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［摘 要
］

ｇ 的 ：探究 ５０Ｈｚ０ ． ６ｍＴ 脉 冲 电磁场 （
ＰＥＭＦ

） 促进体外培养大 鼠颅骨

成骨细 胞 （
ＲＯＢ

） 分化 成 熟是 否 存 在基 因 调 节 和 非 基 因 调 节 。 方 法 ： 体 外培 养

ＲＯ Ｂ
， 传代融合后 经 ５０Ｈｚ ０ ． ６ｍＴ ＰＥＭＦ 处理 １ ． ５ｈ

， 于 ０ 、 ３ 、
６

、
９ 、

１ ２
丨１ 检测碱性磷

酸酶 （
ＡＬＰ

） 的活性及其基 因表达
，

以及骨形 成相 关 因 子 Ｒｉｍｘ２ 、ＯＳＸ 的 基 因 和蛋 白

表达 。
结 果 ：

５０Ｈｚ ０． ６ｍＴＰＥＭ Ｆ 处理后 ３ｈ
，
Ｒ０Ｂ 中 ＡＬＰ 的 活性 高 于对照组 （ Ｐ ＜

０． ０ １ ） ，
而其基 因表达在处 理后 ６ｈ 才 高 于对照组 。

Ｒｕ ｎｘ２ 的基 因 表达在处理后 立

即升 高 ，持续 至处理后 ６ｈ 回 归对照组水平 ，

之后 再次升高 ，
其蛋 白 表达 与 之相 对

应但略有滞后 。
ＯＳＸ 的基 因表达 亦在处理后立 即 升高 ，

持续 至处理后 ６ｈ 回 归 对

照 组水平 ，
至 １ ２ｈ 时显著 降低 ，

其 蛋白 表达与 之相 对应但略有滞后 。
结 洽 ：

５０Ｈ ｚ

０ ？６ｍＴＰＥＭＦ 促进体外培养 ＲＯＢ 分化成熟存在对 Ｒｕｎｘ２ 和 ＯＳＸ 的基 因调 节 以及

对 ＡＬＰ 活性的非 基 因 调 节 。
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骨质疏松症是 以骨密度降低 、骨微结构破坏组效应主要通过细胞膜上的膜受体或细胞质中的

为特征 ，导致骨组织脆性增加 和骨折危险性升高受体介导 ， 而非特异性非基因组效应主要通过与

的一种常见老年骨病 。 其 在发病初期没有明细胞膜的直接物理化学反应调节基因 的表达
％

。

显的症状 ，直到引 起骨折 ，
因此被称作

“

悄无声息在细胞的代谢调节过程 中 ，
基因组效应和非基因

的杀手
”

．

２ ］

。 ０前治疗骨质疏松症的方法主要有组效应往往相互重叠 ，
Ｂ 卩非基因组效应最终会引

雌激素替代疗法和双膦酸盐疗法 ，但是都有
一定起基因转录 的改变 那么脉 冲 电磁场 （ Ｐｕ

ｌ ｓｅｄ

的副作用
＾

，
因此人们试图寻找

一

种安全有 效的ｅｌ ｅｃ ｔ ｒｏｍ ａ
ｇ
ｎｅ ｔｉ ｃｆｉ ｅ ｌｄｓ

，ＰＥＭＦ ） 在促进成骨细胞矿

骨质疏松症治疗方法 。 近年来 ，骨质疏松症的物理化成熟的过程中是否也存在基因调节和非基因调

疗法成为
一

个热门话题 ，
大量文献表明 ， 电磁场可节 ？ 对此本文进行了研究 ，

以期进
一步 了解 电磁

以促进成骨细胞分化成熟
：
Ｗ

］

，
然而其中作用机制场促进骨形成的机制 。

不明 。， 、
．

细胞是
－个多层次 、非线性 、复杂的系统

［
７

）

，
１

通过各方面的协调感知外界环境的刺激 ，完成一Ｕ 低频电磁场细胞处理仪

系列生理生化反应以维持 自身的稳态 。 激素类物实验所用极低频 电磁场细胞处理仪 由本课题

质在这个过程中发挥着重要作用 ，其经被动扩散组 自 行研制 （ 发明专利号 ：
ＺＬ２０ １ １１ ０４２３ １ ０２ ． ０

） 。

进入细胞后与受体结合 ， 使受体构象发生变化而整套装置由 电脑控制系统 、数模转化装置 、信号放

暴露核定位序列 ，
进而与激素反应元件结合 ，

启动大装置 、线圈 、磁场传感器及温度传感器等组成 。

相关基因 的转录 ， 引起相应的生物学效应 ，
被称为其中线圈使用 Ｏｐｅｒａ

３ Ｄ 大型磁场工程软件辅助

基因组效应 。 此外 ，其也可 以 与质膜表面受体结设计完成 ，长 ２７ｃｍ
， 由三组相互 串联的不 同匝数

合或与质膜上的其他蛋 白相互作用 ， 启 动信号级的线圈缠绕内径为 １〇ｃｍ 的螺线管而成 ， 可在其

联 ， 引起细胞快速的应激反应 ，
被称为非基因组效内部 １ ２０ｍｍＸ ９０ｍｍｘ ９０ｍｍ 的区域 内产生频

应
［
８

］

。 非基因组效应 又分为特异性非基 因 组效率为 ５
￣ ２００ Ｈｚ

，强度为 ０． ０ ￣ ９ ． ０ ｍＴ 的大范围均

应和非特异性非基因组效应 ， 其中特异性非基因匀磁场 （均匀偏差值 ＜ ５％
） ，
确保 ６０ｍｍ 培养皿
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ｙ（Ｍ ｅｄｉ

ｃａ
ｌＳ ｃ

ｉ
ｅｎｃｅｓ

）

内所有细胞受到相同均匀磁场处理 。 实验过程中
，

性 。 测定方法如试剂盒说明书所述 ，即弃培养液
，

为保证细胞不受除电磁场以外的其他因素影响 ，
线ＰＢＳ 漂洗三次后 加入基质液和缓冲液各 ２５ ０

ｐ
Ｌ

，

圈置于细胞培养箱中 ，通过导线与外部装置连接 。轻微振荡混匀后 ３７ｔ 孵育 １ ５ｍｉｎ
， 加人显色液

１ ．２ 实验动物及材料７５０
＾

Ｌ
，轻微振荡混匀后于波长 ５２０ｎｍ 处测定吸

出生 ４８ｈ 以 内的 ＳＰＦ 级 Ｗｉ ｓｔ ａｒ 大鼠 ［ 甘肃省光度值 ，
通过换算获得细胞 ＡＬＰ 活性值 。

中医药大学动物实验中心 ，合格证号 ：

ＳＣＸＫ （甘 ） １ ． ５ 实时荧光定Ｍ ＲＴ
－ＰＣＲ 检测成骨基因表达

２００４ ＞０００６ －

１ ５ ２
］；

ａ －ＭＥＭ 培养基 （ Ｇｉｂｃｏ
，美 国 ）

；
胎Ｐ １ 代 ＲＯＢ 生长至完全融合时按照 １

．
４ 所述

牛血清 （ 兰州 民海生物工程有限公司 ） ；
胰蛋 白酶分组并进行相应处理 ，之后弃培养液 ，

ＰＢ Ｓ 漂洗三

（西安科昊生物工程有限责任公司 ） ；
ｎ型胶原酶次 ，加入 １ｍＬＲＮＡ ｉ ｓｏＰｌｕｓ试剂裂解细胞 ，收集细

（
Ｇｉｂｅ 。

，美 国 ） ； 碱性隣酸酶 （ ａ ｌｋａｌ ｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓ
，胞裂解液

， 加人 ２００
ｊ

ｘＬ 氯仿 ，
振荡混匀后 ４Ｔ：

ＡＬＰ ） 试 剂 盒 （ 南 京 建 成生 物工 程 研究 所 ） ；１ ４００６ｘ
ｇ 离心 １ ５ｍ ｉｎ

， 吸取上清液加人等体积的

ＲＮＡ ｉｓｏＰｌｕｓ试剂
、
ＰｒｉｍｅＳｃ ｒ

ｉｐｔ

？

试剂盒 、ＰＣＲ 扩增异丙醇 ，轻微上下颠倒混匀 后 ４ｔ ；１ ４００６ｘ ｇ离

试剂盒 （ 大连宝生物工程有 限公司 ） ；
Ｐ ＩＲＡ 蛋 白心 １ ５ｍｉｎ

， 弃上清液 ，加人 １ｍＬ ７５％ 的乙醇清洗

裂解液 （
北京普利莱基因技术有限公司 ） ；

苯 甲基沉淀 ，
４Ｔ： １４００６ｘ ｇ 离心 １ ５ｍ ｉｎ

，弃上清液后加

磺酰氟 （
ＰＭＳＦ

） 、
５ｘ 蛋 白 上样缓冲液 、

ＢＣＡ 蛋 白人适量 ＤＥＰＣ 水溶解沉淀 ， 紫外分光光度计于波

浓度 测定试剂 盒 、 ＳＤＳ
－

ＰＡＧＥ 凝胶制 备试剂盒 、 长 ２ ３０
、
２６０

、
２８０ 、３２０ｎｍ 处检测 ＲＮＡ 质量 ， 根据

ＥＣＬＰｌｕｓ 超敏发光液 （ 北京索莱宝科技有 限公ＲＮＡ 浓度使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

？

试剂盒递转录 ：
３７ｔ

司 ） ；

Ｒｕｍ 相关转录 因 子 ２ （ Ｒｕｎ ｘ２ ） 抗体 、 Ｏ ｓ ｔｅｒｉｘ１ ５ｍ ｉｎ
，

８５５ｓ
，递转录产物 ＣＤＮＡ 使用 ＰＣＲ 扩

（ ０ＳＸ ） 抗 体 （
Ａｂ ｅａｍ

， 美 国 ） ； ｆ ａｃ ｔ ｉｎ 抗 体增试剂盒扩增 ：
９５Ｔ３０ ｓ 变性

，

９５ 弋 ５ｓ 退火 ，

（
Ｂ

ｉｏＷｏ ｒｌｄＴｅｃｈｎ ｏｌｏｇｙ ，
美 国 ） ； 辣根过氧化物酶标６０Ｔ３ １ｓ延伸

，

４０ 个循环 。 引物序列见表 １
。 数

二抗 （上海碧云天生物技术有限公司 ） 。据使用 ２

＿ ＡＡＣＴ

法进行分析 。

１ ． ３大鼠烦骨成骨细胞 （ ｒａ ｔｃａ ｌ
ｖａ ｒ

ｉａ ｌｏ ｓ ｔ ｅｏ ｂ ｌａ ｓ ｔｓ
，

ＲＯＢ ） 的分离和培养表 １ 实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ 引 物序列
一

览表

如文献 ［ １ １
］所述 ，取 出生４ ８ｈ以内 的Ｗ ｉ ｓｔａｒＴａｂｌｅ １Ｐｒｉｍ ｅｒｓｅ

ｑ
ｕｅｎｃｅｓ



大鼠 ５ 只
，
置于 ７ ５％ 的乙 醇 中消毒后处死 ，

取颅基Ｗ引物 序列
—

骨
，
剔除血 管 、结缔组织等 ，

ＰＢ Ｓ 漂洗后 剪成约Ｇａｐ
ｄ ｈ正 向ｆ－ＧＧＣＡＣＡＧＴＣＡＡＧＣＣＴＧＡＧ ＡＡＴＧ－ Ｓ

＇

２ｍｍ
２

的 骨 碎 片 置 于 培 养瓶 中
，
加 人 约 ３ｍＬ反 向 ：

５
’

．

ＡＴＧＧＴＧＣＴＣＡＡＧＡ ＣＧＣＣＡ Ｃ；ＴＡ －３
’

ＡＬＰ正 向 ：
５ 

＇

－

Ｃ ＡＣＧＴ Ｉ

’

ＧＡＣＴＣＴＧＧＴＴＡＣＴＧＣＴＧ Ａ －３
＇

０ ． ２５％ 的胰蛋 白酶 ３７ 弋 水浴消化 １ ０ｍ ｉｎ
，弃消化反向 ：

５

＇

－ ＣＣｌＴＧＴＡＡ ＣＣＡＧＧＣＣＣＧＴＴＧ－

３

，

液 ，重复一次
，
换用 〇 ？ １ ％ 的 ＩＩ 型胶原酶 ３７ 丈 水Ｒｕｎｘ２正向 ：

５

＇

－ＧＣＡＣＣＣＡＧＣＣＣＡＴＡ ＡＴＡＣＡ －３
，

、 ，、 、 、？
， ，一 、

， ，
， 上 、 一 ，反向 ：

５
，

－ＴＴＣＣＡ ＧＣＡ ＡＧＣＡＧ ＡＡＣＣＣ－ ３
，

浴消化 丨 〇ｍｉｎ
，弃消化液 ，之后用 ０． １％ 的 ＩＩ 型胶〇ｓｘ正向 ｄ

＇

－ＧＣＣＴＡＣＴＴＡＣＣ ＣＧＴＣＴＧＡＣＴｍ

原酶 ３７ 弋水浴消化三次
，
每次 ２０ｍ

ｉ
ｎ

，其消化液反向 ：
５

，

－ＣＣＣＣＡＣＴＡＴＴＧＣＣＡＡ ＣＴＧＣ －３
＇

收集于装有约 １ ０ｍＬ 含 １ ０％胎 牛血清 的 ａ
－ＭＥＭ

培养液的培养瓶中 ，
２ ００ 目 细胞筛过滤除去残余１ ． ６ 蛋 白质印迹法检测成骨蛋 白表达

骨片 ， 以相对离心力 １ ７５ ． ６ｘ ｇ 离心 １ ０ｍ
ｉ
ｎ

，弃上Ｐ１ 代 ＲＯＢ 生长至完全融合时按照 １ ．４ 所述

清液
， 细胞沉淀经重悬后调 整密度至 ３ｘ１ ０

４

细分组并进行相应处理 ，之后弃培养液
，
ＰＢ Ｓ 漂洗三

胞／ｍＬ
， 接种于９０ｍｍ培养皿中 ，置于 ３７５％ 二次 ，加人 ４００

｜

ｘＬ
（ 含 １ ％ＰＭＳＦ

）
ＰＩＲＡ 蛋 白裂解液

氧化碳培养箱 中培养 ，待细胞生长至 ９０％ 以上融裂解细胞
，
收集细胞裂解液 ，

４ 丈
１４００６ｘ ｇ 离心

合时
，
用 ０ ． ２５％ 的胰蛋 白酶消化传代用于实验 。３０ｍ ｉｎ

，
收集上清液 ， 取 ２５

ｐ
Ｌ 使用 ＢＣＡ 蛋 白浓

１ ． ４ 比色法测定 ＡＬＰ 活性度测定试 剂 盒测 定蛋 白 质浓 度 ， 剩余上清 液中

Ｐ １ 代 ＲＯＢ 生长至完全融合时随机分为对照加人 １ ／４ 体积的上样缓冲液 ，沸水浴 １ 〇ｍｉｎ
，取

组 、
０ｈ 组 、 ３

ｈ 组 、６ｈ 组 、
９ｈ 组和 １ ２ｈ 组 。 除对 ２０ 叫进行 ＳＤＳ －

ＰＡＧＥ
， 然后 电转至 ＰＶＤ Ｆ 膜上

，

照组不 作任何处理外
，
其余各组经电 磁场处理５％ 脱脂奶粉室温封闭 ２ｈ

，

一

抗４ 尤 孵育过夜 ，

１ ． ５ｈ 后分别于 ０
、
３

、 ６ 、９ 、
１ ２ １１ 后检测其 人１＾ 活ＴＢＳＴ 清 洗 （

８ｍ ｉｎｘ ４ ） 后 二抗室 温 孵育 ２ｈ
，



方清清 ，
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－ ５ ７ １？

ＴＢ ＳＴ 清洗 （ ８ ｍ ｉ ｎ ｘ ４
） 后使用 ＥＣＬ Ｐ

ｌｕＳ 超敏 发对照组比较差异均无统计学意义 （均 Ｐ＞〇 ．〇５ ） ，说

光液发光显影 ，结果条带使用 ＩＰＰ６ ． ０ 软件进 行明 电磁场处理可引起 ＲＯＢＡＬＰ 活性的短暂升高 。

量化处理 。２ ． ２ 电磁场处理后不 同时 间 ＡＬＰ 基 因表达 的

１ ． ７ 统计学方法变化

所有实验均重复 三次 ， 采用 ＳＰＳＳ２０ ．０ 统计电磁场处理后 ０
、
３

、
６

、
９ 和 １ ２ｈ 时 ＡＬＰ 基因

软件分析 ，
结果以均数 ±标准差 表示 ，

组 间表达变化如 图 ２
。
ＡＬＰ 的表达量在电磁场处理后

比较采用单 因素方差分析 （
Ｏｎｅ

－

ｗａｙＡＮＯＶＡ ） ，组６ｈ 升高 （
Ｐ＜ ０ ． ０５

） ，之后继续升高 ， 与 ＡＬＰ 活性

间多重 比较采用 ＬＳＤ 方法 ，
以 Ｐ＜ ０ ． ０ ５ 为差异有变化不对应 ， 提示 电 磁场处理后３ ｈ时 Ａ ＬＰ 活性

统计学意义 。的短暂升高并非 由于 ＡＬＰ 基因表达的升高而致 。

２ ．３ 电磁场处理后不同 时间 Ｒ ｉｍ ｘ２ 和 ０ＳＸ 基因
２＾＊表达的变化

２ ． １ 电磁场处理后不同时间 ＡＬＰ 活性的变化电磁场处理后 不 同 时 间 ＲＯＢ 中 Ｒｕ ｎｘ２ 和

Ｐ １ 代 ＲＯＢ 经 电磁场处理后 ０ 、 ３ 、
６

、
９ 和 丨 ２ｌ

〗
０ＳＸ 的 ｍＲＮＡ 表达结果如 图 ３ 所示 。

Ｒｕｎｘ２ 的表

检测 ＡＬＰ 活性 ， 结果如 图 １ 所示 。
ＡＬＰ 活性在电达量在 处理后 立 即 升 高 （ 与 对 照组 比较 ，

户 ＜

磁场处理后 ３ｈ 出现峰值 ，与对照组 比较差异有０ ． ０５
），

３ｈ时继续升高 ，
６ｈ时回 归对照组水平 （ 与

统计学意义 （ Ｐ ＜ 〇 ．〇 丨 ）
，
而其他各组ＡＬＰ活性与对照组 比较 ，

尸 ＞ 〇 ． 〇５
） ，

９ ｈ时再次升高 ， 之后继

ｊ

？ 〇

［＊ ＊
６ 〇

日６ ０
？

５ ＿ 〇
＿

＊ ＊

ｉｌｉｉｕｉｉＬｕｌ
对照组〇 ｈ３ ｈ６ ｈ９ ｈ ！ ２ ｈ对照组〇 ｈ３ ｈ６ ｈ９ ｈ

１ ２ ｈ

与对照组比较 ，

？ ？

户 ＜ 〇 ． ⑴ ．与对照组 比较 ，

■

＾ ＜ 〇 ．０５Ｐ
＜ ０ ．

０ １
？

图 １ 电磁场处理后不同时 间大鼠颅骨成骨 细胞图 ２ 电磁场处理后小
‘

同时间大 鼠颅骨成骨细胞

中 碱性磷酸酶 （
ＡＬＰ ）活性的变化中碱性磷酸酶 （ Ａ ＬＰ ） 基因表达的变化

Ｆｉ
ｇ
ｕｒｅ１Ａｌ ｋａｌ ｉ

ｎｅｐｈ ｏｓ ｐｈ
ａ ｔ ｅｓ（ＡＬＰ

）ａｃ ｔ
ｉｖ ｉｔ

ｙ
ｉ ｎＦｉ

ｇ
ｕｒｅ２ｍＲＮＡｅｘｐ

ｒｅｓ ｓｉ ｏｎｏｆＡＬＰｉ
ｎｃ ａｌ ｖａｒｉａｌ

ｃ ａ
ｌｖ ａｒｉａｌｏｓ ｔ

ｅｏｂｌａｓｔ ｓ ｏｆ ｒａｔｓｒｅｃｅ ｉｖｅｄ
ｐ

ｕｌ ｓｅｄｏ ｓｔｅｏｂｌ
ａｓｔｓ ｏｆｒａ ｔｓ ｒｅｃｅ ｉ

ｖｅｄｐ
ｕｌ ｓｅｄ

ｅｌｅｃ ｔ
ｒｏｍａ

ｇ
ｎｅ ｔ

ｉｃｆｉ ｅ ｌｄｓｔ ｒｅａ ｔｍｅ ｎ
ｔｅ ｌｅｃｔ ｒｏｍａ

ｇ
ｎｅｔ

ｉｃ ｆｉ
ｅ

ｌ
ｄｓ ｔｒｅａｔｍｅｎ ｔ

３ ． ５

「 ２ ． ５
－

Ｓ
１ ０

．

Ｔ＊ ＊Ｘ％
２ － °

－Ｖ

ｒ
’

 ．１ １？
１ ５

．ｉｉ

！ｉ ｌ ｉ ｉ ｌ ｌｉ

ｉｌｌｌｌｉ
〇 〇０ ． 〇

对照组Ｏ ｈ３ ｈ６ ｈ９ ｈ１ ２ ｈ对照组〇 ｈ３ ｈ６ ｈ９ ｈ１ ２ｈ

与对照组 比较 ，

？

厂 ＜〇 ．〇５
／＜ 〇 ． 〇 １

？

图 ３ 电磁场处理后不同时间大鼠颅骨成骨细胞屮 Ｒ ｕｎｘ２ 和 ＯＳＸ 基因表达 的变化

Ｆｉ
ｇ
ｕ ｒｅ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓ ｓｉ ｏｎｏ ｆｏｓｔ ｅｏｇｅ

ｎ
ｉ
ｃ
ｇ

ｅｎｅ ｓｉ
ｎｃａ ｌ ｖａｒ

ｉａｌｏ ｓｔ
ｅｏｂｌ ａ ｓｔ ｓｏｆｒａ

ｔ
ｓｒｅｃｅ ｉｖ ｅｄｐ ｕｌ

ｓ ｅｄｅｌｅｃ ｔｒｏｍａ
ｇ
ｎ ｅｔ

ｉ
ｃ

ｆｉｅ ｌｄｓｔ
ｒｅａ ｔｍ ｅｎｔ
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ｏｕｒｎａｌ ｏｆ

＂

Ｚｈｅ
ｊ

ｉ
ａｎ

ｇ
Ｕ ｎｉ

ｖｅｒｓ ｉｔｙ （
Ｍｅｄ ｉ

ｃ ａ
ｌ Ｓｃ ｉｅｎ ｃｅｓ ）

续升高 ；
ＯＳＸ 的表达Ｍ在 电磁场处理后亦立即升组 比较 ，

Ｐ＜ 〇 ． 〇 １

） ，
持续至处理后 ６ｈ

， 于 ９ｈ 时

高 （
Ｐ ＜ ０． ０ １

） ， 持续至处理后 ３ｈ 后下降 ，
至 ６ｈ回归对照组水平 （ 与对照组比较 ，

Ｐ ＞ ０ ． ０５
） 。 上

时 回归对照组水平 （ 与对照组比较 ，

／
＾

＞ 〇 ．０５
） ，
至述蛋白 表达水平变化与 Ｒｕ ｎｘ２ 和 ０ＳＸ 基 因表达

１ ２ｈ时低于对照组 （ 与对 照组比较 ，
Ｐ ＜ ０ ．０５ ） ，

提存在一定的对应性 ，
提示 电磁场通过影响 Ｒｕｎｘ２

示 电 磁场 处 理 引 起 了ＲＯ Ｂ 骨形 成 相 关 因 子和 ０ＳＸ 的转录而改变其蛋 白 的表达水平 。

ＲＵｎｘ２ 和 ０ＳＸ 基因表达的升高 。

２ ． ４ 电磁场处理后不同时间 Ｒ ｕ ｎ ｘ２ 和 ０ＳＸ 蛋 白对照 ！且 Ｏ ｈ３ ｈ ６ ｈ９ ｈＩ ２ ｈ
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