均无统计学意义（Ｐ＝０．３４７，Ｐ＝
０．０６２）。假手术组和骨健组小鼠的骨小梁数量多于
模型组（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０２１），ＭＳＣＥＸＯ组、骨健
ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁数量与模型组的差异均无
统计学意义（Ｐ＝０．１９６，Ｐ＝０．２０６）。假手术组、骨健
组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁分
离度均小于模型组（Ｐ＝０．０１６，Ｐ＝０．０１２，Ｐ＝０．００７，
Ｐ＝０．００１），骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁分离度
小于骨健组（Ｐ＝０．０１６），ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的骨小梁
分离度与骨健 ＭＳＣＥＸＯ组的差异无统计学意义
（Ｐ＝０．２２４）。小鼠膝关节ＭｉｃｒｏＣＴ三维重建图片见
图４。

表１　５组小鼠膝关节软骨下骨微结构ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果

组别
样本量／
只

骨体积分数／
（ｘ±ｓ，％）

骨小梁厚度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

骨小梁数量／
（ｘ±ｓ，个·ｍｍ－１）

骨小梁分离度／
（ｘ±ｓ，ｍｍ）

假手术组 ５ ７１．５０８±５．１６３ ０．１９３±０．２１３ ５．７０４±０．５６９ ０．０６４±０．００５
模型组 ５ ９３．５１６±３．７９０ ０．１４１±０．００６ ４．３４３±０．１７３ ０．１２３±０．００７
骨健组 ５ ７８．２０９±３．３９０ ０．１８０±０．０１８ ５．３０９±０．２８４ ０．０９５±０．００９

ＭＳＣＥＸＯ１）组 ５ ８０．８１７±６．２９２ ０．１７０±０．０１４ ４．９８２±０．３７４ ０．０８０±０．０１３
骨健ＭＳＣＥＸＯ１）组 ５ ７３．３８５±２．２１３ ０．１９６±０．０１９ ５．０４４±０．４４１ ０．０６７±０．００８

Ｆ值 １１．６４１ ５．４０３ ４．８５７ ２３．２７２
Ｐ值 ０．００１ ０．０１４ ０．０２０ ０．０００

　　注：１）为间充质干细胞来源外泌体。

　　ＭＳＣＥＸＯ：间充质干细胞来源外泌体。

图４　小鼠膝关节ＭｉｃｒｏＣＴ三维重建图片
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３．３　小鼠膝关节软骨组织病理学观察结果
ＡＢＨ染色结果（图５）显示，假手术组小鼠的关节

软骨表面光滑，软骨细胞排列有序，提示无明显关节

软骨退变。与假手术组相比，模型组小鼠的关节软骨

组织磨损明显，软骨细胞数量减少且排列紊乱。与模

型组相比，骨健组和 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠仅有部分关节
软骨磨损，软骨细胞数量增多且排列有序。与骨健

组、ＭＳＣＥＸＯ组相比，骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的关节
软骨表面光滑，软骨细胞数量增多且排列更为有序。

３．４　小鼠膝关节软骨组织中 Ｃｏｌ２Ａ１表达水平检测
结果

各组小鼠膝关节软骨组织中 Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面
积比的总体比较，差异有统计学意义（图６、表２）。假
手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠
膝关节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面积比均大于模
型组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００），骨健
ＭＳＣＥＸＯ组小鼠膝关节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达面
积比大于骨健组和ＭＳＣＥＸＯ组（Ｐ＝０．０００，Ｐ＝０．０００）。

　　ＭＳＣＥＸＯ：间充质干细胞来源外泌体。

图５　小鼠膝关节软骨组织阿尔新蓝－苏木素染色图片（×３００）

　　ＭＳＣＥＸＯ：间充质干细胞来源外泌体。

图６小鼠膝关节软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链表达水平的免疫组织化学检测结果（×３００）
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表２　５组小鼠膝关节软骨组织中Ⅱ型胶原蛋白α１链阳性表达面积比

组别 样本量／只 Ｃｏｌ２Ａ１２）阳性表达面积比／（ｘ±ｓ，％）
假手术组 ５ ３８．５６４±２．８４４
模型组 ５ １８．８８７±０．６５１
骨健组 ５ ２７．５６７±０．８３４

ＭＳＣＥＸＯ１）组 ５ ２６．８５１±０．７１５
骨健ＭＳＣＥＸＯ１）组 ５ ３６．２１９±０．７１４

Ｆ值 ９１．８８８
Ｐ值 ０．０００

　　注：１）为间充质干细胞来源外泌体；２）为Ⅱ型胶原蛋白α１链。

４　讨　论
ＫＯＡ是中老年人常见的骨骼肌肉系统疾病，随

着病情的加重，可导致患者逐渐丧失活动能力［１４］。

膝关节软骨的病变或破坏、膝关节的退行性改变或损

伤、膝关节内应力失衡，以及膝关节其他结构的破坏

与修复之间的平衡失调，是导致 ＫＯＡ发生和发展的
主要原因。目前，治疗 ＫＯＡ的方法主要包括应用镇
痛药、非甾体抗炎药、透明质酸衍生物、皮质醇类药，

以及关节镜手术、关节置换术等；然而，仍缺乏最佳的

治疗方案［１５－１９］。

骨健口服液具有补肾调髓的功效，是治疗 ＫＯＡ
的中药制剂之一，其药物组成包括黄芪、丹参、当归、

杜仲、延胡索和菟丝子。现代药理学研究［２０－２３］显示：

黄芪及其活性成分可以有效促进干细胞体外增殖，并

能诱导干细胞向成骨细胞、成脂细胞、神经样细胞和

心肌样细胞分化；杜仲可诱导干细胞向成骨细胞分

化，有助于预防骨质疏松；菟丝子可促进干细胞增殖。

此外，杜仲、菟丝子还可通过多环节、多途径调节骨生

成与骨吸收过程［２４］。由这些研究结果可知，骨健口

服液的药物组成与 ＫＯＡ的病理机制相匹配，体现了
其补肾调髓、强筋壮骨的治疗理念。

ＥＸＯ是近年来干细胞领域的研究热点。据报
道［２５］，ＭＳＣＥＸＯ在心肌缺血再灌注损伤、伤口愈合、
肝再生以及骨或软骨再生方面具有潜在的应用价值。

与干细胞相比，ＥＸＯ具有更为强大的信号分子转运和
调控能力，为在无细胞移植治疗情况下实现软骨组织

的再生与修复提供了新的策略。Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞是
由Ｒｅｚｎｉｋｏｆｆ等［２６］于１９７２年从 Ｃ３Ｈ系小鼠胚胎中分
离并建立的一种具有多向分化潜能的间充质干细胞

株，已被用于研究间充质干细胞向脂肪细胞、软骨细

胞和成骨细胞分化的机制［２７－２９］，被认为是一种可靠

的ＭＳＣ细胞模型［３０］。此外，有学者［３１］从Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２
细胞中提取ＥＸＯ，并探讨了这些 ＥＸＯ对人滋养细胞

系 ＨＴＲ８／Ｓｖｎｅｏ迁移的影响。因此，本研究选择
Ｃ３Ｈ１０Ｔ１／２细胞进行ＭＳＣＥＸＯ的提取。

本研究发现，假手术组小鼠的膝关节软骨未见明

显的骨质破坏与增生。模型组小鼠的膝关节软骨表

面变得粗糙，有磨损现象；软骨细胞的排列结构紊乱，

数量减少；骨小梁的厚度降低、数量减少，骨体积分数

和骨小梁分离度值升高。这些观察结果表明，ＫＯＡ
模型构建成功。小鼠膝关节 ＭｉｃｒｏＣＴ分析结果显
示，与模型组相比，骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健 ＭＳＣ
ＥＸＯ组小鼠的骨体积分数和骨小梁分离度降低，而骨
小梁厚度增大。小鼠膝关节软骨组织病理学观察结

果显示，骨健组和 ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的软骨细胞数量
较模型组多，提示骨健口服液和 ＭＳＣＥＸＯ在提高软
骨细胞数量方面有一定的疗效，但并不全面。相比之

下，骨健ＭＳＣＥＸＯ组小鼠的软骨细胞数量增加、排列
有序，提示骨健口服液联合 ＭＳＣＥＸＯ的治疗效果更
好。小鼠膝关节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１阳性表达水平检
测结果显示，假手术组、骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组、骨健
ＭＳＣＥＸＯ组小鼠膝关节软骨中 Ｃｏｌ２Ａ１的阳性表达
面积比均大于模型组，提示可通过促进Ⅱ型胶原表
达，增加关节软骨基质的合成，从而起到治疗ＫＯＡ的
作用。与骨健组、ＭＳＣＥＸＯ组相比，骨健ＭＳＣＥＸＯ组
小鼠膝关节软骨中Ｃｏｌ２Ａ１的阳性表达面积比显著升
高，表明骨健口服液联合ＭＳＣＥＸＯ的治疗效果更佳。

本研究结果表明，骨健口服液联合 ＭＳＣＥＸＯ可
改善ＫＯＡ小鼠的关节软骨病理状态及软骨下骨的异
常微结构，并显示出协同治疗作用，其作用机制可能

与上调膝关节软骨组织中Ｃｏｌ２Ａ１的表达有关。以骨
健口服液为代表的补肾调髓中药与 ＥＸＯ的联合调控
机制有待深入研究，这可能为中医防治 ＫＯＡ提供新
的研究思路和理论基础。
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