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JNK 通路在低频脉冲电磁场促进牙周膜干细胞成骨分化中的作用

王彦蒽1△，汪 沛2△，王 蓉1，蔚一博1，曹志中1，陈铁楼1*

1. 海军军医大学（第二军医大学）第一附属医院口腔科，上海 200433
2. 中国融通医疗健康集团有限公司上海四一一医院口腔科，上海 200081

［摘要］ 目的 通过 c-Jun 氨基末端激酶（JNK）特异性抑制剂 SP600125 干预 JNK 信号通路，探究 JNK 通路

是否参与低频脉冲电磁场（PEMF）诱导人牙周膜干细胞（hPDLSC）的成骨分化。方法 用低频 PEMF（15 Hz、
0～3 mT、每间隔 12 h 辐照 1 h）体外辐照 hPDLSC，第 7 天或第 14 天时通过 qPCR 检测细胞内 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）等成骨相关基因表达水平，评估低频

PEMF 诱导 hPDLSC 成骨分化的能力并筛选适宜的磁场作用强度；通过蛋白质印迹法检测低频 PEMF 刺激下细胞内

JNK 和磷酸化 JNK（p-JNK）蛋白表达水平，qPCR 检测不同浓度 SP600125 干预后细胞内成骨相关基因表达水平的

变化，观察 JNK 通路在 PEMF 促进 hPDLSC 成骨分化过程中是否发挥作用。结果 hPDLSC 经 15 Hz、2.5 mT 的低

频 PEMF 辐照后，Runx2、ALP、OPN、OCN 等成骨相关基因表达水平高于其他磁场强度分组（P 均＜0.05）。低频

PEMF 刺激下明显促进了细胞内 JNK、p-JNK 蛋白的表达（P 均＜0.05）；JNK 通路抑制后细胞内成骨相关基因表达

水平降低，且 20、30 μmol/L SP600125 对成骨基因表达的抑制效果较 10 μmol/L SP600125 更明显（P 均＜0.05）。 

结论 15 Hz、2.5 mT 的 PEMF 可通过部分激活 JNK 通路诱导 hPDLSC 成骨分化。

［关键词］　低频脉冲电磁场；牙周膜干细胞；JNK 信号通路；成骨分化；SP600125
［中图分类号］ R 783.1　　　［文献标志码］ A　　　［文章编号］ 2097-1338(2023)03-0283-09

Role of JNK pathway in osteogenic differentiation of periodontal ligament stem cells stimulated by low-frequency 
pulsed electromagnetic fields
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［ Abstract ］ Objective To explore whether c-Jun N-terminal kinase (JNK) pathway is involved in the osteogenic 
differentiation of human periodontal ligament stem cells (hPDLSCs) induced by low-frequency pulsed electromagnetic field 
(PEMF) via using the specific inhibitor SP600125 to intervene JNK signaling pathway. Methods hPDLSCs were exposed to 
the low-frequency PEMF stimulation (15 Hz, 0-3.0 mT, radiate for 1 h every 12 h) in vitro for 7 d or 14 d and the expression 
levels of osteogenic-related genes Runt-related transcription factor 2 (Runx2), alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN) and 
osteocalcin (OCN) were detected by quantitative polymerase chain reaction (qPCR), so as to determine the osteogenic differentiation 
ability of cells induced by low-frequency PEMF and the appropriate magnetic field intensity. To determine whether JNK pathway 
plays a role in the osteogenic differentiation of hPDLSCs stimulated by low-frequency PEMF, the expression levels of JNK and 
phosphorylated-JNK (p-JNK) proteins were detected by Western blotting; and the expression levels of osteogenic genes  in cells 
treated with different concentrations of SP600125 were detected by qPCR. Results The expression levels of osteogenic-related 
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genes Runx2, ALP, OPN and OCN were higher in hPDLSCs irradiated with low-frequency PEMF at 15 Hz and 2.5 mT than other 
intensity groups (all P＜0.05). Low-frequency PEMF significantly stimulated the expression of JNK and p-JNK proteins in cells (both  
P＜0.05). The expression levels of osteogenic genes in hPDLSCs were decreased after the JNK pathway was inhibited by 
SP600125, and the inhibitory effects of 20 and 30 μmol/L SP600125 were more obvious than that of 10 μmol/L SP600125 (both  
P＜0.05). Conclusion PEMF (15 Hz，2.5 mT) partially activates JNK pathway to induce hPDLSC osteogenic differentiation.

［ Key words ］ low-frequency pulsed electromagnetic fields; periodontal ligament stem cells; JNK signaling pathway; 
osteogenic differentiation; SP600125

［Acad J Naval Med Univ, 2023, 44(3): 283-291］

牙槽骨吸收是牙周炎常见的并发症，会导致

牙齿松动脱落并影响义齿修复效果，传统的牙槽手

术因为创伤大且预后效果不佳，患者接受程度普

遍不高［1］。以人牙周膜干细胞（human periodontal 
ligament stem cell，hPDLSC）作为种子细胞的组织

工程技术，为牙槽骨再生提供了新的治疗思路，具

有较大的临床应用潜力［2］。

生物电磁场作为一种经济、安全、有效的物

理辅助疗法，能显著促进骨组织的愈合。研究表明

脉冲电磁场（pulsed electromagnetic field，PEMF）
可以促进干细胞的增殖和成骨分化，从而促进骨组

织的产生和骨折愈合［3-4］。尽管 PEMF 应用于临床

已有相当长时间，但是关于 PEMF 诱导成骨的具体

生理机制尚不明确。研究表明 PEMF 刺激可能通过

激活Ca2＋离子通道、cAMP、骨形态发生蛋白（bone 
morphogenetic protein，BMP）等信号通路刺激成

骨细胞的成熟和矿化［5-7］。新近研究发现 PEMF 和

MAPK 信号通路可能存在密切关系［5,8-9］。JNK 通

路属于 MAPK 通路家族，主要被细胞因子、紫外

辐照、γ 射线、氧化损伤、电离辐射等激活，参与

细胞增殖、分化、衰亡、应激等细胞行为［10］。有

研究证实 JNK 通路除了参与细胞应激、凋亡等生

物学行为外，在成骨分化方面也发挥重要作用［11-12］。 
在电磁场刺激诱导成骨分化的过程中干细胞的 JNK
通路是否被激活，目前尚缺乏相关研究。

本研究选择 hPDLSC 作为种子细胞，建立低

频 PEMF 促进 hPDLSC 成骨分化体外模型，通过

检测该过程中 Runt 相关转录因子 2（Runt-related 
transcription factor 2，Runx2）、碱性磷酸酶（alkaline 
phosphatase，ALP）、 骨 桥 蛋 白（osteopontin，
OPN）、 骨 钙 蛋 白（osteocalcin，OCN） 等 成 骨

相关基因的表达和 ALP 活性，筛选适宜的 PEMF
磁场强度参数；再通过检测 JNK 和磷酸化 JNK
（phosphorylated-JNK，p-JNK）蛋白的表达情况

判断 JNK 通路是否参与 PEMF 促进 hPDLSC 成骨

分化，以及选择 JNK 特异性抑制剂 SP600125［13］

干预 JNK 信号通路，探究 JNK 通路在 PEMF 促进

hPDLSC 成骨分化中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要实验仪器与试剂 CO2 培养箱、超速离

心机、荧光定量PCR仪（美国ThermoFisher公司），

倒置荧光显微镜（日本 Olympus 公司），流式细胞

仪、磁珠分选架、CD146 免疫磁珠（德国 Miltenyi 
Biotec 公司），FBS（美国 Gibco 公司），PBS、
DMSO（美国 Corning 公司），成骨诱导液（美国

Hyclone公司），SP600125、青霉素-链霉素双抗（美

国 Sigma 公司），反转录试剂盒（日本 TaKaRa 公

司），山羊抗鼠二抗、蛋白分子量标记和蛋白质印

迹法相关试剂、多聚甲醛、ALP 活性检测试剂盒

（上海碧云天生物技术有限公司），鼠抗人角蛋白

抗体、鼠抗人波形蛋白抗体、JNK 抗体和 p-JNK
抗体（英国 Abcam 公司），基因引物序列由生工

生物工程（上海）股份有限公司设计合成。

1.2 hPDLSC 体外培养 本研究经海军军医大学

（第二军医大学）第一附属医院医学伦理委员会

审批。在口腔正畸治疗患者（年龄为 11～13 岁）

监护人签署知情同意书后，收集因正畸治疗拔除

的健康前磨牙，刮取牙根中 1/3 牙周膜组织，用含

体积分数 1% 双抗的 PBS 反复冲洗，小心转移牙周

膜组织至培养皿中，去除杂质后置于 CO2 培养箱

孵育。待组织块呈现半干涸状态时加入完全培养

基，根据细胞生长情况每 3～5 d 换液，当细胞汇合

至 70%～80% 时传代。取第 3 代牙周膜细胞，调整

细胞密度，在避光条件下，每 107 个细胞加 20 μL 
CD146 免疫磁珠和 20 μL 分选用封闭液等试剂，充

分吹打均匀后 4 ℃避光孵育 20 min；将细胞悬液

转移至分选柱内，推动活塞于分选柱下方收集未接
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合 CD146 免疫磁珠的细胞悬液；取下分选柱并远

离磁场，推动活塞收集经过分选的细胞，清洗后转

移至培养皿。

1.3 hPDLSC 表面标志物鉴定 取第 3 代经分选

后的细胞，调整细胞密度；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 FITC 标记的 STRO1 流

式抗体，避光孵育 20 min，清洗细胞并重悬。将细

胞悬液置于流式细胞仪检测，以空白组中无 APC、

FITC 通道区作标记，检测该区域 CD146 和 STRO1
双阳性的细胞比例。

1.4 hPDLSC 组织来源鉴定 取第 3 代经分选后的

细胞爬至玻片上生长，待细胞汇合至 70% 左右时，

使用 4% 多聚甲醛溶液固定细胞 30 min。加入破膜

工作液孵育 10 min，再分别添加鼠抗人波形蛋白抗

体和鼠抗人角蛋白抗体孵育过夜，然后加入山羊抗

鼠二抗孵育 50 min。添加 DAPI 染色细胞核，避光

孵育 10 min 后封片，在荧光显微镜下观察并采集 
图像。

1.5 PEMF 辐照 hPDLSC PEMF 细胞干预系统由

空军军医大学军事生物医学工程系提供技术支持

（ZL02224739.4）［14］，整个系统包括 PEMF 发生

器、赫姆霍兹线圈、示波器、CO2 培养箱、连接

线路等。实验时将严格消毒后的赫姆霍兹线圈置

于 CO2 培养箱中，将培养皿置于线圈中，通过赫姆

霍兹线圈产生脉冲频率 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，对细

胞进行辐照干预（图 1）。

图 1 PEMF 发生器体外辐照细胞示意图

Fig 1 Schematic diagram of PEMF exposure of cells in vitro

A: PEMF exposure system comprises a pulsed signal generator and Helmholtz coil pair assembly with two-coil array. An oscilloscope 

was used to monitor waveform and amplitude of current. B: PEMF generator produced an open-circuit PEMF waveform (burst width  

5 ms, pulse width 0.2 ms, pulse wait 0.02 ms, burst wait 60 ms, pulse rise 0.3 ms, pulse fall 2.0 ms). PEMF: Pulsed electromagnetic field.

1.6 筛选适宜场强的 PEMF 实验分组 取第 3 代

hPDLSC 添加成骨培养液培养，自第 1 天起每间隔

12 h 辐照细胞 1 h，设置对照组、0.5 mT PEMF 干

预组、1.0 mT PEMF 干预组、1.5 mT PEMF 干预组、

2.0 mT PEMF 干预组、2.5 mT PEMF 干预组、3.0 
mT PEMF 干预组，分别给予 15 Hz 频率的 0、0.5、
1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mT PEMF 进行干预。

1.7 JNK 通路在 PEMF 促进 hPDLSC 成骨分化中

作用的实验分组 辐照条件为 15 Hz 频率 2.5 mT 
PEMF 自第 1 天起每间隔 12 h 辐照细胞 1 h，使

用 DMSO 稀释 SP600125，设置以下分组：对照组 
（含 DMSO 无 PEMF 辐照），2.5 mT PEMF 干预组 

（含 DMSO 以 2.5 mT PEMF 辐 照 ），10 μmol/L  
SP600125 组（添 加 10 μmol/L SP600125 以 2.5 mT 
PEMF辐照），20 μmol/L SP600125 组（添加 20 μmol/L  
SP600125 以 2.5 mT PEMF 辐 照 ），30 μmol/L 
SP600125 组（添加 30 μmol/L SP600125 以 2.5 mT 
PEMF 辐照）。

1.8 ALP 活性检测 按照说明书要求先绘制 ALP
活性标准曲线。收集细胞并添加 0.2% Triton X-100
裂解细胞，添加 ALP 检测试剂，待反应完成后通过

酶标仪在 405 nm 处检测光密度（D）值，根据标准

曲线计算 ALP 活性。

1.9 成骨相关基因表达检测 使用0.2% Triton X-100

Helmholtz coils

0.5 Ω resistor

PEMF generator Oscilloscope 5 ms

0.2 ms

A B

0.02 ms

60 ms5 ms
Incubator

Inside

第 3 期．王彦蒽，等．JNK 通路在低频脉冲电磁场促进牙周膜干细胞成骨分化中的作用



海军军医大学学报　   2023 年 3 月，第 44 卷· 286 ·

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
OCN GCCGAGGTGATAGTGTGGTT CTGGACTGCTTGTGGCTGT

ALP: Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related transcription factor 2; OPN: Osteopontin; OCN: Osteocalcin.

图 2 hPDLSC 鉴定

Fig 2 Identification of hPDLSCs
A: Isolated CD146＋ hPDLSCs were round, fusiform, and small (arrows). The cells had less cytoplasm and a large nucleus. B: Flow 

cytometry showed that the double-positive rate of CD146 and STRO1 in cells obtained by immunomagnetic beads was 55.3%.  

C: Immunofluorescence staining showed that isolated hPDLSCs were vimentin-positive, but were cytokeratin-negative. hPDLSC: Human 

periodontal ligament stem cell; APC: Allophycocyanin; FITC: Fluoresceine isothiocyanate; DAPI: 4’,6-diamidino-2-phenylindole.

裂解收集的细胞，提取总 RNA 并测定浓度和纯

度，通过试剂盒反转录为 cDNA，反应条件为 37 ℃ 
15 min、85 ℃ 5 s。通过 qPCR 检测 ALP、Runx2、

OPN、OCN基因表达，引物序列见表 1，反应条件为 
95 ℃ 5 s、60 ℃ 15 s、72 ℃ 15 s，共 45 个循环。结

果采用 2－ΔΔCt 法进行定量。

DAPI

DAPI
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Merged
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0.51%

Q3
38.7%

Q2
55.3%

C

1.10 蛋白表达检测 收集细胞加入 RIPA 裂解液，

冰上裂解 30 min，离心收集上清液。按说明书要求

配制BCA工作液并测定蛋白浓度。分别配制分离胶

和浓缩胶，进行凝胶电泳。转膜封闭后加入一抗和

内参（GAPDH）抗体，4 ℃孵育过夜，清洗膜，孵

育二抗 1 h 后清洗，发光剂显色，胶片曝光并采集图

像，使用 ImageJ 软件分析蛋白条带。

1.11 统计学处理 应用 SPSS 19.0 软件进行统计

学分析，应用 GraphPad Prism 8.0 软件绘图。计量

资料以 x±s 表示，组间比较采用单因素方差分析，

两两比较采用Tukey’s检验。检验水准（α）为0.05。

2 结 果 

2.1 hPDLSC 鉴定结果 经 CD146 免疫磁珠分选获

得的细胞形态学呈锥形、椭圆形、三角形或不规则

形，细胞小且胞质内细胞器较少，细胞核呈卵圆形且

占细胞内体积的比例较大（图 2 A），经流式细胞术

鉴定 STRO1 和CD146 双阳性细胞的比例约为 55.3%
（图 2 B）。免疫荧光染色结果显示角蛋白是阴性表

达且波形蛋白呈阳性表达（图 2C），说明分选获得

的细胞为中胚层来源间充质细胞，且无外胚层来源

细胞污染。

200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm 200 μm

100 μm
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2.2 PEMF 对 hPDLSC 成骨分化的影响 实验第

7 天，ALP 活性检测结果显示，与对照组相比，

1.5、2.0、2.5、3.0 mT 磁场强度的 PEMF 均促进

了 ALP 蛋白活性表达（P 均＜0.05）；其中 2.5 mT 
PEMF 干预组 ALP 活性高于其他分组（P 均＜0.05，
图 3A）。第 7 天基因检测结果显示，与对照组相

比，1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mT 磁场强度的 PEMF
均上调了 ALP 基因表达（P 均＜0.05），其中 2.5 
mT PEMF 干预组 ALP 基因表达水平高于其他分组 

（P均＜0.05，图 3B）；与对照组相比，1.5、2.0、2.5、
3.0 mT 磁场强度的 PEMF 上调了 Runx2 基因表达 

（P 均＜0.05），其中 2.5 mT 组 Runx2 基因表达水

平高于其他分组（P 均＜0.05，图 3C）。第 14 天

基因检测结果显示，与对照组相比，1.5、2.0、2.5、 
3.0 mT 磁场强度的 PEMF 上调了 OPN 基因表达 
（P 均＜0.05），其中 2.5 mT PEMF 干预组 OPN 基

因表达水平高于其他分组（P 均＜0.05，图 3D）；

与对照组相比，1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mT 磁场强

度的 PEMF 上调了 OCN 基因表达（P 均＜0.05），

其中 2.5 mT PEMF 干预组 OCN 基因表达水平高于

其他分组（P 均＜0.05，图 3E）。

图 3 不同磁场强度的 PEMF 刺激对 hPDLSC 内 ALP 活性及成骨相关基因表达的影响

Fig 3 Effect of PEMF stimulation of different intensities on expression of osteogenesis-related genes in hPDLSCs
A: ALP activity in hPDLSCs exposed to PEMF stimulation of different intensities was measured via a quantitative kit on day 7; B, 

C: mRNA expression of ALP (B) and Runx2 (C) in hPDLSCs exposed to PEMF stimulation of different intensities was detected 

by qPCR on day 7; D, E: mRNA expression of OPN (D) and OCN (E) in hPDLSCs exposed to PEMF stimulation of different 

intensities detected by qPCR on day 14. *P＜0.05 vs conrtol group; △P＜0.05 vs other intensity groups. n＝4, x±s. PEMF: Pulsed 

electromagnetic field; hPDLSC: Human periodontal ligament stem cell; ALP: Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related transcription 

factor 2; OPN: Osteopontin; OCN: Osteoclain; qPCR: Quantitative polymerase chain reaction.

2.3 PEMF 辐照后 hPDLSC 内 JNK 蛋白磷酸化水

平改变及 SP600125 的抑制作用 实验第 7 天，

蛋白质印迹法检测结果显示 15 Hz、2.5 mT PEMF
明 显 促 进 了 hPDLSC 内 JNK、p-JNK 蛋 白 的 表

达，与对照组相比差异均有统计学意义（P 均＜ 

0.05）。与 2.5 mT PEMF 干预组相比，添加不同浓

度 SP600125 后，hPDLSC 内 JNK 蛋白表达变化不

明显（P 均＞0.05），而 p-JNK 蛋白表达水平明显

下降（P 均＜0.05）。见图 4。
2.4 SP600125 抑制剂对 PEMF 促 hPDLSC 成骨分

化能力的影响 实验第 7 天，ALP 活性检测结果

显示，经不同浓度 SP600125 作用后 15 Hz、2.5 mT 
PEMF 刺激下 hPDLSC 的 ALP 活性水平均高于对

照组（P 均＜0.05），均较单纯 2.5 mT PEMF 干预

组下降（P 均＜0.05），且 20 μmol/L SP600125 组

和 30 μmol/L SP600125 组 ALP 活性水平低于 10 
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μmol/L SP600125 组（P 均＜0.05），但 20 μmol/L  
SP600125 组与 30 μmol/L SP600125 组之间 ALP 活

性水平差异无统计学意义（P＞0.05，图 5A）。第

7 天 qPCR 检测结果显示，不同浓度 SP600125 作用

后 15 Hz、2.5 mT PEMF 刺激下 hPDLSC 成骨分化

早期相关基因 ALP、Runx2 的表达水平均高于对照

组（P 均＜0.05），但均低于单纯 2.5 mT PEMF 干

预组（P 均＜0.05），且 20 μmol/L SP600125 组和

30 μmol/L SP600125 组 ALP、Runx2 基因表达水平

均低于 10 μmol/L SP600125 组（P 均＜0.05），但

20 μmol/L SP600125 组与 30 μmol/L SP600125 组之

间的差异无统计学意义（P＞0.05，图 5B、5C）。

第 14 天 qPCR 检测结果显示，不同浓度 SP600125
作 用 后 15 Hz、2.5 mT PEMF 刺 激 下 hPDLSC 成

骨分化中晚期相关基因 OPN、OCN 的表达水平均

高于对照组（P 均＜0.05），但均低于单纯 2.5 mT  
PEMF 干预组（P 均＜0.05），且 20 μmol/L SP600125
组和 30 μmol/L SP600125 组OPN、OCN 基因表达

水平均低于 10 μmol/L SP600125 组（P 均＜0.05）， 
但 20 μmol/L SP600125 组与 30 μmol/L SP600125 组

之间的差异无统计学意义（P＞0.05，图 5D、5E）。

图 4 不同浓度 SP600125 对 PEMF 刺激下 hPDLSC 内 JNK（A）、p-JNK（B）蛋白表达的影响

Fig 4 Effects of SP600125 on protein expression of JNK (A) and p-JNK (B) in hPDLSCs stimulated by PEMF
*P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs 2.5 mT PEMF group. n＝4, x±s. PEMF: Pulsed electromagnetic field; hPDLSC: Human 

periodontal ligament stem cell; JNK: c-Jun N-terminal kinase; p-JNK: Phosphorylated-JNK; GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase.

3 讨 论

牙周膜干细胞是牙周韧带组织中具有成骨样、

成脂肪样、成软骨样等多向分化潜能的细胞，是口

腔生物工程和牙周组织再生领域较为理想的种子细

胞［2］。干细胞的成骨分化会受到生物、物理、化

学等诸多因素的影响，越来越多的文献证实了低频

电磁场可以促进干细胞成骨分化。PEMF 作为一种

生物物理刺激能够在组织中诱导生物电流而发挥作

用，另外其物理特性具有“窗口效应”，不同频率、

波形、强度的电磁场对特定的细胞产生不同的生物

效应［3-4,15］，目前认为有效的电磁场频率应接近正常

机体活动频率［4,16］。本研究发现 15 Hz 的 PEMF 在

1.0～2.5 mT 磁场强度区间，随着磁场强度的增强，

hPDLSC 内成骨标志物 ALP 活性及 ALP、Runx2、
OPN、OCN 等基因表达增强，然而强度高于 2.5 mT
以后，成骨分化相关基因表达明显减弱，提示磁场

强度窗口可能在 2.5 mT 附近。
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目前为止关于 PEMF 促进骨形成的具体机

制已做了大量研究，但仍未明确。有研究发现

PEMF 可能影响细胞内 Ca2＋的移动和细胞膜电位

变化进而促进成骨作用［6,17］，还能通过上调与成

骨相关的多种生长因子如骨形态发生蛋白（bone 
morphogenetic protein，BMP）2、TGF-β、骨保护

素、OPN、Runx2、ALP、基质金属蛋白酶（matrix 
metalloproteinase，MMP）1、MMP3、 一 氧 化 氮

的合成［9］，下调与骨基质吸收相关的细胞因子如

前列腺素 E2、IL-6 的表达分泌，从而促进骨组织

的形成［18］。Wang 等［19］发现 PEMF 可能通过初级

纤毛介导，直接或间接激活可溶性腺苷酸环化酶

（soluble adenylyl cyclase，sAC）-cAMP- 蛋 白 激

酶 A（protein kinase A，PKA）-cAMP 反应元件结

合 蛋 白（cAMP response element-binding protein，
CREB）信号通路，增高细胞内 cAMP 水平，促进

PKA 和 CREB 的磷酸化，并诱导磷酸化 CREB 的

核转位，从而促进成骨分化。Cheng 等［20］学者认

为 PEMF 还可以通过一氧化氮 -环岛苷酸 -蛋白

激酶 G 途径刺激大鼠成骨细胞促进成骨分化和矿

化。PEMF 通过激活 Wnt/β- 联蛋白信号通路，促进

Wnt1、Wnt3a、Wnt10b 等蛋白表达，从而促进成

骨分化［14-21］。PEMF 还可能通过激活 TGF-β/Smad 
1/5/8、BMP/Smad 1/5/8 信号转导途径，上调转录

因子 Runx2 和 Osterix 的表达，促进间充质干细胞

成骨分化［7］。

图 5 SP600125 对 PEMF 促 hPDLSC 成骨分化能力的影响

Fig 5 Effect of SP600125 on osteogenic differentiation ability in hPDLSCs stimulated by PEMF
A: The ALP activity in hPDLSCs stimulated by PEMF was assessed by a quantitative assay after treatment with SP600125 of different 

concentrations on day 7; B, C: The ALP (B) and Runx2 (C) mRNA expression in hPDLSC stimulated by PEMF was assessed by 

qPCR after treatment with SP600125 on day 7; D, E: The OPN (D) and OCN (E) mRNA expression was assessed by qPCR after 

treatment with SP600125 of different concentrations on day 14. *P＜0.05 vs control group; △P＜0.05 vs 2.5 mT PEMF group;  
▲P＜0.05 vs 2.5 mT PEMF＋10 μmol/L SP600125 group. n＝4, x±s. PEMF: Pulsed electromagnetic field; hPDLSC: Human 

periodontal ligament stem cell; ALP: Alkaline phosphatase; Runx2: Runt-related transcription factor 2; qPCR: Quantitative 

polymerase chain reaction; OPN: Osteopontin; OCN: Osteoclain.
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新近研究发现 PEMF 与 MAPK 家族成员关系

密切，MAPK 作为普遍存在于哺乳动物细胞中的一

条高度保守的信号通路，在调控细胞增殖、分化及

对外界环境的应激反应过程中起着重要作用［22］，

其家族成员包括细胞外信号调节激酶（extracellular 
signal-regulated kinases，ERK）、JNK及p38激酶［12,22］。

Caliogna 等［5］认为 MAPK 途径在 PEMF 诱导的成

骨分化中起着关键作用。Ehnert 等［23］研究表明低

频 PEMF 通过触发 ERK1/2 信号通路，可显著提高

成骨细胞内线粒体和 ALP 活性，并促进矿化基质

的形成。另一项研究也证实了电磁场可引起 PKA
途径的激活和 ERK1/2 磷酸化的增加，ALP 活性、

Runx2、BMP2 和 OCN 的表达水平升高，诱导骨髓

间充质干细胞成骨分化［24］。Peluso 等［25］发现电磁

场能够促进成纤维细胞生长因子激活 ERK1/2 蛋白

的磷酸化，上调 ALP 基因表达，诱导 hPDLSC 早期

成骨分化。Poh 等［26］研究发现，26 Hz PEMF 通过

激活 ERK1/2 信号通路，促进脂肪来源间充质干细

胞增殖、防止细胞死亡、协助翻译成骨蛋白等重要

作用。Soda 等［27］认为 60 Hz、3 mT 的 PEMF 通过

激活 p38 信号通路促进 MC3T3-E1 细胞成骨分化。

Hong 等［28］则发现 7.5 Hz 的 PEMF 可以通过 p38 信

号通路促进脂肪来源干细胞向成骨细胞分化，而 45 
Hz 的 PEMF 则抑制成骨分化。这些研究表明不同

参数的 PEMF 诱导干细胞成骨分化过程中，能否激

活MAPK信号通路以及产生的生物效应不尽相同。

JNK 通路主要被各种细胞因子（TNF-α、IL-1
等）、应激（紫外线、电离辐射、氧化损伤等）

等外界刺激活化，激活的 JNK 蛋白通过 c-Jun 促进

激活蛋白 -1（activator protein -1，AP-1）复合物的

形成，调控与 JNK 相关的基因表达，从而发挥生物

学效应［10］。Wang 等［12］研究发现 JNK 信号通路参

与 BMP9 诱导的 hPDLSC 成骨分化，在此过程中

p-JNK1/2 可能与 Smad2/3 蛋白发生相互作用。Song 
等［29］证实淫羊藿苷导致 ERK1/2 和 JNK 蛋白的磷

酸化增加，促进了 MC3T3-E1 细胞成骨分化和基

质矿化。本研究中蛋白质印迹法检测结果显示，

相比对照组，15 HZ、2.5 mT 的 PEMF 明显促进

了 hPDLSC 内 p-JNK 蛋白表达，且在 SP600125 抑

制剂作用下，p-JNK 蛋白水平降低，同时 ALP、
OPN、OCN 等成骨标志物表达均有不同程度的

下降，表明 PEMF 通过激活 JNK 通路参与诱导

hPDLSC 内成骨相关基因的表达；但在添加高浓

度 SP600125 抑制剂，JNK 通路近乎被阻断的情况

下，PEMF 仍能促进 PDLSC 成骨分化，说明 JNK

通路不是唯一路径。现有研究表明 JNK 主要通

过激活 c-Jun 并提高 AP-1 的转录活性传递信号，

活化的 AP-1 能调控转录激活因子 2（activating 
transcription factor 2，ATF2）、TNF-α、IL、 干 扰

素、环氧合酶 -2 等表达，但这些底物均与骨生长

发育没有直接关联，并且 JNK 通路的下游也不包含

成骨相关转录因子，猜测 JNK 通路可能通过串话

（crosstalk）其他成骨通路参与成骨分化过程。

综上所述，适宜参数的 PEMF（15 Hz，2.5 
mT）可以较好地促进 hPDLSC 成骨分化，并在该

条件下 JNK 通路是其功能机制之一。本实验研究

进一步探索了 PEMF 诱导成骨的功能机制，这将为

低频 PEMF 应用于临床修复牙槽骨的缺损提供理论

依据。
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