
􀅰基础研究􀅰

超短波对间充质干细胞粘附增殖
及成骨能力的影响

刘玲　 陈祢　 王宝兰

新疆医科大学第一附属医院康复医学科　 ８３００５４
通信作者:王宝兰ꎬＥｍａｉｌ:ｗａｎｇｂａｏｌａｎ６６＠ １６３.ｃｏｍ

　 　 【摘要】 　 目的　 观察鼠骨髓间充质干细胞( ｒＭＳＣｓ)受超短波作用后其粘附、增殖及成骨分化能力的变

化ꎮ 方法　 将 ｒＭＳＣｓ 置于超短波理疗仪上ꎬ以每日 １ 次、每次 １５ ｍｉｎ 的条件进行处理ꎬ１ ｄ 后检测细胞早期粘

附能力ꎬ２ ｄ 后借助倒置荧光显微镜观察细胞形态ꎬ１ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 检测细胞增殖能力ꎬ７ ｄ 后检测成骨相关基因

骨桥蛋白(ＯＰＮ)表达量ꎮ 结果　 与未经超短波处理的对照组相比ꎬ接受超短波处理的超短波组早期细胞粘附

数量为前者的 １.８ 倍(Ｐ<０.０５)ꎻ２ ｄ 后超短波组比对照组细胞的伪足数量多ꎬ伪足铺展范围大ꎻ超短波组细胞

连续培养 ７ ｄ 后ꎬ与对照组相比ꎬ其增殖能力提升(Ｐ<０.０５)ꎬＯＰＮ 表达上调(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 超短波能影响

ｒＭＳＣｓ 的早期粘附能力和形态ꎬ能促进其增殖和向成骨方向分化ꎮ
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　 　 目前ꎬ我国人口老龄化趋势加剧ꎬ牙齿缺失患者日
益增多ꎬ种植牙因其舒适、美观、微创、咀嚼效能高等优
点备受老年人欢迎ꎬ但种植牙的成功率和临床使用期
限有赖于种植体周围骨组织的再生速度和质量ꎬ所以
探寻促进头面部骨组织再生的新途径将会让很多牙齿
缺失患者受益ꎮ 以往研究报道ꎬ五官超短波电疗仪在
消炎镇痛、创面愈合以及神经康复等方面疗效显
著[１￣４]ꎬ但其对骨组织及其相关细胞影响的研究甚少ꎮ

本研究采用超短波作用于 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠骨
髓间充质干细胞 ( ｒａｔ ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓꎬｒＭＳＣｓ)ꎬ观察超短波对 ｒＭＳＣｓ 细胞粘附、细胞形
态、细胞增殖及成骨分化能力的影响ꎬ探讨超短波能否
在促进神经康复、消炎镇痛及创面愈合的同时ꎬ还能促
进干细胞向受损部位粘附及骨组织形成ꎬ旨在为需要
骨及软组织再生的患者探寻一条无创、经济、安全、快
速的康复之路ꎮ
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材料与方法

一、实验动物、试剂和仪器
ＳＤ 雄性大鼠ꎬ质量 ３０ ~ ５０ ｇꎬ购自新疆医科大学

动物实验中心ꎬα￣ＭＥＭ 培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅꎬ美国)ꎬ胎牛
血清(中国)ꎬ流式细胞仪(美国)ꎬＣＤ９０、ＣＤ３４ 单克隆
抗体和 ＦＩＴＣ 标记的二抗(美国)ꎬＣＣＫ￣８(日本)ꎬ倒置
相差显微镜及照相系统(德国)ꎬ酶联免疫仪(美国)ꎬ
ＤＬ￣ＣＩＩ 型超短波电疗机(中国)ꎮ

二、实验细胞鉴定及分组
１. 细胞组织来源鉴定:采用全骨髓培养法获取

ｒＭＳＣｓꎬ取第 ２ 代细胞ꎬ消化ꎬ重悬后ꎬ分别加入单克
隆抗体 ＣＤ９０、ＣＤ３４ 及经 ＦＩＴＣ 标记的二抗ꎬ在 ３７ ℃
细胞培养箱中培育 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ用 ０.５ ｍｌ 预冷磷酸盐
缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ) 将细胞重
悬ꎬ用流式细胞仪检测干细胞表面标记物ꎮ 经鉴定
确定为间充质来源的干细胞后ꎬ取第 ２ ~ ４ 代细胞用
于本实验ꎮ

２.实验分组:将 ｒＭＳＣｓ 接种到培养板上后ꎬ随机分
为超短波处理组(超短波组)和对照组ꎮ 在预设的时
间点ꎬ将两组细胞转移至 ＤＬ￣ＣＩＩ 型超短波电疗机中ꎬ
超短波组每日给予 １ 次电流 ５０ ｍＡ、１５ ｍｉｎ 微热量超
短波处理ꎬ共持续 ７ ｄꎮ 同时ꎬ也将对照组转移到另一
台相同的超短波电疗机中ꎬ但不打开电源ꎬ无超短波输
出ꎬ每日放置 １５ ｍｉｎꎬ同样持续 ７ ｄꎮ 本实验中所使用
的 ＤＬ￣ＣＩＩ 型超短波电疗机输出功率为(５０±２０％)Ｗꎬ
使用电源为交流电、２２０ Ｖ、５０ Ｈｚꎬ工作频率为４３ ＭＨｚꎬ
所输出的连续式超短波波长为６.９７７ ｍꎮ 电疗机工作
的环境温度要求 ５ ℃ ~ ４０ ℃ꎬ相对湿度≤８０％ꎮ 电疗
机上两个相对放置的圆形电极板间距 １５ ｃｍꎬ长度为
１２.８ ｃｍ 的细胞培养板用绿色无菌铺巾包被后ꎬ至于两
电极板中间ꎬ详见图 １ꎮ

图 １　 ＤＬ￣ＣＩＩ 型超短波电疗机工作图

三、实验方法及观察指标
１.细胞粘附:将第 ２ 代 ｒＭＳＣｓ 制成单细胞悬液ꎬ以

１×１０３ / ｍｌ 的密度接种于 ２ 块 ２４ 孔板中ꎬ随机标记为
对照组和超短波组ꎬ放入 ３７ ℃ 细胞培养箱中孵育

３０ ｍｉｎ后ꎬ将两组细胞按照实验分组中设置的条件ꎬ放
入超短波电疗机中处理 １５ ｍｉｎꎬ吸弃培养液ꎬ用 ＰＢＳ
轻柔漂洗ꎬ去除尚未粘附的细胞ꎮ 已经粘附于培养板
上的细胞用 ７５％酒精固定后ꎬ加入 ４′ꎬ６￣二脒基￣２￣苯
基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬＤＡＰＩ) 染液染
色５ ｍｉｎꎬ标记细胞核ꎮ 吸弃多余染液ꎬＰＢＳ 清洗后ꎬ将
细胞转移到荧光显微镜下ꎬ随机选 ５ 个视野拍照ꎬ采用
Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件记录粘附细胞数量ꎮ

２. 细胞形态观察:在新 ２４ 孔板中接种密度为 ２×
１０４ / ｍｌ 的细胞悬液ꎬ在细胞培养箱中孵育 ２４ ｈ 后ꎬ其
余处理方法同实验分组ꎬ在经超短波处理的第 ２ 天ꎬ每
组随机选择 ４ 孔细胞ꎬＰＢＳ 漂洗 ３ 次后ꎬ于倒置荧光显
微镜下观察各组细胞形态并拍照ꎮ

３.细胞增殖:将密度为 ２×１０３ / ｍｌ 的 ｒＭＳＣｓ 细胞悬
液接种到 ９６ 孔板中ꎬ孵育 ２４ ｈ 后ꎬ处理方法同实验分
组ꎮ 分别在接受超短波电疗处理后的第 １、３、７ 天ꎬ
ＰＢＳ 漂洗细胞 ３ 次ꎬ避光条件下加入配置好的 ＣＣＫ￣８
检测液 １００ μｌ /孔ꎬ每组设 ４ 个复孔ꎬ放入 ３７ ℃细胞培
养箱中孵育 ２ ｈꎬ酶标仪 ４５０ ｎｍ 波长处检测各孔吸光
度(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)值ꎮ

４. 基因表达检测:将 ｒＭＳＣｓ 细胞悬液以 ３×１０５ / ｍｌ
的密度接种于 ６ 孔板ꎬ处理方法同实验分组ꎬ在第 ７
天ꎬ吸弃原培养液并漂洗细胞后ꎬ每孔加入 １ ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌꎬ
提取细胞总 ＲＮＡꎬ按照 ２ μｇ 反转 ２０ μｌ 体系反转录
ｍｉＲＮＡꎬ采用逆转录￣聚合酶链式反应 ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ￣ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)检测成骨
相关基因骨桥蛋白(ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎꎬＯＰＮ)的表达水平ꎮ 通
过公式 Ｘ ＝ ２－ΔΔＣｔ计算超短波组的 ＯＰＮ 经 ＧＡＰＤＨ(内
参)校正后相对于对照组的相对表达量ꎮ

四、统计学方法
使用 ＳＰＳＳ ２２.０ 版统计学软件进行数据分析ꎬ实

验所得数据以(ｘ－ ±ｓ)表示ꎬ两组样本间细胞计数及相
对表达量的比较均需先进行正态性检验ꎬ数据满足正
态性及方差齐性ꎬ采用两样本 ｔ 检验进行统计学检验ꎬ
Ｐ<０.０５表示差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、实验细胞组织来源鉴定
流式细胞仪检测显示:采用全骨髓培养法获取的

细胞ꎬ 阳 性 表 达 间 充 质 干 细 胞 表 面 标 记 ＣＤ９０
(９９.１％ )ꎬ 阴 性 表 达 造 血 干 细 胞 表 面 标 记 ＣＤ３４
(１.６％)ꎬ符合间充质来源的干细胞特征ꎮ

二、超短波对干细胞粘附能力的影响
将两组 ｒＭＳＣｓ 培养 ３０ ｍｉｎꎬ给予 １５ ｍｉｎ 的超短波

处理后ꎬ用 ＤＡＰＩ 染液将粘附于培养板上的 ｒＭＳＣｓ 细
胞核进行染色ꎬ成功染色的细胞核表现为图 ２ 中亮蓝
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色的点ꎬ每个亮点代表 １ 个粘附于培养板上的细胞ꎮ
如图 ２ 所示ꎬ超短波组早期细胞粘附数量明显多于对
照组ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件记数两组粘附细胞数量并统计ꎬ
结果显示超短波组早期细胞粘附数量为对照组的 １.８
倍(图 ３)ꎬ两组早期细胞粘附数量比较ꎬ差异有统计学
意义(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２　 ｒＭＳＣｓ 细胞培养 ３０ ｍｉｎ 后细胞核荧光染色照片(ＤＡＰＩ 染色ꎬ×４０)

图 ３　 ｒＭＳＣｓ 细胞培养 ３０ ｍｉｎ 后细胞粘附数量

三、超短波对干细胞形态的影响
经超短波处理 ２ ｄ 后ꎬ显微镜观察结果如图 ４ 所

示ꎬ对照组细胞形态均一ꎬ大多呈细长的长梭形ꎻ超短
波组细胞中ꎬ除长梭形细胞外ꎬ还出现了较多多边形细
胞(图 ４ 红色箭头所示)ꎬ且与对照组细胞相比ꎬ超短
波组纤长的细胞伪足数量增多ꎬ伪足铺展范围也更大
(图 ４ 黄色箭头所示)ꎮ

图 ４　 超短波对 ｒＭＳＣｓ 细胞形态的影响(×４０)

四、超短波对干细胞增殖能力的影响
经超短波处理 １ ｄ 和 ３ ｄ 时ꎬ超短波组细胞数略高

于对照组ꎬ但两组细胞增殖无明显差异(Ｐ>０.０５)ꎻ经
超短波处理 ７ ｄ 时ꎬ与对照组相比ꎬ超短波组的细胞数
明显(Ｐ<０.０５)增多ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ５　 超短波对 ｒＭＳＣｓ 细胞增殖的影响

五、超短波对干细胞成骨相关基因表达的影响
ＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ经超短波处理 ７ ｄꎬ超短

波组细胞成骨基因 ＯＰＮ 的表达水平显著高于对照组
(Ｐ<０.０５)ꎮ 详见图 ６ꎮ

注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５
图 ６　 超短波对 ｒＭＳＣｓ 成骨相关基因 ＯＰＮ 表达的影响

讨　 　 论

五官科超短波理疗仪可以形成 ２０ ~ ４３ ＭＨｚ 的高

频电磁场ꎮ 电磁场对软组织及硬组织的再生作用主要

体现在以下几个方面ꎮ 首先ꎬ组织再生需要足量的细
胞才能进一步分化成各类组织ꎬ而电磁场恰恰可以促

进细胞的增殖ꎮ 研究表明ꎬ外加磁场能影响成骨细胞

系 ＭＣ３Ｔ３￣Ｅ１ 的形态、增殖、凋亡和周期[５]ꎻ将大鼠成

骨细胞置于不同强度磁场中 ７ ｄꎬ结果显示 ３００ Ｇｓ 的

磁场可以显著促进成骨细胞的增殖[６]ꎮ 把人间充质

干细胞放入 ４００~４５０ ｋＨｚ 的高频电场中ꎬ发现高频电
场在不影响人间充质干细胞多向分化潜能的前提下ꎬ
还可以上调干细胞增殖基因 ＰＣＮＡ 的表达ꎬ促进肌肉

骨骼损伤区域干细胞的增殖[７]ꎮ 在本实验中ꎬｒＭＳＣｓ
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经超短波处理后ꎬ其细胞增殖得到了促进ꎮ 在骨及软
组织缺损部位ꎬ干细胞在不降低其成骨等多向分化潜
能的基础上ꎬ增殖进一步得到强化ꎬ干细胞分化出的骨
组织和软组织数量增多ꎬ加快软硬组织的再生与愈合
也就比较容易实现ꎬ这对于急于修复颌面部缺损组织
的患者及急于用种植牙修复缺失牙的患者是有益的ꎮ

其次ꎬ电磁场能影响骨代谢多项进程ꎮ ＯＰＮ 可以
同多种整合素相结合ꎬ激发细胞与细胞间的粘附ꎬ增加
细胞与胞外基质间的物质交流ꎬ促进细胞迁移ꎬ减少细
胞死亡ꎬ增加免疫球蛋白的产量ꎬ诱导粘着斑激酶与桩
蛋白的磷酸化ꎬ改变细胞内钙水平ꎬ促进钙磷的沉
积[８￣１２]ꎮ 当 ＯＰＮ 缺乏时ꎬ干细胞成骨分化受到抑制ꎻ
当补充缺乏的 ＯＰＮ 后ꎬ干细胞分化方向逆转ꎬ表现为
成骨分化得到促进ꎬ成脂分化受到抑制[１３]ꎮ 有研究发
现ꎬ６０ ｋＨｚ 的高频电场可以诱导人脂肪来源的干细胞
向成 软 骨 方 向 分 化[１４￣１５]ꎮ Ａｓｇａｒｉｆａｒ 等 研 究 表 明ꎬ
５００ Ｖ、１０ ｋＨｚ 的高频电场不仅不会破坏骨组织结构ꎬ
还能够提高骨骼样本的抗压强度和韧性[１６]ꎮ 有研究
发现ꎬ高频电磁场可以促进骨与血管的生成ꎬ从而加速
骨折的修复进程[１７]ꎮ ｒＭＳＣｓ 向愈合部位迁移是骨形
成过程中的重要步骤ꎬ在骨愈合过程中ꎬ电磁场的存在
可以诱导干细胞向愈合部位迁移[１８]ꎮ 可见ꎬ在一定条
件下ꎬ电磁场可以优化骨的多项物理性能、促进骨与血
管的再生、促进干细胞向受损区迁移ꎬ加速骨折修复进
程ꎮ 也有学者在基因芯片技术辅助下ꎬ观察到电磁场
可使多种基因发生改变ꎬ且上调基因数居多[１５]ꎮ 所以
本实验将 ＯＰＮ 的基因表达量作为观察指标ꎬ发现超短
波能上调成骨相关基因 ＯＰＮ 的表达ꎬ对 ｒＭＳＣｓ 的成骨
分化具有积极影响ꎮ

电磁场作用于生物体ꎬ能引起两类生物效应ꎬ一类
是使其温度升高ꎬ并由此引起生理和病理变化ꎬ称为热
效应ꎻ另一类是指除热效应以外的方式改变生物生理
生化过程的效应ꎬ称为非热效应ꎬ如暴露在电磁场中ꎬ
生物大分子、细胞、组织与器官、整体出现生化和生理
反应ꎬ而生物体无明显升温[１９]ꎮ 本实验中通过超短波
形成的高频电磁场干预骨髓间充质干细胞的增殖、粘
附、分化、骨代谢等属非热效应ꎮ 有研究发现ꎬ电磁场
可以营造出等离子体环境ꎬ而非热效应生物等离子体
可以诱导成骨细胞系 ＭＣ３Ｔ３ 细胞向成骨分化并促进
新骨形成ꎬ但具体机制尚未阐明[２０]ꎮ 有研究表明ꎬ利
用磁场的非热效应可以诱导特定细胞凋亡ꎬ改变细胞
膜的结构和功能ꎬ影响动物免疫功能ꎬ改善肿瘤患者的
主观症状和生活质量ꎬ在治疗恶性肿瘤方面具有潜在
的应用前景[２１]ꎮ 关于电磁非热效应机制的研究假说
较多ꎬ有研究者认为电磁非热效应改变了细胞膜的信
号转导ꎬ从而减少离子通道的形成及开闭频率ꎻ有研究

者认为电磁非热效应是由于产生了自由基从而影响细
胞膜结构ꎻ也有学者认为电磁的非热效应是激活了控
制细胞代谢和生长的酶系统ꎬ导致相应的基因、细胞因
子发生改变ꎬ从而影响细胞的增殖分化及其相对应的
功能ꎻ还有学者认为电磁的非热效应是多种基因协同
调控及蛋白表达的结果[２２￣２４]ꎮ 遗憾的是ꎬ目前针对电
磁非热效应作用机理的研究尚不多ꎬ如何更充分合理
的利用电磁非热效应有待更深入的研究ꎮ

综上所述ꎬ超短波理疗仪形成的高频电磁场ꎬ通过
非热效应可以影响 ｒＭＳＣｓ 的形态ꎬ促进 ｒＭＳＣｓ 的粘附
及增殖ꎬ并诱导干细胞向成骨方向分化ꎮ 本研究通过
观察超短波对 ｒＭＳＣｓ 多项细胞行为的影响ꎬ初步证明
将超短波理疗仪应用到头面部大面积骨缺损的修复、
种植牙对缺失牙齿的修复、甚至各种骨折的愈合方面
具有可行性ꎬ为缩短患者因外伤所致的面部缺陷期ꎬ加
速骨折或种植牙等软硬组织修复进程提供了新思路与
新方法ꎮ
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