
·论著·

作者单位：!"#$%$ 深圳市南山区深圳大学深圳市微生物基因

工程重点实验室

通讯作者：张小云，&’()*：+,-. /+01 2301 45

恒定磁场对骨组织中细胞影响的研究
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摘要：目的 阐明恒定磁场对成骨细胞和破骨细胞的生长和功能的影响和对骨髓基质细胞向成骨细

胞方向分化的作用，从而在细胞水平较全面的解释磁场治疗骨质疏松的机理。方法 利用体外原代

培养的成骨细胞、破骨细胞和骨髓基质细胞，分别外加 $67# 8、$69# 8 恒定磁场处理后，观察恒定磁场

对这三种细胞生长、分化和功能的影响。结果 恒定磁场处理可促进骨髓基质细胞向成骨细胞方向

分化，促进成骨细胞的增殖、分化及功能的表达，并且抑制破骨细胞的生长、分化和功能。结论 恒定

磁场促进骨组织的成骨作用，抑制骨分解，是其治疗骨质疏松良好效果的部分机制。
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利用磁石来治疗骨折等骨科疾病在我国古代就

有记载，磁石始载于《神农本草经》，其味咸，性寒。

归肝、心、肾经。具有平肝潜阳、镇惊安神、聪耳明

目、强筋补骨的功效。其能流传近千年至今正说明

有它存在的道理。由于体外培养的纯破骨细胞体系

培养困难，目前国内外研究磁场对骨组织中细胞影

响的情况，多集中在对成骨细胞的方面［"］，但骨组织

中的成骨细胞和破骨细胞是骨代谢中最重要的两个

因素，研究磁场对破骨细胞的作用也相当重要［K］。

成骨细胞来源于骨髓的基质细胞，所以磁场对骨髓

基质细胞向成骨细胞方向分化的影响也是一个重要

的因素［7］。本文正是要磁场对骨髓基质细胞的分

化、对成骨细胞和破骨细胞的生长和功能的影响，

比较系统的揭示恒定磁场对骨组织中细胞体系的

影响。

> 材料和方法

>?> 实验材料与试剂

出生 7 3 和 9 L % 周内的 MGN 级 OI 小鼠（广州

中医药大学提供）；牛股骨，在 P Q$R低温冰箱中保

存；新生日本大耳白兔（购自深圳卫武生物制品厂）；

!:I&I 培养基（S)E4=）；胎牛血清、"!:K! 二羟基维生

素 T7、胰蛋白酶、苏木素、伊红、抗酒石酸酸性磷酸

酯 酶 8UFG 试 剂 盒 和 H:K:羟 基 哌 嗪:H:K:乙 磺 酸

（V&G&M）均购自 M)@’(。I88、茜素红、维生素 ;、":
甘油 磷 酸 钠、胎 牛 血 清、胰 蛋 白 酶、#型 胶 原 酶

（M)@’(）、碱性磷酸酶（FWG）试剂盒、细胞碱性磷酸酶

（;FOG）染 液（ 南 京 建 成 生 物 工 程 研 究 所 ）及

XC(53A=C3 蛋白浓度测定试剂盒（碧云天生物技术

公司）。
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二氧化碳培养箱（!"#$"%&，’’ ()*’’ +,),）；倒

置相差显微镜（-./0123，’!45）；扫描电子显微镜

（3 5+, 067）；.89:; < ++, 9= 图像分析系统（德国，

.89:; 公司）；酶标仪（’>?@$A 0?A"B 7++,，23;）。

实验中采用的恒定磁体为稀土钕铁硼磁钢制

成，为立方形 (+ CD E (+ CD E ) CD，其表面磁场强度

分别为 ,F7G H 和 ,FIG H，培养细胞时培养板可以直

接置于磁体上方一同放入培养箱中。

!"# 实验方法

!"#"! 骨髓基质细胞体外分化培养：I J ) 周的 31K
级 L0 小鼠（广州中医药大学提供），无菌条件下取

小鼠双侧股骨、胫骨，在 M4!$N6O& 平衡盐溶液中去

净附着在骨表面的软组织及软骨骺，并剪去两端骨

骺，以 M080 完全培养液用 (, DB 注射器冲洗髓腔，

收集细胞，调整细胞密度（( E (,P）接种于培养板中，

+Q :-5、7PR的孵育箱内培养，第 7 天轻轻吸出悬

浮细胞，更换培养液。

磁场对骨髓基质细胞成骨分化的影响，如上所

述分离得到骨髓基质细胞，接种于 IG 孔培养板，+Q
:-5、7PR的孵育箱内培养，7 A 后吸出悬浮细胞，

加入成骨细胞诱导剂并与放于培养箱中的磁体上，

每 7 天换液 ( 次，培养 (, A，采用反复冻融法对细胞

进行裂解，并按照碱性磷酸酶试剂盒操作步骤对细

胞裂解液进行碱性磷酸酶的测定［I］。

!"#"# 成骨细胞的体外培养：将新生小鼠断颈处

死，无菌条件下，取颅盖骨置于 M4!$N6O& 液内，清除

血管及黏附的结缔组织，然后剪成小块（( DD E (
DD）。将骨片移入 ,F5+Q胰蛋白酶溶液内，7PR预

消化 5, D>N，离心弃去上清以清除纤维组织。再加

入 ,F(Q !型胶原酶，消化 5 次，每次在 7PR振荡消

化 ), D>N。消化液于 IR、离心 (, D>N（(,,, #*D>N），

所得沉淀物即为成骨细胞。经 M4!$N6O& 液清洗后，

加"4080 全培养液（含 (+Q胎牛血清、青霉素 (,,
2*DB、链霉素 (,,#S*DB 和 5F+ E (,T 5 D?B*. !8183 缓

冲溶液）吹打，制成细胞悬液，接种培养瓶培养。第

5 天换液，以后每 7 A 换液 ( 次，取第 5 代细胞进行

实验。

观察磁场对成骨细胞增殖的影响实验中，细胞

以 7 E (,I 个*DB 的悬液，接种于 U) 孔培养板中，每

孔 U,#B，于 7PR，+Q :-5 的培养箱中过夜。然后

放入磁场中，培养 II V 后，加入 + DS*DB 的四甲基偶

氮唑盐（0HH）(,#B，继续培养 I V。取出培养板，弃

去上清加入 (,,#B 二甲基亚砜（M03-），用酶标仪测

定 +P, ND 处的吸光度 ! 值。与空白对照比较计算

出增殖率［+］。

磁场对成骨细胞分化影响的实验中，将 7 E (,I

个*DB 的细胞悬液接种于 IG 孔培养板中，每孔 +,,

#B，于 7PR，+Q :-5 的培养箱中过夜。放入磁场

中，培养 IG V 后，弃去上清液，用 M4V$N6O& 洗 5 次，

采用反复冻融法对细胞进行裂解，按照碱性磷酸酶

试剂盒及 ’#$NAW?#A 蛋白浓度测定试剂盒操作步骤

对细胞裂解液进行碱性磷酸酶和总蛋白的测定［)］。

在矿化结节形成测定中，细胞以 7 E (,I 个*DB
密度接种于 IG 孔培养板中，每孔 +,,#B，于 7PR，

+Q :-5 的培养箱中过夜，加入矿化诱导剂并放入

磁场中，每 7 A 换液 ( 次，于第 G 天用茜素红染色，在

I, 倍光学显微镜下作矿化结节计数，结果与对照组

比较［P］。

!"#"$ 破骨细胞的分离及实验方法：将新生兔断颈

处死，无菌条件下取四肢长骨，在 M4!$N6 平衡盐溶

液中去净附着在骨表面的软组织及软骨骺，然后在

"4080 全培养液（含 (+Q胎牛血清、青霉素 (,, 2*
DB、链霉素 (,,#S*DB 的 5F+ E (,T 5 D?B*. !8183 缓冲

溶液）内，将骨干纵向剖开，轻刮骨髓腔表面至颜色

变白，用尖吸管吸取培养液反复冲洗髓腔面，去掉骨

片，保留悬液，待用。

取无菌 5I 孔培养板，每块加入 ( DB"4080 全

培养液和一个处理过的骨片或盖玻片，置二氧化碳

孵育箱中 ( V，再加入上述分离的破骨细胞悬液，每

孔 ( DB，在 +Q :-5、7PR条件下共同培养约 () V 后，

冲掉 未 附 着 于 骨 片 或 盖 玻 片 的 细 胞。分 别 置 于

,F7G H、,FIG H 磁场中，然后继续培养至第 P 天。同

时用未置于磁场中的实验组做对照。

将新鲜牛股骨用金钢砂片及粗细金钢砂石制备

成 ) DD E ) DD，(,#D 厚的骨磨片。超声波清洗器

清洗，置入含 (,,, 2*DB 青霉素和 ( DS*DB 链霉素的

M4!$N6 液中浸泡，换液 7 次，每次 5, D>N，制成骨片

备用。

光相差显微镜观察与吸收陷窝的计数中，在不

同培养时间，利用 -BXDY%& 倒置光相差显微镜观察

培养于盖玻片上破骨细胞的形态及运动情况，并于

不同时间取出，进行 !8 染色，Z>"D&$ 染色及 H@;1
染色。观察骨片是否形成吸收陷窝及陷窝的变化，

计数每个骨片上形成的吸收陷窝数，同时摄片供图

像分析。

图像分析系统计算吸收陷窝的表面积时，将与

破骨细胞共培养的骨片摄影（ E (,,），利用 .89:; <
++, 9= 图像分析系统计算每张底片上吸收陷窝的
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表面积。

骨吸收陷窝的扫描电镜观察，利用培养期（!
周）结束时，骨片浸于 "#$% &’()* 氨水内超声处理 !"
&+,，以除去生长在其表面的细胞，-.戊二醛和 !.
锇酸固定，酒精系列脱水，二氧化碳临界干燥，喷金，

扫描电镜观察吸收陷窝的形态改变［/］。

!"#"$ 统计学处理：结果数据用（!! 0 "）表示，采用

1211 !!#" 软件进行统计分析，采用 # 检验。

# 结果

骨髓细胞培养到第 !" 天，测定细胞内碱性磷酸

酶（3*2）活性，"#-/4 磁场组略有升高（!$"5#$$ 0

-6%#78）但较对照组（!!!"#"$ 0 !-/#/5）没有统计学

差异（以无磁场为对照组，$ 9 "#"%），"#8/ 4 磁场组

（!8"7#!$ 0 $!!#%%）则有显著性差异（以无磁场为对

照组，$ : "#"!）。说明 "#-/ 4 磁场对骨髓基质细胞

向成骨细胞分化影响不大，而 "#8/ 4 磁场可以促进

骨髓基质细胞的向成骨细胞分化。

正常成骨细胞形态不规则，多呈三角形，多角

形，有较多突起，单核呈卵圆形，胞质丰富，碱性磷酸

酶阳性者可见胞浆中出现红至红棕色颗粒。磁场处

理后，显微镜下观察，成骨细胞呈三角形、多角形和

纺锤形。在有磁场存在的情况下成骨细胞的形态并

没有受到影响（图 !）。

图 ! 磁场下成骨细胞的形态

从表 ! 中，可见磁场可促进体外培养的原代成

骨细胞增殖和成骨细胞分化（以无磁场为对照组，$
: "#"!）。茜素红染色后矿化结节形成红色结节，肉

眼可见盖玻片上均匀分布红色小颗粒，镜下结节多

数呈圆形，其中有的内有黑色不透光颗粒堆积，统计

其矿化结节数。由表 ! 可知磁场可促进成骨细胞的

矿化（以无磁场为对照组，$ : "#"!）。

表 ! 磁场对成骨细胞增殖率、成骨细胞分化、

矿化结节数的影响

项目 无磁场 "#-/ 4 磁场 "#8/ 4 磁场

成骨细胞 % 值 "#!5/ 0 "#""/ "#$"- 0 "#""5 ; "#$!! 0 "#"!$ ;

增殖率（.） " !7#-8 ; $"#%8 ;

3*2 活性（<)= >?’@）5$!#$" 0 6"#"6 75/#65 0 !$"#$6 6$5#/7 0 !85#/$ ;

矿化结节数（个） !" !6" -% ;

注：与无磁场对照组比较" $ : "#"%，; $ : "#"!

在 "#-/ 4 和 "#8/ 4 强度的磁场下培养破骨细

胞，在连续培养时不能继续生长，外形变不规则，细

胞脱壁，胞质空泡化，核固缩，细胞凋亡。也很快凋

亡（在 "#-/ 4 时要 - A，"#8/ 4 磁场强度下仅 $ A 多

的时间，而正常对照组成骨细胞凋亡要 8 A 以上的

时间）。培养过程中破骨细胞不能形成典型的皱折

缘，故吸收骨片能力显著减弱（图 $，-）。

磁场对成熟破骨细胞骨吸收陷窝数和吸收陷窝

表面积的影响：与对照组比较，陷窝个数在对照组为

88#%% 0 5#7/，"#8/ 4 组 !8 0 8#$$，"#-/ 4 组 !%#%% 0
-#%-，$ : "#"!。陷窝面积在对照组为 $%$7""#"" 0
%-7%"#!7 &&$，"#8/ 4 组 76/""#"" 0 8!%8#67 &&$，

"#-/ 4 组 /565!#88 0 8$6!#%8 &&$，$ : "#"!。说明

无论 "#8/ 4 磁场还是 "#-/ 4 磁场均能减少吸收陷

窝数目和吸收陷窝的表面积，而且 "#8/ 4 磁场的抑

制程度要大于 "#-/ 4 磁场。

% 讨论

骨质疏松和骨质疏松性骨折作为老年性疾病之

一，已成为世界关注的严重社会问题。目前，用于预

防和治疗骨质疏松的药物，包括各种钙剂、雌激素和

双膦酸盐类都存在不同程度的缺陷，补钙剂虽能补

钙，但不能促进骨胶原的合成，而雌激素和双膦酸盐

类均有较大的副作用［6］。因此，寻找一种能减少对

药物的依赖而且对人体危害少的治疗方法成了研究

的热点。本实验的结果表明，磁场促进骨髓基质细

胞向成骨细胞方向分化，引起成骨细胞的增殖、细胞

碱性磷酸酶的活性增强。可见，磁场是治疗骨质疏

松症的有效方法之一，磁场的作用避免了药物直接
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图 ! ! 为非磁场下体外培养的兔破骨细胞，" # 后的细胞有多个核，$%!& 染色阳性，

有典型的皱折缘；’ 为破骨细胞吸收骨片后，扫描电镜下所见在光滑的骨片表面形成的小坑

图 " !、’ 分别为强度 ()"* $、()+* $ 磁场下体外培养的兔破骨细胞，" # 后均发生细胞变形、空泡化、裙边和伪足消失，

但在 ()+* $ 磁场下培养的兔破骨细胞凋亡更加完全；在磁场下破骨细胞已凋亡，不能对骨片进行吸收

作用于体内，而达到治疗的效果。

实验中我们不仅可以看到磁场可以促进骨髓基

质细胞向成骨细胞方向分化，而且已经分化的成骨

细胞在磁场中，会促进其增殖，但不影响成骨细胞的

形态，()"* $ 与 ()+* $ 的磁场效果均非常显著，但

()+* $ 磁场更佳。同样这两种磁场都可以促进体外

培养的成骨细胞分化成熟，而且促进体外培养的成

骨细胞进行钙化，矿化结节的形成代表了成骨细胞

分化成熟、行使成骨功能的阶段，是成骨功能的形态

表现。本实验茜素红染色结果显示，磁场的矿化结

节数多于无磁场的结节数。由于磁场能促进成骨细

胞矿化、促进骨钙化，对于骨折的愈合很有帮助。

同样在磁场下，骨髓基质细胞会向成骨细胞方

向分化，成骨细胞的增殖和成熟受到促进作用，而破

骨细胞的生长和破骨功能却受到抑制，这是否存在

矛盾呢？本文认为关键在于不同的细胞有其特殊的

生理结构和状态，故对磁场有不同的反应性。磁场

促进成骨细胞增殖、分化已经有许多实验证明，其原

因解释为磁场促进了成骨细胞内一些酶的活性和

,%-! 转录［.(］。而对于破骨细胞，强恒磁场能够解

聚细胞中的微管系统，在 *( 年代笔者在研究磁场对

细胞生长影响时已发现，在 .)+ $ 的磁场能解聚原

生动物麦粒赭虫细胞内的微管，而 ()/ $ 的磁场就

可解聚小鸡脑内的微管［..］。近期亦有研究证明磁

场可以影响达细胞骨架波形蛋白表达，从而影响细

胞骨架结构［.0］。破骨细胞在自然生长中依靠其皱

折缘与骨组织结合，其主要成分是微管、微丝组成的

细胞骨架，而微丝的主要成分是肌动蛋白，破骨细胞

通过与骨表面相连的足体内的肌动蛋白穿越细胞膜

通过黏合蛋白与骨表面黏附，然后细胞极化通过皱

折缘把富含 12 和大量溶酶体小泡定向运输到骨组

织表面进行骨的吸收［0］。当破骨细胞处于磁场下，

磁场解聚微管、微丝，从而抑制了皱折缘的形成，并

破坏破骨细胞的极化，丧失了定向分泌富含 12 和
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大量溶酶体小泡的能力，破坏破骨细胞极性，使之丧

失吸收骨的功能。本实验观察到的是破骨细胞在磁

场下培养 ! " 就能见到具有皱折缘的细胞越来越

少，之后细胞不断固缩，直至凋亡。德国的 #$%&’("%
等［!)］在其对磁场下淋巴母细胞表面微绒毛的研究

中，发现磁场下可使主要成分是肌动蛋白的微绒毛

消失，他解释为磁场下细胞局部钙离子浓度增加使

肌动蛋白解体。我们的观点是磁场破坏破骨细胞的

极性，干扰其中溶酶体定向输运，影响其中微管蛋白

排列，解聚微管和微丝结构，这也解释了破骨细胞在

磁场下不能形成主要成分是微管和微丝皱折缘的主

要原因。

在进行兔破骨细胞体外培养和吸收骨片功能的

实验中，可见正常环境下对骨片进行吸收，形成许多

小坑的破骨细胞。但经磁场处理后，培养细胞裙边

消失，细胞变形并迅速凋亡，因此丧失吸收骨组织的

能力，故骨片上吸收小坑显著减少，而且相对强的磁

场作用更佳。综上所述，磁场促进骨髓基质细胞向

成骨方向分化，促进成骨细胞可以促其增殖和成熟，

抑制破骨细胞增殖和功能。但骨代谢中成骨和破骨

作用是一个动态平衡的过程，骨质在不断的形成和

破坏中完成自己的新陈代谢。所以在磁疗中，无论

是对骨质疏松还是骨折愈合，曝磁时间和磁场强度

均十分重要，只有找到合适的窗口期，科学合理的使

用磁疗，才会达到良好的治疗效果，这正是磁疗的关

键所在。
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