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【摘要】 目的 探讨黄芩苷对变异链球菌国际标准株UA159的体外抑制作用。方法 采用液体倍比稀释法

结合酶标仪测 OD600 值测定黄芩苷对变异链球菌 UA159 的最低抑菌浓度（minimum inhibitory concentration，
MIC）。利用酶标仪测定不同浓度的黄芩苷药液中变异链球菌UA159的OD600值，绘制生长曲线；计算黏附率

及黏附抑制率；用结晶紫定量法测定黄芩苷对变异链球菌UA159生物膜形成的影响；用扫描电镜观察黄芩苷

对变异链球菌UA159细菌总量的影响。结果 黄芩苷对变异链球菌UA159最低抑菌浓度为 12 mg/mL；随着

黄芩苷药液浓度的增加，变异链球菌UA159生长速度缓慢，并且其黏附率下降，黏附抑制率增加（P < 0.05）。

结晶紫定量法结果显示，与菌液组相比，0、6、12 h时加入黄芩苷药液变异链球菌UA159生物膜形成量显著降

低（P＜0.001）。扫描电子显微镜下，0、6、12 h时加入黄芩苷后细菌总量均明显下降。结论 黄芩苷能够抑制

体外变异链球菌UA159的生长繁殖；同时其对变异链球菌UA159的黏附、生物膜形成均有抑制作用。
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【Abstract】 Objective To investigate the inhibitory effect of baicalin on Streptococcus mutans UA159 in vitro. Meth⁃
ods The minimum inhibitory concentration (MIC) of baicalin on Streptococcus mutans UA159 was determined by the
liquid multiple dilution method combined with the OD600 value measured by microplate. The OD600 value of Streptococcus
mutans UA159 in different concentrations of baicalin was measured by an enzyme mapping instrument. A growth curve
was drawn, and the adhesion rate and adhesion inhibition rate were calculated. The effect of baicalin on the formation of
Streptococcus mutans UA159 biofilms was observed by the crystal violet quantitative method and scanning electron mi⁃
croscopy. The effect of baicalin on the total number of Streptococcus mutans UA159 bacteria was observed by scanning
electron microscopy. Results The MIC of baicalin on Streptococcus mutans UA159 was 12 mg/mL. With increasing ba⁃
icalin concentration, the growth rate of Streptococcus mutans UA159 was slowed, the adhesion rate of Streptococcus mu⁃
tans UA159 decreased and the adhesion inhibition rate increased（P < 0.05）. The results of crystal violet quantitative
method showed that compared with the bacterial control group, the biofilm formation of Streptococcus mutans UA159 was
significantly reduced after adding baicalin at 0 h, 6 h and 12 h (P < 0.001). Under a scanning electron microscope, the
total number of bacteria decreased significantly after adding baicalin at 0 h, 6 h and 12 h. Conclusion Baicalin can
inhibit the growth and reproduction of Streptococcus mutans UA159 in vitro as well as the adhesion and biofilm forma⁃
tion of Streptococcus mutans UA159.

【收稿日期】2020⁃10⁃26；【修回日期】2020⁃12⁃22
【基金项目】四川省科技厅-泸州市人民政府-泸州医学院联合科研项目（14JC0049⁃LY53）
【作者简介】吴菊，硕士研究生，Email：302871518@qq.com
【通信作者】刘兴容，教授，Email：liuxingrong163@163.com，Tel：86⁃830⁃3101243

开放科学（资源服务）标识码（OSID）

·· 462



口腔疾病防治 2021年 7月 第 29卷 第 7期
Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Jul. 2021, Vol.29 No.7 http://www.kqjbfz.com

【Key words】 baicalin; natural medicine; Streptococcus mutans UA159; caries; minimum inhibitory concentra⁃
tion; growth curve; adhesion rate; adhesion inhibition rate; biofilm formation; in vitro study
J Prev Treat Stomatol Dis, 2021, 29(7): 462⁃467.
【Competing interests】 The authors declare no competing interests.
This study was supported by the grants from Joint Scientific Research Project of Sichuan Provincial Department of Sci⁃
ence and Technology Luzhou Municipal People􀆳s Government and Luzhou Medical College (No. 14JC0049⁃LY53).

龋病是常见的口腔细菌性疾病之一，不仅会

影响患者咀嚼功能，还会影响患者言语、面部表

情，甚至会影响患者的心理健康［1⁃2］。研究表明，变

异链球菌可通过黏附、产酸和耐酸作用破坏牙体

组织而形成龋坏。黄芩是一种具有抗炎、抗病毒、

抗肿瘤、抗氧化、抗菌等多种生物活性的中药，可

用于治疗呼吸道感染、肺炎、结肠炎、肝炎和过敏

性疾病［3］。黄芩苷（baicalin）是从黄芩的干燥根中

提取的一种黄酮类化合物，是黄芩的主要活性成

分，仅在黄芩的根部黄芩苷的含量就可以达

10.11%［4］。研究表明，黄芩能够抑制痤疮丙酸杆菌

引起的白细胞介素⁃1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）和 IL⁃
8水平的上调［5］；黄芩苷能够抑制铜绿假单胞菌的

生物膜形成［6］。本文旨在探讨黄芩苷对变异链球

菌的抑菌作用；测定黄芩苷在体外环境中对变异

链球菌 UA159 的最低抑菌浓（minimum inhibitory
concentration，MIC）；观察不同浓度黄芩苷对变异

链球菌 UA159生长、黏附能力及生物膜形成的影

响，为其在龋病防治中的应用提供依据。

1 材料与方法

1.1 实验菌株与试剂

变异链球菌国际标准株 UA159（以下简称

UA159）由四川大学华西口腔医学院国家重点实验

室提供。BHI琼脂培养基、BHI液体培养基、磷酸

盐缓冲液、黄芩苷、二甲基亚砜（北京索莱宝科技

有限公司，中国）、50%戊二醛（成都市科隆化学品

有限公司，中国）、结晶紫染色液（上海碧云天生物

技术有限公司，中国）、一次性无菌接种环（Bilogix
Group，美国）、Millex⁃GP 0.22 μm 微孔滤膜（Milli⁃
pore公司，美国）。

1.2 实验方法

1.2.1 液体倍比稀释法测定 UA159的MIC值 取

10支试管，编号 1～10。1、2、8号试管中加入 1 mL
黄芩苷药液（浓度为 48 mg/mL），2～7、9、10试管中

加入1 mL BHI液体培养基，1～7号管内按二倍梯度

稀释，黄芩苷药液浓度依次为 48、24、12、6、3、1.5、
0.75 mg/mL；第 8管为药液对照组，药液浓度为 48
mg/mL；第 9管为溶剂对照组，药液浓度为 0 mg/mL；
第 10管为菌液对照组，药液浓度 0 mg/mL。取冻存

变异链球菌UA159菌株，复苏传代，厌氧培养 24 h；
经镜检确定为纯培养后，取单个菌落接种于BHI液
体培养基中，在 37 ℃、厌氧培养 18 h；离心，无菌

PBS漂洗 3次；离心并用BHI液体培养基稀释重悬，

调整菌液吸光度为OD600＝1.0；BHI液体培养基稀释

UA159菌悬液100倍后，加入到1～7号、9号及10号
试管中；8 号试管中加入等体积的 BHI 液体培养

基。酶标仪测 37 ℃厌氧箱培养 0、24 h后各试管内

UA159 的 OD600 值，计算 24 h 后的 OD 增长值，即

ΔOD600值。每个浓度取样3次，记录数值取平均值。

1.2.2 UA159 生长曲线测定 取 5 支试管，编号

1～5。BHI 液体培养基分别稀释黄芩苷药物至

MIC、1/2MIC、1/4MIC、1/8MIC 浓度，分别 0.5 mL 加

入 1～4号试管中；5号试管为加入BHI液体培养基

0.5 mL作为菌液对照组；5支试管中均加入 0.5mL
BHI 液体培养基稀释 100 倍后的 UA159 菌悬液。

酶标仪测 37 ℃厌氧箱培养 0、4、8、12、16、24 h后各

试管内UA159的OD600值，实验重复 3次，计算OD600

均值，绘制UA159的生长曲线。

1.2.3 不同浓度的黄芩苷对 UA159 黏附能力影

响 取 5支试管，编号 1～5；将 1%蔗糖BHI液体培

养基分别稀释黄芩苷药物至MIC、1/2MIC、1/4MIC、
1/8MIC浓度，分别加入 1.5 mL于 1～4号试管，5号

试管加入 1%蔗糖 BHI液体培养基 1.5 mL。5支试

管中各加入 1.5 mL稀释 100倍后的菌悬液，将 5支

试管倾斜 30 °，置于 37 ℃厌氧箱孵育 18 h 后取

出。孵育 18 h后，试管内液体均倒入第二批相应

编号的试管中，原试管中各加入 3 mL PBS液。轻

轻洗涤震荡，将洗涤液移至第三批相应编号的试

管中，原试管中再次加入 3 mL PBS液，刮下原试管

壁上的全部细菌。将第二、三批试管离心，弃上清

液，再加入 3 mL PBS液。酶标仪测定三批试管中
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UA159的 OD600值，取 3次。第一、二、三批试管内

OD600值分别对应为X、Y、Z值，计算细菌的黏附率

及黏附抑制率；黏附率＝X/（X+Y+Z）×100%；黏附

抑制率＝（菌液组黏附率⁃实验组黏附率）/菌液组

黏附率 × 100%。

1.2.4 黄芩苷对UA159生物膜形成量的影响 取

96孔板，1～5号孔中分别加入 100 μL BHI液体培

养基稀释 100倍后的UA159菌悬液，每孔设置 3个

复孔。厌氧培养 24 h，在第 0 h、6 h、12 h，分别在

1～3 号及复孔中加入 100 μL 含 20 mg/mL 的黄芩

苷药液的 BHI液体培养基。设置 4号溶剂对照组

和 5 号菌液对照组。24 h 后取出孔板，吸弃培养

液，无菌 PBS缓冲漂洗 3次，干燥，甲醛固定；洗去

甲醛，每孔加入 1%结晶紫染色液 200 μL，静置 5
min吸出，PBS缓冲液漂洗 3次，室温干燥。每孔加

入 33%冰乙酸溶液 200 μL，37 ℃恒温培养箱中作

用 30 min后，酶标仪测定 OD600值以评估生物膜的

形成的量。

1.2.5 扫 描 电 镜（scanning electron microscope，
SEM）观察黄芩苷对UA159细菌总量的影响 重复

1.2.4方法稀释UA159菌液，取 2个一次性无菌 6孔

板，其中 10个孔中均置入 22 mm × 22 mm无菌盖玻

片，加入菌液 1 mL，分 5组，每组 2孔，厌氧培养 24
h，在第 0、6、12 h这三个时间点，分别在 1、2、3组

的每个孔中加入 1 mL 20 mg/mL的黄芩苷药液，使

得最终黄芩苷药液浓度为 10 mg/mL。设置溶剂对

照组和菌液对照组。取出 6孔板，吸干菌液，无菌

PBS 溶液漂洗，吸弃；加入 2 mL 的 2.5%戊二醛溶

液，加盖放入 4 ℃冰箱中固定 4 h；吸弃孔内戊二醛

溶液，无菌 PBS溶液漂洗，PBS缓冲液漂洗 2次；依

次用 50%、70%、80%、90%酒精梯度脱水，无水乙醇

脱水 2次，室温干燥。每组选取 1枚化盖玻片 CO2

临界点干燥粘台，喷金。SEM下观察，拍照存图。

1.3 统计学分析

采取 SPSS Statistics20.0进行分析，定量资料采

用 x ± s表示。组间比较采用单因素方差分析；Lev⁃
en检验方差齐性，方差齐性采用 LSD法分析；方差

不齐采用Dunnett􀆳s法分析；P＜0.05表示差异具有

统计学意义

2 结 果

2.1 黄芩苷对UA159的MIC值

试管 1、2号表现为清亮无浑浊沉淀生长的淡

黄色液体，而试管 3～7号、9号与 10号表现为淡黄

色浑浊液体或有沉淀。ΔOD600值结果见表 1，经过

单因素方差分析，各组间差异有统计学意义（F＝

2435.346，P＜0.05），根据结果所示，结合以肉眼观

察试管内液体清亮无浑浊或沉淀的最低药物浓度

为黄芩苷的MIC，测得黄芩苷对变异链球菌UA159
的MIC值为 12 mg/mL。

2.2 生长曲线测定

由 2.1 结果已知 MIC 为黄芩苷对变异链球菌

UA159的MIC值为12 mg/mL，则设置MIC、1/2MIC、1/
4MIC、1/8MIC浓度分别为 12、6、3、1.5 mg/mL。变异

链球菌UA159的生长速度随着黄芩苷药液浓度的增

加而变慢。在0～12 h内菌液组增长迅速，后速度变

缓，进入稳定期；1.5 mg/mL药液组与菌液对照组相

比在0 h、4 h时OD600值较低，差异有统计学意义（P＜

0.001），12、6、3 mg/mL三组与菌液对照组（0 mg/mL）
各个时间点相比，OD600值均较低，差异均有统计学意

义（P＜0.001），不同黄芩苷浓度组组间相互比较差

异均有统计学意义（P＜0.001）。见表2、图1。
2.3 黄芩苷对变异链球菌UA159黏附的影响

变异链球菌UA159在 37 ℃厌氧培养 18 h后黏

附率为 42.33%；随着黄芩苷药液组浓度的增加，变

异链球菌UA159黏附率下降；经单因素方差分析，

各组间差异有统计学意义（F＝760.401，P < 0.05）；

各浓度组与菌液对照组组（0 mg/mL）相比，其差异

均有统计学意义（P＜0.05）。根据黏附率计算得出

各组的黏附抑制率显示：随着黄芩苷药液浓度的

增加黏附抑制率在增加，各组间差异有统计学意

义（F＝667.282，P＜0.05）。且各组间两两比较，其

表 1 变异链球菌UA159在不同黄芩苷浓度下的ΔOD600值

Table 1 ΔOD600 value of Streptococcus mutans UA159 at
different baicalin concentrations x ± s，n＝3

Tube numer
1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

Baicalin concentration
（mg/mL）
24
12
6
3
1.5
0.75
0.375

24
0
0

ΔOD600值

0.046 ± 0.007
0.094 ± 0.001
0.182 ± 0.004
0.265 ± 0.002
0.377 ± 0.003
0.377 ± 0.005
0.378 ± 0.008
0.020 ± 0.005
0.377 ± 0.007
0.380 ± 0.005

P

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001
0.406
0.544
0.595
< 0.001
0.496
-

P value: compared with tube 10 (bacteria control group)
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差异均有统计学意义（P＜0.05）。见表 3。

2.4 黄芩苷对变异链球菌UA159的生物膜形成的

影响

黄芩苷对变异链球菌UA159生物膜形成量的

影响结果见表 4，经单因素方差分析，各组间差异

有统计学意义（F＝958.613，P < 0.05）。与菌液组

相比，0、6、12 h时加入黄芩苷药液干预变异链球

菌生物膜形成的差异是有统计学意义的（P＜

0.001），而溶剂组细菌生物膜形成的差异无统计学

意义（P＝0.304）。

2.5 SEM观察黄芩苷对变异链球菌UA159细菌总

量的影响

SEM 下观察菌株背景为灰黑色，细菌菌体为

亮白色，圆形。变异链球菌 UA159培养 24 h后生

长良好（图 2a、2b）。0 h加入黄芩苷后UA159菌体

均基本以成对状（图 2c、2d）；6 h加入黄芩苷后细

菌总量明显下降（图 2e、2f）；12 h时加入黄芩苷后

细菌总量明显下降（图 2g、2h）。溶剂对照组（图

2i、2j）与菌液对照组相比，无明显差异。

3 讨 论

牙菌斑的形成与发育需要多种细菌的参与，

变异链球菌血清型 c、e、f是已知的致龋菌［8⁃9］。变

异链球菌通过使牙体硬组织脱矿导致龋齿形

成［10］。目前临床上常用的防龋方法有氟化物防

龋、氯己定防龋等。研究表明，氟化物虽然对变异

链球菌生物膜具有抗酸作用，但短暂的氟化物处

理不能维持对生物膜中的变形链球菌的抗酸活

性，生物膜的损害可以随着时间的推移而恢

复［11］。氟化物的滥用易导致耐氟菌株的出现，过

量使用会导致人体氟中毒，出现氟骨症、氟斑牙

等。天然药物具有毒副作用小、不易造成菌群失

调等优点，已有研究发现，黄柏、肉桂、丁香、金针

菇提取物等天然药物对变异链球菌都有抑制作

表 2 变异链球菌UA159在不同时间点不同黄芩苷浓度下的ΔOD600值

Table 2 ΔOD600 value of Streptococcus mutans UA159 at different concentrations of baicalin at different time points x ± s，n＝3
Time（h）

4
8

12
24

Baicalin concentration
12 mg/mL

0.123 ± 0.002
0.174 ± 0.005
0.211 ± 0.005
0.277 ± 0.003

6 mg/mL
0.152 ± 0.002
0.236 ± 0.008
0.315 ± 0.009
0.327 ± 0.003

3 mg/mL
0.184 ± 0.004
0.311 ± 0.005
0.411 ± 0.003
0.452 ± 0.005

1.5 mg/mL
0.192 ± 0.003
0.375 ± 0.003
0.458 ± 0.004
0.466 ± 0.003

0 mg/mL
0.211 ± 0.004
0.380 ± 0.002
0.466 ± 0.003
0.473 ± 0.002

F

349.182
895.601

1 180.943
2 197.682

P

P1

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

P2

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

P3

< 0.001
< 0.001
< 0.001
< 0.001

P4

< 0.001
0.246
0.103
0.068

P1: 12 mg/mL group vs. 0 mg/mL group; P2: 6 mg/mL group vs. 0 mg/mL group; P3: 3 mg/mL group vs. 0 mg/mL group; P4: 1.5 mg/mL group vs. 0 mg/mL
group

Figure 1 Growth curves of Streptococcus mutans
UA159 at different concentrations of baicalin

图 1 变异链球菌UA159在不同黄芩苷浓度下的

生长曲线

0 h 4 h 8 h 12 h 24 h Time

MIC
1/2MIC
1/4MIC
1/8MIC
0

0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0

△O
D 60

0

*：compared with 0 mg/mL group，P＜0.05；△：group comparison，
P＜0.05

表 3 不同黄芩苷浓度对变异链球菌UA159黏附的影响

Table 3 Effects of different concentrations of baicalin on
adhesion of Streptococcus mutans UA159 x ± s，n＝3

Baicalin concentration
12 mg/mL
6 mg/mL
3 mg/mL
1.5 mg/mL
0 mg/mL

Adhesion rate（%）

28.00 ± 0.36*
31.13 ± 0.47*
33.06 ± 0.20*
35.47 ± 0.40*
42.32 ± 0.45

Adhesion inhibition rate（%）

33.83 ± 0.92△

25.77 ± 2.18△

22.18 ± 0.69△

16.18 ± 0.71△

0

表 4 黄芩苷对变异链球菌UA159的生物膜形成量的影响

Table 4 Effects of baicalin on biofilm formation of
Streptococcus mutans UA159 x ± s，n＝3

Group
0 h
6 h
12 h
Solvent control
Bacteria control

OD600

0.132 ± 0.003
0.247 ± 0.007
0.288 ± 0.006
0.376 ± 0.004
0.381 ± 0.007

P

< 0.000
< 0.000
< 0.000
0.304
-

P value: compared with bacteria control group
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用［12⁃14］。黄芩苷作为一种天然的抑菌药物，目前国

内外关于黄芩苷与变异链球菌致龋性研究比较

少见。

3.1 黄芩苷对变异链球菌生长的影响

本实验采用液体二倍稀释法结合酶标仪测定

天然药物黄芩苷对变异链球菌生长的作用，结果

显示黄芩苷对变异链球菌 UA159 的 MIC 值为 12
mg/mL。在生长实验中，把变异链球菌UA159添加

到质量浓度为 12、6、3、1.5 mg/mL的黄芩苷及无药

液的BHI培养基内，从不同时间点的OD600值看出，

加入黄芩苷的变异链球菌UA159与标准变异链球

菌 UA159生长趋势上基本一致，但菌液浓度均低

于标准变异链球菌 UA159组，推测其原因可能是

黄芩苷可能并不影响变异链球菌UA159生长的基

本趋势，但会影响变异链球菌UA159增殖速度。

3.2 黄芩苷对变异链球菌黏附的影响

黏附是细菌在宿主内定居的第一步，变异链

球菌对牙面的黏附是其定植、致龋的基础。变形

链球菌菌株产生三种葡糖基转移酶（glucosyl trans⁃
ferase，GTF），包括GTF⁃B、GTF⁃C和GTF⁃D，它们利

用蔗糖作为底物来合成葡聚糖；变异链球菌还具

有多种高亲和力表面粘附素，即使在没有蔗糖的

情况下也能够定植［15］。黏附素在变异链球菌与基

质的黏附中发挥重要作用，黏附素包含葡糖基转

移酶、葡聚糖结合蛋白、变异链球菌表面蛋白 P1
等。本实验结果显示，变异链球菌UA159在 37 ℃
厌氧培养 18 h后黏附率为 42.33%；随着黄芩苷药

液组浓度的增加，变异链球菌UA159黏附率下降，

对细菌的黏附抑制率在增加；表明黄芩苷具有抑

制变异链球菌黏附的作用。黄芩苷抑制变异链球

菌黏附的具体抑制机制尚不清楚，可能与黏附相

关因子或者黏附相关基因有关，有待进一步研究。

3.3 黄芩苷对变异链球菌生物膜形成及细菌总量

的影响

口腔内牙菌斑形成过程比较复杂，以下三阶

段：获得性膜形成阶段、细菌附着阶段、菌斑成熟

阶段，细菌表面的受体可在获得性膜形成后，与之

结合，可共同抵抗有渗透作用的药物，同时还可加

强其他微生物对牙釉质的黏附作用［16］。变异链球

菌分泌的胞外多糖，容易与结晶紫结合，胞外多糖

与结晶紫的结合物在 600 nm波长下有最大吸收，

因此，为了反映生物膜的生成量，本实验采用酶标

仪在 600 nm波长下测定 OD值，OD值越小表示生

物膜的生成量越小，即药物对生物膜的抑制作用

越强。本实验发现：在 0、6、12 h时加入黄芩苷药

液均可影响变异链球菌 UA159生物膜形成的量，

a⁃b: bacteria control group, UA159 grew well; a: SEM (× 5 000); b: SEM (× 10 000); c⁃d: added 10 mg/mL baicalin at 0 h, UA159 grew in pairs;
c: SEM (× 5 000); d: SEM (× 10 000); e⁃f: added 10 mg/ml baicalin at 6 h, the total number of UA159 decreased significantly; e: SEM (× 5
000); f: SEM (× 10 000); g⁃h: added 10 mg/mL baicalin at 12 h, the total number of UA159 decreased significantly; g: SEM (× 5 000); h: SEM
(× 10 000); i⁃j: in the solvent control group, there were no significant differences compared with the bacteria control group; i: SEM (× 5 000); j: SEM (×
10 000); SEM: scanning electron microscope.

Figure 2 Effects of baicalin on the total number of Streptococcus mutans UA159 bacteria was observed under SEM
图 2 扫描电镜下观察黄芩苷对变异链球菌UA159细菌总量的影响

a b c d e

f g h i j
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DMSO溶液不会影响细菌生物膜形成的量，说明黄

芩苷对变异链球菌UA159生物膜形成有很好的抑

制效果。

电子显微镜显著优于光学显微镜的一大特点

是它的高分辨率，目前超高分辨率扫描电镜分辨

率高达 0.4 nm。本实验通过 SEM观察到 10 mg/mL
的黄芩苷在 0、6、12 h时加入均可影响UA159在体

外盖玻片上形成的细菌总量的密度，表明在变异

链球菌UA159形成的不同时期加入黄苓苷均使细

菌总量显著减少。

4 小 结

本实验通过天然药物黄芩苷对致龋菌变异链

球菌在体外环境中进行研究，得出以下结论：①黄

芩苷对变异链球菌 UA159的MIIC值为 12 mg/mL；
②黄芩苷并不影响变异链球菌基本的生长趋势，

但会降低其生长增殖的速度；③黄芩苷可以抑制

变异链球菌的黏附，但并不能完全使变异链球菌

丧失黏附能力；④黄芩苷可以减缓变异链球菌细

菌生物膜的形成速度，但不能完全阻断细菌生物

膜的形成；⑤黄苓苷对变异链球菌形成的不同时

期均有抑制作用。
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