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摘 要 探讨低能量激光照射 （ ｌｏｗ－

ｌｅｖｅｌ ｌａｓｅｒ ｉｒｍｄｉａｔｉ
ｃｍ ， ＬＬＬＩ ）联合压力刺激对人成骨样细胞的碱性磷酸

酶 （ａｌｋａｌ ｉ
ｎｅｐｈｏ ｓｐｈａｔａｓｅ ，ＡＬＰ ）活性和胞 内 Ｃａ

２＋
浓度的变化规律的影响 ， 揭示 ＬＬＬＩ促进正畸牙齿压力侧骨

改建的机制 。 将对数生长期的人成骨样细胞 ＭＧ￣

６３ 随机分为 ４组 ， 对细胞施加压力采用 Ｆｏｒ ｃｅｌ 四点 弯曲体

外细胞力学加载装置 ， 用 Ｇａ
－Ａｌ

－Ａｓ 半导体激光器 （ ８０ ８ｎｍ ，５０ ０ｍＷ）进行照射 。 组 Ｉ （对照组 ）
： 不加力 ， 不

进行激光照射 。 组 ＩＩ（压力组 ） ： 利用细胞加载装置对细胞加压力 ， 加力板变形量为 ３００ ０ｕｓｔｍ
ｉ
ｎ

， 加力时间 １

ｈ 。 组 ＨＫ激光组 ）
： 激光照射 １ ｍｉ

ｎ
， 剂量 ３ ．

７ ５ Ｊ
？
ｃｍ

２

。 组汉 （联合组 ） ： 细胞加力 （加力方式同组 ＩＩ ）后 ， 激

光照射（方式同组 ｆｆｌ ）
。 四组细胞均用分光光度计测量细胞内 ＡＬＰ 活性 。 第二部分实验对胞内 Ｃａ

２＋
浓度变化

进行测定 ， 将 ＭＧ￣

６ ３ 细胞分为 ２ 组
：
压力组和激光张力组 ， ２ 组细胞分别加力 ０

，５ ，１ ５ ，３０ ，６０ｍｉ
ｎ

， 激光压

力组再激光照射 １ｍｉｎ 后收取细胞 。 用荧光探针 Ｆ １Ｕ＆３
－ＡＭ 测定成骨样细胞内 Ｃａ

２＋

浓度 。 结果显示第
一部

分实验与对照组相 比 ， 其余 ３ 组的 ＡＬＰ 活性均明显增强 （ 户＜ ０． ０５ ） ， 但联合组的 ＡＬＰ 活性分别低于压力组

和激光组 （户＜〇 ．０ ５ ） 。 第二部分实验显示 ： 第 １ 组压力引起胞内 Ｃａ
２＋
浓度随时间剧烈变化 ， 第 ２组变化曲线

平缓 ， 但 Ｃａ
２＋ 浓度水平两组无明显差异 。 由此得出结论适宜的压力 和弱激光及联合应用均能增加成骨细胞

的 ＡＬＰ 活性 ， 两者联合应用时较单独应用 时成骨细胞的 ＡＬＰ 活性稍有降低 ， 压力组和激光压力 组胞 内

Ｃａ
２＋
浓度的变化曲线不同 ， 说明在正畸牙齿的压力侧 ， 低能量激光的应用可以降低 由压力 引起的成骨细胞

活性增加 ， 减少成骨 ， 破骨相对增加 ， 促进牙齿移动 ， ＬＬＬＩ极可能通过调节 Ｃａ
２＋

浓度的变化规律来调节成

骨细胞活性 。

关键词 低能量激光照射 （ＬＬＬＩ ） ； 成骨细胞 ； 压力 ； 碱性磷酸酶

中 图分类号 ： Ｒ３１ ８ ． ５文献标识码 ： ＡＤＯＩ ：１ ０ ．３９ ６４／
ｊ

． ｉｓｓｎ．１ ００ ０
－

０５ ９３
（
２０ １ ６

）

０ ７
－
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信使参与细胞的力转化过程 ， 许多 的物理刺激对胞 内 Ｃａ
２＋

弓 ｜言浓度都有
一

定影响 ， 进一步调节细胞对刺激的响应 。 有研究

显示鼠嗜铬细胞瘤 ＰＣ
－

１２ 细胞受正弦低频弱磁场照射 ， 胞内

成骨细胞在骨对机械应力 的响应 中起非常重要的作用 ，
Ｃａ

２＋
浓度明显升高

［ ８］

， 原代成骨细胞和 ＭＣ３Ｔ３
－Ｅ１ 细胞受到

成骨细胞的功能活性与正畸中的牙齿移动 、 种植体周 围的骨剪切 力后 ， 胞 内 Ｃａ
２＋

浓 度 的 迅 速增 加Ｍ ， 成 骨样 细胞

愈合和牵张成骨密切相关。 众多 的离体细胞实验显示拉伸 、 ＭＣ３Ｔ３
－

Ｅ １ 受到电流刺激 ， 引起到胞内 Ｃａ
２＋

浓度的增加 ［
１°

］

，

剪切 、 压缩等各种机械刺激都会对成骨细胞的功能和活性产胞内 Ｃａ
２＋
浓度的增加与 ＮＯ 的释放和 ＰＧ 的合成有关 ， 胞内

生一定影响 ［
１
＿ ３

］

。 低能量激光照射 （ＬＬＬＩ ）在实验和临床中证Ｃａ
２＋

浓度变化参与细胞对物理刺激的响应过程但低能量激

明是对促进创伤愈合有明显作用
［ ４ ７

］

， 体外研究也显示低能光照射联合压力刺激对成骨细胞的影响未见报道 。 本试验的

量激光照射对不同来源的细胞均有生物刺激作用 。目 的是研究低能量激光照射联合压力刺激对成骨细胞碱性磷

人们在对细胞生理行为受力学刺激的影响方面做了大量酸酶活性和胞内 Ｃａ
２＋浓度的变化规律的影 响 ，

进一步揭示

研究 ， 但是细胞将胞外的力学信号如何转导为胞 内生化的响低能量激光如何通过影响压力侧的成骨细胞活性 ， 来调节正

应 ， 依然是有待研究的热点 ， 大量实验表明 ， Ｃａ
２＋

作为第二畸牙齿压力侧骨形成和骨吸收的平衡 。
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ｈａｎｋｓ 液重悬细胞 ， 加人荧光探针 Ｆｌ ｕｏ
＾

３／ＡＭ－

ＤＭ ＳＯ （浓 度

１实验部分为 ５
＿〇丨

？

Ｌ
－

１

；
）

， 放人 ３７

。

（：水浴箱孵育 ３ 〇
？

４ ５ｍ ｉｎ
，ｐｂｓ 洗

涤细胞 ３ 次 ， 流式细胞仪检测 ， 使用 ＦＬ １ 通道 ， 观察钙离子

１ ． １ 材料与仪器荧光表达强度 。 测定数据 ，
３ 次测量的数据表示 为土 ＳＤ

， 用

Ｈ －

ＤＭＥＭ 培养基 （ Ｇｉ ｂｃｏ ）
， 新生牛血清 （Ｇ ｉｂｃｏ ） ， 胰 ＿方差分析组间差异 。

（Ｇｉ ｂｃｏ ） ， 碱性磷酸酶试剂盒 （碧云天 ） ， 细胞力学加载装置 为

Ｆｏｒｃｅ ｌ 四点弯曲 力学加载仪 （ 四川大学华西 口 腔医院与 电子２结果与讨论
科技大学联合开发 ）

， 低能量半导体激光器 （Ｇａ
－Ａ ｌ

－Ａｓ ） 中 国

科学院长春光机所研制 。２． １ＬＬＬＴ 联合压 力对成 骨样细胞 ＡＬＰ 活性的影响

１ ． ２ 细胞培养组 Ｉ
—组

Ｉ
Ｖ 的 ＡＬＰ 活性值分别 为 ３５ ．５４ 士 ４ ． ４ ６ ， ４７ ． ３ １

人成骨样细胞株 Ｍ０６ ３ （吉大基础 医学院病理实验室 赠士 ２ ． １ ５ ，４６
． ５５±３

．２ ４ ，４０
． ２８士 ２ ．７ ３ 见表 １ 。 与组 Ｉ 相 比 ， 其

予 ） ， 加人含 １ ０％胎牛血清的 Ｈ －

ＤＭＥＭ 中 。 置于温度 ３７

°

Ｃ余三组的 ＡＬＰ值均有增高 ， 差异有显著性 （
／

＞＜０ ．０５ ）
， 说明

含 ５％Ｃ〇 ２ 的培养箱中孵育 ，
２ 天换液 ， ３ 天传代 １ 次 。 将传压力和低能量激光照射及其联合应用均能促进成骨细胞碱性

代后的 Ｍ０ ６３ 细胞 ， 胰蛋白 酶消化离心 ， 接种于 已消毒的加磷酸酶活性增强 ， 与 组 ＩＩ （压力组 ） 、 ＤＩ  （激光组 ）相比 ， 组 ＩＶ

力板上 。（联合组 ） 的 细胞 ＡＬＰ 活性值 降低 ， 且有 显著性差异 （ 户＜

１
． ３ 细胞 加力０ ． ０５ ）

， 说明压力 和低能量激光的联合应用较单独应用碱性

加力装置为 Ｆｏｒｃｅ ｌ 四点弯曲细胞力 学加载仪 ， 将接种 细磷酸酶活性降低 ， 组 Ｉ Ｉ
和组 ＤＩ 之间无明显差异 ， 表明压力和

胞 的加力板放人加载仪 ， 施加压力 ， 原理如 图 １ 所示 ， 加 力低能量激光各 自 对成骨细胞碱性磷酸酶活性的影响无明显差

时 间为 ３ｈ
， 频率为 ０ ． ５Ｈｚ 。别 ， 各组间 ＡＬＰ表达量比较图如图 ２ 。

．
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表 １ 各组 ＡＬＰ检测 结果比较
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图 １Ｆｏ ｒｃｅ ｌ 四点 弯曲 细胞 力学加载仪压力 原理图４Ｇ
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１ ． ４ 激光对 Ｍ０６ ３ 细胞的照射１ Ｑ
＿

低能量半导体激光神 ６６ｍＷ ， 光纤探头 ０ ．４ｍｍ
， 波Ｔ

｜｜＿
长 ８ ０８ｎｍ ， 照射时间为 １ｍ ｉ

ｎ
， 能量密度 ３Ｊ

？
ｃｍ

－

。组Ｉ组丨 丨组Ｈ丨组ＩＶ

１ ＿ ５ 实验分组图 ２ 各组 ＡＬＰ 表达量 比较 图

将细胞随机分成 四组 ： 组 Ｉ（对照组 ） ： 不做任何处理 。Ｆｉ
ｇ．

２Ｕ ｉＨ
ｇ
ｒａｍ？ｆ ＡＬＰｉｎｏｓ ｔｅｏｂ ｌａｓｔｓ

组 ｎ （压力组 ）
：
细胞加载装 置对细胞加压力 ， 加 力板变形 ｆｔ

为 ３０ ００ｕ ｓｔ ｒａ
ｉ
ｎ

， 加力 时间 ３ｈ
。 组 〇 ］

（激光组 ） ： 激光照射 １２ ． ２ＬＬＬＴ联合压力对成骨样细胞内 Ｃａ
２＋

浓度变化的影响

ｍ ｉｎ ， 剂量 ３
Ｊ

？
ｃｍ

２

。 组 ＩＶ （联合组 ）
：
细胞加力 （加力方式同（ １ ）各组成骨细胞的细胞内游离 Ｃａ

２＋

荧光强度值见表 ２ 。

组 ＩＩ ）后 ， 激光照射 （ 方式 同组 ＩＨ ） 。
４ 组细胞均在 １ ２ｈ 后收压力组胞内 Ｃａ

２＋

荧光强度随着受力时 间 （ ０
，
５ ，１ ５ ，３０ ， ６０

集细胞 ， 检测细胞碱性磷酸酶 ， 重复 ３ 次 。 四组测 量值用 士ｍ ｉｎ ）的变化趋势为减弱增强再减弱 ， 为波浪形 ， 在 ３ ０ｍ ｉｎ 是

ＳＤ表示 ， 用单因素方差分析法检验组间差异显著性 ， 组 间峰值 。 激光压力组胞 内 Ｃａ
２＋
的荧光强度随受力时间 变化趋

比较用 ９检验 。势是逐渐增强 ， 变化波形较平缓 ， 峰值出现在 ６０ｍｉ ｎ （如 图

第二部分实验分两组 ， 第
一

组 （张力组 ） ： 分别在加 力 〇
，３ ） 。

５ ，１ ５ ， ３０ ，６０ｍ ｉ
ｎ 时立即收取细胞 ， 重复 ３ 次 。 第二组 （激光 （２ ）激光压力组 ０ｍ ｉｎ （即激光组 ）与压力组 ０ｍｉｎ （即 空白

张力组 ） ： 分別在加 力 〇
，５ ，１ ５ ，３０ ，６０ｍｉ ｎ 后激光照 射 １对照组 ）相 比 ， 细胞 内 Ｃａ

２＋
浓度减少 （ ／

＞＜０ ？ ０５ ） ， 表 明 ＭＯ

ｍ
ｉ
ｎ

， 立 即收取细 胞 ， 重复 ３ 次 。 用胰酶 消化各绀细胞 ， １＞６ ３ 对 ＬＬＬ Ｉ 的响应也是通过 Ｃａ
ｚ ｆ

浓度变化发挥作用 。
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表 ２ 各组成骨细胞 内 Ｃａ
２＋

荧光强度值 （
又士 ＳＤ ）

Ｔａｂｌｅ ２Ｒｅｓｕｌｔｏｆ ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓ 丨ｔｙ ｉｎｏｓ ｔｅｏｂｌ ａｓｔｓ （Ｘ士ＳＤ ）
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研究脉冲激光照射鼠颅骨成骨细胞后 ， 细胞数 目及活性都显

－

ｔ
－

ｉｖｊｍ．著增加 ， 碱性磷酸酶活性增加 ， 说明 ＬＬＬＩ 可以促进成骨细

＆
丨 〇

＿—

？？
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激光胞增殖和分化 ， 在骨重建中地位十分重要 。

１实验显示压力组和激光组均较对照组的 ＡＬＰ 活性增加 ，

＾
５

－说明适宜的压力 和低能量激光照射均能刺激成骨细胞的功
Ｍ能 ， 增加其分化成熟 。 当压力和低能量激光联合应用时 ， 成
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，
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飾細 ＡＬＰ酣輒照綱力Ｕ ’ｆ旦槪施嫌舰￥
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有所下降 。 说明 ＬＬＬＩ 使受到压力 的成骨细胞 ＋Ｐ 活性稍有

图 ３ 各组成骨细胞内 Ｃａ
２＋
荧光降低 ， 使其成骨减少 ， 相对 的破骨增加 ， 促进正畸压力侧 的

强度值图 （
ａｒｂ ｉｔｒａｒｙ ｕｎｉｔ

）破骨过程 。
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ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔ
ｙ成骨细胞的增殖 、 分化及迁移等过程 十分复杂 ’ 细胞间

ｉｎｏｓｔｅｏｂｌａｓｔｓ （ ａｒｂ ｉ
ｔｒａｒｙｕｎｉ ｔ）的相互作用均是通过多种第— 使 （ 包括 Ｃａ

２＋
） 来调控 。 机

械力学刺激作用于成骨细胞时 ， 细胞内 Ｃａ
２
＋

浓度发生改变 ，

２ ． ３ 讨论通过 Ｃａ
２＋
浓度 变 化来 调节 成 骨细 胞 的各 种 生理 行 为 。

大量关于机械力作用下的成骨细胞信号传导途径 、 增殖Ｐｅａｋｅ
［ ｚ２

］ 的实验证明成骨细胞内 Ｃａ
２＋
浓度变化早期参与 了成

活性和基因表达变化的研究Ｄ １ １ ３
］

， 显示 ： 细胞受到机械力学骨细胞对机械刺激的响应 ■＞〇１ ６
１１ ；

１１
；

［
２ ３

］发现 ０＾１ 使成骨样细

刺激后 ， 其本身的形态 、 细胞骨架甚至细胞核骨架发生明显胞内 Ｃａ
２
＋

ｐ
度增高 ， 从而调节成骨样细胞的分化 。 Ｃｈｅｎ

［ ２４
］

变化 ， 活化第二信使系 统 ， 最终引 起细胞生物学特性 的改的研究显示剪切力作用于成骨细胞数秒后 引起细胞内 Ｃａ
２＋

变 。 对细胞体外加力 的装置有许 多种 ， 力 的性质也不 尽相浓度增加 。 有临床实验
［ ２５

］对患者尖牙施加拉力 １ ５０ｇ／侧 ， 使

同 ， 本实验应用 四点弯 曲加载仪 ＾
其向远 中移动 ， 同时采用 ＬＬＬＩ （ ７８ 〇ｎｍ ） ， 连续 ９ 个月 每个月

目前普遍认为 ＡＬＰ 是成骨细胞分化和功能的标志 ， 体连续 ３ 天 ， 结果显示加快牙齿移动速度 ， 而且牙槽骨和根尖

外研究已证实 ， 没有 ＡＬＰ 的存在 ， 钙化就不会发生 。
Ｗ ｕｔｈ

ｉ

－吸收的概率并不增加 ， 说明 ＬＬＬＩ 对牙周组织的改建包括成

ｅｒ 等
［ １ ５

］研究显示碱性磷酸酶具有转运磷酸盐 、 Ｃａ
２ ＋

ＡＴＰ 酶骨及破骨均有促进作用 ， 与本实验结果 ＬＬＬ Ｉ 促进压力侧的

或作为钙结合蛋白 的作用 。
Ｅｎｃ

ｉ
ｎａ 等 〔 １

６ ］

实验显示 ＡＬＰ 通过破骨相一致 。 本课题组前期实验证明 显示 ＬＬＬＩ 联合张力刺

水解有机磷酸酯 ， 使局部 Ｐ〇４

＊

■

浓度 明显升高 ， 而且进
一步激对成骨细胞内 Ｃａ

２＋
浓度变化早期 参与 了成骨细胞对机械

水解 ＡＴＰ 、 焦磷酸等晶体生长抑制剂 ， 从而使钙化程序启刺激和 ＬＬＬＩ 的响应 。

动 。 Ｊ ａｎ
ｅ 等 ［

１７
］发现碱性磷酸酶属于细胞膜蛋 白 ， 能与细胞质对成骨样细胞施加压力 ，

５ｍ ｉ
ｎ后发现和未受力时相 比 ，

膜的磷脂复合体共价结合 ， 介导信号的跨膜传导 。 可见成骨细胞内 Ｃａ
２＋

浓度降低 ， 显示成骨细胞对压力 刺激的生理响

细胞的增殖 、 迁移及分化 ＡＬＰ 都参与调节 ， ＡＬＰ 与成骨细应也是通过胞内 Ｃａ
２＋ 浓度变化来完成 。 受到压应变 的成骨

胞的成熟及分化呈正相关 ， 是调节骨形成的重要物质 。样细胞内 Ｃａ
２
＋

浓度的变化随加 力 时间在 ０ ，５ ，１ ５ ，３０ ，６０

郑翼等 ［
１ ８

］发现顶底轴 向 压力 对成骨样细胞 的功能 状态ｍ
ｉ
ｎ 时的变化趋势为先减低 ， 后增高再减低 ，

３ 〇ｍｉｎ 为峰值 。

和增殖活性有显著影响 ， 并且随着时间的推移而恢复 ， 未产研究资料显示如果细胞 内 Ｃａ
２＋

的浓度持续快速地大幅增加

生病理性的损害 。 胡立桉等［
１ ９

］ 发现持续压力 可降低成骨细会对细胞造成显著损伤 ， 甚至会 引起细胞的死亡。 对受到压

胞碱性磷酸酶的分泌活性 ， 适当值的压力 在恢复正常后碱性力 的成骨样细胞施加低能量激光照射后 ， 细胞 内 Ｃａ
２＋

浓度

磷酸酶的分泌活性可恢复正常 ， 力值过大则可能影响细胞的的变化曲线变的相对缓和 ， 由 此推测 ＬＬＬＩ 可能是通过调节

功能 。 Ｒ〇ｅｌｏｆｓｅｎ
［
２？研究表明 间歇性的静水压提高了 细胞的胞内 Ｃａ

２
＋

浓度变化节奏来调节成骨细胞的分化 ， 从而调控

碱性磷酸酶活力 。 不同的研究其结果不尽相 同 ， 分析可能与成骨与破骨之间的平衡 ， 为临床应用 ＬＬＬＩ 加速牙齿移动提

力值大小不同以及加力装置的不同有关 。 本研究结果显示压供实验基础和理论支持 。 口腔正畸治疗是在力 的作用下 ， 张

力使成骨细胞碱性磷酸酶活力增加 。力侧和压力侧牙槽骨均有成骨和破骨发生 ， 但张力侧以成骨

Ｈａｘｓｅｎ
［ ２ １

］研究了人成骨细胞 ＡＬＰ 的诱导和低能量激光为主 ， 而压力侧 以破骨为主的过程 。 本研究中 ， ＬＬＬＩ使受到

照射阈值的相关性 ， 采用 ５ １ ， １ ０２ ，２０４ｍＷ
？

ｃｍ

－

２

三种功率压力的成骨细胞 ＡＬＰ 活性稍有降低 ， 牙槽骨钙化程度的降

密度的低能量激光照射细胞 ， 发现成骨细胞受到低能量激光低有利于破骨过程的进行 ， 与 ＬＬＬ Ｉ 加速牙齿移动的理论
一

照射后产生的 ＡＬＰ 呈对数变化规律 ， 具有明显 的阈值 。
Ｘｕ致 。
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侧牙槽骨的破骨过程的进行 ， 可能是 ＬＬＬＩ 加速牙齿移动的

３结 论机理之一。 受到压应变 的成骨样细胞施加低能量激光照射

后 ， 细胞内 Ｃａ
２＋

浓度的变化 曲线变的相对缓和 ， 由此推测

在正畸治疗过程中 ， 低能量激光照射使压力侧的成骨细ＬＬＬＩ极有可能是通过调节胞内 Ｃａ
２＋

浓度的变化节奏 ， 来达

胞 ＡＬＰ 活性稍有降低 ， 降低了牙槽骨钙化程度 ， 有利于压力到进
一

步调控成骨细胞的分化成熟 。
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