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ABSTRACT
Objective: To evaluate the effect of the mouthwash containing chlorhexidine and chlorine  
dioxide on human gingival fibroblasts.

Subject and method: The impact of mouthwash containing both chlorhexidine (concentrations  
from 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, and 0.2%) and chlorine dioxide (0.05 and 0.1%) on human  
gingival fibroblasts after 24 hours of contact was assessed using the colorimetric assay MTT  
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide], in accordance with ISO10993-
5:2009.

Results: After 24 hours of contact, the mouthwash containing chlorhexidine and chlorine  
dioxide showed toxicity grades 3 and 4 to the human gingival fibroblast.

Conclusion: The mouthwash containing chlorhexidine and chlorine dioxide was toxic to  
human gingival fibroblasts after 24 hours of exposure.
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TÓM TẮT
Mục tiêu: Đánh giá tác động của nước súc miệng chứa chlorhexidine và chlorine dioxide lên 
nguyên bào sợi nướu người.

Đối tượng và phương pháp nghiên cứu: Đánh giá tác động của nước súc miệng chứa 
đồng thời chlorhexidine (nồng độ từ 0,01; 0,02, 0,05; 0,1; 0,2%) và chlorine dioxide (0,05; 
0,1%) lên nguyên bào sợi nướu người sau 24 giờ tiếp xúc thông qua thử nghiệm MTT  
[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] theo tiêu chuẩn ISO10993 - 
5:2009. 

Kết quả: Mức độ độc tính của nước súc miệng chứa chlorhexidine và chlorine dioxide đối với 
nguyên bào sợi nướu người sau thời gian tiếp xúc là 24 giờ là mức độ 3 và 4.

Kết luận: Dung dịch phối trộn CHX và CDO gây độc cho nguyên bào sợi nướu sau thời gian 
tiếp xúc 24 giờ.

Từ khóa: Chlorhexidine, chlorine dioxide, nguyên bào sợi nướu người, nước súc miệng.

1. ĐẶT VẤN ĐỀ
Nhiều bệnh lý trong khoang miệng có nguyên nhân do 
sự có mặt của vi khuẩn và độc tố của chúng. Chiến 
lược điều trị hiện nay bao gồm việc làm sạch cơ học, 
loại bỏ mảng bám vi khuẩn và bổ sung các hoạt chất 
kháng khuẩn đề kéo dài hiệu quả điều trị và ức chế sự tái 
nhiễm vi khuẩn. Từ lâu, chlorhexidine đã được cho là 
tiêu chuẩn vàng trong khả năng kháng khuẩn và được sử 
dụng rộng rãi trong nha khoa. Tuy nhiên, các tác dụng 
phụ đi kèm khi sử dụng dài hạn hoạt chất này cũng được 
báo cáo trong y văn. Nồng độ chlorhexidine càng cao, 
tác dụng của nó càng đáng kể. Do đó, việc duy trì nồng 
độ chlorhexidine thấp bằng cách kết hợp nó với một số 
hoạt chất khác đã được ứng dụng trong một số sản phẩm 
nha khoa để duy trì tính kháng khuẩn của chlorhexidine 
và giảm bớt các tác dụng phụ [1].

Gần đây, chlorine dioxide được sử dụng như một chất 
kháng khuẩn mới trong nha khoa với khả năng tiêu diệt 
vi khuẩn trong thời gian ngắn và ít tác dụng phụ [2]. Các 
nghiên cứu về khả năng tương tác của chlorhexidine và 
chlorine dioxide cho thấy hai hoạt chất này không tạo 
ra kết tủa [3]. Điều này hứa hẹn khả năng kết hợp hai 
hoạt chất này để gia tăng tác động kháng khuẩn và an 
toàn cho các mô trong miệng. Do đó, nhằm khảo sát 
tác động của nước súc miệng chứa chlorhexidine và 

chlorine dioxide lên nguyên bào sợi nướu người, vốn 
là loại tế bào chiếm ưu thế trong mô liên kết và niêm 
mạc miệng, chúng tôi thực hiện nghiên cứu này với mục 
tiêu đánh giá độc tính của nước súc miệng phối trộn 
chlorhexidine và chlorine dioxide ở nhiều nồng độ trên 
nguyên bào sợi nướu người..

2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU

2.1. Thiết kế nghiên cứu: Nghiên cứu in vitro có nhóm 
chứng

2.2. Địa điểm và thời gian nghiên cứu: Nghiên cứu 
được thực hiện tại Phòng thí nghiệm Kỹ nghệ mô và 
Vật liệu Y sinh, Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, 
Đại học Quốc gia Thành phố Hồ Chí Minh từ tháng 
9-12/2024.

2.3. Đối tượng nghiên cứu: 

Chlorhexidine (CHX) 20% (Bajaj Healthcare Ltd., Ấn 
Độ) và chlorine dioxide (CDO) (5% Shinwang Chemical  
Co., Hàn Quốc) được phối trộn thành 6 dung dịch A, B, 
C, D, E, F, có nồng độ tương ứng trong Bảng 1.
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Bảng 1. Nồng độ nước súc miệng chứa  
chlorhexidine và chlorine dioxide trong nghiên cứu

Nồng độ Mẫu 
A

Mẫu 
B

Mẫu 
C

Mẫu 
D

Mẫu 
E

Mẫu 
F

CHX (%) 0,01 0,02 0,05 0,1 0,1 0,2

CDO (%) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,1 0,1

Nguyên bào sợi nướu người (hGF) được nuôi tăng sinh 
và cấy chuyền, sau đó thu nhận để đánh giá độc tính của 
nước súc miệng nghiên cứu. Nguồn tế bào được cung 
cấp bởi Phòng thí nghiệm kỹ nghệ mô và vật liệu Y sinh, 
Trường Đại học Khoa học Tự nhiên, Đại học Quốc gia 
Thành phố Hồ Chí Minh. 

2.4. Phương pháp nghiên cứu 

Tế bào sau khi được thu nhận sẽ được nạp vào buồng 
đếm hồng cầu được đếm dưới kính hiển vi ở độ phóng 
đại 100 lần để xác định mật độ sau khi nhuộm tế bào 
với trypan blue (tỉ lệ 1:1). Dịch tế bào với mật độ 105 
tế bào/ml sẽ được huyền phù vào mỗi giếng của đĩa 96 
giếng và nuôi tế bào ở 37oC, 5% CO2 qua đêm.

Quy trình thử nghiệm MTT để đánh giá độc tính

Môi trường trong đĩa 96 giếng được loại bỏ. Các dung 
dịch nước súc miệng chứa CHX và CDO, môi trường 
nuôi cấy tiêu chuẩn (chứng âm) và dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 20% (chứng dương) được bổ sung vào các 
giếng tế bào và tiếp tục nuôi cấy ở 37oC, 5% CO2 trong 
24 giờ.

Sau 24 giờ, hút hết dịch trong các giếng và thay vào đó dung 
dịch MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  
tetrazolium bromide]. Sau 4 giờ, hút hết dung dịch MTT, 
thay vào đó dung dịch DMSO/Ethanol (tỷ lệ 1:1), huyền 
phù đều để hòa tan các tinh thể formazan tạo thành dung 
dịch đồng nhất và đo độ hấp thu quang học hay mật độ 
quang (Optical density – OD) ở bước sóng 570nm.

Đánh giá kết quả

Hình thái tế bào sau khi ủ trong dung dịch nước súc 

miệng có nồng độ CHX và CDO khác nhau và sau 
khi nhuộm màu được chụp dưới kính hiển vi đảo pha 
CKX53 (Olympus, Nhật) cùng phần mềm ghi nhận 
hình ảnh (CellSens) và so sánh với các nhóm chứng.

Đánh giá ảnh hưởng của NSM chứa CHX và CDO sau 
thử nghiệm MTT dựa theo hướng dẫn ISO 10993, bằng 
cách phân tích tỉ lệ tăng trưởng tương đối (RGR) được 
xác định theo công thức [4]:

RGR% = 
OD1

× 100%
OD2

Với:

OD1: giá trị trung bình của mật độ quang của dung dịch 
NSM thử nghiệm được đo ở bước sóng 570 nm.; OD2: 
giá trị trung bình của mật độ quang của môi trường nuôi 
cấy tiêu chuẩn được đo ở bước sóng 570 nm.

RGR được tóm tắt trong Bảng 2 với tỉ lệ RGR<75% 
được xác định là gây độc cho tế bào [4].

Bảng 2. Mức độ gây độc tế bào  
theo tiêu chuẩn ISO 10993-5:2009

RGR (%) Gây độc tế bào

100 0

75-99 1

50-74 2

25-49 3

1-24 4

0 5

3. KẾT QUẢ NGHIÊN CỨU

Bảng 3. Giá trị mật độ quang tại bước sóng 570nm của các mẫu thử nghiệm

Mẫu 
OD

Chứng 
âm

Chứng 
dương Mẫu A Mẫu B Mẫu C Mẫu D Mẫu E Mẫu F

1 0,508 0,107 0,082 0,092 0,104 0,106 0,125 0,136

2 0,505 0,109 0,091 0,085 0,106 0,119 0,142 0,152

3 0,513 0,104 0,084 0,091 0,103 0,113 0,139 0,164
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Bảng 3 cho thấy giá trị OD của các mẫu nước súc miệng gần như tương tự với giá trị OD của chứng dương. Các 
mẫu D, E, F có giá trị OD cao hơn các mẫu A, B, C nhưng vẫn thấp hơn nhiều so với chứng âm.

Bảng 4. Trung bình phần trăm hGF sống ở các nồng độ của dung dịch NSM thử nghiệm

RGR(%) Chứng 
âm

Chứng 
dương Mẫu A Mẫu B Mẫu C Mẫu D Mẫu E Mẫu F

1 99 21 16 18 20 21 24 27

2 98 21 18 17 21 23 28 30

3 100 20 16 18 20 22 27 32

Trung bình 99±1 21±1 17±1 17±1 20±1 22±1 26±2 29±3

Độc tính 0-1 4 4 4 4 4 3-4 3

Bảng 4 cho thấy tất cả các mẫu nước súc miệng sau khi ủ 24 giờ đều gây độc cho nguyên bào sợi nướu người, và 
mức độ độc tính tương đương với chứng dương là DMSO 20%.

 

Hình 1. Hình ảnh tế bào sau khi thêm dung dịch 
NSM và nhuộm màu

Hình 1 cho thấy sau khi tiếp xúc 24 giờ với nước súc 
miệng thử nghiệm ở tất cả các nồng độ, nguyên bào sợi 
nướu giảm số lượng, thay đổi hình dạng và kích thước, 
tương tự như hình ảnh tế bào ở chứng dương.

4. BÀN LUẬN VÀ KẾT LUẬN

Mặc dù là hoạt chất kháng khuẩn tiêu chuẩn vàng được 
sử dụng phổ biến trong nha khoa, CHX lại là một hoạt 
chất có độc tính với các tế bào của cơ thể. Trên thị 
trường, CHX được sử dụng rộng rãi với các nồng độ 
0,06%, 0,12%, 0,2% và thậm chí tới 4% trong các loại 
nước súc miệng, bàn chải đánh răng, gel, nước rửa tay 
phẫu thuật nha khoa. Các tác dụng phụ của CHX khi sử 
dụng kéo dài đã được ghi nhận trong y văn như gây vết 
ố vàng nâu trên răng,  tổn thương mô mềm, thay đổi vị 

giác, gây kích ứng miệng. v.v.... Do đó, nỗ lực của nhiều 
nghiên cứu là tìm ra cách tăng cường tính kháng khuẩn 
của CHX trong khi hạn chế được độc tính cũng như 
các tác dụng phụ [1]. Sự kết hợp các hoạt chất khác với 
CHX đã được nghiên cứu và áp dụng trên thực tế như 
cetylpyridium chloride, hydrogen peroxide, sodium 
floride, ion kẽm v.v. .. Các công thức nước súc miệng 
CHX có nồng độ thấp cũng có thể có hiệu quả trong việc 
làm sạch mảng bám và giảm thiểu các vấn đề bất lợi [1]. 

CDO có tác dụng oxy hoá đã được chứng minh có tác 
dụng trung hoà các hợp chất lưu huỳnh dễ bay hơi gây 
hôi miệng, đồng thời cũng chứng minh được tính an 
toàn khi sử dụng lâu dài [2]. Theo Anna H (2019), việc 
thiếu hụt tương tác hoá học giữa CDO và CHX khẳng 
định tính vô hại của sản phẩm khi kết hợp [3]. Đặc tính 
kháng khuẩn của CDO tinh khiết và ứng dụng của nó 
có thể là một giải pháp thay thế hiệu quả đối với tính 
độc của CHX, thường được sử dụng rộng rãi dưới dạng 
nước súc miệng với mức nồng độ từ 0,03% tới 0,1% [2]. 
Tuy nhiên, hiện cũng chưa có nghiên cứu về việc kết 
hợp nước súc miệng có đồn thời CHX và CDO đối với 
bệnh nhân nha khoa nói chung. Nghiên cứu của chúng 
tôi kết hợp CHX (nồng độ từ 0,01 tới 0,2%) và CDO 
(0,05 và 0,1%)  nhằm khảo sát tác động của nước súc 
miệng này trên nguyên bào sợi nướu người. Kết quả 
cho thấy sau 24 giờ ủ với nước súc miệng thử nghiệm, 
tỉ lệ tăng trưởng tương đối của tế bào này đều thấp, dao 
động từ 17-29%. Kết quả nghiên cứu của Lessa (2010) 
cho dung dịch CHX ở các nồng độ 0,06%, 0,12%, 0,2%, 
1% và 2% tiếp xúc tế bào giống nguyên bào răng trong 
60 giây, 2 giờ, hoặc 60 giây với 24 giờ phục hồi, cho 
thấy rằng tất cả các nồng độ CHX đều có tác dụng gây 
độc trực tiếp cao đối với các tế bào [5]. Nghiên cứu 
của Kohidai Z (2022) cho thấy nồng độ CHX rất thấp 
(0,0001%; 0,0003%) giúp tăng sinh tế bào, trong khi 
nồng độ cao hơn gây độc các tế bào tiền thân biểu mô 
nướu (HGEPp) [6]. 
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Đối với CDO, trong nghiên cứu của Nishikiori (2008), 
liều gây chết đối với 50% nguyên bào sợi nướu người 
(LD50) của CDO là 0,16 mM và gây ra sự ngừng chu 
kỳ tế bào G0/G1. Tuy nhiên, CDO không gây ra hiện 
tượng chết tế bào theo chương trình đáng kể ở bất kỳ 
nồng độ thử nghiệm nào [7]. Soares (2012) công bố 
trong một nghiên cứu thử nghiệm liên quan đến những 
người sử dụng nước uống chứa CDO và muối cloride 
rằng không tìm thấy tác dụng phụ nào ở liều cao như 
24 mg/l (CDO) và 5 mg/l (muối cloride) [8]. Theo  
Noszticzius (2013), CDO không gây độc tế bào vì thời 
gian tiêu diệt vi khuẩn là theo thứ tự mili giây trong 
dung dịch CDO 300 ppm, thời gian này đủ ngắn để 
giữ cho CDO không thâm nhập vào các mô sống của 
sinh vật lớn hơn một cách an toàn [9]. Nghiên cứu của 
Kohidai Z (2022) cho thấy đối với CDO, tác dụng tăng 
sinh có lợi tế bào HGEPp được quan sát thấy trên phạm 
vi nồng độ rộng (0,06–6 ppm) [6]. 

Thực tế các chế phẩm chứa CHX đã chứng minh hiệu 
quả trên lâm sàng và làm tăng tốc độ lành thương, mặc 
dù thể hiện độc tính cao với tế bào in vitro nhưng CHX 
vẫn an toàn khi sử dụng trên lâm sàng. Trên thực tế, 
khoang miệng chứa nhiều lớp tế bào nên khi sử dụng 
các sản phẩm nha khoa, đặc biệt là nước súc miệng 
trong môi trường miệng, thì nước súc miệng không tiếp 
xúc trực tiếp với nguyên bào sợi nướu mà qua biểu mô 
rồi tới mô liên kết hay được pha loãng bởi dịch nướu. 
Bên cạnh tổ chức mô nhiều lớp, chất nền ngoại bào, sự 
có mặt của nước bọt và dịch nướu, đặc điểm khuếch 
tán và các cơ chế bảo vệ của cơ thể là những yếu tố ảnh 
hưởng đến tác động của chất kháng khuẩn trong môi 
trường miệng. Do đó, mặc dù có nhiều ý kiến cho rằng 
CHX sử dụng thường xuyên trong lâm sàng sẽ dẫn đến 
phá hủy tế bào nhanh chóng, tuy nhiên, độc tính tế bào 
in vivo dự kiến sẽ thấp hơn độc tính tế bào in vitro [10]. 
Với tính chất là nước súc miệng, thời gian tiếp xúc với 
các tế bào trong khoang miệng thường dao động từ 30 
giây tới 3 phút. Vì vậy, cần có thêm những nghiên cứu 
in vivo cũng như nghiên cứu về thời gian tiếp xúc tế bào 
để khẳng định thêm về các tác động của nước súc miệng 
phối trộn CHX và CDO lên các tế bào trong miệng.

5. KẾT LUẬN

Đây là nghiên cứu đầu tiên khảo sát tác động của nước 
súc miệng phối trộn chlorhexidine và chlorine dioxide 
với các nồng độ khác nhau lên nguyên bào sợi nướu. 
Kết quả cho thấy việc chứa chlorhexidine trong thành 
phần vẫn gây ra độc tính với tế bào sau khi tiếp xúc 24 
giờ. Cần thêm nhiều nghiên cứu mô phỏng thời gian 
tiếp xúc thực tế trên lâm sàng và với các loại tế bào khác 
nhau cần được tiến hành để khẳng định vai trò của CDO 
lên độc tính của nước súc miệng phối trộn.
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