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脉冲电磁场抑制骨质疏松大鼠骨髓间充质干细胞
自噬的机制研究*
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摘要

目的：研究脉冲电磁场对骨质疏松大鼠骨髓间充质干细胞自噬的作用机制。

方法：24只雌性SD大鼠随机分为假手术组（Sham组）、去卵巢骨质疏松模型组（OVX组）、去卵巢骨质疏松模型+脉

冲电磁场组（PEMF组），每组8只。OVX组和PEMF组均通过切除双侧卵巢构建骨质疏松动物模型。PEMF组予以

脉冲电磁场干预，参数设置为频率8Hz，强度3.82mT，每次干预40min，每日1次，每周5天，共12周。ELISA法检测

各组大鼠血清中大鼠雌二醇（estradiol，E2）和骨碱性磷酸酶（bone alkaline phosphatase，BALP）水平，左胫骨行

HE染色，右胫骨行Micro-CT骨扫描及骨微结构定量分析，左股骨及第5腰椎行骨密度检测，右股骨骨髓间充质干

细胞采用RT-PCR和Western Blot检测Beclin 1、LC3、P62、Runx-2的mRNA和蛋白表达水平。

结果：脉冲电磁场治疗可提升E2和BALP水平，减少骨质流失。Micro-CT骨扫描和HE切片染色表明脉冲电磁场可

增加骨小梁数目、骨体积分数，降低骨小梁分离度，改善骨微结构。与OVX组比较，PEMF组的Beclin 1、LC3、P62

的mRNA及蛋白表达水平降低，Runx-2的mRNA及蛋白表达水平升高，差异具有显著性意义（P<0.05）。

结论：脉冲电磁场可能通过抑制骨髓间充质干细胞的自噬，促进骨形成，发挥抗骨质疏松的作用。
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Abstract
Objective：The aim of this study was to explore the mechanism of pulsed electromagnetic field-induced inhibi-

tion of autophagy on bone marrow mesenchymal stem cells in osteoporotic rats.

Method：Twenty- four female Sprague- Dawley rats were assigned randomly into sham operation group（Sham

group），ovariectomized model group （OVX group），ovariectomized model + pulse electromagnetic field group

（PEMF group），8 rats in each group. The bilateral ovariectomized was used to construct an animal model of os-

teoporosis animal models in OVX group and PEMF group. Rats in the PEMF group were exposed to PEMF

（3.8mT，8Hz，40min/day，5days/week，for 12weeks）. E2 and BALP were detected by ELISA in each group. The left

tibia was stained with HE and the right tibia was scanned by Micro-CT and quantitative analyzed of bone micro-

structure. The left femur and the fifth lumbar vertebrae were measured by the bone density. RT-PCR and Western

blot were used to detect the mRNA levels and the relative expression of Beclin1，LC3，P62 and Runx-2.

Result：Pulsed electromagnetic field could significantly increase E2 and BALP levels in serum，increase the
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随着老龄化趋势加剧，骨质疏松症（osteoporo-

sis，OP）的患病率逐年增长，已成为全球性的公共

卫生问题[1—2]，促进骨形成是防治骨质疏松症的关键

环节。骨髓间充质干细胞（bone marrow mesenchy-

mal stem cells，BMMSC）是具有自我增殖和成骨

分化能力的干细胞，是维持骨形成、骨重建以及保持

骨量必不可少的因素 [3]。研究发现，脉冲电磁场

（pulsed electromagnetic fields，PEMF）在减轻骨质

疏松性疼痛[4]、改善平衡功能[5]、降低跌倒风险[6—7]等

方面疗效确切，同时可以调控骨髓间充质干细胞成

骨分化活性，但具体作用机制尚不明确[8]。

自噬（autophagy）是指细胞通过形成自噬体膜，

包裹受损的细胞器或构象错误的蛋白质等，通过溶

酶体依赖途径分解，重新生成小分子物质和能量[9]。

研究证实，自噬是维持骨髓间充质干细胞内自我增

殖分化潜能的重要生物学机制[10]，与骨代谢密切相

关[11—12]。研究发现，在去卵巢大鼠中，雌激素水平的

下降可导致氧化应激后的活性氧堆积，激活细胞自

噬，启动自身清除实现再循环进程[13]。因此，脉冲电

磁场对骨髓间充质干细胞的作用是否与调控细胞自

噬有关是个值得探讨的问题。本研究旨在探讨脉冲

电磁场对骨髓间充质干细胞自噬作用的可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物与分组

实验动物是体质量为250g—300g的3月龄清洁

级SD雌性大鼠，购于湖南省斯莱克景达实验动物有限

公司（许可证号：SCXK（湘）2019-0004）。动物饲养室

的温度设置为20℃—25℃，相对湿度保持在50%—

60%，12h明暗交替，自由摄食饮水。实验所涉及的动

物操作严格遵循南华大学附属第一医院伦理委员会的

相关规定和准则。将大鼠随机分成 3组：假手术组

（Sham组）、去卵巢骨质疏松模型组（OVX组）、去卵巢

骨质疏松模型+脉冲电磁场组（PEMF组），每组各8只。

1.2 主要试剂及仪器

1.2.1 主要试剂：大鼠雌二醇（estradiol，E2）和骨

碱性磷酸酶（bone alkaline phosphatase，BALP）检

测试剂盒：上海酶联生物科技有限公司。Beclin 1

抗体（ab62557）、Runt 相关转录因子 2（runt-related

transcription factor 2，Runx-2）抗体（ab236639）：英

国 ABCAM 公司。LC3 抗体（#12741）、P62 抗体

（18420-1-AP）：美国 Proteintech 公司。mRNA 逆转

录试剂盒（CW2569）：中国北京康为世纪生物科技

有限公司。

1.2.2 主要仪器及设备：脉冲电磁场（FE-500A）：湖

南省永逸科技有限公司。台式高速冷冻离心机

（H1650R）：湖南湘仪实验室仪器开发有限公司。多

功能酶标分析仪（MB-530）：深圳市汇松科技发展有

限公司。荧光定量RCP仪（Thermo Pikoreal96）：美

国Thermo公司。

1.3 实验方法

1.3.1 动物模型构建：实验动物 SD 雌性大鼠称体

质量后，使用2%的戊巴比妥钠以40mg/kg的剂量行

腹腔注射麻醉。OVX 组及 PEMF 组大鼠均使用双

侧去卵巢术造模。麻醉成功后遵循无菌原则在背部

行长约 2cm的纵向切口，钝性分离肌层后找到双侧

卵巢，将卵巢与子宫连接处结扎切除，缝合消毒。3

个月后检测骨组织形态学，具有骨小梁数目减少、稀

疏断裂等病理改变的实验大鼠，则表明造模成功。

本研究共建模 18只，成功 16只。Sham组则结扎切

除双侧卵巢旁同体积的脂肪组织，设为对照组。所有

实验大鼠术后转至鼠笼常温常规饲养，定期手术部位

消毒，术后密切观察大鼠精神、活动及进食情况。

1.3.2 实验干预：本实验采用永逸科技FE-500A型

bone mineral density in OP rats. Micro-CT detection and HE section staining showed that pulsed electromagnet-

ic field could improve the trabecular bone microscopic parameters. Compared with the OVX group， PEMF

group showed the significantly decreased mRNA and protein expression levels of Beclin1，LC3，and P62，and

significantly increased Runx-2 expression level（P<0.05）.

Conclusion：The inhibition of osteoporosis induced by pulsed electromagnetic fields may be achieved through

inhibiting the autophagy of bone marrow mesenchymal stem cells and promoting bone formation.

Author's address Department of Rehabilitation，The First Hospital of Changsha City，Changsha，410005
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脉冲电磁场（湖南永逸科技有限公司），大小：

600mm×500mm×200mm，对 PEMF 组大鼠进行干

预，干预时大鼠放置在线圈中心区域，干预参数为：

频率 8Hz，强度 3.82mT，每次干预 40min，每日 1次，

每周 5天，共 12周。Sham组和OVX组大鼠以同种

方式放置在脉冲电磁场线圈中心区域，但不开启仪

器，放置时间及频次同PEMF组。

1.3.3 实验检测：①大鼠血清E2、BALP水平检测：

干预12周后，处死所有大鼠，取眼球血5ml，静置2h

后离心。取离心后的上层血清500μl行ELISA法检

测，具体实验步骤严格按照ELISA试剂盒产品说明

书进行，测定血清E2、BALP水平。②大鼠骨组织形

态学检测：麻醉处死大鼠后，取大鼠左胫骨放入40g/

L多聚甲醛中固定，并依次置于梯度乙醇溶液中脱

水，再经脱钙处理后，完成常规的石蜡包埋，冰冻切

片机切片，厚度约为4—6μm，常规行HE染色，封片

后于显微镜下观察骨组织形态。③大鼠骨密度检

测：干预结束后处死各组实验大鼠，取左股骨及第5

腰椎体用生理盐水浸泡过的湿纱布包裹，置于-20℃

冰箱中保存，以完成骨密度检测。左股骨及第 5腰

椎使用 Challenger 骨密度仪扫描（相关参数设置：

35keV 能量，等效电流 0.4mA，笔束束点大小：

1.2mm×1.2mm），采集左股骨全长及第5腰椎椎体的

骨密度。④Micro-CT骨扫描及骨组织定量分析：取

大鼠右胫骨行Micro-CT骨扫描，并完成松质骨骨组

织定量分析。使用QuantunGX软件完成样本扫描，

扫描数据及图像上传至Caliper Analyze系统分析，

计算松质骨骨体积分数（percent bone volume，

BV/TV）、骨小梁厚度（trabecular thickness， Tb.

Th）、骨小梁数目（trabecular number，Tb.N）、骨小

梁分离度（trabecular separation，Tb.Sp）等参数。

⑤各组大鼠骨髓间充质干细胞的自噬相关基因表达

检测：取大鼠右股骨骨髓完成 PR-PCR 检测：Trizol

提取右股骨骨髓组织总 RNA，以骨髓组织样品总

mRNA为模板，进行逆转录 cDNA，以 cDNA为模板

加入靶基因上下游引物，进行扩增，以β-actin为内

参，记录PCR仪测定的Ct值，计算2-ΔΔCt值（表1）。⑥
各组大鼠骨髓间充质干细胞的自噬相关蛋白表达检

测。称取 0.02g右股骨骨髓组织，并加入 200μl RI-

PA裂解液，裂解、研磨均匀。在4℃下将裂解组织离

心（参数设置：12000r/min；15min）。离心完成后，缓

慢吸取 1.5ml的离心上清液。10%的分离胶中加入

TEMED，电泳分离，转膜后封闭。分别加入 Beclin

1（1µg/ml）、LC3（1∶1000）、P62（1∶3000）、Runx-2（1∶

1000）和β-actin（1∶5000）一抗孵育90min后，洗膜加

二抗 HRP goat anti- mouse IgG（1∶5000）和 HRP

goat anti-rabbit IgG（1∶6000）室温孵育 90min，滴加

ECL液显色/曝光，将曝光后的底片扫描，并用quan-

tity one专业灰度分析软件进行分析。

1.4 统计学分析

使用SPSS 22.0软件进行统计分析，用均数±标

准差描述计量资料。当组间数据比较方差齐时，采

用单因素方差分析（one way-ANOVA）检验；组间数

据比较方差不齐时，采用 Dunnett T3 检验，以 P<

0.05为差异有显著性意义。

2 结果

2.1 各组大鼠骨组织形态学变化

HE染色观察 3组大鼠左胫骨松质骨骨小梁结

构，检测骨质疏松模型建立情况及脉冲电磁场治疗

效应（图 1）。光学显微镜下显示 Sham组骨小梁结

构完整。与Sham组对比，OVX组骨小梁稀疏断裂，

紊乱无序。PEMF 组对比 OVX 组显示骨小梁数目

增多，排列较规则并相互连接成网状。

2.2 各组大鼠血清E2、BALP水平的比较

与Sham组比较，OVX组的E2和BALP水平下

降，差异有显著性意义（P<0.05）；与 OVX 组对比，

PEMF组的E2和BALP水平升高，差异有显著性意

义（P<0.05）（图2—3）。

2.3 各组大鼠骨密度的比较

与 Sham 组对比，OVX 组左股骨及第 5 腰椎的

表1 引物序列

基因名称

Beclin1

LC3B

P62

Runx-2

Actin

序列

上游 GTGGCGGCTCCTATTCCATC
下游 GACACCCAAGCAAGACCCCA
上游 AACACAGCCACCTCTCGACCT
下游 ACACAACCCACACACGGCAG
上游 CTTTGATTTGAGGCACCCCGTA
下游 ATTCAACCGCCATGTGCTT
上游 CCACCCAGTAGCAAACCGAA
下游 GCATCAGACAAACACACGGAC
上游 ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC

下游 TACTCCTGCTTGCTGATCCAC

大小

106bp

125bp

179bp

173bp

223bp
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骨密度均下降，差异有显著性意义（P<0.05）；与

OVX组相比，PEMF组左股骨和第 5腰椎的骨密度

均增加，差异有显著性意义（P<0.05）（图4、5）。

2.4 各组大鼠的Micro-CT骨扫描分析及骨组织定

量的变化

2.4.1 各组大鼠的 Micro-CT 骨扫描分析：Sham 组

的骨小梁结构致密，排列规则；与 Sham 组相比，

OVX 组骨小梁稀疏，出现空腔改变；与 OVX 组相

对，PEMF组骨小梁数量增多，分布较致密，部分排

列呈网状改变（图6）。

2.4.2 各组大鼠的骨组织定量变化：与 Sham 组相

比，OVX 组 Tb.N、BV/TV 均减少，Tb.Sp 增加，差异

均有显著性意义（P<0.05）；而OVX组的Tb.Th虽减

少，但差异无显著性意义（P>0.05）。与 OVX 组相

比，PEMF组Tb.N、BV/TV增加，Tb.Sp减少，差异均

有显著性意义（P<0.05）；Tb.Th虽然增加，但差异无

显著性意义（P>0.05）（图7）。

2.5 各组大鼠骨髓间充质干细胞的自噬相关基因

表达的比较

与 Sham 组相比，OVX 组的 Beclin 1、LC3B 和

P62 的 mRNA 水平升高，差异有显著性意义（P<

0.05）。Runx-2 的 mRNA 水平下降，差异有显著性

意义（P<0.05）。PEMF 组的 Beclin 1、LC3B、P62 的

mRNA水平较OVX组降低，差异有显著性意义（P<

图1 各组实验大鼠骨组织形态学变化 （HE染色，×100）

Sham组 OVX组 PEMF组

Sham组 OVX组 PEMF组

Sham组 OVX组 PEMF组

图2 不同组别的E2浓度

图3 不同组别的BALP浓度

注：*与Sham组对比，P<0.05；＃与OVX组对比，P<0.05。

图4 不同组别的左股骨的骨密度
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图5 不同组别的第5腰椎的骨密度

注：*与Sham组对比，P<0.05；＃与OVX组对比，P<0.05。
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0.05）。另外，对比于OVX组，PEMF组的Runx-2的

mRNA水平升高，差异有显著性意义（P<0.05）（图8）。

2.6 各组大鼠骨髓间充质干细胞的自噬相关蛋白

的表达的比较

OVX组中Beclin1、LC3Ⅱ/Ⅰ、P62的蛋白表达水平

高于Sham组，差异有显著性意义（P<0.05）。与Sham

组对比，OVX组中的Runx-2的蛋白表达水平降低，

差异有显著性意义（P<0.05）。与 OVX 组相比，

PEMF组中的Beclin 1、LC3Ⅱ/Ⅰ、P62的蛋白表达水平

下降，差异有显著性意义（P<0.05）；Runx-2的蛋白表

达水平升高，差异有显著性意义（P<0.05）（图9）。

3 讨论

骨组织微结构是承载和分散应力负荷的关键因

素，而骨小梁是具有支撑作用、保持良好空间构筑的

特殊结构[14]。研究发现，雌激素减少的去卵巢大鼠

骨小梁结构的骨流失程度不一，松质骨中矿化程度

弱的骨小梁迅速减少或丧失，骨质疏松逐步进展时

骨小梁微结构可出现断裂、空腔的改变[15]。本实验

通过HE染色和Micro-CT骨扫描发现，OVX组大鼠

骨小梁多处断连，呈现出骨质疏松样的空腔表现，与

骨质疏松症的进程相吻合 [16]，表明本实验造模成

功。脉冲电磁场治疗后，骨小梁分布较致密，部分排

列成网状，提示脉冲电磁场能有效改善骨微结构。

骨密度值不仅是骨质疏松症的重要诊断依据，

也是骨质疏松性骨折独立的预测因子 [17]。鉴于

OVX大鼠皮质骨和松质骨骨质丢失的差异[18]，本实

验分别检测了皮质骨丰富的左股骨和松质骨丰富的

第 5腰椎的骨密度。本实验骨密度测量结果表明，

双侧去卵巢大鼠左股骨和第5腰椎的骨密度均明显

下降，符合骨质疏松症的诊断原则[19]。随着年龄的

增长和骨质疏松的进展，骨密度呈不可逆的下降趋

势。本实验的结果表明，脉冲电磁场可有效延缓骨

质流失、骨密度下降的进展，与相关临床研究一

致[20—21]，但无法逆转至正常骨量水平。

BALP 作为骨形成的标志物，其水平与骨髓间

图6 不同组别Micro-CT骨扫描显像图像

注：第一排为横断面，第二排为冠状面；A为Sham组；B为OVX组；
C为PEMF组；D为Sham组；E为OVX组；F为PEMF组。

Sham组 OVX组 PEMF组 Sham组 OVX组 PEMF组
0

T
b.

N（
m

m
-1 ）

200

150

100

50

* #

T
V

/B
V（

%
）

0.5

0.4

0.3

0.2

* #

0.1

0.0

Sham组 OVX组 PEMF组 Sham组 OVX组 PEMF组

图7 不同组别右胫骨骨组织定量分析

注：*与Sham组相比，P<0.05；＃与OVX组相比，P<0.05；ns两者之间无显著性意义，P>0.05。

T
b.

T
h（

μm
）

0.20

0.15

0.10

0.05

ns

0.00

ns

T
b.

S
p（

μm
）

0.3

0.2

0.1

0.0

* #

A

FED

CB

1355



www.rehabi.com.cn

Chinese Journal of Rehabilitation Medicine, Oct. 2023, Vol. 38, No.10

充质干细胞的成骨分化活性具有线性关系，对促进

骨基质的矿化沉积具有不可替代的作用[22]。本实验

研究结果显示，脉冲电磁场能增加BALP水平，促进

骨髓间充质干细胞的成骨分化活性。Runx-2是启

动成骨分化路径的关键转录因子[23—24]，是保证骨髓

间充质干细胞发挥成骨分化效应的重要因素[25]。本

研究发现，脉冲电磁场干预后能使Runx-2的表达增

加，提示脉冲电磁场在调控成骨分化相关的转录因

子方面具有一定潜力，值得进一步探索。

自噬是保证细胞内物质的循环再利用，维持细胞

稳态的重要途径[26]。研究发现，自噬相关基因通过调

控成骨转录分化因子如Runx-2、Osterix等介导调控

骨髓间充质干细胞成骨分化进程[27—28]。自噬具有双

重性，适度的自噬才是维持细胞稳态的关键，自噬过

度则可引发自噬相关性细胞死亡[29]。那么脉冲电磁

场对骨髓间充质干细胞自噬的调控究竟是何种效应

呢？本实验结果显示，脉冲电磁场干预后有效降低

Beclin 1、LC3和P62的表达水平，表明脉冲电磁场可

有效抑制骨髓间充质干细胞的自噬，从而为干细胞提

供成骨分化所需的适度自噬水平，但具体作用环节尚

未完全明确，在接下来的实验研究中有待开展。

目前国内外有关脉冲电磁场治疗骨质疏松症的

研究大部分集中在成骨细胞的分化机制及相关信号

通路等方面，尽管学者们从不同角度研究了脉冲电

磁场对骨质疏松症的影响，但是尚未见基于自噬的

角度探索脉冲电磁场对骨髓间充质干细胞的影响与

机制。本研究以骨髓间充质干细胞自噬为切入点，

凝练且新颖，可为脉冲电磁场治疗骨质疏松症的临

床实践提供全新的理论基础！

4 结论

目前，脉冲电磁场调控骨髓间充质干细胞成骨

分化的作用机制研究仍处于初步探索阶段。本项研

究从细胞自噬的角度出发，证实了脉冲电磁场可能

通过抑制去卵巢大鼠骨髓间充质干细胞的自噬发挥

抗骨质疏松的作用效应，但调控骨髓间充质干细胞

自噬的作用通路还需进一步研究。
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