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　 　 【摘要】 　 目的　 观察发光二极管(ＬＥＤ)红光照射对大鼠骨髓间充质干细胞(ＭＳＣｓ)增殖的影响ꎮ 方法　
通过体外培养 ＳＤ 大鼠骨髓 ＭＳＣｓꎬ将 ＬＥＤ 红光光源置于 ＭＳＣｓ 上方 ２ ｃｍ 处ꎬ红光波长 ６２０ ｎｍꎬ测得光功率密

度为 ６.６７ ｍＷ/ ｃｍ２ꎬ能量密度分别设定为 ０ꎬ０.５ꎬ１ 和 ２ Ｊ / ｃｍ２ꎬ其中 ０ Ｊ / ｃｍ２ 组作为对照组ꎬ其它组作为实验

组ꎮ ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组、１ Ｊ / ｃｍ２ 组和 ２ Ｊ / ｃｍ２ 组分别给予 ７５ ｓꎬ１５０ ｓ 和 ３００ ｓ ＬＥＤ 红光照射ꎬ１２ ｈ 后重复照射 １ 次ꎬ
共照射 ３ 次ꎮ 于照射后 ４８ ｈ 分别采用细胞计数试剂盒￣８(ＣＣＫ￣８)检测各组细胞增殖活性ꎬ采用 ＥｄＵ 细胞增殖

试剂盒检测各组细胞 ＤＮＡ 复制水平ꎬ采用流式细胞仪检测各组 ＭＳＣｓ 细胞周期变化情况ꎮ 结果　 经 ６２０ ｎｍ
红光照射后ꎬ发现各实验组细胞增殖活性及 ＤＮＡ 复制水平均较对照组明显增强(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞生长周期均

较对照组明显缩短(Ｐ<０.０５)ꎬ且上述指标变化幅度均以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组最显著ꎮ 结论　 低能量 ＬＥＤ 红光照射能

增强 ＳＤ 大鼠骨髓 ＭＳＣｓ 细胞 ＤＮＡ 复制活性ꎬ缩短细胞生长周期ꎬ从而促进 ＭＳＣｓ 体外增殖ꎮ
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　 　 间充质干细胞(ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓꎬＭＳＣｓ)是一
类来源于骨髓且具有自我增殖能力和横向分化潜能的
干细胞ꎬ能给骨组织修复提供潜在细胞来源ꎬ目前已成
为骨组织工程中的种子细胞[１]ꎮ 由于 ＭＳＣｓ 在骨髓中

的含量并不高ꎬ因此如何将体内骨髓 ＭＳＣｓ 在离体条件
下进行分离纯化并实现体外扩增具有重要临床意义ꎮ
光生物调节干预(ｐｈｏｔｏｂｉｏｍｏｄｕｌａｔｉｏｎꎬＰＭＢ)作为一种非
侵入性治疗技术ꎬ在生物医学中应用日趋广泛ꎬ能促进

􀅰７２７􀅰中华物理医学与康复杂志 ２０１９ 年 １０ 月第 ４１ 卷第 １０ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐｈｙｓ Ｍｅｄ Ｒｅｈａｂｉｌꎬ Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１９ꎬ Ｖｏｌ. ４１ꎬ Ｎｏ.１０



ＭＳＣｓ 增殖、分化及组织修复ꎬ可应用于再生医学领域[２]ꎮ
目前骨组织工程研究进行光生物调节干预时主要将低能
量激光作为刺激因素ꎬ如波长６５０ ｎｍ、０.０４ Ｊ / ｃｍ２低能量激
光照射能促进培养的人类脐带血 ＭＳＣｓ 增殖[３]ꎮ 目前发
光二极管(ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅꎬＬＥＤ)作为一种新型光源
在医疗领域应用迅速发展ꎬ一定功率和能量密度的 ＬＥＤ
照射能激活靶细胞ꎬ发挥与相干光源类似的生物学效
应[４]ꎮ 基于此ꎬ本研究采用 ＬＥＤ 光源发出的波长
６２０ ｎｍ红光照射 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠来源的骨髓
ＭＳＣｓꎬ并观察 ＬＥＤ 红光照射对其增殖的影响ꎮ

材料与方法

一、主要实验仪器及试剂
本研究主要实验仪器包括 ＬＥＤ 光源(北京佳光公

司)、倒置相差显微镜(Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)、ＤＧ３０２２Ａ 型酶
联免疫检测仪(华东电子管厂)、台式微型离心机、冷
冻桌面离心机(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)等ꎮ 主要实验试剂包
括优质胎牛血清(Ｇｉｂｃｏ 公司)、达尔伯克 ＤＭＥＭ￣Ｆ１２
培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司)、胰酶(Ａｍｅｒｓｃｏ 公司)、Ｒｎａｓｅ
酶、碘化丙啶(Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ＩｏｄｉｄｅꎬＰＩ)染液、ＥｄＵ(５￣Ｅｔｈｙ￣
ｎｙｌ￣２′￣ｄｅｏｘｙｕｎｄｉｎｅ)细胞增殖检测试剂盒(锐博生物科
技有限公司)、细胞计数试剂盒￣８( ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ꎬ
ＣＣＫ￣８)(碧云天生物技术研究所)等ꎮ

二、实验方法
１. ＭＳＣｓ 提取、纯化与培养:选取 １００ ~ １２０ ｇ 的 ４

周龄 ＳＤ 大鼠数只ꎬ雌雄不限ꎬ由华中科技大学同济医
学院实验动物中心提供ꎮ 将 ＳＤ 大鼠颈椎脱臼处死ꎬ
经 ７５％酒精浸泡 １０ ｍｉｎꎬ在超净工作台上分离双侧股
骨及胫骨ꎬ剔除周围肌肉组织ꎬ剪去包括骺板在内的两
骺端ꎻ采用 ５ ｍｌ 注射器抽取 １０ ｍｌ 含 １０％胎牛血清的
ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养基(内含青霉素、链霉素各 １００ Ｕ / ｍｌ)
并冲洗骨髓腔ꎬ将冲洗液反复吹打制成骨髓细胞悬液
后 缓 慢 注 入 预 先 加 有 ５０ ｍｌ Ｐｅｒｃｏｌｌ ( 密 度 为
１.０８２ ｇ / ｍｌ)分离液的离心管中ꎬ在 ４ ℃ 环境下离心
(５００ ｒ / ｍｉｎ)２０ ｍｉｎꎮ 小心吸取离心液界面上乳白色
云雾状细胞层ꎬ用磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａ￣
ｌｉｎｅꎬＰＢＳ) 漂洗杂质 ２ 次ꎬ再用含 １０％ 胎牛血清的
ＤＭＥＭ￣Ｆ１２ 培养基漂洗ꎬ离心(８０ ｒ / ｍｉｎ)１０ ｍｉｎ 后去
上清ꎻ计数并调整细胞密度为 ５×１０６ 个 / ｍｌ 后直接接
种于 ５０ ｍｌ 培养瓶内ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度细
胞培养箱中进行培养ꎬ接种后约 ２４ ｈ 半量换液ꎬ去除
非贴壁细胞ꎬ以后每 ２ 天换液 １ 次ꎬ约 ５~７ ｄ 后当细胞
铺满单层 ９０％时ꎬ先用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ再用 ０.２５％胰蛋
白酶按 １ ∶ ２ 进行消化传代ꎮ

２. ＭＳＣｓ 分组与红光照射:将 ＬＥＤ 红光光源置于
ＭＳＣｓ 上方 ２ ｃｍ 处ꎬ光源发出红光波长为 ６２０ ｎｍꎬ最大

功率为 １ Ｗꎬ测得细胞处光功率密度为６.６７ ｍＷ/ ｃｍ２ꎬ能
量密度分别设定为 ０ꎬ０.５ꎬ１ 和２ Ｊ / ｃｍ２ꎬ其中０ Ｊ / ｃｍ２组
作为对照组ꎬ其它组作为实验组ꎮ ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组、１ Ｊ / ｃｍ２

组和 ２ Ｊ / ｃｍ２ 组分别给予７５ ｓꎬ１５０ ｓ 和 ３００ ｓ 红光照射ꎬ
１２ ｈ 后重复照射 １ 次ꎬ共照射 ３ 次ꎮ 照射时注意避免各
组细胞间相互干扰及其它光源影响ꎮ

三、细胞增殖活性检测
取呈对数生长的第 ３ 代细胞ꎬ接种于 ９６ 孔板中

(１００ μｌ /孔ꎬ１×１０３ 个 / μｌ)ꎬ每组均设立 １０ 个复孔ꎮ 待
细胞充分贴壁后(约接种 ２４ ｈ 后)给予红光照射ꎬ各组
于照射后 ４８ ｈ 去除培养基ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗细胞 ２ 次ꎬ小
心吸干孔内液体后ꎬ每孔加入 １００ ｍｌ 无血清 ＤＭＥＭ￣
Ｆ１２ꎬ避光条件下每孔再加入 １０ μｌ ＣＣＫ￣８ 溶液ꎬ以加
相应量细胞培养基及 ＣＣＫ￣８、但不注入细胞的孔作为
调零孔ꎬ置于 ３７ ℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中避光孵
育 １ ｈꎬ使用酶标仪检测各组标本在 ４５０ ｎｍ 处光密度
值(ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙꎬＯＤ)ꎬ重复检测 ３ 次ꎮ

四、细胞 ＤＮＡ 复制活性检测
取呈对数生长的第 ３ 代细胞ꎬ按每孔 ５×１０３ 个细胞

接种于 ９６ 孔板中ꎬ每组均设立 １０ 个复孔ꎮ 待细胞充分
贴壁后给予相应红光照射ꎬ于照射后 ４８ ｈ 检测细胞
ＤＮＡ 复制活性ꎬ经 ＥｄＵ 标记、细胞固定、ＥｄＵ 染色、ＤＮＡ
染色等操作后立即进行荧光显微镜检测ꎬ并采用 Ｉｍａｇｅ
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 版软件进行分析ꎮ 上述检测重复进行 ３ 次ꎮ

五、细胞周期检测
取呈对数生长的第 ３ 代细胞ꎬ按每皿 １×１０４ 个细

胞密度接种于直径 ３５ ｍｍ 细胞培养皿中ꎬ每组均设立
６ 个复孔ꎮ 待细胞充分贴壁后给予相应红光照射ꎬ于
照射后 ４８ ｈ 采用 ０.２５％胰蛋白酶充分消化细胞ꎬ离心
收集细胞并经预冷 ＰＢＳ 洗涤后制成单细胞悬液ꎬ将细
胞悬液加入到预冷 ７０％酒精中并在 ４ ℃环境下固定
过夜ꎬ将配置好的 ＰＩ 染液对各组细胞进行染色ꎬ４ ℃
避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ采用流式细胞仪以标准程序进行检
测ꎬ共计数 ２~３ 万个细胞ꎬ结果用细胞周期拟和软件
ＭｏｄＦｉｔ 进行分析ꎮ 上述检测重复进行 ３ 次ꎮ

六、统计学分析
本研究所得计量数据以(ｘ－±ｓ)表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ ２０.０

版统计学软件包进行数据分析ꎬ应用单因素方差分析进
行数据比较ꎬＰ<０.０５表示差异具有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、各组 ＭＳＣｓ 形态学观察比较
通过倒置相差显微镜观察发现ꎬ分选后的 ＭＳＣｓ

呈长梭形或多角形ꎬ经红光照射第 ３ 天后ꎬ发现各实验
组细胞生长状况、融合程度均明显优于对照组ꎬ其中以
０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组细胞生长形态最佳ꎬ具体情况见图 １ꎮ
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图 １　 各组 ＭＳＣｓ 形态学比较(倒置相差显微镜ꎬ×１００)

　 　 二、各组 ＭＳＣｓ 增殖活性比较
各组 ＭＳＣｓ 增殖情况详见表 １ꎬ经红光照射后第 １

天、第 ２ 天时各组细胞 ＯＤ 值组间差异均无统计学意
义(Ｐ>０.０５)ꎻ经红光照射第 ３ 天后发现各实验组细胞
ＯＤ 值均较对照组明显增加(Ｐ<０.０５)ꎬ并以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２

组细胞增殖活性最显著ꎮ

表 １　 经不同能量密度红光照射后各组细胞增殖活性比较

(ｘ－±ｓ)

组别　 光照第 １ 天后
ＯＤ 值

光照第 ２ 天后
ＯＤ 值

光照第 ３ 天后
ＯＤ 值

对照组 ０.２２３６±０.０６２７ ０.３３７５±０.０４８９ ０.５６２３±０.０８１５
０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组 ０.２５９１±０.０６３８ ０.４１０３±０.０３７８ １.３２９１±０.０５３８ａ

１ Ｊ / ｃｍ２ 组 ０.２５６３±０.０３５８ ０.３９２１±０.０６３０ ０.９７４５±０.０６５５ａ

２ Ｊ / ｃｍ２ 组 ０.２７２１±０.０５７１ ０.３７６９±０.０４６２ ０.７７６７±０.０７０９ａ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５

三、各组 ＭＳＣｓ ＤＮＡ 复制活性比较
各组细胞 ＤＮＡ 复制情况详见图 ２ꎬ蓝色荧光代表

未处于复制状态的细胞(Ａ)ꎬ红色荧光代表处于复制

图 ２　 各组细胞 ＤＮＡ 复制活性比较

状态的细胞(Ｂ)ꎻ经 Ｉｍａｇｅ Ｐｒｏ ｐｌｕｓ ６.０ 版软件分析后
发现ꎬ各实验组细胞 Ｂ / Ａ 比值均显著高于对照组水
平ꎬ其中以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组 Ｂ / Ａ 比值增高幅度最显著ꎮ

四、各组 ＭＳＣｓ 细胞周期变化比较
各组 ＭＳＣｓ 细胞周期变化情况详见表 ２ꎬ与对照组

比较ꎬ发现各实验组处于 Ｇ０￣Ｇ１ 期细胞数量均明显减
少ꎬ处于 Ｓ、Ｇ２￣Ｍ 期细胞数量均明显增多ꎬ且 ＤＮＡ 合
成旺盛ꎬ与对照组间差异均具有统计学意义 ( Ｐ<
０.０５)ꎻ其中以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组进入 ＤＮＡ 合成期及合成后
期的细胞数量最多ꎮ

表 ２　 经不同能量密度红光照射后各组 ＭＳＣｓ 细胞周期

变化分析(％)

组别　 Ｇ０ ￣Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ ￣Ｍ 期

对照组 ７６.７１±０.２３ ９.４７±０.２１ １３.４２±０.５０
０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组 ６４.７３±０.５６ａ １５.５６±０.４２ａ ２２.６１±０.２５ａ

１ Ｊ / ｃｍ２ 组 ６８.５３±０.４５ａ １３.２１±０.３０ａ １９.８６±０.６８ａ

２ Ｊ / ｃｍ２ 组 ７１.４９±０.３７ａ １３.６５±０.５８ａ １６.１６±０.４３ａ

　 　 注:与对照组比较ꎬａＰ<０.０５

讨　 　 论

传统 ＰＢＭ 干预通常采用激光器ꎬ价格较昂贵ꎬ且
对人体健康具有潜在危害ꎮ ＬＥＤ 能将电能转化为非
相干性单色光能ꎬ具有体积小、低能量、特定脉冲、光谱
范围窄、转换效率高、寿命长、易操作、经济安全等特
点[５]ꎬ是目前国外医用光源的研究热点ꎬ在光疗领域
中得到广泛应用ꎮ Ｙａｎｇ 等[６] 采用波长 ６２０ ｎｍ、能量
密度 ２ Ｊ / ｃｍ２ 的 ＬＥＤ 照射人脐带血 ＭＳＣｓꎬ发现能促进
ＭＳＣｓ 增殖及向成骨细胞分化ꎮ 本研究采用 ＬＥＤ 发射
的 ６２０ ｎｍ 红光照射 ＳＤ 大鼠骨髓ＭＳＣｓꎬ经照射一段时
间后分别从细胞增殖、ＤＮＡ 复制活性及细胞周期变化
等方面进行检测ꎬ证实特定参数的 ＬＥＤ 红光照射能促
进 ＭＳＣｓ 增殖ꎮ

ＣＣＫ￣８ 法可简便而准确地检测细胞增殖水平ꎬ该
试剂中含有 ＷＳＴ￣８ꎬ在电子载体作用下被线粒体内脱
氢酶还原为具有高度水溶性的黄色甲瓒产物ꎬ生成的
甲臜量与存活细胞数量具有正相关性ꎬ能间接反映存
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活细胞数量ꎮ 本实验结果显示ꎬ经波长 ６２０ ｎｍ 红光照
射后 ３ ｄ 时ꎬ各实验组细胞增殖活性均较对照组明显
增强(Ｐ<０.０５)ꎬ其中以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组细胞增殖活性最
显著ꎮ ＥｄＵ 是一种胸腺嘧啶核苷类似物ꎬ能在细胞增
殖期代替胸腺嘧啶渗入正在复制的 ＤＮＡ 分子中ꎬ本研
究通过基于 ＥｄＵ 与 Ａｐｏｌｌｏ 荧光染料的特异性反应ꎬ能
快速检测细胞 ＤＮＡ 复制活性ꎬ本研究结果显示各实验
组细胞 ＤＮＡ 复制活性均较对照组明显增强ꎬ其中以
０.５ Ｊ / ｃｍ２组细胞 ＤＮＡ 复制活性最显著ꎮ 细胞生长周
期主要包括 ＤＮＡ 合成前期(Ｇ１)、ＤＮＡ 合成期( Ｓ)、
ＤＮＡ 合成后期(Ｇ２)及细胞分裂期(Ｍ)ꎬ后三期通常较
稳定ꎬ细胞周期所经历时间主要取决于 Ｇ１ 期长短ꎮ 本
研究结果显示ꎬ经 ＬＥＤ 红光照射后 ３ ｄ 时各实验组细
胞 Ｇ１ 期比例均较对照组明显减小ꎬ后三期比例均较对

照组明显增加ꎬ其中以 ０.５ Ｊ / ｃｍ２ 组细胞周期变化幅度
最显著ꎬ提示 ＬＥＤ 红光照射能缩短 ＭＳＣｓ ＤＮＡ 合成前
期ꎬ在后 ３ 期比较稳定情况下ꎬ从而使整个细胞生长周
期缩短ꎮ 上述结果表明ꎬ６２０ ｎｍ ＬＥＤ 非相干红光照射
能通过提高细胞 ＤＮＡ 复制活性ꎬ缩短细胞生长周期ꎬ
从而促进 ＭＳＣＳ 体外增殖水平ꎮ

目前研究显示ꎬ不同波长光照具有不同生物学作
用ꎬ如 ＬＥＤ 蓝光波长主峰为 ４５０ ~ ４７０ ｎｍꎬ可应用于新
生儿黄疸治疗[７]ꎮ 张丽敏等[８] 在研究光生物调节对糖
尿病视网膜病变的防治作用时发现ꎬ６２０ ｎｍ ＬＥＤ 光照
能激活抗凋亡 Ｐ１３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎬ抑制高糖引起的细胞凋
亡ꎮ Ｍａｒｔｉｇｎａｇｏ 等[９]评估不同波长 ＬＥＤ 光照对大鼠全
层皮肤移植物的影响ꎬ发现 ６３０ ｎｍ 红光照射可有效改
善皮肤￣表皮连接并调节与组织修复相关的蛋白水平ꎮ
光生物调节作用存在“窗口特异性” (ｗｉｎｄｏｗ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃｉ￣
ｔｙ)ꎬ即在某些特定波长条件下ꎬ一定能量密度范围内的
光照可产生较明显生物刺激效应ꎮ Ｈｏｕ 等[１０] 采用
６３５ ｎｍ低能量激光对骨髓 ＭＳＣｓ 进行照射ꎬ功率密度为
６.６１ ｍＷ/ ｃｍ２ꎬ在照射 ０ꎬ２ꎬ４ꎬ６ꎬ８ 和 １０ ｄ 后分别采用
ＭＴＴ 比色法和 ＢｒｄＵ 法检测细胞增殖情况ꎬ发现各实验
组细胞在照射 ０~４ ｄ 期间呈对数生长ꎬ其中以０.５ Ｊ / ｃｍ２

组细胞增殖效应最明显ꎻ在照射 ４~６ ｄ 期间细胞增殖处
于平台期ꎻ照射 ８ ｄ 后发现对细胞增殖产生抑制作用ꎮ
彭飞等[１１] 观察不同能量密度非相干性红光(波长
６２０ ｎｍ)照射对骨髓 ＭＳＣｓ 分化的影响ꎬ发现光照后４ ｄ
时１ Ｊ / ｃｍ２组和 ２ Ｊ / ｃｍ２ 组细胞增殖活性均较对照组明
显增强(Ｐ<０.０５)ꎬ而 ４ Ｊ / ｃｍ２ 组细胞增殖活性与对照组
间差异无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ Ｌｉ 等[１２]采用６３０ ｎｍ低
能量红光照射骨髓 ＭＳＣｓꎬ光功率密度分别设定为 ５ꎬ１０
和１５ ｍＷ/ ｃｍ２ꎬ能量密度包括 ２ꎬ４ Ｊ / ｃｍ２ꎬ结果发现
１５ ｍＷ/ ｃｍ２、４ Ｊ / ｃｍ２ 是６３０ ｎｍ低能量红光照射促进骨
髓 ＭＳＣｓ 增殖的理想参数ꎮ 本研究也得到类似结果ꎬ如

各实验组ＭＳＣｓ 经相应参数 ６２０ ｎｍ 红光照射后ꎬ发现其
细胞增殖活性均较对照组明显增强ꎬ并以０.５ Ｊ / ｃｍ２组细
胞增殖水平最显著ꎬ说明 ＬＥＤ 红光照射对骨髓 ＭＳＣｓ 的
促增殖作用也存在窗口效应ꎮ

综上所述ꎬ本研究结果表明ꎬ ＬＥＤ 发出的波长
６２０ ｎｍ非相干红光在特定光强及照射时间条件下ꎬ能
促进体外骨髓 ＭＳＣｓ 增殖ꎬ为骨组织工程创造有利条
件ꎬ而 ＬＥＤ 最佳光刺激参数及促进体外 ＭＳＣｓ 增殖的
确切生物学机制还有待进一步探讨ꎮ
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