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摘要　通过对低强度激光照射离体人红细胞后的生物物理学指标分析，找出影响红细胞（ＲＢＣ）生物特性的主要因

素。以放置在４℃下４８ｈ的变形性下降的正常人血液为样品研究低强度激光对红细胞流变学特性的影响。取

２ｍＬ标本分成相等两份，其中一份在２ｍＷ，４ｍＷ，８ｍＷ的功率下照射３０ｍｉｎ，另一份离心后取出红细胞放入等渗

的ＰＢＳ液中用同样的方法进行照射。照射后进行对比发现单照红细胞的样品的变形性、取向、膜流动性、微黏度、

各向异性和渗透脆性比全血照射下的变化小。表明红细胞膜的生物放大效应对血液的流变学特性的影响是主要

的。
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１　引　言

　　低强度 ＨｅＮｅ激光血液照射治疗，主要指用低

强度激光直接照射循环血液、病变部位以达到治疗

疾病的目的［１］。现已发展有血管外照射、穴位照射、

粘膜照射等方法，已有数万名患者接受过治疗。特

别是在高脂血症、脑血管病的治疗中取得了一定的

疗效［２，３］。刘承宜等［４～８］提出了低强度激光疗法的

生物信息模型（ＢＭＬ）和激光生物效应的转换模型

（ＢＩＩＭＬ）。对于机制的研究分为两种，一种是强调

红细胞（ＲＢＣ）接受照射后的生物放大效应
［９］，另一

种是强调红细胞本身的膜结构改变［１０］而影响血液

的流变学特性。为了对比两种作用的强弱，将血样

分成两组，一组是对全血进行照射，另一组是对红细

胞进行照射。在其他条件相同的情况下将结果进行

对照分析。
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２　材料和方法

主要仪器为 ＭＲ４５０型低功率 ＨｅＮｅ激光器

（清华紫光生产），３Ｆ２型多功能微量高速离心机

（北京市医用离心机厂），电热恒温水浴箱（北京长安

科学仪器厂），荧光分光光度计（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公

司），红细胞电泳仪ＬＩＡＮＧ１００（复旦大学医学院生

产）。

取正常健康成人血液８例，用肝素抗凝。每例

血样为６ｍＬ，分为等同的两份。一份直接照射。另

一份１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去血浆和沉于红细

胞表面的白细胞，ＰＢＳ缓冲液（磷酸二氢钾０．２０ｇ，

氯化钠８ｇ，氯化钾０．２ｇ，一水磷酸氢二钠１．５６ｇ，

溶于１０００ｍＬ蒸馏水中，用氢氧化钠和盐酸调至ｐＨ

＝７．４，渗透压３００ｍＯｓｍ／ｋｇ）洗涤３次（每次都是

１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ），最后将离心压实的红细胞

用血影制备低渗溶解法［１１］制备成血影细胞，然后用

等渗的ＰＢＳ液悬浮再进行照射。

取照射过的样品２０μＬ加入到２．５ｍＬＰＶＰ液

（分子量３０ｋＤ，ＰＶＰ１５ｇ，磷酸氢二钠２８４ｍｇ，磷酸

二氢钾６８ｍｇ，氯化钠０．３８ｇ，溶于１００ｍＬ蒸馏水，

用体积分数１０％氢氧化钠和盐酸调至ｐＨ＝７．４，黏

度１５ｍＰａ·ｓ）中，用ＬＢＹＢＸ２激光衍射仪测得在

切变率５０～１０００ｓ
－１下的红细胞的变形指数（ＤＩ）随

流场切变率变化的关系曲线，并将结果与照射前的

样品对比。

红细胞膜流动性是反映红细胞状态的重要指标

之一。每次取４０μＬ样品２５００ｒ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ后

除去血浆和灰白色血细胞层，然后加预冷的等渗液

ＰＢＳ将沉淀红细胞悬浮，继而以２５００ｒ／ｍｉｎ，离心

５ｍｉｎ，除去上清液。如此重复洗涤三次后将沉淀的

红细胞按 １∶４０（体积比）加入预冷的低渗液

（１０ｍｍｏｌ／ＬＴＨＳ（Ｃ４Ｈ１１ＮＯ３）盐酸溶液缓冲液，

ＴＨＳ１．２１ｇ以蒸馏水溶解并加至１Ｌ，并以盐酸调

ｐＨ值至７．４）混均放置４℃下１ｈ，待完全溶血即制

备成血影细胞（血影制备低渗溶解法）后将制备的血

影细胞液用１２０００ｒ／ｍｉｎ，４℃下离心１０ｍｉｎ。弃去

上清，再用ＰＢＳ缓冲液洗涤三次，即得到白色红细

胞膜。然后加等渗ＰＢＳ缓冲液至终体积２ｍＬ，再

用０．５ｍＬ四 氢 呋 喃 和 浓 度 为２×１０－６ｍｏｌ／Ｌ，

０．５μＬＤＰＨ（１，６二苯基１，３，５己三烯）荧光标

记。放入电热恒温水浴箱中在３７℃下孵育３０ｍｉｎ。

取出后用荧光分光计测量细胞在不同偏振角度时的

荧光强度犐。激发波长为３６０ｎｍ，发射波长为

４３０ｎｍ，标记的细胞在２ｈ内测完，测量温度３７℃。

根据公式计算荧光偏振度犘 ＝
犐ＶＶ－犌犐ＶＨ
犐ＶＶ＋犌犐ＶＨ

，其中

犐ＶＶ 为起偏器和检偏器光轴均在垂直方向时的荧光

强度；犐ＶＨ 为起偏器光轴在垂直方向上，检偏器光轴

在水平方向上时的荧光强度；犌为校正因子，校正由

于单色器所产生的附加偏振。按犌＝
犐ＨＶ
犐ＨＨ

，其中犐ＨＨ

为起偏器和检偏器均在水平方向时的荧光强度，犐ＨＶ

为起偏器光轴在水平方向、检偏器光轴在垂直方向

时的荧光强度。求得犘值后，根据公式η＝
２犘

０．４６－犘

计算出表征细胞膜流动性的黏度η。

另一份血样经过照射后用相同的方法处理。

离心 收 集 红 细 胞，用 生 理 盐 水 清 洗 一 次

（１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），弃上清。

质量浓度为９％的蔗糖溶液将红细胞配成２×

１０６／ｍＬ悬液。

将注入水的长方形毛细管安放在电泳小室槽，

电泳小室槽安放在载物台上，借助目镜测微器，在低

倍镜下找到从前壁线到后壁线的１／１０距离为静止

层，以下的测量均在静止层上进行。

将红细胞悬液通过毛细作用注入电泳小室，安

装在电泳小室槽内，两端联上琼脂盐桥（用１．５ｇ琼

脂粉和９ｇ氯化钠溶于１００ｍＬ蒸馏水中配制而成）

后，安装在载物台上。

每次测量选定１０个细胞，测量其在３０±１℃，

４０Ｖ的电压下，移过两格（每格１６５μｍ）一个来回的

时间，求１０个细胞的平均时间，并计算电泳率。每

个细胞样品测量３次，将得到的电泳率求平均值和

标准差。

用 ＭＲ４５０型低功率 ＨｅＮｅ激光器对样品进行

照射，保证功率在２ｍＷ，４ｍＷ，８ｍＷ（波长为

６３２．８ｎｍ）光斑（直径１ｃｍ）的情况下对样品（３ｍＬ

放于试管中）由试管口垂直进行照射３０ｍｉｎ，照射前

充分摇匀。照射中每１０ｍｉｎ摇动试管一次，保证红

细胞受到照射均匀。将照射的样品取出后离心取红

细胞进行电泳率的测量，与未照射的红细胞的电泳

率比较。

将实验结果表达为平均值±标准误差，应用

ＳＰＳＳ软件进行统计学处理，对照组与实验组的检验

采用成对的狋检验。

３　实验及结果

实验结果表明，低强度氦氖激光照射能够调整
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人红细胞的变形性。但是在全血中照射的红细胞和

悬浮液中照射的红细胞相比，全血中的红细胞的变

形能力和膜的流动性提高得更明显。由图１可以看

出 （狆＜０．０５，狆＜０．０１，与正常对照组比

较），两种照射条件下红细胞的变形能力、红细胞膜

的流动性都比未照射的红细胞有很大改善。但是以

在全血中照射的红细胞的改善更为明显。图

２（狆＜０．０５，狆＜０．０１，与正常对照组比较）

中可以看到全血中照射的红细胞电泳率和照射前的

相比电泳率得到较大改善，但是在悬浮液中照射的

红细胞的电泳率与照射前的统计学上无明显差异。

图１ 激光照射后两组红细胞变形性（ａ）和膜流动性（ｂ）

与正常组对比

Ｆｉｇ．１ ＴｗｏｇｒｏｕｐＲＢＣｄｅｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ａ）ａｎｄｍｅｍｂｒａｎｅ

ｆｌｕｉｄｉｔｙ（ｂ）ｃｏｍｐａｒｅｄａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

图２ 激光照射后全血组红细胞电泳率与正常组对比

Ｆｉｇ．２ ＲＢＣｏｆｂｌｏｏｄｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃｍｏｄｕｌｕｓｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈｎｏｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

４　分析与讨论

两组标本中的红细胞数量是相等的，在等量的

悬浮液中所接收到的激光照射剂量的机会从统计学

上来讲也是相等的，因此实验的初始条件是相等的。

根据实验结果可以看出，在全血中照射的红细胞和

悬浮液中照射的红细胞的变形能力和膜的流动性都

有提高，而照射后全血中的红细胞比ＰＢＳ缓冲液中

的红细胞的变形能力和膜的流动性提高得更明显。

全血中红细胞的电泳率在照射后有明显提高，但在

悬浮液中的红细胞的电泳率在照射前后没有明显变

化。造成这种结果的原因可以从以下几个方面分

析。

以往研究发现，细胞内的钙含量对红细胞变形

性有显著影响。当胞外钙浓度大于２００μｍｏｌ／Ｌ并

用Ａ２３１８７（一种钙离子载体，能将胞外钙离子带入

胞内）处理红细胞时，增加了胞内钙浓度，使红细胞

从双凹圆盘形向棘形改变［１１］，同时细胞的表面积也

减小［１２］．红细胞在剪切力下变形部分的恢复时间有

所减慢［１３］，认为胞内钙含量的增加导致红细胞变形

性的下降。ＴａｄａｈｉｒｏＯｅｎｉｓｈｉ等
［１４］使用一种镍网过

滤法研究了红细胞在含有钙的介质中受机械剪切力

后变形能力（滤过能力）的变化，验证了红细胞变形

能力受两个主要的胞内信号转导系统的调节。他们

发现在形态和体积不发生变化的情况下，红细胞变

形能力的降低表现出一种依赖细胞外钙浓度的 Ｖ

状曲线，并且在５０μｍｏｌ／Ｌ处变形能力减少得最多。

这与本实验结果相对应。在全血中红细胞的外环境

内有钙、钠、钾等离子满足了照射后钙离子向细胞内

外的转运条件，但悬浮液中的红细胞不具备此条件。

根据本次实验结果的对照可以看出，全血中的红细

胞变形能力、膜流动性的改善好于悬浮液中的红细

胞可能就是因为激光照射后的红细胞内外钙离子的

转运有关。

根据Ｋａｒｕ对其他细胞的研究
［１５］，低强度激光

可与细胞线粒体的细胞色素作用，促进 ＡＴＰ的合

成。然而，成熟的红细胞没有线粒体。根据刘承宜

等［４］的研究，认为细胞膜上化学配体的受体可以介

导低强度 ＨｅＮｅ激光的作用。红细胞的激光受体

在受到激光作用后，将启动红细胞内部的信号转导

系统，引起细胞内部第二信使如钙离子和ｃＡＭＰ浓

度的改变，从而调整红细胞的变形性。根据本次实

验结果可以看到，在悬浮液中红细胞因为去除了血

浆因素的影响，在激光照射后红细胞变形能力、膜流

动性仍有很大的改善。这种改善只可能是红细胞本

身的物理化学变化。结合刘承宜等在总结低强度激

光生物效应的基础上提出的低强度激光的生物信息
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假说（ＢＩＭＩ）和激光生物信息转换假说（ＢＩＴＭＩ），可

以对实验结果作出合理的解释同时对以上两种假说

提供一定的依据。

细胞表面细胞膜上有许多带电基团，如梭基、氨

基、羟基、磷酸基等。由于细胞表面带负电的集团

（如ＣＯＯ－）占多数，因而在一定电压下红细胞向正

极移动。若血液中的一些蛋白（如胶原蛋白等）吸附

在红细胞外表面将造成红细胞的电负性减少，红细

胞的聚集，使血液黏度升高。红细胞在受到激光照

射后，膜振动加剧，摆脱蛋白的吸附，恢复其电负性，

从而电泳率增加，改善聚集性。图２的结果显示激

光照射对全血红细胞电泳率有提高，但在悬浮液中

的红细胞的电泳率未发生明显改变，这可能是红细

胞在离心分离、清洗中已去除了大量的黏附在红细

胞上的蛋白，照射后红细胞的电泳率变化不明显。

５　结　论

研究结果表明，低强度 ＨｅＮｅ激光血液照射改

善血液流变性特性是通过改善红细胞膜的结构、对

细胞膜的光生物调节、对细胞带电的基团等多方面

的影响，是多重共同作用的结果，主要是通过血浆和

红细胞本身的综合作用。在这些作用中，低强度激

光对红细胞膜的生物调节是占主要作用的。
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