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【摘要】 目的 探讨新型光敏剂吲哚菁绿（indocyanine green，ICG）介导的光动力疗法在体外对具核梭杆菌

（Fusobacterium nucleatum，F.nucleatum）生物膜的抗菌作用。方法 CCK⁃8检测光敏剂 ICG的毒性，将 F.nuclea⁃

tum以 108 CFU/mL与浓度分别为 0、10、20、30、40 μg/mL的光敏剂 ICG在厌氧（80% N2、10%H2和 10%CO2）条件

下混合均匀，用强度为 0.1 W/cm2的 808 nm近红外光照射 3 min，以进行抗菌光动力治疗，共培养 2 d，形成成熟

的生物膜。通过菌落形成单位计数（CFU）比较不同浓度 ICG对F.nucleatum生物膜的抑菌效果；采用结晶紫定

量法和MTT细菌增殖实验检测 ICG对F.nucleatum生物膜形成量及生物膜代谢活性的影响；采用硫酸⁃苯酚法

测定 ICG对 F.nucleatum生物膜胞外多糖形成的作用；利用激光共聚焦显微镜观察生物膜形成情况及细菌活死

数量的变化。结果 随着 ICG浓度的增加，菌落数及生物膜的生物量逐渐减少，生物膜代谢活性降低，胞外多

糖的产量减小，与对照组相比具有显著性差异（P＜0.01）。同时，激光共聚焦显微镜显示活细菌数量逐渐减

少。结论 用光敏剂 ICG进行抗菌光动力治疗可以有效抑制F.nucleatum生物膜的形成。
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【Abstract】 Objective To investigate the antibacterial effect of a new photosensitizer, indocyanine green (ICG)⁃me⁃
diated photodynamic therapy, on a biofilm of Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) in vitro. Methods The biocom⁃
patibility of the photosensitizer ICG was detected by CCK8. F. nucleatum (108 CFU/mL) was cultured in anaerobic con⁃
ditions (80% N2, 10% H2 and 10% CO2) mixed with the photosensitizer ICG at concentrations of 0, 10, 20, 30, and 40
μg/mL and then treated with antibacterial photodynamic therapy (808 nm near infrared light with an intensity of 0.1 W/
cm2 for 3 min), and a mature biofilm was formed after 2 days. The bacteriostatic effects of different concentrations of
ICG on F. nucleatum biofilms were compared by colony formation unit count (CFU). The effect of ICG on the formation
of F. nucleatum biofilms and biofilm metabolic activity was determined by crystal violet quantification and MTT assays.
The effect of ICG on the formation of extracellular polysaccharides in F. nucleatum biofilms was determined by the phe⁃

微信公众号

吲哚菁绿介导的光动力疗法对具核梭杆菌生物膜
体外抗菌作用

李雯 1， 郝婷 2， 凌宇风 2， 赵甜 2， 杨洁 2， 孙卫斌 2

1. 南京大学医学院附属口腔医院牙体牙髓病科，江苏 南京（210008）； 2. 南京大学医学院附属口腔医院牙周病

科，江苏 南京（210008）

·· 10



口腔疾病防治 2023年 1月 第 31卷 第 1期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Jan. 2023, Vol.31 No.1 http://www.kqjbfz.com

nol⁃sulfuric acid method. The change in the number of bacteria was observed by confocal microscopy. Results CFU
and biomass of the biofilm gradually decreased with increasing ICG concentration, and there were significant differences
compared with the control group. Meanwhile, the metabolic activity of the biofilm and the production of extracellular
polysaccharides also showed a significant difference between the ICG groups and the control group (P＜0.01). At the
same time, laser confocal microscopy showed that the number of living bacteria decreased gradually. Conclusion Anti⁃
bacterial photodynamic therapy with photosensitizer ICG can effectively inhibit the formation of F. nucleatum biofilms.
【Key words】 antibacterial photodynamic therapy; photosensitizer; indocyanine green; Fusobacterium nucleatum;
biofilm; colony formation unit count; exopolysaccharides
J Prev Treat Stomatol Dis, 2023, 31(1): 10⁃16.
【Competing interests】 The authors declare no competing interests.
This study was supported by the grants from National Natural Science Foundation of China (No. 51772144).

牙周炎是由革兰氏阴性厌氧菌引起的口腔疾

病，而菌斑是牙周炎的始动因子。目前常用的治

疗方法包括机械清创和抗生素治疗，但是传统的

手工器械难以到达感染最深处，不能有效控制炎

症的发生和清除菌斑生物膜［1⁃2］。另外，大剂量抗

生素的长期使用使得越来越多的细菌菌株产生耐

药性，而且高剂量抗生素不容易穿透生物膜［3⁃4］。

近年来，光动力疗法（photodynamic therapy，
PDT）作为一种新型的无创光化学控制感染的方

法，逐渐成为去除菌斑生物膜的新手段。光敏剂

吲哚菁绿（indocyanine green，ICG）是美国 FDA批准

的唯一可以在人体使用的三碳菁染料，其最大吸

收波长约为 800 nm，被广泛应用于荧光血管造

影［5］、肝功能评估［6］、外科引导导航成像［7］及抗肿

瘤、抗菌的 PDT中［8⁃10］。具核梭杆菌（Fusobacterium

nucleatum，F. nucleatum）是牙菌斑生物膜早期及晚

期定植菌重要的桥梁菌，在生物膜的形成过程中

发挥着重要作用［11］。因此，本实验旨在探讨光敏剂

ICG介导的 PDT在体外对 F.nucleatum生物膜的抗

菌作用，以期为慢性牙周炎的治疗提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 主要试剂与仪器

吲哚菁绿（上海源叶生物，中国）；DMEM细胞

培养基；胎牛血清（FBS）；胰酶消化液（Gibco，美
国）；PBS缓冲溶液（Hyclone，美国）；小鼠成纤维细

胞 L929（ATCC，美国）；F.nucleatum（ATCC 25586，
ATCC，美国）；酵母提取物，L⁃半胱氨酸盐酸盐；高

铁血红素，维生素K，胰蛋白酶大豆肉汤（Sigma⁃Al⁃
drich，美国）；MTT试剂盒，结晶紫染色液（上海碧

云天生物技术有限公司，中国）；CCK⁃8 试剂盒

（Donjindo，日本）；活/死细菌试剂盒（Thermo，美

国）；共聚焦显微镜（STORM，Nikon，日本）；细菌厌

氧培养箱（SPX⁃70，Thermo，美国）；酶标仪（Spectra⁃
Max M3，Molecular Devices，美国）；红外热成像仪

（FLIR C7200 C3，美 国）；超 净 工 作 台（Sterile ⁃
GARD，Baker，美国）。

1.2 实验方法

1.2.1 细胞增殖实验 将 L929细胞以 5 000个/孔
的密度接种于 96孔板中，培养 24 h。将细胞分为

3组：①空白组，无L929细胞的无 ICG培养基；②对

照组，有 L929细胞的无 ICG培养基；③实验组，有

L929细胞的有 ICG培养基。将培养板放在培养箱

中培养 24 h（37 ℃，5% CO2）。第 2天，弃去培养基，

在避光条件下，加入 100 μL/孔含不同浓度 ICG的

培养基（0、10、20、30、40、50、60 μg/mL），孵育 24 h。
向每孔内加入 10 μL CCK⁃8 及 100 μL 培养基，

37 ℃孵育箱孵育 1 h，用酶标仪测定每孔在 450 nm
处的 OD值，通过公式计算细胞的相对存活率，实

验重复 3次。计算公式如下：

细胞存活率（%）=［实验组 OD值-空白组 OD值］/
［对照组OD值-空白组OD值］×100%
1.2.2 细菌培养及生物膜形成 将 F.nucleatum划

线接种于脑心浸液培养基（BHI）（含 5 g/L酵母提

取物、5 mg/L高铁血红素、1 mg/L维生素K）琼脂平

板，37 ℃恒温厌氧箱（80% N2、10% H2和 10%CO2）

培养 72 h，BHI液体培养基培养至对数生长期。将

F.nucleatum以 108 CFU/mL 密度接种至 24孔板中，

并与浓度分别为0、10、20、30、40 μg/mL（根据CCK⁃8
检测结果确定的浓度范围）的光敏剂 ICG共培养，

然后用强度为 0.1 W/cm2的 808 nm 近红外光照射

3 min。ICG每 24 h更换 1次，以与第 1天相同的方

式用光照射处理孔板。共培养 2 d，形成成熟的生

物膜。
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1.2.3 ICG介导 PDT的光热效应观察 为了测量

ICG的体外光热效应，将不同浓度 ICG（10、20、30、
40 μg/mL）放置在石英石皿中，然后 808 nm的激光

器照射 3 min。功率强度为 0.1 W/cm2。使用红外

热成像仪采集照射期间的光热图像，以检测其温

度变化。实验独立重复 3次。每隔 20 s监测 1次

ICG的实时温度。

1.2.4 菌落形成单位计数 用机械刮除法收集皿

底生物膜，将细菌沉积物用装有 1 mL培养基的EP
管悬浮，旋涡混合器震荡。将生物膜悬浮液进行

10倍系列稀释后，涂布于血琼脂平板上，在 37 ℃恒

温培养箱中培养 48 h，进行 CFU计数。所得计数

乘以相应稀释倍数。

1.2.5 生物膜生物量测定 吸掉 24孔板上清液，

用新鲜 PBS冲洗 3次，空气干燥 20 min，每孔加入

1 mL多聚甲醛固定液固定 15 min，并用 0.1%结晶

紫染色 15 min，用 PBS洗除过量的未结合染料，结

合的结晶紫用 95%乙醇脱色。将提取的溶液转

移到 96 孔板中。使用酶标仪评估生物膜生物量，

测定 600 nm处的OD值。

1.2.6 生物膜代谢活性检测 吸掉 24孔板上清，

用新鲜 PBS冲洗 3次，每孔加入 1 mL MTT染料，厌

氧箱中孵育 1 h，然后用等量的DMSO处理样品，以

溶解蓝紫色结晶紫。黑暗环境下摇动 20 min，将溶

液移至 96孔板中，用酶标仪测定每孔在 540 nm处

的 OD值。吸光度越高表明样品上的生物膜的代

谢活性越高。

1.2.7 胞外多糖检测 使用硫酸⁃苯酚法测定生物

膜 的 细 胞 外 聚 合 物（extracellular polymeric sub⁃
stance，EPS）中的水不溶性多糖。吸掉 24 孔板上

清，PBS冲洗 3次，并用机械刮除法收集孔底生物

膜，重悬于 1 mL去离子水中。加入 1 mL 6%苯酚

溶液，接着加入 5 mL 95%硫酸。室温育 30 min，然
后将 100 μL 溶液转移到 96 孔板中。通过测量

490 nm处的OD值来比较生物膜中多糖的量。

1.2.8 细菌生物膜活/死染色 采用细菌活/死染

色试剂盒对样品进行染色，按照细菌活/死染色试

剂盒说明书的方法操作，将每孔加入 300 μL生理

盐水，0.3 μL SYTO9和 0.3 μL PI混合，避光条件下

将每个样品染色 15 min。共聚焦生物显微镜拍摄

显示的生物膜。所有实验重复 3次，每组标本中随

机选取 5张图像。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 22.0软件进行统计学分析。通过单

因素方差分析评估细菌CFU计数、生物膜生物量、

MTT细菌代谢活性及 EPS测定中的差异，P＜0.05
认为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 ICG浓度对细胞增殖的影响

CCK⁃8 检测不同浓度 ICG（0、10、20、30、40、
50、60 μg/mL）对小鼠成纤维细胞 L929细胞毒性的

影响。结果显示，ICG浓度为 10 μg/mL可以促进小

鼠成纤维细胞的增殖，随着 ICG浓度的增加，L929
的活力下降，当 ICG 浓度在 50 μg/mL 和 60 μg/mL
时，细胞的存活率分别在 69.0%和 54.8%，与对照组

结果相比差异具有统计学意义（P＜0.01）（图 1）。
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The proliferation ability of L929 cells was decreased when the
concentration of ICG increased. The cell viability decreased signif⁃
icantly when the concentration of ICG was 50 μg/mL and 60 μg/
mL. **: compared with the control group (ICG=0 μg/mL), P＜

0.01, ***: compared with the control group (ICG=0 μg/mL), P＜
0.001
Figure 1 CCK⁃8 detected the effects of different concen⁃
trations of indocyanine green on L929 cell proliferation
图 1 CCK⁃8检测不同浓度吲哚菁绿对L929细胞

增殖的影响

2.2 ICG介导PDT的光热效应观察

ICG引起的光热效应如图 2所示。随着 ICG浓

度的增加，石英皿中的温度变化较小。在0.1 W/cm2

的相同照射剂量下，不同 ICG浓度下细菌悬浮液的

温度从 25.7 ℃增加至 29.1 ℃。

2.3 菌落形成单位计数

如图 3所示，采用CFU检测不同浓度 ICG对Fn

生物膜菌落数影响。经过近红外激光照射后的混

悬液形成的生物膜，稀释相同倍数后血平板上的

菌落数随着 ICG浓度增加而逐渐减少，从 20 μg/mL
增至 40 μg/mL，光动力效应显著增强，与对照组相

比差异具有统计学意义（P＜0.001）。
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a: crystal violet staining of Fusobacterium nucleatum biofilms processed with different concentrations
of ICG. As the concentration of ICG increased, the color gradually lightened; b: the difference in the
absorbance value of biofilm biomass of Fusobacterium nucleatum showed statistics significance. **:
compared with control group(ICG=0 μg/mL), P＜0.01; ***: compared with control group(ICG=0 μg/mL), P＜0.001. ICG: indocyanine green

Figure 4 Biofilm biomass of Fusobacterium nucleatum under different concentrations of indocyanine green⁃mediated
antimicrobial photodynamic therapy

图 4 不同浓度吲哚菁绿介导的光动力抗菌疗法下具核梭杆菌生物膜量
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ence of CFU of F.nucleatum showed statistics significance, **: compared with control group(ICG=0
μg/mL), P＜0.01; ***: compared with control group (ICG=0 μg/mL), P＜0.001; ICG: indocyanine green

Figure 3 Colony formation unit count of Fusobacterium nucleatum under different concentrations of indocyanine
green⁃mediated antimicrobial photodynamic therapy

图 3 不同浓度吲哚菁绿介导的光动力抗菌疗法下具核梭杆菌菌落形成单位计数
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2.4 生物膜生物量的测定

含有不同浓度 ICG的细菌混悬液经过近红外

激光照射 3 min后，如图 4所示，随着 ICG浓度的增

加，F.nucleatum生物膜生物量逐渐降低，与对照组

相比，差异具有统计学意义（P＜0.01），表明随着

ICG浓度的增加，抑菌作用逐渐增强。

2.5 生物膜代谢活性测定

如图 5所示，采用MTT法检测不同浓度的 ICG

a: photothermal effects of different concen⁃
trations of ICG at 0.1 W/cm2 under near⁃in⁃
frared light irradiation for 180 s, the change
of temperature of the experimental groups
and control group was not obvious; b: infra⁃
red temperature image for 180 s. ICG: indo⁃
cyanine green
Figure 2 Photothermal effect of indo⁃
cyanine green ⁃ mediated antimicrobial
photodynamic therapy
图 2 吲哚菁绿介导的光动力抗菌

疗法的光热效应
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a: EPS staining of Fusobacterium nucleatum biofilms processed with different concentrations of ICG;
b: the difference in absorbance value of extracellular polysaccharide showed statistical significance.
*: compared with control group (ICG=0 μg/mL), P＜0.05; ***: compared with the control group
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Figure 6 Extracellular polysaccharide production of Fusobacterium nucleatum under different concentrations of indocyanine

green⁃mediated antimicrobial photodynamic therapy
图 6 不同浓度吲哚菁绿介导的光动力抗菌疗法下具核梭杆菌胞外多糖产量
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a: MTT staining of Fusobacterium nucleatum biofilms processed with different concentrations of ICG.
As the concentration of ICG increased, the color gradually lightened; b: the difference in absorbance
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Figure 5 Biofilm metabolic activity of Fusobacterium nucleatum under different concentrations of indocyanine
green⁃mediated antimicrobial photodynamic therapy

图 5 不同浓度吲哚菁绿介导的光动力抗菌疗法下具核梭杆菌生物膜代谢活性

a

ICG 0 μg/mL 10 μg/mL 20 μg/mL 30 μg/mL 40 μg/mL

对 F.nucleatum 生物膜代谢活性的影响。结果显

示，混悬液经过近红外激光照射 3 min后，随着 ICG
浓度的增加，生物膜代谢活性逐渐降低，OD值呈

下降趋势，与对照组相比，差异具有统计学意义

（P＜0.001），表明随着 ICG浓度的增加，抑菌作用

逐渐增强，可以有效抑制生物膜的代谢活性。

2.7 细菌生物膜活/死染色

生物膜活/死染色实验结果显示，随着 ICG浓

度的上升，F. nucleatum活菌数量显著下降（图 7）。

3 讨 论

近年来，光动力治疗作为慢性牙周炎的辅助

治疗手段受到了越来越多的关注。该治疗的主要

原理是利用光敏剂吸收一定波长范围的光能量与

环境氧发生能量交换，产生以单线态氧为代表的

一系列毒性活性产物破坏生物膜结构，使细胞或

微生物死亡，从而达到治疗效果［12］。相比传统的

机械刮除法或使用抗生素去除牙菌斑，PDT治疗牙

周炎有以下几方面的优势：①通过光敏剂和适当

波长的光产生活性氧清除目标微生物，能够克服

细菌因使用抗生素所产生的耐药性等问题［13］；

②操作简便，抗菌谱广，杀菌效率高［14］。紫外线和

可见光在 PDT治疗中有一定的效果，但其吸收波

长有限，不容易穿透牙周袋深层组织，而近红外光

2.6 胞外多糖产量测定

图 6所示，含有不同浓度 ICG的细菌混悬液经

过近红外激光照射 3 min后，胞外多糖检测结果显

示，剩余生物膜胞外多糖的OD值随着 ICG浓度的

升高而下降，与对照组相比，ICG浓度为 10 μg/mL
时，胞外多糖产量的差异具有统计学意义（P＜

0.05）；ICG浓度为 20、30和 40 μg/mL时，组间差异

具有统计学意义（P＜0.001）。
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Live bacteria were stained green, and dead bacteria were stained red. Bar=100 μm. ICG: indocyanine green
Figure 7 Live/dead staining of Fusobacterium nucleatum under different concentrations of indocyanine green⁃mediated

antimicrobial photodynamic therapy observed by laser confocal microscopy
图 7 激光共聚焦显微镜观察不同浓度吲哚菁绿介导的光动力抗菌疗法下具核梭杆菌活/死染色情况

ICG 0 μg/mL 10 μg/mL 20 μg/mL 30 μg/mL 40 μg/mL

穿透力度大，可用于治疗深部区域。因此，根据

ICG近红外吸收特性和光动力学性质［15］，本实验以

ICG作为光敏剂，808 nm半导体激光作为光源，评

估了PDT疗法对F.nucleatum生物膜的抗菌作用。

有研究表明 ICG抗菌的原理主要是通过光热

效应主导了微生物的杀灭［16⁃17］。然而，本实验中使

用 0.1 W/cm2功率照射 3 min，不同浓度 ICG的终温

度略有上升，但在小范围内浮动，当 ICG 浓度为

40 μg/mL时，终温度为 29.1 ℃，因此本实验中 ICG
的抗菌作用并不是通过光热效应发挥了作用。有

文献报道，ICG光敏剂在光动力治疗中表现出其独

特的优越性，其吸收峰值为 808 nm 波长，产氧率

高，有较低的细胞毒性［18⁃19］。为了选取细胞毒性较

低的 ICG浓度进行抑菌实验，本实验首先利用CCK
⁃8法 检测了 ICG浓度对小鼠 L929成纤维细胞增殖

的影响，结果显示其浓度在 0、10、20、30、40 μg/mL
时，细胞存活率在80%以上，而50 μg/mL和60 μg/mL
时，存活率只有69%和54.8%。因此，本实验选取了

0、10、20、30、40 μg/mL的 ICG浓度进行F.nucleatum

生物膜的抗菌实验。

采用 CFU检测不同浓度 ICG对单菌种生物膜

菌落数影响，可以直观地观察到血平板上相同稀

释倍数的菌落数随着本实验中，ICG浓度增加而逐

渐减少，提示 ICG 浓度从 0 μg/mL 增至 40 μg/mL，
抑菌效果显著增强。结晶紫染色结果显示 ICG浓

度越高，细菌生物膜生物量越少，而MTT结果显示，

虽然 ICG浓度为 20 μg/mL的代谢活性与 10 μg/mL
时差异无统计学意义，但整体趋势与生物膜生物

量的结果基本一致。这说明生物膜的生物量越

高，生物膜的代谢活性越强。虽然生物膜中的活

性物质占生物膜总量很小，但这些活性物质却与

生物膜中的生物化学反应密切相关［20］。

EPS是生物膜中围绕在细菌周围的高度含水

量的多聚大分子，主要由多糖和蛋白质构成，在生

物膜的形成过程中发挥着重要作用［21⁃22］。本实验

中，随着 ICG浓度增加，OD值降低，与对照组相比

结果具有显著差异。生物膜中的脂多糖对 PDT治

疗产生的单线态氧高度敏感，更容易破坏生物膜，

扰乱细菌的定植［23］。本实验中激光共聚焦显微镜

观察活/死细菌染色情况可以清晰地看出 ICG的抑

菌效果，当光强度 0.1 W/cm2的近红外光照射菌悬

液，ICG浓度为 20 μg/mL的F.nucleatum菌悬液形成

的生物膜被染成橙色，虽然可以看到一定数量的

死菌，但细菌数量并无显著减少，说明低浓度 ICG
抑菌效果较弱，并不能完全杀灭生物膜中的细

菌。当 ICG 浓度增加至 30 μg/mL 时，生物膜变稀

疏，细菌数量减少。与此同时，含有 40 μg/mL ICG
的 F.nucleatum混悬液经近红外光照射后，生物膜

被染成红色，说明大部分细菌被杀死，因此可以说

明本实验的 ICG浓度范围内，随着浓度增高，杀菌

效果逐渐增强。

综上，利用光敏剂 ICG进行光动力抗菌治疗，

可以有效抑制 F.nucleatum生物膜形成。但本实验

为体外实验，并不能完全代表口腔环境，而且，游

离光敏剂容易产生荧光淬灭、靶向性不高等问题，

因此，未来的研究必须考虑光敏剂对多菌种生物

膜的抑菌效果及如何有效清除生物膜。
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