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摘要 目的：探究骨髓间充质干细胞（BMSCs）衍生的外泌体（BMSCs-EXO）治疗骨质疏松症的相关机制。方法：分离并鉴定
BMSCs，收集 BMSCs上清，提取并鉴定 BMSCs-EXO；体外实验采用 MC3T3-E1细胞诱导为骨质疏松细胞模型，使用外泌体进行
治疗；CCK-8实验和 茁-半乳糖苷酶（SA-茁-gal）染色评估细胞增殖与衰老；检测细胞活性氧簇（ROS）、超氧化物歧化酶（SOD）和
丙二醛（MDA）；碱性磷酸酶（ALP）染色和茜素红染色（ARS）观察细胞成骨分化和矿化；Western印迹检测细胞氧化应激和成骨
分化相关蛋白；将 30只雄性 C57BL/6J小鼠通过随机数字表法分为 3组：对照组（CON组，n=10），骨质疏松组（D-gal组，n=10），
外泌体治疗组（EXO组，n=10）；micro-CT分析骨体积分数（BV/TV）、骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数量（Tb.N）和骨小梁分离度
（Tb.Sp）相关指标；HE染色评估治疗效果。结果：成功提取并鉴定 BMSCs-EXO；细胞实验结果显示，与 CON组相比，D-gal组
SA-茁-gal（t=5.506，P<0.001）、ROS（t=15.11，P<0.0001）、MDA 水平显著升高（t=3.356，P<0.01），SOD活性显著降低（t=4.071，P<
0.05），核因子 E2相关因子 2（Nrf-2）、血红素氧合酶（HO）-1蛋白表达显著降低（t=4.503、3.783，均 P<0.05），ALP和 ARS较浅，
Runt相关转录因子 2（RUNX2）、骨桥蛋白（OPN）蛋白表达水平显著降低（t=3.721、3.376，均 P<0.05）；与 D-gal组相比，经 EXO
治疗后，SA-茁-gal（t=3.083，P<0.05）、ROS（t=6.254，P<0.001）、MDA（t=2.519，P<0.01）水平显著降低，Nrf-2、HO-1蛋白表达水平
显著升高（t=6.997、3.649，均 P<0.05），ALP阳性面积和 ARS 钙结节沉淀面积显著增加（t=7.912、12.76，均 P<0.001），RUNX2、
OPN蛋白表达水平显著升高（t=5.731、3.539，均 P<0.01）；在动物实验中，与 D-gal组相比，EXO组 BV/TV、Tb.N、Tb.Th显著增加
（t=2.815、4.387、5.497，均 P<0.05），Tb.Sp显著减少（t=2.862，P<0.05），骨小梁面积显著增加（t=4.209，P<0.01）。结论：BMSCs-EXO
通过 Nrf-2/HO-1信号通路缓解氧化应激，减轻 D-gal对 MC3T3-E1细胞成骨分化的抑制作用，抑制骨质疏松。
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Abstract Objective：To explore the therapeutic mechanisms of bone marrow mesenchymal stem cell-derived exosomes（BMSCs-EX-
O）in osteoporosis treatment. Methods：BMSCs were isolated and identified，BMSCs supernatant was collected，and BMSCs-EXO were
extracted and identified. In vitro，MC3T3-E1 cells were induced into osteoporosis cell model and treated with exosomes. Cell proliferation
and senescence were evaluated by CCK-8 assay and 茁-galactosidase（SA-茁-gal）staining. Reactive oxygen species（ROS），superoxide
dismutase（SOD）and malondialdehyde（MDA）were detected. Alkaline phosphatase（ALP）staining and Alizarin Red S（ARS）staining
were used to observe osteogenic differentiation and mineralization of the cells. Western blotting was used to detect the proteins related to
oxidative stress and osteogenic differentiation. Thirty male C57BL/6J mice were randomly divided into 3 groups：control group（CON，
n=10），osteoporosis group（D-gal，n=10），exosome treatment group（EXO，n=10）. Bone volume fraction（BV/TV），trabecular thickness
（Tb.Th），trabecular number（Tb.N）and trabecular separation（Tb.Sp）related indexes were analyzed by micro-CT，and HE staining was
used to evaluate the therapeutic effect. Results：BMSCs-EXO were successfully extracted and identified. The results of cell experiments
showed that compared with the CON group，the levels of SA-茁-gal（t=5.506，P<0.001），ROS（t=15.11，P<0.000 1）and MDA（t=3.356，
P<0.01），in the D-gal group were significantly increased and the activity of SOD was significantly decreased（t=4.071，P<0.01）. The
protein expressions of nuclear factor E2 related factor 2（Nrf-2）and heme oxygenase（HO）-1 were significantly decreased（t=4.503，
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3.783，both P<0.05），the staining of ALP and ARS was lighter，and the protein expression levels of RUNX2 and OPN were significantly
decreased（t=3.721，3.376，both P<0.05）. Compared with the D-gal group，the levels of SA-茁-gal（t=3.083，P<0.05），ROS（t=6.254，
P<0.001）and MDA（t=2.519，P<0.01）were significantly decreased after EXO treatment. The protein expression levels of Nrf-2 and
HO-1 were significantly increased（t=6.997，3.649，both P<0.05），ALP positive area and ARS calcium nodule precipitation area were sig原
nificantly increased（t=7.912，12.76，both P<0.001）. The protein expression levels of RUNX2 and OPN were significantly increased
（t=5.731，3.539，both P<0.01）. In animal experiments，BV/TV，Tb.N and Tb.Th were significantly increased（t=2.815，4.387，5.497，
all P<0.05），Tb.Sp was significantly decreased（t=2.862，P<0.05），and trabecular bone area was significantly increased（t=4.209，P<
0.01）in EXO group compared with D-gal group. Conclusion：BMSCs-EXO alleviates oxidative stress through Nrf-2/HO-1 signaling
pathway，alleviates the inhibitory effect of D-gal on osteogenic differentiation of MC3T3-E1 cells，and reduces osteoporosis.
Key words bone marrow mesenchymal stem cells；exosomes；aging；osteogenic differentiation；oxidative stress

老年性骨质疏松症（SOP）是临床常见的退行性
疾病，主要表现为与年龄相关的骨质流失、骨微结

构破坏和骨再生能力受损等典型特征[1-3]。研究表

明，氧化应激与 SOP密切相关，活性氧簇（ROS）水
平升高会引起 DNA损伤，导致细胞衰老和凋亡，最
终阻碍成骨细胞分化。抗氧化与氧化应激间的不平

衡是导致骨质疏松症的重要原因。尽管目前已有多

种抗骨质吸收药物治疗 SOP，但常伴有不良反应，
如颌骨坏死和激素性股骨头坏死等[4-6]。骨髓间充质

干细胞（BMSCs）衍生的外泌体（BMSCs-EXO）含有
DNA、micro-RNA、蛋白质等生物活性物质，其不仅
可以调节破骨细胞和成骨细胞之间的骨代谢稳态，

还可通过减少氧化损伤和炎症来增强抗氧化能力，

从而在抑制炎症和调节骨稳态方面显示出独特作

用。近期研究发现，BMSCs-EXO可以通过激活核因
子 E2相关因子 2（Nrf-2）/血红素加氧酶-1（HO-1）
信号通路以增加 HO-1的表达，保护成骨细胞免受
氧化应激影响。然而，BMSCs-EXO在 SOP中的具体
作用机制尚不明确。本研究旨在对此进行研究，以

期为干细胞外泌体治疗 SOP提供新的见解。
1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器 琢-MEM基础培养基、胎牛
血清（Gibco，美国）；无外泌体胎牛血清（SBI，美国）；
ROS活性检测试剂盒、SA-茁-半乳糖苷酶检测试剂
盒、DCFH-DA试剂盒（碧云天，中国）；BCA蛋白浓
度检测试剂盒、Ficoll密度梯度分离液（索莱宝，中
国）；CD45、CD90、CD29（Biolegend，美国）；Runt 相
关转录因子 2（RUNX2）、骨桥蛋白（OPN）、山羊抗鼠
二抗、山羊抗兔二抗（武汉三鹰生物技术有限公司，

中国）；丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）检测
试剂盒（南京建成，中国）；GAPDH（塞维尔，中国）；
Nrf-2和 HO-1（ABclonal，美国）；苏木精-伊红染色
（索莱宝，中国）；倒置光学显微镜（OLYMPUS，日本）；
倒置荧光显微镜（赛默飞，美国）；透射电镜（日立

HT7700，日本）；超速离心机（Thermo，美国）；纳米分

析系统（Malvern，英国）。
1.2 方法

1.2.1 实验动物 采用天津医院实验动物中心的

SPF级雄性 C57BL/6J小鼠（4周龄）和 C57BL/6J小
鼠（18 周龄），分别用于提取原代 BMSCs和外泌体
注射治疗。在自然光照、室温 25益左右，相对湿度
55%左右饲养，自由饮食，所有动物实验均获得天津
市天津医院实验动物伦理委员会批准（伦理号：

2022YLS128），生产许可证编号：SYXK（津）2020-
0007，动物批号：No.111251241100159264。
1.2.2 BMSCs 的提取培养 将 C57BL/6J（4 周龄）
小鼠经脱颈处死后，无菌环境下收集股骨和胫骨。

使用眼科镊子剪开骨骼两端，以 5 mL注射器抽取
含 10%FBS的完全培养基冲洗骨髓至清亮。将骨髓
液缓慢叠加于 Ficoll分离液上方，1 600 r/min 离心
30 min，吸取中间乳白色层至新管，加入完全培养基
重悬吹打至单细胞悬液，接种于培养瓶，置入 37益、
5%CO2培养箱内培养，第 2天进行半换液，待细胞
完全贴壁后，全换液。

1.2.3 流式细胞仪检测 BMSCs表面标志蛋白 将

BMSCs传至第 3代，胰酶消化得到单细胞悬液，加
CD45（1 颐 80）、CD29（1 颐 80）、CD90（1 颐 80）抗体及
相同稀释比例的同型对照抗体，避光孵育 30 min。
1 000 r/min离心 5 min，洗涤两次，用 500 滋L PBS重
悬后上机检测，设置阴性对照。

1.2.4 BMSCs-EXO 提取与鉴定 待 BMSCs 细胞
融合 70%~80%时更换为无外泌体血清培养基培养
48 h，收集上清至离心管中，将所收集的上清通过超
速差速离心法离心，离心条件如下：300伊g，10 min；
2 000伊g，10 min；10 000伊g，30 min；120 000伊g，90 min。
所获沉淀即为外泌体。使用 0.22 滋m的针式滤器去
除细菌，置于-80益保存。使用透射电子显微镜
（TEM）观察外泌体形态，纳米粒度分析技术（NTA）
检测外泌体平均粒径，提取外泌体蛋白，4益条件下，
一抗孵育过夜（TSG101：1 颐 1 000；CD63：1 颐 1 000），
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室温条件下，二抗孵育（Goat anti-Mouse IgG：1 颐
10 000）60 min，利用化学发光凝胶成像系统曝光条
带并拍照。

1.2.5 外泌体的摄取实验 将 MC3T3-E1 细胞在
含有 10% PBS和 1%青霉素/链霉素的 琢-MEM中培
养，然后以 1伊104个/孔的密度接种于 24孔板中，按照
生产商的说明将 PKH67标记后的外泌体与MC3T3-
E1细胞共培养 24 h后，吸除培养基并冲洗固定，加
入含 DAPI的防荧光封片淬灭剂，在倒置荧光显微
镜观察 MC3T3-E1细胞对外泌体的摄取情况。
1.2.6 细胞培养和分组 将 MC3T3-E1 细胞在含
有 10% PBS和 1% 青霉素/链霉素的 琢-MEM 中培
养，将细胞分为对照组（CON组，n=3），骨质疏松组
（D-gal组，n=3），外泌体治疗组（EXO组，n=3）。CON
组不做任何处理，D-gal 组使用 20 g/L D-gal 诱导
MC3T3-E1细胞衰老模型，EXO组使用外泌体干预
D-gal诱导的衰老模型治疗 24 h，随后进行后续相
关实验。

1.2.7 CCK-8 检测 将 MC3T3-E1 细胞以 2伊103

个/孔的密度接种在 96孔板中，通过设置不同浓度
梯度的 D-gal（0、10、20、30、40 g/L）处理 48 h。每孔
加入 10 滋L CCK-8溶液在培养基孵育 0.5 ~1 h后，
于 450 nm处测定其 OD值。
1.2.8 SA-茁-gal染色 PBS洗涤 MC3T3-E1细胞，
随后与 SA-茁-gal 染色固定剂在室温下孵育 15
min，去除细胞固定剂，用 SA-茁-gal 染色工作液对
细胞进行染色，并在 37益培养箱中培养。然后在光
学显微镜下观察蓝染色阳性细胞数量，并用 Image J
软件进行分析。

1.2.9 DCFH-DA染色 使用 DCFH-DA检测试剂
盒评估细胞内 ROS水平，将 MC3T3-E1细胞与荧光
探针 2忆，7忆-二氯荧光素-二乙酸酯（DCFH-DA）在
37益培养箱中孵育 30 min，随后使用荧光显微镜捕
获图像。

1.2.10 MDA含量和 SOD活性检测 收集细胞蛋

白上清液用于评估 MDA和 SOD活性，使用 BCA蛋
白测定试剂盒测定蛋白浓度，随后使用相应的检测

试剂盒检测 SOD和 MDA活性。
1.2.11 细胞活 /死染色 用 PBS 洗涤 MC3T3-E1
细胞，然后按照制造商的说明使用钙黄绿素-AM/PI
双染色试剂盒染色。在普通倒置荧光显微镜下观察

到显示绿色荧光的活细胞和以红色荧光标记的死

细胞。使用 Image J软件分析图像。
1.2.12 鬼笔环肽染色 使用 4%多聚甲醛溶液固
定 MC3T3-E1细胞 30 min，并用 0.1% Triton-X透

化 10 min。PBS洗涤后，在 37毅C黑暗中用鬼笔环肽
溶液染色过夜。细胞核用 DAPI染色 5 min，使用
普通荧光显微镜观察染色情况。

1.2.13 碱性磷酸酶（ALP）染色和茜素红染色观察
细胞成骨分化和矿化 细胞融合至 70%左右时，加
入成骨诱导培养基诱导 14、21 d，分别进行 ALP染
色和茜素红染色。按照制造商说明书将细胞进行适

当固定之后，将 ALP染色工作液或茜素红染色工作
液加入到细胞培养板中，并将细胞在室温下避光孵

育过夜。随后，弃去染色工作液，用 PBS洗涤，然后
使用光学显微镜观察。

1.2.14 Western 印迹检测 加入含有磷酸酶抑制

剂和蛋白酶抑制剂的裂解液提取细胞蛋白。使用

10% SDS-PAGE分离 30 滋g蛋白质转移到 PVDF膜
上。用 5%脱脂牛奶封闭 2 h，在 4益条件下与一抗
RUNX2（1 颐 1 000）、OPN（1 颐 1 000）、Nrf-2（1 颐 1 000）、
HO-1（1 颐 2 000）、GAPDH（1 颐 2 000），Actin（1 颐 2 000）
孵育过夜。次日，TBST洗涤膜 3次，室温下与山羊
抗兔二抗（1 颐 20 000）和山羊抗鼠二抗（1 颐 2 000）
孵育 1 h，洗涤后用增强型化学发光试剂进行检测
成像。

1.2.15 动物分组 将 C57BL/6J小鼠（18 周）饲养
在通风的笼子里，12 h光-暗循环，可自由获取食物
和水。按照随机数字法将小鼠随机分为 3组，每组
10只：CON组、D-gal组[1 400 mg·（kg·d）]、D-gal与
BMSCs-EXO联合组。D-gal组每周注射 5 d，连续注
射 8 周。外泌体组每只小鼠尾静脉注射 100 滋g
BMSCs-EXO。每周注射 3次，连续注射 4周后，收集
不同组小鼠的股骨。

1.2.16 Micro-CT扫描 使用 Venus Micro CT仪器
对小鼠左侧股骨皮质和骨小梁进行扫描，扫描参数

设置为：电压 80 kV，电流 0.12 mA，扫描精度 6 滋m；
使用 Cruiser、Recon、Avatar 软件进行数据采集、重
建、图像呈现。对骨小梁厚度（Tb.Th）、骨小梁数量
（Tb.N）、骨体积分数（TV/BV）、骨小梁分离度（Tb.Sp）
进行定量分析。

1.2.17 HE染色 将小鼠股骨在 4%多聚甲醛中固
定 48 h后，脱钙两周。将组织用石蜡包埋，厚度为
5 滋m。组织切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇水化，进行
HE染色，脱水透明中性树胶封片后，显微镜下观察
组织病理学改变，使用 Image J软件测量骨小梁面
积占总面积的比值，以评估骨量。

1.3 统计学处理 使用 GraphPad Prism 9.0进行统
计分析处理及绘图，符合正态分布的计量数据采用

x依s表示。多组间比较采用单因素方差分析，两独立
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样本比较采用 t检验。P<0.05为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 BMSCs鉴定结果 通过密度梯度分离方法提

取小鼠 BMSCs，P3细胞呈贴壁生长，形态呈现梭形

（图 1A）。流式细胞仪检测显示 BMSCs表面标志蛋
白 CD29、CD90 阳性表达率>95%，CD45 表达率低
于 2%（图 1B）。
2.2 BMSCs-EXO 鉴定和摄取 TEM 结果显示
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图 1 骨髓间充质干细胞鉴定结果

Fig.1 Results of bone mesenchymal stem cells characterization

注：A：第 3代骨髓间充质干细胞的形态观察（伊40）；B：流式细胞术检测骨髓间充质干细胞表面抗原 CD45、CD90、CD29表达

BMSCs-EXO呈现外泌体典型特征双层膜的杯状结
构（图 2A）。NTA结果显示 BMSCs-EXO平均粒径为
104 nm左右（图 2B）。Western印迹结果显示CD63和
TSG101呈阳性表达（图 2C）。为了观察 MC3T3-E1

对 BMSCs-EXO摄取情况，用 PKH67标记 BMSCs-
EXO后，进一步与 MC3T3-E1 共培养 24 h，发现
PKH67标记的 BMSCs-EXO位于 MC3T3-E1内，并
聚集在细胞核附近（图 2D）。
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图 2 骨髓间充质干细胞外泌体表征鉴定及MC3T3-E1细胞对外泌体的摄取
Fig.2 Identification of BMSCs-EXO characterization and exosomes were taken up by MC3T3-E1 cells

注：A：TEM检测外泌体典型形态（比例尺：200 nm）；B：NTA检测结果显示外泌体的平均粒径为 104 nm；C：Western印迹检测外泌体表面标
志蛋白 CD63、TSG101呈阳性表达：D：DAPI染色将成骨细胞核标记为蓝色，PKH67将 BMSCs-EXO标记为绿色，图像融合后显示外泌体出现在
成骨细胞核周围的细胞质中（比例尺：100 滋m）；PC：阳性对照

D PKH67 DAPI Merge

2.3 外泌体缓解 D-gal诱导的成骨细胞衰老 利

用 CCK8实验检测不同浓度 D-gal对 MC3T3-E1细
胞的影响，CCK-8测定结果显示 MC3T3-E1细胞暴
露在 20 g/L的 D-gal 48 h后增殖活性显著降低（t=
8.234，P<0.000 1，图 3A）。后续采用 20 g/L浓度的
D-gal进行干预。SA-茁-gal染色结果显示，与 CON

组相比，D-gal组 SA-茁-gal阳性细胞数量显著增加
（t=5.506，P<0.001）；与 D-gal组相比，EXO组 SA-茁-
gal阳性细胞数量显著减少（t=3.083，P<0.05，图3B）。
2.4 成骨细胞抗氧化能力的检测结果 DCFH-DA
染色结果显示，与 CON组相比，D-gal组荧光强度明
显增强，提示 ROS水平显著升高（t=15.11，P<0.000 1）；
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与 D-gal 组相比，EXO组细胞内荧光强度下降（t=
6.254，P<0.001），见图 4A。此外，与 CON组相比，D-
gal组 SOD含量显著降低（t=4.071，P<0.05），MDA水
平显著升高（t=3.356，P<0.01）；与D-gal组相比，EXO组
MDA水平显著降低（t=2.519，P<0.01），SOD无显著

性差异（图 4B）。结合 Western 印迹结果显示，与
CON 组相比，D-gal 组细胞内 Nrf-2（t=4.503，P<
0.05）和 HO-1（t=3.783，P<0.01）蛋白表达水平明显
降低，外泌体组 Nrf-2（t=6.997，P<0.05）和 HO-1（t=
3.649，P<0.01）蛋白表达水平增加（图 4C）。
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注：A：不同浓度 D-gal对成骨细胞增殖活性的影响；B：不同组之间 SA-茁-gal阳性细胞数量的比较（比例尺：100 滋m）；*P<0.05，***P<
0.001，****P<0.000 1

200

150

100

50

0

****

***

***

15

10

5

0

** *

ns

A

150

100

50

0

* ns

ns
B

CON组 EXO组D-gal组

图 4 3组间氧化应激指标比较
Fig.4 Comparison of oxidative stress indexes among three groups

注：A：不同组 MC3T3-E1内 DCFH-DA染色（比例尺：100 滋m）；B：不同组细胞内 SOD和 MDA水平变化；C：Western印迹检测不同组细胞
内 Nrf-2和 HO-1蛋白表达水平的变化；SOD：超氧化物歧化酶；MDA：丙二醛；HO-1：血红素氧合酶-1；Nrf-2：核因子 E2相关因子-2；*P<0.05，
**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1
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2.5 外泌体抑制 D-gal诱导的成骨细胞骨架破坏
细胞活/死染色显示 D-gal 干预后死细胞数量明显
增加，EXO处理后死细胞数量显著降低（图 5A）。鬼
笔环肽染色表明，与 CON组相比，D-gal干预破坏
了细胞骨架，外泌体处理后，细胞骨架明显恢复，与

CON组差异性不大（图 5B）。
2.6 外泌体促进成骨细胞分化和矿化 与 CON组
相比，D-gal组 ALP相对面积以及矿化结节面积与
总面积的比值显著降低（t=7.912、12.76，均 P<0.001）；
EXO干预后，与 D-gal组相比，分化和矿化能力显

著增强（t=13.22，P<0.01；t=10.78，P<0.001）（图 6A）。
Western印迹显示，与 CON组相比，D-gal组RUNX2、
OPN表达降低（t=3.721、3.376，均 P<0.05）；与 D-gal
相比，EXO处理后 RUNX2、OPN蛋白表达水平显著
升高（t=5.731、3.539，均 P<0.01，图 6B）。
2.7 外泌体抑制衰老小鼠体内骨质流失 Micro-
CT结果表明，与 CON组相比，D-gal组股骨 BV/TV
降低（t=4.912，P<0.01），Tb.N减少（t=2.902，P<0.05），
Tb.Th 下降（t=5.100，P<0.01），Tb.Sp 增加（t=3.828，
P<0.01）；与 D-gal 组相比，EXO 组 BV/TV、Tb.N、

图 5 外泌体有利于成骨细胞形态的形成和维持

Fig.5 Exosomes favor the formation and maintenance of osteoblast morphology

注：A：不同组存活细胞和死亡细胞染色分析（比例尺：200 滋m）；B：细胞骨架的鬼笔环肽染色分析（比例尺：100 滋m）
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Fig. 6 Differentiation and mineralization of MC3T3-E1 cells in different groups

注：A：不同组 MC3T3-E1细胞碱性磷酸酶染色和茜素红染色（比例尺：200 滋m）；B：Western印迹检测不同组细胞内 RUNX2和 OPN蛋白
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Tb.Th显著增加（t=2.815、4.387、5.497，均 P<0.05），
Tb.Sp显著降低（t=2.862，P<0.05，图 7A）。HE 染色
显示，与 CON组相比，D-gal组骨小梁面积与总面

积比值显著降低（t=11.20，P<0.001）；与 D-gal组相
比，EXO治疗组骨小梁面积与总面积比值增加（t=
4.209，P<0.01，图 7B）。
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3 讨论

SOP是一种普遍的与年龄相关的疾病，其特征
是骨量减少、骨组织的微结构损伤和骨脆性增加，

导致骨折发生率增加[7]。骨质疏松症的发病机制涉

及衰老诱导的氧化应激。近年来，BMSCs-EXO在骨
组织再生修复领域的应用受到广泛关注。最近的研

究强调，间充质干细胞衍生的外泌体在减少氧化损

伤和减轻炎症方面具有独特作用[8]。

骨代谢涉及骨形成和骨吸收，成骨细胞和破骨

细胞在维持骨平衡方面起着至关重要的作用。衰老

破坏了这种平衡，导致骨骼相关疾病的发生、发展[9]。

据报道，D-gal诱导的衰老模型和自然衰老模型中
的骨流失过程非常相似[10-11]。因此，本研究利用 D-
gal干预年轻小鼠以诱导过早衰老，评估小鼠骨密度
并对股骨样本进行组织学分析，发现 D-gal诱导的
衰老小鼠骨体积分数、骨小梁数量减少，骨小梁结

构受损。此外，在诱导衰老模型小鼠的股骨样本中发

现成骨分化标志物的表达水平降低，包括 RUNX2、
OPN。本研究结果与其他 D-gal诱导的年龄相关骨
质疏松症研究的结果一致[12]。D-gal通常用于模拟体

图 7 外泌体抑制衰老小鼠骨质流失

Fig.7 Exosomes inhibited bone loss in senescent mice

注：A：外泌体治疗后的 micro-CT扫描和重建；BV/TV：骨体积分数；Tb.N：骨小梁数量；Tb.Sp：骨小梁间隙；Tb.Th：骨小梁厚度；B：不同组小
鼠股骨远端 HE染色（比例尺：100 滋m）；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
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外细胞的衰老，广泛用于氧化应激研究。D-gal主要
通过两种不同途径诱导氧化应激。在第一种途径

中，D-gal 通过增强 NADPH 氧化酶活性来增加
ROS的产生，随后通过半乳糖氧化酶催化的反应生
成醛和过氧化氢。另一种途径是在半乳糖还原酶的

作用下过量摄入 D-gal引起的半乳糖醇增加。这种
半乳糖醇不能正常代谢，导致数量异常和渗透应

激，从而损害抗氧化系统[13]。本研究通过 CCK-8实
验检测不同浓度 D-gal干预下的细胞活性，确定了
D-gal抑制成骨细胞增殖活性的最佳浓度为 20 g/L。
先前研究表明，在 D-gal诱导的动物和细胞衰老模
型中，成骨分化受到抑制且抗氧化指标下调，本研究

结果与其一致[14]。本研究还在 D-gal处理的MC3T3-
E1细胞中观察到成骨分化和成熟的抑制，此外，细
胞氧化应激增加，表现为 ROS、MDA 产生增加，
SOD、Nrf-2、HO-1水平降低。

近些年，BMSCs-EXO 在治疗氧化应激相关疾
病中的潜力得到越来越多的关注。先前的研究表

明，BMSCs-EXO通过介导抗氧化系统在治疗实验
性结肠炎、心力衰竭、骨关节炎、脊髓损伤、眼部疾

病等方面具有潜在的治疗益处[15-18]。例如，BMSCs-
EXO可促进 Nrf-2和核转位的增加，增加抗氧化相
关蛋白表达，减少 ROS的产生和细胞凋亡，改善椎
间盘退化[19]。BMSCs-EXO联合 HA凝胶可抑制线粒
体 ROS诱导的氧化应激损伤，缓解创伤性骨关节
炎[19]。MDA是评估氧化应激的可靠生物标志物[21]。

SOD是一种必需的抗氧化酶，通过催化超氧阴离子
歧化成过氧化氢来清除超氧阴离子，然后过氧化氢

被分解成水[22]。Nrf-2是一种重要的转录因子，通过
直接增强各种抗氧化和解毒基因的表达来减轻氧

化应激[23-24]。本研究结果显示，以 20 g/L浓度的 D-
gal诱导成骨细胞衰老，SA-茁-gal阳性细胞增多，抗
氧化相关蛋白（Nrf-2、HO-1）表达降低，伴随着 ROS
产生的增加，SOD 含量的下降、MDA 水平的升高，
导致成骨细胞氧化应激增加。外泌体处理后，逆转

了 D-gal诱导的抗氧化指标的抑制，并减少了成骨
细胞中 ROS的细胞内积累。目前已确定氧化应激为
导致与年龄相关的骨质流失的重要因素[25]。抗氧化

标志物的抑制和氧化产物的积累会阻碍成骨细胞

增殖和分化，促进破骨细胞分化，最终导致骨质流

失[26-27]。本研究结果表明，BMSCs-EXO可增强抗氧
化系统以减轻氧化应激，从而减轻 D-gal处理的衰
老成骨细胞对成骨细胞分化和成熟的抑制作用。但

是本研究尚有一定的局限性，未来将侧重于研究外

泌体内具体发挥抗氧化作用的物质，并通过体内实

验研究外泌体对年龄相关性骨质疏松症的保护作用。

总之，本研究结果表明，BMSCs-EXO可能通过
激活 Nrf-2/HO-1信号通路增强成骨分化和抗氧化
反应，减轻 D-gal诱导的衰老骨量流失。
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