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  [摘要] 目的 探讨小型电解式臭氧机制备的臭氧溶液在不同条件下对3种牙周致病菌的体外抑制作

用。方法 以碘量法检测臭氧机产生的臭氧溶液浓度,通过定量悬液杀菌法测定其在不同浓度(1.12、1.96、
2.85

 

mg/L)、不同温度(10、15、20
 

℃)下对牙龈卟啉单胞菌(P.g)、黏性放线菌(A.v)和具核梭杆菌(F.n)处理

不同时间(30、60
 

s)后的菌落总数,分析其抑菌效果。结果 1.12、1.96、2.85
 

mg/L
 

3种浓度的臭氧溶液在不

同温度及作用时间下对P.g、A.v和F.n均有不同程度的抑制作用
 

(P<0.05);当温度相同时,作用浓度越高,
抑菌效果越强。当温度为20

 

℃、浓度为2.85
 

mg/L,作用30
 

s时对P.g抑制作用最强(82.35%),作用60
 

s时

对F.n作用最强(86.36%);当温度为15
 

℃、浓度为2.85
 

mg/L,作用60
 

s时对A.v抑菌作用最强(81.25%)。
结论 小型电解式臭氧机所制备的3种不同浓度的臭氧溶液在不同温度下对3种牙周致病菌均有明显的抑菌

效果,但抑菌敏感性不一致。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

in
 

vitro
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

ozone
 

solution
 

prepared
 

by
 

small
 

e-
lectrolytic

 

ozone
 

machine
 

on
 

three
 

kinds
 

of
 

periodontal
 

pathogenic
 

bacteria
 

under
 

different
 

conditions.Methods
 The

 

concentration
 

of
 

ozone
 

solution
 

produced
 

by
 

the
 

ozone
 

machine
 

was
 

detected
 

by
 

iodometry.The
 

total
 

bacterial
 

colony
 

numbers
 

of
 

porphyromonas
 

gingivalis
 

(P.g),actinomycetes
 

viscosus
 

(A.V)
 

and
 

fusobacteri-
um

 

nucleatum
 

(F.n)
 

treated
 

with
 

different
 

time
 

(30,60
 

s)
 

under
 

different
 

concentrations
 

(1.12,1.96,2.85
 

mg/L)
 

and
 

temperatures
 

(10,15,20
 

℃)
 

were
 

determined
 

by
 

the
 

quantitative
 

suspension
 

method.Its
 

antibac-
terial

 

effect
 

was
 

analyzed.Results The
 

three
 

concentrations
 

1.12,1.96,2.85
 

mg/L
 

of
 

ozone
 

solution
 

had
 

dif-
ferent

 

degrees
 

of
 

inhibition
 

effect
 

on
 

P.g,A.V
 

and
 

F.n
 

at
 

different
 

temperatures
 

and
 

time
 

(P<0.05);under
 

the
 

same
 

temperature,the
 

higher
 

the
 

action
 

concentration
 

was,the
 

stronger
 

the
 

antibacterial
 

effect
 

was.When
 

the
 

temperature
 

was
 

20
 

℃
 

and
 

the
 

concentration
 

was
 

2.85
 

mg/L,the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

P.g
 

was
 

the
 

stron-
gest

 

(82.35%)
 

when
 

the
 

action
 

for
 

30
 

s,and
 

which
 

was
 

the
 

strongest
 

(86.36%)
 

on
 

F.N
 

when
 

the
 

action
 

for
 

60
 

s;when
 

the
 

temperature
 

was
 

15
 

℃
 

and
 

the
 

concentration
 

was
 

2.85
 

mg/L,the
 

antibacterial
 

effect
 

on
 

A.V
 

was
 

the
 

strongest
 

(81.25%)
 

when
 

the
 

action
 

for
 

60
 

s.Conclusion The
 

three
 

kinds
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

ozone
 

solution
 

prepared
 

by
 

small
 

electrolytic
 

ozone
 

machine
 

have
 

the
 

obvious
 

antibacterial
 

effect
 

on
 

the
 

three
 

kinds
 

of
 

periodontal
 

pathogenic
 

bacteria
 

at
 

different
 

temperatures,but
 

the
 

antibacterial
 

sensitivity
 

is
 

not
 

consistent.
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  牙周病是混合细菌感染性疾病,由牙菌斑中的可

疑致病菌通过多种机制干扰宿主防御能力而引发的

牙周破坏[1]。基础治疗是牙周病治疗的基本方法[2],
包括机械措施和化学方法,单纯依靠机械方式无法彻

底清除菌斑,而牙周辅助应用氯己定等抗菌药物又会

造成牙齿变色和短暂的味觉障碍等不良反应[3],因
此,需要新的抗菌药物用以辅助治疗牙周病。具有抗

菌作用的臭氧毒副作用小,已经被应用于皮肤病[4]、
骨关节炎的治疗[5]中,近年来,也以气体、水溶液、植
物油的形式应用于根管消毒、口臭、下颌骨坏死、龋齿

及牙周炎等的治疗中[6]。臭氧作为辅助治疗的应用

代表了治疗慢性牙周炎的一种新方法[7]。本研究在

前期已申请的臭氧溶液洁牙机的基础上,设计并探讨

其作为牙周病辅助治疗新方法的可能性。
1 材料与方法

1.1 主要材料和仪器

标准菌株:牙龈卟啉单胞菌(porphyromonas
 

gin-
givalis,P.g)

 

ATCC33277、具核梭杆菌(fusobacteri-
um

 

nucleatum,F.n)ATCC10957、黏性放线菌(acti-
nomyces

 

viscosus,A.v)
 

ATCC
 

19246冻干菌株均购

自四川大学重点微生物实验室。小型电解式臭氧机

百特 M-8600D购自百特科技环保有限公司;体视显

微镜购自英国Alpha公司;显微镜购自日本 OLYM-
PUS公司;厌氧生化培养箱厌氧培养箱购自上海跃进

医疗器械厂;离心沉淀机购自广东省医疗器械厂;微
量移液器购自北方同正生物技术发展有限公司;比浊

仪购自上海器械厂。
1.2 方法

1.2.1 臭氧溶液的制备、浓度及半衰期的测定
 

将臭氧机产生的臭氧以多孔砂球棒连续通入洁

牙机上的无菌蒸馏水中,分别在10、15、20
 

℃制备臭

氧溶液,并于臭氧溶液产生后的5、10、15、20、25
 

min
以碘量法测定溶液中的臭氧浓度及最大实验室浓度。
操作重复3次,取平均值。根据回归性分析计算出各

温度下臭氧溶液的半衰期。
1.2.2 细菌的复苏、培养和鉴定

  

菌株冻存管复苏后各取50
 

μL划线接种于CDC
血琼脂平板上,置于厌氧箱(80%N2、10%H2、10%
CO2 )中37

 

℃厌氧培养72
 

h。经革兰染色镜检为纯

培养后,于CDC液体培养基增菌至对数期,用比浊仪

调节菌悬液密度至1.5×108
 

cfu/mL备用。
1.2.3 不同浓度、温度及作用时间下臭氧溶液的抑

菌实验

实验分为3组:(1)实验组。分别于10、15、20
 

℃
取2.85、1.96、1.12

 

mg/L臭氧溶液各9
 

mL,共9个

亚组,加入装有1
 

mL菌悬液的离心管中,震荡混匀,
控制作用时间分别为30

 

、60
 

s,取0.5
 

mL菌悬液,加
入5

 

mL
 

磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

solution,
PBS),1

 

000×g离心5
 

min,弃上清液,再加入5
 

mL
 

PBS,震荡混匀,取菌悬液0.1
 

mL,接种于CDC血琼

脂平皿中,均匀涂布后置于37
 

℃恒温培养箱培养72
 

h。(2)阳性对照组。取3%
 

H2O2 溶液9
 

mL,加入装

有1
 

mL菌悬液的离心管中,震荡混匀,控制作用时间

分别为30、60
 

s,取菌悬液0.5
 

mL,加入5
 

mL
 

PBS,
1

 

000×g离心5
 

min,弃上清液,再加入5
 

mL
 

PBS,震
荡混匀,取菌悬液0.1

 

mL,接种于CDC血琼脂平皿

中,相同条件培养72
 

h。(3)阴性对照组。取无菌蒸

馏水9
 

mL,加入装有1
 

mL菌悬液的离心管中,震荡

混匀,控制作用时间分别为30
 

、60
 

s,取菌悬液0.5
 

mL,加入5
 

mL
 

PBS,1
 

000×g离心5
 

min,弃上清液,
再加入5

 

mL
 

PBS,震荡混匀,取菌悬液0.1
 

mL,接种

于CDC血琼脂平皿中,培养相同时间。
1.2.4 菌落计数

72
 

h时观察菌落形态,对各组菌落计数,结果取

对数,记为Lgcfu/mL。实验重复3次,结果取平均

值。计算各组抑菌率,抑菌率=(阴性对照组-实验

组)/阴性对照组×100%。
1.3 统计学处理

数据采用SPSS19.0统计软件进行分析,结果以

x±s表示。组间比较采用单因素方差分析,方差齐

时采用L-S-D分析;方差不齐时采用Dunnett's分析;
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 臭氧溶液的浓度及半衰期

在不同浓度,不同温度下的臭氧溶液均随放置时

间延长浓度有不同程度的下降,水温越高分解速度越

快,半衰期越短。在水温为10、15、20
 

℃时臭氧溶液

初始浓度分别为2.85、1.96、1.12mg/L,半衰期分别

为
 

69.00、40.20、30.00
 

min。不同温度下的臭氧溶液

浓度,见表1。
表1  不同温度下臭氧溶液浓度

 

(mg/L)

温度(℃) 5
 

min 10
 

min 15
 

min 20
 

min 25
 

min

10
 

2.85 2.64 2.48 2.26 1.93

15
 

1.96 1.49 1.26 1.02 0.81

20
 

1.12 1.07 0.69 0.54 0.36

2.2 细菌革兰染色结果

3株 菌 株 经 革 兰 染 色 后,镜 下 观 察 可 见 P.g
 

ATCC
 

33277为革兰阴性球菌;F.n
 

ATCC
 

10957为

革兰阴性梭形杆菌,两端尖锐,中间膨大;A.v
 

ATCC
 

19246为革兰阳性杆菌,多形性,不规则。形态特点均

符合3种菌株的理论形态,见图1。
2.3 臭氧溶液的体外抑菌实验结果

 

2.3.1 臭氧溶液在不同温度、浓度、作用时间下对

P.g的作用
  

与阴性对照组比较,各实验组臭氧溶液对P.g均

具有明显的抑菌效果,臭氧溶液的浓度越高,温度越

高,抑菌效果越强。臭氧溶液浓度为2.85
 

mg/L,温
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度20
 

℃,作 用 30
 

s 时 对 P.g 的 抑 菌 率 最 高

(82.35%),抑菌效果与3%H2O2 效果相当;而浓度

为1.12
 

mg/L,温度10
 

℃,作用30
 

s时抑菌效果最低

(23.53%),见图2。3种浓度的臭氧溶液对P.g的抑

菌结果经单因素方差分析,各组间比较差异均有统计

学差异(F=28.165,P<0.01)。作用时间相同时

(30、60
 

s),与阴性对照组比较,9组臭氧溶液对P.g
的抑菌效果抑菌整体趋 势 均 存 在 明 显 差 异(P<

0.01)。与阳性对照组比较,作用30
 

s时,只有2.85
 

mg/L(15、20
 

℃)差异无统计学意义(P>0.05);作用

60
 

s时,除2.85
 

mg/L(20
 

℃)差异无统计学意义

(P>0.05)外,其余各组差异均有统计学意义(P<
0.05)。作用浓度、温度相同,作用时间不同时,除
1.96

 

mg/L(10
 

℃)组 差 异 有 统 计 学 差 异 外(P<
0.05),其余各组均差异无统计学意义(P>0.05),见
表2。

  A:P.g
 

ATCC33277;B:F.n
 

ATCC10957;C:A.v
 

ATCC19246。

图1  3种细菌的革兰染色结果(×1
 

600)

表2  各组溶液对P.g作用30、60
 

s后平均菌落计数比较(Lgcfu/mL)

组别 30
 

s 60
 

s P1 P2 P3 P4 P5

阴性对照组 5.67±0.52 5.50±0.55 <0.01 <0.01 0.64

阳性对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 <0.01 <0.01
 

1.00

1.12
 

mg/L(10
 

℃) 4.33±0.52 4.17±0.75 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.64

1.12
 

mg/L(15
 

℃) 3.33±0.52 3.00±0.63 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.34

1.12
 

mg/L(20
 

℃) 3.00±0.63 2.67±0.52 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.34

1.96
 

mg/L(10
 

℃) 3.18±0.75 2.33±0.52 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.02

1.96
 

mg/L(15
 

℃) 2.83±0.98 2.50±0.55 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.34

1.96
 

mg/L(20
 

℃) 2.33±0.52 2.17±0.41 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
 

0.64

2.85
 

mg/L(10
 

℃) 1.83±0.75 2.00±0.90 <0.01 0.02
 

<0.01 0.01
 

0.64

2.85
 

mg/L(15
 

℃) 1.67±0.82 1.83±0.75 <0.01 0.06
 

<0.01 0.02
 

0.64

2.85
 

mg/L(20
 

℃) 1.00±0.00 1.33±0.52 <0.01 1.00
 

<0.01 0.34 0.34

  P1:各实验组与阴性对照组作用30
 

s比较;P2:与阳性对照组作用30
 

s比较;P3:与阴性对照组作用60
 

s比较;P4:与阳性对照组作用60
 

s比

较;P5:作用30
 

s与60
 

s比较。

图2  各组溶液对P.g不同作用时间及温度下的抑菌效果

2.3.2 臭氧溶液在不同温度、浓度、作用时间下对

F.n的作用

与阴性对照组比较,3种浓度的臭氧溶液对F.n

均有生长抑制作用,浓度越高,抑菌效果越明显。臭

氧浓度为2.85
 

mg/L,温度为20
 

℃,作用60
 

s时,抑
菌率可达86.36%,抑制效果最强;1.12

 

mg/L(10
 

℃)
组作用30

 

s时抑菌率最低(42.22%),见图3。3种浓

度的臭氧对F.n的抑菌结果经单因素方差分析,各组

间差异有统计学意义(F=62.22,P<0.01)。作用时

间相同时,3种浓度的臭氧溶液作用30、60
 

s与阴性

对照组比较,差异均有统计学意义(P<0.01);与阳性

对照组比较,作用30、60
 

s,除2.85
 

mg/L组差异无统

计学意义(P>0.05)外,其余各组均差异有统计学意

义(P<0.05)。不同作用时间下,除1.12
 

mg/L(10
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℃)组差异有统计学意义(P<0.05)外,其余各组均差 异无统计学意义(P>0.05),见表3。

表3  各组溶液对F.n作用30、60
 

s后平均菌落计数比较(Lgcfu/mL)

组别 30
 

s 60
 

s P1 P2 P3 P4 P5

阴性对照组 7.50±0.84 7.33±0.52 <0.01 <0.01 0.61

阳性对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 <0.01 <0.01
 

1.00

1.12
 

mg/L(10
 

℃) 4.33±0.82 3.67±0.82 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.04

1.12
 

mg/L(15
 

℃) 3.67±0.82 3.33±0.52 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.31

1.12
 

mg/L(20
 

℃) 2.83±0.41 2.67±0.52 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.61

1.96
 

mg/L(10
 

℃) 3.00±0.63 2.67±0.82 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.31

1.96
 

mg/L(15
 

℃) 3.00±0.63 2.83±0.41 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.61

1.96
 

mg/L(20
 

℃) 1.83±0.75 1.67±0.52 <0.01 0.01 <0.01 0.04
 

0.61

2.85
 

mg/L(10
 

℃) 1.33±0.52 1.33±0.52 <0.01 0.31 <0.01 0.31
 

1.00

2.85
 

mg/L(15
 

℃) 1.17±0.41 1.17±0.41 <0.01 0.61 <0.01 0.61
 

1.00

2.85
 

mg/L(20
 

℃) 1.17±0.41 1.00±0.00 <0.01 0.61 <0.01 1.00
 

0.61

  P1:各实验组与阴性对照组作用30
 

s比较;P2:与阳性对照组作用30
 

s比较;P3:与阴性对照组作用60
 

s比较;P4:与阳性对照组作用60
 

s比

较;P5:作用30
 

s与60
 

s比较。

图3  各组溶液对F.n不同作用时间及温度下的抑菌效果

2.3.3 臭氧溶液在不同温度、浓度、作用时间下对

A.v的作用

与阴性对照组比较,不同浓度的臭氧溶液对A.v
的生长均具有抑制作用,浓度越高,抑制作用越强。
当作用浓度为2.85

 

mg/L,作用温度为15
 

℃作用60
 

s时抑制作用最大,抑菌率为81.25%;浓度为1.12
 

mg/L,温度为10
 

℃,作用30、60
 

s的效果一样,抑菌

率最低(28.13%),见图4。3种浓度的臭氧溶液对

A.v的抑菌结果经单因素方差分析,各组间差异有统

计学意义(F=19.899,P<0.01)。作用时间相同时,

3种浓度的臭氧溶液作用30、60
 

s与阴性对照组比

较,差异均有统计学意义(P<0.01);与阳性对照组比

较,作用30
 

s时,各组均差异有统计学意义(P<
0.05),作用60

 

s时,除2.85
 

mg/L(15、20
 

℃)组差异

无统计学意义(P>0.05)外,余各组均差异有统计学

意义(P<0.05)。当作用浓度、温度相同,作用时间为

30、60
 

s时,只有2.85
 

mg/L(15
 

℃、20
 

℃)组差异有

统计学意义(P<0.05),其余差异无统计学意义(P>
0.05),见表4。

图4  各组溶液对A.v不同作用时间及温度下的抑菌效果

表4  各组溶液对A.v作用30、60
 

s后平均菌落计数比较(Lgcfu/mL)

组别 30
 

s 60
 

s P1 P2 P3 P4 P5
阴性对照组 5.33±0.52 5.33±0.82 <0.01 <0.01 1.00
阳性对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 <0.01 <0.01

 

1.00
1.12

 

mg/L(10
 

℃) 3.83±0.75 3.83±0.98 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 1.00
1.12

 

mg/L(15
 

℃) 3.00±0.63 3.00±0.63 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 1.00
1.12

 

mg/L(20
 

℃) 3.17±0.41 3.00±0.63 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.66
1.96

 

mg/L(10
 

℃) 3.67±0.82 3.83±0.98 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.66
1.96

 

mg/L(15
 

℃) 2.83±0.75 2.67±0.52 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.66
1.96

 

mg/L(20
 

℃) 2.83±0.75 3.00±0.63 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
 

0.66
2.85

 

mg/L(10
 

℃) 2.50±0.84 1.83±0.75 <0.01 <0.01 <0.01 0.03
 

0.08
2.85

 

mg/L(15
 

℃) 2.50±0.55 1.00±0.00 <0.01 <0.01 <0.01 1.00
 

<0.01
2.85

 

mg/L(20
 

℃) 2.33±0.52 1.50±0.55 <0.01 <0.01 <0.01 0.19
 

0.03

  P1:各实验组与阴性对照组作用30
 

s比较;P2:与阳性对照组作用30
 

s比较;P3:与阴性对照组作用60
 

s比较;P4与阳性对照组作用60
 

s比

较;P5:作用30
 

s与60
 

s比较。
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3 讨  论

  牙周病是常见的口腔感染性疾病之一,不仅损害

患者的咀嚼功能,影响生活质量,还是低体重早产儿、
糖尿病等[8]的重要危险因素。P.g是牙周病变区的

“关键菌”,自身的菌毛促进细菌黏附和生物膜的形

成,脂多糖引发炎症,干扰宿主的免疫反应[9];F.n是

菌斑生物膜中最丰富的物种,也是作为口腔早期和晚

期定植细菌之间的桥梁细菌,促进了牙菌斑的形

成[10]。A.v是与根面龋和牙周病相关的一种常见的

革兰阳性菌,通过黏附素在牙齿表面上黏附和定植,
加速菌斑的形成和沉积[11],加重牙周病的进展。这3
种牙周致病菌均参与牙龈炎和牙周炎的发生、发展,
导致牙周组织的破坏,因此,选取此3种菌作为本研

究的实验对象。
臭氧具有强大的氧化性,低浓度臭氧就可以通过

氧化磷脂和脂蛋白破坏细菌包膜的完整性,破坏葡萄

糖氧化酶、RNA、蛋白质等[12],从而干扰细菌代谢,阻
碍细菌的生长繁殖,发挥杀菌抑菌的作用。臭氧相较

于其他抗菌药物,具有无耐药性产生,无局部刺激等

特性,有学者将臭氧应用于牙周病治疗并取得一定的

疗效。NARDI等[13]将确诊为牙周炎的96例患者,随
机分为实验组和对照组,实验组刮治后使用臭氧化橄

榄油漱口水,对照组仅完成刮治,3个月后发现实验组

患者的探诊出血和唾液金属蛋白酶-8得到了更明显

的改善。在25例完成龈下刮治的中度至重度慢性牙

周炎病例中,以臭氧橄榄油和氯己定作为辅助冲洗治

疗,结果臭氧橄榄油组改善牙周病的菌斑效果与氯己

定相当[14]。但也有研究在牙周治疗期间,以气态臭氧

作用于牙周袋内,2周后发现臭氧相比于对照组无明

显的促进作用[15]。随着研究的深入,不同形式的臭氧

应用于牙周病的辅助治疗,然而气态臭氧的使用需要

密闭空间,长时间的吸入可能会引起鼻炎、咳嗽、头痛

甚至恶心、呕吐[6],臭氧化油作为一种抗菌缓释剂,发
挥广泛的抗菌作用的同时会产生难闻的气味,再加上

其黏性高[16],不适合作为冲洗液。相较之下,液态臭

氧具有使用方便,稳定性高和毒副作用少等优点。本

研究证实了在不同条件下臭氧溶液对几种牙周致病

菌均有抑制作用,只是最适抑菌条件不一样,针对不

同细菌,选择适宜的温度,作用时间适当的延长,可以

增强臭氧溶液的抑菌效果。临床上如果能将臭氧发

生器与洁牙机结合使用,通过时间模块,温度模块,浓
度模块的设定,可达到制备出不同浓度、温度、作用时

间的臭氧溶液的目的,针对牙周袋内特定的优势菌采

用特定臭氧溶液辅助治疗,以取得更好的杀菌效果,
并省去了牙周袋内辅助给药的治疗步骤。然而臭氧

溶液作为临床洁牙的冲洗液达到牙周病的辅助治疗

效果究竟如何,还需要更多高质量的临床实验研究来

证明。
    

本实验通过臭氧溶液对3种牙周致病菌在体外

不同条件下的抑菌效果研究,得出以下结论:(1)在温

度设定为10、15、20
 

℃时臭氧溶液初始浓度分别为

2.85、1.96、1.12
 

mg/L,半衰期分别为
 

69.00、40.20、
30.00

 

min;(2)3种浓度的臭氧溶液在3种温度下对3
种牙周致病菌作用30、60

 

s均有抑制作用;(3)当温度

设定在20
 

℃、浓度2.85
 

mg/L,作用30
 

s时对P.g生

长抑制作用最强;(4)当温度设定在20
 

℃、浓度2.85
 

mg/L,作用60
 

s时对F.n的抑制作用最强;(5)当温

度设定在15
 

℃、浓度为2.85
 

mg/L,作用60
 

s时对

A.v抑菌性最强。
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