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摘要：目的　分离筛选出在维护口腔微生态平衡方面具有潜在益生特性的乳杆菌菌株。方法　从健康志
愿者的口腔样本中分离乳杆菌，采用生理生化和１６ＳｒＤＮＡ分子测序进行菌株鉴定，并检测其抑菌能力、

凝集能力、表面疏水性以及对溶菌酶耐受性。结果　筛选出１株鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３，对变形链球菌、

戈登链球菌、牙龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌和伴放线放线杆菌具有抑菌作用，经蛋白酶处理后其抑菌活
性降低。同时鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３有较强的自凝集能力并对上述５株指示菌有共凝集效果，对二甲苯、

氯仿和乙酸乙酯的疏水率依次为７６．９１％、８７．４６％和４１．８８％，能耐受２．０ｍｇ／ｍＬ浓度的溶菌酶。

结论　鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３具有优良生物学特性，可作为口腔保健产品的候选益生菌株。
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　　口腔内已知细菌种类多达７００余种，构成其特
有的生态系统。卫生习惯、吸烟、服用抗生素、饮
食等不良生活方式会导致口腔菌群紊乱，而菌群失
调会导致龋齿、牙周炎等多种口腔疾病的发生［１］。

龋病被 ＷＨＯ列为发病率最高的三大疾病之一，而
变形链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）则是公认的主
要致龋菌［２］。牙周炎患病率在我国成年人中达９０％
以上，常见致病菌有具核梭杆菌 （Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）、牙 龈 卟 啉 单 胞 菌 （Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ
ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ）、伴放线放线杆菌 （Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｃｔｉ－
ｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉｔａｎｓ）等［３］。牙菌斑生物膜是龋病和
牙周病发生的始动因子，而戈登链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏ－
ｃｏｃｃｕｓ　ｇｏｒｄｏｎｉｉ）作为生物膜形成的早期定植菌，
为其他致病菌提供了特异性结合位点并加速其在
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牙菌斑中定植［４－５］。研究发现服用含乳杆菌的食品可
减少口腔中致病菌的数量，缓解口腔疾病的发生发
展［６－８］。作为维护口腔健康的益生菌，需具备抑制口
腔致病菌能力，减轻这些致病菌在口腔中聚集，并
能耐受口腔环境，降低口腔疾病发生率。本研究从
健康口腔志愿者的唾液和牙菌斑样本中分离得到乳

杆菌，验证其抑菌和凝集能力以及其他益生特性，
为开发具有预防和缓解口腔疾病的益生菌产品提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌株　牙龈卟啉单胞菌 （Ｐ．ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ
ＡＴＣＣ　３３２７７）、具核梭杆菌 （Ｆ．ｎｕｃｌｅａｔｕｍ ＡＴＣＣ
２５５８６）、伴放线放线杆菌 （Ａ．ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍｃｏｍｉ－
ｔａｎｓ　ＡＴＣＣ　７００６８５）购自北纳创联生物技术研究
院。变形链球菌 （Ｓ．ｍｕｔａｎｓ　ＡＴＣＣ　２５１７５）、戈登
链球菌 （Ｓ．ｇｏｒｄｏｎｉｉ　ＤＬ１）由四川大学华西公共卫
生学院何方教授惠赠。
１．１．２　主要试剂与仪器　脱纤维羊血 （益康生物科
技有限公司），过氧化氢酶、胃蛋白酶、胰蛋白酶、
蛋白酶Ｋ、溶菌酶 （美国Ｓｉｇｍａ公司），ＡＰＩ　５０ＣＨ
试剂条 （法国梅里埃公司），细菌基因组ＤＮＡ提取
试剂盒 （上海生工生物技术有限公司）。生物安全柜
（ＢＳＣ－１６０４ⅡＡ２型，苏州安泰空气技术有限公司），
高速离心机 （Ｆｒｅｓｃｏ　２１型，赛默飞世尔科技公司），
紫外分光光度计 （７２２Ｎ型，上海仪电分析仪器有
限公司），生化培养箱 （ＬＲＨ－２５０型，昆山一恒仪
器有限公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　乳杆菌分离及鉴定　收集２４名３个月内未
服用抗生素的健康志愿者唾液和牙菌斑样本 （本研
究为体外采样，无损伤行为），加生理盐水稀释后涂
布于含碳酸钙的固体 ＭＲＳ培养基上３７℃厌氧培养
４８ｈ，将溶钙圈明显的菌落分离纯化，革兰阳性、
接触酶试验阴性的菌株判定为乳杆菌并进行抑菌

试验。
采用ＡＰＩ　５０ＣＨ试剂条对抑菌效果明显的乳杆菌

进行糖发酵试验。按ＤＮＡ提取试剂盒说明提取该乳
杆菌基因组，用通用引物２７Ｆ／１４９２Ｒ扩增菌株的
１６ＳｒＤＮＡ序列。上游引物２７Ｆ为５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧ－
ＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，下游引物１４９２Ｒ为５′－ＧＧ－
ＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。ＰＣＲ 体 系５０μＬ：
ＰＣＲ　Ｍｉｘ （２×）２５μＬ，上下游引物各２μＬ，模板
ＤＮＡ　１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ　２０μＬ。反应条件：９５℃预变
性５ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物
的测序由上海生工生物技术公司完成，序列信息与

ＮＣＢＩ序列进行比对分析。
１．２．２　抑菌试验
１．２．２．１　乳杆菌发酵上清液制备　挑取单菌落于
ＭＲＳ液体培养基中活化，３７℃培养２４ｈ，４℃、
６　１６４×ｇ离心１０ｍｉｎ，收集上清液用０．２２μｍ滤膜
过滤除菌后备用。
１．２．２．２　乳杆菌发酵上清液对变形链球菌和戈登链
球菌的抑菌试验　采用牛津杯双层平板法［９］，无菌
平皿加入１０ｍＬ琼脂培养基凝固后，放入牛津杯，
将１００μＬ指示菌菌液 （浓度约为１×１０

８　ＣＦＵ／ｍＬ）
与１０ｍＬ固体ＢＨＩ培养基混匀倒入平皿中，凝固后
取出牛津杯，将１００μＬ乳杆菌发酵上清液加至孔
中，３７℃厌氧培养２０～２４ｈ后测量抑菌圈直径。
１．２．２．３　乳杆菌发酵上清液对牙龈卟啉单胞菌、具
核梭杆菌、伴放线放线杆菌的抑菌试验　采用琼脂
扩散法［９］，取１００μＬ指示菌菌液 （浓度约为１×
１０８　ＣＦＵ／ｍＬ）均匀涂布于含脱纤维羊血固体 ＴＳＡ
培养基上，放入牛津杯并加入１００μＬ乳杆菌发酵上
清液，３７℃厌氧培养３～５ｄ后测量抑菌圈直径。
１．２．２．４　抑菌物质的初步探究　测定乳杆菌发酵上
清液 ｐＨ 值，用 ＮａＯＨ 溶液调至 ｐＨ 值为 ４．０、
５．０、５．５后过滤除菌。液体 ＭＲＳ培养基经乳酸调
至ｐＨ值为４．０、５．０、５．５作为对照。以变形链球
菌为指示菌，探究酸性物质对抑菌效果的影响。
将乳杆菌发酵上清液调至各种酶作用的最适

ｐＨ值，分别按终浓度１ｍｇ／ｍＬ添加过氧化氢酶
（ｐＨ　７．０）、胰蛋白酶 （ｐＨ　７．０）、胃蛋白酶 （ｐＨ
２．０）和蛋白酶Ｋ （ｐＨ　７．０），３７℃水浴３ｈ后将发
酵上清液调至ｐＨ值为５．５过滤除菌。液体 ＭＲＳ培
养基进行相同处理作为对照。以变形链球菌为指示
菌，探究过氧化氢酶及蛋白酶对抑菌效果的影响。
１．２．３　凝集试验［１０］

１．２．３．１　自凝集试验　将乳杆菌菌液或致病菌菌液
２　４０８×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集菌体用ＰＢＳ （ｐＨ　７．０）
洗涤并重悬，测定波长６００ｎｍ处的Ａ 值，调节菌
悬液Ａ值为０．６０±０．０２记为Ａ０，静置培养，分别
在１、２、３、４、５ｈ缓慢吸取１ｍＬ上层液体，测定
Ａ值记为Ａｔ，计算菌体自凝集率。自凝聚率＝ （Ａ０－

Ａｔ）／Ａ０×１００％。

１．２．３．２　共凝集试验　分别将乳杆菌、致病菌菌液
２　４０８×ｇ离心１５ｍｉｎ，收集菌体用ＰＢＳ （ｐＨ　７．０）
洗涤并重悬，测定波长６００ｎｍ处的Ａ 值，调节菌
悬液Ａ值为０．６０±０．０２，其中乳杆菌Ａ值记为Ａｘ，
致病菌Ａ值记为Ａｙ，将２种菌悬液等体积混合，充分
震荡２ｍｉｎ，静置培养，分别在１、２、３、４、５ｈ缓慢
吸取１ｍＬ上层液体，测定吸光度Ａ（ｘ＋ｙ）值，计算乳杆
菌与致病菌的共凝集率。共凝集率＝ ［（Ａｘ＋Ａｙ）－

２Ａ（ｘ＋ｙ）］／ （Ａｘ＋Ａｙ）×１００％。
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１．２．４　疏水性试验　按照文献 ［９］中方法将乳杆
菌菌株与二甲苯、氯仿、乙酸乙酯混合，测定其表
面疏水性。
１．２．５　溶菌酶耐受性试验［１１］　取１ｍＬ乳杆菌菌液
（１×１０７　ＣＦＵ／ｍＬ）与固体 ＭＲＳ培养基混匀倒入平
皿中，凝固后放置牛津杯，取不同浓度的溶菌酶溶
液 （０．０５～２．００ｍｇ／ｍＬ）１００μＬ加至牛津杯中，
３７℃培养２４ｈ，根据透明圈程度大小判定乳杆菌对
溶菌酶的耐受性。
１．３　数据统计与分析　使用ＳＰＳＳ　２２．０软件对数据
进行统计分析。每组试验重复３次，结果以３次重
复试验的均值±标准差 （ｘ±ｓ）表示，使用Ｇｒａｐｈ－

Ｐａｄ　Ｐｒｉｓｍ软件做图。

２　结　果

２．１　乳杆菌分离与鉴定　从口腔样本中分离得到
３２株革兰阳性、接触酶阴性的乳杆菌。通过抑菌试
验筛选出１株抑菌活性最佳的乳杆菌进行糖发酵试
验，结果见表１。将该菌１６ＳｒＤＮＡ 测序结果用
ＢＬＡＳＴ进行基因同源性比对，与鼠李糖乳杆菌的
同源性达９９％。结合糖发酵试验，鉴定该菌为鼠李
糖乳杆菌，命名为鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３ （ＧｅｎＢａｎｋ：
ＭＴ３１２８１０）。

表１　鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３发酵糖试验结果 ［碳水化合物产酸 （ＡＰＩ　５０ＣＨ）］

发酵糖 试验结果 发酵糖 试验结果 发酵糖 试验结果

甘油 － 肌醇 － 菊糖 －
赤癣醇 － 甘露醇 ＋ 松三糖 ＋

Ｄ－阿拉伯糖 － 山梨醇 ＋ 棉子糖 －

Ｌ－阿拉伯糖 － α－甲基－Ｄ－甘露糖苷 － 淀粉 －

Ｄ－核糖 ＋ α－甲基－Ｄ－葡萄糖苷 ＋ 糖原 －

Ｄ－木糖 － Ｎ－乙酰－葡糖胺 ＋ 木糖醇 －

Ｌ－木糖 － 苦杏仁苷 ＋ 龙胆二糖 ＋
阿东醇 － 熊果苷 ＋ Ｄ－松二糖 ＋

β－甲基－Ｄ－木糖苷 － 七叶灵 ＋ Ｄ－来苏糖 －

Ｄ－半乳糖 ＋ 水杨苷 ＋ Ｄ－塔格糖 ＋

Ｄ－葡萄糖 ＋ 纤维二糖 ＋ Ｄ－岩藻糖 －

Ｄ－果糖 ＋ 麦芽糖 ＋ Ｌ－岩藻糖 －

Ｄ－甘露糖 ＋ 乳糖 ＋ Ｄ－阿拉伯糖醇 －

Ｌ－山梨糖 ＋ 蜜二糖 － Ｌ－阿拉伯糖醇 －

Ｌ－鼠李糖 ＋ 海藻糖 ＋ ２－酮基－葡萄糖酸盐 －
卫茅醇 － 蔗糖 ＋

２．２　抑菌试验　鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３发酵上清液
对５株口腔指示菌均有较强的抑菌活性，对５株口
腔指示菌的抑菌圈直径 （ｍｍ）分别为：变形链球
菌１５．３５±０．０６、戈登链球菌１６．０８±０．１５、牙龈卟
啉单胞菌１５．１２±０．２９、具核梭杆菌１６．５６±０．３６、

伴放线放线杆菌１５．８２±０．１７ （打孔直径为７ｍｍ，
牛津杯直径７ｍｍ，结果以均值±标准差表示）。
图１依次是ＬＲ８６３对变形链球菌、戈登链球菌、牙
龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌和伴放线放线杆菌的抑
菌结果。

注：左到右依次是ＬＲ８６３对变形链球菌、戈登链球菌、牙龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌和伴放线放线杆菌的抑菌结果，其中每个平皿中左边

２孔为ＬＲ８６３上清液的抑菌效果，右边２孔是以 ＭＲＳ培养基作为空白对照。

图１　鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３对５株口腔指示菌的抑菌结果

２．３　抑菌物质的初步探究试验　ｐＨ　４．０和ｐＨ　５．０
的液体 ＭＲＳ培养基对变形链球菌有抑制作用，而

调至ｐＨ　５．５时抑菌作用消失。ＬＲ８６３发酵上清液
抑菌效果随ｐＨ值上升而下降，但调至ｐＨ　５．５时仍
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可抑制变形链球菌生长，推测除有机酸外还有其他
成分发挥抑菌作用，未经处理的ＬＲ８６３上清液抑菌
圈直径为 （１５．５８±０．２１）ｍｍ，调至ｐＨ　５．５的上
清液抑菌圈直径为 （１３．６７±０．１５）ｍｍ。经过氧化
氢试剂盒检测，ＬＲ８６３代谢产物中含１．６１ｍｇ／Ｌ过
氧化氢，经过氧化氢酶处理后抑菌圈直径为 （１１．９６±
０．２３）ｍｍ。经胰蛋白酶、胃蛋白酶和蛋白酶 Ｋ处
理后抑菌活性下降，抑菌圈直径分别为 （１０．０６±
０．０４）ｍｍ、（１０．２３±０．５２）ｍｍ和 （９．５０±０．１１）ｍｍ
（打孔直径为７ｍｍ，牛津杯直径７ｍｍ，结果以均
值±标准差表示），表明其代谢产物中除有机酸和过
氧化氢外，还含有蛋白类物质发挥抑菌作用。而经
相同酶处理的液体 ＭＲＳ培养基未出现抑菌圈。
２．４　凝集试验　由图２可见，随时间延长ＬＲ８６３、
变形链球菌、戈登链球菌、伴放线放线杆菌的自凝
集率逐渐增加，其中 ＬＲ８６３的自凝集能力最强。
ＬＲ８６３与变形链球菌、戈登链球菌、伴放线放线杆
菌的共凝集率均高于这３株菌的自凝集率，ＬＲ８６３
与这３株菌发生共凝集反应，有助于使这些菌从口
腔中排出。由图３可见，具核梭杆菌和牙龈卟啉单
胞菌具有较强的自凝集能力，这与菌株本身的特性
有关。ＬＲ８６３与具核梭杆菌、牙龈卟啉单胞菌共凝
集率低于这２株菌的自凝集率，ＬＲ８６３与这２株致
病菌产生共凝集反应，在一定程度上减弱了这２株
菌的自凝集，从而减少其在牙周袋和龈下菌斑中聚
集形成生物膜。

图２　菌株自凝集及鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３与变形链球菌、
戈登链球菌、伴放线放线杆菌共凝集能力

２．５　疏水性　疏水性作为细菌非特异性黏附的重要
组成，其疏水性强弱对细菌与牙面、口腔上皮细胞
的初始黏附有重要作用，表面疏水性与黏附作用呈
正相关。根据疏水率标准：疏水率＞５０％为高疏水
性，介于２０％～５０％为中度疏水，＜２０％为非疏水
性［１２－１３］，由图４可见，鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３具有良
好的疏水性，对二甲苯、氯仿和乙酸乙酯的疏水率
分别为７６．９１％、８７．４６％和４１．８８％。
２．６　对溶菌酶耐受性　口腔中溶菌酶浓度为１～
５７μｇ／ｍＬ，作用于口腔中的乳酸菌需对溶菌酶有耐
受能力［１４］。经３７℃培养２４ｈ后，加有浓度０．０５～

２．００ｍｇ／ｍＬ溶菌酶的牛津杯周围均没有抑菌圈形
成，表明鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３可耐受较高浓度的溶
菌酶。

图３　菌株自凝集及鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３与
牙龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌共凝集能力

图４　鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３的表面疏水性

３　讨　论

３．１　口腔益生菌特性分析　本研究从健康志愿者口
腔样本中分离出１株鼠李糖乳杆菌并命名为ＬＲ８６３，
经验证可明显抑制变形链球菌、戈登链球菌、牙龈
卟啉单胞菌、具核梭杆菌和伴放线放线杆菌等常见
龋齿和牙周炎致病菌的生长，并与这些菌发生共凝
集反应。同时ＬＲ８６３表现出较高的表面疏水性和对
溶菌酶耐受性，为口腔中发挥作用提供基础。
在龋病和牙周炎初期，部分变形链球菌、戈登

链球菌、伴放线放线杆菌以浮状态存在于唾液或牙
齿表面［１５－１７］。乳杆菌与这些菌产生共凝集反应，
加速其从口腔中排出，降低这些菌与其他致病菌的
凝集或定植，减少生物膜形成。姚沛琳等［１８］分离的
魏斯菌也表现出对变形链球菌的共凝效果。牙龈卟
啉单胞菌、具核梭杆菌由于菌体形态及生长特性，
主要定植于牙周袋和龈下菌斑中，使得刷牙、漱口
等清洁方式很难将其清除，具核梭杆菌以 “粘接桥”
形式特异性介导龋齿致病菌和牙周炎致病菌发生共

凝集反应，促进牙菌斑形成［１９－２０］。ＬＲ８６３与具核梭
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杆菌和牙龈卟啉单胞菌发生共凝集反应，以减少这
２种菌在牙周袋和牙菌斑中定植，还能降低与其他
致病菌发生交互凝集。因此利用乳杆菌与这些致病
菌共凝集可作为降低牙菌斑形成的辅助手段。
３．２　研究展望　龋齿和牙周炎作为常见的口腔疾病，
不仅损害牙体及牙周组织，而且与全身疾病如糖尿
病、结直肠癌、心血管疾病、阿尔茨海默病有关
联［２１－２４］。鼠李糖乳杆菌ＬＲ８６３通过抑菌和共凝集作
用减少龋齿和牙周炎致病菌在口腔中的数量，在防治
口腔疾病、维持微生态平衡方面具有潜在应用价值，
可在饮料、发酵制品、口含片和口香糖等口腔保健产
品中应用。应用于牙膏和漱口水等清洁类产品中，由
于这些产品不适于乳杆菌长期存活，所以研究灭活的
乳杆菌是否具有此类益生功效值得深入研究。
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