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M2巨噬细胞外泌体对高糖高胰岛素条件下小鼠骨髓
间充质干细胞成骨分化的影响*
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【摘要】  目的　 探讨M2巨噬细胞外泌体（M2 macrophage exosomes，M2-exo）对高糖高胰岛素条件下小鼠骨髓间充

质干细胞（bone marrow mesenchyml stem cells，BMSCs）成骨分化及Hedgehog信号通路的影响。方法　诱导小鼠巨噬细胞

系RAW 264.7向M2极化后，提取并鉴定M2-exo，检测BMSCs对外泌体的摄取内吞。将BMSCs分为正常对照组（Control组，

使用不含胰岛素、不含M2-exo，且葡萄糖浓度为5.5 mmol/L成骨诱导培养基）、高糖高胰岛素组（HGI组，使用含

25 mmol/L葡萄糖及174 nmol/L胰岛素的成骨诱导培养基）及高糖高胰岛素M2-exo干预组（HGI+M2-exo组，使用与HGI组
相同的培养基，并分别添加6、30、60 μg/mL的M2-exo），成骨诱导7 d后行碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）染色，成骨

诱导14 d后行茜素红染色，评估各组BMSCs成骨分化能力。另取Control组、HGI组、HGI+30 μg/mL M2-exo组BMSCs细胞，

成骨诱导培养14 d后（qPCR）及成骨诱导21 d后（Western blot）检测成骨及Hedgehog信号通路相关基因及蛋白的表达。

结果　 成功诱导M2巨噬细胞极化，M2极化表面标志物CD206呈强阳性表达。M2-exo呈典型的类圆形双层膜性囊泡结

构，粒径主要分布于50～125 nm之间（占总粒子数的99.14%），外泌体标志蛋白CD9、CD63和CD81呈阳性表达。免疫荧光

显示M2-exo可被小鼠BMSCs摄取内化。成骨诱导7 d后，HGI组BMSCs的ALP活性低于Control组，经6 μg/mL、30 μg/mL及
60 μg/mL的M2-exo干预后，HGI+M2-exo组ALP活性有所逆转，与HGI组相比差异有统计学意义（P<0.05）；成骨诱导14 d
后，HGI组矿化结节数量较Control组减少，仅HGI+30 μg/mL M2-exo组干预后其矿化水平高于HGI组（P<0.05）。qPCR结果

显示，HGI组成骨分化相关基因Alp、Runx2、Ocn及Hedgehog通路相关基因Gli1、Smo、Ptch1 mRNA水平与Control组相比均

有不同程度的降低，而30 μg/mL M2-exo干预可促进这些基因的上调，与HGI组相比差异有统计学意义（P<0.05）；Western
blot结果显示，HGI组成骨相关蛋白 RUNX2、COL1A1及Hedgehog通路蛋白GLI1的表达下调，而经30 μg/mL M2-exo干预可

促进COL1A1及GLI1的表达上调，与HGI组相比差异有统计学意义（P<0.05）。结论　 高糖高胰岛素对BMSCs成骨分化具

有抑制作用。M2-exo干预后，BMSCs的Hedgehog信号通路激活且成骨分化能力增强，提示M2-exo具有用于糖尿病骨修复

的潜力。
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【Abstract】   Objective　To  study  the  role  of  M2  macrophage-derived  exosomes  (M2-exo)  in  osteogenic
differentiation and Hedgehog signaling pathway of mouse bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) under in vitro
high-glucose and high-insulin conditions. Methods　RAW 264.7 cells were induced toward M2 macrophage polarization
and then M2-exo were extracted and identified. Immunofluorescence assay was performed to detect the internalization of
M2-exo  by  BMSCs.  BMSCs  were  divided  into  the  normal  control  group  (Control  group),  the  high-glucose  and  high-
insulin  group  (HGI  group),  and  the  HGI  with  M2-exo  intervention  group  (HGI+M2e  group).  BMSCs  in  the  Control
group were cultured in osteogenic inductive medium with 5.5 mmol/L glucose, but no insulin or M2-exo. BMSCs in the
HGI group were cultured in osteogenic inductive medium with 25 mmol/L glucose and 174 nmol/L insulin. BMSCs in the
HGI+M2e  group  were  cultured  in  the  same  medium  as  that  of  the  HGI  group,  with  the  additional  treatment  of  6,  30,
60 μg/mL M2-exo,  respectively.  After  osteogenic induction for 7 days and 14 days,  alkaline phosphatase (ALP) staining
and  alizarin  red  staining  were  performed  respectively  to  assess  the  osteogenic  differentiation  potential  of  BMSCs  from
different groups. In addition, BMSCs in the Control group, HGI group, and HGI+M2e group treated with 30 μg/mL M2-
exo were examined with qPCR after osteogenic induction for 14 days and Western blot after osteogenic induction for 21 
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days  to  assess  the  osteogenesis  and  the  expression  of  Hedgehog  pathway-related  genes  and  proteins. Results　M2
macrophage polarization was induced successfully, with highly positive expression of CD206, the M2 polarization surface
marker.  The  M2-exo  had  the  typical  structure  of  round  or  oval-shaped  bilayered-membrane  vesicles.  The  diameter
distribution  of  M2-exo  ranged  from  50  to  125  nm  (accounting  for  99.14% of  all  M2-exo).  M2-exo  samples  showed
positive expression of exosomal markers CD9, CD63 and CD81 proteins. Immunofluorescence staining showed that M2-
exo were taken up and internalized by BMSCs. After osteogenic induction for 7 days, the ALP activity of BMSCs in the
HGI group was lower than that of the Control group. After interventions of 6 μg/mL, 30 μg/mL, and 60 μg/mL M2-exo,
the ALP activity  of  the HGI+M2-exo group was significantly  increased compared with that  of  the HGI group (P<0.05).
After osteogenic induction for 14 days, the number of mineralized nodules in the HGI group was lower than that in the
Control  group,  and after  intervention,  only the HGI+M2e group treated with 30 μg/mL M2-exo showed higher level  of
mineralization than that in the HGI group (P<0.05). qPCR analysis revealed that the expression levels of the osteogenesis-
related genes, including Runx2, Alp and Ocn, and Hedgehog pathway-related genes, including Gli1, Smo and Ptch1, were
downregulated in the HGI group, all being lower than those of the Control group to varying degrees, while 30 μg/mL M2-
exo treatment  could  promote  the  up-regulation  of  these  genes,  showing  significant  difference  in  comparison with  their
expression  levels  in  the  HGI  group  (P<0.05).  In  addition,  Western  blot  analysis  showed  that  the  expression  of  the
osteogenesis-related proteins,  including RUNX2 and COL1A1, and GLI1,  the Hedgehog signaling pathway protein,  was
down-regulated in the HGI group, while the expression of COL1A1 and GLI1 was up-regulated after 30 μg/mL M2-exo
treatment,  showing  significant  difference  when  compared  with  that  of  the  HGI  group  (P<0.05). Conclusion　High
glucose  and  high  insulin  had  inhibitory  effect  on  the  osteogenic  differentiation  potential  of  BMSCs.  After  intervention
with M2-exo, the Hedgehog signaling pathway in BMSCs was activated and the osteogenic differentiation potential  was
enhanced, suggesting that M2-exo might have therapeutic potentials for the treatment of diabetic bone disease.
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2型糖尿病患者往往伴有持续性代偿性高血糖和高

胰岛素血症，增加了罹患骨质疏松、骨折及牙周炎等骨疾

病的发生风险[1-3]。通过研究其病理机制，积极找寻糖尿

病骨病发病后早期的治疗靶点，进而改善患者的预后是

关键。研究表明，可通过促进骨微环境中的巨噬细胞

M2极化，调节骨免疫，从而达到组织重塑的目的[4-5]。骨

髓间充质干细胞（bone marrow mesenchymal stem cells，

BMSCs）是成骨细胞的主要来源，直接或间接参与骨修复

过程[6]。外泌体是各种生物过程中细胞间通讯的重要信

使[7]。目前，M2巨噬细胞外泌体（M2-exo）如何调控高糖

高胰岛素条件下的BMSCs尚无报道。Hedgehog信号通路

作为骨发育和骨稳态调节的核心，不仅参与BMSCs的成

骨分化，还可缓解高糖对BMSCs成骨分化的抑制作用[8-9]。

本研究旨在探讨M2-exo对高糖高胰岛素条件下小鼠BMSCs

成骨分化及Hedgehog信号通路的影响，为糖尿病骨再生

或骨改建的研究提供依据。 

1     材料及方法
 

1.1    主要材料和仪器

胎牛血清（FBS）、高糖DMEM培养基、α-MEM培养

基购自美国Gibco公司；葡萄糖、ALP染色试剂盒、BCA试

剂盒、氯化十六烷基吡啶、地塞米松、抗坏血酸、RIPA裂

解液及PMSF蛋白酶抑制剂购自上海碧云天公司；牛胰岛

素、β-甘油磷酸钠、茜素红S染液、DAPI染液购自北京索

莱宝公司；PKH67外泌体染料购自上海宇玫博公司；

TriZol购自美国Invitrogen公司；RNA逆转录试剂盒、定量

PCR试剂盒购自上海翊圣公司；IL-4细胞因子及CD206抗

体购自美国ProteinTech公司；CD9、CD63、CD81抗体购

自美国BD公司；GLI1抗体购自美国Abcam；RUNX2抗体

购自杭州华安生物技术有限公司；COL1A1及β-actin抗体

购自上海碧云天公司；辣根过氧化物酶（HRP）标记山羊

抗兔二抗及山羊抗小鼠二抗购自美国Affinity公司。实验

中使用下列仪器：Optima XPN-100超速离心机（美国

Beckman Coulter公司）；DMi8倒置荧光显微镜、DMi1倒

置相差显微镜（德国Leica公司）；SpectraMax iD5酶标仪

（美国Molecular Devices公司）；Forma 371直热式CO2细胞

培养箱、1 300系列生物安全柜、NanoDrop One C紫外分

光光度计、Attune NxT流式细胞仪（美国Thermo公司）；

纳米流式检测仪（厦门福流公司）；HT-7 700透射电镜（日

本日立公司）；LightCycler 480荧光定量PCR仪（瑞士罗氏

公司）；ChemiDoc MP化学发光凝胶成像系统（美国Bio-

Rad公司）。qPCR引物由上海生工公司合成。 

1.2    M2极化诱导细胞培养

复苏冻存于液氮中的小鼠巨噬细胞系RAW 264.7

（ATCC TIB-71），细胞培养于含10% FBS的高糖DMEM培

养基中。传代后，分别采用10 ng/mL及20 ng/mL细胞因

子IL-4诱导其M2极化，48 h后通过流式细胞术及细胞免

疫荧光法对M2极化表面标志物CD206进行检测，分析其
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极化情况并筛选最佳诱导浓度。细胞荧光染色后，荧光

显微镜下随机选取5个不同的视野进行观察，当视野中超

过80%的细胞表达CD206时，视为CD206强阳性表达。 

1.3    M2巨噬细胞外泌体的提取及鉴定

诱导M2极化后，采用含10%无外泌体FBS（4 ℃，

100 000×g，离心17 h去除血清中外泌体）的培养基替换原

诱导培养基，48 h后收集细胞的培养上清；通过差速超速

离心法提取M2-exo：4 ℃，500×g，5 min及4 ℃，2 000×g，

2 0  m i n离心去除死细胞及细胞碎片，保留上清液，

0.22 μm滤器过滤上清液，10 000×g离心30 min除去细胞器

后，收集上清；上清液转移至超速离心管中，第1次超速离

心（4 ℃，100 000×g，2 h）后弃尽上清液， PBS反复冲洗全

管内壁，将重悬的外泌体悬液转移至新的超速离心管中；

第2次超速离心（4 ℃，100 000×g，70 min），弃尽上清液，加

入100 μL PBS重悬收集外泌体。经透射电镜（TEM）及纳

米流式检测仪对提取的外泌体形态、粒径大小及表面标

志蛋白（CD9、CD63、CD81）进行鉴定[10-11]。BCA法测定

外泌体总蛋白含量。 

1.4    小鼠BMSCs对M2-exo的摄取

复苏冻存于液氮中的小鼠原代BMSCs，培养于含

2 0 %  F B S的α - M E M培养基中。采用绿色荧光染料

PKH67对M2-exo进行染色标记，4 ℃，100 000×g超速离心

1 h清除残余染料，PBS重悬PKH67标记的M2-exo，将其与

第五代BMSCs共培养。4 h后，用40 g/L中性多聚甲醛固

定10 min，PBS 洗3 次；加DAPI对细胞核染色，PBS洗涤后

荧光显微镜下观察。 

1.5    小鼠BMSCs的成骨诱导

将第五代BMSCs以5×104细胞/孔的密度接种于24孔

板，待细胞融合至约8 0 %，使用成骨诱导培养基（含

10 mmol/L β-甘油磷酸钠、10−8 mol/L地塞米松、50 μg/mL

抗坏血酸）替换原培养基。实验组细胞培养于含25 mmol/L

葡萄糖及174 nmol/L胰岛素的成骨诱导培养基，并分别采

用不同质量浓度的M2-exo进行干预。根据文献[12-14]，将高

糖高胰岛素组（high glucose and insulin group，HGI组）

M2-exo的质量浓度设置为0，HGI+M2-exo组的M2-exo的

质量浓度设置为6、30、60 μg/mL。此外，将培养于不含胰

岛素、不含M2-exo，葡萄糖浓度为5.5 mmol/L的成骨诱导

培养基的BMSCs作为正常对照（Control）组。

在成骨诱导7 d后，进行ALP染色并采用Image J软件

分析ALP阳性面积所占百分比[15]，检测早期成骨能力。在

成骨诱导液培养14 d后，采用40 mmol/L茜素红S溶液

（pH4.2）进行染色，PBS漂洗后观察矿化情况并拍照。使

用100 mmol/L氯化十六烷基吡啶溶解矿化结节，吸取

100 μL溶液至96孔板，通过酶标仪测定405 nm光谱下各孔

吸光度值OD405nm，对细胞矿化结节进行定量分析。 

1.6    BMSCs中基因和蛋白的检测

将第五代BMSCs以1×106细胞/孔的密度接种于6孔板

中，当细胞融合至约80%时，按1.5的培养基成分分为3组：

Control组、HGI组、HGI+M2e组，其中HGI+M2e组仅取

30 μg/mL M2-exo的浓度组进行实验。成骨诱导14 d后检

测相关基因；成骨诱导21 d后检测相关蛋白。 

1.6.1    qPCR检测成骨相关基因及Hedgehog通路相关基

因　成骨诱导14 d后提取细胞总RNA，紫外分光光度计

检测纯度及浓度。采用逆转录试剂盒将RNA转录成

cDNA。根据qPCR试剂盒说明书，检测成骨相关基因

Runt-related transcription factor 2 (Runx2)、Alkaline

phosphatase (Alp)和Osteocalcin (Ocn)及Hedgehog通路相

关基因GLI-Kruppel  family  member GLI 1  (Gli1)、

smoothened, frizzled class receptor (Smo)和patched 1

(Ptch1)的表达变化。以β-actin为内参，采用2−ΔΔCt法分析

各基因表达水平。引物序列见表1。 

1.6.2    Western Blot检测成骨相关蛋白RUNX2、COL1A1

及Hedgehog通路蛋白GLI1的表达变化　成骨诱导21 d

后，收集各组细胞，加入RIPA裂解液（含PMSF）提取总蛋

白。BCA法测定蛋白浓度。采用Bio-Rad系统对蛋白样

品进行SDS-PAGE电泳，恒流200 mA冰浴将蛋白转印至

0.22 μm PVDF膜（Millipore），5% 脱脂牛奶封闭2 h后，加

入一抗RUNX2（1∶1 000）、COL1A1（1∶1 000）、GLI1

表 1    实时荧光定量PCR引物序列

Table 1    Primer sequences used for real-time PCR analysis

Gene Forward primer (5′ to 3′) Reverse primer (5′ to 3′) Product length/bp
Runx2 ATGCTTCATTCGCCTCACAAA GCACTCACTGACTCGGTTGG 146
Alp CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT 110
Ocn CTGACCTCACAGATCCCAAGC TGGTCTGATAGCTCGTCACAAG 187
Gli1 CCAAGCCAACTTTATGTCAGGG AGCCCGCTTCTTTGTTAATTTGA 130
Smo GAGCGTAGCTTCCGGGACTA CTGGGCCGATTCTTGATCTCA 101
Ptch1 AAAGAACTGCGGCAAGTTTTTG CTTCTCCTATCTTCTGACGGGT 164
β-actin GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 154

　Runx2: Runt-related transcription factor 2; Alp: Alkaline phosphatase; Ocn: Osteocalcin; Gli1: GLI-Kruppel family member GLI 1; Smo: Smoothened, frizzled
class receptor; Ptch1: Patched 1.
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（1∶1 000）及β-actin（1∶1 000）4 ℃孵育过夜。次日采用

TBST漂洗后，加入HRP标记的山羊抗兔/山羊抗小鼠IgG

二抗（1∶5 000），室温孵育1.5 h。漂洗后，滴加化学发光

（ECL）显影液，通过ChemiDoc MP化学发光凝胶成像系

统获取图像。以β-actin为内参，使用Image J软件对灰度

值进行量化和归一化分析。 

1.7    统计学方法

x̄± s

各实验重复3次，重复性好。正态分布的计量资料以

表示，采用单因素方差分析进行多组间比较，采用

Tukey’s HSD法进行两两比较。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    RAW 264.7成功被诱导为M2巨噬细胞

如图1所示，诱导前细胞状态良好，多为透亮的圆形，

贴壁生长；10 ng/mL及20 ng/mL 的IL-4诱导48 h后细胞触

角伸长（图1A）。流式细胞术结果显示，约80%的细胞可被

10 ng/mL及20 ng/mL的IL-4诱导为CD206+细胞，且2种浓

度的诱导效果无显著差异（P>0.05）（图1B）。进一步对采用

10 ng/mL IL-4诱导的细胞进行免疫荧光染色，结果显示，与

未诱导组相比，诱导组细胞呈CD206强阳性（图1C）。因

此，后续实验选取浓度为10 ng/mL的IL-4进行诱导。 

2.2    M2-exo鉴定

透射电子显微镜对外泌体进行形态学观察，可见

M2-exo呈类圆形双层膜性囊泡样结构（图2A）；纳米流式
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图 1  RAW264.7极化为M2巨噬细胞

Fig 1  RAW264.7 macrophage cells were induced for polarization toward
M2 macrophage

A: Morphology of RAW264.7 macrophage cells before and after 10 ng/mL

and 20 ng/mL IL-4 treatment (×100); B: Flow cytometry of M2 phenotype marker

CD206 in RAW264.7 induced by different concentrations of IL-4, *P<0.05, n=3;

C: Immunofluorescence staining of CD206+ cells (×100).
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图 2  M2巨噬细胞外泌体的鉴定

Fig 2  Identification of exosomes secreted by M2 macrophages (M2-exo)

A: M2-exo was examined by electron transmission electron microscopy (TEM)(×10 000); red arrows indicate typical cup-shaped exosomes; B: M2-exo particle size

distribution was determined by nano-flow cytometry (NanoFCM); C: Exosomal markers (CD9, CD63 and CD81) were determined by NanoFCM; positive particles are

shown above the blue lines.
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技术检测发现，M2-exo粒径主峰值为68.25 nm，平均粒径

7 8 . 3 5  n m，主要分布于5 0～1 2 5  n m（占总粒子数的

99.14%），且提取浓度为2.14 ×1010 Particles/mL（图2B）。

此外，外泌体标志蛋白CD9、CD63和CD81在M2-exo中呈

阳性表达，同型对照IgG为阴性（图2C）。 

2.3    M2-exo可被小鼠BMSCs摄取

见图3。将M2-exo与BMSCs 共培养4 h 后，蓝色荧光

标记的BMSCs细胞核附近出现绿色荧光标记的外泌体，

表明M2-exo被BMSCs成功摄取进入胞内且分布在细胞核

周围。 

2.4    M2-exo逆转ALP活性

成骨诱导7 d后（图4），HGI组ALP表达低于Control组

（P<0.05）。与HGI组相比，6 μg/mL、30 μg/mL及60 μg/mL

M2-exo干预后均可增加ALP染色阳性面积（P<0.05）。 

2.5    M2-exo促进矿化结节形成

茜素红染色及矿化定量结果（图5）提示，HGI组BMSCs

的矿化结节数量较Control组减少（P<0.05），而经M2-

exo干预可提高矿化结节形成能力，逆转高糖高胰岛素对

BMSCs成骨的抑制作用。其中30 μg/mL M2-exo作用后与

HGI组相比，差异有统计学意义（P<0.05），与Control组的

水平相当（P>0.05）；6 μg/mL M2-exo和60 μg/mLM2-exo也

可促进矿化结节形成，但与HGI组相比，差异无统计学意

义（P>0.05）。 

2.6    M2-exo激活Hedgehog信号通路

qPCR检测结果（图6A）显示，成骨诱导14 d后，与

Control组相比，HGI组Hedgehog通路相关基因Gli1、

Smo及Ptch1的表达总体呈现下降趋势；而与HGI组相比，

HGI-M2e组以上基因不同程度上调，其中Gli1上调最为显

著（P<0.05）。Western blot 检测结果（图6B）显示，成骨诱

导21 d后，与Control组相比，HGI组Hedgehog信号通路关

键蛋白GLI1的表达显著下调（P<0.05）；而HGI-M2e组

GLI1表达高于HGI组（P<0.05），达到与Control组相当的

水平。 

2.7    M2-exo促进成骨分化

qPCR检测结果（图7A）显示，成骨诱导14 d后，与

Control组相比，HGI组成骨分化相关基因Runx2、Alp及

Ocn mRNA水平均显著下调（P<0.05）；相较于HGI组，

HGI-M2e组以上基因不同程度上调，其中Alp及Ocn上调

最为显著（P<0.05）。Western blot 检测结果（图7B）显示，

成骨诱导21 d后，HGI组细胞早期矿化指标RUNX2、晚期

矿化指标COL1A1的表达均低于Control组（P<0.05）；HGI-

M2e组的COL1A1表达高于HGI组（P<0.05），达到与

Control组相当的水平。 

3     讨论

2型糖尿病患者常继发骨骼疾病，其进展被认为与血

 

DAPI PKH67 Merged

 
图 3  小鼠骨髓间充质干细胞对M2巨噬细胞外泌体的摄取。　免疫荧光

染色×100

Fig 3  M2 macrophage exosomes were taken up by mouse BMSCs.　
Immnunofluorescence staining ×100
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图 4  各组BMSCs的ALP染色比较

Fig 4  The ALP staining of BMSCs in different groups

The representative ALP staining (×5) of BMSCs after 7 days of osteogenic

induction, and ALP-positive area was calculated as ([stained area/disk area] ×

100%) using Image J software (n=3). *P<0.05.
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糖和胰岛素水平的改变有关。糖尿病高糖高胰岛素微环

境中BMSCs的分化、增殖及功能障碍可能是导致糖尿病

相关性骨丢失的重要因素[16-17]。越来越多的研究表明，高

糖高胰岛素会抑制BMSCs的成骨能力[18-19]。而骨组织的

再生及重建主要依赖于干细胞的增殖及分化能力，因此

逆转高糖高胰岛素微环境对BMSCs的抑制作用非常关键。

ALP 是公认的矿化早期标志物，但它很难准确预测

成骨分化晚期的变化，因此我们还检测了OCN及COL1A1

这类成骨晚期标志物。Runx2作为成骨分化过程中的重

要核转录因子，通过多种途径参与调节骨代谢，对骨组织

的形成和重建十分重要[20]。本研究采用高糖高胰岛素培

养基体外模拟2型糖尿病骨微环境，发现小鼠BMSCs成骨

相关基因（Alp、Runx2和Ocn）及蛋白（RUNX2和COL1A1）

的表达受抑制，ALP活性有所降低，矿化结节形成能力显

著下降，均表明高糖高胰岛素微环境不利于成骨，这与既

往研究基本一致[18-19]。

作为细胞间通讯的重要媒介，外泌体近年来亦是骨

再生领域的研究热点。外泌体的分离提取技术日渐成

熟，其主流的提取方法包括：差速超速离心法、密度梯度

离心法、超滤膜过滤法、尺寸排阻色谱法等[21]。而差速

超速离心是目前受到广泛认可的外泌体提取方法，能获

得纯度最高的外泌体[10]。本研究选取这一方法制备了

M2极化巨噬细胞外泌体，并综合利用透射电镜及纳米流

式对外泌体的形态、粒径及表面蛋白进行了鉴定，与传统

的Western blot及纳米颗粒跟踪分析（NTA）技术相比，纳

米流式灵敏度高且可以实现在单颗粒水平上对外泌体逐

个计数，具有显著的优势[10]。本研究提取的M2-exo具有

促进高糖高胰岛素微环境中的BMSCs的成骨分化的能

力，表明其在糖尿病骨病治疗中颇具潜力，与以往的文献

报道基本一致[12, 22-23]。此外，我们发现M2-exo在中、低浓

度下可以促进高糖高胰岛素环境中BMSCs的矿化结节形

成；而其在高浓度下的促进作用反而下降，这可能与既往
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图 5  茜素红染色（×5） 及定量分析检测M2-exo对BMSCs矿化结节形成的影响

Fig 5  The alizarin red S staining (×5) and quantitative analysis of the effect of M2-exo on the formation of mineralized nodules in BMSCs

*P<0.05, n=3.
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图 6  Hedgehog通路相关基因及蛋白的表达

Fig 6  The expression of Hedgehog signaling-related genes and protein

A: The mRNA level of Gli1, Smo and Ptch1 mRNA were determined by qPCR; B: The protein level of GLI1 was examined with Western blot. *P<0.05, n=3.
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报道的细胞外囊泡所具有的“双相效应”有关[14, 24-25]，因此

在外泌体的实际应用中应注意最佳剂量筛选。

Hedgehog信号通路的激活是通过Hedgehog配体与

跨膜受体P a t c h e d 1 （P T C H 1）结合，继而解除其对

Smoothened（SMO）的抑制作用而实现。激活的SMO在

初级纤毛激活GLI转录因子家族[26]。GLI转录因子（主要

是GLI1和GLI2）随后进入细胞核，激活下游靶基因的表

达，其中包括Hedgehog通路组件本身（PTCH1、GLI1等）

的转录反馈调节[27]。在体外研究中，Hedgehog信号通路

可通过激活下游关键分子SMO及GLI1促进BMSCs成骨分

化；而该信号通路的中断会导致骨缺损。以往的研究表

明，暴露于高糖环境下可抑制BMSCs的Sonic hedgehog信

号通路，而通过添加通路关键蛋白Shh等手段激活信号通

路，则可抵消高糖环境对成骨分化的抑制作用[9]。本研究

发现，经过M2-exo干预后，在成骨诱导14 d时Gli1 mRNA

的表达水平显著上调，同时Ptch1及Smo有上调趋势；而成

骨诱导21 d时，GLI1蛋白表达水平显著上调。我们的数

据提示，高糖高胰岛素微环境可抑制BMSCs的Hedgehog

信号通路，而经过M2-exo干预后，该通路得到了修复，同

时成骨分化的抑制也得到改善。

综上所述，本研究表明M2-exo可激活高糖高胰岛素

微环境中BMSCs的Hedgehog信号通路并促进成骨分化，

表明其可作为糖尿病骨免疫稳态重塑的新途径。就本研

究目前的结果而言，我们仅能证明在M2-exo的干预下，高

糖高胰岛素微环境中BMSCs的Hedgehog信号通路被激

活，且BMSCs的成骨分化作用得到提高，至于M2-exo是否

通过调控该信号通路从而恢复BMSCs的成骨分化能力，

我们后续将通过进一步体内实验进行深入探讨。

*　　　　*　　　　*
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图 7  成骨分化相关基因及蛋白的表达

Fig 7  The expression of osteogenic differentiation related genes and proteins

A: The mRNA level of Alp, Runx2 and Ocn mRNA were determined by qPCR; B: The protein level of RUNX2 and COL1A1 were examined with Western blot.

*P<0.05, n=3.
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