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骨髓间充质干细胞具有多向分化潜能，在体内

和体外特定诱导条件下可以分化成脂肪、骨、软骨、

肌肉、肌腱、神经、肝、心肌、内皮等多种组织细胞，可

作为种子细胞用于多种疑难重症引起的组织器官损

伤的修复，因其来源方便，细胞扩增简单易行，可以

实现自体移植，免疫反应低，所以在细胞疗法的应用
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摘要

目的：观察红外偏振光治疗仪的临床治疗剂量对骨髓间充质干细胞（BMSCs）生长情况的影响。

方法：采用全骨髓培养法获取SD大鼠的原代BMSCs，取传代培养的细胞分为：实验组：红外偏振光处理10min；对照

组：空气暴露相同时间。采用CCK8法检测细胞的增殖活性，流式细胞术进行细胞凋亡检测和细胞周期分析。

结果：CCK8法检测结果显示，实验组的光密度（OD）值与对照组相比，差异无显著性意义（P＞0.05）；细胞凋亡检测

显示，两组的结果差异无显著性意义（P＞0.05）；细胞周期分析结果显示，两组差异无显著性意义（P＞0.05）。

结论：红外偏振光的临床治疗剂量对骨髓间充质干细胞的增殖无明显影响，没有发现引起细胞凋亡，对细胞周期无

明显影响。
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Abstract
Objective: To investigate the effect of linear polarized near-infrared on the growth of bone marrow stromal stem

cells (BMSCs).

Method: The primary BMSCs were got from Sprague-Dawley rats with the method of whole bone marrow adher-

ent cultivation. The passage cells were divided into trial group with linear polarized near-infrared irradiation for

10min and control group with disposing for the same time without linear polarized near-infrared irradiation. The

condition of cell proliferation was measured using CCK8 method. The cell apoptosis and cell cycle were analysed

with flow cytometry (FACS).

Result: CCK8 assay revealed no significant change of optical density（OD） in proliferation of the cells irradiated

by linear polarized near-infrared(P＞0.05). Flow cytometry results had no significant variation of cell apoptosis

(P＞0.05), nor had significant variation of cell cycle (P＞0.05).

Conclusion: The linear polarized near-infrared with clinical treatment dosage has no effect on the proliferation,

apoptosis and cell cycle of BMSCs.
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中备受青睐。本实验通过观察红外偏振光的临床治

疗时间对骨髓间充质干细胞增殖、凋亡、周期分布的

影响，为探讨物理因子对骨髓间充质干细胞移植的

影响奠定实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料

动物：SD大鼠1只，雌性，120g左右，由南方医

科大学实验动物中心提供。试剂及耗材：DMEM/

F12培养基（Hyclone），优级胎牛血清（gibco），青链

霉素（吉诺），无水乙醇，Annexin V-FITC细胞凋亡

检测试剂盒（凯基），细胞周期分析试剂盒（凯基），

CCK8试剂盒（日本同仁），25cm2培养瓶（美国Corn-

ing），96孔板（美国Corning）。仪器：采用珠海康嘉

医疗器械有限公司产CZ-6601型红外偏振光治疗

仪 ，波 长 0.6—1.6μm，输 出 功 率 800—4500mW。

ELX800酶标仪（美国），流式细胞仪（美国），倒置光

学显微镜，超净操作台，离心机，CO2孵箱（美国）。

1.2 细胞培养

获取无菌状态下的SD大鼠的股骨和胫骨，注射

器吸取5ml DMEM/F12培养基反复冲洗骨髓腔，将

冲洗后的骨髓悬液离心（1000r/min，5min）。离心结

束后培养基重悬细胞并移入25cm2培养瓶中，采用

含10% FBS的DMEM/F12培养基，在37℃，5% CO2

孵箱中培养，2d换液一次，细胞90%融合后按1∶3传

代培养，取对数生长期的细胞作为实验对象。

1.3 骨髓间充质干细胞的表型鉴定

取P1代细胞，0.125%胰酶消化离心后，PBS重

悬，调整细胞数约为5×105个，在1.5ml的EP管中加

入 Anti-CD29 PECY5，Anti-CD45 FITC，An-

ti-CD90 APCCY7各1μg，另取一管不加抗体作为空

白对照，30min内流式细胞仪检测[1]。

1.4 实验分组及处理方法

将同一只大鼠处于相同培养条件下的同一代传

代细胞分为实验组和对照组，实验组为红外偏振光

处理10min，对照组为空气暴露相同时间。增殖实

验在96孔板进行，实验组和对照组细胞数均调整为

4000个/100μl/孔，细胞铺板后放于孵箱中培养3h，

使细胞贴壁，于每天的相同时间段进行细胞处理，每

天处理2次，连续处理5次。处理结束后，迅速将细

胞转入孵箱中培养，次日进行CCK8检测，共观察

4d，每天取4个复孔。凋亡实验和细胞周期分析实

验时，将细胞用培养基重悬后移至5ml冻存管中，实

验组红外偏振光探头离管口5cm高度直射细胞悬

液，对照管则在操作台中放置相同时间，无红外偏振

光照射处理。试验结束后将细胞重悬转入25cm2培

养瓶中，在孵箱中培养。

1.5 测定细胞增殖活性

采用 CCK8 法：取 4 孔细胞，每孔加 10μl 的

CCK8试剂液，37℃孵育3h，至酶标仪检测光密度

（optical density, OD）值，采用双波长检测，测定波

长为630nm，参考波长为450nm[2]。

1.6 细胞凋亡检测

培养3d后，细胞达70%融合，用不含EDTA的胰

酶消化后离心（1000r/min，5min)，弃去上清，PBS重

悬并调整细胞数大约5×105个/管，PBS清洗一遍后，

加 500μl 缓 冲 重 悬 细 胞 ，再 加 5μl 的 Annexin

V-FITC，和5μl PI后室温避光孵育10min后，用流

式细胞仪检测[3]。

1.7 细胞周期分析

取培养4d达80%—90%融合的细胞，离心、清

洗后调整细胞数为大约1×106个/管，70%的酒精固

定 4℃过夜后，洗去固定液，加 100μl RNase A

37℃ 30min，再加入 400μl PI 染色混匀，4℃避光

30min，用流式细胞仪检测[4]。

1.8 统计学分析

各组数据以均数±标准差表示，采用SPSS 13.0

软件处理。对OD值检测数据用重复测量的方差分

析，对凋亡率和周期分析数据用 t检验分析。

2 结果

2.1 细胞形态观察

光学显微镜下观察：原代细胞培养7d左右达

90%融合，细胞形态呈现杂乱的涡旋状，传代后细胞

生长速度加快，大约5h后，细胞基本全部贴壁，培养

24h后，达40%—50%融合，48h后达70%融合，呈现

纤维状或纺锤体状，见图1，图2。

2.2 表型鉴定

表型鉴定结果可见 CD90、CD29 表达阳性，

CD45表达弱阳性，可能是P1代细胞中含有较多的
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造血干细胞的原因，符合骨髓间充质干细胞的表型

特点[5]，见图3。

2.3 红外偏振光对骨髓间充质干细胞增殖活性的

影响

经重复测量分析后结果显示：实验组各时间点

的细胞OD值略大于对照组，两组组间差异比较F=
0.445，P=0.53，差异无显著性意义，见表1。

2.4 红外偏振光对骨髓间充质干细胞凋亡情况的

影响

经 t 检验分析显示，两组间细胞凋亡率、坏死

率、正常率差异无显著性意义（P＞0.05），见表2。

2.5 红外偏振光对骨髓间充质干细胞周期分布情

况的影响

流式细胞术分析细胞周期结果，见图4。各期

分布率经 t检验分析显示，两组细胞间差异无显著

性意义（P＞0.05），见表3。

3 讨论

红外偏振光是波长在600—1600nm之间的近红

外直线偏振光，正是由于这种波长特点，红外偏振光

不容易被体液和血液吸收[6]，可以达到深部透热的

作用，而且未见不良反应报道，临床上应用广泛，多

用来治疗疼痛性疾病[6]和炎症性疾病[7]，对一些难治

性疾病，如严重性呃逆[8]、斑秃[9]等，也有明显效果，

还可用于运动员的肌肉被动热身[10]。目前关于红外

偏振光的作用机制研究较少，被普遍认可的观点是

光热效应[10]，另外，红外偏振光可以产生一个与偏振

方向垂直的电磁场[11]，这种光电磁效应可能会对机

体产生一定的影响。以往研究证实，低能量激光具

有生物刺激效应，可以促进细胞的生长[12]，临床上可

以降低感觉神经传导速度，治疗颞下颌关节紊乱所

致的肌肉痛，这一点与红外偏振光的治疗效应类似，

所以红外偏振光可能具有与低能量激光类似的光学

效应[13]。

研究发现，红外偏振光可以对机体的生理生化

情况产生影响：可以促进血液循环，改善供氧[11]，促

进大鼠肝生长因子（hepatocyte growth factor, HGF）

及HGF活化剂的表达[9]，改变神经元膜电位[13]。骨髓

间充质干细胞具有多向分化潜能，可以应用在神经

图1 原代骨髓间充质干细胞 图2 P3代骨髓间充质干细胞

图3 表型鉴定结果

CD29 PE-Cy5 CD90 APC/cy7 CD45 FITC

表1 红外偏振光照射及不同培养时间的
骨髓间充质干细胞OD值的变化 (x±s,n=4)

实验组
对照组

第1天

0.80±0.01
0.77±0.01

第2天

0.90±0.01
0.89±0.03

第3天

1.40±0.03
1.39±0.01

第4天

1.83±0.13
1.83±0.04

表2 红外偏振光对骨髓间充质
干细胞凋亡情况的影响 (x±s,%,n=3)

实验组
对照组

t
P

坏死率

3.77±0.87
4.50±1.78

-1.15
0.37

中晚期凋亡率

5.57±0.55
5.37±0.67

1.31
0.32

早期凋亡率

1.20±0.30
1.43±0.06

-1.32
0.32

正常细胞率

89.47±0.23
88.73±1.72

0.84
0.49

表3 红外偏振光对骨髓间充质
干细胞周期分布的影响 (x±s,n=4)

实验组
对照组

t
P

G0-G1

87.10±0.41
86.21±1.04

1.07
0.38

S

2.36±0.38
2.82±0.82

-0.70
0.56

G2-M

10.54±0.24
10.97±0.22

-1.72
0.23

对照组

图4 流式细胞术分析细胞周期结果

实验组
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系统、骨关节系统、心血管系统损伤中，但是细胞移

植存活率受局部炎性反应等因素影响而不能发挥最

大的治疗效应，鉴于红外偏振光的深部透热效应能

改善损伤区域氧供，减轻炎性反应，可能会对移植物

的存活有帮助，所以本实验通过体外细胞学实验验

证红外偏振光是否会对骨髓间充质干细胞的生长产

生影响。作为一种光学疗法，红外偏振光的生物效

应与它的治疗模式及参数的设定都有密切关系。本

研究采用红外偏振光治疗仪的C治疗模式，作用时

间为10min。通过观察经红外偏振光处理后，细胞

增殖、凋亡、细胞周期分布的变化，揭示红外偏振光

对骨髓间充质干细胞的影响。

细胞增殖的检测方法主要有细胞计数法、MTT

法、CCK8法等，但细胞计数法误差较大，MTT法灵

敏度不够高，而CCK8法操作简便，灵敏度高，目前

多用来进行细胞增殖检测。研究结果显示，红外偏

振光处理后骨髓间充质干细胞的增殖无明显影响，

原因可能是红外偏振光的光学效应对骨髓间充质干

细胞增殖无影响，也可能是处理10min并非最佳治

疗时间。

在光动力疗法的研究中发现，一氧化氮和氧自

由基等活性物质可诱导细胞凋亡[14]。据文献报道，

红外偏振光可以减少中性粒细胞活性氧的产生[15]。

这一点提示红外偏振光可能会对细胞凋亡产生影

响，为验证红外偏振光对骨髓间充质干细胞应用的

安全性，本研究采用流式细胞术观察红外偏振光处

理后3d的细胞凋亡率，结果未发现引起细胞凋亡情

况，提示红外偏振光对大鼠骨髓间充质干细胞所产

生的效应仍属安全效应，从而为进一步实验研究奠

定可行性基础。

本研究还通过流式细胞术观察红外偏振光处理

后骨髓间充质干细胞的周期分布情况，结果未发现

静止期（G0-G1）和增殖期（S，G2-M）有明显变化，从

DNA层面揭示了红外偏振光作用后骨髓间充质干

细胞的变化，也进一步验证了红外偏振光对骨髓间

充质干细胞增殖的影响。

综上所示，采用单一输出功率、输出模式的红外

偏振光、作用时间10min时对骨髓间充质干细胞的

增殖没有明显影响，未发现引起细胞凋亡和干扰细

胞周期分布。红外偏振光对骨髓间充质干细胞的影

响是否具有时间或照射的能量依赖性还需要更多的

实验研究来探讨。
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