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[bookmark: OLE_LINK10][bookmark: OLE_LINK3]摘  要：光学参数如波长、功率密度、照射时间等可显著影响光疗的杀菌效果。本研究旨在探索LED光疗抑制口腔细菌增殖的最佳光学参数，为临床口腔细菌感染性疾病的光学治疗提供参考。将粪肠球菌（Enterococcus faecalis）和牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis）菌液接种于96孔板中，用峰值波长为405 nm和455 nm的自制LED光源以10 mW/cm2和40 mW/cm2功率密度，在能量密度9.6~33.6 J/cm2的范围内对其进行光照，30 min后以活死菌荧光染色或平板涂布法检测光疗杀菌效果。结果发现，405/455 nm波长LED光照对两种厌氧菌均有显著的杀伤效果；牙龈卟啉单胞菌在波长为405 nm、功率密度为40 mW/cm2、光照能量为33.6 J/cm2的LED光照下可达最大抑菌率（96.05 ± 1.80）%；粪肠球菌则在波长为405 nm、功率密度为10 mW/cm2、光照能量为33.6 J/cm2时达到最佳抑菌效果（97.64 ± 2.31）%。研究表明，适宜的光学参数可使LED光照对口腔常见致病菌产生显著的抑菌效果。在本研究条件下，波长为405 nm、照射剂量为33.6 J/cm2的参数组合效果最佳。	Comment by lenovo: 中文摘要顶格写，摘要之间空两格，扼要说明本研究的目的、方法、结果和结论等，需完整撰写成一段，撰写摘要时不出现“目的”“方法”“结果”和“结论”等字眼。
关键词：LED光疗；内源性光敏剂；粪肠球菌；牙龈卟啉单胞菌；口腔感染	Comment by lenovo: 摘要后附3 ~8个关键词，关键词中间用中文分号间隔，分号之间无空格。作者姓名和单位、摘要、关键词都需提供相应的英文对照。英文关键词一般用名词，英文摘要一般用被动语态，第3人称进行描述。
中图分类号：Q935；R318.51                  文献标志码：A               DOI：	Comment by lenovo: 中图分类号应按照中国图书馆分类法第五版为标准，查找研究内容详细的学科分类。
[bookmark: OLE_LINK7]Effect of Optical Parameters on LED Phototherapy to Inhibit the Proliferation of Common Bacteria in Oral Diseases	Comment by lenovo: 英文标题需与中文题目保持一致。除介词以及专有名词外，其余单词均需首字母大写。
HU Jiashen1, YIN Huijuan1*, DONG Xiaoxi1, FANG Xiang2	Comment by lenovo: 1.英文姓名与中文保持一致，作者写法要求：分为姓、名两部分；姓在前，名在后，均不缩写；两者之间以空格分开；姓的全部字母大写，名的第一字母大写，其余小写，名之间不用连字符和空格，直接连接；2.作者名称均斜体，但上标以及逗号均不斜体。
(1. Institute of Biomedical Engineering, Chinese Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Tianjin 300192, China; 2. Anhui Ndiya Intelligent Technology Co., LTD, Tongling 244199, China)	Comment by lenovo: 1.注意在第一页的脚注中按照如本文所列脚注格式补充基金项目（基金项目名称及其编号）以及通信作者（姓名、E-mail 地址）信息；2.脚注部分用中文标点符号，E-mail后的冒号采用英文标点。
[bookmark: OLE_LINK9]Abstract: Optical parameters such as wavelength, power density and irradiation time have important effects on the bactericidal effect of phototherapy. This study aimed to explore the optimal optical parameters of LED phototherapy to inhibit the proliferation of oral bacteria, and provide a basis for the formulation of optical therapy for clinical oral bacterial infectious diseases. Enterococcus faecalis and Porphyromonas gingivalis were inoculated in 96-well plates and irradiated with the self-made 405 nm LED and 455 nm LED with power densities of 10 mW/cm2 and 40 mW/cm2. Energy densities of the LEDs ranged from 9.6 to 33.6 J /cm2. After 30 min, the bactericidal effect of phototherapy was evaluated by bacterial fluorescent staining or plate counting. The results showed that 405/455 nm LED had significant bactericidal effect on both kinds of bacterium. The maximum bacteriostatic rate (96.05 ± 1.80)% of P. gingivalis was achieved with 405 nm LED with 40 mW/cm2 at light dose of 33.6 J/cm2. The maximum bacteriostatic rate (97.64 ± 2.31)% of E. faecalis was achieved with 405 nm LED with 10 mW/cm2 at light dose of 33.6 J/cm2. It indicated that LED illumination can achieve significant bacteriostatic effect on common oral pathogens with appropriate optical parameters, while 405 nm LED with light dose of 33.6 J/cm2 could achieve the best effect in the study. 
Keywords: LED phototherapy; endogenous photosensitizer; Enterococcus faecalis; Porphyromonas gingivalis; oral infection	Comment by lenovo: 英文关键词中，只有专有名词的首字母大写	Comment by lenovo: 英文关键词用分号隔开，且英文标点符号后面需要空一个字符的间距。

[bookmark: OLE_LINK1]许多口腔炎症，如牙周疾病、根管感染等，多是由口腔中的细菌感染所致。细菌及其产物是导致根管及牙周炎症发生、发展和传播的主要因素，其中革兰氏阴性菌的脂多糖和革兰氏阳性菌的磷壁酸在致病过程中发挥着重要作用。在这些口腔细菌中，革兰氏阴性的牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis）和革兰氏阳性的粪肠球菌（Enterococcus faecalis）最为常见[1-5]。有效减少甚至清除口腔中的这些致病菌对于治疗及预防口腔感染性疾病至关重要。传统减少细菌载量的方法包括通过机械和化学方法去除根管内大部分感染物的根管治疗术，以及通过局部或全身应用抗生素的抗感染治疗等，这些方法的效果受到医生操作手法和耐药菌群等多种因素的影响[3-4，6-7]。另外，抗生素等化学药物对细菌生物膜穿透有限，当细菌以生物膜形式存在时，会导致细菌对这些疗法的敏感性降低[8]。	Comment by lenovo: 属名在首次出现处需为全称，后面可缩写。
近年来，一些替代疗法逐渐发展起来，如激光杀菌术、光动力杀菌以及光疗杀菌等。激光杀菌术利用激光产生的热能杀伤细菌。Bergmans等[9]利用1 064 nm的钇铝石榴石晶体（neodymium-doped yttrium aluminium garnet，Nd:YAG）脉冲激光对粪肠球菌进行体外照射，杀菌率可达99.7%。光动力疗法利用光敏剂受光激发后产生的光化学作用杀伤细菌[1，10-13]。O’Neill等[10]用632 nm的红光激发光敏剂甲苯胺蓝产生光动力效应，对多种口腔细菌形成的生物膜产生杀伤作用，杀菌率达到97.4%。这些方法不会像抗生素那样产生耐药性，是很有潜力的临床治疗方法，但其也存在一定的局限性，如激光杀菌由于较高的功率，可能会对正常的口腔组织细胞产生不可逆的损伤；而光动力治疗时，外源性光敏剂具有潜在的光毒性，且操作复杂。有趣的是，研究者发现一些细菌含有内源性卟啉[14-15]，可作为内源性光敏剂，在光照射下可产生相同的光动力效应，进而达到杀菌效果[13, 16]。这种利用低功率光照进行杀菌治疗的方法被称为光疗杀菌。随着发光二极管（light emitting diode，LED）的发展，从上世纪90年代开始，陆续有LED光源等其他光源代替激光在光疗领域进行研究。LED光源具有能耗低、光斑大、产热少、寿命长、波长选择范围广、成本低等优势，同时，除了半峰宽外，其在输出功率、峰值波长等参数上与激光已相近。除在照明、LED显示等领域外，在光疗领域利用LED代替激光在光疗杀菌效应的研究近年来也见诸报道[17-18]，但是在光学参数，如波长、功率密度和能量密度等的杀菌效果上，还未获得一致性结果，不同细菌对LED光疗的敏感性也有明显争议[19]。	Comment by lenovo: 1.提供第一作者的姓即可，且首字母大写；
2.如果是一个团队的研究成果，需要在姓后面加“等”；
3.给出了作者信息后，引文序号必须紧跟在作者后面。	Comment by lenovo: 数值超过三位时，从个位开始，每三位空一格	Comment by lenovo: 1.文中所有的缩写均需在正文部分首次出现时按照我刊格式补充中文、英文全称以及缩写。后面均需使用缩写，不要重复出现英文全称以及中文。2.括号用中文括号，英文全称和缩写中间的逗号使用中文逗号。中文状态下的书写全部用中文标点符号。	Comment by lenovo: 根据最新的“参考文献著录规则”，连续引文序号统一用“-”连接。	Comment by lenovo: 1.数值和单位之间需空一格；
2.文中单位均使用国际单位《中华人民共和国国家标准 GB3100～3102—93 量与单位》。	Comment by lenovo: 百分号前不加空格，且同篇文章中同类型的数据小数点有效位次需要保持一致，引用他人文献的数据除外。
本研究针对口腔感染最常见的两种细菌，通过光学参数的不同组合方案，探索LED光疗抑制口腔细菌增殖的最佳治疗方案，为口腔细菌感染性疾病的临床治疗提供参考。
1 材料与方法	Comment by lenovo: 试验方法需清晰明了又要简洁，如引用已有研究的试验方法，请提供必要的参考文献。
1.1 主要仪器及试剂
[bookmark: OLE_LINK8]波长分别为405 nm和455 nm的高通量LED光源由中国医学科学院生物医学工程研究所激光医学实验室自主研制，LED芯片购自山东晶泰星光电科技有限公司。高通量LED光源上共有60个LED照光单元，每4个为1组，7组的功率密度为10 mW/cm2，另7组的功率密度为40 mW/cm2，每组可设置不同的照光时间；另有1组不发光作为对照。Lambda35型紫外-可见光分光光度计（美国PerkinElmer公司）、FluoroMax-4型荧光分光光度计（美国HORIBA科学仪器事业部）、全光谱型激光扫描共聚焦倒置显微镜（LSM710，德国ZEISS公司）等仪器用于光谱检测和荧光成像。无菌透明底黑色96孔板（3603，美国Corning公司）、2.5 L圆底立式厌氧培养袋、2.5 L厌氧产气包、氯化血红素、维生素K1、脱纤维羊血、厌氧血琼脂基础培养基（青岛海博生物技术有限公司），脑心浸出液肉汤（brian heart infusion，BHI）、琼脂粉（北京索莱宝科技有限公司）等用于细菌培养。LIVE/DEAD® BacLight Bacterial Viability Kit活/死细菌染色试剂盒（L7012，美国Thermo Fisher Scientific公司）用于细菌增殖检测。粪肠球菌（ATCC-29212）和牙龈卟啉单胞菌（ATCC-33277）由天津医科大学口腔医院惠赠。	Comment by lenovo: 文中出现表示数量的数词时，统一用阿拉伯数字表示，且注意全文用法的统一性。	Comment by PIMBA: 在仪器试剂部分，各公司的名称需要写全称，不可简写。
1.2 培养基的配制
BHI液体培养基A：取BHI 38.5 g，加热搅拌溶解于1 000 mL蒸馏水中，121 ℃高压灭菌15 min，用于粪肠球菌培养。
BHI液体培养基B：每200 mL的BHI液体培养基A中加入1 mL（0.001 g） 氯化血红素和1 mL（0.002 g）维生素K1，用于牙龈卟啉单胞菌培养。
BHI固体培养基：取BHI 38.5 g和琼脂粉20.0 g，加热搅拌溶解于1 000 mL蒸馏水中，121 ℃高压灭菌15 min，冷却至40~60 ℃时倒入无菌平皿中，待冷却至室温，培养基凝固，用于粪肠球菌培养。	Comment by lenovo: 相同性质的单位前数值小数点有效位次需要保持一致	Comment by lenovo: 数值范围用“~”连接，不用“-”。
连续的时间范围，如1999—2000年，11:00—12:00统一用一字线“—”连接。
厌氧血琼脂基础培养基：取厌氧菌琼脂45.4 g，加热溶解于1 000 mL蒸馏水中，分装每瓶 200 mL，121 ℃高压灭菌15 min，冷至45~50 ℃时在每200 mL培养基中加入10 mL脱纤维羊血、1 mL（0.001 g）氯化血红素和1 mL（0.002 g）维生素K1，混匀，倒入无菌平皿中，待冷却至室温，培养基凝固，用于牙龈卟啉单胞菌培养。
1.3 细菌培养
粪肠球菌接种到BHI固体培养基中，置于37 ℃，厌氧环境下培养24 h，挑选出单菌落转移到BHI液体培养基A中，置于37 ℃，厌氧环境下培养繁殖至对数生长期，调节菌液浓度约108 CFU/mL用于光照试验。牙龈卟啉单胞菌接种到厌氧血琼脂基础培养基中，置于37 ℃，厌氧环境下培养5~7 d，待培养基表面长出黑色菌落后，挑选出黑色单菌落转移到BHI液体培养基B中，置于37 ℃，厌氧环境下培养繁殖至对数生长期，调节菌液浓度约108 CFU/mL用于光照试验。
1.4 光照处理与分组
取对数期生长的细菌（菌悬液浓度约108 CFU/mL）接种于96孔板，每组4个复孔，每孔30 μL，LED光源从96孔板底部向上垂直照射细菌。照光方案如表1所示，功率密度为10 mW/cm2和40 mW/cm2，光照时间依次为16、24、32、40、48、56 min，对应的能量密度为 9.6、14.4、19.2、24.0、28.8、33.6 J/cm2。同时设置不照光对照组。	Comment by lenovo: 1.文中每张图表均需在文中相应处标出；
2.先见文字，后见图表，且图表必须紧跟在正文内容后面；
3.图片、表格、引文、公式、定理等的序号均要按其在正文中被引用的顺序，全文统一用阿拉
伯数字按顺序连续编码。例：图 1、图2......,表1、表 2、表3......,式（3）、定理4等。
表1 光照方案	Comment by lenovo: 1.表格（指量表）应采用标准三线表；
2.表中内容均需使用英文；
3.表中各行、列内容仅需首单词首字母大写。
Tab. 1　Irradiation scheme
	Bacterial strains
	Wavelength/nm
	Power density/(mW·cm-2)	Comment by lenovo: 图表中的单位均用该格式；单位前用/，复合单位用（）；表格中内容左对齐。
	Irradiation time/min
	Light dose/(J·cm-2)

	E. faecalis/P. gingivalis
	405/455
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	16
	9.6
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1.5 光疗杀菌效果的检测
1.5.1 即时杀菌效果-活死细菌荧光染色
将光照后的细菌进行活死细菌荧光染色并涂片，在激光共聚焦显微镜下观察杀菌效果。具体操作步骤如下：细菌经不同光照处理后静置30 min，每孔加3 μL染料SYTO9与碘化丙啶（propidium iodide，PI）的混合染液，避光孵育15 min；然后，每孔取5 μL菌悬液涂片；在激光共聚焦显微镜下进行观察并拍照，激发光分别为488 nm和543 nm；随机选取4个视野，按如下公式计算细菌存活率。	Comment by lenovo: 不要写成“ul”	Comment by lenovo: 1.文中所有的变量符号均需斜体
2.文稿中引用公式、动植物学名、限制性内切酶、试剂的缩写符号以及其它外文字母等，应分清大小写、正斜体；符号的上下角标注及数值须大小分清
细菌存活率/%=活细菌数/细菌总数×100%。   （1）	Comment by lenovo: 文中公式需编号
1.5.2 抑制菌落生长效果-细菌平板计数法
光照结束静置30 min后，将每孔菌液梯度稀释104倍，每孔取稀释后的菌液5 μL进行固体培养基平板涂布，将涂布后的平板置于37 ℃，厌氧环境下继续培养24 h，计数每组4个复孔的菌落数，计算抑菌率。
抑菌率/%=（1－光照组计数/对照组计数）×100%。     （2）	Comment by PIMBA: 注意减号不要写成“-”。
1.6 细菌内源性卟啉测定
取粪肠球菌及牙龈卟啉单胞菌液各50 mL，浓度为2×108 CFU/mL，以5 000 r/min在4 ℃中离心菌液20 min，向下层菌体中加入20 mL的三羟甲基氨基甲烷-乙二胺四乙酸（Tris-EDTA，TE）缓冲液（10 mmol/L Tris-HCl，pH 8.0，1 mmol/L EDTA）重悬，重复2次，往菌体沉淀中加入1.5 mL乙酸乙酯与冰乙酸的混合液（体积比为3:1），进行冰上超声，裂解菌体（超声30 s，重复6次），离心20 min，弃去下层菌体碎片，留取上层液体，加入1 mL蒸馏水，涡旋振荡，离心10 min，重复1次，弃下层水层，加入100 μL的3 mol/L盐酸，溶解乙酸乙酯中的卟啉，再涡旋振荡，离心10 min，收集上层液体进行卟啉的光谱分析[20]。
1.7 统计学方法
应用SPSS 17.0软件、OriginPro9.1软件等对数据进行分析与作图，各组数据用平均值±标准差（）来表示，组间数据比较采用单因素方差分析，两两比较采用独立样本t检验，以P < 0.05为差异有统计学意义。	Comment by lenovo: 本刊中，平均值用“x”表示，标准误用“s”，标准差用“s”。t检验中t需要斜体。
2 结果与分析
2.1 粪肠球菌的光疗抑菌效果
2.1.1 光学参数对粪肠球菌的即时杀菌效果的影响
图1显示，在设定的光学参数下，光疗干预对粪肠球菌均有显著的杀伤效果（P < 0.05），且随着光照剂量逐渐增加，细菌存活率总体呈下降趋势。当光照剂量到达28.8 J/cm2时，杀菌效果均超过50%及以上（除405 nm波长40 mW/cm2外）。405 nm波长、10 mW/cm2光照56 min（光照剂量33.6 J/cm2）的即时杀菌效果最好，可达（84.29 ± 4.85）%；455 nm波长、40 mW/cm2光照14 min（光照剂量33.6 J/cm2），即时杀菌效果可达（83.88 ± 2.14）%。
[image: 图1]	Comment by lenovo: 一般图片半栏横向长度不能超过7.5 cm，若是通栏（即双栏排版时占用两栏），则不超过15 cm。图中植字为英文新罗马字体，字体大小8磅。图片分辨率大于 600 dpi以上；
2.图中(a)(b)均需放在图的左上角；
3.图中植字均需使用英文，且除介词及特有名词外，只有首单词的首字母需大写；
4.图中数值与单位之间需空格；
5.曲线图中单位前用/，复合单位为/（），如图中单位需标注为/(J・cm-2)、/%；
6.图中需有标尺或者在图注中补充放大倍数。
图1 光疗对粪肠球菌的即时杀菌效果	Comment by lenovo: 图标题需中英文对照，单独成行，末尾不加标点。
[bookmark: OLE_LINK14]Fig. 1 Immediate bactericidal effect of phototherapy on E. faecalis
（a）不同光学参数LED干预下活死细菌荧光图像；（b）不同光学参数LED干预下细菌存活率。*P < 0.05。	Comment by lenovo: 图注需要中英文对照，注意中文中使用中文标点符号，英文使用英文标点符号，末尾需要添加标点。	Comment by lenovo: 图中出现的符号以及文中未出现的缩写均需中英文对照说明其含义
(a) Bacterial fluorescent staining at different optical parameters; (b) Survival viability at different optical parameters. *P < 0.05. 	Comment by lenovo: P需大写斜体
2.1.2 光学参数对粪肠球菌的菌落生长抑制效果的影响
[bookmark: OLE_LINK17]图2中结果显示， 波长为405 nm时，光照剂量高于14.4 J/cm2的LED光照干预的菌落抑制效果与对照组相比有统计学差异（P < 0.05）。随着光照剂量增加，抑菌率呈升高趋势。在光照剂量相同的条件下，10 mW/cm2效果优于40 mW/cm2。10 mW/cm2照射56 min（33.6 J/cm2）抑制菌落生长效果最好，抑菌率可达（97.64 ± 2.31）%。
波长为455 nm时，光照剂量高于19.2 J/cm2的菌落抑制效果与对照组相比有统计学差异（P < 0.05）。随着光照剂量增加，抑菌率呈升高趋势。光照剂量相同的条件下，两种功率密度效果无明显差异。当光照剂量达到28.8 J/cm2时，抑菌率可达50%以上，40 mW/cm2照射14 min（33.6 J/cm2）抑制菌落生长效果最好，抑菌率可达（85.03± 4.84）%。
[image: 图2]
图2 光疗抑制粪肠球菌菌落生长效果
Fig. 2 Inhibitory effect of phototherapy on colony growth of E. faecalis
（a）不同光学参数LED干预下细菌平板计数；（b）不同光学参数LED干预下抑菌率。*P < 0.05。
(a) Bacterial plate counting at different optical parameters; (b) Bacteriostatic rate at different optical parameters.  *P < 0.05.
2.2 牙龈卟啉单胞菌的光疗抑菌效果
2.2.1 光学参数对牙龈卟啉单胞菌的即时杀菌效果的影响
所有光照组均有显著的杀菌效果（P < 0.05），且随着光照剂量逐渐增加，细菌存活率呈下降趋势，说明光照剂量越大杀菌效果越好（图3）。功率密度为10 mW/cm2、光照剂量达28.8 J/cm2时，杀菌效果均可达到50%以上。功率密度为40 mW/cm2、光照剂量达24.0 J/cm2时，杀菌效果可达到50%以上。405 nm波长40 mW/cm2照射14 min（33.6 J/cm2）的即时杀菌效果最好，可达（95.55± 2.39）%。
[image: 图3]
图3 光疗对牙龈卟啉单胞菌的即时杀菌效果
Fig. 3 Immediate bactericidal effect of phototherapy on P. gingivalis
（a）不同光学参数LED干预下活死细菌荧光图像；（b）不同光学参数LED干预下细菌存活率。*P < 0.05。
(a) Bacterial fluorescent staining at different optical parameters; (b) Survival viability at different optical parameters. *P < 0.05. 
2.2.2 光学参数对牙龈卟啉单胞菌的菌落生长抑制效果的影响
[bookmark: OLE_LINK6]试验发现（图4），波长为405 nm、功率密度为10 mW/cm2时，光照剂量高于14.4 J/cm2有显著的菌落抑制效果（P < 0.05）；功率密度为40 mW/cm2时，光照剂量高于9.6 J/cm2即有显著的菌落抑制效果（P < 0.05）。随着光照剂量增加，抑菌效果呈升高趋势。光照剂量相同条件下，40 mW/cm2略优于10 mW/cm2。40 mW/cm2光照14 min（33.6 J/cm2）菌落抑制效果最好，抑菌率可达（96.05 ± 1.80）%。
波长为455 nm、功率密度为10 mW/cm2时，光照剂量高于19.2 J/cm2有显著的菌落抑制效果（P < 0.05）；当功率密度为40 mW/cm2时，光照剂量高于9.6 J/cm2的菌落抑制效果与对照组相比有统计学差异（P < 0.05）。随着光照剂量增加，抑菌率呈升高趋势。光照剂量相同条件下，40 mW/cm2优于10 mW/cm2。40 mW/cm2光照14 min（33.6 J/cm2）抑制菌落生长效果最好，抑菌率可达（84.32 ± 4.88）%。
[image: 图4]
图4 光疗抑制牙龈卟啉单胞菌菌落生长效果
Fig. 4 Inhibitory effect of phototherapy on colony growth of P. gingivalis
（a）不同光学参数LED干预下细菌平板计数；（b）不同光学参数LED干预下抑菌率。*P < 0.05。
(a) Bacterial plate counting at different optical parameters; (b) Bacteriostatic rate at different optical parameters.  *P < 0.05.

2.3 两种细菌光疗抑菌效果比较
如图5所示，405 nm波长40 mW/cm2光照抑制牙龈卟啉单胞菌增殖的效果明显优于粪肠球菌，10 mW/cm2光照抑制两种细菌增殖的效果差别并不显著。
[image: 图5]
图5 波长405 nm LED光疗抑制两种细菌增殖的效果
[bookmark: OLE_LINK18]Fig. 5  Inhibitory effect of 405 nm LED phototherapy on proliferation of both kinds of bacteria
（a） 即时杀菌效果；（b）抑制菌落生长效果。*P < 0.05。
(a) Immediate bactericidal effect; (b) Effect of inhibiting colony growth. *P < 0.05.
如图6所示，455 nm波长抑制两种细菌增殖的总体效果差别并不显著（P > 0.05）。
[image: 图6]
图6 波长455 nm LED光疗抑制两种细菌增殖的效果
Fig. 6  Inhibitory effect of 455 nm LED phototherapy on proliferation of both kinds of bacteria
（a）即时杀菌效果；（b）抑制菌落生长效果。
(a) Immediate bactericidal effect; (b) Effect of inhibiting colony growth. 
2.4 两种细菌内源性卟啉的测定
紫外-可见吸收光谱中，两种细菌在381 nm波长处均出现了较高的吸收峰，且牙龈卟啉单胞菌吸收峰强度为粪肠球菌的3.7倍（图7）。牙龈卟啉单胞菌在510、539和638 nm处还有3个小吸收峰，而粪肠球菌则是在510 nm和539 nm处有吸收峰。牙龈卟啉单胞菌在405 nm处峰值强度约为455 nm处的8.0倍。荧光发射光谱中，在400 nm波长光激发下，两种细菌在608 nm和677 nm处均出现荧光发射峰，且牙龈卟啉单胞菌荧光发射峰的相对强度为粪肠球菌的3.7倍。
[image: 图7]
图7 两种细菌的紫外-可见吸收光谱和荧光发射光谱
Fig. 7 Absorption spectra and fluorescence emission spectra
（a）吸收光谱；（b）发射光谱。
(a) Absorption spectra; (b) Fluorescence emission spectra. 
3 讨论
粪肠球菌是一种革兰氏阳性兼性厌氧菌，是难治性根尖周炎、根管再感染的主要致病菌，对大多数根管治疗药物和清理消毒的方法都具有一定的抗性，是目前根管治疗中的棘手问题[21]。牙龈卟啉单胞菌是一种革兰氏阴性专性厌氧菌，是引起牙周疾病的主要致病菌，感染后可引起牙周组织破坏、牙槽骨丢失，最终牙齿脱落[4，22-23]，其易产生抗生素耐药性。
[bookmark: OLE_LINK11]本研究选择与口腔感染性疾病密切相关的两种具有代表性的细菌作为研究对象，采用光疗方法对两种细菌进行体外杀菌试验，观察光疗对两种细菌的体外杀伤效果。研究结果显示，两种细菌都是在405 nm波长光照下抑菌效果最佳，这可能与两种细菌中存在卟啉这种内源性光敏剂有关 [20]。我们对这两种细菌内的卟啉进行了光谱测定，发现两种细菌的吸收峰与原卟啉Ⅸ有相似之处，但位置存在一定的差异，原卟啉Ⅸ的最大吸收峰在400~410 nm之间，两个小吸收峰分别在550 nm和600 nm附近[20]，而本研究中两种细菌的最大吸收峰在381 nm处，其他小吸收峰则在510、539和638 nm处，有明显的蓝移现象；两种细菌在400 nm波长光激发下的发射峰与原卟啉Ⅸ一致，均在608 nm和677 nm处[17]。我们认为，两种细菌中存在的可被光激发的物质除原卟啉Ⅸ外，可能还含有其他具有相似结构的卟啉类化合物，如粪卟啉等[20]。405 nm处光吸收度约为455 nm处的8.0倍，因此，在相同的光照剂量下，杀菌效果更加明显。我们还发现牙龈卟啉单胞菌的最大吸收峰和两个发射峰均为粪肠球菌的约3.7倍，说明与粪肠球菌相比，牙龈卟啉单胞菌中含有更丰富的卟啉类化合物，这也解释了405 nm对牙龈卟啉单胞菌杀伤效果更好的原因。
虽然两种致病菌都在405 nm波长33.6 J/cm2照射剂量下治疗效果最佳，但功率密度和照射时间存在差异，牙龈卟啉单胞菌功率密度大，照射时间短，粪肠球菌功率密度小，照射时间长。其可能原因是牙龈卟啉单胞菌内存在更丰富的卟啉类化合物，在405 nm高功率密度下大量卟啉类化合物同时被激发，在较短时间内产生大量活性氧，并发生氧化级联反应杀伤细菌；粪肠球菌内的卟啉类化合物相对较少，在405 nm低功率密度光照下，需经过长时间积累，产生足够的活性氧以触发氧化级联反应，最终产生明显抑菌效果。
本研究中即时杀菌效果与菌落抑制效果结果相似。其中个别光照组的抑制菌落生长效果略优于即时杀菌效果，这可能是由于活死细菌染色时，有些受到光损伤的细菌细胞膜还保持完整，可被染成绿色，但功能受损无法继续分裂繁殖形成菌落。这提示在临床治疗中，可综合考虑即时杀菌效果和长期抑菌效果来选择合适的治疗方案。
[bookmark: OLE_LINK5][bookmark: OLE_LINK4][bookmark: OLE_LINK2]405 nm波长光照对牙龈卟啉单胞菌杀伤作用已有相关研究证明[24-27]。Hope等[24]研究了405 nm光对牙龈卟啉单胞菌杀伤作用。与本研究不同，该研究采用功率密度更大（328.5 mW/cm2）的激光笔对细菌进行照射，照射30 s时，尽管光照剂量只有9.86 J/cm2，但已有90.2%的细菌死亡，当照射时间继续增加至5 min（98.55 J/cm2），细菌死亡率达94.5%，并没有比30 s时明显增加。对比本研究，同为405 nm波长，功率密度更大的激光，虽短时间内可达到明显的杀菌效果，但治疗结束时的最终杀菌效果并不优于LED，这与细菌内卟啉类内源性光敏剂含量有限有关，单纯增加光照剂量不会持续增加杀菌效果。Fukui等[25]采用了与本研究光学参数相近（405 nm，50 mW/cm2）的LED对牙龈卟啉单胞菌进行研究，得出的结果也与本研究相似，照射1~5 min（光照剂量3~15 J/cm2）时，抑菌率在20%~40%之间。该研究还采用了405 nm、100 mW/cm2照射5 min（30 J/cm2）的光学参数，抑菌率约50%，明显低于本研究405 nm波长40 mW/cm2照射14 min（33.6 J/cm2）的抑菌率，这可能与照射时间较短，总照射剂量未至饱和有关。
405 nm波长光照对粪肠球菌杀伤作用报道较少，且目前研究认为405 nm波长光照对粪肠球菌杀伤作用不明显[1，24，28-29]，这与本研究结果存在差异。我们认为可能有两个原因，一是这些研究中光照时间均较短，最长不超过5 min，虽然光照剂量达200 J/cm2，但短时间内光照过饱和，内源性卟啉激发效果有限，导致杀菌不明显；二是在LED光照对粪肠球菌杀伤作用中，由卟啉类化合物激发产生的光动力效应可能不是唯一效应，存在其他机制共同参与完成杀菌[30]，故LED光疗对粪肠球菌的杀伤机制仍需进一步探索。
[bookmark: _GoBack]除400~500 nm的蓝光外，红光也有杀菌效果。König等[31]用632.8 nm红光（功率密度100 mW/cm2， 能量密度360 J/cm2）进行照射，痤疮丙酸杆菌存活率为（58 ± 9）%，牙龈卟啉单胞菌存活率为（59 ± 10）%，杀菌效果不佳，且光学参数明显高于蓝光。从细菌内源性光敏剂的吸收光谱来看（图7），蓝光的吸收率明显高于红光。相同的输出功率下，蓝光的有效剂量高于红光，但是考虑到蓝光对人眼的伤害和波长对光在组织中的穿透深度的影响，有学者认为红光更适合临床[32]。我们认为对于牙周表面的感染性疾病，蓝光在组织中的穿透深度（1~2 mm）已可满足要求，但是对于牙周袋内的感染，可能红光的杀菌效果更好。在下一步的研究中，我们将进行蓝光和红光杀菌效果的对比研究，为临床治疗提供更详实的证据。由于红外光不在卟啉类化合物的吸收峰值上[20]，因此目前尚无单独应用红外光的杀菌效果的研究。但红外光联合外源性非卟啉类光敏剂的杀菌效果的研究已见报道[33]，红外光在口腔非感染性炎症的治疗上也有好的效果[34]。
综上所述，LED光疗对口腔常见致病菌牙龈卟啉单胞菌和粪肠球菌有显著的抑菌效果，光学参数对其有显著的影响，波长为405 nm、照射剂量为33.6 J/cm2时治疗效果最佳。LED作为一种新型低成本光源，在口腔细菌感染的临床治疗中具有广阔的应用前景。
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2.限制性内切酶的前三位英文字母需要用斜体，如：Hind III，EcoR I。
3.书写过程中，特别是公式中，变量用斜体，常量一般用正体。
4.除实验室、实验员等，全文“实验”均用“试验”。
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