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脉冲电磁场对大鼠破骨细胞功能分子的影响
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摘要：目的研究脉冲电磁场(puslsed electromagnetic fields，PEMFs)对大鼠破骨细胞的作用。方法

取10w龄雌性SD大鼠随机分为三组：PEMFs组、Control组和Sham组；其中PEMFs组、Control组进行

双侧卵巢切除手术．Sham组不切除卵巢。术后12w对PEMFs组大鼠进行PEMFs作用(70Hz，2mT)，

Control组和Sham组不进行PEMFs作用。作用结束后，取大鼠股骨骨髓，进行体外破骨细胞诱导培

养。7天后分别进行破骨细胞的抗酒石酸酸性磷酸酶(Tartrate—resistant acid phosphatase，TRAP)检测

和整合素ot，p，、NF—KB受体激活子(receptor activator of NF—KB，RANK)、组织蛋白酶K(cathepsin K)免

疫荧光染色检测。结果经PEMFs作用后，TRAP检测显示破骨细胞形态；免疫荧光染色显示阳性破

骨细胞也明显减少。结论PEMFs对破骨细胞功能分子的表达有抑制作用，提示PEMFs作用可以抑

制SD大鼠破骨细胞的骨吸收活性。

关键词：脉冲电磁场；去卵巢大鼠；破骨细胞
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Abstract：0bjective To study the effect of pulsed electromagnetic fields(PEMFs)on rat osteoclast rats．

Methods Ten—week—old female SD rats were randomly divided into three groups：PEMFs group，CONTROL

group，and Sham group．The rats of PEMFs group and CONTROL group were ovariectomized bilaterally．The

rats of Sham group were sham·ovariectomized．The rats of PEMFs group were exposed to PEMFs 12 weeks

after ovariectomy．However，the rats of the other groups were not treated with PEMFs．Femoral bone marrow

of SD rats was collected after PEM Fs．The osteoelasts were induced and cultured in vitro．Tartrate．resistant

acid phosphatase(TRAP)was measured after 7 days．1mmunofluorescenee stainings of integrin a，B3，

receptor activator of NF—KB(RANK)，and cathepsin K were also measured respectively．Results After

exposure to PEMFs，the TRAP measurement showed
the morphology of the osteoelast．The

immunofluoreseenee staining showed that positive osteoclasts were significantly reduced．Conclusion

PEMFs has inhibitive effect on osteoclasts and can inhibit the bone resorbing activity of the osteoclast in SD

rats．

Key words：PEMFs；Ovariectomized rat；Osteoclasts

骨质疏松(OP)是以单位体积内骨组织量减少
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·论著·

谢过程中维持骨量的两种主要细胞。成骨细胞是骨

形成的主要功能细胞，负责骨基质的合成、分泌和矿

化进而形成新骨；破骨细胞是骨吸收的主要功能细

胞，负责骨基质的降解和消化，形成骨吸收陷窝。当

骨吸收大于骨形成时，可以引起骨质丢失，进而引发

骨质疏松。

OP是老年人群中一种常见的多发病。我国是

世界上老年人口最多的国家，60岁以上的老人占我

国人口总数的13％以上，随人类寿命的延长和人口
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的老龄化，OP发病率有逐年上升趋势。寻找有效的

预防和治疗骨质疏松的方法已成为我国亟待研究的

课题。

目前，骨质疏松治疗药物主要分为两大类：抑制

破骨细胞活性以阻断骨吸收的抗骨吸收药和促进成

骨细胞活性以刺激骨形成的促骨形成药。由于现有

药物或是存在有效治疗期限的限制(如双膦酸盐、

甲状旁腺激素)，或是给药途径或费用的限制(甲状

旁腺激素)¨。，因而，研究开发新的治疗手段进行综

合防治十分必要。

近年来，关于骨组织对低频电磁场的反应方面

已经开展了许多工作。2。。发现低频、低能量PEMFs

对许多生物组织(如骨和软骨)发挥作用∞。。体内

和体外研究表明，低频PEMFs可以促进骨组织的自

我重建旧o。表现在PEMFs可以改变骨细胞的增殖、

分化，细胞外基质合成和刺激促成骨作用细胞因子

的产生p1。因此，PEMFs已应用于一些骨疾患的治

疗，如骨质疏松、骨坏死、骨折和骨不连等。4’5。。骨

重建的过程是在骨吸收处先出现破骨细胞产生骨吸

收，破骨细胞消失后(已证实破骨细胞消失是细胞

凋亡的结果Mo)，出现由问质干细胞(Mesenchymal

Stem Cells，MSCs)形成的成骨细胞，形成新骨，再被

内衬细胞覆盖门1。目前，关于PEMFs治疗骨质疏松

机理的研究方面，对成骨细胞的研究较多，而对于骨

重建中首先出现的破骨细胞的影响研究较少。

本文通过观察PEMFs对破骨细胞的影响，继而

探讨PEMFs治疗骨质疏松的机理。

1材料与方法

1．1主要试剂与实验仪器

a．MEM培养基(Gibco公司)，胎牛血清

(HyClone公司)，M—CSF(PEPROTECH公司)，GM—

CSF(PEPROTECH公司)，1，25一(OH)：-Vitamin D，

(sigma公司)，RANKL(PEPROTECH公司)，地塞米

松(天津金耀氨基酸有限公司)，抗酒石酸酸性磷酸

酶检测试剂盒(中国医学科学院血研所科技公司)，

大鼠淋巴细胞分离液(天津灏洋生物制品科技有限

公司)，羊血清工作液(中山金桥公司)，仅，B，

antibody(ABCAM公司)、RANK antibody(Santa Cruz

公司)、cathepsin K antibody(ABCAM公司)，二抗

(中山金桥公司)，Mounting Medium(Vector

Laboratories)。

超净工作台(苏州净化SW．CJ．2FD)，倒置显微

镜(OLYMPUS IM)，荧光显微镜(NIKON ECLIPSE

90i)，CO，培养箱(NAPCO MODEL 5410)，脉冲电磁

场发生仪(为中国医学科学院放射医学研究所自行

研制开发，峰值磁场可调范围：1～40mT，频率可调

范围：70～250 Hz)。

1．2实验方法

1．2．1细胞获得和培养：10w龄雌性SD大鼠随机

分为三组：PEMFs组、Control组和Sham组。每组7

只大鼠，PEMFs组、Control组进行双侧卵巢切除手

术，Sham组不切除卵巢，只是切除卵巢附近相同体

积的脂肪组织。术后12w，SD大鼠已成熟，骨质疏

松模型已形成。对PEMFs组大鼠进行PEMFs作

用，作用方式为2mT，70Hz，隔天作用1次，每次1h，

连续作用8w。Control组和Sham组不进行PEMFs

作用，隔天放人相同环境中1h。

作用8w后(此时大鼠周龄为30w)，乙醚麻醉、

断颈处死大鼠，取其股骨骨髓。经大鼠淋巴细胞分

离液分离出单核细胞后进行培养。培养体系为含

10％胎牛血清的Of．一MEM，M-CSF 20ng／ml，GM-CSF

200U／ml，1，25-(OH)：-Vitamin D，10～mol／L，地塞

米松10～mol／L，RANKL 10ng／ml，37 oC，5％CO，。

细胞接种于24孔板，每孑L铺板前预先放入一玻片以

制作细胞爬片。

1．2．2结果观察

(1)TRAP检测

根据TRAP染色试剂盒说明书进行。将细胞爬

片取出固定，滴加作用液数滴，于37℃湿盒内孵育

60min，流水冲净后滴加复染液复染，1％盐酸酒精分

化，0．5％氨水浸泡1～5s，晾干后中性树脂封片。

(2)免疫荧光染色检测

PBS漂洗细胞爬片，2％多聚甲醛室温固定。

Triton—X100破膜后，加封闭液。分别加一抗：整合

素仅。B3、NF—KB受体激活子(receptor activator of NF．

KB，RANK)、组织蛋白酶K(cathepsin K)，阴凉处静

置1—2h。荧光标记二抗，室温下避光静置1h。

PBS清洗、封片。

1．3统计学分析

所有数据采用SPSSl3．0统计软件进行分析，数

据以均数±标准差表示，两样本比较采用独立样本t

检验，P<0．05为差异有显著性意义。

2 结果

2．1 TRAP检测结果

破骨细胞内抗酒石酸酸性磷酸酶(TRAP)活性

部位呈现红色沉淀，细胞核染色蓝色(图1)。
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2．2 免疫荧光染色检测结果

荧光显微镜下(200×)每张玻片随机选取5个

视野，计数视野中的细胞总数与阳性破骨细胞数，计

算阳性破骨细胞百分数，见表1。与只加一抗或只

加二抗的玻片做对比，阳性破骨细胞在荧光显微镜

下体积较大，内有多个细胞核，荧光显色十分明显

(见图2～4)。

阳性破骨细胞百分数(％)=同一视野内阳性

破骨细胞数／同一视野内破骨细胞总数×100％

表1 免疫荧光染色检测结果示刚性破骨细胞百分数(％)

表2 PEMFs组和Control组相比较，d。B3、

RANK、cathepsin K经PEMFs作用后，阳性破骨细胞

均明显减少；Control组与Sham组的d，B 3、RANK、

cathepsin K相比，均减少。

一一
_

图3破骨细胞a。13，

(×200)

图4破骨细胞

cathepsin K(×200)

3讨论

PEMFs治疗具有无创性、见效快、操作简便、适

用范围广、可长期使用、无副作用等优点，在临床上

的应用13趋广泛。过去几十年中，已有许多成功治

疗骨不连和骨折愈合等骨科疾病的报道。Tabrah⋯
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等人研究了PEMFs对绝经后妇女桡骨骨密度的影

响，发现骨密度在治疗后有显著提高。MassariI gl等

对股骨头坏死患者进行跟踪研究，发现短期PEMFs

刺激可能保护关节软骨，长期PEMFs刺激可能促进

骨坏死区域的成骨活力。

PEMFs对于机体多个部位有影响作用。脉冲

电磁场疗法对骨病的治疗作用已得到肯定，其适应

证也进一步扩展到创伤修复、神经再生、糖尿病及心

脑血管疾病等，甚至有应用PEMF治疗肿瘤的报道。

王爱民等川通过实验发现PEMFs能湿著地增强骨

细胞、纤维细胞、血管内皮细胞、神经细胞等多种细

胞和组织的活力，从而推测PEMFs可能对细胞某个

共有环节，如细胞膜蛋白cAMP、DNA等发生催化促

进作用，这种作用对损伤后处于修复状态的细胞尤

为突出。PEMFs作用是整体且复杂的，至今PEMFs

治疗OP的作用机制还不十分明确。本实验选取

OC作为研究对象，着眼于研究PEMFs对于OC细

胞分化和主要功能的影响。

有研究表明PEMFs能加速破骨细胞凋亡，但

PEMFs对大鼠活体作用下，对破骨细胞d。13，、

RANK、cathepsin K的作用还未见报道。因此本研

究把“。13，、RANK、cathepsin K作为检测破骨细胞的

指标有其重要意义。另外，TRAP是破骨细胞的标

志酶，因而作为检测破骨细胞的重要指标之一。

整合素是破骨细胞上的一类跨膜蛋白，是由d、

13两个亚单位组成的异源二聚体。根据其d和13

亚基的不同又分为多种类型。近年来发现，整合素

d。B，在骨吸收中有重要作用，活性d。p，可促使破

骨细胞向d。B，配体迁移，并促进骨吸收⋯l。RANK

是位于破骨细胞及其前体细胞表面的I型跨膜受体

蛋白，从属于肿瘤坏死因子(Tumor necrosis factor，

TNF)受体超家族，与NF—KB受体激活子配体

(receptor activator of NF．KB Ligand，RANKL)结合后

可激活细胞内的信号转导系统，通过转录因子启动

特定基因的表达，合成特异性蛋白质，使前体细胞分

化为成熟的破骨细胞”“。cathepsin K是一种溶酶

体半胱氨酸蛋白酶，在骨再吸收过程中由破骨细胞

特异性表达，而且能有效降解骨细胞外基质。

cathepsin K已经作为骨疾病治疗靶标倍受关注¨“。

本研究发现，去卵巢大鼠活体接受PEMFs作

用，应用d。13，、RANK、cathepsin K免疫荧光染色显

示PEMFs组较Control组阳性表达破骨细胞均明显

减少，Control组阳性破骨细胞较Sham组增多，

PEMFs组较Sham组阳性细胞数目差异不大。表明

一

㈩㈩～～
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骨质疏松模型大鼠活体在接受PEMFs作用后，破骨

细胞主要功能分子的阳性表达减少并接近正常值，

说明PEMFs对骨质疏松时破骨细胞活性具有抑制

作用。RANK表达减少说明前体细胞分化为成熟破

骨细胞的数量降低；Ot，B，表达减少说明破骨细胞向

Ot，p，配体迁移受阻，导致骨吸收能力降低；cathepsin

K降低说明破骨细胞表达的功能蛋白量降低，即降

解骨细胞外基质的能力降低。上述数据综合说明

PEMFs对破骨细胞的分化和功能有直接的抑制作

用，可以抑制破骨细胞的发育和骨吸收活性有关分

子的表达。

通过研究PEMFs对OC的Ot。B，、RANK、

cathepsin K的作用，可以更深入的理解破骨细胞在

骨代谢过程中尤其是骨质疏松发生、发展过程中的

作用机制。对于其信号转导机制透彻的了解，有助

于采取科学的治疗手段，从而为骨代谢相关疾病的

治疗提供理论指导。

科学研究和临床试验已经证实PEMFs是治疗

骨质疏松的一种有效方法，而且相对药物疗法来说，

PEMFs治疗具有无创性、见效快等优点，并有显著

增加骨形成能力，促进骨愈合的功效¨“。故其在临

床上的应用日趋广泛。目前，治疗骨质疏松所用的

参数诸如频率、强度、脉冲等各不相同，还不清楚参

数的最佳配置，而且PEMFs作用于骨质疏松的机制

尚未完全清楚，这些都有待于我们进一步的深入研

究。
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