
( 20 mg /kg) ginsenoside CK intervention group，high concentration( 40 mg /kg) ginsenoside CK intervention group
and adenosylmethionine positive control group，HE staining was used to pathological examination of liver tissues，
Western blot was used to detect the relative expression of EＲS marker protein GＲP78，Annexin V-FITC /PI double
labeling method was used for detection of hepatocyte apoptosis，electron microscope observation was used for liver
cell ultrastructure and triglyceride was measured． Ｒesults The intervention of high concentration ( 40 mg /kg) of
ginsenoside CK of alcoholic liver injury model significantly improved the pathological changes of liver tissue，re-
duced the increased GＲP78 protein expression caused by liver injury，effectively inhibited the apoptosis and mito-
chondrial structure damage induced by alcohol，and reduced the content of triglyceride． Conclusion This study
demonstrates that high concentration ( 40 mg /kg) of ginsenoside CK can inhibit EＲS response and effect on cell ap-
optosis，ultrastructure and lipid metabolism in alcoholic liver injury，and inhibit alcoholic liver disease to a certain
extent．
Key words ginsenoside metabolite compound K; endoplasmic reticulum stress; alcoholic liver injury
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EGCG 对致龋变异链球菌抑制作用的研究
施秀芳1，刘 雨1，杨椋昕1，王一君2，张 晨3，王烈成4，王元银1

摘要 目的 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯( EGCG) 对

致龋变异链球菌( S． mutans) 的抑制作用。方法 利用液体

二倍稀释法测定 EGCG 对 S． mutans 的最低抑菌浓度( MIC) 。

利用紫外分光光度计测不同浓度的 EGCG 药液中 S． mutans

的光密度( OD) 值，pH 计测 S． mutans 产酸的 pH 值，并利用

OD 值评估 S． mutans 的黏附性能。结果 EGCG 对 S． mutans

的 MIC 为 6． 25 mg /L; 随着 EGCG 药液浓度的增高，EGCG 对

S． mutans 的生长、产酸及黏附性能的抑制作用逐渐增强。结

论 EGCG 可能是一种防治龋病的天然材料。

关键词 表没食子儿茶素没食子酸酯; 变异链球菌; 龋病
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龋病是在以细菌为主的多因素作用下牙体硬组

织发生的病变。变异链球菌( Streptococcus mutans，
S． mutans) 、乳杆菌、放线菌等为常见的致龋菌，其中

S． mutans 的致龋性主要依赖于其产酸、耐酸及黏附

性能。绿茶的主要成分是茶多酚，而茶多酚主要是

由儿茶素组成的。儿茶素组分中含量最多的是表儿

茶素没食子酸酯( epigallocatechin gallate，EGCG) ［1］。
研究［2］证实 EGCG 在保护神经系统、抗氧化及抑菌

等方面起重要作用。该课题组通过观察 S． mutans
与 EGCG 在 厌 氧 条 件 下 的 共 同 孵 育 情 况，得 出

EGCG 对 S． mutans 的最低抑菌浓度( minimum inhib-
itory concentration，MIC) ，并检测不同浓度的 EGCG
对 S． mutans 的光密度( optical density，OD) 值、PH 值

及黏附能力的影响，从而探究绿茶提取物 EGCG 对

致龋 S． mutans 的抑菌作用。

1 材料与方法

1． 1 材料 国际标准变异链球菌菌株 ATCC 25175
( 血清型 c) 、牛脑心浸出液培养基( brain heart infu-
sion，BHI) 购自北京陆桥公司; EGCG 购自北京 So-
larbio 公司; 蔗糖购自美国 Sigma 公司; 磷酸缓冲盐

溶液( phosphate buffer saline，PBS) ，成分为 2 mmol /
L KH2PO4、2. 7 mmol /L KCl、10 mmol /L Na2HPO4、
137 mmol /L NaCl 等。
1． 2 方法
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1． 2． 1 液体二倍稀释法测定 MIC 值 取 8 支试管

编号 1 ～ 8，1 号试管中加入 9 ml 100 mg /L 的 EGCG
药液，2 ～ 7 号试管中各加入 4． 5 ml 的 BHI 液体培

养基，根据二倍稀释法，1 号试管中 EGCG 的浓度为

100 mg /L、2 号为 50 mg /L、3 号为 25 mg /L、4 号为

12. 5 mg /L、5 号为 6. 25 mg /L、6 号为 3. 125 mg /L。
随后 1 ～ 7 号试管中分别加入 0. 5 ml 的菌液，将 7
号试管中加入的液体作为阴性对照，空白对照为 8
号试管中加入的 5 ml BHI 液体培养基。紫外分光

光度计在 590 nm 波长下测孵育前( 0 h) 及 37 ℃厌

氧箱孵育 24 h 时各试管中 S． mutans 的 OD 值，计算

24 h 该菌的 OD 增长值，即 ΔOD。肉眼观察厌氧孵

育 24 h 时 8 支试管中该菌的生长情况，以溶液澄清

的最小浓度 EGCG 为 EGCG 对 S． mutans 的 MIC。
1． 2． 2 不同浓度的 EGCG 作用下 S． mutans 的生长

变化 依照测定的 MIC，1 ～ 5 号试管中各加入 4. 5
ml 含 EGCG 的 BHI 液体培养基，其中 1 号试管中

EGCG 的浓度为 2 MIC，其余浓度依次减半。6 号及

7 号试管中分别为 4. 5 ml、5 ml 不含 EGCG 的 BHI
液体培养基，1 ～ 6 号试管中各加入 0. 5 ml 菌液。7
支试管均置于 37 ℃厌氧箱孵育，孵育前( 0 h) 及孵

育 4、8、12、24、48 h 时，在 590 nm 波长下用紫外分

光光度计测各试管中 S． mutans 的 OD 值，实验重复

3 次。根据 3 次实验所测 OD 值的均值，绘制出不同

浓度的 EGCG 作用下 S． mutans 的生长曲线。
1． 2． 3 不同浓度的 EGCG 作用下 S． mutans 的产酸

变化 1 ～ 5 号试管中各加入 4. 5 ml 含 EGCG 的

BHI 培养基( 均含 1%蔗糖) ，其中 1 号试管中 EGCG
的浓度为 2 MIC，其余浓度依次减半。6 号、7 号分

别加入 4. 5 ml 和 5 ml 的不含 EGCG 的 BHI 培养基

( 含 1%蔗糖) ，1 ～ 6 号各加入 0. 5 ml 的菌液，7 支

试管均置于 37 ℃厌氧箱孵育。孵育前( 0 h) 及孵育

4、8、12、24、48 h 时取样本，离心后收集上清液，pH
计检测上清液 pH 值并记录，实验重复 3 次。根据 3
次实验所测 pH 值的均值，绘制出 S． mutans 的 pH
变化曲线。
1． 2． 4 不同浓度的 EGCG 作用下 S． mutans 的黏附

能力变化 1 ～ 4 号试管中各加入 4. 5 ml 含 EGCG
的 BHI 培养基( 均含 1% 蔗糖) ，其中 1 号试管中

EGCG 的浓度为 1 MIC，其余浓度依次减半。5 号试

管中加入 4. 5 ml 不含 EGCG 的 BHI 培养基( 含 1%
蔗糖) 。1 ～ 5 号试管中各加入 0. 5 ml 菌液，然后将

5 支试管倾斜 30°置于 37 ℃厌氧箱孵育。孵育 24 h
后取出，试管内液体均倒入第 2 批相应编号的试管

中，原试管中各加入 5 ml PBS 液，轻轻震荡洗涤，将

洗涤液移至第 3 批相应编号的试管中; 原试管中再

次各加 5 ml PBS 液，然后刮下原试管壁上的全部细

菌; 将第 2、3 批试管中的溶液进行离心，弃上清液，

然后向第 2、3 批试管中各加 5 ml PBS 液。充分混

匀后在 590 nm 下测三批试管中 S． mutans 的 OD 值，

实验重复 3 次，三批试管对应的均值分别记为 A、B、
C。通过均值计算不同浓度的 EGCG 作用下 S． mu-
tans 的黏附率和黏附抑制率变化，计算公式如下:

黏附率 = A / ( A + B + C) × 100% ; 黏附抑制率( % )

= ( 对照组黏附率 － 实验组黏附率) /对照组黏附率

× 100%。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行统计

分析，多组间均值两两比较采用单因素方差分析的

LSD 检验，显著水平 α = 0. 05。

2 结果

2． 1 EGCG 对 S． mutans 的 MIC 8 号空白对照

组溶液为澄清的淡黄色，7 号阴性对照组溶液为浑

浊的淡黄色，1 ～ 5 号与 8 号相似，6 号与 7 号相似。
以溶液澄清的最小 EGCG 浓度为 EGCG 对 S． mutans
的 MIC，则 5 号 6. 25 mg /L 的 EGCG 即为对 S． mu-
tans 的 MIC。计算 S． mutans 在不同浓度 EGCG 药液

中孵育 24 h 时的 OD 增长值，即 ΔOD，可见随着浓

度的增加，其 ΔOD 值减少，见表 1。为了进一步验

证 MIC 值，采用琼脂稀释法测 EGCG 对 S． mutans 的

MIC，S． mutans 的 生 长 受 到 80% 以 上 的 抑 制 时，

EGCG 的最低浓度即为 MIC。得出的结论与液体二

倍稀释法一致，即 6. 25 mg /L 为 EGCG 对 S． mutans
的 MIC。

表 1 不同浓度 EGCG 抑制 S． mutans 的 ΔOD 值

浓度( mg /L) ΔOD 值

100 0． 058
50 0． 076
25 0． 103
12． 5 0． 132
6． 25 0． 411
3． 125 0． 718
0 1． 075
空白对照 0

2． 2 EGCG 对 S． mutans 生长的影响 EGCG 浓度

为 1 /2 MIC 时即可在共孵育的各时间段均能抑制

S． mutans 的 生 长，差 异 有 统 计 学 意 义 ( 4 h: F =
17. 918，P = 0. 013; 8 h: F = 319. 461，P ＜ 0. 01; 12 h:
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F = 241. 725，P ＜ 0. 01; 24 h: F = 2 038． 812，P ＜
0. 01; 48 h: F = 3 835． 226，P ＜ 0. 01) ，随着药液浓度

的增高，对该菌生长的抑制作用逐渐增强。见图 1。

图 1 不同浓度的 EGCG 对 S． mutans 生长曲线的影响

与菌液组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 EGCG 对 S． mutans 产酸的影响 EGCG 浓度

为 1 /4 MIC 时即可在各时间段抑制 S． mutans 的产

酸能力，差异有统计学意义( 4 h: F = 120. 032，P ＜
0. 001; 8 h: F = 37. 020，P = 0. 004; 12 h: F =
102. 400，P = 0. 001; 24 h: F = 317. 793，P ＜ 0. 001; 48
h: F = 92. 571，P = 0. 001 ) ，随着 EGCG 药液浓度的

增高，对该菌产酸能力的抑制作用逐渐增强。见

图 2。

图 2 不同浓度的 EGCG 对 S． mutans 产酸变化的影响

与菌液组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 EGCG 对 S． mutans 黏附能力的影响 EGCG
浓度为 1 /4 MIC 时与菌液组相比黏附率降低，差异

有统计 学 意 义 ( F = 98. 195，P = 0. 001 ) ，且 随 着

EGCG 浓度的增加，黏附率逐渐降低，黏附抑制率逐

渐增加。见表 2。

表 2 不同浓度的 EGCG 对 S． mutans 黏附的影响( n = 3，珋x ± s)

组别
黏附率( % )

珋x ± s F 值 P 值

抑制率( % )
珋x ± s F 值 P 值

菌液 36． 24 ± 0． 949 － － 0 － －
1 MIC 19． 87 ± 0． 854 401． 965 ＜ 0． 001 45． 11 ± 3． 795 － －
1 /2 MIC 23． 80 ± 0． 712 330． 093 ＜ 0． 001 34． 27 ± 3． 631 12． 778 0． 023
1 /4 MIC 28． 95 ± 0． 849 98． 195 0． 001 20． 09 ± 1． 404 39． 785 0． 003
1 /8 MIC 34． 45 ± 0． 988 5． 122 0． 086 4． 94 ± 2． 097 108． 202 ＜ 0． 001

黏附率: 各实验组与菌液组比较; 抑制率: 低浓度组 EGCG 与相邻高浓度组比较

3 讨论

龋病是人类常见的口腔疾病，是在具有产酸及

耐酸性能的乳酸杆菌、S． mutans 等作用下分解、破

坏牙体硬组织所造成的［3］。细菌致龋的先决条件

是菌群以特异性或非特异性的方式黏附于牙面，相

互聚集形成菌斑生物膜。S． mutans 是世界上公认

的主要致龋菌之一，其能够利用生物膜中的多糖提

高牙菌斑中酸的含量［4］。研究［5］表明，与低糖或无

糖相比，高糖浓度下 S． mutans 的产酸、耐酸、黏附毒

力更强，由此推测，随着糖浓度的提高，S． mutans 的

致龋能力逐渐增强［6］。
绿茶有着几千年的饮用历史，具有防癌、降血

脂、抑菌等多种功效。绿茶的主要化学成分包括茶

多酚、蛋白质、糖类、生物碱和氨基酸等［7］。研究［8］

证实茶多酚具有抗氧化、抗病毒、抗炎、抗菌等多种

功能。也有研究［9］报道，茶多酚与木糖醇联合应用

可明显抑制菌斑的形成。国内研究［10］表明茶多酚

对细菌的抑制作用主要表现为对细菌细胞壁的破

坏。而国外研究［11］显示茶多酚主要是通过破坏细

菌的细胞膜从而抑制细菌的生长、繁殖。茶多酚主

要由儿茶素类化合物组成，研究［12］证实儿茶素类化

合物能抑制 S． mutans 的产酸能力。已知 EGCG 是

儿茶素类化合物中含量最高、最具生物活性的成

分［13］，具有最强的抗感染潜能以抑制各种微生物的

生长及生物膜的形成［14］。但 EGCG 对致龋 S． mu-
tans 的抑制作用及具体机制仍待研究。

为探讨 EGCG 对 S． mutans 的抑菌效能，本研究

利用二倍稀释法检测 EGCG 对该菌的 MIC，将不同

浓度的 EGCG 与该菌共孵育，利用紫外分光光度计

测 590 nm 波长下各浓度 EGCG 药液中该菌的 OD
值，pH 计测该菌产酸的 pH 值，并利用 OD 值评估该

菌的黏附性能。该研究结果表明，EGCG 对 S． mu-
tans 的 MIC 为 6. 25 mg /L，EGCG 浓度为 1 /2 MIC 时
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即可在共孵育的各时间段抑制该菌的生长，EGCG
浓度为 1 /4 MIC 时即可抑制 S． mutans 的产酸能力

且与菌液组相比黏附率降低; 随着 EGCG 浓度的增

加，S． mutans 的 OD 值逐渐降低，pH 值逐渐上调，黏

附率逐渐降低。鉴于 EGCG 对 S． mutans 的抑制作

用，其可能在龋病的防治领域有重要作用，为龋病的

防治提供了新方向。但本研究尚缺乏在体实验的支

持，进行在体实验的关键是龋齿模型的建立。该课

题组采用 4 ～ 5 周龄的雄性 SD 大鼠，喂养高糖食物

并隔天涂抹 S． mutans 菌液，以期 3 ～ 4 个月的时间

导致龋齿从而建立 SD 大鼠的龋齿模型。但由于 SD
大鼠本身不易患龋齿且长期喂养存在不可控性的死

亡等，多次造模均未成功。接下来课题组将改进造

模方案，争取造出龋齿模型，用在体实验进一步研究

EGCG 对龋病的影响。
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Study on the inhibitory effect of EGCG
on Streptococcus mutans of cariogenic bacteria

Shi Xiufang，Liu Yu，Yang Liangxin，et al
( Stomatological College of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the inhibitory effect of epigallocatechin gallate( EGCG) on Streptococcus mu-
tans( S． mutans) ． Methods The minimum inhibitory concentration( MIC) of EGCG against S． mutans was deter-
mined by liquid double dilution method． The optical density( OD) value of S． mutans in different concentrations of
EGCG solution was measured by ultraviolet spectrophotometer． The pH value of acid produced by S． mutans was
measured by pH meter，and the adhesion property of S． mutans was evaluated by OD value． Ｒesults The MIC of
EGCG against S． mutans was 6. 25 mg /L． With the increase of the concentration of EGCG，the inhibitory effect of
EGCG on the growth，acid production and adhesion properties of S． mutans was gradually enhanced． Conclusion
EGCG may be a natural material for the prevention and treatment of dental caries．
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