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摘  要：【背景】变异链球菌(Streptococcus mutans)是导致龋齿的主要病原体，含氟产品虽然能治疗

龋齿，但是会对人体造成危害。【目的】推动植物源抗龋齿药物的进一步开发利用，研究桑酮 G 对

变异链球菌生长和生物被膜形成的影响。【方法】通过微量稀释法、平板计数法测定桑酮 G 对变异

链球菌浮游菌的抗菌作用；通过 pH 计测量桑酮 G 对变异链球菌糖酵解产酸的影响；采用结晶紫染

色测量生物被膜形成量；使用苯酚硫酸法测量水不溶性多糖的含量并通过激光扫描共聚焦显微镜观

察胞外 DNA 量来评估桑酮 G 对生物被膜形成的影响；用逆转录实时荧光定量 PCR 测量生物被膜中

毒力基因的 mRNA 水平。【结果】桑酮 G 对变异链球菌的最小抑菌浓度为 8 μg/mL，最低杀菌浓度

为 64 μg/mL，高浓度桑酮 G 对变异链球菌呈现较强的杀菌效果；桑酮 G 能抑制生物被膜中 gtfB、
gtfC、gtfD、ldh、comD、vicK、atpF 和 gbpB 的表达，降低水不溶性多糖的合成，抑制生物被膜的

形成，并降低生物被膜中胞外 DNA 含量及生物被膜的形成量，同时还对变异链球菌的产酸耐酸能

力产生负面影响。【结论】桑酮 G 能通过降低毒力基因的 mRNA 水平，使得生物被膜的黏附力降低，

结构变得松散，对生物被膜形成起到抑制作用，期望能够为植物源天然产物的进一步应用提供一定

的理论基础。 
关键词：桑酮 G；变异链球菌；生物被膜；胞外多糖 
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Effects of kuwanon G on the growth and biofilm formation of 
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ZOU Wenhai, DA Chunyao, XIAO Yingxin, GONG Zhigang, LIU Zhuxiang* 

College of Biology and Environmental Sciences, Jishou University, Jishou 416000, Hunan, China 
 
Abstract: [Background] Streptococcus mutans stands as the primary pathogen responsible for 
dental caries. Despite the definite efficacy in treating dental caries, fluoride-containing products 
pose potential risks to human health. [Objective] We investigated the effects of kuwanon G on the 
growth and biofilm formation of S. mutans, aiming to facilitate the development of plant-derived 
anti-caries medications. [Methods] The microdilution and plate counting methods were employed 
to study the effects of kuwanon G on the viability and acid tolerance of planktonic S. mutans. 
Furthermore, the influence of kuwanon G on the acid production by glycolysis in S. mutans was 
gauged by a pH meter. Quantification of biofilm formation was executed via crystal violet staining, 
and the content of water-insoluble polysaccharides was determined by the phenol-sulfuric acid 
method. Additionally, laser scanning confocal microscopy was employed to observe the quantity of 
extracellular DNA, elucidating the effects of kuwanon G on biofilm development. Real-time 
fluorescence quantitative PCR was employed to assess the mRNA levels of virulence genes in the 
biofilm. [Results] Kuwanon G showed the minimum inhibitory concentration of 8 μg/mL and the 
minimum bactericidal concentration of 64 μg/mL against S. mutans. Notably, at higher 
concentrations, kuwanon G exhibited a potent bactericidal effect on S. mutans. Kuwanon G 
suppressed the expression of gtfB, gtfC, gtfD, ldh, comD, vicK, atpF, and gbpB in the biofilm 
milieu, thereby diminishing the synthesis of water-insoluble polysaccharides and impeding biofilm 
formation. Furthermore, it reduced the content of extracellular DNA in the biofilm matrix and 
curtailed the overall extent of biofilm formation. Moreover, kuwanon G adversely affected the acid 
production and acid tolerance of S. mutans. [Conclusion] Kuwanon G can down-regulate the 
mRNA levels of virulence genes to inhibit the adhesion and loosen the structure of the biofilm, thus 
exerting inhibitory effects on biofilm formation. This study offers a theoretical basis for further 
applications of plant-derived natural products. 
Keywords: kuwanon G; Streptococcus mutans; biofilm; extracellular polysaccharide 
 
 

变异链球菌(Streptococcus mutans)作为口腔

链球菌中的主要病原体，具备多种机制使其在

口腔环境中生存并引发龋齿。其毒力因子具有

如产酸性、耐酸性、葡聚糖聚合物的产生能力，

以及形成生物被膜的能力[1]，不仅能加剧口腔

环境的酸化，还能促进龋齿的形成。目前预防

龋齿的口腔护理产品主要依赖于氟化物、洗必

泰[2]。然而，长期使用不仅可能导致口腔生态

失衡，还会对人体健康造成一定的危害[3]。因

此，植物源天然防龋药物的开发和应用成为当

下研究热点之一。 

桑酮G 是从桑枝、桑皮根中提取出来的一种

四羟基黄酮和间苯二酚类化合物，相关研究表

明桑酮 G 具有抗炎、镇喘、抗癌、治疗心血管
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疾病、缓解神经性疾病等生物活性[4-6]。 

当前关于桑酮 G 抑菌的主要研究进展是对

不同致病菌的抑菌活性及抑菌机制的探究。如

Park 等[7]研究桑酮 G 对一些常见口腔菌株的最

低抑菌浓度 (minimal inhibitory concentration, 
MIC)，结果表明桑酮 G对变异链球菌、血性链

球菌(Streptococcus hemolyticus)、索布里努斯链

球菌(Streptococcus sobrinus)的 MIC 为 8 μg/mL，
同时使用扫描电子显微镜观察到桑酮 G 处理

后，细菌表面明显崩解，细胞壁边缘不清，初

步判断桑酮 G 可能通过影响细胞壁或细胞质，

抑制或阻碍细胞生长。Pang 等[8]研究桑酮 G 对

金黄色葡萄球菌 (Staphylococcus aureus)的影

响，研究结果表明桑酮 G 能够破坏细胞膜和抑

制细胞磷脂酸生物合成。Wei 等[9]研究表明桑

酮 G 能作为广谱细菌 β-葡糖苷酶抑制剂，减轻

β-葡糖苷酶对肠胃的毒性。Wu 等[10]研究表明

桑酮 G 能通过形成氢键和静电相互作用靶向耐

甲氧西林金黄色葡萄球菌 (methicillin-resistant 
Staphylococcus aureus)的细胞质膜中的磷脂酰

甘油和心磷脂，通过破坏质子动力和膜通透性

起到杀死细菌的目的，并在体外表现出快速的

杀菌活性，难以产生耐药性，同时通过动物实

验发现桑酮 G 能促进感染耐甲氧西林金黄色葡

萄球菌小鼠的伤口愈合。综上，桑酮 G 不仅具

有抗氧化、抗炎和抗肿瘤等作用，还具有一定

的抗菌活性，展现出良好的应用潜力。 
然而，桑酮 G 对龋齿的主要致病菌变异链

球菌的毒力特征及生物被膜形成的影响鲜有报

道，缺乏深入的研究，这极大限制了桑酮 G 在

口腔护理产品中的应用。针对这种不足，本研

究旨在评价桑酮 G 对变异链球菌的生长和生物

被膜形成的影响，为桑酮 G 对抗致龋菌并进一

步利用植物源活性物质提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

变异链球菌(S. mutans) ATCC 25715，北纳生

物科技公司。唾液涂层的制备参考文献[11]并进

行修改，收集健康人未受刺激的唾液，在 4 ℃、

12 000 r/min 的条件下离心 30 min，收集上清液

后使用无菌 0.22 μm 针头式过滤器进行过滤除

菌，再添加至孔板中静置 30 min 后去除唾液。 

1.2  主要试剂和仪器 
桑酮 G (分子式为 C40H36O11，CAS 号为

75629-19-5)由吉首大学魏华提供[12]，HPLC 纯

度≥97%；二甲基亚砜，天津市科密欧化学试剂

有限公司；结晶紫，索莱宝生物科技有限公司；

qPCR预混液和MightyScript Plus cDNA第一链合

成试剂盒，生工生物工程(上海)股份有限公司；

TRIzol试剂和PI染料，赛默飞世尔科技有限公司。 
高速冷冻离心机和紫外分光光度计，艾本

德股份公司；全波长酶标仪，赛默飞世尔科技

有限公司；pH 计，上海佑科仪器仪表有限公

司；StepOneTM 荧光定量 PCR 仪，应用生物系

统公司；激光扫描共聚焦显微镜，北京世纪桑

尼科技有限公司。 

1.3  培养基 
脑心浸液 (brain heart infusion, BHI)培养

基，广东环凯生物科技有限公司；脑心浸液蔗

糖 (brain heart infusion sucrose, BHIS)培养基

(g/L)：BHI 37.0，蔗糖 10.0。 

1.4  细菌培养 
挑取单菌落接种于 BHI 液体培养基当中，

37 ℃、150 r/min 恒温培养，用于桑酮 G 对变异

链球菌(S. mutans)浮游菌作用的检测。将处于

对数生长期的菌液(OD600=0.6)经 BHIS 培养基稀

释到 1×106 CFU/mL 进行生物被膜实验。培养条

件为 5% CO2。 
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1.5  MIC 和最低杀菌浓度 (minimum 
bactericidal concentration, MBC)的测定 

采用微量肉汤稀释法测定 MIC 和 MBC[13]。

使用 1% DMSO 稀释桑酮 G 纯品，采用半倍稀

释法使得桑酮 G 的最终浓度在 4−128 μg/mL 之

间。将培养过夜至对数生长期的菌液稀释至

1×106 CFU/mL 后加入 96 孔板中，每孔加入

100 μL 桑酮 G 和 100 μL 菌液。同时用 1% 
DMSO 及无菌水分别作为溶剂对照和阴性对

照，只含有 BHI 培养基的作为空白对照。37 ℃
恒温培养 24 h 后，空白对照组清澈透明，阴性

对照组孔内细菌明显生长。观察每组实验结果，

培养液澄清透明的最小药物浓度为 MIC。然后

从所有澄清的菌液中吸取 10 μL 涂布于 BHI 平

板上，37 ℃恒温培养 48 h。将 BHI 平板上未形

成可见菌落时培养基中含有的最低药物浓度，

称为 MBC。 

1.6  桑酮 G 对 S. mutans 生长曲线和杀

菌曲线的影响 
将不同浓度的桑酮 G 加入盛有菌悬液

(1×106 CFU/mL)的锥形瓶中，使其终浓度分别

为 1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC 和 MIC[14]。在

37 ℃、150 r/min 的恒温振荡条件下培养。使用

新鲜培养基作为空白对照组，并使用 1% 
DMSO 作为溶剂对照组。在培养过程中，在

0、3、6、9、12、15、18、21、24 h 取样，通

过酶标仪测量培养物的 OD600 值，监测细菌的生

长情况。为了研究桑酮 G 对 S. mutans 的杀菌效

果，将培养到对数生长期(OD600≈0.6)的 S. mutans
菌悬液加入含有桑酮 G 的 BHI 培养基中，使

得桑酮 G 的终浓度分别为 5MIC 和 10MIC。然

后，在 37 °C、150 r/min 的恒温振荡条件下培

养。每隔 30 min 通过梯度稀释涂布平板法计

数形成菌落的单位(CFU/mL)，以测量细菌的存

活率[1]。 

1.7  糖酵解 pH 的测定 
将培养到对数生长期的菌悬液洗涤重悬于含

有 1%葡萄糖的 PBS 中[15]。设置浓度为 1/8MIC、

1/4MIC、1/2MIC、MIC 和 2MIC 的桑酮 G 缓冲

液为实验组，以空白缓冲液为对照组，并使用

1 mol/L NaOH 将混合物的初始 pH 值都调节至

7.0，37 ℃、150 r/min 恒温振荡培养 2 h。在孵

育过程中每隔 30 min 取样，使用 pH 计检测培

养物上清液 pH 值的变化。 

1.8  耐酸性测量 
将培养到对数生长期(OD600≈0.6)的 S. mutans

菌悬液在 4 ℃、8 000 r/min 的条件下离心 2 min
收集菌体。然后加入等量酸性 BHI (pH 5.0)溶液

重悬[16]。将重悬后的菌液分装到含有不同浓度

桑酮 G 的无菌 1.5 mL 离心管中，桑酮 G 的终

浓度分别为 1/8MIC、1/4MIC、1/2MIC、MIC 和

2MIC。37 ℃孵育 2 h 后对培养液进行梯度稀释，

并取 100 μL 涂布于 BHI 平板。37 ℃培养 48 h
后对每个平板进行活菌计数。 

1.9  桑酮 G 对变异链球菌生物被膜的

影响 
1.9.1  结晶紫实验 

将培养过夜的 S. mutans 菌悬液在 4 ℃、  
8 000 r/min 的条件下离心 2 min 收集菌体，然

后使用 BHIS 培养基进行稀释[17]，调节其菌浓

度为 1×106 CFU/mL。取菌悬液 100 μL 加入   
96 孔板中，同时加入不同浓度的桑酮 G 溶液

100 μL，使其终浓度分别为 1/8MIC、1/4MIC、

1/2MIC 和 MIC。在 37 ℃恒温静置厌氧培养 24 h
后丢弃浮游细胞，并用 PBS 轻轻洗涤 1 次。随

后使用甲醇固定 15 min，然后用 1%结晶紫染

色处理 15 min。再次用无菌蒸馏水轻轻冲洗，

然后加入无水乙醇，振荡 30 min 以溶解染料。

最后，将溶解液转移至新的 96 孔板中，使用

酶标仪测定 OD595 以定量生物被膜。 
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1.9.2  水不溶性多糖含量的测量 
采用苯酚硫酸法依照文献[18]的方法测定水

不溶性多糖。将培养过夜的 S. mutans 菌悬液在

4 ℃、8 000 r/min 的条件下离心 2 min，收集菌

体。然后使用 BHIS 培养基进行稀释，调节其

菌浓度为 1×106 CFU/mL。将菌悬液添加至含唾

液涂层的 24 孔板中，再加入不同浓度的桑酮 G，

使桑酮 G 的终浓度分别为 1/8MIC、1/4MIC、

1/2MIC 和 MIC。同时，将只含有菌液的孔作为

对照组，只含有 BHIS 的孔作为空白对照组，

37 ℃恒温静止厌氧孵育 24 h。培养结束后，去

除上清液，收集孔底和孔壁的生物被膜，并将

其转移至 1.5 mL 的离心管中，12 000 r/min 离

心10 min，弃上清。然后，将沉淀悬浮于300 μL 
1 mol/L NaOH 溶液中，4 ℃、12 000 r/min 离心

10 min 获得上清液用于水不溶性多糖分析。将

900 μL无水预冷乙醇加入 300 μL上清液中，然

后在−20 ℃保存 30 min 以沉淀水不溶性多糖。

通过 12 000 r/min 离心 30 min 收集水不溶性多

糖，并用 2 mL 1 mol/L NaOH 将其重悬。以葡

萄糖为标准品，使用苯酚硫酸法进行测定，结

果以每毫克生物被膜干重所占水不溶性多糖的

含量表示。 

1.9.3  激光扫描共聚焦显微镜观察生物被膜 
将灭菌的 8 mm 盖玻片(圆形)放入含 24 孔

板中，制备唾液涂层。然后加入 1 mL 含有不同

浓度桑酮 G 的菌悬液，使桑酮 G 终浓度分别为

1/4MIC、1/2MIC 和 MIC。在厌氧环境下静置培

养 24 h 后，用无菌 PBS 轻轻洗涤盖玻片，晾干。

接着，用 500 nmol/L PI 染液避光染色 15 min，
再次洗涤并晾干。将盖玻片置于载玻片上，用

激光扫描共聚焦显微镜记录 5 个随机位置的图

像堆栈[19]。使用 10 倍物镜记录激光扫描共聚焦

显微镜数据集。观察每个样本时，激光扫描共

聚焦显微镜的激发激光强度、背景水平、对比

度和电子变焦均保持不变。 

1.10  桑酮G对S. mutans毒力基因表达

的测量 
通过逆转录实时荧光定量 PCR (reverse- 

transcription quantitative real-time PCR, RT-qPCR)
来评估生物被膜中 gtfB、gtfC 和 gtfD 等毒力基

因 mRNA 水平上的转录情况。将菌悬液用 BHIS
液体培养基稀释成 1×106 CFU/mL 添加至含唾液

涂层的 24 孔板中，然后再加入不同浓度的桑酮

G，使其终浓度分别为 1/4MIC 和 1/2MIC，同时

以0.1% DMSO为对照组，静置厌氧培养24 h[20]。

培养完成后去除上清液，刮取生物被膜，重悬至

PBS 中 4 ℃、12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体。 
RNA 提取使用 TRIzol 法：首先，使用 100 μL

溶菌酶(20.0 mmol/L Tris，pH 8.0；2.0 mmol/L 
Na2-EDTA，12.0 g/L Triton，终浓度为 20.0 mg/mL)
重悬菌体，37 ℃恒温水浴 30 min，然后加入

900 μL TRIzol 振荡混匀，枪头吹打均匀直至无

明显沉淀为止，室温静置 10 min。加入 200 μL
氯仿，上下剧烈振荡 30 s 后静置 5 min。然后

4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，取上清液移至

新的 RNase-free 离心管，加入等量预冷乙醇颠

倒混匀，−20 ℃静置 5 min 沉淀 RNA。4 ℃、

12 000 r/min 离心 5 min，弃上液。随后用 1 mL 
75%乙醇 4 ℃、12 000 r/min 离心 5 min 进行洗

涤，重复此步骤 2 次。室温干燥后用适量的

RNase-free 水溶解 RNA 沉淀。 
以提取的总 RNA 为模板，使用 MightyScript 

Plus cDNA 第一链合成试剂盒进行 cDNA 合成。

首先，在PCR管中加入3 μL 5×DNA digester Mix，
2 μg RNA，并用 RNase-free 水补足至 15 μL，混

合均匀置于水浴锅中 42 ℃孵育 10 min，随后置

于冰上，再加入 5 μL 4×Ⅲ M-MLV PT MIX，振

荡混匀，将 PCR 管放入离心机中短暂离心，使

反应液沉聚于管底，随后在 PCR 仪中进行逆转
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录，反应条件：25 ℃ 5 min，55 ℃ 5 min，85 ℃ 
5 min。 

cDNA 合成后进行实时定量 PCR 分析。使

用 S. mutans ATCC 25175 的 16S rRNA基因作为

内参基因，检测 gtfB、gtfC 和 gtfD 等毒力基因

在 mRNA 水平上的相对表达情况。引物序列参

考文献[18]，并由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成(表 1)。PCR 反应体系：2×SGExcel Fast 
SYBR Green 5 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各
0.2 μL，DNA 模板(5 μmol/L) 1 μL，RNase-free
水补足 10 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 3 min；
95 ℃ 5 s，60 ℃ 20 s，60 ℃ 20 s，共 40 个循

环。使用 StepOneTM 荧光定量 PCR 仪进行荧光

检测，设置 3组重复。用 2–ΔΔCt方法计算 mRNA
的相对表达量。 

1.11  数据分析 
所有试验重复３次，试验结果使用 SPSS  

 
表 1  实时定量 PCR 的特定引物 
Table 1  Specific primers of quantitative real-time 
PCR 
Primer name Primer sequence (5′→3′) 
16S-F CCTACGGGAGGCAGCAGTAG 
16S-R CAACAGAGCTTTACGATCCGAAA 
gtfB-F GGTCACTGGTGCTCAATCAAT 
gtfB-R AAGCGTAAGTTCCATCTTCATTCT 
gtfC-F TCAGACAACACCTTCCTTCCTA 
gtfC-R GAGCACCAGTGACCATATAACC 
gtfD-F GCCTTTTTACGCTTGTTTGT 
gtfD-R CCATATTCATATTCTCCGCC 
gbpB-F AGCAGCGGCAGGATATAGAG 
gbpB-R ACCAACCACGGTAGTTACCAATA 
ldh-F TTGCTCGTATCACTAAGGCTATTC 
ldh-R GGGCTGACCGATAAAGACTTC 
atpF-F TTGATAACGCTAAGGAAACTGGTA 
atpF-R AACGCTTGATAGGGCTTCTG 
vicK-F GAACTGCGGACACCATTAACCTC 
vicK-R ATGCGATTAGTCTCATCAAGTGATACC 
comD-F ATGGTCTGCTGCCTGTTG 
comD-R CGATCATATAGGTGGTTA 

26.0 统计软件分析和处理数据，采用 Tukey 法

进行差异显著性检验。 

2  结果与分析 
2.1  最低抑菌浓度(MIC)和最低杀菌浓

度(MBC) 
MIC 指抑制细菌可见生长的药物的最低浓

度[21]，而 MBC 指的是杀死所有细菌的药物的

最低浓度[19]。这 2 个指标常被用来评估药物的

抑菌或杀菌能力。通常，MIC 和 MBC 的数值

越小，表明该药物对微生物的抑制作用或杀菌

作用越强。观察实验组孔内液体清澈，无浑浊

沉淀生长的最低浓度为 8 μg/mL，平板培养 48 h
后实验组为 64 μg/mL的平板没有菌落产生，即

桑酮 G 对 S. mutans 的 MIC 为 8 μg/mL，MBC
为 64 μg/mL。 

2.2  桑酮 G 对 S. mutans 生长的影响 
桑酮G对S. mutans的生长曲线影响见图1A，

对照组 S. mutans 约 3 h 进入对数生长期，12 h
开始趋于平稳，MIC 组的 S. mutans 约 6 h 开始

进入生长对数期，生长受到抑制。桑酮 G 对  
S. mutans 的杀菌曲线影响见图 1B，高浓度的

桑酮 G 对 S. mutans 具有非常强的抑制效果，添

加 10MIC 桑酮 G 的菌液在 120 min 时已全部失

活，较低浓度的桑酮 G 的杀菌曲线出现了拖尾

现象，杀菌速度随着时间的延长而减缓。 

2.3  桑酮 G 对 S. mutans 产酸的影响 
S. mutans 具有广泛的碳水化合物代谢的能

力，能够迅速代谢来自宿主饮食中的碳水化合

物，这使得它能在牙齿表面生存和繁殖并使

pH 值下降酸腐牙齿。以葡萄糖为底物，研究桑

酮 G 对 S. mutans 糖酵解产酸的影响(图 2)。经

过 2 h 的 pH 值检测，1/2MIC、MIC、2MIC 桑

酮 G 处理的最终 pH 值分别为 5.21、5.92、6.79，
而对照组的最终 pH 值为 4.83。2MIC、MIC、 
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图 1  桑酮 G 对变异链球菌的生长的影响   A：生长曲线；B：杀菌曲线。 
Figure 1  Effects of kuwanon G on S. mutans growth. A: Growth curve; B: Sterilization curve. 
 

 
 
图 2  桑酮 G 对变异链球菌产酸能力的影响 
Figure 2  Effects of kuwanon G on acid production 
by S. mutans. ***: P<0.001. 
 
1/2MIC 处理过后的最终 pH 值与对照组之间

存在极显著性差异(P<0.001)。表明桑酮 G 对

S. mutans 的产酸具有抑制作用，并呈现浓度依

赖性。 

2.4  桑酮 G 对 S. mutans 耐酸的影响 
产酸细菌代谢有机物形成酸性环境后，  

S. mutans 能在酸性环境下生存也是其主要毒力

特征之一。为了研究桑酮 G 对 S. mutans 耐酸性

的影响，采用平板计数法测量 S. mutans 在 pH 5.0
的条件下孵育 2 h 后的菌落数(图 3)。结果显示，

相较于对照组，桑酮 G 处理后 S. mutans 在酸性

环境中的存活率下降。1/4MIC 桑酮 G 就能显著

降低 S. mutans 的存活率(P<0.01)，随着浓度的

升高，存活率进一步下降。1/2MIC–2MIC 的桑酮

G 能极显著地降低 S. mutans 的存活率(P<0.001)，
其中 2MIC 浓度的桑酮 G 使得 S. mutans 的存活

率降低至 3%。 

2.5  桑酮 G 对 S. mutans 生物被膜的

影响 
2.5.1  桑酮 G对 S. mutans生物被膜形成量

的影响 
结晶紫实验是一种常用的方法，基于结晶

紫染料与细菌生物被膜中的多糖结构之间的相

互作用。该染料会与生物被膜中的多糖结合并

沉积在细菌表面，导致细菌生物被膜的颜色变

化。因此，通过测量这种颜色变化的程度，可

以定量评估药物对细菌生物被膜形成量的影

响。通过结晶紫实验评价桑酮 G 对生物被膜形

成量的影响，结果显示(图 4)，1/4MIC 浓度的 
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图 3  桑酮 G 对变异链球菌耐酸性的影响 
Figure 3  Effects of kuwanon G on the acid tolerance 
of S. mutans. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 

 
 
图 4  桑酮 G 对变异链球菌生物被膜形成量的影响 
Figure 4  Effects of kuwanon G on the formation 
of biofilms by S. mutans. *: P<0.05; ***: P<0.001. 
 
桑酮 G 处理组较对照组生物被膜形成量减少

(P<0.05)。随着桑酮 G 浓度的升高，生物被膜

形成量进一步下降，呈现浓度依赖性。当桑酮

G 浓度为 1/2MIC–1MIC 时，抑制效果尤为明显

(P<0.001)。 

2.5.2  桑酮 G 对生物被膜中水不溶性多糖

含量的影响 
水不溶性葡聚糖是细胞外基质的主要成

分，相较于水溶性葡聚糖，其更有助于变形链

球菌和其他口腔细菌黏附到牙齿表面，并有助

于形成成熟的牙菌斑。多糖能与硫酸反应生成

羟甲基糖，苯酚与羟甲基糖反应生成黄色化合

物，其吸光度与多糖的含量成正比关系，通过

测量产生的色素在特定波长下的吸光度，可以

间接确定多糖的含量。通过苯酚硫酸法测量桑

酮 G 对水不溶性多糖含量的影响，如图 5 所示，

1/4MIC 浓度的桑酮 G 能显著抑制水不溶性多

糖的合成(P<0.01)，1/2MIC–1MIC 浓度的桑酮 G
能极显著抑制水不溶性多糖的合成(P<0.001)。
同时，随着桑酮 G 浓度的增加，其抑制效果呈

现浓度依赖性。 

2.5.3  激光扫描共聚焦显微镜观察桑酮 G
对生物被膜形成的影响 

胞外 DNA (extracellular DNA, eDNA)是生

物被膜中的组成部分，具有重要的功能，对生

物被膜的形成、稳定性和功能发挥起着关键的

作用 [22]。PI 染料作为一种荧光探针，能够与

DNA 结合并发出红色荧光。本实验中在生物被

膜形成前添加桑酮 G 混合培养至成熟的生物被

膜，再进行PI染色，标记 eDNA，在激光扫描共

聚焦显微镜下观察生物被膜中的 eDNA，反映桑

酮 G 对生物被膜形成的影响。实验结果如图 6 所

示，不同浓度的桑酮 G 与 S. mutans 培养形成的 
 

 
 
图 5  桑酮 G 对生物被膜中水不溶性多糖含量的

影响 
Figure 5  Effects of kuwanon G on the content of 
water-insoluble polysaccharides in biofilms. **: 
P<0.01; ***: P<0.001. 
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图 6  桑酮 G 对变异链球菌生物被膜形成的影响 
Figure 6  Effects of kuwanon G on the formation of biofilms by S. mutans. A: Control (0 μg/mL); B: 
1/4MIC (2 μg/mL); C: 1/2MIC (4 μg/mL); D: 1MIC (8 μg/mL). 
 
生物被膜中，eDNA 含量明显减少。对照组生

物被膜经染色后聚集程度高且生物被膜较厚，

而与桑酮 G 共同培养后，生物被膜变薄且稀疏

松散。当桑酮 G 浓度为 1MIC 时，与对照组相

比，玻片上几乎未形成结构化的生物被膜。 
2.6  桑酮 G 对毒力基因和双组分信号

转导系统基因表达的影响 
葡聚糖由葡萄糖基转移酶 Gtfs 合成，是牙

菌斑形成的关键，它为其他细菌提供结合位点

并维持生物被膜结构。变形链球菌主要分泌 3 种

GTF，即 GtfB、GtfC 和 GtfD，分别由基因 gtfB、

gtfC 和 gtfD 编码。GtfB 合成水不溶性葡聚糖，

GtfD 合成水溶性葡聚糖，而 GtfC 不仅合成水

溶性葡聚糖还合成水不溶性葡聚糖[23]。gbpB 基

因编码葡聚糖结合蛋白 B (glucan binding protein 

B, GBPB)，对葡聚糖具有亲和力，介导口腔细

菌聚集，促进细菌黏附和生物被膜成熟[24]。ldh

编码乳酸脱氢酶，乳酸脱氢酶以丙酮酸为底物

产生乳酸，是使环境中的 pH 下降的关键因素。

atpF编码 H+转移 F-ATP酶，它能够使质子转移

并促使 ATP 的合成，在细菌细胞内建立起质

子梯度，用来维持细胞内环境的 pH 稳定，对

细菌耐酸具有重要意义。VicRK 是 S. mutans 中

一个重要的双组分信号转导系统(two-component 

signal transduction system, TCSTS)。VicK 是一种

蛋白激酶，在该信号转导系统中起到接收外部

信号(如环境变化)并传导给下游组件的作用，

VicRK 对细菌应对氧化应激、适应各种环境变

化、保证生存能力及致病性具有非常重要的作

用[25]。ComDE 是一种重要的群体感应系统，

涉及能力调节和细菌素生产，对细胞间通信至

关重要，它调控细菌在生物被膜中的适应和

应激反应，感知环境波动，并调节生理活

动如生物被膜形成[26]。通过 RT-qPCR 对变形

链球菌形成生物被膜中的 6 个毒力基因和 2 个

TCSTS 中基因的表达进行了定量 (图 7)。在

1/4MIC 浓度桑酮 G 的作用下，gtfC、atpF、gbpB

基因的表达下降(P<0.05)，gtfD 基因的表达显著

下降(P<0.01)，ldh、comD 基因的表达极显著下

降(P<0.001)。当桑酮 G 的浓度提升至 1/2MIC

时，gtfC 基因的表达下降 (P<0.05)，gtfB、

gtfD 、 atpF 、 vicK 基 因 的 表 达 显 著 下 降

(P<0.01)，ldh、gbpB、comD 基因的表达极显

著下降(P<0.001)。结果表明 1/4MIC 和 1/2MIC
的桑酮 G 对其毒力基因及双组分信号转导系

统均有抑制作用。 
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图 7  桑酮 G 处理后 gtfB、gtfC、gtfD、atpF、

ldh、gbpB、comD 和 vicK 的相对表达量 
Figure 7  The relative expression of gtfB, gtfC, 
gtfD, atpF, ldh, gbpB, comD and vicK after 
kuwanon G treatment. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: 
P<0.001. 
 

3  讨论与结论 
在本研究中，我们深入探讨了桑酮 G 对  

S. mutans 生长、产酸、耐酸能力、生物被膜形

成及其相关基因表达的影响。我们确定桑酮 G
对 S. mutans ATCC 25175 的 MIC 和 MBC 分别

为 8 μg/mL 和 64 μg/mL，MIC 结果与 Park 等[7]

的研究结果一致。不同浓度桑酮 G 下的      
S. mutans 生长曲线和杀菌曲线表明，MIC 浓度

的桑酮 G 能够抑制 S. mutans 的生长，推迟对数

期的到来，高浓度的桑酮 G 对 S. mutans 的杀菌

效果显著，10MIC 的桑酮 G 能在 30 min 内使    
S. mutans 存活率下降 70%。 

生物被膜是在牙齿表面形成的由微生物群

落组成的生态环境，主要由多糖和胞外 DNA
组成的自产胞外聚合物(extracellular polymeric 
substrates, EPS)基质组成[27]。它能够帮助细菌

更好地适应外界环境，增加细菌对传统抑菌剂

的抗性 [28]。葡聚糖由葡萄糖基转移酶(Gtfs)合

成是建立牙菌斑的关键，它为其他细菌提供结

合位点并维持生物被膜结构。gtfB、gtfC、gtfD
分别编码 GtfB、GtfC、GtfD，本研究发现桑酮

G 能抑制 gtfB、gtfC、gtfD、gbpB 的表达，意

味着它可以减少可溶性和不溶性葡聚糖的形成

以及细菌的聚集。其中 GtfB 合成的水不溶性

多糖是细胞外基质的主要成分，有助于口腔细

菌黏附到牙齿表面形成牙菌斑。研究表明 gtf
基因缺陷的变形链球菌在体内的致龋性远低于

野生型菌株，特别是 gtfB、gtfC 缺陷的变异链

球菌[29]。通过苯酚硫酸法测量生物被膜中水不

溶性多糖的含量发现，在相同生物被膜干重的

条件下，1/4MIC 浓度的桑酮 G 就能降低生物被

膜中水不溶性多糖的含量(P<0.01)，并且随着

浓度的升高呈现浓度依赖性。同时通过 PI 染液

对 eDNA 进行染色发现，与 1/2MIC 浓度的桑

酮 G共同孵育形成的生物被膜中 eDNA的含量明

显减少，生物被膜变薄、稀疏松散、不完整，

当桑酮 G 浓度为 1MIC 时，与对照组相比，玻片

上几乎未形成结构化生物被膜。张耀超[30]关于

落叶松脂醇-4-β-D-吡喃葡糖苷抗生物被膜形成的

研究发现，50 μg/mL 落叶松脂醇-4-β-D-吡喃葡

糖苷能显著降低 gtfB、gtfC 等基因的表达并对

生物被膜形成产生抑制作用。Wu 等[31]关于天

然化合物氧化白藜芦醇对变形链球的影响中发

现，250 μg/mL 氧化白藜芦醇能抑制 gtfB、gtfC
等基因的表达抑制水不溶性多糖的产生，使得

细胞外多糖的结构和完整性发生了改变，生物被

膜变得更薄、更疏松、更不完整。在 Wang 等[19]

关于茶黄素-3,3′-二没食子酸酯对S. mutans毒力特

征的研究中发现，茶黄素-3,3′-二没食子酸酯能

够降低生物被膜当中 eDNA 的含量和水不溶性

多糖的含量。在本研究中发现桑酮 G 能够下调

生物被膜中 gtfB、gtfC、gtfD 等基因的表达，

降低水不溶性多糖的含量，对生物被膜的形成
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起的抑制作用使得 eDNA 的含量减少，生物被

膜的形成量降低。 
除了形成生物被膜的能力外，S. mutans 的

糖代谢产酸和耐酸能力也是抗龋剂的关键靶向

目标[32]。S. mutans 具有广泛的碳水化合物代谢

的能力，能够迅速代谢来自宿主饮食中的碳水

化合物，这使得它能在牙齿表面生存和繁殖并

产生酸。临界 pH 值(pH 5.0–5.5)对于牙釉质脱

矿和再矿化之间的平衡非常重要。如果因酸积

累而导致周围溶液的 pH 值低于临界 pH 值，牙

齿就会脱矿质，随后就会引发龋齿[33]。以底物

为葡萄糖测量 S. mutans 糖酵解 pH 下降发现，

随着桑酮 G 浓度的增加，pH 下降的初始速率

逐渐减小，MIC 浓度的桑酮 G 的最终 pH 值高

于牙齿腐坏临界 pH 值(pH 5.0–5.5)，同时在不

影响 S. mutans 正常生长的浓度下，发现 1/2MIC
浓度的桑酮 G 也能降低游离 S. mutans 的产酸能

力。在测量耐酸性时发现在桑酮 G 的作用下，

pH 5.0 时会降低 S. mutans 的存活率，此外，糖

酵解 pH 下降测定中的最终 pH 值也反映了酸耐

受性。实时定量 PCR 显示桑酮 G 能够降低生物

被膜当中 ldh、atpF基因的mRNA转录水平，这

些发现都表明桑酮 G 会破坏 S. mutans 的产酸

性、耐酸性，从而防止牙齿被酸腐坏。 
在生物被膜形成的过程中，S. mutans 需要

多种不同的基因，通过一系列的调控来控制黏

附、生物被膜形成能力。VicRK 信号转导系统已

知可控制 gtf 基因和生物被膜形成，vicK 的缺陷

会导致 S. mutans 的 gtfB、gtfC、gtfD、gbpB 等基

因表达下调，葡聚糖合成和生物被膜形成减少，

形成的生物被膜疏松、EPS 更薄[34]。ComDE 对

生物被膜相关基因如 gtfB、gtfC 和 gbpB 有正

向调节作用，ComDE 途径失活则导致生物被

膜缺陷 [26]。通过实时定量 PCR 结果发现，

1/2MIC 的桑酮 G 能显著抑制 vicK、comD 的

mRNA 水平，这意味着它可以通过下调 vicK、

comD 的表达，进而对其他的毒力基因及生物

被膜形成起到抑制作用。Viszwapriya 等[15]在研

究桦木醇对 S. mutans 的影响时发现，240 μg/mL
的桦木醇能够靶向抑制 vicRK 和 gtf 基因从而抑

制 S. mutans 的致龋特性。本研究同样也发现桑

酮 G 能够抑制 vicK、comD 和 gtf 基因的 mRNA
转录水平，从而对其黏附、产酸、耐酸和生物

被膜的形成产生抑制作用。 
不同的天然产物对 S. mutans 的毒力特征的

影响不尽相同。本文从毒力基因的表达、产酸

性、耐酸性及对生物被膜的抑制作用等方面探

讨了桑酮 G 对 S. mutans 毒力特征的影响，桑酮

G 可以抑制 vicK、comD、gtfs 等基因的表达，

降低生物被膜中水不溶性多糖的含量，从而使

得生物被膜变得稀疏松散、不完整，同时还能

破坏 S. mutans 的产酸性和耐酸性，多方位对   
S. mutans 致龋特征产生抑制效果。相关研究表

明[10]，桑酮 G 对 HepG2 和 Vero 细胞具有一定的

细胞毒性，IC50 值分别为 114.8、92.2 μg/mL，而

其 Hly50 值为 19.8 μg/mL。尽管如此，低浓度的

桑酮 G 可能不会对口腔黏膜和细菌产生明显影

响，但是会降低 S. mutans 的毒力特征。然而，

将其用于口腔洗漱用品需要进一步的安全性评

估，以确保其在口腔环境中的安全性和有效性。

综合考虑其对 S. mutans 毒力特征的影响，将其

加入牙膏、漱口水和口香糖中或与氟化物联合使

用可能是预防和治疗牙菌斑的更好策略，但有必

要在动物模型上进行疗效，以指导实际使用。 
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