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[摘 要] 目的：验证甲基丙烯酸酐化明胶装载外泌体结合骨折内固定物促进成骨可行性。方法：

制备装载外泌体的甲基丙烯酸酐化明胶涂层，进行基本性能测试，根据性能要求改良制备技术，

检测其装载及释放外泌体的效能。检测涂层的细胞相容性、促进骨髓基质干细胞成骨的效果，

使用 SPSS16.0软件进行统计分析，计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用组间方差分析。

结果：载外泌体水凝胶涂层的光固化性能，粘附力及细胞相容性良好，装载及释放外泌体效能

稳定，促成骨效果良好。结论：新型外泌体水凝胶缓涂层能够增加局部的成骨效果，通过其结

合于内固定表面促进成骨的思路是可行的，可为进一步深入研究奠定基础。
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[Abstract] Objective: To verify the feasibility of promoting osteogenesis by gelatin methacryloyl loaded
with exosomes which may be coated on fracture internal fixation devices. Methods: A gelatin
methacryloyl coating loaded with exosomes was prepared, its basic performance was be tested, and its
loading efficiency of exosomes was optimized based on performance requirements. The coating's
cytocompatibility and its effects of promoting osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal
stem cells were evaluated. Statistical analysis was performed using SPSS 16.0 software, with quantitative
data expressed as mean ± standard deviation, and intergroup comparisons were conducted via
one-way ANOVA. Results: The exosome-loaded hydrogel coating exhibited favorable
photopolymerization performance, adhesion strength, and cytocompatibility, with stable exosome
loading and release efficiency and excellent osteogenic effects. Conclusion: The novel
exosome-hydrogel coating can enhance localized osteogenic effects, and the approach of promoting
osteogenesis through its combination with internal fixation surfaces is feasible, laying the foundation for
further in-depth research.
[Key words] methyl acryloyl hyaluronic acid; induced osteogenesis; exosomes

引言

骨折局部的成骨效果是决定预后的关键因素，BMSCs

（骨髓间充质干细胞）在骨折愈合过程中发挥重要的促进作

用，其外泌体在此过程中传递促进成骨的信息已被诸多研究

所认可，在骨折局部创造富含外泌体的微环境可能促进骨折

愈合，设计一种可有效装载骨髓间充质干细胞源性外泌体水

凝胶材料，术前根据需要涂布于内置物表面，在骨折局部限

定范围内发挥诱导成骨的作用可能提高骨折的疗效，本研究

旨在探索具有光固化性能的甲基丙烯酸酐化明胶装载外泌

体，具备结合内固定物到达骨折局部的性能，在局部创建促

成骨微环境的可行性，通过性能检测，细胞学实验进行验证，

为进一步的研究奠定基础。

1 材料及方法

1.1 骨髓间充质干细胞培养及鉴定

原代培养骨髓间充质干细胞（购自 Sigma公司），培养

条件为含 15%胎牛血清的杜氏低糖改良培养基、37℃、
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5%CO2，培养细胞当细胞达到 80%-90%融合时进行传代，

取 3、4代细胞进行实验。以 CD44、CD34、CD105或 CD90

抗体，采用流式染色检测鉴定。

1.2 骨髓间充质干细胞源性外泌体（MSCs-Exos）的制

备及检测

收集骨髓间充质干细胞培养液，4℃、3000g条件下离心

15min。取上清液，加入 1/5体积的外泌体沉淀液，充分混匀

并在 4℃条件下静置过夜；再次以 4℃、1500g离心 15min，

加入 PBS充分洗涤；最后以 1500g离心 15min，弃上清，加

入适量 PBS制成外泌体悬液。将外泌体悬液滴加于铜网上，

静置 5min，醋酸铀避光染色 5min，双蒸水洗涤后滤纸吸干，

电镜观察拍照；采用Westernblot法检测外泌体悬液中 CD63、

CD81和 TSG101表达情况。

1.3 载外泌体水凝胶涂层的制备

取一定质量的苯基（2,4,6-三甲基苯甲酰基）亚膦酸钠

（NAP）配制成浓度为 0.2wt%的溶液，避光保存；取所需质

量的甲基丙烯酸酐化明胶（GelMA）放入离心管，并取引发

剂标准溶液加入到上述离心管中，涡旋使 GelMA充分浸润，

在 37℃摇床内避光振荡，直至完全溶解，按 25%浓度梯度加

入MSCs-Exos溶液，涡旋或振荡数次至完全混匀。

1.4 缓释涂层的基本性能测试

应用扫描电镜及透射电镜观察含外泌体水凝胶涂层的

表面特征，表面细胞贴附情况及装载外泌体的情况；观察水

凝胶涂层常温及紫外光照射下的固化过程，分析其见光及常

温下的固化时间及具体过程；将做好的凝胶溶液取两滴，刮

涂在提前准备好的金属板上，将金属板光在紫外灯下等待凝

胶固化后，用划刀在凝胶表面十字划线，通过十字划格法测

试粘附力等级，判断涂层与内固定物表面结合的稳定性。

1.5 涂层的细胞相容性检测

间充质干细胞与载外泌体水凝胶（薄的钛片表面）共培

养，通过细胞活性检测及电镜观察细胞相容性，将薄金属片

（每组 6 个）置于 24孔培养板或培养瓶中，每个钛片上接

种骨髓基质干细胞悬液 1ml细胞浓度 1×108/l），共培养第

3及第 7天后，以多功能酶标仪在 450nm波长下记录各组吸

光度值，分析细胞相容性及细胞增殖情况，以流式细胞技术

分析细胞增殖周期及凋亡变化。在涂层表面培养细胞 1周后

电镜观察细胞黏附伸展形态，细胞增殖情况及细胞迁移能力。

1.6 涂层对外泌体装载能力检测：对外泌体进行荧光标

记后与水凝胶混合，以扫描电镜观察外泌体在涂层表面的分

布情况，以透射电镜观察涂层内部外泌体分布情况，洗脱表

面细胞后以聚焦显微镜观察外泌体被细胞摄取的情况。

1.7 免疫组化检测细胞的成骨变化：细胞共培养 1周后

洗脱，通过碱性磷酸酶及茜素红染色观察共培养后细胞的成

骨情况。

1.8 基因检测：提取共培养 1周后的骨髓间充质干细胞

RNA，采用 qRT-PCR法检测材料表面细胞Wnt1、β-catenin

等成骨相关基因的 mRNA表达量。

2 结果

2.1 细胞的培养及鉴定：贴壁前的骨髓间充质干细胞呈

圆型，大小不一，悬浮于培养液中。24h后部分细胞开始贴

壁，呈圆形、梭形或多角形。换液后可见短梭形及星形细胞

分散贴壁生长，3-4天可见放射状排列的细胞集落，伸出长

短不一、粗细不均的突起，以梭形细胞为主，胞浆丰富，胞

核大、核仁清晰。6-7天后细胞融合可达 80%-90%，呈漩涡

状，同向排列，9-10天细胞逐渐融合成片。消化传代的细胞

24h完全贴壁生长，细胞形态较均一，呈梭形生长，细胞生

长旺盛。四至五天可传代 1次。可稳定连续传代 5代以上，

以 3-4代细胞生长最为旺盛。鉴定结果显示，BMSCs均一表

达 CD44，CD90，CD105，阳性率分别为 99.24%%，99.30%%，

99.26%%；而 CD34，CD45呈阴性，阳性率分别为 1.50%，

1.42%。

2.2 外泌体的提取、鉴定：扫描电镜下观察到的外泌体

为半透明杯状或圆球形结构，其粒径大小平均分布在

121.6nm，通过蛋白印迹实验测得外泌体标记蛋白 CD81 和

CD9表达阳性，但钙连蛋白 Calnexin表达阴性。扫描电镜下

见水凝胶表面水凝胶呈相互连接的多孔结构，孔隙尺寸范围

在10-25nm之间，表面及水凝胶内部可见散在分布的外泌体，

呈半透明杯状或圆球形，其粒径大小平均分布在 121.6nm。

2.3 涂层的基本性能

电镜观察可见水凝胶表面呈类似细胞基底膜的三维拓

扑结构，表面可见外泌体颗粒分布，透射电镜观察可见泌体

颗粒较均匀分布于水凝胶内部。水凝胶涂层自然凝胶固化时

间平均为 20.36秒，以紫外光照射后固化时间为 15.62秒，

加入外泌体后固化时间无显著差异。待凝胶在金属表面完全

固化后，用划刀在凝胶表面十字划线，涂层沿切割边缘部分

有部分剥落，面积平均为 20%，得出粘附力等级为 3级，属

较强结合力；加入外泌体后涂层的粘附力无明显改变，二者

对比无显著差异。

2.4 细胞共培养及相容性

细胞在凝胶表面贴附良好，显微镜及电镜观察发现细胞

24小时左右完全贴附于涂层表面，6-7天后细胞呈集落生长，

融合 80%-90%，呈漩涡状，同向排列。9-10天细胞排列紧密，

逐渐融合成片。与培养瓶中生长情况类似，在共培养 3、7

天进行MTT 实验与正常培养细胞的 OD值无明显差异，经

流式细胞技术检测未加入外泌体涂层表面细胞凋亡率及细

胞周期与正常细胞无明显差异，加入外泌体涂层表面细胞凋
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亡率明显降低，处于增殖期的细胞率明显增高。共聚焦显微

镜观察见水凝胶表面培养的骨髓间充质干细胞内见较多荧

光颗粒，形态及大小符合外泌体特征。

2.5 细胞成骨情况观察：通过正常培养细胞，未加入外

泌体涂层表面细胞及外泌体涂层表面细胞进行碱性磷酸酶

染色发现外泌体涂层表面细胞成骨现象明显，呈大面积阳性

表现，正常培养细胞的成骨现象不明显。

2.6 Rt-PCR结果：与正常培养细胞及未装载外泌体水凝

胶表面培养的细胞相比，载外泌体水凝胶表面的细胞的Wnt1

及β -catenin 的表达水平明显增高，差异有显著性意义

（P<0.01）。验证了Wnt1/β-catenin信号通路关键蛋白的表

达情况，载外泌体水凝胶通过激活Wnt1/β-catenin通路增强

BMSCs成骨分化能力。

3 讨论

切实提高疗效，最大程度恢复伤者的功能是骨折的治疗

目标，然而骨折愈合不良、异位骨化[1-3]是创伤骨科医生必须

面对的难题，骨折局部的微环境往往为骨折的预后奠定了坚

实的基础[4]，手术过程中为骨折愈合创造的良好条件往往成

为避免上述并发症的决定性因素，在骨折局部可控范围内创

建促进成骨的微环境是创伤骨科学者不断探索并努力达到

的理想境界。骨折是骨科的基础疾病，涉及全身多个部位，

形态及治疗方式各不相同，在损伤区域创建促进成骨微环境

是当前的研究热点，传统的局部的植骨技术是创建促进骨折

愈合微环境的有效手段，却受到严峻的挑战，手术器械的改

良及进步为骨折的治疗带来许多突破性的进展，同时使骨折

的手术技巧不断提升，在体外定位系统的辅助下，开放式手

术逐渐被微创方式取代，骨固定手术时可无需显露骨折端，

通过植骨技术改善骨折局部微环境的手段往往难以实施[5]，

需要有新的技术有效替代。通过有效方式实现在有效可控范

围内建立促进成骨，抑菌的良好环境将有效提高骨折的治疗

效果。

近年来，水凝胶作为一种可模拟 ECM（细胞基底膜）

的新型生物材料已受到广泛关注，作为由亲水性聚合物链交

联所形成的三维网络结构，通过改善凝胶的理化性质和生物

学特性，可对体外细胞培养微环境进行精确设计，可作为蛋

白，细胞，外泌体的优质载体，在病灶区域发挥调控微环境

的关键作用，对过性能改善保护并缓释蛋白成分，在表面或

内部运载种子细胞，通过细胞产生或直接装载外泌体，实验

多维立体化的微环境构建。骨折治疗需要根据其多样性制定

相应的手术方案，选定内置物后在所需部位进行水凝胶涂层

处理将极大地提高手术效果，实现术中即用并与内置物牢固

结合需要在涂层中加入新的关键成分，涂层即需要将促成骨

成分有效结合并实现有效装载，同时必须具备特殊的性能，

即避光时以液体形态存在，常温见光后短时间可固化于内植

物表面，似于油漆的性能。虽然水凝胶的超亲水性、润滑性、

生物相容性和多孔载物功能等许多优点越来越受到重视，可

作为细胞，活性因子，外泌体等多种有效成分的载体，被广

泛应用于医学美容，载药释药，生物工程等领域，但作为涂

层使用时需要克服其结合力不足，置入过程中易损耗的缺点。

甲基丙烯酸酐化明胶（GelMA）由甲基丙烯酸酐（MA）与

明胶（Gelatin）通过生物技术制备获得，具有良好的生物相

容性，加入光引发剂后避光时处于液态，是光敏性的水凝胶

生物材料，可由紫外光或可见光激发固化反应，即由液态逐

渐转化为固态并结合于物体表面，其固化时间可根据需要调

节。固化后表面形成类似细胞外基质的三维拓扑结构，与细

胞相容性良好，有利于细胞的粘附及增殖[6-7]。光引发剂的可

控性应用可以使 GelMA成为“GelMA漆”，具备与普通油

漆的使用模式类似的“水凝胶漆”功能，此 GelMA漆在室

温下通过可见光激发固化作用，能够与金属，玻璃，陶瓷等

多种富含羟基的材料表面实现强力结合，使用时根据需要在

金属等表面均匀刷涂水凝胶涂层，之后使用可见光照射激发

固化作用，使 GelMA漆载荷成分在所需部位牢固结合，是

制备即用型涂层材料的良好选择[8]。水凝胶孔隙率很高，其

丰富的间隙可以根据需要随着对理化性质的调节而改变，有

良好的装载性能。405nm波长的光是接近于紫外光的可见光，

但其在 9小时以内的照射不会影响装载物的生物活性，通过

降解释放其内的洗发成分并在局部发挥效能。通过对水凝胶

的改良可制备出理想的涂层原料，其内可装载细胞，外泌体

成分，细胞可预先培养的凝胶的内部或表面，外泌体可直接

与凝胶混合。骨折愈合是一个动态平衡的过程，成骨作用必

须在可控范围内进行，超过应有的范围即造成异位骨化，不

利于患者康复，造成软组织硬化，骨游离体形成，关节骨性

炎症等负面影响[9]。光固化水凝胶可在术中根据需要精准涂

布于内固定物的表面，随内固定物到达所需区域，在骨折部

位形成持续促进成骨的微环境，防止成骨范围过大造成异位

骨化，将为骨折的康复带来实质性促进作用。

骨微环境的稳态依赖于细胞及其胞外基质以及相关信

号分子的协同调控，包括促成骨活性因子，成骨细胞，外泌

体等多种因素。BMSCs（骨髓间充质干细胞）能够促进骨折

缺损的愈合，不仅仅因为其自身的成骨分化，还通过其外泌

体传递信息促进成骨。外泌体是一种纳米级脂质双层膜结构

的微小囊泡，其内可装载细胞特异的蛋白、脂质和核酸等信

息因子，能够作为信号分子传递给微环境中的细胞，使细胞

向所需方向转化，BMSCs来源的外泌体能够通过信息传递

上调相关细胞的成骨基因的表达水平，如其内容物中的

miR-125b可通过调控 Runx2/Osx而促进 BMSCs的成骨分化，
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可能在骨折愈合、骨不连、骨缺损中发挥促进作用，在骨折

局部创建富含外泌体的微环境可达到促进骨折愈合的效果。

研究结果已证实外泌体在细胞成骨分化中发挥重要的促进

作用[10]，BMSC来源的外泌体促进成骨细胞（osteoblast,OB）

及 BMSC的增殖和分化，提示它在骨修复过程中创建促成骨

微环境的潜能，研究同时发现在外泌体的促进下，BMSCs

可分化成 OB，细胞 miRNAs的表达水平有显著的变化，而

这些变化体现了Wnt信号通路被激活从而促进成骨分化，经

外泌体作用后 BMSC碱性磷酸酶（ALP）的活性增高，Runx2

表达水平升高，其传递的骨分化作用信息包括大量与成骨分

化相关的基因和蛋白，包括多种 miRNA参与调控 BMSC的

成骨分化功能，miR-30d-5p等 43个 miRNA在外泌体中高表

达，这种变化导致成骨细胞分化和功能改变。外泌体的促成

骨作用已被证实，如何使外泌体作为促骨因子在骨折局部持

续发挥作用是本研究要解决的关键问题，通过光固化水凝胶

装载并随内固定物到达病灶部位发挥作用的思路在本项研

究中得到了初步验证。

骨内置物表面的涂层技术可在手术部位形成促进成骨

的微环境，在创伤骨科领域尚未取得突破性进展，虽有应用

于内固定物表面的涂层研究报道，仍需全长涂布，无法在术

中根据情况灵活应用，未见临床应用的相关报道，未取得实

质性突破[6]。在水凝胶涂层的设计中，外泌体作为促成骨活

性成分，光固化水凝胶作为其良好的载体，其性能在实验中

得到了充分的验证。

在前期的实验中，课题组成功培养了骨髓间充质干细胞

并提取了外泌体，与外泌体与光固化水凝胶混合后进行性能

测试。结果表明水凝胶的表征符合三维拓扑样改变，与细胞

基底膜结构类似，利于细胞贴附及增殖，混合外泌体后水凝

胶表征无变化，可见表面有散在外泌体分布，透射电镜可见

其内部外泌体较均匀分布，说明水凝胶可作为外泌体的良好

载体，装载前后表征无明显变化，通过性能改良可实现与内

固定物有效结合，术中随内固定物到达骨折部位。在性能测

试中，水凝胶的光固化时间合理，允许其于术中涂布于内固

定物相应部位，经滑痕验证其与金属结合力较好，这为后续

进行动物体内实验提供了可靠依据。体外细胞实验的结果说

明外泌体释放入水凝胶周围环境中并被细胞摄取，细胞相容

性良好，细胞增殖及成骨分化情况良好，周围细胞的促成骨

通路相关基因表达水平明显升高，说明载外泌体水凝胶涂层

可创建持续促进成骨的微环境。

综上所述，光固化水凝胶可作为外泌体的良好载体，能

够精准结合骨科内置物创建成骨微环境，在可控范围内长期

形成促进成骨环境，可为进一步的研究奠定基础。
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