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摘要 目的：间充质干细胞(Mesenchymal stem cells，MSCs）具有广阔的临床应用前景，但由于其体外增殖和定向分化等问题，制约

了其进一步应用。本研究拟探讨 1950MHz射频电磁场（Radio-frequency electromagnetic fields, RF-EMF）对人脐带间充质干细胞

（Human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-MSCs）增殖和成骨方向分化的影响，以期为MSCs的体外增殖和定向分化提

供一条新途径。方法：华通氏胶组织块法分离培养人脐带间充质干细胞，流式细胞仪检测间充质干细胞特异性标志物。选择鉴定

后的第 3至第 6代（P3-P6）hUC-MSCs用于实验。将 hUC-MSCs细胞暴露或假暴露于频率为 1950 MHz，比吸收率（Specific ab-

sorption rate, SAR）分别为 0.5，1.0和 2.0 W/kg的 RF-EMF中，每天暴露 1 h（5 min开，10 min关），连续暴露 7 d。暴露结束后，流式

细胞仪检测细胞周期，免疫荧光检测增殖相关蛋白 Ki67表达，连续 6天用 CCK-8方法检测细胞数。在成骨分化研究中，将 P3代

的 hUC-MSCs随机分为假暴露（sham）组，射频辐射暴露（RF）组，成骨诱导培养基组（Induction medium, OM）和成骨诱导培养基联

合射频辐射暴露（OM+RF）组，暴露 SAR值为 2.0 W/kg，其它参数不变。暴露结束后立即检测细胞的碱性磷酸酶（Alkaline phos-

phatase, ALP）活性。结果：原代培养的细胞具有MSC典型外观，且表达MSCs特异性表面抗原。与 sham组相比，不同 SAR值 RF

暴露后，hUC-MSCs的增殖能力无明显变化，S期细胞比例及 Ki67蛋白水平也无显著改变。此外，hUC-MSCs经 SAR值为 2.0

W/kg的 RF暴露 7 d，与 sham组相比其 ALP活性无显著变化。与 OM组相比，OM+RF组的 ALP活性亦无显著改变。结论：华通

氏胶组织块法能够培养出纯度较高的间充质干细胞，本实验条件下的 1950 MHz射频电磁场对 hUC-MSCs的增殖和成骨分化均

无显著影响。
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Effects of 1950 MHz Radiofrequency Electromagnetic Fields on the
Proliferation and Osteogenic Differentiation of Human Umbilical Cord

Mesenchymal Stem Cells*

Mesenchymal stem cells (MSCs) has wide prospect of clinical application, but its proliferation and direc-

tional differentiation in vitro restrict its further application. In the study, we explored the effects of 1950 MHz radiofrequency electromag-

netic fields (RF-EMF) on the proliferation and osteogenic differentiation of human umbilical cord mesenchymal stem cells (hUC-MSCs),

in order to provide a new way for the proliferation and differentiation of MSCs in vitro. The hUC-MSCs were cultured by ex-

plant method of Wharton's jelly and the specific markers of mesenchymal stem cells were detected by flow cytometry (FCM). The

hUC-MSCs of passage 3 to 6 were assigned and intermittent exposed or sham-exposed to 1950 MHz RF-EMF at specific absorption rates

(SARs) of 0.5, 1.0 or 2.0 W/kg for 7 consecutive days (1 h/d), 5 min on and 10 min off. After exposure, cell viability was detected by

CCK-8, cell cycle was measured by flow cytometry, and Ki67 protein expression was tested by immunofluorescence. In the study of os-

teogenic differentiation, the hUC-MSCs of passage 3 were divided into sham group, RF group, induction medium (OM) group and

OM+RF group. After the same exposure above, except the SAR is 2.0 W/kg, the alkaline phosphatase (ALP) activity was measured im-

mediately. The cells cultured by explant method showed typical appearance of MSCs, and expressed MSCs specific surface anti-

gen positively. Compared with sham-exposed cells, the proliferation capacity of hUC-MSCs did not change significantly after RF-EMF

exposure at different SAR values, and the percentage of cells in S phase and the level of Ki67 protein expression also did not change ob-
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viously.After exposure, the activity of ALP between sham group and RF group, as well as OM and OM+RF group, had no significant dif-

ferences. The hUC-MSCs cells could be cultured by the method of Wharton's jelly explant with high purity. 1950 MHz

RF-EMF in the experiment had no significant effects on the proliferation and osteogenic differentiation of hUC-MSCs in vitro.

Radiofrequency electromagnetic fields; Mesenchymal stem cells; Cell proliferation; Osteogenic differentiation

前言

间充质干细胞（Mesenchymal Stem Cells, MSCs）来源于发

育早期的外胚层和中胚层，是一类具有自我复制和多向分化潜

能的细胞，它们能够不断自我更新，并在特定条件下分化成为

一种或多种构成人体组织或器官的细胞。MSCs在组织工程上

已经得到广泛应用，在骨质疏松、神经退行性疾病和心肌梗塞

等疾病治疗中也有较多探索。虽然MSCs具有良好的临床应用

前景，但是，由于它的体外大量增殖、定向分化和体内定向移动

等问题，制约了其进一步应用，如何解决这些问题成为这个领

域的研究热点与难点。据报道，特定参数的电磁辐射暴露可对

MSCs的增殖和分化产生影响，Jansen等[1]将人 BMSCs在 0.1

mT、15 Hz的脉冲电磁场（pulse electromagnetic field, PEMFs）

持续暴露，发现 9 d 后，细胞数目不再发生变化，而暴露 14 d

后，细胞数又开始增加，BMSCs成骨相关基因表达显著上调，

但效果还比较有限。

射 频 电 磁 场 （Radiofrequency electromagnetic field，

RF-EMF）是指频率在 100 kHz~300 GHz的电磁场，生活环境中

的 RF-EMF主要来源于手机、基站等通信设备。近年来，关于

RF-EMF对动物及离体细胞的生物学效应研究较多，但主要关

注的是体细胞。据报道，RF-EMF可诱导脑胶质细胞活化，促炎

因子分泌增加[2]，神经轴突生长受损等[3]。此外，研究还发现，将

人胶质瘤细胞 U87暴露于手机频段 RF-EMF后，细胞凋亡明

显增加[4]。关于 RF-EMF对干细胞的影响研究仅见零星报道。如

He等发现[5]，功率密度为 120 滋W/cm2，频率为 900 MHz的射频

电磁场暴露可诱导骨髓间充质干细胞（Bone marrow mesenchy-

mal stem cell，BMSCs）PARP-1 （poly (ADP-ribose) poly-

merase-1）的表达显著增加，PARP-1是参与 DNA损伤修复和

细胞凋亡的关键基因之一，提示 RF-EMF对 BMSCs的生物学

特性具有一定影响，BMSCs是来源于中胚层的多能干细胞，生

理情况下支持骨髓造血功能[6]。关于 RF-EMF对人脐带间充质

干细胞（Human umbilical cord mesenchymal stem cells, hUC-

MSCs）的生物学特性影响，目前尚未见报道。此外，在电磁场对

MSCs的体外成骨分化效应研究中，现有文献主要集中在低频

磁场，未见关于 RF-EMF对 hUC-MSCs成骨分化的效应研究。

MSCs在多种组织中存在，不同来源的MSCs有着相似的

特性，hUC-MSCs是指存在于新生儿脐带组织中的一种多功能

干细胞，它能分化成许多种组织细胞，具有广阔的临床应用前

景，但由于其体外增殖和定向分化等问题，制约了其进一步应

用。本研究拟探讨人们生活中最常见的 1950MHz射频电磁辐

射（Radio-frequency electromagnetic fields, RF-EMF），探讨其对

人脐带间充质干细胞（Human umbilical cord mesenchymal stem

cells, hUC-MSCs）增殖和成骨方向分化的影响，以期为 MSCs

的体外增殖和定向分化提供一条新途径。

1 材料方法

1.1 主要仪器和试剂

CO2培养箱（HERA cell 240i，美国 Thermo 公司），倒置荧

光显微镜（德国 Leica公司），酶标仪（美国 Bio-rad 公司），

DMEM/F12 培养基（Hyclone 公司），胎牛血清（fetal bovine

serum，FBS，杭州四季青公司），胰蛋白酶（Amerso公司），青霉

素 +链霉素液体双抗（Solarbio公司），地塞米松、茁-甘油磷酸
钠、抗坏血酸（美国 Sigma公司），茜红素（Amerso公司），

CCK-8增殖检测试剂盒（七海公司），碱性磷酸酶（ALP）活性检

测试剂盒（南京建成公司），BCA蛋白浓度检测试剂盒（碧云天

公司），Ki67 抗体（兔单克隆抗体，abcam 公司，ab16667），

Cy3-lgG（山羊抗兔，abcam 公司，ab6939）。完全培养基：

DMEM/F12、10% FBS、100 U/mL青链霉素；成骨诱导培养基

（Osteogenic induction medium，OM）：DMEM/F12、10% FBS、

100 U/mL青链霉素、50 mg/L抗坏血酸、10 mmol/L 茁-甘油磷
酸钠和 1 × 10-8 mol/L地塞米松。

1.2 射频电磁场暴露装置

射频电磁场暴露系统（sXc-1950 MHz）如之前研究所描述
[7]，系统由培养箱中 2个波导腔及外部控制装置组成，每个波导

腔可放置 6个细胞培养皿（直径 35 mm）。由计算机对整个细胞

暴露系统进行比吸收率（0 ~ 4.0 W/Kg）定量和全反馈控制。整

个暴露过程中，35 mm培养中的细胞置于 37± 0.1℃、5% CO2

的波导腔中，假暴露和暴露培养的温差不超过 0.1℃。使用美

国 Narda 7620型微波辐射测试仪和惠普 8592C型频谱分析仪

定期测试暴露参数。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 课题已通过西京伦理委员会的审批（附件1）。

从医院收集足月健康婴儿的脐带组织，放于装有 PBS（含 100

U/mL的青链霉素）的无菌瓶中，带回实验室进行处理。超净台

内取出脐带，在 10 cm培养皿中用 PBS洗两遍，除去残留凝

血。将脐带剪成 2~4 cm的小段，从静脉剪开，剥除静脉壁、两根

动脉，然后慢慢剥离华通氏胶。将其剪成 2 mm3大小，转移到

25 cm2培养瓶中，均匀平铺，加少量完全培养基保持湿润。24 h

后补充足够的培养基，第 5天半量换液，之后每 3天换液一次，

并观察细胞生长情况。第 14天进行细胞传代。

1.3.2 细胞鉴定 采用流式细胞仪对MSC表面特异性抗原进

行检测。取第 3 代细胞（P3）5× 106 个，洗涤后分别加入

PE-CD105、FITC-CD90、PE-CD166、FITC-IgG 和 PE-IgG，4 ℃

孵育 30 min后用流式细胞仪检测。

1.3.3 分组及处理 增殖实验：采用 P3-P6代细胞，调整细胞

密度为 1× 104/mL，接种于 35 mm的培养皿，每皿 3 mL，分为
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假暴露组和暴露组（SAR值 0.5、1.0和 2.0 W/kg），RF-EMF频

率为 1950 MHz，GSM-Talk信号模式，每天暴露 1 h（5 min开，

10 min关，循环进行），连续暴露 7 d，第 3 d细胞换液 1次。

成骨分化实验：将 P3代细胞以每孔 5× 104个细胞接种于

35 mm皿，分为四组，sham组，RF组，OM组和 OM+RF组，每

组 3个皿，每皿 3 mL培养基，细胞长至密度为 70%时，OM和

OM+RF组换成骨诱导培养基，然后四组一起暴露于 1950 MHz

射频电磁场，GSM-Talk信号，SAR值为 2.0 W/kg，每天 1 h（5

min开，10 min关），连续 7天，中间换液一次。

1.3.4 CCK-8增殖检测 暴露结束后，每个皿中的细胞分别用

0.125 %胰酶消化收集，离心后，用完全培养基重悬细胞，调整

细胞密度为 1× 104/mL，接种 96孔板，每孔 200 滋L，假暴露组
和暴露组分别有 6个样本，每个样本 3个复孔。暴露结束后连

续 6 d用 CCK-8检测细胞的增殖变化。具体方法是：吸弃孔中

旧的培养基，每孔各加 10%的 CCK-8溶液（按照 1:9的比例将

CCK-8加到完全培养基中），37℃孵育 2 h，使用酶标仪在 450

nm波长下检测各孔吸光度。

1.3.5 流式细胞仪检测细胞周期 暴露结束后，消化收集细

胞，离心后弃上清，用预冷的 PBS洗两遍，弃上清，每管加预冷

的 70 %乙醇吹打均匀，封口膜封口，4℃过夜。检测前，离心，弃

上清，用 PBS洗两遍。400 滋L RNase悬浮细胞，37℃放置 30

min，再各加 100 滋L碘化丙啶(propidium iodide, PI)，混匀，室温

避光 30 min，过 200目尼龙网，上机测定细胞各周期 DNA 含

量。

1.3.6 免疫荧光 暴露结束后，消化收集细胞，用 12孔板爬

片。孔中放无菌玻片，4× 104/孔接种细胞。长至细胞密度为

60%左右时，取出玻片，PBS轻轻漂洗两遍。4%多聚甲醛固定

20 min，PBS洗 3次，每次 3 min。0.1% Triton X-100室温通透

20 min。PBS洗 3次，每次 3 min。山羊血清室温封闭 1 h。吸走

血清，加 Ki67一抗（1:200，PBS稀释）。4℃孵育过夜。PBS洗 3

次，每次 5 min。加二抗 Cy3-lgG（1:400，PBS稀释），室温孵育 2

h。PBS洗 3次，每次 5 min。加 DAPI复染 5 min。PBS洗 3次，

每次 3 min。漂洗结束后立即用 75%甘油封片，荧光显微镜拍片。

1.3.7 碱性磷酸酶（ALP）活性检测 暴露结束后，弃上清，PBS

洗两遍。每皿加 200 滋L 2% Triton X-100，用细胞刮刮取细胞到

EP管中。冰上裂解 40 min，期间震荡两次。12000 rpm，10 min，

4℃离心。吸取上清至另一 EP管中，按照试剂盒操作步骤检测

培养清中 ALP活性，用 BCA法检测蛋白浓度。

1.4 统计学分析

应用统计学软件 SPSS 13.0对实验结果进行分析，数据以

均数± 标准差表示。均数比较用方差分析和 t检验，P<0.05表

示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 细胞培养和鉴定结果

华通氏胶组织块在培养 4 d后，周围有少量细胞散落分

布，第 7 d时已形成群落，14 d左右细胞的融合度可达 90%以

上，可以传代。传代后的细胞形态稳定，具有间充质干细胞的典

型外观，呈梭型生长，单核，呈放射或旋涡状排列（图 1A、B）。该

细胞的生长曲线如图 1C所示，细胞的倍增时间为 32 h。流式细

胞仪检测结果显示，该细胞高表达 CD90、CD105和 CD166，阳

性细胞率均在 96%以上。这三种抗原是间充质干细胞的特异性

表面抗原[8]，证明此种方法分离培养出的细胞为 hUC-MSCs（图

1D-F）。

图 1 hUC-MSCs的培养和鉴定结果 A：原代培养 7 d时细胞 (× 40)；B：P1代细胞形态(× 40)；C：生长曲线；D：CD105流式结果图；

E：CDD166流式结果图，F：CD90流式结果图

Fig.1 Culture and identification of hUC-MSCs A: 7 d of primary culture, B: Passage 1, C: Growth curve, D: CD105 of FCM, E: CD166 of FCM,

F: CD90 of FCM
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图 4 不同 SAR值 1950MHz RF-EMF暴露后 hUC-MSCs Ki67蛋白表达（× 200）

A：sham组；B：SAR值 0.5组；C：SAR值 1.0组；D：SAR值 2.0组；E：Ki67蛋白相对表达量。与 sham组比较，不同 SAR值组的 Ki67蛋白表达均

无显著差异。n=10, P>0.05 vs sham（ANOVA）。

Fig. 4 The Ki67 protein expression of hUC-MSCs after exposed to 1950MHz RF-EMF at different SAR values. (× 200)

A: sham; B: SAR value 0.5; C: SAR value 1.0; D: SAR value 2.0; E:Relative Ki67 expression. The level of Ki67 protein expression did not change

significantly compared with sham group. n=10, P>0.05 vs sham（ANOVA）.

2.2 1950 Hz RF-EMF对 hUC-MSCs增殖的影响

hUC-MSCs暴露于 1950 MHz RF-EMF中，SAR值分别为

0.5，1.0和 2.0 W/kg，每天暴露 1 h（5 min开，10 min关，循环进

行），连续暴露 7 d，结束后，立即用流式细胞仪和免疫荧光法分

别检测细胞周期和增殖相关蛋白 Ki67 的表达，并且用用

CCK-8 法连续 6 d 检测不同 SAR 值组的细胞活力，以观察

1950 MHz RF-EMF对 hUC-MSCs增殖的影响。

CCK-8法结果显示（图 2），与 sham组相比，不同 SAR值

组的细胞活力没有显著差异。

流式细胞仪细胞周期检测结果显示（图 3），与 sham组比

较，不同 SAR值组的 S期细胞比例均无明显变化。

Ki67免疫荧光结果显示（图 4），与 sham组比较，不同

SAR值组的 Ki67蛋白表达均无显著差异。

2.3 1950 MHz RF-EMF对 hUC-MSCs成骨分化的影响

ALP是成骨分化的早期标志物，在MSCs开始成骨分化时

高表达，如图 5所示，培养在诱导培养基中的细胞，7d后显示

很高的 ALP 活性，在接受每天 1 h，连续 7 d RF-EMF 暴露

（SAR 2.0 W/kg，5 min开，10 min关）后，与 sham组相比，RF组

ALP活性无显著变化，提示 RF-EMF对 hUC-MSCs的没有向

成骨方向分化的诱导效应，同时，与 OM组相比，OM+RF组

ALP活性也没有显著差异，提示 RF-EMF对成骨诱导剂的诱导

效应无显著影响。

图 2 不同 SAR值 1950 MHz RF-EMF暴露后 hUC-MSCs的增殖曲线

Fig. 2 Proliferation cuves of hUC-MSCs after exposed to 1950 MHz

RF-EMF at different SAR values

图 3 不同 SAR值 1950 MHz RF-EMF暴露后 S期 hUC-MSCs细胞所

占比例

与 sham组比较，不同 SAR值组的 S期细胞比例无明显变化。
n=5, P>0.05 vs sham（ANOVA）

Fig.3 The percentage of cells in S phase after exposed to 1950 MHz

RF-EMF at different SAR values

The percentage of cells in S phase did not change obviously compared with

sham group. n=5, P>0.05 vs sham（ANOVA）

3 讨论

MSCs是具有自我复制和多向分化潜能的细胞，来源于发

育早期的外胚层和中胚层。1987年，Friedenstein等首先从骨髓

中分离培养出 BMSCs[9,10]，近年来，逐渐在脂肪、脐带、牙髓等多

种组织中发现MSCs的存在，并且成功建立体外培养方法，在

体外培养条件下，不同来源的 MSCs有着相似的特性[11]，都贴

壁生长，成成纤维样、旋涡状排列，表达特异性抗原，在特定条

件下，可以向成骨细胞、软骨细胞、神经细胞和心肌细胞等方向

分化。脐带来源的 MSCs 由于取材容易而被广泛应用 [12]，
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图 5 1950 MHz RF-EMF辐照 hUC-MSCs 7 d后不同组的 ALP活性

RF组与 sham组相比，P>0.05（N=6，t检验）；OM+RF组与 OM组相比，

P>0.05（n=6，t检验）

Fig.5 The ALP activity of hUC-MSCs belong to different group after

exposed to 1950 MHz RF-EMF for 7 d The RF group compared with the

sham group, P>0.05 (N=6, t test); The OM+RF group compared with the

OM group, P>0.05 (n=6, t test)

hUC-MSCs的分离培养目前多采用华通氏胶组织块法，华通氏

胶是除去外膜、剔除两条动脉和一条静脉后，构成脐带的凝胶

状物质，富含成纤维细胞，用华通氏胶培养出的细胞，经几次传

代后，MSCs细胞占 95%以上。本研究采用华通氏胶组织块法

成功培养出了 hUC-MSCs，传至第 3代时，MSCs的特性性表面

抗原 CD90、CD105和 CD166阳性率都达到 96%以上，表明本

实验条件下，可成功培养出符合实验要求的 hUC-MSCs。

电磁辐射对MSCs的增殖影响与其物理参数密切相关，参

数不同，效应亦有差异。Liu等报道，1 mT，10~50 Hz的正弦电

磁场（Sinusoidal electromagnetic field，SEMFs）暴露，可以促进

BMSCs的增殖[13]。该结果与 Song等的报道结果一致[14]，但是，

如果将 BMSCs暴露于 380 MHz的高频脉冲电磁场，结果显

示，电磁辐射不仅不能促进细胞增殖，反而导致细胞凋亡明显

增加[15]，同样，用 900 MHz RF-EMF暴露 ADSCs，也发现暴露后

细胞活力减弱，增殖受到抑制[16]。本研究结果显示，hUC-MSCs

经 1950 MHz RF-EMF每天暴露 1 h，连续暴露 7 d后，无论是

细胞增殖曲线、细胞周期分布，还是增殖相关蛋白 Ki67的水平

与对照组相比均无明显变化，提示，本条件下的电磁辐射对

hUC-MSCs增殖无显著影响。

近年来，MSCs在疾病治疗方面的应用潜力已经得到认可
[17-19]。据文献报道，MSCs在治疗成骨不全、骨关节炎、骨质疏松

等疾病方面具有较好的疗效[20]，但由于其体外定向分化问题尚

未得到有效解决从而限制了其进一步应用。电磁场作为一种新

的促进干细胞体外分化的手段[21,22]开始受到人们关注。Kang等
[23] 报道，1 mT，7.5 Hz电磁场暴露可抑制人脂肪来源间充质干

细胞（Adipose-derived stem cells，ADSC）暴露于向成骨方向分

化，而 1 mT，30/45 Hz 电磁场则可促进其向成骨方向分化。

Ongaro等[24]发现，1.5 mT，75 Hz脉冲电磁场可促进人 BMSCs

和 ADSCs均向成骨方向分化。周建等[25]的研究结果也表明，50

Hz，1.8 mT正弦电磁场可促进 hUC-MSCs向成骨方向分化，且

暴露时间越长，效果越明显。上述研究表明，低频电磁场可能对

MSCs的体外成骨分化具有较好的诱导效应。本实验研究结果

显示，hUC-MSCs接受每天 1 h，连续 7 d RF-EMF暴露（SAR

2.0 W/kg，5 min开，10 min关）后，与 sham组相比，RF组 ALP

活性无显著变化，提示本实验条件下的 RF-EMF 不能诱导

hUC-MSCs向成骨方向分化，此外 RF-EMF对成骨诱导剂的诱

导效应无显著影响。截止目前有关高频电磁场对MSCs成骨方

向影响的研究较少，崔向荣等 [15] 将大鼠 BMSCs暴露于 380

MHz的电磁场后，发现 BMSCs的成骨分化并无明显变化，与本

研究结果一致，提示，高频电磁场可能对 MSCs的成骨方向分

化无显著影响，今后该领域的研究应关注较低频段的电磁辐射。
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