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光动力学疗法影响变形链球菌生长和形态的体外研究
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　　［摘要］　目的　研究甲苯胺蓝为光敏剂介导的光动力学疗法对变形链球菌体外生长及表面形态的影响，探讨光动力
学疗法影响致龋菌生长代谢的作用机制。方法 　 在不同光剂量和不同光敏剂浓度下，通过体外活菌菌落计数法测定光
动力学疗法对变形链球菌的生长抑制作用，扫描电镜观察光动力学疗法处理前后菌体表面形态的改变，实验分空白对照

组、光敏剂对照组、光对照组和实验组，各组间活菌菌落取对数值后采用析因设计方差分析。结果 　光动力学疗法能显
著抑制变形链球菌的体外生长，随着光照时间和光敏剂浓度的增加，其灭菌效果逐渐增强。当光敏剂浓度为１００μｇ／ｍｌ，
光照时间为５、１５、２５ｍｉｎ时，细菌菌落对数值分别为（７．４０±０．１３）、（６．８６±０．１４）、（６．４４±０．２８），与空白对照组（８．３０±
０．０４）相比差异有显著性（Ｐ＜００５），５ｍｉｎ与１５ｍｉｎ两实验组之间差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。光敏剂浓度和光剂量二因
素之间存在交互作用（Ｆ＝１９．４７，Ｐ＜０．０１）。扫描电镜观察显示实验组变形链球菌与对照组相比菌体表面粗糙不平，有
水泡状凸起。结论 　 甲苯胺蓝为光敏剂介导的光动力学疗法能显著抑制变形链球菌体外生长并改变其表面形态。
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　　光动力学疗法（ｐｈｏｔｏｄｙｎａｍｉｃｔｈｅｒａｐｙ，ＰＤＴ）是一
种联合利用光、光敏剂和氧分子产生光化学效应选择

性杀伤病原微生物的新方法［１］，当感染部位局限时，

其治疗效果更具优势。近年来，ＰＤＴ逐渐应用于口腔
医学。作为继癌症、心血管疾病之后的第３大慢性非
传染性疾病，龋病形成和发展的主要因素是细菌及其

３２５１
第３４卷第１５期
２０１２年８月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１５
Ａｕｇ．１５　２０１２



代谢产物。目前国外已有学者研究不同光敏剂介导的

ＰＤＴ对主要致龋菌的影响，以探索其应用于控制菌斑
和预防龋病的可能性［２］；国内关于ＰＤＴ在龋病防治领
域的研究报道甚少。变形链球菌是公认的主要致龋菌

之一，其在口腔中存在的数量及比例，可以作为龋患风

险评估的一个重要指标。本研究通过体外实验观察在

不同光剂量和不同光敏剂浓度下 ＰＤＴ对变形链球菌
的生长抑制作用，并用扫描电镜观察处理前后变形链

球菌菌体形态的改变，初步探讨ＰＤＴ影响致龋细菌生
长代谢的机制，为其作为一种预防龋病的新方法应用

于临床提供初步理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验菌株与培养基
　　变形链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｍｕｔａｎｓ，ＡＴＣＣ２５１７５）。实验菌
株由四川大学口腔生物医学工程教育部重点实验室提供。培

养基：ＢＨＩ培养基，由友康基业生物科技（北京）有限公司提供。

１．２　光敏剂和光源
　　光敏剂：甲苯胺蓝（ｔｏｌｕｉｄｉｎｅｂｌｕｅＯ，ＴＢ）粉剂（Ｓｉｇｍａ，Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ，ＵＳＡ），用生理盐水分别配制成浓度为 ５０、１００、
２００μｇ／ｍｌ的溶液，０．２２μｍ微孔滤器过滤除菌，４℃下避光保
存，备用。光源：欧美娜窄谱红光光动力治疗仪（ＰｈｏｔｏＴｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃｓＬｔｄ，ＵＫ），由重庆医科大学附属第一医院提供。具体参
数如下：波长（６３３±３）ｎｍ，输出功率（４０±５）Ｗ，功率密度为
１００ｍＷ／ｃｍ２，光源类型为ＬＥＤ二极管非相干光。

１．３　实验方法
１．３．１　实验菌液的制备　　将变形链球菌ＡＴＣＣ２５１７５冻干菌
种复苏，接种于ＢＨＩ血琼脂培养基，３７℃下厌氧（８０％ Ｎ２，１０％
Ｈ２，１０％ ＣＯ２）培养４８ｈ，经生化鉴定及形态学检查为纯培养物
后，接种于ＢＨＩ液体培养基增菌１８ｈ，麦氏比浊法调整菌液浓
度为１．０ＭｃＦａｒｌａｎｄ（３．０×１０８ＣＦＵ／ｍｌ），稀释１００倍后备用。
１．３．２　ＰＤＴ的处理过程和实验分组　　取标准 ９６孔板
（ＣｏｍｉｎｇＩｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ）１个，每孔分别滴加１００μｌ甲苯胺蓝溶液
和１００μｌ菌液，使甲苯胺蓝最终浓度为２５、５０、１００μｇ／ｍｌ，菌液
浓度为１．５×１０６ＣＦＵ／ｍｌ。空白对照组分别滴加１００μｌＢＨＩ培
养基和１００μｌ菌液。在涡旋振荡器上混匀后，黑暗中放置
５ｍｉｎ，然后按产品说明书用 ＬＥＤ光源在距离９６板３ｃｍ处照
射，照射时间分别为 ５、１５、２５ｍｉｎ，相应的照射剂量为 ３１．５、
９４５、１５７．５Ｊ／ｃｍ２。为了避免光照时间的相互干扰，在处理组
照射时，其他各组均用锡箔纸遮盖以隔绝光源。

１．３．３　菌落计数　　ＰＤＴ处理后，将９６孔板置于涡旋振荡器
上振荡１ｍｉｎ以充分混匀菌液，取 １００μｌ菌液稀释于 ９００μｌ
００１ｍｏｌ／Ｌ无菌ＰＢＳ缓冲液（ｐＨ＝７．０）中，吹打均匀后再取
１００μｌ菌液稀释于９００μｌＰＢＳ缓冲液中，如此反复做１０倍递
增连续稀释，使各管中的菌液稀释度分别为１０２～１０５ＣＦＵ／ｍｌ，
取１０３～１０５ＣＦＵ／ｍｌ稀释液各２０μｌ滴注于ＢＨＩ琼脂平板培养

基上，３７℃下厌氧（８０％Ｎ２、１０％Ｈ２、１０％ＣＯ２）培养２４～４８ｈ，选
择最合适的浓度段进行菌落计数。取每组３个平行样，取均
值，实验重复３次。
１．３．４　扫描电镜观察　　在无菌试管中放入大小为０．８ｃｍ×
０．８ｃｍ无菌盖玻片，加入 ５ｍｌＢＨＩ液体培养基，接种菌液
１００μｌ，３７℃兼性厌氧条件下（８０％Ｎ２，１０％Ｈ２，１０％ＣＯ２）培养
２４ｈ后，涂片检查以确保样本无污染。小心弃去菌液，取出盖玻
片，无菌ＰＢＳ缓冲液轻柔漂洗２遍以去除疏松附着的游离菌，实
验组盖玻片表面滴加２５μｌ浓度为１００μｇ／ｍｌ的甲苯胺蓝，黑暗
中放置５ｍｉｎ后光照１５ｍｉｎ，相应的能量密度为９４５Ｊ／ｃｍ２。对
照组盖玻片不做处理，仅用无菌 ＰＢＳ缓冲液轻柔漂洗２遍，将
实验组和对照组盖玻片立即放入２．５％戊二醛溶液中，４℃下
过夜，然后依次用３０％、５０％、７０％、９０％、１００％乙醇梯度脱水，
干燥、喷金，扫描电镜下观察细菌形态。

１．４　统计学分析
　　用ＳＡＳ９．０对实验结果进行处理，各组间进行析因设计方
差分析。

２　结果

２．１　光动力学疗法对变形链球菌体外生长的抑制作用
　　ＰＤＴ对变形链球菌的生长抑制作用实验结果见表１。单独
的光和甲苯胺蓝对变形链球菌生长无明显影响，与空白对照组

相比差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。二者同时作用产生的光动
力学效应显著抑制变形链球菌的生长。ＰＤＴ实验组与空白对
照组相比有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。随着光照时间和光敏剂浓
度的增加，其灭菌效果逐渐增强。当光敏剂浓度≤５０μｇ／ｍｌ
时，同一浓度段不同光照时间段各组间无显著性差异（Ｐ＞
００５）。当光敏剂浓度为 １００μｇ／ｍｌ时，光照时间 ５ｍｉｎ与
１５ｍｉｎ两实验组间有显著性差异（Ｆ＝７．９１，Ｐ＜０．０１），１５ｍｉｎ
与２５ｍｉｎ两实验组间无显著性差异（Ｆ＝２．６７，Ｐ＞０．０５）；光敏
剂浓度和光照时间二因素之间存在交互作用（Ｆ＝１９４７，Ｐ＜
００１）。

表１　不同浓度甲苯胺蓝和不同光照时间下光动力作用前后

Ｓｍ菌落数对数值（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

光照时间（ｍｉｎ）ＴＢ浓度

（μｇ／ｍｌ） ０ ５ １５ ２５

０ ８．３０±０．０４ ８．２３±０．０５ ８．２６±０．０４ ８．２４±０．０９

５ ８．２７±０．０１ ８．００±０．０６ ７．９０±０．０８ ７．８３±０．０６ａ

５０ ８．２２±０．０４ ７．６５±０．１９ａ ７．５７±０．１８ａ ７．４８±０．２１ａ

１００ ８．２１±０．０６ ７．４０±０．１３ａ ６．８６±０．１４ａｂ ６．４４±０．２８ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｇ／ｍｌＴＢ比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与光照时间５ｍｉｎ比较

２．２　光动力学疗法对变形链球菌形态的影响
　　扫描电镜图片结果显示：实验组变形链球菌形态与对照组
相比有明显变化。在２００００倍扫描电镜图下，对照组变形链球
菌菌体外形清晰，菌细胞表面光滑连续、无缺损（图１Ａ），实验
组细菌虽然菌体外形清晰，但大部分菌细胞表面粗糙不平，有

水泡状凸起，菌细胞周围有散在的不定形物质溢出（图１Ｂ）。
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组；右下角为箭头对应处细菌放大图像

图１　扫描电镜观察各组变形链球菌形态　（×２００００）

３　讨论

　　ＰＤＴ的主要原理涉及光敏剂、光源和氧分子［３］。

光敏剂在适宜光的激发下由基态变成激发态并与周围

的氧分子结合，释放出单线态氧等多种活性氧物质。

这些活性氧物质可以与微生物体内的重要生物大分子

如蛋白质、核酸和脂质发生氧化还原反应，造成生物大

分子活性物质丧失，导致微生物死亡［４－５］。与传统抗

菌疗法相比，ＰＤＴ不仅对各种革兰阳性菌和阴性菌都
有显著的抑制作用，而且不会产生细菌耐药性［６－７］。

与单纯的激光治疗相比，ＰＤＴ属于冷光治疗，更为安
全可靠。此外，光敏剂与细菌结合的能力远远强于与

哺乳动物体内细胞的结合能力，因此 ＰＤＴ表现出对组
织表面或组织内细菌的选择性杀伤作用，而对正常组

织细胞影响较小［８］；当感染部位局限时治疗效果更具

优势。而口腔疾病大多数是由于细菌引起的慢性局限

性感染，ＰＤＴ由于其治疗优势，在口腔医学领域的应用
前景被国内外学者看好。国外已有学者［９］证实波长

为６３２．８ｎｍ的ＨｅＮｅ激光与甲苯胺蓝结合产生的光
动力学效应能够破坏变形链球菌生物膜的稳定性，提

出甲苯胺蓝和 ＨｅＮｅ激光结合产生的光动力学效应
可以用于治疗牙菌斑感染性疾病。然而国内类似研究

却鲜有报道。

　　细菌是影响龋病形成和发展的主要因素，它们以
菌斑生物膜的形式在牙表面聚集，通过生长代谢活动，

改变局部微环境条件，造成牙体硬组织损伤。变形链

球菌血清型ｃ、ｅ、ｆ仍然是公认的与龋病密切相关的主
要致病菌，其在口腔中存在的数量以及与其他细菌的

比例，可以作为龋患风险评估的一个重要指标［１０］。因

此本实验选取变形链球菌为研究对象。

　　Ｚａｎｉｎ等［１１］用甲苯胺蓝与发光２级管激发光（波
长为６３０ｎｍ）结合作用于远缘链球菌和变形链球菌
３～７ｄ的生物膜，发现当甲苯胺蓝浓度为０．１ｍｇ／ｍｌ，

激发光能量密度为８５．７Ｊ／ｃｍ２时，产生的光敏作用能
够减少生物膜内９５％以上的细菌数量。本实验结果
显示：甲苯胺蓝为光敏剂介导的ＰＤＴ可以显著抑制变
形链球菌的生长，随着光照剂量和甲苯胺蓝浓度的增

加其灭菌效果逐渐增强；当光敏剂浓度为１００μｇ／ｍｌ，
光照时间为１５ｍｉｎ时，ＰＤＴ的效果达到最优状态。这
个结果与Ｚａｎｉｎ的结论非常接近，而 Ａｒａｕｊｏ等［１２］用甲

基蓝作为光敏剂观察其被红色激光激发后产生的光动

力效应对变形链球菌的影响，在光敏剂浓度为２５ｍｇ／Ｌ
时取得了最佳的抗菌作用（灭菌率为７５％）；Ｍｅｔｃａｌｆ
等［１３］用波长５５０ｎｍ白色激光激发光敏剂赤藓红作用
于变形链球菌，发现５×１ｍｉｎ的间断照射效果优于
５ｍｉｎ连续光照，推测原因是连续光照时光敏剂可能
还未完全与细菌结合时便被光活化。本实验结果与国

外相似实验的差异性说明 ＰＤＴ的成功疗效依赖于适
宜的光敏剂类型、剂量和照射光源类型、光剂量等具体

治疗参数的精确优化。此外，本实验同时发现，即使增

加光照时间至２５ｍｉｎ，其灭菌效果与１５ｍｉｎ实验组相
比并无显著性差异。这表明光敏剂浓度和光照时间二

因素之间的交互作用并不单纯是简单的线性关系，二

者的具体剂量关联性有待于进一步深入研究。

　　本实验选择的光敏剂甲苯胺蓝是第２代光敏剂，
与第１代光敏剂相比，能迅速与细菌结合并穿透细胞
膜进入菌细胞内部，对病变区域、细菌有较好的选择

性［１４］；在组织中有较好的穿透深度；与波长为６３０ｎｍ
左右的光结合能产生单态氧，在杀灭致病菌的同时对

正常组织细胞无明显毒副作用［１５］；本课题组前期研究

证明甲苯胺蓝介导的光动力学疗法能显著抑制牙釉质

表面人工菌斑生物膜的形成［１６］；Ｓｏｕｋｏｓ等［１７］报道甲

苯胺蓝吸收适宜波长的红色激光后多种细菌的生长，

即使当致敏底物，如脱矿牙本质、胶原酶存在的情况

下，仍然具有抗菌作用，并且产生光敏作用的过程中对

人角化上皮细胞和成纤维细胞不会产生毒性作用。此

外，其价格较低，便于推广普及。

　　本实验扫描电镜图片结果显示：实验组变形链球
菌形态与对照组相比有明显变化。对照组变形链球菌

菌体外形清晰，菌细胞表面光滑连续、无缺损；实验组

变形链球菌虽然菌体外形清晰，但大部分菌细胞表面

粗糙不平，有水泡状凸起，菌细胞周围有散在的不定形

物质溢出，说明细胞壁和细胞膜接触结构被破坏，由于

胞内物质的丧失而导致细菌包膜和体积的减少。
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班抗凝治疗。密切观察病情变化。血小板逐渐恢复。至４月
１１日查血小板１９３．００×１０９／Ｌ，患者意识、肢体功能好转。患
者家属要求转回当地医院进行康复治疗，于２０１２年４月１２日
转院。

２　讨论

　　本例患者下肢深静脉血栓形成、肺栓塞诊断明确，滤器置
入、肺动脉置管溶栓效果满意。应用肝素抗凝１２ｄ后病情突然
恶化，有明确的新发血栓，血栓涉及动脉、静脉多处，血小板计

数降至２８．００×１０９／Ｌ，下降了７１％，可以排除其他引起血小板
下降的原因，而且停用肝素钠后血小板逐渐恢复，血小板减少

与肝素钠的应用存在密切的时间相关性。根据Ｗａｒｋｅｎｔｉｎ’ｓ评
分系统评价［１－２］为肝素诱导性血小板减少症（ｈｅｐａｒｉｎｉｎｄｕｃｅｄ
ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ，ＨＩＴ）发生的高度可能［３］。ＨＩＴ是一种少见的
自身免疫性疾病，由于免疫系统对肝素血小板因子４（ＰＦ４）复
合物的识别，损伤了血小板及内皮细胞，引起血小板凝集、形成

血栓素，增强凝血反应，以血小板减少及血栓形成为主要表

现［３］。目前临床上主要参考Ｗａｒｋｅｎｔｉｎ，ｓ评分系统评价患者发
生ＨＩＴ的可能性［１，３］。ＨＩＴ分为２型［４］。ＨＩＴⅠ型为无症状的
一过性的血小板减少，常于肝素治疗５ｄ内发生，血小板计数轻
度减少，且无论停用肝素与否都能迅速恢复正常；ＨＩＴⅡ型是
肝素治疗所致的一种严重的免疫介导的并发症，常导致严重的

血栓性疾病，临床意义较大，本例患者所发生的 ＨＩＴ属于此类
型。肝素在临床上应用越来越广泛。从围手术期预防深静脉

血栓形成到血管手术的肝素化，从动静脉置管护理到心脑血管

疾病的抗凝治疗，肝素的应用涉及临床的每个科室。其在解决

临床问题的同时也带来了许多不良反应，ＨＩＴ是较为少见但比
较凶险的并发症，而且没有被临床医务人员所认识。国内有关

ＨＩＴ文献报道很少，且多局限于综述。临床医师和护士要不断
探索和积累经验，争取做到早发现、早处理各种不良反应，让肝

素最大限度为临床服务，并将其危害规避到最低程度。
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