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不同提取方法的紫地榆提取物对常驻口腔细菌的研究鄢

杨晓珍袁蓝海
渊 大理大学 药学与化学学院袁云南 大理 671000冤

摘要：目的 研究不同方法提取紫地榆正丁醇部分和乙酸乙酯部分对变形链球菌尧黏性放线菌和血链球菌生
长及产酸的影响遥 方法 首先分别测定不同方法提取的紫地榆正丁醇部分和乙酸乙酯部分对变形链球菌尧黏性放
线菌及血链球菌的最低抑菌浓度渊 MIC冤和最低杀菌浓度渊 MBC冤袁再以低于 MIC的 4个浓度配制含药的胰酶

解酪蛋白 - 植物蛋白胨 - 酵母提取物液体培养基袁测定紫地榆正丁醇部分和乙酸乙酯部分对 3种常驻口腔细

菌产酸的影响遥 结果 热提的紫地榆正丁醇部分对变形链球菌尧黏性放线菌及血链球菌的 MIC分别为 3.0尧3.0
和 6.0 g/ L袁MBC分别为 6.0尧6.0和 12.0 g/ L遥热提的紫地榆乙酸乙酯部分对变形链球菌尧黏性放线菌及血链球菌
的MIC均为 6.0g/ L袁MBC均为 12.0g/ L遥冷提的紫地榆正丁醇部分对变形链球菌尧黏性放线菌及血链球菌的MIC

均为 6.0 g/ L袁MBC均为 12.0 g/ L遥冷提的紫地榆乙酸乙酯部分对变形链球菌尧黏性放线菌及血链球菌的MIC均

为 6.0 g/ L袁MBC均为 12.0 g/ L遥 一定浓度的紫地榆正丁醇部分和乙酸乙酯部分对 3种常驻口腔细菌的产酸有

一定的抑制作用袁但提取方法的不同对其抑制产酸的能力差异无统计学意义遥结论 紫地榆正丁醇部分和乙酸

乙酯部分能有效抑制口腔致龋菌的生长和产酸袁可能是一种潜在的天然防龋药物遥
关键词： 紫地榆曰变形链球菌曰粘性放线菌曰血链球菌曰产酸
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Effect of extracts extracted by different
methods on acid production of three strains of oral bacteria鄢

Xiao-zhen Yang, Hai Lan
(College of Pharmacy and Chemistry, Dali University, Dali, Yunnan 671000, China)

Abstract: Objective To inquire into the effect of N-butyl alcohol and ethyl acetate extracts of
extracted by different methods on growth and acid production of ,

and . Methods Firstly, minimum bacteriostatic concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) of N-butyl alcohol and ethyl acetate extracts of extracted
by different methods on , and were respec原
tively determined and then the effect of these extracts on the acid production was deter原
mined. Results The MIC of N-butyl alcohol extract of extracted reflux on

, and were 3.0, 3.0 and 6.0 g/L respectively, while the
MBC were 6.0, 6.0 and 12.0 g/L respectively. The MIC of ethyl acetate extract of extracted
reflux on the three bacteria strains were all 6.0 g/L, and the MBC were all 12.0 g/L. The MIC of N-butyl al原
cohol extract of extracted maceration on the three bacteria strains were all 6.0 g/L, the
MBC were all 12.0 g/L. The MIC of ethyl acetate extract of extracted maceration on the
three bacteria strains were all 6.0 g/L, the MBC were all 12.0 g/L. A certain concentration of N-butyl alcohol
and ethyl acetate extracts of could inhibit acid production of the three bacteria strains,
but there was no significant difference in the inhibition of acid production by different extraction methods.
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紫地榆是牻牛儿苗科老鹳草属植物的根袁在云南
的白族尧彝族等少数民族地区长期用作厌食症的治
疗袁具有消炎尧止痢和收敛的功效遥有研究证明袁紫地
榆有良好的抗体外常见胃肠道细菌的作用袁并能降低
被痢疾志贺菌感染的小鼠死亡率[1-3]遥 此外袁紫地榆不
同溶剂提取物有抑制釉质脱矿和促进再矿化的作

用袁且其水提物能有效抑制口腔致龋菌变形链球菌
和血链球菌的生长和产酸[4- 12]遥本实验旨在比较研究
紫地榆不同提取方法的正丁醇部分和乙酸乙酯部分

对 3种常驻口腔细菌产酸的影响遥

1 材料与方法

1.1 主要试剂

紫地榆购于大理药材市场袁由大理大学药学与化
学院鉴定为紫地榆的根遥 变形链球菌渊 streptococcus
mutans袁ATCC25175冤尧血链球菌渊 actinomyces visco-

sus袁ATCC9246冤尧黏性放线菌渊 streptococcus sanguis袁
ATCC27044冤均购自广东微生物菌种保藏中心遥胰酶
解酪蛋白 - 植物蛋白胨 - 酵母提取物渊 trypticase-

phytone- yeast extractmedium袁TPY冤固体及液体培养
基 袁0.5 和 0.1 mol/L 氢 氧化 钠 袁0.05%洗 必 泰
渊 chlorhexidine acetate袁CA冤袁0.5 mol/L磷酸盐缓冲溶
液渊 phosphate buffer saline袁PBS冤尧蔗糖尧无水乙醇尧
葡萄糖尧石油醚尧三氯甲烷尧乙酸乙酯尧正丁醇均为分
析纯遥
1.2 紫地榆粗提物的提取

1.2.1 冷提 95%乙醇常温浸泡粉碎的原药材 24 h袁
抽滤袁把滤液旋转蒸发成浸膏后加适量蒸馏水溶解袁
分别用石油醚尧三氯甲烷尧乙酸乙酯尧正丁醇萃取袁所
得石油醚和三氯甲烷部分多为色素且提取物含量较

少故舍去袁其余部分冷冻干燥后得粉末备用遥
1.2.1 热提 95%乙醇 50℃回流提取袁提取 6次袁
2 h/次袁抽滤袁把滤液旋转蒸发成浸膏后加适量蒸
馏水溶解袁分别用石油醚尧三氯甲烷尧乙酸乙酯尧正丁
醇萃取袁所得石油醚和三氯甲烷部分多为色素且提
取物含量较少故舍去袁其余部分冷冻干燥后得粉末
备用遥

1.3 菌液的制备

将 3株冻干菌株复苏 48h后接种于 TPY液体培

养基中厌氧条件下渊 37℃尧80%氮气 N2袁20%二氧化碳
CO2冤培养 18 h遥经生化鉴定及涂片检查为纯培养后袁
3 000 r/min离心 15min袁弃上清液袁菌细胞用无菌生
理盐水洗涤遥再次离心袁重复离心洗菌 3次遥分别将
洗净的 3种菌细胞用无菌生理盐水稀释袁用 0.5麦氏

单位标准比浊管调菌悬液的浓度约 5× 107 CFU/ml遥
1.4 最低抑菌浓度和最低杀菌浓度的测定

将紫地榆各萃取物按 2倍稀释法分别溶于含

1%葡萄糖的 TPY液体培养基中袁使其终浓度分别为
48.000尧24.000尧12.000尧6.000尧3.000尧1.500尧0.750 和
0.375 g/L遥 将菌悬液与含药液的培养基按 1∶10渊 V/

V冤比例袁加入 96孔板后置 37℃尧80%N2袁20%CO2下

厌氧培养 48 h遥肉眼观察是否有菌生长袁以无菌生长
的紫地榆萃取物浓度为其最低抑菌浓度渊 minimum

inhibitory concentration袁MIC冤遥选择大于 MIC浓度的

各孔袁分别取 20μ l涂布于 TPY固体培养基上袁在相
同条件下培养 48 h袁肉眼观察菌落数少于 5～6个的

最低萃取物浓度为最低杀菌浓度渊 minimum bacteri-

cidal concentration袁MBC冤袁实验重复 3次遥
1.5 紫地榆提取物对 3 种常驻口腔细菌产酸能力

影响的测定

根据紫地榆各萃取部分对上述 3种常驻口腔细

菌的MIC测定结果袁将含 1%葡萄糖和紫地榆萃取物

的 TPY液体培养基配成 MIC以下浓度梯度的 4个

实验组袁另设 1个含 0.05%洗必泰的阳性对照组尧
1个不含药物的阴性对照组袁共 6组袁每组设 3个平行

管袁 实验重复 2次遥 调定初始 pH值为 7.4并按菌悬

液∶TPY液体培养基为 1∶10渊 V/V冤的比例接种细菌
后置于 37℃尧80%N2袁20% CO2厌氧条件下培养 48h遥
用 pH酸度计测定培养物上清液的 pH值并计算其变

化值△ pH袁△ pH=初始 pH值 - 终末pH值[13- 14]遥
1.6 统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0统计软件袁计量资料以
均数± 标准差渊 x± s冤表示袁多组比较用单因素方差
分析渊 analysis of variance袁ANOV冤袁若方差齐袁则两两

Conclusions N -butyl alcohol and ethyl acetate extracts of can effectively inhibit the
growth and acid production of oral bacteria, may be effective anti-caries agents.

Keywords: ; ; ; ; acid
production
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表 1 紫地榆各提取部分对 3种口腔常驻细菌的影响

渊 g/L冤

组别
变形链球菌 黏性放线菌 血链球菌

MIC MIC MIC MBC

乙酸乙酯部分 6.0 12.0 6.0 12.0 6.0 12.0

乙酸乙酯部分 6.0 12.0 6.0 12.0 6.0 12.0

热提

正丁醇部分 3.0 6.0 3.0 6.0 6.0 12.0

冷提

正丁醇部分 6.0 12.0 6.0 12.0 6.0 12.0

MBCMBC

表 2 紫地榆各提取物部分对 3种常驻口腔细菌产酸的影响 渊 =6袁x± s冤

组别 变形链球菌 Δ pH 黏性放线菌 Δ pH 血链球菌 Δ pH

0.750 g/L 1.1200± 0.03741冤2冤 1.0650± 0.05681冤2冤 0.6533± 0.07041冤

0.375 g/L 1.9083± 0.04751冤2冤 1.3600± 0.07571冤2冤 0.9650± 0.06211冤2冤

0.187 g/L 1.9800± 0.06631冤2冤 1.4917± 0.07031冤2冤 1.0700± 0.06271冤2冤

阳性对照组 0.7583± 0.0319 0.6633± 0.0453 0.5650± 0.03641冤2冤

阴性对照组 3.0717± 0.0343 2.8483± 0.0414 1.6667± 0.0632

1.500 g/L 0.9933± 0.07481冤2冤 0.9967± 0.05651冤2冤 0.7917± 0.02971冤2冤

0.750 g/L 1.3883± 0.08531冤2冤 1.3567± 0.11161冤2冤 1.1600± 0.06301冤2冤

0.375 g/L 1.7183± 0.05961冤2冤 1.5267± 0.05821冤2冤 1.3983± 0.06411冤2冤

阳性对照组 0.7517± 0.0430 0.6900± 0.0513 0.5633± 0.0382

阴性对照组 3.0683± 0.0393 2.8467± 0.0591 1.6567± 0.0415

1.500 g/L 0.9667± 0.05191冤2冤 0.9150± 0.06781冤2冤 0.7900± 0.05131冤2冤

0.750 g/L 1.3483± 0.07511冤2冤 1.1900± 0.04431冤2冤 0.9683± 0.06721冤2冤

0.375 g/L 2.0700± 0.06561冤2冤 1.3483± 0.04301冤2冤 1.2767± 0.05471冤2冤

阳性对照组 0.7650± 0.0496 0.6433± 0.0464 0.5833± 0.0534

阴性对照组 3.0533± 0.0471 2.8400± 0.0497 1.6583± 0.0471

1.500 g/L 1.1017± 0.05241冤2冤 1.0533± 0.04921冤2冤 0.8567± 0.03541冤2冤

0.750 g/L 1.4517± 0.07901冤2冤 1.3750± 0.05851冤2冤 1.2083± 0.06361冤2冤

0.375 g/L 1.8533± 0.07591冤2冤 1.5167± 0.04991冤2冤 1.5150± 0.06211冤2冤

阳性对照组 0.7750± 0.0427 0.6567± 0.03941冤2冤 0.5250± 0.0535

阴性对照组 3.0683± 0.0393 2.8650± 0.0435 1.6683± 0.0334

热提 正丁醇

1.500 g/L 0.983± 0.05851冤2冤 0.9733± 0.06291冤2冤 0.5500± 0.04511冤

乙酸乙酯

3.000 g/L 0.6767± 0.05341冤 0.8833± 0.06291冤2冤 0.6800± 0.06401冤2冤

冷提 正丁醇

3.000 g/L 0.6533± 0.07651冤 0.6383± 0.04951冤 0.6333± 0.05911冤

乙酸乙酯

3.000 g/L 0.8567± 0.07481冤 0.8933± 0.03501冤2冤 0.7800± 0.05571冤2冤

注院1冤与阴性对照组比较袁 <0.05曰2冤与阳性对照组比较袁 <0.05

比较用 Dunnett- 检验袁检验水准 α =0.05袁 <0.05为

差异有统计学意义遥

2 结果

2.1 紫地榆各提取物部分对 3种常驻口腔细菌生长

的影响

紫地榆各提取物对 3种常驻口腔细菌均有生长

抑制和杀菌作用袁热提的紫地榆正丁醇部分的抑菌与
杀菌效果最好袁而用不同方法提取的紫地榆乙酸乙酯
部分抑菌与杀菌效果相近遥 见表 1遥
2.2 紫地榆各提取部分对 3 种常驻口腔细菌产酸

的影响

各组与阴性对照组比较袁差异有统计学意义渊 =

280.121袁 =0.000冤袁热提的紫地榆正丁醇提取物浓度
渊 C≥ 1.500 g/L冤对血链球菌产酸的抑制效果与洗必
泰的相近渊 =0.664冤曰热提的紫地榆乙酸乙酯部分袁
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较高质量浓度组渊 C≥ 3.000 g/L冤与阳性对照组抑制
口腔细菌产酸的效果相近渊 >0.05冤遥 冷提的紫地榆
正丁醇部分浓度渊 C≥ 3.000 g/L冤对变形链球菌产酸
的抑制效果与洗必泰的相近渊 =0.012冤曰冷提的紫
地榆乙酸乙酯浓度渊 C≥ 3.000 g/L冤对变形链球菌产
酸的抑制效果与洗必泰的相近渊 =0.149冤遥 见表 2遥

3 讨论

龋病是口腔常见病尧多发病袁其实质是牙菌斑
内细菌酵解碳水化合物产生有机酸袁引起牙体无机物
脱矿袁有机质崩解袁最终导致龋损形成的慢性进行性
疾病遥本实验选用的变形链球菌尧血液链球菌及黏性
放线菌是口腔常驻细菌遥这 3种细菌都能发酵多种碳

水化合物产酸袁使菌斑 pH值降到 <5袁因此其生长尧产
酸代谢与龋病的发生密切相关[15]遥 本实验结果显示袁
紫地榆正丁醇和乙酸乙酯提取物对口腔 3种常见菌

均有显著的产酸抑制作用袁但提取方法的不同对其
抑制产酸的能力差异无统计学意义遥
在对口腔细菌产酸影响的实验中袁为排除药物本

身因抑制菌细胞生长而产生的对产酸的抑制表现袁
采用在 MIC浓度以下的 4个浓度梯度遥 而实验中所
用的洗必泰是一种广谱抗生素袁临床上主要用于饮水
消毒袁角膜溃疡尧菌痢尧牙周病尧狐臭尧冻伤尧阴道炎及
宫颈糜烂的治疗袁能减少牙周病和龋病的发生[16]遥在
临床上通常首选 0.05%洗必泰漱口水治疗各种致龋

菌引起的各型口腔疾病袁故用含 0.05%洗必泰作为阳

性对照组遥有研究显示袁紫地榆乙酸乙酯部分尧正丁醇
萃取部位及水部分对致龋菌的生长尧产酸有一定的
抑制作用袁但其水部分效果相对较差[17-18]遥
综上所述袁一定浓度的紫地榆正丁醇与乙酸乙

酯萃取物可抑制 3种常驻口腔细菌的生长及产酸袁
其中热提的紫地榆正丁醇部分的抑菌与杀菌效果

最好袁用不同方法提取的紫地榆乙酸乙酯部分抑菌
与杀菌效果相近袁抑酸作用方面袁差异无统计学意义遥
其原因可能是提取方法的改变只是引起其有效成

分含量的改变袁并未导致其有效成分数量的改变曰热
提法提取紫地榆会使其各浸膏的提取率分别有所提

高遥 天然药物紫地榆对常驻口腔细菌的生长及产酸

有一定的影响袁可考虑开发成牙膏尧漱口水等应用形
式袁但同时天然药物活性成分比较复杂袁其具体有效
成分目前尚不明确袁故有待进一步研究遥
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