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机械敏感离子通道Trpm7在LIPUS促进牙髓

间充质干细胞成骨分化中的作用机制的研究
姚欢  潘华锋  郑妍  章杰  李娅莎  吴梦云  杨珂*

(重庆医科大学附属儿童医院, 儿童发育疾病研究教育部重点实验室; 
儿童发育重大疾病国家国际科技合作基地, 儿科学重庆市重点实验室, 重庆市干细胞治疗工程技术研究中心, 

重庆市细胞生物工程技术有限公司, 重庆 400014)

摘要      该文主要研究低强度脉冲超声(low-intensity pulsed ultrasound, LIPUS)促进牙髓间充

质干细胞(dental pulp mesenchymal stem cells, DPSCs)成骨分化, 以及瞬时受体电位M7(transient 
receptor potential melastatin 7, Trpm7)在其中发挥的作用。培养人DPSCs, 流式细胞术检测其表面

分子标志表达, 阿利新蓝、茜素红及油红O染色检测其成软骨、成骨和成脂分化能力。ALP活性、

ALP染色和茜素红染色观察LIPUS促成骨分化的能力。实时定量PCR检测LIPUS处理组与对照

组成骨分化相关基因OPN、OCN、RUNX2表达的差异以及不同时间点两组Trpm7 mRNA表达水

平的变化。ALP活性检测LIPUS及不同浓度Trpm7抑制剂2-氨基乙酯二苯基硼酸(2-aminoethoxy-
diphenyl borate, 2-APB)对成骨分化能力的影响。实验分为对照组、LIPUS组、LIPUS+二甲基亚

砜(DMSO)组和LIPUS+2-APB组, ALP和茜素红染色观察各组成骨分化能力, Western blot检测各

组OPN、OCN和RUNX2的蛋白表达。结果显示, 成功培养DPSCs, LIPUS处理后ALP和茜素红阳

性染色明显增多, ALP活性增强(P<0.01); OPN、OCN、RUNX2的mRNA表达水平显著增加(P<0.05), 
LIPUS处理第2天和第5天Trpm7的mRNA表达水平有明显升高(P<0.05)。2-APB作用后明显下调

ALP活性(P<0.01)。LIPUS组、LIPUS+DMSO组与对照组相比, ALP和茜素红阳性染色以及OPN、

OCN与RUNX2的蛋白表达均显著增加, 而LIPUS+2-APB组较于LIPUS+DMSO组, ALP和茜素红

染色以及OPN、OCN与RUNX2的蛋白表达明显降低。该研究结果提示, LIPUS能够促进DPSCs的
成骨分化, 且Trpm7在这一过程中发挥着重要作用。
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Abstract       The purpose of this study was to investigate the role of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS) 
in promoting osteogenic differentiation of dental pulp mesenchymal stem cells (DPSCs) and the role of transient 
receptor potential M7 (Transient receptor potential melastatin 7, Trpm7) involved. The human DPSCs were cultured. 
The surface molecular markers were detected by flow cytometry. The alcian blue, alizarin red and oil red O staining 
were used to detect the chondrogenic, osteogenic and adipogenic differentiation ability. ALP activity, ALP staining 
and alizarin red staining were observed the ability of LIPUS to promote osteogenic differentiation. The Real-time 
quantitative PCR was used to detect the difference of OPN, OCN and RUNX2 expression in the LIPUS-treated 
group and the control group, and the mRNA expression levels of Trpm7 in the two groups were detected at different 
time points. ALP activity was used to examine the effect of LIPUS and different concentrations of Trpm7 inhibitor 
2-Aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) on osteogenic differentiation. The osteogenic differentiation ability was observed 
by ALP staining and alizarin red staining in control group, LIPUS group, LIPUS+DMSO group and LIPUS+2-APB 
group. The expressions of OPN, OCN and RUNX2 were detected by Western blot. The results showed the cultured 
cells were identified as DPSCs. In the LIPUS treatment group, ALP staining and alizarin red staining increased 
significantly, and the ALP activity enhanced (P<0.01). The mRNA expression of OPN, OCN and RUNX2 were sig-
nificantly increased (P<0.05). The mRNA expression of Trpm7 was significantly increased on the 5th day (P<0.05). 
2-APB significantly inhibited ALP activity (P<0.01). Compared with the control group, ALP staining, alizarin 
red staining and the protein expression of OPN, OCN, RUNX2 were significantly increased in LIPUS group and 
LIPUS+DMSO group. Compared to LIPUS+DMSO group, ALP and alizarin red staining, the protein expression of 
OPN, OCN, RUNX2 were significantly reduced in LIPUS+2-APB group. We concluded  that LIPUS can promote 
osteogenic differentiation of DPSCs, and the mechanically sensitive ion channel Trpm7 plays an important role in 
this process.

Keywords       low-intensity focused ultrasound; human dental pulp mesenchymal stem cells; Trpm7; osteo-
genic differentiation

作为骨折最主要的并发症之一, 骨折延迟愈合

和不愈合发生率较高, 目前最佳的治疗方法是自体

骨移植[1], 但我们仍需要寻找一种安全、并发症少

且无损伤的治疗方法。低强度脉冲超声(low-intensity 
pulsed ultrasound, LIPUS)由于其特有的物理学和生

物学机制, 不仅可以缩短骨折愈合时间, 而且可以有

效地治疗骨延迟愈合和骨不连[2], 以其安全、简便且

无侵害的优势应用于临床[3]。

牙髓间充质干细胞 (dental pulp mesenchymal 
stem cells, DPSCs)作为一种有潜能的干细胞, 具有较

高的增殖能力和多向分化潜能[4]; 其来源丰富, 无伦

理争议, 副作用小, 不会引起强烈的排斥反应, 还具

有免疫调控的作用。DPSCs作为一类优良的种子细

胞, 可能会为骨组织工程开辟一条新路[5]。研究发现, 
机械力能够特异性地诱导MSC向成骨分化[6], 而机

械作用正是LIPUS最基本的原发效应。有研究表明, 
LIPUS能促进骨髓间充质干细胞的成骨分化, 但具

体机制并不清楚[7]。而LIPUS是否也能促进DPSCs

向成骨方向分化, 目前尚无具体的报道。通道酶瞬

时受体电位M7(transient receptor potential melastatin 
7, Trpm7)是一种质膜钙通道, 具有机械敏感性, 参与

调节细胞多个生理进程[8], 并且Trpm7的缺陷会导致

骨形成的障碍[9]。故本实验将探讨LIPUS是否能促

进DPSCs的成骨分化以及在这一过程中Trpm7发挥

的可能作用, 以进一步理解LIPUS刺激MSCs成骨分

化的潜在机制。

1   材料与方法
1.1   主要试剂和仪器

低强度脉冲超声(LIPUS)仪由重庆融海超声

医学工程研究中心研制; 人牙髓间充质干细胞源于

本实验室保存; 另需α-MEM培养基(Hyclone)、胎

牛血清(Gibco)、β-甘油磷酸钠、地塞米松、抗坏

血酸(Solarbio)、3-异丁基-1-甲基黄嘌呤(IBMX)、
吲哚美辛、胰岛素、ALP染色试剂盒(BD)、1%
茜素红染液(pH4.2, Solarbio)、油红O染液(北京雷
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根生物技术有限公司)、ALP化学发光检测试剂盒

(BD)、 高纯度总RNA快速提取试剂盒(BioTeke)、
RealMaster Mix(TIANGE)、2-APB(Sigma aldrich)
和OPN、RUNX2、OCN、β-GAPDH抗体 (Sigma al-
drich)等。

1.2   方法

1.2.1   配制普通培养基、成骨及成脂培养基      含
10%胎牛血清的α-MEM培养基作为普通培养基; 成
骨培养基: 10%胎牛血清的α-MEM培养基+10 mmol/L 
β-甘油磷酸钠+0.1 μmol/L地塞米松+50 μg/mL抗坏

血酸C; 成脂培养基: 10%胎牛血清的α-MEM培养基

+1 μmol/L地塞米松+10 μg/mL胰岛素+200 μmol/L吲
哚美辛+0.5 mmol/L IBMX。  
1.2.2   设计分组及培养方法      将人牙髓间充质干

细胞以50%的密度接种于24孔板中, 相应处理如

下: 普通培养基每孔1 mL培养2天后, 每孔皆更换

为1 mL成骨培养基(以后成骨培养基持续培养), 每
隔3天换液。本研究中, DPSCs的培养均照此进行。

实验分为四组: 对照组、LIPUS组、LIPUS+DMSO
组和LIPUS+Trpm7抑制剂2-APB组。LIPUS组 : 照
射2 min/次; LIPUS+DMSO组: 照射2 min/次+0.02% 
DMSO; LIPUS+2-APB组: 照射2 min/次+75 μmol/L的
2-APB。本研究中, LIPUS每天早晚照射DPSCs 2次, 
DMSO与2-APB在每次换液时重加。

1.2.3   碱性磷酸酶(ALP) 活性检测      用PBS洗3次, 
24孔板每孔100 μL ALP裂解液常温裂解DPSCs 5 min; 
而后移至1.5 mL EP管, 13 000 r/min离心3 min; 在
新EP管中, 取上清液5 μL、1×LVPO Buffer 15 μL、
ALP底物5 μL, 共25 μL体系, 室温孵育30 min; 酶标

仪测各孔吸光度值, 检测细胞ALP活性。

1.2.4   实时定量PCR      ddH2O 4.5 μL、2.5×RealMaster 
Mix 7.5 μL、cDNA 2 μL及引物1 μL(15 μL体系), 用
Bio-Rad CFX Manager仪器进行检测。

1.2.5   碱性磷酸酶(ALP)染色      LIPUS处理细胞

7天, 如需染色8个孔(24孔板中), 则需配制2 mL的
ALP染色液(每孔250 μL)。AS-MIX 80 μL(总体积的

1/25)、ddH2O 2 mL、倒入FAST-BLUE至溶液淡黄

色即可。DPSCs用PBS洗涤2次后, 4%多聚甲醛固定

1 min, PBS再洗1次, 加入染色液工作液, 在37 °C孵箱

中孵育0.5 h, 镜下呈现蓝紫色染色时弃染色液, 加少

量PBS, 显微镜下拍照。

1.2.6   油红O染色      LIPUS处理细胞21天后, PBS清

洗细胞2次, 4%多聚甲醛固定1 min, PBS再洗1次, 加
油红O染液, 在37 °C孵箱中放置30 min, 吸出染色液, 
加少量PBS, 显微镜下拍照。

1.2.7   茜素红染色      LIPUS处理细胞21天后，PBS
清洗细胞2次, 4%多聚甲醛固定1 min, PBS再洗1次, 
加1%茜素红染液, 在37 °C孵箱中放置5 min, 镜下观

察到红色钙结节, 即可吸出染色液, 加少量PBS, 显
微镜下拍照。

1.2.8   阿利新蓝染色      细胞培养14天后, PBS洗
3次, 4%多聚甲醛固定15 min, 0.1% HCl溶液冲洗

5 min, 使pH值下降到1.0, 阿利新蓝染色30 min, 用
0.1% HCl溶液冲洗去除非特异性染色。自来水冲洗

5 min, 晾干后于倒置相差显微镜下观察。

1.2.9   Western blot       PBS洗涤细胞2次后, 每孔加

入上样缓冲液与电泳液SDS-PAGE 14׃的溶液200 μL, 
尽量刮干净细胞, 沸水煮蛋白15 min, 使蛋白完全变

性。每组取20 μL蛋白上样, 电泳后根据蛋白分子量

选择合适的切胶范围以及转膜时间, 电转时根据胶

的大小裁好同样大小的PVDF膜, 精准对齐, 半干转

膜。转膜完毕后TBST洗3 min×5次; 5%脱脂奶粉常

温封闭1 h, 加入一抗(1000 1׃稀释), 4 °C放置12~14 h, 
TBST洗3 min×5次, 再加入相应的二抗, 常温孵育1 h
后TBST洗3 min×5次, 显色液显色。

1.2.10   统计学处理      以上各项实验均进行3次重

复独立实验, 采用SPSS 17.0软件进行统计分析, 计
量资料数据以x

_
±s表示, 组间比较采用单因素方差分

析, P<0.05为差异具有显著性。

2   结果
2.1   人牙髓间充质干细胞的培养和鉴定

细胞贴壁生长, 胞体呈梭形或多边形, 胞体丰

满, 胞质均匀。流式检测细胞CD73、CD105和CD90
表达为阳性, 纯度分别为99.95%、96.12%、98.90%; 
CD34、CD45及HLA-DR等指标为阴性。成软骨诱

导分化14天, 阿利新蓝染色可见蓝色软骨组织; 成骨

诱导21天, 茜素红染色可见明显红色钙结节; 成脂诱

导21天油红O染色可见脂滴形成(图1)。
2.2   LIPUS促进DPSCs向成骨方向分化

LIPUS处理7天后进行ALP活性检测, LIPUS组
与对照组相比, ALP活性明显上升(P<0.01)。LIPUS
处理7天及21天后, 分别进行ALP及茜素红染色。图

2中ALP染色显示, LIPUS组阳性蓝紫色染色明显增
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A: 流式细胞检测DPSCs的表面分子标志表达(CD34、CD45、CD90、CD105、CD73和HLA-DR); B、D、F分别为阿利新蓝染色、茜素红染色、

油红O染色对照组图片; C: 阿利新蓝染色; E: 茜素红染色; G: 油红O染色。

A: flow cytometric detection of surface molecular marker expression (CD34, CD45, CD90, CD105, CD73 and HLA-DR) of DPSCs; B, D and F were 
control group images of aliline blue staining, alizarin red staining, and oil red O staining, respectively; C: aliline blue staining; E: alizarin red staining; G: 
oil red O staining.

图1   DPSCs表面标志抗原表达和分化能力检测

Fig.1   Detection of surface antigen expression and differentiation of DPSCs

A: LIPUS处理7天和21天后ALP和茜素红染色。B: ALP和茜素红染色的大体观察。C: LIPUS处理7天后ALP读数; **P<0.01, 与对照组相比较。

A: ALP and Alizarin Red staining after 7 and 21 days of LIPUS treatment. B: general observation of ALP and Alizarin Red staining. C: ALP activity 
after 7 days of LIPUS treatment; **P<0.01 compared with control group.

图2   LIPUS对DPSCs成骨分化的影响

Fig.2   Effect of LIPUS on osteogenic differentiation of DPSCs
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多; 茜素红染色显示, 与对照组相比, LIPUS组红色

钙结节显著增加。以上提示, LIPUS在早期及晚期

均促进DPSC向成骨方向分化。

2.3   LIPUS促进DPSCs成骨分化相关基因的表达

LIPUS处理7天后, 实时定量PCR检测成骨分

化相关基因OPN、OCN和RUNX2的表达。结果显

示 , 与对照组相比 , LIPUS组OPN、OCN mRNA表

达水平明显增加(P<0.05), RUNX2表达显著提高

(P<0.01), 证实LIPUS能够促进DPSC成骨分化相关

基因的表达(图3)。
2.4   LIPUS促DPSCs成骨分化过程中机械敏感离

子通道Trpm7表达增加 
实时定量PCR检测显示, 0天(刺激前)的对照组

与LIPUS组Trpm7表达并无明显差异。经LIPUS处理

2天及5天后, LIPUS组与对照组相比, 机械敏感离子

通道Trpm7表达明显增加(P<0.05), 提示在LIPUS促

进成骨分化这一过程中Trpm7表达升高(图4)。
2.5   Trpm7通道抑制剂2-APB抑制LIPUS促成骨

作用

 LIPUS处 理7天 后, ALP活 性 检 测 显 示 与

LIPUS+DMSO组相比, 75 μmol/L浓度ALP活性显著

降低(P<0.001), 而400 μmol/L浓度下降最为明显(图
5A)。考虑到200 μmol/L及400 μmol/L浓度对DPSC
的细胞毒性作用(P<0.05, P<0.001)(图5B), 不能作为

2-APB抑制LIPUS促成骨的有效浓度, 故后续实验选

取75 μmol/L作为实验浓度。

2.6   Trpm7通道抑制剂2-APB抑制LIPUS促早期

及晚期成骨分化

 LIPUS处理7天及21天后, LIPUS组、LIPUS+ 
DMSO组与对照组相比, ALP与茜素红染色可见阳

性蓝紫色染色与红色钙结节明显增多(图6)。Trpm7
通道抑制剂2-APB作用后, 染色明显减少(图6)。以

qRT-PCR检测LIPUS处理7天后细胞RUNX2、OPN和OCN mRNA的表达, *P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比较。 
qRT-PCR detected the expression of RUNX2, OPN and OCN mRNA in cells 7 days after LIPUS treatment, *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图3   实时定量PCR检测LIPUS处理对成骨分化基因RUNX2、OPN和OCN表达的影响

Fig.3   Effect of LIPUS treatment on the expression of osteogenesis gene RUNX2, OPN and OCN by Real-time quantitative PCR
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qRT-PCR检测LIPUS处理0、2、5天后细胞Trpm7 mRNA的表达, *P<0.01, 与对照组相比较。

The expression of Trpm7 mRNA was detected by qRT-PCR after 0, 2 and 5 days of LIPUS treatment, *P<0.01 compared with the control group.
图4   LIPUS处理下不同时间点Trpm7通道的mRNA表达

Fig.4   mRNA expression of Trpm7 channel at different time points under LIPUS irradiation
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图5   不同浓度Trpm7通道抑制剂2-APB对LIPUS促成骨ALP活性及DPSCs蛋白量的影响

Fig.5   Effects of 2-APB, a 7-channel inhibitor of different concentrations of Trpm, on LIPUS-induced 
bone ALP activity and hDPSCs protein content

图6   Trpm7通道抑制剂2-APB对LIPUS促早期及晚期成骨分化的影响

Fig.6   Effect of Trpm7 channel inhibitor 2-APB on LIPUS promoting early and late osteogenic differentiation
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3   讨论
骨折愈合的过程十分复杂, 包括血肿形成、机

化以及骨痂的形成和改建。骨质疏松、糖尿病、吸烟、

酗酒等危险因素也会影响骨折愈合, 每年仍有10%左

右的骨折病例最终会发生延迟愈合或骨不连[10]。为

此, 我们需要寻找更为安全高效的方法来加速骨折

愈合或治疗骨不连。

LIPUS作为一种生物物理疗法, 具有无辐射影

响、便于携带、速度快且费用更为经济等特点, 对
于新鲜骨折和骨折不愈合具有一定的治疗效果[2]。

临床研究表明, LIPUS能促进骨折修复并且加速骨

上提示, 抑制Trpm7通道可以降低LIPUS促早期及晚

期成骨分化的作用。

2.7   Trpm7通道抑制剂2-APB抑制LIPUS促成骨

分化相关基因的蛋白表达

Western blot检 测LIPUS处 理 及2-APB处 理14
天后对成骨分化相关蛋白OPN、OCN、RUNX2表
达的影响。结果显示, 与对照组相比较, LIPUS组、

LIPUS+DMSO组OPN、OCN、RUNX2蛋白表达量

明显增加, 而LIPUS+2-APB组与LIPUS+DMSO组相

比蛋白表达明显降低, 说明抑制Trpm7通道可以减

少LIPUS促成骨分化的作用(图7)。
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折愈合, 然而LIPUS发挥作用的机制却不清楚[11]。

LIPUS能够作用于MSCs, 影响其迁移、增殖、分化

等。有研究发现, LIPUS能够促进间充质干细胞向

成骨方向分化[7], 但具体机制并不清楚。

DPSCs是一种具有多向分化潜能的干细胞, 能
够分化为骨、软骨、脂肪、神经等细胞系类型[12], 
且免疫原性低还具有免疫调控作用。作为理想的种

子细胞, 通过组织工程方法引入骨组织损伤局部, 或
者应用外源性DPSCs注射于骨折部位, 体现了它在

再生医学研究中广阔的应用前景[13]。已有研究证

实, LIPUS能够促进 DPSCs的增殖[14], 且通过一些离

子通道发挥作用[15]。但LIPUS是否能提高DPSCs向
成骨细胞谱系分化, 目前仍未有报道。本实验首先

对细胞进行培养和鉴定, 说明其为人来源的DPSCs。
然后分为对照组和LIUPS组, 结果发现, LIUPS组
ALP阳性蓝紫色染色、茜素红红色钙结节较对照组

明显增多、ALP活性显著增加; qRT-PCR检测显示, 
LIPUS组OPN、OCN、RUNX2 mRNA表达水平明显

增加。以上说明, LIPUS能够促进DPSCs早期及晚期

成骨分化并且能提高成骨相关基因的表达, 证明了

LIPUS能够促进DPSCs的成骨分化。

胞内外的力学微环境和细胞机械力产生的机

械信号对调控MSCs形态结构和功能有着重要的影

响[16]。研究发现, 单一的剪切应力能够刺激MSCs
的成骨分化, 故机械应力促进MSCs向成骨方向分

化[6]。而机械效应是LIPUS最原发和最主要的效

应, 因此, LIPUS可能以声波压的机械力形式作用于

MSCs, 促进成骨分化。一些机械敏感离子通道蛋白

在MSCs中高表达, 这些特异性离子通道的表达能够

帮助MSCs对物理和化学环境变化产生应答, 对干

细胞命运的决定具有重要影响[17]。研究表明, 细胞

的一些机械感应通道能够响应LIPUS, 从而产生生

物学效应[18]。瞬时受体电位TRP通道mslastatin家族

第7号成员Trpm7, 是含有阳离子通道和蛋白激酶双

重结构的膜蛋白[19], 广泛分布于各种组织和器官中, 
能感应来自周围环境的多种刺激(如渗透压、温度、

机械等)且具有机械敏感性[8]。本实验经qRT-PCR检
测发现, 在LIPUS促进DPSCs成骨分化这一过程中, 
LIUPS组较对照组Trpm7表达显著提高, 提示Trpm7
参与了LIPUS促成骨分化的过程。

近来有研究表明, Trpm7的缺陷会加速软骨内

成骨和延迟膜内骨化[9]。Trpm7对机械力较敏感, 可
以快速感受压力和流体剪切力的作用, 上调成骨相

关基因的表达[20]。本实验发现, 应用Trpm7通道特异

性抑制剂2-APB处理后, 能明显抑制LIPUS促进成骨

分化的作用, ALP和茜素红染色以及OPN、OCN和

RUNX2的蛋白表达明显降低。这提示, 在LIPUS促
DPSCs成骨分化过程中, Trpm7通道发挥了关键的作

用, 抑制Trpm7通道可以降低LIPUS促早期及晚期成

骨分化的作用。胞内游离钙离子浓度变化是细胞接

受环境压力后的首要应答, 也是机械传导的重要生

物信号[8]。机械作用开放Trpm7通道, 其作为质膜钙

通道从而引起的胞内钙震荡是MSCs响应机械应力

的主要方式, 且这一过程可能是通过细胞骨架的被

动牵拉所致[21], 具体机制有待进一步探讨。

本实验提示LIPUS能够促进DPSCs的成骨分化, 
并发现Trpm7在LIPUS促DPSCs成骨分化的过程中

发挥一定作用。这一发现为LIPUS能够促进MSCs
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图7   Western blot检测LIPUS及2-APB对成骨分化相关指标蛋白表达的影响

Fig.7   Effect of LIPUS and 2-APB on protein expression of osteogenic differentiation markers detected by Western blot
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成骨分化这一理论提供了新的支持, 也为这一耐受

性良好、无创且操作简便的治疗方法在临床上的应

用奠定了理论及实验基础。
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