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低能量氫第1 射照射對骨量生成的影
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摘要

本研究以低能量氮氛雷射照射骨臨細胞，觀察其對骨細胞分化及相關基因(破骨細胞分化因子及骨形態蛋白)

之表現，以探討低能量氮氛雷射對小鼠骨量生成之影響。實驗中取小鼠腔骨與股骨之骨髓細胞，以低能量氮氮雷

射(波長 632 nm) 照射 (0 、 10 、 15 及 20 秒) ，培養 3 天後，收集培養液(作為培養破骨細胞的 condition medium) , 

並分析骨形態、蛋白及破骨細胞分化因子的基因表現。培養 7 天後，計算造骨細胞分化之百分比，於第昨天統計

骨小結(bone nodule)的生成數目 9 並於第 30 天觀察骨組織生成量。此外，以上述收集之 condition medi阻培養骨

髓細胞，並於培養後第 14 天統計破骨細胞的數量 o 結果顯示接受雷射照射組，其骨量較對照組多，且在細胞分

化方面，破骨細胞的數目較少，但造骨細胞數目則較多。此外，低能量氮氛雷射可抑制 ODF 及促進 BMP 之基因

表現。以此推測，低能量氮氛雷射可透過減少破骨細胞的分化及增加造骨細胞的分化，以增加骨量生成 o
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造骨細胞由骨髓間葉幹細胞分化而來，可分泌鹼

性磷酸臨[alkaline phosphatase (ALP)]及骨型態蛋白

[bone morphogenetic protein (BMP刀，協助鈣離子沉積

於骨基質，以促進骨組織生成阱。破骨細胞源自於血

源幹細胞，可分泌酸性磷酸臨[tar個te-resistant acid 

phosphatase (TRAP刀，協助骨組織分解，故該酵素可做

為該細胞之活化指標。骨組織的生成由上述兩種細胞

所調控，正常狀態下，骨生成作用與骨吸收作用會達

到特定的平衡，若破霄，細胞過度活化，骨組織將被過

度分解，導致骨組織結構變弱，而增加骨折機率。此

外，破骨細胞分化因子[osteodast di宜erentiation facíor; 

ODF]與破骨細胞的分化有直接關係[7-9] ，當其與幹細

胞上之受器結合，可刺激幹細胞分化成破骨細胞。故

通訊作者:林群智

通訊地址-南華大學自然生物科技系/自然醫學研究所

該基因之表現可作為破骨細胞分化能力的參考 o 研究

文獻指出，低能量氮氛雷射可促進造骨細胞的分化

間，但較缺少對整體骨量影響之評估，故本研究以低

能量氮氛雷射照射骨髓細胞，探討其對骨生成量的影

響及其可能機轉。

材料與方法
骨髓細胞培養

小鼠(C57BLl6 mice)經二氧化碳安樂死後，迅速取

其股骨與腔骨骨髓，以內含 10%血清與 10-8 M 

dexamethasone (DEX)之 αMEM medium 培養細胞

(lX104 celVmL) ，並以低能量氮氛雷射照射處理之

(時間。、 10 、 的及 20 秒) ，於照射後第 3 天收集培

養液(作為 condition medium)備用。
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基因表現分析

於照射後第 3 天萃取上述細胞之RNA'以R下PCR

檢測 ODF及鷗在P 的基因表現。

引子(p血ner)的序列為:

Gapdh , 5'CCAGC CCCAG CGTCA AAGGA G 3' ;j"i日

5'GCGGG GCTCT CCAGA睏 AACAT CA 3' ; ODF, 

5'GCTAT TATGG AAGGC TCATG 3'手日 5'CACCA且

TCAGC TGAAG ATAGT 3' 

聚合臨連鎖反應步驟為:

940C的溫度下 3 分鐘， 1 cyde，接著 940C的溫度下 30 秒，

55 0C 30 秒， 720C 40 秒?共 30 cycle，之後在 720C的溫
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由紅色的深淺評估骨組織的生成量。

破骨細胞培養與染色

取骨髓細胞(lX104/mL)以 αMEM medium(內含

10% 的血清與 10-8 M 的 Vit. D)培養在 24 well 培養

盤，並加入之前收集之 condition medium (250μL) 。培

養 14 天後，使其分化成破骨細胞，培養期間，每三天

更換新的培養液。細胞以酸性磷酸鹽(T比叩， Sigma) 

染劑染色，合 TRAP 的細胞可被染成紫紅色。因破骨

細胞為多核且含酸性磷酸醋的細胞，故破骨細胞之分

化以每個 well 被染成紫紅色且細胞核數目孟3 的細胞

數目統計之。

度下 5 分鐘， 1 cyde步步驟完成後，溫度設定在 250C 。 結果與討論

將產物加入 ethidium bromide 進行洋菜膠電泳，之後在 當骨髓基質細胞分化成造骨細胞時宮會分泌鹼性

電泳膠攝影系統中拍照分析。 磷酸晦(ALP) ，以協助骨組織生成，該酵素量的多寡可

作為造骨細胞活性的指標，此酵素可利用染劑染色，

造骨組胞分化百分率
ALP(一)者，貝rJ為暗灰色，如圖 l(A) , ALP( +)者，則

上述骨髓細胞培養 7 天後，以鹼性磷酸酪染劑
們 為粉紅色，如圖l(B) ，染色後，以膜蛋白晦將細胞打散

(Sigma)染色，因造骨細胞分化後，可分泌鹼性磷酸
成單一細胞，統計每100個細胞中ALP(十)者的細胞比

醋 9 以協助骨組織生成，該酵素會與染劑反應成粉紅
例。其結果，如圖1(C)所示;隨著照射的時間的增加，

色，故己分化的造骨細胞會被染成粉紅色，而未分化
細胞含鹼性磷酸醋的細胞比例亦跟著增加，顯示以低

的細胞因不含該酵素，所以不會被染成粉紅色。將上
能量氮氛雷射照射，可刺激造骨細胞分化成造骨細

述所培養細胞染色後，以 0.1%膜蛋白臨行ηrpsin)打散
胞，其結果與相關研究以低能量雷射照射人類照骨細

細胞，統計個 100 細胞中被染成粉紅色之百分比，以
胞株MG-63 、 Saos-2 '小鼠造骨細胞株仰C3T3)之結果

評估造骨細胞分化率。
一致口，口，時， ] 8] 0 

造骨細胞可分泌骨基質(bone matrix) ，當鈣離子沉
骨小節(bone 趟。dule)計數

積在骨基質後，轉化成鈣化骨組織。在骨組織形成初
骨髓細胞培養 14 天後，會零散出現小型的鈣化

骨組織，稱為骨小結，該結構以茜素紅 S (alizarin red S) 

染色可被染成紅色 9 統計每個培養盤 (24 well) 中鈣

化之骨小結數目。

骨組織生成染色

骨髓細胞培養 30 天後，以茜素紅 S 染骨組織，

鈣化之骨組織可被染成紅色，骨量愈多顏色愈深，藉

期 9 會散佈零散的鈣化中心，即骨小結[如圖 2(A) ，箭

頭標示處于再依此中心向外擴展鈣化範圍。在此期間 9

新的骨小結會陸續形成，最後佈滿整面，形成片狀骨

組織。因此，骨小結數目的多寡可用來評估造骨細胞

的骨生成能力。由圓 2(B)所示，低能量氮氮雷射可誘

發骨小結生成，顯示低能量氮氮雷射可刺激骨頭的生

成。在人類造骨細胞株棋的“63)之研究中亦可觀察到相
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{為}同之生物效應[l斗，而由圖 l 之結果可推湖其機轉是因

細胞受到照射後誘發細胞分泌與與骨生成作用之相關

蛋白質(如:鹼性磷酸梅) ，促進骨頭之生成。

'" 1智;秒2 秒
在細胞培養中，鈣化骨組織會沉積在培養盤底

部，此鈣化物質可被茜素紅染成紅色 9 依其被染顏色

的深淺，可評估骨組織之生成量;顏色愈深紅，顯示

{蓋章;

2日秒15tJl 1 日秒Control 

圖 2 低能量雷射照射對骨小結生成的影響。小鼠骨髓

幹細胞以 aMEM培養液(內含1O-8 M的 Dex.)培養在 24

weH 之細胞培養盤中(細胞密度 lx104/weH ) ，再以低

能量雷射照射(時問 0， 10, 15 及 20 秒)。骨髓細胞於培2日秒15 秒1 日秒Control 
D 

養 14 天後，以茜素紅 S 染鈣化的骨小結;圈泣的可見圖 l 低能量氮氛雷射照射對造骨細胞分化的影響。用

被染成紅色的骨小結(箭頭標示處于圖 2(B)為不同照射αMEM培養液(內含 10-8 M 的 Dex.)培養小鼠骨髓幹細

時間對骨小結生成影響之統計圈。柱狀圖表示法為平以低能量氮氮雷射照射(刺胞(細胞密度 lx104/m日，

均值土標準差， * :P<0.05 激時間 0， 10，時， 20 秒) ，照射後 10 天，以鹼↑生磷酸醋

(ALP)染劑將細胞染色，細胞若 AL間-)者，呈暗灰色

圖 3 顯示，隨著低能量氫氛雷射照射時間增加，l(A) ，細胞若 ALP(+)者，呈粉紅色 l(B) ;細胞染色後 3

鈣化骨組織量亦有增加的趨勢。由上述結果可得知，以 Trypsin (0.1 %)加入培養盤 9 將貼附細胞打散成單一

以低能量氮氛雷射照射骨髓細胞，可刺激骨髓細胞分
之懸浮細胞，於顯微鏡下計算 100 個細胞中含鹼性磷

化成造骨細胞，進而增加其製造骨組織之能力。為探

討低能量氮氛雷射對細胞基因表現的影響，本研究取

小鼠骨髓細胞，照射時間分別為 0 、 10 、 15 、 20 秒，

照射後 3 天，觀察骨型態蛋白(Bl\在P)及破骨細胞分化因

子(ODF)的基因表現。 BMP 不僅可以促進造骨細胞的

分化，亦可以增加骨組織的生成[10，時，悶。結果發

現，隨著照射時間增加， B扎在P 的基因表現量亦隨之增

加，如圖 4 ，此效應與在大鼠與人類細胞株實驗中有相

似的結果口，1月。
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酸醋的細胞百分比 9 由圓可發現低能量氮氛雷射可刺

激骨髓幹細胞分化成造骨細胞。柱狀圖表示法為平均

值土標準差， *:P<O圓的
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(如TNF-alph丸 IL-lbe徊，及且國6等)[1 ，5 ，6] 。因此，低

能量雷射照射亦可能經由減少上述細胞激素之分泌而

抑制破骨細胞的分化。

低能量實昂t雷射照射對骨量生成的影響

BMP-1 

ODF 

GAPDH 

20 

圖 4 低能量氮氛雷射照射對 BMP 與 ODF 基因表現的

影響。取小鼠股骨與腔骨骨髓，細胞培養密度 lX1Q4/祉，

15 10 。Second 

圖 3 低能量雷射照射對骨組織生成的影響。小鼠骨髓

幹細胞以aMEM培養液(內含1Q-8 M的 Dex.)培養在24

well 之細胞培養盤中(細胞密度 lxl04/well ) ，再以低 用 α，MEMmedium培養，內含 10% 的血清與1Q-8 M 的

Dex. j:J低能量氮氮雷射(東u激時間 0， 10, 15, 20 秒)處能量雷射照射(時間 0， 10, 15 及 20 秒)。照射後 30 天，

理，於照射後第 3 天萃取細胞的 RNA ，以 RT-PCR 檢以茜素紅 S 染骨組織，鈣化之骨組織可被染成紅色，

測 ODF 及 BMP 的基因表現，其中 GAPDH 的電泳結骨量愈多其顏色愈深，藉由紅色的深淺可評估骨組織

果作為定量參考用 'BMP-l 與 ODF電泳結果作為基質

細胞相關基因表現量的參考，由電泳的結果顯示，低

能量氮氮雷射照射會促進 BMP-l 基因表現囊，及抑制

之生成量

骨髓基質細胞(如造骨細胞或間葉幹細胞等)可

ODF基因表現量(亮度較亮者基因表現量較大)分泌ODF[1月，當此因子與單核球結合時，可誘發該細
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胞分化為破骨細胞，所以該因子常作為破骨細胞分化

能力之參考指標[13] 。破骨細胞為多核細胞，其細胞膜

在所接觸之骨表面形成刷狀緣(rough border) ，並分泌

酸性磷酸醋，以進行骨吸收作用。破骨細胞若過度活

化將使骨組織大量被分解，使骨量流失。雷射對骨組

織之生物效應大多以造骨細胞為研究對象，破骨細胞

則是近幾年才有相關研究。本研究發現隨著照射時間

50 
增加 'ODF之基因表現量會減少，如圖4 。而由圖5 的

o 
10 秒 15 秒 20 秒

圖 5 低能量氮氮雷射照射對破骨細胞分化的影響。取

Control 結果可發現，隨著照射時間增加，破骨細胞數目亦隨

之減少，顯示低能量氫氮雷射確可抑制破骨細胞的分

化，此結果與大鼠顱骨細胞之低能量雷射照射效應雷
小鼠骨髓細胞(培養密度 lXI04/mL)培養於 aMEM

培養基(內含 10% 的血清與1Q-8 M的 Dex溶液)。以
同[14] 。由於某些發炎因子(如IL-6 、 TNF-alpha) 亦

會引起破骨細胞分化口，11] ，故慢性發炎病患的骨組織
低能量氫氛雷射照射(時間 0， 10， 20 及 30 秒)骨髓細

胞，並於照射後第 3 天收集培養液(作為∞ndition

medium) 。另取骨髓細胞(IXIQ4/mL)以俯在EM 培養基

常在發炎部位因破骨細胞過度活化，而導致局部骨量

流失[呵，目前已發現雷射可降低發炎相關因子的產生
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低能量財置射照射對骨量生成的影響

(內含 10% 的血清與 10-8 M 的Vit. D):培養在 24 well 

的培養盤，並加入之前收集之 condition medium (250 

μL) 。培養 14 天後，以酸性磷酸酪染劑染色。柱狀圖

表示法為平均值±標準差， * :P<0.05 
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由上述結果推測其機制是經由增加BMP-l並抑制ODF ph。中hatase in human osteoblast cul個'es. Lasers 

基因的表現，進而促進造骨細胞的分化並抑制破骨細 Med Sci 23:381-4; 2008. 

胞的數目而造成此生物效應。
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Effects 會fLow國E盟會當鑫y 誼會lNeL通ser Irr鐘過臨誼會鹽體盟

Qian包Yu Kuok1 
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Abstrad 

Bone marrow cells were stimulated with low-energy He/Ne laser 扭曲is study to investigate the effect on bone 

growth of mice 企om differentiation of bone celJs and expressions of related genes of receptor activator of osteoclast 

differentiation fador (ODF) and bone morphogemc proteins國 1 (BMP-l). In the experiment, bone marrow cells taken 

from tibia and femur bones were irradiated with low-energy He/Ne laser (wavelength=632 nm) for 0， 10多的 and 20 s and 

也en cultured for 3 days. 四le culture medium was collected for osteoclast culture as a condition medium, and the gene 

expression of B扎1p and ODF was analyzed圖 After 7 days of culture, percentage of differentiation of osteoblasts was 

counted. Bone nodules formed were totaled on 也e 14th day, and the mass of bone tissue was esìÏmated. Bone marrow 
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cells were cultured with the co\lected condition medium, and the anlOunt of osteoclasts were counted on the 14th day after 

cul個re圓百le results indicated that bone mass of the experimental group was higher than 也at of the control. Moreover，也e

number of osteoclasts was higher in experimental group 也an in the con仕01; however, the number of osteoblasts exhibited 

reverse result. Additionan~ιgene expression of ODF was inhibited while that of BMP-l was enhanced by low-energy 

He/Ne laser irradiation. Accordingly, low-energy He/Ne laser was suggested capable of increasing bone mass via 

suppressing differentiation of osteoclasts and increasing that of osteoblasts. 

Keywords: low-ener自， HelNe laselr, osteoblast, ostem:last, bone m詛rrow
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