
2026-07 53（4） 国际口腔医学杂志 International Journal of Stomatology

植物乳杆菌‑SLH对实验性牙周炎的治疗效果评价
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[摘要] 目的　研究临床分离植物乳杆菌-SLH 对实验性牙周炎的治疗和缓解作用。方法　从健康婴儿粪便样品

中分离纯化出 1株植物乳杆菌-SLH为实验对象，革兰染色后进行形态学观察，绘制其生长曲线和产酸曲线，通

过牛津杯琼脂扩散法检测菌体及发酵上清液对具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞菌的抑菌活性，结晶紫染色法检测该

菌株对牙周生物膜形成的抑制能力，并对菌株的溶菌酶耐受能力、体外抗炎能力进行评估。再用 4-0丝线结扎法

构建实验性牙周炎大鼠模型，将 24只大鼠随机分配为正常对照组、牙周炎组和植物乳杆菌-SLH 组，每组 8只。

用磷酸盐缓冲盐水（PBS）配置 2% 羧甲基纤维素（CMC）溶液作为植物乳杆菌-SLH的重悬溶剂施用于大鼠造

模位点的牙周袋内，在正常对照组和牙周炎组分别注射同等量 2% CMC的PBS，连续 7周给药。给药结束后，对

各组大鼠龈沟出血指数及牙周探诊深度进行检测和牙周组织病理学评估。结果　成功分离纯化得到 1株益生菌，

经 16S rDNA测序鉴定后命名为植物乳杆菌-SLH。抑菌实验及生物膜形成实验表明，该菌株的发酵上清液对牙周

致病菌牙龈卟啉单胞菌和具核梭杆菌有抑菌活性（P<0.05）。溶菌酶耐受实验表明，植物乳杆菌-SLH具有耐受较

高（3 mg/mL）溶菌酶的能力。另外，植物乳杆菌-SLH可降低炎症细胞模型中白细胞介素（IL） -1β、肿瘤坏死

因子-α 和 IL-6 炎症因子的表达（P<0.000 1）。与对照组比较，牙周炎组大鼠龈沟出血指数、牙周探诊深度增加

（P<0.000 1）。植物乳杆菌-SLH组与牙周炎组比较，其龈沟出血指数、牙周探诊深度降低（P<0.000 1）。与对照组

相比，牙周炎组体重减少（P<0.05），植物乳杆菌-SLH组与牙周炎组比较体重增加（P<0.000 1）。Micro-CT结果

显示，牙周炎组骨吸收明显，植物乳杆菌-SLH组比牙周炎组骨吸收减少（P<0.001）。苏木精-伊红染色结果显示，

植物乳杆菌-SLH组大鼠牙周组织炎症明显减轻。结论　植物乳杆菌-SLH对实验性

牙周炎具有显著的缓解作用，具有辅助治疗牙周炎的潜力。
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[Abstract] Objective　 This study aimed to investigate the therapeutic potential of clinically isolated Lactobacillus 

plantarum SLH in experimental periodontitis. Methods　A strain of Lactobacillus plantarum SLH, isolated and purified 

from fecal samples of healthy infants, served as the experimental subject. Following Gram staining for morphological ob‐

servation, its growth curve and acid production curve were plotted. The antibacterial activity of the bacterial cells and the 

cell-free fermentation supernatant against Fusobacterium nucleatum and Porphyromonas gingivalis was assessed using 

Oxford cup agar diffusion assay. The inhibitory effect of this strain on periodontal biofilm formation was evaluated via 

crystal violet staining assay. Furthermore, the strain’s tolerance to lysozyme and its in vitro anti-inflammatory capacity 

were determined. Subsequently, an experimental periodontitis model was established in rats by using ligature-induced 

method with 4-0 silk sutures. Twenty-four rats were randomly allocated into three groups (n=8 per group): a healthy con‐

trol group, a periodontitis group, and an Lactobacillus plantarum SLH treatment group. A suspension of Lactobacillus 

plantarum SLH was prepared in phosphate buffered saline (PBS) containing 2% sodium carboxymethyl cellulose (CMC) 

as a vehicle. This suspension was administered locally into the periodontal pockets at the ligation sites in the treatment 

group. The healthy control and periodontitis groups received local injections of an equal volume of the vehicle (2% CMC 

in PBS) only. This treatment regimen continued for 7 consecutive weeks. Upon completion of the administration period, 

clinical periodontal parameters, including the gingival sulcus bleeding index and probing pocket depth, were measured for 

all rats, followed by histopathological evaluation of the periodontal tissues. Results　A probiotic strain was successfully 

isolated and purified. Following identification by 16S rDNA sequencing, it was designated as Lactobacillus plantarum 

SLH. Antibacterial and biofilm formation assays demonstrated that the cell-free fermentation supernatant of this strain ex‐

hibited significant inhibitory activity against the periodontal pathogens Porphyromonas gingivalis and Fusobacterium nu‐

cleatum (P<0.05). Lysozyme tolerance test indicated that Lactobacillus plantarum SLH could withstand a relatively high 

concentration (3 mg/mL) of lysozyme. Furthermore, Lactobacillus plantarum SLH significantly reduced the expression 

levels of the inflammatory cytokines interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α, and IL-6 in an inflammatory cell 

model (P<0.000 1). In the animal experiment, compared with the control group, the periodontitis group showed signifi‐

cant increases in the gingival sulcus bleeding index and probing pocket depth (P<0.000 1). Administration of Lactobacil‐

lus plantarum SLH resulted in a significant reduction in sulcus bleeding index (SBI) and probing depth (PD) compared 

with the treatment of periodontitis groups (P<0.000 1). The body weight of the periodontitis group decreased compared 

with that of the controls (P<0.05), and the Lactobacillus plantarum SLH treatment group showed a significant increase in 

body weight compared with the periodontitis group (P<0.000 1). Micro-computed tomography analysis revealed pro‐

nounced alveolar bone resorption in the periodontitis group. This bone loss was significantly attenuated in the Lactobacil‐

lus plantarum SLH treatment group compared with the periodontitis group (P<0.001). Histopathological examination us‐

ing hematoxylin and eosin staining showed a marked alleviation of inflammatory cell infiltration and tissue damage in the 

periodontal tissues of rats treated with Lactobacillus plantarum SLH. Conclusion　Lactobacillus plantarum SLH exerts 

significant ameliorative effects on experimental periodontitis and holds potential as an adjunctive therapy for periodontal 

disease.

[Key words]  periodontitis;  Lactobacillus plantarum;  Porphyromonas gingivalis;  Fusobacterium nucleatum;  animal 

model;  inflammatory response

牙周炎是一种主要由牙菌斑中的细菌侵犯牙

周组织导致的慢性炎症性疾病，通常表现为牙周

支持组织的炎症浸润及牙槽骨的损伤和丧失[1]。第

四次全国口腔健康流行病学调查数据显示，我国

年龄在 35 岁及以上的成年人群体中，约有 62.3%

的人群患有不同严重程度的牙周炎，而重度牙周

炎的患病率更是达到了 30.6% 的水平[2]。研究[3]表

明：牙周炎的发生发展是牙菌斑中的微生物感染
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与宿主免疫反应相互作用的结果。为了保持牙周

组织的健康，牙菌斑生物膜和宿主免疫反应之间

维持着一种动态平衡，一旦这种平衡被牙周致病

菌的侵袭所打破，就会触发牙周组织的免疫反应，

导致牙周炎的发生。牙周炎相关重要致病菌主要

是具核梭杆菌 （Fusobacterium nucleatum）、牙龈

卟啉单胞菌 （Porphyromonas gingivalis）、中间普

氏菌等革兰阴性菌。这些致病菌可以通过产生毒

力因子如脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 直接

破坏牙周组织[4]，也可通过产生毒性产物刺激牙周

组织产生炎性细胞因子，如白细胞介素（interleu‐

kin，IL）-1β、肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis fac‐

tor-alpha，TNF-α）、基质金属蛋白酶（matrix me‐

talloproteinases，MMP） 等[5]，诱导免疫细胞迁移

聚集在牙周组织内引发炎症反应，导致牙周组织

的破坏和深牙周袋的形成。这些炎症因子还可由

牙周组织进入循环系统，介导全身炎症状态，因

此牙周炎也是心血管疾病[6]、糖尿病[7]、类风湿性

关节炎、阿尔兹海默症、癌症等全身性疾病的危

险因素[8-9]。控制牙周组织的局部炎症并防止宿主

产生过度的免疫反应，对于引导微生物群落向更

健康的状态转变至关重要，这不仅是治疗牙周炎

的核心策略，也是促进全身健康的重要途径。

机械治疗去除菌斑刺激物结合药物辅助治疗

是临床治疗牙周炎的主要方式，而药物治疗最常

用的是抗生素类药物。临床治疗牙周炎使用的抗

生素种类主要为硝基咪唑类、四环素类以及青霉

素类抗菌药物[10]，因在牙周袋局部维持抗生素药

物的有效浓度需要全身大剂量使用抗生素，这可

能会导致耐药性的产生、菌群失衡和肝肾毒性的

风险[11]。因此，开发一种安全、高效的非侵入性

和非抗生素治疗的策略对牙周炎防治具有重要意

义。益生菌疗法成为了近年来的一个研究热点，

它是一种新型的“以菌治菌”的生物疗法，其安

全性已被欧美食品安全组织和中国国家卫生健康

委 员 会 （National Health Commission of China，

NHC）认可[12]。益生菌在 2001 年被世界卫生组织

及联合国粮农组织定义为“适量补充至宿主体内

后，能够对其健康状况产生积极效益的一类微生

物”[12]。用于牙周炎治疗的益生菌大多是乳杆菌

属，比如罗伊氏乳杆菌、唾液乳杆菌以及植物乳

杆菌等。大量研究揭示了益生菌治疗牙周炎的作

用机制，首先定植是益生菌发挥疗效的第一步，

定植后通过与口腔致病菌竞争附着位点和营养物

质的方式进而限制其他病原菌的定植和生长[13]；

其次是产生抗菌物质，比如细菌素[14]、有机酸、

短链脂肪酸等[15]，这些物质可以破坏致病菌的细

胞壁，降低生物膜的 pH值来发挥抑菌作用[16]；同

时，还能增强单核-巨噬细胞的吞噬、刺激免疫球

蛋白 A （immunoglobulin A，slgA）的分泌以及促

进抗炎细胞因子的产生来调节宿主的免疫反应[17]。

此外，益生菌也可通过抑制口腔上皮细胞的凋亡

以及增加E-钙黏蛋白（E-cadherin）和 β-连环蛋白

（β-ca-tenin）等连接蛋白的表达来维护口腔黏膜的

屏障功能[18-19]。综上所述，益生菌通过抑制牙周病

原菌以及调节宿主免疫反应发挥治疗牙周炎的效

果。虽然大量研究表明目前已商品化的益生菌如

罗伊氏乳杆菌、鼠李糖乳杆菌 （Lactobacillus 

rhamnosus）和唾液链球菌 K12等对牙周炎有一定

的治疗效果。但由于益生菌的定植有个体差异以

及抗菌能力相对于抗生素来说效果较差，现阶段

还没有发现一株益生菌菌株能够完全代替抗生素

用于牙周炎的辅助治疗。因此需要更多研究来筛

选口腔益生特性更好的益生菌菌株，进一步优化

其在牙周炎治疗中的应用。

本研究从健康婴儿粪便样品中分离一株植物

乳杆菌并评估其对牙周炎治疗的体内外益生性能，

为益生菌疗法应用于牙周炎治疗提供更多有益的

数据。

1　  材料和方法

1.1　  材料

1.1.1　  菌株与细胞株

牙龈卟啉单胞菌 ATCC 33277 和具核梭杆菌

ATCC 10953 购买自广东省微生物菌种保藏中心，

RAW264.7细胞系购买自美国典型培养物保藏中心

（American Type Culture Collection， ATCC） 细

胞库。

1.1.2　  实验动物

雄性 SD 大鼠 24 只，无特定病原体 （specific 

pathogen free，SPF） 级，7 周龄，体重 200~230 

g，购自贵州医科大学实验动物中心，许可证号

SCXK （黔） 2018-0001。将 SD 大鼠安置在温度

为 18~24 ℃、相对湿度 40%~70%的环境中适应性

饲养 1 周，每日光照 12 h，不限饮水，定时供给

喂养饲料。动物实验遵循国家法规和《关于动物

伦理与福利的作者指南共识》。动物实验已通过
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贵州医科大学实验动物伦理委员会批准 （批号：

2402162）。

1.1.3　  主要实验仪器及试剂

DeMan、Rogosa 和 Sharpe （DeMan，Rogosa 

and Sharpe broth medium，MRS）肉汤培养基、脑

心浸液肉汤培养基（brain heart infusion broth，B-

HI）、琼脂、氯化血红素、碳酸钙、维生素K、无

菌脱纤维绵羊血、革兰染色液、溶菌酶（北京索

莱宝生物科技有限公司，中国），复方氯己定溶

液（江苏晨牌邦德药业有限公司，中国），牙龈卟

啉单胞菌-LPS （InvivoGen 公司，法国），细胞总

RNA提取试剂盒逆转录试剂盒FasKing gDNA Dis‐

pelling RT SuperMix （北京天根生化科技有限公

司，中国），2×HQ SYBR qPCR Mix （No Rox）试

剂盒（上海翌圣生物科技股份有限公司，中国），

β-actin、IL-6、TNF-α、IL-1β 引物 （上海生工生

物工程股份有限公司，中国），即用型三溴乙醇

（阿佛丁，2.5%）溶液（南京爱贝生物科技有限公

司，中国），超净工作台 （苏州净化设备有限公

司，中国），正置显微镜（Nikon公司，日本），厌

氧工作站（Munro Instruments公司，英国），微生

物培养箱（上海跃进医疗器械有限公司，中国），

多功能酶标仪、细胞 CO2培养箱 （赛默飞世尔科

技公司，美国），聚合酶链式反应 （polymera-se 

chain reaction，PCR） 仪 （Biorad 公司，美国），

pH计（Mettler Toledo公司，美国）。

1.2　  植物乳杆菌菌体及发酵上清液的制备

将分离冻存的植物乳杆菌在MRS固体培养基

上进行两代划线培养后，挑取生长良好的单菌落

接种至 5 mL MRS 液体培养基中。于 37 ℃恒温条

件下静置培养至光密度值 （optical density，OD）

稳定不再发生变化 ［活菌数为 1×1010~1.5×1010菌

落形成单位 （colony forming unit，CFU） /mL］

为发酵培养液，在 4 ℃、12 000 r/min 的条件下

离心 10 min 以分离菌体和上清。并将上清液通过

0.22 μm的无菌过滤膜进行过滤，最终获得无细胞

成分的发酵上清液。离心所得的菌体用磷酸盐缓

冲盐水 （phosphate buffered saline，PBS） 洗涤 3

次，最后将菌体重悬于 PBS 缓冲液中，调整菌体

浓度为1×108 CFU/mL，4 ℃保存备用。

1.3　  菌株的分离纯化及鉴定

将从贵阳市妇幼保健院儿童医院采集的 20个

1~7月龄的健康婴儿粪便样品用PBS溶解进行梯度

稀释至 10-4倍后，于无菌环境中分别取 100 μL 稀

释后的粪便样品均匀涂布于含 2% 碳酸钙的 MRS

固体平板上，倒置平板于 37 ℃培养 48~72 h。根

据菌落形态特征、透明圈的大小挑选具有乳酸菌

形态的单菌落，连续转接于MRS固体平板直至镜

检为纯菌落。纯化后的菌株接种于MRS肉汤培养

基中 37 ℃培养 24 h，用体积分数 20%甘油保存至

冻存管中−80 ℃条件下保存备用。

活化菌株后收集菌体，用细菌总DNA提取试

剂盒提取 DNA，提取成功后用 1% 的琼脂糖凝胶

电泳进行检测并测量浓度。提取样品中 DNA 后，

行菌株的 16S rDNA 序列的 PCR 扩增与克隆，

PCR 扩增体系：2×Phanta Flash Master Mix （Dye 

Plus） 12.5 μL，上游引物 1.0 μL，下游引物 1.0 μL，

DNA 模板 1.0 μL， ddH2O 补足至 25 μL。细菌

16S rDNA 基因 V3~V4 可变区：上游引物 38F：

5􀆳-TGACGGGCGGTGTGTACAAG-3􀆳，下游引物

38R：5􀆳-TGACGGGCGGTGTGTACAAG-3􀆳。PCR

扩增条件：98 ℃预变性 3 s，35 个循环 （98 ℃变

性 10 s，55 ℃退火 5 s，72 ℃ 延伸 10 s，72 ℃稳

定延伸 1 min），最后 4 ℃保存。将 PCR 产物进行

1% 琼脂糖凝胶电泳，并送至上海生工生物工程

股份有限公司进行测序。将测序序列与美国国家

生物技术信息中心（National Center for Biotech‐

nology Infor-mation，NCBI） 数据库中的已知序

列进行比对，然后以非同属的屎肠球菌（Entero‐

coccus faecium） 作为外群，利用 MEGA 11 软件

对其他 11 个不同种的乳杆菌属的菌株构建 16s 

rDNA系统发育树。

1.4　  植物乳杆菌-SLH 的形态学观察、生长曲线及

pH 值的测定

将待测菌株接种至MRS肉汤培养基中，37 ℃

培养 12 h，用 1 μL无菌接种棒取样接种于MRS固

体培养基上划线培养，37 ℃培养 24 h后，观察菌

落形态及边缘形状、隆起状态、颜色等，挑取单

菌落进行革兰染色后在显微镜下观察菌落形态及

染色情况。将发酵菌株以 1% 接种量接种于 MRS

肉汤培养基，37 ℃摇床培养 24 h，每隔 2 h取样，

测定 pH 值，并使用紫外分光光度仪测定 OD600值

后分别绘制其生长曲线及产酸曲线。

1.5　  植乳杆菌物 -SLH 菌体及其代谢产物的抑菌

活性

参照文献[20]采用牛津杯扩散法检测植物乳杆

菌-SLH及其代谢产物对具核梭杆菌、牙龈卟啉单

胞菌的抑菌活性。将其分为 4 个组，未接菌的
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MRS液体培养基为空白对照组，复方氯己定溶液

为阳性对照组，植物乳杆菌-SLH菌体组以及植物

乳杆菌-SLH 上清液组。将保存在体积分数 30%

甘油中的具核梭杆菌、牙龈卟啉单胞菌在 BHI 固

体培养基上划线培养两代，挑取单菌落接种至

5 mL BHI 液体培养基中，在 37 ℃厌氧条件下培

养 48 h，调整指示菌菌悬液浓度为 107 CFU/mL。

在平板中倒入 10 mL 体积分数为 1.5% 的素琼脂，

待凝固后等间距放置 4个经过高温灭菌的牛津杯，

然后加入含有 5% 指示菌菌悬液的 BHI 固体培养

基，待培养基凝固后，取出牛津杯，在孔中分别

加 150 µL 植物乳杆菌-SLH 上清液、植物乳杆菌 - 

SLH 菌体、未接菌的 MRS 液体培养基和复方氯

己定溶液（含氯己定 1.2 mg/mL），37 ℃厌氧静置

培养 24 h 后用游标卡尺测量抑菌圈的直径，结果

精确至0.1 mm。

1.6　  生物膜量测定

在 24孔板中分别加入 107 CFU/mL的具核梭杆

菌、牙龈卟啉单胞菌菌悬液各 80 µL，然后加入过

滤后的植乳杆菌物-SLH上清液 160 µL，37 ℃厌氧

培养 48 h。阴性对照组以同体积的空白 MRS液体

培养基代替乳杆菌上清液，阳性对照组以同体积

的复方氯己定溶液代替乳杆菌上清液。待培养结

束后以 PBS 清洗生物膜 2 遍后用体积分数为 99%

的甲醇固定 15 min，室温干燥 10 min，室温静置

晾干生物膜后向每孔中加入 500 μL的 0.1%结晶紫

溶液将生物膜染色 30 min，染色结束以PBS清洗 2

遍后拍照。再加入 100 μL的 95%乙醇溶解，置于

摇床上振荡30 min，读取OD600值。

1.7　  细胞炎症因子测定

将活化好的 RAW264.7 细胞均匀铺于 6 孔板

中，每孔加 2 mL，浓度为 2×105个/mL，培养 2 h

后，加入浓度为 1 μg/mL 牙龈卟啉单胞菌-LPS 诱

导为炎症细胞模型。同时向每孔加 60 μL植物乳杆

菌-SLH上清液继续培养 12 h。空白对照组不添加

牙龈卟啉单胞菌-LPS 以及植物乳杆菌-SLH 上清

液，模型组只添加牙龈卟啉单胞菌-LPS不添加植

物乳杆菌-SLH上清液。

培养结束后用细胞RNA提取试剂盒提取细胞

总 RNA 后测定提取的 RNA 的浓度。使用 FasKing 

gDNA Dispelling RT SuperMix 反转录试剂盒将

RNA 反转录成 cDNA，然后使用 2×HQ SYBR qP‐

CR Mix（No Rox）定量试剂盒进行扩增反应。

以 β -actin 为内参，使用 2−ΔΔCt 法检测 IL-1β、

TNF-α和 IL-6的mRNA表达，引物序列见表1。

1.8　  溶菌酶耐受能力

采用分光光度计测量植物乳杆菌-SLH对溶菌

酶的耐受能力，将菌悬液接种至 96孔板中，分别

加入不同质量浓度的溶菌酶使得各孔终浓度为 0~

3 mg/mL。37 ℃培养24 h后测量OD600值。

1.9　  构建大鼠实验性牙周炎模型与分组干预

按照随机数字表法将24只雄性SD大鼠随机分

为正常对照组、牙周炎组、植物乳杆菌-SLH 组，

每组 8只，适应性喂养 1周。按照 1.2 mL/100 g腹

腔注射 2.5%阿佛丁麻醉大鼠。用牙科探针分离右

侧上颌第二磨牙近远中的牙龈，在近龈间隙进行

4-0丝线结扎，将丝线尽可能多结扎入龈沟，并将

丝线固定在右侧上颌第二磨牙牙颈部，每隔 2 d检

查结扎丝线是否脱落。建模 1 周后植物乳杆菌 - 

SLH组用 PBS配置 2%羧甲基纤维素（carboxyme-

thyl cellulose，CMC） 溶液作为植物乳杆菌-SLH

的重悬溶剂后施用于大鼠造模位点的牙周袋内

（1×108 CFU/mL，0.2 mL/d），每周给药 6 d，在正

常对照组和牙周炎组大鼠造模位点牙周袋内分别

注射同等量 2%CMC的PBS，连续 7周给药。每周

称量体重，检查大鼠牙龈的颜色、形态和纹理变

化，以确定炎症状态。

造模结束后腹腔注射 2.5% 阿佛丁麻醉大鼠

（1.2 mL/100 g），参考文献[21]的方法，用牙周探

针测量大鼠右侧上颌第二磨牙颊腭侧近中、正中

及远中牙周袋底或龈沟底至龈缘的距离，取其平

均值以记录牙周探诊深度（probing depth，PD）。

并用牙周探针检查其龈沟出血指数 （sulcus blee-

ding index，SBI），根据 Mazza 法记录 SBI，计分

标准如下：牙龈健康为 0；牙龈轻度水肿，探诊未

出血为 1；探诊后呈点状出血为 2；探诊出血沿龈

缘扩展为 3；出血溢出龈沟为 4；自动出血或有溃

表 1 　引物序列

Tab 1 　Primer sequence

基因

β-actin

IL-6

IL-1β

TNF-α

引物序列 （5’—3’）

F：AGGTCGGTGTGAACGGATTTG

R：TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA

F：AGTCCGGAGAGGAGACTTC

R：AGTCCGGAGAGGAGACTTC

F：ACAAAATACCTGTGGCCTTGGG

R：TTGTTTCCCAGGAAGACAGGCT

F：AGAAAGCATGATCCGCGACGT

R：AGAAAGCATGATCCGCGACGT
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疡为 5。随后分离右侧上颌骨样本用于微型计算机

断 层 扫 描 （micro-computed tomography， Micro-

CT） 分析，并采集右侧上颌第二磨牙的牙周组

织，用于牙周组织病理学评估。

1.10　  统计学分析

采用 GraphPad Prism 10 统计学软件对数据进

行处理，计量资料经正态性检验服从正态分布用

均数±标准差表示，经方差齐性检验方差齐者采用

单因素方差分析，两两比较采用 SNK （Student-

Newman-Keuls）检验，每个实验至少3个平行重复。

2　  结果

2.1　  植物乳杆菌-SLH 的形态学观察

如图 1A 所示：植物乳杆菌-SLH 菌落形态为

乳白色，圆形，直径 3~4 mm，中间隆起，表面光

滑且致密，边缘整齐。革兰染色后油镜观察呈蓝

紫色，为革兰阳性（G+）杆菌（图1B）。

2.2　  16S rDNA 鉴定结果

如图 2 所示：分离菌株在进化树中形成独立

分支，提示相对于其他乳杆菌具有独特分类地位，

与植物乳杆菌 （OQ410491） 亲缘关系较为接近，

因此将该菌株命名为植物乳杆菌-SLH （Lactoba‐

cillus plantarum SLH）。

2.3　  植物乳杆菌-SLH 的生长曲线及产酸曲线

植物乳杆菌 -SLH 的生长曲线如图 3A 所示，

菌株 0~4 h处于生长迟缓期，有缓慢生长趋势。4~

12 h处于生长对数期，生长曲线迅速上升。12 h后

处于稳定期，OD值趋于稳定，所以后期实验选择

培养 12 h后的菌株进行实验。植物乳杆菌-SLH的

产酸曲线如图 3B 所示，菌株在 0~4 h 的产酸量较

少，pH值下降较少，随着菌株的生长进入生长对

数期，开始分泌大量酸性物质，pH 值急剧降低，

而菌株生长处于稳定期后，pH值也趋于稳定。

A B

A：菌落形态；B：革兰染色 × 1 000。

图 1 　植物乳杆菌-SLH的菌落形态及革兰染色

Fig 1 　Lactobacillus plantarum SLH colony morphology and Gram stain

AB104855.1 Lactobacillus plantarum

AJ878739.1 Lactobacillus paraplantarum

OQ410491.1 Lactiplantibacillus plantarum L

Lactiplantibacillus plantarum SLH

AJ575744.1 Lactobacillus suebicus

AB218797.1 Lactobacillus vaccinostercus

AJ315640.1 Lactobacillus durianis

AB005893.1 Lactobacillus collinoides

AF090328.1 Lactobacillus brevis

AJ632219.1 Lactobacillus hammesii

AJ632157.1 Lactobacillus zymae

AJ632158.1 Lactobacillus acidifarinae

MG547317.1 Enterococcus faecium

79
100

100
100

100

100

98

87

0.01

绿色圆点所标注为本实验分离的植物乳杆菌-SLH菌株。

图 2 　植物乳杆菌-SLH 16S rDNA系统发育树

Fig 2 　Phylogenetic tree of Lactobacillus plantarum SLH 16S rDNA
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2.4　  植物乳杆菌-SLH 及其代谢产物的抑菌活性测

定

植物乳杆菌-SLH的菌体对牙周致病菌具核梭

杆菌没有抑制作用，而植物乳杆菌-SLH上清液对

具核梭杆菌有明显的抑制作用，抑菌效果较阳性

对照组差，差异具有统计学意义 （P<0.05）（图

4A、表2）。植物乳杆菌-SLH菌体同样对牙周致病

菌牙龈卟啉单胞菌没有抑制作用，而植物乳杆菌- 

SLH上清液对牙龈卟啉单胞菌有明显的抑制作用，

抑菌效果较阳性对照组差，差异具有统计学差异

（P<0.01）（图 4B、表 2）。这 2 个结果都说明起主

要抑菌作用的是代谢产物，而菌体本身没有抑菌

作用。

2.5　  生物膜量测定

采用结晶紫染色法对生物膜形成量进行测

定。测定结果如图 5 所示，与阴性对照组相比，

植物乳杆菌-SLH 上清液能够抑制生物膜的形成

（P<0.000 1），但是效果较阳性对照组的差 （P<

0.000 1），说明植物乳杆菌-SLH 上清液代谢产物

中的抑菌物质能够有效地抑制由具核梭杆菌和牙

龈卟啉单胞菌组成的双菌生物膜的形成。

2.6　  溶菌酶耐受能力评价

如图6所示，溶菌酶浓度为0 mg/mL时，菌体

生长密度OD600值为 1.811±0.001；随着溶菌酶浓度

的增加，菌体生长密度OD600值逐渐降低。当溶菌

酶浓度为 3.0 mg/mL 时，菌体生长密度 OD600 为

1.130±0.159。以实验组的OD值与对照组OD值的

比值乘以 100%所得结果大于 60%为标准，来判定

该菌株对溶菌酶所能耐受的最高浓度范围。由此

表 2 　植物乳杆菌-SLH菌体及上清液对具核梭杆菌及

牙龈卟啉单胞菌的抑菌活性

Tab 2 　Inhibitory activity of Lactobacillus plantarum 

SLH bacteriophage and its supernatant against 

Fusobacterium nucleatum and Porphyromonas 

gingivalis

组别

氯己定

植物乳杆菌-

SLH 菌体

MRS 培养基

植物乳杆菌-

SLH 上清液

抑制具核梭杆菌的

抑菌圈直径/mm

32.43±2.53

-

15.03±1.49

26.20±1.98***

抑制牙龈卟啉单胞菌的

抑菌圈直径/mm

35.75±1.23

-

15.27±0.29

31.77±2.63****

注：抑菌圈直径包含牛津杯外径（8 mm）；“-”表示为无抑菌圈；

***表示与 MRS培养基组组间比较差异 P<0.001，****表示与 MRS培

养基组组间比较差异P<0.000 1。
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A B

A：生长曲线；B：产酸曲线。

图 3 　植物乳杆菌-SLH的生长曲线及产酸曲线

Fig 3 　Growth curve and acid yield curve of Lactobacillus plantarum SLH

A B

A：对具核梭杆菌的抑菌活性；B：对牙龈卟啉单胞菌的抑菌活

性；①氯己定，②植物乳杆菌-SLH 上清液，③MRS培养基，④植物

乳杆菌-SLH菌体。

图 4 　植物乳杆菌-SLH菌体及发酵上清液的抑菌效果

Fig 4 　Antibacterial effect of Lactobacillus plantarum SLH bacterial 

cells and fermented supernatan
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可知，在溶菌酶浓度为 0~2.0 mg/mL 时，植物乳

杆菌-SLH的生长状况基本未受显著影响；而当溶

菌酶浓度升高至 3 mg/mL 时，尽管其吸光度值有

所降低，但该菌株的最高耐受程度依然保持在

60% 以上，这一耐受水平远高于人体口腔中溶菌

酶的浓度 （1~57 μg/mL） 范围[22]。由此推测，该

菌株具有在人体口腔中存活定植的潜力。

2.7　  细胞炎性因子测定

通过逆转录定量聚合酶链式反应 （reverse 

transcription quantitative polymerase chain reaction，

RT-qPCR） 检测炎性细胞模型中 IL-6、 IL-1β、

TNF-α 的表达量进行相对定量测定及分析，以此

比较植物乳杆菌-SLH 对细胞炎症因子表达的影

响。如图 7 所示，与空白对照组相比，牙龈卟啉

单胞菌 -LPS 干预后的模型组炎症因子 IL-6、 IL-

1β、TNF-α的表达量显著上升（P<0.000 1）。与炎

症模型组相比，经过植物乳杆菌-SLH上清液处理

后的炎症因子表达量显著下调，且差异具有统计

学意义（P<0.000 1），说明该株菌的代谢产物具有

抗炎效果。

阴性对照组
氯己定组
植物乳杆菌-SLH上清液组

∗∗∗∗
∗∗∗∗ ∗∗∗∗4

3

2

1

0

O
D

60
0

阴性对照组

氯己定组

植物乳杆菌-SLH

上清液组

A B

A：结晶紫染色观察各处理组生物膜形态；B：各组生物膜形成的OD值测定。****：P<0.000 1。

图 5 　抑制牙菌斑生物膜形成的测定

Fig 5 　Analysis of dental plaque biofilm formation inhibition
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图 6 　植物乳杆菌-SLH在不同溶菌酶浓度下的生长密度

Fig 6 　Growth density of Lactobacillus plantarum SLH at different 

lysozyme concentrations
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图 7 　植物乳杆菌-SLH对细胞炎症因子mRNA表达的影响

Fig 7 　Effect of Lactobacillus plantarum SLH on the mRNA expression of inflammatory factors in cells
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2.8　  实验性牙周炎模型构建及组织病理学分析结

果

利用 4-0丝线结扎法构建大鼠实验性牙周炎模

型 （图 8A）。在整个造模期间，正常对照组大鼠

精神良好，毛发具有光泽，摄食饮水正常，体重

在整个实验期间稳定增长。牙周炎组与植物乳杆

菌-SLH 组在 1~3 周内出现精神萎靡，活动减少，

毛发逐渐失去光泽，相对于正常对照组体重增加

较缓慢。在 3 周以后，牙周炎组与植物乳杆菌 - 

SLH 组大鼠的精神状态以及活动量逐渐恢复，体

重逐渐回升。其中，植物乳杆菌-SLH 组在第 4周

后体重恢复速率显著高于牙周炎组。造模结束时

回复至正常对照组水平 （体重无显著差异，P>

0.05）。提示植物乳杆菌-SLH的干预改善了因牙周

炎引起的体重降低。

如图 8B所示，正常对照组牙龈呈粉红色，边

缘菲薄紧贴牙面，质地致密坚韧。如图 8C 所示，

牙周炎组牙龈红肿，质地松软，边缘肥厚，轻探

出血，而植物乳杆菌-SLH组牙龈红肿情况较牙周

炎组减轻 （图 8D）。牙周临床检测结果显示：正

常对照组无牙周袋以及探诊出血，牙周炎组以及

植物乳杆菌-SLH组与正常对照组相比PD和SBI增

加，差异有统计学意义（P<0.000 1）。植物乳杆菌- 

SLH组的 PD以及 SBI较牙周炎组都有减轻，差异

有统计学意义（P<0.000 1）（图8F）。

2.9　  各组大鼠牙周组织学评估及牙槽骨 Micro-CT

分析

大鼠牙龈组织苏木精-伊红 （hematoxylin and 

eosin，HE）染色结果显示，正常对照组牙龈上皮

角化正常，棘层细胞排列紧密，结缔组织内网状

纤维排列整齐，无明显炎症细胞浸润，牙槽骨未

见破坏。牙周炎组牙龈上皮增厚，棘层增生，上

皮钉突伸长，网状纤维结缔组织破坏排列紊乱，

血管增生，周围见炎症细胞浸润，牙槽骨明显吸

收。与牙周炎组比较，植物乳杆菌-SLH组牙龈上

皮的炎症较轻，炎性细胞浸润程度减少，网状纤

维结构破坏较轻，牙槽骨破坏程度较轻（图 9A）。

如图 9B、C所示，根据Micro-CT扫描结果，与正

常对照组相比较牙周炎组釉牙骨质界-牙槽嵴顶

（cemento-enamel junction to alveolar bone crest，

CEJ-ABC）的距离明显增加，差异有统计学意义
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图 8 　大鼠牙周炎模型的建立和牙周临床指标检测

Fig 8 　Establishment of the rat periodontitis model and measurement of periodontal clinical parameters
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（P<0.000 1），骨吸收明显，大鼠实验性牙周炎模

型构建成功。植物乳杆菌-SLH 组对比牙周炎组

CEJ-ABC 的距离明显减少，差异有统计学意义

（P<0.001），说明植物乳杆菌-SLH 的干预改善了

牙周组织炎症与抑制骨吸收。

3　  讨论

近年来，人们对益生菌作为牙周炎的替代辅

助治疗及预防的研究兴趣日益增长。益生菌在防

治牙周炎的过程中发挥的作用主要包括竞争性抑

制牙周致病菌的生长黏附，从而抑制牙菌斑生物

膜的形成，调节口腔局部炎症免疫反应等，但是

不同来源的益生菌菌株以及不同种属的益生菌有

着不同的益生特性，因此益生菌菌株的来源值得

被关注。目前商业化益生菌多来源于发酵食品、

成人或动物胃肠道，但新生儿肠道作为人类原始

微生物的储存库，其菌株具有独特的进化适应性：

婴儿期乳杆菌不仅展现出更强的黏膜定植能力，

其基因组中编码的应激反应基因簇更可能适应人

体消化道环境[23-24]。这提示婴儿来源的益生菌菌株

在用于治疗其他疾病时有更高的安全性以及黏膜

定植能力[25]。因此，本研究从健康婴儿粪便样品

中纯化分离得到一株乳杆菌属的植物乳杆菌，命

名为植物乳杆菌-SLH。本研究探索了该菌株对实

验性牙周炎的治疗和缓解作用。

益生菌的抗菌活性由多种物质协同产生，如

乙酸、乳酸、过氧化氢、胞外多糖、酶、醇类物

质，但起主要作用的多为有机酸和细菌素[26]。在

生长代谢过程中，会产生大量的有机酸类物质，

研究[27]发现：有机酸的抗菌作用在很大程度上归

因于其以未解离的形式穿透细胞膜后发挥抗菌作

用，导致细胞间 pH 值的下降和代谢活动的中断，

并且 pH 值越低，其抑菌能力越强。本研究通过

pH值的测定，发现随着植物乳杆菌-SLH的生长，

产生的酸性物质增加，pH值降低，可能其抑菌效

果与所产生的酸性物质有关，但还需进一步探究

发挥抑菌效果的具体是哪一种酸性物质。

益生菌在口腔中发挥其有益作用的确切机制

尚未完全阐明，但一些研究已经证明益生菌的摄

入与降低牙周病原体水平之间存在相关性。杨颖
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图 9 　牙周组织HE染色结果和Micro-CT扫描结果分析

Fig 9 　Analysis of periodontal tissues by HE staining and Micro-CT scanning
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等 [28]的研究发现：植物乳杆菌-HO-69对有害细菌

具有广谱抑制活性。牙周炎是由多种微生物引起

的混合感染，其中具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞菌

是重要的牙周致病菌。在本研究中发现：植物乳

杆菌-SLH的菌体对具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞菌

无抑菌活性，而植物乳杆菌-SLH的发酵上清液对

具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞菌都有较好的抑菌活

性。本实验又采用结晶紫染色法发现：植物乳杆

菌-SLH发酵上清液对具核梭杆菌和牙龈卟啉单胞

菌组成的双菌生物膜也具有较好的抑制作用，说

明植物乳杆菌-SLH中产生主要抑菌作用的成分在

代谢产物中，而菌体的抑菌活性可能与其定植能

力有关，需要在体内定植后才能体现出来，其可

以与致病菌竞争营养物质，从而抑制致病菌的生

长与黏附。阴性对照组的MRS培养基产生抑菌能

力的可能原因是该培养基组成成分中含有能够抑

制细菌生长的成分乙酸钠和柠檬酸盐。乙酸钠和

柠檬酸盐可分解产生乙酸和柠檬酸，两者都是有

机酸，而研究[29-30]表明有机酸具有抑菌能力。菌体

在口腔内定植是发挥疗效的第一步，由于口腔环

境的复杂性，口腔中含有溶菌酶等物质，在保护

口腔系统免受致病菌侵害的同时也会杀死有益

菌[22]。因此，作为口腔益生菌对溶菌酶的耐受性

是衡量其能否在口腔内存活定植的重要因素。在

本研究中，测定了植物乳杆菌-SLH对溶菌酶的耐

受能力，发现其可以在浓度较高（3 mg/mL）的溶

菌酶环境中保持活性，而人口腔中的溶菌酶浓度

为 1~57 μg/mL，说明这株菌具备在人口腔环境中

生存定植的能力。

牙菌斑生物膜和宿主的免疫反应之间维持着

一种动态平衡，这种平衡一旦被牙周致病菌侵袭

打破，就会触发牙周组织的免疫反应。当牙周致

病菌与口腔上皮细胞接触时，以具核梭杆菌和牙

龈卟啉单胞菌产生的 LPS 等毒力因子刺激口腔上

皮细胞产生TNF-α、IL-1β、IL-6等促炎细胞因子，

从而加速牙周组织的破坏以及牙槽骨的吸收[5]。本

研究利用 LPS 刺激 RAW264.7 细胞所形成的细胞

炎症模型来评估植物乳杆菌-SLH的抗炎能力，与

Wang等[31]的研究结果一致，植物乳杆菌-SLH的发

酵上清液处理经牙龈卟啉单胞菌-LPS诱导的炎症

细胞后能够下调促炎细胞因子TNF-α、IL-1β、IL-

6 的 mRNA 表达。说明植物乳杆菌-SLH 可能通过

调节相关免疫反应，减少炎症反应对牙周组织的

破坏。

为了评估植物乳杆菌-SLH在体内对牙周炎的

疗效，本研究通过丝线结扎上颌第二磨牙的方式

构建了大鼠实验性牙周炎模型，该模型能够评估

炎症反应以及由此导致的结缔组织附着丧失和牙

槽骨吸收。图 8、9显示：该方法成功构建了实验

性牙周炎模型。之前的研究[32]表明：牙周炎可导

致体重减轻，因此，体重可以作为一个指标去评

估植物乳杆菌-SLH是否改善了牙周炎。本次实验

数据表明：经过植物乳杆菌-SLH组与牙周炎组相

比较，植物乳杆菌-SLH可减轻牙周炎引起的体重

下降，表明植物乳杆菌-SLH治疗可以减轻牙周炎

的症状，从而增加大鼠的食物摄入。与 Pudgar

等[33]的研究一致，在经过植物乳杆菌-SLH治疗后，

牙龈红肿、牙龈出血、PD 都减少。HE 染色检测

结果显示：与模型组相比较，植物乳杆菌-SLH治

疗后牙周结缔组织纤维破坏减少，牙槽骨吸收减

少；这与体外实验结果一致，说明植物乳杆菌- 

SLH有减轻牙周组织炎症反应的能力。

牙槽骨的吸收是由微生物入侵引发的一系列

炎症反应介导的，是牙周病的标志。Micro-CT是

一种非破坏性技术，可在微米级别对牙槽骨进行

三维成像，并允许在扫描后通过计算机辅助重新

定向图像。结合Micro-CT和组织病理学分析的结

果，植物乳杆菌-SLH干预后显著减少了牙槽骨吸

收 （图 9B、C），表明植物乳杆菌-SLH 可能是通

过抑制牙龈卟啉单胞菌和具核梭菌的定植以及调

节炎症来缓解牙槽骨吸收。Lam 等[34]指出，牙龈

卟啉单胞菌感染的水平与牙槽骨吸收的水平相关，

这证实了此研究结果，但是具体抑制骨吸收的机

制还需进一步的研究。

本研究结果显示：植物乳杆菌-SLH在抑制牙

周病致病菌和调节免疫反应方面均显示出一定的

效果。其作用机制可能涉及与口腔中的致病菌竞

争结合位点，从而减少牙龈卟啉单胞菌和具核梭

菌的毒力因子表达，并产生有机酸及细菌素等具

有抗菌活性的物质。这些表明，植物乳杆菌-SLH

在治疗牙周炎方面具有潜在的治疗价值。尽管如

此，植物乳杆菌-SLH发挥其抗菌活性的确切机制

尚未得到充分验证，还需要在未来的研究中进一

步探讨和证实。通过深入研究，可以更好地理解

植物乳杆菌-SLH的作用机制，并为牙周炎的治疗

提供新的策略和方法。

综上所述，本研究选用从临床健康婴儿粪便

样本中分离得到的一株植物乳杆菌-SLH菌株作为
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研究对象，通过体内外实验评估该菌株的基本生

物学特性以及对牙菌斑生物膜和实验性牙周炎的

影响，为进一步开发和利用益生菌治疗牙周炎提

供参考，并为临床工作中牙周炎的辅助治疗提供

新的思路。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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