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牛巧丽 .!哈木拉提"吾甫尔 /!赵 今 .!努尔比亚"买买提依明 .

M? 新疆医科大学第一附属医院口腔科!乌鲁木齐 TUAAIV
@? 新疆医科大学维吾尔医药系!乌鲁木齐 TUAAIV

收稿日期" @AAWRMAR@A
基金项目" 中国博士后科学基金面上项目#@AATAVUM@TU$%新疆维吾尔自治区自然科学基金项目&@AAW@MMXMV$
作者简介" 牛巧丽!研究方向为儿童龋病的防治!电子信箱"’Y/@AAZA@[#-’"?4&.%赵今&通信作者$!主任医师!研究方向为牙体牙髓病病因及防治!电子

信箱".$,,H/\-’[#-’"?4&.

通过动物实验观察天然药物没食子!!"#$%&’ ()**"和联合氟制剂预防龋病的效果#为天然药物没食子预防龋病的临床研究
提供了理论和试验依据$ 选用 012304 大鼠感染致龋细菌#饲以致龋饲料 /5667#分别用蒸馏水%没食子浸剂%氟化钠溶液%洗必泰

溶液以及没食子8氟化钠混合液连续 9 周给 9 组大鼠口腔涂药#采集大鼠唾液培养#记录变形链球菌水平及龋齿 ()*)# 记分#观
察没食子和没食子8氟化钠对大鼠口腔内变形链球菌生长繁殖的影响并评估药物抑制龋损形成的效果$ 结果显示&! 对于变形链
球菌水平# 与蒸馏水组相比# 其余各组菌量均有不同程度的降低# 只有氟化钠组和洗必泰组与蒸馏水组比较有统计学差异 !+:
5;69"’" 对于龋齿 <)*)# 记分#各实验组药物对大鼠龋齿的形成及严重程度均有不同程度的抑制#其中没食子显示对窝沟面龋

和光滑面龋有较好的防治效果!+:6;69"#但均低于氟化钠组’没食子8氟化钠组未见明显的协同抑龋作用$表明天然药物没食子能
抑制大鼠口腔变链菌的生长代谢#可有效预防龋齿的发生$

龋病’没食子’动物模型’变形链球菌
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! 引言
龋病是人类口腔的常见病!多发病"严重危害人类口腔

及全身健康"被列为严重影响人类健康的三大非传染性疾病
之一"仅次于心血管疾病和肿瘤# 中国成人患龋率达 !"#"而
儿童和老年人则达 $%#以上" 因此龋病的预防变得尤为重
要$ 含氟制剂的使用是目前龋病预防最常用的方法"其防龋
功效已得到充分证明"但其仍具有一定的局限性$ 为此"人们
开始寻求既无毒副作用又有防龋功能的药物以替代氟"于是
广泛生存在自然界的天然药物进入口腔预防医学者的视野$
天然药物包括植物药%动物药和矿物药等"其来源丰富!取材
方便!用法简单!疗效显著"且副作用甚微"有着广泛的临床
应用基础等优点"逐步成为国内外众多学者研究的热点$ 本
研究拟通过 &’()&*大鼠致龋动物实验模型观察研究天然药
物没食子防龋的效果"以期为临床研究提供实验依据和初步
探讨天然药物没食子作为新型防龋药物的可能性$

" 材料和方法
"#" 主要仪器和试剂
"#"#" 主要仪器
电热恒温培养箱 &上海精宏实验设备有限公司生产"型

号 *+’),-!.’"厌氧培养箱&浙江义乌冷冻机总厂生产’(欧
式圆形压力蒸汽灭菌器&上海博迅实验有限公司生产"型号

/0123&24%’( 净化工作台 &苏州安泰有限公司生产" 型号

&52672.(*’(电子天平&瑞士生产"型号 89"%:2&’(振荡器
&上海安亭实验设备有限公司生产"型号 ;<32-!$’(光学显
微镜&=>?@A 实业集团生产"型号 "%4-.,".’(解剖显微镜&蔡
司光学仪器上海国际贸易有限公司"型号 ’"%%.%%%-’#
"#"#$ 主要试剂
超薄型磨片&江苏宝力应超力金刚石工具厂’(氨苄西林

胶囊&香港联邦制药厂有限公司’(头孢拉定胶囊&江西汇仁
药业’(皮罗卡品&新疆医科大学一附院药剂科’(紫脲酸铵指
示剂&&BCCD 国药集团’(氟化钠&天津市化学试剂厂’(醋酸氯
己定&洗必泰"锦州九泰药业有限责任公司’#

"#$ 动物和饲料
&’(2&*大鼠 $%只"由新疆医科大学动物实验中心提供#
致龋饲料 .%%%E组成成分 &- FG-%% F’H-I) 全麦粉 !J% 蔗糖

4!K%脱脂奶粉 .$#%苜蓿粉 "#%脱水肝粉 -#%酵母 :#%盐 .##

"#% 细菌和培养基
变形链球菌&!"#$%"&’&’’( )*"+,- .4-L4’国际标准株&四

川大学口腔生物医学工程教育部重点实验室提供’( 牛心脑
浸液琼脂&9MN 琼脂"=OP@OQR 公司’(轻唾琼脂培养基&=& 琼
脂"&@FSC 公司’(杆菌肽&TCA@?PCA@D"&@FSC 公司’%无菌脱纤维
蛋白羊血&新疆医科大学微生物机能实验室提供’#

"#& 实验分组
本实验共分 4 组) 没食子组" 没食子U氟化钠组为实验

组(蒸馏水组为阴性对照组"氟化钠组和洗必泰组为阳性对
照组#

"#’ 实验方法
&’(2&*大鼠 $%只"雌雄各半"均于出生后 .- V 断奶"记

录体重"喂以致龋饲料 .%%%W和 4#蔗糖水溶液#.-!." V鼠龄
期间给予含有广谱抗生素抑菌&. %%% F 饲料加氨苄西林 . F%
- %%% F 4#蔗糖水溶液加头孢拉定 - F’" 其他时间的饲料中
不加抗生素# .: V 以无菌棉签取大鼠唾液"涂平板"检测内源
性变形链球菌抑制情况"目的是为了杀灭大鼠口腔内原有细
菌后"进行变形链球菌国际标准菌株的接种#

"#’#" 变形链球菌种植及分组给药
在 .4!.$ V 连续 : V 于大鼠口腔内接种变形链球菌

&- S3G只’"在 .!!.$ V 随机抽取 -% 只大鼠"标定"乙醚吸入
麻醉下"腹腔注射皮罗卡品&%X$ SFG-%% F’"待唾液自然流出
时"收集唾液&-%% !3G只’"稀释涂平板""L"厌氧培养"检测
细菌是否定植"并记录菌落形成单位"观察细菌生长情况# ., V
为洗脱期"对大鼠随机分组"编号记录体重#
自 "% V 起用无菌棉签分别蘸取溶液&没食子浸剂%氟化

钠溶液%洗必泰溶液%没食子Y氟化钠的混合液及蒸馏水’每
组依次进行牙合面%颊舌面%口腔黏膜和舌背清理涂擦# 剩余
药液以钝头注射器注于大鼠口腔保持 -% Z 用于漱口"确保药
液作用到位"剂量为 - S3G只# 整个过程为 - S@D"处理后 . B
禁饮食 H.I# 每天早晚各处理 - 次"连续 4 周"始终由同一操作
者完成# 每周记录大鼠体重 . 次"同时每天观察记录大鼠健
康状况# !: V时"采集大鼠刺激性唾液&-%% !3G只’"用磷酸缓
冲液&’9&’或肉汤培养基倍比稀释&. 个梯度’"各梯度分取

-% !3"立即涂于 9MN 血琼脂&记录总菌菌落数’和 =& 琼脂
&记录变形链球菌菌落数’"每个稀释度作 . 个平行样本""L"
厌氧培养"记录变形链球菌菌落数和总菌落数&6([’"求两者
比值"并以此作为对细菌作用的观察指标 H"I#

"#’#$ ()*)+评分法分级记分
!! V 乙醚窒息处死大鼠"清洗制备牙颌骨标本"用 %X:#

紫脲酸铵溶液浸泡 -. B 染色"洗净干燥"用超薄金刚砂片沿
上下颌骨磨牙牙合面近远中向矢状半切"清洗干燥后"在解
剖显微镜下根据 \O]OZ 评分法划分龋齿进展为釉质层 &^
级’%牙本质浅层&*Z’%牙本质中层&*S’和牙本质深层&*R’:
个级别对大鼠磨牙光滑面和窝沟面龋损进行记分"以此评定
药物抑龋情况&该过程由两名实验者盲法下完成’#

"#, 统计处理
实验数据采用 &’&& -4X% 统计软件包进行单因素方差分

析"比较计算各组数据 . 值"再进行多组样本均数两两比较
的 &+\%*QDDO??检验和 3&*检验&检验水准 !_%X%4’#

$ 结果
$#" 大鼠的一般状况
实验过程中对大鼠的食物%水消耗进行记录"各组大鼠间

未见明显差异# 药物口腔处理期间"大鼠的一般状况良好"口
腔黏膜未见异常表现"各组大鼠的体重均匀增加且无显著差
异&/‘%X%4’"见表 - 和图 -#
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!"! 变形链球菌的变化
!"!"# 细菌鉴定
实验中分别在细菌复苏后! 接种前及接种后都对细菌进
行菌落的形态"革兰染色和生化鉴定!连续鉴定 ! 次!结果表
明接种细菌为变形链球菌!并在大鼠口腔成功定植#

!"!"! 变形链球菌定植情况
在鼠龄 "#!"$ % 连续 ! % 大鼠的唾液采集样本中变形链
球菌水平的变化显示$随着时间的延长!变形链球菌水平是
逐步递增#

!"!"$ 变形链球菌水平
实验结束时!各实验组变形链球菌水平值与蒸馏水组相

比均有不同程度的降低!氟化钠组和洗必泰组与蒸馏水组比
较有统计学差异%!&’(’)&!其余各组与蒸馏水组比较无统计

学意义%表 !!图 !&’

表 # 实验过程中大鼠体重变化!!""##

%&’() * %+) ,+-() .+&/0)1 -2 3+) 4&31 5647/0 )89)47:)/31 ;!< "#=

组别

" " " " " " " " #$
蒸馏水 )’(’ *’(# +#($ ,,"(# ,!+(’ ,*#($ ,+’($ ",)($ %,+(’&
没食子 ),(" *!($ +)() ,,#() ,!)(’ ,*,(# ,+,(" ",#(+ %"’()&
没食子-氟化钠 )’(+ *!(* +)(. ,,"(# ,!.(, ,#)(. ,+!(, ","(! %"’("&
洗必泰 ),(# *,(* +"(" ,,’(* ,!.(, ,#!() ,$#() "’$(, %"’(*&
氟化钠 .+(* *"() +)($ ,,#(+ ,.’(’ ,*!($ ,+$() ",.(" %,$()&
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图 * 实验期间大鼠体重变化曲线分布图
>70? * @&7(A ,)70+3 B&47&37-/ 34)/5 -2 4&31

5647/0 )89)47:)/31

表 $ 实验结束时大鼠唾液中变形链球菌水平!!""#$

%&’() $ %+) )/5 -2 3+) )89)47:)/3&( 3+) 4&31 -2
C34)93-.-..61 :63&/1 ()B)( 7/ 1&(7B& ;!< "#=

图 $ 实验结束时大鼠唾液中变形链球菌水平%!""#$

>70? $ D/5 -2 3+) )89)47:)/3&( 3+) 4&31 -2
C34)93-.-..61 :63&/1 ()B)( 7/ 1&(7B& ;!< "#=

组别 实验鼠/只
变形链球菌水平

" %$
蒸馏水

没食子

没食子-氟化钠
洗必泰

氟化钠

,#
,#
,#
,#
,#

’(#)
’()!
’())
’(.’
’(!+

’("!
’(,+
’(,*
’("!
’(""

表 ! 变形链球菌定植水平变化!!$
%&’() ! E+&/0)1 3+) ()B)( -2 C34)93-.-..61

:63&/1 7/-.6(&3)5 7/3- 3+) 4&31

图 ! 变形链球菌定植水平曲线
>70? ! %+) ()B)( -2 C34)93-.-..61 :63&/1

7/-.6(&3)5 7/3- 3+) 4&31

组别 数量
变形链球菌定植水平%"&
, % " % ! %

蒸馏水

没食子

没食子-氟化钠
洗必泰

氟化钠

#
#
#
#
#

’("!
’("*
’("#
’(")
’(")

’(!*
’(!$
’(!#
’(!*
’(!*

’()$
’(#’
’()+
’()+
’()+
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! 讨论
龋病是在以细菌为主的多种因素影响下!牙体硬组织发

生的进行性破坏的一种疾病" 它是人类口腔的常见病#多发

病!严重危害人类口腔及全身健康" 龋病的防治一直是学者
们研究的重点!在过去多年防龋药物的研究中!开发了抗生
素防龋#免疫防龋#氟化物防龋等方法" 由于抗生素的耐药性

表 " 光滑面龋 #$%$& 记分!!""##

’()*$ " #$%$& &+,-$& .,- &/,,012&3-.(+$ +(-4$& 5!6 "#7

记分

组别

蒸馏水 没食子 没食子!氟化钠 洗必泰 氟化钠

! "# ! "# ! "# ! "# ! "#

" 级
#$ 级

%&’(
)*’+

(*,-
.*))

)*’(
/

0*(’
1

’&,’
2*’+

0*,)
2*’3

,*30
2

0*04
1

3*’(
1

0*0(
1

89!98 窝沟龋 #$%$&记分
从鼠磨牙牙合面上观察!各组大鼠磨牙均出现不同程度

的龋损" 在 "级龋齿记分中!与蒸馏水组相比!其余各组龋齿
5676$ 记分均有明显降低!且有统计学意义$$8191)%&在 :$#

:; 级龋齿记分中!与蒸馏水组相比较!其余各组的龋坏程度
有明显减轻!且统计学差异显著$$81*1)%&在 :<级龋齿记分中!
与蒸馏水组比较! 没食子=氟化钠组的龋齿 5676$记分有所降
低!有统计学差异$$8/9/)%" 氟化钠组#洗必泰组和没食子组均
未检出!显示各用药组对窝沟龋都有一定的预防作用!但预防
效果存在一定差异$表 )和图 ’%" 窝沟面龋损情况见图 >"

图 : 大鼠磨牙不同部位龋坏分布情况
;4<9 : =(-4$& *$&4,>& ,> ?4..$-$>0 @(-0& ,. -(0& /,*(-

89! 大鼠磨牙龋损的 #$%$&记分
89!9A 光滑面龋 #$%$&记分
在 " 级龋齿记分中! 与蒸馏水组相比! 其余各组龋齿

5676$ 记分均有降低!且有明显的统计学意义$$81*1)%!都显
示了对釉质龋较好的防治效果!但均低于氟化钠组&在 :$ 级

龋齿记分中! 与蒸馏水组相比! 没食子=氟化钠组的龋齿
5676$ 记分有所降低!但并无统计学差异$$?1*1)@!其他剩余
组均未检出!显示天然药物没食子对光滑面深度龋损有较
好的预防效果$表 , 和图 ,%" 邻合面和光滑面龋损情况见
图 )"

图 " 不同组间光滑面龋 #$%$& 记分比较
;4<9 " B/,,012&3-.(+$ +(-4$& #$%$& &+,-$& ,.

?4..$-$>0 <-,3@&

!($ 邻合面龋
C(D E>0$-@-,F4/(*2,++*3&(*

&3-.(+$ +(-4$&

%)$光滑面龋

C)D B/,,012&3-.(+$ +(-4$&

表 : 窝沟面龋 #$%$& 记分!!""#$

’()*$ : #$%$& &+,-$& ,. &3*+(*2&3-.(+$ +(-4$&C!G "#D

记分

组别

蒸馏水 没食子 没食子=氟化钠 洗必泰 氟化钠

! "% ! "# ! "# ! "# ! "#
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图 ! 窝沟面龋损情况
"#$% ! &’()*(+,’-.*)/ )*-#/, (/,#01 0. 23/ -*2,

图 4 不同组间窝沟面龋 5/6/, 记分比较
"#$% 4 &’()*(+,’-.*)/ )*-#/, 5/6/, ,)0-/, 0.

7#../-/12 $-0’8,

!*" 窝沟面龋

9*: &’()*(+,’-.*)/ )*-#/,
!;" 窝沟面龋 <= 级

9;: &’()*(+,’-.*)/ )*-#/, 0. <=

和过敏性! 氟化物的慢性毒性作用以及免疫方法的不确定
性"迄今尚无效果明确!毒副作用轻微!易广泛接受的防龋措
施# 因此"寻找安全!有效!经济的防龋药物是目前龋病防治
研究的重点$ 天然药物因其来源丰富%取材方便"具有长期的
临床应用基础"疗效显著而副作用轻微"已成为防龋药物研
究的热点$ 国外研究较多的天然防龋药物有可可!茶多酚!蜂
胶等 !"#$%$ 国内研究较多的有茶多酚!川芎嗪!植酸!黄芪!黄
芩!大黄!黄连!厚朴!连翘!金银花!五倍子!蜂房!黄芩!血藤!
三七!丁香!桔梗!甘草等"其中研究较深入的有厚朴 !&%!五倍
子 !’%!蜂房 !()%!茶多酚 !**%等"均有抑制口腔细菌的产酸!产糖!粘
附作用"并能明显减少大鼠磨牙龋损"且与氟没有协同作用$
天然药物没食子又名墨石子!无食子!麻茶泽"其具有消

炎!止血!固涩!收敛的功效$ 没食子的主要成分是鞣质"鞣质
又称单宁&+,--.-’"是存在于自然界的一类结构比较复杂的多
元酚类化合物"具有收敛%抗炎%抗过敏%抑菌%抗病毒%抗肿
瘤%止血%镇痛%降血脂%降血糖%增强肾功能等作用$ 鞣质能
与唾液获得性膜中富脯蛋白&/0/1’结合形成氢键"改变其构
型"从而改变 /0/1 活性"抑制细菌与获得性膜上的受体结合
而抑制细菌的黏附$ 鞣质可与细菌的细胞表面蛋白分子结
合"降低其细胞表面疏水性"从而使菌珠在牙面上定居的能
力明显下降$ 鞣质可与细胞表面脂磷壁酸作用"降低细菌对
牙面亲和力"使细菌凝聚"从而有利于细菌的清除$ 有学者 !*2%

对可水解鞣质对钙离子激活透明质酸酶的活性进行构效分

析"2$ 种可水解鞣质中没食子鞣质 *"2"3"4#四#)#没食子酰
葡萄糖抑制透明质酸酶的活性最强"说明没食子具有较强的
抗炎活性$ 体外实验发现 !*2%"鞣质可明显抑制组胺的释放"通
过对脂氧合酶和5或环氧合酶的抑制作用" 阻断 67脂氧合酶
代谢产物 &6#89:9’%血栓素 &:;<2’%4#酮前列腺素 * &4#
=>+?7/@A*’的合成"减轻炎症早期的毛细血管扩张%渗出和
水肿等过程$本文的前期研究结果表明 !*3%(没食子总鞣质对口
腔的主要致龋细菌产糖%产酸以及粘附等致龋毒力因子有明显
的抑制作用"对体外细菌生物膜也表现出明显的调节作用#
早在 2)世纪 3)年代就有学者将动物实验用于龋病学研

究"探讨食物与龋病的关系# 在过去的 $) 年中"有许多科学
文献报道了大量的龋病动物模型研究#龋病动物模型是龋病研
究中所建立的具有人类龋病模拟性表现的实验动物和材料#与
人工口腔及其他体外模型不同" 它可以提供宿主的个体防御"
具有全唾液分泌和真实的药物清除效应"即能在真实生物环境
中模拟人类龋病的自然进程"同时避免了以人类为研究对象时
道德与法律的限制# 其实验条件可以严格控制"用于对药物防
龋效果的评估"增加了实验的可比性"是防龋药物药效学研究
的重要手段和组成部分" 并为药物进入临床试验提供参照"具
有真实%客观和科学的特点"在龋病病因%病理以及预防和治疗
等研究方面都起着不可替代的作用#
天然药物防龋动物模型的构建有其独特性# 大鼠牙式为

2&B*5* C353’"磨牙点隙窝沟较多"反应敏感且稳定"易于获得
和饲养"可作为首选模型动物# 天然药物作用广泛"药效学差
异大"要根据预实验结果选择合适对照组%药物浓度和建模
周期# 本课题在前期研究的基础上"采用 D/A7DE 大鼠"以变
形链球菌为致龋菌"饲以致龋饮食 2)))F"成功构建了大鼠龋
病动物模型# 利用大鼠龋病动物模型研究了没食子在大鼠口
腔内对变链菌的生长繁殖情况以及对龋齿的抑制作用# 首先
通过唾液取样进行变链菌培养计数"结果显示没食子组变链
菌水平值明显少于蒸馏水组"表明没食子具有抑制大鼠口内
变链菌生长代谢的作用"这与本研究前期的体外实验结果一
致#其次 =>G>1 龋齿记分结果显示"没食子组的光滑面和窝沟
面龋损程度都明显少于蒸馏水组"表明没食子具有抑制龋病
发生发展的作用# 这可能与前期体外实验没食子与具有抑制
变链菌生长粘附% 降低牙菌斑聚集% 抑制葡萄糖基转移酶
&@:A’活性%抑制突变链球菌热杀伤细胞粘附性的作用机制
密切相关# 各组龋损对比情况见图 &# 最后"对没食子的防龋
效能进行了综合评估(=>G>1 记分表明实验药物能够显著抑
制大鼠龋损形成和严重程度)变形链球菌水平值显示实验药
物的抑菌作用同阳性对照组相似提示(实验药物没食子对大
鼠口腔细菌的微生态平衡无明显影响"其抗龋作用可能是通
过干扰细菌代谢或促进牙齿矿化而实现的# 此外"在整个实
验过程中"各实验组大鼠一般健康状况良好"体重增加均匀"
无口腔黏膜局部过敏表现"食物和水的消耗与阴性对照组相
比没有统计学差异"初步显示实验药物经口腔局部应用在实
验周期内良好的安全性#
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!!" 氟化钠组
"!# $%& ’()*+

图 , 用药后各组龋损情况
&-’. , /-001(123 ’()*+ 4%(-15 615-)2 )0 371 (%35

!%" 蒸馏水组

8%9 /-53-661! :%31( ’()*+
!;" 没食子<氟化钠组

";9 !"#$%&’ ()**<$%0 ’()*+

!4" 没食子组

"49 +",$-&. /)** ’()*+

= 结论
没食子作为天然药物及中国传统特色药物!具有其独特

的生物学特性和多方面的药理活性!其主要化学成分"""没
食子鞣质及其有效提取物#没食子酸!没食子酸甲酯$是一类
较有前途的新药!其毒副作用较氟化物小!还可以有效抑制
变链菌生长!抑制龋病的发生和发展!有可能成为一种新型
防龋药物% 在今后的研究中!应加强对其化学成分的系统分
离&鉴定!在此基础上拓宽其研究领域!并对其作用的分子机
制进行深入研究!为新药研发奠定基础%
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!学术动态!

由中国林学会!国际林联!世界自然保护联盟共同发起"
中国林学会!中国生态学学会!中国气象学会!中国水土保
持学会主办"中国林学会秘书处承办的#应对森林自然灾害
国际学术研讨会$将于 !"#" 年 $ 月 #!%&$ 日在北京召开%
会议主题&尊重把握自然规律"防御减轻灾害损失%
征文范围&地质灾害"包括泥石流’滑坡!地震等对森林

的影响及灾后重建对策等(气侯灾害"包括旱’涝’冻害’风
)飓风"龙卷风等*’雹’雷’火灾等对森林的影响及减灾对策
等(生物灾害"包括森林病害’虫害’鼠)兔*害’外来有害生
物入侵等对森林的影响’防控技术与减灾对策等% 论文及摘
要提交至 ’(()*++,,,-./0/!1&1-23." 截止时间为 !1#1 年 #
月 41 日% 会议将推荐优秀论文在+林业科学,发表%
联系方式 & 北京市颐和园后中国林学会国际部

)#1115#*"冯彩云(联系电话&1#1%6!7757&8(传真 &"&"%
6!7757&8(电子信箱&90/:23.;9</-<9-9=%

!应对森林自然灾害
国际学术研讨会"征文
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