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摘要　阿尔茨海默症（Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ′ｓｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ）的药物疗效欠佳，单色光照射治疗是候选方案之一。本文综述了

开展的单色光治疗ＡＤ的细胞模型研究。β淀粉样蛋白（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）或过氧化氢可诱导体外培养的神经

细胞凋亡。发光二极管红光（６４０±１５ｎｍ）（ＲＬＥＤ６４０）照射能够降低Ａβ２５３５诱导的ＰＣ１２细胞凋亡，抑制过氧化氢

诱导的分化ＰＣ１２细胞凋亡，它们分别由ｃＡＭＰ和酪氨酸羟化酶所介导。Ｔａｕ蛋白功能缺失可用秋水仙素模拟。

用秋水仙素和过氧化氢共同孵育可致分化ＰＣ１２细胞流产凋亡，用ＲＬＥＤ６４０照射能够抑制这种凋亡。节律紊乱可

以用肿瘤坏死因子α来模拟。研究发现，低强度８１０ｎｍ激光照射可以拮抗肿瘤坏死因子α诱导的 ＮＩＨ３Ｔ３成纤

维细胞时钟基因表达抑制。

关键词　医用光学；光生物调节作用；细胞；凋亡；时钟基因；阿尔茨海默症
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１　引　　言

低水平激光或单色光（ｌｏｗｌｅｖｅｌｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｒ

ｍｏｎｏｃｈｒｏｍａｔｉｃｌｉｇｈｔ，ＬＬＬ）广泛用于疾病的预防和治

疗［１］。最近Ｎａｔｕｒｅ的专栏作家Ｌａｎｅ
［２］建议ＬＬＬ用于

癌症和退行性病变的治疗，对ＬＬＬ的临床应用起到了

推波助澜的作用。Ａｌｚｈｅｉｍｅｒ病（ＡＤ）是一种慢性神经
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退行性病变。业已发现，鼻腔内低强度激光照射［３］和

血管内低能量激光照射［４］对ＡＤ有一定的疗效。

当前，全世界有２５００万的痴呆症患者，并且这

个数值还正以每年５００万的速度递增。ＡＤ等痴呆的

几率正随着年龄的增加而急速升高：国际ＡＤ组织

估计，６５～６９岁的人群中，有１．４％具有老年痴呆，

而８５岁及以上的人群中，几乎有１／４的老人具有老

年痴呆。几乎所有的老年痴呆患者都随着认知和功

能的下降而产生一些神经精神损害症状。这些症状

包括躁动、攻击性以及精神病，它们会对患者、家人和

护理带来危害。一百多年来，人们从β淀粉样蛋白

（ａｍｙｌｏｉｄβｐｒｏｔｅｉｎ，Ａβ）和ｔａｕ蛋白等方面寻找ＡＤ的

成因［５］。尽管有几种允许的药物可以对ＡＤ进行治

疗，但是这种疾病仍然掠走了数百万人的记忆以及

他们的生命。幸运的是，当前一些针对ＡＤ发病机

理的新治疗方法的探索正在进行当中［６］。正在临床

试验中调查的ＡＤ治疗方法所使用的策略有阻断病

原Ａβ和拯救退化的神经元。尚不成熟的补充策略是

制止阿普脂蛋白Ｅ和微管蛋白ｔａｕ的联合致病作用。

关于神经元选择性、易损性以及衰老与ＡＤ之间关系

的探讨将为新的治疗方法提供思路。对接下来几十

年之内ＡＤ患者人数增加的预测，促使人们将开发

新的治疗方案放到首要和紧急的地位。尽管如此，

ＡＤ是慢性病，需要长期治疗，ＡＤ药物治疗至少在代

谢方面的副作用无法避免。而ＬＬＬ治疗没有副作

用［１］。Ｆｉｒｂａｎｋ等
［７］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。而且ＬＬＬ已

经用于缺血性中风的直接照射治疗［８］。本实验室开

展了ＡＤ直接光疗方面的细胞模型研究。本文综述

这方面的研究进展。

２　ＬＬＬ可抑制淀粉样蛋白２５～３５诱

导的ＰＣ１２细胞凋亡

Ａβ是ＡＤ病人脑中老年斑的主要成分，该蛋白

的聚合与ＡＤ病程发展密切相关，并可诱导体外培养

的神经元表现出凋亡的特征。鉴于直接抗凋亡是ＡＤ

药物治疗的一个重要策略之一［９］，本实验室致力于开

发头盖骨直接光照射抗神经元凋亡作为ＡＤ光疗的

可能路径。段锐等［１０］沿用国际惯例采用Ａβ２５３５诱导

鼠嗜铬细胞瘤细胞（ＰＣ１２细胞）凋亡作为ＡＤ光疗初

步研究的细胞模型，再用发光二极管红光（６４０±１５

ｎｍ）（ＲＬＥＤ６４０）照射，发现功率为０．０９ｍＷ／ｃｍ２的

ＲＬＥＤ６４０红光照射６０ｍｉｎ能够显著减少Ａβ２５３５诱导

的ＰＣ１２细胞凋亡。进一步的机理研究发现
［１１］，这样

的光照处理对ＰＣ１２细胞增殖没有影响，其作用机制

可能 是 促进 胞内 环 化 腺 苷 酸（ＣｙｃｌｉｃＡｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ｃＡＭＰ）浓度升高并引起细胞分泌抗

凋亡的因子。Ａβ２５３５引起ＰＣ１２细胞内ｃＡＭＰ的增

加，ＲＬＥＤ６４０可以促进其浓度进一步上升。对细胞

培养液的研究发现，光照产生的抗凋亡作用还可能有

某种细胞外泌的抗凋亡因子参与。

３　ＬＬＬ可抑制过氧化氢诱导的分化

ＰＣ１２细胞凋亡

近年的研究发现，过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是皮质神经元

的细胞毒性因子［１２］，自由基对神经元所造成的氧化应

激损伤是造成ＡＤ的重要原因之一
［１３，１４］。研究发现，

Ａβ就是线粒体产生活性氧的一个诱因
［１５～１７］。选择５０

ｎｇ／ｍＬ神经生长因子（ｎｅｒｖｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＮＧＦ）诱导

ＰＣ１２细胞形成稳定的分化细胞（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄＰＣ１２

ｃｅｌｌｓ，ｄＰＣ１２），用１５０μＭＨ２Ｏ２ 诱导ｄＰＣ１２细胞凋亡

模拟氧化应激反应，从氧化应激的角度建立了神经系

统损伤的细胞模型［１８］。研究发现０．０６ｍＷ／ｃｍ２的

ＲＬＥＤ６４０照射２０ｍｉｎ可以显著减低 Ｈ２Ｏ２ 引起的

ｄＰＣ１２细胞的中期凋亡，提高细胞的活性以及存活率，

但对末期凋亡和早期凋亡无显著影响，其单次照射延

缓凋亡的作用可以持续２４ｈ以上。进一步研究发现，

ＲＬＥＤ６４０的光照虽然对凋亡基因ｂａｘ和ｂｃｌ２的比值

无显著影响，但明显降低促凋亡基因ｃａｓｐａｓｅ３的表达。

同时，ＲＬＥＤ６４０光照明显上调ｄＰＣ１２细胞的脑源神经

营养因子（ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ，ＢＤＮＦ）和

多巴胺合成过程中的限速酶 酪氨酸羟化酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｘｙｌａｓｅ，ＴＨ）的ｍＲＮＡ表达，后者可能因此促进

了多巴胺的分泌。验证了前期工作［１１］的推测，

ＲＬＥＤ６４０照射可促进细胞分泌营养因子，对氧化应激

的ｄＰＣ１２细胞有保护。

本 实 验 发 现，在 多 个 光 照 剂 量 中，

０．０６ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ具有最佳抑制Ｈ２Ｏ２ 诱导的

ｄＰＣ１２细胞凋亡的作用，其作用效果比我们之前报

道的［１０，１１］显著抑制Ａβ２５３５诱导的ＰＣ１２凋亡的光照

剂量（０．０９ｍＷ／ｃｍ２×６０ｍｉｎ）更佳。在作用频率

上，隔天照射一次比每天都照射或隔两天照射的效

果更显著。针对存在差异的不同个体和不同的生理

功能，ＲＬＥＤ６４０有一个最佳光照剂量和作用频率。

同时，研究了相同的０．０６ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ光照剂

量下，紫色（４００±５ｎｍ）、蓝色（４６０±５ｎｍ）、绿色
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（５５０±５ ｎｍ）、橙 色 （６１０±５ ｎｍ）及 红 色

（６３５±５ｎｍ）发光二极管光照的不同效果。结果显

示红光效果最好，而紫光效果最弱；从强到弱依次

为：红橙绿蓝紫。

４　ＬＬＬ可抑制分化ＰＣ１２细胞的流产

凋亡

对ＡＤ患者大脑的解剖发现，经历漫长的记忆

丧失，神经元依然存在。但是细胞凋亡的周期是很

短的。针对这一现象，Ａ．Ｋ．Ｒａｉｎａ等
［１９］提出了新

的看法———ＡＤ患者脑中神经元流产凋亡现象。Ａβ
和ｔａｕ蛋白是 ＡＤ的两大主要病原

［５］，人们通常分

别从Ａβ和ｔａｕ蛋白两方面建立实验模型。细胞凋

亡需要微管参与，Ａβ或 Ｈ２Ｏ２ 可以诱导细胞凋亡，

ｔａｕ蛋白的过度磷酸化正好干扰了细胞凋亡所需要

的微管结构。本实验室选用非致凋亡剂量的秋水仙

碱（２．５ｎＭ）模拟ｔａｕ蛋白的过度磷酸化对微管的

作用，与１００μＭ的Ｈ２Ｏ２ 共同处理ｄＰＣ１２细胞，构

建了流产凋亡的体外细胞模型。通过细胞形态学观

察、细胞周期检测和对凋亡基因ｃａｓｐａｓｅ３基因表达

的检测，发现本细胞模型并没有完成凋亡的经典途

径，而是退出了依赖ｃａｓｐａｓｅ的凋亡程序而继续存

活下来，符合 Ｒａｉｎａ等人
［１９］所假设的流产凋亡现

象。研 究 发 现，０．０３ ｍＷ／ｃｍ２ ×６０ ｍｉｎ 和

０．０６ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ两个剂量的ＲＬＥＤ光照，均

可以降低早期凋亡的发生而提高存活率，其中

０．０６ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ的光照更有效地抑制凋亡

中期的发生。在秋水仙碱和Ｈ２Ｏ２ 共同诱导细胞流

产凋亡的初期，凋亡基因ｃａｓｐａｓｅ３的 ｍＲＮＡ表达

上调，处理后１２ｈ达到高峰，同时ＢＤＮＦ及ＴＨ的

ｍＲＮＡ表达也伴随升高，细胞可能通过分泌营养因

子而拮抗凋亡的进行。处理２４ｈ后凋亡得以控制

时，ｃａｓｐａｓｅ３与ＴＨ 基因表达都下调。可推测，促

凋亡和抑凋亡因子的相互拮抗存在一种动态平衡，

使细胞长期处于流产凋亡状态，一旦这种拮抗作用

被破坏时，细胞可能走向快速凋亡或者修复后正常

存活。ＲＬＥＤ６４０光照可能正是通过上调抑凋亡因

子的分泌而抑制流产凋亡改变了细胞的命运。

５　ＬＬＬ可拮抗由肿瘤坏死因子诱导

的ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因

表达下降

Ａβ诱导下丘脑视交叉上核（ｓｕｐｒａｃｈｉａｓｍａｔｉｃ

ｎｕｃｌｅｕｓ，ＳＣＮ）神经元凋亡
［２０］，引起 ＡＤ患者ＳＣＮ

呈现明显退行性改变［２１］，造成昼夜节律混乱。初步

实验结果证明，明光刺激可通过视网膜路径使 ＡＤ

的昼夜节律紊乱得到改善［２１］。而窝等体表照射

是否可以改变昼夜节律是近年来研究的热点［２２，２３］。

我们初步研究了 ＬＬＬ对细胞生物节律的潜在影

响［２４］。利用肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ

α，ＴＮＦα）降低 ＮＩＨ３Ｔ３细胞时钟基因的表达水

平［２５］，建立时钟基因表达受抑的细胞模型。用低强

度８１０ｎｍ半导体激光对该细胞模型进行不同剂量

的光照处理。结果表明，ＴＮＦα 处理显著抑制

ＮＩＨ３Ｔ３细 胞时 钟基 因 ｍＰｅｒ１，ｍＰｅｒ２，ｍＰｅｒ３，

ｍＤｂｐ的ｍＲＮＡ表达水平；在 ＴＮＦα作用细胞初

时，同时给予剂量为 １０ ｍＷ／ｃｍ２ ×１０ ｍｉｎ 的

８１０ｎｍ半导体激光照射，可以明显拮抗 ＴＮＦα对

以上时钟基因表达的抑制，显示了ＬＬＬ在调节细胞

时钟系统方面发挥着作用。这为寻找一种新的体外

抑制ＴＮＦα副作用的治疗手段提供了理论依据。

鉴于ＬＬＬ在时钟系统调节方面所发挥的作用，我们

将进一步探讨ＬＬＬ可能对 ＡＤ患者时钟紊乱的调

节作用及其机制。

６　讨　　论

基于ＡＤ的Ａβ假说，用Ａβ诱导ＰＣ１２细胞凋

亡，发现ＲＬＥＤ６４０通过增加ｃＡＭＰ水平诱导抗凋

亡因子分泌抑制凋亡。基于ＡＤ的氧化应激假说，

用 Ｈ２Ｏ２ 诱导ｄＰＣ１２细胞凋亡，发现ＲＬＥＤ通过促

进ＴＨ 的基因的表达将细胞凋亡延迟２４ｈ。还分

别用Ｈ２Ｏ２ 和秋水仙碱模拟Ａβ和ｔａｕ蛋白的作用，

建立了ＡＤ的流产凋亡模型，发现ＲＬＥＤ可以抑制

流产凋亡的发生。基于 ＡＤ 昼夜节律混乱，用

ＴＮＦα诱导了ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因表达

下降，发现低强度半导体８１０ｎｍ激光可以康复时

钟基因的表达。对这些细胞模型的研究初步为开发

一种新的 ＡＤ防治方法提供了理论依据。ＬＥＤ的

成本非常低，可以根据大脑脑区的分布设计一个特

殊的ＡＤ治疗光帽，不但可以应用于临床，而且可以

走入社区和家庭。正如前面所指出的，ＬＬＬ是没有

副作用的安全疗法［１］。针对ＡＤ这个老年人的多发

性慢性病，ＡＤ治疗光帽的意义不仅在治疗，更重要

的是在预防。除了体力和脑力劳动［２６］，ＡＤ的对策

研究目前还没有发现有效的预防方法。最近有报道

发现视皮层神经元的 ＬＬＬ预照射也有抗凋亡作

用［２７］，进一步支持了本文的研究思路。
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