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摘要 骨组织工程支架植入人体时,往往引发一系列不同程度的炎症影响骨修复治疗效果。目前,临床上通

常考虑在支架上负载各种生物活性因子(包括各种小分子药物、细胞因子等)来改善这个问题,但是这一方法

除了存在不可控性外,还会因为剂量问题在人体中引发耐药性、毒性等副反应的发生,增加治疗成本,降低骨

再生效果。本文综述了近年来结合近红外光、电、磁、超声等外源性刺激时空调控免疫微环境促进骨再生的

研究现状,分析了其目前存在的问题与不足,并对未来的研究和临床应用提出了展望。
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Abstract Bone
 

tissue
 

engineering
 

scaffolds,
 

when
 

implanted
 

in
 

the
 

body,
 

often
 

trigger
 

a
 

series
 

of
 

different
 

degrees
 

of
 

inflammation
 

affecting
 

the
 

outcome
 

of
 

bone
 

repair
 

treatment.
 

At
 

present,
 

clinics
 

usually
 

consid-
er

 

loading
 

various
 

bioactive
 

factors
 

(including
 

various
 

small
 

molecule
 

drugs,
 

cytokines,
 

etc.)
 

on
 

the
 

scaf-
folds

 

to
 

improve
 

this
 

problem,
 

but
 

this
 

method,
 

in
 

addition
 

to
 

the
 

uncontrollability,
 

will
 

also
 

trigger
 

the
 

occurrence
 

of
 

resistance,
 

toxicity
 

and
 

other
 

side
 

effects
 

in
 

the
 

human
 

body
 

due
 

to
 

dosage
 

problems,
 

in-
creasing

 

the
 

cost
 

of
 

treatment
 

and
 

decreasing
 

the
 

effectiveness
 

of
 

bone
 

regeneration
 

therapy.
 

In
 

this
 

paper,
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we
 

review
 

the
 

current
 

research
 

status
 

of
 

combining
 

near-infrared
 

light,
 

electricity,
 

magnetism,
 

ultrasound
 

and
 

other
 

exogenous
 

stimulation
 

of
 

spatiotemporal
 

modulation
 

of
 

the
 

immune
 

microenvironment
 

to
 

pro-
mote

 

bone
 

regeneration
 

in
 

recent
 

years,
 

analyze
 

its
 

current
 

problems
 

and
 

shortcomings,
 

and
 

put
 

forward
 

a
 

prospect
 

for
 

the
 

future
 

research
 

and
 

clinical
 

application.
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0 引言

由于先天性缺陷、外伤、肿瘤、病毒感染等会对人体骨组织造成伤害,临床上,采用自体或异体组织、器官

图1 目前结合外源性刺激调节免疫促进骨再生的策略

Fig.
 

1 Current
 

modalities
 

for
 

modulating
 

immunity
 

for
 

bone
 

regeneration
 

in
 

combination
 

with
 

exogenous
 

stimulation

的移植仍是最有效、最主要的修复手段,但是其数量

有限且有达到临界性缺损尺寸的可能[1-2]。我国受传

统文化以及克隆技术引发的政治和伦理道德问题的

影响,器官和组织的来源更为有限。因此,发展生物

医学材料仍是解决人体组织修复材料的必要途径。
目前的骨修复材料主要包括一些生物陶瓷、金属、天
然或者合成的聚合物,其中,可降解的天然、合成的聚

合物有着好的发展前景,因为其具有避免二次手术取

出以及组织生长与降解速率可调节的优点[3]。
当骨再生材料植入体内时往往会引发不同程度

的异物反应,巨噬细胞在其中发挥重要的作用,通过

改变材料本身的性质和负载药物、细胞因子等具有一

定的疗效,但具有不可控性。结合外源性刺激可以形

成智能“开-关”时空调控免疫微环境,增加药物的利

用率,减少耐药性、毒性等副作用的发生[4-6]。近年来,随着生物医学以及科技的进步,开发了多种结合外源

性刺激,例如近红外光、电、磁、超声波等的策略(图1),可以调控骨免疫微环境,对促进骨再生具有重要的应

用前景。

1 巨噬细胞极化

巨噬细胞是免疫系统中的一个重要组成部分,存在于骨修复的所有阶段[6-7],可根据局部刺激依次改变

表型:(1)
 

经典激活的促炎型M1巨噬细胞,可分泌大量促炎介质,包括肿瘤坏死因子(TNF-α)、白细胞介素-
1β(IL-1β)、白细胞介素-6(IL-6)及诱导型一氧化氮合酶(iNOS)等,同时产生大量的活性氧(ROS),清除受损

部位的组织碎片、杀灭病原微生物并引起Th1
 

炎症反应;(2)替代激活的抑炎型M2巨噬细胞,可分泌较多

抑炎因子包括白细胞介素-10(IL-10)、转化生长因子-β(TGF-β)等,同时也产生鸟氨酸和多胺替换ROS,高
表达精氨酸酶-1(Arg-1),主导抑炎、免疫调节、组织重塑等过程。外界刺激可触发M1型巨噬细胞向M2型

转变,通过表面标志物和细胞因子的变化来区分[8-9]。

2 巨噬细胞极化以调节免疫微环境对骨再生的影响

随着骨免疫学的发展,免疫反应对骨再生的重要影响逐渐被阐释。骨组织作为一种高度分层的复合生

物组织,损伤后具有独特的自我修复能力[7]。其中,骨损伤修复启动以炎症反应为特征,由多种免疫细胞共

同参与,而巨噬细胞在这过程中有着至关重要的影响力[10]。
当材料植入时,巨噬细胞可以吞噬掉受损部位的坏死碎片、清除病原微生物,还可以在促炎递质的作用

下极化为M1型巨噬细胞,分泌细胞因子,激活破骨细胞,增加骨吸收,包裹住植入体;若及时转化为M2型

巨噬细胞,其可以分泌抗炎因子使炎症消退、阻止纤维囊的生成,使干细胞向黏附、增殖、成骨分化的方向进
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行,进入骨组织重建过程。值得注意的是,M1巨噬细胞过多,会使得炎症持续导致组织坏死,M2巨噬细胞

过多,会导致生物材料被纤维囊包裹,最后植入失败[11-12]。所以,通过控制巨噬细胞的极化表型和动态平衡

来调节骨免疫促进骨修复向有利于成骨而不是破骨生成的方向转变,是早期减轻异物反应、增加骨修复能力

的重要手段。

3 结合外源性刺激调节巨噬细胞极化以促进骨再生
 

在骨植入物的临床应用中,术后感染是导致骨修复失败的关键原因,调控骨免疫微环境已被认为在骨科

生物材料的骨整合中发挥重要作用。一系列的调节免疫微环境的方法被开发来提高骨组织的修复能力,主
要包括一些物化以及生物学修饰手段。巨噬细胞极化对于生物材料本身的性质比较敏感,改变材料本身的

性质[4]:例如表面形貌[13]、刚度[14]、孔径[15];或者直接负载IL-4、地塞米松、白芦藜醇、锶等细胞因子、小分子

药物和生物活性离子,可以改变巨噬细胞的表型和比例平衡[4-5、16-17]。然而,在体内以控制释放的方式调节

巨噬细胞表型仍然是一个挑战。这里提供了一系列远程时空可控的策略来参与调节骨免疫微环境以提升骨

再生的疗效(表1)。
 

表1 已报道的结合外源性刺激调节免疫促进骨再生的策略及其各自特点

Tab.
 

1 Reported
 

strategies
 

for
 

modulating
 

immunity
 

for
 

bone
 

regeneration
 

in
 

combination
 

with
 

exogenous
 

stimuli
 

and
 

their
 

respective
 

characteristics

策略 机理 特点 参考文献

近红外光

(NIR)
杀菌、时空调控药物释放

组织穿透深、适应性强、选择性高、耐药风险低和副作用小,但设

备昂贵以及需要精确安全范围
[18,19]

电刺激(ES)
影响离子转运、机械性能来改变

细胞功能以改变电生理微环境

设备笨重,强度过高会引发疼痛等副作用,患者依从性差,需要

探索更多的新材料、设备以及根据环境确定使用强度
[22,23]

磁刺激
主要是Fe3O4,响应磁场产生机

械力,影响细胞行为

可增强巨噬细胞粘附并促进促愈合 M2型极化表型,但目前研

究较少,所以除了要探索更多安全的磁性材料,还要对磁刺激调

节免疫促进骨再生的性能以及机理进行评估和研究

[26]

超声波(US)

引入机械能;触发压电效应,促

进药物的释放以及体内转化为

生化信号

非侵入性、穿透性和功率可调,目前主要关注低强度脉冲超声
 

(LIPUS),要确保安全性,尤其是在颅骨等修复中
[27,30,38]

3.1 结合近红外光

近红外光(
 

NIR
 

)具有组织穿透深、适应性强、选择性高、耐药风险低和副作用小等特点。常用的光热剂

包括金属纳米颗粒(如金纳米颗粒、铜纳米颗粒等)、有机分子(如卟啉、吲哚菁绿等)、碳基材料(如氧化石墨

烯、碳纳米管等)和金属硫化物(如硫化铜、二硫化钼等)[17]。作为一种新兴的治疗模式,近红外光辅助热疗

在肿瘤消融和抗菌治疗方面取得了惊人的进展。除此之外,其也已被证明可通过杀死细菌、促进药物释放和

生物材料降解,调节巨噬细胞极化,上调碱性磷酸酶(ALP)和热休克蛋白(HSPs)的表达,在骨愈合中发挥作

用并加速再生[18-20]。

Ti3C2 MXene是最近发现的一类易分散的二维纳米材料,具有良好的生物相容性、高比表面积和光热转

换能力,在生物医学领域得到了广泛的研究。Wu等[20]针对近红外光(NIR)基于海藻酸盐甲基丙烯酸酯、海
藻酸盐接枝多巴胺和聚多巴胺(PDA)功能化Ti3C2 MXene(MXene@PDA)纳米片合理设计了介导骨再生

协同免疫调节和细菌消除的可注射和光固化水凝胶(AMAD/MP)。为了评估AMAD
 

/1%MP光热水凝胶

平台对巨噬细胞极化的影响,将脂多糖(LPS)预处理的巨噬细胞RAW
 

264.7接种在不同的水凝胶样品上,
然后在42±0.5

 

℃下定期接受NIR触发的温和光热治疗(PTT),通过体外细胞实验研究巨噬细胞RAW
 

264.7的细胞行为,还通过免疫荧光染色研究巨噬细胞状态从
 

M1
 

到
 

M2
 

的转变,结果显示LPS处理的巨噬

细胞在对照组中显示出最强的iNOS(M1标记)染色的红色荧光,在AMAD/1%MP
 

+
 

NIR组中观察到

CD206(M2标记)信号的表达最显著,这说明了MXene@PDA功能化和近红外触发的轻度PTT诱导巨噬

细胞极化到M2表型的协同作用加速了骨再生。
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种植体相关感染
 

(IAIs)
 

会显著损害钛
 

(Ti)
 

种植体和骨组织之间的整合,在此,Xu等[21]采用界面功能

化策略在Ti基底上引入Fe
 

III
 

TA纳米粒子(NPs)和乙酰白芨多糖(acBSP)以获得Ti-TF-acBSP。在近红外

(NIR)照射下,Fe
 

III
 

TA
 

NPs引起的高温效应直接杀死细菌。同时,acBSP诱导巨噬细胞极化为促炎M1表

型,增强巨噬细胞的吞噬能力,激活宿主先天免疫。此外,asBSP还引导巨噬细胞分泌促成骨细胞因子,促进

骨髓间充质干细胞(BMSCs)的成骨分化。最后,体内动物实验结果证实,Ti-TF-acBSP植入物在近红外辐

射下有效消除了细菌感染,增强了促炎细胞因子的表达,并诱导成骨相关因子的产生。总之,功能化钛植入

物不仅具有直接杀菌作用,而且还具有调节巨噬细胞极化促进骨生成的作用。
以上说明,结合近红外光产生轻微的热刺激可以时空控制药物的释放,以及杀死细菌,利于巨噬细胞向

M2转型。但值得注意的是,现实中设备的安全范围需要根据使用环境进行精确探索,防止对健康组织造成

额外的损伤。另外,目前小型医院较少有适配的NIR设备,其临床应用受到了限制,未来需要进一步精确安

全范围以及降低设备成本。

图2 (a)
 

Ti
 

-
 

TF
 

-
 

acBSP基底制备过程示意图;(b)
 

NIR诱导的PTT和激活巨噬细胞

治疗细菌感染,以及免疫调节促进骨整合的示意图[21]

Fig.
 

2 (a)
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

the
 

preparation
 

process
 

of
 

Ti-TF-acBSP
 

substrate.;(b)
 

Schematic
 

diagram
 

of
 

NIR-induced
 

PTT
 

and
 

activating
 

macrophages
 

for
 

treating
 

bacterial
 

infection,
 

and
 

immune
 

regulation
 

for
 

promoting
 

osseointegration[21]

3.2 结合电刺激
 

电刺激(electrical
 

stimulation,ES
 

)可以通过影响离子转运、自由基变化、机械性能来改变细胞功能以改

变电生理微环境,增强干细胞募集和原位组织修复[22-24],已被广泛应用于骨折修复、神经再生、心肌梗死等

临床应用。Mao等[24]采用两步烧结法制备了压电BaTiO3/β-TCP(BTCP)陶瓷,并通过极化建立了不同的

表面电荷。结果表明,具有正表面电荷(BTCP+)的极化BTCP陶瓷显著抑制巨噬细胞的M1极化,影响巨

噬细胞中M1标志物的表达和促炎细胞因子的分泌,增强BMSCs的成骨分化。该结果表明正表面电荷可以

调节骨免疫调节特性,并将免疫微环境转变为有利于成骨的微环境(图3),提供了一种通过电信号制备压电

生物材料来协同调节细胞免疫和成骨功能并增强骨再生的代替方法。Tang等[25]受天然骨组织内源性电场
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的启发,通过静电纺丝制备了模拟细胞外基质(ECM)结构具有良好电活性的纤维状苯胺三聚体(AT)基聚

氨酯(FPAT)膜,以恢复电生理微环境并调节位点特异性细胞的行为,以促进成骨。通过RT-qPCR检测

LPS刺激24
 

h后巨噬细胞极化相关基因的表达,AT基膜中M1相关基因(
 

iNOS、IL-1β、TNF-α)显著下调,

M2相关基因(
 

CD206和Arg-1)显著上调。这些结果表明,电活性FPAT膜可以有效地调节巨噬细胞从

M1型向M2型的转化。
已知表面电荷对巨噬细胞和BMSCs的具有调控作用,但现实治疗过程中,成骨环境多变,例如糖尿病

中成骨作用下的免疫反应[26],另外,给电设备通常较为笨重,且强度过高还会因为痛感,致使患者依从性较

差。因此,对于电刺激调节免疫促进骨再生,除了关注更多的新材料、设备革新(例如:纳米发电机、便携式给

电装置)以及使用强度,还要对所使用的各种成骨环境进一步的探索。

图3 表面电荷对BTCP压电生物陶瓷介导的RAW264.7和BMSCs调节巨噬细胞极化的示意图[24]

Fig.
 

3 Schematic
 

representation
 

of
 

surface
 

charge
 

on
 

BTCP
 

piezoelectric
 

bioceramics-mediated
 

regulation
 

of
 

macrophage
 

polarization
 

by
 

RAW264.7
 

and
 

BMSCs
 [24]

3.3 结合磁刺激

巨噬细胞可以根据其所处环境的不同而发生极化,以分泌各种细胞因子,包括白细胞介素、趋化因子、生
长因子以及其他小分子。越来越多的研究表明,磁响应性生物材料能够对外部施加的磁场产生响应,并提供

刺激以促进组织再生[27,28]。目前应用得最为广泛的磁性纳米颗粒主要是Fe3O4,它具有优异的超顺磁性和

良好的生物相容性[29,30]。Shao等[31]设计了一种新型的磁响应矿化胶原涂层,如图4所示,通过静电力将带

正电荷的氧化铁纳米颗粒(IOPs)和带负电荷的磁响应矿化胶原(MC)纤维复合,然后电化学沉积在Ti基底

上。在静磁场作用下,IOPs发生定向移动,带动胶原纤维发生形变,从而将磁力转化为磁-机械刺激。磁力

刺激通过激活整合素相关的级联通路,抑制MAPK通路中JNK的磷酸化,从而激活M2型巨噬细胞极化,
表现出免疫调节能力。另外,实验结果还证实,磁机械刺激可以有效调节巨噬细胞极化减弱炎症反应。该项

工作提供了一种远程时空可控的策略来调节骨免疫微环境以促进骨再生。
巨噬细胞对外环境的变化较为敏感,通过施加磁场可以影响巨噬细胞极化转型。但目前将其作为外源

性刺激进行磁热治疗促进骨再生的研究很多[32,33],但对结合磁刺激调节免疫促进骨再生的研究较少。未来

除了要探索更多安全的磁性材料,还要对结合磁刺激促进骨再生的材料的调节免疫性能和机理进行评估以

及研究。

3.4 结合超声波

植入物感染通常发生在组织深部,超声(
 

Ultrasound,US
 

)具有优异的组织穿透能力,已广泛应用于临

床,如B超,具有丰富、安全、便携、价格低廉等优点[34,35]。作为一种携带能量的机械波和非侵入性治疗方
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式,可以触发压电效应、促进药物的释放,从而使材料得到有效应用,另外,还可以刺激声敏剂产生活性氧

(ROS),为治疗种植体相关的感染提供了一种有前途的方法[34、36]。

图4 磁响应矿化胶原涂层调节巨噬细胞极化影响骨整合的示意图[31]

Fig.
 

4 Schematic
 

diagram
 

of
 

magnetic
 

response
 

to
 

mineralized
 

collagen
 

coating
 

modulating
 

macrophage
 

polarization
 

affecting
 

osseointegration
 [31]

图5 BaTiO3-x
 /LA

 

的抗菌和免疫调节机理[34]

Fig.
 

5 Antimicrobial
 

and
 

immunomodulatory
 

mechanism
 

of
 

BaTiO3-x
 /LA

 [34]

声动力疗法和免疫调节的综合作用可为种植体相关感染提供了一种有效且安全的治疗方法。钛酸钡

(BaTiO3)是一种压电材料,具有优异的压电效应。
 

Sun等[34]在钛植入物上设计并制备了由缺氧
 

BaTiO3-x 

纳米棒阵列和精氨酸
 

(BaTiO3-x /LA)
 

组成的
 

US
 

响应混合涂层,用于声催化配合免疫疗法治疗耐甲氧西

林
 

(MRSA)
 

感染(图5)。在不引入额外声敏剂的情况下,BaTiO3-x /LA
 

在超声处理
 

15
 

分钟后对
 

MRSA
 

表现出优异的抗菌活性。此外,BaTiO3-x /LA
 

促进植入后巨噬细胞M2极化并改善成骨分化。功能性肽已

被发现可以创造促进成骨的免疫微环境,但它受到利用率低和降解快的限制,为了解决这一问题,Zhang[37]

设计了具有M2调节和自组装的超声响应纳米纤维水凝胶体系,这些纳米纤维可以在超声刺激下以时间依

赖性方式从水凝胶中释放出来,激活线粒体糖酵解代谢和三羧酸循环,抑制活性氧的产生并增强
 

M2巨噬细

胞极化。该水凝胶通过触发M2巨噬细胞分泌BMP-2和IGF-I,加速骨髓间充质干细胞(BMSCs)向成骨细

胞的分化,展现出先进的骨再生治疗潜力。因此,模块化设计的仿生超短肽纳米纤维水凝胶为重建骨修复的
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成骨免疫微环境提供了一种新策略。
研究人员已经证实天然骨和骨膜中存在电势,骨重建需要电信号,而现实中电刺激往往涉及电极的皮下

植入,增加感染风险[38]。超声
 

(US)
 

是一种非侵入性的物理疗法且使用方便,近来取得了一定的成果。另

外,近来已有研究证明US可以通过引入机械能和触发压电效应等将药物释放以及转化为生化信号调节合

适的免疫微环境促进骨再生。但是目前研究中使用的超声的功率要大于临床[39],主要研究的是低强度脉冲

超声
 

(LIPUS)
 

,确保了一定的安全性,尤其是在颅骨等修复治疗中。

4 总结与展望

生物材料植入体内会因异物反应而引发炎症,传统上人们选择一些惰性材料来避免这一情况的发生,但
是这些材料通常又不能保证材料降解与组织再生的速率相匹配。随着更多的生物材料以及骨免疫学的出

现,发现通过改变生物材料本身的性质、负载生物活性因子等策略可以改善类似情况,但存在不可控性,开发

结合外源性刺激如近红外光、电、磁、超声等的方法,可以更精确的调控免疫微环境、增加骨修复的能力的同

时减少对患者治疗的伤害。所以,开发更多外源性刺激手段以及适当结合多种手段以最大程度增加骨组织

修复、减小患者痛苦很有必要。
虽然结合外源性刺激时空调控免疫微环境促进骨再生取得了一定的成果,但仍存在许多挑战。例如,设

备使用时,强度高会对病灶处的正常组织造成损伤,因此有必要探索设备使用强度的安全范围。另外,值得

注意的是,固有免疫和适应性免疫是一个相辅相成的关系,固有免疫会受到适应性免疫细胞如T细胞等的

影响,现阶段学者们都将焦点聚集在如何调节巨噬细胞极化表型的变化和动态平衡上,对于适应性免疫研究

甚少。为了精准地调控免疫微环境以促进骨再生,对于生物材料-巨噬细胞极化-骨免疫再生之间以及适应

性免疫与固有免疫之间协同机制都值得更深层次的探索。总之,骨再生过程是复杂的,未来需要进一步研究和

利用生物材料与新科技的相关特性,充分发挥巨噬细胞介导的成骨作用,从而促进有效免疫治疗策略的开发。
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