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【摘要】 目的 建立小鼠急性假膜型念珠菌性口炎模型，观察光活化消毒技术（photoactivated disinfection，
PAD）在体内清除白色念珠菌的效果，初步探索该技术应用于急性假膜型念珠菌性口炎的可行性。方法 选

取 6周龄雄性 ICR小鼠，向已产生免疫抑制的小鼠舌背接种浓度为 1 × 107 CFU/mL的白色念珠菌菌液，成功建

立急性假膜型念珠菌性口炎模型 30只，随机分为对照组、光活化组，每组 15只。光活化组小鼠舌背部涂抹

1 mg/mL甲苯胺蓝溶液，孵育 1 min，750 mW LED红光照射 1 min后即刻与对照组小鼠行舌背真菌载量测定，

48 h后再次对两组小鼠行舌背真菌载量测定，并行舌部组织病理学检查。结果 PAD处理后 48 h，光活化组

舌背白色假膜明显少于对照组。PAD处理后即刻和 48 h，光活化组舌背真菌载量均明显低于对照组，差异具

有统计学意义（P < 0.05）。PAD处理后 48 h，光活化组经HE染色显示较对照组上皮结构更加规则，未见微小

脓肿；经 PAS染色显示菌丝数量明显少于对照组，偶见菌丝侵入角化层，但未深入上皮层。结论 PAD能显

著清除急性假膜型念珠菌性口炎小鼠舌部的白色念珠菌。
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【Abstract】 Objective To establish a mouse model of acute pseudomembranous stomatitis and to observe the effect
of photoactivated disinfection (PAD) on the removal of Candida albicans in vivo, and initially explore the feasibility of
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this technology in the treatment of acute pseudomembranous stomatitis. Methods Six⁃week⁃old male ICR mice were
selected and immunized with 1 × 107 CFU/mL Candida albicans solution on the backs of the tongues of immunosup⁃
pressed mice. Thirty model mice with acute pseudomembranous stomatitis were successfully established and randomly
divided into a control group and a photoactivated disinfection group, with 15 mice in each group. Mice in the photoacti⁃
vated disinfection group were coated with 1 mg/mL toluidine blue solution on the back of the tongue, incubated for 1
min and irradiated with 750 mW LED red light for 1 min. Immediately after treatment, the tongue fungal load was mea⁃
sured in the photoactivated disinfection group and the control group. Tongue fungal load was measured again 48 h later,
and tongue histopathological examination was performed in both groups. Results Forty⁃eight hours after PAD treat⁃
ment, the white pseudomembrane on the back of the tongue in the photoactivated group was significantly less than the
control group. The fungal load on the dorsum of the tongue in the treatment group was significantly lower than the con⁃
trol group immediately and 48 h after treatment for PAD, and the difference was statistically significant (P < 0.05). Forty⁃
eight hours after PAD treatment, HE staining showed that the epithelial structure of the PAD group was more regular
than the control group, and no microabscesses were observed. PAS staining showed that the number of mycelia in the
PAD group was significantly less than the control group. Mycelia occasionally invaded the keratinized layer but did not
penetrate into the upper cortex. Conclusion PAD significantly removed Candida albicans from the tongues of mice
with acute pseudomembranous Candida stomatitis.
【Key words】 photoactivated disinfection; Candida albicans; acute pseudomembranous stomatitis; fungal load;
toluidine blue solution; mice; model; experimental study
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光活化消毒技术（photoactivated disinfection，
PAD）是在有氧的条件下，使用具有特定波长的光

激活光敏剂实现杀灭微生物的一项技术。目前有

学者开展了光动力疗法（photodynamic therapy，
PDT）治疗口腔白色念珠菌病的相关研究，但使用

的设备不同、光源不同、光敏剂种类及浓度不同、

光照参数也不尽相同，而且大多数研究的孵育时

间和光照时间均较长［1⁃3］，很难应用于体内。另外

有研究［4］显示，白色念珠菌与其他细菌（如金黄色

葡萄球菌等）相比，其细胞体积大，故更难杀灭。

加之体内白色念珠菌感染主要表现为以生物膜形

式为主的念珠菌病，生物膜结构复杂，较菌液状态

相对更难杀灭。因此，保证较好清除率的同时能

够缩短操作时间是 PAD应用于临床治疗急性假膜

型念珠菌性口炎的基础。

本研究采用 PADTM Plus 仪对急性假膜型念珠

菌性口炎小鼠模型进行处理，探究 PAD技术清除

小鼠舌部白色念珠菌的效果，为该技术应用于临

床提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 主要仪器和试剂

标准菌株：白色念珠菌 SC5314（石家庄和亚生

物技术有限公司）。 ICR 雄性小鼠，6 周龄，40 只

（购自北京华阜康生物有限公司，动物质量合格证

号：110322200101896964，统一高压灭菌垫料，统一

饲料，自由饮食。实验动物室温度：22 ℃～25 ℃，

相对湿度：55%～70%）。本研究已通过河北医科

大学口腔医院伦理委员会审批，批准号：［2020］
016。

PADTM Plus 仪（DX9001，DENFOTEX，英国）、

1 mg/mL甲苯胺蓝溶液（DENFOTEX，英国）、小型

动物麻醉机（R583S，瑞沃德生命科技有限公司，中

国）、异氟烷（瑞沃德生命科技有限公司，中国）、念

珠菌显色培养基（上海科玛嘉微生物科技有限公

司，中国）。

1.2 急性假膜型念珠菌性口炎小鼠模型建立

1.2.1 菌液制备 接种前 3天，将白色念珠菌标准

菌株 SC5314接种到科玛嘉念珠菌显色培养基中，
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在 35 ℃恒温培养箱内培养 24 h，此为 F1，转种，

35 ℃继续培养 24 h 得到 F2，将其制备成浓度为

1 × 107 CFU/mL的白色念珠菌菌悬液备用。接种

前 1天，40只小鼠肌肉注射醋酸泼尼松龙，注射剂

量为 100 mg/kg，促使小鼠产生免疫抑制。给予小

鼠含 0.83 mg/mL 盐酸四环素的饮水，直至实验结

束。实验期间小鼠自由进食和饮水。

1.2.2 接种 接种当天，使用 0.6%的戊巴比妥钠

（剂量：0.01 mL/g）对小鼠实施麻醉。麻醉后牵出

小鼠舌体，用已在 1 × 107 CFU/mL的白色念珠菌菌

液中浸泡 1 min的棉签反复涂擦小鼠舌背部 30 s，
保持小鼠舌体于口腔外，静置 60～75 min。接种后

第 3天观察小鼠状态并评估模型。

1.2.3 模型评估 通过观察小鼠临床表现，舌背黏

膜有无红斑或白色伪膜样损害，舌背真菌载量测

定，肝、肾组织及结肠粪便载量测定、组织病理学

检查对模型进行评估。

1.3 分组处理

接种后第 3天，采用随机数字表法从模型小鼠

中挑选30只小鼠并随机分为2组，对照组和PAD处

理组（以下称光活化组），各15只。肌肉注射醋酸泼

尼松龙，注射剂量为100 mg/kg。采用异氟烷吸入麻

醉对30只实验小鼠实施麻醉并维持麻醉状态。

对照组：不给予任何处理，行舌背真菌载量测

定；光活化组：在小鼠舌背部涂抹1 mg/mL的甲苯胺

蓝溶液，参考产品说明书中该技术运用于根管消毒

和牙周袋消毒的参数，孵育 1 min，750 mW LED红

光照射1 min。光照后即刻行舌背真菌载量测定。

1.4 观察及处死动物

处理后 48 h，分别观察对照组、光活化组小鼠

状态，行临床检查、真菌载量测定及舌背组织病理

学检查。

1.5 PAD技术清除急性假膜型念珠菌性口炎小鼠

舌部白色念珠菌效果评价

1.5.1 临床表现 观察小鼠的皮毛、行为及黏膜情

况及小鼠舌背白色假膜情况。

1.5.2 舌背真菌载量测定 无菌棉签涂擦小鼠舌

背 1 min，棉签棉絮部分即刻置于盛有 1 mL生理盐

水的离心管中，旋涡振荡器振荡 1 min，然后生理盐

水连续 10 倍比稀释，分别得到 10～103 倍的稀释

液，每个稀释液取 10 μL涂科玛嘉念珠菌显色培养

皿，每个浓度分三个平行板，35 ℃培养 48 h，计数

培养基上生长的菌落CFU，单位为CFU/mL。
1.5.3 组织病理学检查 切取两组小鼠的舌体组

织，4%多聚甲醛固定后石蜡包埋，标准化纵向切

片。经HE染色及 PAS染色后显微镜下放大 200倍

和 400倍观察拍照。

1.6 统计学分析

采用 SPSS 21.0软件进行数据分析，计量资料

（小鼠舌背真菌载量转化为 Log10 CFU/mL后的值）

进行正态性检验，服从正态分布，采用均数±标准

差进行描述，用 t检验进行比较；不服从正态分布，

采用中位数和四分位数进行统计描述，用秩和检

验进行分析，设定P < 0.05有统计学意义。

2 结 果

2.1 临床表现

与正常小鼠相比，本实验模型小鼠一般状态

尚可，但出现毛松、行动迟缓、蜷缩及眼睑闭合等

情况，舌背出现不同程度红斑或白色伪膜，舌背

［（4.77 ± 0.35）Log10 CFU/mL］及结肠粪便中（7.17 ×
104 CFU/mL）均检测出大量白色念珠菌，但肝肾组

织中未检测出白色念珠菌，舌背组织切片可见大

量白色念珠菌菌丝，急性假膜型念珠菌性口炎小

鼠模型建立成功。

处理后 48 h，对照组小鼠仍然保持松毛、行动

迟缓、蜷缩及眼睑闭合等情况，小鼠舌背假膜明

显，光活化组小鼠较对照组小鼠毛顺滑、有光泽，

行动较敏捷，无蜷缩及眼睑闭合等情况，舌背白色

假膜明显减少（图 1）。

2.2 舌背真菌载量

处理后即刻，光活化组小鼠舌背真菌载量明显

低于对照组，差异具有统计学意义（P < 0.001）。处

理后 48 h，光活化组小鼠舌背真菌载量仍然显著低

于对照组（P < 0.001）（表 1）。

对照组小鼠处理后 48 h与处理后即刻的舌背

真菌载量差异无统计学意义（P > 0.05），光活化组

小鼠处理后 48 h舌背真菌载量高于处理后即刻舌

背载量，差异具有统计学意义（P < 0.05）（表 1）。

2.3 舌背组织病理学观察

处理后 48 h 镜下观察小鼠舌体组织纵向切

片。经HE染色，对照组可见上皮组织不同程度增

厚且上皮钉突不规则，上皮浅层可见中性粒细胞

浸润，个别位置微小脓肿形成。光活化组较对照

组上皮结构规则，未见明显微小脓肿。经 PAS染

色，对照组可见大量菌丝，长杆形或串珠状菌丝侵

入上皮浅表，光活化组菌丝数量明显少于对照组，

偶见菌丝侵入角化层，但未深入上皮层（图 2）。

·· 408



口腔疾病防治 2022年 6月 第 30卷 第 6期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Jun. 2022, Vol.30 No.6 http://www.kqjbfz.com

White pseudomembranes were seen on the
back of the tongue of mice in the control group
(a) and the PAD group (b) before treatment;
white pseudomembranes were still visible on
the back of the tongue of mice in the control
group 48 h later (c); the white pseudomem⁃
branes on the back of the tongue of mice in the
PAD group were significantly reduced 48 h af⁃
ter PAD treatment (d). PAD: photoactivated dis⁃
infection
Figure 1 Pictures of the lingual dorsum
of mice in the two groups before and after
treatment
图 1 处理前后两组小鼠舌背照片

Control group PAD group

Before treatment

48 h after treatment

表 1 两组不同时间点舌背真菌载量比较

Table 1 Comparison of dorsal tongue fungal load between the two groups at different time points x ± s，Log10 CFU/mL
Groups
Control
PAD
t

P

n

15
15

Immediately after treatment
4.79 ± 0.33
3.74 ± 0.45

7.24
< 0.001

48 h after treatment
4.94 ± 0.30
4.12 ± 0.42

6.19
< 0.001

t

1.44
2.88

P

0.17
< 0.05

PAD: photoactivated disinfection

a: HE staining results. Control group: the epithelial tissue was thickened to varying degrees with irregular spikes; neutrophil infiltration was
observed in the superficial layer of the epithelium, and microscopic abscesses were formed in some locations. PAD group: the epithelial
structure was regular, and there were no obvious microabscesses.
b: PAS staining results. Control group: a large number of long rod⁃shaped or beaded mycelia were seen invading the superficial epithelium;
PAD group: the number of mycelia was significantly less than the control group, and mycelia occasionally invaded the keratinized layer, but
did not penetrate into the upper cortex. PAD: photoactivated disinfection; PAS: Periodic acid⁃Schiff

Figure 2 HE and PAS staining results of tongue tissues in each group 48 h after treatment
图 2 处理后 48 h两组小鼠舌部组织HE与PAS染色结果

× 200

× 400

Control group PAD group Control group PAD group

a b

a b

c d
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3 讨 论

念珠菌（Candida）是一种常见共生菌，口腔微

生物中占比高达 75％，其中白色念珠菌（Candida

albicans）是最常见、毒力最强的念珠菌［5］。念珠菌

常寄生于人体皮肤、口腔和阴道等处，具有条件致

病性。健康人可带有念珠菌但不发病，当机体免

疫功能低下或微生态环境失调时，非致病性念珠

菌可转化为致病性念珠菌，并引起局部组织念珠

菌病、系统感染，更有甚者危及生命［6］。

口腔念珠菌病是一种以白色念珠菌为主导致

的口腔黏膜浅层感染性疾病，可发生于任何年龄，

常见于长期使用激素［7］、HIV感染者和免疫缺陷患

者等。近年来，由于广谱抗生素及免疫抑制剂应

用增多、糖尿病［8］及免疫功能缺陷症患者增加等原

因，导致口腔白色念珠菌病的发病率逐年增高［9］。

国内外已有研究对口腔念珠菌病，尤其是急性假

膜型念珠菌性口炎模型进行探索，虽然方法略有

差异，但都成功建立了小鼠模型，许多研究者借鉴

此种模型评价抗真菌药物或抗真菌光动力疗法的

疗效［10⁃11］。本研究基于以往的研究方法，成功建立

了舌部急性假膜型念珠菌性口炎模型，小鼠未发

生系统感染。

目前，临床治疗口腔念珠菌病多采用局部或

全身使用抗真菌药物（如唑类药物、制霉菌素等），

但是随着抗真菌药物应用日益增加，念珠菌的耐

药性也逐渐显现，并且限制了对该疾病的治疗效

果［12⁃13］。这无疑给口腔念珠菌病的治疗带来了新

的挑战。探索一种有效且不会产生耐药性，即使

对耐药的白色念珠菌引起的反复感染也具有疗效

的临床治疗方法显得尤为迫切。

PAD 技术是在有氧条件下，向组织或活细胞

外加入光敏剂，使光敏剂与靶细胞的细胞膜或细

胞壁选择性结合，光敏剂通过特定波长的光激发

产生高活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）来攻

击靶细胞，灭活这些组织细胞或微生物，从而达到

治疗目的的方法［14⁃15］。自 1984 年 Bertoloni 等发现

可用 PAD 杀灭细菌以来，PAD 的优势逐渐显现。

目前，PAD在抗微生物方面的应用成为国内外的

研究热点，尤其是在局部抗感染方面日益显示出

其优势，同时在口腔临床辅助诊疗中 PAD也获得

肯定的疗效。

由于该技术不易使微生物产生耐药性，越来

越多的学者开始关注 PAD在口腔黏膜病治疗尤其

是口腔念珠菌病治疗方面的效果。但既往的 PDT

治疗口腔念珠菌病研究中，光敏剂孵育时间和光

照时间较长。如：血卟啉衍生物需要孵育 30 min
光照 20 min［1］，二氢卟吩 e6 需要孵育 20 min 光照

14 min［2⁃3］，这对该技术应用于口腔临床诊疗造成

一定难度。

体外研究发现甲苯胺蓝 O（toluidine blue O，

TBO）介导的抗菌光动力化疗可以达到抑制白色念

珠菌生物膜形成、降低生物膜活性的效果，提高光

敏剂浓度会增强对白色念珠菌的抑制作用［15］，也

有学者提出高浓度 TBO介导的 PAD无需保持长时

间的孵育即可对病灶产生杀灭效果［16］。体内研究

证明甲苯胺蓝仅分布于感染的炎症组织，不能穿

透正常组织，延长渗透时间仍无明显变化，正常组

织不受 PAD的杀伤。甲苯胺蓝介导的光动力治疗

不仅能有效杀灭致病菌，且对正常组织毒副作用

小，针对口腔相关感染的治疗安全、有效［17］。

本研究采用的仪器为 PADTM Plus仪，该仪器输

出功率有 500 mW和 750 mW两档，为 LED光源，能

发出 635 nm波长红光，光敏剂是成品的甲苯胺蓝

溶液，浓度固定为 1 mg/mL，无需自配，操作简便。

635 nm的红光与甲苯胺蓝高度匹配。相较 PAD治

疗口腔念珠菌病的以往研究，本研究采用的甲苯

胺蓝浓度更高，光照功率更大，理论上孵育时间和

光照时间更短。鉴于该 PAD技术在龋病窝洞消毒

时孵育 60 s，500 mW 光照 60 s；在根管消毒时孵育

60 s，750 mW光照120 s；在牙周袋消毒时孵育60 s，
750 mW光照 60 s，因此本研究初步尝试采用孵育

1 min，750 mW光照 1 min的参数。本研究结果显

示，PAD处理后即刻，光活化组的舌背真菌载量明

显低于对照组。PAD处理后 48 h，光活化组的舌背

真菌载量仍低于对照组。PAD处理后 48 h与即刻

相比，光活化组小鼠舌背真菌载量虽然有所升高

但仍低于对照组；而且舌部组织病理学显示处理

48 h后光活化组较对照组上皮钉突排列整齐，中性

粒细胞较少，未见到明显的微小脓肿，菌丝明显减

少，偶见菌丝侵入角化层，但未深入上皮层。说明

白色念珠菌虽然载量有所回升但真菌可能主要处

于定植而非感染状态，真菌可能多为孢子相，有待

进一步证实。相较于既往研究，本方法处理时间

短，在临床操作中会有更高的便捷性和实用性。

虽然本研究采用的方法对小鼠舌背白色念珠

菌清除效果较明显，但并未完全清除，这可能与白

色念珠菌生物膜较菌液状态更难杀灭有关［15］。白

色念珠菌具有强大的应激反应系统，能提高其生
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存能力及毒力水平，帮助其适应各种环境变化，从

而逃避宿主的免疫压力［5］。也有可能与真核物种

（白色念珠菌）与原核细菌（金黄色葡萄球菌、表皮

葡萄球菌、化脓性链球菌等）对光动力抗菌的敏感

性不同有关，真核生物的敏感性相对较低［18］。结

合靶点理论分析，白色念珠菌体积大，约是一般细

菌体积的 25～50倍［4］，每个细胞可能含有更多的

靶标。光动力杀伤细菌是一种单次攻击过程，而

杀灭白色念珠菌可能需要多次攻击效果会更好，

因此在进一步的研究中可以尝试设定多次处理模

式，同时通过改善机体的低免疫状态从而降低复

发风险。当然，本研究也存在一些局限性，鉴于基

于 PADTM Plus的 PAD技术尚无应用于体内抗白色

念珠菌的相关研究，本实验暂只设置了阴性对照

组，初步探索该技术在体内清除白色念珠菌的有

效性，后续研究将进一步开展与相关药物疗效对

比研究。
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