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摘 要 目的：研究鞣花酸对变异链球菌的体外抑菌作用及可能机制，为其防治龋病的应用提供实验依据。方法：以复方氯己定

含漱液为阳性对照、5％二甲基亚砜（DMSO）溶液为阴性对照，采用打孔法抑菌试验测定抑菌圈直径考察50、25、12.5、6.25、3.125、

1.562 5 mg/mL鞣花酸对变异链球菌的抑菌效果，并采用微量稀释法测定其对变异链球菌的最低抑菌浓度（MIC）和最低杀菌浓度

（MBC）。以5％DMSO溶液为阴性对照，采用结晶紫染色法测定1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、MIC鞣花酸对变异链球菌生物膜形成

的影响，并在荧光染色后通过激光扫描共聚焦显微镜观察1/2MIC鞣花酸作用后生物膜的结构变化；分别采用苯酚硫酸法和还原

型辅酶Ⅰ氧化法考察1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、MIC鞣花酸对变异链球菌细胞外多糖（EPS）的抑制率和细胞外基质中乳酸脱氢酶

（LDH）活力的影响。结果：12.5～50 mg/mL鞣花酸对变异链球菌产生了直径均大于15 mm的抑菌圈，50 mg/mL鞣花酸作用下抑

菌圈直径与复方氯己定含漱液相当。鞣花酸对变异链球菌的MIC、MBC分别为12.5、25 mg/mL。1/8MIC～MIC鞣花酸作用后细

菌生物膜的存活率较阴性对照显著降低（P＜0.01），且呈剂量依赖趋势，MIC 鞣花酸作用后细菌生物膜的存活率仅为（16.41±

1.346）％；荧光染色后显微镜下可见，1/2MIC 鞣花酸作用后细菌生物膜结构被破坏；1/8MIC～MIC 鞣花酸作用后细菌水不溶性

EPS和水溶性EPS的抑制率较阴性对照均显著升高（P＜0.01），1/4MIC～MIC鞣花酸作用后细胞外基质中LDH活力较阴性对照

均显著升高（P＜0.01），且呈剂量依赖趋势。结论：鞣花酸对变异链球菌的生长具有一定的抑制作用；其机制可能与抑制 EPS 产

生、降低细菌的黏附、破坏细菌细胞膜有关。
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Study on in vitro Anti-bacterial Activity and Mechanism of Ellagic Acid on Streptococcus mutans
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the in vitro anti-bacterial activity and potential mechanism of ellagic acid on Streptococcus

mutans，and to provide evidence for its prevention and treatment of dental caries. METHODS：Using Compound chlorhexidine

gargle as positive control，5％DMSO as negative control，bacteriostasis experiment was conducted by the method of drilling hole，

and bacteriostatic effects of 50，25，12.5，6.25，3.125，1.562 5 mg/mL ellagic acid on S. mutans was preliminarily determined by

measuring the diameter of bacteriostatic ring. The minimal inhibitory concentration（MIC）and minimal bactericidal concentration

（MBC）of ellagic acid on S. mutans were determined by microdilution method. Using 5％ DMSO as negative control，the effects

of 1/8 MIC，1/4 MIC，1/2 MIC and MIC ellagic acid on the formation of S. mutans biomembrane was determined by crystal violet

staining. The changes of the biomembrane structure under the action of 1/2 MIC ellagic acid were observed by microscopy after

fluorescence staining. Phenol sulfuric acid method and reducing coenzymeⅠoxidation method were used to determine inhibitory

effects of 1/8MIC，1/4MIC，1/2MIC，MIC ellagic acid on S. mutans on extracellular polysaccharide（EPS）as well as effect on the

activity of lactate dehydrogenase（LDH） in extracellular matrix. RESULTS：Ellagic acid with concentration of 12.5～50 mg/mL

produced an inhibitory ring on S. mutans with diameter greater than 15 mm. Under the action of 50 mg/mL ellagic acid，the

diameter of bacteriostatic ring was the same as that of Compound chlorhexidine gargle. MIC and MBC of ellagic acid to S. mutans

were 12.5 mg/mL and 25 mg/mL. The survival rate of bacterial biomembrane after 1/8MIC-MIC ellagic acid treatment was

significantly lower than that of the negative control （P＜0.01），and had a certain dose-response trend. After MIC ellagic acid

treatment，the survival rate of bacterial biomembrane was（16.41±1.346）％. After fluorescence staining，the structure of bacterial

biomembrane was destroyed by 1/2 MIC ellagic acid. After treated with 1/8MIC-MIC ellagic acid， its inhibitory rates on

water-soluble EPS and water-insoluble EPS were increased significantly，compared with negative control（P＜0.01）. After treated

with 1/4MIC-MIC ellagic acid，the activity of LDH in the extracellular matrix of bacteria increased significantly，compared with

negative control（P＜0.01），in dose-effect dependent trend. CONCLUSIONS：Ellagic acid can inhibit the growth of S. mutans，the

mechanism of which may be associated with inhibiting EPS production，reducing bacterial adhesion，destroying bacterial cell

membrane.

KEYWORDS Ellagic acid；Streptococcus mutans；Biomem-

brane；in vitro；Anti-bacterial activity；Mechanism
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龋病是一种口腔内多因素疾病，与心血管疾病、癌症

一起被列为人类三大重点防治的慢性非传染性疾病[1]。

虽然龋病的病程发展较为缓慢，但是其发病率高、流行

区域广泛，不容忽视。细菌的存在是龋病发生的基础，

而牙菌斑生物膜是龋病发生所依赖的微环境[2]。变异链

球菌是目前公认的主要致龋菌群，常黏附于牙面形成生

物膜而导致龋病[3]。糖代谢是变异链球菌致龋的重要途

径：变异链球菌以蔗糖为底物，可以合成细菌胞外多糖

（EPS），而合成EPS和形成生物膜的能力是其经典毒力

表型，这些毒力因子在变异链球菌致病过程中发挥着重

要作用[4]。

目前，抗生素、氟化物以及免疫防龋等的使用已被

证明能有效地抑制口腔内的致龋菌，但这些方法存在会

产生耐药性或致使口腔菌群失调等问题[5]。而天然产物

因其毒副作用小的优势，逐渐成为防龋药物研究开发的

热点[6]。鞣花酸作为一种多酚二内酯成分，是没食子酸

的二聚衍生物，存在于许多水果（如覆盆子、石榴等）及

药用植物（如五倍子、地榆等）中[7]。鞣花酸因具有多种

生物活性（如抗氧化、抗癌、抗突变、抑制溃疡、抑制人体

免疫缺陷病毒等）而受到广泛关注[8-9]。近年来，许多多

酚类化合物（如茶多酚、厚朴酚等）被证实具有广谱的抑

菌效果，且对口腔致龋菌有良好的抑制作用[10]。鞣花酸

作为一种天然的多酚类成分，国内外对其抑菌作用，特

别是其对口腔致龋菌的抑制作用及机制的研究报道相

对较少。因此，本研究以鞣花酸为研究对象，通过考察

对口腔主要致龋菌——变异链球菌的生长、细菌生物膜

形成等毒力因子的影响，探索其在防治龋病方面的开发

应用潜力。

1 材料
1.1 仪器

C2型激光扫描共聚焦显微镜（日本 Nikon 公司）；

311型二氧化碳培养箱（美国Thermo公司）；752型紫外

分光光度计（上海菁华科技仪器有限公司）；4K15型冷

冻离心机（美国Sigma公司）；LDZX-75KBS型高压蒸汽

灭菌锅（上海申安医疗器械有限公司）；SMP500型酶标

仪（德国Spectro Max公司）。

1.2 药品与试剂

复方氯己定含漱液（江苏晨牌邦德药业有限公司，

批号：201810232，规格：500 mL，含葡萄糖酸氯己定 0.6

g、甲硝唑0.1 g）；鞣花酸对照品（中国食品药品检定研究

院，批号：111959-201802，纯度：≥98％）；脑心浸肉汤

（BHI）培养基（批号：1226L031）、刃天青染色剂（批号：

512C031）均购自北京索莱宝科技有限公司；活/死细菌

染色试剂盒（货号：L13152）、磷酸盐缓冲液（PBS，批号：

NXL0739）均购自赛默飞世尔生物化学制品（北京）有限

公司；乳酸脱氢酶（LDH）试剂盒（中国南京建成生物工

程公司，批号：20181025）；其余试剂均为分析纯，水为灭

菌蒸馏水。

1.3 菌种

变异链球菌标准菌株（ATCC 700610）由新疆医科大

学中心实验室提供。

2 方法
2.1 菌悬液的制备

取常规复苏的变异链球菌标准菌株接种于BHI液

体培养基中，于 37 ℃培养箱中培养 24 h 后，取菌液在

BHI板上划线培养 24 h，然后挑取单菌落在BHI液体培

养基中以同样条件纯培养。待细菌进入对数生长期后，

用紫外分光光度计调整菌液浓度约 107 CFU/mL[在 630

nm波长处的吸光度（OD）为0.2]，备用。

2.2 抑菌圈的测定

采用打孔法抑菌试验进行抑菌圈测定。将鞣花酸

对照品用5％二甲基亚砜（DMSO）溶液溶解后制成质量

浓度为 50 mg/mL的母液；再用BHI液体培养基将母液

按二倍稀释法稀释成鞣花酸质量浓度分别为 25、12.5、

6.25、3.125、1.562 5 mg/mL 的药液。取 100 μL 菌悬液

（107 CFU/mL，下同）均匀涂布在BHI平板上，再以打孔

器打孔。设置鞣花酸不同质量浓度组（1.562 6～50

mg/mL）、阴性对照组（5％DMSO）和阳性对照组（复方

氯己定含漱液），每组重复设置3个孔，每孔中加入20 μL

相应样品溶液，然后于 37 ℃培养箱中培养 24 h。取出

后，以十字交叉法测定抑菌圈直径，取平均值。结果判

定按《药理实验方法学》标准[11]：抑菌圈直径＜10 mm为

无抑菌活性，10 mm 为轻度敏感，11～15 mm 为中度敏

感，16～20 mm为高度敏感。

2.3 最小抑菌浓度的测定

使用96孔板，按100 μL/孔加入菌悬液，设置鞣花酸

不同质量浓度组（50、25、12.5、6.25、3.125、1.562 5 mg/mL）、

阴性对照组（5％DMSO溶液）和阳性对照组（复方氯己

定含漱液），每组重复设置 3个孔。每孔中加入 100 μL

相应样品溶液，然后37 ℃培养箱中培养24 h。每孔中加

入刃天青染色剂（1 mg/mL）20 μL，4 h后观察，由蓝色变

为粉色的药物浓度即为最小抑菌浓度（MIC）。

2.4 最小杀菌浓度的测定

根据MIC值测定结果，选择药液浓度≥MIC的各孔

菌悬液，分别划线于BHI平板上，将平板置于37 ℃培养

箱中培养24 h，观察无可见菌落生长的最低浓度即为最

小杀菌浓度（MBC）。

2.5 变异链球菌细菌生物膜形成情况考察

采用结晶紫染色法进行测定。使用96孔板，按100

μL/孔加入菌悬液，设置鞣花酸不同质量浓度组（1/8MIC、

1/4MIC、1/2MIC、MIC）、阴性对照组（5％DMSO溶液），

每组重复设置 3个孔，每孔加入 100 μL相应样品溶液，

然后置于 37 ℃培养箱中培养 24 h后，吸弃上清液。沉

淀用无菌PBS轻轻洗涤 2次，加入 100 μL 0.1％结晶紫，
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对形成的生物膜染色15 min。弃去染料，用无菌PBS冲

洗 2次，干燥后每孔加入 100 μL 95％乙醇溶液，溶解已

被染色的生物膜上的结晶紫。采用酶标仪于 540 nm波

长处测定其OD值，并计算细菌生物膜存活率：细菌生物

膜存活率（％）＝1－[（1－OD 给药组/OD 阴性对照组）×100％]。

2.6 变异链球菌细菌生物膜结构的观察

采用激光扫描共聚焦显微镜进行观察。按 500

μL/皿的量将菌悬液加入激光扫描共聚焦专用培养皿

中，设置鞣花酸组（1/2MIC）和阴性对照组（5％DMSO溶

液），每组设置3个平行皿，每皿加入500 μL相应样品溶

液，置于 37 ℃培养箱中培养 24 h后，吸弃上清液，以无

菌PBS洗去浮菌，用2％甲基纤维素固定后，加入制备好

的活/死细菌荧光染料 20 μL[按说明书将试剂盒中荧光

染色剂SYTO9和碘化丙啶（PI）按照 1 ∶ 1（V/V）的比例混

合溶于适当体积的无菌水中]，室温下避光孵育 20 min，

然后立即在激光扫描共聚焦显微镜下观察。活菌被SY-

TO9染色后发出绿色荧光，死菌被PI染色后发出红色荧

光，SYTO9和 PI染色叠加图中黄色表示活菌和死菌重

叠处。

2.7 变异链球菌中EPS生成情况考察

采用苯酚硫酸法进行测定。按 500 μL/管的量将菌

悬液加入无菌离心管中，以5％DMSO溶液为阴性对照，

考察不同质量浓度（1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、MIC）鞣

花酸对变异链球菌中EPS生成的影响，每个样品设置 3

个平行管，每管中加入 5 mL 相应样品溶液，然后置于

37 ℃培养箱中培养16 h。在4℃条件下以5 000 r/min离

心20 min（下同），收集上清液；用无菌蒸馏水重悬沉淀

并再次离心，收集上清液，合并2次上清液（含有水溶性

EPS）。然后加入 0.1 mol/L NaOH溶液 5 mL重悬沉淀，

离心2次，收集上清液（含有水不溶性EPS）。以0.22 μm

的滤膜分别过滤以上2种上清液，各取适量分别加入3倍

量冷却的 95％乙醇溶液，4 ℃过夜以沉淀EPS。次日再

次离心，弃水相，沉淀物分别加入5 mL蒸馏水和5 mL 0.1

mol/L NaOH 溶液溶解。取上述含 2种 EPS 的溶液各 1

mL，分别加入5％冰苯酚1 mL，摇匀，迅速加入浓硫酸5

mL，摇匀，放置 5 min后，放入沸水浴中反应 15 min后，

冷却到室温。采用紫外分光光度仪于490 nm波长处测定

其OD值，并分别计算水溶性EPS和水不溶性EPS的抑制

率：EPS抑制率（％）＝（1－OD 给药组/OD 阴性对照组）×100％。

2.8 变异链球菌细胞外基质中LDH活力的测定

采用还原型辅酶Ⅰ氧化法进行测定。使用96孔板，

按 100 μL/孔加入菌悬液和等量的 BHI 液体培养基后，

置于 37 ℃培养箱中培养 24 h。弃去上清液，沉淀用无

菌 PBS 缓冲液清洗 2次。设置鞣花酸不同质量浓度组

（1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、MIC）和阴性对照组（5％

DMSO溶液），每组设置3个平行孔，在清洗过的培养孔

（含有沉淀）中加入 200 μL相应样品溶液后，置于 37 ℃

培养箱中培养 24 h。离心，收集上清液，按照LDH试剂

盒说明书操作测定LDH活力。

2.9 统计学方法

采用SPSS 12.0软件对试验数据进行统计分析。计

量资料以 x±s表示，采用单因素方差分析的Dunnett（双

侧）检验进行组间比较。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 抑菌圈测定结果

结果显示，5％DMSO作为溶剂对变异链球菌的生

长无明显变化。12.5～50 mg/mL鞣花酸对变异链球菌

产生了抑菌圈，且抑菌圈的直径随着药物质量浓度的增

加而增大，其中 50 mg/mL鞣花酸对变异链球菌抑菌圈

的大小与复方氯己定含漱液相近，对变异链球菌均为高

度敏感。抑菌圈直径测定结果见表1。

表1 抑菌圈直径测定结果（x±±s，n＝3，mm）

Tab 1 Diameter of bacteriostatic ring（x±±s，n＝3，mm）

组别

鞣花酸组
阴性对照组
阳性对照组

鞣花酸，mg/mL

50

22.33±0.735

25

19.30±0.405

12.5

15.40±0.662

6.25

/

3.125

/

1.562 5

/

5％DMSO
溶液

/

复方氯己
定含漱液

22.40±0.56

注：“/”表示无抑菌圈形成

Note：“/”means no bacteriostatic ring

3.2 MIC和MBC测定结果

结果显示，鞣花酸对变异链球菌的 MIC 为 12.5

mg/mL、MBC为25 mg/mL，表明鞣花酸对变异链球菌有

抑制作用。

3.3 细菌生物膜存活率的测定结果

结果显示，不同质量浓度鞣花酸作用后，变异链球

菌生物膜存活率较阴性对照组均显著降低（P＜0.01），

且呈明显剂量依赖趋势。在MIC浓度下，变异链球菌生

物膜的存活率仅为（16.41±1.346）％。细菌生物膜存活

率测定结果见图1。

3.4 细菌生物膜结构的观察结果

染色结果显示，阴性对照组中细胞互相黏附聚集形

成团块，主要呈绿色荧光，表示多为活菌，细菌生物膜结

构完整。鞣花酸组中，多呈红色荧光，表明经1/2MIC鞣

注：与阴性对照组比较，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control group，＊＊P＜0.01

图1 细菌生物膜存活率测定结果
Fig 1 Result of survival rate of bacterial biomembrane
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花酸干预后细胞多为死菌，生物膜结构被破坏。变异链

球菌生物膜激光共聚焦扫描图见图2。

3.5 细菌中EPS生成抑制率测定结果

结果显示，鞣花酸对变异链球菌中水不溶性EPS和

水溶性EPS的生成均有显著抑制作用，不同质量浓度鞣

花酸对 2种多糖的生成抑制率均较阴性对照显著升高

（P＜0.01），且该抑制作用随着鞣花酸质量浓度的增大

而增强，但鞣花酸对变异链球菌水不溶性EPS的抑制作

用强于其对水溶性 EPS 的抑制作用。EPS 的生成抑制

率测定结果见图3。

3.6 细菌细胞外基质中LDH活力的测定结果

结果显示，不同质量浓度鞣花酸作用后，细菌细胞

外基质中LDH活力均有所提高，且呈剂量依赖趋势。与

阴性对照组比较，1/4MIC、1/2MIC、MIC鞣花酸组细菌

细胞外基质中 LDH 活力均显著升高（P＜0.01）。LDH

活力测定结果见图4。

4 讨论
龋病是口腔内的慢性多因素疾病，寻找安全、有效、

经济的防龋药品一直是龋病防治研究的重点[12]。天然

药物因其毒副作用小、取材方便和经济等特点，在龋病

防治中的作用日益受到重视[13]。细菌的存在是龋病发

生的第一要素，细菌在口腔中的存在形式主要为生物膜

状态，当浮游细菌黏附团聚形成生物膜后，能快速适应

新的生长环境，这种由细菌和基质搭建的紧密生物膜结

构，成为了阻碍药物穿透的有力屏障 [14]。在这种状态

下，生物膜结构的细菌比浮游状态下的同种细菌耐药性

更强，并且其致毒力和对抗宿主免疫防御的能力也更

强[15]。因此，在研究中除了研究浮游状态下细菌的生长

变化外，对于生物膜状态下细菌的生长、代谢的研究显

得更加重要。EPS是细菌以蔗糖为底物分泌出的紧密

围绕菌体细胞的荚膜或者黏质层，可以参与生物膜的基

质组成。其中，水不溶性EPS能够促进细菌的蔗糖依赖

性细胞黏附，加快生物膜的形成和龋病的发展；并且，其

还具有生物屏障作用，可以限制生物膜内外各种物质的

出入[16]。水溶性EPS是细菌在生物膜内的能量补充剂，在

外源性糖缺乏时，其可以降解成单糖而提供能量 [6]。

LDH以高浓度存在于细菌细胞内，是变异链球菌中的固

有酶，可以调节细菌的酸代谢[17]。由于LDH主要存在细

菌细胞内，故可以通过测定细胞外基质中LDH活力来判

定药物对细菌细胞壁及细胞膜的影响[18]，从而推测药物

可能的抑菌机制。因此，关于药物对口腔内致龋细菌的

作用研究需要从药物对细菌的生长、生物膜的形成、代

图2 变异链球菌生物膜激光共聚焦扫描图

Fig 2 Confocal laser scanning micrograms of S. mu-

tans biomembrane
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图3 EPS的生成抑制率测定结果

Fig 3 Inhibitory rate of bacterial EPS
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图4 细胞外基质中LDH活力测定结果

Fig 4 LDH activity in extracellular matrix
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谢、形态结构、胞外基质的影响等多方面进行。

本研究通过打孔法抑菌圈试验测定抑菌圈直径，来

初步判定鞣花酸对变异链球菌的抑制作用。结果显示，

12.5～50 mg/mL鞣花酸对变异链球菌产生了抑菌圈，且

抑菌圈直径＞15 mm。研究中选用复方氯己定含漱液为

阳性对照药，该药品中每 500 mL中含葡萄糖酸氯己定

0.6 g、甲硝唑0.1 g，为口腔常用的抑菌消炎药[19]。本研究

选用微量稀释法测定了鞣花酸对变异链球菌的MIC，试

验中以刃天青显色进行MIC的终点判定，最终得到了鞣

花酸对变异链球菌的MIC、MBC分别为12.5、25 mg/mL，

该方法比直接观察法更加客观、灵敏。另外，试验结果

显示，3.125～25 mg/mL鞣花酸对变异链球菌的生物膜

产生了抑制作用，且 1/2MIC浓度的鞣花酸可破坏细菌

生物膜结构。通过以上试验结果可知，鞣花酸不仅可以

抑制浮游细菌的生长，还能抑制细菌生物膜的形成。

除此之外，本研究还对鞣花酸的抑菌机制进行了研

究。以1/4MIC～MIC浓度鞣花酸作用后，细菌胞外基质

中LDH的活力显著升高（P＜0.01）。通过对药物作用后

细菌中EPS进行收集测定，发现鞣花酸对变异链球菌水

不溶性 EPS 和水溶性 EPS 均有不同程度的抑制作用。

通过以上研究可知，鞣花酸可以阻断细菌毒力因子的作

用途径：第一，其可以通过抑制EPS的形成能力以降低

细菌的黏附、聚集及能源供给，干扰细菌内正常的糖代

谢，从而影响细菌生物膜的形成；第二，其还可以通过对

变异链球菌的细胞产生一定程度的膜损伤，使存在于细

菌胞浆内的LDH从胞浆中释放出来，破坏细胞的正常形

态和物质交换从而降低细菌活性。另外，在测定鞣花酸

对EPS的抑制率时，笔者发现其对水不溶性EPS的抑制

率较对水溶性EPS的高，可能是因为水不溶性EPS具有

高稳定性、强黏性、不易被降解的特性，同时也是细菌具

有更强致龋性的原因之一[20]，因此更加说明鞣花酸能通

过干扰EPS途径抑制细菌生物膜的形成。

综上，鞣花酸对变异链球菌的生长以及生物膜的形

成均有抑制作用。其机制可能是通过抑制EPS产生、降

低细菌的黏附、破坏细菌细胞膜，从而降低细菌活性。

本研究为将鞣花酸开发成天然的防治龋病药物提供了

一定的实验参考，但其更深入的抑菌作用及机制还有待

进一步研究。
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