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摘要　研究了低强度８１０ｎｍ半导体激光（ＬＩＤＬ）对肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）抑制的ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因

表达的调节作用。马血清休克２ｈ的细胞用质量浓度为１０ｎｇ／ｍＬ的ＴＮＦα孵育，分别用不同剂量的ＬＩＤＬ照射

一次。结果表明ＬＩＤＬ可以调节ＴＮＦα对ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因表达的抑制作用，而且这种调节作用可能是

通过烟酰胺腺嘌呤二核苷酸辅酶与其还原形式的比值（ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ）和Ⅲ型组蛋白去乙酰化酶１（ＳＩＲＴ１）实现的。
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１　引　　言

生理节律研究被“Ｓｃｉｅｎｃｅ”选为１９９８年的重要

进展［１］，其中两个重要突破就是血清休克条件下外

周细胞节律基因表达节律的发现［２］和生理节律非视

觉光调节的发现［３］。生物节律通常是由下丘脑的视

交叉核（ＳＣＮ）控制的。眼睛接受到的光线会通过视

网膜细胞或视网膜神经节细胞调节ＳＣＮ松果体中

褪黑素的合成。全盲的人没有生理节律，必须依赖

于褪黑素的治疗［４］。１９９８年，Ｂａｌｓａｌｏｂｒｅ等
［２］报道

ｒａｔ１成纤维细胞在血清休克情况下节律基因表达

呈现节律性变化。这个发现说明，生理节律的控制

不仅存在于ＳＣＮ中，身体的每个含有脱氧核糖核酸

（ＤＮＡ）的细胞都存在生理节律。最近，没有ＤＮＡ

的红细胞也发现了一种称为ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎｓ的抗氧

化蛋白的表达水平呈现节律性的变化［５］。同样是在

１９９８年，Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［３］报道，晚上利用蓝光照射膝

盖后的窝部位３ｈ能够引起体温和唾液褪黑素的

生理节律发生改变。这个发现说明，窝的光照也

可以调控生理节律。然而，２００２年 Ｗｒｉｇｈｔ等
［６］报

道，类似实验并不支持Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［３］的结论。这个

０８０４００１１
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公案一直没有得到解决。

大量实验发现［７～１１］，激光（ＬＩ）或单色光可以调

节细胞的功能，称为光生物调节作用（ＰＢＭ）。这里

的ＬＩ称为低水平ＬＩ（ＬＬＬ），包括低强度ＬＩ（ＬＩＬ）

（约１０ｍＷ／ｃｍ２）和作用时间较短的中等强度 ＬＩ

（ＭＩＬ）（０．１～１．０Ｗ／ｃｍ
２）。这里的细胞功能可以

根据功能内稳态（ＦＳＨ）
［８～１０］分为处于ＦＳＨ的功能

和远离ＦＳＨ的功能两种情况。ＦＳＨ用负反馈的方

式抵抗内外干扰，维持生物功能充分稳定发挥。

ＦＳＨ由烟酰胺腺嘌呤二核苷酸辅酶（ＮＡＤ＋）依赖

的Ⅲ型组蛋白去乙酰化酶１（ＳＩＲＴ１）活性维持
［９，１１］。

ＮＡＤ＋ 与 其还原形式 ＮＡＤＨ 的比值 （ＮＡＤ＋／

ＮＡＤＨ）越高，ＳＩＲＴ１的活性越高
［１２］。不同细胞和

组织的 ＳＩＲＴ１表达和活性都是不同的
［１２］，每个

ＦＳＨ有其特异的ＳＩＲＴ１活性（ＦＳＳＡ１）
［９］。

ＬＬＬ只是一种很弱的干扰，不能调节处于ＦＳＨ

的功能。远离ＦＳＨ的功能对外界很敏感，当然可以

受到ＬＬＬ的调节，直至ＦＳＨ 建立。生理节律也是

人体和细胞的一种功能。健康人或细胞的生理节律

由节律内稳态（ＲＳＨ）来维持。从ＲＳＨ的角度可以

阐明Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［３］和 Ｗｒｉｇｈｔ等

［６］两个报道不一致

的原因。Ｃａｍｐｂｅｌｌ等的实验对象处于微弱的灯光

下，实验对象的睡眠并没有处于 ＲＳＨ。Ｗｒｉｇｈｔ等

的实验对象是在全黑的条件下进行的，实验对象的

睡眠处于ＲＳＨ。人体是否处于ＲＳＨ与窝细胞是

否处于ＲＳＨ是相关的。人体处于ＲＳＨ，窝细胞

也处于ＲＳＨ，ＬＬＬ不能调节处于ＲＳＨ的细胞就是

Ｗｒｉｇｈｔ等观察不到阳性结果的根本原因，ＬＬＬ可以

调节远离 ＲＳＨ 的细胞就是Ｃａｍｐｂｅｌｌ等观察到阳

性结果的根本原因。为了证实这个推论，本文用

ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞节律基因表达的ＬＬＬ调节来

进行研究。Ｃａｖａｄｉｎｉ等
［１３］发现，肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）可以抑制 ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞节律基因

的表达。本文用ＴＮＦα诱导ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞

远离ＲＳＨ，考察低强度８１０ｎｍ半导体激光（ＬＩＤＬ）

对节律基因的调节作用和ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ与ＳＩＲＴ１

的介导机制。

２　材料与方法

２．１　实验材料

ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞购自中国科学院上海细胞

库。细胞培养基（ＤＭＥＭ）购自Ｇｉｂｃｏ公司，胎牛血清

购自杭州四季青生物工程材料公司，马血清购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录酶

（ＭＭＬＶ）购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，重组鼠 ＴＮＦα购自

Ｓｉｇｍａ公 司。８１０ｎｍ ＧａＡｌＡｓ 半 导 体 激 光 器

（ＳＵＮＤＯＭ３００１）由北京三顿公司提供，辐射照度功

率计（ＦｉｅｌｄＭａｘＴＯＰ）购自美国ＣｏｈｅｒｅｎｔＩｎｃ公司。

２．２　实验分组

ＮＩＨ３Ｔ３细胞培养于体积分数为１０％的胎牛

血清的ＤＭＥＭ高糖培养基（１００ｍｇ／ｍＬ质量浓度

青霉素和１００Ｕ／ｍＬ质量浓度链霉素），３７℃，体积

分数为５％的 ＣＯ２，饱和湿度。将细胞按２×１０
５

个／皿接种于３５ｍｍ细胞培养皿，生长２天后用体积

分数为５０％的马血清的ＤＭＥＭ 培养基孵育２ｈ进

行马血清休克处理［１３］，处理起始为实验０ｈ。处理

完毕，用质量浓度为１０ｎｇ／ｍＬＴＮＦα的无血清

ＤＭＥＭ继续孵育，并立刻予以ＬＩＤＬ照射处理。随

机分组见表１。

表１ 实验分组

Ｔａｂｌｅ１ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｓ

Ｇｒｏｕｐｓ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓａｍｐｌｅｓ

Ｃｏｎｔｒｏｌ Ｃｏｎｔｒｏｌ ６

ＴＮＦα １０ｎｇ／ｍＬ ６

Ｄｏｓｅ１ ５ｍＷ／ｃｍ２×５ｍｉｎ ６

Ｄｏｓｅ２ ５ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ ６

Ｄｏｓｅ３ １０ｍＷ／ｃｍ２×５ｍｉｎ ６

Ｄｏｓｅ４ １０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ ６

Ｄｏｓｅ５ １０ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ ６

　　激光束从皿底部射入，之后继续培养，于２４ｈ

收取细胞样品进行反转录酶 聚合酶链锁反应（ＲＴ

ＰＣＲ）检测。

２．３　犚犜犘犆犚检测

在冰上收取细胞样品，吸出培养液，用４℃预冷

的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞２次，加入１ｍＬ

Ｔｒｉｚｏｌ。按试剂说明书操作步骤提取细胞总核糖核

酸（ＲＮＡ）并进行逆转录反应、ＰＣＲ反应。ＰＣＲ引

物序列引自文献［１４］，时钟基因Ｐｅｒ１，Ｐｅｒ２，Ｐｅｒ３，

Ｄｂｐ的反应过程：９４℃，１ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，６０℃，

３０ｓ，７２℃，１ｍｉｎ，循环４２次；７２℃，１０ｍｉｎ；内参

基因Ｇ３ＰＤＨ的退火温度５６℃，循环３４次。

２．４　作用机制研究

本文的初衷是用细胞模型验证Ｃａｍｐｂｅｌｌ等
［３］

发现的ＬＩＬ对人体生物节律的康复作用。预实验

发现剂量４（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ ｍｉｎ）的 ＬＩＤＬ 对

ＴＮＦα抑制的节律基因表达有康复作用。为了进

一步阐明ＬＩＬ对细胞节律基因康复的机制，实验选

择剂量４开展了进一步的机制研究。对于剂量４

组，ＬＩＤＬ照射完毕后细胞仍置于含ＴＮＦα的无血

清ＤＭＥＭ培养基，常规条件孵育培养，并于第６，

０８０４００１２



朱　玲等：　低强度半导体激光照射调节成纤维细胞时钟基因表达

图３ 低强度激光对时钟基因ｍＲＮＡ表达的影响

Ｆｉｇ．３ Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎｃｉｒｃａｄｉａｎｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

１２，８，２４，３０和３６ｈ时间点收取细胞样品，用ＲＴ

ＰＣＲ检测ＳＩＲＴ１
［１５］的ｍＲＮＡ表达，用酶循环法

［１６］

检测ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ。

２．５　结果采集和统计分析

将ＰＣＲ反应产物进行质量分数为１．５％的琼

脂糖凝胶电泳，利用凝胶成像分析系统对电泳图谱

拍照，并对电泳条带灰度值进行分析（待测基因的相

对含量＝待测基因密度／Ｇ３ＰＤＨ密度）。实验数据

用ＳＰＳＳ１０．０统计软件包进行统计学处理，组间差

异进行ＡＮＯＶＡ的Ｔｕｋｅｙｔ检验。

３　结　　果

３．１　犿犚犖犃提取和犘犆犚结果

提取的细胞总ＲＮＡ通过琼脂糖凝胶电泳及紫

外分光光度法进行检测和定量，电泳图谱如图１所

示。可见明显的５，１８和２８ｓ三条带，条带整齐清晰，

边缘锐利光滑，条带间亦无明显弥散。经紫外分光光

度计分析，Ａ２６０／Ａ２８０值在１．６～１．８之间，表明本实

验所提取的总ＲＮＡ纯度良好，无明显降解。ＲＮＡ浓

度（μｇ／μＬ）＝（Ａ２６０×稀释倍数×４０）／１０００。

目的基因ＰＣＲ扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结

图１ ＮＩＨ３Ｔ３细胞总ＲＮＡ

Ｆｉｇ．１ ＴｏｔａｌＲＮＡｏｆＮＩＨ３Ｔ３ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ

果如图２所示，其中１为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ２，０００），

２为 ｍＰｅｒ１（３１７ｂｐ），３为 ｍＰｅｒ２（４８２ｂｐ），４为

ｍＰｅｒ３（２９１ ｂｐ），５ 为 ｍＤｂｐ（４１２ ｂｐ），６ 为

ｍＧ３ＰＤＨ（４５２ｂｐ），ＰＣＲ扩增产物电泳无明显非特

异产 物 带，产 物 条 带 单 一，与 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒｓ

ＤＬ２，０００对照，扩增条带分子量大小与预期一致。

图２ 各时钟摆基因ＰＣＲ扩增产物

Ｆｉｇ．２ ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｃｉｒｃａｄｉａｎｃｌｏｃｋｇｅｎｅ

３．２　不同光照剂量对时钟基因犿犚犖犃表达的影响

图３（ａ）为琼脂糖凝胶电泳结果，比较目的基因
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ｍＲＮＡ的表达水平，发现ＬＩＤＬ照射对ＴＮＦα抑制

的各时钟基因表达有不同程度的调节作用。对电泳

条带灰度值进行比较分析［图３（ｂ）～（ｅ），表１］，其中

为与控制组比较，＃为与ＴＮＦα比较，剂量１的各

基因表达水平都比ＴＮＦα抑制组还要显著降低（犘＜

０．０１），而剂量５的表达水平均得到显著提高（犘＜

０．０１），基本接近对照组。其余３组剂量的照射基本

对ｍＰｅｒ２基因没有显著调节作用［图３（ｃ）］。剂量２

只对ｍＰｅｒ１基因有促表达作用［犘＜０．０１，图３（ｂ）］，

剂量３对 ｍＰｅｒ１和 ｍＤｂｐ基因有促表达作用［犘＜

０．０１，图３（ｂ），（ｅ）］。而剂量４除ｍＰｅｒ２基因之外均

有促表达作用［犘＜０．０１，图３（ｂ），（ｄ），（ｅ）］，且效果最

明显，最高可使 ｍＤｂｐ基因表达至正常水平１．６倍

（表１）。因此，在光照剂量５ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ至

１０ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ范围内，ＬＩＤＬ对 ＴＮＦα抑制

ｍＰｅｒ１，ｍＰｅｒ３，ｍＤｂｐ基因表达具有普遍的拮抗作用，

其中１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ效果最佳。

表２ 基因表达百分比

Ｔａｂｌｅ２ Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｃｏｎｔｒｏｌ／％ ＴＮＦα／％ Ｄｏｓｅ１／％ Ｄｏｓｅ２／％ Ｄｏｓｅ３／％ Ｄｏｓｅ４／％ Ｄｏｓｅ５／％

ｍＰｅｒ１ １００ ８５　 ６２．２＃ １０３．１＃ １２４．９＃ １２９．９＃ １１１．５＃

ｍＰｅｒ２ １００ ６５．４ ２８．６＃ ６７．７ ７１．４ ５９．５ ９７．８＃

ｍＰｅｒ３ １００ ７０．７ ４０．６＃ ６８．７ ７６．６ ９６．１＃ ９５＃

ｍＤｂｐ １００ ８３．９ ３２．９＃ ７１．２ １１１．６＃ １６１．７＃ １０５．１＃

：ｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（犘＜０．０１），＃：ｃｏｍｐａｒｉｎｇｗｉｔｈＴＮＦα（犘＜０．０１）．

３．３　光照对犛犐犚犜１表达和活性的影响

如图４所示，其中为ＴＮＦα组与对照组有显

著性差异（犘＜０．０５）；为ＴＮＦα组与对照组有

极显著性差异（犘＜０．００５）；※为ＬＩＤＬ组与对照组

有显著性差异（犘＜０．０５）；※※为ＬＩＤＬ组与对照

组有极显著性差异（犘＜０．００５）；★为 ＬＩＤＬ组与

ＴＮＦα组有显著性差异（犘＜０．０５）；★★为ＬＩＤＬ

组与ＴＮＦα组有极显著性差异（犘＜０．００５）。对于

剂量４（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）组，ＴＮＦα组与对照

相比较表明，ＴＮＦα在第１８ｈ和第２４ｈ抑制了

ＳＩＲＴ１（犘＜０．０５）的ｍＲＮＡ表达，并且在第６ｈ、第

１２ｈ、第 １８ｈ 和第３０ｈ降低了 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ

（犘＜０．００５）的比值。ＬＩＬ组和 ＴＮＦα组比较表

明，ＬＩＬ 抑制了 ＴＮＦα在第１８ｈ对 ＳＩＲＴ１ （犘＜

０．００５）ｍＲＮＡ表达的抑制作用，并且抑制了ＴＮＦα

在第６ｈ（犘＜０．００５）、第１２ｈ（犘＜０．０５）和第１８ｈ

（犘＜０．０５）对 ＮＡＤ
＋／ＮＡＤＨ 比值的降低作用。

ＬＩＬ组和对照组比较表明，ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ表达在

第１８ｈ （犘＜０．０５）高于对照组，胞内 ＮＡＤ＋／

ＮＡＤＨ的比值在第６ｈ（犘＜０．０５）、第１２ｈ（犘＜

０．００５）、第１８ｈ（犘＜０．０５）和第３０ｈ（犘＜０．００５）

低于对照组。

图４ ＬＩＤＬ（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）对ＴＮＦα引起的ＮＩＨ３Ｔ３细胞时钟基因表达抑制模型中ＳＩＲＴ１基因的

表达及胞内ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ的影响

Ｆｉｇ．４ ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｗｉｎｔｅｎｓｉｔｙｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｎＳＩＲＴ１ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＮＡＤ
＋／ＮＡＤＨｉｎ

ＮＩＨ３Ｔ３ｃｅｌｌｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙＴＮＦａｌｐｈａ

４　讨　　论

Ｃａｖａｄｉｎｉ等
［１３］发现，ＴＮＦα抑制时钟基因的表

达；本课题组进一步发现，ＴＮＦα还抑制ＳＩＲＴ１的

ｍＲＮＡ表达，降低了 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ。研究表明，

ＬＩＤＬ可以调节ＴＮＦα抑制的时钟基因表达，并选

择其中的康复剂量发现了ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１

的介导作用。

４．１　光生物调节作用的剂量关系

研究了ｍＰｅｒ１，ｍＰｅｒ２，ｍＰｅｒ３和 ｍＤｂｐ４个时

钟基因。Ｃａｖａｄｉｎｉ等发现 ＴＮＦα抑制这些时钟基
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因的表达。由表１和图３发现，剂量１促进ＴＮＦα

对所有基因的抑制，但剂量５抑制ＴＮＦα对所有基

因的抑制，剂量２，３和４则只能抑制ＴＮＦα对部分

基因的抑制。这说明，一次ＬＩＤＬ照射的ＰＢＭ有很

大的剂量依赖性。本组将进一步研究ＬＩＤＬ长期照

射的效果。

光照剂量犐狋是光照强度犐和光照时间狋的乘积。

研究光照剂量的方法有３种，分别是固定狋，改变犐；

固定犐，改变狋；固定犐狋，改变犐和狋。本实验同时使用

了３种研究方法，选取了５个剂量（犐ｍＷ／ｃｍ２×

狋ｍｉｎ）（１：５×５，２：５×１０，３：１０×５，４：１０×１０和５：

１０×２０）进行研究。

第一种，固定狋，改变犐。此时ＰＢＭ的剂量关系

满足线性关系，存在剂量段效应，每个剂量段的效应

不一样［１７］。剂量１与３和剂量２与４分别采用相

同的照射时间。剂量１的光照不但没有拮抗ＴＮＦα

对时钟基因的抑制效应，反而进一步予以促进［犘＜

０．０１，图３（ｂ）～（ｅ）］，这与后面的剂量３，４和５的

效果截然相反。显然，ＬＩＤＬ的ＰＢＭ 分为两个剂量

段，剂量１代表的剂量段促进ＴＮＦα的效应，剂量

３，４和５代表的剂量段抑制ＴＮＦα的效应。

第二种，固定犐，改变狋。此时ＰＢＭ的剂量关系

满足正弦函数关系，存在一个最大值［１６］。剂量１与

２和剂量３，４与５分别选取相同的照射强度。剂量

３，４和５满足正弦函数关系，居中的剂量４正是本

实验中的最佳光照剂量。

第三种，固定犐狋，改变犐和狋。此时ＰＢＭ 的剂

量存在一个极大值，有一个最佳光照强度或者光照

时间［１７］。剂量２和３所选取的剂量相同，剂量３的

拮抗效果更佳［图３（ｂ）～（ｅ）］，剂量２有本实验中

最佳照射时间１０ｍｉｎ，剂量３有本实验中最佳照射

强度１０ｍＷ／ｃｍ２，显然是照射强度的影响大过照射

时间。

４．２　组蛋白去乙酰化酶

研究了ＴＮＦα和ＬＩＤＬ（１０ｍＷ／ｃｍ
２×１０ｍｉｎ）

对ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１的ｍＲＮＡ表达的影响

（图４）。ＴＮＦα作用后在第６，１２，１８和３０ｈ降低

了ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ，在第１８ｈ和２４ｈ抑制了ＳＩＲＴ１

的ｍＲＮＡ表达，说明 ＴＮＦα抑制了ＳＩＲＴ１的活

性，导致细胞ＳＩＲＴ１活性低于维持基因表达内稳态

（ＧｅＳＨ）所需要的ＳＩＲＴ１活性（ＧｅＳＳＡ１），因此时钟

基因的表达远离ＧｅＳＨ，基因表达受到抑制。ＬＩＤＬ

（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）照射在第６，１２和１８ｈ提高

了ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ，但因为只照射了一次，还没有恢

复到对照组的比值。ＬＩＤＬ（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）

照射在第１８ｈ促进了ＳＩＲＴ１的 ｍＲＮＡ表达。以

上实验表明，无论是ＴＮＦα单独作用，还是ＴＮＦα

与ＬＩＤＬ（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）联合作用，ＮＡＤ＋／

ＮＡＤＨ的变化都发生在ＳＩＲＴ１的 ｍＲＮＡ表达变

化之前，后者的变化可能是前者变化引起的。对于

ＴＮＦα单独作用，ＮＡＤ
＋／ＮＡＤＨ 下降导致ＳＩＲＴ１

的 ｍＲＮＡ 表达下降，导致时钟基 因表达远 离

ＧｅＳＨ。对 于 ＴＮＦα 与 ＬＩＤＬ（１０ ｍＷ／ｃｍ２ ×

１０ｍｉｎ）联合作用，ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ上升导致ＳＩＲＴ１

的 ｍＲＮＡ 表达上升，促进时钟基 因表达恢 复

ＧｅＳＨ。ＳＩＲＴ１的活性依赖于 ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ
［１２］。

因此，ＬＩＤＬ（１０ ｍＷ／ｃｍ２ ×１０ ｍｉｎ）通 过 增 加

ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１活性康复被ＴＮＦα抑制

了的时钟基因表达。

在图３中，ＬＩＤＬ（１０ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ）属于剂量

４，剂量２（５ｍＷ／ｃｍ２×１０ｍｉｎ），３（１０ｍＷ／ｃｍ２×

５ｍｉｎ）和５（１０ｍＷ／ｃｍ２×２０ｍｉｎ）的情况与剂量４类

似，ＬＩＤＬ通过增加ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１活性康

复被ＴＮＦα抑制了的时钟基因表达。与剂量４不同

的是，剂量１（５ｍＷ／ｃｍ２×５ｍｉｎ）进一步促进ＴＮＦα

对时钟基因表达的抑制作用。这是与文献［９］研究不

一致的地方。这说明，当功能远离ＦＳＨ时，ＬＬＬ不但

可以增加ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１活性，而且可以降

低ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ和ＳＩＲＴ１活性。当然，这个发现有

待实验的进一步证实。

４．３　细胞状态

ＬＩＤＬ对细胞功能的调节依赖于细胞的状态。

ＬＬＬ不能调节处于ＦＳＨ 的细胞功能，但可以调节

远离ＦＳＨ 的细胞功能。细胞节律基因的表达由

ＧｅＳＨ维持。借鉴 Ｃａｖａｄｉｎｉ等
［１３］的发现，本组用

ＴＮＦα打破了ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞的ＧｅＳＨ，抑制

了节律基因的表达。实验发现，ＬＩＤＬ的各种剂量

都可以调节节律基因的表达。

研究结果的进一步分析发现，剂量３和４对

ｍＰｅｒ１和ｍＤｂｐ两个时钟基因表达的促进超过了对

照组（表１和图３），剂量４对ＳＩＲＴ１基因表达的促

进超过了对照组（图４），这说明对照组时钟基因的

表达并没有处于ＧｅＳＨ。实际上，体积分数为１０％

胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基才能使ＮＩＨ３Ｔ３细胞的

时钟基因表达处于ＧｅＳＨ。对照组采用的是体积分

数为５０％马血清的ＤＭＥＭ培养基处理２ｈ再换为

无血清ＤＭＥＭ 培养基，显然细胞时钟基因的表达

远离ＧｅＳＨ。
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本组的实验结果支持Ｃａｍｐｂｅｌｌ等的实验结果。

Ｃａｍｐｂｅｌｌ等在实验中发现利用蓝光照射膝盖后的

窝部位３ｈ能够引起体温和唾液褪黑素的生理节

律发生改变，但 Ｗｒｉｇｈｔ等的类似实验并不支持

Ｃａｍｐｂｅｌｌ等的结论。窝后主要的穴位为委中穴。

类似 的 情 况 也 发 生 在 内 关 穴 的 激 光 刺 激。

Ｈüｂｓｃｈｅｒ等
［１８］用光刺激没有吸烟习惯的健康男性

的内关穴，没有观察到心律变异性（ＨＲＶ）的变化。

Ｗｕ等
［１９］用剂量为９．７Ｊ／ｃｍ２ 的８３０ｎｍ激光照射

内关穴１０ｍｉｎ，用ＨＲＶ研究激光针灸对４５名健康

男性夜班工人植物神经的影响。他们发现高频

（ＨＦ）ＨＲＶ、低频（ＬＦ）ＨＲＶ和两者的比值ＬＦ／ＨＦ

都有改善，ＬＩＬ增加了迷走神经的兴奋和心脏交感

神经的抑制。Ｈüｂｓｃｈｅｒ等的实验对象与 Ｗｒｉｇｈｔ等

一样处于ＲＳＨ，两种情况下都观察不到ＬＩＬ的调节

作用。夜班工人的生物节律受到干扰，远离ＲＳＨ。

Ｗｕ等的实验对象与Ｃａｍｐｂｅｌｌ等一样远离 ＲＳＨ，

两种情况下都观察到了ＬＩＬ的调节作用。本组用

ＴＮＦα处理ＮＩＨ３Ｔ３细胞，使时钟基因的表达远离

ＧｅＳＨ，ＬＩＤＬ照射对其就有光生物调节作用。显

然，ＬＩＬ只作用于生理功能不正常的个体，对健康人

无影响，是一种绿色健康无不良反应的疗法。

５　结　　论

ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因表达由ＳＩＲＴ１

活性表征的ＧｅＳＨ维持。ＴＮＦα通过降低ＮＡＤ
＋／

ＮＡＤＨ抑制ＳＩＲＴ１活性，促使时钟基因表达远离

ＧｅＳＨ，抑制时钟基因的表达。ＬＩＤＬ 可以调节

ＴＮＦα对ＮＩＨ３Ｔ３成纤维细胞时钟基因表达的抑

制作用。其中５ｍＷ／ｃｍ２×５ｍｉｎ的ＬＩＤＬ通过提

高ＮＡＤ＋／ＮＡＤＨ康复ＳＩＲＴ１活性，促进ＧｅＳＨ的

建立和时钟基因的表达。
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