
主国量重堕坠盘查!Q!!生!!旦箜!!鲞筮!!塑垦!地!Q!!!!P!竺!!Q!塑生!!!!!!!!!!!：塑!：!!
Published on—li—ne www．wanfansdate,com．cn doi：10．3969／j．issn．1006-7108．2016．10．026

1345

·综述·

间充质干细胞与免疫细胞相互作用于骨折愈合的研究
进展

宋敏1 刘涛h 巩彦龙1 董万涛2 李清林1 孙定平1 周灵通

1．甘肃中医药大学，兰州730000

2．甘肃中医药大学附属医院，兰州730020

中图分类号：R68l 文献标识码：A 文章编号：1006-7108(2016)10-1345-05

摘要：骨折发生后的初始炎症反应过程在骨折愈合中起着至关重要的作用，但长期的炎症则抑制骨折修复。免疫细胞及其细

胞因子对骨折愈合的影响机制仍不清楚。某些细胞因子能促进成骨，而其他则抑制骨折愈合。基于间充质干细胞

(mesenehymal stem cells，MSCs)的细胞疗法是一种新型、微创和前沿的增强骨折修复方法。MSCs不仅分化成骨，而且通过各

种机制施加于免疫细胞调节作用。本文就MSCs在骨折愈合过程中的应用及MSCs与免疫细胞的相互作用最新进展予以综

述，为骨折愈合的进一步研究提供依据。
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Abstract：The initial inflammatory response process occurred after fractures plays an important role on fracture healing，but long·

term inflammation inhibits fracture repair．Immune cells and cytokines influence fracture healing，but the mechanism remains

unclear．Some cytokines can promote osteogenesis，while others inhibit fracture healing．Cell therapy is a new，minimally invasive

and advanced method to enhance fracture repair．It based on mesenchymal stem cells(mesenchymal stem cells，MSCs)．Not only

MSCs differentiate into bone，they also have regulation effect on immune cells through a variety of mechanisms．This paper aims to

summarize the latest progress on the application of MSCs to bone healing process and the interaction between MSCs and immune

cells，with the aim to provide basis for further research on fracture healing．
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据统计，每年在中国骨折临床病例中，8％至

10％的患者发生骨不连或骨延迟愈合需要治疗干

预。骨折修复过程始于炎症反应，在损伤部位的先

天免疫系统(巨噬细胞，单核细胞，嗜中性粒细胞和

NK细胞)及多种细胞因子被激活，包括问充质干细

胞(mesenchymal stem cells，MSCs)分泌的细胞因
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子⋯。适应性免疫应答主要由T细胞和B细胞，在

骨折愈合过程中具有重要意义。有研究表明，具有

遗传免疫缺陷性小鼠可加速骨愈合。21。虽然有些

信号是促进丝分裂和成骨，其他则抑制骨生成和骨

再吸收，并且它对炎症因子有良好控制，通过微妙的

平衡进行骨折修复。21。因此，任何改变都会影响炎

症环境，如骨质疏松症或严重创伤，激素治疗，糖尿

病或高龄的情况，都可能会干扰正常的骨折愈合过

程，从而导致骨不连或骨延迟愈合、疼痛、功能丧失，

这将需要重新进行手术，长期住院。所有这些都会

导致较高的社会经济成本。
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1 MSCs概述及免疫特性
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MSCs具有分化成多种细胞类型，包括脂肪细

胞，软骨细胞，骨细胞的能力’3I；异体MSCs具有免

疫豁免作用和免疫调节功能，也被认为在治疗骨修

复时具有很大的潜力‘“。MSCs最初从骨髓中分

离，但现在可从广泛人体组织中分离，包括脑、胸腺、

肺、肝、脾、肾和牙髓；MSCs也来自于胚胎组织，如脐

带胶质和脐带血“。

MSCs能够逃避宿主细胞的免疫系统是由于主

要组织相容性复合物(MHC)I类分子和非经典的

MHC II类分子及共刺激分子(CD40，CD80和

CD86，CD40L)低表达‘⋯。虽然MHC I类和11分子

的表达可以由于MSCs暴露于炎性细胞因子干扰

素-1(IFN-1)和肿瘤坏死因子-仅(TNF一0【)而上调，但

它们仍然不能诱导免疫应答。也有证据表明，MSCs

能够通过各种机制，包括可溶性因子的释放来调节

免疫系统。异体MSCs可抑制T细胞增殖和抗原呈

递细胞的成熟，以及诱导调节性T细胞表型，进一

步抑制在体外的免疫应答7I。然而，应用动物模型

的多项体内研究显示，对MSCs是否具有免疫豁免

和维持分化增殖能力存有争议。⋯。

相似的免疫细胞募集到骨损伤部位可以调节成

骨分化。在异体MSCs植入时，Thl型免疫应答通过

增强IFN．1的表达可显著抑制骨钙素、Runx2、碱性

磷酸酶基因的表达，从而抑制骨形成、⋯。由激活的

T细胞产生的IFN．1和TNF．d共同作用可诱导

MSCs的细胞凋亡?10|。在骨修复过程中，免疫细胞

与MSCs的持续相互作用是决定骨折愈合的关键因

素之一。近期提出的新概念“骨免疫调节”认为，使

用各种途径改变免疫反应可增强骨修复。据报道，

现在镁合金支架制备药物缓释涂层非常频繁用于骨

组织工程中，并与8一磷酸三钙一起作用于M2型巨

噬细胞，促进MSCs成骨分化。M2型巨噬细胞是已

知可抑制Thl反应和促进Th2反应。另一种简单

的、非常有效的方法，通过局部应用阿司匹林抑制

IFN．1和TNF．d的活性，并促进骨再生。“1。这些骨

免疫调节途径可能在不久将来成为增强骨组织再生

治疗的主要干预措施。

2免疫细胞作用在骨折愈合过程和MSCs

移植修复骨折

2．1免疫细胞在自然骨折愈合的作用

骨折愈合过程从软骨痂的形成开始，进一步完

成矿化、改造和恢复生物力学。在愈合的早期阶段，

先天免疫反应在募集和激活各种类型的细胞中起着

关键的作用，特别是MSCs。Toben等H23发现Rag．1

基因型敲除小鼠在骨折愈合中软骨内骨化和重塑加

速；免疫细胞可以通过RANKL—RANK信号通路诱

导破骨细胞生成促进骨吸收的作用；这些小鼠骨折

更快愈合也与TNF．仪低水平表达有关。由于TNF．

仅可影响成骨细胞的凋亡，这有利于骨的形成。

Rag．1基因型敲除小鼠在早期淋巴细胞减少并且表

现出IL-10显著高表达。研究证实IL．10的核心作

用是促进骨生长、加速骨折愈合、调节骨吸收，其缺

失可导致骨量减少、机械的易损性、骨折畸形愈合

等㈦。

2．2免疫细胞通过自体和异体干细胞增强骨形成

的作用

2．2．1 自体间充质干细胞的应用：Jung等‘141临床

研究表明，移植自体MSCs与DBM组合直接用于胫

骨骨折，结果是胫骨骨折更快速的愈合，而Zhang等

‘1纠通过自体MSCs成骨分化联合自体纤维蛋白支

架植入骨折，结果显示所有患者均完全愈合。但自

体MSCs有一定的局限性。首先，很难从一些患者

获得足够的自体MSCs，例如骨髓纤维化患者。二，

从老年人分离的MSCs生物分化和再生潜力活性减

弱‘”1，导致治疗结果不理想。第三，一些全身性疾

病患者，如糖尿病、类风湿性关节炎、系统性红斑狼

疮(SLE)等。"1，这些患者体内MSCs的内在特性受

到改变，从而影响其保护功能，这就很难获得足够数

量健康的自体MSCs。

2．2．2异体间充质干细胞的应用：异体MSCs已经

在临床和科研领域中扮演着13益重要的角色。

Huang等¨副研究发现，异体MSCs在全身和局部给

药能显著促进骨折修复，并且在这项研究中未观察

到明显的免疫反应。Li等‘1引报道，静脉内植入的异

体MSCs可迁移到兔坏死股骨头，移植后没有引起

明显的免疫排斥。王鑫等旧叫报道，利用基因等导入

BMSCs，小鼠骨折后第14、28、42 d，骨折区可见

RFP．BMSC且定位于骨膜区域骨痂内，证明异体

BMCs可通过归巢、增殖及促进骨形成，能明显加速

骨折愈合，且新生骨具有更好的生物力学性能。

3 T细胞调控MSCs体外研究

多项研究证实MSCs具有免疫调节的特性。

MSCs能通过细胞接触和多种细胞因子的分泌，多途

径作用于自然杀伤细胞(NK)和树突状细胞(DC)、
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B淋巴细胞、T淋巴细胞。由于这些特性，在创伤修

复时，间充质干细胞可阻止T淋巴细胞异常活化，

从而有助于维持免疫平衡。

3．1 间充质干细胞抑制T淋巴细胞增殖

在体外，MSCs可以通过多种信号通路抑制刺激

(即抗原、丝裂原、或抗CD3／抗CD28介导的刺激)T

细胞增殖。这种免疫调节不需要抗原匹配，已证明

MSCs和自体或异体T细胞共培养具有相似的效

率。有数据表明，MSCs不诱导T细胞的凋亡，而是

通过诱导T细胞周期停滞在G0／G1期，从而抑制细

胞增殖∞1I。然而，最近的一项研究表明，干细胞通

过FAS配体依赖性途径诱导瞬时T细胞凋亡。2“。

3．2 间充质干细胞诱导调节性T细胞增殖

MSCs作为施加其免疫抑制作用的一部分，其能

够诱导CD4+CD25+Foxp3+调节T淋巴细胞增殖。

同种异体MSCs通过MSCs分泌TGF．131、PGE2和细

胞接触，能诱导在CD4+CD25+Foxp3+调节T淋巴

细胞的表达。最近的一项研究表明，由于MSCs表

达Notch配体Jaggedl和Jagged2、Delta-Likel／3／4

在CD4+T细胞的Notch一1通路活化诱导Treg细胞

的分化旧⋯。Luz．Crawford等。241表明，MSCs能够抑

制同种异体Thl和Thl7细胞增殖、活化和分化，这

种免疫抑制效应与诱导CD4+CD25+Foxp3+Treg

细胞相关。此外，当MSCs和异体的Treg共培养，

MSCs通过产生IL．10上调PD-l受体，从而增加了

Treg细胞的免疫抑制能力、”。。

3．3细胞直接接触

MSCs表面表达多种整合素、细胞间粘附分子、

血管细胞粘附蛋白，可以直接调节作用于自体及异

体T淋巴细胞。Ren等。2钊发现，MSCs的细胞粘附

分子ICAM．1和VCAM．1的表达与MSCs对不同的

T细胞亚群的免疫抑制作用呈正相关。此外，这些

粘附分子的遗传缺失或功能阻断能显著逆转骨髓间

充质干细胞的免疫抑制作用。

3．4在MSCs免疫调节参与的可溶性因子

细胞直接接触是MSCs介导的免疫抑制所必要

的，有实验研究表明，自体和异体MSCs也通过可溶

性因子发挥免疫调节作用。其中包括干扰素．1

(IFN-1、TNF-Ot、IL-10、血红素氧合酶-1(HO-1)、前

列腺素E2(PGE2)、一氧化氮(NO)、基质金属蛋白

酶(MMPs)、人类白细胞抗原-G(舭A．G)等。来自小

鼠MSCs产生一氧化氮(NO)通过诱导型一氧化氮

合酶(iNOS)抑制T细胞的增殖‘2“。NO已被证明

抑制信号转导与转录激活因子5(STAT．5)的磷酸
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化，是T细胞活化和增殖的一个关键转录因子。相

反，人类异体MSCs通过上调吲哚胺2，3-双加氧酶

(IDO)表达发挥这种作用’273。

4在其他免疫细胞的MSCs调控体外研究

4．1巨噬细胞

MSCs可以减少在炎症反应中巨噬细胞的浸润，

并且通过各种作用途径来改变巨噬细胞功能，从而

减少促炎因子释放，相反抗炎因子释放增加。

Cho口引通过研究发现MSCs降低一系列的炎症因子

如IL．1，TNF—d等，从而降低巨噬细胞在脏器内聚

集，进而可以减轻全身炎症反应。自体和异体MSCs

已经显示出通过巨噬细胞显著抑制炎性细胞因子

TNF-d，IL-6，IL一12p70和IFN-1，同时增加IL一10和

IL一12p40的产生。29J。此外，在LPS刺激巨噬细胞

时，自体和异体MSCs能抑制CD86和II类MHC表

达的上调，损害其对CD4+T细胞的免疫原性的作

用。

4．2树突状细胞

树突细胞(dendritic cell，DC)是抗原呈递细胞

(APC)，吞噬和处理抗原多肽，并通过在其细胞表面

的MHC分子，进一步活化T淋巴细胞作为适应性

免疫反应的一部分。MSCs可以影响DC的分化、成

熟、以及内吞作用，可以显著减少单核细胞分化为

DC，影响CDla，CD40，CD80，CD86和HLA—DR的表

达上调‘30I。研究表明，由于MSCs对DC抑制作用，

进而TGF—Bl产生和DC表面共刺激分子的表达下

调(如CD80、CD86、CD40)㈡“。此外，MSCs通过IL一

6介导使基因SOCSl的表达上调，进一步使DC细

胞显著分泌IL．10和诱导Treg、Th2细胞分化。

4．3 NK细胞

NK细胞可通过细胞因子(如IL-2，IL-12，IL-15，

和IL．18)或通过识别缺少MHC I类表面分子的细

胞，激活触发细胞毒性颗粒，诱导细胞裂解或细胞凋

亡"”。IL-2活化的NK细胞能有效裂解自体和异

体MSCs，当MSCs暴露于IFN．^y时这种裂解被抑

制，这是由于MSCs的HLA I类分子上调。33|。此

外，IL-2和自体MSCS激活的NK细胞增殖和溶解

活性减弱。

4．4 B细胞

B淋巴细胞参与适应性免疫反应。这些细胞是

负责体液免疫。MSCs通过阻滞细胞在G0／G1期减

少B细胞增殖。MSCs能调节减少IgM、IgG和IgA

的产生而影响B细胞分化。3“。此外，MSCs通过诱

万方数据
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导趋化因子受体包括CXCR4，CXCR5和CCR7表达 [7]

被MSCs而改变B淋巴细胞的趋化性m1。

5小结及瞻望

最近，越来越多证据表明，MSCs在骨骼愈合中

发挥着重要作用。免疫细胞(尤其是T细胞)及由

它们产生的细胞因子(如IFN．1和TNF．ot)可抑制骨

折愈合，而TNF-ot激活MSCs，其旁分泌功能增加，

有助于成骨细胞从增殖相到分化相的转变，可诱导

骨形成”⋯。Treg细胞和Th2反应促进骨形成。然

而，Th2反应作用可能导致异位骨形成，需要在骨折

模型的进一步验证。虽然IFN．1和TNF．ot诱导的

MSCs的细胞凋亡，可以解释这些细胞因子抑制骨形

成，但骨形成的免疫细胞调节的分子机制仍然不清

楚。

免疫细胞及其产生的细胞因子在骨愈合中起重

要作用。生长因子、细胞因子还可引导骨祖干细胞

分化。各种免疫细胞的亚型在骨愈合的作用是复杂

的，机制尚未完全了解。因此，深入了解骨折愈合的

免疫细胞调控机制是必要的，这可以把调节炎症反

应作为骨组织工程研究的潜在新疗法。MSC在特

定微环境能调节免疫细胞分化和功能，这可以有效

地用于这种新疗法。所以，MSCs所特有的免疫调节

作用，在骨折修复中具有更广阔的应用前景。
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