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miR-27a 过表达的血管内皮细胞来源外泌体

改善股骨头坏死实验研究
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【摘要】   目的    探究 miR-27a 过表达的人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，HUVECs）
来源外泌体  exo（miR-27a）能否促进骨再生并改善糖皮质激素（glucocorticoids，GC）诱导的股骨头坏死

（osteonecrosis of femoral head，ONFH）（GC-ONFH）。方法    构建 exo（miR-27a），并通过透射电镜、纳米颗粒跟

踪分析、Western blot 和实时荧光定量 PCR（real-time fluorescent quantitative PCR，qRT-PCR）进行鉴定。采用 qRT-
PCR 评估 exo（miR-27a）递送 miR-27a 至成骨细胞 MC3T3-E1 的效果，ALP 染色、茜素红染色及 qRT-PCR 评估其

对 MC3T3-E1 细胞成骨的影响。行双荧光素酶报告基因检测验证 miR-27a 靶向 Dickkopf WNT 信号通路抑制剂

2（Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 2，DKK2）是否为潜在机制，并在 MC3T3-E1 细胞内通过 qRT-PCR、

Western blot 及茜素红染色进一步验证该机制。最后，通过 SD 大鼠的 GC-ONFH 模型验证 exo（miR-27a）对

ONFH 的保护作用。结果    透射电镜、纳米颗粒跟踪分析、Western blot 和 qRT-PCR 检测示 exo（miR-27a）构建成

功。exo（miR-27a）可将 miR-27a 有效递送至 MC3T3-E1 细胞并提高其成骨能力。双荧光素酶报告基因检测示

miR-27a 通过直接靶向 DDK2 促进成骨。动物实验 Micro-CT 及 HE 染色结果显示，尾静脉注射 exo（miR-27a）改
善了 SD 大鼠 GC-ONFH 模型的骨坏死情况。结论    exo（miR-27a）可以促进骨再生，并在一定程度上改善 GC-
ONFH。

【关键词】  miR-27a；外泌体；成骨；股骨头坏死；人脐静脉内皮细胞；基因靶向治疗
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【Abstract】 Objective    To investigate whether exosomes derived from miR-27a-overexpressing human umbilical
vein endothelial cells (HUVECs)—exo (miR-27a) can promote bone regeneration and improve glucocorticoids (GC)
induced osteonecrosis of femoral head (ONFH) (GC-ONFH). Methods    The exo (miR-27a) were intended to be
constructed and identified by transmission electron microscopy, nanoparticle tracking analysis, Western blot, and real-
time fluorescent quantitative PCR (qRT-PCR). qRT-PCR was used to evaluate the effect of exo (miR-27a) in delivering
miR-27a to osteoblasts (MC3T3-E1 cells). Alkaline phosphatase staining, alizarin red staining, and qRT-PCR were used to
evaluate its effect on MC3T3-E1 cells osteogenesis. Dual-luciferase reporter (DLRTM) assay was used to verify whether
miR-27a targeting Dickkopf WNT signaling pathway inhibitor 2 (DKK2) was a potential mechanism, and the mechanism
was further verified by qRT-PCR, Western blot, and alizarin red staining in MC3T3-E1 cells. Finally, the protective effect
of exo (miR-27a) on ONFH was verified by the GC-ONFH model in Sprague Dawley (SD) rats. Results    Transmission
electron microscopy, nanoparticle tracking analysis, Western blot, and qRT-PCR detection showed that exo (miR-27a) was
successfully constructed. exo (miR-27a) could effectively deliver miR-27a to MC3T3-E1 cells and enhance their osteogenic
capacity. The detection of DLRTM showed that miR-27a promoted bone formation by directly targeting DDK2. Micro-CT
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and HE staining results of animal experiments showed that tail vein injection of exo (miR-27a) improved the osteonecrosis
of SD rat GC-ONFH model. Conclusion    exo (miR-27a) can promote bone regeneration and protect against GC-ONFH
to some extent.

【Key words】 MiR-27a; exosomes; osteogenesis; osteonecrosis of femoral head; human umbilical vein endothelial
cells; gene targeted therapy
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股骨头坏死（osteonecrosis of femoral head，
ONFH）是一种常见的骨科难治病，作为一种破坏

性和进行性疾病，常导致股骨头塌陷，约 70% 患者

最终需要行髋关节置换术，给患者带来沉重的经济

负担和身心损害 [ 1 - 4 ]。糖皮质激素（glucocort i -
coids，GC）引起的 ONFH（GC-ONFH）是最常见的

非创伤性骨坏死类型之一[5-6]。根据既往研究，GC-
ONFH 的发病机制可以归纳为血运重建困难和成

骨活性减弱[7-9]。因此，增强血管生成或促进成骨是

预防及早期治疗 GC-ONFH 的关键[10-11]。

外泌体作为基因传递的天然纳米载体，已在很

多临床研究中表现出积极治疗作用，例如炎症缓

解、组织修复和再生调节[12-13]。近年，外泌体在骨组

织修复和再生领域得到了广泛关注[14-16]，其依靠出

色的生物相容性和靶向性，逐渐成为骨组织工程中

热门的基因治疗载体[17-20]。据报道血管内皮细胞来

源外泌体具有良好的骨靶向性[21]，有望应用于 GC-
ONFH 的基因疗法。

miRNA 是一种内源性非编码小 RNA，近年来

大量研究表明部分 miRNA 在成骨分化过程中至关

重要，如 miR-181a/b-1 通过介导 PTEN/PI3K/AKT
通路促进骨再生，miR-130a 对 MSCs 的成骨成脂分

化平衡发挥重要作用，miR-335-5p 在小鼠体内实验

中可以促进骨形成[22-24]。此外，据报道 miR-27a 正
调节 MSCs 的成骨分化，过表达 miR-27a 显著增强

其 ALP 活性和钙沉积水平，miR-27a 在体内外均显

示出强大的成骨能力[25-26]。然而，miRNA 在体内容

易被降解，这在一定程度上限制了其在骨组织工程

中的应用，因此寻找 miRNA 的保护性载体一直是

组织工程研究重要方向[27-28]。将血管内皮细胞来源

外泌体用作 miR-27a 的运输载体，可能是保护其避

免被免疫系统降解并靶向骨组织，从而发挥促进骨

再生的一种可行策略。

目前，有关 miR-27a 结合血管内皮细胞来源外

泌体在 GC-ONFH 中的研究尚未见报道。因此，本

研究通过构建 miR-27a 过表达的血管内皮细胞来源

外泌体，验证其体内外成骨能力，最终在大鼠 GC-
ONFH 模型中验证其保护作用，旨在为治疗性

miRNA 搭载外泌体的再生疗法奠定理论基础。

1    材料与方法

1.1    实验动物及主要材料、仪器

清洁级 2 月龄雄性 SD 大鼠 18 只，体质量约

250 g，购自西安交通大学实验动物中心。

人脐静脉内皮细胞（human umbilical  vein
endothelial cells，HUVECs；北京鼎国昌盛生物技术

有限责任公司）；miR-27a-3p mimics（人工合成的

miR-27a-3p 模拟物）、miR-27a-3p inhibitor（人工合

成的 miR-27a-3p 抑制剂）、miR-27a-3p NC（miR-
27a-3p 模拟物的阴性对照）（上海吉玛制药技术有

限公司）；MC3T3-E1 细胞、双荧光素酶报告基因

试剂盒、Dickkopf WNT 信号通路抑制剂 2（Dic-
kkopf WNT signaling pathway inhibitor 2，DKK2）过
表达慢病毒（上海吉凯基因科技有限公司）；实时

荧光定量 PCR（real-time fluorescent quantitative
PCR，qRT-PCR）引物（北京擎科生物科技有限公

司）；HUVECs 专用培养基（ScienCell 生物技术公

司，美国）；α-MEM 培养基、FBS、青霉素-链霉素

双抗（Thermo Fisher  Scienti f ic  公司，美国）；

jetPRIME 转染试剂盒（Polyplus-transfection®SA 公
司，法国）；细胞计数试剂盒 8（cell counting kit 8，
CCK-8）、ALP 染色试剂盒、茜素红染色试剂盒、苏

木素伊红染色试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；DKK2 抗体、β-actin 抗体（Abcam 公司，美

国）；多聚甲醛、EDTA-脱钙液、十六烷基吡啶氯化

钠、 β -甘油磷酸钠、抗坏血酸磷酸、地塞米松

（Sigma 公司，日本）。酶标仪（北京天根生化科技

有限公司）；超速离心机（Beckman 公司，德国）；

HT-7700 透射电镜（Hitachi 公司，日本）；N30E 粒
径分析仪（厦门福流生物科技有限公司）。

1.2    HUVECs 的转染及相关观测

1.2.1    细胞培养　将冻存于液氮中的 HUVECs 于
39℃ 水浴中快速解冻，并以 1 000×g 离心 5 min；
弃上清，用 HUVECs 专用培养基重悬细胞沉淀，接

种于 T25 培养瓶中，37℃、5%CO2 恒温培养箱培

养。当细胞生长至约 80% 融合时，加入胰蛋白酶-
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EDTA 消化后按 1∶3 比例传代培养，依据生长情

况进行换液。

1.2.2    细胞转染及分组　取第  3 代  HUVECs 以
2.5×105 个/mL 密度接种于 6 孔板，培养 12 h 后分别

加入含 miR-27a NC（miR-27a NC 组）或 miR-27a
mimics（miR-27a mimics 组）的转染混合物（依照

jetPRIME 转染试剂盒说明书配置）进行转染，继续

培养 24 h 后更换为新鲜培养基。

1.2.3    观测指标　① 光镜观察：转染 36 h 后光镜

下观察两组细胞形态变化。② qRT-PCR 检测转染

效率：转染后 48 h 收集两组细胞，以 Trizol 提取细

胞总 RNA，将其逆转录成 cDNA，采用 qRT-PCR 试
剂盒检测  miR-27a 基因表达，以  U6 作为内参基

因，以 2–ΔΔCt 法对数据进行分析，得出各组 miR-27a
的 mRNA 相对表达量。引物序列见表 1。③ CCK-
8 法检测细胞活力：转染 24、72 h 后，按照 CCK-8
试剂盒说明书方法，检测 miR-27a NC 组、miR-27a
mimics 组细胞活力，以吸光度（A）值表示；以培养

24、72 h 未转染的 HUVECs 作为对照组。

1.3    HUVECs 外泌体的提取及鉴定

1.3.1    外泌体的提取　采用超速离心法提取 miR-
27a NC 组和 miR-27a mimics 组的外泌体并对应分

为 exo（NC）组和 exo（miR-27a）组。具体方法：分

别取 miR-27a NC 组和 miR-27a mimics 组转染 48 h
后的上清，以 300×g 离心 10 min 去除残留细胞；取

上清，以 2 000×g 离心 10 min 去除细胞碎片；取上

清，以 10 000×g 离心 30 min 去除大的囊泡和某些

细胞器；取上清，以 10 000×g 离心 90 min 提取外

泌体；弃上清，用  PBS 清洗外泌体沉淀去除杂

蛋白，再以  10 000×g 离心  90 min 提取纯化的外

泌体。

1.3 .2      外泌体的鉴定　①  透射电镜观察：取

exo（miR-27a）组外泌体，透射电镜观察外泌体形

态。② 纳米颗粒跟踪分析：取 exo（miR-27a）组外

泌体，采用纳米颗粒跟踪分析法分析外泌体的粒径

分布。③  Western blot 检测：取  exo（NC）组和

exo（miR-27a）组外泌体，用 RIPA 裂解液提取各组

总蛋白，BCA 试剂盒检测蛋白浓度，依照蛋白浓度

调整蛋白上样量，行 SDS-PAGE 电泳，100 V 下湿

转，5% 脱脂奶粉封闭过夜，孵育相应蛋白一抗和二

抗，包括外泌体阳性蛋白标志物［外泌体膜蛋白

（CD9）和外泌体内蛋白（Alix）］和内质网特异性蛋

白标志物（Calnexin），采用 ECL 化学发光法进行成

像。以单纯 HUVECs 为对照。④ qRT-PCR 检测：

分别取 exo（NC）组和 exo（miR-27a）组外泌体，同

1.2.3 方法检测 miR-27a mRNA 相对表达量。引物

序列见表 1。
1 . 4      过表达  m i R - 2 7 a  的  H U V E C s  外泌体对

MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响

1.4.1    细胞培养及实验分组　同 HUVECs 方法复

苏 MC3T3-E1 细胞，采用 α-MEM 完全培养基（含

10%FBS 及 1% 青霉素-链霉素）进行复苏及传代培

养，依据细胞生长状况进行换液。取复苏后第 3 代
M C 3 T 3 -E 1  细胞，分别与外泌体  e x o（N C）和

exo（miR-27a）共培养（外泌体浓度为 5 μg/mL），设

为  EXO（NC）组和  EXO（miR-27a）组，以单纯

MC3T3-E1 细胞为空白对照组。

1.4.2    观测指标　① ALP 染色和茜素红染色：取

各组 MC3T3-E1 细胞，更换为成骨诱导培养基（含

10 mmol/L β-甘油磷酸钠、0.05 mmol/L 抗坏血酸磷

酸、100 nmol/L 地塞米松的 α-MEM 完全培养基）培

养，诱导 7 d 行 ALP 染色，拍照后采用 Image J 软件

检测 ALP 染色阳性面积百分比；诱导 14 d 行茜素

红染色，将矿化结节溶于 100 mmol/L 十六烷基吡

啶氯化钠中 30 min，测定 562 nm 波长下 A 值。②

q R T - P C R  检测：首先，取  E X O （ N C ）组和

EXO（miR-27a）组 MC3T3-E1 细胞，同 1.2.3 方法检

测 miR-27a mRNA 相对表达量，以验证 miR-27a 过
表达的 HUVECs 外泌体是否将 miR-27a 成功递送

至  MC3T3-E1 细胞中。然后，取  EXO（NC）组、

EXO（miR-27a）组和空白对照组 MC3T3-E1 细胞，

同法检测成骨相关基因骨钙素（o s t e o c a l c i n，

OCN）、Ⅰ型胶原 alpha 1 链（collagen type Ⅰalpha 1
chain，COL1A1）、RUNX 家族转录因子 2（RUNX
family transcription factor 2，RUNX2）mRNA 相对表

达量，以 GADPH 为内参基因。引物序列见表 1。
1.5    验证 miR-27a 是否通过靶向 DKK2 促进成骨

分化

1.5.1    双荧光素酶报告基因实验及靶细胞内验证实

验　实验分 6 组：NC（空质粒）+miR-27a mimics
组、NC+miR-27a NC 组、WT（野生型）+miR-27a
mimics  组、WT+miR -27a  NC 组、MUT（突变

型）+miR-27a mimics 组、MUT+miR-27a NC 组。

2 个 NC 组用于验证本实验体系是否正常，WT 和
MUT 组用于验证 miR-27a-3p 是否直接靶向 DKK2
的 3’UTR 区域。按照双荧光素酶报告基因检测试

剂盒说明书进行实验，记录各组相对荧光强度。

在靶细胞内进一步验证 miR-27a 是否可以靶向

DDK2 并降低其表达水平。取 MC3T3-E1 细胞，分

别用 miR-27a mimics、miR-27a inhibitor 及 miR-27a
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NC 转染，转染方法同 1.2.2；转染后 72 h 分别采用

qRT-PCR 和 Western blot 法检测 DKK2 的 mRNA
和蛋白表达水平。

1.5.2    验证 miR-27a 靶向 DKK2 对 MC3T3-E1 细胞

矿化水平的影响　构建过表达 DKK2 的 MC3T3-E1
细胞系：制备浓度为 5×104 个/mL 的 MC3T3-E1 细
胞悬液并接种于  6 孔板中，培养  12 h 后更换含

5 µg/mL 聚凝胺的新鲜培养基，加入适量 DKK2 过
表达慢病毒，保证感染复数为 100（依据慢病毒公

司技术指导的推荐量）；培养 12 h 后更换为普通培

养基，继续培养 72 h 并密切观察细胞状态和荧光强

度，细胞长满后（约  90%）进行传代培养，并用

10 µg/mL 嘌呤霉素筛选出稳定表达  DDK2 的
MC3T3-E1 细胞系。向过表达 DKK2 的 MC3T3-E1
细胞以及正常 MC3T3-E1 细胞分别转染 miR-27a
m i m i c s  和  m i R - 2 7 a  N C，故实验分成  4  组：

D K K 2（−）+m i R - 2 7 a  N C  组（阴性对照组）、

DKK2（+）+miR-27a NC 组（DKK2 过表达组）、

DKK2（−）+miR-27a mimics 组（miR-27a 过表达

组）、DKK2（+）+miR-27a mimics 组（挽救组）。成

骨诱导培养 14 d 同 1.4.2 方法行茜素红染色，酶标

仪测定 562 nm 波长下 A 值。

1.6    过表达 miR-27a 的 HUVECs 外泌体对大鼠

GC-ONFH 的影响

1.6.1    实验分组及方法　取适应性喂养 1 周的 SD
大鼠 18 只，随机分为正常对照组、模型组和干预

组，每组 6 只。取模型组和干预组动物，按照文献

［29］方法制备大鼠 GC-ONFH 模型，正常对照组大

鼠不造模。干预组于 GC 注射第 1 天同时开始每天

尾静脉注射过表达  miR-27a 的  HUVECs 外泌体

（100 μg/只）。模型组造模过程中不作特殊处理。

造模过程中每只大鼠每天肌肉注射 10 万 U 青霉素

以防止感染发生，如动物死亡及时予以补充。

1.6.2    Micro-CT 观测　造模后 4 周取大鼠双侧股

骨头，4% 多聚甲醛固定  24 h。取一侧股骨头行

Micro-CT 扫描，使用 Mimics Medical 21.0 软件生成

每组代表性样品的横截面和矢状面。测量相对骨

体积（bone volume/tissue volume，BV/TV）、骨小梁

厚度（trabecular thickness，Tb.Th）、骨小梁数目

（ t rabecu lar  number，Tb.N）和骨小梁分离度

（trabecular thickness，Tb.Sp）。
1.6.3    HE 染色观察　取另一侧股骨头，用  10%
EDTA 脱钙 4 周（期间每 3 天更换 1 次脱钙液）。石

蜡包埋、切片（片厚 5 μm）、二甲苯梯度脱蜡、梯度

乙醇水化、蒸馏水冲洗，常规行 HE 染色并观察股

骨头组织形态。

1.7    统计学方法

采用 GraphPad Prism8 统计软件进行分析。数

据以均数±标准差表示，多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用 SNK 检验；两组间比较采

用独立样本 t 检验；检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    HUVECs 的转染及相关观测

光镜观察示，miR-27a NC 组与 miR-27a mimics
组的 HUVECs 形态一致，均呈铺路状鹅卵石样且

形态饱满清晰（图 1）。qRT-PCR 检测示，miR-27a
m i m i c s  组  m i R - 2 7 a  m R N A  相对表达量为

254 .037±19 .576，显著高于  miR -27a  NC 组的

1 . 0 0 4±0 . 0 1 7，差异有统计学意义（ t=2 2 . 3 9 0，

P=0.002）。CCK-8 检测示，miR-27a NC 组、miR-
27a mimics 组及对照组转染  24 h 时  A 值分别为

0.611±0.035、0.618±0.030、0.613±0.015，72 h 时分别

为 1.953±0.240、1.994±0.186、1.913±0.130；3 组细胞

活力随培养时间延长均显著增加，3 组间比较差异

表 1    qRT-PCR 引物序列

Tab.1    Primer sequences for qRT-PCR

基因
Gene

引物序列（5'→3'）
Primer sequence (5'→3')

COL1A1 上游 GCTCCTCTTAGGGGCCACT
Forward
下游 ATTGGGGACCCTTAGGCCAT
Reverse

RUNX2 上游 GCCGGGAATGATGAGAACTA
Forward
下游 GGTGAAACTCTTGCCTCGTC
Reverse

OCN 上游 GCCATCACCCTGTCTCCTAA
Forward
下游 GCTGTGGAGAAGACACACGA
Reverse

GAPDH 上游 CATCCCAGAGCTGAACG
Forward
下游 CTGGTCCTCAGTGTAGCC
Reverse

miR-27a 上游 CGGCGGTTTCACAGTGGCTAAG
Forward
下游 CCAGTGCAGGGTCCGAGGTAT
Reverse

U6 上游 CGCTTCGGCAGCACATATAC
Forward
下游 AAATATGGAACGCTTCACGA
Reverse

DKK2 上游 CTGATGCGGGTCAAGGATTCA
Forward
下游 CTCCCCTCCTAGAGAGGACTT
Reverse
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无统计学意义（P>0.05）。说明成功构建 miR-27a 过
表达的 HUVECs。
2.2    HUVECs 外泌体的提取及鉴定

透射电镜观察示，exo（miR-27a）组外泌体呈盘

状或杯状（图 2a），与文献报道[12]一致。纳米颗粒跟

踪分析表明，exo（miR-27a）组 90.62% 外泌体粒径

分布在 30～150 nm 范围（图 2b），与其他研究中外

泌体粒径参数 [ 1 3 ]相似。W e s t e r n  b l o t  检测示，

exo（NC）组和 exo（miR-27a）组 CD9 和 Alix 蛋白表

达均呈阳性，几乎未见 Calnexin 蛋白表达；单纯

HUVECs 则相反（图 2c）。上述检测结果说明外泌

体提取成功。

qRT-PCR 检测示，exo（miR-27a）组外泌体中

miR-27a mRNA 相对表达量为 26.560±1.498，显著

高于 exo（NC）组的 1.004±0.113，差异有统计学意

义（t=29.470，P=0.001）。表明 miR-27a 过表达的

HUVECs 外泌体成功获取。

2 . 3      过表达  m i R - 2 7 a  的  H U V E C s  外泌体对

MC3T3-E1 细胞成骨分化的影响

2.3.1    ALP 染色和茜素红染色　EXO（NC）组、

EXO（miR-27a）组和空白对照组 ALP 染色阳性面积

百分比分别为 17.903%±1.343%、33.199%±2.305%，

5.911%±1.639%，A 值分别为 4.051±0.255、8.729±
0.432、1.789±0.221，EXO（NC）组和 EXO（miR-27a）
组显著高于空白对照组，EXO（miR-27a）组显著高

于 EXO（NC）组，差异均有统计学意义（P<0.05）。

见图 3。
2.3.2    qRT-PCR 检测　EXO（miR-27a）组 MC3T3-
E1 细胞中  miR-27a mRNA 相对表达量显著高于

EXO（NC）组，差异有统计学意义（t=70.090，P=
0.000）。表明 miR-27a 过表达的 HUVECs 外泌体将

miR-27a 成功递送至 MC3T3-E1 细胞中。见图 4a。
成骨相关基因表达检测示，EXO（miR-27a）组

OCN 和  COL1A1 mRNA 相对表达量显著高于

EXO（NC）组和空白对照组，差异有统计学意义

（P<0.05），EXO（NC）组和空白对照组间差异无统

计学意义（P>0.05）；EXO（miR-27a）组和  EXO
（NC）组 RUNX2 mRNA 相对表达量显著高于空白

对照组，差异有统计学意义（P<0.05），EXO（miR-
2 7 a）组和  E X O（N C）组间差异无统计学意义

（P>0.05）。见图 4b～d。
2.4    miR-27a 是否通过靶向 DKK2 促进成骨分化

2.4.1    双荧光素酶报告基因实验及靶细胞内验证实

验　双荧光素酶报告基因实验结果显示，WT+miR-
27a NC 组、WT+miR-27a mimics 组、MUT+miR-27a
NC 组、MUT+miR-27a mimics 组的相对荧光强度分

别为 98.111±2.239、57.715±2.594、100.288±2.621、
106.527±3.029。提示 miR-27a mimics 可以抑制包含

野生型 DKK2 3’UTR 的荧光素酶活性，但对包含突

变型 DKK2 3’UTR 的荧光素酶活性无影响，表明

miR-27a 可以直接靶向 DDK2 基因的 3’UTR 区域发

挥抑制作用。见图 5。

 

 
图 1     转染后 36 h 细胞形态观察（×100）     a. miR-27a NC
组；b. miR-27a mimics 组

Fig.1    Cell  morphology observation at  36 hours after
transfection (×100)     a. miR-27a NC group;   b. miR-27a mimics
group
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图 2     外泌体鉴定     a. exo（miR-27a）组透射电镜观察（×50 k）　箭头示外泌体；b. exo（miR-27a）组纳米颗粒跟踪分析；c. Western blot
检测　1：单纯 HUVECs　2：exo（NC）组　3：exo（miR-27a）组

Fig.2   Exosome identification     a. Transmission electron microscopy observation (×50 k)　Arrow indicated exosome;   b. Nanoparticle tracking
analysis;   c. Western blot assay　1: HUVECs   2: exo (NC) group   3: exo (miR-27a) group
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靶细胞内验证实验显示，与 miR-27a NC 组比

较，miR-27a inhibitor 组 DKK2 的 mRNA 和蛋白相

对表达量显著升高，miR-27a mimics 组显著降低，

差异均有统计学意义（P<0.05）。见图  6。表明

miR-27a 在 MC3T3-E1 细胞内可以靶向 DDK2 并降

低其表达水平。

2.4.2    miR-27a 靶向 DKK2 对 MC3T3-E1 细胞矿化

水平的影响　茜素红染色示，DKK2 过表达组矿化

结节数显著降低，miR-27a mimics 组矿化结节数显

著增加，而两者对矿化水平的影响可在一定程度上

相互抵消。见图 7。阴性对照组、DKK2 过表达组、

miR-27a 过表达组、挽救组 A 值分别为 2.892±0.157、
0.693±0.08、8.679±0.409、2.925±0.081，除阴性对照

组和挽救组比较差异无统计学意义（P>0.05）外，其

余各组间比较差异均有统计学意义（P<0.05）。
2.5    过表达 miR-27a 的 HUVECs 外泌体对大鼠

GC-ONFH 的影响

2.5.1    Micro-CT 观测　Micro-CT 观察示，与正常

对照组比较，模型组在股骨头软骨下区域观察到更

多骨质损失和囊性变，骨小梁变得稀疏且结构松散

紊乱；而干预组上述情况均得到改善，但仍未达到

正常对照组水平。见图  8。定量分析示，模型组

BV/TV、Tb.Th、Tb.N 显著低于正常对照组和干预

组，Tb.Sp 显著高于正常对照组和干预组，差异均

有统计学意义（P<0.05）。见图 9。
2.5.2    HE 染色观察　与正常对照组比较，模型组

观察到明显骨坏死现象，表现为骨小梁结构紊乱，

骨小梁周围存在许多成纤维细胞，空骨陷窝增多，

骨髓腔内充满大量脂肪空泡，髓质造血细胞退化或

坏死明显。而干预组骨坏死程度较轻微，骨小梁虽

然有僵化稀疏表现，但结构较完整，空骨陷窝形成

较少，髓腔内脂肪空泡较少，造血系细胞轻度退化

或坏死，但仍未达到正常对照组水平。见图 10。

3    讨论

生物材料结合细胞疗法是再生医学的热门研

究方向[30-31]，但部分生物材料的潜在毒性和慢性炎

症问题仍然存在[32]，而细胞疗法与肿瘤和栓塞形成

密切相关[33]，目前解决这些问题仍面临巨大挑战。

因此适当做减法可能是另一个可行思路。外泌体

作为天然纳米级生物材料兼具优良生物活性，成为

重点研究对象[34]，在再生医学中的治疗作用已被广

泛验证。如与诱导多能干细胞相比，其衍生的外泌

体能更安全、有效地用于心肌梗死修复，人脐带

MSCs 来源外泌体可通过激活自噬防止顺铂诱导的

肾毒性，MSCs 来源外泌体可通过抑制肺血管重塑

 

 
图 3     各组 ALP 染色和茜素红染色观察（×40）     从左至右

依次为空白对照组、EXO（NC）组、EXO（miR-27a）组　a. ALP
染色；b. 茜素红染色

Fig.3   ALP staining and alizarin red staining observations in
each group (×40)     From left to right for blank control group,
EXO (NC) group, EXO (miR-27a) group, respectively　a. ALP
staining;   b. Alizarin red staining
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图 4     qRT-PCR 检测相关基因表达     a. miR-27a；b. COL1A1；c. OCN；d. RUNX2

Fig.4   qRT-PCR detection of related gene expression     a. miR-27a;   b. COL1A1;   c. OCN;   d. RUNX2
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改善肺动脉高压，以及巨噬细胞来源外泌体能促进

神经再生等[35-38]。在骨再生领域外泌体同样有重要

作用，例如在转染 miR-26a 的人 CD34+ 造血干细胞

中提取的外泌体可促进 MSCs 成骨分化，携带 miR-
122-5p 的 BMSCs 来源外泌体能促进 ONFH 中成骨

细胞增殖，人前列腺癌细胞 PC-3 来源外泌体通过

下调 miR-214 和阻断 NF-κB 信号通路抑制破骨细

胞成熟，H I F -1 α  可增强  M S C s  衍生外泌体对

Jagged1 介导的骨组织血管再生等[39-42]。这些研究显

示，运用改性外泌体促进骨再生可能是保护 GC-
ONFH 的可行策略[43]。因此本研究选择将促进骨再

生的 miR-27a 加载于内皮细胞来源外泌体，以应用

于早期 GC-ONFH 的保护研究。

将治疗性 microRNA 加载于外泌体主要包括源

细胞的基因修饰和外泌体的直接加载（如混合、电

穿孔或超声干预）[44]，由于后者效率不稳定，因此源

细胞的基因修饰是主流选择[45]。本研究通过 miR-
27a mimics 修饰 HUVECs，最终获得 miR-27a 过表

达的外泌体；而  qRT-PCR 结果显示，外泌体将

miR-27a 成功递送至 MC3T3-E1 细胞中，表明将治

疗性 miR-27a 加载到外泌体并递送至靶细胞的策略

可行。据报道，在不同目的细胞中 miR-27a 可通过

不同靶点来促进成骨分化，如肌细胞增强因子

2C（Mef2c）、Sp7 转录因子、分泌型卷曲相关蛋白

1（SFRP1）、WNT 信号通路 APC 调节剂和 PRDM16
等[26]。此外，miR-27a 通过靶向过氧化物酶体增殖

物激活受体 γ（PPARγ）和 BMP 拮抗剂（GREM1）调
节 MSCs 的成骨和成脂分化平衡，从而在类固醇诱

导的 ONFH 大鼠模型中起治疗作用[25]。本实验表

明，miR-27a 可以在体外促进成骨细胞前体细胞

MC3T3-E1 的成骨分化，过表达的 miR-27a 显著增

强 ALP 活性和钙沉积以及成骨相关基因（RUNX2、
COL1A1 和 OCN）的表达，这与其他报道一致。此

外，本研究双荧光素酶报道显示 DKK2 为 miR-27a

 

（WT-DKK2-3’UTR）   5'    GAGGAACAUCAUCAAUUGCAGACUGUGAA 3' 

（miRNA-27a）             3'       CGCCUUGAAU------------- CGG -UGACACUU   5'

（MUT-DKK2-3’UTR）5'    GAGGAACAUCAUCAAUUGCAGCUAAGUCG 3'
 

图 5     双荧光素酶基因报告实验序列设计     蓝色示野生型序列，红色示突变型对应序列

Fig.5   Sequence design of DLRTM assay     Blue for wild-type sequences, red for mutant sequences
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图 6     靶细胞内验证实验     a. 各组 DKK2 mRNA 相对表达

量；b. 各组 DKK2 蛋白相对表达量；c. Western blot 电泳图

1：miR-27a NC 组　2：miR-27a inhibitor 组　3：miR-27a
mimics 组

Fig.6   Intracellular validation experiments on target cells     a.
Relative expression of DKK2 mRNA in each group;   b. Relative
expression level of DKK2 protein in each group;   c. Western blot
electropherogram　1: miR-27a NC group   2: miR-27a inhibitor
group   3: miR-27a mimics group

 

 
图 7     茜素红染色观察 miR-27a 靶向 DKK2 影响 MC3T3-E1
细胞的矿化水平（×40）     a. 阴性对照组；b. DKK2 过表达

组； c. miR-27a 过表达组；d. 挽救组

Fig.7   Alizarin red staining to observe the miR-27a targeting
DKK2 affected the mineralization level of MC3T3-E1 cells (×40)
a. Negative control group;   b. DKK2 overexpression group;   c.
MiR-27a overexpression group;   d. Rescue group
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的靶标；挽救实验显示，过表达 DKK2 可有效抵消

（挽救）miR- 27a mimics 的促成骨作用，即 miR-27a

通过直接靶向 DKK2 来促进成骨。已知 Wnt 信号

通路是骨骼形成的重要调节途径，而 DKK2 是 Wnt

通路的天然拮抗剂[26, 46]。因此本研究结果表明，富

含  miR -27a  的外泌体可以将  miR -27a  递送至

MC3T3-E1 细胞，从而解除 DKK2 对 Wnt 通路的抑

制作用来促进成骨。

 

 
图 8     Micro-CT 观察各组大鼠股骨头微结构     从左至右依次为正常对照组、模型组、干预组　a. 横截面；b. 矢状面

Fig.8   Micro-CT observation of femoral head microstructure in each group of rats     From left to right for normal control group, model group,
intervention group, respectively　a. Cross-section;   b. Sagittal plane
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图 9     Micro-CT 定量检测各组大鼠股骨头骨组织参数     a. BV/TV；b. Tb.Th；c. Tb.N；d. Tb.Sp

Fig.9   Micro-CT quantitative detection of the bone tissue parameters of femoral head in each group of rats     a. BV/TV;   b. Tb.Th;   c. Tb.N;  
d. Tb.Sp
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图 10     HE 染色观察各组大鼠股骨头组织形态（×100）     a. 正常对照组；b. 模型组；c. 干预组

Fig.10   HE staining to observe the histomorphology of the femoral head in each group of rats (×100)     a. Normal control group;   b. Model
group;   c. Intervention group
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很多研究表明血管生成促进成骨进程，而该过

程中血管内皮细胞与成骨细胞的通讯至关重

要[47-48]，外泌体又是细胞间通讯的重要方式，因此可

以推测血管内皮细胞来源外泌体在成骨过程中扮

演了重要角色。故本实验选择 HUVECs 来源外泌

体作为促成骨 miRNA 的载体，希望能达到更好的

促成骨效果。体外实验的 ALP 染色和茜素红染色

显示，尽管单纯 HUVECs 来源外泌体没有 miR-27a
过表达的 HUVECs 外泌体效果显著，但其在一定

程度上也能促进 MC3T3-E1 细胞成骨，基本达到实

验预期。此外，有研究表明血管内皮细胞来源外泌

体是高度生物相容性的骨靶向纳米颗粒[21, 49]，本研

究的动物实验结果也与之相符。通过尾静脉注射

外泌体的方式进行干预，HE 染色和 Micro-CT 检测

显示 miR-27a 过表达的 HUVECs 来源外泌体缓解

了大鼠 GC-ONFH 坏死程度，表现出一定保护作

用。说明 miR-27a 过表达的 HUVECs 来源外泌体

成功到达股骨头损伤部位，展示出其可靶向骨损伤

部位的良好应用前景。

综上述，将 miR-27a 加载于血管内皮细胞来源

外泌体显示出良好的促成骨活性，并能一定程度缓

解 GC-ONFH 进展，为外泌体的骨修复再生研究提

供了一定参考。但仍有一些问题，如明确治疗机

制、进一步提高骨靶向性能的方案、miRNA 的选择

以及加载方式优化等，有待进一步研究明确。
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