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免疫调节在骨组织愈合中的研究进展*
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  [摘要] 当骨组织遭受创伤或植入骨替代材料后,不可避免地会引发组织内不同程度的免疫炎性反应。
骨愈合微环境中炎症的发生、调控、转归对骨组织最终修复效果起着关键作用。骨微环境中的免疫细胞是机体

先天性固有免疫反应的重要参与者,在局部微环境中对免疫细胞的主动、精确调控有利于急性炎症控制和协调

成骨与破骨过程实现最佳的组织修复与再生效果。该文就骨愈合过程中微环境内参与固有免疫反应的主要免

疫细胞(巨噬细胞、中性粒细胞、T细胞)的调控作用及其对成骨的影响进行综述。
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  [Abstract] When

 

biomaterials
 

were
 

implanted
 

for
 

bone
 

defects
 

or
 

bones
 

suffered
 

from
 

injury,different
 

immune
 

inflammatory
 

responses
 

will
 

be
 

triggered
 

in
 

tissue
 

healing
 

progress
 

inevitably.The
 

occurrence,regula-
tion

 

and
 

outcome
 

of
 

inflammation
 

in
 

the
 

bone
 

healing
 

microenvironment
 

play
 

a
 

key
 

role
 

on
 

the
 

final
 

repair
 

effect
 

of
 

bone
 

tissue.Immune
 

cells
 

in
 

the
 

bone
 

microenvironment
 

are
 

important
 

participants
 

in
 

the
 

body's
 

in-
nate

 

immune
 

response.Active
 

and
 

precise
 

regulation
 

of
 

immune
 

cells
 

in
 

the
 

local
 

microenvironment
 

is
 

condu-
cive

 

to
 

acute
 

inflammation
 

control
 

and
 

coordination
 

of
 

the
 

process
 

of
 

bone
 

formation
 

and
 

osteoclasts
 

to
 

achieve
 

the
 

best
 

tissue
 

repair
 

and
 

regeneration
 

effects.This
 

article
 

reviews
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

main
 

immune
 

cells
 

(macrophages,neutrophils
 

and
 

T
 

cells)
 

involved
 

in
 

the
 

innate
 

immune
 

response
 

in
 

the
 

microenvironment
 

dur-
ing

 

bone
 

healing
 

and
 

their
 

effects
 

on
 

bone
 

formation.
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  创伤、感染、肿瘤、先天畸形等疾病会引起不同程

度的骨损伤或缺损[1],对于较大范围的骨缺损主要采

用骨移植修复。而自体骨移植因其突出的骨传导性、
骨诱导性、成骨特性和低免疫原性被认为是治疗骨缺

损的“金标准”。但自体骨移植存在着供骨部位二次

创伤、术后并发症、可获取的骨组织有限和移植骨吸

收过快等不足[2]。目前,随着骨组织工程的深入研

究,具有良好生物相容性的骨替代材料逐渐取代了以

往的自体骨,进而减少或避免了自体骨移植术后风险

及 同 种 异 体 骨 移 植 带 来 的 免 疫 原 性 和 疾 病 传 播

风险[3]。
免疫细胞在骨愈合过程中扮演重要作用。骨损

伤后,首先进入骨微环境中的炎性细胞为免疫细胞,
如中性粒细胞、巨噬细胞、T 细胞、自然杀伤细 胞

(NK)、树突状细胞(DC)。在早期炎症微环境中免疫

细胞通过释放多种细胞因子、趋化因子吸引各类细胞

进入骨损伤区参与炎性反应,同时募集骨组织内骨髓

间充质干细胞(BMSC)并调控其增殖、分化或凋亡。
研究发现,成骨和破骨过程与免疫细胞间会通过两者

共有的调节通路[如核因子κ
 

B受体活化因子配体

(RANKL)/核因子κ
 

B受体活化因子(RANK)/骨保

护素(OPG)、1-磷酸鞘氨醇(S1P)/鞘氨醇1磷酸酯受

体1(S1PR1)]相互影响,此现象被称为骨免疫调节效

应。骨免疫调节效应概论的提出,既强调了在骨形成

过程中宿主对移植物的免疫反应,也强调了免疫细胞

在骨修复过程中的关键调节作用,为骨愈合营造了一

个有利的免疫微环境。本文就免疫细胞在骨愈合过

程中的炎症调节作用和骨微环境中相关骨形成细胞
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的生物学作用进行综述,为临床治疗中构建具有局部

免疫调节作用的骨替代材料提供新的设计思路和

方法。
1 免疫细胞参与早期炎性反应

  免疫调节在骨愈合过程中发挥关键作用,特别是

在早期炎症阶段[4]。血肿形成和炎性反应是实现骨

愈合的第一步[5]。骨髓内含有大量造血干细胞和

BMSC,前者可分化为巨噬细胞、中性粒细胞和破骨细

胞等,后者是成骨细胞的前体细胞,两种干细胞共同

参与骨愈合过程,使免疫系统和骨骼系统紧密联系。
近年来随着对两个系统间相互影响的深入研究,提出

了新领域术语———骨免疫学,即骨损伤后,骨组织、骨
内膜、骨膜表面、骨髓和周围软组织中血管破裂,血液

外渗形成血肿;固有免疫系统中巨噬细胞、单核细胞、
中性粒细胞和NK细胞受血肿内血小板衍生因子、补
体片段、坏死细胞和局部组织内巨噬细胞释放的多种

危险信号的刺激发生早期募集,聚集的免疫细胞释放

多种细胞因子调控BMSC、血管内皮细胞、成纤维细

胞等组织修复细胞向损伤部位趋化及发生功能分

化[5]。对骨愈合免疫调节作用机制的不断探索,发现

BMSC-成骨细胞系和单核-巨噬细胞-破骨细胞系间存

在着复杂的调节网络[6]。骨组织遭受外界不良刺激

后,骨微环境中的单核细胞-巨噬细胞-破骨细胞通过

胞外分泌细胞因子的形式相互作用、影响。靶向调节

免疫细胞促进骨愈合和预防骨丢失成为骨组织工程

研究的热点。
2 中性粒细胞对骨愈合的调节

2.1 中性粒细胞调控早期炎性反应

中性粒细胞在组织损伤后12
 

h内进入血肿,以分

泌细胞因子的形式募集免疫细胞启动愈合级联反

应[7]。免疫细胞表达的模式识别受体与进入骨组织

内的病原体相关分子模式和危险相关分子模式相互

识别后结合启动固有免疫反应,释放促炎细胞因子产

生早期急性炎症。骨髓中的中性粒细胞进入外周血

液循环后,在ELR+趋化因子(CXC)和趋化因子受体

2(CXCR2)作用下经白细胞黏附级联反应迅速迁移到

炎症或感染部位,通过吞噬活动清除死亡细胞和细

菌,为组织重建清理坏死区域[8]。中性粒细胞吞噬细

菌和细胞碎片后形成中性粒细胞胞外陷阱(NETs),
表达、分泌多种细胞因子和趋化因子,如白细胞介素

(IL)-1β、IL-6、IL-10、巨噬细胞炎性蛋白-1(MIP-1)和
趋化因子配体1(CXCL1)参与炎性反应,使单核细胞

向损伤或感染部位募集。中性粒细胞不但参与固有

免疫反应,还能以细胞因子旁分泌的形式直接或间接

作用于DC和淋巴细胞调控获得性免疫反应[9]。中性

粒细胞通过IL-23/IL-17/粒细胞-集落刺激因子(G-
CSF)信号轴调节其自身数目及炎性因子的表达影响

局部微环境的炎症状态。在G-CSF作用下诱导粒细

胞-单核细胞(GMP)增殖,骨髓中增殖、成熟的中性粒

细胞在G-CSF的作用下迁入愈合微环境;微环境中

的中性粒细胞分泌IL-17或以表达淋巴组织趋化因子

(CCL)2和CCL20的方式募集辅助型T细胞(Th)17
细胞间接调控IL-17的分泌,IL-17的表达增强可引

导DC细胞产生 G-CSF进入骨髓中参与IL-23/IL-
17/G-CSF信号轴正向调节循环诱导 GMP增殖;研
究发现巨噬细胞可通过分泌IL-23激活T细胞参与

此循环[10]。在持续炎症条件下,过度激活的中性粒细

胞加重组织损伤。
2.2 中性粒细胞影响骨修复

中性粒细胞除了参与启动炎性反应,还在组织修

复方面也发挥着重要作用。中性粒细胞可分泌参与

组织修复的蛋白酶如基质金属蛋白酶9(MMP9)。
MMP9是一种促进肌动蛋白、微管蛋白、膜联蛋白1
和高迁移率族蛋白B1等细胞外基质(ECM)和细胞内

基质(ICM)成分降解的消化酶[11]。MMP9的高表达

有利于清除受损细胞释放的危险相关分子模式,减轻

微环境中因损伤带来的免疫炎性反应。同时,MMP9
可激活血管内皮生长因子(VEGF)促进骨基质中血管

新生和成熟,有利于骨组织重建良好血管网。BAS-
TIAN等[12]对闭合性骨折患者不同时间段分离的血

肿内容物分析发现:中性粒细胞通过分泌富含合成纤

维连接蛋白的ECM促进骨折愈合;在伤后3~5
 

d,中
性粒细胞浓度出现明显下降;第5天血肿内才出现

BMSC,随着中性粒细胞的消退,BMSC的增多加速了

骨愈合过程。表明骨愈合过程中首先进入骨微环境

中的是中性粒细胞、巨噬细胞和淋巴细胞等免疫细

胞,而不是BMSC。KOVTUN等[13]发现Ly-6G-Ab
耗竭小鼠体内中性粒细胞导致小鼠骨愈合明显受损,
血肿内IL-1β、IL-6、IL-10等细胞因子及CXCL1和单

核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)的浓度明显升高,单核/巨

噬细胞数量明显增多。说明早期炎症阶段中性粒细

胞的抑制会造成骨愈合受损,强调了早期免疫反应程

度和中性粒细胞的募集是启动下游愈合反应形成良

好骨再生的关键。
中性粒细胞在调控成骨过程中发挥积极作用,但

在一些研究中发现当微环境中存在大量、高浓度的中

性粒细胞会导致骨愈合受损。一方面因为中性粒细

胞具有广泛的细胞毒性,可合成、释放ECM 降解酶,
如胶原酶、弹性蛋白酶等,特别是当损伤、细菌或感染

等刺激激活中性粒细胞后会引起细胞内呼吸爆发,产
生超氧阴离子、过氧化氢和次氯酸,这些高细胞毒性

的自由基经胞外释放后可导致组织损伤[14];另一方面

中性粒细胞还可合成肿瘤坏死因子-α(TNF-α)和IL-
17等多种炎性细胞因子抑制BMSC的成骨分化[15]。
TNF-α诱导成骨细胞表达RANKL,参与破骨相关信

号通路 RANKL-OPG-RANK与破骨前体细胞的表

面受体———RANK结合,诱导其向破骨细胞分化,造
成骨质破坏性吸收;IL-17增强促炎细胞因子IL-6的
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表达引发炎性反应,诱导巨噬细胞和DC分泌导致软

骨发生吸收的基质蛋白酶,同时可协同 TNF-α诱导

成骨细胞表达RANKL,增强破骨细胞活化。人中性

粒细胞与BMSC共培养,发现高浓度的中性粒细胞导

致BMSC细胞数量减少,碱性磷酸酶活性降低。意味

着大量中性粒细胞的存在可能通过抑制BMSC合成

ECM导致骨愈合受损,表明在早期炎性反应中对中

性粒细胞的调控可有效缓解急性炎症、减少促炎因子

的释放,抑制破骨细胞的活化减少炎性骨吸收促进组

织愈合[14]。
2.3 中性粒细胞清除

中性粒细胞完成抗菌功能后发生凋亡,凋亡的中

性粒细胞被骨驻留巨噬细胞和DC吞噬、清理。组织

中凋亡中性粒细胞的清除有助于炎症的消退,促进愈

合和修复。当巨噬细胞吞噬凋亡中性粒细胞后基因

会重新编排使其向 M2型极化以启动抗炎反应[16],其
特征是合成转化生长因子-β(TGF-β)和IL-10,并减少

IL-23的合成。IL-23的产生减少导致G-CSF的分泌

降低,负向反馈IL-23/IL-17/G-CSF轴减少外周血循

环的中性粒细胞数量。中性粒细胞体内生存时间较

短,若中性粒细胞死亡后不能被具有吞噬功能的巨噬

细胞及时清理,大量堆积的凋亡细胞会扩大中性粒细

胞募集信号,导致促炎信号高表达,使局部成纤维细

胞增殖、上皮细胞增生形成纤维结缔组织导致骨愈合

不连,甚至发生继发性坏死[10,17]。
3 巨噬细胞的双重调节作用

3.1 巨噬细胞极化调控组织修复

中性粒细胞分泌的IL-6和CCL2招募单核/巨噬

细胞到损伤部位,巨噬细胞是一类具有可塑性的先天

免疫细胞,在清除坏死/凋亡细胞和入侵的病原体方

面起着关键作用,促进炎症消退、组织稳态平衡和损

伤修复。巨噬细胞在炎性反应中的表型可随微环境

的变化而发生适应性极化,参与调控下游骨愈合反

应。巨噬细胞主要分为 M1和 M2表型,M1型巨噬

细胞分泌一氧化氮、活性氧、IL-6、IL-12、IL-18、TNF-
α、IL-1β和γ-干扰素(IFN-γ)等炎性因子,诱导局部炎

性反应和促进单核细胞向多核破骨细胞的分化造成

骨组织炎性吸收,骨量丢失;M2型巨噬细胞释放骨形

态发生蛋白(BMP)-2、BMP-4、VEGF和TGF-β等细

胞因子促进BMSC的募集、成骨向分化、血管成熟和

基质沉积[18],同时增强抗炎因子IL-4、IL-10的表达

促进 炎 症 消 退 和 组 织 重 建;高 表 达 的IL-4 通 过

STAT6通路上调OPG的表达抑制RANKL形成,减
轻骨质破坏、促进新骨形成[19]。

损伤后3~7
 

d急性炎症逐渐消退,血肿机化形成

肉芽组织,肉芽组织内浸润的大量BMSC在BMP-2、
TGF-β等细胞因子的作用下成骨分化为成骨细胞,分
泌ECM并逐渐矿化;周围血管内皮细胞在重组人血

小板衍生生长因子-BB和 VEGF细胞因子诱导下迁

入尚未矿化的细胞外胶原基质中形成新生血管,为骨

组织重建血运、促进骨修复[18]。M1巨噬细胞促进

BMSC迁移,而 M2巨噬细胞明显增加BMSC活性、
增殖和成骨分化,适当的 M1/M2比例有利于骨形成。
当 M1/M2极化平衡出现失调时,过度的 M2型极化

会引起慢性炎性反应,甚至缺损区被纤维组织包裹,
造成骨愈合不连;M1向过度极化将导致炎性反应延

长,造成骨组织迁延不愈或不愈合。免疫微环境中巨

噬细胞精确极化对良好的骨整合至关重要。缺乏巨

噬细胞的小鼠会出现骨骼生长迟缓、骨痂形成较小、
基质矿化减少,骨缺损区内新形成纤维组织增多,在
骨愈合过程中巨噬细胞对BMSC的调控充当着关键

作用[20]。
3.2 NACHT、LRR和PYD结构域蛋白3(NLRP3)
炎性小体对骨愈合的影响

NLRP3炎性小体由NLRP3、ASC和含半胱氨酸

的天冬氨酸蛋白水解酶(caspase)-1这3个部分组成,
在先天免疫系统中起重要作用。NLRP3炎性小体活

化是宿主抵御组织损伤和病原体入侵的第一道防线。
NLRP3主要表达于巨噬细胞的细胞质中,但激活的

NLRP3炎性小体通常存在于 M1巨噬细胞。当受体

NLRP3识别病原体相关分子模式或危险相关分子模

式,NLRP3与ASC结合激活caspase-1的活化,促进

pro-IL-1β和pro-IL-18的成熟和分泌。LATZ等[21]

阐述NLRP3炎性小体不仅激活IL-1β的分泌,还促

进了其他免疫细胞的募集。依赖于 NLRP3的IL-1β
的分泌将诱导巨噬细胞极化为致炎表型(M1),并放

大Th1和Th17应答,从而构成连接先天性和获得性

免疫应答的正反馈环路。
炎性小体是促炎细胞因子分泌的关键调节因子,

NLRP3炎性小体在多种疾病过程中发挥了关键作

用,包括2型糖尿病、阿尔兹海默症和动脉粥样硬化

症等。NLRP3炎性小体作为炎性反应的核心,逐渐

成为各种炎症性疾病治疗的新靶点。巨噬细胞中

NLRP3 炎 性 小 体 活 化 将 产 生 大 量 IL-1β 促 进

RANKL诱导破骨细胞分化,IL-1β参与多种炎症相

关代谢性疾病、增龄和病理性骨质破坏[22]。最近几年

人们将巨噬细胞内炎性小体的活化与骨重建之间的

关系进行了研究。ZANG等[23]在 NLRP3炎性小体

活化与增龄性牙槽骨丢失的研究中发现:NLRP3炎

性小体的抑制可以防止或减少骨量的丢失,其机制可

能为巨噬细胞中NLRP3炎性小体的缺乏导致破骨细

胞生成减少,减轻了增龄性牙槽骨丢失。在对牙根炎

性吸收发生机制的研究中发现,过大的正畸力将促进

压力侧牙槽骨及牙周膜内 M1
 

巨噬细胞极化,激活

NLRP3炎性小体导致IL-β分泌增加,引发牙根的炎

性吸收[24]。对巨噬细胞中 NLRP3/caspase-1/IL-1β
机制的研究,为以后靶向治疗及预防骨吸收提供了新

的免疫调节方向。
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4 T细胞介导骨愈合

  缺乏淋巴细胞的小鼠可能出现骨折愈合延迟或

加速愈合两种相反现象[25],不同亚群的T细胞在骨

修复中发挥各自的功能,其中CD8+T延缓骨折愈合。
活化的T细胞增强RANKL、IFN-γ、TNF-α和 OPG
的表达,RANKL通过 RANK-RANKL信号途径诱

导破骨细胞分化,促进骨吸收;IFN-γ诱导Runx2下

调并促进TNF-α介导的BMSC凋亡;TNF-α可抑制

BMSC中NF-κB信号,将IFN-γ激活的非凋亡Fas转

化为caspase-8/3相关的凋亡信号,导致 BMSC凋

亡[26]。PACIFICI[27]指出缺乏淋巴细胞的 RAG-/-

小鼠因微环境中较低的促炎细胞因子浓度加速骨再

生。在γσT细胞受体TCR基因敲除小鼠中发现,骨
折处产生的炎性细胞因子IL-2、IFN-γ、IL-6水平明显

降低,Ⅱ型胶原蛋白、BSP和BMP-2相关成骨基因表

达增加,说明当T细胞缺乏时,小鼠机体低炎性反应

有利于骨愈合[28]。
CD4+T细胞可分化为多种亚型的T细胞,根据

抗原呈 递 细 胞(APC)上 主 要 组 织 相 容 性 复 合 体

(MHC)Ⅱ类分子呈递给它们的多肽的不同,可以分

化为Th1、Th2和Th17亚群。Th1细胞的分化受IL-
2、IL-12和IFN-γ的诱导,其主要效应细胞因子是

IFN-γ和TNF-α,Th1细胞募集巨噬细胞和诱导B细

胞产生IgG;Th2细胞由IL-4诱导分化,其主要效应

细胞因子为IL-4、IL-5和IL-13。Th2细胞招募嗜酸

性粒细胞、嗜碱性粒细胞和肥大细胞及介导B细胞产

生IgE和IgG[29]。Th17细胞是T辅助细胞发育的独

特类型,在急性炎症早期,Th17细胞可在中性粒细胞

释放的趋化因子CCL2和CCL20作用下向骨愈合区

域募集,大量募集的Th17使机体获得性免疫反应加

强,活化的Th17细胞表达IL-17激活DC细胞释放

G-CSF诱导大量中性粒细胞聚集,造成持续性炎性反

应,影响BMSC募集及成骨分化,最终导致骨愈合延

迟或损伤。DIXIT等[30]使用抗IL-17治疗雌性小鼠

骨质疏松发现,抗IL-17治疗具有抑制破骨细胞活性、
促进成骨细胞的增殖和分化、逆转免疫细胞衰老导致

的炎性反应的效果,对卵巢切除小鼠骨量减少有保护

作用。对骨微环境中炎性因子IL-17的靶向治疗可以

促进新骨再生、增强成骨标志物的表达、降低损伤部

位的氧化应激。
5 小  结

  骨愈合是免疫系统和骨组织相互耦联、调控的复

杂生物学过程,早期炎性反应是它们之间发生联系的

纽带。损伤或感染激活固有免疫反应、大量免疫细胞

迁入微环境启动骨愈合级联反应。中性粒细胞作为

最早出现的免疫细胞,不仅参与急性炎症的调节,还
通过释放IL-6和CCL2募集巨噬细胞,微环境中募集

的巨噬细胞通过表型间的转化实现从血管的新生到

成熟、从早期的促炎状态到后期愈合阶段的转变;同

时 M1型巨噬细胞以分泌细胞因子的形式调控淋巴

细胞的活化,诱导更多的趋化因子招募循环系统中性

粒细胞的聚集,加重炎性反应影响骨愈合。对骨愈合

过程中免疫细胞间协同或拮抗作用的不断深入研究

有希望成为骨免疫学领域中的一个具有巨大发展潜

力的研究方向。通过深入认识免疫细胞在骨再生中

的生物学意义,可为今后研发具有免疫调节能力的骨

替代材料提供了更好的靶向治疗思路,以促进骨形

成,实现早期和长期稳定的骨愈合,提高植入材料的

成功率及骨再生率。
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