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摘要 目的：探讨以亚甲基蓝为光敏剂的光动力疗法对金黄地鼠创伤性口腔溃疡的治疗效果。方法：金黄地鼠随机分成 4组：空白

对照组、光敏剂组、激光组、光动力组。取直径 5 mm的金属棒，加热后置于金黄地鼠颊粘膜上 5 s，肉眼可见形成直径约为 5 mm

的溃疡模型；按分组给予不同处理后，在 6小时、24小时、5天、7天，处死制备病理切片，经 HE、MASSON染色定性观察中性粒细

胞数量、再生上皮、成纤维细胞、新生血管和胶原纤维情况。结果：模型建立 24小时后，肉眼及组织病理学观察可见金黄地鼠口腔

溃疡模型建立成功。在治疗 24小时后，光动力治疗组的中性粒细胞数量与其他组相比显著增高（P＜0.01）。治疗后第五天和第七

天，新生的血管和胶原纤维情况光动力组明显优于空白对照组和光敏剂组（P＜0.01），也多于激光组（P＜0.05），上皮再生情况激

光组优于空白对照组和光敏剂组（P＜0.01），光动力组上皮再生也优于空白对照组和光敏剂组（P＜0.05）。成纤维细胞数量各组间

无明显差异。结论：光动力疗法可加快口腔溃疡的愈合。
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Experimental Study of Photodynamic Therapy in the Hamsters
Oral Ulcer Therapy*

To investigate oral ulcer-healing process after photodynamic therapy (PDT)mediated by methylene blue dye

(MB). Golden hamsters were randomly divided into 4 groups: Control group, Ps group, LLLT group and PDT group. The le-

sions were made with a heated punch approximately 5 mm in diameter about 5 s and then given different intervention according the

group. The animals in each group were killed at 6 hours, 24 hours, 5 days and 7 days and then sections were stained with hematoxylin

and eosin (HE) and Masson trichrome (MT) for histological analysis by light microscopy in neutrophils，reepithelization stage, fibrob-

lasts, new vessels and newly formed collagen. After establishing oral ulcer model 24 hours, the HE staining showed that the

model was successfully built. After 24 hours treating, in PDT group the neutrophils increased significantly compared with that in other

groups（P＜0.01）. In 5 days and 7 days, the PDT group significantly improve the new vessels and newly formed collagen compared with

that in Control group, Ps groups（P＜0.01）and LLLT group（P＜0.05）. The LLLT group significantly improved the reepithelization stage

compared with that in Control group and Ps groups（P＜0.01）and the PDT group also improved the reepithelization stage compared with

that in Control group and Ps groups（P＜0.05）. New fibroblasts did not show significant differences in four groups. PDT

confers a protective e観ect against oral ulcer-healing response.
Photodynamic therapy; Methylene blue; Oral ulcer

*基金项目：国家自然科学基金项目（8160994）

作者简介：张嘉辉（1987-），男，硕士研究生，主要研究方向：光动力治疗，电话：18604512892，E-mail: zjhggn@163.com

△ 通讯作者：毕良佳，电话：13603688826，E-mail: bilingjia@163.com

（收稿日期：2019-01-22 接受日期：2019-02-18）

前言

口腔溃疡是较为常见的口腔粘膜溃疡类疾病，病因复杂，

局部创伤、免疫因素、遗传因素、全身系统疾病、不良环境等可

诱发，发作时疼痛较为剧烈，严重者还会影响饮食、说话；此外

还可并发口臭、慢性咽炎、便秘、头痛、头晕、恶心、乏力、烦躁、

发热、淋巴结肿大等全身症状。组织病理学特点为非特异性炎

症。其治疗大多为局部止痛、促进愈合，严重者通过全身治疗来

延长间歇期，缩短发作期，缓解病情[1,2]。但由于口腔内的特殊环

境，治疗效果并不理想。

光动力疗法（Photodynamic Therapy，PDT）是一种安全无创

的治疗方法，当光敏剂与特定靶细胞结合后在特定波长的激发
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光照射下，产生单线态氧与自由基等细胞毒素物质作用于靶细

胞的治疗方法[3,4]。已在多种疾病的治疗中取得了良好得效果，

包括恶性肿瘤、牙周病、种植体周围炎、皮肤伤口的愈合等[5,6]。

但光动力疗法应用于口腔溃疡的报道却很少，原理也不明确。

本实验通过观察光动力疗法对金黄地鼠口腔内创伤性溃疡的

治疗效果，以探讨光动力疗法对口腔溃疡愈合的治疗效果以及

对早期炎症的影响。

1 材料与方法

1.1 材料和实验动物

本实验选取金黄地鼠（Golden hamster）：维通利华，北京。

38只，平均质量约为 100 g，雌鼠 14只，雄鼠 24只。饲养室相

对湿度 40-70%，温度 18-29℃，固体食物及蒸馏水喂养。

光敏剂为 1 mg/mL的亚甲基蓝（Methylene blue，MB）溶液

购于北京宏大博宇，将溶液配制成浓度为 0.3 mg/mL，光源采用

波长 664 nm红色激光[7,8]。

1.2 方法

1.2.1 动物模型建立、治疗及分组 准备含有异氟醚的棉球，

放置于密封良好的玻璃箱中，再将实验动物放入玻璃箱中，观

察动物至麻醉（时间约 3-4分钟），然后取出玻璃箱中动物，固

定在动物实验台上。小镊子取出实验动物双侧颊囊内存留的食

物和异物，将蒸馏水抽取到注射器中，在动物口腔内放置吸引

器，一边吸引一边冲洗动物口腔，冲洗约 15秒，轻柔地翻出动

物双侧颊囊（自后向前），选择大小合适的小棉球蘸取蒸馏水，

擦拭干净动物颊囊黏膜。用吸引器吸净动物口腔内蒸馏水，用

温热的空气将动物颊囊黏膜吹干。

平均体重 100 g健康的金黄地鼠，6只（雌 2只，雄 4只），

双侧进行口腔溃疡模型的建立，取直径 5 mm的金属棒，加热

后置于金黄地鼠颊粘膜上 5 s，肉眼可见形成直径约为 5 mm的

溃疡模型。24 h后将 6只建模金黄地鼠处死，切取溃疡部位的

粘膜组织进行病理学观察，判断建模是否成功[9,10]。

建模成功后对 32只金黄地鼠双侧口腔粘膜进行溃疡模型

制备，共得到 64个模型。随机将建模动物分为 A空白对照组、

B光敏剂组、C激光组、D光动力组组，每组 8只金黄地鼠。模

型建立后即刻对 B组和 D组的溃疡周围等距的 4到 5个点内

注射 0.3mg/mL的亚甲基蓝溶剂 1mL，每个点内大约注射 0.2mL

亚甲基蓝溶剂，避光孵育 10分钟。之后用波长为 664 nm的红

色激光对 C组和 D组溃疡部位进行照射 3分钟，功率为 50

mw、光斑直径 5 mm、光斑面积：0.196 cm2，每处溃疡接收的能

量密度为：45.9 J/cm2。

1.2.2 组织病理学分析 在模型建立后的 6小时、24小时、5

天、7天后每组随机选取 2只金黄地鼠处死，切取溃疡部位的

粘膜组织，包含粘膜全层。0.9％盐水冲洗后，立即用 10%甲醛

溶液固定切取的组织，进行石蜡包埋，切片约 4-5 微米，常规

HE染色和MASSON染色，光镜下观察。组织病理诊断和分组

采取双盲法设计，镜下观察切片并诊断由三名病理科专业医生

分别完成，取其均数。

中性粒细胞计数：在 6小时、24小时、5天、7天后在 400

倍镜下对中性粒细胞进行计数，计划每张 HE片子照 15张照

片，将切片分为 1.5 mm到组织表面为浅层，2到 3.5 mm为中

层，4 mm以下为深层，每层照 5张彩照。中性粒细胞数量由两

个病理学家分别计算，每层的中性粒细胞的数量为 5张彩照的

平均值，之后进行求和为中性粒细胞数量。

根据 HE和MASSON染色结果对上皮再生程度、成纤维

细胞、新生血管、胶原纤维进行半定量组织学评价，评价方式见

下表。

表 1 口腔溃疡愈合的半定量组织学评价

Table 1 Semiquantitative histological evaluation of oral ulcer healing

分数

Scale

上皮再生过程

Reepithelization stage

成纤维细胞

Fibroblasts

新生血管

New vessels

胶原纤维

Collagen

0
伤口边缘增厚

Thickening of cut edges

缺乏

Absent

缺乏

Absent

肉芽组织中缺乏

Absent-granulation tissue

1
再生上皮覆盖(<50%)

Migration of cells (<50%)

少量见于周围组织

Mild-surrounding tissue

少量见于周围组织

Mild-surrounding tissue

很少量见于肉芽组织

Minimal-granulation tissue

2
再生上皮覆盖(≥ 50%)

Migration of cells (≥ 50%)

少量见于肉芽组织

Mild-granulation tissue

少量见于肉芽组织

Mild-granulation tissue

少量见于肉芽组织

Mild-granulation

tissue

3
单层上皮覆盖

Bridging the excision

中量见于肉芽组织

Moderate-granulation tissue

中量见于肉芽组织

Moderate-granulation tissue

中量见于肉芽组织

Moderate-granulation tissue

4
上皮角化

Keratinization

大量见于肉芽组织

Marked-granulation tissue

大量见于肉芽组织

Marked-granulation tissue

大量见于肉芽组织

Marked-granulation tissue

1.3 统计学分析

用 SPSS19.0软件包对数据进行分析。数据以均数± 标准

差（x± s）表示，在各时间点，组间中性粒细胞计数结果采用多
因素方差分析和单因素方差分析。上皮再生程度、成纤维细胞、

新生血管、胶原纤维经半定量分析得出的数据应用采用采用

Kruskal-WallisH检验和Mann-WhitneyU检验进行分析。P<0.05

为差异显著，有统计学意义。

2 结果

2.1 口腔溃疡模型建立

在创伤性溃疡建立 4小时后肉眼可观察到模型动物颊部

有大小约 5 mm的溃疡形成，周围组织充血、水肿，溃疡表面有黄
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图 3 口腔溃疡模型建立 24小时

(A)空白对照组（B）单纯光敏剂组（C）激光治疗组（D）光动力治疗组

（苏木精 -伊红染色法，40× 10）

Fig.3 Dental ulcer after 24 hours of healing in Hamsters

(A) The control group.（B）The drug group.（C）The laser group. (D)The PDT group.

（Hematoxylin-eosin staining, 40× 10）

2.2 口腔溃疡模型建立 24小时、5天、7天口腔溃疡愈合的半

定量组织学结果

在溃疡模型建立 24小时后通过 HS染色可观察到光动力

组的中性粒细胞数量明显多于其他三组，而上皮再生程度、成

纤维细胞、新生血管、胶原纤维四组间无明显差异。在 6小时、5

天、7天后，各组间中性粒细胞数量无明显差异。（苏木精 -伊红

染色，400倍镜下）（见图 3）。

口腔溃疡模型建立第 5天，通过 HE染色可观察到光动力

治疗组在新生肉芽组织周围存在大量的新生血管和胶原纤维，

上皮再生大于 50%，伤口处无出血。激光治疗组在新生肉芽组

织周围可见中量的新生血管和胶原纤维，上皮再生大于 50%，

伤口处有少量出血。空白对照组和单纯光敏剂组在新生肉芽组

织周围可见少量新生血管和胶原纤维，上皮再生小于 50%，并

可见伤口处仍有较多出血。各组中成纤维细胞较少，无明显差

异。（苏木精 -伊红染色，100倍镜下）（见图 4）。通过MASSON

染色可观察到光动力治疗组中存在大量的胶原纤维，排列较为

整齐、连续。激光治疗组在新生肉芽组织中量的胶原纤维。空白

对照组和单纯光敏剂组在新生肉芽组织周围可见少量的胶原

纤维。(MASSON染色，100倍镜下）（见图 5）。

图 1 口腔溃疡模型

（苏木精 -伊红染色法，10× 10）

Fig.1 The model of Dental Ulcer

（Hematoxylin-eosin staining, 10× 10）

图 2 口腔溃疡模型建立 24小时后组织病理情况

（苏木精 -伊红染色法，10× 10）

Fig.2 Dental ulcer after 24 hours of healing in Hamsters

（Hematoxylin-eosin staining, 10× 10）

口腔溃疡模型建立第 7天，通过 HE染色可观察到光动力

治疗组在新生肉芽组织周围存在大量新生血管和胶原纤维，再

生上皮完全覆盖创口，乳头层没有完全形成。激光治疗组在新

生肉芽组织周围可见大量的新生血管和中量的胶原纤维，再生

白色假膜覆盖,并有炎性分泌物渗出。5天左右溃疡开始愈合，此

时溃疡面可见肉芽组织形成，创面缩小，红肿消退。7天左右溃

疡逐渐愈合（见图 1）。24小时后溃疡组织病理学观察见溃疡组

织的上皮细胞充血、水肿，核碎裂、固缩、深染，上皮溶解、坏死脱

落形成溃疡，达黏膜下层，有淋巴细胞、浆细胞、单核细胞及中

性粒细胞为主的炎性细胞浸润，提示溃疡模型建立成功（见图2）。
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2.3 统计学分析

溃疡治疗后 24小时：光动力治疗组中性粒细胞数量与其

他组相比显著增高（**P＜0.01），其余时间点各组间无明显

差异。

在治疗第 5天后，光动力治疗组与激光治疗组再生上皮愈

合超过 50%，与空白对照组和光敏剂组相比，激光组中再生上

皮愈合最佳（P＜0.01），再生血管与胶原纤维数量在光动力组

中数量最多（P＜0.01）。在手术 7天后。空白对照组和光敏剂组

再生上皮未完全覆盖伤口，而激光组和光动力组再生上皮覆盖

了溃疡表面，并出现不同程度角化（P＜0.05）。再生血管与胶原

纤维数量在光动力组中数量最多（P＜0.01）。各组间新生成纤

维细胞无明显差异。其余时间各组无明显差异。

3 讨论

光动力疗法作为一种新兴的安全、无创的治疗方法，目前

已应用于非黑素瘤皮肤癌 ，痤疮，光化性唇炎，皮肤利什曼病

图 4 口腔溃疡模型建立第 5天

(A) 空白对照组。（B）单纯光敏剂组。（C）激光治疗组。（D）光动力治疗组。

（苏木精 -伊红染色法，10× 10）

Fig.4 5 days after surgery

(A) The control group.（B）The drug group.（C）The laser group. (D)The PDT group.

（Hematoxylin-eosin staining, 10× 10）

图 5口腔溃疡模型建立第 5天

(A)空白对照组。（B）单纯光敏剂组。（C）激光治疗组。（D）光动力治疗组。

（Masson染色, 10× 10）

Fig.5 5 days after surgery

(A)The control group.（B）The drug group.（C）The laser group. (D)The PDT group.

（Masson trichrome, 10× 10）

图 6 口腔溃疡模型建立第 7天

(A)空白对照组。（B）单纯光敏剂组。（C）激光治疗组。（D）光动力治疗组。

（苏木精 -伊红染色法，10× 10）

Fig.6 7 days after surgery

(A)The control group.（B）The drug group.（D）The laser group. (C) The PDT group.

（Hematoxylin-eosin staining, 10× 10）

上皮完全覆盖创口，乳头层没有完全形成。空白对照组和单纯

光敏剂组在新生肉芽组织周围可见中量新生血管和胶原纤维，

上皮再生大于 50%，但未完全覆盖创口。各组中可见中量成纤

维细胞，无明显差异。（苏木精 -伊红染色，100倍镜下）（见图6）。
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图 7 光动力组在 24小时后中性粒细胞数量显著高于其他组

（**P＜0.01）

Fig.7 Neutrophil count significantly elevated in the wound biopsies at

day 24 hours treated with PDT compared with other groups

（**P＜0.01）

以及一些慢性伤口的治疗[11,12]。通过本实验可以观察到光动力

疗法可以促进动物口腔溃疡的上皮再生、血管及胶原纤维生

成，而且在炎症初期相对于其他组可以观察到明显的中性粒细

胞浸润。本实验采用光敏剂为 0.3 mg/mL的亚甲基蓝（Methy-

lene blue，MB），溃疡模型建立后，用波长为 664 nm红光进行照

射 3分钟，功率为 50 mw、光斑直径 5 mm、光斑面积：0.196 cm2，

每处溃疡接收的能量密度为：45.9 J/cm2。亚甲基蓝是一种低毒

性吩噻嗪类光敏剂，应用于医学已有 100多年历史[13]。与其他

光敏剂比较 0.3 mg/mL浓度的亚甲基蓝接收能量在 20 J/cm2

到 50 J/cm2的时候对中性粒细胞形态影响较小并且无微血管

损伤[14,15]。在伤口愈合过程中，急性炎症通常表现为水肿和血管

外的中性粒细胞聚集，而慢性炎症常以单核细胞、巨噬细胞和

淋巴细胞的出现为特征。目前研究认为如果在急性炎症期有较

好的组织修复是有利于伤口愈合的，因为慢性和持续性炎症的

伤口，往往易被微生物污染，拖延愈合 [16-18]。在炎症初期，受

TNF-琢激活的中性粒细胞是第一个到达病变组织的免疫细胞，
之后髓样细胞、单核细胞、巨噬细胞、肥大细胞等也会聚集，导

致 CD8+T细胞的活化，这有助于消除受损的细胞和组织。有研

究表明 PDT可诱导局部急性炎症反应，影响中性粒细胞的活

化，从而激活免疫系统系统促进机体的生理过程发生变化，这

有利于溃疡的愈合[19-21]。

图 8 对各个组不同时间再生上皮、成纤维细胞、再生血管、胶原纤维半定量分析（**P＜0.01，*P＜0.05）

Fig.8 Results of the semiquantitative analysis of histological evaluation of healing dental ulcer of Reepithelization stage, Fibroblasts, New vessels,

Collagen in different time

此外我们通过 HE染色观察到光动力治疗组和激光治疗

组上皮再生速度优于其他两组，并且在第 7天完全覆盖伤口。

而Masson显示光动力治疗组和激光治疗组的胶原纤维量优于

另外两组，但光动力组的新生胶原纤维排列更为整齐、连续。同

时我们在光动力治疗组中发现新生血管数量显著多于其他三

组，这可能与其在炎症早期产生大量中性粒细胞，而一部分中

性粒细胞并没有死亡或者被单核细胞和巨噬细胞吞噬，而是穿

过伤口进入内皮下间隙分解受损的血管和开辟新生血管形成

通道相关[22]。

通过本实验可以观察到光动力疗法能够有效促进口腔溃

疡的愈合，这或许会为我们治疗口腔溃疡提供新的思路。
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