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口腔乳酸杆菌的分离及其益生特性
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摘要:【目的】从口腔环境中筛选具有潜在益生特性的乳酸杆菌，用于防治口腔疾病的益生菌疗法。【方法】
利用选择性培养基从健康志愿者的唾液和牙菌斑样品中筛选得到乳酸杆菌，然后验证他们对龋齿致病菌变
异链球菌生长的抑制作用。同时考察分离得到的微生物是否具有可以定植或在口腔环境中生存的特性。
【结果】本研究从牙菌斑样品中分离得到一株发酵乳杆菌 Y29。该菌能够抑制变异链球菌的生长，并有自聚
集和与其他口腔微生物共聚集形成生物膜的能力。此外，发酵乳杆菌 Y29 可耐受 1. 0 mg /mL 溶菌酶和 140
μg / g 过氧化氢，有利于其在可能含有多种抑菌物质的口腔动态环境中生存。【结论】发酵乳杆菌 Y29 在防
治龋齿和保证口腔健康方面具有潜在的益生特性。
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人体口腔环境是一个多种微生物集合的群
体，这些微生物通过共生竞争拮抗等作用，构成了
复杂的生态系统［1］。某些致病菌或对口腔健康不
利的微生物在口腔中的过量生长往往会导致口腔
疾病如龋齿、牙周炎和口臭的发生［2］。长期服用
抗生素的治疗方式不仅会破坏口腔生态系统的平
衡，同时也加剧了细菌耐药性问题的严重性［3］。
随着益生菌疗法在防治胃肠道感染疾病方面的优
势越来越明显，这种治疗方式也逐渐应用到口腔
医学领域［4 － 5］。益生菌疗法不仅可以通过不同的
机制抑制致病菌的生长，同时还能维持正常的口
腔微生态菌群，保障口腔健康。Caglar 等研究表
明，在 3 周内连续饮用含有罗伊氏乳杆菌的水或
口服罗伊氏乳杆菌片剂均能够有效的减少试验对
象唾液中的龋齿致病菌变异链球菌的数量，进而

降低龋病的发生率［6］。此外，口腔中定植的乳杆
菌还能够抑制牙周炎致病菌牙龈卟啉单胞菌和中
间普雷沃菌的生长［7］。

对于可以适用于口腔健康的益生菌，需要具
备的首要生物特性是能够抑制龋齿致病菌变异链
球菌种菌株的生长［8］，从而可以在一定程度上降
低龋病的发生率。其次，口腔益生菌还应具有一
定的合成胞外多糖的能力，有助于口腔益生菌的
自聚集或与其他口腔微生物［9］在口腔中共聚集形
成生物膜［10 － 11］。此外，根据口腔益生菌所处的口
腔微环境，也对其耐受溶菌酶、过氧化氢和服用药
剂残留的抗生素的能力有一定要求。因此，从口
腔环境中筛选出具有益生特性的乳酸杆菌，可以
为益生菌疗法应用于防治口腔疾病方面提供实施
的可能。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 试验对象:唾液和牙菌斑样品的收集在无锡
第二人民医院进行。样品分别取自口腔健康、3 个
月内没有服用抗生素、平均年龄 24 岁左右的志愿
者。唾液样品取自通过咀嚼口香糖产生的刺激性唾
液，牙菌斑样品为志愿者口腔不同位置所刮取的牙
菌斑。样品获得后，添加终浓度为 20%的甘油，保
存于 － 80℃超低温冰箱。
1. 1. 2 菌种:发酵乳杆菌( Lactobacillus fermentum)
Y29，分离自口腔健康志愿者的牙菌斑样品。谷氨
酸 棒 状 杆 菌 ( Corynebacterium glutamicum )
ATCC13032，实 验 室 保 藏 菌 株。空 肠 弯 曲 杆 菌
(Campylobacter jejuni) NTTC11168 由爱尔兰国立科
克大学 Paul O'Toole 教授惠赠。 变异链球菌
(Streptococcus mutans)CGMCC 1. 2499 购于中国普通
微生物菌种保藏管理中心。
1. 1. 3 试剂和培养基:MRS 培养基和 BHI 培养基
购于英国 OXOID 公司。LB 培养基 (W /V): NaCl
1%，蛋白胨 1%，酵母膏 0. 5%。
1. 2 乳酸杆菌的分离

将唾液和牙菌斑样品稀释后涂布到 MRS( pH
5. 5)固体培养基上，于 37℃ (5% CO2 )培养 24 h。
然后挑取圆形边缘整齐且表面湿润光滑的菌落进行
革兰氏染色。选取革兰氏阳性的杆菌进行分离纯化
和抑制变异链球菌生长菌株的筛选［12］。
1. 3 具有抑制变异链球菌生长特性的乳酸杆菌的
筛选

采用牛津杯法考察乳酸杆菌对变异链球菌生长
的抑制，具体采用双层培养基，将 1. 5% (W /V)的琼
脂培养基倒入平皿中，凝固后将无菌的牛津杯固定
在适宜的位置，然后将 0. 7% (W /V)的 BHI 培养基
与变异链球菌的混合物(107 CFU /mL)倾倒在下层
培养基上。待凝固后取出牛津杯，在每个孔中加入
100 μL 待测菌株的发酵上清液。将上述平板在
37℃ (5% CO2 )的环境中培养过夜，根据抑菌圈的

情况分析待测菌株对变异链球菌生长的抑制［13 － 14］。
最后提取可抑制变异链球菌生长的菌株的基因组
DNA，用细菌 16S rDNA 通用引物(正向引物 5'-3'，
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG; 反 向 引 物 5'-3'，

GGTTACCTTGTTACGACTT)进行扩增，然后对扩增
产物进行测序。将测序得到的序列与 NCBI 数据库
中 16S r DNA 基因核酸序列进行比对，取同源性大
于 95% 的最高相似菌株所属菌种和属为待鉴定微
生物的种和属。
1. 4 细菌胞外多糖的分析
1. 4. 1 定性分析:将乳酸杆菌点种到添加 10%
(W /V)蔗糖的 MRS 固体培养基上，30℃静置培养 2
d，用无菌牙签接触菌落并轻轻向外拉，观察拉丝情
况。如菌落有拉丝说明该乳杆菌在培养过程中产胞
外多糖，否则视为不产胞外多糖［15］。
1. 4. 2 定量分析:将乳酸杆菌接种到添加 10%
(W /V)蔗糖的 MRS 液体培养基中，30℃培养 48 h。
取 10 mL 培养液，加入 2 mL 80% (W /V)三氯乙酸，
冰浴搅拌 30 min。4℃、29000 × g 离心 20 min 去菌
体和蛋白，往上清液中加入 3 倍体积冰冻无水乙醇，
4℃冷藏过夜，多糖呈絮状沉淀析出。4℃、28928 × g
离心 20 min，用 10 mL 蒸馏水溶解沉淀。采用苯酚-
硫酸法测定胞外多糖的含量，以葡萄糖为标样制作
标准曲线［16］。
1. 5 乳酸杆菌的分析
1. 5. 1 乳酸杆菌对溶菌酶的耐受性分析:采用牛津
杯法考察乳杆菌对溶菌酶的耐受情况。下层培养基
为 1. 5% (W /V) 的琼脂，上层为 0. 7% ( W /V ) 的
MRS 培养基与乳酸杆菌的混合物(107 CFU /mL)。
利用牛津杯在上层培养基中打孔，然后在每个孔中
加入 100 μL 的不同浓度的溶菌酶溶液 (0. 2 － 3. 0
mg /mL)。将上述平板在 37℃ (5% CO2)培养过夜，
根据抑菌圈的情况分析乳酸杆菌对溶菌酶的耐受
性［17］。
1. 5. 2 乳酸杆菌对过氧化氢的耐受性分析:在 96
孔培养板中加入 MRS 培养基，再分别添加不同浓度
的过氧化氢溶液使得终浓度分别为 20、40、60、80、
100、140 和 180 μg / g。将乳酸杆菌培养物以 5%
(V /V)的接种量接种到 96 孔培养板中，37℃ (5%
CO2)培养 24 h，根据乳酸杆菌的生长情况判断乳酸

杆菌对过氧化氢的耐受性［18］。
1. 5. 3 乳酸杆菌对抗生素的敏感性分析:在 96 孔
培养板中加入 MRS 培养基，再分别添加不同浓度的
氨苄青霉素、氯霉素、四环素、卡那霉素和链霉素。将
乳酸杆菌培养物以 10% (V /V)的接种量接种到 96 孔
培养板中，37℃ (5% CO2 )培养 24 h。根据乳杆菌的
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生长情况判断乳酸杆菌对不同抗生素的敏感性［19］。
1. 6 乳酸杆菌的相关分析
1. 6. 1 乳酸杆菌及口腔微生物的自聚集能力分
析［20］:将乳酸杆菌、变异链球菌、空肠弯曲杆菌和谷
氨酸棒状杆菌分别接种到 MRS、BHI、BHI 和 LB 的
液体培养基中，37℃过夜培养，3000 × g 离心 15 min
后收集菌体，用磷酸盐缓冲液( pH 7. 0)清洗 2 次后
并将沉淀重悬到 OD600值为 0. 60 ± 0. 02，准确记录
吸光值(A0)。在 24 孔板中每孔添加 1 mL 菌悬液，
37℃ (5% CO2)环境下培养，每隔 1 h 测定上清液的
在 600 nm 处的吸光值(At)，共计 3 h。利用下列公

式［21］计算菌体自聚集能力:自聚集能力 = ( A0 －
At) / A0 × 100。
1. 6. 2 乳酸杆菌与口腔微生物的共聚集能力分
析［20］:分别考察乳酸杆菌和三株口腔微生物变异链
球菌、空肠弯曲杆菌和谷氨酸棒状杆菌的共聚集能
力。将上述四株菌分别接种到对应的液体培养基
中，37℃过夜培养，3000 × g 离心 15 min 后收集菌
体，用磷酸盐缓冲液(pH 7. 0)清洗 2 次后将沉淀重
悬到 OD600值为 0. 60 ± 0. 02，准确记录乳酸杆菌和
口腔微生物的菌悬液的吸光值 (分别记为 Ax和
Ay)。取调节后的乳酸杆菌和口腔微生物的菌悬液
各 500 μL，混合后添加到 24 孔板中，37℃ ( 5%
CO2)环境下培养，每隔 1 h 测定上清液的在 600 nm

处的吸光值(A ( x + y ) )，共计 3 h。利用下列公式［21］

计算乳酸杆菌和口腔微生物的共聚集能力:共聚集
能力 =［(Ax + Ay)– 2 × A ( x + y )］/(Ax + Ay) × 100。

2 结果

2. 1 具有潜在益生特性的口腔乳酸杆菌的筛选
通过在乳酸杆菌选择性培养基上培养来源于健

康志愿者的唾液和牙菌斑样品，一共分离得到 32 株
革兰氏阳性杆菌。用牛津杯法检测的抑菌实验结果
显示在添加有一株来源于牙菌斑样品的乳酸杆菌
Y29 培养物的上清液的孔周围出现明显抑菌圈，说
明乳酸杆菌 Y29 在培养过程能分泌抑菌物质，从而
抑制龋齿致病菌变异链球菌种的菌株的生长。经过
16S rDNA 序列分析和比对，确定乳酸杆菌 Y29 为发
酵乳杆菌(Lactobacillus fermentum)。
2. 2 口腔乳酸杆菌的益生特性分析
2. 2. 1 口腔乳酸杆菌胞外多糖的含量分析:具有一
定的胞外多糖合成能力的菌株，容易独立或与其他
微生物在特定环境中共聚集形成生物膜进而在口腔
环境中定植。将发酵乳杆菌 Y29 在添加有 10%
(W /V)蔗糖的 MRS 固体培养基上 30℃静置培养 2
d 后，发酵乳杆菌 Y29 的菌落在外力作用下有拉丝
出现，说明该菌在培养过程中产胞外多糖。此外，通
过对发酵乳杆菌 Y29 培养液中游离的胞外多糖的
分离提取及测定，发现它产游离胞外多糖含量为
125. 56 mg /L。
2. 2. 2 口腔乳酸杆菌对抑菌物质的耐受能力分析:
考察乳酸杆菌对溶菌酶耐受性的实验结果显示，0 －
1. 0 mg /mL 的溶菌酶不影响发酵乳杆菌 Y29 的生
长。发酵乳杆菌 Y29 可耐受溶菌酶的浓度，远远高
于人体唾液中溶菌酶的含量 (1 － 57 μg /mL)［22］。
此外，研究发现发酵乳杆菌 Y29 在添加 0 － 140 μg /
g 过氧化氢的培养基中能生长，而当过氧化氢浓度
达到 180 μg / g 时，发酵乳杆菌 Y29 表现为不生长。
在考察发酵乳杆菌 Y29 对各种口服抗生素的耐受
能力时发现，发酵乳杆菌 Y29 仅对卡那霉素和链霉
素表现出耐受性，而对氨苄青霉素、氯霉素和四环素
表现出敏感特性(表 1)。

表 1．发酵乳杆菌 Y29 对抑菌物质的耐受性
Table 1． The tolerance of L． fermentum Y29 to antimicrobial substances

Antimicrobial substance Lysozyme Hydrogen peroxide Ampicillin Chloramphenicol Tetracycline Kanamycin Streptomycin
Tolerance 1. 0 mg /mL 140 μg / g 0 μg /mL 1 μg /mL 4 μg /mL 64 μg /mL 64 μg /mL

2. 2. 3 口腔乳酸杆菌和其他口腔微生物的聚集能
力分析:具有潜在益生特性的发酵乳杆菌 Y29、龋齿
致病菌变异链球菌种的菌株以及两株口腔微生物空
肠弯曲杆菌和谷氨酸棒状杆菌的自聚集能力及上述
3 株口腔微生物与发酵乳杆菌 Y29 的共聚集能力如

图 1 所示。结果显示随着培养时间的延长，四株菌
的自聚集能力逐渐增强。同时通过比较相同培养时
间下的 4 株菌的自聚集能力可以发现，变异链球菌
的自聚集能力最强，高于发酵乳杆菌 Y29 和两株口
腔微生物。变异链球菌种的菌株这种较强的自聚集
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能力是造成口腔龋齿的因素之一。对于发酵乳杆菌
Y29，它的自聚集能力强于空肠弯曲杆菌和谷氨酸
棒状杆菌，说明发酵乳杆菌 Y29 同这两种口腔微生
物相比，具有在口腔环境中快速的繁殖与生存的优
势。此外，将三株菌各自与发酵乳杆菌 Y29 的共聚
集能力和它们自身的聚集能力进行比较时发现，发
酵乳杆菌 Y29 能够与龋齿致病菌变异链球菌种菌

株发生共聚集，并且在一定程度上减少了变异链球
菌种菌株的自聚集。而对于空肠弯曲杆菌和谷氨酸
棒状杆菌，在它们各自与发酵乳杆菌 Y29 发生共聚
后，对应菌株的聚集能力有所上升，说明发酵乳杆菌
Y29 容易与某些口腔微生物共聚集，从而达到在口
腔环境中繁殖生存的目的。

图 1．发酵乳杆菌 Y29 的自聚集能力及共聚集能力评价
Figure 1． The auto-aggregations and co-aggregations of L． fermentum Y29 with other bacteria．

3 讨论

随着抗生素耐药性问题的加剧，益生菌疗法为
防治龋齿等口腔疾病方面提供了新的诊治方式。目
前国外在应用益生菌疗法方面已有一些研究和尝
试，而国内在这方面开展的工作较少。本研究从健
康人群的牙菌斑样品中筛选出一株具有潜在益生性
的发酵乳杆菌 Y29。该菌能够抑制龋齿致病菌变异
链球菌种的菌株的生长，从而有可能在一定程度上
降低龋病的发生率。菌株的聚集能力也是一个衡量
是否可以作为口腔益生菌的条件，它包括菌株的自
我聚集的能力和不同菌株间的共聚集能力。其中自
聚集能力有助于菌株在口腔环境中快速的繁殖与生
存。对于口腔益生菌而言，菌株的自聚集能力越高，
该菌株越容易在口腔环境中的繁殖与生存，而对一
些可能引起口腔疾病的微生物，则希望它们的自聚
集的能力偏弱。此外，口腔乳酸杆菌还可以通过与

口腔中其他微生物共聚集形成生物膜的方式达到在
口腔中繁殖生存的目的。发酵乳杆菌 Y29 在培养
过程中可以产生的胞外多糖，这有利于它在口腔中
的自聚集及与其他口腔微生物共聚集形成生物膜。
在对几株微生物聚集能力的评价中发现，发酵乳杆
菌 Y29 表现出高于空肠弯曲杆菌和谷氨酸棒状杆
菌等口腔微生物的自聚集能力及与它们之间相互作
用所形成的较强的共聚能力。这个特性有助于菌株
较短的停留时间内在口腔中进行自我繁殖与生
存［23］。不仅如此，发酵乳杆菌 Y29 能够与龋齿致病
菌变异链球菌种的菌株形成共聚集，并且降低变异
链球菌种菌株的自聚集，可以在一定程度上降低龋
齿的发生率。此外，发酵乳杆菌 Y29 对口腔微环境
中长期存在的溶菌酶和过氧化氢有一定的耐受性，
具有在恶劣口腔环境中存活的能力。因此，对这株
具有潜在益生性的发酵乳杆菌 Y29 的分离和特性
研究，为益生菌疗法在防治口腔疾病和保障口腔健
康提供了实施的可能性。虽然乳酸菌用于保持口腔
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健康有很多有利方面，但是这类微生物是产酸菌，由
于他们在口腔的定植和长期存在产生的乳酸可能会
导致牙齿脱矿及龋齿的产生。因此，应用这类微生
物作为口腔益生菌有一定的局限性。合适的口腔益
生菌不应为强的产酸者，或者不应为定植微生物。
因此后续研究应确定发酵乳杆菌 Y29 在口腔中的
定植情况和评价模拟条件下对牙釉质的损伤情况。
此外，不同于其他以乳制品制品和口服片剂为载体
的益生菌产品，口腔益生菌可以以牙膏、漱口水或口
香糖等介质为赋予益生特性的载体，从而减少因乳
酸引起的牙齿脱矿和龋病的发生。
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Characterization of a probiotic Lactobacillus strain isolated
from oral cavity
Juan Yang，Guocheng Du，Jian Chen，Fang Fang*

Key Laboratory of Industrial Biotechnology，Ministry of Education; School of Biotechnology，Jiangnan University，Wuxi
214122，China

Abstract:［Objective］ From oral cavity we isolated and characterized probiotic lactobacilli that could probability be
applied to therapy and prevention of oral diseases． ［Methods］Lactobacillus strains were isolated by plating the saliva and
dental plaque of healthy donors on selective medium． Then the target strains were tested for inhibiting the growth of a
Streptococcus mutans strain belonging to cariogenic pathogen species． Other properties such as production of extracellular
polysaccharide and resistance to the antibacterial substances were also investigated． ［Results］ Lactobacillus fermentum
Y29，a strain with antimicrobial activity against Streptococcus mutans，was obtained from dental plaque． This strain was an
extracellular polysaccharide producer，which corresponds to its aggregation ability． Moreover，L． fermentum Y29 showed
resistance to 1. 0 mg /mL lysozyme and 140 μg / g hydrogen peroxide that may guarantee its persistence in the complex oral
niche． ［Conclusion］ Probiotic properties were characterized of an oral isolate L． fermentum Y29，which provided a
possibility for its application in prevention and treatment of oral diseases．
Keywords: Lactobacillius fermentum，antimicrobial activity，extracellular polysaccharide，probiotics，oral health
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