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摘要：为了考察甘蔗叶总黄酮及其各化学组分对致龋菌生长的抑制作用，采用９６孔板法，测定甘蔗叶总黄酮及

其各化学组分对主要致龋菌的最低抑菌浓度和杀菌浓度。结果表明：３０％乙醇流份（Ｓ２）和５０％乙醇流份（Ｓ３）对
变异链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ）ＡＴＣＣ　１０３８７抑菌效果与阳性对照药茶多酚（ＥＧＣＧ）相当，最小抑菌浓度均

为４×１０３μｇ／ｍｌ；９５％乙 醇 流 份（Ｓ５）及０．１％乙 酸 醇 液（Ｓ６）对 变 异 链 球 菌 ＡＴＣＣ　１０３８７和 粘 性 放 线 菌

（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ）ＡＴＣＣ　１９２４６的最小抑菌浓度，与阳性对照药ＥＧＣＧ抑菌效果相当，均为１×１０３μｇ／ｍｌ。
Ｓ６ 对变异链球菌 ＡＴＣＣ　１０３８７杀菌效果，与阳性对照药ＥＧＣＧ相当，均为４×１０３μｇ／ｍｌ。总黄酮和水洗脱流份

（Ｓ１）对２种致龋菌无杀菌作用。甘蔗叶黄酮类成份具有一定的抗致龋菌活性。
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　　甘蔗（Ｓａｃｃｈａｒｕｍ　ｓｉｎｅｎｓｉｓ　Ｒｏｘｂ．）为禾本科甘

蔗属的多年生植物，广泛种植于海拔１６００ｍ以下的

温带及热带地区。我国甘蔗的种植主要分布于广西、
广东、台湾、福建及云南等省区，其中广西的甘蔗产量

占全国一半以上［１］。甘蔗叶含有丰富的黄酮类成分，
国内 文 献 报 道 其 总 黄 酮 含 量 约 为 ３．８７×１０３

μｇ／ｍｌ
［２］，国外报道平均含量达１．７０×１０３μｇ／ｍｌ

［３］。

此外，甘蔗叶中还含有多糖［４］，叶绿素［５］及维生素

Ｃ［６］等成份。

　　目前对于致龋菌包括哪些菌株，学者们的意见还

不一致，但对致龋菌的研究多集中于变异链球菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　 ｍｕｔａｎｓ）、 粘 性 放 线 菌

（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ）及血液链球菌（Ｓａｎｇｕｉｎｅｍ
ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ）等［７］。本文研究甘蔗叶黄酮类物质对

致龋菌的作用，为合理开发和利用甘蔗叶资源提供研

究基础。
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１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验材料

　　甘蔗叶为桂糖１１号，采自南宁市马山县百龙滩

镇。实验菌株：变异链球菌 ＡＴＣＣ　１０３８７和粘性放

线菌ＡＴＣＣ　１９２４６均由四川大学华西口腔医学院提

供。实验药物：茶多酚（ＥＧＣＧ）购于成都普瑞法科技

开发有限公司；甘蔗叶总黄酮，水洗脱流份（Ｓ１），３０％
乙醇流份，５０％乙醇流份（Ｓ２，Ｓ３），７０％乙醇流份

（Ｓ４），９５％乙醇流份（Ｓ５）及０．１％乙酸醇液（Ｓ６）均由

甘蔗叶提取制备。

１．１．２　实验仪器

　　ＵＶ－２４５０型紫外分光光度计为日本岛津制作所

产品，ＦＡ１１０４Ｎ型电子天平为上海天平仪器厂产品，
旋转蒸发仪为上海亚荣生化仪器厂产品，ＳＷ－ＣＪ－
２ＦＤ型净化工作台为苏州安泰空气技术有限公司产

品，ＨＨ·Ｂ１１－Ｓ?Ⅱ温度控制仪电热恒温培养箱为上

海跃进医疗器械厂产品，ＬＳ－Ｂ５０Ｌ型立式压力蒸汽

灭菌器为上海华线医用核子仪器有限公司产品，

Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　ＭＫ３全 自 动 酶 标 仪 为 美 国 热 电 产 品，

ＭＢ１００－２Ａ微孔板恒温振荡器为杭州奥盛仪器仪表

有限公司产品，厌氧培养袋、ＣＯ２ 产气袋、氧气指示

袋为日本三菱产品，９６孔板为美国康宁产品。

１．１．３　实验试剂

　　ＴＬＣ聚酰胺薄－６－薄膜（８ｃｍ×８ｃｍ）和聚酰胺粉

１００～２００目为上海国药集团产品，葡聚糖凝胶ＬＨ－
２０为美国进口分装，ＡＢ－８大孔树脂为天津市光复精

细化工研究所产品，ＢＨＩ（Ｂｒｉａｎ　Ｈｅａｒｔ　Ｉｎｆｕｓｉｏｎ）培养

基为北京陆桥技术有限责任公司产品。

　　石油醚、乙酸乙酯、氯仿、丙酮、甲醇、无水乙醇、

９５％乙醇、乙酸、三氯化铝、氢氧化钠、盐酸、二甲基亚

砜、氢氧化钠均为分析纯，水为超纯水。

１．２　实验方法

１．２．１　菌株的复苏

　　取冻干菌种管，用砂轮在冻干菌种管颈部划刻，
再将壁用７５％乙醇擦洗消毒，稍干之后，将菌种管划

刻端在火焰上烧灼红热，用灭菌滴管吸取ＢＨＩ培养

基滴在灼热处，使管口骤冷而炸裂。取灭菌镊子将炸

裂的管口打开，吸取适量ＢＨＩ培养基加至菌种管底

部，将冻干菌混匀溶解，最后将菌液吸入装有６ｍｌ
ＢＨＩ的无菌试管中，随即放入厌氧培养袋，３７℃恒温

培养４８ｈ。同时菌液划线接种于ＢＨＩ平板以便观察

和镜检判断。

１．２．２　菌株的传代

　　接种培养后，若含ＢＨＩ培养基的试管底部有较

多沉淀，则说明菌种复苏，已进行生长繁殖，可进行进

一步的增菌和传代。用滴管吹打均匀培养菌液，以无

菌操作迅速地用移液枪吸取２．５ｍｌ菌液，加入装有

２２．５ｍｌ　ＢＨＩ培养基的三角瓶中，封口，随即放入厌氧

培养袋，３７℃恒温培养４８ｈ，平行传代２瓶。

１．２．３　菌株的保藏

　　将经过２次传代后的平板取出，挑取典型菌落，
穿刺法分别接种于ＢＨＩ半固体培养基及含血ＢＨＩ
半固体培养基中，放入厌氧培养袋，３７℃恒温培养

４８ｈ。培养４８ｈ后，将穿刺管塞紧，外用封口膜封严，
置４℃冰箱内存放。

１．２．４　细菌悬液的制备

　　将复苏后的变异链球菌和粘性放线菌接种于

ＢＨＩ培养液中，放置厌氧培养袋，于３７℃恒温培养

１８ｈ，在ＵＶ－２４５０型紫外分光光度计下比浊，用生理

盐水调ＯＤ５５０ｎｍ （光密度值）值至１．０，备用。

１．２．５　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分的分离与纯化

　　取甘蔗叶粗粉１０ｋｇ，用７０％乙醇回流提取两次，
每次２ｈ，合并提取液浓缩到１／５体积，浓缩液用石油

醚（６０～９０℃）萃取，合并萃取物水层共８Ｌ，上 ＡＢ－８
大孔树脂柱，用水、１０％乙醇、７０％乙醇洗脱，收集

７０％洗脱流份，回收溶剂得甘蔗叶总黄酮浸膏１４０ｇ，
称取７０ｇ甘蔗叶总黄酮浸膏，用少量３０％乙醇溶解，
上聚酰胺柱（Φ８ｃｍ×１２０ｃｍ，２ｋｇ），用水 －乙醇梯度

洗脱，收集各梯度洗脱液，得到水洗脱流份（Ｓ１），３０％
乙醇流份（Ｓ２），５０％乙醇流份（Ｓ３），７０％乙醇流份

（Ｓ４），９５％乙醇流份（Ｓ５）及０．１％乙酸醇液（Ｓ６）６部

分，通过点聚酰胺薄层板确定Ｓ２ 和Ｓ３ 化学成分相

同，合并Ｓ２ 和Ｓ３ 流份，得到Ｓ２，３。

１．２．６　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分药物母液
的制备

　　称取甘蔗叶总黄酮、总黄酮５个组分（Ｓ１，Ｓ２，３，

Ｓ４，Ｓ５，Ｓ６）用 ＤＭＳＯ溶解，制成３．２×１０５μｇ／ｍｌ母

液，避光，４℃冰箱保存。

１．２．７　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分最低抑菌浓度
（ＭＩＣ）测定

　　用无菌ＢＨＩ液体培养基二倍稀释法将甘蔗叶总

黄酮、总黄酮５个组分（Ｓ１，Ｓ２，３，Ｓ４，Ｓ５，Ｓ６）药物母液

稀释成１６×１０３μｇ／ｍｌ，８×１０
３
μｇ／ｍｌ，４×１０

３
μｇ／ｍｌ，

２×１０３μｇ／ｍｌ，１×１０
３
μｇ／ｍｌ，０．５×１０

３
μｇ／ｍｌ，０．２５×

１０３μｇ／ｍｌ的药物稀释液。将已制备的变异链球菌和

粘性放线菌细菌悬液与各组药液按１∶１比例，各

１００μｌ分别接种于９６孔板，同时设立溶剂对照组

２６２ Ｇｕａｎｇｘｉ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｖｏｌ．２０Ｎｏ．３，Ａｕｇｕｓｔ　２０１３



（ＤＭＳＯ），用震荡器震荡１ｍｉｎ后，放入厌氧袋于

８０％Ｎ２，２０％ＣＯ２，３７℃恒温培养２４ｈ。以培养液中

无细菌生长的最低稀释浓度为 ＭＩＣ。实验平行３个

复空，重复３次。

１．２．８　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分最低杀菌浓度
（ＭＢＣ）测定

　　选取给药浓度大于 ＭＩＣ的各孔，分别取２０μｌ涂

布于ＢＨＩ固体培养基上，相同条件下培养２４ｈ，观察

菌落数少于５～６个的最低浓度为最低杀菌浓度

（ＭＢＣ）。实验平行３个复空，重复３次。

２　结果与分析

２．１　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分对变异链球菌和
粘性放线菌的最低抑制浓度（ＭＩＣ）

　　溶剂对照组（ＤＭＳＯ）对实验无干扰，甘蔗叶总黄

酮及其各化学组分对变异链球菌和粘性放线菌最低

抑制浓度（ＭＩＣ）见表１。由表１可见，总黄酮水洗流

份Ｓ１ 抑菌效果较差，其他药物均有一定的抑菌效果。
对变异链球菌ＡＴＣＣ　１０３８７抑菌效果，Ｓ２ 和Ｓ３ 与阳

性对照药ＥＧＣＧ相当，最小抑菌浓度均为４×１０３μｇ／

ｍｌ；Ｓ５ 和Ｓ６ 与阳性对照药ＥＧＣＧ抑菌效果相当，对
变异 链 球 菌 ＡＴＣＣ　１０３８７ 和 粘 性 放 线 菌 ＡＴＣＣ
１９２４６的最小抑菌浓度均为１×１０３μｇ／ｍｌ。
表１　各化学组分对变异链球菌和粘性放线菌的 ＭＩＣ

Ｔａｂｌｅ　１　ＭＩＣ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｏｎ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｍｕｔａｎｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ

组分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

ＭＩＣ（×１０３μｇ／ｍｌ）

变异链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ

黏性放线菌
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ

总黄酮
Ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ４　 ２

Ｓ１ ＞１６ ＞１６
Ｓ２，３ ４　 ２
Ｓ４ ２　 ２
Ｓ５ １　 １
Ｓ６ １　 １
ＥＧＣＧ　 １　 １

２．２　甘蔗叶总黄酮及其各化学组分对变异链球菌和
粘性放线菌的最低杀菌浓度（ＭＢＣ）

　　由表２可见，总黄酮、Ｓ１ 对２种致龋菌无杀菌作

用。对变异链球菌 ＡＴＣＣ　１０３８７杀菌效果，Ｓ６ 与阳

性对照药ＥＧＣＧ相当，均为４×１０３μｇ／ｍｌ。

３　结论

　　龋病的防治是多方面的，学术界提倡用抗牙菌斑

药防龋，主要通过影响致龋菌的生长、代谢，调节菌斑

细菌组成，从而维持口腔正常菌群的生态平衡，其中

表２　各化学组分对变异链球菌和粘性放线菌的 ＭＢＣ

Ｔａｂｌｅ　２　ＭＢＣ　ｏｆ　ｅａｃｈ　ｃｈｅｍｉｃａｌ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ　ｏｎ　Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｍｕｔａｎｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ

组分
Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ

ＭＢＣ（×１０３μｇ／ｍｌ）

变异链球菌
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｍｕｔａｎｓ

黏性放线菌
Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｖｉｓｃｏｓｕｓ

总黄酮
Ｔｏｔａｌ　ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ ＞１６ ＞１６

Ｓ１ ＞１６ ＞１６
Ｓ２，３ １６ ＞１６
Ｓ４ １６ ＞１６
Ｓ５ １６　 １６
Ｓ６ ４　 １６
ＥＧＣＧ　 ４　 ４

中草药抗致龋菌有毒副作用小，不易产生耐药性，且
价格低廉等优点，现已成为抗致龋菌研究的热点，茶
多酚是典型代表之一。

　　甘蔗叶提取物具有广谱抗菌、抗肿瘤、抗氧化及

抑制血糖升高等多种生物学功能。实验结果表明甘

蔗叶黄酮类成分中有多种抗菌成分，对口腔常见致龋

菌均有抑制作用，其中总黄酮９５％乙醇洗脱流份

（Ｓ５）和０．１％乙酸醇溶液洗脱流份（Ｓ６）对变异链球

菌和粘性放线菌有抑菌效果，与茶多酚效果相当；

０．１％乙酸醇溶液洗脱流份（Ｓ６）对变异链球菌有杀菌

效果，与茶多酚相当。实验结果提示甘蔗叶黄酮类成

分具有一定的抗致龋菌活性，这与许多资料中提及的

黄酮类是主要的抗菌成分的说法是一致的，其抗菌谱

和抗菌机理，含量、组成、结构与抗菌活性的关系，这
些研究对甘蔗叶走向药用开发具有重要的意义。
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