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巨噬细胞剔除可通过调控损伤骨骼肌炎症和氧化应激水平损

害骨骼肌再生
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摘  要：本研究旨在探索巨噬细胞在骨骼肌损伤修复中的作用及其机制。将小鼠随机分为损伤组、未损伤对照组、剔除组和

剔除对照组。损伤组和剔除组小鼠用钝物击打构建骨骼肌挫伤模型，剔除组和剔除对照组小鼠用氯膦酸盐脂质体腹腔注射

构建巨噬细胞剔除模型。骨骼肌钝挫伤后1、3、7和14 d取双侧腓肠肌，HE和Masson染色观察损伤骨骼肌再生和纤维化瘢痕

愈合过程，real-time PCR及Western blotting检测骨骼肌中炎症因子、趋化因子和氧化应激因子表达变化。结果显示，骨骼肌

损伤后14 d，损伤组组只存在少量再生肌纤维，而剔除组存在大量再生肌纤维，两组肌纤维直径差异具有显著性(P < 0.05)。伤

后14 d，剔除组胶原纤维面积所占百分比显著高于损伤组(P < 0.01)。与未损伤对照组相比，损伤组多种促炎细胞因子、趋化

因子和氧化应激因子表达均显著上调。与损伤组相比，剔除组中多种促炎细胞因子、趋化因子和氧化应激因子的表达在损

伤后期(损伤后7~14 d)均显著增加。以上结果提示，骨骼肌损伤修复过程中多种炎症因子、趋化因子和氧化应激因子表达上

调，剔除巨噬细胞后，上述因子的表达在损伤后期进一步上调，且骨骼肌再生能力受损，纤维化修复加剧。这些结果表明

巨噬细胞在骨骼肌损伤修复过程中发挥了重要作用，炎症和氧化应激可能参与了剔除巨噬细胞损害骨骼肌再生这一过程。
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Macrophages depletion impairs skeletal muscle regeneration by regulating 
inflammation and oxidative stress levels

LIU Xiao-Guang1, CHEN Pei-Jie1, ZHAO Lin-Lin1, ZENG Zhi-Gang1,2, XIAO Wei-Hua1,*

1School of Kinesiology, Shanghai University of Sport, Shanghai 200438, China; 2College of Physical Education, Jinggangshan 
University, Ji’an 343000, China

Abstract: The objective of this study was to explore the roles of macrophages in the regeneration of injured skeletal muscle and the 
mechanisms involved. Mice were randomly divided into the following groups: muscle contusion (S), muscle contusion control (SCon), 
macrophages depleted (T) and macrophages depleted control (TCon) groups. Muscle contusion model was created by high-energy blunt 
injury. Macrophages depletion model was constructed by injection of clodronate-liposomes. Their gastrocnemius muscles were 
harvested at the time points of 1, 3, 7 and 14 d post-injury. The changes in skeletal muscle morphology were assessed by hematoxylin- 
eosin (HE) staining and Masson’s trichrome staining. The mRNA and protein levels of inflammatory cytokines, chemokines and 
oxidative stress factors were analyzed by real-time polymerase chain reaction (RCR) and Western blotting, respectively. HE staining 
results showed that a small amount of regenerating myofibers were observed in the S group (14 d post-injury), whereas a large number 
of regenerating muscle fibers were observed in the T group. Quantitative analyses showed that the sizes of regenerating myofibers 
were significantly smaller in the T group as compared with the S group at 14 d post-injury (P < 0.05). At the same time, Masson staining 
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results showed that macrophage depletion significantly increased the area of fibrosis as compared with the S group at 14 d post-injury 
(P < 0.01). The expression levels of inflammatory cytokines, chemokines, and oxidative stress factors were increased significantly 
after muscle injury. Moreover, macrophage depletion increased the expressions of inflammatory cytokines, chemokines and oxidative 
stress factors as compared with the S group during the later stage of injury (7–14 d post-injury). These results suggest that macro-
phages depletion can aggravate fibrosis and impair muscle regeneration, and inflammatory cytokines, chemokines and oxidative stress 
factors may be involved in this process. 
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骨骼肌损伤是运动医学中常见损伤，而肌肉钝

挫伤则是运动性骨骼肌损伤的常见形式 [1]。一般

将骨骼肌损伤修复过程分为 3 个阶段 [2]。第一阶

段出现在损伤早期，此时肌纤维结构破坏、肿胀

坏死并有大量炎性细胞浸润，称之为损伤炎症期。

第二阶段出现在损伤后 5~10 d，此时肌卫星细胞

激活、增殖、分化，与受损伤肌纤维或残存肌管

融合，修复受损骨骼肌，此阶段称为损伤修复期。

第三阶段为组织塑形期，一般出现在损伤后 14~21 d，
此时再生肌纤维成熟，骨骼肌损伤严重时可出现

纤维化 [3]。

骨骼肌损伤后浸润到损伤部位的巨噬细胞有两

种基本类型，M1 和 M2 巨噬细胞 [4]。在骨骼肌损

伤早期，主要是 M1 巨噬细胞浸润到损伤骨骼肌 [5]。

M1 巨噬细胞可吞噬坏死肌纤维及细胞碎片，同时

可分泌多种促炎细胞因子，如肿瘤坏死因子 -α，干

扰素 -γ，白介素 -6 等，加剧损伤部位的炎症反应 [6]。

随后 M2 巨噬细胞数量增加，它可抑制 M1 巨噬细

胞活性、抑制炎症反应，促进损伤骨骼肌再生 [7]。

近年来研究显示，巨噬细胞是骨骼肌损伤修复

所必需的，巨噬细胞选择性剔除可损害骨骼肌再

生 [8]。不仅如此，选择性剔除巨噬细胞或者抑制巨

噬细胞活性还加重损伤骨骼肌纤维化 [9, 10]，而外源

性补充巨噬细胞可减轻损伤骨骼肌纤维化 [5]。虽然

巨噬细胞在骨骼肌损伤修复过程中发挥重要作用，

但其发挥作用的机制并不明了。炎症因子、趋化因

子、氧化应激因子与巨噬细胞关系密切，在骨骼肌

损伤修复过程中表达上调 [6, 7, 11]。因此，我们推测

巨噬细胞剔除可能通过调节炎症因子、趋化因子和

氧化应激因子表达而损害骨骼肌再生，加重损伤骨

骼肌纤维化。为了验证这一猜想，我们建立骨骼

肌钝挫伤模型和巨噬细胞剔除模型，检测损伤骨骼

肌中炎症因子、趋化因子和氧化应激因子的表达水

平，探究巨噬细胞在骨骼肌损伤修复中的作用及其

机制。

1  材料和方法 
1.1  实验动物和分组　　8 周龄清洁级 C57BL/6 雄
性小鼠购自上海斯莱克实验动物有限公司。小鼠适

应性喂养 1 周后，随机分为未损伤对照组 (n = 11)、
损伤组 (n = 44)、剔除对照组 (n = 11) 和剔除组 (n = 
44)。未损伤对照组小鼠不做任何处理，损伤组小

鼠在麻醉后对腓肠肌进行钝挫伤，剔除对照组小鼠

进行巨噬细胞剔除而不损伤腓肠肌，剔除组小鼠进

行巨噬细胞剔除和腓肠肌钝挫伤。小鼠腓肠肌损伤

后 1、3、7 和 14 d 取材，每组每个时间点各取 11 只。

未损伤对照组和剔除对照组仅在损伤和建模当天取

材。所有动物实验方案均获得上海体育学院动物伦

理委员会批准。

1.2  骨骼肌钝挫伤模型　　小鼠用 10% 水合氯醛

(400 mg/kg 体重 ) 腹腔注射麻醉后，将其固定于一

坚固平台上，使膝关节伸直 0°，踝关节背伸 90° 位。

将一重 16.8 g，直径 1.6 cm 的不锈钢钢珠，置于一

管状装置顶端，自 125 cm 高处释放，击中一自制

打击装置，打击装置底端撞击小鼠腓肠肌中部 ( 打
击面积 28.26 mm2)。通过此种打击方法，可以使骨

骼肌出现较大面积血肿，随后出现大面积骨骼肌再

生，这是制作骨骼肌钝挫伤模型的常用方法 [11, 12]。

1.3  巨噬细胞剔除模型　　小鼠腓肠肌钝挫伤前

2 d，腹腔注射 2 mg 脂质体包被氯膦酸盐 ( 购自

Liposoma 公司，荷兰 )，随后在损伤前 2 h 小鼠腹

腔注射 0.5 mg 脂质体包被氯膦酸盐，之后在损伤后

3、6、9 和 12 d 腹腔注射 0.5 mg 脂质体包被氯膦酸

盐。此法可特异性剔除体内巨噬细胞，而不影响其

他细胞，是巨噬细胞剔除的最常用方法 [9, 13, 14]。

1.4  动物取材　　小鼠腓肠肌钝挫伤后 1、3、7 和

14 d，用 10% 水合氯醛 (400 mg/kg 体重 ) 腹腔注射

麻醉后颈椎脱位致死，迅速取双侧腓肠肌。随后，

将腓肠肌置于液氮中速冻后，转 −80 °C 冰箱保存

备用。

1.5  HE 染色　　骨骼肌经 4% 多聚甲醛固定 24 h
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后，石蜡包埋，于腓肠肌肌腹中段处横切 3~4 μm
厚的连续薄片，切片脱蜡复水，苏木精染色，1%
盐酸 - 酒精分化，伊红染色，梯度酒精脱水，二甲

苯透明，中性树胶封片。光学显微镜 (Olympus 
DX70) 下观察并拍摄。采用 Northern Eclipse 软件统

计再生肌纤维直径 ( 中央成核肌纤维的最小直径 )，
6 个样本 / 每组，每个样本随机选 200 个肌纤维 [15]。

1.6  Masson 染色　　Masson 染色 (D206，购自南

京建成生物工程研究所 ) 后肌纤维呈红色，胶原纤

维呈蓝色 ( 苯胺蓝 )，主要用来区分肌纤维和胶原

纤维，可反映骨骼肌纤维化程度 [16]。首先，切片脱

蜡至水，铁苏木素染 5~10 min，1% 盐酸酒精分化。

然后，丽春红酸性品红染液染 5~10 min，磷钼酸溶

液处理 5 min，苯胺蓝染液复染 5 min。随后，1%
冰醋酸处理 1 min，梯度酒精脱水，二甲苯透明，

中性树胶封固。在高倍镜下 (200 倍 ) 每张切片随机

挑选 5 个视野 (6 张切片 )，使用 ImageJ 软件圈出染

成蓝色的胶原纤维，测量胶原纤维的面积及整个肌

纤维的面积，并计算胶原纤维面积占总面积的百

分比。

1.7  Real-time PCR 实验　　采用 Trizol 法提取腓

肠肌中总 RNA。测样品 OD 值 (NanoDrop 2000 分

光光度计，Thermo Fisher Scientific，美国 )，OD260/280

为 1.8~2.0 的样品可用。取 2 μg RNA，按 Fermentas
公司第一链 cDNA 合成试剂盒说明在梯度 PCR 仪

(Mastercycler EP，德国 Eppendorf 公司 ) 进行反转

录合成 cDNA。合成的 cDNA 储存于 −20 °C 冰箱

备用 [17, 18]。Real-time PCR 反应体系包括 12.5 µL 
2 × Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master mix 
(Thermo Scientific，美国 )、1 µL cDNA、无核酸酶

水和 300 nmol/L 的上下游引物。引物由生工生物工

程 ( 上海 ) 股份有限公司设计并合成，引物序列见

表 1。使用荧光定量 PCR 仪 (ABI StepOnePlus Real 
Time PCR System 7500，美国 ) 进行扩增。反应条

件为：95 °C 预变性 10 min ；95 °C 变性 15 s，60 °C 
1 min 退火 / 延伸，共 40 个循环。通过 2−△△Ct 方法

计算所测样本 mRNA 的相对含量 [19, 20]。

1.8  Western blot 实验　　取 60~80 mg 腓肠肌移入

2 mL EP 管中，加入含磷酸酶抑制剂的蛋白裂解液

后，冰浴下剪碎并充分匀浆；4 °C 离心机 12 000 r/
min 离心 5 min，取上清液；二喹啉甲酸 (BCA) 法
测蛋白样本浓度；SDS-PAGE 电泳，5% 浓缩胶，

70 V 恒压电泳 30 min，10% 分离胶，110 V 恒压电

泳 90 min 后，用湿转法转至聚偏氟乙烯 (PVDF) 膜
上；PVDF 膜于 5% 脱脂牛奶 (TBST 配置 ) 中室温

封闭 1.5 h，后用 TBSTX 洗膜 3 次；分别加入抗

gp91phox 抗体和抗 GAPDH 抗体 ( 兔抗小鼠，CST
公司，稀释比例均为 1:1 000)，4 °C 过夜，TBST
洗膜 3 次，加入 HRP 标记二抗 (1:5 000，Santa Cruz
公司 ) 室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次。条带滴满

ECL 发光液后，用 Tanon 5200 Multi 全自动化学发

光 / 荧光图像分析系统曝光，采用 ImageJ 分析软件

测定条带灰度值。

1.9  统计学分析　　实验数据以 mean ± SD 表示，

表1. Real-time PCR引物序列

Table 1. Primer sequences for real-time PCR
Target gene Forward primer sequences  Reverse primer sequences  Product length
TNF-α 5’-CTTCTGTCTACTGAACTTCGGG-3’ 5’-CACTTGGTGGTTTGCTACGAC-3’ 163 bp
IFN-γ 5’-GCTTTGCAGCTCTTCCTCAT-3’ 5’-GTC ACC ATCCTTTTGCCAGT-3’ 162 bp
IL-6 5’-GAACAACGATGATGCACTTGC-3’ 5’-CTTCATGTACTCCAGGTAGCTATGGT-3’ 154 bp
IL-10 5’-CAAGGAGCATTTGAATTCCC-3’ 5’-GGCCTTGTAGACACCTTGGTC-3’ 157 bp
gp91phox 5’-CCAGTGAAGATGTGTTCAGCT-3’ 5’-GCACAGCCAGTAGAAGTAGAT-3’ 155 bp
TGF-β1 5’-TGCGCTTGCAGAGATTAAAA-3’ 5’-CGTCAAAAGACAGCCACTCA-3’ 135 bp
TWEAK 5’-GCTCCCAAAGCCCCTACTTAT-3’ 5’-AGGTCCAGCCCATCTCAGT-3’ 97 bp
CCL2 5’-GCTCAGCCAGATGCAGTTAAC-3’ 5’-CTCTCTCTTGAGCTTGGTGAC-3’ 153 bp
CCL3 5’-ACCATGACACTCTGCAACCA-3’ 5’-CCCAGGTCTCTTTGGAGTCA-3’ 202 bp
CCL4 5’-CCACTTCCTGCTGTTTCTCTTA-3’ 5’-CTGTCTGCCTCTTTTGGTCAG-3’ 125 bp
CCL8 5’-CTTCTTTGCCTGCTGCTCATAG-3’ 5’-CACTTCTGTGTGGGGTCTACA-3’ 221 bp
CXCL12 5’-ACGGAAGAACCAAAGAGAAAGA-3’ 5’-CTCAGACAGCGAGGCACAT-3’ 80 bp
CXCR4 5’-CAAGGCCCTCAAGACGACAG-3’ 5’-CCCCCAAAAGGATGAAGGAG-3’ 101 bp
GAPDH 5’-ACTCCACTCACGGCAAATTC-3’ 5’-TCTCCATGGTGGTGAAGACA-3’ 171 bp
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采用 SPSS20.0 软件进行统计检验，各组胶原纤维

面积占总面积百分比之间差异比较采用卡方检验，

基因和蛋白表达情况的差异采用重复测量方差分

析，采用 Bonferroni 法进行事后检验。P < 0.05 时

认为差异具有统计学显著性。

2  结果

2.1  巨噬细胞剔除损害骨骼肌再生

HE 染色结果显示，未损伤对照组及剔除对照

组肌纤维形态规则，肌细胞核位于肌膜下，肌纤维

结构完整性较好，无坏死及炎性细胞浸润 ( 图 1)。
骨骼肌损伤后 1 d，损伤组和剔除组均出现大量肌

纤维肿胀坏死，炎性细胞浸润，但两组之间并无显

著差异。骨骼肌损伤后 3 d，损伤组骨骼肌中出现

少量中央核肌纤维 ( 再生肌纤维 )，但剔除组骨骼

肌中未见再生肌纤维，且存在大量肿胀肌细胞。骨

骼肌损伤后 7 d，损伤组可见大量中央成核肌纤维，

且这些肌纤维体积较大，并出现较多多核肌纤维融

合成的肌管；而剔除组仅见少量中央成核肌纤维零

星分布，且肌纤维较小。骨骼肌损伤后 14 d，损伤

组中大部分再生肌纤维成熟，仅有少量再生肌纤维，

而在剔除组中出现大量中央成核肌纤维，且剔除组

再生肌纤维直径显著低于损伤组 (P < 0.05，图 1)，
表明巨噬细胞剔除使骨骼肌再生延迟，损害骨骼肌

再生。

2.2  巨噬细胞剔除加重损伤骨骼肌纤维化

Masson 染色结果显示，骨骼肌损伤后 14 d，损

伤组骨骼肌中出现蓝色胶原纤维，剔除组与损伤组

相比，蓝色胶原纤维面积 / 总面积显著增加 (P < 
0.01，图 2)，提示巨噬细胞剔除加重损伤骨骼肌纤

维化。

2.3  巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌炎症因子表达的影响

损伤组促炎细胞因子 TNF-α mRNA 表达水平在

损伤后 1 d 即升高到峰值，且在损伤后 3 和 14 d 持

续保持在较高水平 (P < 0.01)。而剔除组 TNF-α 
mRNA 表达的变化与损伤组相似，在损伤后 1、3、
7 和 14 d 表达均显著增加，且在损伤后 7 d 表达显

著高于损伤组 (P < 0.01，图 3A)。剔除组 IFN-γ 
mRNA 表达的变化与损伤组相似，在损伤后 1、3、
7 和 14 d 表达均显著高于剔除对照组，在损伤后 14 d
表达显著高于损伤组 (P < 0.05，图 3B)。损伤组

IL-6 mRNA 在损伤早期表达显著增加，在损伤后

7~14 d 表达恢复正常水平，但剔除组 IL-6 mRNA
在伤后 7~14 d 表达量仍显著高于剔除对照组 (P < 

图   1. 骨骼肌HE染色

Fig. 1. Skeletal muscle histologic characterization using HE staining. A: Representative micrographic images of skeletal muscle at 
different time points. B: Diameters of regenerating myofibers 14 d post-injury. S: muscle contusion group; T: muscle contusion and 
macrophage depleted group. Data are means ± SD, n = 6. *P < 0.05 vs S14 (muscle contusion group on day 14 post-injury). Scale bar, 
50 µm. Black arrows stand for centralized nuclei, and black hollow arrows stand for inflammatory cells.
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0.05)，且在损伤后 14 d 显著高于损伤组 (P < 0.05，
图 3C)。抑炎细胞因子 IL-10 mRNA 水平在损伤后

1~7 d 表达量显著增加 (P < 0.01)，损伤后 14 d 基本

恢复正常水平；巨噬细胞剔除后，IL-10 mRNA 水

平在损伤后 1 d 其表达显著低于损伤组 (P < 0.05)，
而在损伤后 7~14 d 表达显著高于剔除对照组 (P < 
0.01，图 3D)。损伤组 TGF-β1 mRNA 水平在损伤

后 1、3 和 7 d 表达均显著增加 (P < 0.01)，剔除组

仅在损伤后 3 d 表达显著增加 (P < 0.01)，且剔除组

TGF-β1 mRNA 在损伤后 1 d 表达显著低于损伤组

(P < 0.05)，而在损伤后 14 d 表达显著高于损伤组

(P < 0.01，图 3E)。损伤组肿瘤坏死因子样凋亡微

弱诱导剂 (TNF-like weak inducer of apoptosis, TWEAK) 
mRNA 水平在损伤后 3 和 7 d 表达均显著增加，剔

除组 TWEAK mRNA 水平在损伤后 1 和 7 d 表达显

著下降，且剔除组 TWEAK mRNA 水平在损伤后 1
和 7 d 表达显著低于损伤组，而在损伤前及损伤后

14 d 表达显著高于损伤组 ( 图 3F)。

2.4  巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌趋化因子表达的影响

荧光定量 PCR 结果显示，损伤组骨骼肌趋化

因子 (CCL2、CCL3、CCL8 和 CXCR4) mRNA 水平

在损伤后 1~7 d 表达均显著增加，在损伤后 14 d 基

本回到正常水平 ( 图 4A、B、D、F) ；而趋化因子

CCL4 mRNA 在损伤后 14 d 表达显著低于未损伤对

照组 (P < 0.01，图 4C) ；损伤组趋化因子 CXCL12
仅在伤后 7 d 表达显著增加 (P < 0.01，图 4E)。

巨噬细胞剔除组中 CCL2 在伤后 1，3 和 7 d 表

达均显著增加，且在伤后 14 d 表达显著高于损伤组

(P < 0.05，图 4A)。剔除组 CCL3 表达与 CCL2 表

达相似，损伤后 3 和 7 d 表达显著增加 (P < 0.01)，
在损伤后3和14 d表达显著高于损伤组 (均P < 0.05)
( 图 4B)。剔除组 CCL4 mRNA 表达与 CCL2、CCL3
略有不同，在损伤后 1 d 表达显著下降 (P < 0.01)，
损伤后 14 d 表达显著增加 (P < 0.01)，且在损伤后

14 d 的表达显著高于损伤组 (P < 0.01，图 4C)。CCL8 
mRNA 表达变化亦是伤后表达显著增加，但是巨噬

图   2. Masson染色评定伤后14 d损伤骨骼肌瘢痕组织的形成

Fig. 2. Histologic evaluation of the formation of scar tissue 14 days after injury by Masson’s trichrome staining. A: Uninjured con-
trol group; B: Muscle contusion (S) group (14 days post-injury); C: Muscle contusion and macrophage depleted (T) group (14 days 
post-injury); Scale bar, 50 µm. D: Quantification of the scar tissue area in injured skeletal muscle. Data are means ± SD, n = 8. **P < 0.01 
vs S14 (muscle contusion group on day 14 post-injury).
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细胞剔除后 1 和 3 d 表达显著低于损伤组，而 14 d
表达显著高于损伤组 (P < 0.01，图 4D)。剔除组

CXCL12 mRNA 在损伤后 7 和 14 d 表达显著增加

(P < 0.01)，且在伤后 14 d 表达显著高于损伤组

(P < 0.01，图 4E)。剔除组 CXCR4 mRNA 在损伤

后 3、7 和 14 d 表达均显著增加 (P < 0.01)，且在损

伤后 14 d 表达显著高于损伤组 (P < 0.05，图 4F)。
2.5  巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌氧化应激因子表达

的影响

荧光定量 PCR 结果显示，损伤组氧化应激因子

gp91phox mRNA (NADPH 氧化酶关键亚基 ) 在损伤

后 1、3 和 7 d 表达量均显著增加，且在损伤后 3 d
达到峰值 (P < 0.01)。剔除组 gp91phox mRNA 在损

伤后 3 和 14 d 表达均显著增加 (P < 0.01)，且与损

伤组相比，在损伤 1、3 和 7 d 表达虽显著下降，但

伤后 14 d 表达却显著高于损伤组 (P < 0.05，图

5A)。为了进一步探究巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌

氧化应激因子表达的影响，本研究通过 Western 
blotting 检测骨骼肌损伤修复过程中 gp91phox 蛋白

表达变化。结果显示，损伤组 gp91phox 蛋白表达

图    3. 巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌炎症因子表达的影响

Fig. 3. Effects of macrophage depletion on the mRNA expressions of inflammatory cytokines detected by RT-PCR. A: TNF-α; B: 
IFN-γ; C: IL-6; D: IL-10; E: TGF-β1; F: TWEAK. S: muscle contusion group; T: muscle contusion and macrophage depleted group. 
Data are means ± SD, n = 8.  aP < 0.05, aaP < 0.01 vs uninjured control group; bP < 0.05, bbP < 0.01 vs depleted control group; cP < 0.05, 
ccP < 0.01 vs S group at the same time point.
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变化与基因表达变化相似，在伤后 3 d 蛋白表达量

显著增加并达到峰值 (P < 0.01)。巨噬细胞剔除组

gp91phox 蛋白表达虽有升高，但与剔除对照组相比

并无显著差异。但在伤后 14 d，剔除组 gp91phox
蛋白表达显著高于损伤组 (P < 0.05，图 5B)。

3  讨论

本研究结果显示，骨骼肌损伤后 1 和 3 d 肌纤

维结构破坏、大量炎性细胞浸润。在损伤后 3 d 出

现少量中央成核肌纤维 ( 再生肌纤维 )，损伤后 7 d

出现大量再生肌纤维，损伤后 14 d 大部分再生肌纤

维已成熟，但仍有少量再生肌纤维。此结果同其他

钝挫伤模型 [21] 及本研究组前期实验结果相似 [12]，

提示骨骼肌钝挫伤模型成功建立。同时，本研究组

前期采用流式细胞术检测脂质体包被氯膦酸盐处理

后损伤骨骼肌中巨噬细胞相对含量，结果同其他研

究结果相似，显示脂质体包被氯膦酸盐处理组中损

伤骨骼肌巨噬细胞含量显著降低 [9, 14]。同时，本研

究组曾通过 RT-PCR 检测损伤骨骼肌中 M1 巨噬细

胞标志物 CD68 和 M2 巨噬细胞标志物 CD206 的表

图   4. 巨噬细胞剔除对损伤骨骼肌趋化因子表达的影响

Fig. 4. Effects of macrophage depletion on the mRNA expressions of chemokines in injured skeletal muscle detected by RT-PCR. 
A: CCL2; B: CCL3; C: CCL4; D: CCL8; E: CXCL12; F: CXCR4. S: muscle contusion group; T: muscle contusion and macrophage 
depleted group. Data are means ± SD, n = 8.  aP < 0.05, aaP < 0.01 vs uninjured control group; bP < 0.05, bbP < 0.01 vs depleted control 
group; cP < 0.05, ccP < 0.01 vs S group at the same time point.
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达，结果显示脂质体包被氯膦酸盐处理组中巨噬细

胞标志物表达显著降低 [13]，表明本研究所用的巨噬

细胞剔除模型是可靠的。

本研究的形态学结果显示，与损伤组相比，巨

噬细胞剔除组再生肌纤维直径较小、纤维化面积更

大，表明剔除巨噬细胞加剧了纤维化修复，损害了

骨骼肌再生。对相关因子的研究表明，骨骼肌损伤

早期 ( 损伤后 1~3 d)，多种炎性因子 (TNF-α、IFN-γ、
IL-6、IL-10、TGF-β1 和 TWEAK) 均显著上调表达，

且损伤后期 ( 伤后 7~14 d) TNF-α、IFN-γ 和 TGF-β1
仍处于高表达状态，提示骨骼肌损伤程度较重，损

伤修复未完成 [12]。这些炎症因子在骨骼肌损伤修复

中起重要作用，如 IFN-γ 可提高中性粒细胞对趋化

因子的敏感度，促进其侵入受损组织，放大机体免

疫反应，加剧骨骼肌损伤 [3]。TNF-α 可由 M1 巨噬

细胞产生，可促进骨骼肌损伤后 IL-6 的分泌，加重机

体炎症反应、抑制损伤骨骼肌再生 [23]。此外，TNF-α
和 TGF-β1 亦是重要的促纤维化因子，其表达上调

可加重损伤骨骼肌纤维化，而减少或抑制其表达均

可抑制损伤骨骼肌纤维化 [24, 25]。本研究结果显示，

相比于损伤组，剔除组巨噬细胞上述炎症因子表达

在损伤后期可进一步上调，提示巨噬细胞剔除损害

骨骼肌再生过程中炎症因子可能发挥了重要作用。

我们还对趋化因子的表达规律进行了探究。结

果显示，骨骼肌挫伤后，CCL2、CCL3、CCL4 和

CCL8 mRNA 均迅速上调表达，但在损伤后 14 d 基

本恢复正常水平。这些趋化因子在骨骼肌损伤修复

过程中具有重要作用，可在骨骼肌损伤后募集单核

细胞、巨噬细胞和淋巴细胞等向损伤处游移，参与

组织修复过程 [27–29]。当其表达被抑制时，骨骼肌再

生过程受损。如敲除小鼠 CCL2 基因，可使骨骼肌

缺血损伤后巨噬细胞浸润显著减少，损害骨骼肌再

生 [30]。我们的结果同 Warren 等 [28] 相似，他们发现

CCL2、CCL3 和 CCL4 mRNA 在小鼠胫骨前肌冻伤

后 24 h 显著增加，在伤后 3~7 d 进行性下降，但仍

显著高于对照组，伤后 14 d 恢复正常水平。此外，

本研究结果还显示，剔除巨噬细胞可显著上调损

伤骨骼肌中 CCL2、CCL3、CCL4、CCL8、CXCL12
以及 CXCR4 mRNA 在损伤后期的表达，而单纯损

伤组多数趋化因子此时均已恢复至正常水平。再生

后期阶段趋化因子高表达可能有损骨骼肌再生，因

为这些因子可以促进单核细胞、T 细胞等的募集，

而 T 细胞可释放多种细胞因子，导致肌纤维坏死和

炎症反应 [31]。因此，再生后期趋化因子过表达也可

能参与了剔除巨噬细胞损害骨骼肌再生这一过程。

此外，我们还对骨骼肌损伤后氧化应激水平进

行了研究。结果显示，骨骼肌钝挫伤后 3 d NADPH
氧化酶关键亚基 gp91phox mRNA 及蛋白水平均显著

提高，提示损伤骨骼肌氧化应激加强 [34]。NADPH
氧化酶可介导 ROS 生成，在组织氧化应激中发挥

重要作用 [35]，而 gp91phox 是 NADPH 氧化酶重要

的膜结合亚基，常作为 NADPH 氧化酶和氧化应激

水平的检测标志物 [36–39]。本研究中上调表达的

gp91phox 可能来自于浸润的中性粒细胞和巨噬细

胞，因为骨骼肌损伤后，中性粒细胞和巨噬细胞一

般会浸润增多，二者可由 NADPH 氧化酶介导产生

图   5. 细胞剔除对损伤骨骼肌氧化应激因子表达的影响

Fig. 5. Effects of macrophage depletion on the expression of 
oxidative stress factors in injured skeletal muscle. A: mRNA levels 
of gp91phox in skeletal muscle post-injury; B: Protein levels of 
gp91phox in skeletal muscle post-injury. S: muscle contusion 
group; T: muscle contusion and macrophage depleted group. Data 
are means ± SD, n = 8. aP < 0.05, aaP < 0.01 vs uninjured control 
group; bP < 0.05, bbP < 0.01 vs depleted control group; cP < 0.05, 
ccP < 0.01 vs S group at the same time point.
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大量 ROS，促进炎症反应以及清除坏死组织，参与

损伤骨骼肌再生 [41]。但氧化应激水平过高则不利于

损伤骨骼肌修复，如 Ghaly 等 [36] 发现，损伤骨骼

肌中gp91phox过度增高，可使骨骼肌氧化应激加强，

损伤后修复受损，同时伴随较严重的骨骼肌纤维化。

离体状态下，骨骼肌细胞 NADPH 氧化酶活性提高，

ROS 产生增加，可促进成肌细胞产生较多的胶原蛋

白、纤连蛋白，促进骨骼肌纤维化 [42]。本研究结果

显示，与损伤组相比，剔除组 gp91phox mRNA 及

蛋白水平在伤后 14 d 仍处于高表达状态。gp91phox
表达增加，提示 NADPH 氧化酶活性提高，ROS 生

成增加，而 ROS 生成增加可进一步提高损伤处炎

症反应，加剧损伤骨骼肌纤维化，不利于损伤骨骼

肌再生 [41]。这些结果提示，剔除巨噬细胞可能通过

调节损伤后期 NADPH 氧化酶活性，提高损伤骨骼肌

氧化应激水平，从而损害骨骼肌再生、加重纤维化 [36]。

综上所述，本研究结果显示骨骼肌损伤修复过

程中多种炎症因子、趋化因子和氧化应激因子表达

上调，剔除巨噬细胞后，上述因子在损伤后期进一

步上调表达，且骨骼肌再生能力受损，纤维化修复

加剧。这些结果表明巨噬细胞在骨骼肌损伤修复过

程中发挥了重要作用，炎症和氧化应激可能参与了

剔除巨噬细胞损害骨骼肌再生这一过程。
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