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摘要　探讨低能量激光照射是否对体外培养的成骨细胞增殖过程中的ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路产生影响，揭示低能量

激光照射促进骨形成的分子学机制，为其在口腔种植的临床应用提供理论依据。体外培养小鼠成骨样细胞系

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１，用ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路增强剂Ｎ端ｈｅｄｇｅｈｏｇ重组蛋白（ＮＳｈｈ）、ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路抑制剂环巴胺对低

能量激光照射后的 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１进行干预，随机分为４组，采用细胞计数，ＭＴＳ，流式细胞术检测照射后１２，２４，４８，

７２ｈ成骨细胞的增殖活性。结果显示，与激光照射组相比，激光照射＋ＮＳｈｈ组的细胞增殖活性明显增加，激光照

射环巴胺组的细胞增殖活性明显降低，激光照射环巴胺组的细胞增殖活性仍高于对照组。研究发现低能量激光照

射活化了成骨细胞增殖过程中的ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路，ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路是参与低能量激光照射调控成骨细胞增

殖的通道之一。
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１　引　　言

种植义齿具有咀嚼效率高、口感舒适、不调磨邻

牙等显著优点，但对于传统义齿来讲，种植义齿的修

复疗程较长，这在一定程度上限制了种植义齿的应

用。如何促进种植体周围的骨形成以有效地缩短种

植义齿的修复疗程已被口腔种植工作者们列为首要

的研究课题。低能量激光照射（ＬＬＬＩ）是一种生物

物理学刺激，对多种细胞具有光生物调节效应，已在

多个学科进行应用，主要用于促进伤口愈合和组织

修复，减轻炎症、疼痛及水肿等［１］。体外研究证实

ＬＬＬＩ可以改变线粒体活性
［２］，促进成骨细胞增

殖［３］。ＬＬＬＩ可以促进成骨细胞分化，促进成骨相关

基因碱性磷酸酶（ＡＬＰ），骨钙素（ＯＣ），骨唾液酸蛋

白（ＢＳＰ）的表达，增加钙的沉积量
［４－６］。此外，ＬＬＬＩ

也可以刺激动物实验的骨形成，通过增加成骨细胞

数量，增加血管生成，活化破骨细胞以促进骨形

成［７－８］。由于光生物调节作用的分子学机制尚不清

楚，目前尚未应用于口腔种植领域。

Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（Ｈｈ）信号通路是一个在胚胎阶段调

控多种组织器官发育的重要的信号通路。配体 Ｈｈ

与碎片蛋白（Ｐｔｃ）的结合可以解除Ｐｔｃ对于平滑蛋

白（Ｓｍｏ）的抑制作用。Ｓｍｏ通过转录因子来调控相

关基因的转录。所有的 Ｈｈ蛋白功能性 Ｎ末端结

构域 ９３％ 一 致，具 有 相 似 的 生 物 学 作 用
［９］。

ｈｅｄｇｅｈｏｇ通道抑制剂环巴胺是一种植物性甾体类

生物碱，主要通过对抗Ｓｍｏ而抑制ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号

通路。已有研究证实ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路在骨形成

中起着重要的调节作用，它可以促进成骨细胞的增

殖和分化以促进骨形 成［１０－１１］，尚未 出 现 关 于

ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路是否作用于激光照射后成骨细

胞增殖的报道。

本文检测了低能量激光照射对体外培养的小鼠

成骨样细胞系 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１增殖过程中ｈｅｄｇｅｈｏｇ信

号通路的影响，尝试揭示低能量激光照射促进骨形

成的分子学机制，为低能量激光照射在口腔种植的

临床应用提供理论依据。

２　材料和方法

小鼠成骨样细胞系 ＭＣ３Ｔ３Ｅ１（中科院细胞库，

北京）培养于３５ｍｍ的培养皿中，所用培养液为含

１０％（体 积 分 数）胎 牛 血 清 （Ｈｙｃｌｏｎｅ，美 国）、

１００Ｕ／ｍＬ青霉素、ｌ００ｍｇ／ｍＬ链霉素的高糖细胞

培养基（ＤＭＥＭ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）培养液。在

５％（体积分数）二氧化碳孵育箱内３７℃恒温培养，２

天换液１次，４天传代１次。

低能量ＧａＡｌＡｓ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，输出方式

为连续（ＣＷ）输出，功率范围为０～５Ｗ，光电转换效

率为３３．３％，由直径为０．４ｍｍ的光纤探头输出。根

据以往研究［１２－１３］，采用单次照射，实际输出功率为

３３０ｍＷ，能量密度为３．７５Ｊ／ｃｍ２。激光照射垂直于

孔板，为完全覆盖孔板，光纤被固定于不同的高度。

每个实验均随机分为４组。组１：激光照射；组２：激

光照射＋Ｎ端ｈｅｄｇｅｈｏｎｇ重组蛋白（Ｎｓｈｈ）（Ｒ＆Ｄ，美

国）（１００ｎｇ／ｍＬ）；组３：激光照射环巴胺（Ｂｉｏｍｏｌ，美

国）（１０μｍｏｌ／Ｌ）；组４：未进行激光照射。

将细胞培养皿内对数生长期的细胞接种于１２孔

板中，接种密度为９×１０４ｈｏｌｅ－１。培养２４ｈ后更换含

０．５％（体积分数）血清的培养液继续培养２４ｈ，以达

到细胞状态同步化。按照上述分组，每组３个复孔。

组２，组３分别加入１００ｎｇ／ｍｌ的Ｎｓｈｈ和１０μｍｏｌ／Ｌ

的环巴胺，组１，组２，组３进行激光照射。照射距离

为４ｃｍ，照射时间为５４ｓ。照射后２４，４８，７２ｈ分别收

集细胞，采用血细胞计数板进行计数。

将细胞培养皿内对数生长期的细胞接种于２４孔

板中，接种密度为４×１０４ｈｏｌｅ－１，按照上述分组，共４

个孔。组２，组３分别加入１００ｎｇ／ｍＬ的 Ｎｓｈｈ和

１０μｍｏｌ／Ｌ的环巴胺，组１，组２，组３进行激光照射。

照射距离为２．２ｃｍ，照射时间为４８ｓ。照射后立即将

每个２４孔板中的细胞接种于６个９６孔板中，接种密

度为５×１０３ｈｏｌｅ－１。照射后２４，４８，７２ｈ，每孔加入３

（４、５二甲基噻唑２基）５（３羧甲氧基胺）２（４苯磺

基）２氢四唑盐（ＭＴＳ）溶液２０μｌ（Ｐｒｏｍｅｇａ，美国），

继续培养２ｈ后用酶标仪（ＢｉｏＲａｄ，日本）测定在

４９０ｎｍ处的光密度值（ＯＤ）。各组ＯＤ值等于各组实

测ＯＤ值减去空白对照组所测ＯＤ值。计算各组平

均值为最终ＯＤ值。

将细胞培养皿内对数生长期的细胞接种于６孔

板中，接种密度为３×１０５ｈｏｌｅ－１。细胞状态同步化步

骤同上。按照上述分组，每组３个复孔。组２，组３分

别加入１００ｎｇ／ｍＬ的，Ｎｓｈｈ和１０μｍｏｌ／Ｌ的环巴

胺，随机进行激光照射。照射距离为８．４ｃｍ，照射时
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间为２７４ｓ。照射后１２ｈ和２４ｈ分别收集细胞，调整

细胞浓度为１×１０６ｍＬ－１，７０％（体积分数）的乙醇固

定，４℃过夜，加入１００μｌＲＮａｓｅＡ 后３７ ℃水浴

３０ｍｉｎ。加入４００μｌ磺化丙啶（ＰＩ）染色混匀，４℃避

光３０ｍｉｎ。１ｈ内上机检测，记录激发波长４８８ｎｍ处

的红色荧光。记录细胞周期各时相的细胞数，计算细

胞增殖指数。犐Ｐ＝犛＋犌２／犌１＋犛＋犌２。

采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，各组比值以珚狓±狊表

示，组间差异的显著性检验用单因素方差分析法，两

组间差异的显著性检验用狇检验。犘＜０．０５为有统

计学差异。

３　结　　果

细胞计数结果显示（图１），照射后２４，４８，７２ｈ，

组１，组２，组３的计数结果高于组４，差异有显著性

（犘＜０．０５）。其中，组１的计数结果低于组２，差异

有显著性（犘＜０．０５）。组１的计数结果高于组３，

差异有显著性（犘＜０．０５）。

图１ 激光照射后２４，４８，７２ｈ各组的细胞计数结果

Ｆｉｇ．１ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｎｎｕｍｂｅｒｏｆｃｅｌｌｓｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｔ２４，４８，７２ｈ

　　ＭＴＳ结果显示（图２），照射后２４，４８，７２ｈ，组

１，组２，组３的ＯＤ值高于组４，差异有显著性（犘＜

０．０５）。其中，组１的ＯＤ值低于组２，差异有显著

性（犘＜０．０５）。组１的ＯＤ值高于组３，差异有显

著性（犘＜０．０５）。

图２ 激光照射后２４，４８，７２ｈ各组的 ＭＴＳ结果

Ｆｉｇ．２ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｎＭＴＳｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｔ２４，４８，７２ｈ

图３ 激光照射后１２ｈ和２４ｈ各组的Ｓ期细胞数

Ｆｉｇ．３ ＥｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＳｐｈａｓｅｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｔ１２ｈａｎｄ２４ｈ

　　细胞周期结果显示（图３，图４），照射后１２ｈ和 ２４ｈ，组１，组２，组３的Ｓ期细胞数高于组４，细胞增
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殖指数高于组４，差异有显著性（犘＜０．０５）。其中，组

１的Ｓ期细胞数低于组２，细胞增殖指数低于组２，差

异有显著性（犘＜０．０５）。组１的Ｓ期细胞数高于组

３，细胞增殖指数高于组３，差异有显著性（犘＜０．０５）。

图４ 激光照射后１２ｈ和２４ｈ各组的细胞增殖指数

Ｆｉｇ．４ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｌａｓｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘｏｆｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓａｔ１２ｈａｎｄ２４ｈ

４　讨　　论

尽管有研究证实ＬＬＬＩ对成骨细胞的增殖具有

刺激作用，其确切的分子学机制尚不清楚。采用了

ＭＣ３Ｔ３Ｅ１细胞系为研究对象，检测了ｈｅｄｇｅｈｏｇ信

号通路在低能量激光促进成骨细胞增殖中的作用。

结果显示，ＬＬＬＩ（１Ｗ，ＣＷ，３．７５Ｊ／ｃｍ２）活化了成骨细

胞增殖过程中的ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路。激光照射同时

加入ＮＳｈｈ组的细胞增殖活性明显高于其他组，此

外，激光照射同时加入环巴胺组的细胞增殖活性明显

高于未进行激光照射组，且低于激光照射组。

采用的低能量激光照射的方法及参数参考了以

往与ＬＬＬＩ及成骨细胞相关的体外实验
［１４－１６］。影

响激光器作用效果的主要照射参数包括波长、功率、

照射剂量（能量密度、功率密度）、照射时间、照射距

离等。现有研究中不同种类的低功率激光器最佳的

照射参数差异较大。也有学者认为ＬＬＬＩ对体外培

养的成骨细胞增殖及分化没有促进作用［１７－１８］。本

研究证实３．７５Ｊ／ｃｍ２ 的ＬＬＬＩ对体外培养的成骨

细胞具有刺激作用，可以促进细胞增殖，符合以往研

究建议的剂量范围１．８～５．４Ｊ／ｃｍ
２［１９］。

ＬＬＬＩ在促进细胞增殖的过程中可以激活多种

信号通路［２０－２４］。结果显示，激光照射环巴胺组的细

胞增殖活性低于激光照射组，这提示环巴胺阻断了

ＬＬＬＩ对成骨细胞增殖的促进作用。激光照射环巴

胺组的细胞增殖活性高于对照组，这提示ｈｅｄｇｅｈｏｇ

信号通路并非是ＬＬＬＩ促进成骨细胞增殖的唯一途

径，ＬＬＬＩ还可能通过其他通路或因子促进成骨细

胞增殖，如丝裂原活动蛋白激酶／细胞外调节蛋白激

酶（ＭＡＰＫ／ＥＲＫ）
［２０］，促生长因子（ＩＧＦ１）

［２５］等。

此外，激光照射＋ＮＳｈｈ组的细胞增殖活性高于激

光照射组，这说明ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路参与了ＬＬＬＩ

促进成骨细胞增殖的过程，ＬＬＬＩ可能通过激活

ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路以促进成骨细胞的增殖，ＬＬＬＩ

和ＮＳｈｈ在促进成骨细胞增殖上可能具有协同作

用。因此，通过本研究可以推断，ＬＬＬＩ促进细胞增

殖与ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路的活化有密切关联。

５　结　　论

ＬＬＬＩ活化了成骨细胞增殖过程中的ｈｅｄｇｅｈｏｇ

信号通路，ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路是参与ＬＬＬＩ对成骨

细胞增殖调控的通道之一。对ｈｅｄｇｅｈｏｇ信号通路

的调控可能成为ＬＬＬＩ促进骨形成和骨修复的又一

有效途径。
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