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摘要 ： 目的　探讨人脐带间充质干细胞来源的外泌体（hUC-MSC-Exos）通过 microRNA-34c-5p

（miR-34c-5p/RUNX2 信号轴调控成骨分化的分子机制，并评估硫酸软骨素水凝胶递送系统的治疗效果。

方法　采用差速离心法分离hUC-MSC-Exos，并通过Western blotting检测外泌体标志物CD63及CD81。构建

miR-34c-5p过表达载体并合成其抑制剂，采用双荧光素酶报告基因系统验证miR-34c-5p与RUNX2的3'-非翻

译区（3'-UTR）的靶向结合关系。制备硫酸软骨素水凝胶负载的外泌体复合物（Exos@Gel），复制 SD 大鼠胫骨

缺损模型，通过微型计算机断层扫描和组织学分析评估骨修复效果。结果　Western blotting 检测结果证实成

功分离 hUC-MSC-Exos。与细胞裂解液相比，hUC-MSC-Exos 中 miR-34c-5p 表达水平显著升高（P <

0.05）。双荧光素酶报告结果显示，miR-34c-5p 可直接结合 RUNX2 的 3'-UTR，并使其相对荧光素酶活性显

著降低（P <0.05）。功能实验结果显示，过表达 miR-34c-5p 可抑制 RUNX2 蛋白表达水平（P <0.05），而敲低

miR-34c-5p 则促进 RUNX2 表达水平（P <0.05）。动物实验显示，水凝胶复合外泌体组的骨矿物质含量和新

生骨体积均高于水凝胶治疗组（P <0.05）。结论　hUC-MSC-Exos通过递送miR-34c-5p抑制RUNX2表达，

从而促进骨再生。结合 RUNX2 在成骨分化中的“双相调控”理论，提示在骨折愈合过程中抑制 RUNX2 可能

促进骨形成。此外，硫酸软骨素水凝胶可进一步增强该策略的治疗效果。
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delivery system.  Methods hUC-MSC-Exos were isolated using differential centrifugation, and exosome markers 

CD63 and CD81 were detected by Western blotting. An miR-34c-5p overexpression vector and an inhibitor were 

prepared, and their targeting relationship with the RUNX2 3'-untranslated region (UTR) was verified using a dual-

luciferase reporter assay. A chondroitin sulfate hydrogel-exosome complex (Exos@Gel) was prepared. A tibial bone 

defect model was established in Sprague-Dawley (SD) rats, and bone repair efficacy was assessed by micro-

computed tomography (Micro-CT) and histological analysis.  Results Western blotting confirmed the successful 

isolation of hUC-MSC-Exos. Compared with cell lysates, miR-34c-5p expression was significantly higher in hUC-

MSC-Exos (P < 0.05). The dual-luciferase reporter assay showed that miR-34c-5p directly bound to the RUNX2 3'

-UTR, and significantly decreased its relative luciferase activity. Functional experiments demonstrated that 

overexpression of miR-34c-5p inhibited RUNX2 protein expression (P < 0.05), while knockdown of miR-34c-5p 

promoted RUNX2 protein expression (P < 0.05). Animal experiments revealed that the Exos@Gel group was 

significantly superior to the hydrogel-only treatment group in terms of bone mineral content and new bone volume 

(P < 0.05).  Conclusion hUC-MSC-Exos promote bone regeneration by delivering miR-34c-5p, which inhibits 

RUNX2 expression. Consistent with the established theory of biphasic regulation of RUNX2 in osteogenic 

differentiation, this finding suggests the possibility that its inhibition during fracture healing could promote  bone 

formation. The chondroitin sulfate hydrogel significantly enhances the efficacy of this therapeutic strategy.

Keywords:  human umbilical cord mesenchymal stem cells; exosomes; microRNA-34c-5p; RUNX2; bone 

regeneration; hydrogel

骨 组 织 是 人 体 的 重 要 结 构 框 架 ，在 支 撑 机 械

载荷及为肌肉附着提供运动支点方面发挥关键作

用 [1] 。创伤、先天性畸形、感染及手术等所致的骨

缺 损 与 骨 折 ，其 临 床 治 疗 仍 面 临 诸 多 挑 战 [2] 。 尽

管 骨 组 织 具 备 内 在 再 生 能 力 ，但 大 范 围 骨 折 和 临

界 尺 寸 骨 缺 损 会 显 著 阻 碍 其 再 生 过 程 ，常 需 借 助

骨移植或骨替代物进行治疗。自体骨移植等传统

方 法 受 限 于 供 体 来 源 不 足 及 免 疫 排 斥 风 险 [3] ，因

此 ，探 寻 有 效 促 进 骨 缺 损 修 复 的 策 略 并 阐 明 其 作

用机制，已成为研究焦点。

外 泌 体 是 一 类 直 径 30～150 nm、源 自 多 泡 体

的细胞外囊泡，其来源广泛、释放机制多样 [4] 。外

泌 体 携 带 的 蛋 白 质 、脂 质 、mRNA、miRNA 及 长 链

非 编 码 RNA 等 物 质 可 通 过 内 吞 或 膜 融 合 途 径 进

入 靶 细 胞 ，将 其 内 容 物 递 送 至 胞 浆 ，进 而 触 发 信

号 级 联 反 应 与 表 观 遗 传 重 编 程 ，实 现 跨 细 胞 信 息

转 导 与 功 能 重 塑 [5] 。 在 再 生 医 学 领 域 中 ，干 细 胞

源 性 外 泌 体 展 现 出 显 著 的 组 织 修 复 潜 力 [6] 。 近 年

来 ，针 对 干 细 胞 外 泌 体 的 研 究 多 集 中 于 间 充 质 干

细 胞（mesenchymal stem cell, MSC），如 脂 肪 组 织 来

源 的 间 充 质 干 细 胞 外 泌 体（mesenchymal stem cell 

exosomes, MSC-Exos）已 被 证 实 可 促 进 伤 口 愈 合 和

组 织 再 生 [7] 。 目 前 研 究 表 明 ，MSC-Exos 具 有 无 致

瘤性、易存储等特点，已成为骨再生研究的新兴方

向[8]。 MicroRNA（miRNA）是 一 类 长 度 为 18～24 nt

的内源性非编码 RNA，主要通过结合靶基因的 3'-

非 翻 译 区（3'-UTR），介 导 靶 mRNA 的 降 解 或 翻 译

抑制，从而诱导转录后基因沉默 [5 ，9] 。其精密调控

网 络 贯 穿 骨 发 育 与 代 谢 全 过 程 ，对 维 持 骨 骼 稳 态

至 关 重 要 [10] 。 研 究 表 明 ，人 脐 带 间 充 质 干 细 胞 外

泌 体（human umbilical cord mesenchymal stem cell 

exosomes, hUC-MSC-Exos） 富 含 成 骨 活 性

miRNA[11-13] ，其 中 microRNA-34c-5p（miR-34c-5p）

被 证 实 参 与 骨 形 成 调 控 [14-15] 。 由 于 外 泌 体 在 体 内

易 被 快 速 清 除 ，限 制 了 其 疗 效 ，而 新 型 递 送 系 统

有望克服这一局限性。硫酸软骨素作为人体最丰

富 的 糖 胺 聚 糖 及 软 骨 基 质 核 心 成 分 ，兼 具 抗 炎 、

抗氧化、免疫调节与组织修复功能 [16] ，其优异的生

物 相 容 性 、活 性 及 可 降 解 性 使 其 成 为 医 学 组 织 工

程 的 理 想 材 料 [17-18] 。 吴 垧 妍 等 [19] 制 备 的 硫 酸 软 骨

素 水 凝 胶 更 被 证 实 具 有 促 进 创 面 修 复 的 潜 力 ，提

示 其 可 作 为 构 建 外 泌 体 的 递 送 体 系 的 材 料 。 因

此，本研究创新性构建 hUC-MSC-Exos/硫酸软骨素

水 凝 胶 复 合 体 系 ，系 统 探 究 其 协 同 促 骨 再 生 机

制，为骨缺损“无细胞治疗”提供新策略。

1  材料与方法 

1.1　细胞与动物　

人 脐 带 间 充 质 干 细 胞 （human umbilical cord 

mesenchymal stem cells, hUC-MSCs） 取自健康足月产

·· 30



第 19 期 刘斌， 等： 人脐带间充质干细胞外泌体通过 microRNA-34c-5p/RUNX2 轴调控骨再生的作用研究

妇 脐 带 ， 采 用Ⅱ型 胶 原 酶 （Sigma-Aldrich， St. 

Louis, MO，美国，货号：C6885） 降解组织，并使

用 DMEM/F12 添加 10% 胎牛血清 （美国赛默飞世尔

科技公司） 进行培养。人成骨细胞 hFOB1.19 购自

美国模式培养物保藏中心 （货号：CRL-11372）。实

验所用 SD 大鼠为雄性，8～12 周龄，体重（200±20）g，

由杭州医学院提供。实验动物生产许可证号：SCXK

（浙）2024-0002；实验动物使用许可证号：SYXK（粤）

2023-0318。本实验经广州辉园苑医药科技有限公

司实验动物伦理委员会批准（IAEC-K-240517-06）。

所有操作均遵循《实验动物福利伦理审查指南》及

3R 原则。

1.2　设备和试剂　

1.2.1 　 主要检测设备 　实 时 荧 光 PCR 仪（美 国 赛

默飞世尔科技公司，型号：QuantStudio 3），微型计算

机 断 层 扫 描（micro-computed tomography, Micro-CT）

（美国珀金埃尔默公司，型号：Quantum GX2），化学

发光成像仪（上海天能科技有限公司，型号：Tanon 

5200），高 速 冷 冻 离 心 机（德 国 艾 本 德 公 司 ，型 号 ：

Centrifuge 5425 R），超速离心机（美国贝克曼库尔特

公司，型号：Optima XE-90）。

1.2.2 　 主要检测试剂 　外泌体分离试剂盒 （美国

赛默飞世尔科技公司，货号：4478359），CD63 抗

体 （英国 Abcam 公司，货号：ab217345），CD81 抗

体 （英国 Abcam 公司，货号：ab109201），RUNX2

抗体 （英国 Abcam 公司，货号：ab23981），β-actin

抗体 （英国 Abcam 公司，货号：ab8226），山羊抗

小鼠 IgG 二抗 （美国 Cell Signaling Technology 公司，

货号：7076），LipofectamineTM 3000 转染试剂 （美国

赛默飞世尔科技公司，货号：L3000001），miRNA

第一链 cDNA 合成试剂盒 （南京诺唯赞生物科技股

份 有 限 公 司 ， 货 号 ： MR101-01）， SYBR Green 

qPCR 预混液 （南京诺唯赞生物科技股份有限公司，

货号：Q711-02），硫酸软骨素 （美国西格玛奥德

里奇公司，货号：C4384），高碘酸钠 （上海阿拉

丁生化科技股份有限公司，货号：S112208），双荧

光素酶报告基因载体 pmiRGLO （美国普洛麦格公

司，货号：E1330），慢病毒包装所需 pLV、 pLV-

shRNA 及辅助包装质粒 pSPAX2 和 pMD2.G （上海吉

玛制药技术有限公司）。

1.3　实验方法　

1.3.1 　 hUC-MSC-Exos 的分离与鉴定 　外泌体分

离：hUC-MSCs 培养至第 3～5 代，更换为无血清培

养 基 继 续 培 养 48 h。 收 集 细 胞 上 清 液 ， 参 照

Thermo Fisher 外泌体分离试剂盒说明书，采用差速

离心法分离外泌体：4 ℃，1 500 r/min 离心 10 min，

弃沉淀去除细胞及大碎片；4 000 r/min 离心 30 min，

弃沉淀去除死细胞；10 000 r/min 离心 45 min，弃沉

淀去除细胞碎片。最后，取上清液于 32 000 r/min

超速离心 70 min，所得沉淀即为粗提外泌体。沉淀

用 预 冷 磷 酸 盐 缓 冲 液（phosphate buffered saline, 

PBS）重 悬 ，再 次 32 000 r/min 离 心 70 min 进 行 洗

涤，最终沉淀用适量 PBS 重悬，-80 ℃保存备用。

外泌体鉴定：采用 Western blotting 检测外泌体特异

性标志蛋白。取 20 μg 外泌体蛋白样品，进行 SDS-

PAGE 电泳分离后转至 PVDF 膜。用 5% 脱脂牛奶室

温封闭2 h后，分别加入CD63和CD81一抗 （1∶1 000

稀释），4 ℃孵育过夜。TBST 缓冲液洗膜后，加入

辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 IgG 二 抗

（1∶5 000 稀释），室温孵育 1 h。使用增强化学发

光 （enhanced chemiluminescence, ECL） 化学发光试

剂盒显影，在化学发光成像仪上采集图像。以细

胞总蛋白裂解液作为对照。

1.3.2 　 miR-34c-5p 过表达与敲低慢病毒载体的构

建及功能验证 　慢病毒载体构建与细胞转染：构建

携带 miR-34c-5p 序列的过表达慢病毒载体 （pLV-

miR-34c-5p） 和表达 miR-34c-5p 短发夹 RNA 的敲

低慢病毒载体 （pLV-shRNA-miR-34c-5p）。将人成

骨细胞 hFOB1.19 以 1×10 ⁵个/孔的密度接种于 6 孔

板 中 ， 培 养 至 70% 融 合 度 时 ， 使 用 Lipofectamine 

3000 转染试剂将目的基因片段转染至细胞中。转

染 8 h 后更换为新鲜完全培养基，继续培养 72 h 用

于 后 续 实 验 。 采 用 实 时 荧 光 定 量 聚 合 酶 链 反 应

（quantitative real-time polymerase chain reaction, qRT-

PCR） 检测转染效率：细胞样本按 1×106 细胞加入

1 mL Trizol 的比例进行裂解。充分裂解后，加入氯

仿 （Trizol 体积的 1/5），剧烈震荡 15 秒，室温静置

3 min。随后离心分层 （11 000 r/min，15 min，4 ℃），

转 移 水 相 至 新 离 心 管 ， 加 入 等 体 积 异 丙 醇 沉 淀

RNA， 75% 乙 醇 洗 涤 沉 淀 后 溶 于 DEPC 水 。 使 用

miRNA 专用逆转录试剂盒，按说明书配制反应体
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系。反应程序为：16 ℃孵育 30 min （引物退火），

42 ℃孵育 60 min （逆转录合成），85 ℃加热 5 min

（酶 失 活）， 反 应 结 束 后 于 4 ℃ 保 存 待 用 。 采 用

SYBR Green Ⅰ荧光染料法进行 qPCR 扩增。反应在

实时荧光定量 PCR 仪 （ABI 7500、Bio-Rad CFX96）

上运行。反应程序：95 ℃初始变性 30 s，循环 1 次，

95 ℃变性5 s，循环40次，60 ℃退火30 s，循环40次，

采集荧光信号，最后进行溶解曲线分析以验证扩

增特异性。采用 2-ΔΔCt 法计算 miR-34c-5p 的相对表

达量，检测人成骨细胞 hFOB1.19 中 miR-34c-5p 过

表达与敲低的表达水平变化。引物序列见表 1。

采 用 Western blotting 检 测 RUNX2 蛋 白 相 对 表

达 量 。 为 探 究 miR-34c-5p 对 下 游 靶 蛋 白 RUNX2

的影响，将细胞分为 5 组进行蛋白表达水平检测。

①空白对照组：正常 hFOB1.19 细胞组；②过表达对

照组（pLV-NC）：转染空载体对照组；③miR-34c-5p

过表达组（pLV-miR-34c-5p）：转导 pLV-miR-34c-5p

过表达载体组 ；④敲低对照组（pLV-sh-NC）：转染

pLV-sh 随 机 序 列 载 体 对 照 组 ；⑤miR-34c-5p 敲 低

组（pLV-sh-miR-34c-5p）：转染 pLV-sh-miR-34c-5p

敲低载体组。转染 72 h 后，收集各组细胞，提取总

蛋 白 。 经 BCA 法 定 量 后 ，取 等 量 蛋 白 进 行 SDS-

PAGE 电 泳 、转 膜 、封 闭 。 随 后 用 小 鼠 抗 人 RUNX2

抗 体（1∶1 000）及 β-actin 内 参 抗 体（1∶5 000）4 ℃

孵育过夜。TBST 缓冲液洗膜后，加入辣根过氧化

物 酶 标 记 的 山 羊 抗 小 鼠 IgG 二 抗（1∶5 000 稀 释），

室温孵育 1 h，ECL 化学发光显影。以β-actin 作为内

参，使用 Image J 软件分析 RUNX2 蛋白相对表达量。

1.3.3 　 miR-34c-5p 与 RUNX2 靶 向 关 系 的 验 证 　

质粒与报告载体的构建：miR-34c-5p 过表达载体

通过化学合成其前体序列 （5'-AGGCAGUGUAGUU

AGCUGAUUGC-3'）， 并 将 其 克 隆 至 pCDH-CMV-

MCS-EF1-Puro 慢病毒载体中。用于敲低 miR-34c-

5p 的 RNA 干扰载体，则通过设计特异性 shRNA 靶

序 列 （5'-GCAGUAAGUACUGCCU-3'）， 并 构 建 至

pLV-RNAi 慢病毒载体。同时，合成包含 RUNX2 基

因 3'-UTR 潜在结合位点的野生型 （WT） 序列，并

将 其 插 入 psiCHECK-2 载 体 多 克 隆 位 点 ， 构 建

psiCHECK2-RUNX2-WT 报 告 载 体 ； 利 用 定 点 突 变

技术将该结合位点进行突变，构建相应的突变型

（Mut） 报 告 载 体 作 为 对 照 。 稳 转 细 胞 系 的 建 立 ：

人成骨细胞 hFOB1.19 接种于 6 孔板中，分别用重组

慢病毒 pLV-miR-34c-5p （过表达病毒）、pLV-sh-

miR-34c-5p （敲低病毒） 及相应的阴性对照空载体

病毒 （pLV-NC, pLV-sh-NC） 进行感染，感染复数

为 3。感染 72 h 后，更换为含 2 μg/mL 嘌呤霉素的

完全培养基进行持续筛选5～7 d，以获得稳转细胞株。

双荧光素酶报告基因检测：采用双荧光素酶报

告系统，将人成骨细胞 hFOB1.19 接种于 24 孔板中，

采 用 Lipofectamine 3000 转 染 试 剂 进 行 共 转 染 。 实

验分为 WT 组：共转染 pmirGLO-RUNX2-WT 报告载

体 与 miR-34c-5p mimics；Mut 组 ：共 转 染 pmirGLO-

RUNX2-Mut 报 告 载 体 与 miR-34c-5p mimics；阴 性

对 照 组 ：共 转 染 pmirGLO-RUNX2-WT 报 告 载 体 与

阴性对照 mimics NC。转染 48 h 后收集细胞，按照

双 荧 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 试 剂 盒 说 明 书 操 作 ：加

入 Luciferase Assay Reagent Ⅱ裂解细胞并测定萤火

虫 荧 光 素 酶（Fluc）活 性 ；随 后 加 入 Stop & 

Glo® Reagent，淬 灭 Fluc 反 应 并 同 时 启 动 海 肾 荧 光

素酶（Rluc）反应。于化学发光检测仪上自动读取

各孔的化学发光信号值。以 Rluc 活性值与 Fluc 活

性值的比值（Rluc/Fluc）表示报告基因的相对活性。

1.4　硫酸软骨素水凝胶制备　

称 取 5 g 硫 酸 软 骨 素 溶 于 50 mL 0.05  mol/L 高

碘酸钠溶液中，于 4 ℃避光反应 24 h。加入乙二醇

（1 mL）终 止 反 应 ，继 续 搅 拌 30 min。 将 混 合 液 转

移至截留分子量为 3.5 kD 的透析袋中，以去离子水

透析 72 h，期间换水多次。透析产物经冷冻干燥，

得 到 氧 化 硫 酸 软 骨 素（oxidized chondroitin sulfate, 

OChs）；OChs 与壳聚糖按质量比 2∶1 溶解于磷酸盐

缓 冲 液（PBS，pH 7.4），加 入 0.1% 三 乙 酰 氧 基 硼 氢

化钠作为交联剂，于 37 ℃静置交联 30 min 形成水

凝 胶[19]；外 泌 体（100 μg）与 OChs 溶 液（10 mg/mL）

混合，交联后得 Exos@Gel 复合物。

表 1　引物序列信息 

引物

miR-34c-5p

U6

序列

正向：5'-AGGCAGTGTAGTTAGCTGATTGC-3'

反向：5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

正向：5'-CGCTTCGGCAGCACATATAC-3'

反向：5'-AAATATGGAACGCTTCACGA-3'

长度/

bp

23

16

20

20
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1.5　动物骨缺损模型复制及外泌体干预治疗　

SD 大 鼠 麻 醉 后 ，于 右 侧 胫 骨 中 段 复 制 直 径

2 mm 的临界尺寸骨缺损模型，并采用微型外固定

器固定。分组（每组 5 只）与干预：①假手术组（切

开皮肤，不造缺损）；②对照组（缺损，生理盐水注射

200 μL/次/周）；③水凝胶组（缺损，注射 1 次/周），

总 周 期 ：持 续 4 周（至 取 材 前 结 束），总 注 射 次 数 ：

4 次，局部注射 OChs 凝胶，100 μL/次；④水凝胶复合

外泌体组（骨缺损，注射 1 次/周），总周期：持续 4 周

（至取材前结束），总注射次数：4 次，注射水凝胶外

泌体（含 100 μg 外泌体的复合物），100 μL/次。

术后 4 周处死动物，取胫骨标本行微型计算机

断层扫描，扫描参数：电压 80 kV，电流 500 μA，

分辨率 10 μm。使用仪器自带分析软件对骨缺损区

域进行三维重建，通过阈值分割法 （阈值范围设

定为 250~2 000 HU） 区分骨组织与软组织，自动计

算骨矿物质密度、骨缺损区域总体积 （即新生骨

组织体积） 及骨矿物质含量，以骨矿物密度和骨

矿物质含量作为骨愈合评价指标。剔除无效数据

后，对各组的骨矿物质密度、骨缺损区域总体积

及骨矿物质含量进行统计分析，每组有效样本数

为 3 只大鼠。

1.6　数据筛选　

在数据整理阶段，对所有采集的样本数据进

行有效性评估。剔除标准：实验过程中因非处理

因素导致的动物死亡样本；经 Grubbs 检验识别出

的统计学异常值。最终纳入分析的样本数量见相

应结果部分。

1.7　统计学方法　

数据分析采用 GraphPad Prism 7 统计软件。计量

资料以均数±标准差（x±s）表示，两组比较采用 t 检

验；多组比较采用单因素方差分析，进一步两两比

较采用 LSD-t 检验。P <0.05 为差异有统计学意义。

2  结果 

2.1　miR-34c-5p在hUC-MSC-Exos中富集

Western blotting 检测结果显示，与细胞裂解液

相比，提取物中外泌体标志蛋白 CD81 和 CD63 的表

达水平更高 （见图 1）。CD81：外泌体组的原始灰

度 值 为 （163.04±5.60）， 显 著 高 于 对 照 组 的

（122.36±9.41）；以对照组灰度值标准化后，外泌

体 组 的 相 对 表 达 量 为 （1.33±0.05）， 对 照 组 为

（1.00±0.08），经 t 检验，差异有统计学意义 （t = 

6.435，P = 0.003），外泌体组 CD81 蛋白相对表达量

显著高于对照组。CD63：外泌体组的原始灰度值

为 （82.75±6.95）， 显 著 高 于 对 照 组 的 （50.26±

7.07）； 标 准 化 后 ， 外 泌 体 组 的 相 对 表 达 量 为

（1.65±0.138）， 对 照 组 为 （1.00±0.141）， 经 t 检

验，差异有统计学意义 （t = 5.675，P = 0.005），外

泌体组 CD63 蛋白相对表达量显著高于对照组。

qRT-PCR 检测结果显示，与细胞裂解液相比，

miR-34c-5p 在 hUC-MSC-Exos 中 呈 现 显 著 富 集 。

hUC-MSC-Exos 组 miR-34c-5p 基 因 相 对 表 达 量 为

（16.40 ± 6.69），细胞裂解液对照组 miR-34c-5p 基

因相对表达量为 （1.00 ± 0.71），经 t 检验，差异

有统计学意义 （t = 3.965，P = 0.016），hUC-MSC-

Exos 组 miR-34c-5p 基因相对表达量显著高于细胞

裂解液对照组。

2.2　miR-34c-5p对RUNX2表达的调控作用　

qRT-PCR 检 测 结 果 显 示 ， miR-34c-5p 过 表 达

3 组 miR-34c-5p 基 因 相 对 表 达 量 比 较 ， 经 方 差 分

析，差异有统计学意义 （P < 0.05）；与空白对照组

相比，miR-34c-5p 过表达组 miR-34c-5p 基因相对

表达量显著升高 （P < 0.05）。miR-34c-5p 敲低 3 组

miR-34c-5p 基 因 相 对 表 达 量 比 较 ， 经 方 差 分 析 ，

差异有统计学意义 （P < 0.05）；与空白对照组相

比，miR-34c-5p 敲低组 miR-34c-5p 基因相对表达

量显著降低 （P < 0.05）。空白对照组与过表达对照

组比较，经 t 检验，差异无统计学意义 （P > 0.05）。

Western blotting 检 测 结 果 显 示 ，miR-34c-5p 过

表 达 3 组 RUNX2 蛋 白 相 对 表 达 量 比 较 ，经 方 差 分

析，差异有统计学意义（P < 0.05）；miR-34c-5p 过表

达组 RUNX2 蛋白表达水平均显著低于空白对照组

26 kD

30 kD

CD81

CD63

         1                                   2

1： 裂解液对照组； 2： 外泌体组。

图1　外泌体标志物CD81和CD63的蛋白表达
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和过表达对照组（P < 0.05）。miR-34c-5p 敲低 3 组

RUNX2 蛋白相对表达量比较，经方差分析，差异有

统计学意义（P < 0.05）；miR-34c-5p 敲低组 RUNX2

蛋白表达水平显著高于空白对照组和敲低对照组

（P < 0.05）。 空 白 对 照 组 与 敲 低 对 照 组 比 较 ，经

LSD-t 检验，差异无统计学意义（P > 0.05）。见表 2、

3 和图 2。

2.3　miR-34c-5p 对 RUNX2 3'-UTR 活性的靶向

作用　

双荧光素酶报告基因实验结果显示，共转染

miR-34c-5p mimics 与野生型 RUNX2 3'-UTR 报告载

体 （WT+miR-34c-5p 组 ）、 共 转 染 miR-34c-5p 

mimics 与 突 变 型 RUNX2 3'-UTR 报 告 载 体 （Mut+

miR-34c-5p 组）、共转染阴性对照 mimics 与野生型

RUNX2 3'-UTR 报告载体 （WT+NC 组） 的荧光素酶

相对活性分别为 （81.8±3.4） %、（116.0±4.4） %、

（100.0±4.7） %，经方差分析，差异有统计学意义

（F =125.736， P =0.000）； 进 一 步 两 两 比 较 ， 经

LSD-t 检验，WT+miR-34c-5p 组的荧光素酶活性显

著 低 于 WT+NC 组 （P <0.05）， 而 Mut+miR-34c-5p

组与 WT+NC 组比较，经 LSD-t 检验，差异无统计

学意义 （P >0.05）

2.4　Exos@Gel 复合物对大鼠胫骨缺损修复的

影响

对照组、水凝胶复合外泌体组、水凝胶组的骨

矿 物 质 密 度 、骨 缺 损 区 域 总 体 积 及 骨 矿 物 质 含 量

比 较 ，经 方 差 分 析 ，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P < 

0.05）。水凝胶复合外泌体组的骨矿物质密度均显

著高于对照组和水凝胶组（P < 0.05）；而对照组分

别与水凝胶复合外泌体组、水凝胶组比较，经 LSD-

t 检 验 ，差 异 均 无 统 计 学 意 义（P > 0.05）。 水 凝 胶

复合外泌体组的骨缺损区域总体积均显著大于对

照组和水凝胶组（P < 0.05）；对照组与水凝胶组比

较，经 LSD-t 检验，差异无统计学意义（P > 0.05）。

水凝胶复合外泌体组的骨矿物质含量均显著高于

对照组和水凝胶组（P < 0.05）；对照组与水凝胶组

比 较 ，经 LSD-t 检 验 ，差 异 无 统 计 学 意 义（P > 

0.05）。见表 4。

表 2　miR-34c-5p过表达对miR-34c-5p基因和RUNX2

蛋白表达的影响　（x±s）

组别

空白对照组

过表达对照组

miR-34c-5p 过表达组

F 值

P 值

miR-34c-5p 基因

1.00 ± 0.13

1.00 ± 0.10

2.02 ± 0.41

53.8

0.000

RUNX2 蛋白

107.94 ± 4.18

106.99 ± 2.16

73.20 ± 3.30

152.894

0.000

表 3　miR-34c-5p敲低对miR-34c-5p基因和RUNX2

蛋白表达的影响　（x±s）

组别

空白对照组

敲低对照组

miR-34c-5p 敲低组

F 值

P 值

miR-34c-5p 基因

1.00 ± 0.69

0.72 ± 0.46

0.23 ± 0.16

185.463

0.000

RUNX2 蛋白

107.94 ± 4.18

108.24 ± 5.99

173.74 ± 1.29

289.561

0.000

60 kD

42 kD

RUNX2

β-actin

1            2            3           4           5

1： 空白对照组； 2： 过表达对照组； 3： miR-34c-5p 过表达组；

4： 敲低对照组； 5： miR-34c-5p 敲低组。

图2　成骨细胞hFOB1.19中分别过表达、敲低

miR-34c-5p后RUNX2蛋白表达

表 4　各组骨矿物质密度、骨缺损区域总体积及骨矿物质含量比较　（n =3， x±s）

组别

对照组

水凝胶复合外泌体组

水凝胶组

F 值

P 值

骨矿物质密度/（mg/cm3）

504.7±9.2

550.0±12.0

487.5±7.8

56.347

0.000

骨缺损区域总体积/cm3

0.6±0.07

0.8±0.02

0.5±0.04

45.892

0.000

骨矿物质含量/mg

287.1±15.3

464.6±12.7

226.9±22.8

182.515

0.000
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术后 4 周，通过微型计算机断层扫描进行三维 重建和骨形态计量学分析。见图 3。

3  讨论 

本 研 究 证 实 hUC-MSC-Exos 特 异 性 富 集 miR-

34c-5p，该结果与 Hu 等[20] 报道的间充质干细胞外

泌体 miRNA 谱特征相符。通过基因过表达和敲低

实验发现，miR-34c-5p 负向调控下游 RUNX2 的表

达。进一步的双荧光素酶报告基因实验证实，miR-

34c-5p 可 直 接 靶 向 结 合 RUNX2 mRNA 的 3'-UTR 。

RUNX2 作为一种骨特异性转录因子，在调控成骨

细胞分化、软骨细胞成熟、骨基质基因表达及矿

化等过程中发挥关键作用[21-22]。研究创新性地开发

了 一 种 硫 酸 软 骨 素 水 凝 胶 ， 用 于 递 送 富 含 miR-

34c-5p 的 hUC-MSC-Exos （Exos@Gel）。动物实验结

果 显 示 ， 水 凝 胶 复 合 外 泌 体 组 的 骨 矿 物 质 密 度 、

骨缺损区域总体积、骨矿物质含量均显著高于对

照组和水凝胶组。结果表明，水凝胶复合外泌体

干预可显著提升骨密度和骨矿物质含量，并增加

新 生 骨 体 积 ， 其 效 果 优 于 水 凝 胶 治 疗 。 这 证 明

hUC-MSC-Exos 可 通 过 递 送 miR-34c-5p 并 抑 制

RUNX2 表达，进而促进骨再生。

本研究结果显示，miR-34c-5p 介导的 RUNX2

下调可在体内促进骨再生。特别是，RUNX2 在成

骨细胞分化过程中表现出双重调控作用及时空特

异性，这些特性在本研究中对促进骨再生的效应

起到关键作用。Komori 等[23]研究指出，RUNX2 虽被

视为成骨细胞分化的“主要调控因子”，但其功能

具有明确的阶段特异性：在分化早期驱动间充质

干细胞向成骨谱系定向 （抑制脂肪/软骨分化），而

在晚期却会阻碍成骨细胞成熟及矿化。易知非等[24]

研究报道，RUNX2 是胰岛素样生长因子 1 （insulin-

like growth factor 1, IGF-1） 调节成骨细胞分化和成

熟的重要靶点，IGF-1 可通过抑制 RUNX2 表达显著

加 速 骨 折 愈 合 ， 这 是 由 于 在 骨 再 生 的 特 定 阶 段 ，

下调 RUNX2 可能解除其对成骨细胞成熟的抑制作

用 ， 促 进 骨 基 质 矿 化 及 成 熟 骨 组 织 形 成 。 miR-

34c-5p 介导的 RUNX2 下调在体内促进骨再生，结

果表明 RUNX2 的适时下调是启动骨折愈合后期矿

化的关键触发因素。

有 研 究 发 现 ， 外 泌 体 具 有 显 著 的 成 骨 活 性 ，

但其临床应用面临体内快速清除的挑战[25]。为此，

本研究创新性地开发了一种硫酸软骨素水凝胶用

于递送 hUC-MSC-Exos 的药物体系 Exos@Gel。有研

究表明，基于硫酸软骨素水凝胶的药物递送系统

治疗前

治疗后

               假手术组                                 对照组                                  水凝胶组                    水凝胶复合外泌体组     

右

左

右

左

图中白色线表示骨缺损边界。

图3　大鼠骨缺损修复效果微型计算机断层扫描三维重建
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具有以下特点：①缓释特性：亚胺键交联形成的

三维网络使外泌体释放周期延长[19]；②局部滞留：

注射后形成物理屏障，防止外泌体扩散[26]；③协同

增效：硫酸软骨素本身的抗氧化作用[27-28]可改善损

伤区微环境，与外泌体形成协同效应。这种“缓

释-滞留-微环境调节”的多重协同机制，在动物

模型中表现出了比单用外泌体更显著的骨密度恢

复与骨缺损修复效果。

本 研 究 揭 示 了 hUC-MSC-Exos 通 过 递 送 miR-

34c-5p 靶向 RUNX2 的 3'-UTR，并抑制其表达，从而

促进骨再生的分子机制。这一发现为后续开发靶

向该通路的小分子药物提供了思路和方向。同时，

利用硫酸软骨素水凝胶递送外泌体 miR-34c-5p 的

“无细胞”治疗策略，降低了干细胞移植潜在的致瘤

风险，具有更好的安全性、简便性和微创性，在骨不

连、骨质疏松性骨折等领域具有一定的应用潜力。

本 研 究 存 在 以 下 局 限 性 ：①需 引 入 其 他 类 型 的 体

内 模 型 以 多 模 型 验 证 体 内 效 果 ；②miR-34c-5p 对

破骨细胞活性的影响尚未阐明；③水凝胶降解速率

与骨再生时序的匹配性有待优化。

综上所述，本研究系统揭示了外泌体/硫酸软

骨 素 水 凝 胶 系 统 （Exos@Gel） 通 过 miR-34c-5p/

RUNX2 信号轴促进骨再生的机制。基于硫酸软骨

素 构 建 的 创 新 递 送 系 统 展 现 出 巨 大 的 临 床 转 化

潜力。
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