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没食子水提物对钛表面念珠菌生物膜的抑制作用

高 鹏 １，李 恺 １，张若冰 ２，艾 林 １△
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摘要：目的 探讨没食子提取物对钛表面的白色念珠菌生物膜和白色念珠菌及光滑念珠菌共培养生物膜的抑制作用。方法 使用人工

唾液对钛盘面进行预处理，并在钛盘面上形成单种白色念珠菌生物膜和白色念珠菌与光滑念珠菌共培养生物膜。试验分为阴性对照

组、试验组和阳性对照组，分别使用０．９％氯化钠溶液、没食子水提物和氯己定浸润生物膜标本。测定生物膜代谢活性、细胞活力和表
面粗糙度。结果 与阴性对照组比较，试验组与阳性对照组的２种生物膜的细胞活力、代谢活性均显著减弱（Ｐ＜０．０５），生物膜表面粗
糙度显著增强（Ｐ＜０．０５）。结论 没食子提取物具有抗牙齿表面生物膜的活性作用，是治疗种植体周围炎的可行选择。
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种植体周围炎为生物膜依赖性疾病，其始动因素通

常为生物膜，其中的致病微生物主要包含牙周致病菌

（牙龈卟啉单胞菌、中间普氏菌）、糖化细菌（变形链球

菌、血链球菌）和真菌（念珠菌）犤１－２犦。种植体周围生物膜

中约 ３０％的微生物为念珠菌属真菌犤３犦。含有大量致病

菌的生物膜会导致种植体脱落，而使手术失败。目前，种

植体周围炎的治疗主要包括碳纤维牙周器械刮治、超声

波洁治等物理疗法，效果均欠佳犤４犦。使用抗菌漱口水是

临床最普遍的维护方法犤５犦，其中氯己定漱口液为常规治

疗药物犤６犦，但长时间使用会产生黏膜损伤、牙齿和黏膜

染色、味觉退化、口干等不良反应犤７犦。故寻找具有抗菌能

力强、副作用少的生物活性分子和天然产物成为近年来种

植体周围炎预防的研究热点。没食子为中医常用药材犤８犦，

其性寒、味苦，有固涩、收敛、燥湿、止血作用，已被证明

具有抗炎、抗肿瘤、抗氧化和抗菌活性犤９犦。其有效成分主

要为提取物中的没食子鞣质、没食子酸、没食子酸烷基

酯等。没食子临床已用于制备漱口液和义齿清洁剂，治

疗生物膜依赖性疾病，但没食子提取物对种植体周围微

生物环境的影响尚未明确。本研究中评估了没食子水提

物对钛表面黏附的白色念珠菌生物膜和其与光滑念珠

菌共培养生物膜的抑制作用，为没食子在种植术后维护

的临床应用提供理论基础。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器、试药与菌株

仪器：Ｏｂｊｅｔ３０ＯｒｔｈｏＤｅｓｋ３Ｄ打印机（以色列 Ｓｔｒａｔａ
ｓｙｓ公司）；７５２型紫外－可见分光光度仪、倒置显微镜
（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＦｏｒｍＴａｌｙｓｕｒｆｓｅｒｉｅｓ轮廓分析仪
（英国ＴａｙｌｏｒＨｏｂｓｏｎ公司）。

试药：没食子药材（新疆奇康哈博维药有限责任公

司，批号为２０１６１１１２）；氯己定漱口液（南粤药业有限公
司，批号为 ２０２１０１２３）；ＲＰＭＩ１６４０培养基、ＤＭＥＭ培养
基、四氮唑盐牗ＭＴＴ牘试剂盒（美国Ｓｉｇｍａ公司）；沙氏葡萄
糖肉汤培养基（ＳＤＢ，ＵＳＰ标准，德国ＭｅｒｃｋＫＧａＡ公司）。

菌株：白色念珠菌（ＡＴＣＣ９００２８）、光滑念珠菌

·药学论著·
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（ＡＴＣＣ２００１），均由空军军医大学口腔内科学实验室提供。
１．２ 方法

生物膜培养：复苏白色念珠菌和光滑念珠菌，在３７℃
温度条件下的ＳＤＢ培养基上进行有氧培养。再将细胞悬
浮液（细胞密度１×１０６ｍＬ－１）在ＲＰＭＩ１６４０培养基中培养
２４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用无菌０．９％氯化钠溶液洗
涤２次，转移至ＲＰＭＩ１６４０培养基中。

标本制备与分组：使用 ３Ｄ打印机制备钛盘
（１．３ｃｍ×０．２ｃｍ），并用研磨膏和陶瓷颗粒抛光１２ｈ。用
７５％乙醇清洗钛盘，高温（１２１℃）、高压（１．１ｂａｒ）灭菌
２０ｍｉｎ。将样本分为３组，各１２例。试验组为１０μｍｏｌ／Ｌ
没食子水提物，阳性对照组为氯己定漱口液，阴性对照

组为无菌０．９％氯化钠溶液。
标本处理：将没食子药材粉碎为粗粉，加水（质量比

１∶５）浸泡４ｈ，煎煮３次，并分别滤过，每次１ｈ，合并煎
液后滤过；真空干燥为浸膏后称定质量，分装，待用。将

钛盘标本浸入人工唾液（含 １％羧甲基、０．００８４％氯化
钠、０．１２％氯化钾、０．０３４２％磷酸钾及 ０．０１４６％氯化
钙）中诱导形成唾液膜，置２４％氯化镁溶液中，２４℃温
度条件下孵育３０ｍｉｎ。将 ＲＰＭＩ１６４０培养基（细胞密度
１×１０６ｍＬ－１）制成的微生物细胞悬浮液分别与 ＲＰＭＩ
１６４０培养基（１０倍稀释液）混合培养，在钛盘面上形成
单种白色念珠菌生物膜和白色念珠菌与光滑念珠菌共

培养生物膜，３７℃微需氧环境（用１个带蜡烛的厌氧罐
来减少氧气含量）下孵育培养２４ｈ，后分离细胞悬液，将钛
盘标本用０．９％氯化钠溶液冲洗２次。从生物膜形成起
２４，４８，７２ｈ将钛盘标本置合成溶液中，培养基每 ２４ｈ
更换 １次。在每个时间节点末，将样本浸入３组受试物
质中，并保持接触 １０ｍｉｎ。然后使用无菌 ０．９％氯化钠
溶液清洗２次，更新培养基，然后在３７℃微氧条件下继
续孵育培养。９６ｈ时检测样本。

细胞活力分析：将样本转移到含有 １ｍＬ无菌
０．９％氯化钠溶液的试管中，在搅拌器中搅拌 １ｍｉｎ后
对样本进行连续稀释，制成系列稀释液，并确定活菌的

含量（１０－１～１０－６）。取 １０μＬ进行等分样本，并分 ３份
接种在ＳＤＢ培养基上，３７℃温度条件下培养４８ｈ，读取
菌落计数。计数活细胞数并乘以连续稀释值。数据以每

１ｍＬ的菌落数（ｃｆｕ／ｍＬ）表示。
细胞代谢测定：采用ＭＴＴ法。在３７℃温度条件下含

有 １０％ＭＴＴ的 ６００μＬ培养基中避光孵育培养 ４ｈ。
去除上清液，并加入６００μＬ异丙醇酸后进行样品均质。
收集上清液，在５７０ｎｍ波长处检测吸光度。

表面粗糙度分析：使用轮廓分析仪评估钛盘标本生

物膜的表面粗糙度，生物膜的复杂性和厚度与表面粗糙

度呈正相关。将生物膜置２．５％戊二醛水溶液中２４ｈ，并
通过增加乙醇循环（５０％～１００％）在室温下脱水。２０倍
放大倍率下分别对钛盘标本的上面、侧面进行表面粗糙

度测量（３倍速度）。以表面无生物膜作基线对照。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ２２．００统计学软件分析。对细胞计数进
行对数变换，以便于统计。统计分析采用单因素方差分

析和 Ｔｕｋｅｙ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 生物学活性检测

生物膜细胞活力检测结果见图１。氯己定和没食子水
提物对单菌种及共培养生物膜均有抑制作用（Ｐ＜０．０５），
对于共培养生物膜，氯己定的抑制作用更强（Ｐ＜０．０５）。生
物膜代谢活性检测结果见图 ２。可见，氯己定和没食子
水提物均可显著降低单菌种及共培养生物膜的代谢，但

两者无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

２．２ 表面粗糙度检测

结果见图３。可见，在白色念珠菌的单种生物膜中，
阳性对照组与试验组样本的表面粗糙度与基线比较无

显著差异（Ｐ＞０．０５），但与阴性对照组比较有显著差异
（Ｐ＜０．０５）。对于共培养生物膜，阳性对照组标本与基
线比较无显著差异（Ｐ＞０．０５），但与阴性对照组和试验
组比较有显著差异（Ｐ＜０．０５）。
３ 讨论

近年来，随着口腔种植手术的广泛推广，种植体得

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

注：与阴性对照组比较，Ｐ＜０．０５；与阳性对照组比较，
△Ｐ＜０．０５。图２同。
图１ 生物膜细胞活力

Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０５；

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜０．０５；ａｓｗｅｌｌａｓＦｉｇ．２．
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表面粗糙度

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

到了大规模应用，术后并发种植体周围炎的数量逐年增

长，目前的治疗方案主要包括化学和机械干预犤１０犦，以及

天然产物的应用。

局部使用抗菌药物是防止生物膜发生、发展的有效

方法，特别是对于难清洁的口内区域（如种植体周围部

位）。氯己定溶液虽已被广泛用于口腔生物膜控制，但其

对黏膜的毒性作用影响了其长期使用犤１１犦。合理的口内

抗菌药物在实施抗菌治疗时不能影响细胞增殖，并在控制

感染的同时不能对深层组织造成严重损害。没食子水提物

是本课题组长期研究的中药物质，其具有固涩、收敛、燥

湿、止血作用，以及抗炎、抗肿瘤、抗氧化和抗菌活性。其

有效成分中的鞣质具有抗炎活性，是制作漱口水的必要

条件犤１１犦。本研究中使用了自制的没食子水提物，并充分

考虑了稀释的浓度及吞咽后口腔中可能的稀释度。

研究显示，没食子对葡萄球菌、内氏放线菌、部分革

兰阴性菌等微生物均有抑制作用犤１２犦。本研究结果表明，

没食子水提物可显著抑制白色念珠菌单种生物膜中的

细胞活力，且明显强于共培养生物膜的抑制效果，说明

没食子对不太复杂的生物膜的潜在抑制效果更好，这可

能是因为成分简单的生物膜具有较低的细胞黏附和增

殖能力，因此抗菌物质可更好地抵达生物膜细胞中。本

研究结果表明，没食子与氯己定的抑菌效果相似，但何

种天然植物化学物质与抗菌活性有关，以及没食子对不

同细胞系和组织共培养的影响均需进一步研究。

生物膜表面粗糙度检测结果表明，没食子水提物和

氯己定降低生物膜细胞活力和代谢活性的效果均较好。

本研究结果显示，化学清洗液并不能完全有效地对钛盘

标本表面消毒，即使在连续的抗菌溶液清洗后，仍存在

部分残留的生物膜，但清洗过程有助于减少微生物负

荷。在本研究条件下，没食子水提物降低了生物膜负荷

和活性，可降低体内生物膜失衡的风险。

本研究中通过细菌黏附到钛盘表面的体外模型来

模拟种植体周围的单种白色念珠菌和白色念珠菌及光

滑念珠菌的共培养生物膜，评估控制种植体周围生物膜

的天然中药制剂的潜力。复杂的混合生物膜可能会对抗

菌溶液的效果产生影响，因此复杂生物膜的组成必须考

虑微生物间不存在拮抗关系，故设计使用了具有协同行

为的共培养生物膜犤１３犦。本研究结果显示，没食子水提物

具有沿着细胞外基质的扩散能力，并具有抗真菌作用，

具有治疗种植体周围炎的潜力。

综上所述，没食子水提物具有抗生物膜活性，表明

其具有治疗植入物周围炎的潜力。该研究结果可对中草

药的进一步探索提供方向，未来的研究需在更复杂的生

物膜和体内环境下分析没食子的抗生物膜作用。
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注：与基线比较，Ｐ＜０．０５。
图３ 生物膜表面粗糙度
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