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摘要 研究正弦波电磁场(SEMF)促进成骨细胞成熟矿化是否与一氧化氮(NO)信号通路相关．首先检测成骨细胞经正弦电磁
场作用 0 h、0.5 h、1 h、1.5 h、2 h、2.5 h、3 h、3.5 h和 4 h后一氧化氮合酶(NOS)的活性，以探明电磁场是否影响 NO的合
成；其次，在细胞培养液中加入 NOS的阻断剂 L-NAME以阻断 NO信号通路，观察电磁场促进骨形成作用是否受到影响．
结果发现，经正弦波电磁场处理后，NOS活性升高，在 0.5 h达到峰值，与空白对照组差异极显著(P < 0.01)，Osterix基因的
表达量、碱性磷酸酶活性和钙化结节数等均显著高于对照组．L-NAME组各项指标均低于空白对照组，SEMF+L-NAME组
则略高于空白对照组而低于 SEMF组．以上结果表明 SEMF促进成骨细胞成熟矿化过程中 NO信号通路被激活，如该通路被
抑制，则 SEMF的促成骨作用被抵消．
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骨质疏松是一种在世界范围内越来越严重威胁

中老年健康的常见病和多发病，目前常采用钙剂、

维生素 D3、双磷酸盐和降钙素等联合治疗，见效

慢、费用昂贵．近年来，愈来愈多的实验和临床研

究表明，低频脉冲电磁场治疗骨质疏松具有快速解

除患者疼痛症状和切实提高骨密度等特点 [1-2]．我

们在前期研究中发现，频率为 50Hz的正弦波电磁
场(sinusoidal electromagnetic field，SEMF)可促进骨
髓间充质干细胞的成骨性分化 [3]、提高体外培养

成骨细胞的功能并预防切除卵巢大鼠发生骨质疏

松[4-5]，说明电磁场防治骨质疏松具有良好的开发

应用前景．但其机理如何，至今尚无明确结论．为

此，我们系统研究了正弦波电磁场促进成骨细胞

成熟矿化与一氧化氮(nitric oxide，NO)信号通路的
关系．

1 材料和方法

1援1 材料

SPF级Wistar大鼠由甘肃中医学院动物实验中
心提供(动物质量合格证号 SCXK甘 2004-0006-152).

无酚红的 琢-MEM 培养基和胎牛血清(fetal bovine
serum，FBS)为 Gibco 公司产品；L-nitro-arginine-
methylester(L-NAME)、甘油磷酸钠、抗坏血酸和地
塞米松均购自 Sigma 公司；一氧化氮合酶(nitric
oxide synthase， NOS) 和 碱 性 磷 酸 酶 (alkaline
phosphatase，ALP)活性检测试剂盒为南京建成生物
工程研究所产品；一氧化氮含量检测试剂盒购自

Invitrogen公司；西地那非为中国药品生物制品鉴
定所提供的标准品，纯度＞99%；基因扩增引物、
反转录和 PCR试剂盒均由大连 TaKaRa公司提供；
NOS和 茁-actin一抗购自 CST公司，二抗购自北京
中杉金桥生物公司．荧光定量 PCR仪为 ABI 7300；
电泳仪、电转移仪和酶标仪均为 Bio-Rad 公司
产品．
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1援2 电磁发生装置

实验所用正弦波电磁场发生仪由兰州军区总医

院骨科研究所自行研制，频率 50Hz，磁感应强度
范围 0～20 mT，时间范围 0～24 h．经中国人民解
放军兰州军区医学计量测试研究站(授权证书号：
[WS]军计机证字第 203号)测定，磁场环境稳定．
电磁发生装置放置于细胞培养箱内，由导线与外部

控制器相连．实验期间，培养箱内温度始终处于

37℃，如图 1．

1援3 成骨细胞培养

成骨细胞的培养方法同以前报道[6]．无菌条件

下，取出生 24 h内的大鼠颅骨，剔除骨膜及软组
织，将骨片剪成 1 mm伊 1 mm大小，用 0.25%胰蛋
白酶于 37℃水浴 10 min 伊 2次，弃消化液．0.1%
域型胶原酶于 37℃水浴连续消化 5 次，每次
20 min，收集消化液，1 000 r/min伊10 min，弃上
清，用含 10%胎牛血清的 琢- MEM培养液悬浮细
胞沉淀．以 2伊104个 /ml的浓度接种于大培养皿(直
径 100 mm)中，37℃、5% CO2、饱和湿度条件下

培养，每 3天换液 1次，待细胞长至 80%时传代.
1援4 分组与干预

P1代成骨细胞按 2伊104/ml的浓度接种于 30只
中培养皿(直径 60 mm)，每组 6只，共 5组，分别
标记为：空白对照组 (Control)、阳性对照组
(Sildenafil, Sild)、电磁场干预组(SEMF)、L-NAME

组和 L-NAME联合电磁场干预组(SEMF+L-NAME).
待细胞铺满皿底后换成骨性诱导培养液 (含
10 mmol/L 茁-甘油磷酸钠、1 伊 10-7 mol/L地塞米
松、50 mg/L抗坏血酸)，换液后 6 h给 L-NAME组
和 SEMF+L-NAME组加入终浓度为 100 滋mol/L的
L-NAME， 11.5 h 后给 Sild 组加入终浓度为
10 滋mol/L西地那非，12 h后将 SEMF组、SEMF+
L-NAME组和 Sild组放置于频率为 50Hz，磁感应
强度为 1.8mT 的磁场环境中，每隔 30 min 测量
NOS活性一次，直到其活性接近恒定为止．研究
NO信号通路与成骨关系时，选用在此区间内 NOS
活性最高时的作用时间进行干预．

1援5 NOS活性检测
分别于电磁场干预 0 h、0.5 h、1 h、2 h、3 h

和 4 h后将 Control 组、SEMF组和 Sild组的培养
液吸出，PBS洗 2遍，按一氧化氮合酶(NOS)试剂
盒操作说明的步骤加入 410 滋l基质液，37℃水浴
15 min，加入 2 100 滋l显色液，紫外分光光度计测
定吸光度值，换算出 NOS酶活性，每皿细胞每分
钟生成 1 nmol NO为一个酶活力单位．
1援6 NO含量检测
于电磁场干预 0.5 h 后每组取培养液 500 滋l，

按 Griess Reagent Kit操作步骤配制反应体系并加
样至 96 孔板，室温静止 30 min，570 nm 处测其
吸光度值．以亚硝酸盐的浓度代表 NO水平，单位
为 滋mol/L．
1援7 ALP活性检测

SEMF每天干预 30 min，于第 6天、9天将各
组培养液吸出，PBS洗 2遍，按碱性磷酸酶试剂盒
操作说明加入基质液 1和基质液 2各 250 滋l，37℃
水浴 15 min，加入 750 滋l显色液，紫外分光光度
计测定吸光度值，最后换算成金氏单位．

1援8 碱性磷酸酶阳性克隆(CFU鄄FALP)染色
SEMF每天干预 30 min，第 12天采用偶氮偶

合法进行碱性磷酸酶组织化学染色．PBS 漂洗 2
次，10%甲醛固定 30 s，加入染色液(20 ml pH 8.9
的 Michaelis氏巴比妥 -HCl缓冲液中含 琢- 萘基磷
酸钠和固蓝 B盐各 20 mg)．当出现蓝褐色斑点时
即弃基质液，PBS 漂洗，计 CFU-FALP数目并照相

记录．

1援9 Osterix基因表达检测
SEMF干预 30 min 后 12 h提取细胞总 RNA，

测定 260 nm、280 nm、320 nm处吸光度值，计算
浓度，并用 2%琼脂糖电泳检测其完整性．调整总

Fig. 1 The apparatus designed for treatment
of cells by sinusoidal electromagnetic fields

The apparatus was composed of solenoids and controller. The solenoids

were 12 cm diam 伊 25 cm long hollow cylinders and placed in a CO2

incubator. The culture dishes were placed in the solenoids (as shown in

Figure 1) and exposed to SEMF during culture period. The culture in the

same condition but without exposure to SEMF was used as control. The

direction of magnetic field was parallel to the surface of culture dishes.

The waveform was routinely checked with a probe and oscilloscope.
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Fig援 3 NO production stimulated by exposure
to sinusoidal electromagnetic fields for 0援5 h

NO production was assessed indirectly by measuring accumulation of
NO3 and NO2 in the culture media．After 0.5 h of exposure to SEMF,
500 滋l culture media were collected and the NO content was measured
by Griess reaction. The data is expressed as percent of corresponding
controls (n=3). *P < 0.05 versus Control, **P < 0.01 versus Control.

RNA的浓度至 50 mg/L，使用 TaKaRa公司提供的
Prime ScriptTM RT reagent Kit配制 20 滋l反应体系，
进行逆转录．使用 SYBR Premix Ex TaqTM Real-time
PCR试剂盒配制 20 滋l PCR反应体系，反应条件
为：95℃预变性 30 s，95℃变性 5 s，60℃退火
31 s，共进行 40个循环．内参照基因 GAPDH上游
引物： 5忆 GGCACAGTCAAGGCTGAGAATG 3忆，
下游引物：5忆 ATGGTGGTGAAGACGCCAGTA 3忆,
扩增长度为 143 bp； OSX 基因上游引物：
5忆 GCCTACTTACCCGTCTGACTTT 3忆，下游引
物： 5忆 GCCCACTATTGCCAACTGC 3忆，扩增长
度为 131 bp．以高浓度 RNA逆转录得到的 cDNA
为标准品，经等比稀释后，进行 PCR反应，制备
标准曲线．经内参校正，求得目的基因的相对表

达量．

1援10 NOS蛋白表达水平的检测
于电磁场干预 30 min后 24 h将培养液吸出，

用 4℃预冷的 PBS漂洗 2遍后，加入 800 滋l的细
胞裂解液(50 mmol/L Tris-HCl, pH 8.0、150 mmol/L
NaCl、100 mg/L PMSF、1 mg/L抑蛋白酶肽、1%
Tween-20、0.5%去氧胆酸钠、1% SDS)，于冰上静
置 30 min，使细胞充分裂解．4℃、12 000 r/min离
心 15 min，取上清，用 BCA法进行总蛋白质浓度
的测定．95℃变性 4 min，各组取 10 滋g蛋白质样
品，经 15% SDS-PAGE分离后，将蛋白质转移至
PVDF膜上，2%脱脂奶粉室温下摇床振荡封闭 2 h,
加入 茁-actin和玉型胶原的一抗(均为 1∶1 000 稀
释)，4℃过夜．次日加入辣根过氧化物酶标记的二
抗(1∶3 000稀释)，37℃孵育 2 h．每进行下一步
实验前 PVDF膜均用 4℃预冷的 PBST摇床漂洗 3
次，每次 10 min．用增强化学发光法检测目的蛋
白，X光片曝光后，用 Image-Pro plus6.0软件扫描
测定条带灰度值．

1援11 钙化结节染色

SEMF每天干预 30 min，第 14天将培养液吸
出，PBS洗 2遍，10%甲醛固定 5 min，蒸馏水漂
洗 3次．加入 0.1%茜素红 -Tris-HCl染色液(pH 8.3),
37℃水浴 60 min，蒸馏水漂洗，干燥后计数．
1援12 统计学处理

检测结果以 x 依 s 表示，用 SPSS16.0 for
Windows统计软件处理，多组均数比较采用单因素
方差分析 (ONE-WAY ANOVA)方法，组间两两
比较选用 LSD法，P < 0.05 表示有显著性差异，
P < 0.01表示有极显著性差异．

2 结 果

2援1 SEMF对 NO信号通路的影响
2援1援1 对 NOS 活性的影响．电磁场干预 0～4 h，
Control组的 NOS活性几乎没有变化，SEMF组则
明显上升，在 0.5 h时显著高于对照组(P < 0.01)，
随后开始下降，但始终高于对照组，Sild 组的
NOS活性也明显升高且持续至 3 h(P < 0.01)，此后
开始下降，4 h时与 SEMF组水平相当，见图 2．

2援1援2 对 NO含量的影响．由图 3可见，电磁场干
预 0.5 h 后 SEMF 组的 NO 含量显著高于 Control
组，差异具有统计学意义(P < 0.05)；阳性对照组
(Sild组)的 NO含量又高于 SEMF组，与空白对照
组的差异具有显著统计学意义(P < 0.01)．

Fig. 2 NOS activity in rat calvarial osteoblasts treated
by sinusoidal electromagnetic fields after different time

NO is generated by the nitric oxide synthase enzymes (NOS) from
molecular oxygen and the terminal guanidino nitrogen of the amino acid
L-arginine, yielding L-citrulline as a coproduct．To measure the amount
of NOS enzyme, the chromatic compound of NO to nucleophilic
substance is measured using an in vitro assay at 530 nm. SEMF and
sildenafil had an effect on NOS activity measured on the 0 h, 0.5 h, 1 h,
2 h, 3 h, 4 h after SEMF treatment. **P < 0.01 versus Control. :
Control; : SEMF; : Sild.▲ ▲ ■ ■
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Fig援 6 The gene expression level of OSX in rat calvarial
osteoblasts after exposed to SEMF for 12 h

The gene expression level of Osterix was examined by Real time
RT-PCR. Results shown are representative of the average of three
independent trials. *P < 0.05 vs Control, **P < 0.01 vs Control, ##P < 0.01
vs SEMF, △P < 0.05 vs L-NAME.

Fig. 5 NO production in rat calvarial oateoblasts
after exposure to SEMF for 0.5 h

NO production was measured by Griess reaction after the osteoblasts
were exposed to SEMF for 30 min. L-NAME were supplemented into
media prior to the exposure to SEMF. The data is expressed as percent of
corresponding controls (n =3). **P < 0.01 vs Control, ##P < 0.01 vs
SEMF, △P < 0.05 vs L-NAME.

2援2援2 对 NO 含量的影响．SEMF 干预 0.5 h 后，
NO 分泌量显著高于 Control 组和 L-NAME 组，
L-NAME 组和 Control 组无明显差别．SEMF +
L-NAME组的分泌量低于 SEMF组，但仍显著高
于 Control组和 L-NAME组(P < 0.05)，见图 5．

2援3 NO信号通路与成骨性分化的相关性
2援3援1 成骨特异性基因 Osterix 的表达．SEMF干
预 30 min，12 h后检测：SEMF组 Osterix基因表
达量显著高于 Control组(P<0.01)，L-NAME组则显
著低于 Control组(P < 0.05)，SEMF+L-NAME组低
于 SEMF组，但高于 L-NAME组(P<0.05)，见图 6.

Fig援 4 Expression level of NOS in rat calvarial osteoblasts treated by SEMF or L鄄NAME after 0援5 h
Three isoforms of NOS were detected, which are neuronal form (nNOS or NOS1), endothelial form (eNOS or NOS3) and inducible form (iNOS or

NOS2) respectively．nNOS was expressed slightly and no significant difference existed among groups. eNOS and iNOS were expressed at significantly

higher level in SEMF group than in Control and L-NAME group. Their expressions were decreased obviously in SEMF+L-NAME group, but still higher

than that in the control and L-NAME group. (a) Western blots. 1: Control ; 2: SEMF; 3: L-NAME; 4: SEMF+L-NAME. (b) Relative optical density

of nNOS. (c) Relative optical density of eNOS. (d) Relative optical density of iNOS. ** P < 0.01 vs Control; #P<0.05 vs SEMF; ##P < 0.01 vs SEMF;
驻P < 0.05 vs L-NAME.

2援2 SEMF对 L鄄NAME阻断 NO产生的影响
2援2援1 对 NOS 蛋白表达的影响．nNOS(neuronal
NOS)在成骨细胞中表达量很低，各组间无明显差
别；eNOS为高表达，经电磁场干预后表达量进一
步增加；iNOS的表达量原本较低，经电磁场干预

后大量表达．加入 L-NAME 后，SEMF+L-NAME
组的 eNOS和 iNOS的表达量均明显下降，但仍高
于 Control 组和 L-NAME 组，差异具有统计学意
义，见图 4．
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Fig. 8 Staining result of colony forming unit鄄FibroblastALP after 12 days of osteogenic induction culture
On day 12, the medium was removed, and the cells were washed with PBS and fixed with 10% formaldehyde, rinsed in double distilled water, and

added staining solution(20 ml pH 8.9 barbital-HCl buffer, 20 mg 琢-naphthyl phosphate, 20 mg Solid blue B). Staining results were photographed. The

more CFU-FALP indicates the more active osteogenic differentiation.

Fig. 9 Mineralized nodules stained by alizarin after 14 days of osteogenic induction
Mineral matrix deposition was stained by Alizarin Red. A red dot represents a calcified nodule unit. The more red dots indicates the more active

osteogenic differentiation.

2援3援2 ALP 活性的变化．6 天和 9 天时 SEMF 组
ALP 活性是 Control 组的 2 倍，L-NAME 组低于
Control组，但无统计学意义，SEMF+L-NAME组
略高于 L-NAME组和 Control组，但均无统计学意
义，见图 7．
2援3援3 CFU-FALP数量．如图 8所示，SEMF组碱性
磷酸酶阳性克隆 (CFU-FALP) 数明显多于 Control
组， L-NAME组少于 Control组， SEMF+L-NAME
组较 L-NAME组增多，与 Control组数量相当．
2援3援4 钙化结节数量．由图 9可见，SEMF组的钙
化结节数明显多于 Control 组；L-NAME 组与
Ccontrol 组接近，SEMF+L-NAME 组比 L-NAME
组和 Control组多，但比 SEMF组少．

3 讨 论

1996年，Bawin等[7]首次报道了电磁场对 NO
信号途径的影响，发现 NO的生理性抑制作用可以
抵消 1 Hz电磁场对海马区慢节律的影响，此后很

多学者证实电磁场可以通过激活 NO信号途径而发
挥其生物学效应[8-11]．关于 NO信号通路在骨质疏
松发病过程中的作用近年来也有研究报道，硝酸甘

油、硝普钠、泼尼松龙等 NO供体药物在体内可产
生略高于正常浓度的 NO而防治骨质疏松已被大量

Fig援 7 The intracellular alkaline phosphatase activity of
rat calvarial osteoblasts after 6 days of osteogenic

induction and exposure to SEMF 0援5 h/d
Alkaline phosphatase (ALP) activity in SEMF group was significantly
higher than that of the control. It is obviously lower in L-NAME group
than that in Control, but improved to a higher level in SEMF+L-NAME
group. The higher activity of ALP indicates the more active osteogenic
differentiation. **P < 0.01 vs Control; ##P < 0.01 vs SEMF.
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临床病例所证实[12-15]．基于以上缘由，我们推测电

磁场促进成骨细胞分化成熟的作用应与 NO信号通
路有关．为证明这一推断，我们采用了在前期研究

中筛选得到的最佳参数组合，即频率为 50Hz、磁
感应强度为 1.8mT的正弦波电磁场[3-5]．

NO是由一氧化氮合酶催化 L-精氨酸脱胍基而
产生的一种自由基性质的气体分子，由于没有专门

的储存及释放调节机制，靶细胞上 NO的多少与
NO的合成直接有关，一氧化氮合成酶(NOS)活性
的高低直接影响了 NO的分泌．为此，本实验首先
研究了电磁场是否可以影响 NOS的活性．电磁场
干预后不同时间点成骨细胞内 NOS活性的检测结
果表明，电磁场可以提高 NOS活性，且在 0.5 h达
到最高，尽管随后迅速下降，但直至 4 h仍高于空
白对照组水平．其提高 NOS酶活性的峰值水平和
时间与阳性对照药西地那非相同，只是后者持续时

间更长．

由于体内存在氧和其他易与 NO发生反应的化
合物，NO在细胞外极不稳定，半衰期只有 5 s左
右，所以 NO 的浓度很难直接测定．我们通过
Griess反应测定了 NO氧化后产生的硝酸根和亚硝
酸根浓度，发现电磁场可以在 0.5 h内影响 NO的
合成(P < 0.01)，此效应与西地那非类似．
碱性磷酸酶在成骨过程中为羟基磷灰石的沉积

提供必要的磷酸，胶原为细胞外基质成熟和矿化结

节生成提供框架结构，两者均为成骨性分化的早期

标志物．此外，成骨过程还必须有转录因子

Osterix的参与[16]．L-NAME是 NOS的特异性阻断
剂，我们通过向培养液中加入 L-NAME以阻断 NO
的合成，进而检测阻断前后成骨性分化指标，以此

探究正弦电磁场是否经 NO信号途径影响成骨过
程．结果表明，L-NAME 阻断后 NOS 活性和 NO
合成量均显著下降，接近空白对照组水平．成骨性

分化基因 OSX的表达、碱性磷酸酶活性以及钙化
结节数在正弦电磁场干预后均明显高于对照组，但

经 L-NAME阻断后显著下降，与空白对照组水平
相当或略低，表明 NO信号途径参与了电磁场促进
成骨过程．实验中还发现，SEMF+L-NAME组各
项成骨性分化指标均较 SEMF组低，但较 L-NAME
组高．此现象究竟是 SEMF部分抵消了 L-NAME
的阻断效应，还是由于 SEMF通过其他信号通路
所致，尚不明确．

0～100 Hz 电磁场的生物效应主要是非热效
应[17]．本研究选用的电磁场频率为 50 Hz，在实验

过程中我们实时监测了培养箱内温度，未发现温度

升高迹象，表明结果与热效应无关．总之，我们发

现正弦波电磁场可以通过提高 NOS 活性而增加
NO 含量，从而促进成骨细胞的成熟与矿化．但
NO信号途径是否为主要途径，该磁场是否还可以
通过其他信号途径来影响成骨过程以达到防治骨质

疏松的目的，则尚待深入研究．
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Sinusoidal Electromagnetic Fields Enhance Rat Osteoblast Differentiation
and Mineralization by Activating Nitric Oxide Signaling Pathway*

CHENG Guo-Zheng1), GE Bao-Feng1), CHEN Ke-Ming1)**, LI Zhi-Feng1), ZHOU Jian1), WEI Zhe2)

(1) Institute of Orthopaedics, Lanzhou General Hospital, Lanzhou 730050, China;
2) Department of Medical Engineering, Lanzhou General Hospital, Lanzhou 730050, China)

Abstract It was investigated whether the effects of sinusoidal electromagnetic field (SEMF) stimulation on the
differentiation and mineralization of osteoblast are mediated by the nitric oxide (NO) signal pathway. It was first
investigated whether SEMF had an effect on nitric oxide synthase (NOS) activity measured on the 0 h, 0.5 h, 1 h,
1.5 h, 2 h, 2.5 h, 3 h, 3.5 h, 4 h after SEMF treatment. Secondly, the NOS inhibitor, L-nitro-arginine-methylester
(L-NAME) was added to the culture medium to observe whether it inhibit the maturation and mineralization of
osteoblast stimulated by SEMF, which evaluated by measuring alkaline phosphatase (ALP) activity, CFU-FALP,
osterix gene expression and mineralized bone modulus. After treatment of SEMF, the NOS activity in SEMF group
increased in comparison with the normal control group (P < 0.01), reaching the highest level after 0.5 h. The gene
expression of Osterix, ALPase activity and mineralized bone modulus in the SEMF group were also increased
significantly. However, these effects were partially blocked in the L-NAME group．Surprisingly, all the osteogenic
markers in the SEMF+L-NAME group were slightly higher than those of the control group, but lower than those of
the SEMF group． In conclusion, The NO signal pathway was activated by SEMF treatment．The stimulatory
effects of SEMF on the differentiation and mineralization of osteoblast were attenuated when NO signal pathway
was blocked.
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