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摘要　保持功率密度为１０ｍＷ／ｃｍ２ 不变，用３种剂量（１．２，２．４和３．６Ｊ／ｃｍ２）的６３０ｎｍ连续输出型弱激光对

Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤开放型切除创口进行照射，通过测量创口面积和组织病理学分析观察１～４Ｊ／ｃｍ２能量密度范

围内，不同剂量的弱激光对创口愈合的影响。创口面积的方差分析（ＡＮＯＶＡ）结果表明，空白对照组与各照射剂量

组之间不存在统计学差异。而组织病理学分析结果表明，弱激光照射组较空白对照组有以下特点：炎性期持续时

间短，肉芽组织出现早，在同一时期，肉芽组织成熟、胶原数量多且其中成熟胶原所占比重大、表皮新生速度快，并

且，这种优势随着所用剂量的增加而更加明显。可以认为功率密度为１０ｍＷ／ｃｍ２，１～４Ｊ／ｃｍ２能量密度范围内的

６３０ｎｍ弱激光对创伤愈合具有一定的局部促进作用，效果随剂量增加而更好。
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１　引　　言

　　自２０世纪６０年代末至今，弱激光疗法的研究

已经持续了４０余年，虽然弱激光疗法的发展仍然受

到疗效不确定和作用机制不明确两大瓶颈的困扰，

研究者们已经陆续观察到了其作用过程中可能存在

的一些规律，特别是参数依赖性［１～３］。Ｌｙｎｄａ等
［４］

于２００４年发表了关于激光治疗创伤愈合的 Ｍｅｔａ

分析结果，提出能量密度（或剂量）是具有剂量疗效

关系可预计性的光学参数。

根据光化学中的 ＧｒｏｔｔｈｕｓＤｒａｐｅｒ定律，在弱

激光治疗的若干参数中，波长的选择根据不同的治

疗目的具有特征选择性。用于治疗皮肤创伤的弱激
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光波长应主要集中在红光（６００～７００ｎｍ）与近红外

（７００～９５０ｎｍ）波段
［３］。又由于激光辐射波长与光

子能量的反比关系，优先考虑使用与 ＨｅＮｅ激光波

长（６３２．８ｎｍ）接近的６３０ｎｍ波长参数。

弱激光疗法的主要先驱Ｅ．Ｍｅｓｔｅｒ等最早开始

发现并提出的具有软组织创伤愈合促进作用的弱激

光能量范围在１～４Ｊ／ｃｍ
２，因此在这个范围内随机

选取１．２，２．４和３．６Ｊ／ｃｍ２这３个剂量值进行对比观

察［１，２，５］。在２００８年ＰｅｔｅｒＧáｌ等
［６］的一篇报道中，

第一次将不同的处理组分落于同一只 Ｗｉｓｔａｒ鼠背

上，提出了６３５ｎｍ波长下，剂量相同，不同功率密度

的作用产生了局部反应差异。

本文在假设弱激光对创伤愈合的作用为局部效

应，且各圆形创口间圆心距２．５ｃｍ为足够远，即不

会相互影响的前提下，探讨采用６３０ｎｍ弱激光照

射，功率密度不变（１０ｍＷ／ｃｍ２），３种不同剂量１．２，

２．４和３．６Ｊ／ｃｍ２对同一只 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤开

放型创伤愈合的影响。其中对创伤面积的计量采用

了ＩｍａｇｅＪ图像处理软件，增加了数据的客观和准

确度。

２　材料与方法

２．１　材料

实验对象为清洁级健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠４８只，雄

性，（２５０±２０）ｇ，北京市维通利华实验动物技术有

限公司提供［合格证号：ＳＣＸＫ（京２００７０００１）］，分

笼饲养，正常供给食物和水。６３０ｎｍ光源采用实验

室自行开发研制的半导体激光器，输出功率为

７．８５ｍＷ（连续输出），调节光纤输出端与照射面的

垂 直 距 离 使 光 斑 直 径 为１ｃｍ，功 率 密 度 为

１０ｍＷ／ｃｍ２；输出光功率由加拿大Ｇｅｎｔｅｃｅｏ公司

生产的ＳＯＬＯＰＥ功率计测得。ＨＥ染色使用北京

中杉金桥生物技术有限公司提供的常规试剂；

Ｍａｓｓｏｎ染色使用广州市俪科贸易有限公司提供的

Ｍａｓｓｏｎ３色染色试剂盒。

２．２　方法

大鼠用体积分数为１０％的水合氯醛腹腔麻醉

（３００ｍｇ／ｋｇ）后，刮净背部毛，碘酒、乙醇常规消毒

手术野，用手术剪在背部以脊柱为对称轴，左右对称

各造两个直径为１ｃｍ的圆形皮肤全层创口，各创口

与相邻（平行或垂直脊柱方向）创口之间圆心距为

２．５ｃｍ，整个实验过程中创口保持自然暴露态。

按照完全随机设计方法，对每只大鼠背部的４

个创口进行编号（Ａ，Ｂ，Ｃ，Ｄ），所有的Ａ号创口设

为空白对照组，Ｂ号创口每天接受１．２Ｊ／ｃｍ２剂量

（２ｍｉｎ）的 弱 激 光 照 射，Ｃ 号 创 口 每 天 接 受

２．４Ｊ／ｃｍ２剂量（４ｍｉｎ）的弱激光照射，Ｄ号创口每

天接受３．６Ｊ／ｃｍ２剂量（６ｍｉｎ）的弱激光照射，连续

照射７天，照射时，光斑的中心对准创面的中心，被

照射创口以外的部位严格避光。

将４８只大鼠随机分到６个时间组，分别在第

１２，２４，４８，７２，１２０和１６８ｈ于对应时间组（１～６组）

随机抽取两只大鼠，以过量麻醉处死，沿创口边缘取

大小为１．５ｃｍ×１．５ｃｍ（长度×宽度）的全层皮肤

组织块，浸泡于体积分数为２５％的甲醛液中定型，

石蜡切片，编号，做常规 ＨＥ染色；对第５，６组的组

织样本，除 ＨＥ染色外，还进行 Ｍａｓｓｏｎ特染，以观

察胶原纤维的分布与排列。病理组织切片由一名病

理专家在普通光镜下进行组织学评价，对该人员施

行盲法。

对于第６组，在每次照射前（第一次除外）用无

菌薄膜沿创口边缘描记创面面积，用ＩｍａｇｅＪ图像处

理软件［７］计算创面面积，对创伤面积做单因素重复

测量数据的方差分析。

３　结　　果

３．１　创伤面积

对创伤面积进行方差分析，得到表１，其中上标

ａ表示表中所给数值是通过ＩｍａｇｅＪ软件描记创面

边缘得到的总像素点数，表征面积值；ｂ表示方差分

析结果，显示各组之间的面积值无统计学差异。结

果显示在α＝０．１０水平下各处理组之间差异无统计

学意义，即对同一只健康雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤

的切割型创伤，用波长为６３０ｎｍ，功率密度为

１０ｍＷ／ｃｍ２的弱激光照射，剂量分别为１．２，２．４和

３．６Ｊ／ｃｍ２以及空白对照组之间，创伤面积收缩速度

没有明显差异。

３．２　组织病理学观察

前３天组织样本的苏木素伊红（ＨＥ）染色结果

在炎性渗出、充血和间质水肿方面没有显著差异，而

第５天开始，可以明显看出当空白对照组样本中还

存在炎性渗出和水肿区（图１中ａ区），两边的肉芽

组织在继续往中间迁移时，３．６Ｊ／ｃｍ２弱激光照射组

样本中整个创伤部位已经完全由健康的肉芽组织

（图１中ｂ区）填补。从图１中能够清晰地看到，Ｂ

组的ａ区较Ａ组要窄得多，Ｃ组的ａ区已基本被肉

芽组织替代，但中央的肉芽组织还稍显稚嫩，而Ｄ

组已经完全进入了肉芽组织增生和修复期。同时，

００６
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表１ 各组 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤创伤面积值ａ
，ｂ（狓±犛）

Ｔａｂｌｅ１ ＳｋｉｎｗｏｕｎｄａｒｅａｓｏｆＷｉｓｔａｒｒａｔｓａ
，ｂ（Ｍｅａｎ±ＳＤ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．２Ｊ／ｃｍ２ ２．４Ｊ／ｃｍ２ ３．６Ｊ／ｃｍ２

Ｄａｙ１ ３９５０５±８３４１ ４０２９８±８８１０ ３５７９０±１０３８２ ３９８６９±８０７１

Ｄａｙ２ ３１４９１±５８１４ ３１８６３±７７１８ ３１８８２±１０６３３ ３１３１０±４６９０

Ｄａｙ３ ２８８３１±４９９４ ２８３１９±４４０９ ２８８５６±１１７８８ ２６２００±６３２７

Ｄａｙ４ ２７５６７±４６９７ ２６９７４±７１３０ ２５６３５±６５３９ ２６２６５±６９９２

Ｄａｙ５ ２２９２４±７０１１ ２１８６４±６８６８ １９７１８±７３５３ ２０７０８±５３８９

Ｄａｙ６ １７４５４±１０７０５ １４５５７±４１９７ １５００２±１０４９１ １４４８２±５４３３

Ｄａｙ７ １１５３２±７２６８ １０３１３±２９６９ １１４８６±８５００ １０４３２±５０８０

图１ 第５天各组创口组织病理学表现（ＨＥ染色，４×）

Ｆｉｇ．１ Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｗｏｕｎｄｓｏｎｔｈｅ５ｔｈｄａｙ

（ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ，４×）

ＨＥ染色结果还表明，在第５天的样本组织中，Ｃ，Ｄ

组较Ａ，Ｂ组的血管内皮细胞和成纤维细胞增生旺

盛、分化成熟、新生血管多，并且已经看到了肉芽组

织上覆盖的基底细胞层。

第５天和第７天组织样本的 Ｍａｓｓｏｎ特染结果

表明：１）弱激光照射组的创伤样本组织中胶原沉积

较丰富，颜色深度与正常组织中的胶原沉积更为接

近，即胶原组成更为成熟。从图２中可以明显看出，

Ａ组中的胶原（图２中ａ区）很少，分布靠下（Ａ组右

下角）；Ｂ组中的胶原数量明显较Ａ组多，且遍布整

个创伤部位，包括表皮区，但颜色还是靠下部位比较

深；Ｃ，Ｄ中的胶原分布更多，同时靠近表皮区的胶

原组成更加成熟，特别是Ｄ组，表皮（图２中ｂ区）

下能见深染的胶原沉积，颜色与正常组织中的胶原

沉积接近。不过，直到第７天，观察到的所有组中的

胶原方向都还是以垂直创面为主，排列均比较紊乱，

组间不见明显差异。２）弱激光照射组的创伤样本

组织其表皮增生较旺盛。由图２可见，Ａ组基本不

见表皮结构，Ｂ，Ｃ组则已经出现了清晰边缘的表皮

层，其中Ｃ组较Ｂ组表皮层厚，而Ｄ组不但表皮层

图２ 第７天各组创口组织病理学表现

（Ｍａｓｓｏｎ染色，１０×）

Ｆｉｇ．２ Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｗｏｕｎｄｓｏｎｔｈｅ７ｔｈｄａｙ

（Ｍａｓｓｏｎｓｔａｉｎｉｎｇ，１０×）

更厚，并且已经出现了角化（ｂ区的深染部分）。

４　讨　　论

从创伤面积的数据统计结果看，空白对照组与

各激光照射组之间的差异不具有统计学意义。如果

认为本实验中所讨论的创伤面积是指示创口收缩速

度的重要指标，那么该结果与以往的大量文献报道

结果相悖［６，８～１０］。但１９９７年美国哥伦比亚大学的

ＪｏｈｎＤ．Ｆ．Ａｌｌｅｎｄｏｒｆ等
［１１］在研究３种不同剂量

（１，２，４Ｊ／ｃｍ２）的 ＨｅＮｅ激光（６３２．８ｎｍ）对ＳＤ大

鼠背部创伤（１．５ｃｍ直径的圆形开放型创口）的作

用时，对创伤面积测量也同样得到了无明显差异的

结果。

那么究竟１～４Ｊ／ｃｍ
２ 剂量范围的弱激光照射

对创伤收缩速度是不是没有影响呢？以下几个问题

或许值得我们去思考：１）本实验和以往文献中所讨

论的创伤面积作为对创口收缩速度的评价是否科

学。上述对创面面积的描记，是沿创伤处结的痂皮

１０６
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边缘描记。伤口中的血液和渗出液中的纤维蛋白原

凝固形成凝块，凝块表面干燥形成痂皮［１２］，这样，实

际上描记的是所结痂皮的大小。目前还没有文献讨

论过痂皮脱落的时间范围和影响因素。伤口边缘的

基底细胞是在凝块的下面向伤口中心迁移，形成单

层上皮，继而增生、分化成为鳞状上皮的［１２］，因此，

至少在增生期（３～５ｄ）
［１３～１６］痂皮一般还不会脱落。

痂皮的脱落与什么因素有关，已成为决定沿痂皮边

缘测量创面面积能否直接指示创口收缩速度的关

键。２）创口的收缩速度不能等同于创伤的愈合速

度。正常的创伤愈合主要包括炎性期、增生期、修复

期和重建期，这一过程涉及到大量的细胞和细胞因

子等［１５～１７］。而创口的收缩主要是受到创口边缘新

生的肌成纤维细胞牵拉作用的影响［９，１２，１６］，Ａｌｅｎａ

Ｒ．Ａ．Ｐ．等
［９］的报道通过电镜观察方法，证实了弱

激光对于肌成纤维细胞的增殖和分化具有促进作

用，结合本实验的结果进行分析，除了前面讨论到的

痂皮问题，也不排除包括该剂量弱激光对于肌原纤

维的作用是系统效应，以致局部观察体现不出差别

在内的其他可能。３）以往文献中对创面面积的测

量方法得到的结果是否可信。已经提到，有大量的

文献报道［６，８，１８］对创面面积的描记结果显示了弱激

光照射对创伤愈合速度有明显促进作用，这些文献

中记载的对创面面积的描记，无论是用的哪种测量

工具，都是通过测量创口的直径，根据圆的面积公式

计算面积。通过多次实验观察发现，第一，手工造创

很难得到完全平整、精确的圆形创口；第二，在创伤

的收缩过程中，也不可能沿圆心呈圆形均匀收缩。

因此，这样的面积测量方法存在很大的误差。

从组织病理学观察结果中发现，１～４Ｊ／ｃｍ
２剂

量范围的弱激光照射能够缩短创伤部位的炎性期时

间［８，１８］，促进成纤维细胞［１９，２０］、血管内皮细胞［２１，２２］

等的代谢和胶原的分泌与成熟［２３，２４］，加快肉芽组织

增殖和修复进程以及表皮的形成［８～１１］，并且随着照

射剂量的增加，这种优势更加明显。这些发现与过

去４０年内的大量细胞实验和动物实验中的组织病

理学观察结果相吻合，进一步证实了该剂量范围内

的６３０ｎｍ弱激光照射对于创伤愈合起到了积极的

辅助效果。同时，也证实了本实验的前提条件在一

定程度上成立，即当各圆形创口间圆心距２．５ｃｍ

时，弱激光在创伤愈合中的作用发挥出了局部效应，

这对于临床实验在同一患者施行不同处理组的观察

提出了肯定的建议。

本实验的对象是健康 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤模

型，在排除了外界因素干扰的情况下，该模型的创伤

愈合过程属于正常范围。创伤的愈合好坏主要依赖

于创伤的类型，包括造成创伤的原因、创伤发生的体

位、创伤部位的营养条件、机体的体质特征等，比如

糖尿病体质、瘢痕体质的机体其创伤就很难正常愈

合［２４，２５］，重度烧伤的创伤较普通表皮外伤难愈

合［２６，２７］，关节部位、臀部的创伤经常反复［２８～３０］。正

常的创伤愈合有其自然的时间规律，过快或者过慢

都可能造成不健康愈合。而弱激光的生物刺激作用

关键被认为是调节，让人感兴趣的问题在于：１）弱

激光辅助下的创伤愈合是否存在愈合时间的阈值，

即对于正常愈合的创伤，其辅助作用虽然能促进愈

合进程，但是否始终存在一个无法逾越的时间上限；

２）对于非正常愈合的创伤，借助不同光学参数弱激

光照射的辅助，是否能够将该愈合进程推动到健康

愈合时间上限。Ｓｙｌｖｉａ等
［１０，２３，２４］比较了弱激光作用

于正常 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤创伤和诱导了糖尿病

的 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮肤创伤的效果，发现与各自未

接受照射的空白对照组（正常鼠或糖尿病鼠）相比，

糖尿病鼠的弱激光辅助创伤愈合作用更加明显，该

结果很好地支持了前述假设。

到目前为止，文献中最经常被引用的关于弱激

光生物作用机制是Ｋａｒｕ等提出的基于对光受体分

子发生电子激励的假说，包括对氧化还原性质的改

变和电子转移的加速、单态氧的形成、过氧化物（如

Ｏ
·
２ ）的形成和由于短暂的局部发热引起的生物化学

活动等［３，３０］。Ｙｕ．Ａ．Ｖｌａｄｉｍｉｒｏｖ等
［３０］于２００４年

提出了更新的假说，认为光的生物刺激作用主要基

于以下３种反应：１）作用于细胞的细胞膜，增加细

胞内的钙离子浓度，从而对细胞产生刺激；２）光能

激活ＣｕＺｎ超氧化物歧化酶；３）对一氧化氮（ＮＯ）

金属络合物光解，释放具有血管扩张作用的ＮＯ。

无论是 Ｋａｒｕ还是 Ｖｌａｄｉｍｉｒｏｖ的机制假说，都

意味着这种生物刺激作用很可能是一个通用的反应

方程式，即其作用的靶点很可能在一个环境中的多

种细胞、细胞因子或者蛋白等分子中都存在。这与

本实验发现弱激光作用于创伤愈合过程促进了成纤

维细胞、血管内皮细胞和基底细胞等的代谢相吻合，

也得到了大量的细胞和动物实验发现弱激光能促进

肌成纤维细胞、多形核白细胞和巨噬细胞等的增殖

或迁移现象的支持。然而，上述机制仍然只是假说，

究竟弱激光照射在创伤愈合过程中是直接作用于多

靶点，还是作用于一种或几种拥有特殊结构的细胞

因子或酶分子，从而间接对多细胞产生刺激效应？

２０６
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如果是前者，那么弱激光的这种作用是否具有正常／

异常细胞、因子等的辨识性？在ＰｅｔｅｒＧáｌ等的报

道中［６］指出，弱激光的照射虽然对正常大鼠的背部

皮肤创伤愈合过程中多细胞的代谢具有促进作用，

但是当外加了皮质类固醇时，弱激光的辅助愈合效

果被抑制，这种结果也可能是因为弱激光在促进创

伤部位正常细胞、细胞因子代谢的同时，也强化了皮

质类固醇分子的不良反应。这些问题都还需要进一

步的实验去讨论和验证。

对弱激光在创伤愈合过程中的生物作用机制进

行深入探讨非常重要，既能直接揭示弱激光的作用

效果，推广弱激光疗法的应用，又有利于人们在临床

上更好地理解和掌握。随着分子生物学技术的不断

发展和对生物体创伤愈合机制的不断挖掘，弱激光

在创伤愈合方面的作用机制必然将得到释疑，但是，

这还需要一段很长的科研路程。现阶段的关键任

务，是要建立足够的证据以确信一定参数下的弱激

光对创伤愈合的确具有显著的辅助和促进作用，并

且不断地去摸索弱激光疗法中的规律，以更好地指

导临床和日常社区、家庭护理的应用。

５　结　　论

实验结果表明，虽然创口面积的方差分析结果

显示各组之间不存在统计学差异，但从病理组织学

观察结果可以看出功率密度为１０ｍＷ／ｃｍ２，剂量分

别为１．２，２．４和３．６Ｊ／ｃｍ２的６３０ｎｍ弱激光照射能

够产生创伤部位局部效应，促进 Ｗｉｓｔａｒ大鼠背部皮

肤开放型创伤的愈合过程，并且随着剂量的增加，创

伤愈合效果越好。
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