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摘要： 目的　观察不同强度静磁场对骨髓间充质干细胞（ＭＳＣｓ）增殖及细胞周期的影响。 方法　体外分离和培养大鼠 ＭＳＣｓ，
取第三代 ＭＳＣｓ，分为对照组与 ０畅００８Ｔ 磁场组、０畅３８Ｔ 磁场组、０畅４８Ｔ、０畅６８Ｔ 磁场组。 磁场组以 ２４ｈ 为曝磁时间间隔，隔天
ＣＣＫ-８法检测各组细胞增殖活力，流式细胞仪测定各组细胞增殖动力及细胞周期变化。 结果　０畅００８Ｔ、０畅３８Ｔ、０畅４８Ｔ，０畅６８Ｔ
静磁场间歇曝磁均能明显促进大鼠 ＭＳＣｓ 增殖活力（p ＜０畅０５），提高细胞的增殖速度和增殖指数。 ＭＳＣｓ 经 ０畅００８Ｔ、０畅３８Ｔ、
０畅６８Ｔ静磁场 ２４ ｈ间歇曝磁 ４ ｄ后，各磁场组细胞（Ｓ＋Ｇ２／Ｍ）期细胞比例均有不同程度显著提高（p ＜０畅０５，p ＜０畅０１）。 结论
　一定强度的静磁场间歇曝磁能够有效促进细胞增殖，降低 Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例。
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Abstract： Objective　To observe the effect of different intensity static magnetic fields（SMFs） on the proliferation and cell cycle
by rat bone marrow mesenchymal stem cells （BMSCs）．Methods　The rat BMSCs were isolated and cultured in vitro．The ３ rd

passage of BMSCs were selected and divided into ５ groups： control group， ０畅００８T SMFs group， ０畅３８T SMFs group， ０畅４８T SMFs
group， and ０畅６８T SMFs group．The interval was ２４ hours．The proliferation activity of BMSCs was detected using CCK-８ method
every other day．The proliferation kinetics and cell cycle of BMSCs were detected using flow cytometry．Results　Compared with
that in control group， the proliferation of BMSCs in ０畅００８T SMFs group， ０畅３８T SMFs group， ０畅４８T SMFs group， and ０畅６８T
SMFs group increased significantly （ P ＜０畅０５）， and the proliferation frequency and proliferation index also improved．The
percentage of cells at the S ＋G２／M phase increased significantly to some extent after ２４h interval exposure to ０畅００８T， ０畅３８T， and
０畅６８T SMFs for ４ days （P ＜０畅０５， P＜０畅０１）．Conclusion 　Interval exposure to certain intensity SMFs can effectively promote
the proliferation of rat BMSCs and decrease the percentage of cells at the G０／G１ phase．
Key words： Static magnetic fields； Bone marrow mesenchymal stem cells； Proliferation； Cell cycle

　　骨髓间充质干细胞 （ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ，
ＭＳＣｓ）是来源于骨髓基质的一种干细胞，具有自我
更新能力和多向分化潜能，可分化为成骨细胞、成软
骨细胞、脂肪细胞、内皮细胞、等多种类型的细胞，
ＭＳＣｓ强大的自我更新能力和多向分化潜能使其成

为目前公认的组织工程和再生医学中非常具潜力的

种子细胞
［１，２］ 。 近年来，磁场已被广泛证实能影响

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。 本实验室的前
期研究发现特定参数的磁场能够促进放化疗损伤小

鼠的造血修复；促进大鼠成骨细胞的生长，抑制破骨
细胞，对于骨质疏松有较好的干预效果［３-７］ 。 ＭＳＣｓ
既是成骨细胞的前体细胞，又是造血微环境中的重
要组成部分，对于骨髓造血微环境的维持及骨生成
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具有关键的作用。 那么，不同强度的静磁场对 ＭＳＣｓ
的增殖和周期变化直接发挥怎样的影响，我们对此
作了初步的探索。

1　材料与方法
1畅1　主要试剂

改良型α-ＭＥＭ 培养基（Ｈｙｃｌｏｎｅ），新生牛血清
（Ｎｅｗｂｏｒｎ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ， ＮＢＳ）（Ｈｙｃｌｏｎｅ），ＣＣＫ-８（日
本同仁），胰蛋白酶（Ｈｙｃｌｏｎｅ），青霉素（Ｓｉｇｍａ），链
霉素（ Ｓｉｇｍａ），ＣＦＤＡ-ＳＥ 细胞增殖及追踪试剂盒
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），碘化丙碇（ＢＢＩ）．
1畅2　实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠 ８ 只，６-８ 周龄，体重 １８０ ～
２４０ｇ，雌雄不限，由广东医学实验动物中心提供。
1畅3　静磁场：

采用方形和夹层型恒定永磁体，以高斯计测量
磁体表面各位置磁场强度，磁体经 ７５％乙醇灭菌处
理后放于培养箱内。
1畅4　实验方法
1畅4畅1　ＭＳＣｓ 的分离：将大鼠引颈脱臼处死后，用
７５％的酒精浸泡消毒 １０ ｍｉｎ，无菌条件分离出股骨
和胫骨，分别剪开股骨与胫骨两端，用注射器抽取约
１０ ｍｌ含 １０％ＮＢＳ的α-ＭＥＭ培养基冲洗骨髓腔，吹
打骨髓冲洗液，制备成骨髓细胞悬液，２００ 目筛网过
滤，将滤液以改良型 α-ＭＥＭ 培养基 ＋１０％ＮＢＳ 接
种于培养瓶内，置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱中静

置培养。 ３ 天后全量换液，以后每 ２ ～３ 天全量换
液。 待细胞长至 ７０％ ～８０％汇合，０畅２５％胰酶消化
传代培养。 流式细胞仪检测 ＭＳＣｓ 表面标志 ＣＤ４５，
ＣＤ９０及 ＣＤ７３的表达率，并进行其脂肪细胞、软骨
细胞及成骨细胞分化能力鉴定，证明其为间充质干
细胞。
1畅4畅2　细胞曝磁处理：取对数生长期 Ｐ３代细胞，以
１ ×１０５ ／ｍＬ 的浓度接种于 ９６ 孔板，每孔 １００ μｌ，设
实验对照组（没有经过曝磁处理的细胞悬液）、空白
对照（加与细胞悬液等体积的无细胞培养基，用于
调零）和曝磁组，各组设 ３ 个重复孔，磁场组细胞接
种于细胞培养板后，置于培养箱中的方形或者夹层
型恒定永磁体上曝磁 ２４ ｈ后取出，脱离磁场培养２４
ｈ后再重新放进磁场中，对照组在另一同样条件培
养箱培养。
1畅4畅3　ＣＣＫ-８（Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ-８）法检测细胞增
殖活力： 曝磁期间，各组细胞每 ４８ｈ 采用 ＣＣＫ-８ 检
测细胞活力。 每孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ-８ 溶液，置于

３７℃，５％ＣＯ２ 细胞培养箱内避光培养 ３ｈ 后，震荡 ５
分钟，酶标仪检测 ４５０ ｎｍ 处吸光度值（ＯＤ）。 实验
重复三次以上取平均值，数据进行统计学处理并作 t
检验。
1畅4畅4　流式细胞仪检测细胞增殖动力学：将细胞以
２ ×１０５

个／ｍｌ接种于 ２４孔板，贴壁培养 ２４ ｈ后，去
除培养基，加入预热至 ３７℃的 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，然后
加入 １ ｍｌ ＣＦＤＡ-ＳＥ工作液（终浓度为 ２ μｍｏｌ／Ｌ），
室温下轻轻振荡 ５ ～１０ ｍｉｎ，基础培养基洗涤细胞 ２
次后加入培养基培养。 将细胞分为磁场组和对照
组，间歇曝磁 ４ 天后收集细胞，流式细胞仪分析
ＣＦＤＡ-ＳＥ荧光峰、增殖指数和各代细胞比例。
1畅4畅5　流式细胞仪检测静磁场对 ｒＭＳＣｓ 细胞周期
的影响：取对数生长期 Ｐ３ 代细胞，以 １ ×１０５ ／ｍＬ的
浓度接种于 ９６ 孔板，设对照组和曝磁组，各组设 ３
个重复孔，间歇曝磁处理 ４ 天后， ＰＢＳ 洗 ３ 次，
０畅２５％胰酶消化后收集细胞，７０％乙醇固定 ２４ ｈ，离
心去除乙醇，ＰＢＳ洗涤细胞 ２ 次，将细胞悬浮于 ０畅５
ｍｌ ＰＢＳ中，加入 ５ ｍｇ／Ｌ的碘化丙啶染色，室温避光
３０ ｍｉｎ，流式细胞仪检测并分析结果。
1畅5　统计学分析

数据采用（珋x ±s）表示， 应用 ＳＰＳＳ 软件进行统
计学分析，两样本间比较采用独立样本 ｔ 检验，p ＜
０畅０５为有统计意义。

2　结果
2畅1　大鼠骨髓间充质干细胞形态观察

原代培养 ４８ ｈ后可见大量贴壁细胞，５ ｄ 后细
胞形成集落，１０ 天左右进行传代，传代后细胞生长
迅速，几次传代后能得到大量均一的细胞群。 ＭＳＣｓ
细胞贴壁生长，形态类似于成纤维细胞，部分贴壁细
胞呈三角形或多角形，细胞体积大。 传代后细胞增
殖迅速，３ ～５ ｄ 可形成典型旋涡状或者辐射状细胞
集落，集落不断扩大和汇合，细胞紧密排列，形态趋
于一致，细胞边界清晰。 随着传代次数的增加，
ＭＳＣ细胞均一性提高（见图 １），流式细胞仪分析其
表面抗原：ＣＤ４５ 阳性率为 １０畅４％，ＣＤ９０ 阳性率为
９５畅７％，ＣＤ７３ 阳性率为 ９２％。 经过定向诱导培养
基诱导后，证明其具有向脂肪细胞、软骨细胞及成骨
细胞方向分化的能力。
2畅2　磁场对 ＭＳＣｓ细胞增殖活力的影响

如图 ２，不同强度的静磁场间歇曝磁在第 ４ 天
均能显著促进ＭＳＣｓ增殖，其中０畅３８Ｔ、０畅４８Ｔ、０畅６８Ｔ
曝磁组在 ６ 天后细胞增殖活力与对照组无明显差
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图 1　Ｐ３代 ＭＳＣｓ（倒置相差显微镜 ｂａｒ： １００ μｍ）
Fig．1　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ３ ｒｄ ｐａｓｓａｇｅ ｏｆ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ

ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ （ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ ， ｂａｒ： １００ μｍ）
　

异，而 ０畅００８Ｔ继续表现为促进作用（倡倡p ＜０畅０１）。

图 2　０畅００８Ｔ（Ａ）， ０畅３８Ｔ（Ｂ）， ０畅４８Ｔ（Ｃ）， ０畅６８Ｔ（Ｄ）静磁场间歇曝磁对
ＭＳＣｓ增殖活力的影响 （珋x ±s ， 倡P＜０畅０５， 倡倡P ＜０畅０１）

Fig．2　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ０畅００８Ｔ， ０畅３８Ｔ， ０畅４８Ｔ， ａｎｄ ０畅６８Ｔ ＳＭＦｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＭＳＣｓ．（珋x±s， 倡 P ＜０畅０５， 倡倡P＜０畅０１）　

2畅3　磁场对 ＭＳＣｓ细胞增殖动力学的影响
细胞增殖示踪荧光探针 ＣＦＤＡ-ＳＥ标记细胞，经

过磁场分别处理 ４ 天后流式细胞仪检测细胞增殖动
力模型，ＭｏｄＦｉｔＴＭＶ３畅０软件拟合后得到相关指数：各
代细胞所占百分率、增殖细胞的前体频率（Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ，ＰＦ） （即亲代中发生增殖的细胞所占比
例）以及增殖指数（Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ Ｉｎｄｅｘ，ＰＩ） （即增殖
后的细胞总数与增殖前的细胞总数的比值）。
细胞经 ０畅００８Ｔ，０畅３８Ｔ，０畅６４Ｔ 静磁场间歇曝磁

４天后，对照组仍以第四代细胞为主（７６畅６２％），第

五代和第六代细胞的比例分别只有 １畅１３％和
０畅１４％，ＰＩ为 ４畅０７，而 ０畅００８Ｔ曝磁组的第四代细胞
比例只有 １２畅２４％，第 ５ 代，第 ６ 代细胞比例增高为
４３畅５４％和 ２７畅６６％，ＰＩ 值增高为 ７畅７３；而 ０畅３８Ｔ 曝
磁场组第四代细胞比例只有 ９畅３６％，第五、第六代
细胞比例增高为 ３３畅２２％和 ４４畅５１％，增殖指数为
９畅５３；０畅６８Ｔ曝磁组第四代细胞比例只有 １１畅１１％，
第五、第六代细胞比例增高为 ４９畅５５％和 ２４畅４８％，
增殖指数为 ８畅４８，细胞增殖频率明显加快（见图
３）。
2畅4　磁场对 ＭＳＣｓ细胞周期的影响

ＭＳＣｓ经 ０畅６４Ｔ、０畅３８Ｔ、０畅００８Ｔ 静磁场 ２４ ｈ 间
歇曝磁 ４ ｄ 后，与对照组相比，各磁场组 ＧＯ／Ｇ１ 期
细胞比例均显著降低，而细胞（Ｓ ＋Ｇ２／Ｍ）期细胞比
例显著提高，磁场强度越高，效果越显著（倡p ＜
０畅０５， 倡倡p ＜０畅０１）

3　讨论
骨髓间充质干细胞作为一种存在于骨髓基质中

的成体干细胞，具有自我更新能力和多向分化潜能，
是目前公认的组织工程最具潜力的种子细胞

［１，２］ 。
静磁场和可变磁场在环境中广泛存在，生物包括人
类每天都受到其广泛影响，近年来，磁场在临床治疗
中的应用逐渐受到人们的关注

［８］ 。 有大量证据表
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图 3　间歇曝磁 ４ ｄ后各组细胞增殖动力及相关指数
Fig．3　Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｋｉｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ＭＳＣｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ

０畅００８Ｔ， ０畅３８Ｔ， ａｎｄ ０畅６８Ｔ ＳＭＦｓ ｆｏｒ ４ ｄａｙｓ
　

图 4　间歇曝磁 ４ ｄ对 ＭＳＣｓ细胞周期的影响（Ａ．Ｇ０／Ｇ１期；Ｂ．Ｓ＋Ｇ２／Ｍ期；倡P ＜０畅０５， 倡倡p ＜０畅０１）
Fig．4　Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ４-ｄａｙ ｉｎｔｅｒｖａｌ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＭＳＣｓ （Ａ．Ｐｈａｓｅ Ｇ０／Ｇ１；

Ｂ．Ｐｈａｓｅ Ｓ＋Ｇ２／Ｍ； 倡P＜０畅０５， 倡倡P＜０畅０１）
　

明静态磁场（ＳＭＦｓ）的强度（从 １ｍＴ 到 １ Ｔ）是可以
影响一系列的细胞功能，目前也有许多关于磁场对
骨髓间充质干细胞作用的研究报道，但主要以电磁
场为主

［９-１１］ 。 本实验室前期工作证明，特定参数的
磁场能够对化疗损伤小鼠具有明显的保护作用，促
进化疗损伤小鼠的造血修复

［６-７］ ；也可以促进大鼠成
骨细胞的生长和分泌功能、抑制破骨细胞生长和破
骨功能，从而提高骨密度及骨强度，对于骨质疏松有
较好的干预效果

［３-５］ 。 骨质疏松主要是由于骨重建
的失衡所致，即由成骨细胞介导的骨形成和破骨细
胞介导的骨吸收二者脱偶联，成骨细胞由骨髓间充
质干细胞分化而来，而破骨细胞源于造血干细胞单

核-巨噬细胞前体分支，骨髓 ＭＳＣｓ 作为骨髓造血微
环境的主要生成细胞，可以多向分化为造血微环境
的多种组成成分，包括软骨细胞、成骨细胞以及脂肪
细胞等，也可以通过分泌多种细胞因子及细胞外基
质维持骨髓造血微环境的稳定，促进造血干细胞移
植及造血重建

［１-２］ 。 所以骨髓 ＭＳＣｓ 在造血及骨生
成过程中均扮演了重要角色，那么静磁场对骨髓
ＭＳＣｓ 具体作用是怎样的，这是我们需要关注的问
题。
已有的研究表明，不同的曝磁方式及曝磁环境

均可影响磁场对细胞的效应，如 Ｐｏｔｅｎｚａ ｅｔ ａｌ 发现静
磁场或振荡磁场能够促进原核细胞增殖

［１２］ ，但也有
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一系列报道发现磁场可以通过诱导凋亡或坏死，从
而抑制细胞的增殖

［８，１３，１４］ ，这可能是由于曝磁方式
以及不同细胞对磁场的敏感度不同造成的，这也使
磁场对细胞效应的研究复杂化。 我们的前期研究也
证明了这一点，相同的磁场、不同的曝磁方式可能会
对细胞产生不同的影响，间歇曝磁和持续曝磁对细
胞增殖的效应并不相同，本实验中，我们采用了不同
强度磁场如 ０畅００８Ｔ、０畅３８Ｔ、０畅４８Ｔ、０畅６８Ｔ 磁场，发
现间歇曝磁均能明显提高 ＭＳＣｓ 细胞增殖速度及增
殖频率，但低强度如 ０畅００８Ｔ相对效应更强，持续时
间也更久，到第六天时仍表现出较强的促进效应，而
相对较高的强度，如 ０畅３８Ｔ、０畅４８Ｔ、０畅６８Ｔ 的磁场，
仅在第 ４天表现出对 ＭＳＣｓ 促增殖效应，到第六天
作用趋势则有所减弱，并且没有表现出与时间的剂
量效应。 在细胞周期的研究中，所有磁场间歇曝磁
均能显著降低 Ｇ０／Ｇ１期细胞的比例，增高 Ｓ＋Ｇ２／Ｍ
期的比例，但高强度静磁场（０畅３８Ｔ、０畅４８Ｔ、０畅６８Ｔ）
的效应相对更显著。 因此，磁场间歇曝磁对细胞的
促进增殖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。
磁场作为一种外加的物理因子，能够作用于细

胞的机制非常复杂。 实验以 ２４ 小时为时间间隔对
细胞进行间歇曝磁时，细胞群中处于不同细胞周期
或生理状态下，间歇曝磁的影响因素可能要比连续
曝磁影响的因素更为复杂些。 恒磁场对细胞影响的
作用机制，目前尚未完全清楚，可能的因素包括：磁
场对细胞膜的影响

［１５-１６］ ；调节细胞膜上的离子通
道，通过影响 Ｃａ２ ＋-ＡＴＰａｓｅ 活性或调节 Ｃａ２ ＋

结合蛋

白的功能，降低钙离子浓度，借钙离子的第二信使作
用而改变细胞行为

［１７］ ；③通过改变相关基因的表达
直接影响细胞增殖和分化

［１８］ 。 本实验中，ＭＳＣｓ 经
过不同磁场类型、强度和曝磁方式的干预以后，细胞
活力变化趋势不一，再一次证明了磁场的生物学效
应存在着“窗口”效应，某一特定频率、特定强度范
围的磁场只对某一特定的细胞起作用

［１９］ 。 磁场的
生物学效应是磁场的各个参数与细胞的共同作用的

结果。 因此本实验中静磁场对 ＭＳＣｓ 作用的确切机
制还需要进一步的研究和探索
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