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不同尺寸钛颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响和机制探讨

陈丽羽,唐礼

(广西医科大学口腔医学院/附属口腔医院,广西 南宁 530021)

摘 要:目的 本研究旨在探讨纳米级和微米级的钛(Ti)颗粒对巨噬细胞 M1极化的影响及其潜在机制。方法 分别

采用Ti纳米颗粒(TiNPs)和Ti微米颗粒(TiMPs)处理RAW264.7巨噬细胞。利用CCK-8法检测细胞增殖情况;通过

细胞形态学观察、RT-qPCR、ELISA、流式细胞术、WesternBlot研究TiNPs和TiMPs在促进巨噬细胞 M1极化中的作用

和机制。结果 与空白组(NC组)比较,浓度为100μg/mL的TiNPs组和TiMPs组中 M1型巨噬细胞标志物IL-1β、

TNF-α、IL-6的 mRNA表达水平及IL-1β的蛋白分泌量显著增加(P<0.05);其中,TiNPs组的上述指标的表达水平显

著高于TiMPs组(P<0.05)。此外,与NC组相比较,TiNPs组中p-p65和p-IκB-α的表达显著上调(P<0.05),且 M1
巨噬细胞标志物CD86表达上调(P<0.05)。结论 TiNPs促进巨噬细胞向 M1型极化,可能通过激活 NF-κB信号通

路来实现。
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Effectsandmechanismsoftitaniumparticlesofdifferent
sizesonM1polarizationofmacrophages

CHENLiyu,TANGLi

(College& Hospitalofstomatology,GuangxiMedical
University,Nanning530021,Guangxi,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheeffectsofnanoscaleandmicroscaletitanium(Ti)particlesonM1
polarizationofmacrophagesandtheirunderlyingmechanisms. Methods RAW264.7macrophagesweretrea-
tedwithtitaniumnanoparticles(TiNPs)andtitaniummicronparticles(TiMPs),respectively.Cellprolifera-
tionwasassessedusingtheCCK-8assay.TheeffectsandmechanismsofTiNPsandTiMPsinpromotingM1
polarizationofmacrophageswereinvestigatedthroughcellmorphologyobservation,RT-qPCR,ELISA,flow
cytometryandWesternBlot. Results Comparedwiththenormalcontrol(NC)group,themRNAexpression
levelsofM1macrophagemarkersIL-1β,TNF-α,andIL-6,aswellastheproteinsecretionofIL-1β,weresig-
nificantlyincreasedinthe100μg/mLTiNPsandTiMPsgroups(P<0.05).Amongthem,theexpressionlev-
elsoftheaforementionedmarkersintheTiNPsgroupweresignificantlyhigherthanthoseintheTiMPsgroup
(P<0.05).Additionally,comparedwiththeNCgroup,theexpressionsofp-p65andp-IκB-αweresignifi-
cantlyupregulatedintheTiNPsgroup(P <0.05),andtheexpressionoftheM1macrophagemarkerCD86
wasupregulated(P <0.05). Conclusion TiNPspromotemacrophagepolarizationtotheM1phenotype,

possiblythroughactivationoftheNF-κBsignalingpathway.
  Keywords: macrophages;titaniumparticles;nanoparticles;micronparticles;peri-implantitis;M1po-

larization
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  口腔种植修复因美观、耐用以及较高的成功率,逐
渐取代传统修复方式,成为牙列缺损和缺失患者的首

选治疗方案[1]。然而,种植修复广泛应用的同时也伴

随着种植体周炎(peri-implantitis,PI)的发生。这是

一种波及种植体周围软硬组织的炎症性疾病,最终导

致种植体松动,是种植修复失败的主要原因[2]。PI的

发病 率 在 患 者 水 平 约 为 20%,种 植 体 水 平 约 为

11.5%[2]。目前学术界普遍认为,PI是以微生物感染

为主导,多种危险因素共同作用的慢性炎症反应,但其

具体致病机制尚未明确[3]。而深入探讨PI的病因学

机制不仅有助于阐明其病理生理过程,更为该疾病的

早期预防和有效治疗提供重要理论依据。
钛(titanium,Ti)及其合金是种植修复应用最广

泛的生物材料,主要因为Ti表面可快速形成一层致密

的二氧化钛,赋予材料优异的耐腐蚀性、机械性能,以
及生物相容性[1]。然而,在口腔的长期负载下,种植体

表面发生机械磨损和电化学腐蚀,导致二氧化钛层被

破坏并释放Ti颗粒(Tiparticles,TPs)[4]。这些微小

的颗粒会被免疫细胞识别和诱发慢性炎症反应,进而

导致PI[5]。研究表明[6],这种异物反应主要由先天免

疫系统介导,而巨噬细胞在其中起关键作用。巨噬细

胞不需要抗原暴露即可直接吞噬磨损颗粒,且极化为

促炎 M1或抗炎 M2两种主要的表型,产生细胞因子

调节局部免疫微环境[7]。病理学研究显示,在PI患者

组织检测到的TPs浓度较健康种植体的高[8],还发现

明显的巨噬细胞极化现象,其中 M1型巨噬细胞占主

导地位[9]。此外,免疫学研究表明TPs可通过调节淋

巴细胞和巨噬细胞的极化使破骨细胞分化,导致骨整

合失败[1]。还有研究表示,纳米级金属颗粒与微粒相

比,在炎症反应和细胞摄取等方面表现出更强的生物

活性[10],然目前关于Ti微米颗粒和纳米颗粒在巨噬

细胞 M1型极化中的作用及其差异性的研究仍较为有

限。
基于上述研究背景,本研究拟从颗粒粒径这一关

键因素出发,探讨Ti纳米颗粒(Titaniumnano-parti-
cles,TiNPs)和Ti微米颗粒(Titanium micronparti-
cles,TiMPs)对巨噬细胞 M1极化的影响及其潜在机

制,以期为阐明PI的发病机制提供新的实验依据,并
为临床防治策略的制定提供一些理论参考。

1 材料与方法

1.1 材料 TiNPs(粒径≤60nm,上海麦克林生化科

技股份有限公司);TiMPs[纯度≥93%,粒径<20

μm,阿法 埃 莎(中 国)化 学 有 限 公 司];小 鼠 RAW
264.7巨噬细胞(上海酶研生物科技有限公司);细胞计

数试剂盒-8(CCK-8)、内毒素检测试剂盒、彩色预染蛋

白marker(上海碧云天生物技术股份有限公司);逆转

录试剂盒、染料法qPCR 预混液(北京康润诚业生物

科技有限公司);小鼠肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、白细

胞介素-1β(IL-1β)ELISA试剂盒(江苏酶免实业有限

公司);胎牛血清(FBS)、DMEM 培养基(赛默飞世尔

科技有限公司);大肠杆菌脂多糖(LPS)、ECL显色剂

(广州硕谱生物科技有限公司);SDS-PAGE凝胶制备

试剂盒、无蛋白封闭液、抗体稀释液(上海雅酶生物医

药科技有限公司);兔抗鼠β-actin、IκB-α、磷酸化IκB-α
(p-IκB-α)、p65、磷酸化p65(p-p65)一抗、HRP标记羊

抗兔二抗(武汉三鹰生物技术有限公司)。抗小鼠

CD16/32、APC标记抗 小 鼠 CD86、PE 标 记 抗 小 鼠

CD206抗体(武汉三鹰生物技术有限公司)。

1.2 方法

1.2.1 TPs的处理 使用千分之一电子天平称量

TiNPs、TiMPs颗粒各3次,取平均值。置于75%乙

醇溶液中浸泡48h,随后灭菌超纯水清洗、离心,180
℃烘箱中干燥24h。冷却后加入无菌PBS溶液配制

成1mg/mL的母液,4℃冰箱内保存。取部分悬液采

用鲎试剂法检测内毒素水平,结果显示内毒素含量均

低于0.5EU/mL,排除对实验结果的干扰。实验前,
将母液用完全培养基稀释,超声处理(40kHz,10
min)以获得均匀的颗粒混悬液。

1.2.2 细胞培养与分组 RAW264.7巨噬细胞在含

10%FBS、1%青霉素-链霉素溶液的DMEM 培养基

中,置于37℃、5% CO2 的恒温培养箱内培养。实验

设TiNPs组、TiMPs组、NC组(空白组,仅含培养

基)、LPS组(阳性对照组,加入5μg/mL脂多糖)。

1.2.3 CCK-8分析TiNPs/TiMPs对巨噬细胞增殖

的影响 RAW264.7细胞以5×103 个细胞/孔均匀

接种在96孔板内,培养24h观察细胞贴壁后,分别加

入TiNPs、TiMPs混悬液。根据预实验结果,浓度设

为10μg/mL、50μg/mL、100μg/mL、150μg/mL、

300μg/mL、500μg/mL,每个浓度设3个复孔,并培

养24h、72h。避光条件下加入CCK-8试剂,孵育1
h,使用酶标仪在波长450nm处测量各孔的吸光值。

1.2.4 TiNPs/TiMPs处理后巨噬细胞形态学分析 
根据CCK-8实验结果,选择100μg/mL作为实验浓

度。RAW264.7细胞以5×104 个细胞/毫升均匀接

种在24孔板内。24h细胞贴壁后,分别加入100μg/

mL的TiNPs、TiMPs混悬液以及5μg/mL的LPS进

行干预。继续培养72h后,弃去原培养基,用PBS洗

涤3次,每孔加入4%多聚甲醛,倒置显微镜下观察细

胞形态并拍照。

1.2.5 RT-qPCR检测 M1、M2型巨噬细胞标志物的

mRNA表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收集

细胞。采用Trizol试剂提取各组细胞的总RNA,逆转

—342—

2025年             右江民族医学院学报              第2期



录合成cDNA,使用SYBRGreen染料法在荧光定量

PCR仪上扩增。以GAPDH 作为内参基因,2-△△Ct

法计算 M1型巨噬细胞标志物(IL-1β、TNF-α、IL-6)
和 M2型巨噬细胞标志物(IL-10)的mRNA相对表达

水平。所有引物由捷尼斯生物科技有限公司设计并合

成(见表1)。

表1 引物序列

Gene Orientation PrimerSequence(5′-3′)

GAPDH 正向引物 GGCATTGTGGAAGGGCTCAT
反向引物 ATGTCATCATACTTGGCAGGTT

TNF-α 正向引物 ATGTCTCAGCCTCTTCTCATTC
反向引物 GCTTGTCACTCGAATTTTGAGA

IL-1β 正向引物 TTGAAGTTGACGGACCCCAA
反向引物 ATGTGCTGCTGCGAGATTTG

IL-6 正向引物 CTGCAAGAGACTTCCATCCAG
反向引物 AGTGGTATAGACAGGTCTGTTGG

IL-10 正向引物 TTCTTTCAAACAAAGGACCAGC
反向引物 GCAACCCAAGTAACCCTTAAAG

1.2.6 ELISA 检 测 M1型 巨 噬 细 胞 因 子IL-1β、
TNF-α的表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收

集细胞上清液,每组取相同体积样本,使用小鼠IL-1β、
TNF-α的ELISA试剂盒进行检测。最后使用酶标仪

在450nm波长下测定吸光度值。根据标准曲线计算

细胞因子浓度。
1.2.7 流式细胞术检测巨噬细胞 M1、M2型标志物

的表达 按1.2.4干预细胞24h和72h后收集细胞,
经200目筛网过滤并调整细胞浓度为1×106 个细胞/
毫升。每组取100μL,加入1μLCD16/32抗体,冰上

避光孵育30min,PBS洗涤3次。加入0.5μLFixa-
bleViabilityDye,4℃避光孵育30min以区分活/死

细胞,PBS洗涤3次。加入5μLCD86抗体,4℃避光

孵育30min。PBS洗涤后,加入100μLICFixation
Buffer,4℃避光孵育45min。加入1mL1∶9(v/v)
PBS稀释的PermeabilizationBuffer,离心后PBS洗

涤3次。加入5μLCD206抗体,4 ℃避光孵育45
min,PBS洗涤3次。300μLPBS重悬,加入多聚甲醛

至浓度2%进行固定。使用流式细胞仪检测,FlowJo
软件分析数据。
1.2.8 WesternBlot检测IκB-α、p-IκB-α、p65和p-
p65蛋白表达水平 按1.2.4干预细胞72h后收集细

胞。使用含1mMPMSF和1×磷酸酶抑制剂的RI-
PA裂解液在冰上裂解25min,离心(4℃,12000g,
25min)收集上清液。BCA法检测各组蛋白浓度,并
调至相同浓度。加入5×SDS-PAGE上样缓冲液,70
℃变性10min。各组取10μg蛋白,SDS-PAGE胶

200V、35min电泳分离,湿转法将蛋白移至PVDF膜

上,封闭15min,TBST洗涤3次。分别加入1∶1000
(v/v)稀释的一抗(抗IκB-α、p-IκB-α、p65、p-p65和β-

actin抗体),4℃孵育过夜。TBST洗3次,加入1∶
5000(v/v)稀释 HRP标记二抗,室温孵育1h。使用

ECL显影,化学发光成像仪上采集图像。β-actin为内

参,使用ImageJ软件进行分析。
1.3 统计学方法 所有实验独立重复3次,结果以

(췍x±s)表示,GraphPadPrism9.0软件进行统计分析

和图表绘制。分析前使用Shapiro-Wilk检验评估数

据的正态性,Bartlett检验验证方差齐性。若数据符

合正态且方差齐,两组间比较采用独立样本t检验,多
组间比较采用单因素方差分析;对于不符合正态分布

或方差不齐的数据,采用非参数秩和检验。P <0.05
认为差异具有统计学意义。
2 结果

2.1 TiNPs/TiMPs处理后细胞形态分析 巨噬细胞

具有可塑性和异质性,其形态学特征可作为评估表型

极化的参考指标之一[11]。各组处理后如图1所示,
NC组主要表现为未极化的 M0型巨噬细胞特征,细
胞呈圆形或椭圆形,胞体较小,可见少量短小突起,细
胞核相对较小。LPS组中,大部分呈现典型的 M1型

巨噬细胞形态,细胞体积增大,形态不规则,在多个方

向伸出细长的伪足。TiMPs组和TiNPs组中,均观察

到明显的颗粒吞噬现象,胞质内可见大量黑色Ti颗粒

沉积。此外,一部分细胞表现出与 M1型巨噬细胞相

似的形态学特征,包括细胞体积增大和伪足延伸等。
这些观察结果初步表明,两种尺寸的TPs可能诱导巨

噬细胞向 M1型极化。
2.2 各浓度TiNPs/TiMPs对巨噬细胞增殖的影响

 采 用 CCK-8法 检 测 不 同 浓 度 TiNPs/TiMPs对

RAW264.7细胞活力和增殖的影响。如图2所示,干
预24h后,TiNPs和TiMPs处理组与 NC组之间比

较差异无统计学意义(P>0.05)。图2A示干预72h
后,TiNPs在浓度150μg/mL、300μg/mL、500μg/
mL对细胞增殖产生抑制作用(P<0.05)。图2B示

干预72h后500μg/mLTiMPs对细胞增殖有抑制作

用(P<0.05)。基于以上结果,选择100μg/mL作为

后续的实验浓度。
2.3 TiNPs/TiMPs对 M1、M2型巨噬细胞标志物

mRNA表达的影响 RT-qPCR检测结果如图3所

示,TiNPs刺激巨噬细胞24h和72h后,与NC组相

比,M1型 巨 噬 细 胞 标 志 物IL-1β、TNF-α、IL-6的

mRNA表达水平均显著升高,且呈现时间依赖性,并
且显著高于TiMPs组(P<0.05);而 M2标志物IL-
10的表达与 NC组相比差异无统计学意义(P >
0.05)。TiMPs刺激巨噬细胞24h和72h后,与NC
组相比,TNF-α、IL-6的表达逐渐升高(P <0.05);
在72h时IL-1β的表达也升高(P<0.05);IL-10的

表达与NC组相比差异无统计学意义(P>0.05)。
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注:黑色箭头指示巨噬细胞伪足(比例尺=50μm)。

图1 不同处理组RAW264.7细胞的形态学观察(×40)

注:A为TiNPs干预24h、72h后的细胞活力;B为TiMPs干预24h、72h后的细胞活力。

与NC组比较,*P<0.05。

图2 TiNPs/TiMPs对RAW264.7细胞增殖的影响

注:与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图3 TiNPs/TiMPs对巨噬细胞极化标志物 mRNA表达的影响
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2.4 TiNPs/TiMPs对促炎细胞因子表达的影响 
ELISA检测结果如图4所示,与NC组相比,TiNPs处

理促进了促炎因子IL-1β和TNF-α的分泌,在24h和

72h,TiNPs组的IL-1β和TNF-α表达水平均显著上

调(P <0.05),且显著强于 TiMPs处理 组(P <
0.05)。TiMPs在24h和72h后仅诱导IL-1β分泌的

显著增加(P <0.05),对 TNF-α的表达无显著影响

(P>0.05)。

注:与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图4 TiNPs/TiMPs对细胞因子TNF-α、IL-1β分泌的影响

2.5 TiNPs/TiMPs对 M1、M2型巨噬细胞标志物表

达的影响 与NC组比较,TiNPs处理72h后显著上

调了 M1型巨噬细胞标志物CD86的表达水平(P <
0.05),而TiMPs处理组的CD86表达与NC组相比差

异无统计学意义(P >0.05)。另外各组间 M2型巨

噬细胞标志物CD206的表达水平与 NC组相比差异

无统计学意义(P>0.05)。见图5。

注:A.流式细胞术圈门过程图;B.各组24h、72h的流式细胞术结果图;C.各组24h、72h流式细胞术 M1、M2
巨噬细胞标志物CD86、CD206的统计图。与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图5 流式细胞术分析TiNPs/TiMPs对巨噬细胞极化的影响
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2.6 TiNPs/TiMPs对巨噬细胞IκB-α、p-IκB-α、p65
和p-p65蛋白表达的影响 WesternBlot分析结果如

图6所示,与 NC组相比 TiNPs处理显著提高了p-

p65/p65和 p-IκB-α/IκB-α的 相 对 表 达 水 平 (P <
0.05)。而TiMPs处理组与NC组比较差异无统计学

意义 (P>0.05)。

注:在静息时p50/65二聚体与IκB结合在胞质内,当NF-κB信号通路被激活后,IκB磷酸化并降解,

使二聚体移至核内,因此p-p65和p-IκB-α可指示NF-κB通路的激活状态[12]。A为p-IκB-α、

IκB-α、p65和p-p65的 WesternBlot图像;B为p65/p-p65的统计分析图;C为p-IκB-α/IκB-α
的统计分析图。与NC比较,*P<0.05;与TiMPs比较,#P<0.05。

图6 各组IκB-α、p-IκB-α、p65和p-p65的蛋白表达和分析

3 讨论

成功的骨整合目前被认为是植入物与宿主免疫之

间的动态平衡状态,即在植入物周围形成骨组织,使其

与机体相隔离[3]。若该平衡被打破,骨吸收速率将超

过骨形成速率,种植体周围的骨质会逐渐流失,最终发

展为PI[3]。这一病理过程主要受到免疫系统调控,其
中巨噬细胞作为先天免疫系统的重要组成部分,通过

调节其极化状态来影响种植体周围骨组织的稳态[7]。

M1型巨噬细胞具有强大的吞噬功能,通过分泌促炎因

子、活性氧等物质,不仅激活炎症信号通路和募集其他

免疫细胞,还能促进破骨细胞的分化和活化[13]。长期

处于 M1极化状态可能导致慢性骨吸收。而 M2巨噬

细胞产生的抗炎因子(如IL-4、TGF-β和IL-10)可抑

制破骨细胞活性,促进组织的修复和再生[14]。
在PI患者病变组织的活检中显示,TPs是主要的

异物成分[1]。大部分TPs的粒径在十几纳米到数百

微米不等[6,15]。研究表明[16],颗粒尺寸与免疫反应强

度密切相关,当TPs从种植体表面脱落后,其生物惰

性将发生改变,表现出一定的免疫原性。尤其粒径<
20μm时,能促进多种炎症介质的分泌,包括髓样分化

因子88(myeloiddifferentiationfactor88,MyD88)和
核因子κB(nuclearfactorkappa-B,NF-κB)等[17]。其

中亚微米级和纳米级(<1μm)颗粒因具有更大的表

面积与体积比,表现出更强的生物反应性,比如引发炎

症和异物反应[14]。本研究结果显示,TiNPs促进巨噬

细胞向 M1型极化,促炎作用明显强于TiMPs,这与先

前的研究结果一致,提示TPs在诱发PI的反应过程

中,TiNPs可能是主要的效应介质。
对于微粒和纳米颗粒,巨噬细胞的处理机制存在

差异,将影响其极化状态。较大的微粒(10~100μm)
单个巨噬细胞无法吞噬时,多个巨噬细胞会形成异物

巨细胞将其包裹后处理[13]。该过程复杂,涉及由多种

细胞分泌的细胞因子,如IL-4和IL-13作用下巨噬细

胞的趋化、融合和内化等[18-19],但本研究仅采用单一细

胞系进行实验,缺乏其他细胞的协同作用,可能是

TiMPs组中未能观察到明显极化现象的重要原因。
此外,与微粒相比,只有纳米级TPs能够进入细胞核,
引起DNA甲基化、组蛋白翻译后修饰等表观遗传改

变,从而影响炎症、细胞增殖等生物进程[6]。同时,

TiNPs还引起异物反应,促使多种介质,如促炎因子、
趋化因子的表达[7]。以上步骤可激活下游的 NF-κB、

MAPK等多个极化相关的信号通路[20]。NF-κB信号

通路作为炎症与免疫应答的重要通路,在本研究中可

能是TiNPs调控巨噬细胞极化的关键靶点。实验结

果显示TiNPs通过上调p65和IκB-α的磷酸化,促使

NF-κB二聚体的核转位,从而激活该通路并诱导巨噬
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细胞向促炎M1表型极化。伴随促炎因子(TNF-α、IL-
1β、IL-6)及CD86的表达升高,但CD206的表达与NC
组相比未见显著差异。CD206作为 M2型巨噬细胞特

异性甘露糖受体,其表达受 NF-κB通路负向调控,抑
制此 通 路 可 促 使 巨 噬 细 胞 向 M2 型 极 化 并 上 调

CD206[21-22]。而 NF-κB 通 路 上 调 了 CD86的 表 达,

CD86是 M1型巨噬细胞表面的共刺激分子,可激活T
细胞和增强免疫应答[23]。NF-κB通路通过调控 M1/

M2的极化,影响局部组织的免疫应答[22]。由于 M1
型巨噬细胞会分泌多种细胞因子,通过旁分泌加剧周

围组织的损伤,还可通过自分泌维持其 M1表型[20-24]。
若种植体周围微环境中长期保持 M1极化的状态,可
能引起局部慢性骨吸收,最终发展为PI[7]。虽然其具

体机制仍需深入研究,但TiNPs通过激活NF-κB信号

通路引起 M1/M2平衡失调,进而引起异物反应和骨

吸收,可能是未来PI治疗的一个潜在靶点。
本项研究仍存在局限之处。首先,TPs在PI中的

致病机制复杂,涉及多种免疫细胞以及多个信号通路

的相互作用,需要更全面、更详细的实验设计和研究方

案来进一步阐明;其次,本研究为体外实验,缺乏体内

实验的进一步验证;此外,PI的病程一般较长,由于条

件限制,本研究设置的观察时间点较短,无法全面反映

完整的动态变化过程。未来还需对上述不足进行必要

的优化与改进。
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后期产生苦涩味有关。
综上所述,九华黄精经过九蒸九晒炮制后,其化学

成分发生了显著变化。这些变化不仅提高了其滋补功

效,还使其更易于被人体吸收和利用。现代药理学研

究发 现,九 华 黄 精 经 九 蒸 九 晒 炮 制 后 可 提 升 抗 氧

化[13]、降血糖[14]、调节免疫[15]、抗动脉硬化[16]、抗肿

瘤[17]等功效,上述药理学改变可能与炮制前后主要差

异代谢物有关,但与药效关系需进一步研究。
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