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负载 IL-4 及 BMP-2 的氧化石墨烯-羧甲基
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早期影响研究
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【摘要】   目的    探讨负载 IL-4 和 BMP-2 的氧化石墨烯（graphene oxide，GO）-羧甲基壳聚糖（carboxymethyl
chitosan，CMC）凝胶诱导巨噬细胞 M2 型分化及对 BMSCs 成骨分化的影响。方法    取 CMC、GO 制备混合溶液

后，分别添加 PBS、IL-4、BMP-2 或 IL-4+BMP-2，在交联剂作用下制备单纯或负载不同因子的 GO-CMC 凝胶支

架；取单纯 GO-CMC 凝胶表征观测，包括大体、扫描电镜及傅里叶变换红外吸收光谱仪（Fourier transform
infrared spectroscopy，FTIR）检测，以单纯 CMC 凝胶作为对照；取负载不同因子的 GO-CMC 凝胶行体外缓释实

验。取 4～5 周龄 SPF 级 SD 雌性大鼠分离培养巨噬细胞，分别与单纯以及负载不同因子的 GO-CMC 凝胶培养，

24 h 后行 CD206 免疫荧光检测巨噬细胞分化情况；取第 3 代大鼠 BMSCs 分别与单纯以及负载不同因子的 GO-

CMC 凝胶成骨诱导培养，10 d 后行 ALP 染色观测早期成骨，21 d 行茜素红染色观测晚期成骨。结果    大体观察

GO-CMC 凝胶呈棕色、半透明状；扫描电镜观察示，GO-CMC 凝胶孔径及孔壁厚度与单纯 CMC 凝胶相似，但内

壁粗糙度增加；FTIR 检测显示 CMC 发生聚合形成凝胶。体外缓释实验示 3 种负载不同因子的 GO-CMC 凝胶缓

释性能相似，均呈线性缓慢释放因子。CD206 免疫荧光检测示 GO-CMC 凝胶可诱导巨噬细胞 M2 型分化，ALP
及茜素红染色示 GO-CMC 凝胶可诱导 BMSCs 成骨分化；其中负载 IL-4+BMP-2 的 GO-CMC 凝胶作用最显著

（P<0.05）。结论    负载 IL-4 和 BMP-2 的 GO-CMC 凝胶可诱导巨噬细胞 M2 型分化，增强 BMSCs 成骨分化能力，

为后期骨缺损修复及骨免疫调节研究提供了新的策略。

【关键词】  氧化石墨烯；羧甲基壳聚糖；IL-4；BMP-2；巨噬细胞；BMSCs；大鼠
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【Abstract】 Objective    To investigate the effect of graphene oxide (GO)-carboxymethyl chitosan (CMC) hydrogel
loaded with interleukin 4 (IL-4) and bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) on macrophages M2 type differentiation and
osteogenic differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs). Methods    GO solution was mixed with
CMC, then the phosphate buffered saline (PBS), IL-4, BMP-2, or IL-4+BMP-2 were added to prepare different GO-CMC
hydrogel scaffolds with or without different cytokines under crosslinking agents. The characteristics of pure GO-CMC
hydrogel were characterized by gross observation, scanning electron microscope (SEM), and Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), and the CMC hydrogel was used as control. The sustained release of GO-CMC hydrogels with
different cytokines was also tested. Macrophages were isolated and cultured from female Sprague Dawley rats aged 4-5
weeks, and then cultured with GO-CMC hydrogels with and without different cytokines, respectively. CD206
immunofluorescence staining was used to detect the differentiation of macrophages after 24 hours. The 3rd generation
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of rats BMSCs were cultured with GO-CMC hydrogels with and without different cytokines respectively for osteogenic
induction. The early osteogenesis was observed by alkaline phosphatase (ALP) staining after 10 days, and the late
osteogenesis was observed by alizarin red staining after 21 days. Results    Generally, GO-CMC hydrogel was brown and
translucent. SEM showed that the pore diameter and wall thickness of GO-CMC hydrogel were similar to that of CMC
hydrogel, but the inner wall roughness increased. FTIR test showed that CMC polymerized to form hydrogel. In vitro, the
sustained release experiments showed that the properties of GO-CMC hydrogels loaded with different cytokines were
similar. CD206 immunofluorescence detection showed that GO-CMC hydrogels could induce macrophages
differentiation into M2-type. ALP and alizarin red staining showed that GO-CMC hydrogels could induce BMSCs
osteogenic differentiation, in which GO-CMC hydrogel loaded with IL-4+BMP-2 showed the most significant effect
(P<0.05). Conclusion    The GO-CMC hydrogel loaded with IL-4 and BMP-2 can induce macrophages differentiation into
M2-type and enhance the ability of BMSCs with osteogenic differentiation in vitro, which provide a new strategy for bone
defect repair and immune regulation.

【Key words】  Graphene oxide; carboxymethyl chitosan; interleukin 4; bone morphogenetic protein 2;
macrophages; bone marrow mesenchymal stem cells; rat
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肿瘤、创伤、先天性疾病等原因导致的大范围

或节段性骨缺损修复一直是临床难题，采用具有骨

诱导性生物材料构建类似自体骨修复骨缺损的方

法显示了广阔的应用前景。目前体外生物材料诱

导骨形成的研究中，未考虑宿主固有炎症反应，导

致体内与体外研究结果不一致[1]。当生物材料植入

体内时，首先在其表面黏附的细胞不是骨相关细

胞，而是参与宿主免疫反应的免疫细胞，包括淋巴

细胞、树突状细胞、单核细胞、巨噬细胞等，其中巨

噬细胞为主要参与者，在骨损伤早期和晚期骨重建

中发挥着重要作用。巨噬细胞具有高度可塑性，可

以分为经典活化的 M1 型和选择活化的 M2 型，分

别发挥促炎作用和抗炎作用。近年来，M2 型巨噬

细胞及其亚型作为治疗型巨噬细胞备受重视，不仅

具有强大的抗炎作用，还具有促进细胞迁移增殖、

细胞成熟、细胞外基质形成和血管形成[2-3]，调节干

细胞以及成骨细胞、破骨细胞的功能活性等[4]重要

作用，成为骨修复重建和骨免疫调节的研究热点。

IL-4 是免疫系统中重要的免疫细胞因子，能够诱导

巨噬细胞向 M2 型分化，在骨修复炎症反应阶段减

轻局部炎症，促进骨修复。然而，IL-4 半衰期非常

短，在机体内的有效时间仅有 2～10 min，很容易

被机体清除，阻碍了 IL-4 的体内研究[5-6]。

羧甲基壳聚糖（carboxymethyl chitosan，CMC）

是壳聚糖的衍生物，具有良好的水溶性以及天然生

物相容性、降解性、抗菌等特性，可在交联剂作用

下形成凝胶，广泛用作制备骨、软骨、皮肤软组织

等的生物材料[7-8]。然而，单纯 CMC 凝胶机械性能

差，不能满足组织生长环境的力学要求。近年来，

氧化石墨烯（graphene oxide，GO）越来越受到关

注，其在细胞黏附、增殖以及载药、生物传感等方

面有着广阔应用前景，成为生物领域研究的热点[9-11]。

有研究发现 CMC 与 GO 混合成胶后，CMC 机械强

度明显提高[12]。同时在载药方面，GO 可以在不破

坏蛋白分子结构条件下修饰结合所需负载的蛋白，

并在其释放过程中表现出持续缓释作用，在减少用

量的同时持续保持负载蛋白活性[13]。

因此，本研究通过 GO 负载 IL-4 和 BMP-2，制

备具有缓释功能的 GO-CMC 凝胶支架，探讨该支

架能否诱导巨噬细胞 M2 型分化以及通过释放 IL-4
和 BMP-2 增强 BMSCs 成骨分化能力。

1    材料与方法

1.1    实验动物及主要试剂、仪器

4～5 周龄 SPF 级 SD 雌性大鼠 4 只，体质量

200～220 g，购于成都达硕生物科技有限公司。

IL-4、BMP-2（R&D 公司，美国）；L-DMEM、

H-DMEM、FBS（GIBCO 公司，美国）；1640 培养基

（HyClone 公司，美国）；CMC（羧甲基化≥80%；

大连美仑生物技术有限公司）；GO 粉末（南京先

丰纳米材料有限公司）；CD68 抗体、CD206 抗体

（Abcam 公司，美国）；1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙
基碳二亚胺盐酸盐［1-（3-dimethylaminopropyl）-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride，EDC］、N-羟基丁

二酰亚胺（N-hydroxy succinimide，NHS）（Sigma 公
司，美国）；BCIP/NBT ALP 显色试剂盒（上海碧云

天生物技术有限公司）；AKP 测试盒（南京建成有

限公司）。

倒置荧光显微镜、扫描电镜（Zeiss 公司，德

国）；傅立叶变换红外光谱仪（Fourier transform
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infrared spectroscopy，FTIR；热电公司，美国）。

1.2    凝胶制备与表征

1 . 2 . 1      凝胶制备　将  CMC 置于  PBS  配置成

2%（W/V）溶液，然后加入 GO 溶液，使 GO 浓度为

0.01 %（W/V），GO 溶液在混合前加入交联剂（0.1 mol/L
EDC 及 0.025 mol/L NHS）活化 15 min。分别加入

PBS、IL-4（1 μg/mL）、BMP-2（2 μg/mL）以及 IL-4
（1 μg/mL）+BMP-2（2 μg/mL），摇晃 2 h 使其与

CMC 溶液充分混合。加入交联剂，混合均匀后移

至 96 孔板中静置 30 min，待其充分成胶后分别得

到单纯 GO-CMC 凝胶以及负载 IL-4、BMP-2 及 IL-
4+BMP-2 的 GO-CMC 凝胶，切割成厚度约 2 mm
的样品备用。另直接于 CMC 溶液中加入交联剂制

备单纯 CMC 凝胶。将制备的凝胶置于 PBS 溶液中

浸泡 72 h，每 24 小时换液 1 次，去除多余交联剂及

其副产物。

1.2.2    GO-CMC 凝胶表征观测　① 大体观察：观

察单纯 CMC 凝胶和单纯 GO-CMC 凝胶的形状、

颜色。

② 扫描电镜观察：将单纯 CMC 凝胶和单纯

GO-CMC 凝胶置于–20℃ 冰箱中 2 h，然后转移至

–80℃ 冰箱过夜并冻干，切片、喷金处理后，扫描电

镜观察样品微观结构。

③ FTIR 检测：将单纯 CMC 凝胶和单纯 GO-

CMC 凝胶冻干后研磨成粉末，溴化钾压片后，采用

FTIR 对样品进行分析。

④ 缓释性能：将负载不同因子的 GO-CMC 凝
胶样品切片，片厚 2 mm、直径 17.8 mm，置于 4 mL
EP 管中，加入 3 mL PBS 溶液（pH7.0），置于摇床

（37℃、80 r/min）。分别于 1、3、5、7、14、28、42、
56 d 吸取 PBS 溶液（–20℃ 保存），同时添加 3 mL
新的 PBS 溶液。待各时间点收集完成后，ELISA 检
测 PBS 溶液中 IL-4、BMP-2 含量，绘制缓释曲线，

计算各时间点缓释率。

1.3    GO-CMC 凝胶诱导巨噬细胞 M2 型分化

1.3.1    大鼠巨噬细胞分离培养　取 4 只 SD 大鼠断

颈处死，每只腹腔注射 10 mL 预冷 H-DMEM，静置

5～7 min。在剑突下最薄弱处作 2 mm 长切口打开

腹腔，用无菌巴氏吸管从切口进入腹腔吸取淡黄色

液体，置于离心管中，以半径 12 cm、1 000 r/min 离
心 10 min；弃上清，加入含 10%FBS 的 H-DMEM 培
养基重悬，调整细胞密度为 1.5×106 个/mL，接种于

放置细胞爬片的 6 孔板中，于 37℃、5%CO2 培养箱

中培养 2 h 后更换培养基，去除未贴壁细胞及其他

细胞，剩下贴壁细胞即为巨噬细胞，用于后续实验。

1.3.2    诱导分化培养及观测　将巨噬细胞接种至有

24 孔爬片的 Transwell 孔板下室中，调整细胞密度

为 2×105 个/孔，2 h 后首次换液，去除未贴壁细胞；

取制备的单纯 GO-CMC 凝胶（对照组）以及负载

IL-4、BMP-2、IL-4+BMP-2 的 GO-CMC 凝胶（分别

为 IL-4 组、BMP-2 组、IL-4+BMP-2 组），分别置于

Transwell 孔板上室中；同时设置空白对照（无材料

和因子）和阳性对照（仅有 IL-4）。培养 24 h 后取

出细胞爬片行 CD206 免疫荧光检测，荧光显微镜

下观察蓝色荧光（DAPI）和红色荧光（罗丹明）双染

者即为 M2 型阳性细胞，200 倍镜下随机取 5 个视

野计算阳性率。

1.4    GO-CMC 凝胶诱导 BMSCs 成骨分化

1.4.1    诱导培养及分组　取前期研究分离培养的第

3 代 BMSCs 接种至 24 孔 Transwell 孔板下室中，调

整细胞密度为 2×104 个/孔，待细胞融合至 60%～

70% 时，更换为成骨诱导培养基；同时取单纯 GO-
CMC 凝胶（对照组）以及负载 IL-4、BMP-2、IL-4+
BMP-2 的 GO-CMC 凝胶（分别为 IL-4 组、BMP-2
组、IL-4+BMP-2 组），分别置于 Transwell 孔板上室

中，每隔 2 d 换液 1 次。以单纯 BMSCs 成骨诱导培

养作为空白组。

1.4.2    观测指标　① 早期成骨观测：诱导培养 10 d
各组取 3 孔细胞，参照 BCIP/NBT ALP 显色试剂盒

说明书染色，光镜下观察细胞染色情况。参照 AKP
测试盒操作说明书检测 ALP 蛋白、总蛋白含量，并

计算 ALP 蛋白/总蛋白比值。② 晚期成骨观测：诱

导培养 21 d 后各组取 3 孔细胞行茜素红染色，光镜

下观察钙结节染色情况。然后用 10% 氯化十六烷

基吡啶溶解，采用全自动酶标仪于 562 nm 波长处

读取吸光度（A）值。

1.5    统计学方法

采用 GraphPad8.0 统计软件进行分析。数据以

均数±标准差表示，组间比较采用单因素方差分

析，两两比较采用 SNK 检验；检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    凝胶表征观测

2.1.1    大体观察　单纯 CMC 凝胶呈淡黄色，半透

明状，含水量高，折光性强；单纯 GO-CMC 凝胶呈

棕色，半透明状，含水量高，折光性强。见图 1。
2.1.2    扫描电镜观察　单纯 CMC 凝胶为疏松多孔

结构，孔壁较薄且光滑；孔径较大，达（311.5±
17.0）nm。单纯 GO-CMC 凝胶孔径及孔壁厚度与

单纯 CMC 凝胶相比无明显变化，但内壁粗糙度增
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加、表面积增大，同时可以观察到孔壁上附着的

GO。见图 2。
2.1.3    FTIR 检测　单纯  CMC 凝胶和单纯  GO-

CMC 凝胶的红外光谱中可见 1 648 cm–1 和 1 590 cm–1

波长处分别出现波峰变化，说明在化学交联剂作用

下发生了化学键的结合（CMC 自身形成、CMC 与
GO 之间形成），形成了典型的酰胺键（-NHCO-）

Ⅰ和Ⅱ，表明 CMC 发生聚合形成凝胶。见图 3。
2.1.4    负载因子凝胶的缓释性能观测　缓释曲线

提示各样品均呈线性缓慢释放因子，56 d 后缓释

率均未达 40%，未出现突释现象。3 种负载不同因

子的 GO-CMC 凝胶缓释性能相似，其中负载 IL-4
的 GO-CMC 凝胶最大缓释率为 38.3%，负载 BMP-
2 的 GO-CMC 凝胶为 38.8%，负载 IL-4+BMP-2 的
GO-CMC 凝胶（IL-4 和 BMP-2 均值）为 37.2%。见

图 4。
2.2    GO-CMC 凝胶诱导巨噬细胞 M2 型分化

培养 24 h 后，IL-4 组、IL-4+BMP-2 组中可见大

量 M2 型阳性细胞，阳性率分别为 88.67%±1.28%、

89.20%±0.62%，组间差异无统计学意义（P>0.05）；
对照组以及 BMP-2 组仅可见少量 M2 型阳性细胞，

阳性率分别为 6.07%±0.57%、6.27%±0.91%，组间差

异亦无统计学意义（P>0.05）；而  IL -4 组、 IL -
4+BMP-2 组与对照组、BMP-2 组间差异有统计学意

义（P<0.05）。见图 5。
2.3    GO-CMC 凝胶诱导 BMSCs 成骨分化

2.3.1    早期成骨观测　成骨诱导培养 10 d 后，各组

均可见蓝紫色片状沉积，其中 IL-4+BMP-2 组颜色

最深、片状沉积最大，其次分别为 BMP-2 组、IL-4
组、对照组及空白组。见图 6。

半定量检测显示，空白组、对照组、IL-4 组、

BMP-2 组、IL-4+BMP-2 组 ALP 蛋白/总蛋白比值分

别为 1.43±0.11、1.42±0.02、1.58±0.03、1.72±0.02、
1.96±0.08。IL-4+BMP-2 组及 BMP-2 组 ALP 蛋白/
总蛋白比值明显高于 IL-4 组、对照组及空白组，IL-
4+BMP-2 组高于 BMP-2 组，IL-4 组高于对照组及

空白组，差异均有统计学意义（P<0.05）；对照组及

 

 
图 1     大体观察     a. CMC 凝胶；b. GO-CMC 凝胶

Fig.1   General observation     a. CMC hydrogel;   b. GO-CMC
hydrogel

 

100 μm 100 μm 5 μm

 
图 2     扫描电镜观察     a. CMC 凝胶（×35）；b. GO-CMC 凝胶（×35）；c. GO-CMC 凝胶孔壁附着的 GO（×2 000）

Fig.2   SEM observation     a. CMC hydrogel (×35);   b. GO-CMC hydrogel (×35);   c. GO attached to the wall of GO-CMC hydrogel (×2 000)
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图 3     凝胶 FTIR 检测

Fig.3   FTIR analysis of hydrogel
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图 4     负载不同因子的 GO-CMC 凝胶缓释曲线

Fig.4   The sustained release curves of GO-CMC hydrogels loaded
   with different cytokines
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空白组间差异无统计学意义（P>0.05）。

2.3.2    晚期成骨观测　各组均可见橘红色钙化结

节、成团聚集，其中 BMP-2 组以及 IL-4+BMP-2 组

钙化结节更多、橘红色片状更大。见图 7。

半定量检测显示，IL-4+BMP-2 组、BMP-2 组、

IL-4 组、对照组及空白组 A 值分别为 0.377±0.009、

0.327±0.007、0.255±0.006、0.228±0.015、0.214±

0.009。IL-4+BMP-2 组及 BMP-2 组明显高于 IL-4

组、对照组及空白组，IL-4+BMP-2 组高于 BMP-2

组，IL-4 组高于对照组及空白组，差异均有统计学

意义（P<0.05）；对照组及空白组间差异无统计学

意义（P>0.05）。

3    讨论

本研究通过 GO 负载 IL-4 和 BMP-2 两种生物

活性因子与 CMC 溶液混合，成功制备 GO-CMC 凝

胶支架，其不仅能诱导巨噬细胞向 M2 型分化，同

时缓释的 IL-4 和 BMP-2 均可以在体外增强 BMSCs

 

100 μm 100 μm 100 μm100 μm

100 μm 100 μm 100 μm100 μm

100 μm 100 μm 100 μm100 μm

100 μm 100 μm 100 μm100 μm

 
图 5     各组 CD206 免疫荧光染色观察     从左至右分别为光镜（×100）下以及荧光显微镜（×100）下 DAPI 染色、罗丹明染色及二者重叠

a. IL-4 组；b. BMP-2 组；c. IL-4+BMP-2 组；d. 对照组

Fig.5   CD206 immunofluorescence staining of each group     From left to right for light microscope (×100) observation and DAPI staining,
rhodamine staining, and the merge under fluorescence microscope (×100)　a. IL-4 group;   b. BMP-2 group;   c. IL-4+BMP-2 group; d. Control
group
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成骨分化能力。近年来，骨诱导材料的免疫调节越

来越受到重视，被认为是组织再生的重要影响因

素[14-16]。CMC 作为天然多糖类，不仅具有良好的生

物相容性及降解性，还具有抗菌特性，这些特性使

其在生物材料工程领域得到广泛应用[17]。GO 由于

表面含有大量羟基、羧基等功能基团，被修饰后能

作为载体，负载多种生物蛋白分子，在保持其生物

活性同时表现出缓慢释放的特性[18]。表征观察显示

该凝胶支架具有疏松多孔结构，孔径在 300 nm 左
右，有利于营养物质的交换及代谢产物的排出，同

时其内壁粗糙，增加了细胞及蛋白分子的黏附面

积；FTIR 检测提示在 1 648 cm−1 和 1 590 cm−1 波长

处分别形成了典型的酰胺键（-NHCO-）的波峰变

化，表明 GO 和 CMC 或者其自身发生了交联，产

生了新的化学键，形成了稳定的凝胶结构。

骨骼系统与免疫系统形成了一个新的研究方

 

200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm

 
图 6     成骨诱导培养 10 d 各组 ALP 染色观察（×100）     a. 空白组；b. 对照组；c. IL-4 组；d. BMP-2 组；e. IL-4+BMP-2 组

Fig.6   ALP staining observation of each group after osteogenic induction cultured for 10 days (×100)     a. Blank group;   b. Control group;   c.
IL-4 group;   d. BMP-2 group;   e. IL-4+BMP-2 group

 

 
图 7     成骨诱导培养 21 d 各组茜素红染色观察（×100）     a. 空白组；b. 对照组；c. IL-4 组；d. BMP-2 组；e. IL-4+BMP-2 组

Fig.7   Alizarin red staining observation of each group after osteogenic induction cultured for 21 days (×100)     a. Blank group;   b. Control
group;   c. IL-4 group;   d. BMP-2 group;   e. IL-4+BMP-2 group
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向，称为“骨免疫学”。例如，免疫细胞产生的细

胞因子（如 TGF-β 和 IL-4）在分化早期可诱导成骨

细胞迁移、增殖或分泌骨细胞外基质，而 IL-1β 和
TNF-α 可抑制成骨细胞分化[19]。基于此，本研究应

用 IL-4 诱导巨噬细胞向 M2 型分化，从而达到促进

BMSCs 增殖和成骨分化的目的。Zheng 等[20]比较了

不同剂量 IL-4 诱导巨噬细胞分化的效果，以期提供

一种精确的主动免疫调节机制，从而达到增强成骨

和成血管目的。研究发现当单次 IL-4 用量为 10 ng
时，巨噬细胞分化为 M1 型与 M2 型比例最适合，

促进成骨和成血管作用也最强。本研究选择 IL-4
浓度为  1 μg/mL，单个凝胶支架单次缓释剂量与

Zheng 等[20]实验剂量相似。BMP-2 作为成骨诱导因

子的研究很多，不同文献报道的使用剂量各不相

同[21-22]，由于 GO 负载因子后呈现缓慢释放趋势，因

此本研究采用 BMP-2 的使用剂量为 2 μg/mL，与

Lee 等 [12]实验研究剂量一致。研究表明，GO 负载

BMP-2 缓慢释放的特性不仅可以持续释放因子作

用于目的细胞，避免突释所带来的不良效果，同时

也可减少用量，进而减少副作用并降低成本[1]。

本研究 GO-CMC 凝胶诱导巨噬细胞 M2 型分

化检测结果显示，负载 IL-4 的凝胶支架组（IL-4、
IL-4+BMP-2 组）均成功诱导巨噬细胞 M2 型分化，

表明凝胶支架在与巨噬细胞共培养中释放一定量

IL-4，能诱导巨噬细胞向 M2 型分化，为组织修复提

供有力的细胞微环境，为后续体内实验奠定了基

础。有研究证实巨噬细胞可以通过分泌多种因子，

如 BMP-2、TNF-α、抑瘤素等，调控骨形成[23-25]。因

此，下一步需要对 IL-4 诱导巨噬细胞 M2 型分化和

BMSCs 的共培养体系进行实验研究，探索其增强

BMSCs 成骨分化形成的机制。

目前，M0、M1、M2 型巨噬细胞对 BMSCs 成骨

分化的影响仍存在争议[26]。研究发现尽管 M1 型巨

噬细胞在成骨早期和中期显著促进共培养的 MSCs
成骨分化，但未观察到其对 MSCs 矿化作用的增

强[23]。与此相反，M2 型巨噬细胞增强了共培养的

MSCs 矿化，并且这种作用和巨噬细胞与 MSCs 的
比例成正相关。此外，BMP-2 和抑瘤素参与不同亚

型巨噬细胞和 MSCs 之间的相互作用，从而刺激后

者的成骨分化。另有研究发现，M0 型巨噬细胞增

强细胞的成骨能力，但与 M1 型和 M2 型巨噬细胞

相比，细胞形成片层的能力受损[27]。相比之下，M2
型巨噬细胞不仅能促进培养细胞的成骨分化潜能，

还表现出形成稳健细胞片层的能力。

通过对 BMSCs 成骨诱导研究，我们发现 IL-4+

BMP-2 组 ALP 染色最深、片状沉积最大，半定量检

测结果提示其早期成骨蛋白含量最高；而茜素红

染色同样表明负载两种因子的凝胶诱导 BMSCs 成
骨分化作用明显强于单一因子或不含因子凝胶，提

示 IL-4 的参与提高了 BMSCs 的成骨分化能力，而

具体机制目前尚不清楚，已成为研究热点[1，28-30]。

综上述，本研究通过 GO 负载 IL-4 和 BMP-2，
与 CMC 构建复合凝胶支架，体外实验表明该支架

不仅可以诱导巨噬细胞 M2 型分化，并且释放的两

种因子均能增强 BMSCs 成骨分化能力，为体内实

验奠定了良好基础，同时为骨缺损修复及骨免疫调

节提供了新的策略。但目前对于巨噬细胞调控

BMSCs 成骨分化的机制仍不明确，两者相互关系仍

需进一步探索，对于骨诱导生物材料精确的免疫调

控也需进一步研究。
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