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甘草为豆科甘草属植物，是全世界广泛使用的

草本药物 [1]。变异链球菌（Streptococcus mutans，S.
mutans）是口腔主要的致龋菌之一[2]，有研究显示含

有甘草及其他中药的混合物的水煎剂对变异链球菌

生长有抑制作用[3-6]。本实验旨在探讨单纯甘草水煎
剂对变异链球菌生长及产酸的影响，进一步探索甘

草在龋病防治中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要材料和仪器
变异链球菌国际标准株ATCC 25175（四川大学

口腔疾病研究国家重点实验室提供），TPY液体/固
体培养基、甘草根（四川大学华西医院中药房提
供），DY-2型厌氧培养箱（浙江义乌冷冻机总厂），
AV1601紫外分光光度计（岛津公司，日本），所有实
验用水均为去离子水。
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[摘要] 目的 研究甘草水煎剂对体外培养的变异链球菌的抗菌活性。方法 取粒径为0.2～3.2 mm的甘草颗粒加
去离子水煎煮后过滤，滤液为实验用甘草水煎剂。采用液体稀释法测定甘草水煎剂对变异链球菌的最低抑菌浓度
（MIC）和最低杀菌浓度（MBC）。在不同浓度甘草水煎剂中培养变异链球菌，分别于培养0﹑3﹑7﹑12﹑23、40 h时
测定细菌悬液光密度值和培养液pH值，绘制变异链球菌的生长曲线和产酸曲线。结果 甘草水煎剂对变异链球菌
的MIC为50 mg·mL-1，浓度小于等于100 mg·mL-1的甘草水煎剂对变异链球菌无杀菌作用。甘草水煎剂对变异链球菌
生长的抑制作用随浓度的增加而增强。甘草水煎剂对变异链球菌的产酸有一定的抑制作用，在培养12 h时抑制作
用最强。结论 甘草水煎剂对体外培养的变异链球菌生长和产酸均有抑制作用。
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Effect of decoction of Radix glycyrrhizae on the growth and acid-production of Streptococcus mutans in
vitro ZHANG Fei-fei, HE Yong-hong, WEN Yan-li, MA Qin-rui, LIU Guo, WAN Hu-chun. （State Key Labora－
tory of Oral Diseases, Sichuan University, Chengdu 610041, China）
[Abstract] Objective To investigate the antibacterial activity of decoction of Radix glycyrrhizae against Strepto-
coccus mutans（S.mutans） in vitro. Methods The decoction of Radix glycyrrhizae was prepared by boiling particles
of Radix glycyrrhizae, the diameter was 0.2-3.2 mm. In distilled water and filtered, the filtrate was collected for
study. The minimal inhibitory concentration（MIC） and the minimal bactericidal concentration（MBC） of the decoction
against S.mutans were detected using double dilution. The effect of decoction on growth and acidogenic profile of S.
mutans were investigated by detecting the Abs of bacteria suspension and the pH value of medium at definite time
intervals（0, 3, 7, 12, 23, 40 h） during cultured. Results The MIC determined for decoction was 50 mg·mL-1 and
there was no bactericidal effect when concentration of decoction lower than 100 mg·mL-1. The decoction inhibitted
multiplication of bacteria significantly and the effects became stronger with concentration increasing. The decoction
also inhibitted S.mutans producing acid and the effect became stronger with concentration increasing. The most effi－
cient inhibition were observed when incubated 12 hours. Conclusion The decoction of Radix glycyrrhizae can inhib－
ite the growth and acid-production of S.mutans in vitro.
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1.2 方法
1.2.1 细菌的培养及菌液制备 将-80 ℃保存的变
异链球菌复苏后接种于TPY琼脂平板，37 ℃厌氧
（80% N2、10% H2、10% CO2）培养24 h，涂片镜检
后挑单菌落接种TPY液体培养基，37 ℃厌氧培养
24 h，收集菌液，调节菌浓度为6.0×105 CFU·mL-1。
1.2.2 甘草水煎剂的制备 取甘草根打碎，用标准
检验筛筛选粒径为0.2～3.2 mm的颗粒，称取此颗粒
10 g，加去离子水120 mL浸泡30 min，100 ℃加热
2 h，过滤，收集滤液，用去离子水定容至50 mL，
此液浓度为200 mg·mL-1。
1.2.3 甘草水煎剂最低抑菌浓度和最低杀菌浓度的
测定 用制备的甘草水煎剂配制TPY培养液（简称甘
草药液）。采用液体稀释法 [2]测定最低抑菌浓度

（minimal inhibitory concentration，MIC），具体方法
为：在96孔板中甘草药液从100 mg·mL-1浓度开始进

行二倍稀释序列，序列中甘草药液最低浓度为

0.2 mg·mL-1。每孔甘草药液和菌液各100 μL，37 ℃
厌氧培养48 h，肉眼观察无细菌生长的甘草药液最
低浓度为MIC[2]。同时设阴性对照组和阳性对照组，
阴性对照组为甘草药液和TPY液各100 μL，其药物
浓度对应实验组药物浓度；阳性对照组为TPY液和
菌液各100 μL。每个浓度设3个平行孔。
取肉眼观察清亮的实验组孔中的液体，划线接

种于TPY平板，37 ℃厌氧培养48 h，无细菌生长的
最低药物浓度为最低杀菌浓度（minimal bactericidal
concentration，MBC）[2]。
1.2.4 甘草水煎剂对变异链球菌生长的影响 根据
甘草水煎剂的MIC测定结果，选取MIC值及其上1个
浓度和下2个浓度的甘草药液。甘草药液实验组为
药液和菌液各100 μL，同时设阴性对照组和阳性对
照组，阴性对照组为甘草药液和TPY液各100 μL，
其药液浓度对应甘草组药液浓度；阳性对照组为

TPY液和菌液各100 μL。每组设5个平行孔，37 ℃厌
氧培养，分别于培养0﹑3、7﹑12﹑23、40 h时在
590 nm处测定光密度值（A值），绘制细菌生长曲线
并计算生长抑制率，阳性对照组生长抑制率为零，

生长抑制率计算公式为：生长抑制率=（A阳性-A样本）/
A阳性×100%。
1.2.5 甘草水煎剂对变异链球菌产酸的影响 根据
甘草水煎剂的MIC测定结果，选取MIC值及其上下
各1个浓度配制甘草药液。取5 mL试管126支，平均
分为7组，即3个甘草药液实验组及其对应的3个阴
性对照组和1个阳性对照组，每组每个时间点3支平
行管。甘草药液实验组每管甘草药液和菌液各1 mL，
阴性对照组每管甘草药液和TPY液各1 mL，阳性对

照组每管TPY液和菌液各1 mL。37 ℃厌氧培养，分
别于培养0﹑3﹑7﹑12﹑23、40 h时测定各管上清液
的pH值，绘制细菌产酸曲线并计算产酸抑制率，阳
性对照组的产酸抑制率为零，产酸抑制率计算公式

为：产酸抑制率=（△pH阳性-△pH样本）/△pH阳性×100%，
△pH阳性=pH阴性-pH阳性，△pH样本=pH阴性-pH样本。

2 结果

2.1 甘草水煎剂最低抑菌浓度和最低杀菌浓度的测
定结果

实验结果显示，甘草水煎剂对变异链球菌的

MIC为50 mg·mL-1。浓度小于等于100 mg·mL-1的甘

草水煎剂对变异链球菌无杀菌作用。
2.2 甘草水煎剂对变异链球菌生长的影响
甘草水煎剂呈淡褐色，在以A值绘制细菌生长

曲线时，应扣除甘草水煎剂本底A值的影响。浓度
分别为100、50、25、12.5 mg·mL-1的甘草药液阴性

对照组在各浓度组内不同时间点测得的A值基本一
致，组内变异系数（CV）均小于5%；在各时间点，
不同浓度之间的A值差异较大，组间CV均大于30%。
因此，以4个阴性对照组组内A值的平均值作为对应
药物浓度甘草组的扣除本底值。
甘草水煎剂对变异链球菌生长抑制作用的结果

见图1。由图1可见，阳性对照组细菌在培养约12 h
后进入对数生长期，培养约23 h后增殖趋于平缓。
甘草水煎剂对变异链球菌的生长增殖有明显的抑制

作用，此作用随甘草水煎剂浓度的增加而增强。培
养23 h时，浓度为100、50、25、12.5 mg·mL-1的甘

草水煎剂对变异链球菌的生长抑制率分别为99.82%、
98.69%、49.24%和37.94%。

图 1 甘草水煎剂对变异链球菌生长抑制作用曲线
Fig 1 Inhibitory effect of decoction of Radix glycyrrhizae on the

growth of S.mutans

2.3 甘草水煎剂对变异链球菌产酸的影响
浓度分别为100、50、25 mg·mL-1的甘草药液阴

性对照组在各时间点测得的pH值基本一致，各浓度
组内不同时间点和各时间点不同浓度之间pH值的
CV均小于1.5%，因此，以此3个阴性对照组各测定
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时间点的组间均值作为整个实验的阴性对照。
甘草水煎剂对变异链球菌产酸的影响见图2。

由图2可见，阳性对照组在培养约7h后培养基pH值
急剧下降，12 h时pH值即降至5以下，此后下降趋于
平缓。阴性对照组的pH值在整个培养阶段无明显变
化，均维持在7左右。甘草水煎剂对变异链球菌的
产酸有一定的抑制作用，在12 h时3个实验组抑制作
用最强，在23 h时50、25 mg·mL-1的抑制作用骤然减

弱，在40 h后100 mg·mL-1的抑制作用也变得很微弱。
培养12 h时，100、50、25 mg·mL-1甘草水煎剂对变

异链球菌的产酸抑制率分别为83.9%、72%、67.4%；
培养23 h时，100、50、25 mg·mL-1甘草水煎剂对变

异链球菌的产酸抑制率分别为77.4%、9.5%、-17.6%。

图 2 甘草水煎剂对变异链球菌产酸的影响
Fig 2 Inhibitory effect of decoction of Radix glycyrrhizae on the

acid-production of S.mutans

3 讨论

水煎剂是中国草本药物在治疗中最常用的形

式，单纯用水煎煮不会在提取物中混入其他干扰物

质，故本研究选用去离子水煎煮提取甘草的有效物

质。
有研究显示金银花、紫花地丁和甘草等7味中

药组成的混合物的水煎剂对变异链球菌的MBC为
7.812 5 mg·mL-1[6]。甘草的65%乙醇提取物对变异链
球菌的MIC、MBC为3.91 mg·mL-1、15.63 mg·mL-1[3]。
本实验结果显示单纯的甘草水煎剂对变异链球菌的

MIC为50 mg·mL-1，其对变异链球菌的抑制作用主要

出现在细菌进入对数生长期后，且抑制作用随水煎

剂浓度提高而增强，50 mg·mL-1以上浓度的抑制率

达到98%以上，12.5 mg·mL-1的抑制率也达到30%。
100 mg·mL-1水煎剂仍未显示有杀菌作用，提示甘草

水煎剂通过抑制变异链球菌增殖使细菌总数减少。
变异链球菌可代谢产生乳酸、乙酸等多种酸

类，使菌斑pH值持续低于临界pH值（5.0～5.5）而导
致牙体硬组织酸蚀脱矿，最终导致龋病的形成和发

展[7]。本实验结果显示变异链球菌尚处于生长迟缓

期时，其产酸作用已经开始，当进入对数期时，产

酸基本达到最大限度，然后维持稳定，说明变异链

球菌产酸具有时间早、速度快的特点。甘草水煎剂
对变异链球菌产酸存在抑制作用，在细菌刚进入对

数期时最强，细菌进入稳定期后，实验所用水煎剂

即失去对细菌产酸的抑制作用。结果提示，在变异
链球菌增殖仍受到甘草水煎剂抑制的情况下，其产

酸能力却从受抑制中逐渐恢复，说明甘草水煎剂对

变异链球菌产酸的抑制作用可能不是通过抑制细菌

增殖而产生的。变异链球菌通过透性酶转运系统和
磷酸酶转运系统将糖由胞外转入胞内，在氧不足时

通过乳酸脱氢酶生成乳酸，甘草水煎剂可能通过影

响变异链球菌与产酸有关的酶的活性而抑制其产

酸，同时这种抑制作用是可逆的。而变异链球菌产
酸能力的恢复，是由于药物有效成分被耗尽，还是

变异链球菌对药物产生了适应，值得进一步研究。
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