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摘要　 目的　 探究抗菌涂层：聚二甲基硅氧烷 －葡萄糖酸氯

己定（ ＰＤＭＳ⁃ＣＨＸＧ） 在光滑钛片表面的构建及不同浓度

ＣＨＸＧ 对牙龈卟啉单胞菌的抗菌效果。 方法　 将钛片逐级

抛光至７ ０００目达到基台的镜面状，清洗干燥后硅烷化处理，
将试件随机分为 ５ 组：空白对照组（Ｃ），接枝 ＣＨＸＧ 溶液浓

度分别为 ０（Ｔ０）、０. ４（Ｔ１）、０. ８（Ｔ２ ）、１. ６ ｍｇ ／ ｍｌ（Ｔ３ ）的实验

组。 使用冷场发射扫描电子显微镜（ＣＦＥＳＥＭ）观察样品表

面形貌变化，并对涂层的组成元素进行半定量分析。 通过抑

菌环、活 ／死细菌染色及结晶紫实验，评价涂层的抗菌性能。
结果　 ＣＦＥＳＥＭ 下，与 Ｃ 组相比，实验组形成致密的薄膜，表
面元素半定量分析显示 Ｃｌ 元素含量随 ＣＨＸＧ 浓度增加而增

加。 抑菌环实验在 Ｃ、Ｔ０ 组样品周围未观察到抑菌环，Ｔ１、
Ｔ２、Ｔ３ 组抑菌环形成。 活 ／死细菌染色在 Ｔ２、Ｔ３ 组未见活菌

存在。 结晶紫染色实验结果显示 Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３ 组与 Ｃ、Ｔ０ 组间

ＯＤ 值差异有统计学意义，Ｔ２、Ｔ３ 组之间差异无统计学意义。
结论　 ＰＤＭＳ⁃ＣＨＸＧ 抗菌涂层构建成功，当 ＣＨＸＧ 浓度达到

０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 时具有良好的抗菌性能。
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　 　 种植义齿因良好的远期稳定性成为牙缺失的常

规修复方式，而预防种植体周围疾病的发生是其长

期存留的关键。 Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ［１］ 研究表明种植体周围疾

病的发病率约为 ４７％ ，种植体周围黏膜炎和周围炎

分别约为 ２９. ４８％和 ９. ２５％ 。 种植体周围炎的发生

与牙周炎相似菌斑生物膜为始动因子，牙龈卟啉单

胞菌是致病菌［２］。 两段式种植体中，种植体 － 基台

连接处的微间隙会成为细菌储存库［３ － ４］，赋予基台

一定的抗菌能力会有助于种植体周围炎的预防。 葡

萄糖酸氯己定（ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅ ｇｌｕｃｏｎａｔｅ，ＣＨＸＧ）是临

床常用的抗菌剂之一，聚二甲基硅氧烷（ｐｏｌｙｄｉｍｅｔｈ⁃
ｙｌｓｉｌｏｘａｎｅ，ＰＤＭＳ）含有硅氧硅（Ｓｉ⁃Ｏ⁃Ｓｉ）结构，可与钛

表面的羟基官能团结合，聚硅氧烷单元上的烷基链

可通过范德华作用力捕获 ＣＨＸＧ［５ － ７］。 该研究通过

浸渍提拉法使 ＰＤＭＳ 与光滑的钛表面结合，然后浸

泡在 ＣＨＸＧ 溶液中，实现钛表面抗菌涂层 ＰＤＭＳ⁃
ＣＨＸＧ 的构建并探究不同浓度 ＣＨＸＧ 的抗菌性能。

１　 材料与方法

１． １　 试剂和仪器　 医用钛片（ＴＡ１）（宝鸡泰宇鑫金

属材料有限公司）；Ｓｙｌｇａｒｄ １８４（聚二甲基硅氧烷，美
国 Ｄｏｗ ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；２０％ 葡萄糖酸氯己定溶液

（美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）；牙龈卟啉单胞菌（北京

百欧博伟生物技术有限公司）；脑心浸液培养基

（ｂｒａｉｎ ｈｅａｒｔ ｉｎｆｕｓｉｏｎ，ＢＨＩ）、琼脂粉、无菌脱纤维山

羊血（上海索莱宝生物科技有限公司）；结晶紫溶

液、抗荧光淬灭剂、氯化血红素（上海碧云天生物技

术有限公司）；维生素 Ｋ１ 注射液（安徽长江药业有

限公司）； ＤＭＡＯ ／ ＥｔｈＤ⁃Ⅲ活 ／死细菌染色试剂盒

［翌 圣 生 物 科 技 （ 上 海 ） 有 限 公 司 ］； ＨＩＴＡＣＨＩ
ＳＵ８２２０ 冷场发射扫描电子显微镜、ＬＳＭ８８０ 激光扫

描共聚焦显微镜（德国卡尔·蔡司股份公司）；麦氏

比浊仪（上海梅里埃诊断产品有限公司）；多功能微

孔板酶标仪（美国赛默飞世尔科技公司）。
１． ２　 试件制备　 将直径 １２ ｍｍ、厚 １ ｍｍ 的 ６０ 枚钛

片用砂纸逐级抛光至７ ０００目达到基台光滑度，分别

用丙酮、无水乙醇及超纯水各超声荡洗 ３０ ｍｉｎ，以去

除杂质获取更多⁃ＯＨ，碱化处理，烘干、备用。
１． ３　 实验分组与涂层制备 　 将 Ｓｙｌｇａｒｄ １８４ 以 １０
∶ １ 混合于正庚烷溶液中，恒温磁力加热搅拌器室温

下搅拌 ３０ ｍｉｎ，然后将上述试件放置于溶液中，在超

声震荡条件下浸泡 ３０ ｍｉｎ 后均匀提拉取出，超纯水

超声波清洗 ３ ｍｉｎ，在 ６０ ℃环境中烘干。 随机分为

５ 组，空白对照组为光滑钛片；实验组按 ＣＨＸＧ 浓度

０、０. ４、０. ８、１. ６ ｍｇ ／ ｍｌ 分为 ４ 组，分别记为 Ｃ、Ｔ０、
Ｔ１、Ｔ２、Ｔ３。 取 ２０％ ＣＨＸＧ 溶液加入去离子水中，混
匀后得到上述浓度的 ＣＨＸＧ 溶液，将试件浸泡于
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ＣＨＸＧ 溶液 ２４ ｈ 后均匀提拉取出，超纯水超声波清

洗 ３ ｍｉｎ，烘干，环氧乙烷灭菌后备用。
１． ４　 牙龈卟啉单胞菌悬液制备　 将牙龈卟啉单胞

菌菌株划线接种在 ＢＨＩ 琼脂平板上，在 ３７ ℃厌氧

环境（８０％ Ｎ２、１０％ ＣＯ２、１０％ Ｈ２）培养 ７２ ｈ，挑取

单菌落接种于 ＢＨＩ 血清培养基中，制备成 １. ５ × １０８

ＣＦＵ ／ ｍｌ 的细菌悬液。
１． ５　 抗菌涂层表征　 在各组中随机选取 ３ 枚样品

使用 ＣＦＥＳＥＭ 观察表面结构的变化，并用 Ｘ 射线能

谱对样品表面的元素组成进行半定量分析。
１． ６　 抗菌性能检测　
１． ６． １　 抑菌环实验　 取 １００ μｌ 上述细菌悬液滴在

ＢＨＩ 血琼脂平板上，用涂布棒均匀涂布至菌液被血

琼脂平板完全吸收，每组随机选取 ３ 枚样品将正面

轻轻放置于平板表面，使其与琼脂平板完全接触，３７
℃厌氧培养 ７２ ｈ 后观察实验结果并记录。
１． ６． ２　 活 ／ 死细菌染色实验　 利用 ＤＭＡＯ ／ ＥｔｈＤ⁃Ⅲ
活 ／死细菌染色试剂盒鉴别样品表面活 ／死细菌。 将

ＤＭＡＯ ∶ ＥｔｈＤ⁃Ⅲ ∶ ０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液按 １. ２５ μｌ ∶
２. ５ μｌ ∶ １ ｍｌ 的比例配制成荧光染液，避光备用。
在超净工作台内放入 ２４ 孔板，每组随机选取 ３ 枚样

品将受试面朝上置于孔板内，取上述细菌悬液，每个

样品表面接种 １００ μｌ，每孔加入 １. ５ ｍｌ ＢＨＩ 血清培

养基， ３７ ℃ 厌氧培养 ７２ ｈ，弃去旧培养基。 用

０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液清洗 ５ ｍｉｎ，去除未牢固黏附的细

菌，重复 ３ 次。 吸取 ２００ μｌ 荧光染液滴于样品表

面，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，然后用 ０. ８５％ ＮａＣｌ 溶液

清洗并滴加抗荧光淬灭剂，将样品倒置于载玻片上，
激光共聚焦显微镜（ × ４０ｏｉｌ）下观察。
１． ６． ３　 结晶紫染色实验　 每组随机选取 ３ 枚样品

将受试面朝上置于孔板内，接种菌种，３７ ℃厌氧培

养 ７２ ｈ。 将样品置于另一 ２４ 孔板内，ＰＢＳ 清洗去除

悬浮细菌，２. ５％戊二醛固定 ３０ ｍｉｎ，弃去固定液，并
用 ＰＢＳ 清洗，加入 １ ｍｌ １％结晶紫溶液振摇 ２０ ｍｉｎ，
用 ＰＢＳ 将游离燃料彻底清洗干净，加入 １ ｍｌ ３３％醋

酸溶液溶解样品表面结晶紫染液，充分震荡后吸取

２００ μｌ 液体于 ９６ 孔板中，每个样品设 ３ 个复孔。 用

酶标仪测定 ５９０ ｎｍ 处的吸光度 （ ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值，评估样品表面抑制细菌生物膜形成的能力。
１． ７　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 软件对数据进

行统计学分析，实验所测数据均以 �ｘ ± ｓ 表示，采用

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＳＮＫ
检验。 检验水准 α ＝ ０. ０５，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结果

２． １　 ＣＦＥＳＥＭ 下观察样品表征　 Ｃ 组钛片表面相

对光滑，除了方向一致的细小划痕外无其他特殊形

貌；实验组随着 ＣＨＸＧ 浓度的增加，样品表面出现

了致密均一的薄膜，表明抗菌涂层使用该方法可在

钛片表面成功构建。 见图 １。
　 　 Ｘ 线能谱进行半定量分析，结果见图 ２，Ｔ０ 组样

品表面的元素组成主要为 Ｃ、Ｓｉ、Ｏ，从 ＰＤＭＳ 的化学

结构式（Ｃ２Ｈ６ＯＳｉ）ｎ 中可以看出 Ｃ、Ｓｉ、Ｏ 为 ＰＤＭＳ 涂

层的主要组成元素，表明 ＰＤＭＳ 与钛片表面的成功

结合；与 Ｔ０ 组比较，其他实验组的结果出现了 Ｃｌ 元
素，且随着 ＣＨＸＧ 浓度的增加所占比例也增加，该
分析结果也表明抗菌涂层 ＰＤＭＳ⁃ＣＨＸＧ 在钛片表面

的成功构建。
２． ２　 抗菌性能评价　
２． ２． １　 抑菌环实验结果　 Ｃ、Ｔ０ 组样品周围未观察

到抑菌环；Ｔ１ ⁃Ｔ３ 组样品周围抑菌环明显，且抑菌环

直径随着 ＣＨＸＧ 浓度的增大而增大，当 ＣＨＸＧ 的浓

度达到 ０. ８ ｍｇ ／ ｍｌ 时表现出良好的抗菌性能。 见

图 ３。
２． ２． ２　 活 ／ 死细菌染色结果　 Ｃ 组和 Ｔ０ 组样品表

面含有大量绿色荧光（活菌），荧光信号较强表明细

菌出现了成团的黏附生长；Ｔ１ ⁃Ｔ３ 组随着 ＣＨＸＧ 浓

度增大可以观察到红色荧光（死菌）的出现且荧光

信号明显变弱，在 Ｔ２、Ｔ３ 组几乎观察不到绿色荧光，
表明随着 ＣＨＸＧ 浓度的增大细菌黏附聚集生长现

象减少且几乎无活菌出现。 见图 ４。
２． ２． ３　 样品表面细菌数量　 Ｃ、Ｔ０ 组的 ＯＤ 值基本

一致，随着ＣＨＸＧ浓度的增大，Ｔ１ ⁃Ｔ３ 组ＯＤ值逐渐

图 １　 ＣＦＥＳＥＭ 下各组样品表面形貌变化 × ５００
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图 ２　 Ｘ 射线能谱表面元素半定量分析

图 ３　 各组样品抑菌环实验结果

图 ４　 各组样品表面活 ／死细菌染色免疫荧光结果 × ４０ｏｉｌ

减小。 ＡＮＯＶＡ 结果表明各组间差异有统计学意义

（Ｆ ＝ ５ ８８６. １３，Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＳＮＫ 检验结果显示 Ｃ 组

与 Ｔ０ 组间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；Ｔ２ 组与 Ｔ３

组间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）；Ｔ１ ⁃Ｔ３ 组与 Ｃ 和

Ｔ０ 组间差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ５。

图 ５　 结晶紫染色实验检测样品表面的细菌数量

组间比较： ∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 Ｃ 和 Ｔ０ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 种植义齿具有与天然牙极其相似的良好生物特

性，成为修复牙缺失的理想修复方式。 种植体与基

台的分离设计保证了种植体植入牙槽骨发生骨结合

的过程中被完全封闭在牙槽骨内，避免了其与口腔
内微生物的接触，从而保证形成良好的骨结合［８］，
种植体周围软组织封闭的形成也会阻止外界物理和
生物刺激的侵入。 种植体形成稳定的骨结合后会行
二期手术而暴露在口腔环境中，研究［２， ９］表明，早期
炎症在种植体暴露于口腔内约 ３ 周的时间就可发
生，软组织封闭形成的时间约为基台安装完成后 ６
～ ８ 周。 二期手术到终修复体完成之前，基台会被
断开、重新连接多次使种植体穿龈部位的软组织封
闭被破环，新的结合在短期内不能形成，口腔内的微
生物及其代谢产物、食物残渣等便会入侵，基台重新
连接的过程中也易将细菌和其他污染物带入种植体
－基台连接处，从而引起种植体周围炎症的发生，导
致种植义齿修复失败。 因此，增强种植体穿龈部位
的抗菌性能及在软组织封闭形成之前降低感染风险
是需要考虑的关键因素。
　 　 目前，主要研究的抗菌涂层包括银离子、铜离子
等金属离子，抗菌肽及广谱抗生素等，金属离子可以
通过阳极氧化法、微弧氧化法或离子注入法与种植
体紧密结合［１０ － １１］，但抗菌离子容易释放不足。 抗菌
肽抗菌谱广且具有特异性受体，但其合成费用较高，
在临床难以推广应用［１２］。 抗生素具有较强的抗菌
性能，可抑制微生物的细胞壁和蛋白质的合成、干扰
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ＤＮＡ 转录和翻译，但会增加机体耐药的风险［１３］。
Ｗｕ ｅｔ ａｌ［１４］对 Ｎ⁃卤胺聚合物涂层持久性和抗菌性能

研究结果表明涂层的抗菌功效可持续存在 １２ ～ １６
周，且具有可重复构建性。 Ｌａｕｒｉｔａｎｏ ｅｔ ａｌ［５］和 Ｃａｒｉｎ⁃
ｃｉ ｅｔ ａｌ［６］使用 １％ ＣＨＸＧ 醇溶液作为种植体抗菌内

涂层评价了其抗菌性能，结果表明涂层能够灭活通

过种植体 － 基台连接处渗透到种植体内部的微生

物，Ｃａｒｉｎｃｉ ｅｔ ａｌ［６］通过临床实验对 ６ 个月时连接处

微间隙内的细菌数量进行了聚合酶链式反应分析，
结果表明实验组微间隙内的微生物数量减少。
ＣＨＸＧ 作为一种广谱抗菌剂，具有较强的杀菌和抑

菌作用，且不易产生耐药性，临床应用前景较好，是
目前研究的热点，但与钛片的结合涉及复杂的灌注

程序，在临床难以推广［１５］。
　 　 ＰＤＭＳ 是应用最广泛的有机聚合物，具有惰性、
无毒、良好的生物相容性等特点。 本实验选择

ＰＤＭＳ 作为中间层与含有 Ｃｌ 这一卤族元素的 ＣＨＸＧ
结合，通过简单的浸渍提拉法在光滑钛片表面形成

抗菌涂层，制备方法简便高效，以期用于临床基台抗

菌性能的研究。 然而本研究存在一定的局限性，选
择单一菌种进行研究不能代表口腔内复杂的微生态

环境；种植体周围软组织封闭的形成在种植体周围

炎的预防中也至关重要，涂层对生物学宽度内半桥

粒的影响将在后续的动物实验中加以完善；基台是

临床上重复使用的重要配件，因此，涂层构建成功后

的无损清除也值得研究。
　 　 ＣＦＥＳＥＭ 结果表明抗菌涂层构建成功，为了评

价抗菌能力，进行了抑菌环、活 ／死细菌染色及结晶

紫染色实验，表明涂层具有良好的抗菌性能，本课题

组细胞相容性实验用牙龈成纤维细胞验证了其生物

相容性良好。 种植义齿修复过程二期手术、印模制

取、临时冠试戴、预定个性化基台、终修复完成等涉

及基台的断开、连接的操作均可在连接之前涂覆该

抗菌涂层，增强其抗菌性能。
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经尿道联合灌注 ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因慢病毒
对糖尿病膀胱功能的影响

轩留明，马路平，欧阳松，孙 鹏，谭明辉，张永强，王勤章

摘要　 目的　 探究干细胞白血病基因（ＳＣＬ）重组慢病毒和

缝隙连接蛋白基因（Ｃｘ４３）重组慢病毒联合作用对豚鼠糖尿

病膀胱（ＤＣＰ）功能的影响。 方法　 ９０ 只健康豚鼠适应性喂

养 １ 周后，按照 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ 一次性腹腔注射链脲佐菌素

（ＳＴＺ），定期每周监测随机血糖，正常饲养 １２ 周后，通过尿

流动力学检查筛选出 ４０ 只符合标准的豚鼠，将其随机分成

４ 组：糖尿病组、ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组、ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组。 糖尿病组

经尿道向膀胱内灌注 ０. ２ ｍｌ 不含基因的空慢病毒，ＳＣＬ 组、
Ｃｘ４３ 组使用同样方法分别灌注 ＳＣＬ 慢病毒和 Ｃｘ４３ 慢病毒

０. ２ ｍｌ，ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 慢病毒组经尿道灌注 ＳＣＬ、Ｃｘ４３ 慢病毒

各 ０. ２ ｍｌ。 转染 １４ ｄ 后进行尿流动力学检查，检查后处死

豚鼠，并迅速摘取膀胱，进行冰冻膀胱切片及荧光双染。 结

果　 与糖尿病组相比，ＳＣＬ 组、Ｃｘ４３ 组在尿流动力学检查中

差异无统计学意义 （Ｐ ＞ ０. ０５），ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组尿流动力学检
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查可见逼尿肌压力、腹压、膀胱压均有改善（Ｐ ＜ ０. ０５）。 糖

尿病组激光共聚焦可见 Ｃａｊａｌ 间质细胞（ ＩＣＣ）的数量减少，
梭形结构及细胞突起明显被破坏，出现细胞裂解状态。 ＳＣＬ
组、Ｃｘ４３ 组可见 ＩＣＣ 样细胞的梭形结构和细胞突起有所改

善，细胞数量无明显变化。 ＳＣＬ ＋ Ｃｘ４３ 组可见 ＩＣＣ 样细胞的

数量增多，梭形结构及细胞突起有改善，并可形成 ＩＣＣ⁃二聚

体。 结论　 经尿道联合灌注 ＳＣＬ 和 Ｃｘ４３ 基因重组慢病毒可

以成功在豚鼠 ＤＣＰ 膀胱中转染，可恢复损伤的 ＩＣＣ 细胞的

数量及结构，并形成 ＩＣＣ 二聚体结构，提高糖尿病膀胱逼尿

肌压力，改善排尿无力、腹压排尿等特点，为治疗 ＤＣＰ 提供

了新的方向。
关键词　 糖尿病膀胱病变；Ｃａｊａｌ 样间质细胞；干细胞白血病

基因；Ｃｘ４３ 基因
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　 　 糖尿病发展过程中，可导致多系统并发症，其中

泌尿系统常见的是糖尿病膀胱病变（ｄｉａｂｅｔｉｃ ｃｙｓｔｏｐ⁃
ａｔｈｙ， ＤＣＰ），发生率为 ２５％ ～８７％ ［１］。 目前 ＤＣＰ 的

发病机制仍存在争议，研究［２］ 显示哺乳动物膀胱内
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