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摘要：目的　探讨硫化氢（Ｈ２Ｓ）通过调控巨噬细胞（ＲＡＷ２６４７细胞株）极化对
成骨前体细胞（ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞株）成骨分化的影响及其机制。方法　将
ＲＡＷ２６４７细胞接种后分为 ４组（每组 ｎ＝１０），分别为对照组（未处理）、Ｍ１诱
导组［加入１００ｎｇ·ｍＬ－１脂多糖（ＬＰＳ）］、Ｍ２诱导组（加入 ２０ｎｇ·ｍＬ－１白细胞
介素－４＋２０ｎｇ·ｍＬ－１白细胞介素 －１０，ＩＬ－４＋ＩＬ－１０）、ＧＹＹ４１３７干预组
（Ｈ２Ｓ供体 ＧＹＹ４１３７１００μｍｏｌ· Ｌ－１）。用逆转录定量聚合酶链反应
（ＲＴ－ｑＰＣＲ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测包括肿瘤坏死因子 －α
（ＴＮＦ－α）、白细胞介素 －１β（ＩＬ－１β）和诱导型一氧化氮合酶（ｉ－ＮＯＳ）在内
的Ｍ１型巨噬细胞相关因子的 ｍＲＮＡ及蛋白表达和包括白细胞介素 －１０
（ＩＬ－１０）、精氨酸酶－１（Ａｒｇ－１）和甘露糖受体（ＣＤ２０６）在内的Ｍ２型巨噬细胞
相关因子的 ｍＲＮＡ及蛋白表达，并验证极化诱导效果及 ＧＹＹ４１３７的干预作用；
用细胞计数试剂盒 －８（ＣＣＫ－８）实验法检测不同浓度 ＧＹＹ４１３７处理
ＲＡＷ２６４７细胞２４和７２ｈ后的活性（每组６个复孔）。用流式细胞术检测对照
组和ＧＹＹ４１３７组（１００μｍｏｌ·Ｌ－１）Ｍ２型标志物 Ａｒｇ－１和 ＣＤ２０６表达（每组
ｎ＝１０）。将 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞分为 ４组（ｎ＝１０），分别为空白组（无成骨诱导培
养基）、成骨对照组（加成骨诱导培养基）、共培养组（与 ＲＡＷ２６４７细胞
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养）和ＧＹＹ４１３７预处理共培养组（与 １００μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＹＹ４１３７预
处理的 ＲＡＷ２６４７细胞共培养）。用 ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测包括 Ｒｕｎｔ相关转录因
子 ２（Ｒｕｎｘ－２）、骨桥蛋白（ＯＰＮ）、骨形态发生蛋白－２（ＢＭＰ－２）和骨唾液酸蛋
白（ＢＳＰ）在内的成骨相关基因ｍＲＮＡ相对表达水平；用碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色
法和茜素红染色法检测成骨分化能力。结果　对照组、Ｍ１诱导组和 ＧＹＹ４１３７
干预组的ＴＮＦ－αｍＲＮＡ相对表达水平分别为１５６±０２２、１６４９±３５６和
０５７±０１１；ＩＬ－１βｍＲＮＡ相对表达水平分别为 １０６±０２４、３３７±０７６和
１４３±０３４，Ｍ１诱导组的上述指标均显著高于对照组，ＧＹＹ４１３７干预组的上述
指标均显著低于 Ｍ１诱导组（均Ｐ＜０００１）。ＧＹＹ４１３７组和对照组的 Ａｒｇ－１
ｍＲＮＡ相对表达水平分别为１３８±０３６和０９１±０１２；ＣＤ２０６ｍＲＮＡ相对表达
水平分别为１７４３±２８４和 １１４±０２１；ＣＤ２０６蛋白相对表达水平分别为
０８９±０２５和０２０±００４；ｉ－ＮＯＳ蛋白相对表达水平分别为 ０７２±０１９和
０２５±００７；Ａｒｇ－１相对表达水平分别为２８６５±３２１和１２３１±２１５；ＣＤ２０６相
对表达水平分别为３１２４±２８９和１０８７±１９８，ＧＹＹ４１３７干预组的上述指标均
显著高于对照组，在统计学上差异均有统计学意义（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）。
ＧＹＹ４１３７预处理共培养组和共培养组的 Ｒｕｎｘ－２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为
３２１±０４５和 １５６±０２２；ＯＰＮｍＲＮＡ相对表达水平分别为 ２８９±０３８和
１４３±０１９；ＢＭＰ－２ｍＲＮＡ相对表达水平分别为３５６±０５２和１６７±０２５；
ＢＳＰｍＲＮＡ相对表达水平分别为２９８±０４１和１５１±０２０，ＧＹＹ４１３７预处理共
培养组的上述指标均显著高于共培养组，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。ＧＹＹ４１３７预处理共培养组和成骨对照组的 ＡＬＰ的光密度（ＯＤ）值
分别为（０８９±０１２）和（０５６±００８）μｍ２；茜素红染色钙结节面积分别为
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　　　（２８６５３２±２１５６７）和（１５６８４５±１８９３２）μｍ２；ＧＹＹ４１３７预处理共培养组的上述指标均显著高于成骨对照组，在统计学上差异
均有统计学意义（均Ｐ＜００５）。结论　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＹＹ４１３７可通过促进 ＲＡＷ２６４７细胞向 Ｍ２型巨噬细胞极化，上调成骨相
关基因表达，增强 ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞成骨分化能力。
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ＲＴ－ｑＰＣＲ；ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ（ＡＬＰ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎＲｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦ－αｍＲＮＡｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｍ１ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ
ＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１５６±０２２，１６４９±３５６ａｎｄ０５７±０１１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＩＬ－１βｍＲＮＡｗｅｒｅ１０６±０２４，３３７±０７６ａｎｄ１４３±０３４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＭ１
ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎＭ１ｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ（ａｌｌＰ＜０００１）Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
Ａｒｇ－１ｍＲＮＡｉｎＧＹＹ４１３７ｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ１３８±０３６ａｎｄ０９１±０１２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ２０６ｍＲＮＡｗｅｒｅ１７４３±２８４ａｎｄ１１４±０２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＣＤ２０６ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０８９±０２５ａｎｄ０２０±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉ－ＮＯＳｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０７２±０１９ａｎｄ０２５±００７，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡｒｇ－１ｗｅｒｅ２８６５±３２１ａｎｄ
１２３１±２１５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ２０６ｗｅｒｅ３１２４±２８９ａｎｄ１０８±１９８，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
ＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲｕｎｘ－２ｍＲＮＡｉｎ
ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔａｎｄｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ３２１±０４５ａｎｄ１５６±０２２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯＰＮｍＲＮＡｗｅｒｅ２８９±０３８ａｎｄ１４３±０１９，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆ
ＢＭＰ－２ｍＲＮＡｗｅｒｅ３５６±０５２ａｎｄ１６７±０２５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＢＳＰｍＲＮＡｗｅｒｅ
２９８±０４１ａｎｄ１５１±０２０，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＴｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）
ＴｈｅＯＤｖａｌｕｅｓｏｆＡＬＰｉｎＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐａｎｄｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（０８９±０１２）
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ａｎｄ（０５６±００８）μｍ２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｒｅａｓｏｆａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｅｄｃａｌｃｉｕｍｎｏｄｕｌｅｓｗｅｒｅ（２８６５３２±２１５６７）
ａｎｄ（１５６８４５±１８９３２）μｍ２，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｏｆＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　１００μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＹＹ４１３７ｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆＭＣ３Ｔ３－Ｅ１ｃｅｌｌｓｂｙｐｒｏｍｏｔｉｎｇ
ｔｈｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓｔｏＭ２ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ，ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｅｓｉｓ；ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｐｒｅｃｕｒｓｏｒｃｅｌｌ

　　骨骼系统是一个动态组织，其不断地经历重塑过
程［１］。炎症免疫细胞在骨修复中有重要作用［２］。在

骨折的早期炎症阶段，经典活化的 Ｍ１型巨噬细胞通
过吞噬作用和释放出促炎性细胞因子，而在骨愈合过

程的后期，交替活化的巨噬细胞则释放出一系列促再

生细胞因子［３］，这些因子有助于建立一个抗炎环境，

促进软骨和血管的形成。由于这２种巨噬细胞亚型
在骨折愈合过程中起着关键作用，因此调节不同巨噬

细胞亚型可能成为炎症性骨质流失和骨折愈合的新

治疗策略。研究表明，骨髓间充质干细胞能够内源性

产生硫化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｓｕｌｆｉｄｅ，Ｈ２Ｓ），并通过调控钙离
子通道来调节自身的自我更新和成骨分化能力［４］。

此外，Ｈ２Ｓ还能够调节巨噬细胞的极化状态
［５］，影响

Ｍ１型和Ｍ２型巨噬细胞之间的动态平衡。本研究旨
在探讨Ｈ２Ｓ通过调控巨噬细胞极化促进 ＭＣ３ＴＣ－Ｅ１
细胞成骨分化的影响。

材料与方法

１　材料
细胞　ＲＡＷ２６４７细胞株和 ＭＣＥ３Ｔ３－Ｅ１细胞

株，均由江苏大学附属昆山医院骨科实验室细胞库

保存。

药品与试剂　ＧＹＹ４１３７（Ｈ２Ｓ供体），规格：每瓶
１０ｍｇ，批号：１０６７４０－０９－４，购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｔ公司；
ＤＭＥＭ高糖培养基、磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳ）、胰酶和青霉素 －链霉素混合
溶液（ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ－ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ，ＰＳ），均购自美国Ｇｉｂｉｃｏ
公司；胎牛血清，购自德国 ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；细胞
计数试剂盒－８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８），购自
北京Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；ＲＮＡ提取试剂盒、Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶、反
转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴ－ＰＣＲ）试剂盒，均购自南京 Ｖａｚｙｍｅ
公司；引物，购自苏州金唯智生物科技有限公司；鼠抗

诱导型一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，
ｉ－ＮＯＳ）抗体、鼠抗甘露糖受体Ｃ型１（ｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ

Ｃ－ｔｙｐｅ１，ＣＤ２０６）抗体，均购自美国 Ａｂｃａｍ公司；碱
性磷酸酶（ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＡＬＰ）染色试剂盒，购
自上海碧云天生物科技有限公司；茜素红染色试剂，

购自北京索莱宝生物科技有限公司；白细胞介素 －４
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－４，ＩＬ－４）和ＩＬ－１３蛋白，均购自南京近
岸蛋白质科技有限公司；脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ），购自上海源叶生物科技有限公司。
２　实验方法
２１　细胞培养

ＲＡＷ２６４７细胞及 ＭＣＥ３Ｔ３细胞均用含 １０％胎
牛血清和１％青霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基培
养于５％ ＣＯ２、３７℃恒温恒湿的培养箱中。
２２　ＣＣＫ－８法检测细胞活性［６］

将ＲＡＷ２６４７细胞以每孔４０００个接种于９６孔
板，每孔２００μＬ；次日观察细胞状态，待细胞贴壁后吸
除上清液，添加不同浓度梯度的含 ＧＹＹ４１３７试剂的
培养基，浓度梯度为０、５０、１００、２００、４００μｍｏｌ·Ｌ－１，
每组设置 ６个复孔，继续培养 ２４ｈ及 ７２ｈ后将含
ＧＹＹ４１３７的培养基吸除，加入２００μＬＣＣＫ－８工作液
（培养基与ＣＣＫ－８检测液体积比９∶１混合），避光孵
育３０ｍｉｎ；多功能酶标仪检测各孔４５０ｎｍ处光密度
（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。
２３　细胞分组与处置方法

①将 ＲＡＷ２６４７细胞以每孔５×１０４个的密度接
种于６孔板，待细胞密度达到约７０％后，诱导巨噬细
胞不同表型。用 ＬＰＳ（１００ｎｇ·ｍＬ－１）处理为 Ｍ１诱
导组，用ＩＬ－４＋ＩＬ－１０（各２０ｎｇ·ｍＬ－１）处理为 Ｍ２
诱导组，将对照组（未行任何处理）与 Ｍ１及 Ｍ２组进
行对比，验证 Ｍ１及 Ｍ２的成功诱导。②取 ＭＣＥ３Ｔ３
细胞以每孔４×１０４个密度铺于６孔板中，待细胞贴壁
后置入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，设空白组（无成骨诱导培养
基）、成骨对照组（加成骨诱导培养基）、共培养组（与

ＲＡＷ２６４７细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养）、ＧＹＹ４１３７预处理
共培养组（与 １００μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＹＹ４１３７预处理的
ＲＡＷ２６４７细胞共培养），提取细胞总 ＲＮＡ用于
ＲＴ－ＰＣＲ检测；提取细胞总蛋白质用于蛋白质印迹法
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ＷＢ）检测。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　２４４９　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

２４　ＲＴ－ｑＰＣＲ法检测细胞ＲＮＡ［７］

用 ＲＮＡ提取试剂盒提取 ＲＡＷ２６４７细胞和
ＭＣＥ３Ｔ３细胞的 ＲＮＡ，用逆转录试剂盒行逆转录
得到对应 ｃＤＮＡ；配制 ２０μＬＰＣＲ反应体系，振荡
混匀离心后置于 ＰＣＲ仪中，反应程序为恒温段
９５℃、３０ｓ，循环段 ９５℃、１０ｓ，６０℃、３０ｓ共计
循环４０次。
２５　蛋白免疫印迹法检测各组蛋白表达［８］

蛋白裂解液充分裂解ＲＡＷ２４６７细胞；吸取总蛋
白置于ＥＰ管中，以１０×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心３０ｍｉｎ，取
上清液；ＢＣＡ法测定蛋白浓度；１００℃煮沸８ｍｉｎ；配
制１０％ 十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳
（ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）分离胶，泳道中加入蛋白样本，６０Ｖ电
泳３０ｍｉｎ，１２０Ｖ电泳１ｈ；３００ｍＡ转膜９０ｍｉｎ将蛋白
转至聚偏氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜；
５％脱脂奶粉４℃冰箱封闭过夜；次日用含吐温－２０的
Ｔｒｉｓ盐酸缓冲液（Ｔｒｉｓ－ｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅｗｉｔｈＴｗｅｅｎ－２０，
ＴＢＳＴ）室温洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，一抗（ｉ－ＮＯＳ抗
体、ＣＤ２０６抗体均 １∶２０００稀释、ＧＡＰＤＨ 抗体
１∶１０×１０４稀释）４℃摇床孵育过夜；次日 ＴＢＳＴ室温
洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，室温摇床二抗（１∶１０×１０４稀
释）１ｈ；ＴＢＳＴ室温洗膜 ３次；ＥＣＬ发光液显影，以
ＧＡＰＤＨ作为对照，用 ＩｍａｇｅＪ５０软件对各组蛋白表
达进行相对定量及灰度分析。

２６　流式细胞术检测细胞极化［９］

细胞处理结束后吸除培养基，用 ＰＢＳ清洗１次，
将细胞消化后转移至离心管，以５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，弃上清；用细胞染色 ｂｕｆｆｅｒ离心洗涤 ２次；用
ＰＢＳ调整细胞浓度至１０×１０７·ｍＬ－１后再次离心，弃
上清；胞内抗体染色管仅需加入 １×Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ＷｏｒｋｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ２００μＬ重悬细胞；对应的单染管、全
染管加入相应的抗体 ５μＬ混匀，室温避光孵育
３０ｍｉｎ；需破膜抗体染色管加入 ＣｅｌｌＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ
２ｍＬ，以５０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清；加入Ｃｅｌｌ
ＳｔａｉｎｉｎｇＢｕｆｆｅｒ２００μＬ重悬细胞；加入ＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
２００μＬ混匀，室温避光孵育 ３０～６０ｍｉｎ；加入
１×Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｗｏｒｋｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ １ｍＬ， 以
８０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，加入１×Ｐｅｒｍｅａｂｉ
ｌｉｚａｔｉｏｎＷｏｒｋｉｎｇＳｏｌｕｔｉｏｎ２００μＬ重悬细胞；对应的单
染管、全染管加入相应的抗体５μＬ混匀，室温避光
孵育３０ｍｉｎ；胞内抗体及需破膜抗体避光孵育完成
后 加 入 细 胞 染 色 ｂｕｆｆｅｒ重 悬 细 胞，以 ５０００
ｒ·ｍｉｎ－１离心细胞悬液５ｍｉｎ，弃掉上清；加入细胞

染色 ｂｕｆｆｅｒ２００μＬ重悬细胞，用流式细胞仪进行检
测和分析。

２７　成骨分化实验检测成骨细胞分化［１０］

１００ｍＭ塞米松２５μＬ、５０μｇ·ｍＬ－１抗坏血酸
２００μＬ、１０ｍＭβ－甘油磷酸钠 ５００μＬ、１％双抗
５００μＬ、１０％胎牛血清５ｍＬ、ＤＭＥＭ高糖培养基（补
充至总体为５０ｍＬ），过滤除菌后４℃保存。将对数期
ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞以每孔４×１０４个接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ６
孔板下室，贴壁后分４组：空白组用普通培养基，成骨
对照组用诱导培养基，共培养组及 ＧＹＹ４１３７预处理
共培养组下室用诱导培养基，上室分别接种常规或预

处理的ＲＡＷ２６４７细胞。细胞于３７℃、５％ＣＯ２环境
培养，每２天换液，培养３天或７天。结束后通过ＡＬＰ
染色、茜素红染色及 ＲＴ－ｑＰＣＲ检测成骨相关基因，
评估分化效。

２８　ＡＬＰ染色法检测细胞分泌［１１］

将ＭＣ３ＴＣ－Ｅ１细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ６孔板，各
组细胞加入成骨诱导培养基诱导培养３ｄ，后吸除培
养基上清液，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，加入 ４％多聚甲醛
１ｍＬ固定３０ｍｉｎ，吸除固定液，加入染色工作液１ｍＬ，
避光置于５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中孵育过夜后观察
染色结果，若出现蓝紫色沉淀，则表明细胞分泌的

ＡＬＰ与染色充分结合。
２９　茜素红染色法检测钙盐沉积［１２］

将 ＭＣ３ＴＣ－Ｅ１细胞接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ２４孔
板，各组加入成骨诱导培养基成骨诱导培养 ７天，
后吸除培养基上清液，用 ＰＢＳ洗涤 ３次，加入 ４％
多聚甲醛１ｍＬ固定 ３０ｍｉｎ，加入茜素红染色工作
液 １ｍＬ常温避光孵育 ３０ｍｉｎ后置于荧光显微镜
下观察钙盐沉积情况，镜下出现深红色钙化结节，

提示钙盐沉积。

３　统计学处理
用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９０软件进行统计分析。计量

资料用 珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用独立样本ｔ检验。

结　　果

１　细胞培养
ＲＡＷ２６４７细胞及ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１细胞在含１０％胎

牛血清、１％青霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ高糖培养基中，
于５％ＣＯ２、３７℃恒温恒湿培养箱内培养，细胞贴壁生
长良好，传代后２４ｈ贴壁率达９０％以上，７２ｈ细胞密
度可达到７０％ ～８０％，符合后续实验细胞状态要求
（每组样本量均为１０）。



２４５０　 中 国 临 床 药 理 学 杂 志　
第４１卷　第１７期　２０２５年９月（总第４３９期）　　　　

２　ＧＹＹ４１３７对 ＲＡＷ２６４７细胞活性的影响
用ＣＣＫ－８实验法检测不同浓度 ＧＹＹ４１３７处理

ＲＡＷ２６４７细胞 ２４和７２ｈ后的活性，每组设置 ６个
复 孔，重 复 ３ 次 实 验。 当 ＧＹＹ４１３７ 浓 度

≥２００μｍｏｌ·Ｌ－１时，细胞活性显著下降（Ｐ＜００５），
故后续实验选用 １００μｍｏｌ·Ｌ－１ＧＹＹ４１３７，见表 １。
３　ＧＹＹ４１３７对ＴＮＦ－α、ＩＬ－１β、ＩＬ－１０、Ａｒｇ－１和
ＣＤ２０６ｍＲＮＡ表达的影响

ＲＴ－ｑＰＣＲ结果显示：Ｍ１诱导组的 Ｍ１型标志
物（ＴＮＦ－α和 ＩＬ－１β）ｍＲＮＡ相对表达水平均显著
高于对照组（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１）；Ｍ２诱导组和
ＧＹＹ４１３７干预组的 Ｍ２型标志物（ＩＬ－１０、Ａｒｇ－１和
ＣＤ２０６）ｍＲＮＡ相对表达水平均显著高于对照组
（Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１），见表２。
４　ＧＹＹ４１３７对ＣＤ２０６和ｉ－ＮＯＳ蛋白表达的影响

蛋白质印迹法检测巨噬细胞极化相关蛋白相对

表达水平显示：Ｍ１诱导组、Ｍ２诱导组和ＧＹＹ４１３７干
预组的ＣＤ２０６和ｉ－ＮＯＳ蛋白相对表达水平均显著高
于对照组（均Ｐ＜００５），Ｍ２诱导组和 ＧＹＹ４１３７干预
组的ＣＤ２０６和ｉ－ＮＯＳ蛋白相对表达水平均显著高于
　　
表１　ＧＹＹ４１３７处理不同时间对 ＲＡＷ２６４７细胞活性的影响
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｅｆｆｅｃｔｏｆＲＡＷ２６４７
ｔｒｅａｔｅｄｂｙＧＹＹ４１３７ｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｎ Ｃｕｌｔｕｒｅｄ２４ｈ Ｃｕｌｔｕｒｅｄ７２ｈ

０ ６ ０８０±０１２ ０７８±０１０
５０ ６ ０８２±０２０ ０８０±０１５
１００ ６ ０８８±０２７ ０８５±０２２
２００ ６ ０５４±０１３ ０５１±０１１

４００ ６ ０４０±００８ ０３７±００９

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１，Ｐ＜００５

Ｍ１诱导组（均Ｐ＜００５），见表３。
５　ＧＹＹ４１３７对Ａｒｇ－１和ＣＤ２０６表达的影响

流式细胞术检测 ＧＹＹ４１３７对巨噬细胞 Ｍ２标志
物表达的影响显示：对照组和 ＧＹＹ４１３７组的 Ａｒｇ－１
相对表达水平分别为１２３１±２１５和２８６５±３２１；
ＣＤ２０６的相对表达水平分别为 １０８７±１９８和
３１２４±２８９。ＧＹＹ４１３７组的Ｍ２巨噬细胞Ａｒｇ－１和
ＣＤ２０６的相对表达水平均显著高于对照组（均
Ｐ＜００５）。
６　ＧＹＹ４１３７预处理巨噬细胞对 Ｒｕｎｘ－２、ＯＰＮ、
ＢＭＰ－２和ＢＳＰ表达的影响

共培养３天后，ＧＹＹ４１３７预处理共培养组的Ｒｕｎｔ
相关转录因子 ２（ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２，
Ｒｕｎｘ－２）、骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）、骨形态发生
蛋白－２（ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２，ＢＭＰ－２）、骨
唾液酸蛋白（ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＢＳＰ）ｍＲＮＡ相对表
达水平均显著高于空白组、成骨对照组及未使用

ＧＹＹ４１３７处 理 的 巨 噬 细 胞 共 培 养 组 （均

Ｐ＜００５），见表４。

表３　ＧＹＹ４１３７对ＣＤ２０６和诱导一氧化氮合酶（ｉ－ＮＯＳ）蛋白
表达的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＹＹ４１３７ｏｎＣＤ２０６ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ（ｉ－ＮＯＳ）ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＣＤ２０６ ｉ－ＮＯＳ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０２０±００４ ０２５±００７

Ｍ１ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ １０ ０３７±００６ ０４２±０１０

Ｍ２ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ １０ ０７１±０１３＃ ０６８±０１４＃

ＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ １０ ０８９±０２５＃ ０７２±０１９＃

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＭ１ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜０００１

表２　ＧＹＹ４１３７对肿瘤坏因子－α（ＴＮＦ－α）、白细胞介素－１β（ＩＬ－１β）、白细胞介素－１０（ＩＬ－１０）、精氨酸酶－１（Ａｒｇ－１）和甘露

糖受体（ＣＤ２０６）ｍＲＮＡ表达的影响（珋ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｆｆｅｃｔｓｏｆＧＹＹ４１３７ｏｎｔｈｅｍＲＮＡｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ－α（ＴＮＦ－α），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１β
（ＩＬ－１β），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０（ＩＬ－１０），ａｒｇｉｎａｓｅ－１（Ａｒｇ－１）ａｎｄｍａｎｎｏｓｅｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＣＤ２０６）（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＴＮＦ－α ＩＬ－１β ＩＬ－１０ Ａｒｇ－１ ＣＤ２０６

Ｃｏｎｔｒｏｌ １０ １５６±０２２ １０６±０２４ １１１±０１９ ０９１±０１２ １１４±０２１

Ｍ１ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ １０ １６４９±３５６ ３３７±０７６ １０４±０１７ ０７４±０２７ ２３６±０４５

Ｍ２ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ １０ ０６２±０１５ ０８９±０２１ ６１２±１３５ １５６±０３８ １８２５±３１２

ＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ １０ ０５７±０１１ １４３±０３４ ５３６±１２４ １３８±０３６ １７４３±２８４

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ；Ｍ１ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：Ａｄｄｅｄｗｉｔｈ１００ｎｇ·ｍＬ－１ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ（ＬＰＳ）；Ｍ２ｉｎｄｕｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：Ａｄｄｅｄｗｉｔｈ２０ｎｇ·ｍＬ－１ｉｎｔｅｒ

ｌｅｕｋｉｎ－４＋２０ｎｇ·ｍＬ－１ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０；ＧＹＹ４１３７ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎｇｒｏｕｐ：Ｈ２Ｓｄｏｎｏｒ，ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔ１００μｍｏｌ·Ｌ－１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ１７Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３９）

表４　ＧＹＹ４１３７预处理巨噬细胞对Ｒｕｎｔ相关转录因子２（Ｒｕｎｘ－２）、古桥蛋白（ＯＰＮ）、骨形态发生蛋白－２（ＢＭＰ－２）和骨唾液酸
蛋白（ＢＳＰ）表达的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ５ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＲｕｎｘ－２，ＯＰＮ，ＢＭＰ－２，ａｎｄＢＳＰｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ Ｒｕｎｘ－２ ＯＰＮ ＢＭＰ－２ ＢＳＰ

Ｂｌａｎｋ １０ １００±０１５ １００±０１２ １００±０１０ １００±０１１

Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌ １０ ２１５±０３２ １９８±０２８ ２３６±０３５ ２０５±０２９

Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ １０ １５６±０２２ １４３±０１９ １６７±０２５ １５１±０２０

ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ １０ ３２１±０４５＃△ ２８９±０３８＃△ ３５６±０５２＃△ ２９８±０４１＃△

Ｒｕｎｘ－２：Ｒｕｎｔ－ｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２；ＯＰＮ：Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ；ＢＭＰ－２：Ｂｏｎｅｍｏｒｐｈｏｇｅｎｅｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ－２；ＢＳＰ：Ｂｏｎｅｓｉａｌｏｐｒｏｔｅｉｎ；Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ：Ｗｉｔｈｏｕｔ

ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ；Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｗｉｔｈｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｉｎｄｕｃｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ；Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ：Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓＴｒａｎｓｗｅｌｌ；

ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ：Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ１００μｍｏｌ·Ｌ－１ ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄＲＡＷ２６４７ｃｅｌｌｓ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，
Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

７　ＧＹＹ４１３７预处理巨噬细胞对 ＡＬＰ染色吸光度值
和茜素红染色钙结节面积的影响

空白组、成骨对照组、共培养组和 ＧＹＹ４１３７预处
理共培养组的ＡＬＰ染色吸光度值和茜素红染色钙结
节面积比较，在统计学上差异均有统计学意义（均

Ｐ＜００５）。ＧＹＹ４１３７预处理共培养组共培养３天后
的ＡＬＰ染色吸光度值、茜素红染色钙结节面积均显著
高于空白组、成骨对照组及未使用 ＧＹＹ４１３７处理的
巨噬细胞共培养组（Ｐ＜００５），见表５。

表５　ＧＹＹ４１３７预处理巨噬细胞对碱性磷酸酶（ＡＬＰ）染色光
密度值和茜素红染色钙结节面积的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ５　 ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ
ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇｃａｌｃｉｕｍｎｏｄｕｌｅａｒｅａｏｆ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ

ＡＬＰｓｔａｉｎｉｎｇ

ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ

（４０５ｎｍ）

Ａｌｉｚａｒｉｎｒｅｄｓｔａｉｎｉｎｇ

ｃａｌｃｉｕｍｎｏｄｕｌｅａｒｅａ

（μｍ２）

Ｂｌａｎｋ １０ ０３２±００６ ５２６３５±８９４２
Ｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌ １０ ０５６±００８ １５６８４５±１８９３２
Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ １０ ０４８±００７ １２５６７８±１５６２１
ＧＹＹ４１３７ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅ

１０ ０８９±０１２＃△２８６５３２±２１５６７＃△

ＡＬＰ：Ａｌｋａｌｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｏｓｔｅｏｇｅｎｉｃｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｃｏ－ｃｕｌｔｕｒｅｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５

讨　　论

Ｈ２Ｓ是一种重要的气体信号分子，由半胱氨酸合

成酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅ－ｂｅｔａ－ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＣＢＳ）、半胱氨酸
裂解酶（ｃｙｓｔａｔｈｉｏｎｉｎｅγ－ｌｙａｓｅ，ＣＳＥ）和半胱氨酸转氨
酶等酶内源性合成［１３－１４］，在多种生理过程中发挥作

用，包括维持内环境稳定、调节血管收缩、促进和抑制

炎症反应、促进和抑制细胞凋亡以及抗氧化等［１５］。

近来有研究显示Ｈ２Ｓ具有免疫调节作用，特别是与炎
症反应有关［１６－１７］。

研究表明，巨噬细胞通过分泌细胞因子、调节其

他细胞类型以及吞噬老化或受损细胞等多种机制，对

骨修复过程产生影响［１８－２０］。不同亚型的巨噬细胞在

骨修复中发挥着不同的作用，在骨组织受损时，巨噬

细胞通过分泌细胞因子、趋化因子和生长因子，启动

成纤维细胞、间充质干细胞和骨祖细胞的募集和修

复［２］。同时，巨噬细胞衍生的炎症介质和生长因子引

导这些细胞的增殖、分化和细胞外基质的产生，从而

在组织修复和再生中发挥重要作用。巨噬细胞具有

高度的可塑性，能够根据外界刺激改变自身表型，以

适应不同的免疫状态和炎症环境［２１－２２］。

巨噬细胞存在２种活化状态：经典活化的巨噬细
胞（Ｍ１表型）和交替活化的巨噬细胞 （Ｍ２表
型）［８，１０，１５］。巨噬细胞的表型转变取决于周围微环

境，在干扰素 γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ，ＩＦＮ－γ）或亚刺激浓度
的脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）的作用下，巨噬细
胞倾向于 Ｍ１表型的活化，分泌高水平的促炎性因
子［１，４，６，１１，１４－１５］。Ｍ１状态下的巨噬细胞能够有效地杀
死细菌，但也可能与促炎性细胞因子的产生、器官损

伤和组织损伤有关。相比之下，Ｍ２型巨噬细胞在２型
辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ２细胞）产生的 ＩＬ－１３和 ＩＬ－４的
诱导下，分泌大量转化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ－β，ＴＧＦ－β）、抗炎因子 ＩＬ－１０、精氨酸酶 １
（ａｒｇｉｎａｓｅ－１，Ａｒｇ－１）以 及 高 表 达 膜 蛋 白
ＣＤ２０６［６，１１，１４－１６，２１］，这与组织修复和抗炎细胞因子的
分泌密切相关。越来越多的证据表明［２－４，２２］，巨噬细

胞在骨修复过程中发挥着核心作用。

与其他组织再生不同，巨噬细胞参与了骨损伤、
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愈合和再生的各个阶段。研究表明，在损伤区域所发

生的骨修复的所有阶段都存在巨噬细胞的增加，特别

是Ｍ２状态的巨噬细胞可能促进骨修复［４，２１］。因此，

调控巨噬细胞的活化状态可能为骨修复提供适宜的

免疫微环境，从而促进成骨。Ｈ２Ｓ与巨噬细胞的活化
和炎症体形成密切相关，参与巨噬细胞的凋亡、黏附、

趋化和极化过程［２３］。ＧＹＹ４１３７作为一种新型的 Ｈ２Ｓ
控释供体，相比传统的硫氢化钠（ｓｏｄｉｕｍｈｙｄｒｏｓｕｌｆｉｄｅ，
ＮａＨＳ）供体来讲，具有更低的毒性或药物不良反应，
能够在体内缓慢而持续地释放 Ｈ２Ｓ。在本研究中，在
ＬＰＳ诱导Ｍ１型巨噬细胞的基础上增加 ＧＹＹ４１３７后，
Ｍ１型巨噬细胞相关炎症因子被抑制，表明 ＧＹＹ４１３７
可能抑制巨噬细胞 Ｍ１表型的转化。为了验证成骨能
力，我们将ＧＹＹ４１３７预处理的巨噬细胞与ＭＣ３Ｔ３－Ｅ１
细胞在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ系统中共培养，结果表明，Ｈ２Ｓ预处
理的巨噬细胞促进了骨矿化，并增加了成骨细胞分化

调节因子的表达。

本研究提示：Ｈ２Ｓ通过调节巨噬细胞 Ｍ２极化来
促成骨，为调控骨免疫微环境以进一步促进骨修复提

供了理论和实验依据。
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