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干细胞的成软骨分化过程与物理刺激紧密相关。

脉冲超声（pulsed ultrasound，PUS）和脉冲电磁场

（pulsed electromagnetic fields，PEMF）作为非侵入

性的物理刺激，具有极佳的应用前景[1-3]。El-Bialy
等[4]提取新西兰兔股骨中的骨髓间充质干细胞，扩增

后接种到胶原蛋白支架中，4周后，PUS刺激组番红

-O染色增强。Schumann等[5]使用成软骨培养基体外

成软骨诱导人的骨髓间充质干细胞微球，并在前7 d

[摘要]     目的   研究脉冲超声以及脉冲电磁场对大鼠骨髓间充质干细胞微球体外成软骨分化中细胞外基质向培养基

中溢出的影响。方法   将干细胞微球在成软骨培养基中进行培养，分为无刺激组（N组）、脉冲超声（100、150、

200 mW·cm-2）刺激组和脉冲电磁场（1、2、5 mT）刺激组。2周后采用酶联免疫吸附测定法检测培养液中Ⅱ型胶

原和糖胺聚糖的质量浓度。结果   脉冲超声刺激组细胞外基质分泌较N组增多（P<0.05），但3个刺激组间的差异无

统计学意义（P>0.05）；脉冲电磁场组对Ⅱ型胶原分泌无明显影响（P>0.05），1 mT组对糖胺聚糖的分泌无明显影

响（P>0.05），2 mT和5 mT组糖胺聚糖的分泌减少（P<0.05）。结论   在促进干细胞成软骨分化的过程中，特定参

数的脉冲电磁场可能起到防止增多的细胞外基质向组织外扩散溢出的作用。
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[Abstract]     Objective   To study the effects of pulsed ultrasound (PUS) and pulsed electromagnetic fields (PEMF) on the 

secretion of extracellular matrix from a culture complex during in vitro chondrogenesis. Methods   All the rat bone marrow mesen-

chymal stem cell pellets were cultured in achondrogenic medium. Different intensities of PUS (100, 150, and 200 mW·cm-2) 

and PEMF (1, 2, and 5 mT) were applied to the cell pellets for 2 weeks. Group N was cultured without PUS and PEMF stimu-

lation as control. The culture medium was collected after 2 weeks of culture. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

was used to detect the type of collagen and glycosaminoglycan (GAG) in the culture medium. Results   PUS increased the 

secreting-type collagen and GAG from cell pellets compared with group N (P<0.05), whereas there was no difference in diffe-

rent intensities (P>0.05). PEMF had no significant effect on the secretion of the type of collagen (P>0.05). A PEMF of 1 mT 

had no significant effect on the secretion of GAG (P>0.05). A PEMF 2 and 5 mT decreased the secretion of GAG (P<0.05). 

Conclusion   To prevent the secretary of extracellular matrix may play a role in chondrogenic effect of PEMF.
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对实验组施加PUS刺激，结果发现，每日40 min的

PUS刺激组成软骨相关基因的表达除了在最初7 d降

低外，之后都明显增加。Esposito等[6]在体外通过成

软骨诱导结合Wharton’s胶的人脐带血来源间充质干

细胞，发现PEMF明显缩短成软骨分化的时间，表

明PEMF具有早期诱导脐带血来源间充质干细胞成

软骨分化的潜力。Chen等[7]将人脂肪源性干细胞接

种于羟磷灰石和胶原蛋白支架进行成软骨诱导，使

用PEMF刺激1周，结果发现，每日8 h的PEMF刺激

可以使SRY基因相关高迁移率组家族-9、Ⅱ型胶原

蛋白和蛋白聚糖基因的表达增加，促进ADSCs的成

软骨分化。由此可见，现有的多数体外研究均已证

实PUS和PEMF可以促进干细胞成软骨分化过程中软

骨特征性细胞外基质合成。然而，在体外研究中细

胞外基质合成后，除了存在于培养体内部，一部分

还会被分泌到培养基中，以往的实验研究都忽略了

这一重要组成部分。研究这部分细胞外基质，可以

探讨PUS和PEMF是否有助于软骨样细胞外基质储

存于培养体中。基于这种设想，本实验以经典的无

支架细胞微球为成软骨研究模型[8]，采用临床常用

的PUS和PEMF参数设置，通过酶联免疫吸附测定

（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）研

究PUS及PEMF对大鼠骨髓间充质干细胞体外成软骨

分化，细胞外基质Ⅱ型胶原和糖胺聚糖（glycosami-
noglycan，GAG）分泌的影响。

1   材料和方法

1.1   实验动物

1月龄雄性SD大鼠，由四川大学实验动物中心

提供。本实验中对实验动物的处置符合动物伦理学

要求。

1.2   细胞微球培养

脱颈处死大鼠，将股骨及胫骨骨髓组织悬液接

种于细胞培养瓶中，置于37  ℃，5%CO2孵箱中培

养，24 h后半换液弃去不贴壁的细胞，2 d全换液，

之后每隔2~3 d换液，待原代细胞（P0）贴壁融合达

80%~90%后，以1∶2的比例传代培养。使用流式细

胞仪检测P3细胞表面抗原标志物CD34、CD29、CD44
及CD45表达。使用P3细胞进行实验，每个15 mL无菌

离心管移入约5×105个细胞，1 000 r·min-1离心5 min，

细胞沉淀后，加入成软骨诱导液，于37 ℃、5%CO2

孵箱中静置培养24 h，细胞沉淀聚集成球状。

1.3   PUS干预

将细胞微球培养2 d后转移至6孔细胞培养板培

养，每个孔加入2.5 mL成软骨诱导培养基，10个细

胞微球，随机分为无刺激组（N组）和刺激组（US
组）。US组按刺激强度分为100、150、200 mW·cm-2

共3组（分别为US1、US2、US3组），设置参数为：

占空比20%，工作频率1  mHz，重复频率1  kHz，

15 min·d-1。N组每天处理方式相同，但是不开电源。

1.4   PEMF干预

将细胞微球培养2 d后转移至24孔细胞培养板培

养，每孔加1 mL成软骨诱导培养基及4个细胞微球，

设无刺激组（N组）和刺激组（PS组）。PS组按强度

分为5、2和1 mT共3组（分别为PS1、PS2、PS3组），

调制频率为750 Hz，载波频率为75 Hz，3 h·d-1。N组

每天处理方式相同，但不开电源。

1.5   ELISA检测

培养2周后收集各组培养液，编号后置于-20 ℃
冰箱保存备用。检测时先通过离心提取上清液，然

后进行ELISA反应。按照预实验结果，样本可直接

用于GAG的检测，稀释100倍后可用于Ⅱ型胶原蛋

白的检测。反应终止后30 min内置于酶标仪450 nm
下读取光密度（optical density，OD）值，根据标准

品的浓度和OD值绘制标准曲线。在曲线上根据样本

OD值查找出样本中该物质的浓度，由此检测各组细

胞分泌Ⅱ型胶原和GAG的含量。

1.6   统计学分析

应用SPSS 17.0统计软件进行分析，对结果进行

t检验、单因素方差分析，两两比较采用SNK检验，

检验水准为双侧α=0.05。

2   结果

2.1   细胞形态学观察及细胞表型鉴定

原代培养72 h后，贴壁细胞数量明显增多，多

数梭形细胞聚集成团，呈现克隆样生长的特点。培

养5 d时，细胞相互融合，成片生长。经过2次传代

后，P2代细胞均为成纤维细胞样细胞，长梭形并带

有多个细胞质突起，保持克隆样生长的特点，生长

迅速，2~3 d即可以相互融合成片，局部成漩涡样。

原代培养的P3代大鼠骨髓间充质干细胞表面抗原表

达情况如下：CD34表达阴性（0.2%），CD45表达

阴性（0.0%），CD29表达阳性（99.7%），CD44表

达阳性（52.5%）。

2.2   PUS干预对软骨基质分泌的影响

培养2周后收集的培养基内含细胞微球最近3 d
的代谢产物，经ELISA检测，结果显示：US组和N
组Ⅱ型胶原质量浓度的总体均数为116.309 μg·mL-1，

远高于GAG（2.483 μg·mL-1），差异有统计学意义

（P<0.05）（图1）。
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左：Ⅱ型胶原；右：GAG。

图  1    PUS对干细胞微球成软骨诱导2周时上清液中细胞外基质质量浓度的影响

Fig  1    The effect of PUS on the content of extracellular matrix in the medium after 2 week

2.2.1   PUS干预对Ⅱ型胶原分泌的影响   PUS干预下，

N、US1、US2、US3组分泌Ⅱ型胶原的质量分数分

别为93.331、127.968、122.636、121.303 μg·mL-1（图

1）。经单因素方差分析，4组质量分数的差异有统

计学意义（P<0.05）；进一步行SNK检验，US1、

US2、US3组间的差异无统计学意义，但3个组与N
组间的差异均有统计学意义（P<0.05）。

2.2.2   PUS干预对GAG分泌的影响   在PUS干预下，

N、US1、US2、US3组分泌GAG的质量分数分别为

1.782、2.772、2.739、2.640 μg·mL-1（图1）。经单

因素方差分析，4组质量分数的差异有统计学意义

（P<0.05）；进一步行SNK检验，US1、US2、US3
组间的差异无统计学意义，但3个组与N组间的差异

均有统计学意义（P<0.05）。

2.3   PEMF干预对软骨基质分泌的影响

培养2周时细胞培养上清液中，PS组和N组的Ⅱ

型胶原蛋白质量浓度总体均数为88.743 μg·mL-1，远

高于GAG（1.155 μg·mL-1，P<0.05）（图2）。

左：Ⅱ型胶原；右：GAG。

图  2    PEMF对干细胞微球成软骨诱导2周时上清液中细胞外基质含量的影响

Fig  2    The effect of PEMF on the content of extracellular matrix in the medium after 2 weeks

2.3.1     PEMF干预对Ⅱ型胶原分泌的影响    PEMF干

预下，N、PS3、PS2、PS1组分泌Ⅱ型胶原的质量分

数分别为92.334、87.763、90.935、83.940 μg·mL-1

（图2）。经单因素方差分析，4组质量分数均值的

差异无统计学意义（P>0.05），提示PEMF对Ⅱ型

胶原分泌无明显影响。

2.3.2   PEMF干预对GAG分泌的影响   PEMF干预下，

N、PS3、PS2、PS1组分泌GAG的质量浓度分别为

1.785、1.470、0.700、0.666 μg·mL-1（图2）。经单

因素方差分析，4组质量分数的差异有统计学意义

（P<0.01）；进一步行SNK检验，N组和PS3组中任

一组GAG质量浓度与PS2和PS1组的任一组均有差

异，且差异有统计学意义（P<0.05）。

3   讨论

由软骨细胞分泌的细胞外基质的主要成分为Ⅱ

型胶原和GAG。细胞外基质沉积在细胞周围，为软

骨细胞提供三维网状结构，有利于关节软骨细胞表

型的稳定[9]。Ⅱ型胶原和GAG表达的程度代表稳定

分化的软骨细胞的功能活跃情况。其中，Ⅱ型胶原

是透明软骨的特征性细胞外基质[10]，是软骨细胞的

特异性标志之一；GAG的代谢与软骨细胞的功能状

态有密切关系。物理刺激可直接或间接影响干细胞
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成软骨过程中Ⅱ型胶原合成及GAG合成及释放[4-7]，

因此定性定量研究干细胞成软骨分化过程中软骨细

胞外基质的Ⅱ型胶原和GAG的变化情况，是研究物

理刺激对干细胞成软骨分化影响的重要途径之一。

研究[8]证实，物理刺激在干细胞成软骨分化过程中

可以促进成软骨培养体内细胞外基质的合成。物理

刺激是否有利于合成的细胞外基质储存在培养体内，

防止溢出到培养基中尚缺乏科学的证明。

本研究发现，PUS促进了成软骨分化的干细胞

微球向培养基中溢出Ⅱ型胶原和GAG。本研究还对

不同强度PUS的促进效果进行了比较，结果发现，

100、150、200 mW·cm-2这3种强度的PUS相互之间

的刺激作用无明显差异，尚不能认为PUS的强度会

影响细胞外基质向培养基中溢出。本课题组在前期

研究[11]中发现，100、150和200 mW·cm-2的超声均

可使培养体内部番红-O染色增强，促进Ⅱ型胶原蛋

白的表达，尤其是在150、200 mW·cm-2的刺激下，

Ⅱ型胶原蛋白的表达明显高于100 mW·cm-2。由此

可见，在本研究设置下，PUS可以促进干细胞成软

骨培养体系内软骨相关细胞的细胞外基质合成和溢

出增多，但是溢出增多的比例低于其合成增加的比

例，尤其是在150和200 mW·cm-2的超声刺激下。

1、2、5 mT PEMF刺激对干细胞微球向培养基

中合成分泌Ⅱ型胶原无显著影响，2、5 mT组降低

了干细胞微球向培养基中分泌GAG。本课题组在前

期研究[12]中发现，只有5 mT的PEMF可使培养体内

GAG表达降低，1、2 mT的PEMF对GAG的表达无

明显影响，同时PEMF对培养体内Ⅱ型胶原的表达

也无明显影响。结合本研究结果可见，PEMF在促进

干细胞成软骨分化并合成细胞外基质的同时，2 mT
的PEMF刺激可能参与阻止其向培养基中溢出。

本研究发现，PUS可以促进成软骨分化干细胞

微球向培养基中分泌Ⅱ型胶原和GAG，其促进作用

强于PEMF，并且与PUS强度无关。PEMF在促进干

细胞成软骨分化的过程中，其机制可能不仅仅局限

于促进软骨样细胞外基质的合成，还可能参与了防

止增多的细胞外基质向组织外溢出的作用，从而更

有效地促进细胞微球等培养体成软骨分化；但其具

体机制还有待进一步的研究证实。
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