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近年来，有关各型口腔链球菌对白假丝酵母菌

拮抗作用的研究较多，但主要集中在营养竞争、黏
附竞争等方面。学者[1]从血链球菌分离出小分子抗菌

肽（antimicrobial peptides，AMPs）拮抗变异链球菌，

本课题组前期研究发现口腔放线菌可能分泌某种拮

抗物质对白假丝酵母菌产生抑制作用[2]。上述实验结
果均提示：口腔链球菌是否也可能通过产生一些抗

真菌物质来拮抗白假丝酵母菌呢？本研究拟观测3种
口腔链球菌对白假丝酵母菌的拮抗作用，为研究口

腔黏膜微生态中的菌群间相互作用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 菌株及试剂
口腔白假丝酵母菌标准株ATCC10691、口腔变异

口腔链球菌对白假丝酵母菌的拮抗作用
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[摘要] 目的 观测3种口腔链球菌对白假丝酵母菌的生长有无抑制作用。方法 采用直接点种法、反点种菌落计
数法和液体共培养法观测口腔变异链球菌、血链球菌、唾液链球菌对白假丝酵母菌的拮抗作用。结果 1）直接点种法中
各组均未观察到清晰的抑菌圈；2）唾液链球菌软琼脂上的白假丝酵母菌菌落数较对照组减少（P<0.05）；3）活菌与白
假丝酵母菌液体共培养中，在各个时间点上变异链球菌组与对照组之间菌落计数差异均有统计学意义（P=0.001）；4）细
菌培养基上清液与白假丝酵母菌液体共培养中，在24、48、72 h时间点上，各实验组与对照组之间菌落计数差异均有统
计学意义（P=0.001）；多数时间点上，各实验组间菌落计数差异无统计学意义（P>0.05）。结论 3种口腔链球菌对白假丝
酵母菌的体外生长有明显抑制作用，但尚不能确定哪种链球菌的抑制作用更强，并且抑制作用会逐渐衰减。
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[Abstract] Objective To investigate the antagonistic effects of three species of oral Streptococcus on the growth of
oral Saccharomyces albicans in vitro. Methods Direct inoculation method, reverse inoculation method and mixed culture
methods were respectively chosen to observe the changes of Saccharomyces albicans colony formation on the effects of
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis and Streptococcus salivarius. Results 1）No clear inhibition zone was ob-
served in each of the groups by direct inoculation method. 2）Compared with the control groups, Saccharomyces albicans
colony formation on soft agar of Streptococcus sanguis decreased significantly（P<0.05）. 3）Mixed culture method results
showed that Streptococcus mutans could inhibit the growth of Saccharomyces albicans significantly at different time
points（P=0.001）. 4）Under the action of bacteria culture supernatant, the count of Saccharomyces albicans in experiment
groups showed statistical significance when compared with the control groups at 24, 48, 72 h（P=0.001）; The differences
among the experimental groups were of no statistical significance at majority times（P>0.05）. Conclusion Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguis, and Streptococcus salivarius could obviously inhibit the growth of Saccharomyces albicans
in vitro. However, it is still unclear that among which the inhibition effects is stronger. The antagonistic effects is wea-
kened gradually.
[Key words] Saccharomyces albicans； Streptococcus mutans； Streptococcus sanguis； Streptococcus salivarius；
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链球菌标准株ACTT25175、口腔血链球菌标准株AC-
TT10556、口腔唾液链球菌标准株ACTT93419由四川
大学口腔疾病研究国家重点实验室提供。1.6％TPY软
琼脂、TPY液体培养基、CHROMagar假丝酵母菌选
择培养基（郑州博赛生物制品公司）。
1.2 实验方法
采用直接点种法、反点种菌落计数法、活菌与

白假丝酵母菌液体共培养法、细菌培养基上清液与
白假丝酵母菌液体共培养、灭活细菌与白假丝酵母
菌液体共培养法观测3种口腔链球菌对白假丝酵母菌
的拮抗作用。
1.2.1 直接点种法[3-4] 配制含有白假丝酵母菌菌悬

液（1×108、1×107 CFU·mL-1）的TPY软琼脂（1∶10）和3
种链球菌悬液（1×108、1×107、1×106 CFU·mL-1）。于
白假丝酵母菌TPY软琼脂上分别点种不同浓度的3种
链球菌各5 μL，同时点种相同剂量的磷酸盐缓冲液
（phosphate buffered saline，PBS）作为对照组。于兼
性厌氧环境下培养24 h，观察是否出现抑菌圈。
1.2.2 反点种菌落计数法[2] 配制含有唾液链球菌、
血链球菌和变异链球菌菌悬液（1×108 CFU·mL-1）的

TPY软琼脂（1∶10），以不含菌悬液的TPY软琼脂作
为对照组。配制白假丝酵母菌菌悬液，用PBS连续
稀释至1×103 CFU·mL-1。各平板分别点种6个点，每
点点种5 μL白假丝酵母菌菌悬液。于兼性厌氧环境
下培养24 h，观察每点5 μL白假丝酵母菌菌落数的
变化。
1.2.3 活菌与白假丝酵母菌液体共培养法 配制白
假丝酵母菌、唾液链球菌、血链球菌和变异链球菌菌
悬液（1×108 CFU·mL-1）。将白假丝酵母菌分别和3
种链球菌菌悬液各100 μL共培养于2 mL TPY液体
培养基中，共培养5组用于连续观察。将白假丝酵母
菌菌悬液100 μL培养于1 mL TPY液体培养基中，共
培养5组作为对照组。于兼性厌氧环境下培养120 h，
每24 h取出一组连续稀释至1×103 CFU·mL-1后，各取

20 μL点种于CHROMagar选择培养基上，24 h后菌落
计数。每组重复3次。
1.2.4 细菌培养基上清液与白假丝酵母菌液体共培
养 配制3种链球菌菌悬液（1×108 CFU·mL-1）。分别
取1 mL上述液体与9 mL TPY液体培养基混匀，培养
24 h后，各取2 mL液体培养基，于2 000 r·min-1离心

5 min后，分离提取上清液1 mL与1 mL白假丝酵母菌
菌悬液（2.4×108 CFU·mL-1）共培养于8 mL TPY液体培
养基中。对照组用PBS溶液1 mL与白假丝酵母菌菌悬
液1 mL置于8 mL TPY液体培养基中。连续培养120 h，
每24 h取出1 mL菌悬液倍比稀释至1×103CFU·mL-1，各

取20 μL点种于CHROMagar选择培养基上，培养

24 h后进行菌落计数，并换算成对数值。每组重复
3次。
1.2.5 灭活细菌与白假丝酵母菌液体共培养法[2] 在

琼脂糖平板上分别接种3种链球菌，37℃培养24 h后，
将平板置于紫外灯下0.5 m处照射2 h。为了验证紫外
线是否将细菌灭活，照射后取菌转种至另一琼脂糖

平板，37℃培养24 h后观察是否能长出菌落。结果3
个转种平板上均未出现链球菌菌落[3]。实验组设置为
3组，每组取足够的灭活菌配制菌悬液（调整密度为
1×108 CFU·mL-1），取1 mL菌悬液与1 mL白假丝酵母
菌菌悬液置于8 mL液体培养基共培养120 h，对照组
用1 mL PBS溶液与1 mL白假丝酵母菌菌悬液置于8 mL
TPY液体培养基中。连续培养120 h，每24 h取出1 mL
菌悬液倍比稀释至1×103 CFU·mL-1后，取20 μL点种
于CHROMagar选择培养基上，培养24 h后进行菌落
计数，并换算成对数值。每组重复3次。
1.3 统计分析
采用SPSS 13.0软件进行统计分析，反点种菌落

计数法组间均数比较用单因素方差分析，余实验结

果均采用重复测量方差分析，检验水准α=0.05。

2 结果

2.1 直接点种法
各组均未观察到清晰的抑菌圈，除对照组外，各

组与白假丝酵母菌草坪菌交界处可见1 mm左右透亮
区域。
2.2 反点种菌落计数法
唾液链球菌软琼脂上的白假丝酵母菌菌落数较

对照组减少（P<0.05），变异链球菌、血链球菌软琼
脂上的白假丝酵母菌菌落数大于100而无法确切计数
（表1）。唾液链球菌的抑菌作用与直接点种法结果
一致。

2.3 活菌与白假丝酵母菌液体共培养法
根据各个时间点菌落数的对数值表（取平均值）

绘制的白假丝酵母菌生长变化曲线见图1。统计分析
表明：在各个时间点上变异链球菌组与对照组之间菌

表 1 3种链球菌软琼脂点种白假丝酵母菌24 h后菌落
计数

Tab 1 Counted of Saccharomyces albicans on three
kinds of TPY soft agar after 24 h

CFU·mL-1

组别 重复次数 均数 标准差 最大值 最小值

变异链球菌 6 ＞100 ＞50 ＞100 ＞100

血链球菌 6 ＞100 ＞50 ＞100 ＞100

唾液链球菌 6 39 5.67 46 32

对照组 6 69 5.68 75 59
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落计数差异均有统计学意义（P=0.001），唾液链球菌组
以及血链球菌组在72、96、120 h时间点上，与对照
组相比其差异具有统计学意义（P=0.001）。3个实验组
白假丝酵母菌菌落数目在24、48、72 h均低于正常对
照组，说明3种细菌可抑制白假丝酵母菌的生长。

图 1 链球菌活菌与白假丝酵母菌液体共培养中白假丝酵母菌
的生长变化曲线

Fig 1 Growth curve of Saccharomyces albicans in mixed culture
with bacteria

2.4 细菌培养基上清液与白假丝酵母菌液体共培养
根据各个时间点菌落数的对数值表（取平均值）

绘制的白假丝酵母菌生长变化曲线见图2。统计分析
表明：在24、48、72 h时间点上，各实验组与对照
组之间菌落计数差异均有统计学意义（P=0.001）；多
数时间点上，各实验组间菌落计数差异无统计学意

义（P>0.05）。总体来讲，3种链球菌上清液对白假丝
酵母菌的生长具有抑制作用，但随着时间的推移，

这种抑制作用呈现衰减趋势。与活菌与白假丝酵母
菌液体共培养法的结果做横向比较，二者结果基本

一致，说明3种链球菌可分泌某种物质从而产生对白
假丝酵母菌的拮抗作用。

图 2 细菌培养基上清液与白假丝酵母菌液体共培养中白假丝
酵母菌的生长变化曲线

Fig 2 Growth curve of Saccharomyces albicans in mixed culture
with supernate of bacteria culture media

2.5 灭活细菌与白假丝酵母菌液体共培养法
根据各个时间点菌落数的对数值表（取平均值）

绘制的白假丝酵母菌生长变化曲线见图3。从图3可
见，各组细菌总量呈下降趋势，但对照组与实验组

之间数据波动大，曲线呈交织状，尚不能肯定3种口
腔链球菌在此种处理下对白假丝酵母菌仍有抑制

作用。

图 3 灭活的细菌与白假丝酵母菌液体共培养中白假丝酵母菌
的生长变化曲线

Fig 3 Growth curve of Saccharomyces albicans in mixed culture
with killed bacteria

3 讨论

白假丝酵母菌是一种常见的人类共栖菌，常见

于口腔、消化道黏膜。白假丝酵母菌是一种条件致
病菌，当机体发生菌群失调或抵抗力下降时可引起

白假丝酵母菌病，为该类感染的主要菌群[5]。传统观
点认为白假丝酵母菌病的发病机制是一些可产生抗

菌物质的口腔正常菌群被抑制，从而导致白假丝酵

母菌过度繁殖[6]。早期研究[7]认为：细菌与白假丝酵

母菌呈拮抗关系是通过争夺营养物、生长因子等生
长繁殖所需的物质。Vílchez等[8]研究表明变异链球菌

可通过分泌脂肪酸信号分子改变白假丝酵母菌的形

态转变。近年来的研究热点是细菌通过竞争黏膜上
皮细胞的表面受体，影响白假丝酵母菌的定植[9]。
其他可能的拮抗机制如某些口腔细菌是否产生

抗念珠菌物质或一些代谢产物来改变白假丝酵母菌

生长环境等，目前少见报道。本课题组前期研究发
现口腔常驻放线菌在体外均可抑制白假丝酵母菌的

生长繁殖，即对后者产生拮抗作用。放线菌的上清
液对白假丝酵母菌的生长有明显抑制作用[2]。在本研
究中，选取了3种常见口腔链球菌（唾液链球菌、变
异链球菌、血链球菌）来观察其在体外与白假丝酵母
菌的关系。研究结果初步证实：唾液链球菌、变异
链球菌和血链球菌在体外均可抑制白假丝酵母菌的

生长繁殖，即对后者产生拮抗作用。在直接点种法
中，各组均有明显的抑菌圈，提示这些细菌可能分

泌某种抗菌物质。而在反点种菌落计数法中，由于
变异链球菌和血链球菌数目过多，难以观察到明显

的抑菌圈。为进一步了解拮抗作用机制，本研究将
上述3种细菌与白假丝酵母菌共同置于液体培养基
中，解决了平板培养基中可能存在营养不足的问题。
3种链球菌和上清液分别与白假丝酵母菌共培养的
实验结果说明：无论是活菌体还是其分泌的上清液

对白假丝酵母菌均有明显的抑制作用。但是，尚不
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能肯定何种细菌作用更强。根据各实验组白假丝酵
母菌菌落数生长变化曲线，在72或96 h后，这种抑
制作用呈现衰减趋势。推测这种抑制作用的衰减与
细菌的生长繁殖周期以及物理化学环境的改变有关。
最后，为明确此种拮抗作用是否还有可能来源于细

菌组成成分，将3种无分泌功能的灭活菌体和白假丝
酵母菌进行共同培养，但该法所得数据不稳定，波

动性较大。
目前有不少关于链球菌抗菌物质的报道，如变

异链球菌可通过代谢产生脂肪酸改变环境pH值，从
而抑制其他细菌生长；血链球菌通过产生较高浓度

的H202杀灭细菌 [10]，同时可分泌血链素拮抗牙龈卟

啉单胞菌、伴放线放线杆菌等[11-12]；变异链球菌分泌

变链素能杀灭血链球菌和黏性放线菌 [13]等。今后的
研究应进一步了解链球菌和白假丝酵母菌相互作用

的机制，借助生物学手段科学地筛选出有效的拮抗

物质并运用于白假丝酵母菌感染的临床治疗上。口
腔细菌种类繁多，细菌之间相互作用的研究还有待

深入，这将对重建口腔有益菌群的优势状态、口腔
黏膜疾病的预防和治疗具有很大帮助。
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