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摘要 目的 探讨涂有超疏水材料釉质片表面对于黏蛋白

吸附和变形链球菌黏附的影响。方法 制备牛牙釉质块若

干，随机分为两组: 用十七氟癸基三甲氧基硅烷处理釉质片

作为实验组，用去离子水处理牙釉质片作为空白对照组。用

场发射扫描电镜对样品分别面进行检测。对两组样品分别

进行接触角和唾液黏蛋白的吸附的测定。通过场发射扫描

电子显微镜观察样品表面生物膜形态特征以及计数菌落形

成单位评估样品表面变形链球菌生物膜形成情况。结果

场发射扫描电镜检测样品表面可见实验组与对照组形貌不

同。接触角测试结果显示，实验组的接触角明显大于对照组

的接触角( P ＜ 0. 05) 。实验组样品的唾液黏蛋白的吸附量

明显少于对照组( P ＜ 0. 05) 。场发射扫描电镜观察结果显

示 2 h 和 24 h 的实验组样品表面均只有极少量的菌落，而对

照组样品表面有大量的菌斑生物膜。48 h 后，两组样品表面

均被大量细菌生物膜完全覆盖。菌落形成单位计数结果与

扫描电镜结果一致。结论 涂有超疏水材料釉质片表面对

于黏蛋白吸附和变形链球菌生物膜形成有抑制作用。
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牙菌斑是嵌入到保护性基质和细菌聚合物中的

复杂的多物种生物膜［1 － 2］。牙菌斑是龋病与牙周病

的致病因素之一［3 － 4］。同时，牙菌斑中的细菌以及

牙周组织炎症也与许多全身疾病相关［5］。因此，控

制口腔牙菌斑生物膜对于人类健康具有非常积极的

意义。目前最常用的方法就是机械清除法，包括刷

牙、使用牙线等。这些方法可以清除牙面上已经形

成的牙菌斑，但是大多数个体难以保持长期达到菌

斑控制的标准［6］。因此，许多口腔护理产品中加入

抗菌 药 物 以 确 保 效 果。常 用 的 有 氯 己 定 和 三 氯

生［7］，这两种均为广谱抗菌剂，因此这些试剂最大

的缺点是长期使用会产生耐药性以及引起口腔菌群

失调［6］。该研究是在牙釉质表面形成超疏水表面，

研究该表面抑制口腔致病细菌的黏附和定植的效

果，为超疏水纳米膜在龋病预防领域提供依据。

1 材料与方法

1． 1 主要材料与仪器 脑心浸出液肉汤 ( brain
heart infusion broth，BHI) 和蔗糖购自美国 Sigma 公

司; 其它试剂均购于上海阿拉丁试剂公司。接触角

测试仪( JGW-360A1，承德惠城仪器公司) ; 多功能

酶标仪( ELX800，美国 BioTek 仪器有限公司) ; 场发

射扫描电子显微镜( Sirion 200，美国 FEI 公司) ; 厌

氧培养箱( DG250，广州华粤行仪器有限公司) 。
1． 2 牙片制备 从屠宰场获取牛牙，用手术刀片剔

除牙上软组织。将牙齿用 3% 次氯酸钠处理，以除

去细菌，并用磷酸缓冲盐溶液( phosphate buffer sa-
line，PBS) 冲洗。由水冷金刚砂片慢速切割机制备

的 4 mm ×4 mm ×2 mm 釉质块，挑选 100 片无裂缝

完整的釉质片。先后用 600、1 200、2 400、4 000粒

度的金刚砂纸抛光釉质片。接着使用丙酮超声清洗

20 min，随后使用无水乙醇超声 20 min，最后再用离

子水超声清洗 20 min。清洗完成后置于去离子水中

4 ℃ 储存，备用。
1． 3 样本制备 将上述釉质片先用紫外线杀菌 30
min，然后用 37%磷酸酸蚀 30 s，PBS 冲洗 3 次，烘干

备用。将釉质片随机分成两组，分别做下述处理: 将

样品用去离子水微微湿润后，浸没于十七氟癸基三

甲氧基硅烷液中。24 h 后取出样品，吹去多余液

体，作为实验组样品备用。将样品浸没于去离子水

中，作为对照组样品备用。
1． 4 样品表面性质检测

1． 4． 1 接触角检测 样品置于接触角测试仪的载

物台上，用移液管滴取 3 μl 去离子水于样品表面。
使用软件捕获液滴图片并传送到计算机用于角度测

量。每组有 6 个样品。
1． 4． 2 场发射扫描电镜检测 将样品用酒精梯度
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脱水后，冷冻干燥，喷金。用扫描电镜观察样品表面

形貌。
1． 5 黏蛋白黏附及检测 将样品置于 10 g /L 的黏

蛋白溶液中 37 ℃ 孵育 2 h，取出 PBS 溶液漂洗 3
次，置于阿新蓝溶液中染色 30 min 取出，PBS 溶液

漂洗 3 次，置于 1 ml 水中，震荡。离心后，用多功能

酶标仪测试溶液 595 nm 的吸光度值。
1． 6 细菌生物膜形成以及检测

1． 6． 1 细 菌 生 物 膜 形 成 将 变 形 链 球 菌

( ATCC35668) 接种于 BHI 培养基上，厌氧箱中 37
℃ 培养 48 h 后，分别挑取单个菌落于培养液中，37
℃ 下厌氧( 80% N2、10% CO2、10% H2 ) 培养 24 h
后。调整菌液浓度，使其在 550 nm 的吸光度值为

0. 26。取 200 μl 菌液分别接种于培养板中，加补充

5%蔗糖的 BHI 至 1 ml。37 ℃ 培养 2 h 后，用 PBS
液冲洗 3 次，再将样品置于 BHI 培养基中培养 2、
24、48 h 分别取出检测。
1． 6． 2 生物膜扫描电镜检测 将样品置于 2. 5%
戊二醛 4 ℃ 固定，12 h 后取出，用 PBS ( pH 7. 2 ) 漂

洗，梯度脱水( 50% 乙醇溶液 10 min、70% 乙醇溶液

10 min、90% 乙醇溶液 10 min、100% 乙醇溶液 20
min) 。随后将样品冷冻干燥，喷金，扫描电镜观察。
1． 6． 3 菌落计数 将样品置于 1 ml BHI 培养液

中，超声震荡 60 s，将获得的原液梯度稀释，接种于

BHI 平板上，厌氧培养。72 h 后，按菌落形成单位

( colony-forming units，CFU) 计数法计数，并计算各

组 Log10 的值。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

数据以 珋x ± s 表示，两组间比较采用 t 检验。

2 结果

2． 1 样品表面检测结果 两组样品的接触角，实验

组与对照组分别为( 153. 386 ± 3. 054 ) °和( 10. 869
±2. 261) °。实验组数据明显大于对照组，差异有统

计学意义( t = 123. 438，P ＜ 0. 05 ) ，见图 1。在同一

放大倍数的场发射扫描电镜下，观察两组样本表面

形貌，可见实验组表面粗糙颗粒度较小，而对照组可

见酸蚀后釉柱鱼鳞状地排列，表面起伏较大，见图

2。
2． 2 黏蛋白的吸收 实验组和对照组样本的黏蛋

白吸附量的吸光度值分别为 0. 049 ± 0. 003、0. 187
±0. 027。实验组吸光度值明显小于对照组，差异有

统计学意义( t = － 17. 693，P ＜ 0. 05) 。

图 1 样品表面水滴接触角

A: 实验组; B: 对照组

图 2 样本表面形貌扫描电镜图 × 10 000

A: 实验组; B: 对照组

2． 3 生物膜形态 由扫描电镜结果图可见实验组

2 h 的样品表面几乎看不见菌落，见图 3 A1。而对

照组 2 h 的样品表面可见成团块状聚集的细菌，菌

落之间的间隙可见釉质表面，见图 3 B1。24 h 后，

实验组样品表面仍未见明显菌落，见图 3 A2。而对

照组样品表面被细菌生物膜密集覆盖，见图 3 B2。
48 h，实验组样品表面可见多层细菌生物膜，但视野

中部分区域仍可见釉质表面，见图 3 A3。而对照组

样品表面被多层厚的细菌生物膜完全覆盖，釉质表

面完全不可见，见图 3 B3。

图 3 样品表面菌落形态扫描电镜图 × 1 000

A: 实验组; B: 对照组; 1: 2 h; 2: 24 h; 3: 48 h
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2． 4 菌落计数结果 实验组和对照组样品的菌落

计数值( Log CFU /ml) 如图 4 所示。在 3 个时间点，

实验组和对照组同一时间样品菌落计数结果比较差

异均 有 统 计 学 意 义 ( t = － 31. 705、－ 62. 349、
－ 16. 40，P ＜ 0. 05) 。

图 4 菌落计数结果

与同一时间的对照组比较: * P ＜ 0. 05

3 讨论

牙菌斑生物膜是龋病和牙周病发生的主要因素

之一。在牙菌斑生物膜的形成第一阶段是唾液蛋白

在定植表面先形成获得性膜，其可作为中间界面介

导随后细菌的黏附和定植。口腔链球菌是早期定植

的先锋菌，其对于后续其它口腔细菌的定植具有重

要的作用。变形链球菌被认为是口腔链球菌中最具

有致龋性的，而与其致龋性相关的主要因素包括黏

附、产酸性和耐酸性［8 － 9］。这些细菌能利用蔗糖合

成葡聚糖，而葡聚糖可以介导变形链球菌和其它口

腔细菌菌群对牙齿表面的黏附，促进牙齿生物膜的

形成。在口腔生物膜中的致龋菌，可更多地利用碳

水化合物进而增加 pH 降低的幅度以及釉质脱矿的

概率，最终导致龋齿的形成。
然而目前还没有哪一种方法或材料能明确有效

地预防龋病，常用来抑制口腔细菌生物膜方法都有

其局限性。因此，寻求新的防龋措施非常必要。在

其它的领域中，抑制细菌生物膜的一个比较热门和

常用的方法就是构建“生物清污”界面。大自然中

许多界面都具有自清洁功能，例如蝴蝶翅膀、苍蝇眼

睛、荷叶及其它许多植物的枝叶。其中研究最多的

是荷叶，其疏水性( θ ＞ 150°) 是由于表面的双层微

观结构。这种结构由微凸结构( 乳突表皮细胞) 浸

没在大量密集的表面蜡质中而构成。正如其它拒水

的植物一样，污染颗粒落在荷叶上被水滴带走。为

了能够实现这种超疏水的自清洁过程，污染微粒在

叶子的表面的黏附力要比水滴小，这种自洁现象被

称为荷叶效应［10］。在过去二十年里，围绕这种超疏

水自洁表面有大量的研究，人们在这一领域的研究

中也取得了很大的进展，而且己经利用多种方法制

备出了多种性能优异的超疏水性表面。采用物理、
化学等方法来产生表面微细结构制备超疏水自洁表

面的方法一般包含两个部分: 一是在疏水材料基底

上构建微细结构化表面结构，二是在微细结构化表

面上修饰低表面能的物质［11］。
生物材料表面的化学组成、临界表面张力、界面

能、表面亲水或疏水性、表面电荷等对细菌附着影响

较大。如果能够在牙齿表面修饰上一层超疏水纳米

膜，将能够有效阻止细菌与牙齿界面的接触，并可阻

止酸性物质对牙齿硬组织的侵蚀，就能有效防止龋

病的发生。有两种方式可以在牙齿界面形成较为致

密的纳米单分子薄膜: 一是利用脂肪酸的羟基和牙

齿表面的钙离子通过静电相互作用结合在一起; 另

外一种是利用硅烷化链状有机分子与牙齿界面存在

的水分子发生水解，并缩合形成较为致密的单分子，

从而形成牢固结合［12］。如果应用超疏水型有机分

子，由于单分子膜外部端链分子的高度疏水特性，表

面静态接触角一般可以大于 150 度，这样能够使牙

齿表面自由能大幅降低，阻止细菌黏附到牙齿表面。
有研究［13］显示可以利用有机硅烷改性口腔正畸矫

治器的表面来减少生物膜形成和促进其被机械清

除。本实验采用十七氟癸基三甲氧基硅烷这种试剂

来对牙釉质表面改性。这种硅烷化偶联剂的一侧端

能与酸蚀后多孔的牙齿表面发生紧密结合，而另一

侧端高度的疏水特性可使牙齿表面的自由能降低。
一般而言，低黏附性表面都具有低表面能和疏水性

的特点，故而在蛋白或者细菌等黏附时具有大的接

触角［14］。同时，十七氟癸基三甲氧基硅烷中有碳氟

化合物的存在，这可以改变有机硅烷的功能，并且在

其应用于表面改性时，可赋予表面低滞留效应［15］。
因此，这种硅烷化的表面可以抑制细菌对牙面的附

着，影响菌斑的形成，进而减少了致病细菌的黏附数

量，消除致龋的环境，从而有效预防龋病形成。在本

实验中，微生物实验的结果可以表明至少在 24 h 内

可以有效减少变形链球菌的黏附以及生物膜的形

成。关于涂层性能稳定性方面的内容，还需要进一

步研究。
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综上所述，超疏水纳米膜在釉质表面形成涂层

后，影响了致病细菌的黏附能力，这对于口腔微生态

环境及防治龋病和牙周病等牙菌斑相关性疾病的发

展都具有重要意义。
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The superhydrophobic enamel surface inhibition
of mucin adsorption and bacterialadhesion

Yin Jiali，Tang Xuyan，Li Quanli，et al
( Stomatologic College of Anhui Medical University; Dept of Prosthetics，Affiliated Stomatological Hospital
of Anhui Medical University，Key Lab of Oral Diseases Ｒesearch of Anhui Province，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the effect of superhydrophobic enamel surfacein salivary mucin adhesion and
oral biofilm formation． Methods Bovine enamel blocks were prepared as specimens and they were randomly divid-
ed into two groups． The experimental group received ( heptadecafluoro-1，1，2，2-tetradecyl) trimethoxysilane appli-
cation，while the control group received deionized water application． The sample surfaces were detected by field e-
mission scanning electron microscope ( FE-SEM) ． Contact angles and salivary mucin absorption were measured．
The morphological characteristics were observed by FE-SEM and oral biofilm formation inhibition on enamel disks
was assessed by counting colony-forming units( CFU) ． Ｒesults The surface topographies of the experimental group
and the control group were different according to the FE-SEM． And the contact angles of the experimental group
were significantly bigger than the control group( P ＜ 0. 05) ． The mucin absorbed by the experimental group was sig-
nificantly less than the control group( P ＜ 0. 05) ． Very few bacteria were found in the experimental group after 4
hours and 24 hours． While bacteria were widely distributed in the control group． After 48 hours bacteria growth，

the surfaces were completely covered by biofilms in all samples． And the results of Log( CFU) were consistent with
that． Conclusion Superhydrophobic surfaces can inhibit salivary mucin adhesion and oral biofilm formation．
Key words plaque biofilm; superhydrophobic; enamel surface; salivary mucin; Streptococcus mutans
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