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摘要
目的:观察发光二极管照射对大鼠高糖视网膜血管内皮细
胞中的光生物调节作用及其机制ꎮ
方法:大鼠视网膜血管内皮细胞随机分为三组:正常对照
组、高糖模型组、高糖模型发光二极管照射组ꎬ高糖模型发
光二极管组的细胞在造模 ４８ｈ 后开始采用发光二极管对
培养箱中的细胞进行照射ꎮ ＭＴＴ 细胞凋亡实验检测各组
细胞凋亡率ꎻ激光共聚焦显微镜观察各组视网膜血管内皮
细胞胞内钙离子变化ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组磷酸化丝
氨酸－苏氨酸激酶(Ｐ－ＡＫＴ)蛋白表达ꎮ
结果:正常对照组、高糖模型组、高糖模型发光二极管照射
组凋 亡 率 分 别 为 ７􀆰 ５４％ ± ２􀆰 ６７％ꎬ ３１􀆰 ６９％ ± ５􀆰 ７４％ꎬ
２１􀆰 ６５％±３􀆰 ５２％(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 正常对照组细胞质微弱 Ｃａ２＋

荧光染色呈现出绿色的荧光ꎬ其荧光像素值为１９２􀆰 ６５±
５０􀆰 ５４ꎻ高糖模型组中ꎬ细胞质呈现较强烈的绿色荧光ꎬ其
荧光像素值为７１０􀆰 ６９±１００􀆰 ３８ꎻ发光二极管照射组中ꎬ绿色
荧光像素值为 ４３０􀆰 ４７±８０􀆰 ６７ꎬ明显高于正常对照组ꎬ但明
显低于高糖模型组ꎮ 三组间细胞中内 Ｃａ２＋荧光像素值有
差异 ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎮ 这三组细胞 Ｐ － ＡＫＴ 蛋白量分别为
１０􀆰 ２６±２􀆰 ４７、２􀆰 ３５±０􀆰 １６、７􀆰 ４６±１􀆰 ６４(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
结论:高糖环境抑制苏氨酸激酶通路活性ꎬ对大鼠视网膜
血管内皮细胞钙稳态产生影响ꎬ促使细胞凋亡ꎬ低强度的
发光二极管照射可激活苏氨酸激酶通路ꎬ降低高糖引起的
细胞凋亡率ꎮ
关键词:发光二极管ꎻ大鼠ꎻ血管内皮细胞ꎻ光生物ꎻ机制
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０引言
在临床中ꎬ糖尿病视网膜病变( ｄｉａｂｅｔｉｃ ｒｅｔｉｎｏｐａｔｈｙꎬ

ＤＲ)是致盲的主要疾病[１]ꎮ 为此ꎬ研究 ＤＲ 的发病机制、
预后治疗手段等ꎬ成为临床普遍关注的重点ꎮ 该疾病的发
病机制较为复杂ꎬ影响因素较多ꎮ 现阶段ꎬ在医学技术发
展的新形势下ꎬ细胞学分析疾病的发病机制ꎬ已成为临床
研究热点[２－３]ꎮ 光生物调节作用ꎬ借助低强度淡色光、激
光等ꎬ对组织或是细胞具有非损伤的调节性作用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ꎮ 基
于此ꎬ本研究为了明确 ＬＥＤ 对大鼠高糖视网膜血管内皮
细胞的光生物调节作用ꎬ加以探究ꎮ
１材料和方法
１.１材料
１.１.１细胞来源 　 原代大鼠视网膜血管内皮细胞(美国
Ａｎｇｉｏ－ｐｒｏｔｅｏｍｉｅ 公司)购自博士德生物科技有限公司ꎮ
１.１.２ 主要试剂及仪器 　 胎牛血清、Ｄ－Ｈａｎｋｓ 液、胰蛋白
酶、兔抗大鼠 β－ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、兔抗大鼠 ｐ－Ａｋｔ 单克隆
抗体、ＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗(美国 Ｓｉｇｍａ 公司)及其
相关配套试剂、细胞凋亡试剂盒及其相关配套试剂、流式
细胞仪、激光扫描共焦显微镜(美国 ＤＢ 公司)ꎮ
１.２方法　
１.２.１细胞培养及分组　 原代大鼠视网膜血管内皮细胞在
培养瓶中培养 ４８ｈ 后传代培养ꎬ以 ５×１０５ / ｍＬ 的密度接种
于 ２４ 孔细胞培养板中ꎬ培养时间为 ２４ｈꎬ细胞贴壁后使用
无血清培养液ꎮ 继续培养 ２４ｈꎮ 根据实验方案分组:正常
对照组、高糖模型组、发光二极管照射高糖组ꎮ 各组均避
光静置于培养箱内ꎮ 高糖细胞模型组培养基葡萄糖浓度
及干预时间采用我们前期研究的结果:２５ｍｍｏｌ / Ｌ 葡萄糖
浓度干预 ４８ｈ[４]ꎮ
１.２.２发光二极管照射　 本组的细胞在造模 ４８ｈ 后开始照
射ꎮ 将细胞放置于培养箱中ꎬ采用发光二极管红光光源对
培养箱中的细胞进行照射ꎬ参照相关文献[５]具体照射的
参数值为最大功率 １Ｗꎬ光源波长 ６００ｎｍꎬ中心光功率密度
６.５２ｍＷ / ｃｍ２ꎮ 光源与细胞要距离至少超过 ２ｃｍꎬ光斑的
直径为 ２.０ｃｍꎬ连续照射时间为 ３５０ｓꎬ１２ｈ 后再次照射ꎬ共
计照射次数为 ３ 次ꎮ
１.２.３ ＭＴＴ 细胞凋亡实验检测各组细胞凋亡率 　 将细胞
制成 ５×１０５个 / ｍＬ 细胞悬液ꎬ按照 １００μＬ / 孔接种至 ９６ 孔
板ꎬ按细胞分组处理各孔细胞ꎬ继续培养 ２ ~ ６ｈꎬ直至细胞

完全贴附ꎮ 按体积分数 １０％的比例加入 ＭＴＴ 工作液ꎬ
３７℃孵育 ２ｈꎬ将板中培养基倒掉ꎬ每孔加入 ２００μＬ ＤＭＳＯꎬ
酶标仪检测 ４９０ｎｍ 波长下吸光度(Ａ４９０)值ꎬ每组设 ６ 个复
孔ꎬ重复测量 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ
１.２.４激光共聚焦显微镜观察视网膜血管内皮细胞内钙离
子变化　 Ｆｌｕｏ－４ / ＡＭ 负载入细胞:取出培养 ４ｄ 的视网膜
血管内皮细胞ꎬ激光共聚焦培养皿皿底及周围用 ＤＭＥＭ
培养液润洗 ３~４ 次ꎬ滴加 Ｆｌｕｏ－４ / ＡＭ(５μｍｏｌ / Ｌ)与 ０.０２％
Ｐｌｕｒｏｎｉｃ Ｆ１２７ 的混合溶液ꎮ 细胞置于 ３７℃ 恒温培养ꎬ避
光ꎬ孵育 ３０ｍｉｎꎻ取出后加入少量 ＤＭＥＭ 培养基覆盖细胞ꎻ
用激光共聚焦显微镜对钙离子进行实时检测ꎮ 其方法为:
用不含酚红的 ＤＭＥＭ 培养基洗涤 ３ 次ꎬ每次 ３ｍｉｎ 后ꎬ继续
稳定 ２０ｍｉｎꎻ检测荧光强度ꎬ设置激发波长 ４８８ｎｍꎬ绿色荧
光接 收 通 道 ＢＰ: ５００ ~ ５５０ｎｍꎬ 红 色 荧 光 接 收 通 道
ＬＰ>５８０ｎｍꎮ
１.２.５ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测各组磷酸化丝氨酸－苏氨酸激
酶(Ｐ－ＡＫＴ)蛋白表达　 收集各组细胞ꎬ采用蛋白裂解液
冰上 振 荡 裂 解 ２０ｍｉｎꎮ ４℃ 条 件 下ꎬ １２０００ｒ / ｍｉｎ 离 心
１５ｍｉｎꎬ收集上清液ꎬ采用 ＢＣＡ 蛋白定量法测量蛋白质量
浓度ꎮ 按比例加入 １ / ４ 体积的 ４ 倍上样缓冲液ꎬ１００℃煮
沸 ５ｍｉｎ 进行变性ꎬ４℃ 条件下ꎬ１２０００ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ｍｉｎꎬ取
上清ꎮ 按每孔 ２０μｇ 蛋白上样量ꎬ用质量分数 １０％聚丙烯
酰胺凝胶电泳进行电泳分离ꎬ再用湿法转膜将蛋白转印至
ＰＶＤＦ 膜上ꎬ用质量分数 １％ ＢＳＡ 封闭后ꎬ孵育一抗和相应
二抗ꎬ其中一抗稀释倍数均为 １ ∶ １０００ꎬ二抗稀释倍数为
１ ∶ ５ ０００ꎻ之后用 ＥＣＬ 发光液及显影液定影液进行蛋白的
显影定影ꎬ最终胶片读取数据ꎬ用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件进行灰度分
析ꎮ 以 β－ａｃｔｉｎ 为内参照ꎬ计算各目的蛋白相对表达水
平ꎬ并计算 Ａｋｔ 磷酸化比率ꎮ 每个样本设置 ６ 个复孔ꎬ同
一样本重复测量 ３ 次ꎬ取平均值ꎮ

统计学分析:使用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件对统计数据进

行处理ꎬ计量资料使用均数±标准差(􀭰ｘ±ｓ)表示ꎮ 多组间
的比较使用单因素方差分析ꎬ组间的两两比较采用 ＬＳＤ－ｔ
检验ꎬＰ<０.０５ 表示差异具有统计学意义ꎮ
２结果
２.１ ＬＥＤ照射对细胞凋亡的影响　 三组细胞凋亡率比较
差异有统计学意义(Ｆ＝ １６􀆰 ８９１ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 正常对照组的
细胞凋亡率显著低于高糖模型组、发光二极管照射组ꎬ差
异有统计学意义 ( ｔ ＝ １２􀆰 ０６３ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ꎻ ｔ ＝ １０􀆰 ０９９ꎬ Ｐ <
０􀆰 ０１)ꎻ发光二极管照射组的细胞凋亡率显著低于高糖模
型组ꎬ差异有统计学意义( ｔ＝ ４􀆰 ７１５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 １ꎮ
２􀆰 ２ ＬＥＤ照射对细胞内 Ｃａ２＋浓度变化的影响　 正常对照
组中细胞质微弱 Ｃａ２＋荧光染色ꎬ呈绿色荧光ꎬ细胞核为蓝
色荧光ꎻ高糖模型组中ꎬ细胞质呈现较强烈的绿色荧光ꎻ发
光二极管照射组中ꎬ绿色荧光明显的高于正常对照组ꎬ但
明显低于高糖模型组ꎬ见图 １ꎬ经荧光像素分析三组间细
胞中内 Ｃａ２＋荧光像素值具有统计学意义(Ｆ ＝ １５􀆰 ８４６ꎬＰ<
０􀆰 ０５)ꎮ 正常对照组的 Ｃａ２＋荧光像素值显著低于高糖模型
组、发光二极管照射组ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝ １４􀆰 ５７７ꎬＰ<
０􀆰 ０１ꎻｔ＝ ７􀆰 ９００ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ且发光二极管照射组内 Ｃａ２＋荧
光像素值显著低于高糖模型组ꎬ差异有统计学意义( ｔ ＝
６􀆰 ８８１ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 １ꎮ
２􀆰 ３ ＬＥＤ 照射对细胞中 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达的影响 　 三组
细胞中 Ｐ －ＡＫＴ 蛋白表达明显不同ꎬ差异有统计学意义
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图 １　 ＬＥＤ照射对细胞内 Ｃａ２＋浓度变化的影响(×４００)　 Ａ:正常对照组ꎻＢ:高糖模型组ꎻＣ:发光二极管照射组ꎮ

表 １　 三组间细胞凋亡率和 Ｃａ２＋浓度变化及 Ｐ－ＡＫＴ蛋白表达量比较 􀭰ｘ±ｓ
组别 样本量 细胞凋亡率(％) Ｃａ２＋浓度变化 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达量

正常对照组 １０ ７􀆰 ５４±２􀆰 ６７ １９２􀆰 ６５±５０􀆰 ５４ １０􀆰 ２６±２􀆰 ４７
高糖模型组 １０ ３１􀆰 ６９±５􀆰 ７４ ７１０􀆰 ６９±１００􀆰 ３８ ２􀆰 ３５±０􀆰 １６
发光二极管照射组 １０ ２１􀆰 ６５±３􀆰 ５２ ４３０􀆰 ４７±８０􀆰 ６７ ７􀆰 ４６±１􀆰 ６４

　 　
Ｆ １６􀆰 ８９１ １５􀆰 ８４６ １２􀆰 ６９４
Ｐ <０􀆰 ０１ <０􀆰 ０５ <０􀆰 ０１

(Ｆ＝ １２􀆰 ６９４ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 正常对照组的 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达
高于高糖模型组、发光二极管照射组ꎬ差异有统计学意义
( ｔ＝ ９􀆰 １１４ꎬＰ<０􀆰 ０１ꎻｔ＝ ２􀆰 ７７３ꎬＰ＝ ０􀆰 ０１４)ꎻ发光二极管照射
组的 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达高于高糖模型组ꎬ差异有统计学意
义( ｔ＝ ９􀆰 ８０７ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ见表 １ꎮ
３讨论

高血糖是 ＤＭ 最基本的病理生理状态ꎬ在 ＤＭ 血管并
发症的发生发展中起着重要作用ꎮ 高血糖导致的血管渗
透性增加ꎬ炎症和内皮细胞损伤是 ＤＲ 发生发展的基础ꎮ
在 ＤＭ 的进展过程中ꎬ高血糖导致慢性微血管损伤ꎬ使得
约 １ / １０ 的患者出现增生性 ＤＲ(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ＤＲꎬ ＰＤＲ)或
糖尿病性黄斑水肿ꎬ严重威胁患者视力[６]ꎮ 但针对 ＤＲ 目
前仍缺乏有效的治疗方法或药物ꎮ 通过现阶段临床研究
发现发光二极管照射方式对一些组织细胞的光生物调节
作用较为明显[７－８]ꎮ 为此ꎬ本研究重点分析了发光二极管
的价值ꎮ

在本次研究中ꎬ通过分析发光二极管照射对大鼠高糖
视网膜血管内皮细胞的光生物调节作用及其机制ꎬ发现上
述照射方式ꎬ对光生物调节的作用较为显著ꎮ 通过对本次
研究结果的分析ꎬ发现以模拟的方式ꎬ对体外与体内高血
糖状态加以评估ꎬ能够了解到在 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖培养
基下ꎬ可实现对抗凋亡 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白通路的抑制ꎬ且对视网
膜血管内皮细胞钙稳态产生较大的影响ꎮ 一般来说ꎬ细胞
在人体可能会出现钙超载情况ꎬ此种现象会导致细胞代谢
异常[９－１０]ꎮ 多种细胞的生存、凋亡信号ꎬ主要是利用
Ｐ－ＡＫＴ蛋白信号途径的抑制进行传导的ꎮ Ｐ－ＡＫＴ 蛋白参
与到调节细胞的分裂活动、分化活动或是凋亡活动中ꎮ 苏
氨酸激酶是磷酸化丝氨酸的下游靶蛋白ꎬ多种细胞因子能
够与受体相结合ꎬ产生 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白亚单位ꎬ从而实现对苏
氨酸激酶活化的诱导ꎮ 在维持细胞正常结构、功能过程
中ꎬ钙起到了十分重要的作用ꎮ 在正常状态时ꎬ细胞借助
系列性的转运机制ꎬ可保障患者体内低钙情况ꎮ 而多种外
在因素的影响致使钙失衡ꎬ对细胞膜与线粒体造成的响应

损伤等ꎬ均会在一定程度上加快细胞的不可逆性死亡ꎮ 而
高糖对于 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白信号通路作用的抑制机制ꎬ尚需要
深入探究ꎮ

依据本研究结果ꎬ发光二极管照射对大鼠高糖视网膜
血管内皮细胞的光生物调节作用机制加以总结ꎮ 其作用
机制突出体现为ꎬ利用线粒体、信号转导表达的方式ꎬ能有
效实现光生物的调节[１１]ꎮ 通常情况下ꎬ对于功能不正常
的组织、细胞等ꎬ光生物具有一定的调节作用ꎮ 但是ꎬ对于
正常功能的组织或是细胞来说ꎬ光生物调节并不能够起到
较好的作用和影响ꎮ 也就是说ꎬ仅在较为特定的状况下ꎬ
选择相对合理的参数ꎬ使细胞康复作用得以发挥ꎮ 发光二
极管是亮度较高、效率较高且寿命较长的固体性光源ꎬ具
有新颖性ꎮ 目前ꎬ多项研究认为低强度的发光二极管ꎬ光
生物调节作用较为明显[１２－１３]ꎮ 现阶段对于光生物学的调
节作用剂量关系ꎬ对于照射的剂量、时间和强度等ꎬ均具
有明显的差异ꎮ 本次研究中结果显示ꎬ正常对照组的细
胞凋亡率显著低于高糖模型组、发光二极管照射组ꎬ发
光二极管照射组的细胞凋亡率显著低于高糖模型组ꎮ
正常对照组的 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达高于高糖模型组、发光
二极管照射组ꎬ发光二极管照射组的 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达
高于高糖模型组ꎮ 可以证实ꎬ低强度的发光二极管照
射ꎬ在一定程度上激活了抗凋亡的 Ｐ－ＡＫＴ 蛋白通路ꎬ细
胞凋亡数目有所减少ꎬ且细胞膜离子通道得以开启ꎬ可
对钙信号传导产生直接性的影响ꎮ 此外ꎬ经过低强度发
光二极管照射ꎬ高糖模型组、正常对照组的差距比较明
显ꎮ 分析其原因ꎬ高糖细胞模型组在照射实验中ꎬ采用
的培养基为 ２５ｍｍｏｌ / Ｌ 的葡萄糖ꎬ这与我们前期研究工
作相一致[４] ꎮ

目前ꎬ光生物调节治疗的临床研究较为广泛ꎬ但是在
ＤＲ 患者治疗的应用ꎬ尚且存在不够深入现象ꎮ 本次研究
中ꎬ通过对低强度发光二极管照射对大鼠高糖视网膜血管
内皮细胞光生物调节作用的观察ꎬ可明确高糖对于
Ｐ－ＡＫＴ蛋白表达的抑制、视网膜血管内皮细胞钙稳态均
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具有较大的影响ꎬ促使细胞凋亡ꎬ激活 Ｐ －ＡＫＴ 蛋白的同
时ꎬ可将其看作 ＤＲ 的辅助治疗手段ꎮ

综上所述ꎬ高糖环境可有效抑制苏氨酸激酶通路活
性ꎬ对视网膜血管内皮细胞钙稳态产生影响ꎬ促使细胞凋
亡ꎬ低强度的发光二极管照射可激活苏氨酸激酶通路ꎬ降
低高糖引起的细胞凋亡率ꎮ
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