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摘要：目的  探讨叶酸（FA）修饰的髌下脂肪垫间充质干细胞（IPFP-MSCs）来源外泌体（Exos）通过调控巨噬细胞M1/M2极化改

善膝骨关节炎（KOA）炎症微环境的作用。方法  提取培养 IPFP-MSCs，加入 FA 进行处理，利用超速离心法分离 Exos。将

RAW264.7细胞分为对照组（未处理）、脂多糖（LPS）组（加入LPS）、LPS+Exos组（加入LPS及Exos）和LPS+FA-Exos组（加入

LPS及FA修饰的Exos），分别处理12 h。采用透射电镜、纳米颗粒跟踪分析和Western blot鉴定外泌体，使用共聚焦显微镜观察

其摄取情况。通过 qRT-PCR、ELISA、流式细胞术和免疫荧光检测各组促炎因子（IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS）与抗炎因子

（ARG1、MRC1、CD206）表达水平。结果  透射电镜显示 IPFP-Exos呈典型杯状，CD9与CD81蛋白表达阳性；共聚焦结果证实

其可被巨噬细胞摄取。qRT-PCR与ELISA结果表明，LPS+FA-Exos组促炎因子 IL-1β、IL-6、TNF-α、NOS2表达较LPS组显著下

降（P<0.0001），抗炎因子ARG1、MRC1表达升高（P<0.0001）。流式检测显示，FA-Exos组CD86阳性比例下降，CD206及其比

值升高（P<0.0001）。免疫荧光显示FA-Exos组 iNOS表达减少（P=0.0478），CD206表达增强（P=0.0003）。结论  FA-Exos可有

效调控巨噬细胞由M1型向M2型极化，免疫调节作用优于未修饰Exos，这种双重调控机制可有效缓解关节腔促炎微环境，为

KOA的靶向治疗提供了新型外泌体修饰策略。
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Exosomes from folic acid-treated subpatellar fat pad-derived mesenchymal stem cells 
promote M2 polarization of macrophages in vitro
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Abstract: Objective  To evaluate the effect of exosomes derived from folic acid (FA)-treated infrapatellar fat pad mesenchymal 
stem cells (IPFP-MSCs) on M1 and M2 polarization of macrophages in vitro. Methods Infrapatellar fat pad tissues were 
obtained from surgical patients without knee osteoarthritis to isolate IPFP-MSCs. The exosomes were extracted from the cell 
cultures with or without FA treatment and identified by transmission electron microscopy, TEM, NTA and Western blotting. 
RAW264.7 cells were induced with lipopolysaccharide (LPS) and incubated with exosomes from FA-treated or untreated IPFP-
MSCs for 12 h, and Exos uptake was observed using confocal microscopy. The changes in expression levels of IL-1β, IL-6, TNF-α, 
iNOS, ARG1, MRC1, and CD206 in the macrophages were detected using qRT-PCR, ELISA, flow cytometry and 
immunofluorescence staining. Results The exosomes derived from IPFP-MSCs showed a typical cup shape, were positive for 
CD9 and CD81, and could be uptaken by macrophages. In LPS-induced macrophages, incubation with exosomes from FA-
treated IPFP-MSCs significantly decreased the expressions of IL-1β, IL-6, TNF‑α, and NOS2, and increased the expressions of 
ARG1 and MRC1. Treatment of the macrophages with exosomes from FA-treated IPFP-MSCs significantly lowered CD86-
positive cell percentage, increased CD206-positive cells and the CD206/CD86 ratio, lowered cellular expression of iNOS, and 
enhanced the expression of CD206. Conclusion Exosomes from FA-treated IPFP-MSCs promotes M2 polarization of 
macrophages more effectively than exosomes from unmodified IPFP-MSCs, suggesting a new exosome modification strategy 
for targeted treatment of knee osteoarthritis.
Keywords: folic acid; macrophage; exosomes; mesenchymal stem cells; osteoarthritis

骨关节炎（OA）是一种以关节软骨退行性变为主要

特征的慢性进行性骨关节疾病，常伴有关节软骨下骨的

硬化、骨赘形成、滑膜炎症反应以及关节结构破坏［1］。据

估计，全球约有5.95亿人受到骨关节炎的影响。膝关节

是最常受影响的部位，约有3.65亿人出现相关症状［2， 3］。

随着全球人口老龄化加剧和肥胖及伤害率的上升，膝关

节骨关节炎（KOA）的患病率预计将进一步增加。KOA

并非单纯的“磨损性”疾病，低度慢性炎症及免疫代谢紊

乱在疾病进展中扮演关键角色，其中巨噬细胞介导的免

疫调控机制尤为突出［4， 5］。OA的各种炎症特征，如低度

收稿日期：2025-06-27

基 金 项 目 ：内 蒙 古 自 治 区 自 然 科 学 基 金 项 目（2024ZD32，

2024LHMS08015）；内蒙古自治区首府地区公立医院高水平临床专科

建设科技项目（2024SGGZ015）

作者简介：王  喆，在读硕士研究生，E-mail: jonna170308@163.com

通信作者：齐岩松，博士，副主任医师，E-mail: malaqinfu@126.com；

徐永胜，博士，主任医师，E-mail: xys_sportsmedicine@126.com

··166



J South Med Univ, 2026, 46(1): 166-174http://www.j-smu.com

外周炎症和滑膜炎，对该疾病的病理生理学有重大影

响，OA中的免疫变化可引发关节及全身性的低级别炎

症，这些炎症反应的潜在机制可能因OA的不同表型

（如代谢型、衰老相关型或创伤后型等）而存在差异，进

而代表了具有潜在临床适用性的治疗靶点［6］。OA关节

腔内白细胞介素1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子α（TNF-α）等
促炎因子与抗炎因子的失衡，直接加速了软骨细胞外基

质的降解［7］。

外泌体（Exos）在细胞间通讯和免疫调控中发挥重

要功能，其通过细胞间通讯对受体细胞进行调控，是细

胞间重要的通讯载体［8］。间充质干细胞（MSCs）来源的

Exos可有效诱导巨噬细胞由促炎的M1型向抗炎修复

型的M2型极化，从而抑制炎症反应并促进组织修复［9］。

髌下脂肪垫间充质干细胞（IFP-MSCs）可通过关节镜微

创取材、且具有较强组织再生潜能的成体干细胞，其分

泌的外泌体（IPFP-Exos）在OA及组织修复研究中显示

出良好的免疫调节能力［10］。研究表明，Exos可显著降低

TNF-α、IL-1β等炎症因子的表达，提升IL-10、精氨酸酶1

（ARG1）等抗炎因子水平，从而改善局部炎症微环境，其

机制可能与Exos中富含的特定RNA相关（如 lncRNA 

NR_028113.1、miR-590-5p、miR-21-5p 及 miR-146a

等）［11-14］。在急性OA大鼠模型中，关节内注射IPFP-Exos

后，巨噬细胞M1/M2比例显著下降，极化向抗炎M2显

著转变［15］。Exos可以将封装的蛋白质和遗传信息传递

给受体细胞，并充当细胞之间的信息信使［16］。锚定在来自

不同细胞来源的 Exos 上的表面分子各不相同，这赋

予它们对特定受体细胞的选择性。表面工程旨在增加患

病部位Exos的局部浓度，最大限度地提高治疗效果［17］。

叶酸（FA）作为一种水溶性维生素B族成员，近年

来也被发现具有显著的免疫调节功能。FA可通过抑制

MAPKs和NF-κB通路，减轻LPS诱导的巨噬细胞炎症

反应，抑制M1巨噬细胞极化［18， 19］，而其缺乏将导致单核

细胞-巨噬细胞谱系中的促炎信号增强［20］。研究表明，

巨噬细胞对FA的摄取与其表型密切相关，M2型巨噬细

胞普遍高表达叶酸受体β（FR-β），进一步增强了其对叶

酸信号的响应能力［21］。Jin等［22］以FA为原料制作碳点，

通过NF-κB/MAPK通路和巨噬细胞重编程保护软骨细

胞，减轻骨关节炎。

既往研究表明，MSCs-Exos通过调控巨噬细胞极

化可有效缓解KOA炎症反应，但存在对于炎症部位的

靶向性不足、细胞摄取率较低等问题，显著影响了体内

治疗的稳定性和有效性［23-26］。本研究基于FR在巨噬细

胞表面高表达的特性，创新性的利用FA对 IPFP-Exos

进行修饰，构建靶向递送系统，旨在提高Exos在细胞水

平的摄取效率并增强其免疫调节功能。系统比较 IPFP-

Exos与FA-Exos对巨噬细胞M1/M2型极化的调控效果

差异，多维度评估FA-Exos在改善KOA炎症微环境中

的独特优势，为开发新型KOA靶向治疗策略提供实验

依据。

1  资料和方法

1.1  实验材料

RAW264.7巨噬细胞；PBS（武汉赛维尔生物科技

有限公司）；MEM-α培养基、DMEM培养基、胎牛血清、

0.25% 胰蛋白酶（Gibco）；脂多糖（LPS，Sigma）；叶酸

（MCE）；PKH67荧光染料、Phalloidin、DAPI（上海碧云

天生物技术有限公司）；TRIzol（Thermo）；逆转录试剂盒

（TaKaRa）；SYBR Green（上海翌圣生物科技股份有限

公司）；IL-1β、IL-6、TNF-α ELISA试剂盒（泉州市睿信

生物科技有限公司）；CD206、iNOS 兔单克隆抗体

（Abcam）；CD9、CD81兔单克隆抗体（武汉三鹰生物技

术有限公司）；超速离心机（Thermo）；倒置显微镜

（Leica）；透射电子显微镜（TEM）；纳米颗粒跟踪分析仪

（BeNano 90 Zeta）；荧光定量PCR仪；Western blot电泳

及转膜系统；化学发光成像系统；酶标仪；流式细胞仪；

激光共聚焦显微镜（Leica）。

1.2  研究对象和方法

1.2.1  髌下脂肪垫（IPFP）的来源   有8例患者均来自内

蒙古自治区人民医院骨科中心（运动医学中心），纳入标

准：年龄在 20~50岁；非骨性关节炎患者；无传染病病

史；行关节镜手术；了解本次研究内容并签署知情同意

书。排除标准：伴有系统性炎症性关节疾病；恶性肿瘤

患者；伴有糖尿病、严重代谢性疾病；髌下脂肪垫组织量

不足或严重纤维化、钙化患者。本研究方案经内蒙古自

治区人民医院伦理委员会审核通过（伦理批号：SC-07/

01KT2024008）。

1.2.2  髌下脂肪垫间充质干细胞（IPFP-MSCs）的提取   

用0.1%的 I型胶原酶于37 ℃下消化1 h，将消化后的悬

浮液通过70 μm细胞过滤器，300 g离心10 min后，用含

10%胎牛血清的MEM-α培养基重悬，并接种于10 cm

皿中，置于37 ℃、5%CO2细胞培养箱中培养，每2~3 d更

换培养基。

1.2.3  IPFP-Exos的提取   采用超速离心法提取Exos，

首先在 4 ℃条件下以 300×g 离心 10 min 去除细胞及

细胞碎片，保留上清液；随后将上清液以 2000×g离心

10 min去除死细胞及细胞碎片，再次保留上清；接着以

10 000×g离心30 min进一步去除细胞碎片，取上清液

通过0.22 μm滤膜过滤；之后将滤液以100 000×g离心

70 min获得含有杂蛋白的粗制Exos；最后弃去上清，用

PBS重悬沉淀并以100 000×g再次离心70 min，即可得

到纯度较高的Exos。整个操作过程均在无菌条件下进

行，最终获得的Exos用100 μL PBS重悬后于-80 ℃冻

存备用。对于FA-Exos，加入30 μmol/L FA处理 IPFP-

MSCs 48 h后，收集细胞上清，采用同上超速离心法提
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取FA-Exos。

1.2.4  IPFP-Exos的透射电子显微镜（TEM）观察   吸取

10 μL稀释后的 Exos样品，滴加在铜网上，使其沉淀

3 min，然后用滤纸吸去浮液。在室温下使其干燥2 min，

然后使用TEM（Hitachi-HT7700）进行成像，其操作电

压为80~120 kv。

1.2.5  IPFP-Exos的纳米颗粒跟踪分析（NTA）   将1 mL

用PBS稀释后的Exos样品缓慢注入纳米粒度及Zeta电

位分析仪（BeNano 90 Zeta）的样品池中。在标准操作

程序中选择需要的测量方式，调整各项参数进行粒径的

观测、跟踪和计算。

1.2.6  IPFP-Exos的细胞内示踪   将RAW246.7接种在

共聚焦皿中，加入PKH67标记的Exos培养12 h，去除培

养基，PBS清洗2次，加入鬼笔环肽（phalloidin）试剂染

色30 min，PBS清洗2次，4%多聚甲醛常温固定15 min，

PBS清洗2次，滴入DAPI试剂染色10 min，PBS清洗2

次，最后用共聚焦显微镜观察。

1.2.7  IPFP-Exos的BCA蛋白浓度检测   按照试剂盒说

明书配制蛋白标准品（0.5 mg/mL BSA），依次稀释成0、

0.025、0.05、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 mg/mL系列浓度标准

溶液。取1、2、4 μL待测样品加入96孔板中，用PBS缓

冲液补足至20 μL/孔，每孔加入200 μL BCA工作液（试

剂A∶试剂B=50∶1现配现用）。将96孔板置于37 ℃恒温

箱中避光孵育30 min后，立即使用酶标仪测定550 nm波

长处各孔的吸光度值。以标准品浓度为横坐标，吸光度

值为纵坐标绘制标准曲线（R²>0.99），通过线性回归方

程计算待测样品中Exos蛋白的浓度。

1.2.8  IPFP-Exos 的 Western blot 检测   将Exos与裂解

液按照1∶1比例混合后，在冰上裂解10 min，然后将样品

置于离心机中，4 ℃、12 000×g离心5 min，取上清液，在

其中加入1/4体积的蛋白上样缓冲液，将混合液在95 ℃
的金属浴加热5 min，随后在室温下冷却。将20 μg蛋白

质上样到SDS-PAGE凝胶的每个孔中，并使用Tris-甘

氨酸作为电泳缓冲液。在140V电泳1 h后，将蛋白质转

移到PVDF膜上并用5% BSA溶液封闭。随后，将膜与

相应的一抗（1∶500稀释）和二抗（1∶5000稀释）一起孵

育，并使用OdysseyV3.0图像扫描仪（Li-COR.Inc）对蛋

白质条带进行成像。

1.2.9  qRT-PCR 检测 Exos 及 FA-exos 对 RAW264.7 巨

噬细胞极化的影响   将RAW264.7细胞以5×10⁵/孔密度

接种于 6孔板，设 4组（对照组、LPS组、LPS+Exos组、

LPS+FA-Exos组），每组 3复孔。常规高糖培养基（含

5% FBS）培养24 h后，分别更换为含100 ng/mL LPS及

其与100 μg/mL Exos或100 μg/mL FA-Exos组合的培

养基，继续培养12 h。采用Trizol法提取细胞RNA，测

定纯度（A260/280>1.8）后反转录为 cDNA。qPCR反应条

件：95 ℃预变性2 min；40个循环（95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，

72 ℃ 30 s）。以GAPDH为内参，2-ΔΔCt法计算基因相对表

达量。实验独立重复3次，引物由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成（表1）。。

1.2.10  ELISA实验检测Exos及FA-Exos对RAW264.7

巨噬细胞极化的影响   分组与干预方法同1.2.7。将试

剂盒提供的标准品原液用标准品稀释液进行梯度稀释，

制备 0、20、40、80、160、320、640 pg/mL 系列浓度标准

品；在预包被抗体的 96孔酶标板中设置空白孔（加入

50 μL标准品稀释液）、标准孔（加入50 μL各浓度标准

品）和待测样品孔（加入40 μL样品稀释液及10 μL待测

样本，实现1∶5稀释），封板后37 ℃孵育30 min；孵育结

束后弃去反应液，每孔加入300 μL 1×洗涤液（浓缩洗涤

液用去离子水按1∶30稀释），静置30 s后弃去，重复洗涤

5次并在吸水纸上拍干；除空白孔外，每孔加入 50 μL 

HRP标记的检测抗体，37 ℃孵育30 min后重复上述洗

涤步骤；最后每孔加入50 μL终止液终止反应，立即用

酶标仪在450 nm波长处测定各孔吸光度值，代入标准

曲线计算结果。

1.2.11  流式细胞术检测Exos及FA-exos对RAW264.7

巨噬细胞极化的影响   分组与干预方法同1.2.7。收集

处理后的RAW264.7巨噬细胞，首先进行Fc受体阻断，

表1　qRT- PCR对差异表达miRNA的引物序列
Tab.1　　Primer sequence for qRT-PCR

Gene

ARG1

MRC1

TNF-α

IL-1β

NOS2

IL-6

GADPH

Forward (5′-3′)

CCACAGTCTGGCAGTTGGAAG

GGCTGATTACGAGCAGTGGA

GCCTCTTCTCATTCCTGCTTGTGG

TCGCAGCAGCACATCAACAAGAG

ACTCAGCCAAGCCCTCACCTAC

CTTCTTGGGACTGATGCTGGTGAC

GGCAAGTTCAACGGCACAG

Reverse (5′-3′)

GGTTGTCAGGGGAGTGTTGATG

CATCACTCCAGGTGAACCCC

GTGGTTTGTGAGTGTGAGGGTCT

AGGTCCACGGGAAAGACACAGG

TCCAATCTCTGCCTATCCGTCTCG

AGGTCTGTTGGGAGTGGTATCCTC

CGCCAGTAGACTCCACGACAT
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每份样品加入200 μL PBS和1 μL Fc阻断抗体，4 ℃避

光孵育 15 min；随后进行 CD86 表面标记，每份样品

加入 100 μL PBS和 0.5 μL CD86抗体，4 ℃避光孵育

30 min；接着进行细胞固定和破膜处理，加入250 μL固

定液 4 ℃固定 40 min后，用破膜液洗涤（350 g，4 ℃离

心 6 min）；然后进行CD206胞内染色，每份样品加入

100 μL PBS和0.5 μL CD206抗体，4 ℃避光孵育40 min；

染色完成后用 2 mL 1×Perm/Wash缓冲液洗涤（350 g，

4 ℃离心6 min），最后用300 μL PBS重悬细胞并转移至

流式管中，上机检测。

1.2.12  免疫荧光染色检测 RAW264.7 巨噬细胞 iNOS

与CD206的蛋白表达   细胞固定后用0.1% TritonX-100

通透10 min，用5% BSA封闭1 h，然后与一抗（1∶200稀

释）在4 ℃下孵育过夜。第2天，清洗3次后，将切片与山羊

抗兔 IgG H&L（AlexaFluor®555，Abcam； AlexaFluor®

488，Abcam）二抗（1∶1000稀释）孵育1 h后，PBS清洗3

次，加入DAPI染色10 min后，PBS清洗3次，共聚焦显

微镜下进行观察拍摄。

1.3  统计学分析

采用GraphPad Prism 10.0软件进行统计分析。实

验数据以均数±标准差表示。两组间比较采用双侧

Student's t检验，多组间比较采用单因素或双因素方差

分析。P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  IPFP-MSCs的鉴定 

用流式细胞仪对所提取出的 IPFP-MSCs（P3）进行

干细胞表面标志物的鉴定，结果显示所提取的细胞

CD90、CD105和CD73表达阳性，而CD11b、HLA-DR、

CD34、CD45及CD19表达阴性。证实所提取的细胞

为间充质干细胞而非造血干细胞（图 1A~H）。IPFP-

MSCs在光学显微镜下呈典型的长梭状形态（图1I）

2.2  IPFP-Exos的鉴定 

        采用 TEM、NTA 及 Western blotting 对纯化的 

IPFP-Exos 进行鉴定。TEM结果显示，IPFP-Exos呈典

型杯状形态（图2A），符合Exos的超微结构特征。NTA

分析表明，囊泡平均粒径（图2B）处于Exos的特征性粒

径范围（30~150 nm），提示分布均一。Western blotting

A

D

CB

E

HG

F

I

图1　IPFP-MSCs流式细胞术鉴定(A-H)及光学显微镜镜下图像(I)
Fig.1　Identification of infrapatellar fat pad mesenchymal stem cells (IPFP-MSCs) by flow cytometry (A-H) and 
under optical microscope (I).
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检测显示，IPFP-Exos 高表达 Exos 标志蛋白 CD9 及

CD81（图 3C）。本研究成功从 IPFPs上清液中分离出

IPFP-Exos。

2.3  RAW264.7巨噬细胞摄取IPFP-Exos 

        共聚焦显微镜下观察，PKH67标记的Exos可以被

Phalloidin标记的RAW264.7巨噬细胞内吞，主要位于

细胞胞质内，分布在DAPI标记的蓝色核周围，结果显示

IPFP-Exos可被巨噬细胞有效摄取（图3D）。

2.4  qRT-PCR检测RAW264.7巨噬细胞极化的效果 

与对照组相比，LPS刺激显著上调促炎因子 IL-1β、
IL-6、TNF-α和NOS2的mRNA表达水平（P<0.0001）；

而LPS+Exos组这些因子的表达量较LPS组显著降低

（P<0.0001），其中LPS+FA-Exos组的表达水平进一步

下降，接近对照组水平（图A~D）。同时，LPS刺激虽使

抗炎标志物ARG1和MRC1的mRNA表达呈现下降趋

势，但差异无统计学意义（P>0.05）；与 LPS 组相比，

LPS+Exos 组 ARG1 和 MRC1 的表达显著升高（P<

0.0001；P=0.0015），且 LPS+FA-Exos组的表达水平较

LPS+Exos组进一步提高（P<0.0001，图E、F）。

2.5  ELISA检测细胞上清相关炎症因子的表达 

        与对照组相比，LPS显著促进了RAW264.7细胞上

清中IL-1β、IL-6和TNF-α的分泌（P<0.0001，图4A~C）。

在LPS刺激下，给予Exos处理可明显下调上述炎症因

子的水平（P<0.0001），而给予FA-Exos处理后，炎症因子

水平进一步显著下降。其中，LPS+FA-Exos组的IL-1β、
IL-6和TNF-α水平均显著低于LPS+Exos组（P<0.0001），

接近正常对照组水平。

2.6  流式细胞术检测RAW264.7巨噬细胞极化的效果

         检测CD86和CD206的表达，以评估不同处理对

RAW264.7巨噬细胞极化的影响。结果显示，LPS显著

提高了CD86阳性细胞的比例，提示M1型巨噬细胞比

例升高（P<0.0001，图A、B），同时CD206阳性细胞比例

显著下降（P=0.0388，图A、C），CD206/CD86比值也显

著降低（P<0.0001，图D）。与LPS组相比，LPS+Exos处

理组的CD86阳性细胞比例显著下降，CD206阳性细

胞比例显著升高（P<0.0001），CD206/CD86比值也相应

提高（P=0.0002，图 B~D）。而在 LPS+FA-Exos 组中，

CD86阳性细胞比例进一步下降，CD206阳性细胞比例

和CD206/CD86比值进一步显著升高。

2.7  免疫荧光检测RAW264.7巨噬细胞 iNOS与CD206

蛋白表达   

        LPS 组 iNOS 阳性细胞比例显著高于对照组，而

Exos和FA-Exos均可明显降低LPS引起的 iNOS的高

表达（P<0.0001），且LPS+FA-Exos组 iNOS阳性细胞比

例较LPS+Exos组进一步降低（P=0.0478，图A、B）。同

时，CD206的荧光强度在LPS组较对照组降低，但差异

无统计学意义（P=0.4326>0.05），LPS+Exos组和LPS+

FA-Exos 组 CD206 表达水平明显增强（P=0.0050；P=

0.0003），且 LPS+FA-Exos 组 CD206 荧光强度高于

LPS+Exos组呈现升高的趋势，但差异无统计学意义

（P=0.0950>0.05，图C、D）。
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图2　IPFP-Exos的鉴定及其在RAW264.7巨噬细胞中的分布
Fig. 2　Identification of exosomes from IPFP-MSCs (IPFP-Exos) and its distribution in RAW264.7 macrophages. A: TEM 
observation showing cup-shaped IPFP-Exos. B: NTA showing homogenous diameter of the vesicles. C: Positive expression of 
surface markers CD9 and CD81 on IPFP-Exos; D: Confocal microscopy for observing distribution of IPFP-Exos in RAW264.7 
macrophages.
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3  讨论

KOA的病理过程中，炎症反应始终贯穿疾病的始

终，低度慢性炎症状态被认为是疾病进展的核心驱动因

素，巨噬细胞极化失衡是导致关节炎症微环境恶化的关

键环节［27， 28］。根据活化状态的不同，巨噬细胞可分为促

炎型的M1型和抗炎型的M2型。M1型巨噬细胞通过

分泌 IL-1β、TNF-α、IL-6等促炎因子激活NF-κB信号通

路，促进基质金属蛋白酶和蛋白聚糖酶的表达，加速软

骨细胞外基质降解［29］。相反，M2型巨噬细胞则通过分

泌 IL-10、TGF-β等抗炎因子，上调组织抑制剂金属蛋白

酶的表达，发挥抗炎和组织修复作用［30］。在KOA患者

滑膜组织中，M1/M2型巨噬细胞比例显著失衡，这种极

化状态直接影响关节组织的破坏与修复平衡［31， 32］。

IPFP 作为关节腔内特殊的脂肪组织，其来源的

IPFP-MSCs具有独特的免疫调节特性，较其他来源的

MSCs表现出更强的软骨保护作用和抗炎能力［33］。其机

制可能与 IPFP特殊的解剖位置和微环境有关，使 IPFP-

MSCs 能够适应关节腔的低氧和机械应力环境［34］。
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图3　IL-1β、IL-6、TNF-α、NOS2、ARG1和MRC1的mRNA表达水平
Fig.3　Changes in the mRNA expression levels of IL-1β (A), IL-6 (B), TNF-α (C), NOS2(D), ARG1 (E) and MRC1 (F) (n=3). 
**P<0.01, ****P<0.0001 vs LPS group.
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图4　ELISA检测细胞上清IL-1β、IL-6和TNF-α的表达
Fig.4　Results of ELISA for detecting expression levels of IL-1β (A), IL-6 (B) and TNF-α (C) in the cell supernatant (n=5). 
****P<0.0001 vs LPS group.
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Exos作为细胞间信息传递的新型介质，在炎症性疾病

调控中显示出重要作用。IPFP-Exos富含miR-100-5p

等功能性miRNA，可通过调控mTOR、PI3K/AKT等信

号通路缓解KOA［35， 36］，但天然Exos存在靶向性差等局

限性［37］。

尽管已有多种Exos靶向化策略被报道，包括通过

基因工程使供体细胞表达融合蛋白，以及通过膜化学修

饰（如配体偶联、click化学、脂质插入等）引入靶向配体，

这些方法在OA中显示出一定的靶向效果与治疗潜力，

但仍存在操作复杂、表达水平难以控制、可能破坏Exos

天然膜结构以及潜在免疫原性增强等问题［38-40］。现有 

FA 修饰一般用于肿瘤细胞或肿瘤微环境，在一项肿瘤

微环境调控中研究中，Feng等［41］将表达透明质酸酶的

Exos与FA自组装，能够降解高分子透明质酸，改善肿瘤

基质的渗透性，并调节免疫微环境，增强化疗药物的肿

瘤穿透与抑制肿瘤细胞转移。

本研究利用FA修饰 IPFP-Exos针对KOA炎症微

环境。一方面，FR在炎症状态下，尤其是在M2型巨噬

细胞和滑膜炎症组织中呈高表达，为靶向提供了天然的

受体基础；我们采用pre-isolation策略，即通过在供体细

胞培养过程中加入FA，使分泌出的Exos天然带有FA修

饰。这种方式避免了复杂的基因工程操作，降低了潜在

安全风险，同时在保持Exos膜完整性的前提下增强了

其靶向性。实验结果进一步证实，FA-Exos能够更有效

地被巨噬细胞摄取，促进其向 M2 型极化（表现为

CD206阳性细胞比例显著增加），并显著抑制M1型标

志物 iNOS的表达。ELISA结果显示，FA-Exos处理组

IL-1β、IL-6和TNF-α的水平明显低于未修饰Exos组；

流式细胞术亦提示FA-Exos组CD206/CD86比值显著

升高。这些结果表明，FA-Exos通过优化巨噬细胞极化

状态，有效改善了KOA的炎症微环境。综上，FA-Exos

在靶向性、免疫调控效能以及工艺可重复性和临床转化

潜力方面均优于传统的工程化修饰策略，为 KOA的

Exos治疗提供了一种更具可行性的新思路。

本研究首次系统评估了FA-Exos对KOA炎症微环

境的改善作用，为开发基于Exos的靶向治疗策略提供

了实验依据。FA-Exos促进M2型极化同时抑制M1型

极化的双重调控作用，使其成为潜在的KOA治疗新选

择。人体内微环境的复杂性将会对Exos的实际疗效产

生影响，我们将在未来研究进一步探索FA-Exos在动物

模型中的治疗效果，并与其他治疗手段联合应用，为

KOA炎症微环境靶向治疗的开发奠定基础。
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图5　流式细胞术检测RAW264.7巨噬细胞CD86和CD206的表达
Fig.5　Expressions of CD86 and CD206 in RAW264.7 macrophages incubated with the exosomes detected by flow cytometry. A: 
Two-dimensional density maps of flow cytometry showing the expression of M1-type marker CD86 and M2-type marker 
CD206 in different  groups. B: Bar chart of the percentage of CD86-positive cells in different groups. C: Bar chart of the 
percentage of CD206-positive cells in different groups. D: The ratio of CD206/CD86 in different groups. (n=4/5). ***P<0.001, 
****P<0.0001 vs LPS group.
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图6　RAW264.7巨噬细胞 iNOS与CD206免疫荧光染色
Fig. 6　Immunofluorescence staining of iNOS and CD206 in RAW264.7 macrophages incubated with the exosomes. A: 
Expression of iNOS in RAW264.7 cells in different treatment groups. B: Statistical analysis of the proportion of iNOS-
positive cells in each group. C: Expression of CD206 in RAW264.7 cells in different groups. D: Statistical analysis of the 
fluorescence intensity of CD206 in each group (n=3). **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001 vs LPS group.
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