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乳杆菌广泛存在于口腔、肠道和阴道中，是人
体正常菌群的一部分 [1]。但由于乳杆菌具有产酸耐
酸等性质，传统的观点认为其可促进龋病的发展，

是口腔的条件致病菌[2]。前期研究发现健康与龋病2
种生理状态下，口腔乳杆菌的微生态组成不同，推

测其与龋病的关系因菌种的性质而异，筛选适宜的

乳杆菌防治龋病是可行的 [3]。植物乳杆菌（Lacto-
bacillus plantarum，L.plantarum）HO-69筛选自无口
腔疾患的健康成年人，在前期的研究中发现其产生

的非酸代谢产物对于变异链球菌属的3个菌株都有
抑制作用。本研究在体外模拟口腔环境，研究该菌
株作为益生菌应用的前提条件，探讨其与龋病发

生、发展的关联，为以后的研究和应用建立实验基

础。

1 材料和方法

1.1 实验材料
KCl缓冲液中含有1 mmol/L KH2PO4、1 mmol/L

K2HPO4、50 mmol/L KCl、1 mmol/L CaCl2、0.1 mmol/L
MgCl2，缓冲液pH为6.0，灭菌备用。PBS缓冲液的配
制方法见文献[4]。

MRS培养基配制方法见文献[5]；SM培养基的配
制方法见文献[6]；营养琼脂培养基（杭州微生物制
剂有限公司）。每升MSM培养基中含有蔗糖5 g、蛋
白胨5 g、胰蛋白胨5 g、牛肉膏4 g、酵母粉3 g、吐
温-80 1mL、盐酸半胱氨酸1 g、牛血清1 mL，pH为
7.0，灭菌备用。
1.2 菌株来源
选取L.plantarum HO-69为实验菌，筛选自无

植物乳杆菌HO-69的口腔益生性质研究

杨 颖1，2，陈 卫1，张 灏1，汤 坚1

（1.江南大学食品学院 食品科学与技术国家重点实验室, 江苏 无锡 214122；
2. 浙江省农业科学院 食品加工研究所，浙江 杭州 310021）

[摘要] 目的 研究植物乳杆菌HO-69在口腔中的益生性质。方法 在体外模拟口腔硬组织，研究菌株对牙面与
牙本质的黏附率；以MATH法确定其表面疏水性与电荷，推测菌株对口腔软组织的黏附率；以杯碟法研究其抑菌
活性。结果 植物乳杆菌HO-69菌株对于模拟牙面与牙本质的黏附率非常低，具有较高的表面疏水性、酸碱电荷
与良好抑菌活性。结论 植物乳杆菌HO-69引发龋病与促进龋病发展的概率很低，具有广谱的抑菌活性，是潜在
的口腔益生菌。
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Probiotic characteristics of Lactobacillus plantarum HO-69 applied in oral cavity YANG Ying1，2, CHEN Wei1,
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[Abstract] Objective To investigate the probiotic characteristics of Lactobacillus plantarum（L.plantarum） HO-69
in oral cavity. Methods The adhesion ratios to teeth and dentine surface were determined by in vitro models. Hy-
drophobicity and surface charges were measured by MATH method. Inhibitory activity was measured by agar well
diffusion method. Results The adhesion ratios to hard tissue were quite low. The hydrophobicity and surface charges
were high, and it exhibited inhibitory activity against some pathogens. Conclusion The probability is low for L.
plantarum HO-69 to initiate or accelerate dental caries. It shows broad-spectrum inhibitory activity and is potential
probiotics applied in oral cavity.
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龋、无牙周病等口腔疾患，且1月内未服用抗生素
类药物的健康成年人。选取以下细菌为指示菌，分
别为变异链球菌 32411（血清型 c）、变异链球菌
32406（血清型 g）、变异链球菌32409（血清型e）（中
国生物制品检定所），金黄色葡萄球菌AS 1.72、痢
疾志贺氏菌CMCC（B）51387、沙门氏菌CMCC（B）
50041、大肠杆菌AS 1.543（中国科学院微生物研究
所），枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌ZS2058、保加利
亚乳杆菌、酿酒酵母菌（江南大学食品学院食品科
学与技术国家重点实验室）。
1.3 菌落与细胞形态观察
将L.plantarum HO-69接种于MRS固体培养基

上，37 ℃厌氧培养48 h，观察菌落形态。在单菌落
上以接种环挑取少量菌体进行革兰染色，观察细胞

形态。
1.4 细菌对唾液包被毛细管的黏附
1.4.1 培养条件 将L.plantarum HO-69与变异链球
菌32406分别接种于MRS与MSM液体管中，37 ℃厌
氧培养18 h，离心收集菌体，以KCl缓冲液洗涤3次，
将细菌以5×108 CFU/mL的浓度悬浮于含5 mg/mL牛
血清蛋白的KCl缓冲液中。
1.4.2 唾液的收集和处理 健康成人在进食2 h后用
清水漱口，收集无刺激物全唾液，离心取上清液，

以0.22 μm的微孔滤膜过滤除菌，备用。
1.4.3 毛细管的包被 挑选定量毛细管，清洗晾
干，剪成长为0.5 cm的小段，以无色指甲油封闭毛
细管表面与两端开口，紫外线杀菌2 h，以KCl缓冲
液浸泡过夜。
1.4.4 细菌黏附实验[7-8] 将10根包被好的毛细管加
入到5 mL离心管中，然后加入2 mL唾液，在摇床上
室温缓慢旋转1 h，以KCl缓冲液轻轻冲洗毛细管，
然后加入含5 mg/mL牛血清蛋白的KCl缓冲液2 mL，
室温缓慢旋转0.5 h，再以KCl缓冲液轻轻冲洗毛细
管，倒出液体，加入2 mL菌液，以不加毛细管者为
阴性对照组，在37 ℃缓慢旋转1.5 h，测定上清液的
活菌数。黏附率（%）=（阴性对照组活菌数-实验组活
菌数）/阴性对照组活菌数×100%。
1.5 细菌对唾液包被牙本质粉的黏附
实验菌株和培养条件同1.4.1。将牙本质粉溶于

2 mL唾液，质量浓度为100 mg/mL，4 ℃下浸泡1 h，
以KCl缓冲液轻轻冲洗毛细管。再用含5 mg/mL牛血
清蛋白的KCl缓冲液处理1 h，离心去上清，KCl缓冲
液洗涤。调节细菌悬液的pH值分别为4.0、5.0、
6.0、7.0，分别取0.5 mL添加于制备好的牙本质粉
中。以不加牙本质粉者为阴性对照组，黏附率（%）=
（阴性对照组活菌数-实验组活菌数）/阴性对照组活

菌数×100%。
1.6 菌株表面特性的测定
将L.plantarum HO-69接种在MRS液体管中，总

转接次数不超过3代，37 ℃厌氧培养18 h，离心收集
菌体，以PBS缓冲液洗涤2次，备用。
1.6.1 表面疏水性的测定 以正十六烷作为疏水性
有机溶剂，应用MATH法[9-10]测定表面疏水率。将菌
体悬浮于pH为6.2的PBS缓冲液中，调节光密度值
（OD600 nm）为0.6，记录为A0，4 mL细胞悬浮液加入
1 mL有机溶剂剧烈混合1 min，静置20 min，小心吸
去溶剂层，测定水相吸光度A1，计算公式为：疏水

率＝（A0－A1）/A0×100%。
1.6.2 表面电荷的测定 选择氯仿作为路易斯酸，
乙酸乙酯作为路易斯碱，应用MATH法[9-10]测定细菌

表面碱电荷与酸电荷。
1.7 抑菌活性的检验
将L.plantarum HO-69接种于MRS液体管，37 ℃

厌氧培养18 h，离心取上清液，调节pH为6.0、5.0、
4.0与3.0，以相同pH值的MRS培养基为对照，以培
养基为稀释剂对上清液进行2倍稀释，以0.22 μm的
微孔滤膜过滤除菌，牛津杯加液量100 μL，以双层
杯碟法[11]进行抑菌实验，观察不到抑菌圈出现的最

低浓度定义为一个活力单位（AU），此时的稀释倍数
即是最大稀释倍数，抑菌物质效价（AU/mL）=最大稀
释倍数×10。

2 结果

2.1 菌落与细胞形态的观察结果
L.plantarum HO-69在MRS固体培养基上生长旺

盛，37 ℃厌氧培养48 h即可形成乳白色的圆形透明
菌落，边缘整齐，表面湿润光滑，无色素，直径为

0.3～3.0 mm（图1）。显微镜下观察可见，菌体呈杆
状，革兰阳性，宽为0.5～1.0 μm，长为2～6 μm，成
单、成对或者成链，无芽孢，两端圆形（图2）。

图 1 L.plantarum HO-69的菌落形态
Fig 1 Colony of L.plantarum HO-69
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表 1 L.plantarum HO-69发酵液的抑菌谱
Tab 1 Inhibitory spectrum of fermented supernatant of L.plantarum HO-69

由表1可以看出，L.plantarum HO-69产生的非
酸抑菌物质具有广谱的抑菌活性，对于变异链球菌

属3个血清型的菌株以及金黄色葡萄球菌AS1.72都有
抑制作用；对植物乳杆菌ZS2058、保加利亚乳杆

菌、枯草芽孢杆菌没有抑制作用；在pH5.0以下对大
肠杆菌AS1.543、沙门氏菌CMCC（B）50041和痢疾志
贺氏菌CMCC（B）51387具有抑制作用。

注： “－”表示无抑制作用

指示菌 培养基 效价（AU/mL） 显示活力的pH范围

革兰阳性菌 变异链球菌32411 SM 80 6.0以下

变异链球菌32406 SM 80 6.0以下

变异链球菌32409 SM 80 6.0以下

金黄色葡萄球菌AS1.72 营养琼脂 80 6.0以下

枯草芽孢杆菌 营养琼脂 0 -
植物乳杆菌ZS2058 MRS 0 -
保加利亚乳杆菌 MRS 0 -

革兰阴性菌 大肠杆菌AS1.543 营养琼脂 40 5.0以下

沙门氏菌CMCC（B）50041 营养琼脂 40 5.0以下

痢疾志贺氏菌CMCC（B）51387 营养琼脂 40 5.0以下

真菌 酿酒酵母菌 马铃薯琼脂 0 -

2.2 菌株对模拟口腔环境的黏附性
2.2.1 对唾液包被毛细管的黏附 在体外以唾液包
被毛细管模拟口腔中的牙面体系，与变异链球菌

32406对照，研究L.plantarum HO-69对于唾液包被
毛细管的黏附。变异链球菌32406对唾液包被毛细
管的黏附率为22%，而L.plantarum HO-69对于唾液
包被毛细管的黏附率相当低，小于1%。
2.2.2 对唾液包被牙本质粉的黏附 以变异链球菌
32406为对照，研究L.plantarum HO-69在模拟龋洞
体系中对于牙本质粉末的黏附情况。相对于变异链
球菌32406，L.plantarum H0-69对于唾液包被牙本
质粉的黏附率很低，说明L.plantarum HO-69对于牙
本质的黏附能力相当弱（图3）。

2.3 菌株表面特性的测定结果
L.plantarum HO-69菌株对于正十六烷与氯仿的

吸附力很强，分别为78%、70%；对于甲苯、二甲
苯的吸附力也比较强，分别为62%、59%；对于乙
酸乙酯的吸附力相对较弱，但仍达到47%。总体而
言，L.plantarum HO-69的表面疏水性较高，表面电
荷也较多，L.plantarum HO-69菌株由疏水作用和静
电作用介导的黏附能力比较强。
2.4 L.plantarum HO-69的抑菌谱
为了解L.plantarum HO-69的抑菌谱，选择一些

代表性的革兰阳性菌、革兰阴性菌与真菌为指示
菌，以相同滴定酸度（乳酸）的培养基为对照，检测

发酵上清液的抑菌活性，结果见表1。
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3 讨论

受传统观点的影响，很多人笼统的认为乳杆菌

都会引发龋病或促进其发展，但由于乳杆菌对牙面

的黏附力很弱，很少引发龋病，近代的研究认为其

与龋病的发展相关，主要涉及牙本质龋与根面龋。
从龋病的特定形成过程来看 [2]：致龋菌首先通过胞

外多糖、植物凝集素等物质特异的黏附于牙面上，
聚集成代谢不均衡的牙菌斑小生态，由于多糖、凝
集素类物质以及食物成分的阻碍，菌斑内外物质得

不到有效的流通，致龋菌代谢产生的酸性末端产物

不能流出来，也得不到唾液的冲刷，菌斑部位pH值
迅速下降，造成牙面局部釉质脱矿，牙本质暴露，

形成龋洞。因此致龋菌作用的第一步，也是至关重
要的一步就是黏附在唾液包被的牙齿表面[10]，形成

致病牙菌斑，其对牙面的特异黏附受体多为唾液糖

蛋白[12]，其对牙面的黏附和定居实际上是细菌与唾

液包被表面相互作用的结果。特定乳杆菌可以促进
龋病进一步发展，能够引发老年性根面龋，是由于

其对釉质脱矿后暴露的牙本质具有较高的黏附性，

尤其是能够特异性的识别胶原，且其黏附率随pH值
降低而上升，但该领域的研究还有待进一步深入。
近期学者对于口腔乳杆菌的生理功能以及其在

口腔中的应用进行了一些研究，发现部分菌株的非

酸代谢产物能够抑制致龋菌的生长或其毒力因子的

产生，长期摄入能够防治龋病 [13-14]，但促进龋齿发

展与防治龋病的乳杆菌之间的本质区别还不清楚。
前期的研究发现龋病与健康2种生理状态下口腔乳
杆菌的微生态组成差异显著，参考龋病的发展进

程，笔者认为乳杆菌作为益生菌应用于口腔是可能

的，但至少应该具备以下3个条件：1）对口腔硬组织
（牙面/牙本质）的黏附率低；2）抑制致病菌生长或者
毒力因子的产生；3）最好具备较好的黏膜黏附能力。

L.plantarum HO-69是笔者分离自无龋病、无牙
周病等口腔疾患的健康成年人唾液的菌株，初期研

究发现其对于变异链球菌32406（即远源链球菌）具
有抑制作用，研究菌株对于牙面、牙本质以及口腔
黏膜体系的黏附性，检测其抑菌谱，对于预测其在

口腔中的生理活动、作为益生菌应用于口腔的可能
性具有重要作用。在体外模拟口腔牙面、牙本质体
系，发现L.plantarum HO-69对于唾液包被毛细管的
黏附率很低，因此推测L.plantarum H0-69菌株对于
牙面的黏附能力很弱，其形成致病牙菌斑的概率很

低，引发牙面龋的概率非常低，不是龋病的始动因

子；菌株对于唾液包被牙本质粉的黏附率也很低，

证明其没有特异性识别人源性牙本质以及牙本质内

所含有的各类胶原的能力，菌株对于模拟龋洞体系

的黏附率很低，促进龋病发展的概率也很低。
益生菌在口腔中发挥益生作用，不仅要对牙面

与牙本质具有低黏附率，还要在口腔内保持一定的

数量，即对口腔黏膜体系具有一定的黏附性，防止

大部分菌株被唾液冲刷、吞咽。特异性黏附是通过
特定的黏附因子起作用，而非特异性黏附则是通过

疏水相互作用、静电作用、氢键等进行黏附，其中
疏水相互作用和静电作用是最主要的 [15-16]。L.plan-
tarum HO-69菌株由疏水作用和静电作用介导的黏
附能力比较强，具有较强的黏膜黏附能力，可能对

于舌背、颊面及肠道黏膜表面具有较好的黏附性。
L.plantarum HO-69产生的非酸的抑菌物质具有

广谱抑菌活性，尤其对于变异链球菌具有较强抑制

作用。L.plantarum HO-69满足作为益生菌在口腔中
应用的基本条件，是潜在的口腔微生态调节剂。
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0.46 mm×0.64 mm托槽系统中用0.41 mm×0.56 mm的
不锈钢方丝弯制的MEAW弓丝有较好的效果 [1 -6]。
MEAW技术的装置是在不同牙位托槽间有不同尺寸
的“L”形曲 [1]，因此，如果在0.56 mm×0.71 mm托
槽系统中应用0.43 mm×0.64 mm不锈钢方丝来弯制
MEAW弓丝时，可适当增减“L”形曲的长度，以
达到较合适的载荷挠曲率，取得最佳的临床效果。
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