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光敏剂甲苯胺蓝在口腔颊粘膜渗透性的研究 *
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摘要 目的：研究不同时间，甲苯胺蓝（Toluidine Blue O, TBO）在大鼠炎症性口腔颊粘膜渗透的浓度变化，及甲苯胺蓝与炎症细胞
分布之间的关系。方法：实验选取 wistar大鼠 32只，炎症组大鼠 20只，建立以金葡菌为优势菌的感染炎症创口模型。将浓度为 1
mg/mL甲苯胺蓝溶液置于大鼠感染炎症创口组织上 5、10分钟后处死，正常粘膜组大鼠 8只，于甲苯胺蓝在正常颊粘膜渗透 5、
10、20、40分钟后处死，避光条件下取组织块进行冰冻切片，即刻荧光显微镜下观察荧光分布；冰冻切片进行 HE染色，观察炎症
细胞分布。采用 Image Pro-plus 6.0软件检测荧光分布的光密度、分布面积以及炎症分布面积。结果：①创口周围正常粘膜及正常
完整粘膜组的甲苯胺蓝均停留在角化层，未穿透上皮层，和时间无相关关系；②炎症 5分钟组平均荧光分布可达到炎症细胞分布
面积的 89%，炎症 10分钟组可达 108%；炎症组在创口表面及深部，荧光光密度均无显著差异。结论：①甲苯胺蓝可有效分布于感
染的炎症组织，但不能穿透正常组织，完整上皮可保护正常组织免受光动力的杀伤。②浓度为 1 mg/mL的甲苯胺蓝溶液渗透时间
为 10分钟时，创口中甲苯胺蓝的分布与炎症细胞的分布基本一致，甲苯胺蓝浓度梯度无显著变化。提示甲苯胺蓝作为光敏剂在
针对口腔创口感染的抗菌光动力疗法中可有效、安全的发挥作用。
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Fluorescence Biodistribution of Toluidine Blue O
on Rat Buccal Mucosa*

This study focused on the timely change of osmotic concentration of toluidine blue (Toluidine Blue O,
TBO) on the rat buccal mucosa, and the corresponding relationship between the distribution of toluidine blue and inflammatory cells.

32 wistar rats, were chosen and divided into three groups, namely inflammation group, control group and blank group. The 20
rats in the inflammatory group were cultured by the type strain of Staphylococcus aureus to established the wound model of
inflammation. Primary TBO solution (1mg/mL) was placed on the wound model. Ten rats of the inflammation group were sacrificed after
five minutes, the rest rats of the inflammation group were killed 5 minutes later. The specimens were frozen and sliced to observe the
fluorescence distribution, and melt were stained with H&E to observe the distribution of inflammation cells. With Image Pro-plus 6.0
software for image processing. After the experiment, parameters , such as the optical density of fluorescence distribution, the area of
fluorescence distribution and distribution area of inflammation were measured. ① The photosensitizer (PS) was localized in the
intact epithelial layers and its distribution was not related to time. ② In 5-minute inflammation group, the average fluorescence
distribution of inflammatory cells reached 89% , and 10 minutes group could reach 108% . In the inflammatory group, no significant
differences of optical density of fluorescence distribution was noticed though the wound. ① Toluidine blue can be effectively
distributed in the infected tissue, yet can not penetrate the normal tissues. Inhance intact epithelium may protect normal tissues from
Photodynamic killing. ② TBO solution (1mg/mL) was placed on the wound model for 10 minutes, the distribution of toluidine blue
consistented with the distribution of inflammatory cells, with on significant change of luidine blue in concentration gradient. These
promising results suggested the use of such treatment as a safe and effective alternative to topical anti-microbials in future clinical
applications.
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前言

口腔感染是临床常见的疾病，其治疗多为抗生素治疗，但

随着临床的广泛应用，细菌常会出现耐药性，又给临床治疗工

作带来了新的困难[1, 2]。因此寻找新的有效治疗方法，已成为人

们的关注热点。光动力抗微生物化学疗法（PACT）能杀伤细菌

等微生物，且不伤害正常组织，已尝试应用于抗细菌微生物治

疗[3-5]，但由于目前光敏剂价格较贵，极大的限制了光动力在国
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内的应用。所以开发研究价格低廉、性质稳定的新型光敏剂，对

于光动力疗法的发展和普及有着至关重要的促进作用。甲苯胺

蓝已被证明是对抗许多微生物及其毒性产物有效的光敏剂，其

介导的光动力可能成为治疗局部感染抗菌药物的有价值替代

方法[6,7]。

本研究利用甲苯胺蓝介导的光动力对大鼠口腔感染创口

进行处理，观察其在组织的渗透性分布，旨在为甲苯胺蓝作为

光敏剂进行光动力治疗依据。为口腔感染的临床治疗树立新的

理念。

1 材料与方法

1.1 实验材料
1.1.1 实验动物 Wistar大鼠 32只，体重 170 g± 10 g克，雄

性，由哈尔滨医科大学附属第一医院动物实验中心提供，普通

饲料常规饲养。随机分为二组，对照组 4只，实验组 28只。
1.1.2 光敏剂 甲苯胺蓝（TBO），中国上海国药化学试剂有限

公司生产。将甲苯胺蓝粉末溶于无菌蒸馏水中，制成浓度为 1

mg/ml的甲苯胺蓝溶液，之后用 0.22 滋m 滤过膜滤菌，避光保

存。

1.1.3 细菌样本 临床标准金黄色葡萄球菌标准株，哈尔滨医

科大学微生物实验室提供，在灭菌磷酸盐缓冲液中稀释到 1010

个 /毫升浓度。
1.2 研究方法
1.2.1 造模 大鼠 10%水合氯醛，3 ml/1000g腹腔注射麻醉。

在大鼠左右两侧颊侧粘膜建立大小 2× 2 mm2大小切口，将表

皮及其皮下结缔组织去除，止血后，20 滋L金黄色葡萄球菌菌

液注入创口保持 5分钟，普通饲料和水饲养 24小时建立以金

葡菌为优势菌的感染炎症动物模型。

1.2.2 实验分组 （1）空白对照组：4 只，创口未施加光敏剂。

（2）光敏剂组：28只，A组 10只（创口）施加光敏剂 5分钟，B组
10只（创口）施加光敏剂 10分钟，C组 2只（正常完整粘膜）施

加光敏剂 5分钟，D组 2只（正常完整粘膜）施加光敏剂 10分

钟,E组 2只（正常完整粘膜）施加光敏剂 20分钟，F组 2只（正

常完整粘膜）施加光敏剂 40分钟。
1.2.3 实验方法 将鼠麻醉后，开口器打开口腔，暴露术区。移

液器取 10 滋L TBO液表面放置于术区，鼠头偏向患侧分别停

留时间如实验分组所示。空白对照组施加生理盐水 20 滋L。颈

椎离断法处死。小心取材不要破坏组织，标本异戊烷浴，放置于

液氮中冷冻，10 滋m切片，-70℃保存，荧光显示前解冻。切片和

荧光观察时，注意避光。荧光显微镜手机荧光信号，CCD照相

机记录，计算机处理计算。对照空白组组织的自体荧光也进行

测量。所有照片必须在完全同样的显微镜条件下拍摄，所有的

样品必须一次拍摄完全保持各张切片的拍摄条件一致。冰冻切

片标本随后进行 HE染色。将切片固定 30秒至 1分钟，水洗，

染苏木素 3至 5分钟，分化，于碱水中返蓝 20秒，伊红染色 10

至 20秒，脱水，透明，中性树胶封固。所有标本通过倒置显微镜

观察定位，拍照。

1.2.4图像软件处理分析 使用 Image Pro-pus 6.0软件及 Pho-
toshop进行图片处理。首先使用 Photoshop调整每组对应的荧

光分布照片与 HE染色照片，使其重合，裁掉多余部分，然后使

用 Image Pro-pus 6.0软件根据光强度的不同，确定荧光分布和

炎症细胞分布的边界，根据边界测量选中部分的面积，即为荧

光分布及炎症细胞分布的面积，编制宏，计算每张荧光片中的

荧光分布面积及 H&E照片中炎症细胞分布的面积。使用 Ima-

ge Pro-pus 6.0软件载入处理后的荧光图片，首先进行强度校

准，调整强度曲线，再进行光密度校准，重新设定亮水平及暗水

平。将荧光分布面积按照由表面到深部的顺序平均分为 3部

分，分别为表层、中间 1层、中间 2层，并将荧光深部边界外设

为底层，测量每层的荧光光密度，单位为图片的像素单位。制作

宏，计算每张荧光图片的光密度数值。

1.3 统计分析

采用 SPSS13.0软件统计分析处理。实验数据荧光分布面

积与炎症细胞分布面积两两比较用 t检验，检验标准 琢=0.05。

荧光光密度分析使用单因素方差分析。

2 结果

2.1 实验结果

空白对照组未见荧光，组织的自体荧光不明显。

C、D、E、F组中正常粘膜组无论 5、10 分钟组还是 20、40

分钟组，甲苯胺蓝荧光均停留在角化层，未穿透上皮层。四组比

较没有明显差别，见图 1。

图 1 甲苯胺蓝在完整上皮的的荧光分布及相应的 HE切片（40倍）

Fig.1 TBO fluorescence distribution in normal tissue with intact epithelium and HE image (× 40)
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无上皮覆盖创口组织时，荧光分布明显增加，如图 2所示。
2.2 统计结果

如表 1所示，和相应的 HE病理片相比对，5分钟组平均

荧光分布面积可达到炎症细胞分布面积 89%；10分钟组平均

荧光分布面积可达到炎症细胞分布面积 108%。统计学分析，有

显著差别见表 1（P<0.05）。

图 2 甲苯胺蓝在创口组织中的荧光分布及相应的 HE切片（40倍）

Fig.2 TBO fluorescence distribution in normal tissue with intact epithelium and HE image(× 40)

表 1 荧光面积与炎症细胞面积的比较

Table.1 The comparision of fluorescence area and the area of inflammatory cells

N Group A Group B Ratio

Distribution area of fluorescence 20 35439.60± 9595.433 34966.25± 8241.597 0.8900± 0.15785*

Ddistribution area of inflammation 20 39970.40± 8781.835 33439.00± 9282.745 1.0835± .21596*

Note:t=-3.325，P=0.003, P<0.05.

如图 3所示，为荧光分布的光密度，分别计算每层的荧光

光密度，发现表层、中间 1层、中间 2 层的光密度无显著差异，

而底层介于荧光分布的边缘，底层组与其他各组之间差异有显

著性，但底层组数据标准差过大，数据不稳定。

图 3 甲苯胺蓝荧光的光密度
Fig.3 The optical density of fluorescence

3 讨论

已有研究表明甲苯胺蓝具有光动力活性。Wong[8]等人发现

甲苯胺蓝诱发的光动力反应能有效地抑制细菌的活力和毒性。

还有文献指出[9，10]，甲苯胺蓝介导的光动力疗法能有效杀灭链

球菌等多种细菌。实验中采用甲苯胺蓝浓度为 1 mg/ml，因为前

期的体外实验中证明了此浓度可提供最好的杀菌效果[11]。在我

们课题组的前期研究中发现，即使当我们用远高于正常治疗的

光敏剂量和光剂量（2.5 mg/ml和 140 J/cm2）进行治疗时，牙龈、

牙骨质和牙槽骨都没未发生损伤和坏死[12]，这表明甲苯胺蓝诱

发的光动力反应具有较好的安全性。而 Komerik[13]的研究也表

明甲苯胺蓝具有较高的安全性。同时，本实验发现由于完整的

上皮粘膜尤其是有角化的上皮粘膜可阻止甲苯胺蓝的渗透，甲

苯胺蓝介导的光动力对上皮下正常的组织就不会产生效应，这

也从另一方面证实了甲苯胺蓝的选择性和安全性。

目前口腔中光动力疗法的灭菌应用只是局限于种植体表

面和上皮，但是光动力对口腔创口感染的治疗尚未见文献报

道，而口腔的理化环境和身体其他部位有很大区别。前期实验

证明，在激光能量为 48 J/cm2和 TBO浓度为 1 mg/ml的组合
下，大鼠口腔创口表面约 93%的细菌被杀灭，取得了理想的杀
菌效果[14]。

国外一些学者已有对光敏剂在组织中的渗透性进行了研

究。如 Takehiro Oura等 [15,16] 对 PDT充分反应所需的光敏剂
ALA的局部施加时间进行了研究，发现无论光敏剂施加的时
间长短，PDT的反应均被限制在粘膜的上皮层。N. Komerik等[17]

对甲苯胺蓝在组织的渗透性研究发现随施加时间和光敏剂浓

度的增加，其在上皮层的穿透效果越好。但 TBO的荧光只限于
上皮层，其中角化层荧光水平达到最高，结缔组织层很低和对

照组类似[18-20]。

4 结论

甲苯胺蓝可有效分布于感染的靶组织，但不能穿透正常组

织。完整上皮对甲苯胺蓝渗透的抵抗，可保护正常组织免受光

动力对其可能的杀伤。在感染创口中浓度为 1 mg/ml的甲苯胺
蓝溶液渗透时间为 10分钟时，甲苯胺蓝光敏剂就可到达有效

部位，且浓度梯度无改变，可保证光动力在炎症组织中的光敏
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化效应的产生。
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