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PS-PVP静电纺丝膜抑制牙龈卟啉单胞菌黏附的作用研究*
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【摘要】  目的　探究聚苯乙烯（PS）及PS-聚乙烯吡咯烷酮（PVP）静电纺丝材料对牙龈卟啉单胞菌黏附能力的影响。

方法　采用不锈钢针头及高压电场制备PS及PS-PVP静电纺丝材料；通过扫描电子显微镜观察不同材料表面的牙龈卟啉单

胞菌生长黏附状态；通过菌落形成单位（colony forming unit, CFU）测定不同材料表面的牙龈卟啉单胞菌生物膜形成量的

变化；通过改变静电纺丝材料表面的电荷性质测定材料表面电荷对牙龈卟啉单胞菌黏附能力的影响。结果　扫描电镜结

果显示，PS与PS-PVP均可形成直径0.2 μm的静电纺丝纤维。通过对24 h及48 h的生物膜进行扫描电镜和CFU计数，发现在

两种材料表面，牙龈卟啉单胞菌的生物膜黏附量均较少（P<0.05）。在四丁基溴化铵（tetrabutylammonium bromide, TBAB）

处理后，PS-PVP静电纺丝材料的表面电荷由负电转为正电，且表面细菌黏附量上升，与未处理的PS及PS-PVP相比差异有

统计学意义（P<0.05）。结论　PS及PS-PVP静电纺丝材料可有效降低牙龈卟啉单胞菌的黏附能力，且这种能力可能与材料

表面电荷性质相关。
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【Abstract】   Objective　To explore the effect of polystyrene (PS) and PS-polyvinylpyrrolidone (PVP) electrospun
materials  on  the  adhesion  ability  of Porphyromonas  gingivalis (P.  gingivalis),  a  common  periodontal  pathogen.
Methods　PS and PS-PVP electrospun materials were prepared with stainless steel needles in high-voltage electric field.
The  growth  and  adhesion  of P.  gingivalis on  the  surface  of  different  materials  were  observed  with  scanning  electron
microscope (SEM). The changes in the amount of P. gingivalis biofilm formed on the surface of different materials were
measured according to viable colony forming units (CFU). The effect of surface charge of the different materials on the
adhesion ability of P. gingivalis was determined through changing the charge properties on the surface of the electrospun
materials. Results　SEM images showed that both PS and PS-PVP can be used to form electrospun fibers with a diameter
of  0.2  μm. SEM images  and CFU counts  of  the  biofilm at  24 h and 48 h showed that  there  was  a  smaller  amount of P.
gingivalis biofilm  on  the  surface  of  the  two  materials  (P<0.05).  After  treatment  with  tetrabutylammonium  bromide
(TBAB), the surface charge of the PS-PVP electrospun material changed from being negatively charged to being positively
charged, and the amount of bacterial adhesion on the surface increased significantly in comparison to that of untreated PS
and PS-PVP materials (P<0.05). Conclusion　PS and PS-PVP electrospun materials can be used to reduce the adhesion
ability of P. gingivalis on the surface of different materials, and this ability may be related to the surface charge properties
of the materials.
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牙周病是一种发生在牙周组织中的疾病，是导致成

年人失牙的主要原因之一，也对糖尿病等全身系统性疾

病有着加重的作用[1]。我国第四次口腔流行病学调查显

示，35岁以上成年人牙龈出血检出率在80%以上，牙石检

出率高于90%，中老年人群牙周健康和口腔卫生状况较

差 [ 2 ]。牙龈卟啉单胞菌是成人牙周病的主要致病菌之

一。以牙龈卟啉单胞菌为代表的牙周致病菌可形成生物

膜来保护细菌，并增强细菌的毒力[3]。目前针对牙菌斑生

物膜的主要应对手段是通过机械手段清理，牙菌斑生物

膜一旦形成，稳定的结构决定了其难以清除的特点[4]，因

此，在牙菌斑生物膜形成早期，阻止细菌的黏附是感染性

疾病预防的重点[5]。

引导性骨再生技术（guided bone regeneration, GBR）

被广泛应用于牙周外科手术及种植术前准备中，GBR屏

障膜是实现骨再生技术的关键。为预防手术感染导致

的骨再生失败，GBR膜常通过搭载抗生素的方式进行改性[6]，
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但抗生素的大量应用常导致细菌耐药性增强，且部分抗

生素对于骨生长有影响，因此，开发新型GBR膜意义重

大。静电纺丝材料是一种亚微米材料，既往研究通过改

变材料性质或加载药物等方式，使其在以金黄色葡萄球

菌为主的感染性疾病致病菌的防控领域有着较为广泛

的应用[7-8]，但静电纺丝材料对口腔细菌形成的生物膜是

否具有抑制效果目前还不清楚。聚苯乙烯（polystyrene,

PS）50多年来，一直作为研究贴壁动物细胞和人类细胞

的基础材料，拥有优秀的可成形性，是静电纺丝技术的

良好材料。本研究中选用PS作为基础静电纺丝材料，可

拥有良好的生物安全性和制备简易、成形度高的优势[9]。

聚乙烯吡咯烷酮（polyvinylpyrrolidone, PVP），也称聚维

酮，是由单体N-乙烯基吡咯烷酮自由基聚合得到的合成

聚合物。PVP无毒、无极性、惰性、耐高温、pH、稳定、

生物相容性良好[10]，并且选择性的对亲水性和疏水性药

物均显示出良好的亲和力。鉴于此，本研究中选用

PVP与PS混纺进行静电纺丝，可改善PS材料本身的亲水

性与药物亲和性。课题组在前期研究中发现PS及PS-

PVP静电纺丝材料具有抑制口腔微生物（如变异链球菌）

黏附的能力[11]。本实验拟探究牙龈卟啉单胞菌在PS及

PS-PVP静电纺丝材料表面的黏附能力，并初步探索其可

能的抗黏附机制，为进一步研究静电纺丝材料在抑制牙

周致病菌黏附中的应用提供理论依据。 

1     材料与方法
 

1.1    菌种、设备和仪器

牙龈卟啉单胞菌（ATCC 33277）、PS（相对分子质量

280 000）、N，N-二甲基甲酰胺（dimethylformamide,

DMF）、氢氧化钠（NaOH）、PVP、Hemin和维生素K均购

自Sigma-Aldrich（美国密苏里州圣路易斯）；牛脑心浸出

液〔brain-heart infusion (BHI), BD〕；SYTO 9、Propidium

Iodide（Life Technologies）；扫描电子显微镜（FEI，美国），

激光共聚焦显微镜（Leica TCS SP2，德国）；静电纺丝机

（EL系列，Glass Coverslipman High Voltage Inc.，德国）。 

1.2    PS及PS-PVP静电纺丝材料制备

室温下将质量分数为20% PS（实验组1）及20% PS和

质量分数为0.3% PVP（实验组2）分别溶解在DMF中24 h

充分搅拌，制备电纺溶液。将两种溶液装入带有不锈钢

针头的注射器（d=0.7 mm）中，通过施加14 kV的高压电场

进行静电纺丝，针尖和收集器之间的距离保持在10 cm。

使用安装在收集器上的铝箔收集PS及PS-PVP静电纺丝

材料约2 h。通过注射泵将溶液流速控制在0.38 mL/h。

材料制备的环境温度和相对湿度分别保持在24 ℃和

54%。最终，获得PS及PS-PVP电纺纤维膜，并将其切成直

径为1 cm的圆片。通过扫描电子显微镜观察其结构并测

量其平均直径。 

1.3    牙龈卟啉单胞菌培养

将牙龈卟啉单胞菌（ATCC 33 277）接种于BHI培养基

中，加入Hemin（0.5 mg/mL）及维生素K（10 mg/mL）[12]

（brain-heart infusion medium supplemented with hemin

and menadione, BHIHM），37 ℃，10% CO2、10% H2和80%

N2（均为体积分数）环境培养48 h，酶标仪测量菌液浓度，

加入BHIHM培养基将菌液稀释至108 CFU/mL。 

1.4    生物膜的培养及黏附情况

将复苏的牙龈卟啉单胞菌菌液加入分别含羟基磷灰

石片（hydroxyapatite, HA）（阳性对照）、PS静电纺丝材

料、PS-PVP静电纺丝材料的12孔板中，每孔预先加入了

1.9 mL含1%蔗糖的BHIHM培养基（BHIHMS），达到最终

每孔2 mL稀释菌液，37 ℃，10% CO2、10% H2和80% N2（均

为体积分数）环境培养24 h及48 h，并分别采样。

将生物膜培养后的材料转移至无菌12孔板中，使用

无菌PBS轻柔漂洗两次，以去除浮游细菌，每孔加入1 mL

2.5%戊二醛溶液，固定过夜，然后将样本在梯度乙醇（体积

分数分别为50%，60%，70%，80%，90%，95%，100%）中依次

脱水，冷冻干燥机干燥，喷金后在扫描电子显微镜下观察[13]。 

1 . 5      不同材料表面的活菌菌落形成单位（c o l o n y

forming unit , CFU）计数

用细胞刮刀将培养了24 h及48 h的不同材料表面的

生物膜样本轻轻刮下，离心收菌并用BHI培养基稀释，形

成菌悬液。然后将悬浮液等比例连续稀释并接种于

BHI血琼脂平板上，37 ℃，10% CO2、10% H2和80% N2（均

为体积分数）培养5 d后计数CFU。 

1.6    不同电位静电纺丝材料的抗生物膜能力测定

将PS溶液、PS-PVP溶液、加入了四丁基溴化铵

（tetrabutylammonium bromide, TBAB）的PS-PVP溶液分

别用DMF稀释，通过Zeta电位仪（Malvern Zetasizer Nano

ZS90，英国Malvern Instruments Ltd.）表征其Zeta电位[10]。

分别将PS、PS-PVP、含TBAB的PS-PVP溶液制备对

应材料的静电纺丝（同1.2），无菌环境下将提前复苏的牙

龈卟啉单胞菌1∶10稀释，培养至OD600=0.6后BHIHMS培

养生物膜，同时加入3种不同原料的静电纺丝材料培养24 h

及48 h生物膜，分别观察其扫描电子显微镜结果并进行

菌落计数。 

1.7    统计学方法

以上实验均重复3次，每组重复实验均设置至少3组

平行对照。组间差异使用单因素方差分析（one-way
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analysis of variance, one-way ANOVA）进行检验比较，两两

差异使用分组t检验比较。P<0.05为差异有统计学意义。 

2     结果
 

2.1    成功制备稳定的PS及PS-PVP静电纺丝膜

在上述制备条件下，我们获得了稳定的PS及PS-PVP

静电纺丝膜，从图1中可见，二者在扫描电子显微镜下形

态基本保持一致，均为粗细均一、无规律分布的立体网状

结构。不同原料的两种纤维直径较为统一，均为0.2 μm。

表明已成功制备出了均匀稳定的PS及PS-PVP静电纺丝

纤维膜。 

2.2    两种静电纺丝材料表面细菌的黏附情况

图2结果表明，在培养生物膜时，牙龈卟啉单胞菌可

正常黏附于HA表面，但PS与PS-PVP表面则几乎无细菌

黏附，仅能看到静电纺丝纤维形态，24 h细菌黏附情况与

48 h相似。
 
 

10 μm 2 μmA B 10 μm 2 μm

 
图 1  两种不同材料静电纺丝膜的形态

Fig 1  The appearance of electrospun membranes of the two different materials

A: PS electronspun fibre; B: PS-PVP electronspun fibre.
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图 2  不同介质表面的生物膜黏附情况

Fig 2  Adhesion of biofilm on the surface of different materials
 

2.3    两种静电纺丝材料表面活菌菌落计数

分别采集24 h与48 h的牙龈卟啉单胞菌生物膜，图3

表明，相较于HA表面，PS及PS-PVP两种静电纺丝材料表

面均无或较少细菌黏附，且这种抗黏附效果在48 h生物

膜中表现更加明显，两种材料间抗黏附效果并无明显差

异（P>0.05），其表面的菌落计数均小于阳性对照组HA表

面，差异有统计学意义（P<0.01）。 

2.4    静电纺丝材料的表面电位对其抗黏附能力的影响

由图4可知，PS与PS-PVP溶液均为负电位，且PS-PVP

负电位绝对值更大；在PS-PVP溶液中加入TBAB后，可将

溶液转变为正电位。

分别以PS、PS-PVP、PS-PVP+TBAB为原料制备不同

表面电位的静电纺丝膜。从图5中可见，对于48 h生物膜，

在负电位的PS和PS-PVP材料表面，牙龈卟啉单胞菌的黏

 

24 h 48 h

HA

PS-PVP

PS

5.0×107

1.0×108

1.5×108

P<0.01

P<0.01

P<0.01

P<0.01

P.
 g

in
gi

va
lis

/C
FU

 
图 3  三种不同介质表面的活菌菌落计数

Fig 3  Colony forming units on the surface of the three different materials

 756 四川大学学报（医学版） 第 52卷



附能力较差，但加入TBAB后转变为正电位的PS-PVP

材料表面细菌黏附量显著增加。24 h生物膜和48 h生物

膜的菌落计数可见，PS-PVP+TBAB组细菌黏附量显著上

升，且菌落计数与PS组和PS-PVP组比较差异均有统计学

意义（P<0.05），而PS与PS-PVP材料表面细菌黏附量无显著

变化。 

3     讨论

牙周炎作为一种破坏牙齿支撑组织的炎症性疾病，

是导致成年人失牙的主要原因之一 [14 ]。近期研究发现，

牙周致病菌可能与阿尔茨海默症、糖尿病等全身性疾病

具有紧密的相关性[15]。因此，针对牙周炎的预防与治疗

显得越来越重要。牙龈卟啉单胞菌在成人牙周炎中的检

出率最高，且在成人牙周炎患者血清中检出升高的特异

性抗体[16]，因此被认为是成人牙周炎的主要致病菌。存

在于牙菌斑生物膜中的牙龈卟啉单胞菌可通过分泌胶原

酶和内毒素引起牙周纤维溶解及机体的炎症反应[17]，这

对GBR技术中的骨再生影响较大。传统GBR膜要求膜自

身不可降解，且应帮助成骨以便于形成新骨，但未对可能

引起感染的牙周致病菌有相关应对。在本实验中，静电

纺丝材料表现出了抑制牙龈卟啉单胞菌黏附的效果。静

电纺丝材料作为一种新型的有机高分子材料，其制备过

程中所形成的网状高分子结构，为其提供了高孔隙率、高

比表面积的优势，这一特性可促进细胞的生长攀附，因

此，静电纺丝材料可具备良好的生物相容性[18]，也因此静

电纺丝材料在组织工程、体内植入物等方面有着较为广

泛的研究与应用[19]。在此基础上，考虑到其良好的生物

安全性、不易降解等优点，将静电纺丝材料应用于GBR膜

的改良上有着良好的应用前景。

本实验使用了基于PS这种常见有机高分子材料的改

良材料。PS本身即具备耐高温、耐腐蚀、无生物毒性等

优点。PVP则是一种广泛应用于医学和非医学领域的生

物材料，它具备的优秀的理化性质（生物相容性、化学稳

定性、在水和多种有机溶剂中具有良好的溶解度、对疏

水性物质和亲水性物质均有较好的相容性）[20]使其在静

电纺丝材料制备过程中可充当亲水剂的角色，同时为后

续其功能的开发提供了大量可能性 [ 2 1 ]。既往研究表

明[22-23]，PS-PVP材料是一种经典、稳定的复合高分子材

料。本实验结果显示，PS-PVP表现出了与PS相似的抗牙

龈卟啉单胞菌黏附的能力，且与阳性对照组相比较，其表

面细菌附着明显减少，这为其在抗牙周致病菌黏附方面

的应用提供了可能。TBAB是一种常见的阳离子表面活

性剂，尽管部分阳离子表面活性剂在抗变异链球菌等口

腔常见微生物方面有着较多的研究[24]，但TBAB暂无相关

研究报道。从既往研究推测其并无显著的抗菌性能，具

体原因或与其烷基结构相关，有待进一步探究。在加入

表面活性剂TBAB改变了静电纺丝材料表面电位后，实验

结果证实其抗细菌黏附能力受到了一定程度的影响，我

们初步猜测材料表面的电荷性质可以影响细菌黏附。牙

龈卟啉单胞菌表面带负电荷[25]，由于PS与PS-PVP材料自

身酰胺基与羧基的影响，静电纺丝材料表面呈现负电位，

与细菌表面负电荷相斥，这可能是牙龈卟啉单胞菌无法

黏附的原因。

综上所述，本实验探究了PS及PS-PVP静电纺丝材料

抗牙龈卟啉单胞菌黏附的能力，同时探究了不同表面电

位的静电纺丝材料抗细菌黏附能力的差异，提出了可能

由于材料表面与细菌表面电荷相斥导致细菌无法黏附的
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图 4  不同材料的表面电位差异

Fig 4  Surface potential of different materials
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图 5  不同表面电位的静电纺丝材料表面生物膜黏附情况

Fig 5  Biofilm adhesion on the surface of electrospun materials with
different surface potentials

A: Scanning electron microscope (48 h); B: Colony forming units.
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观点，为材料改性提供了新的思路，也为静电纺丝材料在

抑制口腔细菌黏附方面的应用提供了一定理论基础。
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