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摘要：临界骨缺损的再生修复是骨科研究的热点之一。在骨组织工程研究中，常通过调控间充质干细

胞的基因表达改变细胞外囊泡的内部活性分子表达谱，从而增强细胞外囊泡的成骨活性，促进骨缺损

的再生修复。然而，目前对于间充质干细胞来源的细胞外囊泡(mesenchymal stem cell-derived extracel-
lular vesicles，MSC-EVs)促进骨缺损修复的具体机制尚不清晰。因此，本文通过查阅近年来MSC-EVs
在骨缺损修复中的相关研究，阐述了MSC-EVs通过其内部活性物质促进骨缺损修复的作用机制，为科

学合理应用MSC-EVs进行骨缺损的临床修复提供理论依据。
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Abstract: The regeneration and repair of critical bone defects is one of the hotspots in orthopaedic research.
In bone tissue engineering, the expression profile of active molecules inside extracellular vesicles is often
changed by regulating the gene expression of mesenchymal stem cells, thereby enhancing the osteogenic
activity of extracellular vesicles and promoting the regeneration and repair of bone defects. However, the
specific mechanism by which mesenchymal stem cell-derived extracellular vesicles (MSC-EVs)-promoted
bone defect repair is still unclear. Therefore, by reviewing the related research of MSC-EVs in bone defect
repair in recent years, this paper expounds the mechanism of MSC-EVs promoting bone defect repair through
its internal active substances, which providing a theoretical basis for the scientific and rational application of
MSC-EVs for clinical repair of bone defects.
Key Words: bone defects; extracellular vesicles; mesenchymal stem cells; exosomes; bone regeneration

创伤、骨肿瘤和感染等因素引起的临界骨缺

损的修复与重建是骨科治疗领域的难点[1]。目前，

临床修复骨缺损的方法主要包括自体骨移植、异

体骨移植以及合成生物材料移植[2,3]。自体骨移植

通常被认为是修复骨缺损的金标准，但其使用存

在许多局限性，包括供体骨区发病率高、可用性

生命的化学, 2023, 43(4): 528-540 www.life.ac.cn doi: 10.13488/j.smhx.20220471

收稿日期：2022-07-06
第一作者：E-mail: 89800595@qq.com
*通信作者：E-mail: 1448278929@qq.com

https://doi.org/10.13488/j.smhx.20220471


有限以及不可预测的自体吸收等[4]。异体骨移植因

易发生免疫排斥反应而限制了其临床应用[5]。1993
年，Langer等[6]首次提出将组织工程应用于再生医

学的潜在策略。骨组织工程 ( b o n e t i s s u e
engineering，BTE)作为一种骨缺损修复技术，主要

包括三个基本成分：生物支架、种子细胞和骨诱

导因子[7]。近年来，BTE在骨再生的治疗中取得了

很大的进展，支架等生物活性材料与间充质干细

胞(mesenchymal stromal cells，MSCs)及其分泌因

子的结合在骨缺损修复中得到广泛应用[8]。MSCs
是一种异质性的间充质干细胞亚群，包括骨髓间

充质干细胞(bone mesenchymal stem cells，
BMSCs)、脂肪来源的干细胞(adipose mesenchymal
stem cells，ADSCs)、脐带间充质干细胞(umbilical
cord mesenchymal stem cells，UCMSCs)以及诱导

多能干细胞(induced pluripotent stem cells，iPSCs)
等多种类型，具有成骨细胞、软骨细胞和脂肪细

胞等多向分化潜能[9]。因此，干细胞移植疗法被认

为是骨缺损再生和修复的一种有效的潜在治疗策

略 [ 1 0 - 1 2 ]。然而，在细胞的培养和传代过程中，

MSCs的表型改变、移植细胞的归巢效率低、局部

注射细胞的存活率低等因素限制了其在骨缺损修

复中的应用，因此，不需要体外植入干细胞的无

细胞疗法逐渐被应用于再生医学[13,14]。越来越多的

证据表明，MSCs对组织修复的积极作用不是通过

直接分化为修复和替代受损组织的实质细胞，而

是通过旁分泌机制刺激组织驻留受体细胞的活

性[15,16]。细胞外囊泡(extracellular vesicles，EVs)作
为一种MSCs旁分泌作用的主要介质受到广泛关

注。EVs是一种几乎所有细胞都能分泌的纳米磷脂

双分子层囊泡，由质膜直接向外“出芽”形成。

根据EVs的直径、成分和来源可以将它们分为外泌

体、细胞微泡和凋亡小体三种类型[17]。其中，外

泌体的研究最为热门，是最引人注目的一种EVs类
别。外泌体能够作为一种纳米载体被释放到细胞

外，可通过配体-受体相互作用、内吞作用或直接

膜融合转移到靶细胞，将其内部包含的蛋白质和

遗传信息等生物活性物质递送到目标细胞，是细

胞间通信的重要媒介[18]。外泌体常在各种培养条

件下的MSCs中获取，被认为是MSCs治疗功能的主

要媒介因子，且不具有MSCs治疗的局限性[19-21]。

大量研究证明，间充质干细胞来源的细胞外

囊泡(mesenchymal stem cell-derived extracellular
vesicles，MSC-EVs)能够通过直接转移其内部生物

活性分子，调控靶细胞中的下游信号级联，进而

诱导MSCs成骨分化、抑制破骨吸收、改善血管生

成、促进骨缺损的修复[22,23]。研究报道，MSC-EVs
内部包括大量核酸、蛋白质以及脂质等生物活性

分子，其中，miRNAs是近年来研究最为广泛的物

质[24]。MiRNAs是一种内源性非编码小RNA，常通

过转录后修饰发挥作用，在细胞通信中发挥关键

作用，能够广泛参与骨代谢调控[25-27]。研究显示，

外泌体加速成骨细胞分化的过程中，其内部

miRNAs是主要的调控因子[28]。此外，还有研究发

现，MSC-EVs内部miRNAs能够诱导促血管生成相

关基因的表达，促进血管生成，参与免疫调节以

及抑制破骨细胞活性从而促进骨缺损修复[29]。然

而，目前对MSC-EVs促进骨形成的机制研究仍存

在许多不足，例如EVs中活性分子种类和数目较多，

除miRNAs的调控作用外，蛋白质等其他物质是否

也发挥关键作用还未可知。因此，MSC-EVs修复

骨缺损的具体机制尚需深入探索。本文通过查阅

近些年BTE中应用MSC-EVs促进骨缺损修复的相

关文献，阐述MSC-EVs通过内部miRNAs等活性物

质促进骨生成和血管生成，抑制破骨及参与免疫调

节，最终促进骨缺损修复的作用机制，为未来进一

步应用MSC-EVs促进骨缺损修复提供理论依据。

1 MSC-EVs亲本细胞的来源

作为一种细胞通讯的关键媒介，外泌体能够

广泛参与调节免疫反应[30]、促进外伤性脑损伤的

修复[31]以及刺激骨组织再生[32]等。研究显示，在

骨组织再生治疗中，间充质干细胞(mesenchymal
stem cells，MSCs)来源的外泌体主要通过递送内源

性货物刺激成骨细胞增殖、血管生成以及抑制破

骨细胞活性来发挥骨修复作用[33]。由于外泌体通

常具有与亲本细胞相似的治疗特性，来源于不同

MSC s的外泌体的骨再生修复效果也有所差

异[34,35]。因此，在应用MSCs来源的外泌体时，对

其亲本细胞来源的选择是非常重要的[36]。目前报

道的用于提取外泌体的MSC s来源主要包括

BMSCs、ADSCs、UCMSCs、iPSCs等[9,10,37-39]。其
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中，BMSCs主要通过刺激成骨分化来促进骨再

生，并且比较容易获得，是骨组织工程中最常用

的细胞来源[40]。已有大量研究表明，骨髓间充质

干细胞来源的外泌体可以刺激BMSCs增殖和成骨

分化，从而促进骨缺损内的血管生成、骨生成以

及骨基质矿化[41]。与BMSCs相比，人脂肪间充质

干细胞(human adipose mesenchymal stem cells，
hADSCs)更容易获得，并且在人体分布最广泛，增

殖迅速，是提高外泌体产量理想的MSCs类型[42]。

然而，与骨髓间充质干细胞相比，hADSCs的成骨

分化潜能可能更低[43]。有研究比较了成骨诱导分

化培养(osteogenesis induced，OI)条件下大鼠

BMSCs来源的外泌体和脂肪干细胞来源的外泌体

的成骨分化潜能。结果显示，BMSC-OI来源的外

泌体显著上调成骨相关基因和蛋白质的表达，包

括Col Ⅰ、Runt相关转录因子2(runt re la ted
transcription factor 2，Runx2)、骨涎蛋白(bone
sialoprotein，BSP)、骨钙素(osteocalcin，OCN)、
BMPR-ⅠA和BMPR-Ⅱ，而ADSC-OI来源的外泌

体仅上调BSP、BMPR-ⅠA和BMPR-Ⅱ，上述结果

提示ADSC-OI来源的外泌体的成骨诱导能力可能

低于BMSC-OI来源的外泌体[43]。此外，人脂肪间

充质干细胞(human adipose mesenchymal stem
cells，hADSCs)来源的外泌体在缺血性疾病的治疗

中显示出巨大的治疗潜力，表明hADSC来源的外

泌体也可能通过促进血管生成在骨再生中发挥潜

在的作用[44]。在通过诱导血管生成促进骨再生的

MSCs的研究中，人脐带间充质干细胞 (human
umbilical cord derived mesenchymal stem cells，
hUCMSCs)在BTE中引起了广泛关注。hUCMSCs
是一种从人类脐带基质的主要成分Wharton’s jelly
中获得的原始的MSCs群体[45]。hUCMSCs可以通过

诱导血管生成间接促进骨再生，而不是直接促进

成骨或软骨分化。hUCMSCs相较于骨髓或脂肪等

其他来源的MSCs具有更强的促血管生成特性[46]。

此外，hUCMSCs来源于人类出生后的废物组织，

来源丰富且无伦理道德争议，具有更大的临床潜

力[47]。与hUCMSCs类似，iPSCs同样能够无限生长

且不存在免疫排斥或使用伦理问题，但iPSCs却有

潜在的致瘤风险[48]。近年来的研究表明，诱导多

能干细胞来源的间充质干细胞(induced pluripotent
stem cells-derived mesenchymal stem cells，iPS-

MSCs)同时具有iPSCs和MSCs的优点，其经40次传

代后仍能产生丰富的MSCs，并保持MSCs的自我

更新能力，而且不再具有致瘤性[49]。在促进骨缺

损治疗中，iPS-MSCs具有更强的增殖能力和免疫

调节功能，能够显著促进骨再生[9]。这些特征使

iPS-MSCs成为极佳的外泌体细胞来源[16]。除上述

常用的MSCs来源外，部分组织来源的MSCs来源

的外泌体也有较好的应用潜力。如乳牙牙髓干细

胞(stem cells from human exfoliated deciduous
teeth，SHEDs)是一种具有多重分化潜能和高增殖

能力的未成熟MSCs群体，能够以非侵入性的方式

轻易获得，同样不存在伦理问题[50]。与BMSCs相
比，SHEDs富含生长因子，包括成纤维细胞生长

因子-2(fibroblast growth factors 2，FGF2)和转化生

长因子β2(transforming growth factor-β2，TGF-β2)
等，具有更强的增殖能力 [ 5 1 ]；与牙髓干细胞相

比，SHEDs具有更强的矿化能力 [ 52 ]。有研究证

明，SHEDs来源的外泌体与β-磷酸三钙(β-TCP)联
合使用可以通过促进血管生成和骨生成来促进牙

槽骨再生，从而治疗骨缺损[53]。除考虑MSCs来源

外，外泌体的治疗效果也会受到供体某些潜在疾

病的影响。一项研究表明，从Ⅰ型糖尿病大鼠模

型中获得的BMSCs来源的外泌体促进BMSCs的成

骨分化和内皮细胞的血管生成的效果明显低于从

正常大鼠中获得的BMSCs来源的外泌体[35]，提示

来自慢性基础疾病供体的自体外泌体移植可能不

适合用于再生治疗[54]。

综上，不同类型的外泌体亲本细胞显示出不

同特性(表1)，其中BMSCs可能是最理想的成骨分

化的细胞来源；ADSCs分布最广泛且获取方便，

但成骨分化能力较BMSCs弱；hUCMSCs主要通过

促进血管生成间接促进骨再生；iPS-MSCs具有

iPSCs和MSCs的优点，表现出更强的促增殖能力和

免疫调节功能，且与hUCMSCs一样不存在伦理问

题；而局部来源的SHEDs可以通过非侵入性的方

式获得，并且富含生长因子，促进骨再生的效果

优于多种MSCs。此外，对于存在慢性基础疾病等

问题的供体来源的MSCs，BMSCs来源的外泌体各

方面性能均有所下降甚至出现相反的作用，不适

宜用作损伤修复。因此，在BTE中应用外泌体进行

治疗时，对不同亲本及供体来源的MSCs应加以区

别，以更好地发挥外泌体的作用效果。
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2 MSC-EVs通过促进成骨分化修复骨缺损

骨缺损修复的关键是增强成骨细胞活性并抑

制破骨细胞活性。MSC-EVs可促进内源性MSCs向
骨缺损部位募集，从而激活和促进MSCs增殖和分

化，最终加速骨形成。MSC-EVs促进MSCs成骨分

化的过程涉及多种信号通路，如骨形态发生蛋白

(bone morphogenetic proteins，BMPs)/Smad、Wnt/
β-catenin、磷脂酰肌醇3激酶(phosphatidylinositol 3
kinase，PI3K)/蛋白激酶B(protein kinase B，

AKT)等[55]。

2.1 MSC-EVs通过增强BMP/Smad信号通路促进

成骨分化

BMPs是TGF-β超家族的成员，是骨骼发育的

重要生长因子，具有增强BMSCs向成骨细胞分化

的能力，从而促进骨骼的生长发育[56]。在已发现

的20余种亚型中，BMP2的研究备受关注，它不仅

能够直接诱导MSCs的增殖、迁移以及成骨分化，

而且能够协同其他成骨因子共同发挥成骨作

用 [57]。BMP/Smad信号通路由BMPs及其受体、

Smads蛋白和相关转录因子组成[58]。BMP2通过自

分泌或旁分泌形式释放后，其单体可通过二硫键

连接形成二聚体，再结合BMPs受体[59]。BMPs受
体是丝氨酸 /苏氨酸激酶受体，包括Ⅰ型受体

(BMPR-ⅠA、BMPR-ⅠB和ACVR-Ⅰ)和Ⅱ型受体

(BMPR-Ⅱ、ActR-ⅡA和ActR-Ⅱ)[60,61]。BMP2先结

合BMPR-Ⅱ，发生自身磷酸化而被激活，继而磷

酸化BMPR-Ⅰ，使BMPR-Ⅰ激活，Smad1/5/8等下

游Smads信号被BMPR-Ⅰ受体激活并和受体形成短

暂复合物，使其与Smad4结合，转移至核内，转录

激活成骨分化基因，如Runx2和成骨细胞特异性转

录因子Osterix等，促进成骨细胞分化[59]。BMP/

Smad信号通路对成骨分化具有重要意义。近些

年，多项研究显示MSC-EVs促进成骨分化主要通

过激活BMP/Smad信号通路，且该过程是多个

miRNAs共同作用的累积效应。Liu等 [ 43 ]发现，

BMSC-OI来源的外泌体在促进大鼠颅骨缺损模型

成骨分化的过程中，有包括miR-877在内的8个
miRNAs下调，16个miRNAs上调(如miR-328a-5p、
miR-31a-5p、let-7a-5p和let-7c-5p等)。抑制miR-877
可上调BMP/Smad信号通路中靶基因的表达，如

BMPR-ⅠA、BMPR-ⅠB和Smad1。过表达miR-
328a-5p、miR-31a-5p、let-7a-5p和let-7c-5p能够下

调抑制BMP/Smad信号通路的靶向基因ACVR-Ⅰ和

ACVR-ⅡB[62]。生物信息学分析显示，ACVR-ⅡB
可能是BMPR-Ⅱ的拮抗剂，并且BMPR-Ⅱ与

ACVR-ⅡB之间存在竞争和协同的受体激活网络，

而不是简单的竞争关系。以上结果表明，BMSC-
Exo-miRNAs主要靶向ACVR-ⅡB/ACVR-Ⅰ，调控

BMPR-Ⅱ/ACVR-ⅡB对BMPR诱导的Smad1/5/9磷
酸化的竞争性平衡，从而促进成骨分化 [ 4 3 ]。此

外，不同条件下获得的EVs可能通过不同途径调控

BMP/Smad信号通路。Huang等[63]制备了可持续表

达BMP2的hBMSC-EVs，这些EVs在体外和体内实

验中均显示出强化的成骨诱导性能。研究结果发

现， hBMSC -EV s中BMP信号通路抑制因子

SMURF1和Smad7的表达显著降低[64]。进一步研究

表明，靶向SMURF1的miR-424在EVs中的表达明

显增加[65]。因此，hBMSC-EVs可能通过递送miR-
424，靶向抑制SMURF1，从而增强BMP2信号，

最终促进成骨分化。此外，另一项研究表明，人

骨髓间充质干细胞来源的外泌体模拟物(human
bone mesenchymal stem cell-derived exosome

表1 不同类型外泌体的特点

外泌体类型 特点 主要成骨机制

BMSCs来源的外泌体 成骨效果好，易获得，应用最广泛 成骨分化

hASCs来源的外泌体
成骨能力相对较差；在人体分布最广泛，最易获得；增殖速度快，提高产量的最佳

选择
成骨分化

hUCMSCs来源的外泌体
更高的多能性；较强的促血管生成成骨特性；来源废物组织，来源丰富；没有伦理

和道德争议；临床应用潜力高
促血管生成

iPS-MSCs来源的外泌体
具有iPSCs和MSCs的优点，无限生长和自我更新能力；不再具有致瘤性，没有伦理

和道德争议，更强的增殖能力和免疫调节功能
成骨分化及血管生成

SHEDs来源的外泌体
多重分化潜能，非侵入性的方式获取方便且不存在伦理问题，富含FGF2、TGF-β2
等生长因子，更强的增殖能力和矿化能力

成骨分化及血管生成
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mimics，hBMSC-EMs)中noggin的表达下调可以增

强hBMSC-EMs的成骨特性。该研究发现，与对照

组相比，noggin抑制的hBMSC-EMs中miR-29a的表

达显著降低，而BMPR-IA、磷酸化Smad1/5/8和
ID1(BMP信号的关键下游靶点 )的表达显著增

加[66]。先前的研究表明，noggin是天然BMP拮抗

剂，抑制MSCs中的noggin蛋白表达能够触发BMP
信号的关键介质(Smad1/5/8)和成骨分子(Runx2和
OCN)[67]。因此，noggin抑制的hBMSC-EMs可能通

过抑制内部miR-29a的表达来刺激BMP/Smad信号

通路，进而介导成骨分化增强[66]。

综上，多项研究证明，BMP/Smad是成骨细胞

分化过程中的关键信号通路。在BTE中，常通过改

变MSC-EVs内部miR-877、miR-424等多种miRNAs
水平，调控BMP信号的关键下游靶点，促进

Smad1/5/8磷酸化，进而上调成骨相关基因，加速

MSCs成骨分化。通过正向或负向调控BMP/Smad
信号通路进而促进MSCs成骨分化的过程是多个

miRNAs共同作用的累积效应，但目前对于调节过

程的miRNAs探索仍不够全面，未来需进一步研

究。此外，EVs内其它的遗传物质、蛋白质和脂质

等生物活性分子也有可能参与调控靶细胞的BMP/
Smad信号，除关注miRNAs外，未来也应加强探索

EVs内部能够有效调控BMP/Smad信号的其他关键

的生物活性分子，从而更好地应用EVs。
2.2 MSC-EVs通过调节经典Wnt/β-catenin信号通

路促进成骨分化

骨形成和骨吸收之间的平衡是骨稳态的保

证。过去大量的证据表明，Wnt信号通路在调节这

种平衡中发挥着关键作用，根据是否依赖 β -
catenin，可以将其分为经典和非经典Wnt通路[68]。

经典Wnt/β-catenin主要通过Wnt1和Wnt3a等介导，

并由β-catenin作为中间传递信号。其介导过程主要

由配体Wnt与7次穿膜蛋白Frizzled及其共同受体

LRP-5/6结合后激活胞内蓬乱蛋白(disheveled，
Dsh)，从而释放信号抑制糖原合成激酶3(glycogen
synthase kinase 3，GSK-3)的激活，抑制β-catenin磷
酸化，使β-catenin在胞质中稳定积累，并进入细胞

核与T淋巴细胞因子(T-cell factor，TCF)形成复合

物，从而启动下游靶基因转录[69]。Heo等[70]证实，

Wnt通路可以通过激活Runx2等成骨转录因子促进

牙周韧带干细胞(periodontal ligament stem cells，
PDLSCs)成骨分化。然而，目前的研究表明，Wnt
信号通路对于MSCs成骨分化的影响存在两面性：

具有促进和抑制MSCs成骨分化的双重功能[71]。有

研究显示，低剂量的Wnt3a可以促进成骨分化，高

剂量则部分抑制成骨分化[71]。Liu等[72]证明，炎性

环境能够导致经典的Wnt/β-catenin信号通路被过度

激活，而抑制非经典Wnt/Ca2+通路能促进PDLSCs
增殖但是抑制其成骨分化，提示过度激活的经典

Wnt信号可能抑制成骨分化[73]。进一步研究表明，

人牙周韧带干细胞(human periodontal ligament stem
cells，hPDLSCs)源性的外泌体能够促进牙槽骨缺

损修复。经hPDLSCs来源的外泌体治疗后，

Wnt1、Wnt3a和Wnt10a的表达显著降低，导致β-
catenin水平降低，磷酸化GSK3β(p-GSK3β)水平升

高[73]。p-GSK3β是Wnt信号通路中最重要的负调控

因子。这些结果提示，外泌体可能通过抑制Wnt/β-
catenin通路的激活，促进PDLSCs成骨分化和大鼠

牙槽骨缺损的修复[74]。虽然上述研究表明，外泌

体通过抑制Wnt/β-catenin通路促进成骨分化，但是

也有一些研究得出相反的结论。Ying等[75]发现，携

带突变型缺氧诱导因子-1α(hypoxia inducible factor-
1α，HIF-1α)的BMSCs来源的外泌体可以通过激活

Wnt/β-catenin信号通路促进新骨形成。因此，

MSC-EVs通过Wnt/β-catenin信号通路调控MSCs成
骨分化的作用机制还有待进一步探讨。

综上，MSC-EVs能够通过经典的Wnt /β -
catenin通路调控MSCs成骨分化，但该通路对MSCs
成骨分化的影响存在两面性。Wnt/β-catenin信号的

过度激活或抑制都会导致MSCs的成骨分化能力减

弱。损伤区的炎症环境能够导致经典Wnt/β-catenin
通路被过度激活，抑制成骨，而MSC-EVs可以通

过抑制其激活进行负向调控，从而促进成骨；另

有研究证明，MSC-EVs可以通过激活经典Wnt信号

通路促进成骨。此外，MSC-EVs通过抑制经典Wnt
通路缓解炎症并促进骨再生。提示EVs可能通过参

与免疫调节促进成骨分化，但目前针对此方向的

研究较少，且多是牙周骨缺损的修复。虽然关于

EVs介导的Wnt通路促进骨再生的研究取得了一定

成效，但目前仍有很多问题亟待解决，如外泌体

调控Wnt通路来促进骨再生的最佳应用浓度等尚不
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明确，未来需要进一步探索。

2.3 MSC-EVs通过激活PI3K/AKT信号通路促进

成骨分化

PI3K/AKT信号通路是影响BMSCs成骨和成脂

分化的关键信号通路[76]。PI3K是一种位于胞质的

脂类激酶，在受到上游生长因子刺激后，PI3K被
激活，激活后的P I 3K产物磷脂酰肌醇三磷酸

(phosphatidylinositol trisphosphate，PIP3)能够结合

于丝氨酸/苏氨酸激酶AKT，继而使AKT由细胞质

转位到细胞膜，同时构象发生变化，随后引起

AKT丝氨酸和苏氨酸位点发生磷酸化，活化后的

AKT能够进一步激活下游靶蛋白，参与MSCs等细

胞的生长、分化等过程 [77,78]。Zhang等 [16]在iPS-
MSCs来源的外泌体与β-TCP联用促进大鼠颅骨缺

损模型修复中发现，hBMSCs中PI3K/AKT通路阳

性效应基因的表达显著增加，包括血小板衍生生

长因子A(platelet-derived growth factor A，

PDGFA )、FGF1/2、FGFR1、Ⅰ型胶原α2链
(collagen type 1 alpha 2，COL1A2)和BCL2L1，这些

基因能正向调节MSCs的存活、增殖、迁移、成骨

分化或抑制凋亡；而PI3K/AKT信号的典型负调控

因子GSK3β和人第10号染色体缺失的磷酸酶及张

力蛋白同源基因(phosphatase and tensin homologue
deleted on chromosome ten gene，PTEN)水平显著降

低[16]。提示外泌体内化后能够激活hBMSCs中的

PI3K/AKT信号通路，进而刺激hBMSCs增殖分

化，促进骨再生。此外，有研究显示，hBMSCs来
源的外泌体可能通过CD73介导的腺苷受体激活

AKT和ERK信号[55]。成骨细胞增殖、分化和凋亡

与多种信号通路相关，原活化的蛋白激酶(mitogen
activated protein kinase，MAPK)为信号转导过程中

的主要信号分子，ERK为MAPK信号通路的核心成

员，在成骨细胞增殖、分化和凋亡中发挥重要作

用[79]。骨损伤区由于细胞应激导致ATP释放增多，

在较短时间内被降解为二磷酸腺苷和腺苷磷酸

(adenosine monophosphate，AMP)[80]。Chew等[55]将

MSCs来源的外泌体与胶原海绵结合修复大鼠牙周

缺损模型的研究显示，AMP在CD73介导下水解为

腺苷，通过腺苷受体相互作用激活AKT和ERK磷
酸化，促进IGF-1、骨膜蛋白(periostin，POSTN)及
成骨相关基因表达的增加，进而促进PDLSCs迁

移、增殖及成骨分化。并且与ERK相比，AKT磷
酸化的衰减导致PDLSCs迁移和增殖的更大降低，

AKT似乎是MSCs来源的外泌体更关键的靶点[55]。

综上，MSC-EVs可以通过内化入MSCs后激活

PI3K/AKT和MAPK/ERK信号通路促进成骨分化，

且该过程可能与细胞应激时CD73介导的腺苷受体

作用有关。EVs通过CD73介导AMP水解为腺苷，

进而激活AKT和ERK磷酸化，促进成骨分化，而

AKT在其中发挥主要作用。然而，由于MSC-EVs
内部货物十分复杂并且高度多样，其中的FGF等生

长因子也可能会激活牙周细胞中的AKT和ERK信
号通路。因此，CD73介导的腺苷受体激活促进生

存AKT和ERK信号通路的贡献率以及其他介导通

路是否也有关键作用等问题有待进一步研究。

3 MSC-EVs通过促进血管生成修复骨缺损

骨骼是血管丰富的组织，脉管系统能够为骨

骼提供氧气和营养，去除代谢产物，同时也是激

素和生长因子向骨骼系统传递的主要途径，对骨

骼的发育和再生至关重要[81,82]。此外，血液供应能

够诱导成骨细胞的迁移和骨组织的矿化，加速骨

缺损的再生，是骨再生的关键。据报道，骨缺损

治疗中移植物植入后成活的关键在于维持其核心

的细胞活力，而移植物核心细胞活力的维持取决

于组织工程移植物内血管的快速生成[82]。研究表

明，MSC-EVs可以刺激骨内血管生成，是促进骨

再生的重要机制[83]。有研究显示，低剂量二甲基

乙二酰基甘氨酸(dimethyloxalylglycine，DMOG)预
处理获得的MSC(DMOG-MSCs)来源的外泌体可以

改善骨再生，增加血液灌注和微血管数量，在治

疗临界颅骨缺损大鼠模型时，效果显著优于对照

组 [84]。基因分析发现，与对照组相比，DMOG-
MSCs来源的外泌体组人脐静脉内皮细胞(human
umbilical vein endothelial cells，HUVECs)中血管生

成分化相关的经典通路关键成分的表达显著提

高，PTEN和p53、p21等调控细胞凋亡的关键因子

表达显著下调[84]。PTEN是PI3K激酶信号通路的内

源性负调控因子，可诱导AKT激酶和磷酸肌醇激

酶家族中的保守蛋白激酶mTOR的抑制，从而抑制

内皮细胞的血管增殖[85]。PI3K/AKT信号通路是磷

酸化mTOR发挥调控自噬作用的重要生物信号之
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一，AKT激酶活化后进而激活其下游mTOR[85]。

mTOR的激活会导致PTEN的下调，从而进一步减

弱其对AKT/mTOR通路的抑制作用，形成正反馈

回路，促进通路的激活 [85]。研究显示，DMOG-
MSCs来源的外泌体显著提高了PTEN的下游靶点

HUVECs中p-AKT、mTOR和p-mTOR的表达水

平，而当AKT/mTOR通路被AKT激酶抑制剂

MK2206阻断后，DMOG-MSCs来源的外泌体不具

有优越的促血管生成能力 [ 8 4 ]。因此，可以证明

DMOG刺激的BMSCs来源的外泌体主要通过靶向

AKT/mTOR通路来促进骨血管生成，从而促进大

鼠临界骨缺损的骨再生。此外，Wu等 [53]研究显

示，SHEDs来源的外泌体可以使血管生成相关基

因血管内皮生长因子-A(vascular endothelial growth
factor-A，VEGF-A)、VEGF受体KDR(kinase insert
domain receptor)、FGF2和基质细胞衍生因子-1
(stromal cell derived factor-1，SDF-1)等表达上调，

并促进HUVECs的血管生成和BMSCs的成骨，有

助于牙槽骨缺损的修复。研究发现，经SHEDs来
源的外泌体处理过的细胞中，腺苷-磷酸活化蛋白

激酶(adenosine monophosphate-activated protein
kinase，p-AMPK)表达上调明显，而经p-AMPK抑
制剂处理后，外泌体促进HUVECs血管形成的能力

降低，此外，p-AMPK、血管生成相关基因(KDR
SDF-1)和成骨相关基因(RUNX2和OPN)的表达均下

调[53]。AMPK信号通路与细胞的能量代谢密切相

关，影响血管形成。因此，上述结果提示，

SHEDs来源的外泌体可能通过AMPK信号通路促进

血管新生，从而加速牙周骨再生。

综上，MSC-EVs可以刺激骨缺损区血管生

成，这是促进骨再生修复的重要机制。MSC-EVs
能够通过递送内部活性物质到靶细胞，从而调控

PTEN、VEGF-A和FGF2等下游靶基因达到促进骨

血管生成的作用，上述过程可能跟AKT/mTOR信
号通路或AMPK信号通路的激活有关。然而，在

BTE中，诱导MSC-EVs发挥促血管生成的内在机

制及其应用研究尚不成熟，仍存在多项问题亟待

解决：(1)何种剂量的DMOG处理才能使MSC-EVs
更好地发挥其促血管生成作用?(2) DMOG等因子处

理后，MSC-EVs促进血管生成的具体机制是什么?
(3)通过影响EVs内部货物的表达谱提升其促血管生

成能力的低成本的、最佳的方式是什么?

4 MSC-EVs通过调控免疫反应修复骨缺损

外伤和肿瘤引起的骨缺损通常伴有外周炎症

和免疫紊乱的特征。目前广泛应用于骨组织修复

的生物材料也常诱发免疫反应和炎症，导致失败

的植入[86,87]。以往研究显示，免疫细胞及其代谢物

形成的免疫微环境在骨再生过程中发挥关键的作

用，能够参与调节生长因子、趋化因子和炎症因

子等分子的表达，从而影响成骨细胞和破骨细胞

的活性[88,89]。炎症刺激能够募集MSCs到损伤部位

增殖和分化，最终促进组织愈合，这可能与MSC-
EVs介导的免疫反应和对巨噬细胞极化的调控有

关[90]。巨噬细胞作为天然免疫的防御细胞，在清

除病原体和调节炎症反应方面发挥着重要作

用[91]。M1型巨噬细胞主要分泌促炎因子，发挥促

炎和免疫清除的作用，杀死病原体和肿瘤细胞，

但M1的过度激活会造成免疫损伤；而M2型巨噬细

胞主要分泌抗炎和生长因子，广泛参与抗炎和组

织愈合，促进M2巨噬细胞表型极化可有效促进骨

血管生成和骨愈合[92,93]。多项研究显示，在体内复

杂的环境下，EVs不仅作用于干细胞，还能影响免

疫细胞的活性，促进巨噬细胞等非MSCs分泌成骨

生长因子BMP2，加速损伤骨组织愈合 [94,95]，此

外，通过减轻炎症反应来促进成骨分化也已经得

到广泛认可[96]。Wang等[97]通过聚多巴胺表面修饰

后的PCL支架结合s-亚硝基谷胱甘肽衍生物(S-
nitrosoglutathione，GSNO)和MSCs来源的外泌体构

建了具有免疫调节潜能的PCL支架。结果显示，外

泌体能够内化入巨噬细胞，与对照组相比，外泌

体联合GSNO组炎症基因表达显著降低，可以有效

减轻炎症反应，促进愈合过程。由于GSNO能够通

过持续释放一氧化氮调节免疫应答，该结果可能

是MSCs来源的外泌体内部货物的调节作用，也可

能是GSNO与MSCs来源的外泌体的协同作用[98]。

为了进一步证明MSCs来源的外泌体内的生物活性

分子对MSCs来源的外泌体的抗炎潜能是否发挥关

键作用，促进调节免疫反应，Li等[29]对骨缺损修复

中ADSCs来源的外泌体内高表达的miR-451a进行

了进一步分析。研究通过将miR-451a类似物和

miR-451a抑制剂转染到巨噬细胞中，发现miR-
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4 5 1 a能够特异性结合巨噬细胞迁移抑制因子

(macrophage migration inhibitory factor，MIF)
mRNA的3′UTR，从而促进巨噬细胞M1-to-M2极
化[29]。MIF是一种多因子促炎介质，能够参与免疫

调节，MIF抑制剂可以抑制巨噬细胞的激活和炎症

因子的表达[99]。因此，上述结果证明MSCs来源的

外泌体中miR-451a是一种有效的抗炎因子，这也

证明了MSCs来源的外泌体内的生物活性分子在

MSCs来源的外泌体的抗炎潜能中发挥关键作用，

有助于促进组织修复和再生[97,100]。先前也有研究

显示，经脂多糖预处理的MSCs来源的外泌体能够

促进炎症减轻和损伤愈合，而MSCs来源的外泌体

内部let-7b和蛋白质是发挥该作用的关键物质[101]。

进一步研究证明，MSCs来源的外泌体可能通过激

活骨免疫调节通路骨保护素(osteoprotegerin，
OPG)/核因子-κB受体活化因子(receptor activator of
nuclear factor-κB，RANK)/核因子-κB受体活化因子

配体(receptor activator of nuclear factor-κB ligand，
RANKL)信号通路促进骨缺损修[95,102]。骨免疫调节

通路OPG/RANK/RANKL通过其在破骨细胞激活、

抑制和炎症反应中的关键功能参与骨吸收[103]。成

骨细胞分泌的RANKL能够与RANK结合激活破骨

细胞。OPG可竞争性结合RANKL，阻断RANKL-
RANK结合，从而抑制破骨细胞活性激活破骨细

胞[103]。因此，骨代谢的平衡取决于OPG与RANKL

的表达比。Shi等[101]研究显示，水凝胶联合BMSC-
EVs应用促进牙周骨再生时，BMSC-EVs通过调节

OPG和RANKL的表达抑制破骨细胞活性，抑制牙

周炎大鼠的骨吸收，促进骨组织修复。

综上，MSC-EVs主要通过递送其内部货物，例

如miR-451a和let-7b等，促进巨噬细胞M1向M2极
化，从而参与骨免疫调节，最终促进骨组织再生。研

究显示，在炎症导致的骨损伤修复中，MSC-EVs
可能主要通过激活骨免疫调节通路OPG/RANK/
RANKL，抑制破骨活性，减少骨吸收来促进骨再

生。多项研究均肯定了MSC-EVs参与免疫调节，有效

促进损伤修复的作用。但目前对于BMSC-EVs参与

免疫调节研究尚不全面，且多集中于牙周损伤方

面。此外，MSC-EVs参与免疫调控以及抑制破骨

的具体机制研究仍不清晰，需要进一步实验验证。

5 小结与展望

MSC-EVs介导的BTE中，常通过支架和水凝

胶等骨移植材料联合或单独使用作为桥接结构，

通过选择合适的供体及亲本细胞，获得具有较好

成骨诱导潜能的EVs，进而促进缺损处骨组织再

生。MSC-EVs内部活性物质，尤其是miRNAs，在

成骨分化、血管生成、免疫调节和破骨细胞活性

抑制等方面均展现出重要的调控作用(图1)。在

BTE中，常通过影响EVs内部的miRNAs等活性分

图1 MSC-EVs修复骨缺损作用机制示意图
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子的表达谱，激活或抑制BMP/Smad、Wnt/β-
catenin和PI3K/AKT等骨代谢相关的关键信号通路

来促进骨形成，或者通过激活AKT/mTOR信号通

路和/或AMPK信号通路强化骨血管生成间接促进

成骨，最终改善骨缺损修复。此外，多项研究显

示，EVs可以参与免疫调节，通过促进巨噬细胞

M1向M2极化，减轻炎症反应。EVs可能主要通过

调控OPG/RANK/RANKL通路，抑制破骨细胞活

性，减少骨吸收，进而加速骨再生。作为无细胞

骨缺损修复的有效媒介，EVs能够避免MSCs移植

可能出现的免疫排斥、伦理问题以及肿瘤发生等

风险，展现出无限的应用潜能。但不可否认的

是，目前有关EVs的应用方式以及其对骨再生影响

的研究尚不够深入。研究显示，MSCs来源的外泌

体内包含丰富的核酸、蛋白质和脂质，理论上，

EVs的作用很有可能是多种成分的结合，但目前研

究局限于常见的miRNAs，对EVs作用机制的探究

远远不够。因此，EVs在各种细胞环境下促进血管

生成、细胞迁移和骨再生的有效活性分子有待进

一步研究证实，除miRNAs外的其他物质是否也参

与调控常见的成骨、破骨及血管生成相关信号通

路等问题还需要进一步研究。毫无疑问，EVs对骨

缺损修复的更安全有效的应用和机制研究将是未

来一段时间的重要热点之一。
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