
牙髓干细胞（dental pulp stem cell，DPSC）具有

来源丰富、采集方便、免疫原性低、无伦理争议等优

点。该类细胞具有高度增殖能力、多向分化潜能及

自我更新的生物学特性，可以向成牙本质细胞、成

骨细胞、脂肪细胞、神经细胞等方向分化。因此，

DPSC在再生医学和组织工程修复中有着广泛的应
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［摘 要］ 目的：研究静磁场连续曝磁对牙髓干细胞增殖和分化的影响。方法：搭建静磁场下细胞培养装置，磁通强度

（35±5）mT，以常规培养的细胞为对照组。用扫描电镜检测磁场下与常规培养细胞的形态，以CCK⁃8检测细胞的增殖情况，同

时检测细胞的碱性磷酸酶活性，并进行茜素红染色以说明矿化物形成情况。结果：扫描电镜显示，磁性培养的细胞与常规培养

的细胞在形态上没有显著差异；磁场下与常规培养下的细胞增殖情况也没有差异；但是磁场下细胞的碱性磷酸酶活性显著增

高（P < 0.05），且矿化物的形成也显著增多（P < 0.05）。结论：静磁场连续曝磁对牙髓干细胞的形态和增殖没有影响，但促进了

其成骨方向的分化。
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［Abstract］ Objective：This stady aims to observe the effects of continuous exposure to static magnetic field（SMF）on the
proliferation and differentiation of dental pulp stem cells（DPSCs）. Methods：The magnetic cell culture set was used with the flux
intensity about（35 ± 5）mT. The normal cultured cells were used as control. The morphology of the cells was detected by scanning
electron microscopy（SEM）. The cell proliferation was detected by CCK ⁃ 8，and the alkaline phosphatase activity（ALP）was also
measured. Alizarin red staining（ARS）was used to detect the mineral synthesis. Results：There were no significant differences in SEM
images and cell proliferation between magnetic cultured cells and normal cultured cells，but the ALP activity of magnetic cultured cells
was significantly increased（P < 0.05），and the mineralization formation of cells under magnetic culture was significantly more than
that of normal cultured cells（P < 0.05）. Conclusion：Continuous exposure to SMF neither changed the cell morphology nor the cell
proliferation，but significantly promoted the differentiation of DPSCs.
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用前景［1］，探索其体外增殖和定向分化的条件是目

前的研究热点之一。

磁场作为一种外加物理因子，对组成机体的各

种类型细胞具有丰富的生物学效应［2］。近年来，磁

场已被证实能广泛影响机体骨代谢，并越来越多地

作为一种无创性生物物理手段运用在骨质疏松症

的治疗中［3］。电磁场、脉冲磁场都被报道可以促进

成骨类细胞的生长［4-5］，但静磁场对DPSC的作用国

内未见有研究报道。

本实验通过搭建静磁场细胞培养装置，建立了

静磁场下DPSC培养的实验模型，排除体内复杂生

物环境因素的影响，研究静磁场刺激对DPSC增殖

和分化的影响，为今后临床应用静磁场治疗骨缺

损、促进骨修复提供理论基础和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

人DPSC美国马里兰大学牙学院Pro Xu Hockin
惠赠）。DMEM培养基、胎牛血清、PBS（1×）、0.25%
胰酶（GBICO公司，美国），CCK⁃8（Enzo Biochem公

司，美国），碱性磷酸酶（alkaline phosphatase，ALP）
试剂盒（Wako Pure Chemical公司，日本），ALP染色

试剂盒（Kit 86C，Sigma公司，美国），蛋白定量试剂

盒Pierce BCA Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scien⁃
tific公司，美国）。扫描电镜（JSM⁃840，JEOL公司，

日本），酶标仪（Max M5，Spectra公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 静磁场装置和磁通密度检测

采用钕铁硼（Nd2 Fe14 B）永磁体阵列产生静磁

场，本实验中使用的磁场培养装置如图 1所示。将

HT20特斯拉计（上海亨通磁电科技有限公司）探头

平行于磁铁表面，测量每个磁场中间位置的磁场强

度，为（35 ± 5）mT。

1.2.2 实验分组

细胞增殖实验用完全培养基，细胞分化实验用

骨向诱导培养基。分为以下两组：①TCPS NC组：细

胞接种于孔板底，于37 ℃、5%CO2、100%湿度孵箱中

培养；②TCPS Mag组：细胞接种于孔板底，持续暴露

于如图 1的静磁场细胞培养装置中，于 37 ℃、5%
CO2、100%湿度孵箱中培养。

1.2.3 细胞形态观察

将细胞于 37 ℃、5%CO2、100%湿度孵箱中培养

4 d后，用PBS漂洗，再用 1%的戊二醛固定，酒精梯

度脱水，干燥并喷金，然后在扫描电镜下观察细胞

形态。

1.2.4 细胞增殖检测

细胞培养条件同前所述。在培养的1、4、7、14 d，
每孔加入含 10%CCK⁃8的培养基，在培养箱内孵育

2 h后，从各孔中吸取液体加入96孔板中，于酶标仪

上波长450 nm测试吸光度值。

1.2.5 ALP活性检测

细胞培养 7 d后进行ALP染色。吸弃培养基，

细胞用试剂盒提供的固定液固定1 min后加染液染

色20 min，然后在显微镜下拍照。在细胞培养的4、7、
14 d进行ALP活性检测。从孵箱中取出96孔板，用

PBS漂洗 3遍，每孔加入 50 μL 0.25% TritonX⁃100，
置于37 ℃孵箱2 h后加入100 μL 反应底物，再置于

37 ℃孵箱 2 h，用酶标仪于波长 405 nm测吸光度。

将测得的吸光度值除以蛋白定量检测值后进行统

计分析，以排除不同细胞数对ALP值的影响。

1.2.6 茜素红（Alizarin red staining，ARS）染色

细胞培养21 d后，进行钙结节茜素红染色和定

量检测。用PBS清洗细胞后，使用1%福尔马林固定

30 min，接着用2%茜素红染色45 min，然后再用PBS
清洗，最后拍照。使用10%的氯化十六烷基吡啶溶

液溶解矿化物，并在550 nm下检测吸光度值。用实

验组吸光度值除以对照组吸光度值得到实验组钙

化物形成量的相对增加倍数。

1.3 统计学方法

所有定量数据均采用统计分析软件 SPSS13.0
进行独立样本 t检验，结果以均数± 标准差（x ± s）的

形式表示，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 磁性培养对细胞形态的影响

用扫描电镜检测细胞常规培养和磁性培养 4 d
后的细胞形态，发现细胞已经完全铺展，呈现出典

型的长梭形，常规培养组与磁性培养组的细胞形貌

无显著差异（图2）。
2.2 磁性培养对细胞增殖的影响

在检测的 4个时间点，细胞增殖情况在 TPSC

图1 细胞静磁场加载装置结构示意图

Figure 1 The schematic illustration of cell culture setting
under static magnetic field

··192



TPSC NC

TPSC Mag

5 mm

矿
化

物
相

对
表

达
水

平

2

1

0

*

TPSC
NC

TPSC
Mag

A B
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图5 茜素红染色检测矿化物形成

Figure 5 Mineral synthesis detected by Alizarin red stain⁃
ing（ARS）

NC 组与 TPSC Mag 组之间均没有显著差异（P >
0.05，图3）。

2.3 磁性培养对细胞碱性磷酸酶活性的影响

骨向诱导 7 d后进行两组细胞的ALP 染色，结

果显示TPSC Mag组细胞的ALP 染色比TPSC NC组

染色显著加深（图4A）。同样，定量检测结果显示在

7 d和14 d时TPSC Mag组的ALP与TPSC NC组相比

有了显著提高（P < 0.01，图4B）。
2.4 磁性培养对细胞矿化物形成的影响

骨向诱导21 d后，检测两组中细胞的矿化结节

形成量。ARS染色结果显示与TPSC NC组相比，磁

性培养组内细胞的染色更深、矿化结节更厚（图

5A）。定量检测结果显示 TPSC Mag组的矿化结节

形成量与TPSC NC组相比有了显著提高（P < 0.01，
图5B）。
3 讨 论

TPCS作为一种有潜力的组织工程骨修复种子

细胞，目前尚存在分化方向不固定、分化效率偏低

的问题［6-7］。因此，找到合适的诱导条件促进其向成

骨方向分化、最终获得良好的骨修复效果，是目前

亟待解决的重要问题。

静磁场作为一种物理干预因子，能从多方面调

控成骨细胞活动，从而促进骨组织形成。已有文献

报道，静磁场对成骨细胞、骨髓基质干细胞等成骨

类细胞都可以发挥正向促进作用［8］。其可以促进骨

髓基质干细胞向成骨细胞分化；可以影响成骨细胞

骨架的改建和重组从而调控成骨；可以调节细胞因

子，如促进细胞 BMP⁃2的分泌，抑制 TGF⁃β1的表

达；并且可以促进细胞早期合成细胞外基质。此

外，还可以对破骨细胞产生负向抑制作用［9］。

目前国内尚无静磁场对TPSC成骨方向分化作

用的报道。本研究搭建了一个简单的静磁场下细

A：常规培养下的细胞形态；B：磁性培养下的细胞形态。

图2 常规培养和磁性培养4 d后的细胞形态（×500）
Figure 2 Cell morphology of 4 days after normal culture

and magnetic culture（×500）
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图3 细胞增殖情况的CCK⁃8检测

Figure 3 Cell proliferation results detected by CCK⁃8 test

A：7 d时细胞的ALP染色结果；B：在 4 d 、7 d、14 d时的ALP定

量检测结果。与TPSC NC组比较，*P < 0.05。
图4 碱性磷酸酶活性检测结果

Figure 4 Alkaline phosphatase activity results detected
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胞培养的装置，检测其对 TPSC增殖和骨向分化的

作用效果。静磁场是一种稳恒磁场，其磁场的强度

和方向保持恒定不变，作用的主要参数是磁场的强

度和作用时间。仇丽鸿等［10］报道不同强度（42、62、
83、108 mT）静磁场作用于大鼠成骨细胞24、48、72 h
后，各组出现不同程度的细胞增殖加快和ALP活性

增高。也有研究认为，静磁场对成骨细胞增殖无明

显的促进和抑制作用［11］。本研究中采用连续曝磁，

因此选用的静磁场强度更低一些，为（35 ± 5）mT。
结果发现在检测周期，即细胞接种后1~14 d，静磁场

对细胞增殖没有产生显著影响，即既没有促进也没

有抑制。在本研究中，通过扫描电镜检测了连续曝

磁 4 d后牙髓干细胞的形态，与常规培养的细胞相

比，并没有检测到细胞形态上的变化。可能是扫描

电镜无法检测到细胞微结构上的变化。因此，在进

一步的实验中考虑进行透视电子显微镜检测。

但是本实验中检测到静磁场对TPSC骨向分化

有显著促进作用，表现为ALP活性增强和矿化结节

形成量的增加。ALP参与骨基质的分泌和成熟阶段

的调节，是成骨细胞成熟、分化的早期标志酶，其表达

随着细胞分化、功能的活跃而增强，代表着细胞分化

的活跃程度［10］。矿化结节是成骨细胞分化成熟的标

志。细胞在分化过程中会分泌大量钙质［12］，其中含大

量磷酸钙沉淀。茜素红染色法是成骨细胞矿化结节

染色的主要方法，它可将矿化结节染成深红色。

不同曝磁方式及曝磁环境均可影响磁场对细

胞的效应。磁场间歇曝磁对细胞的增殖促进效应

可能是通过加速细胞周期的进展及降低静息期细

胞的比例而实现的［13］。连续曝磁的影响因素较间

歇曝磁可能要相对简单一些。但是，其生物学效应

还是磁场的各个参数与细胞共同作用的结果。因

此本实验中静磁场对TPSC作用的确切机制还需要

进一步的研究和探索。
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