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摘要!从口腔中分离得到一株唾液链球菌
I;!O$$

$在体外试

验中发现$该菌具有极强疏水作用'

OE)1D

(和静电作用'表面

电荷量
$

11)FD

(有利于黏附于口腔中$能耐受
"$$

#

X

+

LA

的

溶菌酶$存活能力较强*具有较高的自聚性'

"ED

!

#$D

(及

与变形链球菌'

*DI4

;

D>C>CC-G<Q-D)%G

(的共聚作用$在蔗糖

存在时$与变形链球菌共聚率高达
F<)!D

*与变形链球菌共

培养时$可以抑制变形链球菌生物膜的形成$抑制率为

F%)"D

#说明
I;!O$$

是一株具有预防龋齿潜力的口腔益

生菌#
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目前!龋齿是普遍存在于儿童和成人中的一种慢性口腔

传染病/

"
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!其成因与变形链球菌*

*DI4

;

D>C>CC-GQ-D)%G

+在牙

齿表面的定殖有密切的联系"牙菌斑生物膜的形成是致龋

的关键!因此!减少或抑制生物膜的形成是防治龋齿的重要

途径"抗生素是目前治疗和预防龋齿的主要方法!但长期使

用抗生素容易导致耐药菌株的产生!导致疗效降低及其潜在

的感染风险"

益生菌可以治疗和减缓多种肠道炎症#尿道感染和呼吸

道疾病!并且具有较高的安全性"
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位给予安慰剂!结果发现服用益生菌儿童组

龋齿 发 生 的 比 例 较 低"郭 夏 蕾 等/
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不仅对变形链球菌菌膜有较高的抑制

率!还显著降低变形链球菌的黏附率"因此!通过筛选特定

的益生菌!可以达到防治龋齿的目的"

唾液链球菌*
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+是婴儿出生后最

先定殖在口腔中的乳酸菌之一/
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!是健康成人口腔中典型的

共生菌群"本试验所用供试菌株
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+来自健康志愿者口腔!通过体外试验!分析了
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作为预防口腔疾病益生菌的潜质"
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材料与方法
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试验方法
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菌落形态与细胞观察
!

将
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厌氧培养
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!观察单菌落形态"挑取

单菌落进行革兰氏染色!于显微镜下观察菌体形态"
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菌体的制备
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!取菌体"用
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酸盐缓冲液*
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+洗涤
#
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KF)1

的
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中!备用"
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!

唾液链球菌
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最适培养基筛选
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调节
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"用微生物全自动生长曲线分析仪每隔
"2

测一次

+9

F$$:L

值!每组设置
!

个平行孔!试验重复
#

次"

")#)<

!

唾液链球菌
I;!O$$

最适培养温度
!

挑取新鲜培养

的
I;!O$$

菌体于
@"%

液体培养基中!调整其初始的

+9

F$$:L

k$)"$l$)$"

!分别置于
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!

<#

!

<Ec

水浴中培养!每

隔
#2

测
+9

F$$:L

吸光值!每个温度设置
!

个平行!试验重复

#

次"

")#)E

!

唾液链球菌
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疏水作用力
!

用
W

KF)1 Ì/

调

节
I;!O$$

菌悬液至
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F$$:L

k$)F

!向上述菌悬液*

!LA

+加

入疏水溶剂二甲苯*

"LA

+!静置
EL4:

!充分振荡
"#$5

!再静

置
"$L4:

!取水相测其
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值"疏水率按式*
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菌悬液初始吸光值-
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,,,静置后的水相吸光值"
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唾液链球菌
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表面电荷
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以乙酸乙酯作为路

易斯碱!氯仿作为路易斯酸/
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的方法测定"
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对溶菌酶的耐受性
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"用微生物全自动生长曲线分析仪每隔
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测一次
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值!每组设置
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个平行孔!试验重复
#

次"
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的溶血性
!

向融化后冷却至
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的
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固
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.
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马血!倒平板!待其凝固后!

将新鲜培养的
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菌体划线于血琼脂平板上!

!%c

厌氧

培养
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!观察是否产生溶血圈"
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唾液链球菌
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的自聚能力
!

调节
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菌悬

液菌浓使其
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和
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结果与分析
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菌落和细胞形态观察
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氏染色后在油镜下观察!菌体形态为椭圆形!直径
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图
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最适生长条件
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"2

测定一

次
+9

F$$:L

值!以培养时间为横坐标!

+9

F$$:L

值为纵坐标绘

制不同营养条件下的生长曲线!筛选最适生长培养基"由

图
#

可知!

IK-

和
@"%

培养基最快进入生长指数期和稳定

期!比其他培养基*

0M,

和
0̀ M

+提前了
!2

以上!可能是

IK-

和
@"%

培养基中含有某些可被菌体快速利用的物质!

从而促进菌体先于其他培养基进入增殖阶段"但
IK-

培养

基在菌株增殖效果方面不及
@"%

培养基*最高
+9

F$$:L

为

$)1

+!

I;!O$$

在
@"%

培养基中生长状态显著优于其他培养

基!其
+9

F$$%Q

值最高可达
")<

!说明
@"%

培养基营养全面而

充足!有利于
I;!O$$

菌体的大量繁殖"因此!选择
@"%

作

为
I;!O$$

培养基"

I;!O$$

接种于
@"%

液体培养基后于

!%

!

<#

!

<Ec

水浴培养!每隔
#2

测定发酵液的
+9

F$$:L

!最先

达到
$)F

的温度即为最适生长温度"由图
!

可知!在培养前

图
#

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

在不同培养基中的生长曲线

.4

X

J37#

!

Q3'G62>J3+7'[*<G)?$H)I$-GI;!O$$4:

?4[[737:6L7?48

图
!

!

不同温度下
*<G)?$H)I$-GI;!O$$

的生长情况

.4

X

J37!

!

027

X

3'G62'[*<G)?$H)I$-GI;!O$$J:?73

?4[[737:6>J(64+864':67L

W

7386J375

期
I;!O$$

在各测试温度下均有不同程度的增加!培养至
12

时!

!%

!

<#c

样品组的
+9

F$$:L

均达到
$)F

!但
<#c

样品组的

+9

F$$:L

值在各取样点始终高于
!% c

样品组的!因此!

I;!O$$

的最适生长温度为
<#c

"

#)!

!

I;!O$$

的溶血特性

微生物的安全性是
.â

.

eK^

评价其应用潜质的考量

因素之一!作为益生菌对宿主无害是首要前提"溶血性是衡

量链球菌安全性的关键性指标!不同链球菌在血平板上的溶

血现象主要有
!

型#

"

型#

#

型三类"

!

型溶血(菌落周围呈

现较窄的草绿色溶血环!此类菌称为
!

型溶血性链球菌!又

叫草绿色链球菌-

"

型溶血(菌落周围出现较宽的透明溶血

环!这类菌能产生溶血素等毒素!致病性强!被称为
"

型溶血

性链球菌-

#

型溶血(菌落周围无溶血环!故这类链球菌安全

性最高!被称为不溶血链球菌"

I;!O$$

在血平板上无溶血

圈出现*见图
<

+!表明摄入菌株
I;!O$$

后!侵染宿主的风险

较低!具有较高的安全性!符合食品应用的基本要求/

E

0

"

图
<

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

的溶血作用

.4

X

J37<

!

K7L'(

B

64>8>64+46

B

'[*<G)?$H)I$-GI;!O$$

':C(''?8

X

83

#)<

!

疏水作用和静电作用分析

在口腔中!益生菌通过特异性和非特异性方式黏附于口

腔黏膜上!益生菌非特异黏附能力主要与静电#疏水和范德

华力相关"由表
"

可知!

I;!O$$

对非极性溶剂二甲苯黏附

率高达
OE)1D

!说明其具有极强的表面疏水性"

K8:?(7

B

等/

O

0将由人体唾液分离出的
"#

株唾液链球菌进行疏水性质

测试!发现它们都具有很强的疏水性*

O!)ED

!

OE)#D

+"此

外!

I;!O$$

还具有一定的静电作用力!对氯仿和乙酸乙酯表

现高度的黏附性!分别为
11)FD

和
OO)FD

!表明菌体表面携

带大 量可产生静电作用力的电荷"

I;!O$$

所具备的较强的

E"

第
!!

卷第
""

期 于亚男等(唾液链球菌
I;!O$$

作为口腔益生菌的特性
!



表
"

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

疏水性和表面电荷量

08C(7"

!

K

B

?3'

W

2'C4>46

B

8:?5J3[8>7>283

X

7'[

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

疏水率 酸电荷 碱电荷

百分比.
D OE)1l")# OO)Fl$)" 11)Fl#)<

疏水作用力和静电作用力!有助于其黏附于口腔黏膜表面!

从而与病原菌竞争结合位点以发挥其益生特性"

#)E

!

对抗生素和溶菌酶的耐受性分析

溶菌酶是一类广泛存在于唾液#泪液#血清#淋巴等中能

够选择性分解微生物细胞壁导致微生物死亡的非特异性免

疫因子/

"$

0

"测试
I;!O$$

对不同浓度溶菌酶的耐受性!由

图
E

可知!当溶菌酶的终浓度为
E$

!

"$$

#

X

.

LA

时!与不加

溶菌酶的对照组相比生长趋势无显著差异-当培养体系中溶

菌酶的浓度达到
"#E

#

X

.

LA

时!

I;!O$$

进入对数期和稳定

期的时间延长!该浓度的溶菌酶对
I;!O$$

开始发挥作用-而

溶菌酶的浓度达到
"E$

#

X

.

LA

时!

I;!O$$

无明显生长迹象"

a:

X

L'

等/

""

0在发酵食品中分离出
1<

株乳酸菌!大部分的菌

株都可以耐受
E$

#

X

.

LA

的溶菌酶!其中菌株标号
EE

和
%#

对
"$$

#

X

.

LA

的溶菌酶具有较好的耐受性"

I;!O$$

能够耐

受
"$$

#

X

.

LA

的溶菌酶!远高于人体口腔环境中常见的溶菌

酶浓度*

"

!

E%

#

X

.

LA

+

/

"#

0

!表明
I;!O$$

不仅能非特异性黏

附于口腔黏膜表面!而且在口腔中具有良好的存活能力"

图
E

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

对溶菌酶的耐受性

.4

X

J37E

!

0276'(738:>7'[*<G)?$H)I$-GI;!O$$

6'(

B

5'T

B

L7

#)F

!

聚和共聚能力分析

A8:

X

等/

"!

0认为变形链球菌选择性的与益生菌共聚!有

利于将浮游的变形链球菌从口腔中去除"从
F#<

株乳酸菌

中筛选出
F

株与
*<Q-D)%G

具有共聚能力的菌株!并将其中

一株共聚性能最好的副干酪乳杆菌
;/@h"FF%"

进行小鼠试

验"研究/

"<

0发现!试验组小鼠龋齿的发生率明显低于对照

组!表明其能够有效预防龋齿"也有人/

"E

0指出共聚能力强

弱可以作为筛选预防龋病益生菌的一个补充指标!但是否具

有应用潜力!还需要结合其他方面的性质来判断"除了共聚

能力外!作为口腔益生菌还应具备一定的自聚能力!高自聚

作用有利于益生菌在黏膜表面的定殖!不易于被唾液等流体

冲刷!同时!高自聚作用有利于提高口腔中益生菌的浓度!使

其更好地发挥功能/

"F

0

"由图
F

可知!

I;!O$$

的自聚和共聚

能力与孵育时间均呈正相关!即孵育时间越长!

I;!O$$

的聚

集能力*自聚和共聚能力+越强!在测试时间*

<2

+内其自聚

和共聚率最高可达
#$)$D

和
F<)!D

!由此可见!

I;!O$$

菌体

自身具有较高的自聚与共聚能力"由于蔗糖是公认的关键

性致龋因素/

"%

0

!因此!本试验还考察了蔗糖浓度对
I;!O$$

的自聚能力以及与
*<Q-D)%G

共聚能力的影响"结果发现(

$

蔗糖浓度对
I;!O$$

自聚作用无显著影响!各蔗糖水平下

的自聚效果基本处于相同水平!可推测蔗糖不是介导其自聚

的主要因素-

%

I;!O$$

与
*<Q-D)%G

的共聚作用随着蔗糖

浓度的递增而加强!以
<2

的共孵育样品为例!在不添加蔗

糖的情况下
I;!O$$

与
*<Q-D)%G

共聚率仅为
"!)"D

!依次

加入
$)#ED

!

")$$D

!

#)$$D

!

E)$$D

蔗糖后!

#

株菌的共同聚

集率也相应地攀升!分别达到
#")#D

!

<#)$D

!

<O)$D

!

F<)!D

"表明蔗糖是调控
I;!O$$

共聚效果的一个至关重要

的环境因素"

图
F

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

的自聚集和共聚集能力

.4

X

J37F

!

aJ6'98

XX

37

X

864':8:?>'98

XX

37

X

864':'[

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

#)%

!

抑制生物膜形成量

*<Q-D)%G

被公认为是口腔病原菌!其主要通过代谢口

腔环境中的碳水化合物*主要为蔗糖+!产生具有黏性的水溶

性多糖和不溶性胞外多糖!这些多糖黏附在牙釉表面!成为

*<Q-D)%G

及其它细菌附着的介质!导致牙菌斑形成!牙菌斑

中其他的细菌发酵产酸后引发龋齿"因此!减少
*<Q-D)%G

生物膜的生成量有利于减少这类致龋菌在口腔中的定殖!从

而有助于预防龋齿的形成或缓解龋齿的症状"由图
%

可知!

和对照组*

*<Q-D)%G

单菌培养+相比!与
I;!O$$

共孵育的

*<Q-D)%G

的生物膜形成量显著降低*

F%)"D

+"由此可见!

I;!O$$

可以有效地遏制
*<Q-D)%G

的成膜量!具有潜在的

抗致龋益生功效"

图
%

!

*<G)?$H)I$-GI;!O$$

对
*<Q-D)%G

生物膜

形成的影响

.4

X

J37%

!

a:68

X

':564>8>64+46

B

'[*<G)?$H)I$-GI;!O$$':

627['3L864':'[*<Q-D)%GC4'j(L

F"

基础研究
!

#$"%

年第
""

期



!

!

结论
I;!O$$

是一株新近分离自健康人体口腔的唾液链球

菌!其最适的培养介质与培养温度分别为(

@"%

培养基#

<#c

"该菌株在血平板上呈
#

9

型溶血!即无溶血圈出现!表

明
I;!O$$

侵染宿主的风险较低"同时!该菌具有较强的疏

水作用和静电作用!具有较好的口腔黏膜黏附能力"该菌对

溶菌酶有一定耐受性!保证其在口腔环境中具有一定的存活

性能"

I;!O$$

具有较强的自聚能力!可以避免在摄食后被唾

液或者食物冲刷!提高其在口腔的定殖能力-与
*<Q-D)%G

共培养时!

I;!O$$

表现出与
*<Q-D)%G

强烈的共聚作用!通

过共聚体的形成!增加
*<Q-D)%G

随食物#唾液从口腔移除

的几率-同时!

I;!O$$

可以有效降低
*<Q-D)%G

生物膜的生

成量!从而减少
*<Q-D)%G

的定殖作用与牙菌斑的形成!进

而达到防龋#治龋的目的"因此!

I;!O$$

具有作为口腔益生

菌应用的潜力"
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