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PIII 改性 ePTFE 膜对细菌生存状态的影响研究
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摘要 目的：探讨等离子注入技术（Plasma immersion ion implantation ，PIII）对膨体聚四氟乙烯（ePTFE）膜改性后表面性能以及对

细菌生存状态的影响。方法：采用氧等离子注入技术（PIII）对 ePTFE 膜表面处理，获得改性 ePTFE 膜，利用扫描电镜（SEM）观察

改性 ePTFE 膜和未处理膜的表面形貌，体外培养变形链球菌，观察改性前后各组膜作体外细菌生存状态变化。结果：与未处理

ePTFE 膜相比，改性 ePTFE 膜表面形貌、亲水性发生改变。荧光染色后观察长脉冲组表面的细菌最少；短脉冲组膜表面粘附的细

菌密集，形成生物膜；空白组可见少量死菌和活菌粘附于 ePTFE 膜上。结论：长脉冲 PIII 改性 ePTFE 膜后有良好的抗细菌粘附能

力。
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ABSTRACT Objective: The study aimed at the surface modification of oral biomaterials(expanded polytetrafluoro-ethylene, ePTFE)
by means of oxygen plasma immersion ion implantation (PIII) and evaluating its survival condition. Methods: PIII had been used to modify
the surface of ePTFE membrane, and the modified ePTFE samples were investigtaied by scanning electron microscopy(SEM). Its survival
condition to the modified ePTFE was studied. Results: It revealed that PIII changed surface morphology and water contact angle of
ePTFE. The bacteria survival condition indicated that after fluorescence-labeling, less bacteria in long pulse PIII ePTFE, and more bacte-
ria in short pulse PIII ePTFE and virgin samples. Conclusion: It manifested that long pulse PIII treated ePTFE significantly reduced the
bacterial adhesion in vitro.
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随着各种生物材料的临床大量应用，其相关感染的发病率

明显增加。在牙周引导组织再生术(guided tissue regeneration，

GTR)和引导骨再生术(guided bone regeneration, GBR) 中，国内

常用的膜材料多为可降解生物膜如胶原膜、冻干异体骨膜、聚
乳酸膜等，但可吸收膜降解速率不稳定以及膜相关感染限制了

再生修复的发展[1,2]。目前国际上 GTR 和 GBR 的金标准膜为膨

体聚四氟乙烯膜（ePTFE），为许多微纤维起伏相连的多孔性裂

沟，研究证明该膜理化性能稳定，组织相容性好、抗感染能力较

强[3]。但在大量临床应用过程中，各种因素导致生物膜暴露于口

腔环境从而引发生物材料相关感染[4]。细菌生物膜与生物材料

相关感染是材料、细菌、宿主的相互影响，细菌对生物材料表面

的粘附是感染的第一步[5-8]，若能使引导膜表面性能改变从而影

响细菌的粘附，对控制其相关感染、提高 GTR 术和 GBR 术的

成功率有重要临床意义。

等离子体改性技术是利用等离子体轰击材料表面，引起高分子

材料表面性能变化的一种改性过程[9]。等离子注入技术（PIII）处

理后材料的表面相对均匀，且能低温操作，是材料表面改性技

术中较环保、有效的技术[10]。本实验拟采用 PIII 技术，对 ePTFE
膜表面氧等离子处理，改变 ePTFE 膜表面性能，以期抑制细菌

对 ePTFE 膜的粘附，控制膜相关感染。

1 材料与方法

1.1 材料和仪器

医用膨体聚四氟乙烯（ePTFE）膜（上海索康医用材料有限

公司）；变形链球菌（streptococcus mutans）ATCC25175 标准株

（四川大学华西口腔医学院口腔生物工程重点实验室）；OA/EB
（吖啶橙 / 溴化乙锭）染色剂（北京拜尔迪生物技术有限公司）；

唾液 （无龋病无牙周病健康人提供）；BHI 培养基 （OXOID,英
国）；等离子体注入装置（香港城市大学自制）；扫描电镜(HET-
ACH I,X- 650,日本)；激光共聚焦显微镜(Bio-aelMRC-024, 美

国)；酶标仪（TECAN,澳大利亚）。
1.2 方法

1.2.1 ePTFE 膜表面处理 采用多功能全方位等离子浸没离子
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注入机对厚 1 mm 的 ePTFE 膜表面进行处理。步骤和方法：

ePTFE 膜置于高压仪器的靶台上，真空室预抽真空后再充入氧

气，使真空室压力在 3.2×10-4 Torr；用射频电源建立氧等离子

体,施加 -5 KV 脉冲高压,采用脉冲频率为 500 Hz，时间 200 μs
和脉冲频率 50 Hz，时间 30 μs 的参数对膜进行氧等离子体处

理，处理时间均为 30 min,获得长脉冲、短脉冲两种不同的引导

膜。
1.2.2 表面形貌、表观接触角 取长脉冲、短脉冲改性膜和未处

理膜干燥并喷金后，扫描电镜观察膜的表面结构形貌；接触角

测定仪测量三组表面表观水分子接触角，取均值。
1.2.3 试剂准备 取捐献者晨起刷牙 2 h 后非刺激性全唾液,
4℃条件下 14000 r/ min×15 min 离心后过滤除菌。取吖啶橙

(AO)、溴化乙锭 ( EB) 各 1 mg, 用 PBS 溶液配制成浓度为

100μg/mL 的储备液备用。BHI 培养液(含有 1%蔗糖)消毒备

用。
1.2.4 细菌培养 将变形链球菌单个菌落接种于 BHI 液体培养

基，37℃厌氧（80% N2、10% H2、10% CO2）培养 24 h 后,采用酶

标仪调整菌细胞密度为 1×106 CFU/ mL，制成菌悬液备用。将

改性和未改性 ePTFE 膜置于含有 1 mL离心唾液的试管内孵育

2 h, 置于含 1%蔗糖的 BHI 培养液和菌悬液各 1.5 mL 的试管

内，37℃厌氧培养 24 h。
1.2.5 样本表面细菌的染色、激光共聚焦显微镜观察 表面附

着变链生物膜样本加入 1 mL 的 AO/EB 染色剂，染色 15 min
后激光共聚焦显微镜观察。

2 结果

2.1 样本的表面形貌

未处理组膜表面扫描电镜观察似一条条相对连续的 " 岭

嵴 " 状形貌，" 岭嵴 " 间有细小纤维条索相连 （图 1 A）；B 组 "
岭嵴 " 条索状结构似有而不连续，其间的纤维条索似断裂（图 1
B）；C 组 " 岭 嵴 " 状 结 构 不 明 显 ， 表 面 呈 蚀 刻 性 粗 糙

（rough-ness)，" 岭嵴 " 间纤维似断裂（图 1 C）。

图 1 不同改性处理组膜表面形貌比较（A 对照组,B 短脉冲组,C 长脉冲组）

Fig.1 Surface topography of different ePTFE（A-Untreat, B-Short, C-Long）

2.2 样本表面水分子接触角

氧 PIII 改性后引导膜表面水分子接触角改变，长脉冲组表

面水分子接触角达 143.20±5.58°，与其它两组相比有统计学

意义（P＜0.05）；短脉冲组的接触角稍增加，与未处理组比较无

统计学差异（P>0.05）（表 1）。

Note: different letter represent P＜0.05.

表 1 不同改性处理组膜表面水分子的接触角比较（度，X±S）
Table 1 Static Contact Angle of Kinds of ePTFE

Group n Angle

Untreat group 10 116.63±2.16A

Short group 10 123.73±3.22A

Long group 10 143.20±5.58B

2.3 激光共聚焦显微镜观察

AO/EB 染色标记后，绿色标记引导膜上的活菌，为细胞膜

完整的细菌；红色标记引导膜上的死菌，为胞膜受损的细菌；黄

色为两种生存状态细菌总荧光的叠加（图 2）。A 组可见少量死

菌和活菌粘附于 ePTFE 膜上 (图 2A1- A3),C 组表面仅见个别

死菌 (图 2C1- C3)；B 组表面可见两种生存状态的细菌形成一

定厚度的生物膜(图 2B1- B3)。

3 讨论

生物材料的大量使用提高了人类的生存质量，但其相关感

染限制了生物材料临床使用。引导再生术中引导膜的相关感染

影响了临床疗效，如何提高引导膜的抗感染能力成为一大难

题。目前国内外多采用引导膜表面涂布抗生素、表面注入抗菌

剂等来提高抗感染能力，但抗生素和抗菌剂易产生耐药性。大
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图 2 ePTFE 膜表面细菌生存状态的激光共聚焦观察结果

（A1、A2\ A3 对照组,B1、B2\ B3 短脉冲组,C1、C2\ C3 长脉冲组）

Fig .2 Biofilm accumulation of different ePTFE

（A1, A2\ A3-Untreat, B1, B2\ B3-Short, C1, C2\ C3-Long）

量研究表明 PIII 技术是简单、稳定、具有可观的前景的材料表

面改性技术，已广泛应用于工业界[11]。为了寻找一种简单、安全

且不影响引导疗效方法，我们选用环保的氧 PIII 技术在不改变

引导膜的本身性质和结构前提下，通过改变 PIII 的处理参数来

改变膜的表面结构和形貌，以期改变细菌对膜的粘附性能，从

而控制膜相关感染。前期试验已观察到引导再生膜经 PIII 改性

后仅改变膜的表面结构、形貌和疏水性，膜内部结构和理化性

能均未改变。学者们对生物材料的表面性能与细菌粘附性能相

关性研究，结果证明其表面形貌结构、表面亲疏水性等对细菌

的粘附性均有较大影响[12,13]。一个固体表面与水的接触角超过

90°我们则称该固体表面为疏水表面。Huaiyu Wang[14]等采用

氧 PIII 处理聚四氟乙烯 （PTFE），当采用长脉冲高频率处理

PTFE 时，和其它对照组相比，PTFE 表面有许多约几百纳米大

小的小突状结构，水分子接触角检测改变为 153.9°，呈疏水结

构形貌。本实验采用氧等离子改性后，样本表面形貌改变；长脉

冲组表面呈蚀刻性粗糙的疏水表面，水分子接触角增大

26.57°。

批培养法是模拟口腔内环境体外培养生物膜的方法，F,Li
等采用此方法模拟口腔内环境培养变形链球菌生物膜，实验证

明获得了生长良好的变形链球菌生物膜，为后续的实验研究奠

定了基础[15-17]。本实验模拟口内环境的细菌生存状态，选择变形
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链球菌为研究对象，采用批培养法培养生物膜，更直观的观察

改性 ePTFE 膜上细菌的生存状态。早期生物膜主要由粘附在

生物材料上的死菌和活菌组成，有学者认为死菌具有促进生物

膜进一步形成的作用[18]。为了探讨细菌对改性前后 ePTFE 膜的

粘附是否有变化，实验采用 AO/EB 双荧光指示剂染色粘附于

ePTFE 上的生物膜，结果显示长脉冲组表面仅散在几个死菌；

而短脉冲组有大量细菌；空白组有少量死菌和活菌粘附于

ePTFE 膜上。结果证明采用氧等离子改性技术改性 ePTFE 膜，

当处理参数为脉冲频率为 500 HZ，脉冲宽度 200 μs 时，变形链

球菌对 ePTFE 膜的粘附性降低。因此 PIII 技术可改变 ePTFE
膜的表面性能，处理后对口腔中常见细菌具有良好的抗粘附作

用，为减少引导膜周围组织的感染、提高再生术的成功率提供

了一种简便、有效的方法[19]。
引导膜相关感染是制约再生术重要因素，尽管我们已证明

PIII 技术可以减少细菌粘附，但研究对象仅为变形链球菌，而

生物膜的形成是一个动态、复杂的过程[20]，且口腔生物膜是多

种细菌构成。口腔多菌生物膜对 ePTFE 的动态粘附、不同浓度

细菌对不同引导膜的粘附力的差异等均有待后续实验研究。
致谢：上海索康医用材料有限公司无偿提供 ePTFE 膜，特表感谢！
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