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电磁场促进骨髓间充质干细胞体外诱导分化时细胞增殖

朱淑霞!，李永华!，宋治远!，罗向东&，仝识非! ) ) （第三军医大学西南医院：!心血管内科，重庆市介入心脏病学研究所；&全
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) ) 摘) 要：目的) 观察脉冲电磁场（*+,-./ .,.01234567.180 98.,/-，:;<=）对 $#氮胞苷（$#5>5）诱导大鼠骨髓间充质干细胞
（4.-.70?@45, -1.4 0.,,-，<AB-）向心肌样细胞分化时细胞增殖的影响。方法) $" C> 脉冲低频电磁场刺激 $#5>5 诱导后
D / 后的 <AB-，根据不同的感应强度分为 E、F、B组，每组根据作用时间的不同分为 % 个亚组；设未暴露 :;<=- 的细胞为
对照组。用 <GG法测定细胞增殖变化，用流式细胞技术检测细胞周期。结果) "H $ 4G和 ! 4G的感应强度下 &" I (" 487
细胞比对照组有显著性增殖，$ 4G作用 (" I J" 487以及 ! 4G作用 J" 487与对照组相比较呈显著性抑制。流式检测细胞
周期显示 "H $ 4G和 ! 4G在 &" I (" 487内可以引起细胞 A K L&M增高，各感应强度下作用 J" 487以及 $ 4G感应强度下
作用 &" 487以上均引起 A K L&M的下降。结论) $" C>脉冲低频电磁场 "H $ 4G和 ! 4G的感应强度下，作用 &" I (" 487
可通过引起诱导后的 <AB-周期中 A K L&M增高而促进它的增殖。
) ) 关键词：脉冲电磁场；骨髓间充质干细胞；增殖
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) ) 近年研究表明，骨髓间充质干细胞（4.-.70?@45,
-1.4 0.,,-，<AB-）被认为是组织工程中最理想的种子
细胞，具有多向分化潜能，其在体外可诱导分化为心肌

样细胞已被众多的实验所证实［! ‘ %］，但仍存在诱导分

化的心肌样细胞比率低、诱导条件不成熟等问题。已

有报道电磁场可以引起干细胞细胞增殖及细胞周期的

改变，并促进干细胞分化［$］，但目前国内外尚少见脉
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冲电磁场（ !"#$%& %#%’()*+,-.%(/’ 0/%#&$，1234）对
356$体外诱导分化为心肌样细胞影响的研究报道，本
研究旨在探讨 1234对 356$ 体外诱导分化心肌样细
胞时细胞增殖的影响。

!" 材料与方法

78 79 主要试剂与设备
9 9 :323 ; <,+47= 7 > 7 培养基（<?6#*.% 公司）、胎牛血清
4@5（<?6#*.% 公司）、,+!A*(%)/’/. @（5/-+, 公司）、1%)’*##分离
液（1),)+/,公司）、BC氮胞甘（BC,D,，5/-+, 公司）、可调试脉冲电
磁场刺激仪（由解放军后勤工程学院陈俊斌教授研制、第三军

医大学西南医院骨科许建中教授提供）。

78 =9 356$的分离、培养及纯化
9 9 取 = 月龄 E/$(,)大鼠（体质量 7FF G 7=F -，购自第三军医
大学实验动物中心），以 7H戊巴比妥钠过量麻醉致死，IBH乙
醇浸泡 7F +/.，无菌条件下取出胫骨、股骨，剪除两端骨骺，
1@5 冲洗胫骨、股骨骨髓腔，=FF 目滤网过滤骨髓液，
7 FFF ) ; +/.离心 B +/.，取沉淀加入 :323 ; 47= 重悬，轻轻叠加
到密度为 78 FIJ - ; +# 1%)’*## 分离液上，= BFF ) ; +/. 离心
=B +/.，收集单核细胞层，:323 ; 47= 洗涤 = 次，加入含 7FH胎
牛血清的 :323 ; 47= 重悬细胞沉淀，以（7 G K）L 7FK的细胞数

接种至培养瓶，在 JI M、饱和湿度、BH6N=孵箱内培养，细胞融

合 OFH时，F8 =BH胰酶和 F8 F7H2:PQ消化后以 7> =传代，相差
显微镜下观察。

78 J9 356$的体外诱导分化
9 9 取第 J 代356$以每孔 7 L 7FK个细胞接种于 =B ’+=的培养

瓶，第 J 天加入 7F !+*# ; R 的 BC,D, 孵育 =S A 后用 1@5 洗涤 =
次，并更换 7FH 4@5 的 :323 ; <,+47= 培养基继续培养 I &，
F8 =BH胰酶和 F8 F7H2:PQ消化分别种植于 TK 孔板和 K 孔板。

78 S9 不同频率 1234刺激 356$
9 9 取 BC,D,诱导后 I &的356以 B L 7FJ+# U7的细胞数接种 7J
块 TK 孔板，每板种 7F 孔，每孔 =FF !#，根据不同的场强 F8 B、7、
B +P分为 Q、@、6 组，每组按每天不同的作用时间 7F、=F、JF、
KF +/.又分为 7、=、J、S 亚组，设无磁场作用组为对照组（F +P，
F +/.）。将刺激组置于 1234$的 <%#+AVD线圈中，两线圈呈对
偶式，间距 7F ’+，经霍尔效应测磁仪测得场强均匀性及稳定性
良好。通过引线将线圈置于培养箱中，按各组不同要求设定场

强及频率，进行不同时间的刺激，作用 S &后进行细胞活性及细
胞周期检测。

78 B9 3PP法检测细胞活性
9 9 1234刺激 S &后，取出各组 TK 孔板，每孔加 7F !# 3PP溶
液避光孵育 S A；吸弃上清液，每孔加 :35N（二甲基亚枫）
7BF !#，振荡 =F +/.使结晶充分溶解。在 BBF 型酶联免疫检测
仪上（STF .+）测各孔的光吸收值［!（STF）］。

78 K9 流式细胞仪检测细胞周期
9 9 1234 作用 = 周后，取出各组 TK 孔板，用 F8 =BH胰酶 W
FX F=H2:PQ充分消化，吹打成单一细胞悬液，7 FFF ) ; +/. 离
心，IFH酒精固定后送检流式。经荧光染料染色后，流式细胞
仪 SOO .+波长检测，获得 :YQ 含量分布组分图细胞凋亡比

例。以增殖指数（!)*#/0%),(/*. /.&%Z，1V）分析 1234$ 对 356$
分裂增殖水平的影响。

78 I9 统计学分析
9 9 应用 5155 778 F 统计软件进行单因素方差分析。

#" 结果

=8 79 1234刺激对 356$生长状态的影响
9 9 原代细胞呈纺锤形以克隆集落方式迅速生长，传代后以分
布均匀方式生长。7F !+*# ; R的 BC,D,诱导 =S A后细胞数量和
生长特性未见明显改变，J & 后可见细胞变得细长、有序，胞质
颜色变深。诱导后 = 周可见 356 细胞逐渐变成长梭状，排列
具有方向性。F8 B +P作用 JF +/. 组比无磁场暴露对照组，细
胞密度增大，B +P作用 JF +/.组与对照组相比增殖减慢。

=8 =9 1234刺激对 356$增殖的影响
9 9 1234 作用 S & 对诱导后 356$ 增殖影响的结果显示，在
F8 B +P和 7 +P的感应强度下 =F G JF +/. 对细胞增殖与未暴
露 1234$ 对照组有显著性差异（" [ F8 FB），在 B +P 作用
JF +/.和 KF +/.以及 7 +P作用 KF +/.条件下与未暴露 1234$
的对照组相比较呈显著性抑制（" [ F8 FB），见表 7。

表 !" 不同电磁场强度作用不同时间对诱导后$%&’增殖
的影响［!（()*），" +!*，!# , $］

电磁场强度 F +/. 7F +/. =F +/. JF +/. KF +/.
F +P F8 =K= \F8 F7J U U U U
F8 B +P U F8 =KK \F8 F7T F8 =OF \F8 F7T, F8 J== \F8 F7K] F8 =BJ \F8 F=J
7 +P U F8 =IJ \F8 F7T F8 =OI \F8 FJJ, F8 =TJ \F8 F=K, F8 =JK \F8 F7O,

B +P U F8 =K= \F8 F7T F8 =BO \F8 F7I F8 =SF \F8 F7I, F8 =7O \F8 F77]

,：" [ F8 FB，]：" [ F8 F7，与 F +P比较

=8 J9 1234对 356$细胞周期的影响
9 9 通过流式细胞技术检测 1234 作用 7S & 后，BC,D, 诱导的
356$细胞周期变化详见表 =。不同 J 个磁场感应强度作用
7F +/.与对照组比较，5 W ^=H无明显差异；作用 KF +/.时各组
的 5 W ^=H均较对照组明显下降；B +P作用 =F、JF、KF +/.时 5
W ^=H也均较对照组明显下降；F8 B +P作用 JF +/.、7 +P作用
=F +/.时 5 W ^=H较对照组明显增高（" [ F8 FB）。

表 #" 不同电磁场强度和作用时间对诱导后$%&’的细胞
周期的影响（" +!*，-）］

电磁场强度与作用时间 ^7 5 W^= 电磁场强度与作用时间 ^7 5 W^=

F +P F +/. IS8 O7 =B8 7T 7 +P JF +/. IJ8 =I =K8 IJ
F8 B +P 7F +/. IS8 S= =S8 KO 7 +P KF +/. II8 JS ==8 KK,

F8 B +P =F +/. IJ8 77 =K8 OT B +P 7F +/. IB8 I= =B8 BO
F8 B +P JF +/. IF8 I7 =T8 =T, B +P =F +/. II8 I7 ==8 =T,

F8 B +P KF +/. IK8 SI =J8 BJ, B +P JF +/. IT8 SJ =F8 BI]

7 +P 7F +/. IS8 FJ =B8 TI B +P KF +/. OF8 FT 7T8 T7]

7 +P =F +/. IF8 JO =T8 K=,

,：" [ F8 FB，]：" [ F8 F7，与 F +P F +/.比较

." 讨论

9 9 电磁场因增加肿瘤的危险度而引起公众的广泛关
注。普遍认为电磁场的作用存在“窗效应”现象，即只

有在一定相对狭窄的强度（或频率）范围内，电磁场才
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具有生物学效应。

" " 细胞增殖是生物最根本的生命活动，是个体生长
和生命延续的基本保证，电磁场在有效窗口范围内的

刺激可以引起细胞的增殖和抑制，胡涛等［$］研究了低

频电磁场对人脐静脉内皮细胞（ %&’()*%+,-+ .%++，/0）
增殖的影响，结果显示磁场作用时间 1 23 4,& 时对
/0 的增殖具有促进作用，但随磁场作用时间的延长，
磁场对 /0 增殖的促进作用减弱，变为抑制作用。任
凯等［5］在研究 !3 67 工频电磁场对小鼠骨髓间充质干
细胞的增殖影响发现频率 !3 67、强度 2 48 的正弦波
电磁场能抑制体外培养的小鼠 9:0;的增殖。在正常
情况下，细胞遵循着一定的细胞周期，通过自我复制进

行增殖，磁场对细胞周期的影响主要表现在对细胞的

:、<2 期进程起促进或阻断作用，: 期或 <29 = : 期的
百分比作为增殖指数。赵敏等［!］发现在频率 >2 67、
场强>? > 48的 @/9A; 刺激 B * C ’，细胞增殖能力提高，
细胞周期发生了改变，实验组的 : 期比例较对照组增
高近 >D!# EF。本实验旨在探索 @/9A; 干预 !G-7- 诱
导 9:0;过程对细胞增殖、周期的影响。
" " H%%等［B］认为最有效的电磁场频率范围应接近机
体正常功能活动频率，故我们选用 !3 67的 @/9A;来
干预体外诱导分化。实验中我们采用 988 法检测细
胞增殖情况，用流式细胞仪检测细胞周期，一般把 :期
或者 <9 = :期的百分比作为增殖指数，来表征细胞的
增殖情况和合成速度的，:期细胞百分比升高，表明细
胞的 IJK合成适度增高，细胞增殖加速。在对 @/9A;
干预 !G-7- 诱导后的 9:0; 作用研究中，我们发现E ’
后 988 实验结果显示，3# ! 和 > 48 的感应强度下
23 L D3 4,& 对细胞增殖与未暴露 @/9A; 对照组有显
著性差异，在 ! 48作用 D3 4,&和 $3 4,&以及 > 48作
用 $3 4,& 条件下与未暴露 @/9A;对照组相比较呈显
著性抑制。>E ’ 时流式检测细胞周期提示在各感应
强度下作用 $3 4,&以及 ! 48感应强度下作用 23 4,&
以上均引起 : = <2F的下降，3# ! 48 和 > 48 在 23 L
D3 4,&内可以引起细胞 : = <2F增高。本实验结果显
示，在 @/9A的干预下，!G-7-诱导中 9:0;的增殖趋势

和周期中 : = <2F增多基本相符合，进一步证实了
!3 67的脉冲电磁场干预间充质干细胞向心肌的分化
过程中，在有效“窗”内引起的细胞增殖是通过改变细

胞周期中 : = <2F而实现的。
" " @/9A; 引起细胞生物学效应已被大量的实验所
证实，但其作用机制尚不明确。到目前为止研究认为

/9A;对细胞膜受体、结构及其成分和细胞间的缝隙
连接有影响，还可以改变热休克蛋白、钙电流、.K9@、
鸟氨酸脱氢酶而影响其生物学效应。另外有学者认为

电磁场可以通过直接和间接作用引起基因表达的变

化。M+-&N等［O］认为电磁场激活转录是通过对 IJK
上电子的影响，造成维系两个 IJK 之间的 6G铰链的
不稳定。这个机制和以前已经证实的电磁反应元件的

低电子亲和性相符合。
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血压计量单位恢复 !!"#表示法

" " 根据国家质量技术监督局和卫生部联合发出的质技监局量函［>OOB］《关于血压计量单位使用规定的补充通
知》的精神，血压计量单位恢复使用毫米汞柱（446U），但首次使用时应注明 446U 与千帕［斯卡］（N@-）的换算
系数（> 446U \3# >DD N@-）。
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