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靶向敲低 Piezo1来源外泌体促进缺氧环境下

骨关节炎修复的实验研究

郑佳欣，李晓飞

【摘要】目的 探讨缺氧微环境刺激联合靶向敲低鼠源骨髓间充质干细胞（BMSCs）内 Piezo1蛋白分泌的外

泌体对骨关节炎（OA）修复的影响。方法 以慢病毒为媒介，将 si-Piezo1沉默质粒转染 BMSCs，同时设置

低氧环境处理 si-Piezo1+BMSCs，提取外泌体。利用甲苯胺蓝染色，RT-qPCR 和Western blot法检测 BMSCs

成软骨分化。通过手术方法构建 SD大鼠的 OA模型，并分为 si-Piezo1组（膝关节注射 si-Piezo1来源外泌

体）、缺氧+si-Piezo1组（膝关节注射低氧环境处理 si-Piezo1来源外泌体）、模型组（膝关节注射等量 PBS）及
对照组。采用免疫组织化学染色，苏木精-伊红（HE）染色，番红-固绿染色进行病理学评估，并根据改良Minkin’s

评分和国际骨关节炎研究学会（OARSI）评分量化检测结果。结果 甲苯胺蓝染色显示，缺氧+si-Piezo1组
的染色阳性细胞数明显多于 si-Piezo1组。Western-blot和 RT-qPCR结果表明缺氧+si-Piezo1组的聚集蛋白

多糖（Aggrecan）和 II型胶原蛋白（Collagen II）的表达量均高于 si-Piezo1组（均 ＜ 0.05）。4组改良Minkin’s
评分、OARSI评分差异均有统计学意义（ =16.82、22.79，均 ＜ 0.05），缺氧+si-Piezo1组修复效果均优于 si-
Piezo1组、模型组（均 ＜ 0.05）。结论 缺氧微环境刺激联合 si-Piezo1转染 BMSCs来源外泌体可以促进

OA的修复效果。
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Experimental study on targeted knockdown of Piezo1-derived exosomes to promote osteoarthritis repair un-
der hypoxic conditions

【Abstract】Objective To investigate the therapeutic effects of hypoxic microenvironment stimulation combined
with exosomes derived from Piezo1 knockdown bone marrow-derived mesenchymal stem cells (BMSCs) on oste-
oarthritis (OA) repair.Methods BMSCs were transfected with si-Piezo1 silencing plasmids via lentiviral vectors,
followed by hypoxic preconditioning to harvest exosomes. Chondrogenic differentiation was evaluated by toluidine
blue staining, RT-qPCR, and Western blot. The OA model was established in Sprague-Dawley (SD) rats via surgical
destabilization of the medial meniscus, and divided into si-Piezo1 group (intra articular injection of si-Piezo1 exo-
somes), hypoxic+si-Piezo1 group (hypoxia treated si-Piezo1 exosomes), model group (PBS injection), and control
group. The histopathological assessments was evaluated by immunohistochemical (IHC) staining, hematoxylin-eosin
(HE) staining, and safranin O fast green staining. The outcomes was quantified by modifiedMankin’s scores and Os-
teoarthritis Research Society International (OARSI) grading. Results Toluidine blue staining revealed the positive
cells in hypoxic+si-Piezo1 group were higher than those of si-Piezo1 group ( ＜ 0.05). Western blot and RT-qPCR
showed the expressions of Aggrecan and Collagen II in the hypoxic+si-Piezo1 group were higer than those of si-Piezo1
group (all ＜ 0.05). There were significant differences in the modified Minkin’s score and OARSI score between
the four groups (all ＜ 0.05). The hypoxic+si-Piezo1 group exhibiting superior cartilage repair compared to the si-
Piezo1 and model group (all ＜ 0.05). Conclusions Hypoxic microenvironment stimulation combined with si-
Piezo1 transfection of BMSCs derived exosomes can promote the repair effect of OA.
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膝关节骨关节炎（knee osteoarthritis，KOA）是临

床上的常见病、多发病。据统计，中国症状性 KOA

的患病率为 8.1%，而且农村地区 KOA的患病率要

高于城市地区 [1]。既往研究表明，KOA的发生和发

展与膝关节特殊的微环境密切相关，膝关节内总体

处于缺氧环境，软骨细胞多采用糖酵解等代谢方式，

若破坏其缺氧环境，会导致细胞内氧化应激反应代

谢的增加，氧自由基（reactive oxygen species，ROS）
的过度表达则可能促进软骨细胞的凋亡[2-3]。虽然目

前有研究已经初步探索了缺氧/富氧环境对软骨修

复的作用，但是仍比较局限。研究显示，机械敏感离

子通道蛋白Piezo1与KOA的发生和发展密切相关[4]。

因此，本研究在缺氧环境下培养骨髓间充质干细胞

（bone marrow mesenchymal stem cells，BMSCs），并

利用 siRNA质粒沉默 Piezo1的相关表达，通过提取

外泌体进行注射，观察其对 KOA修复的影响，现报

道如下。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器 T2600000胰蛋白酶（Sigma-Ald-
rich公司，货号：9002-07-7）；I型胶原酶（Sigma-Ald-
rich公司，货号：9001-12-1）；杜氏改良Eagle培养基/

Ham营养混合液 F12（北京碧云天试剂公司，货号：

SLM-243-B）；胎牛血清（FBS）（Sigma-Aldrich公司，

货号：F8318）；离心柱式 RNAeasyTM Plus总 RNA提

取试剂盒（北京碧云天试剂公司，货号：R0032）；Be-

yoRTTM II cDNA第一链合成试剂盒（北京碧云天试

剂公司，货号：D7168L）；Immobilon®-P PVDF 膜

（Sigma-Aldrich公司，货号：ISEQ00005）；Piezo1蛋
白、II型胶原蛋白（Collagen II）、聚集蛋白多糖（Ag-
grecan）（赛默飞生物试剂公司，货号：MA5-32876、
MA5-12789、MA3-16888）；外泌体提取试剂盒（华美

生物试剂公司，货号：CUSABIO）；苏木精-伊红（HE）
染色试剂盒（北京索莱宝生物试剂公司，货号：

SLS-0090）；番红-固绿染色试剂盒（湖北百奥斯生物

试剂公司，货号：BBL-0209）；4 ℃低温超速离心机

（凯达公司，型号：TG16G）；化学发光成像系统（百晶

生物试剂公司，型号：BG-gdsAUTO710MINI），倒置

光学显微镜（基恩士公司，型号：TZX-P3000）。
1.2 实验动物和饲养条件 24 只雌性无特定病原

体（specefic pathogen free，SPF）级斯泼累格-多雷

（sprague-dawley，SD）大鼠购自浙江中医药大学动物

实验中心，动物合格证书[SCXK（浙）2024-1098]。月

龄 5.14～ 6.64个月，平均（6.15±0.29）个月；体质量

372.36～ 409.37 g，平均（390.12±9.79）g。饲养条件：

温度 20～ 26 ℃，相对湿度 40%～ 70%，提供 12 h白
天和 12 h黑暗的昼夜节律。本研究获得金华市中心

医院医学伦理委员会批准（2025-01-205）。
1.3 原代 BMSCs的抽提、培养和鉴定 无菌条件

下抽提 SD大鼠的股骨骨髓组织，选取靠近股骨头一

侧松质骨附近骨髓，加入预先配置的原代细胞培养基

（DMEM/F12+20%FBS），置于 37 ℃，5% CO2培养箱

中培养，注意无菌操作。采用差速培养法获得原代

BMSCs，待细胞融合率达 80%以上时进行原代培养。

BMSCs 的鉴定采用流式细胞检测方法，以 P4

代 BMSCs为研究对象，制备细胞悬液，加入 3种流

式分选管，其中 2 个流式管加入 CD34，CD44，
CD11b/c和CD105抗体（1∶5 000）作为检测指标，1

管加入等量 PBS 作为阴性对照。全光谱流式细胞

仪进行检测，验证细胞表型。

1.4 si-Piezo1慢病毒LV3载体构建和转染率检测

si-Piezo1载体的构建委托上海吉玛生物试剂有限公

司完成。以 LV3质粒作为慢病毒的载体，携带 si-
Piezo1沉默质粒，包裹于慢病毒中，同时负载绿色荧

光蛋白（green fluorescence protein，GFP）作为荧光指

示剂，利用荧光显微镜观察其转染效率。慢病毒转

染率=绿色荧光细胞数/白光视野细胞数×100%，同

时以未携带 si-Piezo1沉默质粒的 LV3载体作为阴

性对照，以等量 PBS溶液作为空白对照。

1.5 缺氧微环境的构建和细胞分组 以 si-Piezo1

质粒转染的BMSCs为研究对象，通过置入不同的培

养箱的方法分成正常氧微环境组和缺氧微环境组。

正常氧微环境组放置在普通细胞培养箱（37 ℃、5%

CO2、21% O2），缺氧组细胞放置在乏氧细胞培养箱
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（37℃、5% CO2、1% O2）中培养 24 h。
1.6 si-Piezo1转染BMSCs后外泌体的提取和鉴定

1.6.1 外泌体提取 按照试剂盒要求，添加检测试

剂，将离心后的上清液转移至一个新的离心管中，根

据试剂盒的指示加入适量的试剂。然后进行离心步

骤沉淀外泌体，离心条件根据试剂盒的要求进行设置。

1.6.2 囊泡直径检测 将样品（可能是外泌体提取

物）固定在适当的载玻片或载体上对样品进行导电

镀膜以增强其导电性，将样品置于 SEM仪器上，开

始观察和拍摄囊泡的图像。

1.6.3 Western blot 法检测囊泡中 CD63和 CD9分
子的表达 利用总蛋白提取试剂盒提取总蛋白，并

检测其浓度。按照说明书要求配置浓缩胶和分离胶，

配置电泳系统后分离蛋白，PVDF染膜目标蛋白阈

值，封闭液处理 2 h，然后加入 CD63和 CD9分子一

抗（1∶1 000），4 ℃孵育过夜，PBS洗膜后孵育 HRP

二抗，孵育 30 min后化学发光成像系统进行显影。

1.7 外泌体介导 BMSCs的成软骨分化检测

1.7.1 甲苯胺蓝染色 收集 si-Piezo1组和缺氧+si-

Piezo1组的外泌体，置入 BMSCs中，培养 24 h后，

利用甲苯胺蓝染色法检测 BMSCs的成软骨分化。

1.7.2 荧光定量PCR（PT-qPCR）法检测Aggrecan和
Collagen II的 mRNA相对表达量 利用总 RNA提

取试剂盒提取细胞的总RNA，利用逆转录试剂盒将

总 RNA逆转录为 cDNA，采用 20 l反应体系进行

荧光定量 PCR 的检测。根据荧光定量试剂盒的要

求，加入各试剂，然后在荧光 PCR仪中上机检测，设

置溶解曲线和循环周期，检测各样本的 CT值，利用

2– CT法进行统计计算。Aggrecan和 Collagen II的
引物序列见表 1。
1.7.3 Western blot法检测 BMSCs成软骨分化 Ag-
grecan 和 Collagen II 蛋白的表达量 收集缺氧+si-

Piezo1组和 si-Piezo1组细胞，利用总蛋白提取试剂

盒提取总蛋白，并检测其浓度。按照说明书要求配

置浓缩胶和分离胶，配置电泳系统后分离蛋白，

PVDF染膜目标蛋白阈值，封闭液处理 2 h，然后加

入 Aggrecan和 Collagen II蛋白一抗（1∶1 000），4℃
孵育过夜，PBS洗膜后孵育 HRP二抗，孵育 30 min

后化学发光成像系统进行显影。

1.8 动物模型的构建和实验分组 利用手术切除前

交叉韧带的方法构建 KOA动物模型[5]，麻醉方案选

择 3%戊巴比妥钠腹腔注射。麻醉成功后，对膝关节

进行消毒、铺单，取膝正中切口，髌旁内侧入路切开

膝关节，然后利用眼科手术剪切断前交叉韧带后，缝

合切口，注射抗生素预防感染。

KOA模型制备成功后进行分组，按照膝关节注

射内容物的不同分成 4组，即 si-Piezo1组、缺氧+si-
Piezo1组、模型组和对照组，每组各 6只。si-Piezo1

组大鼠膝关节注射正常氧环境培养下 si-Piezo1修饰

BMSC来源的外泌体，1 ml/次，3次/周；缺氧+si-Pie-
zo1组大鼠膝关节注射缺氧环境培养下 si-Piezo1修
饰 BMSC来源的外泌体，1ml/次，3次/周；模型组给

予等量 PBS溶液；对照组不作任何处理。干预 4周
后处死大鼠，收集膝关节样本后进行检测。

1.9 HE 染色和番红-固绿染色 收集膝关节样品

后，利用多聚甲醛固定，梯度酒精进行脱水处理，制

备蜡块后，切片机处理。根据 HE染色试剂和番红-

固绿染色试剂进行染色，封片后光学显微镜下进行

观察。利用改良Minkin’s评分[6]评定 HE染色的结

果，利用国际骨关节炎研究学会（osteoarthtitis re-
search society international，OARSI）评分[7]评估番红-

固绿染色结果。

1.10 统计方法 利用 SPSS 23.0软件进行统计分

析，定量资料以均数±标准差表示，两组比较采用 检

验；多组比较采用方差分析和 检验。 ＜ 0.05表

示差异有统计学意义。

靶基因 序列

Aggrecan 正义链 5’-AGATTCGCCTGCGCGAGTTTGAGCCG-3’
反义链 5’-CCATCGGCTTGCAATGTCAGTCGTCCT-3’

Collagen II 正义链 5’-CCTAATGCTGCGTGCAGATGCGTTTCAT-3’
反义链 5’-GAGACACTTGCCGTGTGCAGCTTCTTG-3’

GAPDH 正义链 5’-GCACCGTCTTGCGCTGCTGAGAGAAC-3’
反义链 5’-GCTGGTGTGTGGCAACGTGCAGTGGA-3’

表 1 Piezo1、Aggrecan和 Collagen II的引物序列
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2 结果

2.1 BMSCs中CD44和CD105的表达水平 原代

BMSCs（P0）的细胞核比较大，触角较长，细胞质较少

（图 1A）；P2代 BMSCs细胞核稍小，细胞质的分支

较多（图 1B）；P4代 BMSCs成长梭形，细胞核明显

（图 1C）；P7代 BMSCs细胞核较小，细胞细长（图

1D）。流式细胞仪检测结果显示，CD44和 CD105呈
阳性表达，而CD11b/c和CD34呈阴性表达（图 1E～
H），符合 BMSCs的表达特点。

2.2 慢病毒转染 si-Piezo1载体对BMSCs的影响

携带 LV3载体的慢病毒具有较好的转染效率，LV3

载体阴性对照和 si-Piezo1载体质粒转染效率较高，

约（90.29±6.47）%，见图 2。
2.3 si-Piezo来源外泌体CD63、CD9的蛋白表达水

平 正常氧和缺氧微环境下均可得到 si-Piezo1转染

BMSCs来源的外泌体，见图 3A。粒径检测结果显

示，囊泡的直径约 100 nm，符合外泌体的特征。West-

ern blot显示囊泡中CD63、CD9的表达均为阳性，见

图 3B。
2.4 si-Piezo 来源外泌体对 BMSCs 成软骨分化的

影响 缺氧+si-Piezo1组的染色阳性细胞数多于 si-
Piezo1组，见图 4A。Western-blot和 RT-qPCR结果

显示缺氧+si-Piezo1组的Aggrecan和Collagen II的表

达量均高于 si-Piezo1组（均 ＜ 0.05），见图 4B～D。
2.5 si-Piezo 来源外泌体对 KOA 动物模型的影响

HE染色结果显示，对照组软骨面光滑；模型组软

骨层和软骨下层界限不清；si-Piezo1组可见软骨下

骨与软骨层界限明显，软骨层修复；缺氧+si-Piezo1

组的软骨层厚度明显增加，见图 5A。番红-固绿染

色显示，对照组膝关节结构完整，软骨面光滑，软骨

层番红着色较深；模型组软骨面粗糙，软骨层番红着

色交浅；si-Piezo1组可见软骨层的修复，番红着色提

高；缺氧+si-Piezo1组的软骨层较厚，着色较深，见图

5B。4组改良Minkin’s评分、OARSI评分差异均有

统计学意义（均 ＜ 0.05），缺氧+si-Piezo1组修复效

果均优于 si-Piezo1组、模型组（均 ＜ 0.05），见表 2。

注：A为 P0代 BMSCs；B为 P2代 BMSCs；C为 P4代 BMSCs；D为 P7代 BMSCs；E～ H为 BMSCs细胞表面 CD44、CD105、CD11b/c和
CD34的表达。BMSCs为骨髓间充质干细胞

图 1 原代 BMSCs的形态学和 CD44、CD105的表达水平
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图 3 外泌体鉴定
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3 讨论

膝关节正常的生理功能与外在的生物力学刺

激、内在的缺氧微环境密切相关。对于 KOA患者，

恢复生物应力刺激，维持关节腔内缺氧环境，对于

KOA的治疗较为关键[8-9]。本研究以缺氧微环境联合

机械激活离子通道 Piezo1蛋白为研究切入点，利用

siRNA质粒沉默 Piezo1的表达，从而减轻外在应力

环境的刺激；同时构建缺氧微环境，以外泌体作为信

号承载的分子，进一步探究新的治疗靶点，为 KOA

的治疗和预防提供新的思路和靶点，具有一定的临

床意义。

膝关节内的乏氧环境是由于血液供应相对较少

以及结构特点造成的，膝关节的软骨层处于低氧血

流状态[10-11]，而缺氧环境可促进软骨分化和基质合成[12]。

随着学者对于微环境的重视，如何在一定程度上模

仿膝关节内的缺微环境是目前研究的热点。本研究

结果显示，在细胞层面，缺氧环境可以促进 BMSCs

向软骨细胞分化，促进 Aggecan和 Collagen II型胶

原蛋白的表达；同时，动物实验进一步证明缺氧环境

刺激BMSCs分泌的外泌体可以促进软骨层的修复，

揭示缺氧微环境的重要性。分析原因，适度的缺氧

可以激活干细胞的生存机制，增强其抗氧化能力，同

时促进细胞增殖。这有助于干细胞在乏氧环境中顺

利完成软骨细胞分化和基质合成的过程；缺氧环境

可以模拟人体关节内部相对低氧的生理状态，在此

条件下，干细胞会受到刺激，开始向软骨细胞特化，

并促进软骨基质的分泌。

本课题组长期聚焦于 Piezo1功能的相关研究，

探究其表达与 KOA 的发生和发展的作用。前期研

究结果证明，Piezo1的过度表达可以促进软骨细胞

的凋亡，通过与ERK5信号通路、MAPK信号通路发

挥作用，在一定程度上沉默Piezo1的表达，可以抑制

KOA的进展，起到保护软骨细胞的作用[13-16]。Piezo1

蛋白是一类跨膜蛋白，属于非选择性通道蛋白，与钙

离子内流密切相关，通过激活内质网应激、线粒体紊

乱途径，从而发挥其生理病理功能[17]。但是，如何将

基础研究机制开发为具有临床应用前景的药物或者

分子，实现临床转化应用是目前研究的瓶颈所在。有

研究以BMSCs为种子细胞，通过对靶基因进行处理

后，再将BMSCs注射入膝关节内，从而发挥作用[18]。

但是由于干细胞的局限性，临床效果治疗不明确，并

且存在潜在的致瘤性问题，进一步限制干细胞在临

床的应用。

外泌体是一种细胞分泌的小囊泡，其结构特点

a
注：A为甲苯胺蓝染色结果；B为Western-blot结果；C为Aggrecan的mRNA相对表达量；D为 II型胶原的mRNA相对表达量，a为 si-Piezol
组，b为缺氧+si-Piezol组，c ＜ 0.05。BMSCs为骨髓间充质干细胞

图 4 si-Piezo来源外泌体对 BMSCs成软骨分化的影响
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图 5 si-Piezo来源外泌体对骨关节炎动物模型的影响

si-Piezo组对照组 缺氧+si-Piezo组模型组Bsi-Piezo组对照组 缺氧+si-Piezo组模型组A

组别 数量 改良Minkin’s评分 OARSI评分

对照组 6 3.04±0.69 1.05±0.09
模型组 6 11.25±4.12 6.24±1.24
si-Piezo1组 6 7.45±1.29a 3.54±0.42b

缺氧+si-Piezo1组 6 4.64±0.74ce 2.12±0.37df

值 18.43 24.15
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：与模型组比较，a =2.79， ＜ 0.05；b =3.22， ＜ 0.05；c =3.85，
＜ 0.05；d =3.07， ＜ 0.05；与 si-Piezo1组比较，e =2.15， ＜ 0.05；f
=2.08， ＜ 0.05。

表 2 4组Minkin’s评分、OARSI评分结果 分

D
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与携带遗传信息有着密切相关性[19]。本研究以外泌

体作为载体，结果显示，缺氧+si-Piezo1质粒处理后

的外泌体可以促进 BMSCs 向软骨细胞分化，并且

Aggrecan和Collagen II的表达量明显升高；HE染色

和番红固绿染色同样显示，膝关节注射外泌体后，膝

关节的软骨层较厚，这可能是由于软骨基质分泌的

密切相关。此外，缺氧+si-Piezo1质粒处理后的外泌

体还促进软骨层-软骨下层的修复，分析原因，可能

是促进 BMSCs向软骨分化的作用。

综上所述，基于外泌体天然纳米载体的优势，通

过理化微环境双重调控策略（缺氧预处理+基因编辑

供体细胞），成功获得具有软骨靶向特性的工程化外

泌体，可模拟“人工细胞间通讯网络”，为无细胞治疗

策略在骨关节炎中的转化提供新范式。但是本研究

也存在一定的缺点，比如相关信号通路尚未更深一

步探索，这也是本研究以后的研究方向，拟通过转录

组学进行分析，同时利用基因敲除或过表达的方法

进行机制层面的研究。
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