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摘要　研究了包被在羟基磷灰石上的人É 型胶原与3H 2胸腺嘧啶脱氧核苷标记的乳杆菌的粘附能力及其影响因
素。结果表明:乳杆菌对胶原有较高的亲和力,该粘附具有特异性,粘附量随人É型胶原浓度、粘附时间的增加而递

增,并在 2 h 达到饱和。pH 值对粘附有显著影响, pH 值越低,粘附量越大,离子浓度对粘附也有明显影响。该实验

结果从一个侧面揭示了乳杆菌大量定植于龋牙本质、牙骨质的机理。

关键词　乳杆菌　胶原　粘附

　　致龋菌引起牙面的龋损,其粘附、定居在牙面

上是先决条件,由于牙本质、牙骨质富含胶原,故有

关致龋菌对胶原的粘附在探讨牙本质龋以及根面

龋的病因学方面有一定意义 1, 2 。为了探讨乳杆菌

大量存在于牙本质、牙骨质龋中的机理,乳杆菌对

胶原是否有亲和力是一个值得研究的问题,本实验

旨在研究乳杆菌对胶原的粘附能力及其影响因素。

1　材料和方法

1. 1　实验菌株及培养条件

干酪乳杆菌 (L c)、发酵乳杆菌 (L f)、嗜酸乳杆菌 (L a)由

四川省生物制品研究所提供,干酪乳杆菌 426, 637;发酵乳

杆菌 428, 429, 435, 531为临床新鲜分离株。细菌接种于 T S

液体培养基中,在厌氧培养箱中 (80%N 2, 20%CO 2) 37℃培

养 18 h。培养基中加入 10 ΛC iöm l 3H 2胸腺嘧啶脱氧核苷
(3H 2T dR )以标记细菌 3 , 离心收集细菌, 用 KC l 缓冲液

(1 mmo löL KH 2PO 4 及 K2H PO 4, 含有 50 mmo löL KC l,

1 mmo löL CaC l2, 011 mmo löL M gC l2, pH 610)洗涤细菌 3

次, 然后悬浮于含 5 m göm l牛血清白蛋白的 KC l缓冲液

中,分光光度计调节细菌悬液的浓度至OD 540nm为 015。

1. 2　胶原溶液的制备

将人É 型胶原 (由 Sigm a 公司提供)溶于 KC l缓冲液

中, 浓度为 250 Λgöm l, 用磁力搅拌器在 4℃冰箱中搅拌

24 h,直至胶原完全被溶解。

1. 3　细菌对实验性膜的粘附

5 m g 羟基磷灰石 (HA )加 100 Λl人É 型胶原溶液, 在

旋转混匀仪上室温旋转 (6 röm in) 1 h, 以形成胶原包被的

HA (C2HA ) 3 , 洗涤后再用牛血清白蛋白 (5 m göm l)处理

1 h, 以阻塞胶原未覆盖的 HA 表面 4 。洗涤, 加 100 Λl
3H 2T dR标记的细菌悬液孵育 1 h,彻底洗涤后转HA 到闪

烁液中, 计数, 以确定附着到 HA 表面实验性膜上的细菌

数,所有实验均重复 2次。未用抑制剂为阳性对照组。

1. 4　不同制剂乳杆菌对C2HA 粘附的影响实验
3H 2T dR 标记的菌悬液与抑制剂同时加入,抑制剂 (人

É型胶原、明胶、卵清蛋白、乳糖、葡萄糖、果糖)的浓度分别

为 1000 Λgöm l, 500 Λgöm l, 250 Λgöm l,具体实验步骤同前。

1. 5　影响乳杆菌对胶原粘附的因素

分别测试了胶原浓度、作用时间、不同 pH 值及离子浓

度这些因素对乳杆菌粘附胶原的影响,具体实验步骤同前。

2　结　　果

2. 1　不同菌株对胶原的粘附

所选用的 9 株细菌对人É 型胶原均具有不同
程度的粘附能力 (图 1) ,总的说来临床新鲜分离株

比参考株对胶原的粘附力强, 因 429 的粘附量最

大,故以下实验均采用该菌株。

图 1　不同菌株对C2HA 的粘附

2. 2　不同制剂对乳杆菌粘附的影响实验
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分别用 3 种蛋白质, 3 种糖作为竞争抑制剂,

溶液中的人É 型胶原明显地竞争性抑制了乳杆菌
对C2HA 的粘附,且浓度越大,抑制程度越高,而明

胶、卵清蛋白、糖类均对其粘附量无明显抑制作用,

而有微弱的促进作用 (附表)。
附表　不同抑制剂对粘附的影响实验

　抑制剂 浓度 (Λgöm l) 粘附相对百分率 (% ) 3

阳性对照组 　　　0 　　　100

人É型胶原 1000 42

500 61

250 87

明胶 1000 140

500 131

250 120

卵清蛋白 1000 113

500 124

250 128

乳糖 1000 118

500 107

250 91

葡萄糖 1000 118

500 118

250 125

果糖 1000 131

500 132

250 116

未加抑制剂为阳性对照组,粘附为 100%
粘附相对百分率= 实验组 cpm ö阳性对照组 cpm×100% (以下
同此)

2. 3　影响乳杆菌对胶原粘附的因素

2. 3. 1　胶原浓度对乳杆菌粘附的影响　用不同浓

度的人É型胶原溶液形成C2HA 作粘附实验,乳杆

菌的粘附量随胶原浓度的增加而相应增加,并在大

约 200 Λgöm l时达到饱和 (图 2)。

图 2　胶原浓度对乳杆菌粘附的影响

　　空白对照组的粘附为 100%

2. 3. 2　时间对乳杆菌粘附的影响　乳杆菌对胶原

的粘附量在开始的时间内迅速增加, 20 m in 后递增

较缓,约在 2 h 达到饱和 (图 3)。

图 3　作用时间对乳杆菌粘附的影响

2. 3. 3　pH 值对乳杆菌粘附的影响　不同的 pH

值对乳杆菌粘附量有显著的影响, pH 值越低,该粘

附量越高,且 pH 值 615以下,细菌的粘附量随 pH

值的增高而陡然下降, pH 值 615以上,该曲线趋于

缓和 (图 4)。

图 4　pH 值对乳杆菌粘附的影响

图 5　不同 KC l浓度对乳杆菌粘附的影响

图 6　不同N aC l浓度对乳杆菌粘附的影响

2. 3. 4　离子浓度对乳杆菌粘附的影响　乳杆菌对

胶原的粘附量分别随 KC l, N aC l, CaC l2 浓度的增
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加而递增, 前 2 种盐溶液在 50 mm o löL 时达到高
峰, 后者在 20 mm o löL 时达到高峰, 之后, 都随着

浓度的增加而下降 (图 5～ 7)。

图 7　不同CaC l2浓度对乳杆菌粘附的影响

3　讨　　论

3. 1　乳杆菌对胶原有粘附能力

有关乳杆菌粘附的研究甚少,在国内尚未见报

道。乳杆菌在牙面菌斑中所占比例极小,故对龋病

的发生不居主导地位。但出现龋坏后,病变区的乳

杆菌却大量增加,随着龋病严重程度加重,乳杆菌

数量亦随之增加,当龋洞经过修复处理后该菌的数

量下降 5 ,该现象除了局部低 pH 环境有利于其滞

留、生长外,可能还与它主动粘附到胶原上有关,牙

本质、牙骨质一经龋坏脱矿后有大量胶原暴露,这

可能促进了乳杆菌在病变局部的粘附。本实验通过

不同菌株对C2HA 粘附的同位素检测表明: 乳杆菌

对胶原有粘附能力,且该粘附能力在菌株之间差异

极大, 临床新鲜分离株明显比参考株的粘附活性

强,这可能与参考株细菌传代后粘附力较小有关。

3. 2　乳杆菌对胶原粘附的特异性

采用竞争抑制试验,其中溶液中的人É型胶原
明显地竞争抑制了乳杆菌对C2HA 的粘附,且抑制

程度与浓度呈正比, 而其它蛋白和糖均无抑制作

用,由此证实,乳杆菌对胶原粘附具有特异性。

3. 3　影响乳杆菌对胶原粘附的因素

乳杆菌对胶原的粘附随时间的增加而相应递

增,在开初 10 m in 内上升速度很快,这说明乳杆菌

能迅速识别胶原上的受体结合部位,并结合上去,

大约在 2 h 左右粘附量达到饱和。乳杆菌对胶原的

粘附随胶原浓度的增加而增加,在 200 Λgöm l时达

到饱和 这很可能是在此浓度时 包被 HA 的胶原

量达到了饱和。pH 值对乳杆菌粘附胶原的影响很

大, pH 值越低,粘附量越大,在 pH 6. 5以下的范围

内, 随 pH 值的增高其粘附量陡然下降, 以往资料

所报道的 pH 值对细菌粘附胶原的影响不大,可能

是所取的 pH 值的范围较小有关 (pH 6～ 8) 6 ,而本

实验所取的 pH 值的范围是 415～ 815。低 pH 环境

和胶原的暴露都有利于乳杆菌的大量粘附。离子浓

度对乳杆菌粘附胶原的影响表明: 磷酸钾盐缓冲液

中粘附量较低,当加入N aC l, KC l, CaC l2 任何一种

以增加离子浓度时,粘附量便增加,并随离子浓度

的增加而相应递增,达到高峰后又随离子浓度的增

加而迅速下降。N a+ , K+ 可能是改变了细菌细胞壁

上某种成分的分子构型,从而增加了细菌与胶原的

结合位点, 也可以说是活化了细胞壁上的某种成

分, Ca2+ 除了与N a+ , K+ 有类似的促进粘附作用

外,还有钙桥的作用,钙将菌体表面的负电荷集团

与 C2HA 上的负电荷集团键合而致, 此外, 以上 3

种离子浓度所促进的粘附均有一个阈值,超过这一

阈值粘附量反而下降。

口腔乳杆菌对人É型胶原有较大亲和力,这很

可能是它们大量定植于牙本质、牙骨质龋的原因之

一 6 。本实验结果进一步证实了这一观点。变形链

球菌和粘性放线菌也被证实对胶原有粘附能

力 7, 8 ,如何阻止这些致龋菌对胶原的粘附,对寻找

防龋、控龋措施有重要意义。
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B ind ing of Ora l Lactobac ill i to Collagen
Guo L ijuan, L iu T ian jia, L iu Yu rong

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
T he p resen t study su rveyed the ab ility, the characters and the influen tia l facto rs on lactobacilli b inding to the co llagen.

T he experim en t emp loyed reference stra in s and fresh iso lated stra in s. B inding of 3H 2labeled bacteria to hum an type É co lla2
gen abso rbed on hydroxyapatite su rface (C2HA ) w as tested. T he resu lts suggested that the lactobacilli had h igh affin ity fo r

co llagen. Competit ive inh ib ito ry assay indicated the at tachm en t w as h igh ly specific. B inding to C2HA occu red in a co llagen

do se2dependen t m anner. pH value of react ion m ix tu res sign ifican tly affected the adherence. Below pH 615, increasing pH val2
ue caused a reduction of b inding. A bove pH 615, the b inding w as less affected. T he ion ic strengh th apparen tly influenced the

b inding level.

T he resu lts of th is study revealed one of the m echan ism s that o ral lactobacilli target den tin and roo t su rfaces caries. T h is

m ay also be a cariogen ic viru len t facto r of lactobacilli.

Key words:　lactobacilli　　co llagen　　adherence

中华口腔医学会第五次全国牙体牙髓病学术会议纪要

中华口腔医学会第五次全国牙体牙髓病学术会议于 1997年 10月 16～ 18日在四川成都召开,此次会议由华西医科大学

口腔医学院承办。大会共收到全国各地论文 395篇,其中牙体硬组织非龋性疾病 75篇,龋病 92篇,牙髓病 73篇,根尖周病 99

篇,其它 56篇。到会代表 215名,会上交流论文 95篇。

会议主要交流内容: ①牙体硬组织非龋性疾病: 对牙折裂、牙本质过敏进行了重点交流,介绍了一些新型的脱敏材料,对

激光作用下,牙本质内的钙ö磷变化进行了研究。②龋病: 对免疫预防措施的探讨作了较多的报道,如基因重组乳链球菌防龋

疫苗的研制,前霍乱原类毒素与变链球菌表面蛋白 P1结合的粘膜免疫,抗茸毛链球菌表面蛋白抗原单克隆抗体的动物免疫

实验。对致龋菌,菌斑中粘附现象及机理,粘性放线菌菌毛生物活性等的研究均有进一步发现。③牙髓病临床研究方面,对保

存牙髓活力的盖髓剂作了多方面的探讨,如氟化钙、医用胶加氢氧化钙、SOD ,改良 FR 盖髓剂等的研究; 基础方面,对炎症牙

髓组织中 52羟色胺、TN F2Α, IL 28等均作了较为深入的研究,对牙髓组织的修复机理及能力也作了一些研究,如牙本质非胶原

蛋白对反应性修复性牙本质的形成,甲状旁腺激素对人牙髓细胞AL Pase活性影响的研究。基础研究还出现了新的方向。④根

尖周病: 注重于根管充填材料的研究,如复方羟磷灰石加肽尖, TH 医用胶, BM PöHA 复合材料等,根尖周病的恢复主要依赖

根周牙周结缔组织和牙槽骨组织的生长,在这方面也有可喜的研究报告,如 IL 21Α对调节人牙周膜成纤维细胞AL Pase活性

的作用, IL 26对人成骨细胞AL Pase活性的影响。

此外,还有其它新的内容,总体说来,此次大会充分反映了我国牙体牙髓病在临床及基础研究方面均较过去有了新的提

高,部分基础方面的研究已接近当前国际水平。大会还产生了新一届中华口腔医学会牙体牙髓病学专业委员会。

此次大会得到华西医科大学口腔医学院及国内外 20余家厂商的大力支持,使大会取得圆满成功,谨向他们致以深深的谢

意!

感谢全国广大口腔医务工作者的热情支持!

(刘天佳)
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