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皮肤的安全性评价

李彦红１，张继刚２，徐艳峰１，韩云林１，黄　 澜１，江彬彬２，朱　 华１，
徐玉环１，杨维玲２∗，秦　 川１∗

（１． 中国医学科学院，北京协和医学院，医学实验动物研究所，卫生部人类疾病比较医学重点实验室，
国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，新发再发传染病动物模型研究北京市重点实验室，

北京　 １０００２１；２． 中国人民解放军火箭军总医院，北京　 １０００８８）

　 　 【摘要】 　 目的　 通过 ＬＥＤ 白色光源照射日本大耳白兔皮肤组织，对 ＬＥＤ 光源照射的安全性进行初步的评

价。 方法　 动物随机分成照射组和对照组。 照射组动物剔除背部毛发，ＬＥＤ 光源照射，强度为 ５０ ｍｗ ／ ｃｍ２，对照组

动物以普通日光灯光源照射，两组均每天照射 ５ ｈ，连续 ３ 个月。 观察动物皮肤有无红肿，测量动物进食、体重、体
温等改变情况；照射完毕采集外周血测量常规、生化指标；Ｅｌｉｓａ 分析免疫细胞及细胞因子改变情况；脏器组织病理

检测，及分析皮肤弹力纤维变化情况；皮肤免疫组织化学分析 Ｃ⁃ｍｙｃ、Ｐ５３、细胞周期蛋白 Ｄ１（ＣＣＮＤ１）等癌基因及抑

癌基因的表达变化。 结果　 照射组兔皮肤未见红肿表现，体重在 ６ 周后稍高于对照组，体温 ３ 周、６ 周有差别，进食

未见异常；血常规有白细胞增多，生化检测尿素、肌酐水平有增高，但在正常范围内；ＥＬＩＳＡ 分析血免疫细胞 ＣＤ３Ｔ
细胞、细胞因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α、ＩＦＮ⁃γ 水平在两组无明显差别，照射组动物 ＣＤ１９Ｂ 细胞，ＩＬ⁃４ 水平升高；照射组动物脏

器组织病理未见明显异常结构改变，皮肤弹性纤维分布无异常；皮肤组织内细胞周期蛋白（ＣＣＮＤ１），Ｃ⁃Ｍｙｃ 蛋白，
Ｐ５３ 蛋白表达与对照组相比没有差异。 结论　 ＬＥＤ 光源照射日本大耳白兔 ３ 个月后，未引起体内明显的组织病理

学改变，也未引起皮肤肿瘤相关因子的改变。
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　 　 发光二极管（ ｌｉｇｈｔ ｅｍｉｔｔｉｎｇ ｄｉｏｄｅ， ＬＥＤ）为半导

体固体发光器件，两端加压后，注入半导体中的载

流子发生复合，引起光子发射而产生光［１］。 随着半

导体工艺的快速发展，新型 ＬＥＤ 光源不断推出，而
且技术日益成熟，功率、发光效率不断提高，光谱从

紫外到红外均已实现。 ＬＥＤ 光源具有冷光源、工作

电压低、功耗低、波长可调、绿色环保、寿命长等特

点，已广泛应用于信号指示、装饰照明、液晶背光灯

领域，而且在医学方面也开始应用，如医用照明、医
学诊断和医学治疗等方面［１］。 但是关于 ＬＥＤ 光源

的安全性问题研究的并不是很多，而且长时间照射

是否会对机体造成潜在性的危害，均未见有明确报

道。 本文拟用 ＬＥＤ 光源照射日本大耳白兔 ３ 个月，
观察其生理生化及病理指标，对 ＬＥＤ 光源照射的安

全性进行初步的评价。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

普通级日本大耳白兔，６ ～ ８ 周龄，体重 ２􀆰 ４ ～
２􀆰 ６ ｋｇ，雌雄各 ６ 只，购自北京富龙腾飞养殖中心

［ＳＣＸＫ（京）２０１３ － ０００４］，动物在中国医学科学院

医学实验动物研究所新药安全评价中心普通级动

物房［ＳＹＸＫ（京）２０１０ － ００３０］饲养及管理，每天光

照明暗各 １２ ｈ，相对湿度 ４０％ ～ ６０％ ，温度 １８ ～
２５℃，每笼 １ 只，自由摄食和饮水。 实验操作已经过

实验动物研究所实验动物使用管理委员会批准

（ＩＬＡＳ⁃ＰＬ⁃２０１４⁃００５）。

１􀆰 ２　 实验材料

ＬＥＤ 白色光源（ＧＹ２２５ 型，由山西光宇半导体

照明股份有限公司提供），功率 ５０ ｍｗ ／ ｃｍ２，光通量

４􀆰 ５ｌ ｍ，距离 ２ ～ ２􀆰 ５ ｍ，光源可悬吊屋顶相当于普通

照明的方式连续照射。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 光源照射

动物随机分成两组：实验组：接受 ＬＥＤ 光源照

射；对照组：以普通日光灯光源照射作为对照。 动

物剔除背部毛发，ＬＥＤ 光源照射，距离 ２ ～ ２􀆰 ５ ｍ，
每天 ５ ｈ，连续 ３ 个月；对照组动物以普通日光灯光

源照射。 每天 ５ ｈ，连续 ３ 个月。
１􀆰 ３􀆰 ２　 临床观察

照射过程中观察动物局部皮肤有无红肿情况；
观察进食，每周记录动物体重、体温的改变，并比较。
１􀆰 ３􀆰 ３　 动物血液免疫学检测

照射结束后，耳源静脉采集动物外周血，检测

血常规 （Ｒａｙｔｏ ＲＴ⁃７６００Ｓ， ＵＳＡ）、生化（谷丙转氨

酶⁃ＡＬＴ，尿素，血肌酐，胆固醇，甘油三脂，葡萄

糖） ［２］ ；ＥＬＩＳＡ 分析兔外周血免疫细胞 ＣＤ３（ ｃｌｕｓｔｅｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ３ ） （ ＱＴ⁃Ｔ９８０６５， Ｑｉｙｉｂｉｏ） Ｔ、 ＣＤ１９
（ Ｍｌ０２７９５５， Ｍｌｂｉｏ ） Ｂ 细 胞； 细 胞 因 子 ＩＬ
（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ） ⁃４ （ ＣＳＢ⁃Ｅ０８７４５Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ ）、 ＩＬ⁃６
（ ＣＳＢ⁃Ｅ０６９０３Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ ）、 ＩＦＮ （ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ） ⁃γ
（ＥＲ５４００， ｓｏｌａｒｂｉｏ）、 ＴＮＦ（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ） ⁃α
（ＣＳＢ⁃Ｅ０６９９８Ｒｂ， Ｃｕｓａｂｉｏ） 等水平以明确动物免

疫状态的变化。
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１􀆰 ３􀆰 ４　 病理及免疫组织化学分析

照射结束后，动物用戊巴比妥钠（３０ ｍｇ ／ ｋｇ）过
量麻醉并放血致死，解剖取皮肤及其它组织，１０％福

尔马林溶液固定，石蜡包埋切片，进行病理检测；皮
肤弹力纤维染色分析真皮内弹力纤维变化情况；免
疫组织化学分析 Ｃ⁃ｍｙｃ、 Ｐ５３、细胞周期蛋白 Ｄ１
（ＣＣＮＤ１）等癌基因及抑癌基因的表达变化。

苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色：切片脱蜡至水，经苏木

素染色，盐酸酒精分化，氨水反蓝后伊红染色， 脱水

透明封片，观察组织病理改变。
皮肤弹性纤维染色（Ｇｏｍｏｒｉ’ ｓ 醛品红）：切片脱

蜡至水，经高锰酸钾溶液氧化，草酸漂白，水洗入染

液（配制：碱性品红 １ ｇ，７０％酒精 ９８ ｍＬ，三聚乙醛 １
ｍＬ，浓盐酸 １ ｍＬ）１５ ｍｉｎ，７０％酒精分化，０􀆰 ５％橙黄

Ｇ 对比染色后脱水透明封片。
免疫组织化学染色：切片脱蜡至水，抗原修复，

封 闭 后 加 一 抗 Ｃ⁃ｍｙｃ （ ＭＤ６４５⁃Ｂ， ＭＤＬ ）， Ｐ５３

（ ａｂ１９４４０４， ａｂｃａｍ ）， ＣＣＮＤ１ （ ＡＲＰ３３３７０ ＿ Ｐ０５０，
ＡＶＩＶＡ ＳＹＳＴＥＭ ＢＩＯＬＯＧＹ） ，４℃过夜，加相应二抗

（ＰＶ９００１，ＰＶ９００２，购自中杉金桥），ＤＡＢ 显色，苏木

素复染，流水冲洗后，脱水透明封片。 观察这些因

子在两组动物皮肤的表达水平。
１􀆰 ４　 数据分析

染色切片应用 Ｉｍａｇｅ⁃ｐｒｏ⁃ｐｌｕｓ 软件进行图像结

果分析， 数据经 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 处理，实验数据以均

数 ±标准差（ ｘ－ ± ｓ）表示，两组数据比较用 ｔ 检验方

法，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 实验结果

２􀆰 １　 临床观察

动物在照射过程中，皮肤未见红肿异常表现。
两组动物的进食、体重测量结果未见明显异常；动
物的体温除第 ３ 周、６ 周改变有差异（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）
外，其余时间段比较无差异。 （图 １）

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，与对照组相比。

图 １　 动物体重、饮食和体温随时间改变

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ， ｄｉｅｔ ａｎｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ａｎｉｍａｌｓ ｃｈａｎｇｅｄ ｗｉｔｈ ｔｉｍｅ

２􀆰 ２　 常规生化检测

血常规检测照射组白细胞较对照组增多（Ｐ ＜
０􀆰 ０５），中间细胞（白细胞中的嗜酸、嗜碱、单核细

胞）、淋巴细胞、中性粒细胞也增多，但差别无统计

学意义。 平均红细胞血红蛋白量（ＭＣＨ）和平均红

细胞容积（ＭＣＶ）有所下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），但平均红

细胞血红蛋白浓度并没有异常改变，红细胞分布变

异系数（ＲＤＷ⁃ＣＶ）升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 其余均未见

异常改变。 （图 ２）
血生化检测两组动物血清谷丙转氨酶（ＡＬＴ），
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血糖（ＧＬＵ）、甘油三酯（ＴＧ）、胆固醇（ＴＣ）没有明显

差异；血清尿素（ＵＲＥＡ）和肌酐（ＣＲ）水平在照射组

有所升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （图 ３）
２􀆰 ３　 血液免疫学检测

动物血液学检测免疫细胞 ＣＤ３Ｔ 细胞含量两组

无差异，ＣＤ１９Ｂ 细胞在照射组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；细胞

因子检测 ＩＬ⁃４ 水平在照射组升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），ＩＬ⁃６，
ＴＮＦ⁃α，ＩＦＮ⁃γ 水平在两组无明显差别。 （图 ４）

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ２　 血常规检测

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔ

注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ３　 血生化检测

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
Ｆｉｇ． ３　 Ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
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注：∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，与对照组相比。

图 ４　 血液免疫学改变

Ｎｏｔｅ． ∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；∗∗：Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

Ｆｉｇ． ４　 Ｈｅｍｏｒｈｅｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ

图 ５　 皮肤苏木素⁃伊红（ＨＥ）和弹性纤维染色（Ｂａｒ ＝ １００ μｍ）
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｈｔｏｘｙｌｉｎ⁃ｅｏｓｉｎ（ＨＥ）ａｎｄ ｅｌａｓｔｉｃ ｆｉｂｅｒ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｋｉｎ

２􀆰 ４　 病理检测

组织病理苏木素⁃伊红染色显示，两组动物皮肤

各层结构未见异常改变，层次清楚，少数皮肤真皮

少量炎细胞浸润；皮肤弹性纤维染色显示分布无异

常（图 ５）；其余各脏器病理改变未见异常。
皮肤免疫组化检测结果为细胞周 期 蛋 白

（Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，ＣＣＮＤ１），Ｃ⁃Ｍｙｃ 癌基因蛋白，Ｐ５３ 抑癌

基因表达蛋白两组均无明显差异。 （图 ６，７）

３　 讨论

ＬＥＤ 光源目前已在某些领域被广泛应用，甚至

未来会替代传统照明光源用于室内照明，但我们应
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图 ６　 皮肤免疫组化染色（Ｂａｒ ＝ ５０ μｍ）
Ｆｉｇ． ６　 Ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｓｋｉｎ

图 ７　 皮肤免疫组化染色统计结果

Ｆｉｇ． ７　 Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｉｎ ｓｋｉｎ

该对 ＬＥＤ 光源的长时间使用的安全性进行初步的

认识和评价。 本研究用 ＬＥＤ 白光照射日本大耳白

兔 ３ 个月，观察其生理、生化、免疫、病理指标及致癌

作用等方面进行初步观察，或以后进行更长时间，
更深入、系统的检测来确定其使用系数的绝对安

全性。
实验组动物在照射过程中，ＬＥＤ 光源对其体

重、进食未引起明显异常改变，体温虽在某个阶段

与对照组存在差别，但体温的测量值均在兔的体温

波动正常范围内［３］，因此改变无意义。
血常规检测照射组动物白细胞增多，但据文献

报道兔的血白细胞正常值变化范围为（５􀆰 ５ ～ １２􀆰 ５）
× １０９ ／ Ｌ［４］，所测结果包含在此范围内，属于正常。
血常规中平均红细胞体积（ＭＣＶ）、平均红细胞血红

蛋白浓度（ＭＣＨＣ）、平均红细胞血红蛋白量（ＭＣＨ）

是反映红细胞形态特征的指标，独立的指标改变不

能作为疾病诊断的依据，需结合红细胞体积分布宽

度（ＲＤＷ）相互参照才能用来判断机体生理生化状

况［５］，而本研究中 ＭＣＨＣ 并未发现异常， ＭＣＶ，
ＭＣＨ，ＲＤＷ 虽然两组比较后有差异， 但根据文

献［３，５］ 报道的这些指标的参考值范围，本实验所测

结果基本正常，所以改变的意义不大。 照射 ３ 月后

的实验组兔血生化检测肌酐、尿素氮水平较对照组

增高，但文献［５ － ７］报道的这些指标参考值范围均包

含该实验所测结果，因此兔的这些常规生化指标的

改变虽波动范围大但正常。 血液免疫细胞及细胞

因子检测结果 ＣＤ１９Ｂ 淋巴细胞增多，ＩＬ⁃４ 增多，其
余检测指标结果与对照组无差别。 Ｂ 淋巴细胞主要

作用是产生抗体，参与体液免疫应答并清除抗原，
而 ＩＬ⁃４ 可以促进 Ｂ 淋巴细胞增殖［８］，这说明动物体
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内可能存在 Ｂ 细胞免疫反应，该免疫反应是机体的

一种适应和防御反应。 结合组织病理学结果，对照

及实验组动物均有皮肤、肺脏等少数组织出现轻度

炎症反应，考虑原因可能为实验操作、动物的应

激［９］、加之动物的个体差异，而引起动物机体的不

同程度的炎症反应及表现。 例如动物接受毛发修

剪的过程中，固定架对动物身体的固定，及剃毛器

对皮肤的刺激等，虽手法和其它条件一致，但不可

避免会引起动物不同程度的挣扎、损伤及生理反应

改变，进而造成机体不同程度的免疫功能紊乱及炎

症反应。
病理学检测对照及实验组动物除皮肤、肺脏等

少数组织出现轻度炎症反应外，其余脏器均未见明

显异常器质性病变。 皮肤肿瘤相关因子的免疫组

化检测显示两组动物无明显差别。 细胞周期蛋白

Ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 是细胞周期中短暂出现的原癌基因表达

产物，具有严格的周期顺序性，主要功能是促进细

胞增殖，其过度表达可致细胞增殖失控而恶性

化［１０］，实验证明在照射组和对照组表达无明显差

别，照射并未引起其过度表达；Ｃ⁃Ｍｙｃ 癌基因是 ｍｙｃ
基因家族的重要成员之一，ｃ⁃ｍｙｃ 基因既是一种可

易位基因，又是一种多种物质调节的可调节基因，Ｃ⁃
ｍｙｃ 基因的表达一般与细胞的生长状态有关，Ｃ⁃ｍｙｃ
与许多恶性肿瘤的发生、发展密切相关，其蛋白高

表达在细胞恶性转化和增殖中起到重要作用［１１］，实
验表明两组动物 Ｃ⁃ｍｙｃ 癌基因的表达也无明显差

异；Ｐ５３ 是最重要的抑癌基因，对肿瘤细胞的凋亡具

有促进作用，还具有帮助细胞基因修复缺陷的功

能［１２］。 正常条件下，Ｐ５３ 蛋白在细胞内的含量维持

在一个较低的水平，当细胞发生 ＤＮＡ 损伤或原癌基

因突变激活时，细胞内含量随即升高，引发一系列

下游段应激反应［１３］。 在各种肿瘤及细胞转化过程

中会高表达，Ｐ５３ 突变和过度表达对肿瘤的发生发

展起到一定的作用［１４］。 本实验研究表明两组动物

皮肤 Ｐ５３ 蛋白均低表达或不表达。
综上，ＬＥＤ 白色光源照射日本大耳白兔 ３ 个

月，某些常规生化指标较对照组有差别，但不具有

生理学意义；血液免疫指标部分也存在差别，但不

能排除动物因个体差异、操作及应激致炎性病变后

引起的免疫反应，而且属于轻度炎性反应；组织学

观察未见明显的病理性损伤；皮肤肿瘤学观察未见

相关肿瘤分子相对的异常表达；这些实验表明 ＬＥＤ
光源照射 ３ 个月，未对动物身体造成明显的病理损

伤。 但是将 ＬＥＤ 灯取代照明灯后更长时间的照射

安全性问题，仍需进行深入系统的实验研究。
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