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·基础研究·

氦氖激光穴位照射对兔颞下颌骨关节病
软骨细胞Bcl-2与Bax的影响*

毛凯平1 邹 璟 1 李 解1 姜梦雅1 高桃珍1 黄国付1

摘要

目的：通过研究氦氖激光对退变颞下颌关节细胞凋亡相关蛋白Bcl-2与Bax表达的影响，明确氦氖激光对颞下颌关

节退变的保护作用机制，为临床运用氦氖激光治疗颞下颌关节骨关节病提供依据。

方法：将骨骼发育成熟的健康成年雄性新西兰大白兔随机分为正常组、假模型组、模型组和治疗组，每组10只，组内

又分为造模成功后第 1d、11d两个取材时间点。参照常嘉等的造模方法，建立颞下颌关节骨关节病动物模型并行

CT检查证实造模成功后纳入。治疗组采用氦氖激光照射患侧颊车、上关、下关、听宫、翳风穴，5min/穴/天，共10d；

假模型组仅作关节囊切开后即缝合组织。运用qPCR检测蛋白多糖4（PRG-4）及骨形态发生蛋白2（BMP-2）mRNA

水平，Western Blot方法检测各组织Bcl-2、Bax的蛋白表达水平。

结果：正常组及假模型组不同时间点之间软骨基质基因表达无明显差异，建立TMJOA模型后，基因表达降低，基质

逐渐降解，氦氖激光治疗10天后，PRG-4及BMP-2表达有所上升；凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax的表达在正常组及假模

型组之间无显著性差异，造模后抗凋亡蛋白Bcl-2表达减少，而促凋亡蛋白Bax增强；氦氖激光干预10天后Bcl-2的

表达较前明显增强，而Bax的表达显著下降。

结论：凋亡调节蛋白参与了氦氖激光穴位照射改善颞下颌关节软骨基质的合成与代谢。
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Abstract
Objective: To observe the effects of He-Ne laser on the expression of apoptosis-related protein Bcl-2 and Bax

in degenerated temporomandibular joint of rabbit, to explore its etiopathogenisis and pathomechanismin reliev-

ing temporomandibular joint degeneration and provide the basis for clinical application of He-Ne laser in the

treatment of temporomandibular joint osteoarthriti.

Method: Forty New Zealand white rabbits were randomly divided into 4 groups: normal group, sham model

group, model group and treatment group, 10 in each group, every group was divided into two time points (1d,

11d). Establish animal model of temporomandibular joint disease consulting the building methods of ChangJia.

He- Ne laser was rayed at Jiache, Shangguan, Xiaguan, Tinggong, Yifeng point for 10 days in the treatment

group. Stitch joint capsule as soon as its incision in sham model group. The animals were killed at the 1d,

11d time point and the protein expression of Bcl- 2, Bax in temporomandibular joints were examined. qPCR

was obtained to examine the gene expression of PRG-4 and BMP-2.
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颞 下 颌 关 节 骨 关 节 病（temporomandibular

joint osteoarthritis, TMJOA）是一种以颞下颌关节

软骨组织面损坏与耗损，伴随软骨下骨组织改建和

滑膜相应改变为主要特征的一种发生于关节局部

的、非炎性的退行性疾病。其发病率高达30%，是导

致机体残疾，影响生存质量的重要原因之一。

研究表明，颞下颌关节骨关节病髁突软骨组织

中存在过量的细胞凋亡现象，软骨细胞异常增殖与

过度凋亡导致软骨基质自身调节机制的破坏，可能

是其骨关节病发生的重要原因之一[1]。氦氖激光是

临床治疗 TMJOA 的常用手段之一，但其作用机制

尚不完全清楚，本文通过研究氦氖激光对退变颞下

颌关节细胞凋亡相关蛋白 Bcl-2（B cell leukemia-

lymphoma- 2）与 Bax（Bcl- 2- associated X protein-

gene）表达的影响，以期明确凋亡相关蛋白参与氦氖

激光对颞下颌关节退变的保护作用与机制，为临床

运用氦氖激光治疗颞下颌关节骨关节病提供依据。

1 材料与方法

1.1 动物与分组

选用骨骼发育成熟的健康成年雄性新西兰大白

兔，月龄 5—6 个月，体重 2—2.5kg，无牙颌畸形，由

武 汉 大 学 实 验 动 物 中 心 提 供（合 格 证 号 ：

42000500002225），在标准条件下（武汉市第一医院

中心实验室）适应性饲养3周后开始实验，实验过程

中的程序经过了武汉市第一医院实验动物伦理委员

会审批。所有动物进行编号，查随机数字表分为 4

组：①正常组（n=10）：自然饲养，不作任何治疗；②
模型组（n=10）：模型，不作任何治疗；③假模型组

（n=10）：同模型组，但不切除关节盘，不作任何治

疗；④治疗组（n=10）：于造模后第1天开始氦氖激光

治疗，连续治疗10d。

各组分别在造模成功后第1天和第11天2个时

间点各取 5只，将实验动物以过量注射麻醉药方法

处死，取各组髁突软骨，冻存于-80℃冰箱待检测。

1.2 造模方法

参照常嘉等[2]的造模方法，建立颞下颌关节骨

关节病动物模型。于耳缘静脉注射 1mg/kg的 2.5g/

L 的戊巴比妥钠。无菌条件下自眼外眦外侧 5mm

处至外耳道方向行 2cm长的皮肤切口，分离皮下组

织，暴露关节囊。水平切开关节囊，切开关节盘的外

侧附着，将下颌升支推向外侧以充分暴露髁突关节

面与关节盘。将关节盘前外1/2部分切除。无菌生

理盐水充分冲洗后将剩余关节盘复位，分层缝合关

节囊、皮下组织和皮肤。假模型组仅作关节囊切开

后即缝合组织。术后不限制动物的下颌运动，饲养

颗粒性常规兔饲料，单笼饲养。连续肌肉注射青霉

素 3d，每天 4万单位。于术后 1个月行颞下颌关节

CT检查，出现典型的TMJOA改变即进行后续实验，

未出现TMJOA改变的动物予以剔除。

1.3 治疗方法

采用氦氖激光多功能治疗仪（MDC-500），输出

氦氖激光波长 632.8nm，功率 10mW，激光光针光斑

直径2mm。取患侧颊车、上关、下关、听宫、翳风，光

针紧贴皮肤并与之垂直，每穴照射5min，共治疗10d。

1.4 观察指标及检测方法

Western Blot：取出软骨后，迅速称重，利用研磨

法将软骨磨成粉末状，收集到1.5ml的EP管中，在冰

上裂解组织30min，离心15min，取上清，测定蛋白浓

度。Western Blot 方法进行检测 Bcl-2、Bax 蛋白表

达量，按蛋白分子量配制10%的PAGE胶电泳，根据

预染 marker 显示，充分分离目的蛋白，取出凝胶用

Result: The establishment of TMJOA model decreased the gene expression, 10 days He- Ne laser treatment

may increase the mRNA level of PRG-4 and BMP-2; Bcl-2 and Bax protein expression had no statistical signif-

icance between different time point in the normal group and the sham model group by Western Blot test, and

Bcl-2 was still up-regulated in the treatment group after He-Ne laser treatment for 10 days, but Bax was down-

regulated.

Conclusion: Bcl-2 and Bax involved in the protect effect of He-Ne laser on acupoints on the degenerated tem-

poromandibular joint.
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蒸馏水冲洗，剪与 PAGE 凝胶相同大小的 PVDF 膜

和滤纸，PVDF膜用甲醇浸泡数秒后和滤纸一同浸

泡于电转缓冲液中。然后用含 5%脱脂奶粉的

TBST（封闭液）浸泡PVDF膜，室温摇床封闭2h。再

加入一抗孵育，TBST充分洗涤PVDF膜5—6次，用

封闭液稀释相应的HRP标记二抗，1∶40000稀释，使

PVDF膜浸泡于二抗孵育液中，显色曝光，BandScan

凝胶图像分析软件分析胶片灰度值。

Real-time PCR：从 Trizol 中取出软骨，提取总

RNA，从总RNA中DNA的消除，反转录，加入1μl的

Oligo，1μl的 ddH2O；65℃加热 10min，结束后迅速置

于冰上冷却，将制备好的 cDNA 进行 PCR 扩增，

BMP-2引物设计 f: 5‘-GAAGCTTTGGGAGACGA-

CAG-3’r:5‘-TTCTCCTCCAAGTGGGTCAC-3’

PRG-4 引物设计 f: 5‘ -GTCATTATTTGTG-

GATGCTT-3’f: 5‘-GTRGTRATKGCTCTTGCTGT-

3’反应体系 95℃，3min；95℃，3s，60℃ 20s，40 cy-

cles；95℃，15s；60℃，1min；95℃，15s；60℃，15s。数

据由qbase plus软件分析。

1.5 统计学分析

采用SPSS 17.0软件进行，各组数据用均数±标

准差表示，组间、组内比较采用双因素方差分析。

2 结果

2.1 模型兔颞下颌关节CT表现

本研究采用了成年新西兰大白兔作为实验对

象，手术切除部分关节盘制造 TMJOA 模型。模型

兔于术后1个月行三维CT检查，患侧下颌关节盘出

现缺损，形态改变，骨质表面粗糙，CT平扫可见骨赘

及关节结节形成，骨质增生明显。见图1。

图1 TMIOA模型CT表现

注：A和B分别为模型组健侧（左侧）、患侧（右侧）颞下颌关节三维CT表现，图C为CT平扫，可见患侧骨质表面粗糙，骨赘及关节结节形成，骨
质增生明显。

2.2 氦氖激光治疗对软骨基质蛋白及细胞凋亡相

关蛋白表达的影响

qPCR检测显示，正常组及假模型组不同时间点

之间软骨基质基因表达无明显差异，建立TMJOA模

型后，基因表达降低，基质逐渐降解，氦氖激光治疗

10天后，PRG-4及BMP-2表达有所上升。见表 1—

2。Western Blot检测显示，正常组和假模型组各时

间点Bcl-2、Bax的蛋白表达均无显著性变化；造模成

功后第 1天，模型组第 11天Bcl-2表达减少，而Bax

的表达增强；氦氖激光干预10d后Bcl-2的表达明显

增强，而Bax的表达显著下降。见图2，表3—4。

3 讨论

颞下颌关节骨关节病是口腔常见病，其中软骨

细胞破坏及软骨基质降解是其主要病理过程 [3]。
PRG-4是由部分滑膜细胞核表层关节软骨细胞表达

的粘蛋白，是关节液的重要组成部分，可介导边界润

表2 各组不同时间点BMP-2基因相对表达量 （x±s）

组别

正常组
假模型组
模型组

氦氖激光组
①P>0.05，与正常组相比；②P＜0.05，与正常组及假模型组第 1d相
比；③P＜0.05，与假模型组第11d相比

1d

1
1.008±0.123①

0.724±0.077②

0.750±0.087②

11d

1
0.922±0.034①

0.628±0.110
2.224±0.735③

表1 各组不同时间点PRG-4基因相对表达量 （x±s）

组别

正常组
假模型组
模型组

氦氖激光组
①P>0.05，与正常组相比；②P＜0.05，与正常组及假模型组第 1d相
比；③P＜0.05，与假模型组第11d相比

1d

1
1.004±0.119①

0.570±0.073②

0.590±0.062②

11d

1
0.952±0.081①

0.658±0.275
1.922±0.902③
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图2 Bcl-2、Bax蛋白电泳典型图片

注：Control、Sham、Model及HNL分别代表正常组、假模型组、模型组
及氦氖激光治疗组

D1 D11
Control Sham Model HNL Control Sham Model HNL

Bcl-2

GAPDH

Bax

滑[4—6]，缓冲过大的关节负荷，降低盘突间的摩擦力，

保护和修复软骨。BMP-2又称为骨形态发生蛋白，

是一种诱导成骨或软骨的生长因子，具有促进软骨

形成的作用，参与人体多种骨组织损伤后的重建与

修复，研究发现WNT在BMP刺激下促进成骨细胞

分化，增强BMP诱导下的胶原、骨基质蛋白和骨钙

蛋白表达，BMP-2基因突变可导致牙槽骨丧失。因

此，二者基因表达的异常可导致两种蛋白的转录、合

成明显受到抑制，继而改变细胞外细胞外基质的环

境。基质环境的改变间接促进软骨细胞的凋亡，目

前实验已证明了软骨细胞凋亡参与了髁状突软骨发

育[7]，并且在骨关节病软骨的检测中，已明确观察到

典型的类似限制性内切酶多态性表现的现象，证实

骨关节病中存在软骨细胞过度凋亡的现象，过度凋

亡可能为骨关节病重要发病原因之一[8—9]。

颞下颌关节炎中，软骨基质降解可使细胞生存

的环境及生存信号逐渐丧失，诱导细胞凋亡，而细胞

结构的破坏亦可反向作用于细胞外基质，导致细胞

外基质PRG-4和BMP-2分泌减少，基质修复和重建

受到限制，形成恶性循环。因此，颞下颌关节退变的

实质是颞下颌软骨细胞外基质的降解，基质降解后

内环境紊乱，细胞粘附功能减退导致的细胞凋亡。

细胞凋亡亦称程序化细胞死亡，是在基因控制下的

一种细胞自我消亡形式。Bcl-2家族蛋白是目前细

胞凋亡相关基因中研究最多的一类蛋白，它与细胞

凋亡密切相关，在细胞凋亡过程中发挥着重要的调

控作用 [10]。Bcl-2 与 Bax 形成异源或同源二聚体来

调控细胞凋亡[11—12]，但当各种刺激因素打破这种平

衡，就会导致细胞凋亡[13—14]。Bc1-2对细胞凋亡具有

明显的抑制作用，而 Bax 拮抗 Bc1-2，促进细胞凋

亡。Bax/Bcl-2的比值增大，促进细胞凋亡；而Bax/

Bcl-2的比值减小，则抑制细胞凋亡[15]。Bax和Bcl-2

两者作用相互拮抗，共同决定细胞是否进入凋亡程

序[16]。

氦氖激光对颞下颌骨关节病具有良好的治疗作

用[17]，尤其是在激光缓解本病导致的疼痛及咬合功

能障碍方面，已经有不少基础研究，研究显示，氦氖

激光光针释放出的激光光子能量被病态的生物分子

吸收后，可改变病态生物分子内能，这种改变相当于

一种刺激源，可直接或间接兴奋神经、肌肉和腺体，

同时可使钾离子致解反应时间显著延长，使五羟色

胺物质明显降低，激活内源性吗啡样镇痛物质，延长

感觉神经潜伏时间，整合中枢神经的痛觉信号，从而

达到镇痛效果，并通过促进新生血管的形成改善颞下

颌关节患者局部血液循环，通过抑制固有炎症介质

PGE的合成及直接起到抗炎作用，降低炎症反应[18]。

中医学认为该病属“痹症”范畴，多因关节周围经络

受外邪侵袭，寒、湿邪集聚于足阳明经脉，而致经脉

失和、气血运行不畅、脉络阻滞、关节不利，发为疼

痛，张口咀嚼功能受限[19]。针刺、艾灸刺激面部穴位

有明显的消炎止痛、消除组织水肿、改善血液循环之

作用，常用穴位，其中下关穴是足阳明经所结之处，

取之有通经活络、利关节、活血止痛之作用。而针灸

学理论认为腧穴亦能主治所在部位和邻近组织器官

的病症，常取颊车、上关、听宫及翳风等穴，治疗头面

部疾病。将氦氖激光照射与祖国传统医学针刺手法

相结合，一方面发挥了穴位治病的特点，另一方面有

效地利用了激光局部照射，产生镇痛、消炎、促进组

织修复等疗效的优势。

表3 各组不同时间点Bcl-2蛋白相对表达量 （x±s）

组别

正常组
假模型组
模型组

氦氖激光组
①P>0.05，与正常组相比；②P＜0.05，与正常组及假模型组第 1d相
比；③P＜0.05，与假模型组第11d相比

1d

1
0.940±0.061①

0.536±0.069②

0.544±0.037②

11d

0.992±0.089
0.930±0.065①

0.606±0.087
0.708±0.131③

表4 各组不同时间点Bax蛋白相对表达量 （x±s）

组别

正常组
假模型组
模型组

氦氖激光组
①P>0.05，与正常组相比；②P＜0.05，与正常组及假模型组第 1d相
比；③P＜0.05，与假模型组第11d相比

1d

1
0.984±0.109①

1.890±0.171②

1.964±0.322②

11d

1.016±0.151
1.124±0.067①

2.170±0.059
1.726±0.124③
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本研究从关节软骨退变机制的角度，结合针灸

学的理论，进一步探讨了氦氖激光延缓颞下颌关节

退变、抑制软骨细胞凋亡的机制。结果显示退变的

颞下颌关节组织中，Bcl-2蛋白表达较正常颞下颌关

节明显降低，而Bax的蛋白表达则显著增加。在治

疗组中选用氦氖激光照射患侧颊车、上关、下关、听

宫、翳风穴 10d后，颞下颌关节组织中Bcl-2的蛋白

表达明显增加，同时Bax的蛋白表达显著降低，表明

氦氖激光治疗可上调兔颞下颌关节中软骨细胞抑制

凋亡因子Bcl-2表达，下调促凋亡因子Bax表达，有

效清除细胞凋亡产物，达到防治颞下颌关节骨关节

病的目的。氦氖激光良好的生物刺激作用也能通过

经络传导产生类似针刺穴位的远位效应，调整病变

部位的电生理，二者的共同作用使颞下颌功能恢复

正常或得到改善，从而达到治疗目的。

研究中关于治疗天数的选择，由于所使用的激

光和试验设计的差异，所使用的次数不尽相同。而

各研究的治疗次数有 1[20]、4[21]、6[22]、10 次 [23—25]等，多

集中于 6—10次。疗程以 10次应用最广泛，综合考

虑各方面因素，本研究采用10天，每日1次治疗对动

物进行干预。

本研究首先证实氦氖激光对退变颞下颌关节的

保护作用，继而探讨凋亡相关蛋白参与这一作用的

机制，为临床运用氦氖激光治疗 TMJOA 提供了一

定的理论依据，但其调控的信号通路仍需进一步深

入研究。
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