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中文摘要

发光二级管(1ight emitting diode，LED)是一种高亮度、高效率、长寿命的

新型固体光源。被广泛应用于大屏幕显示，交通信号灯，多媒体信息存储，照明

等领域，无论是产值还是产量，在半导体光电器件中均占据主导地位。近年来，

研究开发LED在生命科学中的应用受到日益广泛的关注，本论文的工作主要是

研制出LED生物光源，然后用该光源进行细胞生物学实验。

论文的第一章，首先从非相干单色光的细胞生物效应、光生物调节作用机理、

光生物调节中非共振作用的特征、以及生物信息模型(BIMP)等几方面，论述和

确立了研制LED生物光源的理论依据。接着第二章简要综述了最近几年来LED

在生命科学领域中的研究进展，主要包括LED在植物、动物、人体临床、生物

医学材料、环境监测和科研方面的应用。由于在LED光生物刺激研究中，对光

源的照射剂量、光强调节和光强的均匀性等参数的要求非常准确，而目前的LED

生物应用装置又缺乏这些功能，因此，开发出一套针对不同生物实验对象，光强

高、中、低搭配的LED光源将是十分必要的，该生物光源的研制，将使LED这

种新型光生物实验技术进一步标准化和实用化，

第三章进行了LED生物光源的研制，采用透镜组扩大光束、透镜阵列聚焦

和点阵光曲面聚集光能三种光路设计，设计出可用于动物细胞和组织培养使用

的，低强度、中等强度和较高强度的LED生物光源。在这三种光源中，是通过

选择每个光源中的四个工作参数来调节输出光的辐射照度。实际测试数据表明：

低强度光源输出的辐射照度范围为O．0021—0．9961(W／m2)，在直径20mm的照射

面积内所测辐射照度的标准偏差为O．02w／m2(n=40，Mean：O．71 w／m2)；中等强度

光源输出的辐射照度范围为O．3579—11．2286(W／m2)，在直径30mm照射面积内

所测辐射照度的标准偏差为O．02W／m2(n=60，Mean：6．37 W协2；较高强度光源输

出的辐射照度范围为17～lIO(W／m2)，在直径40mm照射面积内所测辐射照度的

标准偏差为0．02W／m2(n=80，Mean：71．54 W／m2)。经检验这三种光源在被照射面

上的辐射照度都呈匀称分布，对测试所得数据，使用统计分析软件SPSS拟合得

出三种光源的辐射照度经验计算公式，它们显著性检验的P值都小于o．05。该系



列光源除了具备光强可调、分布均匀优势外，还具有波长、波峰宽适宜，以及小

巧、价廉、能耗低、发热少等特点，尤其是该生物光源在设计时采用的单元组装

模式，使得不同强度的光照能够存同一批生物样品上实现，大大拓宽了生物实验

的可选择性，提高了工作效率和实验准确性。

第四章和第五章，使用以上自制的中等强度的LED生物光源，研究在波长为

640±17rim的LED红光作用下，对细胞的促进增殖和抑制凋亡。

促进增殖方面，是用5．93(w／m2)和7．13(W／m2)两种辐射照度的LED，照射所

培养的人皮肤成纤维细胞，48小时后用细胞计数检测增殖。结果发现，培养人

皮肤成纤维细胞的增殖在接受89mJ／cm2、214mJ／eraz照射剂量后无变化，而在接

受428mJ／cm2照射后，与对照组相比有显著性差异。该实验结果支持BIMP模型，

正如1．3节所指出的，促进增殖属于途径II，89mJ／cm2和214mJ／cm2这两个剂量

满足BIMPl，无增殖效应，而428mJ／cm2剂量满足BIMP2，促进增殖。

抑制凋亡方面，是用O．9州，m2)和10(W／m2)两种辐射照度的LED，照射所培养的，

由A f3(25—35)诱导的鼠嗜铬细胞瘤细胞系PCI2。结果表明，不同剂量的LED

照射对细胞调亡有不同影响，以O，9(W／m2)辐射照度的LED照射60分钟，则能

显著减少由A 0诱导的PCI2细胞调亡。该实验结果可以为探讨使用光学技术这

种绿色疗法，来防治老年痴呆病提供一定的启示。

关键词：发光二极管；辐射照度；成纤维细胞；PCI2细胞；细胞增殖；细胞调

亡
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Abstract

LEDs(Iight emitting diodes)have become new attractive solid light sources with

superiority in high reliability,high brightness．10ng life and high energy efficiency and

extensively been used in the area of big screen displaying，traffic signal lights，

multimedia information storage and lighting．Whether in production value or in output，

LEDs was dominating over the semiconductor photoelectricity apparatus．In recent

years the potential for the development of LEDs for study of the visible light function

in life science is also well recognized despite the difficulties to be overcome．In this

paper three LED biology light sources were developed and have been used for cell

biology experiments．

In the first part of this thesis，the reasons of develop LED biology light source

have been discussed from the effects of non—eoncem homochromy light on cells，the

mechanisms and non·resonance characters of photobiomodulation on cells，the

biological information model of photobiomodulation(BIMP)of low intensity

laser(LIL)proposed by Professor Liu TCY．Recent advance ofinvestigations of LEDs

irradiation in life science were summarized in the second part of this thesis．

Applications of LEDs to plant，animal cell，animal model，human clinical，biomaterial，

environment survey and scientific research were review in the literatures．It is highly

important for photobiomodulation on cells to measure irradiation dose，light intensity

and uniformity．Presently,LED biology application equipments are rarely function

above Because of its business purpose．So it is necessary to develop a set of LED

biology light sources with different intensity．This work will make LED light biology

technique more standardization and practicality．

Three LEDs biology light SOUrCeS with different intensity for cell or tissue

culture have been developed in the nlird part ofthis thesis．A concave(convex)lens to

expand the beams oflight，to focus the rays oflight and an array ofLEDs being set in

the sphere connected with Fresnel lenses are three newly-designed in oBr systems．In
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each source the illumination can easily be aajusted by selection of four parameters

respectively。The illuminations radiate from three systems were measured and their

experiential formulae for calculating illumination were obtained by SPSS．The

illumination of light from the three LED systems ranges from：O．0021 to 0．9961

W／cm2 with the spot diameter 20 nlrll in low intensity LEDs source，the Standard

Deviation is 0．02 W／cm2(n=40，Mean：0．71 W／cm2)；0．3579 to 11．2286 W／cm2 with

the spot diameter 30 mm in moderate intensity LEDs source，the Standard Deviation

is 0．02 W／cm2(n=60，Mean：6．37 W／can2)；0．3579 to 1 1．2286 W／cm2 with the spot

diameter 40 lllin in hi曲intensity LEDs source，the Standard Deviation is 0．02

W／cm2(n=80，Mean：71．54 W／cm2)．All the formulae get by SPSS was significantly

different from P—test fP<O．05)．The measured illuminations show not only they agree

with calculations but also their distributions are a11 uniformity．The formulae get by

SPSS is reliable．These LEDs light sources are not only adjustment and uniformity but

also smaller,less expensive，required less power,generated less heat．Especially,the

pattern of the construct both aggregate and desegregate in design was to realize

different light intensity illumination On salne biology sample at the same time．The

selectivity,work efficiency and experiment veracity have been improve greatly．

In the fourth and fifth part ofthis thesis，the investigations ofred LEDs 1i曲t with

the wavelength of 640±1 7nm on cell accelerating proliferation and controlling

apoptosis using our moderate intensity LEDs sonrce were carried through．

In promote cell proliferation，the effects of LEDs with the two irradiances of

5．93 W／m2 and 7．1 3 W／m2 on the Droliferation of human skin fibroblasts have been

explored．After 48 hours．cells were counted．After 89mJ／cm2 and 214mJ／cm2

irradiation，the proliferation of the cells showed no difference compared with the

control group．The cells proliferation Was enhanced by 428mJ／cm2 irradiation．The

experimental results supposed BIMP．The lights used in the experiment are red lights．

As 1．3 had pointed out．enhancing proliferation belongs to pathway two，89mJ／cm2

and 21 4mJ／cm2 satisfied BIMP I，which showed no proliferation phenomena．

428mJ／cm2 satisfied BIMP2，which showed proliferation phenomena．
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In controlling cell apoptosis，monolayer cell cultures of PCI2 induced by A p

were irradiated with LEDs at the two irradiances of 0．9Ⅶ|碚and 1 0 W／m2 j Cell

apoptosis was confirmed by DNA fragmentation assay and FAScan flow cytometer

assay．The results shows different doses of LEDs irradiation have different effects on

the apoptosis．The LED irradiation，when utilized at power of0．9W／m2 and 60 minute

has significantly diminished A B induced apoptosis of PCI2 cells．The experimental

results provided usefulness revelations of photo—therapeutics in prevention and cure

Alzheimer disease(AD)，

Key words：light emitting diode(LED)，irradiance，Fibroblasts(FBs)，PC 12 cells，

proliferation，apoptosis
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第一章LED生物光源的研制背景

1．1 LED的特性和用于生物光源的前景

发光二极管简称LED0ight Emitting Diodes)是在半导体p-n结为基础的多层

结构或者是与其类似的结构中通以正向电流时，能够高效率发出可见光或其它波

长光的器件，可见光是指人眼睛能感觉到的辐射，波长范围为紫光380nm到红

光760nm，目前已有红外、红、黄、绿、蓝、紫等各种发光二极管。

LED具有把电能直接转化成光能的特点。与自炽灯相比，LED具有以下优

点[方志烈1992】：(1)尺寸小、重量轻、易小型化和集成化；(2)全固体化，机

械性能好，可靠性高；(3)冷光源，转化效率高；(4)高亮度、功率小、驱动电

压低，可与集成电路匹配使用；(5)寿命长，亮度半衰期大于105小时；(6)响

应时间短，一般为毫微秒数量级；(7)可多色显示，选择不同的半导体材料，控

制不同的掺杂元素和浓度，可获得不同波长的光。

随着LED材料生长技术的发展和制备工艺的完善，商品化LED的发光效率

几乎每十年提高一个数量级，其性能的提高推动了LED的应用发展，从汽车车

灯、交通指示灯到多媒体信息存储，从全彩色大屏幕显示到白光照明，其应用范

围日益广阔，可以说已进入千家万户，遍及国民经济各部门。

目前生命科学研究中所采用的人工光源按照发光原理可分为热辐射和电致

发光两大类，如在动植物科研以及生物医学材料开发应用中已经普遍使用的白炽

灯、金属卤化物灯、各种气体放电灯(如荧光灯、高压钠灯、高压氙灯、高压汞

灯等)an激光器等，前面几种光源给出的光谱都比较宽，无法确定生物反应对什

么波长最强烈，而且产生的热和红外辐射较多，需要用滤光片和吸热滤片将光谱

窄化并降低辐射热，以获得符合要求的光谱分布，使光谱半宽窄化的另外方法是

选择衍射光栅单色仪或棱镜单色仪，但这些仪器中复杂和昂贵的机械零部件往往

使操作者难度加大，在这些方法中当光能经过各种滤光片和多级单色仪后，损失

增大，从而不得不使用更强的光源，增加了能耗。

激光器是目前最好的单色光源，它所给出的光强度高，单色性和相干性都较

好，对细胞的微束照射很有用，近些年来激光用于生命科学研究已经取得很大成



功，但激光器目前可供选择的波长有限，发射的光束十分细小，而细胞的培养和

生物育种都需要大面积的光源，另外激光的谱线较窄，它一般发出仅仅o．01ran

宽的单一波长的光，而大多数生物实验并不需要非常窄的光，一般地说半高宽从

几到几十纳米的光就可以，而这正好是LED的光谱半宽范围，目前LED光谱峰

的半宽最窄已可达到十几个纳米以下，这使得利用LED来进行光生命作用机理

的研究成为可能。

近年来随着LED制作水平的飞速进步，尤其是在发光强度、波长与价格方

面，目前己开发的LED与激光器相比也毫不逊色，甚至更有优势，尤其是在后

两方面，由于LED发光效率大为提高，如目前最强的橙红色LED(波长615nm)，

发光效率为100流明／瓦，它所产生的光通量已相当于4mW左右的氦氖激光器，

完全可以满足一般的临床低强度治疗的需要。而在波长、实用性与价格方面，目

前的LED则远远胜过激光器，同激光器只能输出几个有限的波长不同，目前的

LED的波长范围已经可以覆盖整个可见光区，在实际使用时，还可以将各种不

同波长的LED做在同一个光源里使用，这一点又是目前的激光器所不能做到的。

而从实用方面看，激光器的电源技术要求高，耗能大，泵浦源物质的能量转化效

率很低，第一代激光器均需要复杂的水循环散热系统才能工作，而半导体激光器

由于技术含量高，开发成本高，价格昂贵，也限制了它的应用[Jiang Jian Ping

2000]，在市场价格方面，二者更是不可相比，LED由于结构简单、供电电源小

巧、功耗低、寿命长、可靠易推广，因此它的价格远远低于目前市场上的任何一

类激光器。因此，这些原因使得用LED这种新光源来代替目前的激光器，进行

生命科学的研究和应用，具有了广阔的前景和较高的实用价值。

1．2 Karu关于非相干单色光的细胞生物效应

Kava在六年时间里，从动物细胞分子水平上，系统地研究了细菌、酵母菌

和哺乳动物细胞在uL与可见光作用下的行为，发现光刺激效应主要与波长、照

射剂量和照射方式有关，而相干光的条件不是必须[karu T 1989]。因此，LED可

以代替目前在生物医学中普遍使用的激光。

Karu对这些不同水平的生物体，用相干性好的激光与相同波段的可见光进

行的对比实验表明：无论是在DNA或蛋白质的合成速率[Fedoseyeva et al 1984，

KaruTI 1984]，细胞或细菌生长速率[Tiphlova 1986，KavaTI 1983]；以及各种酶



的活性iFedoseyeval986]和CAMP水平[KaruTll985，1987]的测试结果来看，

=者具有相同的刺激效果。而用相干和不相干的红光在治疗消化道溃疡方面也会

有相同的效果[Sazonv et al 1985]，从而说明非相干性可见光同样可以达到激光

的生物刺激效果。另外，Km-u[Karu 1998]还根据大量的实验结果从氧化还原电

位的角度提出了这样的观点，如果细胞的氧化还原电位已经处于细胞可以发挥iE

常功能的状态，细胞对低强度单色光就没有响应；细胞的氧化还原电位比这个J下

常值越低，细胞对低强度单色光的响应越大。Tun&等人[Tuner J and Hode L 1999]

进一步指出，只有对那些生物功能需要调整的生物组织，低强度单色光才能产生

影响。这跟下面要介绍的光生物调节作用机理是相符的。

1．3光生物调节作用机理

低强度单色光对生物细胞和组织具有生物调节作用，也就是说，既具有刺激

作用，也具有抑制作用，这种生物调节作用可能既与单色光的波长、剂量有关，

也与细胞本身的功能状态有关。影响低强度单色光生物效应的因素非常复杂，因

此，实验条件稍有不同就容易导致不同、甚至相反的结果。

如果单色光的能量刚好与色素的分子能级间隔相匹配，单色光与色素就可以

发生共振作用。哺乳动物或人的视觉细胞膜上的视色素就可以共振吸收可见光，

但一般非视觉细胞膜上没有这样的色素分子。研究表明[Kam 1998]，低强度单

色光对非视觉细胞有信号作用。目前光对细胞的调节通路可以分为两类，特异性

通路由细胞色素c氧化酶[Karul987，1989&1998，Yuet al 1997，Eells et al 2003]、

血色素[Borisenko et al 1997，Stadler et al 2000，Vygovsky et al 2002，Mi et al

2004]、单线态氧[Lindgard et al 2003]和内源性卟啉[Klebanovet aI 2003a]等光敏

物质[Lavi et a12003]与光发生共振作用的分子所介导，非特异性通路由与光不能

发生共振作用的细胞的膜分子所介导[LiuTcY ctal 1999，2000&2003a]。

关于低强度单色光的作用机制，目前主要有Karu[Karu 1998]的线粒体学说和

刘承宜．[LiuTCYl999～20001等人的生物信息模型学说。Karu认为，低强度单色光

可被细胞线粒体中的细胞色素所吸收，随后不但促进ATP的合成，而且可以通

过电子传递链产生的氧化还原反应调节细胞的功能。刘承宜等人认为低强度单色

光的生物信息调节作用是由细胞膜受体所介导的，细胞膜化学配体的受体可与低

强度单色光发生非共振作用。按照量子力学，非共振作用可以忽略，然而，当细

胞膜受体处于相干状态时，这种非共振作用可被相干状态下的受体数目非线形放

l 3



大，只有病理状态下的细胞膜受体才会处于相干状态，因此，低强度单色光只能

对病理状态下的细胞产生效应。病理细胞处于相干状态的受体接受光信号以后，

将改变构型，并启动细胞内部的信号转导通路。刘承宜等人[Liu et al

1999＆2000＆2003a]将这种光信号转导称为协同光信号转导。

1．4光生物调节中的非共振作用特征

共振作用是特异性的，只要有满足相应条件的光子和分子，共振作用肯定可

以发生，非共振作用是非特异性的，因为发生的几率很小，需要特殊的条件才可

以发生。而光生物调节作用只能作用于病理的细胞或组织。对于共振作用来说，

只要满足相应条件的分子系统吸收相同数目的光子(光的照射莉量～样)，效应

应该是相同的，即倒易规则成立。然而倒易规则对光生物调节作用不成立，根据

倒易规则(Bunsen．Roscoe规律)，当光剂量(光强乘以光照时间)保持恒定时，

光化学响应对光强和光照时间是独立的。但对于光生物调节作用，给定剂量的光，

存在一个最佳光强或最佳照射时间[Van Breugel et al 1992，Karu 1998，Schindl et

al 2001]。光参数如果不在最佳强度附近，光就没有生物调节作用。这是非共振

作用的第一个最显著特点。大量实验证明，这种非共振作用的另外几个显著特点

是：第二，低强度单色光所产生的细胞效应非常弱。正如Karu EKava 1998]所指

出的，尽管低强度单色光的细胞效应很弱，有时甚至观察不到，关于低强度单色

光的细胞效应研究还是屡见报道。这说明，低强度激光细胞效应确实存在，但效

应很弱，而且只有具备了一定的条件才‘可以观察到。第三，几乎可见光波段的每

一种单色光都可以产生细胞效应[Karu 1998]。非视觉细胞不同于视觉细胞，即

使线粒体的细胞色素对可见光有共振吸收，也不会像视色素那样覆盖整个可见光

波段，蛋白质或核酸等细胞生色团的光谱吸收峰的波长都比可见光短得多，生色

团对可见光的吸收只能是非共振吸，也『F是这种非共振吸收可以解释所有波段的

可见光都有细胞效应。第四，与共振作用不同的是低强度细胞效应不是精确依赖

于激光的波长或频率。例如，620nm和680nm的激光都可以促进HeLa细胞在玻

璃上的黏附[Karu et al 1996]。第五，非共振吸收的损伤阈值远远高于共振吸收。

由于非共振作用的以上这些特点。因此，对大多数动物细胞或组织的光生物

调节作用，光源并不需要非常窄的光，一般来说谱线半宽度从几到几十纳米就可

以，而这正好是在发光二级管的波段宽范围。



1．5生物信息模型mIMPl

绌胞膜受体非共振吸收单色光信号后所发生的下游过程与一般信号转导类

似。通过分析大量的基础与临床研究，刘承宜等人[Liu et al 1999&2000&2003a，

刘承宜等1997&2000]提出了光生物调节作用的生物信息模型(BIMP)，从|办同

光信号转导(collective phototransduction)的角度成功解释了低强度单色光的信

息功能。将可见光划分为，UVA(320．400nm)、紫、蓝和绿等冷色和红外(IR)、

红、橙和黄等暖色两类。Almeida—Lopes等人EAlmeida-Lopes et al 2001]研究了

670、692、780和786 nln四种波长的激光对人齿龈成纤维细胞的增殖作用，发

现相同强度的激光诱导的细胞增殖作用与波长无关。这个结果支持BIMP对可见

光的分类。

细胞对不同剂量段的暖色光或冷色光作出不同的反应，而且不同细胞的剂量

效应规律不同。不同细胞的生理过程，有不同的分类。对于血细胞、血管内皮细

胞、平滑肌细胞和巨噬细胞等细胞，可以按照信号转导途径来分类：

生理过程1：Gs蛋白介导的信号通路：cAMP f；

生理过程2：Gq蛋白，Gi蛋白或受体关联酶介导的信号通路：cAMP 4。

人二倍体成皮肤纤维细胞用氦氖激光照射后，对细胞数量和胶原蛋白I型量

进行TN定。低能量的激光(低于2，91mW)和较短的照射时间(0．5到2分钟)

大多具有促进作用，高能量(5．98roW)则无影响。值得注意的是，胶原蛋白I

型的产生与细胞的增殖相互拮抗：当细胞增殖提高，则胶原蛋白I型就会减少[vall

Breugel et al 1992]。因此，对于成纤维细胞，可以按照细胞的功能来分类：

生理过程1：胶原合成

生理过程2：细胞分裂

按照BIMP，

暖色兴奋信号生理过程1

冷色兴奋信号生理过程2

为了讨论的方便，将上述模型称为BIMPl。
根据BIMP可知，BIMPl的成立有一定的剂量范围。当激光的剂量超过
BIMLl成立的阈值时，可以得到BIMP2：

冷色兴奋生理过程1



暖色兴奋生理过程2

这个剂量范围是研究得最多的。BIMP2得到了300J／m2低强度He-Ne激光诱

导牛中性粒细胞产生呼吸爆发实验[Duan et al 20011的直接验证。用化学发光法测

量激光诱导中性粒细胞在体外呼吸爆发，用genistein等胞内信号转导分子活性

抑制剂研究产生这一效应的信号转导途径。实验发现，酪氨酸蛋白激酶(PTKs)

抑制剂genistein(100M)完全抑制了这一效应，磷脂酶C(PLC)抑制剂U一73122

(1M)和蛋白激酶C(PKC)抑制剂calphostin C(5M)部分抑制了这一效应。

实验结果表明，PTKs在诱导呼吸爆发过程中起重要作用；

fPTKs—PLC—PKC．NADPH氧化酶】这一信号转导途径可能参与了激光诱导呼吸爆

发产生的过程。300J／m2属于第二个剂量段。He．Ne激光属于暖光。PTKs介导的

信号通路属于途径2。显然，BIMP2成立。

当激光的剂量超过BIMP(2n一1)成立的闽值时，根据BIMP，可以得到

BIMP2n=BIMP2；当激光的剂量超过BIMP2n成立的闽值时，根据BIMP，可以

得到BIMP(2n+I)=BIMPl。

由以上的理论模型，我们可以将不同可见光对动物细胞悬液的影响归纳为表

1。从表1可以看出，不同细胞的剂量段是不同的。通过应用不同剂量的He．Ne

激光照射离体培养的兔和人的血管内皮细胞(VEC)和平滑肌细胞(VSMC)研

究发现，剂量为O．54x104J／m2时，VEC(符合BIMP2)与周围组织的粘贴力增加、

生长和繁殖速度加快、活性增强，而VSMC(符合BIMP3)无明显增殖；剂量

为1．6×104J／m2时，VEC(符合BIMP3)的增殖速度已低于对照组，而VSMC仍

无明显增殖；剂量为5．4x104J／m2时，VEC和VSMC的生长速度、活性等均被明

显抑$1][Kipshidze et al 1996，2001]。该实验表明，对He-Ne激光，VEC的剂量关

系与VSMC的剂量关系是不同的，这一点可以用来对不同的细胞进行不同的生

物调节作用。



表1．不同波段的光对哺乳动物培养细胞的作用

Tab 1．1 Action ofvarious bands oflight on mammalian cellular cultures

^ Stimulation Inhibition Refergnces

Culture Activity BIMP

(rim) Dose， J／m2 Dose，J／m2

Cold Figs，
HeLa Proliferation 10 1

color 1 12&3 1

HT29

632．8 Proliferation 1～10 l P．205
ceils

633 HeLa CAMP]" 10 1 Fig．7．10

Human

diploid Collagen

632．8 SK】11 typeI <3 1 P．206

fibroblast production

Hnnlan

1hbs．

632．8 lymphocy Proliferation 56 2

5．2&5±3

tes+pHA

Hot Figs．
HeLa Proliferation 102 2

color 1．12&3．1

Chinese

630．63 hamster

Proliferation 103 2 Rlb．7．1

3 fibroblast

Human

embryoni

632．8 c foreskin Proliferation 102 2 ’rab．7．1

fibroblast

632．8 Red Deformabilit 104 2 ’‰va et al

7



bjood y 19948

cells

632．8 HeLa Proliferation 102 2 T曲．71

Clonogeneic
632．8 HeLa 102～103 >104 2 Fig．4．5A

Mouse Cell granule Tr℃lies et al

632．8 2,4x104 2

mast ceils rdease 198821

3T3

Yh et a1

660 fibroblast Proliferation 1∥ 2

199322

Human

Shields et al

660 Proliferation 104 2

199223

1eukocyte

CD4

MeGowan
660 T-cells IL厂2 telease 104 2

et a1 199624

+PHA

Hypertro

Dhic

scar．defiv Webb et al

660 Proliferation 2．4-4×104 2

en 199825

fibroblast

Hllman

Bacteria 1YU et al

660 neutroDhi 2．4，4，8×104 2

killing 199726

1s

Human

405 Proliferation 105 3 1曲．7．1

lymphobl

8



【
astoid

cells

Rat

Zheng et
632，8 macropha cAMP山 106 4

a1199127

Human

f2．4-2．81

694．3 melanom Proliferation 4 1hb 7．1

×10。

a culture

Mouse

694．3 fibroblast Proliferation 105 4 Tab．7．1

SL929

+Karu 1998

1．6 LED生物光源研制的立论依据

根据以上几节的讨论，可以归纳出研制LED生物光源的立论依据主要如下：

(1)从Kam关于非相干单色光的细胞生物学效应实验可知，非相干单色光完全

可以取得同激光一样的生物刺激效应，因此，可以用LED单色光代替激光。(2)

由于非共振作用的以上这些特点，因此，对大多数动物细胞或组织的光生物调节

作用，光源并不需要波段非常窄的单色光，这方面LED要比激光更具优势。(3)

另外由非共振作用还知道，非视觉细胞几乎可对任何波段的可见光在适当的条件

下产生响应，而LED的可选择波段要比现有的激光器多得多，因此，使用LED

生物光源可以得到比激光更多的生物刺激信息。(4)从生物信息模型(BIMP)

可知，虽然非共振作用不要求波宽非常窄的单色光，但也不能用白光，因为冷光

与暖光的作用会相互抵消，即使白光有效应，但剂量的可操作性很差；当然，单

色光的谱线宽度也不能太宽，因为不同单色光的剂量关系是不同的，因此，一般

来说谱线半宽度从几到几十纳米就可以，而这正好是在LED的波段宽范围。



第二章LED目前用于生物医学的研究进展

2．1 LED用于植物的太空发育

利用人工光源在外太空对植物在微重力环境下的研究己进行多年。美国和前

苏联在以往进行的多次太空植物试验中，光源都是用荧光灯，它由红、蓝等光谱

波段的单色光混合提供白光，试验的种类有拟南芥、小麦、水稻等谷物、莴苣、

马铃薯、卷心菜等叶菜类和根茎植物。这些试验表明，缺乏重力并不会阻碍这些

植物在太空的正常生长发育，与第一代种子相比，微重力作为胁迫因子，对在太

空中JF常出产的第二代和第三代种子的影响，已在细胞水平上发现[BirI曲锄et

al 2000]。目前许多在太空搭载中结出的作物种子带回地面后，已经发育并正在

为我们生产着绿色健康的食物。

LED第一次作为植物光源是在2001发射到国际空间站(International Space

Station，ISS)的ADVANCED ASTROCULTURE(ADvASC)装置里，它由美国

威斯康星航天自动化控制中心研制，用蓝色和红色LED做光源，作物生长密闭

室高34cm2，面积486cm2，用拟南芥在太空生长八周后将结出的豆荚种子带回

了地面[Kostov et al 2002]。

2．2 LED用于动物细胞的体外试验

在研究可见光对细胞繁殖的影响中，Whelan等用不同波长和照射剂量的

LED对体外培养的细胞进行照射，如对人的正常上皮细胞用688nm的LED，以

4J／cm2剂量进行照射后，测其细胞增长为155．171％[Whelan et al 2001a]，从

Sprague Dawley小鼠皮中提取的成纤维细胞(3T3)，用670rim的LED以4J／crrl2

的剂量进行照射，在照射后第二天开始测定其DNA合成为43％，第三天为28％，

第四天为10％，从小鼠骨中提取成骨细胞(MC3T3．E1)，分别用670rim、728nm

和880hm的LED以4J／cm2的剂量进行照射，同样在照射后第二天开始测定其

DNA合成为119％，第三天为33％，第四天为17％(以880 nm组为例)[Whdan et

al 2001b]。

在LED用于杀灭肿瘤细胞的研究中，Whelan等对在体外培养的犬神经瘤细



胞(2A9)和人成胶质瘤细胞(U 3 7 3)，用Lutetium Texaphyrin(Lutex，吸收

峰7 4 0 nm)署H Benzoporphyrin Derivative(BPD，吸收峰6 9 0 nm)做光敏剂，用

PDT方法进行杀死肿瘤细胞实验，分别用发射峰在了2 8 nm和6 8 0 nm的LED

做光源时，二种细胞系中5 0％一8 6％的癌细胞被杀死[Whelan et al 2001b，

Whelan et al 1998]。

在研究可见光对细胞附着行为的影响方面，Karu对在体外培养的HeLa细胞，

使用波长为8 2 0±1 0 nnR、10Hz、16—120J／m2脉冲LED，来研究细胞与玻璃

基质问的附着行为。Karu发现，在加入畦巴因(Quabain)、花生四烯酸

(arachidaonic acid)和ATP之前，先用LED对细胞进行照射，则可以消除这些

化学物质加入后对细胞附着的抑制效应，当在细胞培养液中加入阿的平

(quinacrine)后再进行脉冲照射，也可以消除它对细胞附着的抑制影响，而氨

基吡咪(amiloride)与脉冲L E D光对细胞附着有协同效应，通过脉冲LED光来刺

激细胞附着的照射闽值随着细胞悬浮液中加入氨基吡咪或哇巴因的量而减少

『Karu et al 2001a]，同时还发现，对细胞用抗氧化剂(如自由基清除剂)处理，

可以消除光对细胞附着的影响，呼吸链中的抑制剂如鱼藤酮(rotenone)和叠氮

化物(azide)强烈地影响光照效果，氧化剂如过氧化氢(H202)在低浓度，以及亚甲

基兰(methylene blue)会增加细胞的附着，超氧化物歧化酶不会影响光的作用，

而过氧化氢酶(catalase)束1]激或抑制细胞的附着，则取决于它的浓度与作用次序

[Karu et al 2001b]。

在研究可见光抑制细胞生长方面，Ohara等对B16黑瘤细胞分别用红色LED

(6341ma，2．9 mW／cm2)光、黄色LED(518mn，2．3 mW／cm2)光和蓝色LED

(470nm，5．7mW／cm2)光，结合5．溴2．脱氧尿苷(BrdU)渗入进行DNA分析，

用流式细胞仪对光照后该细胞周期进行分析，发现照射20分钟后96小时，蓝色

LED光可明显减少S期的细胞数，由43．60％下降到4．09％(同对照组相比)，而

相应增大G0／G1和G2／M期的细胞数，分别由42．92％上升到70．85％和由13．49％

上升到25．06％(同对照组相比)，从G1到s期过度的滞后和M期的延长导致了

B16黑瘤细胞的生长抑制。从该B16细胞光照后克隆的形态、数量及每个克隆里

的细胞数量表明，LED蓝光可增强B16黑瘤细胞的静止状况，但没有杀死效果。

该试验还表明用塑料薄膜覆盖细胞培养器后再进行光照，可完全消除紫外光uV



(320--380nm)对B16细胞照射后克隆形态的抑制效果，而LED蓝光则不会受

这一影响，说明这两种光对细胞的作用机制不同fOhara et al 20021。

最后，在研究可见光抑制细胞凋亡方面，段锐等用红光LED(640．670run)，

对由淀粉样多肽(Amyloidp-peptide，A13 25-35)诱导而凋亡的单层PCI2细胞悬

浮液，施加不同的照射剂量，强度O．5，10W／m2，时间30至60分不等，用荧光

显微镜、流式细胞仪和DNA电泳断层分析仪，对凋亡细胞进行确定。发现在PCI2

细胞培养液加入30毫摩尔的A1325-35后，24小时后该细胞的凋亡率由7％上升

到42％，而如果用0．9 W／m2强度的LED红光照射60分钟后，该PCI2细胞的凋

亡率在24小时后仅达到15％。用琼脂糖胶进行的DNA电泳断层分析也得出了

同样的结果，用LED红光照射后DNA电泳断层明显减少，细胞凋亡得到抑制。

该试验得出的另一个结论是，在相对高的光强度下，用不同的照射时间来进行光

照，对细胞的凋亡影响没有显著差别[Duan et al 2003]。

2．3 LED用于动物模型的试验

某些创伤由于周围的动脉血流受到阻碍而产生局部缺氧，导致营养不足和易

受感染从而形成更难愈合的缺血性慢性创伤，目前对这类创伤的形成还知道得很

少，尤其是在分子水平上，为了研究LED和高压氧治疗(hyperbaric oxygen therapy,

HBO)对这类创伤的效果，Whelan等在Sprague Dawley正常鼠上进行动物模型

实验，在鼠皮上创造1lrnm直径的创伤，用小硅片植入皮肤肌肉下面来阻碍血管

生长以形成慢性创伤，在1 4天时间里，分为四组，每组1 5只鼠，分别进行对

照(无LED和HBO)、HBO、LED(880nm)和LED与HBO结合，来进行创伤

愈合实验，创伤的大小由计算机扫描测量，实验的同时对动物模型进行解剖取样，

用酶联免疫吸附(ELISA)测定其成纤维生长因子(FGF．B)浓度和血管内皮生长

因子(VEGF)。其实验数据表明，只有用LED和HBO结合，小鼠皮肤创伤才

可以在规定时间内愈合得最快，其VEGF和FGF一0浓度的量与其它组比较也是

最高的。这几组实验中的VEGF和FGF．13都是在创伤中期，约第七天左右浓度

达到最高，以后随创伤的进一步愈合而浓度逐渐降低[Whelan et al 2001b]。

在研究光动力治疗(photodynamic therapy,PDT)肿瘤方面，体外细胞实验

中已经证明光敏剂photofrin、BPD和Lutex有杀灭肿瘤细胞的功能，在进一步

的动物模型实验中，用犬类动物对这几种光敏剂的毒性进行了研究，得出了在一



定LED照射剂量下正常蒙古犬(约20kg)所能忍受的最大药物剂量(MTD)，用

photofrin当照射LED剂量为3 6 3 J／cnl2时，MTD为1．6 mg／kg[Schmidt et al

1996]，用BPD当照射LED剂量为l 0 0 J／cm2Hd，MTD为0．7 5 mg／kg，当

LED保持1 0 0 J／cm2剂量，BPD剂量增加到1．0 mg／kg时，会在动物上观察到

皮肤损伤和神经中毒现象，当BPD剂量保持0．75 mg／kg，而LED增加到1 2 5、

1 5 O和1 7 5 J／cm2时，也会在动物身上观察到皮肤损伤，严重神经中毒和死

亡结果[Whelan et al 1998]。

在研究单色光对动物视觉神经细胞损伤的调节方面，Eells等以公鼠

(Haran—Sprague·Dawley)为模型，通过用视网膜电位图(electroretinogram，ERG)、

组织病理解剖分析等手段，研究了红光LED(670nm，4J／cm2)对由甲醇中毒而

导致的视神经功能下降的保护作用。发现在用LED阵列治疗72小时后，分析记

录的ERG后表明，被甲醇诱导中毒而下降的视功能得到了一定程度的恢复，尤

其是在高光强水平照射时恢复效果更为明显。通过组织病理解剖分析，与对照组

相比，由甲醇中毒而产生的视网膜水肿、空泡、光受体的肿胀以及视网膜细胞中

线粒体的异常冠状增大等病理特征，通过红光LED阵列治疗后会消失。该研究

结果为利用单色光的光生物调节作用来治疗视网膜损伤和相关疾病提供了启示

[Eells et al 2003]。

利用小型LED作为刺激光源，置入活鼠头内，再配合置入的记录电极和参

考电极，Robert等获得了Wistar鼠在不同睡眠阶段的ERG。发现在慢波睡眠

(SWS)时的ERG振幅要高于醒目(W)状况下的ERG振幅两倍以上；慢波睡

眠(SWS)和深度睡眠(REM)时的ERG图不同；被LED激发的视皮层电位

响应同ERG的电位变化非常相"似[Robert et al 1994]。最近Robert等又将记录电

极分别置入活鼠角膜、交叉视神经束和视皮层附近，通过记录这些部位在w、

SWS和REM阶段的ERG，来研究大脑不同部位在不同睡眠阶段对神经节细胞

的反应和调节[Robert et al 2001]。

Wiltschko等还用一种澳大利亚侯鸟银眼(silvereye)，研究了在夜里绿光

LED(565nm)的强度对该鸟的磁场接受体定向能力的影响。该研究发现，在

O．0021．0．0075W／m2范围强度下，该鸟的磁场定向功能正常，如光强低于O．002

w／m2该鸟表现为缺乏活性，但仍能基本正确定向，比正常定向方向反时针偏差



12。以内，但在高光强O．015 W／m2时，该鸟的磁场定向会比正常定向方向反时针

偏差近700[Wiltschko el al 2000]。

2．4 LED应用于人体临床医疗

在太空医学实验应用中，对长期在太空执行任务的宇航员，由于在微重力环

境下，人体细胞的生理状态会发生相应变化，肌肉和骨骼会发生一定程度的萎缩

‘j虚脱，在太空执行任务时受到的意外创伤由于缺乏重力来刺激细胞生长，其伤

口很难愈合，往往需要一直等到返回地面才得以治疗。对此，美国宇航局(NASA)

在太空飞船中用LED点阵光源(630—800nto)来对宇航员的肌肉与骨骼进行恢复

治疗和加速伤口的愈合，均收到很好效果，同时NASA还用LED．PDT技术来对

太空中由于宇宙射线可能引发的肿瘤对宇航员进行早期检查与防治[Whelan et al

1999]。

对于一些患有白血病的儿科病人，在植入与他们的细胞抗原相匹配的骨髓

前，要接受最大剂量的放化治疗以杀死他们体内的瘤变骨髓，由于化疗药物和放

射疗法会不加区别地杀死快速分裂的细胞，如口腔黏膜细胞和胃肠道细胞系，进

而导致严重的胃肠效应(GI effects)，这些化疗病人经常会引发急性口腔溃疡，

导致食咽困难。使用NASA的688nmLED，当每天病人接受完最后一次化疗后，

再接受4 J／cm2的LED照射剂量，在30位受LED治疗的病人中，47％的人口腔

疼痛受到缓解，其口腔溃疡的治愈程度比预想的要好[Whelan et al 2001b]。

在用LED治疗肿瘤疾病方面，由于LED光谱分布的半峰宽比激光宽20rim

左右，可以激发更多的光敏剂，利用LED内置球型光源在光动力治疗食道癌，

以及用LED阵列治疗皮肤癌已取得一定临床效果。目前美国食品与药物管理局

(FDA)已经批准将以LED为基础的PDT用于在儿童和成人中治疗脑肿瘤，例

如用光敏剂photofrin与LED结合，已成为当前对肺癌和食道癌的普遍疗法，BPD

与LED球型改进装置[Schrnidt et al 1996]、LED点阵光源和LED探针结合可用

来治疗皮肤癌、银屑病和类风湿关节炎[Whelan et al 2001b]。使用630 nmLED点

阵光源，结合2％的Aminolaevulinic acid(ALA)对肢体的鲍思病(Bowen’S

disease)，一种癌前皮炎来进行治疗，照射剂量为240 J／cm2，前后间隔时间90

分钟，此LED点阵功率为40 mw／cm2，其治疗效果与传统外科治疗相比，不会

产生伤疤和使肢体功能丧失[Wong et al 2001]。



Miyake等发明了一种新型ERG测试系统，用来监测在玻璃体摘除和其它人眼

外科手术时视网膜功能的变化，该系统是将红、绿、蘸LED置入接触透镜中，该

透镜外围的金属圈相当于记录电极，用这种透镜接触近人眼时，它既是记录电极

又是刺激光源。用该系统记录下了人眼手术时玻璃体出血、非导电物质进入眼体

空穴、不同内眼压和患细菌性眼膜炎时的ERG，结果况明在进行玻璃体摘除手术

时，改变眼体空穴内的注入介质和剧烈提升内眼压都会使ERG图形发生改变

[Miyake et al 1998]。

2．5 LED用于生物医学材料加工

在牙体修复手术过程中，所用的修补材料一般为复合树脂，它由光敏剂和光

引发剂组成，常用的光敏剂为樟脑醌(Camphoroquinone，CQ)，它吸收400一

500nm蓝光，光引发剂一般为胺活化剂如N，N．二甲胺基甲基丙烯酸乙酯

(2一(N，N．dimethylmnino)ethyl methacrylate，DMAEMA)等，使用时将光敏剂和

胺活化剂做成糊状放在要修补的牙部位，再将高亮度的蓝光用光纤导入口中，在

光照下两者产生聚合反应而固化。目前光固化灯(curinglight)是用钨卤灯做光

源，使用时要将产生的自光用干涉滤波器等器件滤掉红外光和波长在500hm的

可见光，该灯能耗高，使用中间要停顿用风扇散热数分钟，只能间隙使用，而用

高亮度LED蓝光做光固化灯，则可完全省去滤波器等附件，也无需散热，所产

生的光也会被光敏剂等充分吸收利用。

Jandt等人用27个蓝色LED做成光源，总功率350mW／cm2，钨卤灯功率为

755 mW／cm2，用这两种光源分别对一种以樟脑醌为光敏剂的牙科材料(Spectrum

TPH)的A2和A4面光固化40秒后，固化深度(cure depth)和材料的耐压强度

测试结果表明，钨卤灯固化深度(6．4mm A2，5．19ram A4)和LED固化深度

(5．33mmA2，4．27ramA4)都超过了IS04049要求，三种方差统计分析结果显示，

用这两种光源处理后的材料耐压强度没有显著差异，并都超过了人体牙臼在自然

嚼咀时所承受的压力，符合临床要求。由于LED光发射峰完全在的樟脑醌的吸

收峰包裹之内，所以低功率LED光源的固化效果相当于二倍功率的钨卤灯的固

化效果，显示了LED在这方面更大的优势[Jandta et al 2000】。

Hofmann等对三种聚合树脂材料(Herculite XRV,Filtek Z250，Definite)用钨卤

灯(800mw／cm2)和两种光强的LED灯(320mw／cm2，160mWlcm2)，采用固



定光强照射和逐渐增大光强两种照射方式，照射时问总共都为40秒，使用一种

圆盘倾斜技术(deflecting disc technique)fWatts et al 19911，同时测定光聚合反

应后这些树脂材料的收缩应变动力学参数和温度的变化。硬度测试表明，对

Herculite XRV和Filtek Z250(两种材料只含樟脑醌CQ为光引发剂)，经钨卤灯

和高光强的LED照射后会产生相同的硬度，而Definite(除CQ外还含有另一种

光活性剂吸收更低波段的光)经LED照射后硬度降低。同钨卤灯相比，经LED

照射后的这三种树脂材料在聚合反应中升高的温度和由于光照而产生的热都低

于前者。三种树脂材料光聚合后最快的聚合体积收缩都发生在经钨卤灯固定光强

照射后，随后是高光强的LED和低光强的LED，采用逐渐增大光强照射则可降

低聚合发应的体积收缩。对Herculite XRV和Definite经钨卤灯光聚合后60分钟

所产生的收缩应变均高于两种LED光聚合后的收缩应变，而对FiltekZ250用三

种光源光聚合后60分钟所产生的收缩应变大致接：i丘[Hofrnann et al 20021。

2．6 LED新器件的开发利用

在医疗应用方面，目前已经开发出一种新型LED球型装置[Schmidt et al

19961，此装罱的10 cm长空心管内有三个通道，分别导入LED电线，冷却蒸馏

水和O．1％脂肪乳液，冷却蒸馏水围绕LED发光芯片进行循环冷却，可保持整个

装置处于37℃以下，脂肪乳液使LED光均匀分散，球心中央共放置144个LED

发光芯片，可使其LED总输出功率达到1．0W，球的直径从2 cm到5cm，装入

的LED芯片波长可根据治疗的需要来决定，这种装置输出功率高，由于不靠光

纤输出，可减少50％的输出损耗，在PDT食道癌时，可将此装置放入食道内，

以杀死那些食道内避光处的肿瘤细胞。

在医学检验方面，还开发出一种波长在570nm的LED光电仪，它利用血浆

与血液沉积物之间的光吸收差别来监测人的血液沉积，以获取红细胞沉积速度

(erythrocyte sedimentation rate，ESR)。LED方法与传统的Westergreen(WG)方法

相比，需要的血液样少(LED方法只需30“1，而WG方法需lml)，测试时间

缩短了4倍，同时可以得到更多的有关红细胞聚合方面的信息[Ciorteaet al 2001]。

其它还有，利用LED作光源，与光接受器、固相ELISA等一起组成光学三通道

细胞流动免疫传感器，可以同时自动测定毒素，如葡萄球菌肠毒素

B(staphylococcal enterotoxin B．SEB)；病毒因子，如嗜菌体M13Coacteriophage，



M13)；以及细菌因子，如大肠埃系杆N(escherichia，coli)[Koch et al 20001。

在监测有害细菌和病毒方面，James等人研制出一种现场手提式核酸分析仪，

内置25—30微升PCR(polymerase chain reaction，PCR)聚合酶链反应塑料管，

以硅和铂为材料的热循环器可快速加热和冷却PCR反应管，490rim和525nm的

两种LED光分别用来激发两个通道中的FAM和JOE／TAMRA荧光染料，该仪器

重量在1Kg以下，可在12V／3．5A电池供电下测出四个样品，检测一个样品时间

少于30rain，用该仪器成功分析出炭疽、大肠杆菌等[James et al 20031。

在环境监测方面，Tao等利用紫外LED的发射波谱峰与六价铬离子的吸收峰

非常重合这一特点，用紫外LED作为激发光源，折射率在1．29至1．3l的聚四乙

烯(Teflon AF 2400)为材料，做成内径O．9mm外径1．17mm的两米长细管。测

定时将检测样品直接注入细管内，形成以水为核芯的光纤，由于检测时光程大大

高于通常的1cm长度，因此可大大提高检测的灵敏度，同时由于激发光的发射

峰tj被检测物cr6+的吸收峰非常吻合，因此可省去滤波器等附加的光学器件，该

仪器用电池供电，小巧便于携带，可在野外作业，在pH高于8时，对cy的最

低检出限量为0．1ppb，在通常的水质pH6左右，c，+最低检出限量为0．2ppb[Tao

et al 2002]。

在利用LED改进科研仪器方面也做了大量工作，如植物中的痕量元素铝对

调节植物中固氮酶的活性十分重要，为了在“百。的含量上检出铝，Ana等设计出

多通道液流抽取检测系统，用微机控制六个阀门的开关和进入螺线管反应器的液

体量，475nm的LED做激发光源，光电二极管做探测器，该装置在钼的含量为

25到15099!。之间，检出结果的线性响应相关系数为O．999，最低检出限量为

4．699l。[Comitre et al 20031。而Sean等将光纤与各波段的LED祸合后形成激发

光源，导入体积为721nl的流动微室，该微室有四个相互垂直的接口，被检测荧

光是在与激发光垂直的方向，通过滤波片和微透镜后由光纤导出，微室的另两个

接口分别接入毛细微管以注入和排出分析试掖，这个毛细流动注入分析系统，可

通过光纤耦合不同波段的LED来检测不同的荧光信号[Sean et al 20021。

2．7 LED生物光源研制的意义

随着近年来LED开发技术的迅猛发展，尤其是管芯超高亮度和波段全色化

的实现，使LED在上述生物医学的应用也进一步普及。但由于LED的最初应用

是在信号显示、背光源或交通安全指示等领域，在这些应用中对LED光源的照



射剂量、光强和光照的均匀性等参数要求不高，或根本不用考虑。而在光生物刺

激实验中，对光源的这些参数往往要求得非常准确，而不同的生物实验又需要不

同强度的光源来照射。因此，有必要开发出一套针对不同生物实验对象，光强高、

中、低搭配的LED光源，另外，能够有一套较可靠、实用的经验公式，来对该

系列光源的工作参数进行准确计算，也是十分必要的。这样，就可以使LED这种廉

价、方便、可靠的新型光生物实验技术进一步标准化、系列化和实用化。为它在

生物医学和细胞生物学等领域开拓更广阔的应用，提供可靠的理论和实验基础。



第三章LED生物光源的研究

3．1生物光源的技术要求

一般对生物光源最基本的技术要求有这四点：第一，光强能够连续可调，光

源可对不同的生物对象进行不同强度的照射；第二，光源波段的选择范围广，实

验时能选择到所需波段的单色光，对生物对象进行光刺激；第三，在整个照射范

围内的光能密度要均匀，以保证在计算总照射剂量时的准确性；第四，能够照射

比较大的面积，不但可以进行细胞规模的研究，而且可以进行组织培养乃至作物

光照发育的研究。

3．2 LED作为生物光源的优势与缺陷

近年来随着半导体工业的飞速发展，不但铝磷铟镓、砷化镓和氮化镓等LED

关键材料的研究取了突破性进展，而且LED管芯的制造工艺也在不断提高，从

而逐步实现了LED光能转换的高效率、超高亮度和全色化，从而使该发光器件

具有了节电、长寿命、波长覆盖宽、固体非真空器件、不需散热、体积小和重量

轻等特点。

动物细胞或组织与单色光的作用是非共振作用『角建瓴等2003，刘承宜等

1997，Liu TCY 1999，2000]，因此光生物调节作用不是严格依赖于波长[Kan】

1 998]。研究表明[Kam 1998，1989]，普通单色光与激光的光生物调节作用没有显

著性差异。发光二极管(LED)所发出光正好是满足这种要求的单色光。研究进

一步发现，不同的动物细胞[Kam 1989]或组织[Tun白et al 1999]的光生物调节作

用的剂量依赖关系是不同的。实际上，LED已经广泛用于生物医学的研究[刘江

等2002]。

但是，目前LED与激光相比最大的劣势就是其强度可调性。激光可以通过

调节激光器的电流来控制它的输出功率，而LED的调节电流范围有限，主要是

当电流超出LED的最大正向直流电流时，会使管芯PN结的温度上升，影响PN

结的复合发光，导致电流减小，发光效率迅速降低；其次LED发光中心波长还

随温度上升向长波侧移动，光谱宽度也随之增}JI][Lorenz et at 1966]，这是带隙宽

度、载流子能量分布和晶格振动等因数相互作用随温度变化的结果；另外IED



的封装材料如环氧树脂等对温度的承受也有一定的极限要求。

基于卜述原因，本论文是在一定的有限电流调节范围内，主要是通过采用_i

同的光学设计，使LED输出光的强度能够得以改变，如光源的辐射照度得以降

低或提高，从而克服了LED光强调节较差的缺陷，使其能够更好地适合于生命

科学研究的研究。

3．3 LED生物光源的基本设计要求

针对生物光源的基本技术要求，在设计LED生物光源时，是通过以F几种

方法来使光源达到生物光源的要求。

光强调节方面：在选定好适合亮度的LED管芯，对光源采用了一定的光学

设计后，便得到了高、中、低三种强度的LED生物光源，每种光源均可在LED

的正常工作电流范围内(一般20mA至40mA)，通过控制LED的电流来调节光

强，操作简单，调控准确。

光能密度均匀方面：在本光源系统的光学设计中，由于是采用了透镜组扩展

光束、透镜阵列和菲涅尔透镜这些光学器件，使输出光最后都尽可能以平行光到

达生物样品上，因此，可以最大限度地使整个照射范围内各部分的光能密度都相

同时，这样就可通过调节照射时间来准确计算出生物样品所接受到的照射剂量。

照射面积方面：本光源系统的光学设计既可以和细胞培养孔板结合，又可以

和较大面积的玻璃培养器套用，这样就可以满足不同的生物实验对不同光照面积

的需要。

光源波段选择方面：是通过选择不同波段的LED管芯，来满足生物实验对

不同单色光的需要。

3．4 LED生物光源系列的光学设计与制作

3．4．1光源的光学设计

通过采用透镜组扩大光束、透镜阵列聚焦和点阵光曲面聚集光能三种光路设

计，分别得到低强度、中等强度和较高强度的LED生物光源。对于低强度LED

光源，是采用透镜组扩束来降低LED输出光的辐射照度，其光路图如图3．1所

示：对于中等强度LED光源，是通过透镜阵列聚焦来提高LED输出光的辐射照

度，其光路图如图3．2所示；对于高强度LED光源，是首先将安装在曲面点阵

上的LED光汇聚在曲面的曲率中心，然后经一菲涅耳透镜把光线平行照射i：l：l-去，



既提高了LED输出光的辐射照度，又使输出光改变了方向，其光路图如图3．3

所示。

r
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图3．1低强度LED光源光路图

Fig 3．1 The scheme ofoptical system in low intensity LED sources

图3-2中等强度LED光源光路图

Fig 3．2 The scheme ofoptical system in moderate intensity LED s01．1rces

因为对于透镜来说，LED从严格意义讲不是点光源，发的光也有一定的谱

宽，但本文从实际应用出发，采用合理近似，将LED看成是类点光源，在光度

导轨上通过LED对不同曲率的透镜在光屏上所成的最小像的像距，利用高斯公

式反求得选定的LED对图3．2中阵列透镜和图3．1中透镜L1的经验焦距，而透

镜L2与L3则采用已知焦距的二个透镜组合而成，所不同的只是它们的焦距之比

f，，f：不同，从而导致输出光的强度不同。

对低强度和中等强度的LED生物光源，采用最简单的透镜组光学元件，是

为了便于光筒单元的集成。例如，对同一个细胞培养板，既可以把相同的光筒单

元组装在一起，得到每孔光强相同的照射；又可以把不同的光筒单元组装在一起，

得到每孔光强不同的照射。而后面一种单元组装使用，往往在对同一批生物样品，

要求采用不同的光强照射，把光照剂量曲线在一次操作完成时，显得十分便捷。

薹



图3．3高强度LED光源光路及结构剖视图

Fig 3．3 The illustration ofoptical and structural system in high intensity LED

SOUrces

图3．3中由A和B二个球冠内的若干个LED发出的光线在曲率中心O和

O、点汇聚后，经一菲涅耳透镜把光线从上下二面平行照射到生物样品上去，增强

了光源的辐射照度和光能分布的均匀性，中部的长方形装置内用来放置细胞培养

孔板或玻璃培养器，上下玻璃套管的长度L都相同，以保证生物样品上下二面

接受到的辐射剂量相同。图3‘3中的A、B二球冠的曲率半经都为150 illnl，用

来照射口径较大的玻璃培养器，这种光源可根据照射面积的不同，采用不同大小

的球冠来安装不同数量的LED。

⑧
、、．一r

图3,4球冠内LED点阵分布的平面俯视图

Fig 3．4 The distribution ofLEDs array inside semi—sphere

另外经测试表明，球冠内LED点阵分布不同，所得到的辐射照度也不同，

本光源设计采用的LED点阵分布，如图3．4所示，是从球冠顶点第一个LED开

始，按1、2、4、8、16的比例来依次增加外围各圈上的LED数，并保持各圈之



问的距离相等，使LED在球冠内均匀分布。

对高强度LED生物光源，采用菲涅耳透镜来输出光，主要是考虑到与普通

透镜相比，它的优点是成本便宜、体积轻薄，组装方便，面积也可根据需要和可

能做得很大，而用一个大面积的透镜不但十分昂贵，也非常笨重。但菲涅耳透镜

的缺点是有色散，这里是由于LED光的单色性较好，克服了菲涅耳透镜的色散

缺陷。

3．4．2光源的制作

(1)简要结构：

以上三种光源中的透镜均是选自广州光学仪器厂的产品，图3．1中L1经验

焦距为75mm，图3．2中阵列透镜的经验焦距为37ram，这二种光源可通过调整

透镜L3和阵列透镜的直径，来分别照射口径不同的细胞培养板，使用时将LED

与上述对应的透镜结合后，再用外侧包紧光亮锡箔的玻璃筒与之固定，做成光源

筒后，插入细胞培养装置内照射，其简要结构如图3．5所示：

图3．5中、低强度LED生物光源结构简图

Fig 3．5 The structure ofmoderate or low intensity LED sources

这三种光源都可以根据需要，选择不同波长和管芯光强的LED，还可使用

多管芯比如双色或多色LED，还可根据照射面积的不同，采用不同面积的球冠

来安装不同数量的LED，以满足不同的生物光照需要，本光源采用的是发散角

为30。，波长640nm，半波峰宽范围约17 nnl的红光LED，照射对象为直径不同

的细胞培养板或者玻璃培养器。

(2)电源配置：

以上系列光源可根据所需的LED数目和实验的目的，选择干电池和直流电

源二种，选用干电池做电源时，可将该光源连同电源一起放入细胞培养箱进行实

验。在电路设计上采用串联与并联组合．以稳压驱动，恒电流供电，配合补偿电

阻，使每串LED光强相等。在供电方式上，除了使用连续供电外，还可采用间



隙供电，如用12伏稳压电源供电，然后通过一个无稳态多谐振荡器，其振动频

率在1—10Hz范围，使LED光源按选定时问间隔闪烁。

3．5光源辐射照度的确定

3．5．1辐射照度的强度测定

首先用PHILIPS公司的PLMl00光荧光面扫描仪来准确校正已选定LED的

波长^(nm)，根据波长数值，再用日本ADVANTEST cORPORATION的辐射照

度功率q,t’TQ8200SERIES OPTICAL SENSORC(connected with power meter)来

直接测定光源在该波长范围输出的辐射照度E(W／m2)，另外LED的法向光强I『cd)

则是用浙江大学光电系的GCD．99 LED测试仪来精确测定。

3．5．2辐射照度的分布测定

测量的方法是用一带狭缝的遮光板，狭缝宽度为2mm，长度足够合适，在

距光源照射的适当距离处，对照射面从x和Y二垂直方向进行逐行扫描，每次

测量宽度为2 Iillil，用以上辐射照度功率计读出辐射照度值E cx，和E c Y)后，再

进行统计学分析比较。

3．5．3辐射照度的经验表达式的推导

对于不同强度的LED生物光源，分别选择各光源中的四个工作参数，在准

确测定出不同工作参数下的辐射照度后，再使用统计分析软件SPSS拟合得出它

们的辐射照度经验计算公式。

3．6低强度LED生物光源

3．6．1设计参数对辐射照度的影响

(1)光筒长度对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，管芯光强1,5cd，透镜L3与L2焦距之比f 3／f"2=2

时，测得在不同光筒长度下，该生物光源的辐射照度并做出散点图，用SPSS软

件拟合出相应线形如下：



L

图3．6辐射照度E。w／TIl2，与光筒长度L。。，的线性关系

Fig 3．6 The linear relation between E(W／m21 and L(n1)

由图3．6可看出此光源的辐射照度会随光筒长度的增加而衰减，大呈直线关

系。

(2)工作电流对辐射照度的影响：

在光筒长度12cm，管芯光强1．5cd，透镜L3与L2焦距之比f 3／f 2=2时，用

上述辐射照度功率计测得在不同电流下该光源的辐射照度，做出散点图并拟合出

相应线形如下：

I

图3．7辐射照度E。w，n12，与电流强度I。mA，的线性关系

Fig 3．7 The linear relation between E(W／rrd>and I(mAt

由图3．7可知该光源的辐射照度会随LED通过电流的增大而快速增强，在

所测的从10mA到60mA电流范围内，大致呈直线关系，考虑到对光源输出光能

的要求以及能耗，并尽量降低高电流下LED散热对生物实验的影响，另外由于



是低强度光源，因此取LED工作电流为20mA，即在标准电流下工作。

(3)管芯光强对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，透镜L3与L2焦距之比f 3／f 2=2，光筒长度12cm

时，测出在640nm波长下的不同管芯的LED光强下，该光源的辐射照度，做出

散点图并拟合出相应线形如下：

l

图3．8辐射照度E。w魁，与LED管芯光强I c。d，的线性关系

Fig 3．8 The linear relation between E(W／m2)and I(cd)

由图3．8可知该光源的辐射照度会随LED管芯光强的增大而增强，也呈线

性关系，因此可根据细胞和组织培养的不同需要，选用不同光强的的LED管芯，

考虑到本光源是低强度光源，所以选用1．5 cd的LED管芯。

(4)焦距之比对辐射照度的影响：

最后在LED工作电流为20mA，管芯光强为1．5cd，光筒长度12cm时，改

变透镜L3和L2的焦距之比f 3／f 2，测得在不同比值下，该光源的辐射照度，做

出散点图并拟合出相应线形如下：
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图3．9辐射照度E。w，m，与f 3／f 2比值的幂函数关系

Fig 3．9 The powerrelation between E(W／m2)and f 3／f"2

由图3．9可知该光源的辐射照度会随透镜L3和k焦距比值的增大而迅速减低，

二者是呈较典型的幂函数关系，因此通过调整透镜焦距f 3／f 2的比值，可大大降

低该生物光源的辐射照度。

3．6．2辐射照度的分布检测

在LED管芯光强1．5cd，发散角度30。，电流为20mA，光筒长度为12cm，

透镜Ll经验焦距为75ram，透镜L3与L2焦距之比f 3／f 2宅时，照射六孔细胞

培养板，每孔直径40mm，用狭缝为2 mitt宽的遮光板在X与Y二垂直方向进行

逐行扫描，每次测量宽度为2 rnln，用以上辐射照度功率计分别读出20个Em

和EfYl辐射照度值，做出它们强度分布的直方图如下：

!l：O

图3．10被照射表面x方向辐射照度分布图

Fig 3．10 The distribution ofradiance on X directional area
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图3．1l被照射表面Y方向辐射照度分布图

Fig 3．11Thedistribution ofradianceonYdirectional area

图3．10和图3．11中的横坐标表示各组之间间距，纵坐标表示间距内的组出

现的次数，从这二个分布图可看出，在被照射表面所测的x和Y二垂直方向的20

个辐射照度，它们的分布曲线都呈典型的均匀分布，用SPSS软件对这些数据进

行统计分析的结果是：x方向的辐射照度E(x)和Y方向的辐射照度E(Y}平均值

(Mean)分别为O．709和0．710；标准偏差(SD．)都为O．02；双侧检验中均匀分布的

概率P值分别为0．992和0．977。说明该光源的辐射照度E州恤1在所照射平面内

呈较好的均匀分布[Spiegel et al 2002]可以满足生命科学研究中对辐射光源均匀

性的要求。

3．6．3辐射照度对设计参数的回归分析

(1)测量结果：

在不同的LED管芯光强I。。小LED工作电流I。”光筒长度L。。，和透镜

L3与L2焦距之比f 3／f 2时，测得该生物光源的辐射照度E(w／。2)，建立数据文库

如表3．I所示：



表3．1辐射照度与其它因素的关系

Tab 3．1 The relations between E W／m2)and other factors

变量 Y Xl X2 X3 Xz

定 气％：) IIH、 硪)
1

，己)
义 Ln，2

1 0．0021 1．0000 5．0000 0．4255 0．000l

2 0．0782 1．2500 5．2631 0．4347 0．0002

3 O．1569 1．5000 5．5555 0．4444 0．0003

4 0．2296 1．7500 5．8823 0．4545 0．0004

5 0．3033 2．0000 6．2500 0．4672 0．0005

6 0，3824 2．2500 6．6666 0．4807 0．0006

7 0．4591 2．5000 7．1428 0．4975 0．0007

8 0．5325 2．7500 7．6923 0．5128 0．0009

9 O．6103 3．0000 8．3333 0．5347 0．0010

10 0．6784 3．2500 9．0909 0．5586 0．0012

11 0．7626 3，5000 10．0000 0．5882 0．0014

12 0．8396 3．7500 11．1111 0．6211 0．0016

13 O．9165 4．0000 12．5000 0．6666 0．0018

14 0．9960 4．2500 14．2857 O．7194 0．0020

15 1．0747 4．5000 16．6666 0．8000 0．0022

16 1．1495 4．7500 20．0000 0．9090 0．0025

17 1．2349 5．0000 25．0000 1．0869 0．0027

18 1．3082 5．2500 33．3333 1．4492 0．0030

19 1．3859 5．5000 50．0000 2．4390 0．0033

20 1．4645 5．7500 100．0000 0．0036

(2)线性回归：

用SPSS软件对辐射照度Y与LED管芯光强x1、光筒长度的倒数X2、透镜

L3和k

焦距比值对数的倒数X3、LED工作电流的平方)(4进行四元线性回归，得出辐射



照度Y与这些因素的回归方程a

⋯⋯⋯⋯⋯⋯a

(3)方差分析：

对以上四元线性回归的结果，用SPSS软件对其显著性与否进行方差分析，

结果如下：

表3．2四元线性回归的方差分析

Tab 3．2The analysisofvariancebyfourvariableslinear regression

方差来 自由度 平方和 均方 F Fo 05 Fo 01 P值

源

回归 4 3．368 0．842 110658．17 3．11 5．04 0．000

残差 14 1．065E一4 7．608E一6

总和 18 3．368

从以上方差分析表中可知：P值小于q(O．05)，所以Y对xl、x2、x3、殛

有显著的线性关系，即回归方程a线性显著：另外从F值大于Fo 05(4，14)或Fo 01(4，

14)的事实也可得到上述同样结论。

3．6．4结论：

将回归方程a通过变量代换可得到下列公式A：

锈=-0．290+0．296x‰+警 0．0254
+13．590×圮1

⋯⋯⋯⋯⋯⋯A

即为低强度LED生物光源的辐射照度经验计算公式，在O．0021一

O．9961(W／m2)J塞个区间，可用它来比较准确地对该光源的辐射照度进行估算，与

实际测量值吻合。

3．7中等强度LED生物光源

3．7．1设计参数对辐射照度的影响

(1)光筒长度对辐射照度的影响；



在LED工作电流为20mA，管芯光强1．5cd，透镜半径为30mm时，测得在

不同光筒长度下，该生物光源的辐射照度并做出散点图，用SPSS软件拟合出相

应线形如下：

L

图3．12辐射照度E(w／m2、与光筒长度L。。，的线性关系

Fig 3．12Thelinear relationbetweenE(w／m2、andL(。)

由图3．12可看出此光源的辐射照度会随光筒长度的增加而衰减，大致呈

直线关系。

(2)工作电流对辐射照度的影响：

将光筒固定在14cm长度下，管芯光强1．5cd，透镜半径为30ram时，只改

变通过LED的电流大小，用上述辐射照度功率计测得在不同电流下该光源的辐

射照度，做出散点图并拟合出相应线形如下：

I

图3．13辐射照度E(w／m21与电流强度I cmA，的线性关系

Fig 3．13Thelinear relationbetweenE⋯m2)andI(mA)

4



由图3．13可知该光源的辐射照度会随LED通过电流的增大而快速增强，

在所测的从10mA到60mA范围内，大致呈直线关系。由于是中等强度￡}物光源，

在考虑满足光源的输出光能，并尽可能降低高电流下LED散热对生物实验的影

响前提下，可取适当的电流作为LED工作电流。

(3)管芯光强对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，光筒长度14cm，透镜半径为30mm时，测出在

640hm波长下的不同管芯的LED光强下，该光源的辐射照度，做出散点图并拟

合出相应线形如下：

l

图3．14辐射照度EfW／m2)与LED光强I c@的线性关系

Fig 3．14Thelinear relationbetweenEfⅥ，／m21 andI(。d)

由图3．14可知该光源的辐射照度会随LED管芯光强的增大而增强，也呈线

性关系，因此可根据细胞和组织培养的不同需要，选用不同光强的的LED管芯。

(4)透镜半径对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，光筒长度14cm，管芯光强1．5cd下，只改变阵

列透镜的半径和光筒的直径，透镜焦距不变，测得用不同半径透镜时，该光源的

辐射照度，做出散点图并拟合出相应线形如下：
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11

图3．15辐射照度Ef‰21与透镜半径R c。，的幂函数关系

Fig 3．15Thepower relationbetweenEfw，m21 andR(m)

由图3．15可知该光源的辐射照度会随阵列中透镜半径的增大而迅速减低，

=者是呈较典型的幂函数关系，因此如要提高该光源的输出光能，不宜过分增大

透镜的半径。

3．7．2辐射照度的分布检测

在LED管芯光强2．5cd，发射角度300，电流为20mA，光筒长度为14cm，

阵列中透镜的经验焦距为37mm，透镜半径为30mm时，照射四孔细胞培养板，

每孔直径60mm，用狭缝为2111111宽的遮光板在x与Y二垂直方向进行逐行扫描，

每次测量宽度为2 mm，用以上辐射照度功率计分别读出30个E(x)和E(Y)辐射照

度值，做出它们强度分布的直方图如下：

!I茹

图3．16被照射表面x方向辐射照度分布图

Fig 3．16 The distribution ofradiance on Xdirectional
area
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图3．17被照射表面Y方向辐射照度分布图

Fig 3．17ThedistributionofradianceonYdirectional area

图3．16和图3．17中的横坐标表示各组之间间距，纵坐标表示间距内的组出

现的次数，从这二个分布图可看出，在被照射表面所测的x和Y二垂直方向的

30个辐射照度，它们的分布曲线都呈典型的均匀分布，用SPSS软件对这些数据

进行统计分析的结果是：x方向的辐射照度E(x)和Y方向的辐射照度E(Y)平均

值(Mean)分别为6．372和6．375；标准偏差(SD．)都为0．02．双侧检验中均匀分布

的概率P值分别为o．979和o．974。说明该光源的辐射照度Ef训m2)在所照射平面

内呈较好的均匀分布[Spiegel et al 20021，可以满足生命科学研究中对辐射光源均

匀性的要求。

3．7．3辐射照度对设计参数的回归分析

(1)测量结果：

在不同的LED管芯光强I。。d)、工作电流I c A】、光筒长度L c。，和阵列中透镜

半径R。。，时，测得该生物光源的辐射照度Efw，m2、，建立数据文库如表3t3所示：



表3．3辐射照度与其它因素的关系

Tab 3,3 The relations between E(w／Ⅱ＆)and other factors

变 Y Xi X2 X3 X4

量

定 气％：) I(cd) 硪) 《1) 』函
义

1 0．3579 1．0000 5．0000 19．0476 0．0001

2 0．8344 1．2500 5．2631 20．0000 0．0002

3 1．3963 1．5000 5．5555 21．0526 0．0003

4 1．9727 1．7500 5．8823 22．2222 0．0004

5 2．4987 2．0000 6．2500 23．5294 0．0005

6 3．0612 2．2500 6．6666 25．0000 0．0006

7 3．6459 2．5000 7．1428 26．666 0．0007

8 4．1542 2．7500 7．6923 28．5714 0．0009

9 4．7280 3．0000 8．3333 30．7769 0．0010

10 5．3016 3．2500 9．0909 33．3333 0．OOl2

1l 5．8165 3．5000 10．0000 36．3636 0．0014

12 6．8548 3．7500 11．1111 40．0000 0．0016

13 7．3789 4．0000 12．5000 44．444H4 0．0018

14 7．9874 4．2500 14．2857 50．0000 0．0020

15 8．5979 4．5000 16．6666 57．1428 0．0022

16 9．0917 4．7500 20．0000 66．6666 0．0025

17 9．6957 5．0000 25．0000 80．0000 0．0027

18 10．2053 5．2500 33．3333 100．0000 0．0030

19 10．8237 5．5000 50．0000 133．3333 0．0033

20 11．2286 5．7500 100．0000 200．0000 0．0036

(2)线性回归：

用SPSS软件对辐射照度Y与LED管芯光强xl、光筒长度的倒数X2、透镜

半径的倒数x3、LED工作电流的平方)(4进行四元线性回归，得出辐射照度Y
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与这些因素的回归方程b

---·-··-····b

(3)方差分析：

对以上四元线性回归的结果，用SPSS软件对其显著性与否进行方差分析，

结果如下：

表3．4四元线性回归关系的方差分析

Tab 3．4 The analysis ofvariance by four variables linear regression

方差来 自由度 平方和 均方 F Fo 05 Fo 01 P值

源

回归 4 200．689 50．172 4808．575 3．1l 5．04 0．000

残差 14 O．146 1．043E一2

总和 18 200．835

从以上方差分析表中可知：P值小于n(0．05)，所以Y对xl、X2、X3、)(4

有显著的线性关系，即回归方程b线性显著；另外从F值大于Fo,05(4，14)或Fo 01(4，

14)的事实也可得到上述同样结论。

3．7．4结论：

将回归方程b通过变量代换可得到下列公式B：

气％：]=-1．2520+1．7140x‰+百0,0221～百0．0212+12 98．823。×圮，
⋯⋯⋯⋯B

即为中等强度LED生物光源的辐射照度经验计算公式，在O．3579—

11．2286(W／m2)：i蛊个区间，可用它来比较准确地对该光源的辐射照度进行估算，

与实际测量值吻合。

3．8较高强度LED生物光源的研制

3．8．1设计参数对辐射照度的影响



(1)光筒长度对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，管芯光强2．5cd，LED数量29个时，测得在不

同玻璃套管长度下，该光源的辐射照度并做出散点图，用SPSS软件拟合出相应

线形如下：

1tL【神

图3．18辐射照度E。w／。2，与光筒长度倒数1／L㈨的对数关系

Fig 3．18 The logarithmic relation between E(Ⅵ，／m2)and 1／L(m)

由图3．18可看出此光源的辐射照度与光筒长度的倒数呈对数关系，在比较

短的管长范围内以内，辐射照度可基本保持不变，而后会随着管长的增加而快速

衰减。

(2)工作电流对辐射照度的影响：

将光筒固定在12cm长度，管芯光强2．5cd，LED数量29个时，只改变LED

的工作电流大d、，用上述辐射照度功率计测得在不同电流下该光源的辐射照度，

做出散点图并拟合出相应线形如下：
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图3．19辐射照度E c w，Ⅲ2，与电流强度I。IIlA，的线性关系

Fig 3．19 The linear relation between E(w，m2)and I(mA)

由图3．19可知该光源的辐射照度会随LED工作电流的增大而快速增强，

在所测的20 mA到50 mA电流范围内，呈较好的线性关系，只是当电流增大到

60 mA以上时，由于发热而导致LED输出光能下降，考虑到对光源的辐射照度

要求以及能耗，并尽可能降低高电流下LED散热对生物实验的影响，可取LED

工作电流在20mA到50mA之间。

(3)管芯光强对辐射照度的影响：

在LED工作电流为20mA，光筒长度12cm，LED数量29个时，测出在640hm

波长下的不同管芯的LED光强下，该光源的辐射照度，做出散点图并拟合出相

应线形如下：

IIca)

图3．20辐射照度E。w／m2，与LED光强I。。d)的线性关系

Fig 3．20 The linear relationbetween E(w0)and I(。d)
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由图3．20可知该光源的辐射照度会随LED管芯光强的增大而增强，也大致

旱线性关系，因此可根据生物光照的不同需要，选用不同光强的LED管芯来设

计光源。

(4)LED数目对辐射照度的影响：

最后．在LED工作电流20mA，管芯光强2．5cd，光筒长度12cm下，只改

变LED的数目，使LED数目从球冠顶部开始，按1：2：4：8的比例依次增加

各圈上的LED数目，测得在不同LED数量时，该光源的辐射照度，做出散点图

并拟合出相应线形如下：

Ⅱ砷ber

图3．2l辐射照度E。w／m2，与LED数量(N)的线性关系

Fig 3．2l Thelinear relation between E(w／m2)and LEDs’numbers

由图3．21可知该光源的辐射照度会随LED数目的增加而提高，也呈线性关

系，但与LED电流强度和LED管芯光强对辐射照度的影响相比，此直线的斜率

较低，因此如要增强该光源的辐射照度，主要还是应从增加LED工作电流和提

高管芯光强出发，由于安装的LED数目受球冠面积限制，同时过密的LED点阵

会使散热困难，影响生物实验效果，所以不宜过分增加球冠内LED的数目。

3．8．2辐射照度的分布检测

在LED发射角度30。，管芯光强3．5cd，工作电流为20mA，光简长度为12cm，

球冠内LED的数目29个时，照射直径80mm玻璃培养器。用狭缝为21Tlln宽的

遮光板在x与Y二垂直方向进行逐行扫描，每次测量宽度为2 n'UTI，用以上辐射

照度功率计分别读出40个Efx)和E(Y)辐射照度值，做出它们强度分布的直方图如

r：



图3-22被照射表面x方向辐射照度分布图

Fig 3．22 The distribution ofradiance on X directional area

图3．23被照射表面Y方向辐射照度分布图

Fig 3．23 The distribution ofradiance onY directional area

图3．22和图3．23中的横坐标表示各组之间间距，纵坐标表示间距内的组出

现的次数，从这二个分布图可看出，在被照射表面所测的x和Y二垂直方向的

40个辐射照度，它们的分布曲线都呈典型的均匀分布，用SPSS软件对这些数据

进行统计分析的结果：x方向的辐射照度E(X1和Y方向的辐射照度EfY)平均值

(Mean)分别为71．536和71．535；标准偏差(SD．)都为O．02；双侧检验中均匀分布

出现的概率P值分别为0．899和0．897。说明该光源的辐射照度E(w／m2)在所照射

平面内呈较好的均匀分布[Spiegel et al 20021。

3．8．3辐射照度对设计参数的回归分析

(1)测量结果：



首先在以上精确测量的基础上，得到在不同的LED管芯光强I。。扪LED工

作E毡流ItAJ、光筒长度L一和LED数目N时，该生物光源的辐射照度E(w，。2)，

建立数据文库如表3．5所示：

表3．5辐射照度与其它因素的关系

Tab 3．5 The relations between E(w／ITl2)and other factors

变 Y X1 X2 X3 X4

且|
里

定 气％：) tI Lcdl 瓜 ，己) 瓦1

义

l 17．6263 1．0000 1．4142 0．0001 5．0000

2 22．6307 1．1180 2．0000 0．0001 5．2631

3 27．5718 1．2247 2．4494 0．0002 5．5555

4 32．4944 1．3228 2．8284 0．0003 5．8823

5 37．4236 1．4142 3．1622 0．0004 6．2500

6 42．3830 1．5000 3．4641 0．0005 6．6666

7 47，1914 1．5811 3．7416 0．0006 7．1428

8 52，0645 1．6583 4，0000 0．0007 7．6923

9 56．9242 1．7320 4．2426 0．0009 8．3333

10 61．7640 1．8027 4．4721 O．OOl0 9．0909

11 66．7399 1．8708 4．6904 0．0012 10．0000

12 71．6364 1．9364 4．8989 0．0014 11．1111

13 76，4441 2．0000 5．0990 0．0016 12．5000

14 81．3704 2．06t5 5．2915 0．0018 14．2857

15 86．2988 2．1213 5．4772 0．0020 16．6666

16 91．1247 2．1794 5．6568 0．0022 20．0000

17 96．0427 2．2360 5．8309 0。0025 25。0000

18 1 OO．8524 2-2912 6．0000 O．0027 33．3333

19 105．7492 2．3452 6．1644 0．0030 50．0000

20 110．5265 2．3979 6，3245 0，0033 100．0000



(2)线性回归：

用SPSS软件对辐射照度Y与LED管芯光强的平方根xl、LED数目的平方

根X2、LED工作电流的平方X3、光简长度的倒数X4进行四元线性回归，得出

辐射照度Y与这些因素的回归方程c：

⋯⋯⋯⋯⋯⋯C

(3)方差分析：

对以j==四元线性回归的结果，用SPSS软件对其显著性与否进行方差分析，

结果如下：

表3．6四元线性回归关系的方差分析

Tab 3．6 The analysis ofvariance by four variables linear regression

方差来 自由度 平方和 均方 F Fo 05 Fo 01 P值

源

回归 4 18371．26 4592．815 222535．4 I 3．01 4．77 0．000

残差 16 0．330 2．064E．2

总和 20 18371．59

从以上方差分析表中可知：P值小于Ct(0．05)，所以Y对xl、x2、x3、x4有

显著的线性关系，即回归方程(1)线性显著；另外从F值太于Fo 05(4，14)或Fo 01(4，

141的事实也可得到上述同样结论。

3．8．4结论

将回归方程c通过变量代换可得到下列公式C：

钒=-47．809+76．623×瓜～等-8．360x打+8575．843x％
⋯⋯⋯⋯⋯⋯C

t!p)b较高强度LED生物光源的辐射照度经验计算公式，在17～110(w，m2)

这个区问，可用它来比较准确地对该光源的辐射照度进行估算，与实际测量值吻

合。



3．9讨论

由于LED最初是应用于信号显示、背光源或交通安全指示，因此，龟这些

LED装嚣中，一般是选择相同波段和光强的LED，用阵列方式进行排列安装。

据文献所查[Ohara et al 2002]，最初使用LED来进行细胞生物学实验的照射装置，

也是沿用这种装置来进行实验的。由于这种装置是用相同颜色和光强的LED排

成阵列进行照射，所以一次实验中只能进行一次相同光剂量的照射，而在细胞生

物学实验中，尤其是在应用细胞多孔板实验时，往往经常要对同一批样品用不同

波段和光剂量的LED来进行照射，这样就必需对以上装置进行改进。本章所介

绍的前两种细胞培养孔板照射装置，每个光筒里LED的波段和光强都可以不同，

这样在进行实验时，可以对同一批生物样品，用不同波段和光剂量的LED同时

独立进行均匀照射，光剂量关系曲线可以一次做出，大大方便和提高了实验的效

率。

本章介绍的三种LED生物光源，通过采用不同的光学设计，可分别使LED

光源输出光的辐射照度得以提高或降低，来满足生物实验对不同强度单色光的需

要。推导出的这些LED生物光源辐射照度经验计算模型，使这种廉价、方便、

可靠的新型光生物实验技术进一步标准化、系列化和实用化，为将这种新的实验

技术应用于生物细胞学和其它方面的研究提供了一定的理论依据。

从表1、3、5中看出xl、X2、x3和)(4都应与Y成正相关，但方程a、b、c

中的x，前符号却为负，其原因是由于xl、x2、x3和)(4之间存在着多重共线性，

即它们之间有一定的相关性所致『何晓群等2001]，这里引进四个自变量的目的，

是为了对影响光源辐射照度的因素做尽可能全面的分析，但是当涉及的自变量较

多时，很难找到一组自变量，它们之间互不相干，而且它们又都对因变量有显著

线性关系。由于这里建立方程a、b、c的目的是为了分别在0．002l—O．9961(W／m2)、

O．3579—11．2286(W／m2)、17一110fw／m2)这三个区间进行辐射照度预测，而这些

自变量的相关类型在这些区间都是不会改变的，所以尽管回归系数的符号没有合

理解释，但并不影响该方程在此区间的预测效果，从表1、3、5中可知其拟合效

果较好，甚至比不存在多重共线性时还好，因此在本光源设计的辐射照度范围内，

本文认为公式A、B、c可以做作为这三种光源的辐射照度经验公式。

另外，为了使该系列光源能更好地满足生命科学研究的需要，还有必要做进



一步的改进：首先，可在被照射的细胞培养板底部再加+个辐射照度功率计，然

后再用一个电脑将电源控制端与此功率计联成一闭合控制回路，这样就可通过功

率计反馈到电脑罩的数据来选择加给电源的工作参数，其自动化程度和准确性将

会大大提高；其次，本系统中对于透镜组和光筒管内壁对光的吸收是采用简单的

忽略，而别于精确度要求更高的实验工作，则需要进一步考虑这些问题；最后，

随着目的LED生产工艺水平的提高，各种双色、多色、变频LED已经投放市场，

如将这些新产品设计进LED生物光源系列，必将大大提高这种新型生物光源的

适用性能与应用范围。



第四章LED照射离体人皮肤成纤维细胞促进增殖的研究

4．1人皮肤成纤维细胞的培养

4．1．1成纤维细胞的生物学特性

成纤维细胞(fibroblast)是结缔组织中最常见的细胞，由胚胎时期的间充质细

胞(mesenchymal cell)分化而来。成纤维细胞的分离培养主要是用于研究各种外来

因素对细胞的作用、细胞的老化、细胞在体外条件下的恶性转化、以及某些先天

性代谢异常、酶缺陷等。由于皮肤成纤维细胞易于获取，又易于在体外生长，故

目前皮肤成纤维细胞培养已在基础医学和临床医学研究中得到较广泛的运用。

体外培养人FBs作为目前常用的研究手段之一，具有明显的优点。第一，

FBs体外培养所需的组织，来源广泛、丰富，取材简便；第二，应用培养细胞进

行研究，经济可行，重复性好；第三，在研究观察中，可按具体要求控制细胞生

长环境，达到体内研究所难以达到的实验条件。

4．1．2材料来源及试剂

细胞：原代正常人皮肤成纤维细胞HSFs(中山大学医学院动物中心提供)。

试剂：

(1)MTT为美国Sigma公司产品

(2)DMEM为美国GIBCOBRL公司产品

(3)小牛血清为杭州四季清生物材料厂生产

(4)细胞培养基中另加有青霉素、链霉素等

4．1．3人皮肤成纤维细胞的传代准备

4．1，3．1细胞培养液的配制：

(1)材料的准备

三蒸水 1000mL

碳酸氢钠(NaHC03) 3．79

青霉素注射液 100U／ml

链霉素注射液 100 1．t g／mL

DMEM干粉(13．49／袋) 1袋



(2)培养液配制

a．将DMEM干粉加入三蒸水玻璃棒充分搅拌均匀。

b．将准备的配方材料一并加入DMEM液中，拌匀。

c．在量杯中严格补充三蕉水总量共1000mL。

(3)无菌处理

a．将多个容量分别为100mL、250mL的耐高压瓶及瓶塞高压灭菌处理

备用。

b．清洁超净工作台，75％酒精擦台面，紫外线将工作台灭菌60分钟

C．清洁双手，穿无菌衣，在超净工作台中，酒精灯进行瓶口及塞子灭

菌，用漏网直径为0．2 u m的漏斗形过滤器，分小瓶过滤好培养液，

无菌状态下配装好，放一20℃冰箱中保存。

d．取10mL培养液(无菌)作细菌及霉菌培养。如细菌及霉菌培养有

菌则全部培养液重新处理或重新配制。如无菌则冰冻保存，使用前

复温

(4)小牛血清100mL，使用前进行水浴灭活，无菌状态下加入配制好

DMEM培养液，按10％浓度新鲜配制使用。

4．1．3．2 D．Hank的配制

(1)材料的准备

KCl 0．49

KH2P04 0．069

NaCl 89

NaHC03 O．359

NaHP04·7H20 0．069

酚红 0．029

三蒸水 1000mL

f2)D—Hank的配制

a．每个成分依次溶解于水中；

b．用数滴5．6％的NaHC03溶液溶解酚红：

c．将b加入a中；



d．将C移入容量瓶中，补足水充分混匀；

e．分装瓶中，高压灭菌，4℃冰箱内保存。

4．1．3．3胰蛋白酶溶液的配制

(1)将D—Hank盐溶液高压消毒灭菌，用HCl 液调整pH至7．2左右；

(2)称取胰蛋白酶粉末置烧杯中，先用少许消毒的盐溶液调成糊状，然后再

补足盐溶液，搅拌均匀，置冰箱内过夜，并不时搅拌震荡；

f31次日先用滤纸粗滤，再进行过滤除菌，分装入瓶中，低温冰箱保存备用，

常用浓度为0．25％。

4．1．3．4 ttSFs的培养、传代前准备

(1)熟悉HSFs细胞的细胞形态

(2)观察HSFs细胞的生长特性及对新配制的培养液中生长情况

a．每隔12小时即在倒置显微镜下观察细胞的形态，生长状况，培

增情况。将购置的两瓶源细胞，严格无菌状态下观察、饲养。

b．将其中一瓶源细胞生长到一定数量，即在低倍镜下观察细胞到

瓶壁60％空间时，新鲜配好培养液进行更换原培养液。另一瓶

仍用原培养液培养。观察细胞对新配培养液反应。观察指标为

细胞是否继续生长，是否继续倍增，死亡细胞数量增减，细胞

形态学是否改变，有无细菌及霉菌污染。细胞倍增速度快慢，

新配培养液与原培养液中细胞生长的对比情况。

c．确定新配的培养液能使HSFs细胞适应、稳定、健康生长后即可

将另一瓶细胞中培养换置培养，准备进行HSFs细胞传代。

4．1．4人皮肤成纤维细胞的培养和传代

(1)细胞培养：

a．将密闭、无菌、盛有培养液的培养瓶平放，置于37。C恒温，5％C02

培养箱中培养，HSFs细胞呈贴壁生长，不可将培养瓶竖放或倒置。

培养液需充足、平满一侧底部，但以不溢到瓶口为度(防止传代时倒

流，污染)。

b．于每隔8～12小时将培养瓶取出，放在倒置显微镜下观察细胞生长情

况，观察细胞是否长满瓶底。生长良好状态，继续放入培养箱培养。



细胞老化，无生长则更换培养液，

底，在其末彤成集落堆积生眨前，

(2)细胞传代：

继续培养。约1—2天后细胞长满瓶

准备传代。

a．传代前的准备工作，包括清洁无菌的工作台、酒精灯、滴管、无菌的

培养瓶、消化细胞脱离用的胰酶、洗手、穿无菌衣。

b．将生长满瓶壁的培养瓶中的培养液吸出，作废液弃置。

C．在培养瓶中加入消化液一胰酶约O．5～1．0ml以均匀铺满瓶壁为度，放

置约1分钟。

d．在显微镜下看细胞是否脱离，松动。如不松动则继续放置。如已松动

落，则放回工作台。

e．无菌下加入含10％小牛血清的新鲜培养液约20ral，用吸管吸瓶中培

养液反复冲洗原贴壁侧的细胞，使细胞脱离且在培养液中混匀。

f从培养瓶中吸取适量细胞悬液(根据传代瓶数需要)加入另一无菌培

养瓶中，加入充分培养液旋好培养瓶盖。

g．每个培养瓶均作好标记，包括传代时间、源细胞瓶、营养液瓶等。于

显微镜下观察倒悬浮于培养液中的细胞。

h．放入培养箱中，定期观察细胞生长情况，待传代细胞数量到一定的程

度时施行实验时，将所有细胞消化后收集，用于实验。

4．1．5细胞计数的方法

细胞计数板计数，是对细胞悬液进行细胞计数的一种方法。具体方法如下：

细胞计数前弃培养液，以O．25％胰酶消化，倒置显微镜下观察细胞消化情况。细

胞全部皱缩为球形时，倒出胰酶，准确定量的DMEM稀释成细胞悬液，在细胞

计数板上计数。

MTT比色分析法的原理是利用活细胞线粒体对MTT[3-[4，

5．Dimethylthiazol一2一y1]一2，5-aiphenyltetrazolium bromide]的代谢产生紫色的

fomaazane结晶，溶解结晶后，可通过直接测定光吸收反映出细胞的增殖和衰减。

具体方法是：培养终止前4h，轻轻吸出上清100“l于各小孔内加入5mg／mlMTT

液o．01ml。将小板送回5％C02培养箱内培养4小时。培养中止时，加入SDS·DMF

溶解液100 u l，4小时后，轻轻振荡15rain，用酶标仪(EL311S，Bio—Tek



Instruments)}目4定吸光度(Absorbance values)，检测波长为570ran，参考波长为

630rim。

4．2 LED照射对人皮肤成纤维细胞增殖的影响

4．2．1 LED照射光源

选用中等强度LED生物光源，光源中LED红光波长为650+_17rml，辐射照

度范围在O．3579—11．2286(W／m2)，通过控制LED的工作电流来调节光源的辐射

照度，再由照射时间来确定成纤维细胞所接受到的辐射剂量。

4．2．2培养液与工作溶液

(1)DMEM细胞培养液(Gibco BaI．)内含1 6mmol／LNaHC03、1 00U／ml

青霉素和100la eCml链霉素及10％灭活小牛血清(杭州四季青)。 另备无酚红

DMEM细胞培养液(Gibco BaL)。

(2)台盼蓝工作溶液

称取2克台盼蓝，加少量三蒸水研磨粉碎后，再加水至50ml。离心后取上清

液，再加入1．8％NaCl溶液至100ml，即成工作液。

4．2．3细胞培养

J卜常人皮肤成纤维细胞HSFs(中山大学医学院动物中心提供)的培养收集

HSFs细胞，经台盼蓝染色后光镜下观察，细胞成活率大于97％，然后接种于培养

瓶中，接种量分为3×105，瓶，培养方法同前。LED照射实验组给予LED照射，空

白组不照射。每组均做3组重复实验。

4．2。4照射细胞试验分组

通过控制中等强度LED生物光源的工作电流，得到5．93(W／m2)N7．13(W／m2)

两种辐射照度下的光强，对下列三组培养正常人皮肤成纤维细胞HSFs进行照射：



表4．1 LED照射『F常人皮肤成纤维细胞的试验

Tab 4．1 Experiments of LED irradiation on human skin fibroblasts

LED照射正常人皮肤成纤维细胞的试验分组 辐射强度 照射时间 照射剂量

第一组 对照 不给照射 实验 5．93 150秒 89mJ／cm。

W／m2

第二组 对照 不给照射 实验 7．13 300秒 214mJ／cm2

Ⅶ|莳

第三组 对照 不给照射 实验 7．13 600秒 428mJ／cm2

ⅦJ莳

4．2．5细胞计数和统计学分析

(1)细胞计数：

照射后48h，细胞计数。具体方法如下：细胞计数前弃培养液，以0．25％胰

酶消化，倒置显微镜下观察细胞消化情况。绍胞全部皱缩为球形时，倒出胰酶，

准确定量的DMEM稀释成细胞悬液，在细胞计数板上计数。结果进行统计分析。

(2)统计学分析：

对以上的实验结果进行t检验，P牝O．05为差异有显著性，P+t<O．0 l为差异

有极显著性。

4．3结果

4．3．1台盼蓝染色检测结果

台盼蓝染色示对照组及各种辐射照度下照射组细胞成活率大于97％，提示在

中等强度LED光源的辐射照度范围内照射，不会引起细胞坏死。

4．3．2第一组实验结果

第一组HsFs用5．93(w／m2)辐射照度的LED照射150秒，细胞接受的照射剂量

89mJ／cm2，图6．1可见，照射150秒后，实验组细胞总数与对照组相比无差异(P

>0，05)，显示在这一剂量下LED照射对细胞增殖无影响
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图4．1 89mJ／cm2LED照射对细胞增殖的影响

Fig 4．1 Effects of 89mJ／cm2LED Irrdiation on HSFs Proliferation

4．3．3第二组实验结果

第二组HsFs用7．13(W／m2)辐射照度的LED照射300秒，细胞接受的照射剂量

为214mJ／cm2，图3．2可见，照射300秒后，实验组细胞总数与对照组相比仍然无

差异(P>O．05)，显示在这一‘剂量‘FLED照射对细胞增殖仍然无影响。

ENERGY FLUENCY(mJ／cm2)

图4．2 214mJ／cm2LED照射对细胞增殖的影响

F追4．2 Effects of214mJ／cm2LED Irrdiation on HSFs Proliferation

4．3．4第三组实验结果

第三组HsFs用7．13(W／m2)辙JN度的LED照射600秒，细胞接受的照射剂量
为428mJ／cm2，图3．3可见，照射600秒后，实验组细胞总数多于对照组，两组对

比呈显著性差异(矿<O．05)，说明在这一照射剂量下用LED照射会促进细胞增殖。



ENERGY FLUENCY(mJ／cm2)

图4．3 428mJ／cm2LED照射对细胞增殖的影响

Fig 4．3 Effects of428mJ／cm2LED Irrdiation on HSFs Proliferation

4．4讨论

成纤维细胞是胶原合成的主要细胞，其在线粒体的粗面内质网将氨基酸装配

成胶原蛋白的前体多肽链，进入内质网腔内结合成3股螺旋的前胶原蛋白分子，

由高尔基复合体运出细胞外转变为原胶原，再按一定极性排列并聚合成胶原原纤

维，而后进一步聚合成胶原纤维[翟中和等2002]。胶原分子的a肽链中氨基酸

的排列顺序，每隔两个其它氨基酸即有一个甘氨酸，故整个结构可用(甘、x、

Y)n来表示，x、Y代表其它氨基酸，通常是甘氨酸一脯氨酸一羟脯氨酸，或甘

氨酸一赖氨酸一羟赖氨酸。羟脯氨酸是脯氨酸羟化而成，需要脯氨酰羟化酶的催

化和亚铁、维生素C、a酮戊二酸和分子氧的辅助。缺少任何一种辅酶都能抑制

脯氨酸的羟化，妨碍胶原的合成。在维生素C缺乏所致的坏血病中，伤口愈合不

良为众所周知。从功能角度看，胶原是愈合组织中重要的组分，而且在一定时间

内，创伤愈合部位组织中的胶原含量会反映其愈合程度[Gottrup t991，刘锟等

1 994]。羟脯氨酸(Hydroxyproline，Hyp)贝t|是胶原中的特征性氨基酸，

Lam等[Lam et al 1986]用氦氖激光(^=632．8nm)或GaAs激光(凡=904nm)，

照射人皮肤成纤维细胞(来源于外科样品的正常皮肤)可在不提高任何繁殖率的

条件下部可得到胶原蛋白合成相当大的提高(最高可达36倍)。令人注意的有趣

现象是氦氖激光可以使那些原本胶原蛋白产生能力很低的纤维细胞株的胶原蛋

白合成力大大提高。 在另一方面己显示对胶原蛋白原的蛋白合成潜力的大部分

能力的纤维细胞株，对氦氖激光的促进作用却无反应。这些现象与光生物调节中

非共振作用的特征是相吻合的，即光生物调节作用只调节功能不正常的细胞。
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创伤愈合是以成纤维细胞的增殖、迁移、肉芽组织形成、胶原分泌、创口胶

原化瘢痕形成及改建为特点的过程，成纤维细胞参与了创伤愈合的全过程，其数

量及功能变化影响创伤愈合。在创伤愈合的研究中，许多学者用FBs体外培养，

观测各种化学物质、生物活性因子对创伤愈合的影响。1996年Elilis[Elilis et al

1996]等利用人FBs，研究创伤因子，如血小板源生长因子(platelate derived growth

factor，PGF)、碱性成纤维细胞生长因子masic fibroblasts growth factors， bFGF)、

表皮细胞生长因子(epidermal growth factor，EGF)及其浓度对培养的FBs生长、

分裂增殖的影响，以及它们相互间的促进和抑制作用。结果表明：单个生长因子

对促进FBs的DNA合成的刺激作用在第三天最明显。EGF活性可被bFGF和

PDGF所抑制。bFGF和PDGF的共同作用比加和作用稍弱。Clark等人[Clark et al

19971,1]用人胎肺培养FBs，研究13一转移生长因子(transforming growth factor

beta，TGF一0 1对其形态学和细胞增殖的影响，在正常情况，FBs生长至融合铺

满瓶底后停止增殖，经研究发现，翕TGF—B的培养液使FBs增殖至16层厚，

并产生一种纤维化组织。

在低强度单色光治疗伤ISI的研究中，许多学者用培养的成纤维细胞为模型，

研究低强度单色光对创伤愈合影响的机理。低强度激光信号能促进成纤维细胞增

殖已被实验证实[Webb et al 1998]。Van Breugel用不同能量密度和照射时间的

He—Ne激光照射人单层成纤维细胞，发现小于2．91mW时可促进成纤维细胞的增

殖，而大于5．98mw时则无效果[Breugel et a11992]。Almeida等用强度为2 J／cIIl2

的670 nln， 780 11121， 692 nin，和786 nin四种波长低强度激光照射牙龈成纤

维细胞，同样发现低强度激光能引起牙龈成纤维细胞的增殖[Almeida et al 2001]。

Hmjal(等发现单次照射，剂量为0．5、1、1．5、2J／cm2均有显著的刺激作用【Hmjak

et al 19951。Kipshidze等人用He-Ne激光从0．1到6．3J／cm2的照射强度照射成纤

维细胞时发现在成纤维细胞中血管内皮生长因子(VEGF)的分泌量是非照射组的

1．6倍，并且效应都是呈剂量依赖关系的。成纤维细胞用2．1 J／era2激光照射时效

应最为明显[Kipshidze et al 20011。但某些实验也有相反的结果，Hallman等发现

He-Ne激光对培养不同代数的成纤维细胞的增殖均无促进作用[Hallman et al

1998]。Gutknecht等用Nd：YAG激光(脉冲能量30～120mJ，脉冲速率20～100Hz，

能量输出1．5～3．0mw，照射时间10h60s)照射L一929成纤维细胞，结果显示激



光的照射能使细胞DNA合成和细胞分裂受到抑制fGutknecht et al 1998]。

Glassberg等人崩577nm闪光泵藉可调染料激光照射成纤维细胞，5～12J／cm2的

照射剂量能抑制成纤维细胞的增殖，大于12J／cm2的照射剂量能抑制成纤维细胞

的蛋白质合成。5～8．5J／cm2的照射剂量划细胞活力无影nlhj[Glassberg et al 1988]。

Joyce等人早先的试验己发现了低强度激光照射能诱导细胞对致电离辐射的适应

性、保护性反应。接着他们又研究了低强度激光照射对Indian mlliltjac成纤维细

胞对致电离辐射破坏作用的适应性、保护性反应。11．5和23．0 J／cm2的660 n12"l

低强度激光照射能诱导明显的适应性反应，表现为降低了辐射引起的染色体失

常。但细胞存活量并没有增加。进一步的分析表明：染色体失常率的改变是由于

激光引起了G2期延迟的延长。所以适应性反应是由于低强度激光对细胞周期的

调节，在这一波长的激光不会由DNA损伤而引起细胞周期进程的改变[Joyce et al

1999】。

Karu和Tiphlova等人在多年时间里，从动物细胞分子水平上，系统地研究

了细菌、酵母菌和哺乳动物细胞在LIL与可见光作用下的行为，发现光刺激效应

主要与波长、照射剂量和照射方式有关，而相干光的条件不是必须的[Tiphlova et

al 1986．Fedoseyeva et al 1986]。Karu对这些不同水平的生物体，用相干性好的激

光与相同波段的可见光进行的对比实验表明；无论是在DNA或蛋白质的合成速

率：细胞或细菌生长速率；以及各种酶的活性和c AM P水平的测试结果来看，

二者具有相同的刺激效果[Karu et al 1983，1984，1985 1987]。而用相干和不相干

的红光在治疗消化道溃疡方面也会有相同的效果从而说明非相干性可见光同样

可以达到激光的生物刺激效果。

由此可见，用640nm波段的LED红光，同样可以取代该波段的氦氖激光而

对培养的人纤维细胞产生增殖。以上实验证明了该论断，并且实验结果支持BIMP

模型，正如1．3节所指出的，促进胶原合成属于途径1，促进增殖属于途径2。本

章研究红色LED照射对成纤维细胞增殖的影响，所用的剂量为89mJ／era2、

214mJ／cm2和428mJ／cm2，相应的实验结果基本符合BIMPl(前两个剂量)和BIMP2

(第三个剂量)。显然细胞接受LED的照射剂量不同，对细胞增殖的影响也不相

同。



成纤维细_|j包是创伤发生后伤口底部及边缘未分化的间充质细胞转化而成的。

成纤维细胞增殖在创伤修复中起着重要作用，低强度单色光能通过促进成纤维细

胞的增殖达到创伤愈合的加速、移植组织的再生等效果[Pereira et al 2002]。LED

的输出功率是毫瓦级的单色光，照射组织不仅温度无明显改变，对组织无病理损

害而且还会产生治疗疾病的生物刺激作用。如何加速创伤愈合是临床医学和运动

医学研究的重要课题之一，在这一方面，LED照射有望成为一种重要的治疗手段，

能够在低强度激光疗法中代替一些激光器起作用。



第五章：LED照射离体PCI2细胞抑制由A 13诱导的细胞调亡研究

5．1实验背景和目的

阿尔茨海默病人脑内含有衰退神经元，这些神经元表现出细胞调亡的特征，

如DNA断裂损伤。尤其是～种名为淀粉样B蛋白的毒性蛋白质，它在条件适当

的情况下似乎能够驱动细胞进入调亡途径[Cotman et al 19951。为了减慢阿尔茨海

默病症叶t神经元恶化，人们在抑制神经元调亡这方面做了许多工作[Shaw et al

2002、Peng et al 2002．Hosoda et al 20011，但几乎所有的治疗措旋都是化学或生物

化学性质的，而在本实验中，我们首次提出通过LED生物光源照射来抑制A13

诱导的细胞调亡的可能性新方法。

A B，神经炎沉积物的主要成分，它含有40到42个氨基酸，是淀粉样前体

蛋白的水解片段[Glenneret al 1984，Kang et al】9871。其25·35的氨基酸序列形成

纤维，且该段序列可能是所观察到的A 13体外细胞毒性的有效部分心ike et al

1993，Yankner et al 1996，Cardoso et al 2001]。本研究中，我们用A 0 25_35作用于

鼠嗜铬细胞瘤细胞系PCI2，该细胞系通常用于神经细胞调亡研究，是具有代表

性的细胞模型系统[Pittman et al 19931，在对AB 25-35的毒性进行评估以后，再用

LED(640士15 nm)照射，看其是否抑制A 13 2”5诱导的PCI2细胞调亡。试验中

我们发现，用中等强度功率为0．9 w／m2的LED生物光源，照射60分钟就能够

显著减少A 13 25_35诱导的PCI2细胞调亡。

5．2实验材料

(1)化学试剂：

A 0 25-35，"Iris，TritonX·100，嗅乙啶，以上均购于Sigma公司：RPMI 1640

培养基，胰酶，小牛血清和马血清购于Gibco。所有试剂均为分析纯。

(2)细胞培养：

末分化PCI2细胞，培养于RPMI 1640培养基中(每两到三天更换一次培养

基)，其中含有5％热灭活的马血清，10％热灭活的胎牛血清，lOOU／ml的青霉

素，10c叫ml链霉素。为便于照射，先将细胞从培养瓶上刮下，离一15收集(4分

钟，800rpm)，以低密度(1500个细胞／cm2)植入6孔板中，试验前使之生长



至汇合。所有细胞置于374C，95％空气，5％C02的培养箱中。所有试验中的细

胞浓度为l×106 cells／ml。

(3)A0 25．35：

所需A13 25-35溶液用无菌水配制成1毫摩尔的原液备用。

(4)LED生物光源：

用自制的中等强度LED生物光源(^=640=15nm)，对系统进行照射。

5．3实验方法

试验使用PCI2单层培养细胞，使其经过A13单独作用或和不同强度LED

照射共同作用，之后进行细胞调亡率的检测。细胞调亡通过DNA断裂检测，结

合流式细胞仪细胞计数检测进行判定。

5．3．1 LED生物光源照射

照射时通过光筒使均匀光斑完全覆盖六7L板的单孔(9．6cm2)，通过调节LED

的工作电流，使光源辐射照射控制在O．5w／m2～】0W／m2范围内，照射时间30到

60分钟，照射在暗室中室温下进行。

5．3．2流式细胞计数

用流式细胞仪计数前，细胞要经过以下处理。胰酶消化；1500 rpm，5分钟

离心；PBS清洗两次；冰水溶液(27％PBS，3％初生小牛血清，70％乙醇)一200C

固定。之后，解冻的细胞离心收集，PBS清洗，再重新悬浮于0．5ml加入了501ig／ml

RNaseA(Sigma)的PBS中，37。C孵育30分钟。样品用201．tg／ml Annexin．V．FITC

和50pg／ml Propidium Iodide(Sigma)染色过夜。用FACScan(Becton—Dickinson)进

行流式细胞分析。细胞周期分布和调亡数据用CellFIT细胞周期分析程序处理。

5．3．3 DNA碎片检测

使用琼脂糖凝胶电泳进行DNA碎片分析。简言之，即将PCI2细胞从板中

移出，离心收集，然后用磷酸缓冲液(PBS，pH 7．4)洗两次。用裂解液[O．5％Triton

X一100，1 mM EDTA，and 10 mM Tris 0H 7．4)]4℃裂解30分钟，再用苯酚／氯仿

萃取三次，在一20。C下用异丙醇和0．1 M NaCl沉淀DNA，之后用RNase作用30

分钟，370c。点样(1。5％琼脂糖凝胶电泳，5V／cm。)后电泳。最后将用嗅乙啶

染色的DNA置于紫外灯下显色。

5．3．4细胞凋亡的形态学观察



应用染色法可观察到凋亡细胞的各种形态学特征，如染色质固缩、凋亡核小

体的形成、细胞发泡等现象，这旱对凋亡细胞分别使用了Giemsa和Hoechst

33258(5 lag／m1)染色后，用荧光显微观察细胞损伤情况和凋亡细胞核的形态变化，

在所有对照实验中，这两种荧光染料对正常活性的PCI2细胞的形态结构没有影

响。

5．3．5数据统计分析

数据以s．E．M方式表示，至少四次重复。统计显著性用双尾学生氏t测验判

定(P<0．05被认为显著)。

5．4实验结果

5．4．1 A 13单独或与LED联合作用于PCI2细胞结果

调亡细胞的量化用流式细胞分析仪评估。调亡细胞表现为细胞缩小，出现质

膜小泡，染色质凝缩以及核破碎(Hochest 33258染色，数据未显示)。A B 25-35

诱导细胞调亡的作用随其浓度增大而增强(图5．1A)。我们进行了一项时间因素

的研究。PCI2细胞被置于30 uMA 0 25-35条件下4～48小时，在4小时处理中，

只有7％的细胞调亡，而这一数值在24小时处理中增长并达到一个峰值42％(图

5．1B)。在随后的试验中我们选定24小时这个时间。置于20 gMA B 25．35条件下

24小时的PCI2细胞有34．42％调亡(图5．1A和5．1C)。LED照射抑制PCI2细

胞调亡有剂量依赖的特点。经A B 25_35处理前或处理后的细胞，再用LED照射

(O．9W／m2，60分钟)，都能显著减小调亡百分比(图5．1C)。
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图5．1A 0单独或与LED联合作用于PCI2细胞的试验

Fig 5．1 Experiments on PCI2 cells exposed to AB 25．35 or／and LED irradiation．

在这些试验里细胞均经过如前所述的处理。细胞调亡用流式细胞仪分析。图

中数值显示了四次试验的方差分析的方式。(A)24小时A B处理导致的PCI2

细胞调亡是剂量依赖性的；与空白对照相EL'p<0．05。 (B)AB作用时间(4-48

小时)的影响；与0小时组相比+p<O．05。 (C)A B处理后用LED照射。照射

剂量i，10W／m2，60min；剂量2，0．9W／m2．60min。

5．4．2核内DNA片段化分析结果

核内染色质断裂，即DNA断裂，是细胞调亡的征兆。用加uM 301xM的A

B 25-35分别处理24小时，之后进行琼脂糖电泳，结果显示有低分子量核小体状

DNA片段出现(图5．2，线2，3)，而未经A13 25-35处理的细胞没有可测知DNA

片段(图5．2，线1)。AB(25．35)处理后用LED照射(0．9w恤2，60rain)可明

显减少DNA碎片(图5_2，线4，5)。
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图5．2 PCI2细胞DNA片段琼脂糖电泳

Fig 5．2 Agarose gel electrophoresisofDNA fi'agmentation in PCI2 ceils．

电泳完毕后嗅乙啶染色的DNA在紫外光下显色。所有样品在萃取前都经A

B 25—35处理24小时。线1，空白[未加AB(25-35)]；线2，20 vMAB 25．35作用

24小时；线3，30口垤A B 25_35作用24小时；线4，5，A13 25．35处理后用LED

照射(0．9W／m2，60min)

5．4．3用Giemas染色后的细胞损伤观察

用Giemas对由A 0 25掰诱导的PCI2细胞和对照组进行染色后，用荧光显微检

查凋亡所导致的细胞损伤，损伤细胞和对照组的显微拍照(40倍放大)如下：

图5．3 PCI2细胞被10HM A 13 25．35诱导 图5．4 PCI2细胞的对照组

Fig．5．3and5．4 Giema’S stain．Morphological appearance ofPCI2 cells treated with

either 109M AB 25—3s(Fi95．3)or(Fi95．4)for 24h．Cells were stained with Giemas and

photomicrographs(×40 magnification)were taken．A is apoptosis cell．



由图5．3可以观察到，加入lO“MAl3 25．35后，出现了细胞损伤，如图中的细

胞核收缩，细胞膜破损导致胞浆外泻，说明是由A B 25_35诱导的细胞凋亡所致，

而图5．4对照组的细胞基本完好无损。

5．4．4用Hoechst 33258染色后的细胞核形态观察

用Hoechst 33258(5／ag／m1)对由A B 25。5诱导的PCI2细胞核和对照组进行染色

后，用荧光显微检查凋亡所导致的细胞核形态改变，凋亡细胞和对照组的显微拍

N(200倍放大1如下：

图5．5 PCI2细胞的对照组 图5．6 PCI2细胞被109M A 0 25-35诱导

图5，7 PCI2细胞被109M A 0 25—35诱导凋亡后用630nmLED红光进行照射

Fig 5．5—5．7 Morphological appearance ofPCI2 cells treated with either vehicle None

(5．5)or 10“MA B 25．3s(5，6)for 24h or 10pMA 0 25，35plus LED light(630nm)

irradiation(5,7)for 24h．Nuclei were stained with Hoechst 33258 and fluorescence

photomicrographs(x 200 magnification)weie taken．

由图5．6可以观察到，j]N／xdolaMAB 25．35后，明显出现了细胞核的破碎、核内

物质外泄等细胞凋亡的特征，如图中的蓝色部分所示。而对照组图5．5N没有这

些变化。有趣的是，先J／N入．109MA B 25_35导凋亡，再用LED红光(630rim)进行照

射，则能较显著地抑$0PCI2细胞的凋亡进程，如图5．7所示，用荧光显微所观察



到的这些凋亡特征大为减少。

5．5结论

用波长(^=640-M5nm)，辐射照度为O．9Wlm2的LED生物光源，照射60

分钟能显著减少A B 25书导的PCI2细胞调亡。

5．6讨论

Alzheimer病(AD)是一种不可逆的中枢神经系统变性疾病，其主要病变损

害位于汜忆有关的海马等结构，病理特征是AD脑内神经元之间出现大量的淀粉

样老年斑(senile plaques，SP)和神经元轴突出现双股螺旋细丝扭曲形成纤维缠

结(neuro fibrillary，NFT)[Orpiszewski et al 2000，Lovell et al 2002]。其中sP是

AD重要的病理基础。0一淀粉样蛋l刍(amyloid0 peptide，A B)是sP核心且重要组

成成分。A B由39～43个氨基酸组成，有p一折叠和d．螺旋两种构型。一般来

说，具有B折叠结构的蛋白质容易形成积聚，而纤维状的蛋白质积聚体中往往含

有大量的口结构存在[Merlini et al 1995，胡红雨等1999，Serpell 2000]。A口可以

积聚形成淀粉样纤维(fibril)，并进一步形成SP[Serpell 2000]。

关于AD的发病机制，众说纷纭，但基本上可以分为两类。Hardy等[Hardy

et a1 1992]在Science发表的“淀粉样级联假说”是主流学说。该假说认为：淀粉

肽前体蛋l!t(amyloidprecursorprotein，APP)的变相蛋白水解导致AB I_42在脑间隙

液中量的堆积，A B 1．42的低聚和沉淀引发脑内形成可扩散性斑块，这为A B㈤

和其它、蛋白的继续沉淀提供了“聚种”。这种纤维化的A B的不断堆积，造成斑

块内及周围的神经损伤。在聚种上的累积性损伤导致神经元功能的丧失和稳态的

破坏，最终导致神经元的死亡。这种神经炎性斑块数量的增加引发由神经元缺失

造成的痴呆的级联反应。这个假说最近进一步得到转基因动物模型研究的支持

[Gotz et al 2001，Lewis et al 2001]。

Robinson等[Robinson et al 2002]提出“A B生物絮凝假说”，他们认为：A

B在AD的病因病理机制中的作用是解毒功能而非神经毒性。不论是纤维化的A

13还是可溶性的A B所起的不仅是非毒性作用，而是一种普遍性的对损伤的生理

反应，这正是大脑不完全消除引起AD神经元损伤的各种致病因素的解毒机制。

AB絮凝吸附脑问隙液中的金属粒子等有害可溶性物质并递呈给巨噬细胞。

从中医的观点来看，上述两类假说并不矛盾，它们各自陈述了A B在AD发



病的不同阶段所起的作用。一方面，在发病前作为生理机制，AB絮凝吸附脑间

隙液中的金属粒子等有害可溶性物质并递呈给巨噬细胞：另·一方面，当纤维化的

A D堆积达到一定的程度，造成斑块内及周围的神经损伤最终导致AD。这里的

关键是神经炎性斑块数量，尽管不一定存在神经炎性斑块数量与AD痴呆程度关

联[Holtzman 2002]，但应该存在一个产生病理效应的阈值，而且这个闽值是有

个体差异的。Lorenzo等[Lorenzo et a11994]发现，无定形A B不致病，但AD淀

粉样纤维致病。[Holtzman 2002]指出，非0．折叠型AD形成扩散型斑块，0．折

叠型AB形成神经炎型斑块。前者与“A13生物絮凝假说”相关，后者与“淀粉

样级联假说”。因此，[Holtzman 2002]进一步指出，AB结构转换才是AD的中

心。Orpiszewski等[Orpiszewski et al 2000]提出的蛋白质衰老假说揭示了A 13结

构转换的机制。

综上所述，A 13形成淀粉样纤维或sP是AD发病过程中关键性的一步，少

量的淀粉样纤维或sP是非毒性的，但大量沉积时会导致AD。因此，抑制淀粉

样纤维或sP的形成或使已经形成的淀粉样纤维或SP解聚，是可以发展成为AD

治疗的～种临床方法。抑制蛋白质凝聚并非不是一种治疗方法[Merlini et al 1995，

Kisilevsky et al 1995，Lansbury 1997，Yahg et al 1999，Talaga 2001，Ono et al 2002，

Kiuchi et al 2001&2002]。从这个角度来说，淀粉样纤维可以看成AD的化学生

物学模型。

目前AD的临床治疗都是用药物，由于该病为慢性病，长期服药存在副作

用。采用光则可以直接作用于病灶部位，而且迄今没有发现副作用。光子的静止

质量为零。它被淀粉样纤维或细胞吸收后，除了改变淀粉样纤维或细胞的状态，

不会留下任何痕迹。因此，LED单色光方法有可能发展成为AD治疗的绿色方

法。

在单色光疗法对Alzheimer病(AD)的临床应用中，主要是通过两种途径，

即视网膜通路和非视网膜通路。如在视网膜通路中，利用明光刺激可以使A D的

昼夜节律紊乱得到改善[AncoliIsrael et a12003]。在非视网膜通路中，金丽英等

人[金丽英等2000]发现，半导体激光(波长670nm，功率7～1 0mW)鼻腔内照射疗

法可以降低轻度认知障碍病人血清的13一类淀粉样蛋白浓度。胴窝等体表照射是

否可以改变昼夜节律是近年来的热点[Campbell et al 1998，Wright et al 2002l。



Firbank等[Firbank et al 1993]的研究表明，波长在650nm以上的红光或红外光是

可以穿透头盖骨的。我们发现的红光发光二极管(LED)可以抑制Beta淀粉样

蛋白诱导的PCI2细胞凋亡，这个结果可以_}}!|于丌发AD光疗的第三条方法，即

神经元的直接LED照射，作用的途径可以用光穿透头盖骨，也可以在大脑植入

遥控的LED，目前正在研究之中。

红光发光二极管(LED)可以抑制A B 25_35诱导的PCI2凋亡，而且这种效

应不满足倒易关系(只要剂量相同，单色光效应与光的强度或照射时间无关)。

低强度激可以产生细胞效应。我们利用辐射与物质相互作用的时间量子理论在总

结了大量的实验数据的基础上提出了低强度激光的生物信息模型(BIML)。根据

BIML，低强度激光产生细胞效应的关键是因为它可以通过对电子的激发达到改

变细胞膜受体构型的目的。细胞受体对可见光的吸收是非共振的，只有当受体处

于协同状态才可以通过正比于受体数目的平方的非线性放大才可以产生细胞效

应。Rensink等[Rensink et al 2002]发现，A口诱导人脑perleyte恶化的关键步骤

是A 0在细胞膜表面组装，抑制细胞膜表面淀粉样纤维的形成是降低脑血管病淀

粉样病变的重要因素。我们认为，0一折叠的AB 25_35在PCI2细胞膜上的组装是

诱导PCI2凋亡的关键。红光LED抑制A B 25划诱导的PCI2凋亡的效应不满足

倒易关系，说明单色光与细胞的作用是非共振作用。在产生细胞效应这个方面，

低强度激光与单色光没有本质的区别[Karul998]。根据我们提出的低强度激光的

生物信息模型(BIML)[LiuCYl998，LiuTCYl999，LiuTcY et al 1999～2001]，吸

附在细胞膜上的A B之间发生了相干作用，这种相干作用将单色光与单个AD的

非共振作用非线性放大，通过对电子的激发使A B 2s．35的§．折叠向q．螺旋转化，

从而抑制了的13。折叠的A0 25_35在PCI2细胞膜上的组装，进而抑制了PCI2的

凋亡。研究发现[Antzutkin et al 2000]，A 0淀粉样纤维中13-折叠是平行排列的。

根据Gazit[Gazit 2002]的兀堆积假说，淀粉样纤维中的7c堆积也可以实现A B之间

的平行排列。因此，A B可以形成协同状态，因此可以非线性放大单个AB与单

色光的非共振作用，从而通过电子激发促使A B由B．折叠向n-螺旋转化，从而

使淀粉样纤维解聚。

另外，还根据生物信息模型(BIMP)，暖色光和冷色光可以在不同的剂量段

分别激活不同的信号通路，本实验中用640M5nm的LED红光属暖色，用0．9w／m2
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的LED生物光源，照射60分钟后，PCI2细胞接受的照射剂量总共为3240J／m2，

是在第-N量段内，符合BIMPl模型，兴奋由Gs蛋白介导的途径1，导致cAMP

浓度升高，使细胞分化，这罩可以把凋亡理解为分化的逆过程，因此用BIMP仍

然【U1以得以解释。

包含A D的斑块沉积物是阿尔茨海默病病理学的特征，而且有大量证据表明

A B电是阿尔茨海默病的病因所在fBarinaga et al 1998，Gibson 2001，Cotman

1998]。很明显，不溶的AB沉积物形成了阿尔茨海默病脑中的斑块并且这些不

溶物能诱导体外细胞调t7[Pike et al 19911。现在，越来越多的研究表明阿尔茨海

默病的神经7己恶化是由A13诱导的细胞调t一[Cotman et al 1995，Barinaga et al

1998，Gibson 2001，Cotman 19981。很多研究人员做了关于A 0诱导体外多种细胞

调亡的工作，我们通过用A p 2505处理PCI2细胞也得出了类似的结果。在经过

24小时30 laM A 8 25-35处理后，PCI2细胞表现出调亡的多项特征，包括DNA损

伤等。

细胞凋亡的分子机制，目前主要有线粒体学说和细胞膜说法两种。这两种说

法的最后都是归结为活化caspase3／7，进而执行凋亡，所不同的是通过膜的途径

可能是经过膜上配体／受体的连接器蛋白，而使caspase8和10活化，进而再活化

caspase3／7来执行凋亡，这个过程将会导致cAMP浓度的升高；而通过线粒体的

途径则可能是通过降低线粒体的膜电位，使线粒体膜的通透性增大，细胞色素c

分子释放，通过启动caspase9的活化来使caspase3／7活化后，再执行凋亡。

A B诱导的细胞调亡机制尚未完全搞清楚。AB 25_35的细胞毒性被证实是经

它对线粒体的作用介导的[Cardoso et al 2001，Cardoso et al 2002，Pereira et al

1998]。就是说AB 25-35的细胞毒性的实现需要功能线粒体电子传递链的参与。当

正常电子传递链被破坏时，A 0能诱导细胞调亡，其途径可能是通过降低正常线

粒体膜电位并最终导致细胞色素c释放和caspase酶的激活[Cardoso et al 2001，

Cardoso et al 20021。另一方面，基于线粒体对光照(630rim，632．8nm，820nm and

812nm)的敏感性而引起的膜电位和质子梯度的增加会使线粒体的光学等性质发

生改变[Anders et al 1995，Passarella et al 1988，Passarella吼al 1984]。这就说明A

B 25书和光照对线粒体膜电位的影响机制是相反的。Shefer等人报道用氦氖激光

照射骨骼肌卫星细胞培养物可增强抑调亡蛋白Bcl-2的表达，同时减少促调亡蛋
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自BAX的表达。当然，这些有趣的现象其机制是需要深入研究的。

从图5，1C可以看出，不同剂量的LED照射对细胞调亡：有不同影响。考虑到

剂量因素，我们的预试验显示最重要的影Ⅱ向因素是照射强度。在相同强度下照射

30—60分钟一i等，而其作用无显著差异。当照射强度相对高时，光对调亡会产生

相反的影响，这就象我们在早先的研究中发现的一样[Beranek 1998，Gu Y et al

1999，Xu Q et al 19991。这。“一作用机制我们在另～篇文章中进行了讨论[Liu TCY

et al 20031。

由于缺乏理想的病理动物模型，不能检验干扰细胞调亡是否有助于减慢疾病

的发展。但考虑到干扰调亡对该病可能有好的疗效，阿尔茨海默研究人员毫无疑

问将会继续努力[Barinaga 1998]。我们的数据显示，但还未确定，光可能在防止

阿尔茨海默病神经元恶化中起作用。进一+步的研究需要从光对抑制PCI2细胞凋

亡的原因入手，如用圆二色谱仪或核磁共振等手段来弄清导致淀粉样蛋白由a构

型向B构型转变的分子机理。



第六章总结

作为一种小巧轻便、有效、省电、高亮度的新型固体光源，与半导体激光器

相比，发光二极管具有更大的光谱宽度和照射面积。大量相关研究实验表明，在

可见光范围内，发光二极管可以取代同样波段的激光器，成为在生物医学应用中

很有潜力的经济光源。首先，本论文从非相干单色光的细胞生物效应、光生物调

节作用机理、光生物调节中非共振作用的特征、以及生物信息模型(BIMP)等几

方面，论述了研制LED生物光源的立论依据。然后，论文从发光LED生物光源

的光学设计、工作参数测定、辐射照度计算模型推导等几方面入手，进行了较深

入的研究，研制出低、中、高三种强度的LED生物光源，该系列生物光源的研

制成功，将使LED这种廉价、方便、可靠的新型生物光源技术进一步标准化、

系列化和实用化，从而为它在生物医学等领域开拓更广阔的应用。最后，论文用

自制的生物光源进行了细胞生物学的相关研究，证明了该系列光源的可靠性，尤

其是这种生物光源在设计时采用的单元组装模式，使得不同强度的光照能够在同

批生物样品上实现，大大拓宽了生物实验的可选择性，提高了工作效率和实验

准确性。取得的主要结果如下：

1．采用透镜组扩束可以降低LED输出光的辐射照度，得到低强度LED生

物光源。其辐射照度El(w／m2)与光筒长度L(m)的倒数、工作电流I(A1和管芯光强

I(ed)均为线性增加，但会随透镜组焦距f，／f：比值的增大呈幂函数衰减，在辐射

照度0．002l—O．9961(W／m2)范围内，辐射照度的计算模型为：

气别=-0．290+0．296xI(一)+半一漏+13．590嘞l／mz J qm】 。『，3 I

L厶J

2．采用透镜阵列聚焦可以提高LED输出光的辐射照度，得到中等强度LED

生物光源。其辐射照度E2(W／m2)-与光筒长度L(。)的倒数、工作电流I㈥和管：吝光

强I(ed)均为线性增加，但会随透镜直径2＆。)的增大呈幂函数衰减，在辐射照度

O．3579—1 1．2286(W／m2)范围内，辐射照度的计算模型为：

锄=-1．2520+1．7140x‰+等一等+1298．8230x圮，
3．用曲面点阵与菲涅耳透镜结合，可以得到较高强度LED生物光源。其辐



射照度E3(W／m2)与工作电流I(扑管芯光强If。d)和LED数目N均为线性增加，但

与光筒长度L(。)的倒数是对数关系，会随L(m)倒数的增大而趋于常数，在辐射照

度17—110(W／m2)范围内，辐射照度的计算模型为：

々⋯：一47．809+76鲍3×瓜一半矗360×瓜十8575-843×圮)
L／m2J‘1m}

4．使用中等强度LED生物光源，对培养的人皮肤成纤维细胞进行照射。观

察促进细胞增殖，结果发现，细胞的增殖在89mJ／cm2、214mJ／cm2照射后无变化，

428mJ／cm2照射后，与对照组相比有显著性差异，该实验结果支持BIMP模型等

理论。

5．使用中等强度LED生物光源，照射所培养的，由Ap(25—35)诱导的PCI2

细胞。观察抑制细胞凋亡，结果发现，以O．9(W／m2)辐射照度的LED照射60分

钟，则能显著减少由AB诱导的PCI2细胞调亡，陔实验结果可以为探讨使用光

学技术这种绿色疗法，来防治老年痴呆病提供一定的启示。
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