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[摘要]　目的　比较三维立体(3D)培养与传统贴壁培养(2D)人脐带间充质干细胞(hUC-MSCs)来源的外泌体促进

成骨细胞分化能力的差异，探索前者在促进骨形成相关治疗中应用的可能性。方法　将hUC-MSCs分为2D组与3D组分

别进行培养，在普通光学显微镜下观察细胞的形态特征，同时应用钙黄绿素-AM/PI活死细胞双染法检测3D组细胞的

活性；通过转录组测序筛选两组差异表达基因并进行GO富集分析。提取2D组与3D组细胞分泌的外泌体并分为2D外

泌体(2D-Exo)组与3D外泌体(3D-Exo)组，通过透射电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析及Western blotting对外泌体进行表

征。在体外应用2D-Exo及3D-Exo干预乳鼠颅骨成骨细胞并进行成骨诱导分化，通过茜素红染色、碱性磷酸酶染色及

RT-qPCR鉴定2D-Exo、3D-Exo对成骨分化能力的影响。结果　与2D组比较，3D组细胞大小均等，聚拢成球形生长；钙

黄绿素-AM/PI活死细胞双染可见3D培养的hUC-MSCs具有较高活性；转录组测序结果显示，与2D组比较，3D组上调基

因富集于骨矿化、软骨发育、细胞外基质的组成、成骨细胞分化、血管生成、细胞增殖的正向调控及基因表达的正向

调控等通路，下调基因富集于细胞增殖的负向调控、细胞迁移的负向调控、细胞凋亡等通路。透射电子显微镜观察可

见两组外泌体的直径均为100 nm左右，呈现外泌体典型的杯状形貌特征，且均表达外泌体相关标志蛋白CD9、CD63和

CD81。乳鼠颅骨成骨细胞染色结果显示，与2D-Exo组比较，3D-Exo组茜素红着色的钙结节数量及碱性磷酸酶染色强

度均明显升高；RT-qPCR检测结果显示，与2D-Exo组比较，3D-Exo组成骨分化相关基因Bglap、Runx2、Alp、Col1a1、

Spp1 mRNA相对表达量明显升高，差异有统计学意义(P<0.05)。结论　3D培养的hUC-MSCs来源的外泌体可上调成骨相

关基因Bglap、Runx2、Alp、Col1a1、Spp1的表达，相较于2D培养来源的外泌体具有更强的促成骨细胞分化的能力。
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[Abstract]　Objective　To compare the differences between exosomes derived from three-dimensional (3D) cultured 
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human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells (hUC-MSCs) and conventional (2D) cultured hUC-MSCs in promoting 

osteoblast differentiation, and to explore the application possibility of exosomes derived from 3D-cultured hUC-MSCs in treatment 

related to promoting bone formation. Methods　hUC-MSCs were divided into 2D group and 3D group, and cultured respectively. 

The morphological characteristics of the both groups were observed under optical microscope, and the viability of 3D-cultured 

hUC-MSCs was detected by calcein AM/PI double staining of living and dead cells. Transcriptome sequencing was performed to 

screen the differentially expressed genes between 2D group and 3D group, and GO enrichment analysis was conducted. Exosomes 

of 2D group and 3D group were extracted and divided into 2D-Exo group and 3D-Exo group. Characterization of exosomes was 

conducted by transmission electron microscope, nanoparticle tracking analysis and Western blotting. The exosomes excreted by 2D 

group and 3D group were applied to C57BL/6J mouse calvarial osteoblasts, respectively, and osteogenic differentiation was induced 

in vitro. The effects of exosomes cultured in 2D and 3D on osteogenic differentiation were identified by alizarin red staining, alkaline 

phosphatase staining and RT-qPCR. Results　Comparing to 2D group, cells in 3D group were equal in size and grew into spherical 

shape. 3D-cultured hUC-MSCs showed higher rate of viability verified by calcein AM/PI double staining of living and dead cells. 

Transcriptome sequencing results showed that the up-regulated genes in 3D group were enriched in bone mineralization, cartilage 

development, composition of extracellular matrix, osteoblast differentiation, angiogenesis, cell proliferation and gene expression. 

The down-regulated genes were enriched in negative regulation of cell proliferation, cell migration, and apoptotic process, etc. 

Transmission electron microscope observation showed that the exosome diameter in both 2D-Exo group and 3D-Exo group were 

around 100 nm and exhibited typical cup shape features, and expressed exosome related marker proteins CD9, CD63 and CD81. 

Staining results of osteoblasts in calvaria of newborn rats showed that the number of calcium nodules stained with alizarin red and 

the intensity of alkaline phosphatase staining increased significantly in 3D-Exo group than in 2D-Exo group. Results of RT-qPCR 

showed that the relative expression levels of osteogenic differentiation related genes Bglap, Runx2, Alp, Col1a1 and Spp1 mRNA 

increased significantly in 3D-Exo group than in 2D-Exo group with statistically significant differences (P<0.05). Conclusion　

Exosomes from 3D-cultured hUC-MSCs can up-regulate the expressions of osteogenic genes Bglap, Runx2, Alp, Col1a1 and Spp1, 

and have stronger capabilities to promote osteogenic differentiation compared with 2D-cultured exosomes.

[Key words]　three-dimensional culture; human umbilical cord-derived mesenchymal stem cell; exosome; osteogenic 

differentiation

间充质干细胞是一类具有自我更新能力及多

向分化潜能的多能干细胞[1-2]，其中脐带来源的间

充质干细胞具有易于获取、对捐赠者不会造成额外

创伤，且自我再生能力强等特性，被广泛应用于组

织修复与再生、免疫调控、抗肿瘤治疗等领域[3]。 
研究发现，脐带来源的间充质干细胞可通过分泌

外泌体从而介导旁分泌，参与多种生物学进程[4]。

外泌体是细胞在生理或病理状态下分泌的直径

40~160 nm的囊泡，可将蛋白、核酸、脂质等物质

运输到靶细胞中，介导细胞间信号传导并产生相

应的生物学效应[5-6]。既往研究显示，人脐带间充

质干细胞(human umbilical cord-derived mesenchymal 
stem cells，hUC-MSCs)来源的外泌体可促进成骨细

胞增殖及分化，对骨质疏松模型鼠的骨量丢失具

有预防及治疗作用 [7]。相较于传统贴壁(2D)培养

的hUC-MSCs，三维立体(3D)培养的hUC-MSCs分
泌的外泌体具有一定优势。已有研究将3D培养的

hUC-MSCs分泌的外泌体应用于软骨细胞，发现与

2D培养获得的外泌体相比，前者可更好地促进软

骨细胞增殖、迁移和基质合成，且可抑制软骨细胞

凋亡[8]。然而，3D培养获得的外泌体是否具有更强

的促成骨能力仍有待探索。本研究探讨3D培养与

2D培养的hUC-MSCs来源的外泌体在促进成骨细胞

分化过程中作用的差异，以期为将3D培养来源的

外泌体应用于促骨形成相关治疗提供依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器　hUC-MSCs (HUXUC-01001)、
hUC-MSCs完全培养基(HUXUC-90011)购自广州赛

业生物科技有限公司；钙黄绿素-AM/PI活死细胞

双染法试剂盒(Calcein/PI双染法，EGY0033)购自

南京恩晶生物科技有限公司；0.25% Trypsin-EDTA
酶、磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline，PBS)、
α - M E M培养基、胎牛血清、青 -链霉素双抗购自

美国Gibco公司；RNA提取试剂(R401-01)、反转

录试剂盒HiScript III All-in-one RT SuperMix Perfect 
for qPCR (R333-01)、实时荧光定量试剂盒ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix (Q711-02)、RNA建

库相关试剂盒VAHTS Universal V8 RNA-seq Library 
Prep Kit for Il lumina (NR605)、Ribo-off Globin & 
rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat，N408)购
自南京诺唯赞生物科技股份有限公司；成骨细

胞矿化结节染色试剂盒(茜素红S法，C 0 1 4 8 S)、
BCIP/NBT碱性磷酸酯酶显色试剂盒(C3206)购自

上海碧云天生物技术有限公司；高效RIPA裂解液

(组织/细胞，R0010)购自北京索莱宝科技有限公
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司；蛋白定量试剂盒BCA Protein Assay Kit购自美国

赛默飞世尔科技；快速封闭液(Ever yBlot Blocking 
B u f f e r)、ECL化学发光底物( 1 7 0 5 0 6 0 )购自美国

Bio-R ad公司；MES SDS Running Buffer Powder、
预制胶( M 0 0 6 5 6 )购自南京金斯瑞生物科技有限

公司；抗体CD9(ab236630)、CD63(ab134045)、
CD81(ab109201)购自艾博抗(上海)贸易有限公司。

蛋白转印系统(Trans-Blot Turbo)、垂直电泳槽(Mini-
PROTEAN Tetra)、通用电泳仪电源(164-5070)、实

时荧光定量PCR仪(CFX-96)购自美国Bio-Rad公司；

NunclonTM SpheraTM U形底超低吸附96孔板(174925)
购自美国赛默飞世尔公司；纳米粒径跟踪分析仪购

自英国马尔文仪器有限公司；透射电子显微镜购自

日本电子株式会社。

1.2　2D及3D细胞培养　将hUC-MSCs分为2D组与

3D组，分别进行2D培养与3D培养(图1)。2D培养：

hUC-MSCs复苏后，用hUC-MSCs完全培养基培养

于37 ℃、5% CO2、饱和湿度的恒温培养箱中，每

2 d更换一次完全培养基，当细胞生长至90%融合时

即可传代。3D培养：将hUC-MSCs用胰酶消化收集

后，进行细胞计数，调整细胞浓度在5×106个/ml； 
将细胞以15 000个/孔的密度接种于U形底超低吸附

96孔板(孔板内表面包被Nunclon Sphera材料，具有

超低的细胞贴壁性能，可支持细胞形成球状体悬浮

生长)中，每孔体积为200 μl，置于37 ℃、5% CO2、

饱和湿度的恒温培养箱中培养，2 d后在光镜下观察

细胞是否成球，成球后每2 d更换一次新鲜的hUC-
MSCs完全培养基。

图1　人脐带间充质干细胞2D与3D培养

Fig.1　2D and 3D culture of human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells

2D 3D

U形底超低吸附96孔板

孔板内表面包被超低吸
附材料Nunclon Sphera

1.2.1　钙黄绿素-AM/PI活死细胞双染法检测3D培

养的细胞活性　3D培养第3天，按试剂说明书配制

Calcein AM/PI检测工作液，使用PBS轻柔清洗细胞

球后，加入适量检测工作液，37 ℃孵育15 min。孵

育结束后，在荧光显微镜下观察染色效果(Calcein 
AM为绿色荧光，Ex/Em=494/517 nm；PI为红色荧

光，Ex/Em=535/617 nm)。
1.2.2　转录组测序及分析　使用Trizol裂解2D组与

3D组细胞，提取总RNA，使用Qubit 4.0对RNA进行

定量并评价RNA完整度，完整度>8且浓度符合建

库标准的样本用于后续RNA文库构建。使用Ribo-
off Globin & rRNA Depletion Kit (Human/Mouse/Rat)
去除rRNA后，应用VAHTS Universal V8 RNA-seq 
Library Prep Kit for Illumina对样本构建链特异性文

库，磁珠筛选后进行文库扩增，质检合格后使用

Illumina NovaseqTM进行测序。测序数据使用STAR 
Aligner软件与小鼠参考基因组(mm10)进行比对，

以Fold change>1.0，P<0.05为阈值，通过R-package 
DEseq2计算差异表达基因，并使用R-package Cluster 
Profiler对基因进行基因本体论(Gene Ontology，GO)
功能富集分析，保留显著富集且P<0.05的通路。

1.3　外泌体的提取及鉴定　将细胞培养基更换为

含有去除外泌体血清的培养基，每2 d收集细胞上

清，将收集的细胞上清在4 ℃下300×g离心10 min去
除细胞；取上清并通过切向流过滤浓缩至原上清

体积的1/9；取浓缩后的上清，4 ℃下2000×g离心

20 min并通过0.22 μm过滤器过滤；将过滤的上清液

进一步离心(4 ℃下100 000×g，时间70 min)以得到

外泌体颗粒。外泌体颗粒在不含Ca2+和Mg2+的PBS
中重悬，并在4 ℃下100 000×g离心70 min，然后重

悬于适当体积的0.9%氯化钠溶液中，使用BCA定量

后，于–80 ℃保存。

1.3.1　透射电子显微镜观察　取20 μl新鲜制备的外

泌体溶液至铜网上，室温静置15 min，吸去多余液

体；用2%醋酸双氧铀负染2 min，吸去多余液体；

干燥后置于电镜样品管内，使用透射电子显微镜 
观察。

1.3.2　纳米颗粒跟踪分析　在相同培养基总体积、

相同细胞总数的条件下，分别进行2D和3D培养细

胞，每2 d收集等体积的细胞上清提取外泌体，使用

等体积0.9%氯化钠溶液重悬，取适量外泌体样本稀

释后，取2.5 ml注入仪器加样窗中，使用软件自动
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分析并记录测量数据。

1.3.3　Western blotting检测外泌体特征蛋白CD9、
CD63、CD81的表达　收集2D与3D培养细胞分泌

的外泌体，并分为2D外泌体(2D-Exo)组与3D外泌

体(3D-Exo)组，加入RIPA裂解液后置于摇床上，冰

上裂解30 min。4 ℃下14 000 r/min离心10 min；收集

上清，使用BCA对蛋白浓度进行定量后，加入上样

缓冲液，95 ℃加热5 min使蛋白变性；蛋白经聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离后，转至PVDF膜上，使用快

速封闭液室温封闭15 min，加入一抗CD9(1:1000)、
CD63(1:1000)、CD8(1:1000)于4 ℃摇床孵育过夜；

洗膜后，加入二抗室温孵育60 min，再次洗膜后显

色，使用凝胶图像分析成像系统检测并采集条带。

1 . 4 　乳鼠颅骨成骨细胞的提取及处理　 2 0 只

C 5 7 B L / 6 J乳鼠(体重3  g、出生3  d内)购自斯贝福

(北京)生物技术有限公司 [实验动物许可证号：

SCXK(京)2019-0010]。使用断颈法将乳鼠处死后于

75%乙醇中消毒5 min，自后颈去除头部皮肤，取颅

骨，去除多余软组织后用PBS清洗，分成两部分；

使用0.25% Trypsin-EDTA酶37 ℃消化10 min，使用

αMEM清洗，加入α-MEM配制的0.2% Ⅱ型胶原酶溶

液，37 ℃消化30 min；弃去消化液，使用α-MEM清

洗后将颅骨剪碎呈乳糜状，加入新鲜0.2% Ⅱ型胶原

酶溶液，37 ℃消化60 min；收集消化液，900 r/min 
离心5  m i n得到细胞沉淀，重悬后接种于培养皿

中，每2 d更换一次培养液，至细胞生长至90%融合

时传代，取第2~3代细胞进行实验。

1.4.1　乳鼠颅骨成骨细胞成骨诱导分化　取乳鼠颅

骨成骨细胞，分为对照组、2D-Exo组及3D-Exo组。

成骨诱导分化时，将培养基更换为含5 mmol/L β-甘
油磷酸钠及50 μg/ml抗坏血酸的成骨诱导培养基。

2D-Exo组及3D-Exo组分别使用浓度为1 μg/ml的2D
及3D培养来源的外泌体进行干预，对照组加入等

体积PBS。
1.4.2　碱性磷酸酶染色　乳鼠颅骨成骨细胞诱导至

第7、14天，弃去培养基，用PBS润洗细胞3次；使

用4%组织细胞固定液固定15 min后，PBS润洗细胞3
次；按照碧云天BCIP/NBT碱性磷酸酯酶染色试剂

盒说明书步骤进行碱性磷酸酯酶染色。

1.4.3　茜素红染色　乳鼠颅骨成骨细胞诱导至第

7、14天，弃去培养基，用PBS润洗细胞3次；按照

成骨细胞矿化结节染色试剂盒说明书步骤，加入固

定液对细胞进行固定；固定完毕后用PBS润洗细胞3
次，加入茜素红染液染色30 min；染色结束后弃去

染液，用PBS清洗3~5次。

1.4.4　实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测成骨相关

基因Bglap、Alp、Col1a1、Runx2、Spp1的表达　

乳鼠颅骨成骨细胞诱导至第14天，使用Trizol提取

RNA，测定浓度后，取1 μg RNA，使用HiScript III 
All-in-one RT SuperMix Perfect for qPCR反转录试剂

盒反转录合成cDNA。按照ChamQ Universal SYBR 
qPCR Master Mix说明书步骤进行实时荧光定量PCR
反应。反应体系：5 ng/μ l  cDNA、10 μ l  ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix以及0.8 μl正反引

物。反应条件：95 ℃预变性60 s；95 ℃变性5 s，
60 ℃延伸10 s，共进行40个循环。所得数据使用

Bio-Rad CFX Manager及GraphPad Prism 8进行分析，

采用2–ΔΔCt (Livak)法计算目的基因mRNA相对表达

量。引物序列如表1所示。

表1　RT-qPCR引物序列

Tab.1　Primer sequences of RT-qPCR

基因 引物序列(5'-3')

Bglap
正义：TCTGCTCACTCTGCTGAC

反义：GTCTGTTCACTACCTTATTGC

Runx2
正义：GACTGTGGTTACCGTCATGGC

反义：ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA

Alp
正义：CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA

反义：GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT

Col1a1
正义：GCTCCTCTTAGGGGCCACT

反义：CCACGTCTCACCATTGGGG

Spp1
正义：GCTTGGCTTATGGACTGA

反义：TAGACTCACCGCTCTTCA

GAPDH
正义：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

反义：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

　　Bglap. 骨钙素；Runx2. Runt相关转录因子2；Alp. 碱性磷酸

酶；Col1a1. Ⅰ型胶原α1；Spp1. 骨桥蛋白；GAPDH. 三磷酸甘

油醛脱氢酶

1.5　统计学处理　使用GraphPad Prism 8软件进行

统计分析。计量数据以x±s表示，两组间比较采用

两独立样本t检验，多组间比较采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用Turkey多重检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　体外2D及3D培养hUC-MSCs的形态学特征　

光学显微镜下观察可见3D培养形成的细胞球体直径

约为200 μm，细胞间排列紧密，而2D培养的细胞

则为梭形及三角形，呈典型的鱼群样分布(图2A)。 
钙黄绿素-AM/PI活死细胞双染结果显示，3D培养

3 d后细胞活性仍保持较高水平，仅细胞球体中心有

少量凋亡的细胞(图2B)。
2.2　3D培养的hUC-MSCs的基因表达特征　转录组

数据分析显示，2D与3D培养的细胞组内相关性较

好，组间差异明显(图3A)；与2D组比较，3D组有
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图2　2D与3D培养人脐带间充质干细胞的形态学观察

Fig.2　Morphology of 2D- and 3D-cultured human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells
A. 2D(×10)与3D培养细胞的普通光镜图；B. 3D培养活死细胞染色图

2D 3D

100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

活细胞 死细胞 合并

A

B

1150个基因表达明显上调，1038个基因表达明显下调

(P<0.05，图3B，具体上、下调基因见附加材料1)。 
GO富集分析结果显示，3D组上调的基因主要与骨

矿化、软骨发育、细胞外基质的组成、成骨细胞分

化、血管生成、细胞增殖的正向调控，以及基因表

达的正向调控有关(图3C)，下调的基因主要与细胞

增殖的负向调控、细胞迁移的负向调控、细胞凋

亡、基因表达的负向调控等通路有关(图3D)。
2.3　2D及3D培养的hUC-MSCs来源外泌体的表征

　分别提取2D及3D培养细胞上清中的外泌体后，

采用透射电子显微镜观察可见，两种来源的外泌体

均呈杯状且具有双层膜结构(图4A)。纳米颗粒跟踪

分析显示，两种来源的外泌体直径均为100 nm左右

(图4B)。Western blotting检测结果显示，两种来源

的外泌体均表达外泌体相关标志蛋白CD9、CD63
和CD81(图4C)。
2.4　2D及3D培养的hUC-MSCs来源外泌体对成骨

细胞分化能力的影响　体视镜下观察可见，成骨诱

导培养第7天，与对照组比较，2D-Exo组与3D-Exo
组乳鼠颅骨成骨细胞茜素红染色及碱性磷酸酶染色

均有所加深，且3D-Exo组染色强度高于2D-Exo组及

对照组，但无肉眼可见的钙结节生成(图5A)。成骨

诱导培养第14天，3D-Exo组出现大量茜素红着色的

钙结节；2D-Exo组茜素红染色较第7天有所加深，

但仅有少量钙结节形成；碱性磷酸酶染色趋势与第

7天时相近，且染色程度进一步加深(图5B)。
RT-qPCR检测结果显示，培养第14天，2D-Exo

组B g l a p、A l p  m R N A相对表达量与对照组比较

差异无统计学意义( P>0 . 0 5 )，R u n x 2、C ol 1 a 1、
Spp1  mRNA相对表达量明显高于对照组(P<0.001

或P<0 . 0 0 0 1 )；3 D -E x o组R un x 2、A lp、C ol 1 a 1、
S p p 1  m R N A相对表达量明显高于对照组( P<0 . 0 5
或P<0.0001)，Bglap、Runx2、Alp、Col1a1、Spp1 
m R N A相对表达量明显高于2 D - E x o组 ( P<0 . 0 5 ) 
(图5C)。

3　讨　　论

细胞培养是药物研发、肿瘤干细胞研究、组

织修复等领域重要的研究手段。自1900年起，传统

贴壁培养细胞的方式因其操作简便、经济实惠等优

点得到了广泛应用[9]。然而，2D的培养方式仍存在

一定局限性。在体内，几乎所有的细胞都是被其他

细胞及细胞基质所包绕，形成三维的生存微环境，

通过细胞-细胞、细胞-基质间的交流，介导细胞增

殖、分化、基因表达等细胞功能，因此，2D的培

养方式并不能完全还原细胞在体内的生存状态，并

导致细胞增殖能力下降、分化潜能降低、分泌功能

受损等[10]。3D培养技术相较单层细胞培养可减少

对细胞生物学特性的影响，因此，在生物标志物探

索和治疗策略开发等方面具有相应的优势 [11]。目

前主要的3D细胞培养方式包括无支架基础的悬滴

法、低黏附孔板培养法、磁力悬浮法、旋转生物反

应器，以及以水凝胶等材料为支架的培养方法[12]。

本研究采用U形底超低吸附96孔板进行3D培养，成

功得到直径约200 μm的3D细胞球，该方法具有操

作简便、重复性高、经济实惠的优势，且钙黄绿

素-AM/PI活死细胞双染染色证实了培养的3D细胞

球具有良好的活性。

本研究生物信息学分析发现，3D培养的细胞

相较于2D培养的细胞转录表达谱发生了明显改变，
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图3　2D与3D培养的人脐带间充质干细胞的基因表达差异(n=3)

Fig.3　Gene expression differences between 2D- and 3D-cultured human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells (n=3)
　　BP. 生物学进程；A. 两种培养方式的细胞间转录组表达的相关性；B. 两种培养方式的细胞间差异表达基因热图；C. GO富集分析

中上调的通路；D. GO富集分析中下调的通路
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其中，上调的基因显著富集于骨矿化、细胞外基质

的组成等通路。有研究发现，hUC-MSCs分泌的细

胞外基质具有抗炎、促进骨髓间充质干细胞成骨分

化及促进骨再生的作用[13]。此外，hUC-MSCs分泌

的细胞外基质可促进软骨细胞的增殖与分化 [14]。 
本研究结果显示，3D培养的细胞中下调基因显著

富集于细胞增殖的负向调控、细胞迁移的负向调

控、细胞凋亡、基因表达的负向调控等通路，提示

3D培养的细胞可通过调控细胞迁移、凋亡、基因

表达等过程调控细胞生物学功能。因此，3D培养

的细胞可能具有更强的促进骨形成的作用。

外泌体是细胞间通信的一种基本模式，在不同

的环境下介导特定的蛋白质、核酸和脂质传递到受

体细胞[15-17]。外泌体在生理条件下可介导细胞间交

流，还参与了多种病理进程，如感染、神经退行性

疾病、心血管疾病、肿瘤、代谢性疾病等[18-22]。本

研究成功提取了3D培养的hUC-MSCs上清中的外泌

体，并使用透射电子显微镜、纳米颗粒跟踪分析与

Western blotting对外泌体进行了表征。既往研究证

实，3D培养与2D培养来源的外泌体在分泌动力学

和信号分子含量方面表现出显著差异，且体外3D
培养来源的外泌体miRNA的表达谱与在体外泌体

具有极高的相似性(约96%)[23]。另有研究发现，3D
培养的hUC-MSCs上清中的外泌体相较于2D来源的
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图4　2D与3D培养的人脐带间充质干细胞来源外泌体的表征

Fig.4　Characterization of exosomes derived from 2D- and 3D-cultured human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells
A. 2D与3D培养细胞来源的外泌体电镜图；B. 2D与3D培养细胞来源的外泌体粒径分析；C. 2D与3D培养细胞来源的外泌体特征蛋白表达

图5　2D与3D培养的人脐带间充质干细胞来源外泌体对成骨细胞分化能力的影响(n=3)

Fig.5　Effects of exosomes  derived from 2D- and 3D-cultured human umbilical cord-derived mesenchymal stem cells on osteoblast 

differentiation ability (n=3)
　　Bglap. 骨钙素；Runx2. Runt相关转录因子2；Alp. 碱性磷酸酶；Col1a1. Ⅰ型胶原α1；Spp1. 骨桥蛋白；A. 成骨诱导第7天各组细胞

茜素红染色及碱性磷酸酶染色；B. 成骨诱导第14天各组细胞茜素红染色及碱性磷酸酶染色；C. 成骨诱导培养第14天各组细胞中成骨

相关基因表达情况(n=3)；*P<0.05，**P<0.001，***P<0.0001
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外泌体可通过激活转化生长因子-1及Smad2/3信号

通路，更好地促进软骨细胞分化、迁移及细胞外基

质合成[8]。同时有研究表明，骨髓间充质干细胞来

源的外泌体可通过促进软骨内成骨而在骨折愈合过

程中发挥重要作用[24]。但3D培养来源的外泌体是

否具有更强的促进成骨细胞分化的能力仍有待进一

步探索。因此，本研究分别使用2D及3D培养来源

的外泌体对成骨细胞分化过程进行体外干预，结果

显示，相较于2D培养来源的外泌体，3D培养来源

的外泌体可使成骨细胞矿化能力增高，更早、更多

地形成钙结节沉淀，且碱性磷酸酶活性明显升高。

同时，3D培养来源的外泌体处理的成骨细胞成骨

相关基因的表达量明显高于2D培养来源外泌体处

理的成骨细胞。Runx2被认为是成骨细胞分化的标

志，其表达量随分化进程而升高；Alp和Col1a1为
成骨细胞分化的早期标志物；Bglap和Spp1被认为

是成骨分化晚期的标志物，其功能与骨矿化及基

质合成有关[25-29]。本研究发现，在成骨诱导分化第

14天，3D培养来源的外泌体处理的成骨细胞成骨

相关基因(Bglap、Runx2、Alp、Col1a1、Spp1)表达

量均明显高于2D培养来源的外泌体处理的成骨细

胞，提示3D来源的外泌体具有更强的促进成骨细

胞分化成熟的效能。

综上所述，本研究结果表明，3 D培养hU C -
MSCs来源的外泌体促进骨形成的能力强于2D培养

来源的外泌体，这为临床治疗骨丢失疾病、骨折愈

合及骨缺损修复提供了新的思路。但3D培养来源

的外泌体调控成骨细胞分化的具体机制及其在体的

具体作用仍有待进一步探索。

【参考文献】

[1] Uccelli A, Moretta L, Pistoia V. Mesenchymal stem cells in health 
and disease[ J]. Nat Rev Immunol, 2008, 8(9): 726-736.

[2] Liu MY, Zhang ZB, Shi JY, et al. Research progress on co-culture 
and application of mesenchymal stem cells and nerve cells[ J]. 
Med J Chin PLA, 2022, 47(12): 1256-1261. [刘鸣一, 张滋彬, 
时嘉悦, 等. 间充质干细胞和神经细胞共培养技术及其应用

研究进展[ J]. 解放军医学杂志, 2022, 47(12): 1256-1261.]
[3] Ding DC, Chang YH, Shyu WC, et al. Human umbilical cord 

mesenchymal stem cells: A new era for stem cell therapy[ J]. Cell 
Transplant, 2015, 24(3): 339-347.

[4] Li J, Mao Q, He J, et al. Human umbilical cord mesenchymal 
stem cells improve the reserve function of perimenopausal ovary 
via a paracrine mechanism[ J]. Stem Cell Res Ther, 2017, 8(1): 
55.

[5] Kalluri R , LeBleu VS. The biology, function, and biomedical 
appl icat ions of  exosomes[ J].  Science,  2020,  367(6478): 
eaau6977.

[6] Zhang XB, Shi JT, Zhang K , et al .  Research progress in the 
treatment of disc degeneration by bone marrow mesenchymal 
stem cells and their exocrine[ J]. Med J Chin PLA, 2020, 45(8): 

862-868. [张晓勃, 施锦涛, 张凯, 等. 骨髓间充质干细胞及其

外泌体治疗椎间盘退变的研究进展[ J]. 解放军医学杂志 , 
2020, 45(8): 862-868.]

[7] Yahao G, Xinjia W. The role and mechanism of exosomes from 
umbilical cord mesenchymal stem cells in inducing osteogenesis 
and preventing osteoporosis[ J]. Cell Transplant, 2021, 30: 
9636897211057465.

[8] Yan L, Wu X. Exosomes produced from 3D cultures of umbilical 
cord mesenchymal stem cells in a hollow-fiber bioreactor show 
improved osteochondral regeneration activity[ J]. Cell Biol 
Toxicol, 2020, 36(2): 165-178.

[9] Ferreira  LP,  Gaspar  VM, Mano JF.  Design of  spher ical ly 
structured 3D in vitro tumor models -Advances and prospects[ J]. 
Acta Biomaterialia, 2018, 75: 11-34.

[10] Pampaloni F, Reynaud EG, Stelzer EHK. The third dimension 
bridges the gap between cell culture and live tissue[ J]. Nat Rev 
Mol Cell Biol, 2007, 8(10): 839-845.

[11] Yamada KM, Cukierman E. Modeling tissue morphogenesis and 
cancer in 3D[ J]. Cell, 2007, 130(4): 601-610.

[12] Langhans SA. Three-dimensional in vitro cell culture models 
in drug discovery and drug repositioning[ J]. Front Pharmacol, 
2018, 9: 6.

[13] Deng M, Tan J,  Dai  Q,  et  al .  Macrophage-mediated bone 
formation in scaffolds modified with MSC-derived extracellular 
matrix is dependent on the migration inhibitory factor signaling 
pathway[ J]. Front Cell Dev Biol, 2021, 9: 714011.

[14] Zhang W, Yang J, Zhu Y, et al .  Extracellular matrix derived 
by human umbilical cord-deposited mesenchymal stem cells 
accelerates chondroc y te proli feration and dif ferentiation 
potential in vitro[ J]. Cell Tissue Bank, 2019, 20(3): 351-365.

[15] Wan X, Ye T, Li JY, et al. Research progress of effect of exosomal 
microRNAs and long non-coding RNAs on breast cancer[ J]. 
Med J Chin PLA, 2021, 46(12): 1245-1250. [万雪, 叶婷, 李婧

媛, 等. 外泌体miRNAs及lncRNAs在乳腺癌中的作用研究进

展[ J]. 解放军医学杂志, 2021, 46(12): 1245-1250.]
[16] van Niel G, D'Angelo G, Raposo G. Shedding light on the cell 

biology of extracellular vesicles[ J]. Nat Rev Mol Cell Biol, 2018, 
19(4): 213-228.

[17] Maas SLN, Breakefield XO, Weaver AM. Extracellular vesicles: 
Unique intercellular delivery vehicles[ J]. Trends Cell Biol, 2017, 
27(3): 172-188.

[18] Schorey JS, Harding CV. Extracellular vesicles and infectious 
diseases: New complexity to an old story[ J]. J Clin Invest, 2016, 
126(4): 1181-1189.

[19] Lee JY, Kim HS. Extracellular vesicles in neurodegenerative 
diseases: A double-edged sword[ J]. Tissue Eng Regen Med, 
2017, 14(6): 667-678.

[20] Zhu F, Chen Y, Li J, et al. Human umbilical cord mesenchymal 
stem cell-derived exosomes attenuate myocardial infarction 
injury via miR-24-3p-promoted M2 macrophage polarization[ J]. 
Adv Biol (Weinh), 2022, 6(11): e2200074.

[21] Wang B, Wang X, Li P, et al. Osteosarcoma cell-derived exosomal 
ELFN1-AS1 mediates macrophage M2 polarization via sponging 
miR-138-5p and miR-1291 to promote the tumorgenesis of 
osteosarcoma[ J]. Front Oncol, 2022, 12: 881022.

[22] Perez-Macedonio CP, Flores-Alfaro E, Alarcón-Romero LDC, et 
al. CD14 and CD26 from serum exosomes are associated with 
type 2 diabetes, exosomal Cystatin C and CD14 are associated 



Med J Chin PLA, Vol. 48, No. 4, April 28, 2023 419

with metabolic syndrome and atherogenic index of plasma[ J]. 
PeerJ, 2022, 10: e13656.

[23] Thippabhotla S, Zhong C, He M. 3D cell culture stimulates the 
secretion of in vivo like extracellular vesicles[ J]. Sci Rep, 2019, 
9(1): 13012.

[24] Furuta T, Miyaki S, Ishitobi H, et al. Mesenchymal stem cell-
derived exosomes promote fracture healing in a mouse model[ J]. 
Stem Cells Transl Med, 2016, 5(12): 1620-1630.

[25] Ducy P, Karsenty G. Two distinct osteoblast-specific cis-acting 
elements control expression of a mouse osteocalcin gene[ J]. Mol 
Cell Biol, 1995, 15(4): 1858-1869.

[26] Vimalraj S. Alkaline phosphatase: Structure, expression and its 
function in bone mineralization[ J]. Gene, 2020, 754: 144855.

[27] Komori T. Regulation of proliferation, dif ferentiation and 
functions of osteoblasts by Runx2[ J]. Int J Mol Sci, 2019, 20(7): 
1694.

[28] Dacic S, Kalajzic I, Visnjic D, et al. Col1a1-driven transgenic 
markers of osteoblast lineage progression[ J]. J Bone Miner Res, 
2001, 16(7): 1228-1236.

[29] Ahmad M, Kruger BT, Kroll T, et al. Inhibition of Cdk5 increases 
osteoblast differentiation and bone mass and improves fracture 
healing[ J]. Bone Res, 2022, 10(1): 33.

(责任编辑：纪方方)




