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文题释义：
miRNA-378a：miRNA是含有1个茎环结构的非编码小型RNA分子，可通过与靶基因3’UTR不完全的碱基互补配导致信使RNA降解或编码蛋白

抑制，在细胞增殖、分化、凋亡和侵袭等过程中发挥重要调控作用。

巨噬细胞极化：巨噬细胞极化分型M1(Classically activated type 1)/M2(Alternatively activated type 2)表型是巨噬细胞极化的两个极端，可共同

调节其所处内环境的稳态。

摘要

背景：巨噬细胞M1/M2极化方向的调节在组织工程应用中尤为关键，及时调控可最大程度地减少促炎、促进抗炎或组织愈合反应。

目的：将慢病毒介导的miRNA-378a过表达巨噬细胞株复合胶原蛋白海绵回植入动物模型，据此检测免疫调节在体内环境中的相关表达水

平等组织修复相关的指标，进一步阐明在体内环境中miRNA-378a是否促进巨噬细胞M2极化及其对免疫调节和组织修复的作用。

方法：将慢病毒介导的miRNA-378a过表达巨噬细胞株、阴性对照病毒巨噬细胞株扩增、筛选，复苏培养巨噬细胞株后与胶原蛋白海绵共

培养以此构成复合体，具体分组如下：①阳性组：过表达miRNA-378a巨噬细胞-胶原蛋白海绵复合体；②阴性组：阴性对照病毒介导的

miRNA-378a巨噬细胞-胶原蛋白海绵复合体；③对照组：巨噬细胞-胶原蛋白海绵；④空白对照组：胶原蛋白海绵。通过免疫荧光及扫描

电镜观察各组细胞密度、表型、黏附情况，后回植入小鼠背部皮下模型，分别于造模后4，7 d处死小鼠，通过大体观察、苏木精-伊红染

色、Masson染色、免疫组化分析慢病毒介导的miRNA-378a过表达巨噬细胞胶原蛋白海绵复合体中巨噬细胞极化的方向及其对机体免疫调

控、组织修复的作用。

结果与结论：①免疫荧光镜下观察各组巨噬细胞株确实与胶原蛋白海绵形成复合体；②扫描电镜下慢病毒介导的miRNA-378a巨噬细胞(阳
性组)较其他分组细胞密度增加，细胞出现球形、椭圆形及多边形分化，具有更多的伪足；③大体观察下总体7 d愈合好于4 d，慢病毒介导

的miRNA-378a过表达巨噬细胞(阳性组)无论4，7 d愈合均好于其他分组；④苏木精-伊红染色、Masson染色下，慢病毒介导的miRNA-378a
过表达巨噬细胞(阳性组)具有较多量的纤维细胞、毛细血管、成纤维细胞以及胶原纤维增生；⑤免疫组化显示，慢病毒介导的miRNA-378a
过表达巨噬细胞(阳性组)无论4，7 d M2极化细胞阳性率均大于其他分组；对照组及阴性组巨噬细胞无论4，7 d M2极化细胞阳性率均大于

空白对照组，而对照组及阴性组之间无统计学差异；阳性组、阴性组、对照组无论4，7 d 染色细胞数量均大于空白对照组，且阳性组 > 阴
性组≈对照组 > 空白对照组；⑥提示在体内环境中miRNA-378a过表达巨噬细胞具有较多量的纤维细胞、毛细血管、成纤维细胞以及胶原纤

维增生，对组织修复起到了正向作用，并且能促进巨噬细胞向M2型极化并抑制M1型极化，从而有助于减少机体炎症反应。
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0   引言   Introduction
骨组织的再生与修复重建一直是医学领域的重大课

题，也是世界性难题，全球范围内的骨疾病及创伤的发

病率呈急剧上升趋势
[1-2]

。组织工程骨始于近 30 年前，侧

重于替代治疗方案，这些方案理想地解决了当前临床使

用的治疗方法中出现的问题，即供体部位发病率、有限

的可获得性、免疫排斥和病原体转移
[3]
。最佳的组织工程

骨依赖于 3 个基本组成
[4]
：优良的种子细胞来源、生长和

分化因子以及合适的支架以支持基于细胞的组织再生。

巨噬细胞为组织工程领域中常用的种子细胞，属免

疫细胞，有多种功能，是研究细胞吞噬、细胞免疫和分子

免疫学的重要对象
[5]
。极化后的巨噬细胞存在多种亚型

[6]
，

M1(Classically activated type 1)/M2(Alternatively activated 

type 2) 表型是巨噬细胞极化的两个极端
[7]
，可共同调节

其所处内环境的稳态。免疫调节方面，M1 型具有很强的

杀菌、杀死肿瘤细胞的功能，M2 型抑制了 T 细胞的增殖

和活化，从而调节 Th2 型免疫应答，有助于组织重塑和

伤口愈合。组织修复方面，研究表明 M1 可以分泌血管内

皮生长因子来促进早期血管芽的形成，而 M2 可以分泌血

小板衍生生长因子 BB 和其他参与血管重塑的因子，使它
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Abstract
BACKGROUND: The regulation of M1/M2 polarization direction of macrophages is particularly critical in tissue engineering applications, and timely regulation 
can minimize proinflammatory, anti-inflammatory, or tissue healing responses.
OBJECTIVE: To implant lentivirus-mediated miRNA-378a macrophage strain complex collagen to detect the expression level of immune regulation in the in vivo 
environment, and further clarify the influence of miRNA-378a in promoting macrophage M2 polarization in immune regulation and tissue repair in the in vivo 
environment.
METHODS: Lentivirus-mediated miRNA-378a overexpressing macrophage cell lines and negative control virus macrophage lines were amplified and screened, 
and the macrophage lines were recovered and cultured together with collagen sponge to form a composite scaffold, which was divided into the following 
groups: (1) Positive group: miRNA-378a overexpressing macrophage-collagen sponge composite; (2) negative group: negative control of virus-mediated 
miRNA-378a macrophage-collagen sponge composite; (3) control group: macrophage-collagen sponge; (4) blank control group: collagen sponge. The cell 
density, phenotype, and adhesion of each group were observed by immunofluorescence and scanning electron microscopy. The cells were implanted into the 
subcutaneous model of the back of mice, and the mice were sacrificed 4 and 7 days after modeling. The direction of macrophage polarization in the collagen 
sponge composite of macrophages with miRNA-378a overexpression mediated by lentivirus and its effect on immune regulation and tissue repair were 
analyzed by gross observation, hematoxylin-eosin staining, MASSON staining, and immunohistochemistry.
RESULTS AND CONCLUSION: (1) Under immunofluorescence microscopy, the macrophage cell lines in each group were observed to form a composite scaffold 
with the collagen sponge. (2) Under scanning electron microscope, lentivirus-mediated miRNA-378a macrophages in the positive group proliferated in cell 
density, had spherical, elliptic and polygonal differentiation, and had more pseudofeet than other groups. (3) Under general observation, the overall 7-day 
healing was better than that at 4 days. Lentivirus-mediated miRNA-378a macrophages in the positive group healed better than other groups regardless of 4 and 
7 days. (4) Lentivirus-mediated miRNA-378a macrophages in the positive group under hematoxylin-eosin staining and MASSON staining had more amounts of 
fibrocytes, capillaries, fibroblasts, and collagen fiber hyperplasia. (5) Immunohistochemistry showed that lentivirus-mediated miRNA-378a macrophages in the 
positive group were more positive in 4- and 7-day M2 polarized cells than in other groups. The macrophages of the control and negative groups in 4- and 7-day 
M2 polarized cells were greater than that of the blank control group. There was no statistical difference between the control group and the negative group. The 
number of stained cells in the positive, negative, and control groups regardless of 4 and 7 days was higher than that in the blank control group, and the positive 
group > negative group ≈ control group > blank control group. (6) It is concluded that macrophages with miRNA-378a overexpression have a large amount 
of fibroblasts, capillaries, fibroblasts, and collagen fiber hyperplasia in vivo, which has a positive effect on tissue repair, and can promote the polarization of 
macrophages towards M2 type and inhibit the polarization of M1 type, thus contributing to reducing the inflammatory response of the body. 
Key words: miRNA-378a; lentiviral transfection; macrophage polarization; immunomodulation; tissue engineering
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们更加稳定和成熟。

微小 RNA(microRNA，miRNA) 是含有 1 个茎环结构的

非编码小型 RNA 分子，可通过与靶基因 3’UTR 不完全的

碱基互补配导致信使 RNA 降解或编码蛋白抑制，在细胞

增殖、分化、凋亡和侵袭等过程中发挥重要调控作用；

也可作为多种疾病进展的生物学标志物和预防治疗的靶

标，是目前基因疗法的研究热点
[8-12]

。利用 miRNA 调节干

细胞的功能和分化是再生医学一个极具吸引力的治疗模 

式
[13-16]

。已有研究发现，miR-378a 可能参与巨噬细胞的

极化
[17-18]

。现此项目前期体外细胞实验已将 miRNA-378a

慢病毒载体转染至巨噬细胞内并构建了稳定的细胞系
[19]
，

通过检测内源性 miRNA-378a 证实了巨噬细胞 M1/M2 双

向极化均与 miRNA-378a 相关。使用 ELISA 和 qRT-PCR 方

法分别检测得出：促炎因子肿瘤坏死因子 α、白细胞介素

6、白细胞介素 1β、一氧化氮合酶等 M1 型巨噬细胞相关

产物表达有所下调；抗炎因子 CD206、白细胞介素 10、

精氨酸酶 1 等 M2 型巨噬细胞相关产物表达有所上调。

因此，前期实验结果已经表明，miR-378a 参与了巨噬

细胞的极化，并且可以促进巨噬细胞 M2 极化且抑制 M1 

极化。综上所述，此次实验拟将慢病毒介导的 miRNA-378a 
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巨噬细胞株复合胶原蛋白海绵回植入动物模型，据此检

测免疫调节、促进组织修复相关指标在体内环境中的表

达水平，进一步阐明 miRNA-378a 促进巨噬细胞极化的方

向和其对免疫调节、组织修复的相关影响。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   将慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株复合

胶原蛋白海绵回植入动物模型实验。免疫组化结果数据

为定量资料，样本为 4 组，若满足正态性及方差齐采用

One-way ANOVA，若满足正态性不满足方差齐采用 Welch 

ANOVA；若不满足正态性采用 Kraskal wall’s test。
1.2   时间及地点   实验于 2022 年 12 月至 2023 年 8 月在

新疆医科大学第一附属医院科技楼干细胞研究实验室及

动物实验中心完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   40 只 SPF 级 8 周龄 C57BL/6N 雌性小鼠

购自北京维通利华实验动物技术有限公司，实验动物生

产许可证：北京百善 SCXK( 京 )2021-0006；实验动物使

用许可证：北京 SYXK( 京 )2017-0033。此次实验经新疆

医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准 ( 批准号： 

IACUC-2021902-02)，实验过程中对动物的所有操作均严格

参照《实验动物的护理和使用指南》进行。

实验前所有小鼠自由摄食、饮水，在相同条件下饲养，

保持室温 (20±2) ℃，相对湿度 40%-60%，每 3 d 更换一次

鼠盒。

1.3.2   试剂与仪器   小鼠巨噬细胞系 RAW264.7( 中国科学

院上海生命科学研究院细胞资源中心 )；D-MEM 基础培养

液、PBS(Hyclone，美国 )；胰酶、胎牛血清 (Gibco，美国 )；
CD68、CD206、CCR-7 抗体 (BioLegend，美国 )；苏木精

染液、封闭用山羊血清 ( 北京中杉金桥公司 )；伊红染

液 ( 北京 Solaibio 公司 )；Masson 染色试剂盒 ( 北 Solaibio  

公司 )；胶原蛋白海绵 ( 北京湃生生物科技有限公司 )。 

LV-rno-miR-378a 慢病毒载体、阴性对照病毒 (ON137，
hU6-MCS-Ubiquitin-EGFP-IRES-puromycin，上海吉凯基因有

限公司 )；电子天平 (BS124S，赛多利斯科学仪器公司，

北京 )；超净工作台 ( 苏州净化 )；细胞培养箱 (Thermo，

美国 )；扫描电子显微镜 (S-4800，Hitachi，日本 )；荧光

倒置显微镜 (LASAF-CIP-HWS3LEICA，德国 Leica 公司 )；切

片机、脱水机、包埋机 ( 德国 Leica 公司 )。
1.4   实验方法   

1.4.1   各组细胞株的制备   将巨噬细胞株与前期体外细胞

实验制备得到的慢病毒介导的 miR-378a 巨噬细胞株同步

复苏后
[19]
，用含体积分数 10% 胎牛血清、1% 青 / 链霉素

的 DMEM 培养基培养，每 2 d 换液 1 次。将细胞置于含

体积分数 5% CO2 饱和湿度的 37 ℃条件下培养，待细胞汇

合度为 80% 左右时传代，取 3-5 代对数生长期细胞用于

后续实验。并分组如下：①阳性组：过表达 miRNA-378a

巨噬细胞 - 胶原蛋白海绵复合体；②阴性组：阴性对照

病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞 -胶原蛋白海绵复合体；

③对照组：巨噬细胞 - 胶原蛋白海绵；④空白对照组：

胶原蛋白海绵。

1.4.2   荧光倒置显微镜、扫描电镜观察细胞与支架的相容

性   将无菌胶原蛋白海绵裁成 3 mm( 直径 )×2 mm( 高 ) 大

小，放入 24 孔板内，培养液平衡后待用。调整对照组、

阳性组及阴性组细胞浓度为 1×108 L-1
，按照细胞悬液反复

滴加的方法，将 0.1 mL 混合悬液均匀分布于胶原蛋白海

绵上，将细胞 - 支架复合物置于 37 ℃、体积分数 5% CO2

恒温箱中静置 4 h，加入 D-MEM 完全培养基继续培养，

每 2 d 换液 1 次。荧光倒置显微镜、扫描电镜观察细胞与

支架的相容性。

1.4.3   小鼠背部动物模型制备

(1) 动物选取及分组：选取 40 只雌性 8 周龄的

C57BL/6 小鼠，体质量控制在 (20±5) g，耳标编号，计

算机完全随机分配分入 4 组：①阳性组：植入过表达 

miRNA-378a 巨噬细胞 -胶原蛋白海绵复合体；②阴性组：

植入阴性对照病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞 - 胶原蛋

白海绵复合体；③对照组：植入巨噬细胞 -胶原蛋白海绵

复合体；④空白对照组：植入胶原蛋白海绵。各组初始

细胞浓度为 1×108 L-1
，共培养 7 d 镜下观察细胞汇合度达

80%，细胞胶原蛋白海绵复合体 [3 mm( 直径 )×2 mm( 高 )]

分别回植入各组小鼠背部皮下。每组分配 10 只 C57BL/6

小鼠，按时间周期每组再分为 4，7 d，每组每个时间节

点随机分配各 5 只小鼠。

(2) 背部模型：实验处理前 1 d 对小鼠进行断食断水

处理过夜，配制麻药 ( 氯胺酮 1 支 + 安定 1 支 + 阿托品半

支混合后稀至 10 mL) 备用；腹腔注射麻药 6 mL/kg，待其

四肢松弛且呼吸平稳后进行造模。术区备皮，俯卧位固

定 C57BL/6小鼠，碘伏消毒术区，背部正中做一 1 cm 切口，

钝性分离皮下组织形成一盲袋以供植入，分别在盲袋内放

置各组复合支架。缝合皮肤，术后常规护理，注意保暖 ( 图
1)。分别于术后 4，7 d 两个时间段 CO2 安乐处死小鼠收

集样本，40 g/L 多聚甲醛溶液保存备用。

1.4.4   大体观察   于造模术后 4，7 d 处死小鼠后观察各组

皮肤切口处愈合情况，检查是否出现材料脱落、感染坏

死和炎症反应等，并用相片记录进行比较。

1.4.5   切片制备   造模术后 4，7 d 两个时间段 CO2 安乐处

死各组小鼠收集切口处表皮、皮下组织及植入物组成的多

层复合物，经 40 g/L 多聚甲醛固定 48 h 后并在清水中浸

泡 24 h 再梯度乙醇脱水。石蜡Ⅰ溶液、Ⅱ、Ⅲ溶液中分

别浸泡，在石蜡包埋模具中用石蜡溶液包裹，室温冷却
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凝固成块，将石蜡块修整成平整的切面，用石蜡切片机切

成厚度为 5 μm 的切片。用载玻片捞出展开的切片，放在

烘板上蒸发水分，以待进行苏木精 - 伊红染色、Masson

染色及免疫组化检测。

1.4.6   苏木精 -伊红染色   苏木精染色，蒸馏水清洗 3 次，

置于盐酸乙醇分化液中分化，蒸馏水清洗 3 次，接下来再

用伊红染液染色，蒸缩水清洗 3 次。将切片依次浸泡于

体积分数 80% 乙醇、95% 乙醇Ⅰ、95% 乙醇Ⅱ、无水乙醇、

二甲苯Ⅰ、Ⅱ中透明。待二甲苯挥发后，使用中性树胶

封固，等待干燥后于显微镜下观察并进行拍照留存。

1.4.7   Masson 染色   将 Weigert A1 液与 WeigertA2 液等量

混合配置于 EP 管内混匀，将新鲜配制的苏木精工作液滴

加于切片上染色，蒸馏水冲洗，乙醇分化液分化，再用

蒸馏水冲洗。使用蓝化液返蓝，蒸馏水冲洗。丽春红品

红染色，使用弱酸工作液清洗，然后滴加磷钼酸溶液分化，

再用弱酸工作液清洗。滴加苯胺蓝染色液染色，用弱酸

工作液快速洗去工作液。脱水、透明、封固观察。

1.4.8   免疫组化观察   体积分数 3% 过氧化氢加于切片，

蒸馏水冲洗，再用 PBS 冲洗 3 遍，0.4% 胃蛋白酶修复抗原，

将切片放入湿盒中，在 37 ℃温箱孵育，拿出冷却，蒸馏

水清洗 1 次，PBS 清洗 3 次，擦干片子，使用山羊血清滴

加于切片上，室温封闭。稀释一抗：选用 CD68、CCR-7、
CD206 抗体进行检测 (1 ∶ 200)，均按照说明书要求比例

稀释备用。一抗孵育及二抗孵育 (1 ∶ 200)，DAB 显色，

复染后将切片放入盐酸乙醇分化液中，自来水中终止，

然后放入 PBS 中返蓝，自来水清洗 1 次。脱水、透明、

封固观察。

1.5   主要观察指标   细胞与胶原蛋白海绵复合体部分共培

养 7 d 后行荧光显微镜、扫描电镜观察细胞密度、表型、

黏附情况。动物检测实验分别于造模后 4，7 d行大体观察、

苏木精 -伊红染色、Masson染色观察愈合情况、纤维增生、

组织和细胞情况，免疫组化和定量分析 CD68( 泛巨噬细胞

标记物 )、CCR7(M1 型巨噬细胞标记物 )、CD206(M2 型巨

噬细胞标记物 ) 的细胞阳性率。

1.6   统计学分析   采用 GraphPad Prism 9.5.1 和 SPSS 25.0

软件进行统计分析。计量资料使用 Shapiro-Wilk 检验数据

是否具有正态性，符合正态分布者以 x-±s 表示，多组间比

较采用单因素方差分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验；

不符合者则采用非参数检验 (Kraskal-Wall’s test 秩和检验 )。
P < 0.05 为差异有显著性意义。文章统计学方法已经新疆

医科大学统计学专家审核。

2   结果   Results 
2.1   实验动物数量分析   40 只小鼠耳标编号，随机分入 4

组，每组 10 只；每组再分为 4，7 d 两个时间节点，每个

时间节点各 5 只，实验过程中未出现动物死亡情况。

2.2   慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株的制备   荧光

显微镜下原 miRNA-378a 巨噬细胞株复苏后荧光及细胞汇

合度较低，经筛选扩增后荧光及细胞汇合度大幅度提升，

见图 2。荧光显微镜下见扩增筛选后 miRNA-378a 巨噬细

胞株附着至胶原蛋白海绵内形成复合支架，见图 3。

空白对照组 ( 胶原蛋白海绵 ) 可见胶原蛋白海绵具有

良好的三维空间结构以供细胞株附着、增殖；对照组 ( 巨

噬细胞组 ) 可见三维空间空隙中有细胞株附着，形态基本

为球形，且密度及伪足较少；阴性组 ( 阴性对照病毒 ) 空

隙中有细胞株附着，形态仍基本为球形，但密度及伪足

较对照组有所增加；阳性组 ( 过表达 miRNA-378a) 空隙中

有细胞株附着，形态出现球形、椭圆形及多边形分化，

且密度及伪足较对照组、阴性组有所增加。见图 4。
2.3   大体观察结果   各组小鼠造模术后大体观察，4 d 时

4 组术区皆有较明显的缝合创，阳性组愈合较为良好，阴

性组与对照组次之且差异不大，空白对照组预后相较而

言最差。7 d 时 4 组术区缝合创已基本痊愈，阳性组基本

上已经完全愈合，阴性组、对照组、空白对照组此时未

完全愈合且 3 组间差距不大。见图 5。
2.4   苏木精 -伊红染色结果   各组 4，7 d 苏木精 -伊红染

色观察，表皮的局灶性坏死伴炎性渗出物 ( 深红色箭头 )；

皮下可见嗜酸性均质物 ( 黑色箭头 )；周围结缔组织增生

包裹、成纤维细胞 ( 黄色箭头 ) 并伴有粒细胞浸润 ( 蓝色

箭头 )；新生血管淤血 ( 红色箭头 )；结缔组织排列疏松和

水肿现象 ( 橙色箭头 )。其中表皮小范围增厚、结缔组织

增生、新生血管及成纤维细胞数量等现象 7 d 较 4 d 显著，

阳性组 > 阴性组 ≈ 对照组 > 空白对照组；表皮的局灶性坏

死伴炎性渗出物、嗜酸性均质物、粒细胞弥散性浸润、结

缔组织排列疏松和水肿等现象 4 d 较 7 d 显著，阳性组 <  

组织工程实验动物造模过程中的相关问题

造模目的 引起免疫反应、组织缺损

选择动物的条件 与 Raw264.7 同小鼠种属，常规用于免疫学实验

模型与所研究疾病

的关系

小鼠背部皮下模型，引起炎症反应、表皮及皮下组织缺损，

以此研究免疫调节和组织修复

动物来源及品系 C57BL/6N 小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司，

造模技术描述 背部脱毛备皮，正中 1 cm 切口，钝性分离皮下组织，各组细

胞材料复合体回植，缝合皮肤

动物数量及分组方

法

40 只小鼠耳标编号，计算机完全随机分配分入 4 组，每组分

配 10 只，每组再分为 4，7 d 两个时间节点，每个时间点 5 只

造模成功评价指标 小鼠未提前死亡，缝合线无脱落，材料未从缝合创脱落

造模后观察指标 缝合创愈合情况，有无明显炎症反应

造模后动物处理 CO2 安乐处死，收集样本，40 g/L 多聚甲醛溶液保存备用

伦理委员会批准 此次实验经新疆医科大学第一附属医院动物伦理委员会批准

( 批准号：IACUC-2021902-02)
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筛选扩增前 筛选扩增后

空白对照组 (×100，×600) 

空白对照组 对照组 阴性组 阳性组

阴性组 (×1 000，×5 000) 

对照组 (×1 000，×5 000) 

阳性组 (×1 000，×5 000) 

图注：图 A 为腹腔注射，B 为备皮，C 为脱毛，D 为打耳标，E 为 1 cm
手术切口划线，F 为消毒，G 为洞巾下切开，H 为复合支架回植，I 为缝合。

图 1 ｜小鼠背部皮下模型制备

Figure 1 ｜ Mouse subcutaneous back model preparation

图 5 ｜各组小鼠造模术后 4，7 d 大体观察结果

Figure 5 ｜ Macroscopic observation results of mice in each group after 
modeling surgery at 4 and 7 days

图 2 ｜慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株复苏培养与扩增筛选 ( 光
镜与荧光显微镜 )(Bars=100 μm)
Figure 2 ｜ Lentivirus-mediated resuscitation culture and amplification 
screening of miRNA-378a macrophage cell lines (light microscopy and 
fluorescence microscopy) (scale bars=100 μm)

图 3 ｜慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株与明胶海绵复合 (Bars= 
100 μm)
Figure 3 ｜ Lentivirus-mediated miRNA-378a macrophage cell line 
complexed with a gelatin sponge (scale bars=100 μm)

图 4 ｜各组样品表面扫描电镜观察结果

Figure 4 ｜ Surface scanning electron microscopy observation results of 
samples of each group

阴性组 ≈ 对照组 < 空白对照组。各组 4，7 d Masson 染色

观察结果与苏木精 - 伊红染色结果一致，胶原纤维增生

面积 7 d 较 4 d 占比更大，且阳性组 > 阴性组 ≈ 对照组 >  

空白对照组；4 d 时阳性组 > 阴性组 ≈ 对照组 > 空白对照

组趋势不变，但差异较 7 d 有所减小。见图 6，7。

2.5   免疫组化结果   从图片可以直观地看到 4 d 时各组各

指标阳性细胞数量均多于 7 d，且无论 4 d 还是 7 d 对照

组、阴性组、阳性组的阳性细胞数量均多于空白对照组。

细胞数、染色细胞数及棕染强度上可见阳性组 > 阴性组 ≈

对照组 > 空白对照组，见图 8，9。

7 d

4 d

A

D

G

B

E

H

C

F

I
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图注：苏木精 - 伊红染

色结果显示，表皮的局

灶性坏死伴炎性渗出物

( 深红色箭头 )；皮下可

见嗜酸性均质物 ( 黑色箭

头 )；周围结缔组织增生

包裹、成纤维细胞 ( 黄色

箭头 ) 并伴有粒细胞浸润

( 蓝色箭头 )；新生血管

淤血 ( 红色箭头 )；结缔

组织排列疏松和水肿现

象 ( 橙色箭头 )。
图 6 ｜各组造模术后 4 d 
苏木精 - 伊红及 Masson
染色观察

Figure 6 ｜ Observation 
of  hematoxyl in-eos in 
s ta i n i n g  a n d  M a s s o n 
sta i n i n g  4  d ays  a f te r 
modeling in each group

图注：苏木精 - 伊红染

色结果显示，表皮的局

灶性坏死伴炎性渗出物

( 深红色箭头 )；皮下可

见嗜酸性均质物 ( 黑色箭

头 )；周围结缔组织增生

包裹、成纤维细胞 ( 黄色

箭头 ) 并伴有粒细胞浸润

( 蓝色箭头 )；新生血管

淤血 ( 红色箭头 )；结缔

组织排列疏松和水肿现

象 ( 橙色箭头 )。
图 7 ｜各组造模术后 7 d 
苏木精 - 伊红及 Masson
染色观察

Figure 7 ｜ Observation 
of  hematoxyl in-eos in 
s ta i n i n g  a n d  M a s s o n 
sta i n i n g  7  d ays  a f te r 
modeling in each group

图 8 ｜各组造模术后 4 d 免疫组化结果

Figure 8 ｜ Immunohistochemical results 4 days after postoperative modeling in each group

苏木精 -伊红染色
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图注：
aP < 0.05，bP < 0.01，cP < 0.001，dP < 0.000 1。

图 10 ｜各组造模术后 4，7 d 免疫组化细胞阳性率定量分析

Figure 10 ｜ Quantitative analysis of positive rate of immunohistochemical 
cells 4 and 7 days after modeling in each group

图 9 ｜各组造模术后 7 d 免疫组化结果

Figure 9 ｜ Immunohistochemical results 7 days after postoperative modeling in each group

定量分析结果显示，阳性组的阳性细胞率无论在

4，7 d 时间节点上还是在 CD68、CCR7、CD206 指标上与

空白对照组、对照组、阴性组相比差异均有显著性意义 

(P < 0.05)；空白对照组的阳性细胞率在 4，7 d 及 CD68、
CCR7、CD206 上与阳性组、对照组、阴性组相比差异均有

显著性意义 (P < 0.05)；而对照组的阳性细胞率在所有时

间节点和指标上与阴性组相比均无统计学差异 (P > 0.05)。

通过统计图可发现 4，7 d 时阳性组的 CD68( 泛巨噬细胞

标记物 )、CD206(M2 型巨噬细胞标记物 ) 阳性细胞率为

4 组最高，而 CCR7(M1 型巨噬细胞标记物 ) 为最低。见 

图 10。

3   讨论   Discussion
近年来，组织工程在口腔颌面部重建中的应用受到

了学者的广泛关注。组织工程最早由 LANGER 和 VACANTI

于 20 世纪 80 年代末提出并在《Science》杂志阐述相关

理念，旨在通过开发恢复、维持或改善组织功能的生物替

代品来修复缺损组织，重建生理功能
[20]
。种子细胞、支架、

生长因子为组织工程的 3 个基本要素，其中多孔支架在

组织工程领域内应用最为广泛，在口腔颌面软组织缺损

修复方面也取得了长足发展
[21-25]

。例如近年来的部分热点

研究方向，牙周和种植体周围重建
[26]
，血管化脂肪组织

工程策略
[27]
，牙齿组织工程的牙本质、牙骨质再生等

[28-29]
。

目前与组织工程骨免疫调节方面相关研究仍需大量

探索。巨噬细胞是免疫系统的重要效应细胞，参与了一

系列生物过程，包括免疫、炎症反应和稳态，其具有显

著的可塑性以便适应组织中各种微环境变化
[30]
。巨噬细

胞广泛存在于体内，以维持体内稳态和抵抗病原体入侵。

巨噬细胞具有显著的可塑性，表现在对组织中遭遇的微环
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境刺激和信号变化做出功能性反应，然后极化为不同的

巨噬细胞表型，以适应变化的组织微环境，如经典的巨

噬细胞 M1 型和 M2 型
[31]
。随着研究的深入，其也被细分

为更多的亚类，如有学者将 M2 型巨噬细胞细分为 M2a/

M2b/M2c/M2d[32]
。当组织受损时炎症性单核细胞响应刺

激从循环中迁移至组织，然后分化为巨噬细胞。细胞因子，

如 γ 干扰素、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子、肿瘤坏死因

子 α、脂多糖等常作为 M1 型表型的激活剂，而 TH2 细胞

分泌白细胞介素 4 和白细胞介素 13，常驱动巨噬细胞向

M2 表型极化
[33]
。巨噬细胞极化过程是复杂而连续的，常

说的巨噬细胞极化通常指某个时间点巨噬细胞的状态，

如伤口的早期阶段巨噬细胞常表现为促炎的 M1 型，而在

愈合阶段转变为抗炎的 M2 型
[34]
。总之，在整个愈合过

程中合理及时地促进巨噬细胞 M1/M2 极化，以最大程度

地减少促炎、促进抗炎或组织愈合反应似乎是组织工程

应用的关键
[35-38]

。

miRNAs 是一类长度为 17-22 个核苷酸的非编码

RNA，在转录后基因调控中具有关键作用，这些主调控因

子本身在转录和转录后都受到调控
[39]
。一个 miRNA 可以

通过与广泛的靶基因相互作用来指导整个细胞通路，这一

特性使得 miRNAs 成为一种非常有潜力的治疗工具
[40]
。越

来越多的证据表明，miRNAs 在转录后水平可作为对各种

感染性微生物免疫应答的调节因子
[41]
。最近的研究表明，

miRNAs 可以作为关键的参与者来调控巨噬细胞的 M2 型

极化
[42]
。已有研究发现，miR-378 可能在巨噬细胞 M2 型

极化的过程中起重要作用。许多研究已经确定了 M1 和

M2 极化的人和小鼠巨噬细胞中的 miRNAs 表达谱，并且

证实了一些 miRNAs 参与巨噬细胞极化的调节
[43-44]

。

课题组前期实验证实，在体外实验中通过慢病毒

转染方式将 miRNA-378a 传递至小鼠腹腔巨噬细胞系

(RAW264.7)，在激光共聚焦显微镜观察下，发现细胞株

可长期稳定表达
[19]
。实验结果表明，miRNA-378a 已成功

传递到细胞之中，通过 PCR 检测向 M1/M2 诱导的巨噬细

胞后发现细胞内的内源性 miRNA-378a 均有所上调，证明

miRNA-378a 确实参与巨噬细胞的极化，并且通过再次诱

导检测得知促炎因子降低及抗炎因子上调。因此，得知

miRNA-378a 可能在免疫调节过程中促巨噬细胞 M2 表型

的极化。结合 miRNA-378a 在免疫调节中的预测，作者推

测 miRNA-378a 对体内环境中的组织修复及巨噬细胞的极

化作用相关，这需要进一步实验研究分析。故而，此次

实验拟将慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株复合胶原

蛋白海绵回植入动物模型，据此检测促进组织修复及免

疫调节的相关指标在体内环境中的表达水平，进一步阐

明 miRNA-378a 促进巨噬细胞 M2 极化时在免疫调节及组

织修复中的相关影响。

胶原蛋白是细胞外基质的主要成分，表现出理想的

特性，如生物相容性和生物降解性，用于体内应用
[45-50]

。

该胶原蛋白海绵材料三维空间结构中有诸多空隙且已经

成熟运用于临床
[51]
，因此以它作为载体来复合细胞株以

期达到稳定回植的目的。作者课题组孙皓等
[52]

已构建过

表达 miR-378a 修饰的骨髓间充质干细胞复合胶原蛋白海

绵支架，并采用荧光显微镜检测转染效率及电镜观测细

胞株在支架内的空间架构，证实了胶原蛋白海绵的空间

架构可以为骨髓间充质干细胞提供良好的附着环境。为

阐明体内环境中 miRNA-378a 促进巨噬细胞极化方向、免

疫调节及组织修复中的相关影响，此次实验将课题组前

期得到的慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株扩增、筛

选培养后通过荧光显微镜观察，确认转染后的细胞株汇

合度达到 80% 及通过荧光强度保证含有 miRNA-378a 的巨

噬细胞株的比例基本占据所有细胞株的 80%，以此确保后

期的材料复合及动物回植时的巨噬细胞株是慢病毒介导

的 miRNA-378a 巨噬细胞株。将各组细胞与胶原蛋白海绵

共培养 7 d，随后通过荧光显微镜及扫描电镜进行观测，

发现荧光显微镜下的胶原蛋白海绵中出现密集的绿色荧

光细胞，证明慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株已经

进入胶原蛋白海绵材料内部。为进一步证实其是否与材

料形成了附着关系，在扫描电镜下观测到慢病毒介导的

miRNA-378a 巨噬细胞株团块大面积、高密度的附着于胶

原蛋白海绵的三维空间结构空隙中，并极化分型、伸出

伪足，也通过各分组的扫描电镜观测发现，空白对照组 (胶

原蛋白海绵 ) 可见胶原蛋白海绵具有良好的三维空间结构

以供细胞株附着、增殖；对照组 ( 巨噬细胞组 ) 可见三维

空间空隙中有细胞株附着，形态基本为球形，且密度及

伪足较少；阴性组空隙中有细胞株附着，形态仍基本为

球形，但密度及伪足较对照组有所增加；阳性组空隙中

有细胞株附着，形态出现球形、纺锤形及多边形分化，

且密度及伪足较对照组、阴性组有所增加。初步观测到

了 miRNA-378a 阳性组与其他分组的差异，得出通过慢病

毒介导 miRNA-378a 巨噬细胞后引起巨噬细胞表型变化以

及增强了细胞的附着能力和增殖能力。

前期细胞部分实验使用的是小鼠腹腔巨噬细胞

Raw264.7，而 C57/BL6 已是现在公认的肿瘤学、生理学、

免疫学、遗传学等研究中的标准品系，因此选用 C57/BL6

作为动物模型，而 C57BL/6J 内的 Nlrp12C57BL/6J 基因位

点发生突变致使其会降低趋化因子的产生、免疫细胞的浸

润和病原体的清除，影响先天性免疫应答反应，可能不适

合用于研究中性粒细胞对免疫系统病原体或功能的反应。

因而此次实验选用亚系 C57BL/6N 小鼠作为动物模型
[53]
。

BAHETI 等 [54]
在小鼠背部气囊模型中回植 GO、HA、

HA-2%GO、HA-5%GO、Ti 各组带有涂层的钛金属片和纯
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钛金属片，探讨实验材料对于机体巨噬细胞极化的调节，

证实了 HA-2%GO 组涂层能促进宿主体内 M2 型巨噬细胞

极化，缓解炎症反应，降低炎性细胞的浸润及抑制纤维组

织生成；并通过苏木精 - 伊红染色、Masson 染色观察到 

HA-2%GO 气囊组织炎性浸润较小，纤维层增生不明显，

而其他实验组炎性浸润纤维层增生明显，更加佐证了结

论。此次实验选择相似的背部皮下模型，方便观察伤口愈

合情况及取材时的皮肤与材料结合情况，且可通过随后

的切片观察到完整皮肤组织内的血管增生、成纤维细胞

增殖、纤维组织增生及各种炎症细胞浸润，以此分辨各

组所引起的巨噬细胞极化分型比例和其对机体免疫调节、

组织修复的相关影响。回植 4，7 d 后取材发现绝大部分

模型中的复合支架已经和皮肤组织结合为一体，修建复合

支架 + 结合部分皮肤组织后通过程序脱水、石蜡包埋、苏

木精 - 伊红染色、Masson 染色切片观察，发现与大体观

察相同的是，各分组 7 d 愈合情况均好于 4 d；而在同一

时间段内，过表达 miRNA-378a 的阳性组巨噬细胞 M2 极

化比例较其他分组高，阴性 miRNA-378a 与对照组无明显

差异但均较空白对照组高，且阳性组组织内的血管增生、

成纤维细胞增殖、纤维组织增生等组织愈合修复迹象较

其他组明显，得出慢病毒介导的 miRNA-378a 巨噬细胞株

在体内环境中确实对免疫调节和组织修复起到一定作用。

WEI 等 [55]
在骨形态发生蛋白 2 对体内巨噬细胞募集

的影响实验中发现，皮下植入含有 20 mg/mL 骨形态发生

蛋白 2 的胶原蛋白海绵支架，能够在体内快速招募免疫细

胞。巨噬细胞谱系泛标记物 CD68、M1 极化巨噬细胞标

记物 CCR7 和 M2 极化巨噬细胞标记物精氨酸酶 1 胶原蛋

白海绵的免疫组化染色的代表性照片也显示出促巨噬细

胞募集及促 M2 极化趋势。此次实验为阐明 miRNA-378a 

在体内环境中对巨噬细胞极化方向的影响，选择 CD68( 泛

巨噬细胞标记物 )、CD206(M2 型巨噬细胞标记物 )、
CCR7(M1 型巨噬细胞标记物 ) 作为免疫组化指标。各组 4，
7 d 免疫组化观察中，直观地看到 4 d 时各组各指标阳性

细胞数量均多于 7 d，证实了 4 d 为巨噬细胞增殖及极化

高峰期，而细胞数、染色细胞数及棕染强度上可见阳性

组 > 阴性组 ≈ 对照组 > 空白对照组这一现象，则进一步证

实了过表达 miRNA-378a 一定程度上增强了巨噬细胞及组

织细胞的增殖。对各组指标的免疫组化阳性细胞率进行

定量分析得出相关统计数据图，显示阳性组的阳性细胞

率无论在时间节点还是指标上都与其他组有统计学差异，

对照和阴性组间无统计学差异，空白对照组与其他组有统

计学差异，证实了过表达 miRNA-378a 的确在体内环境中

影响巨噬细胞极化；阳性组的 CD68( 泛巨噬细胞标记物 )、
CD206(M2 型巨噬细胞标记物 ) 阳性细胞率为 4 组最高，

而 CCR7(M1 型巨噬细胞标记物 ) 为最低。

此次实验前期体外细胞部分的 qRT-PCR 检测结果显

示，与 M1+miR-378a 组相比，M1 组的相关促炎性细胞

因子肿瘤坏死因子 α、一氧化氮合酶、白细胞介素 1β、

白细胞介素 6 的表达明显升高，以上结果说明 miR-378a 

抑制了 M1 型巨噬细胞相关细胞因子的表达；M2 组较 

M2+miR-378a 组的相关促炎性细胞因子 CD206、白细胞介

素 10、精氨酸酶 1 的表达显著升高，说明 miR-378a 促进

了 M2 型巨噬细胞相关细胞因子的表达
[19]
。此次实验为

进一步阐明在体内环境下是否得出相同趋势，选择肿瘤坏

死因子 α、一氧化氮合酶、白细胞介素 6、CD206、白细

胞介素 10 作为 qRT-PCR 检测指标。发现无论是在 4 d 还

是7 d时，对照组及阴性组肿瘤坏死因子α、一氧化氮合酶、

白细胞介素 6、CD206、白细胞介素 10 的基因表达水平均

高于空白对照组，这一表象推测很可能是回植支架中附

着有相当量的巨噬细胞，使得其与不附着细胞的空白对

照组对比表达量增加，而 M2 型巨噬细胞相关的 CD206、

白细胞介素 10 细胞因子在 4 d 时对照组及阴性组与空白

对照组对比无统计学差异，7 d 时出现差异，也有可能是

随着时间推移巨噬细胞的自然极化，支架内相当量的巨

噬细胞与不附着细胞的空白对照组对比表达量差异变大。

阳性组无论是在 4 d 还是 7 d，肿瘤坏死因子 α、一氧化

氮合酶、白细胞介素 6 等促炎细胞因子均在统计学上与其

他 3 组均表现出表达水平相对降低这一差异；而 CD206、

白细胞介素 10 等促炎细胞因子也在统计学上存在差异，

与其他 3 组相比表达水平均的相对升高。以上实验得出

的结果及相应统计学差异皆指向了一个可能性，即过表达 

miRNA-378a的巨噬细胞在体内中得出和体外一致的结论，

过表达 miRNA-378a 的巨噬细胞在体内仍促进巨噬细胞

M2 极化并抑制 M1 极化。

综上所述，此次实验在一定程度上证实了慢病毒介

导 miRNA-378a 进入巨噬细胞后，在动物体内环境中能对

免疫调节和组织修复起到一定作用，探索了 miR-378a 作

为免疫调控、组织修复治疗基因的潜力。但此次研究尚

存明显的不足之处，因研究时间限制未进行 miRNA-378a 

参与免疫调控和组织修复的具体机制研究，尚有待后续

实验进一步探索。
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