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•论著•

臭氧水对四种牙周致病菌的作用探讨
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【摘要】 目 的 探 讨 臭 氧 水 对 四 种 牙 周 致 病 菌 的 作 用 。方 法 采 用 定 量 悬 液 法 测 定 不 同 浓 度 臭 氧 水 溶 液 （〇ppm、 

1. 05ppm、2. llppm、3. 91ppm)及 3%过 氧 化 氢 溶 液 对 牙 龈 卟 啉 单 胞 菌 （P. g)ATCC33277、中 间 普 氏 菌 （P. i)ATCC25611、 
具 核 梭 杆 菌 （F. n) ATCC10953、黏 性 放 线 菌 （A. v)ATCC19246分 别 作 用 30s、60s后 的 菌 落 总 数 ，并 取 对 数 统 计 分 析 在  

不 同 作 用 时 间 下 不 同 浓 度 臭 氧 水 溶 液 及 3%过 氧 化 氢 溶 液 对 4 种 牙 周 致 病 菌 的 杀 菌 效 果 。结 果 作 用 时 间 相 同 时 ，各 

组 溶 液 对 R g  ATCC33277、F. n ATCC10953、P. i ATCC25611、A. v ATCC19246作 用 后 的 菌 落 总 数 比 较 差 异 均 有 统 计  

学 意 义 （P C 0 .0 5)。作 用 浓 度 相 同 而 作 用 时 间 不 同 时 ，各 组 溶 液 对 F .n  ATCC10953、P .i ATCC25611作 用 后 的 菌 落 总  

数 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （P > 0 .0 5 );1 .0 5 p p m 臭 氧 水 溶 液 对 P.g  ATCC33277作 用 后 的 菌 落 总 数 比 较 差 异 有 统 计 学  

意 义 （P < 0 .0 5 );0 p p m 臭 氧 水 溶 液 、2. l lp p m 臭 氧 水 溶 液 、3. 91ppm臭 氧 水 溶 液 、3%过 氧 化 氢 溶 液 对 P. g ATCC33277 
作 用 后 的 菌 落 总 数 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （P > 0 .0 5 );3 . 91ppm臭 氧 水 溶 液 对 A. v ATCC19246作 用 后 的 菌 落 总 数 比  

较 差 异 有 统 计 学 意 义 （P < 〇. 05) ;0ppm 臭 氧 水 溶 液 、2. l lp p m 臭 氧 水 溶 液 、1. 05ppm臭 氧 水 溶 液 、3%过 氧 化 氢 溶 液 对  

A. v ATCC19246作 用 后 的 菌 落 总 数 比 较 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （P > 0 .0 5 )。结 论 臭 氧 水 对 P. g ATCC33277、F. n 
ATCC10953、P. i ATCC25611、A. v ATCC19246 具 有 浓 度 依 赖 性 杀 菌 效 果 。
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Antimicrobial effects of ozone water on four kinds of periodontal pathogens
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【Abstract】 Objective To investigate the antimicrobial effects of ozone water on four kinds of periodontal patho­
gens. Methods Four kinds of standard periodontal pathogens strains including Porphyromonas gingivalis (P. g. ) ATCC 
33277, Porphyromonas intermadia (P. i) ATCC 25611, Fusobacterium nucleatum (F. n) ATCC 10953, Actinomyces vis- 
cosus (A. v) ATCC 19246 were treated with different concentrations of ozone solution (Oppm, 1. 05ppm，2. llppm ， 

3. 91ppm) and 3% hydrogen peroxide solution for 30s and 60s. The total number of colonies was detected by the quanti­
tative suspension method. The antimicrobial effects were compared among different treatments. Results Under the same 
treatment time, the total number of colonies of P. g ATCC33277, F. n ATCC10953, P. I ATCC25611 and A. v 
ATCC19246 treated with different solutions had statistic difference (P<!〇. 05). Under the same treatment concentration, 
the total number of colonies of P. g ATCC33277, F. n ATCC10953, P. I ATCC25611 and A. v ATCC19246 treated with 
different time had no difference (PI>0. 05). The total number of bacterial colonies of P. g ATCC33277 treated with
1. 05ppm ozone solution had statistic difference (P<C0. 05) , while no difference was found under the treatment of Oppm,
2. llppm , 3. 91ppm ozone solutions as well as the 3% hydrogen peroxide solution (P > 0 . 05). The total number of bac­
terial colonies of A. v ATCC19246 treated with 3. 91 ppm ozone solution had statistic difference (P<!0. 05), while no 
difference was found under the treatment of 0ppm，2. llppm , 1. 05ppm ozone solutions as well as the 3% hydrogen 
peroxide solution ( P >  0. 05). Conclusion Ozone water has a concentration-dependent bactericidal effect on P. g 
ATCC33277, F. n ATCC10953, P. i ATCC25611，A. v ATCC19246.
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牙周病是由牙龈卩卜琳单胞菌（Porphyromonas 

gingivalis，P. g)、中间普氏菌（Porphyromonas inter­

media，？, i)、具核梭杆菌 （Fusobacterium nucleatum， 

F. n)、黏性放线菌（Actinomyces viscosus，A . v)等致 

病菌引起的牙周支持组织的慢性炎症，患者常表现为 

牙龈炎症、牙周袋形成、牙龈红肿出血、牙槽骨高度降 

低、牙齿松动等症状，严重危害人类口腔健康[1_2]。由 

于牙龈下微生态环境复杂，牙石、不良修复体、食物嵌 

塞、咬创伤等因素均可引起微生物生长，菌斑堆积[3]。 

因此，一旦发生牙周病应及时治疗、控制菌斑。研 

究[4]显示，应用有效抑菌剂杀灭微生物是控制菌斑的 

有效手段。臭氧（〇3)属于广谱高效的抑菌剂，其可直 

接与病原微生物相互作用，破坏核糖核酸（ribonucleic 

acid,R N A ),分解多糖、脱氧核糖核酸（Deoxyribonu­

cleic acid, D N A ) 、蛋白质、憐月旨 (phospholipids) 等大分 

子聚合物，从而抑制细菌繁殖[5]。近年来，〇3 已广泛 

应用于椎间盘突出M 、宫颈炎[7]、骨关节病[8]等多种疾 

病的治疗，但其在口腔医学中的研究与应用较少。本 

实验测定了臭氧水对P. g、P. i、F. n、A . v 的杀菌效率， 

旨在探讨臭氧水对4 种牙周致病菌的杀菌效果，以期 

为臭氧水应用于牙周疾病的菌斑控制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料 P. g ATCC33277、F. n ATCC10953、 

P. i ATCC25611、A . v ATCC19246 菌株（上海一研生 

物科技有限公司）；〇M -1000臭氧水浓度测试仪（南京 

易邦环境科技有限公司）；M -7200电解式臭氧水机 

(南京飞龙制药设备有限公司）；C D C固体培养基（西 

安锦源生物科技有限公司）；CDC液体培养基（上海广 

锐生物科技有限公司）；20%碘化钾溶液（湖北远成赛 

创科技有限公司）；草酸铵结晶紫染液（北京索莱宝科 

技有限公司）；番红染色液（上海经科化学科技有限公 

司）；离心沉淀机（上海恒跃医疗器械有限公司）；95% 

酒精(成都联禾化工医药有限责任公司）；3%过氧化 

氢溶液（哈尔滨仁皇药业股份有限公司）；PBS缓冲液 

(上海恒远生化试剂有限公司）；比浊仪（北京哲成科 

技有限公司）；厌氧培养箱（上海豫明仪器有限公司）； 

BX203显微镜（上海启步生物科技有限公司）。

1 . 2 实验方法本实验采用定量悬液法，具体操作 

如下：将 P. g ATCC33277、F. n ATCC10953、P. i 

ATCC25611、A . v ATCC19246 菌株分别接种于 CDC 

固体培养基中，在 3°C厌氧条件下培养3d，经染色镜检 

为纯培养物后，转人CDC液体培养基中，在 37°C 厌氧 

条件下培养2d，用比浊仪测定菌悬液密度，并分别稀 

释 至 1. 0 X 107CFU/m l 备用。①实 验 组 ：将 9ml

3. 91ppm、9ml 2. llppm、9ml 1. 05ppm 臭氧水溶液分

别 加 至 装 有 lml菌液的离心管中，充分混匀，于 

3 的 0s、60s取菌液0. 5ml,加 人 5ml PBS缓冲液，离 

心，弃上清，加 PBS缓冲液，充分混匀，取菌液10^1接 

种于CDC平皿中，在 37°C恒温箱内培养3d后进行菌 

落计数，结果取对数，用 Lgcfu/ml表示。②阳性对照 

组：将 9ml 3 % 过氧化氢溶液加至装有lml菌液的离 

心管中，充分混匀，于 30s、60s取菌液0. 5ml,加入5ml 

PBS缓冲液，离心，弃上清，取离心管内菌液10卩1接种 

于 CDC平皿中，在 37°C恒温箱内培养3d后进行菌落 

计数，结果取对数，用 Lgcfu/m l表示。③阴性对照 

组：将 9ml Oppm臭氧水溶液加至装有lml菌液的离 

心管中，充分混匀，于 30s、60 s取菌液 0. 5ml,加人 

5m 〖PBS缓冲液，离心，弃上清，倍比稀释菌液102 倍 

后，取离心管内菌液10^1接种于CDC平皿中，在 37°C 

恒温箱内培养3d 后进行菌落计数，结果取对数，用 

Lgcfu/ml表示。每组均重复实验3 次取平均值。

1 . 3 统 计 学 分 析 采 用 spss22.0软件进行统计分 

析。多组间比较采用单因素方差分析，两组间比较采 

用 《检验。P<0. 0 5表示差异具有统计学意义。

2 结果

2 . 1 各组溶液对P. g ATCC33277作用后的菌落总 

数比较 作 用 时 间 相 同 时 ，各 组 溶 液 对 P. g 

ATCC33277作用后的菌落总数比较差异均有统计学 

意义(•？<0. 05);作用浓度相同而作用时间不同时， 

1. 05ppm臭氧水溶液对P. g ATCC33277作用后的菌 

落总数比较差异有统计学意义（■?<〇• 05) ;0ppm臭氧 

水溶液、2. llppm臭氧水溶液、3. 91ppm臭氧水溶液、 

3 % 过氧化氢溶液对P. g ATCC33277作用后的菌落 

总数比较均无统计学差异（P>〇. 05)，见表1。

表 1 各组溶液对 P .g  ATCC33277作用后的茴落总数比较（i 士s,Lgc- 

fu/ml)

Table 1 Comparison of total number of colonies of P. g ATCC33277 after

treatment of different solutions

组别
作用时间（S)

30 60

Oppm臭氧水溶液组 4. 75 士 0. 18 4. 40 士0. 29

1. 05ppm臭氧水溶液组 2. 49 士0. 16 1. 79 土0 .18①

2. l lp p m 臭氧水溶液组 1. 29 士0• 27 1. 17 士 0. 30

3.91ppm臭氧水溶液组 1. 14 士 0• 31 1. 21 士 0• 20

3% 过氧化氢溶液组 1. 00 ± 0 . 00 1 . 00 士 0 . 00

注：与同浓度溶液作用3 0 s比较，①P < 0 . 05

2. 2 各组溶液对F. n ATCC10953作用后的菌落总数 

比较作用时间相同时，各组溶液对F. n ATCC10953 

作用后的菌落总数比较差异均有统计学意义（P <  

〇.〇5);作用浓度相同而作用时间不同时，各组溶液对
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F. n ATCC10953作用后的菌落总数比较差异均无统 

计学意义（P>〇. 05)，见表2。

表 2 各组溶液对 F. n ATCC10953作用后的菌落总数比较（i 士s ，Lgc- 

fu/ml)

Table 2 Comparison of total number of colonies of F. n ATCC10953 af­

ter treatment of different solutions

组别
作用时间（S)

30 60

Oppm臭氧水溶液组 6. 49土0. 03 6. 50土 0. 05

1.05ppm臭氧水溶液组 4. 48土0.06 4. 40 土0• 05

2.11ppm臭氧水溶液组 3. 70士 0.08 3. 68士 0. 04

3.91ppm臭氧水溶液组 1. 12 士 0. 12 1. 25 士 0. 37

3%过氧化氢溶液组 1.00 士 0.00 1. 00± 0 . 00

2. 3 各组溶液对P. i ATCC25611作用后的菌落总数 

比较作用时间相同时，各组溶液对P. i ATCC25611 

作用后的菌落总数比较差异均有统计学意义（_P<

O. 05);作用浓度相同而作用时间不同时，各组溶液对

P. i ATCC25611作用后的菌落总数比较差异均无统 

计学意义（•？>〇. 05)，见表3。

表 3 各组溶液对 P. i ATCC25611作用后的菌落总数比较（i 士s,Lgc- 

fu/ml)

Table 3 Comparison of total number of colonies of P. i ATCC25611 after 

treatment of different solutions

作用时间（s)

Oppm臭氧水溶液组 3 .19 士0.40 3 .19 ± 0 . 20

1.05ppm臭氧水溶液组 1. 18 士 0. 20 1. 29 士0_ 17

2.11ppm臭氧水溶液组 1. 00 士 0. 00 1. 00 士 0• 00

3.91ppm臭氧水溶液组 1. 19 士 0. 40 1.00 士 0.00

3%过氧化氢溶液组 1.00 士 0.00 1. 00 士 0• 00

P < 0 . 001 < 0 .  001

2 . 4 各组溶液对A . v ATCC19246作用后的菌落总 

数比较 作 用 时 间 相 同 时 ，各 组 溶 液 对 A. v 

ATCC19246作用后的菌落总数比较差异均有统计学 

(P<0. 05);作 用 浓 度 相 同 而 作 用 时 间 不 同 时 ，

3. 91ppm臭氧水溶液对A . v ATCC19246作用后的菌 

落总数比较差异有统计学（•?<〇. 05) ;0ppm臭氧水溶 

液、2. llppm臭氧水溶液、1. 05ppm臭氧水溶液、3 %  

过氧化氢溶液对A . v ATCC19246作用后的菌落总数 

比较差异均无统计学意义（P>〇. 05)，见表4。

2 . 5 臭氧水溶液作用浓度和作用时间对其杀菌效果 

的线性回归分析结果臭氧水溶液杀菌效果与臭氧 

水作用浓度的相关性明显大于臭氧水溶液杀菌效果 

与臭氧水作用时间的相关性（P<〇. 05)，见表5。

表 4 各组溶液对A. v ATCC19246作用后的菌落总数比较（i 士s,Lgc- 

fu/ml)

Table 4 Comparison of total number of colonies of A. v ATCC19246 af­

ter treatment of different solutions

作用时间（s)

Oppm臭氧水溶液组 4. 29 士 0• 38 4. 09 ± 0 . 29

1.05ppm臭氧水溶液组 2. 39 士 0• 19 2. 50 士 0• 39

2. l lp p m 臭氧水溶液组 2. 05 ± 0 . 30 1. 95 ± 0 . 19

3.91ppm臭氧水溶液组 2. 20 土 0• 50 1. 00 ± 0 . 00®

3%过氧化氢溶液组 1. 00 士 0• 00 1. 00 土 0. 00

注：与同浓度溶液作用3 0 s比较，①P < 0 . 05

表 5 线性回归分析结果 

Table 5 Linear regression analysis results

细菌 影响因素 P Beta
P. g ATCC33277 常数项 13. 60 -

时间 1.79 0. 132
浓度 610.44 0. 247

A. v ATCC19246 常数项 15. 90 -
时间 1. 61 0.071
浓度 605. 76 0. 154

F. n ATCC10953 常数项 15. 61 -
时间 2. 20 0. 138
浓度 590. 61 0. 432

P. i ATCC25611 常数项 15. 77 -
时间 1. 52 0. 122
浓度 610.03 0. 637

3 讨论

牙周疾病为一种机会性感染[91(0，当口腔菌群繁 

殖环境发生变化，菌群平衡被打破，极易发生牙周疾 

病。目前，常见的牙周致病菌包括P. g、P. i、F. n、A . v 

等[11]。P.g 为一种与牙周疾病发生及病情进展有关 

的革兰氏阴性厌氧球杆菌，其在细胞内合成并分泌的 

牙龈蛋白酶是主要的毒力因子之一。相关资料 

显示，牙龈蛋白酶根据其水解肽段可分为与精氨酸特 

异结合活性的牙龈蛋白酶R (gingipainR，Rgp)和与赖 

氨酸特异结合活性的牙龈蛋白酶K (gingipainK, 

Kgp)，其中Kgp由 N 末端前肽体、C 末端粘附结构 

域、催化结构域组成，催化结构域可参与分解宿主组 

织，组织受到破坏后，引起血管塌陷、血供受阻，造成 

炎症、溃疡及坏死等病变；粘附结构域可影响C-反应 

蛋白（C-Reactive protein, CRP)、甘露糖结合蛋白 

(mannose-binding protein, MBP )、血清淀粉样蛋白 

(Serum amyloid protein, SAP)等急性相蛋白及干扰 

素-7(interfer〇n-7，IFN-y)、集合素、肿瘤坏死因子-a 

(tumor necrosis factor-a，TNF-a)等细胞因子的分子 

组成，使其逃避免疫应答，且还能增加微循环血管壁 

通透性引起牙龈出血。
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P.i是一种产黑色素革兰氏阴性厌氧杆菌，也是 

侵袭性牙周炎、急性坏死溃瘍性眼炎、急性坏死性龈 

炎、坏疽性口炎等的重要致病菌，尤其在牙周炎中常 

为主要优势菌[14]。同时，P. i还与儿童肺部感染密切 

相关。相关资料显示[15]，荚膜、溶血素、纤毛、凝血素、 

内毒素、胰蛋白酶样酶等P. i毒力因子,可降解牙周支 

持组织，造成牙周袋形成、牙龈炎症出血、牙槽骨高度 

降低等。Han等[16]研究发现，P.i阳性检出者牙周炎 

病情严重程度分级远远高于P. i阴性检出者，且在P. i 

阳性检出者中，P. i含量与牙周探诊深度、牙槽骨丢 

失、龈沟出血指数、探诊出血阳性位点比例呈正相关。 

Zhou等[17]发现，6 岁健康儿童龈沟内P. i检出率明显 

高于12岁儿童，可能是12岁儿童前牙区咬合关系及 

激素水平均趋于稳定，故 P. i检出率有所降低。

A .v为一种与根面龋病及牙周病有密切关系的 

革兰氏阳性丝状菌，对宿主的粘附和定居是其致病的 

基本条件。多个研究中心表明[1819]，A . v 表面的菌毛 

与 A .v粘附有关。A .v有 I 型菌毛和D 型菌毛2 种 

抗原性不同的菌毛，I型菌毛可介导黏性放线菌粘附 

于含有唾液的羟基磷灰石，II型菌毛可使黏性放线菌 

与其他致病菌发生凝集反应，使菌斑快速沉积，进一 

步加重牙周疾病病情。同时，A.v 的脂蛋白可活化 

Toll样受体，诱导TNF-a 、白细胞介素-lp、白细胞介 

素-6等炎性细胞因子分泌，加剧牙周组织炎症。F.n 

为一种革兰氏阴性梭形厌氧细菌。最初有研究认为 

F.n是一种无害菌，但随着组织病理学及微生物检测 

技术的进步，在冠周炎、急性牙髓炎、根尖牙周炎等口 

腔疾病中检测出大量F. n,且其检出数量与牙周组织 

破坏程度之间存在较强的正相关。F.n 可产生内毒 

素、绿脓菌素、白细胞毒素、弹性蛋白酶等诱导T 淋巴 

细胞、B 淋巴细胞、自然杀伤细胞、肥大细胞等免疫细 

胞凋亡，使牙周组织遭到破坏，且其诱导细胞凋亡作 

用在牙周疾病相关厌氧菌中为最强。同时，F.n 还可 

与 P. g、P. i、A . v等其他牙周致病菌聚集，共同促进牙 

周疾病的发生或加重。

〇3是一种可与微生物发生生物化学氧化反应的 

淡蓝色气体，其氧化性仅次于氟，溶于水后可直接与 

微生物菌体进行反应，其分解生成的羟基自由基也能 

与菌体进行间接反应，同时羟基自由基氧化性较强， 

因此氧化杀菌速度极快。〇3 能氧化分解细菌内部的 

葡萄糖氧化酶，破坏其细胞器和R N A，分解D N A、糖 

脂、胆固醇、蛋白质、糖元等大分子聚合物，抑制细菌 

代谢繁殖。同时，〇3还可渗人细菌细胞膜组织作用于 

内部的脂多糖与外膜脂蛋白，改变细胞通透性，将细 

菌体内遗传基因、支原体、热原（细菌代谢产物、内毒

素）、噬菌体等溶解变性灭亡。

本实验将这4 种牙周致病细菌作为研究对象，探 

讨了臭氧水对其杀菌效果，发现4 种牙周致病细菌使 

用不同浓度〇3后的菌落总数差别很大，且臭氧水溶 

液作用浓度和作用时间对其杀菌效果的线性回归分 

析结果显示，〇3杀菌效果与臭氧水作用浓度的相关性 

更为明显，提示〇3 对细菌的杀灭不存在耐药性的问 

题。虽然〇3杀菌效果与时间相关性较小，但〇3杀菌 

率随杀菌时间延长也有所提高，我们推测可能是因为 

〇3杀菌速度快，在较短时间内臭氧即发挥强氧化作 

用。341^11山等[2°]建立动物模型进行试验发现，大鼠 

使用5 mg/L、10mg/L 0 3 后无皮肤过敏及眼黏膜刺 

激，且对牙龈成纤维细胞、成腺细胞无抑制作用，而大 

鼠使用3 % 过氧化氢溶液后口腔上皮细胞、成牙骨质 

细胞等细胞活性明显降低。此外，M ckenna等[21]调查 

显示，3 % 过氧化氢溶液用于口腔含漱时味道苦涩，刺 

激口腔黏膜，且作用时会产生大量气泡，而臭氧水溶 

液味道较淡、刺激不大，且发生反应时无气泡。因此， 

使用臭氧水溶液进行口腔含漱或牙周冲洗时不会导 

致皮下气肿，可以作为牙周疾病辅助治疗的措施 

之一 。

4 结论

臭氧水对 P. g ATCC33277、F. n ATCC10953、P. 

i ATCC25611、A . v ATCC19246具有浓度依赖性杀菌 

效果，可作为一种控制菌斑的有效手段。
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