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低频脉冲电磁场增强骨形态发生蛋白 9 诱导牙周膜干细胞成骨分化作用
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［摘要］　目的 探讨低频脉冲电磁场能否增强骨形态发生蛋白 9（BMP9）诱导人牙周膜干细胞（PDLSC）成

骨分化的作用。方法 培养健康人前磨牙牙周膜组织细胞，通过免疫磁珠分选后得到 CD146＋/STRO-1＋ 细胞，即

PDLSC。用携带过表达 BMP9 基因的重组腺病毒（Ad-GFP-BMP9 ）感染 PDLSC，并暴露于频率为 15 Hz、磁场强度

分别为 0.6 、1.2、1.8、2.4、3.0 mT 的脉冲电磁场进行干预（每 12 h 辐照 1 h）。通过 qRT-PCR 和蛋白质印迹法检测

Runt 相关转录因子 2（Runx2）、碱性磷酸酶（ALP）、骨桥蛋白（OPN）、骨钙蛋白（OCN）等成骨基因及蛋白表

达量。结果 过表达 BMP9 基因可以促进 PDLSC 中成骨标志物 Runx2、ALP、OCN、OPN 的表达（P＜0.05）。给

予磁场强度分别为 1.2、1.8、2.4、3.0 mT 的脉冲电磁场干预后，PDLSC 内的成骨标志物表达水平均较单独 BMP9 时

增高（P＜0.05），并且在磁场强度为 2.4 mT 时达到最高峰（P＜0.05），表明低频脉冲电磁场可以增强 BMP9 诱导

PDLSC 成骨分化并且存在“窗口效应”。结论 磁场强度为 1.8～3.0 mT 的 15 Hz 脉冲电磁场可以体外增强 BMP9
诱导人 PDLSC 的成骨分化。
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Low frequency pulsed electromagnetic fields enhance bone morphogenetic protein 9-induced osteogenic 
differentiation of periodontal ligament stem cells
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［Abstract］ Objective To investigate whether the low-frequency pulsed electromagnetic fields (LF-PEMFs) can 

enhance the osteogenic differentiation of human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) induced by bone morphogenetic 

protein 9 (BMP9). Methods We isolated CD146＋/STRO-1＋ cells (namely PDLSC) from periodontal ligament cells of 

healthy human premolars, transfected the PDLSC with BMP9-overexpressing recombinant adenoviruses (Ad-GFP-BMP9),  

exposed the cells to the different intensities of PEMF stimulation (15 Hz, 0.6，1.2，1.8，2.4，3.0 mT, 1 h/12 h), and then detected 

the expression of runt-related transcription factor 2 (Runx2), alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN) and osteocalcin 

(OCN) by qRT-PCR and Western blotting. Results Overexpression of BMP9 significantly promoted the expression of 

osteogenic markers (Runx2, ALP, OCN and OPN) in PDLSC (P＜0.05). After the intervention with 1.2, 1.8, 2.4 and 3.0 

mT PEMF, the expression levels of osteogenic markers in PDLSC were significantly higher than those exposed to BMP9 

alone (P＜0.05), and reached the peak at 2.4 mT (P＜0.05), indicating that LF-PEMFs enhanced BMP9-induced osteogenic 

differentiation of PDLSC, and there was a “window effect”. Conclusion LF-PEMFs stimulation (15 Hz, 1.8 to 3.0 mT)  
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can enhance BMP9-induced osteogenesis of hPDLSCs in vitro.

［Key words］ low frequency pulsed electromagnetic fields; periodontal ligament stem cells; bone morphogenetic 
protein 9; osteogenic differentiation; window effect
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牙周炎、肿瘤、创伤等均可导致牙槽骨缺损，

而牙槽骨缺损可直接或间接引起牙齿缺失［1-2］，因

此如何促进牙槽骨的修复是口腔医学领域研究的重

点。修复牙槽骨缺损的疗法包括自体和异体骨移

植、膜引导骨再生技术［3］、牙周组织工程［4］等，

近年来基于复合支架材料、种子细胞和细胞生长

因子的牙周组织工程逐渐成为理想的牙槽骨再生 
疗法［4-5］。

牙 周 膜 干 细 胞（periodontal ligament stem 
cell，PDLSC）是来源于牙周膜组织中的一类成体

干细胞，具有自我增殖和多向分化潜能，在一定条

件下可以向牙周膜主要细胞分化，进而形成牙周膜

和牙槽骨，最后形成新的牙周附着结构修复牙周缺

损，是治疗牙周炎、恢复牙周组织的关键细胞［5-6］。

骨 形 态 发 生 蛋 白（bone morphogenetic protein，
BMP）作为调控细胞生长和成骨分化的重要生长

因子，具有趋化和诱导干细胞成骨分化的能力，

其中 BMP9 作为 BMP 家族重要成员具有较强的诱

导成骨活性，并且其促进骨组织形成的过程和生

理性的骨形成类似［7-8］。已有研究证实 BMP9 诱导

PDLSC 成骨分化具有一定的效果［9］，但成骨效率

未达到临床预期，尚未应用于临床，因此如何充分

发挥干细胞和成骨活性因子的成骨潜力是近期研究

的热点。

生物物理性刺激作为一种经济、安全、可有

效促进骨组织发生和增强骨密度的物理辅助疗法，

近年来得到了广泛的重视［10］。在医学领域运用脉

冲 电 磁 场（pulsed electromagnetic field，PEMF）
治疗骨相关疾病已有 40 多年的历史，其能够缩

短骨折愈合时间、增加骨密度、改善骨的力学特 

性［11］。大量体外实验表明适宜磁场参数的 PEMF
能够促进骨髓间充质干细胞的增殖和成骨分化，

但是研究发现 PEMF 作为单一的物理刺激在治疗

骨折愈合时效果一般，仅可作为传统方案的辅助疗 
法［12-13］。有实验表明，PEMF 与其他成骨诱导因子

（如 BMP2、磷酸钙盐、β- 甘油磷酸）联合作用时

可明显提高细胞增殖活性及成骨标志分子的表达及

矿化结节的生成［14］。然而，目前 PEMF 用于治疗

牙周病、促进牙槽骨修复和牙周组织工程方面的研

究较少。本项研究选择已经证实具有较好促进成骨

效果的 15 Hz 低频 PEMF［10,15-16］，探究不同磁场强

度 PEMF 对 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化的影响，

期望为促进牙槽骨组织的再生修复提供一种无创的

辅助治疗手段。

1 材料和方法

1.1 主要试剂 FBS 购自美国 Gibco 公司；DMEM 
培养基、PBS、青霉素 / 链霉素（双抗）、蛋白裂

解液、胰蛋白酶购自美国 Corning 公司；CD146 分

选磁珠套装购自德国 Miltenyi Biotec 公司；兔抗人

STRO-1 抗体、兔抗人 CD146 抗体、鼠抗人角蛋白

抗体、鼠抗人波形蛋白抗体购自英国 Abcam 公司；

TRIzol、Prime Script RT Master Mix、SYBR Green 
Ⅱ -PCR Kit 等 PCR 相关试剂购自日本 TaKaRa Bio
公司；基因引物序列由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成（表 1）；碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）活性检测试剂盒、山羊抗鼠二

抗、骨桥蛋白（osteopontin，OPN）一抗、骨钙蛋

白（osteoclain，OCN）一抗、蛋白质印迹检测相

关试剂均购自上海碧云天生物技术有限公司。

表 1 基因引物序列

Tab 1 Sequences of gene primers 
Gene Forward primer sequence (5′-3′) Reverse primer sequence (5′-3′)
β-actin GCCAACACAGTGCTGTCT AGGAGCAATGATCTTGATCTT
ALP GTTGCCAAGCTGGGAAGAACAC CCCACCCCGCTATTCCAAAC
Runx2 TAGATGGACCTCGGGAACC GGGTGGTAGAGTGGATGGAC
OPN GGCAGCGAGGTAGTGAAGAG CTGGAGAGGAGCAGAACTGG
ALP: Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related transcription factor 2; OPN: Osteopontin
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1.2 改良组织块贴壁法获取牙周膜细胞 本研究

方案经海军军医大学（第二军医大学）长海医院医

学伦理委员会审批。在患者及其监护人签署知情

同意书后，收集因正畸治疗需要拔除的健康前磨牙

（患者年龄为 12～14 岁），4 ℃保存并运输至实

验室。用刀片刮取牙根中 1/3 牙周膜组织，用含体

积分数 1% 双抗的生理盐水反复清洗，收集并转移

牙周膜组织碎片至 60 mm 培养皿中，将经消毒的

盖玻片置于组织块上，小心移入培养皿，放入 5% 
CO2 饱和湿度的细胞培养箱中孵育，待组织块呈现

半干涸状态时，加入完全培养基（含 10% FBS 的

DMEM 培养基）孵育，根据细胞生长情况每 3～ 

5 d 换液 1 次，当细胞汇合至 70%～80% 时传代。

1.3 免疫磁珠法分选 PDLSC 取第 3 代牙周膜细

胞清洗后，以 1 500 r/min ( 离心半径 20 cm) 离心 
5 min 后弃上清获得细胞沉淀。按照说明书要求，

在避光条件下，每 107 个细胞加 20 μL CD146 免疫

磁珠、20 μL 分选用封闭液和 60 μL 缓冲液，充分

吹打均匀后 4 ℃避光孵育 20 min，清洗细胞后加入

3 mL 缓冲液重悬细胞。将分选柱安装在磁力分选

架的磁力槽中，加入孵育好的细胞悬液，于分选柱

下方收集未结合 CD146 磁珠的细胞悬液。将分选

柱从磁力架上取下置于 15 mL 离心管上并远离磁

场，于分选柱上方加入 5 mL 缓冲液并快速推动分

选柱配套的活塞，使结合 CD146 磁珠的细胞悬液

流出，收集细胞悬液，清洗细胞后用新鲜培养基重

悬细胞并移至培养皿。

1.4 流式细胞术鉴定经细胞表面标志 取第 3 代

经分选后细胞，胰酶消化并收集、计数、清洗后调

整细胞密度为 1×107/mL；在避光条件下用封闭液

（含 2% FBS 的 PBS）封闭 30 min，离心获得细胞

沉淀。添加别藻蓝蛋白（allophycocyanin，APC）标

记的CD146流式抗体和异硫氰酸荧光素（fluoresceine 
isothiocyanate，FITC）标记的 STRO-1 流式抗体，避

光孵育 20 min，清洗细胞获得悬液。将细胞悬液上

机检测。

1.5 免疫荧光染色鉴定细胞的组织来源 取第3代 
经分选后细胞，转移至 6 孔板，让细胞爬至玻片

上生长。待细胞融合至 60% 左右，使用 4% 多聚

甲醛溶液固定 30 min，加入破膜工作液室温孵育 
10 min，封闭后分别加入鼠抗人角蛋白一抗和鼠抗

人波形蛋白一抗，湿盒内 4 ℃孵育过夜。加入山羊

抗鼠二抗室温避光孵育 50 min，以 DAPI 复染细胞

核，避光室温孵育 10 min，封片后在荧光显微镜下

观察并拍照。

1.6 BMP9对PDLSC成骨分化作用效果研究 取第3 
代经分选后细胞，分为不感染任何病毒组（空白

组）、感染含 GFP 基因片段的重组过表达腺病毒

（Ad-GFP）组（Ad-GFP 组）、含 GFP 基因片段

和 BMP9 基因片段的重组过表达腺病毒（Ad-GFP-
BMP9）组（Ad-GFP-BMP9 组）。空白组不做任

何干预，Ad-GFP 组和 Ad-GFP-BMP9 组分别感染

Ad-GFP 和 Ad-GFP-BMP9 病毒（2 种腺病毒为本

研究团队 2015 年合成），感染 3 d 后换骨诱导培

养液培养。

1.7 低频 PEMF 干预 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化

实验 取第 3 代经分选后细胞成功感染 Ad-GFP-
BMP9 后，分为空白对照组、0.6 mT 组、1.2 mT
组、1.8 mT 组、2.4 mT 组、3.0 mT 组，更换成骨

诱导培养液并分别以 0、0.6、1.2、1.8、2.4、3.0 
mT PEMF 进行干预。本实验所用低频 PEMF 干预

装置由空军军医大学生物医学工程系提供技术支持

（专利号：ZL02224739.4）［17］，整套装置包括低

频 PEMF 发生器（集成电脑控制系统、数模转化系

统、信号放大装置、磁场传感器和温度传感器）、

80 匝赫姆霍兹线圈、示波器、CO2 培养箱、连接

线路等，产生脉冲频率 15 Hz、脉冲宽度 0.2 ms、
脉冲间隔 0.02 ms、脉冲群宽度 5 ms、脉冲群间隔

60 ms、磁场强度为 0～3.0 mT 的均匀磁场。实验

时，将线圈、线材严格消毒并置于细胞培养箱中，

调节低频 PEMF 发生器参数控制赫姆霍兹线圈产生

电磁场，均匀辐照位于线圈中的培养皿，通过磁场

和温度传感器实时监测磁场强度及温度的变化，确

保实验的可控性。

1.8 ALP 活性检测 分别于实验第 4、7、10 天收

集细胞，将 0.2% Triton X-100 加入细胞培养孔中，

适当匀浆后稀释，上酶标仪检测，按说明书要求操

作，在 450 nm 处检测光密度，计算 ALP 活性。

1.9 qRT-PCR 检测基因表达 分别于实验第 4、7、
10、14 天收集细胞，用 0.2% Triton X-100 裂解细胞，

提取总RNA，逆转录为 cDNA ，通过qRT-PCR检测

成骨标志物基因 ALP、OPN、Runt 相关转录因子 2 
（runt-related transcription factor 2，Runx2）表达。

1.10 蛋白质印迹法检测蛋白表达 分别于实验第
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4、7、10、14 天收集细胞，用 RIPA 裂解细胞，采

用 BCA 法测定蛋白浓度，电泳槽梳孔中加入蛋白

样品电泳。转膜封闭后加入一抗和内参抗体，4 ℃

过夜，清洗膜，加入二抗孵育 1 h 后清洗，然后扫

膜，使用 ImageJ 软件分析灰度值，计算目的蛋白的

相对表达量。

1.11 统计学处理 采用 SPSS 19.0 软件进行统计

学分析，采用 GraphPad Prism 8 软件绘图。计量资

料以 x±s 表示，组间比较用单因素方差分析，两两

比较采用 Tukey’s 检验。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 PDLSC 鉴定结果 经免疫磁珠分选法获得的

细胞 CD146 和 STRO-1 双标阳性率约为 56.3%（图

1）。利用免疫荧光染色技术判断细胞来源，结果

显示角蛋白阴性表达，波形蛋白阳性表达，证明所

分选的细胞为中胚层来源的间充质细胞，且无外胚

层来源的细胞污染（图 2）。

图 1 流式细胞术检测经分选细胞中的 CD146 与

STRO-1 阳性细胞

Fig 1 CD146 ＋ and STRO-1 ＋ cells detected by  

flow cytometry
A: Control; B: The double standard positive rates of CD146 and 

STRO-1 in cells obtained by immunomagnetic beads were 56.3%. 

APC: Allophycocyanin; FITC: Fluoresceine isothiocyanate

图 2 免疫荧光染色检测细胞来源

Fig 2 Cell origin detected by immunofluorescence staining 
Immunofluorescence staining showed that the isolated PDLSCs were cytokeratin-negative (A) and vimentin-positive (B). DAPI: 4’, 

6-diamidino-2-phenylindole; PDLSC: Periodontal ligament stem cell

2.2 Ad-GFP-BMP9 感 染 PDLSC 后 BMP9 蛋 白 过 

表达 Ad-GFP-BMP9 感染 PDLSC 第 3 天即可在

荧光显微镜下观察到明显绿色荧光（图 3A），蛋

白质印迹检测结果显示 Ad-GFP-BMP9 组 BMP9

蛋白表达高于空白组和 Ad-GFP 组（P＜0.05， 

图 3B）。

2.3 PEMF 干预下 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化过

程中细胞形态学变化 经过免疫磁珠分选后获取的

PDLSC 呈圆形、椭圆形、星形或不规则形，细胞小

且胞质内细胞器也较少，细胞核呈卵圆形且占细胞

内体积分数较大（图 4A）。感染 Ad-GFP-BMP9 的

PDLSC 经 2.4 mT 的 PEMF 刺激作用 7 d 后，细胞体



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 859 ·第 8 期．王彦蒽，等．低频脉冲电磁场增强骨形态发生蛋白 9 诱导牙周膜干细胞成骨分化作用

图 3 Ad-GFP-BMP9 感染 PDLSC 后 BMP9 蛋白过表达情况

Fig 3 Overexpression of BMP9 in PDLSC after Ad-GFP-BMP9 transfection
A: Observation of fluorescence area showed GFP expression in the PDLSCs 3 days after transfected with Ad-GFP-BMP9.  

B: Western blotting showed that the Ad-GFP-BMP9 transfected PDLSCs had stable and high expression of BMP9 at day 3.  

Ad: Adenovirus; GFP: Green fluorescent protein; PDLSC: Periodontal ligament stem cell; BMP9: Bone morphogenetic protein 9.  
*P＜0.05 vs blank group and Ad-GFP group. n＝4, x±s

图 4 PEMF 干预下 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化过程中细胞形态学变化

Fig 4 Morphological changes of PDLSC during osteogenic differentiation induced by BMP9 after PEMF stimulation
A: PDLSCs were round, fusiform, and small (arrows). The cells had less cytoplasm and a large nucleus. B: After PEMF stimulation 

for 7 days, Ad-GFP-BMP9 transfected PDLSCs (arrows) showed spindle-shaped, irregular, polygonal, and squamous shapes. The 

nucleus shrank and occupied a small volume fraction in the cell. PEMF: Pulsed electromagnetic field; BMP9: Bone morphogenetic 

protein 9; PDLSC: Periodontal ligament stem cell

2.4 BMP9 对 PDLSC ALP 活性及成骨相关基因和

蛋白表达的影响 实验第 4、7、10 天， Ad-GFP-

BMP9 组 ALP 活性和 ALP 基因表达均高于空白组

和 Ad-GFP 组（P＜0.05，图 5A、5B）；实验第 4、

7 天，Ad-GFP-BMP9 组 Runx2 基因表达高于空白

组和 Ad-GFP 组（P＜0.05，图 5C）；实验第 10、

14 天， Ad-GFP-BMP9 组 OPN 基因表达高于空白

组和 Ad-GFP 组（P＜0.05，图 5D）；实验第 14 天，

Ad-GFP-BMP9 组 OCN、OPN 蛋白相对表达均高

于空白组和 Ad-GFP 组（图 5E、5F）。

2.5 PEMF 干预对 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化的

影响 由图 6A可见，感染Ad-GFP-BMP9 的PDLSC

经 15 Hz 的 PEMF 刺激作用第 4 天时，1.8 mT 组、

2.4 mT 组、3.0 mT 组 ALP 活性均高于空白对照组 

（P＜0.05）；第 7、10 天时，1.2 mT组、1.8 mT组、2.4 

mT 组、3.0 mT 组ALP 活性均高于空白对照组（P＜ 

0.05），并且 2.4 mT 组最高（P＜0.05）。由图 6B

可 见，感 染 Ad-GFP-BMP9 的 PDLSC 经 15 Hz 的

PEMF 刺激作用第 4、7、10 天，1.2 mT 组、1.8 mT

组、2.4 mT 组、3.0 mT 组 ALP 基因表达高于空白对

照组（P＜0.05），并且 2.4 mT 组最高（P＜0.05）。

第 4、7 天 Runx2 基因检测和第 10、14 天 OPN 基因

检测结果与 ALP 基因趋势相似（图 6C、6D）。由

图 6E、6F 可见，PEMF 干预第 14 天，1.2 mT 组、

1.8 mT 组、2.4 mT 组、3.0 mT 组 OCN 和 OPN 蛋白

表达均高于空白对照组，并且 2.4 mT 组最高。

积稍增大，呈梭形、不规则形、多角形、鳞形，细 胞核缩小且占细胞内体积分数较小（图 4B）。
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图 6 PEMF 干预下 BMP9 诱导 PDLSC 成骨分化过程中 ALP 活性及成骨基因和蛋白的表达情况

Fig 6 ALP activity and the osteogenesis-related gene and protein expression during osteogenic differentiation of 

PDLSCs induced by BMP9 after PEMF stimulation
A: ALP activity in PDLSCs co-infected with Ad-GFP-BMP9 or exposed to PEMF stimulation of different intensities (0.6, 1.2, 1.8, 
2.4, 3.0 mT) was measured via a quantitative kit on days 4, 7, and 10. B-D: Expression of ALP (B), Runx2 (C) and OPN (D) genes 
in PDLSCs co-infected with Ad-GFP-BMP9 or exposed to PEMF stimulation of different intensities are detected by qRT-PCR on 
days 4, 7, 10, and 14, respectively. E, F: Expression of OCN (E) and OPN (F) proteins in PDLSCs co-infected with Ad-GFP-BMP9 
or exposed to PEMF stimulation of different intensities detected by Western blotting on day 14. PEMF: Pulsed electromagnetic field; 
BMP9: Bone morphogenetic protein 9; PDLSC: Periodontal ligament stem cells; ALP: Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related 
transcription factor 2; OPN: Osteopontin; qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; OCN: Osteoclain; GAPDH: 
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. *P＜0.05 vs 2.4 mT group; △P＜0.05 vs control group. n＝4, x±s

图 5 BMP9 对 PDLSC 中 ALP 活性及成骨相关基因和蛋白表达的影响

Fig 5 Effects of BMP9 on ALP activity and the expression of osteogenic genes and proteins in PDLSCs
A: The ALP activity was measured via a quantitative kit on days 4, 7, and 10 in the early osteogenic phase of PDLSCs; B: qRT-PCR 
analysis of ALP gene expression on days 4, 7, and 10. C, D: qRT-PCR analysis of Runx2 (C) and OPN (D) mRNA expression on 
days 4, 7, 10, and 14, respectively. E, F: Western blotting suggested that BMP9 significantly enhanced OCN (E) and OPN(F) proteins 
expression on day 14. BMP9: Bone morphogenetic protein 9; PDLSC: Periodontal ligament stem cell; ALP: Alkaline phosphatase; 
qRT-PCR: Quantitative real-time polymerase chain reaction; Runx2: Runt-related transcription factor 2; OCN: Osteoclain; OPN: 
Osteopontin; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase. *P＜0.05 vs control group and Ad-GEP group. n＝4, x±s
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3 讨 论

骨的形成和发育在体内是一系列漫长且复杂

的生理过程，因客观条件和现有技术的限制，目前

还难以对实验研究中骨生长发育进行实时、全面

的评测［18］。通过建立体外成骨模型消除体内的内

源性干扰因素的影响，并检测骨形成发展过程中各

种成骨标志物的表达量间接分析骨生长和发育，

是目前实验研究普遍采用的手段［16,19-20］。研究发

现 Runx2 在成骨早期数量增多、活性增强，该转

录因子可以上调多种成骨基因的表达，在细胞成骨

分化、骨发育方面起重要作用［22］。成骨早期 ALP
同样起重要作用，ALP 可以水解有机磷酸酶，导

致 PO4
3 －水平局部升高，从而对钙化抑制剂产生破

坏，启动钙化过程［22］。成骨中期，OPN、OCN 等

非胶原性糖蛋白表达增多，这些糖蛋白将沿着Ⅰ型

胶原蛋白的长轴与 Ca2＋、P3＋结合到胶原分子侧链

的胶原氨基酸残基上形成羟磷灰石结晶，最后通

过骨改建形成具有生理功能的骨组织［23-24］。本研

究通过建立体外 PDLSC 成骨模型并进行 PEMF 干

预，在成骨早期检测 Runx2 和 ALP 基因表达，在成

骨分化的中期检测 OPN 和 OCN 基因和蛋白表达

量，间接判断 PEMF 是否可以增强 BMP9 诱导的

PDLSC 成骨分化效果。

PDLSC 是 Seo 等［6］发现并命名的一种来源于

牙周膜组织的多能干细胞，可以向成纤维细胞、

成骨细胞、成牙骨质细胞和破骨细胞等牙周膜主

要细胞分化，在修复牙周组织缺损方面发挥重要作 
用［25］。在成骨效率方面，学者们比较了 PDLSC、

骨髓间充质干细胞和牙髓干细胞等牙周组织工程

的主要种子细胞后，认为 PDLSC 的增殖和成骨分

化能力均强于其他种子细胞［4-5,26-27］，因此本研究

选取 PDLSC 作为修复牙槽缺损的种子细胞。BMP
是一类多功能生长因子，属于 TGF-β 超家族，成骨

调控是其主要功能［28］，迄今为止至少有 43 种人

类 BMP 被发现，其中 BMP9 作为 BMP 家族重要

成员，具有较强的趋化和诱导干细胞成骨分化的能 
力［7,29］，而且其促进骨组织形成的过程和生理性的

骨形成类似［7-8］，因此常被应用于组织工程的成骨

调控。

电磁场自 20 世纪 70 年代起便作为一种相对

安全的物理辅助疗法应用于医学领域，尤其在治疗

骨质疏松症、骨不连、促进骨折愈合等方面取得

一定的疗效［30-31］。PEMF 作为一种物理刺激，其主

要参数包括脉冲时间、频率和磁场强度，多项研究

表明 PEMF 作用于细胞存在一个非线性的“窗口效

应”，即只有在适宜参数条件下 PEMF 才能发挥作 
用［32-33］。研究发现脉冲电磁场的各项参数中，频

率对生物体的影响最大［34］，最有效的电磁场频率

范围应接近机体正常功能活动频率［30-32］，其中频

率为 7.5～50 Hz 的 PEMF 对细胞具有促进增殖和

成骨作用［10,14,35-37］。此外磁场强度也是 PEMF 另

一个重要作用参数，Simmons 等［38］认为骨髓间充

质干细胞在 12 Hz、1.1 mT 的 PEMF 干预下细胞

增殖活性提高，而且细胞符合成骨细胞的形态特

征和生物学特性。Kang 等［39］研究证实 30 Hz、
1 mT 的 PEMF 具有诱导脂肪干细胞的成骨分化作

用。Wang 等［14］研究认为 15 Hz、2.4 mT 的 PEMF
对大鼠的骨质疏松有抑制作用。Zhai 等［36］发现 
15.38 Hz、2.0 mT 的 PEMF 对 MC3T3-E1 细胞具有

明显的成骨促进作用。另有研究表明磁场作用时间

对成骨效果也具有重要影响。Song 等［40］研究发现

用 1 mT、15 Hz 的正弦电磁场作用于大鼠骨髓间充

质干细胞，每天持续辐照 1、4、8 h，发现成骨相

关基因的表达随作用时间的增加而增强。Yu 等［41］

研究发现将大鼠骨髓间充质干细胞与大鼠成骨细胞

共培养，并暴露于 1 mT、50 Hz 的正弦电磁场下，

每天作用 2～8 h，结果显示每天作用 8 h 时细胞成

骨向分化明显增加。Ceccarelli 等［42］对成骨向分化

的人骨髓间充质干细胞加载 2 mT、75 Hz 的脉冲

电磁场，每天加载 5 min、10 min、30 min、1 h、
4 h、8 h，证实成骨效果具有时间依赖性。由于细

胞类型及细胞所处分化状态的不同，导致 PEMF 发

挥作用的波形、磁场强度、磁场频率、干预时间等

作用参数也不完全相同，因此对于不同细胞种类需

要筛选适宜的磁场参数，才能使得 PEMF 充分发挥 
作用［30］。

尽管大量学者探索出不同细胞种类的适宜磁

场参数，以较大限度刺激干细胞成骨效能，但依然

难以达临床预期，在治疗骨折愈合或骨修复时效果

一般，仅仅作为传统方案的辅助疗法［12-13］。另有

研究发现 PEMF 与其他生物活性因子共同作用时具

有增效作用，并且两者相联合后仍然存在“窗口效

应”［10,12-13］。Selvamurugan 等［12］研究发现 PEMF
联合 BMP2 可以更好地增强大鼠原代成骨细胞的成

骨能力。Okada 等［43］研究发现 PEMF 加 BMP2 上

调椎间盘细胞基质合成的作用超过单独使用 BMP2
或 PEMF 的作用。Wang 等［10］研究发现 PEMF 联合

BMP 可以更好地促进干细胞成骨分化。本研究在

BMP9 诱导 PDLSC 的体外成骨时进行 15 Hz、不同
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磁场强度的 PEMF，每 12 h 辐照 1 h，结果显示在

1.2、1.8、2.4、3.0 mT 的 PEMF 刺激下，成骨标志

物 Runx2、ALP、OPN、OCN 在不同时间点均较单

独 BMP9 有明显的增长，并且在磁场强度为 2.4 mT
时达到最高峰，初步证实 PEMF（15 Hz、2.4 mT、
2 h/d）辐照可以有效增强 BMP9 诱导的 PDLSC 成

骨分化作用，并且存在“窗口效应”。

对于 PEMF 调控干细胞成骨分化和 PEMF 增强

生长因子诱导干细胞成骨分化的机制，目前研究不

多，有学者认为 PEMF 可改变细胞内外离子的分布

并产生跨膜电位，进一步的作用机制可能与电压门

控 Ca2＋通道有关，但是与 PEMF 成骨作用相关的跨

膜受体，目前仍在进一步研究中［13,44］。一系列研究

表明，PEMF 的生物学作用与细胞内环磷酸腺苷、

Ca2＋等第二信使参与的多种信号转导通路有关，

从而促进成骨所需生长因子如类胰岛素一号增长

因子、BMP、TGF-β 等的表达［13,45］。本研究发现

PEMF 可以增强 BMP9 诱导的 PDLSC 成骨分化效

果，推测 PEMF 的物理刺激可能使得干细胞发生某

些应激反应，或其下游信号通路与 BMP 蛋白通过

串话机制来增强彼此之间的成骨能力，这也为后续

探索细胞内信号转导机制提供了方向。

综上所述，本研究发现 PEMF 作为一种物理刺

激，在适宜作用参数下可以有效增强 BMP9 诱导的

PDLSC 成骨分化，这将为促进骨骼生长发育和骨

折愈合等临床应用提供重要理论基础和技术指导。

目前关于 PEMF 诱导成骨的具体细胞内信号转导

机制尚不明确，相信随着 PEMF 作用机制的进一步

阐明，将为临床上骨组织的形成和发育提供一种安

全、低刺激、辅助性的物理疗法。
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