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摘要　为探讨氦氖激光局部照射调控正畸牙移动过程中血管改建的机制，应用波长为６３２．８ｎｍ，激光功率为

２０ｍＷ的氦氖激光照射实验性牙移动大鼠的牙周组织，进而对牙周组织切片进行环氧化酶２（ＣＯＸ２）免疫组织化

学染色。图像分析结果显示压力区加力３、５、７ｄ组照射侧牙周组织ＣＯＸ２表达明显高于对照侧，１４ｄ后照射侧与

对照侧差异无统计学意义；张力区加力１、３、５、７ｄ组照射侧ＣＯＸ２表达均明显高于对照侧，差异有统计学意义。

结果表示氦氖激光照射能增强实验性牙移动大鼠牙周组织中ＣＯＸ２的表达，参与促进正畸牙移动血管改建的

进程。
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１　引　　言

激光是一种电磁波，它具有波长一致，方向一致

以及偏振一致等特性。自从１９６０年 Ｍａｉｍａｎ设计

制造了第一台激光器以来，人们利用激光的特性开

发出不同的光学仪器应用于临床治疗的诸多方

面［１］。激光主要有热效应、光化效应、压强效应和

电磁场效应。临床应用的低能量激光，又称弱激光，

利用了激光的生物刺激效应。已有的研究报道显示

１２０４００１１



中　　　国　　　激　　　光

这种光能的生物刺激效应在损伤愈合、细胞再生、组

织修复、减轻疼痛以及改善血液循环等方面均能起

到较好的辅助治疗效果［２］。

正畸牙齿移动的生物学基础是牙周组织的血管

改建和牙槽骨的骨组织改建，血管改建出现在骨改

建的早期。血管改建过程受众多生物学因素、局部

因素和细胞因子的调节。近年来，许多研究表明环

氧化酶２（ＣＯＸ２）与血管形成密切相关
［３］。低能量

激光的生物刺激效应主要表现在对生物大分子物质

如蛋白质和核酸等产生影响。环氧化酶２是一种

与机体血管形成有密切关系的蛋白质物质，本文拟

通过观察氦氖激光局部照射对实验性牙移动大鼠牙

周组织中ＣＯＸ２表达的影响，探讨氦氖激光局部照

射对促进正畸牙移动过程中牙周组织血管改建的作

用，为低能量激光的临床应用提供进一步的理论

依据。

２　材料与方法

２．１　主要仪器与试剂

激光器：ＨｅＮｅ激光治疗仪（ＨＮＧＳＱ２１型）；

测力计：国产ＩＬ２１型正畸电测力计（西北工业大学

与秦都口腔医院联合研制）；羊抗ＣＯＸ２多克隆抗

体（Ｓａｎｔａｃｒｕｚ产品编号：ｓｃ１７４６）；免疫组织化学染

色试剂盒（美国ＺＹＭＥＤ公司ＳＰ试剂盒 产品编号：

ｓｐ９００３）；防脱片多聚赖氨酸（福州迈新公司 产品

编号：ＧＬＵ００４０）。

２．２　动物模型与标本制备

３０只雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，８周龄，体重（０．２５±

０．０２）ｋｇ，由吉林大学动物实验中心提供，实验动物

合格证号：２０１１０００５。随机分为６组，每组５只，

各组加力时间分别为１、３、５、７、１４、２１ｄ。各组动物

采用自身对照，右侧为 ＨｅＮｅ激光照射侧，左侧为

对照侧。速眠新麻醉剂按每千克体重０．２ｍＬ肌肉

注射麻醉。用直径０．２０ｍｍ不锈钢结扎丝在双侧

上颌中切牙与上颌第一磨牙之间各栓结一根 ＮｉＴｉ

螺旋弹簧，３０ｇ力牵引上颌第一磨牙向近中移动，如

图１所示。ＨｅＮｅ激光波长为６３２．８ｎｍ，激光功率

为２０ｍＷ。大鼠右侧正对上颌第一恒磨牙颊部皮

肤常规备皮，ＨｅＮｅ激光照射该区域，该区域距离

光源１００ｃｍ，光斑直径为１．０ｃｍ，每次照射１０ｍｉｎ。

加力组在正畸装置建立后当天开始照射，除１ｄ和

３ｄ组分别照射１次和３次外，其余各组连续照射５

次，每天１次。加力各组大鼠按所设计天数经质量

分数为４％（下同）的多聚甲醛心脏灌注处死。取双

侧上颌骨组织块，修整出包括上颌第一磨牙及其周

围牙槽骨组织，移入４％多聚甲醛固定液于４℃冰箱

过夜。采用乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）脱钙，酒精脱水，

石蜡包埋处理。制作以上颌第一磨牙为中心的、近

远中方向的组织切片，切片厚约４～５μｍ。

图１ 大鼠上颌实验装置咬合面观

Ｆｉｇ．１ Ｏｃｃｌｕｓａｌｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｈｅｒａｔｍａｘｉｌｌａｒｙ

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｄｅｖｉｃｅ

２．３　常规犎犈染色及免疫组织化学染色

切片进行常规 ＨＥ染色，用于组织定位。采用

美国ＺＹＭＥＤ公司的ＳＰ试剂盒进行ＣＯＸ２免疫

组织化学染色。阴性对照采用ＰＢＳ液代替一抗，其

余步骤相同。

２．４　图像分析及统计学处理

每个ＣＯＸ２免疫组织化学染色标本选取３张

完整切片，在每张切片的压力区和张力区分别随机

选取５个视野进行检测分析，实验检测结果经计算

机图像分析系统处理，计算各切片阳性反应区域的

灰度值。具体操作为在低倍镜下寻找视野后，调至

２００倍，自动控制装置随机选取５个视野测量阳性

产物面积及阳性产物强度灰度值。然后将上述数值

转化成灰度积分：灰度积分＝阳性产物面积／测量面

积×阳性强度灰度值。大鼠牙周组织ＣＯＸ２的灰

度积分以均数±标准差（Ｘ±ＳＤ）表示，应用统计学

分析软件ＳＰＳＳ１０．０进行两样本均数比较检验。

３　结　　果

由表１可知压力区加力１ｄ时，照射侧与对照

侧牙周组织中ＣＯＸ２的表达差异不显著。加力３～

７ｄ时，照射侧表达量明显高于对照侧（犘＜０．０５）；

峰值出现在加力后第５天。张力区ＣＯＸ２表达在

加力１～７ｄ时照射侧均高于对照侧（犘＜０．０５）；峰

值出现在加力后第７天。

由图２可见，牙周膜血管内皮细胞胞浆内表达

ＣＯＸ２，沿牙槽骨边缘排列的成骨细胞内也表达

ＣＯＸ２。由图３可见，牙周膜成纤维细胞及多核破

１２０４００１２
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骨细胞表达ＣＯＸ２。

表１ 照射侧与对照侧的压力区及张力区牙周组织中ＣＯＸ２阳性反应的灰度积分比较（Ｘ±ＳＤ）

Ｔａｂｌｅ１ ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｇｒａｙｓｃａｌｅｉｎｔｅｇｒａｌｏｆＣＯＸ２ｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅａｃｔｉｏｎｉｎｐｒｅｓｓｕｒｅａｎｄｔｅｓｉｏｎ

ｒｅｇｉｏｎｏｆｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｕｍｏｆｂｏｔｈｉｒｒａｄｉａｔｉｎｇｓｉｄｅａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ（Ｘ±ＳＤ）

Ｆｏｒｃｅｄｔｉｍｅ／ｄ
ＣＯＸ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｐｒｅｓｓｕｒｅｒｅｇｉｏｎ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅ Ｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ

ＣＯＸ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｅｎｓｉｏｎｒｅｇｉｏｎ

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｉｄｅ Ｃｏｎｔｒｏｌｓｉｄｅ

１ １３２．７８±４．９１ １３４．０３±２．４８ １２９．６６±４．２５ １２４．５４±２．４３

３ １５５．８８±６．３９ １４９．８３±７．２９ １４８．１７±６．１３ １３８．８９±３．８１

５ １７３．３６±５．２０ １６４．６３±３．３１ １５７．７６±７．１３ １４８．２４±５．７２

７ １５５．９５±５．４２ １４８．５３±２．９９ １６８．４８±６．７４ １５９．８２±５．６４

１４ １３６．９９±４．７９ １３５．２６±５．３９ １５２．９２±３．１０ １５１．９３±２．５１

２１ １３４．９０±３．５８ １３２．７３±４．７０ １３６．５２±２．３１ １３５．５９±２．２３

犘＜０．０５

图２ ＨｅＮｅ激光照射组牙周组织中ＣＯＸ２免疫组织

化学染色，２００×

Ｆｉｇ．２ ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｄｙｅｉｎｇｏｆＣＯＸ２ｉｎ

ｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｕｍｉｎＨｅＮｅｌａｓｅｒｉｒｒｉｄｉｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，２００×

图３ 张力区牙周膜中ＣＯＸ２免疫组织化学染色，２００×

Ｆｉｇ．３ ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｄｙｅｉｎｇｏｆＣＯＸ２ｉｎｔｈｅ

ｔｅｓｉｏｎｓｉｄｅｏｆＨｅＮｅｌａｓｅｒｉｒｒｉｄｉｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，２００×

４　讨　　论

牙周组织血管改建发生在牙齿受正畸力的早

期，在力的作用下血管改建活跃，并且改建过程贯穿

于牙齿移动的始终，研究参与血管改建过程的细胞

因子、蛋白质、酶及其影响因素有助于进一步阐述正

畸牙移动的生理学基础。近年来学者在对肿瘤以及

组织损伤修复等方面的研究发现，ＣＯＸ２与血管的

发生密切相关［３］。环氧化酶（ＣＯＸ）是前列腺素

（ＰＧｓ）合成的限速酶，它将花生四烯酸代谢成各种

前列腺素产物，后者参与维持机体的各种生理和病

理过程。目前证实环氧化酶有两种同工酶，ＣＯＸ１

和ＣＯＸ２。ＣＯＸ１是一种结构性酶，在多数正常组

织中表达。而ＣＯＸ２是一种诱导型酶，在多数情况

下不表达或低表达，只有在炎症，损伤，应激或修复

情况下才高表达。ＣＯＸ２催化合成前列腺素，后者

可以直接或间接刺激血管生成［４］。以往报道ＣＯＸ

２表达于内质网和核膜上，尤其以核膜上居多。本

文采用免疫组织化学方法可以直观地观察到ＣＯＸ

２表达于各种参与牙齿移动的功能细胞中。从图１

可知，牙周膜成纤维细胞，血管内皮细胞，成骨细胞，

破骨细胞的胞浆和细胞核附近呈现棕黄色深染区

域，这些深染区域即为 ＣＯＸ２集中表达的部位。

ＣＯＸ２表达于核膜上有利于将应激信息快速传导

至细胞核内，进而激发一系列催化反应。在大鼠正

畸牙移动过程中牙周组织ＣＯＸ２的表达变化与加

力时间呈一定的规律性。无论照射侧还是对照侧，

压力区ＣＯＸ２的表达随加力时间延长而呈现增强

趋势，到加力第５天明显达到高峰，随后表达开始逐

渐下降。而张力区牙周组织中ＣＯＸ２的表达高峰

缓慢出现在加力后的第７天，随后表达下降。这符

合付春茂等［５］研究实验性牙移动过程中血管内皮生

长因子２表达的时间趋势。该结果间接证明了

ＣＯＸ２的变化规律与血管相关因子变化规律趋于

相同。细胞因子、内毒素、白介素、炎症因子、肿瘤诱

导剂等均可以刺激ＣＯＸ２产生
［６］。牙齿受正畸力

后，压力区迅速表现出缺血缺氧情况，由此引起的白

介素以及其他炎症因子水平均会上调，刺激该区域

的新生血管内皮细胞以及成纤维细胞等表达ＣＯＸ

２增多。而张力侧则表现为ＣＯＸ２表达情况缓慢

上升，到了加力后第７天才达到高峰。其原因可能

是牙周膜细胞以及成骨细胞对于牵张应力的反应较
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为迟缓，且细胞数量在加力后第７天也达到高峰。

牵张侧牙周膜内毛细血管口径变粗，炎性因子浓度

呈现缓慢升高趋势。另外，Ｓａｔｏ等
［７］认为ＣＯＸ２参

与骨形成早期的活动，并且与成骨细胞的成熟有关。

正畸牙移动实质上是对骨细胞施加压应力和拉应力

后的组织反应，最近，人们发现骨细胞受机械性损伤

后产生 ＣＯＸ２，而 ＣＯＸ２可能与后期骨形成有

关［８，９］。

低能量激光治疗利用了激光的光学生物刺激效

应。国内贺庆丽等［１０］研究发现只有当激光光子波

长位于５５１．２～８２０．３ｎｍ之间时，才有明显的医疗

作用。而氦氖激光波长为６３２．８ｎｍ，其光子能量为

１．９６ｅＶ，是低能量激光治疗中比较常用的类型。

当组织或细胞吸收了波长为６３２．８ｎｍ的氦氖激光

后，光子提供的能量将引起生物分子中原子的价电

子跃迁，从基态跃迁至相应的激发态，光能转化为生

物能，从而提高体内生物酶以及其他生物大分子的

活性。这种光能还可以修复因病理因素造成的蛋白

质副键的改变，但是不会损伤蛋白质的一级结构，也

因此不会引起组织和细胞的不可逆性损伤［１１］。基

于以上优点，本实验选择生物刺激效应好，生物安全

性高，不产生副作用的氦氖激光进行研究。低能量

激光照射能够引起细胞内的光化学效应，刺激细胞

核内 ＤＮＡ、ＲＮＡ 合成从而促进细胞增殖和分

化［１２］。Ｋｒｅｉｓｌｅｒ等
［１３］发现体外培养的牙周膜细胞

接受低能量激光照射２４、４８、７２ｈ后均比对照组的

增殖能力强。Ｃｈｏｉ等
［１４］用波长为８１０ｎｍ的半导

体激光处理体外培养的人牙周膜细胞，也发现了低

能量激光促进细胞增殖以及分化的效应。国内李燕

等［１５］发现氦氖激光能够促进人正常皮肤成纤维细

胞增殖，潘振华等［１６］在应用６２０ｎｍ波长的弱激光

照射大鼠背部皮肤创口时发现照射测比为照射测新

生血管生成旺盛并且呈现一定范围的剂量依赖性。

另外，低能量激光照射能够增加局部破骨细胞数量

及促进其活性［１７］。细胞染色质吸收了激光能量后，

通过增加ＡＴＰ合成来增加细胞的能量
［１８］。由于破

骨细胞是多核细胞，具有较多的染色质和高活性，所

以本破骨细胞对于低能量激光的反应比较快速，本

实验结果与 Ｗａｎｇ等
［１２］研究的低能量激光照射能

够促进破骨细胞分化和活性相符合。李秋实等［１９］

认为弱激光照射能够促进大鼠骨缺损愈合过程中成

骨细胞及成纤维细胞的生成。Ｓｈｉｂａｔａ等
［１８］认为

ＣＯＸ２参与骨形成早期的活动，并且与成骨细胞的

成熟有关。本研究结果显示骨小梁边缘的成骨细胞

表达ＣＯＸ２，与以上研究相符。由此分析，低能量

激光照射促进ＣＯＸ２表达的途径之一可能是促进

了破骨细胞、成骨细胞、成纤维细胞以及血管内皮细

胞的增殖，而这些细胞正是表达ＣＯＸ２的主体细

胞群。

５　结　　论

本实验结果表示，ＣＯＸ２参与正畸牙移动，低

能量激光照射能够增强牙移动过程中牙周组织的

ＣＯＸ２表达，调控牙移动过程中牙周组织的血管改

建，为今后临床中低能量激光的应用提供了实验

基础。
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