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低能量激光治疗对骨缺损动物模型的影响
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摘要　建立了大鼠骨缺损模型，评价了低能量激光治疗处理后骨缺损处的组织学改变。制造大鼠单侧的股骨圆形

骨缺损，根据低能量激光治疗照射方法的不同随机分为３组：多次照射组，单次照射组，对照组。其中两个照射组

对应的总剂量相同。术后１５ｄ和３０ｄ分别处死每组动物，取材后进行 ＨＥ染色，在光镜下分析炎症和骨组织的形

成和质量。结果显示实验组１５ｄ和３０ｄ时的炎症评分明显低于对照组，骨形成评分明显高于对照组，而２个实验

组并无明显区别。研究发现适宜剂量的低能量激光治疗可以减轻动物模型实验性骨缺损处的炎症并促进新骨形

成。多次照射和单次照射比较并无不同。
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１　引　　言

随着种植义齿的成功率越来越高，种植修复的

应用范围和修复效果正逐步超越传统修复，在口腔

修复学中的影响日益广泛。然而，仍有一些因素制

约了口腔种植学的进一步发展，如种植术后骨愈合

期相对于传统修复来讲周期较长，临床常见的骨缺

１１０４００４１
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损限制了种植义齿的应用范围等。现已知骨小梁对

物理因素刺激非常敏感，适当范围的物理因素刺激

既可以促进骨愈合，又可以辅助骨移植进而提高骨

缺损修复的效果。各种物理因素刺激如电磁刺激、

加压治疗、超声、低能量激光治疗（ＬＬＬＴ）等是否能

促进骨愈合是近年来学者们研究的热点。

低能量激光也称低强度激光、低功率激光，相应

的治疗方法称ＬＬＬＴ，对生物组织不会造成不可逆

性损伤，可以产生光生物调节效应［１］，近年来被广泛

研究及应用于再生医学领域，具有无创性、操作简

便、价格低等优点。现有研究认为ＬＬＬＴ的光生物

调节效应可以调节免疫系统，促进伤口愈合和组织

修复［２，３］，减轻疼痛，其机制可能为生物细胞内的光

子接收器吸收光子能量后改变线粒体的氧化还原状

态，从而加速跨膜物质转运，活化某些重要的细胞跨

膜信号传递。多个关于ＬＬＬＴ促进动物模型实验

性骨缺损的研究都证实了ＬＬＬＴ可以促进骨缺损

周围区域的骨修复，但是由于每个实验的研究方法

和照射参数不同，结果之间很难进行比较［４，５］。此

外，也有研究认为ＬＬＬＴ不能促进体内实验的骨修

复［６］。本实验的激光参数参照了以往关于联合应用

ＬＬＬＴ和植入生物材料对骨再生的作用的相关文

献［７～９］。国外多项研究证实ＬＬＬＴ可以促进动物模

型的实验性骨缺损周围区域的骨修复，Ｋａｚｅｍ等
［１０］

研究发现ＬＬＬＴ对骨折愈合过程有促进作用。此

外，ＰｉｒｅｓＯｌｉｖｅｉｒａ等
［１１］研究了ＬＬＬＴ对骨质疏松的

大鼠骨修复的作用，发现ＬＬＬＴ促进了骨质疏松处

骨折 的 愈 合 过 程，特 别 是 在 早 期 效 果 明 显。

Ｊａｖａｄｉｅｈ等
［１２］研究了ＬＬＬＴ对链脲霉素诱导的糖

尿病鼠的局部胫骨截骨的愈合作用，结果发现

ＬＬＬＴ促进了实验组糖尿病鼠的骨修复，与对照组

相比，有更高的抗弯刚度和最大受力。但目前只有

少数人将其应用到口腔种植领域。国内尚无相关研

究。本实验利用ＬＬＬＴ照射大鼠股骨实验性骨缺

损处，观察ＬＬＬＴ处理后骨缺损处的炎症、新骨形

成等组织学改变，为ＬＬＬＴ应用于口腔种植领域提

供实验基础。

２　材料和方法

３０只ＳＰＦ级 Ｗｉｓｔａｒ大鼠由吉林大学实验动物

中心提供，１０周龄，体重３００～４００ｇ。将其随机分

成３组：实验组１（Ｌ１），实验组２（Ｌ２），对照组（Ｃ）。

每个实验组按取材时间不同又分为２组：１５ｄ观察

组（１５ｄＬ１，１５ｄＬ２，１５ｄＣ），３０ｄ观察组（３０ｄＬ１，

３０ｄＬ２，３０ｄＣ）。

麻醉固定大鼠，单侧股骨区中段处备皮、消毒，

在股骨中点处对称地做一个长约２ｃｍ的纵向切口，

剥离软组织和肌肉，充分暴露胫骨骨干区，采用直径

为１．６ｍｍ的牙科裂钻在切口中点处钻一直径为

１．６ｍｍ，深度为２ｍｍ的圆形骨缺损，同时采用冷

生理盐水降温以减少骨坏死。然后进行激光照射。

照射结束后，伤口分层缝合。术后立即肌肉注射青

霉素（３０万单位／只），连续注射３ｄ。

本实验采用的ＧａＡｌＡｓ低能量半导体激光器由

中国科学院长春光学精密机械与物理研究所研制，

波长８０８ｎｍ，连续输出。光纤探头直径０．４ｍｍ，光

纤长度６０ｃｍ。激光器经光纤输出后功率为４ｍＷ。

垂直照射于股骨长度的中点，即切口的１／２处。照

射距离为２ｃｍ，照射面积为０．０８ｃｍ２，完全覆盖圆

形骨缺损。Ｌ１为多次照射组，在术后的第１天，第

２天，第３天分别对照射点进行激光照射。每天照

射时间为５ｍｉｎ，照射剂量为１０Ｊ·ｃｍ－２，共计３０Ｊ·

ｃｍ－２。Ｌ２为单次照射组，在术后的第１ｄ对照射点

进行激光照射。第１天照射时间为１５ｍｉｎ，照射剂

量为３０Ｊ·ｃｍ－２，第２天、第３天未处理。两组对应

的总剂量均为３０Ｊ·ｃｍ－２。Ｃ组不进行激光照射。

分别在手术后１５ｄ和３０ｄ处死５只大鼠，取材

后固定、脱钙、石蜡包埋、切片，然后进行 ＨＥ染色，

在光镜下分析炎症和骨组织的形成和质量。根据以

往研究［１３，１４］，制定组织学评分标准。炎症评分标准

如下：１分，没有炎症细胞；２分，适量的炎症细胞；３

分，大量的炎症细胞。骨组织的形成和质量评分标

准如下：１分，新形成的结缔组织（含有毛细血管、成

纤维细胞、巨噬细胞、新形成的胶原纤维）充填了缺

损区域，结缔组织较疏松；２分，密集的结缔组织包

含有大量分化的细胞和有序的纤维；３分，新骨形

成，其中结缔组织分化形成骨基质或骨单位；４分，

出现骨组织。

采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件对实验数据进行了分

析，各组比值以珚狓±狊表示，组间差异的显著性检验

用方差分析法，两组间差异的显著性检验用犘 检

验。犘＜０．０５为有统计学差异。

３　实验结果

ＨＥ染色显示了三个组ＬＬＬＴ处理后的修复过

程。各组均未出现病理改变，如巨细胞、骨吸收等。

对照组：１５ｄ时，标本呈现中到重度炎症。可

以观察到无序的结缔组织，并含有血细胞、成纤维细
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胞、巨噬细胞、退化细胞的薄纤维网状结构。３０ｄ

时，标本均呈现轻微的炎症。大部分伤口被致密的

结缔组织充填，内含大量分化且分层排列的成骨细

胞。其显微图像如图１所示。

图１ 对照组（ａ）１５ｄ和（ｂ）３０ｄ脱钙切片 ＨＥ染色（１００倍）

Ｆｉｇ．１ ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｄｅｃａｌｃｉｆｉｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ１５ｔｈｄａｙ（ａ）ａｎｄｔｈｅ３０ｔｈｄａｙ（ｂ）（１００×）

　　照射组：１５ｄ时，标本均呈现轻微的炎症。可

见密集的结缔组织充填骨缺损。有大量分化的成纤

维细胞和成骨细胞产生胶原纤维，内有骨细胞。

３０ｄ时，大部分标本没有炎症。缺损处被不定形的

骨基质充填，大部分标本都有新骨生成。其显微图

像如图２和图３所示。

图２ Ｌ１组（ａ）１５ｄ和（ｂ）３０ｄ脱钙切片 ＨＥ染色（１００倍）

Ｆｉｇ．２ ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｄｅｃａｌｃｉｆｉｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆＬ１ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ１５ｔｈｄａｙ（ａ）ａｎｄｔｈｅ３０ｔｈ（ｂ）ｄａｙ（１００×）

图３ Ｌ２组（ａ）１５ｄ和（ｂ）３０ｄ脱钙切片 ＨＥ染色（１００倍）

Ｆｉｇ．３ ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｆｏｒｄｅｃａｌｃｉｆｉｅｄｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆＬ２ｇｒｏｕｐｏｎｔｈｅ１５ｔｈｄａｙ（ａ）ａｎｄｔｈｅ３０ｔｈｄａｙ（ｂ）（１００×）

　　根据本实验的评分标准，分别给各组每只动物

进行评分。统计学分析结果显示，Ｌ１、Ｌ２组的炎症

评分明显低于对照组，有显著性差异（犘＜０．０５），见

图４。Ｌ１、Ｌ２组的骨形成评分明显高于对照组，有

显著性差异（犘＜０．０５），见图５。Ｌ１、Ｌ２组之间没有

显著性差异（犘＞０．０５）。

４　讨　　论

实验结果显示，Ｌ１、Ｌ２组的炎症评分明显低于

对照组，有显著性差异（犘＜０．０５）。Ｌ１、Ｌ２的骨形

成评分明显高于对照组，有显著性差异（犘＜０．０５）。

这说明ＬＬＬＴ可能促进骨缺损的愈合并减轻炎症。

这与以往的研究结果相符。

有报道比较了ＧａＡｌＡｓ半导体激光器单次和多

次照射对组织修复的作用，发现多次照射比单次照

射产生了更好的效果［１５］。有学者认为早期的重复

照射可以维持骨再生的活性，对骨再生更有效［１６］。

本实验采用了单次和多次照射，目的是比较两种方

法的照射效果是否有区别，为临床应用提供依据。

结果并未发现两种照射方法产生的效果有区别，未
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图４ 在不同时期对照组和实验组的炎症评分的比较

Ｆｉｇ．４ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｌａｓｅｒｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

图５ 在不同时期对照组和实验组的骨形成评分的比较

Ｆｉｇ．５ Ｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｓｃｏｒｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎ

ｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｌａｓｅｒｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓ

能证实相同剂量作用下多次照射比单次照射更有

效。关于不同照射方式对生物组织的影响还有待于

进一步研究。

虽然本实验证实了ＬＬＬＴ对骨缺损修复具有

促进作用，但不是所有研究都支持ＬＬＬＴ的正性作

用。Ｇｏｒｄｊｅｓｔａｎｉ等
［６］在一项关于红外线和骨代谢

的初步研究中证明，照射组和对照组的骨缺损其骨

代谢速度相同。他们保守地将结果解释为实验动物

数量受限。此外，该实验采用了内部对照而未考虑

到ＬＬＬＴ系统效应的影响，这也可能是照射组和对

照组实验结果未能产生显著区别的原因。

５　结　　论

本实验的结果证实了ＬＬＬＴ可以促进动物模

型骨缺损区域的骨修复，说明了ＬＬＬＴ在涉及骨修

复的学科如口腔种植学中可能得到临床应用，如在

种植术后早期进行ＬＬＬＴ，可以加快种植体周围骨

形成的速度，促进骨整合，缩短骨愈合期。也可与骨

移植材料联合应用，以加快修复大面积骨缺损。由

于ＬＬＬＴ操作简便，价格较低，进而也可以减少早

期行动不便的患者及出院后的患者在健康护理方面

的花费。但是，本实验只是讨论了ＬＬＬＴ在临床使

用的可能性，对于人体的照射剂量和合适的照射时

机需要更多的实验研究来探索。
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