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３种乳化剂对厚朴酚抑制变形链球菌生长及产酸作用影响的体外研究
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　　摘　要：目的　考察厚朴酚在乳化剂聚乙二醇４００、吐温２０、吐温８０增溶作用下对变形链球菌生长及产酸的抑制情况，研究

乳化剂对厚朴酚抑菌性的影响，并对原因进行分析。方法　选用变形链球菌临床分离菌株，用轻唾琼脂培养基（ＭＳ）培养细菌。

将厚朴酚分别溶于４０％的聚乙二醇４００、吐温２０、吐温８０溶液中，并用相同乳化剂溶液将其等比稀释至预设浓度，采用纸片法将

它们同时平行作用于变形链球菌做抑菌试验，比较上述厚朴酚与乳化剂混合物的抑菌效果；将厚朴酚分别溶于３种乳化剂中，并

用 ＭＳ液体培养基将其等比稀释至预设浓度，将等量的菌液加至培养基中，在特定条件下培养后考察３组药物在乳化剂作用下抑

制细菌产酸的效果。结果　在高浓度时厚朴酚与聚乙二醇４００作用后抑菌效果好，而在低浓度时药物与吐温８０作用后抑菌效果

好；厚朴酚与聚乙二醇４００作用后对变形链球菌产酸能力抑制作用最强，与乳化剂吐温８０作用后对变形链球菌产酸能力抑制作

用最弱。结论　在不同乳化剂增溶作用下厚朴酚抑制变型链球菌生长及产酸效果有差异，乳化剂中亲油基链的增长增加了对厚

朴酚扩散的抑制作用。
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　　龋病（ｄｅｎｔａｌｃａｒｉｅｓ）是人类最常见的牙齿疾病，可引起牙

齿颜色、形态、质地的进行性破坏，严重影响牙齿的咀嚼、发音、

语言、美容、社交等功能［１］。龋病的预防是一个世界性难题，研

究有效的防龋药物具有重要的意义。天然中草药作为医疗保

健的一种替代选择，因其取材方便，来源丰富，用法简单，疗效

显著、毒副作用轻微而引起了人们的广泛兴趣。有研究表明中

药厚朴的活性成分厚朴酚能够有效地抑制变形链球菌生长、黏

附及产酸［２４］，但由于厚朴酚不溶于水［５］，影响了将其制成水剂

药物。使用助溶剂可以提高难溶物在水中的溶解度，聚乙二醇

４００、吐温２０、吐温８０为３种常见的非离子表面活性剂，其在

ｐＨ３～１０均可使用，受系统中电解质或离子强度、无机盐、酸

及碱的影响较小，本身毒性和刺激性小，应用广泛［６８］。本研究

以临床分离的变形链球菌为实验对象，比较厚朴酚在乳化剂聚

乙二醇４００、吐温２０、吐温８０助溶作用下溶于水后抑制变形链

球菌生长以及产酸效果，从中发现与厚朴酚作用后能保持较好

抑菌效果的乳化剂，为制作含厚朴酚水剂药物选择乳化剂时提
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供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　实验菌株采用临床分离菌株；药物来源于西安融

升科技有限公司生产的厚朴酚（纯度大于９８％）。

１．２　方法

１．２．１　实验菌液制备　轻唾琼脂培养基（ＭＳ）液体培养基中

加入复苏－２０°Ｃ冻存的菌液，置于８０％ Ｎ２、２０％ＣＯ２ 气氛

中，３７℃厌氧培养２４ｈ，分光光度计标化菌液，使其光密度

ＯＤ６１０值为１．０备用。

１．２．２　实验药液配制　厚朴酚用４０％聚乙二醇４００、吐温

２０、吐温８０将药物配制成１ｍｇ／ｍＬ的原液，滤器过滤消毒后

置于４℃冰箱备用。将原液分别用４０％聚乙二醇４００、吐温

２０、吐温８０二倍稀释到浓度为０．５０００、０．２５００、０．１２５０、

０．０６２５ｍｇ／ｍＬ，加上原液共５个浓度梯度。将原液用 ＭＳ液

体培养基二倍稀释制得浓度为０．１２５０、０．０６２５、０．０３１３、

０．０１５７ｍｇ／ｍＬ共４个浓度梯度的药物培养基。

１．２．３　乳化剂增溶作用后药液抑制变形链球菌生长的分组及

方法　实验分为４０％聚乙二醇４００组（Ａ组）、４０％吐温２０组

（Ｂ组）、４０％吐温８０组（Ｃ组），每组包含５个厚朴酚药液浓度

（１．００００、０．５０００、０．２５００、０．１２５０、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ），采用纸

片法进行了抑菌情况测试，每组４～６个平行。操作如下：吸取

５０μＬ已经标化的实验菌液滴至培养皿上，用三角棒将菌液均

匀涂布于 ＭＳ琼脂表面。依次从低浓度到高浓度吸取已配置

好的实验药液１０μＬ滴至已高温高压灭菌的６ｍｍ滤纸片上，

待药液浸满纸片后，将纸片等距离放置于已涂布实验菌液的

ＭＳ琼脂表面。滤纸片贴好后１５ｍｉｎ内将培养皿倒置放入

８０％Ｎ２、２０％ＣＯ２ 气氛中，３７℃恒温培养箱内培养４８ｈ，测量

各组抑菌环直径。

１．２．４　乳化剂增溶作用后药液抑制变形链球菌产酸的分组及

方法　实验同上分为 Ａ、Ｂ、Ｃ组，菌液组。将每组药物用 ＭＳ

液体培养基稀释到４个厚朴酚浓度梯度（０．１２５０、０．０６２５、

０．０３１３、０．０１５７ｍｇ／ｍＬ），对照组为不含药物的 ＭＳ液体培养

基。每组４～６个平行，调定初始ｐＨ 为７．６，各组按体积比

１０∶１接种等量菌悬液，８０％Ｎ２、２０％ＣＯ２ 气氛中，３７℃厌氧培

养４８ｈ。用实验酸度计测定培养物上清液的ｐＨ值，用菌液组

做对照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。乳化

剂增溶作用后抑制变形链球菌生长的影响多组均数间比较采

用犉检验，多组间两两比较采用ＬＳＤ狋检验。检验水准为α＝

０．０５。乳化剂增溶作用后抑制变形链球菌产酸的影响分析多

组均数间比较采用犉检验或者多个样本的 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ犎

检验，多组间均数两两比较采用ＬＳＤ狋检验。检验水准为α＝

０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　乳化剂增溶作用后药液抑制变形链球菌生长情况　浓度

为１．００００ｍｇ／ｍＬ时Ａ组比Ｂ、Ｃ组抑菌效果强，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）。浓度为０．０６２５ｍｇ／ｍＬ时Ｃ组比Ａ、Ｂ组

抑菌效果强，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。不同浓度

的厚朴酚在聚乙二醇４００、吐温２０、吐温８０３种乳化剂中的抑

菌效果，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。Ａ 组中药物浓度

１．００００ｍｇ／ｍＬ与０．５０００、０．２５００、０．１２５０、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ

比较，差异有统计学意义（犉＝４８．２８，犘＝０．００），药物浓度高抑

制细菌生长效果好。Ｂ 组中药物浓度１．００００ ｍｇ／ｍＬ 与

０．２５００、０．０６２５ｍｇ／ｍＬ比较，差异有统计学意义（犉＝３．１４，

犘＝０．０４６），药物浓度高抑制细菌生长效果好。Ｃ组中药物浓

度０．１２５０ｍｇ／ｍＬ与１．００００、０．５０００、０．２５００、０．０６２５ｍｇ／

ｍＬ比较，差异有统计学意义（犉＝８．６９，犘＝０．００），药物浓度低

抑制细菌生长效果好。见表２。

表１　　相同浓度的厚朴酚在３组溶剂中的抑菌效果比较（狓±狊，ｍｍ）

组别 狀 １．００００ｍｇ／ｍＬ ０．５０００ｍｇ／ｍＬ ０．２５００ｍｇ／ｍＬ ０．１２５０ｍｇ／ｍＬ ０．０６２５ｍｇ／ｍＬ

Ａ组 ６ １２．８６±０．７９ ９．６７±１．１５ ７．８８±０．５５ ８．３２±０．８６ ７．２３±０．３２

Ｂ组 ４ ９．０３±０．６４ ８．５５±０．３７ ８．０１±０．８０ ８．６０±０．５４ ７．６８±０．６０

Ｃ组 ６ ８．１３±０．６０ ８．４８±０．９０ ８．６９±０．３８ ９．５０±０．４３ １０．４３±１．２０

犉 ７６．９６５ ３．００７ ３．４０２ ５．１２６ ２５．５３３

犘 ０．０００ ０．０８４ ０．０６５ ０．０２３ ０．０００

表２　　不同浓度的厚朴酚在３组乳化剂中的抑菌效果比较（狓±狊，ｍｍ）

组别 狀 １．００００ｍｇ／ｍＬ ０．５０００ｍｇ／ｍＬ ０．２５００ｍｇ／ｍＬ ０．１２５０ｍｇ／ｍＬ ０．０６２５ｍｇ／ｍＬ

Ａ组 ６ １２．８６±０．７９ ９．６７±１．１５ ７．８８±０．５５▲ ８．３３±０．８６▲ ７．２３±０．３２▲■

Ｂ组 ４ ９．０３±０．６４ ８．５５±０．３７ ８．０１±０．８０ ８．６８±０．５４ ７．６８±０．６１◆

Ｃ组 ６ ８．１３±０．６０■◆ ８．４８±０．９０■◆ ８．６９±０．３８■ ９．５０±０．４３ １０．４３±１．２０■

　　：犘＜０．０５，与同组１．００００ｍｇ／ｍＬ比较；▲：犘＜０．０５，与同组０．５０００ｍｇ／ｍＬ比较；◆：犘＜０．０５，与同组０．２５００ｍｇ／ｍＬ比较；■：犘＜０．０５，

与同组０．１２５０ｍｇ／ｍＬ比较。

表３　　相同浓度厚朴酚在３组乳化剂中抑制细菌产酸结果的比较［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

厚朴酚（ｍｇ／ｍＬ） Ａ组（狀＝６） Ｂ组（狀＝４） Ｃ组（狀＝６） χ
２ 犘

０．０６２５ ３．５１（３．４６，３．７１） ２．６８（２．１４，３．２０） ０．３９（０．１８，０．８７） １５．１７４ ０．００１

０．０３１３ ３．４９（３．４３，３．５６） １．７４（１．６４，１．８１） ０．２８（０．１８，０．５０） １５．１５８ ０．００１

０．０１５７ ３．４３（３．３９，３．５１） １．１９（１．１３，１．２４） ０．２９（０．１１，０．５３） １５．１７４ ０．００１
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表４　　不同浓度厚朴酚在吐温８０、２０乳化剂作用下抑制细菌产酸结果的比较［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

乳化剂 ０．１２５０ｍｇ／ｍＬ ０．０６２５ｍｇ／ｍＬ ０．０３１３ｍｇ／ｍＬ ０．０１５７ｍｇ／ｍＬ χ
２ 犘

吐温８０ ０．４３（０．２８，０．５４） ０．３９（０．１８，０．８７） ０．２８（０．１１，０．５０） ０．２９（０．１１，０．５３） ２．６１１ ０．４５６

吐温２０ ３．０９（２．８６，３．１９） ２．６８（２．１４，３．２０） １．７４（１．６４，１．８１） １．１９（１．１３，１．２４） １９．６８０ ０．０００

２．２　乳化剂增溶作用后药液抑制变形链球菌产酸情况　

０．１２５０ｍｇ／ｍＬ厚朴酚在３种乳化剂中抑制细菌产酸效果差

异有统计学意义（犉＝３０３．７６，犘＝０．００）。０．０６２５、０．０３１３、

０．０１５７ｍｇ／ｍＬ３个浓度梯度的厚朴酚在３种乳化剂中抑制

细菌产酸效果差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表３。其中

Ａ组抑制细菌产酸效果最好，Ｃ组抑制细菌产酸效果最差。厚

朴酚０．１２５０、０．０６２５、０．０３１３、０．０１５７ｍｇ／ｍＬ在聚乙二醇

４００乳化剂作用下抑制细菌产酸的ｐＨ值分别为３．５７±０．１３、

３．５７±０．１４、３．５０±０．０９、３．４４±０．０６，差异无统计学意义（犉＝

１．８９３，犘＝０．１６３）。不同浓度厚朴酚在吐温８０、２０乳化剂作

用下抑制细菌产酸结果的比较，见表４。

３　讨　　论

有研究结果表明，中药厚朴的有效成分厚朴酚对变形链球

菌的生长、黏附及产酸有很好的抑制作用，但是由于不溶于水，

影响了将其做成水剂药物。通过乳化剂的增溶作用可以增加

有机物在水中的溶解度，本文将厚朴酚在３种乳化剂（聚乙二

醇４００、吐温２０、吐温８０）的助溶作用下溶解到水中后对变形

链球菌生长和产酸的影响，为厚朴酚开发成水剂药物时乳化剂

的选择提供实验依据。本实验结果表明，在不同乳化剂助溶作

用下，厚朴酚在相同浓度时表现出不同的抑制变形链球菌生长

和产酸的能力，高浓度厚朴酚聚乙二醇４００抑制变形链球菌

生长和产酸的能力比厚朴酚吐温２０、厚朴酚吐温８０强，不同

浓度的厚朴酚在聚乙二醇４００和吐温２０增溶作用下的药物对

变形链球菌产酸有一定的抑制作用，厚朴酚在吐温８０增溶作

用下对变形链球菌产酸基本没有抑制作用。认为这种不同源

于３种乳化剂结构上的差异引起的乳化剂和厚朴酚之间的作

用力不同。

厚朴酚为烯丙基和酚羟基取代的联苯化合物，药物结构和

抑菌效果关系研究表明，联苯不显示抑菌活性，厚朴酚强大的

抗菌作用是由于联苯环上同时存在亲水的烯丙基和亲脂的酚

羟基，因而使其黏附于变异链球菌的细胞所致［９１０］。乳化剂对

厚朴酚的增溶作用是由乳化剂分子在水中形成胶束后，厚朴酚

进入胶束内部而引起［１１１３］，在胶束中的厚朴酚只有从胶束中

扩散出来，通过亲水的烯丙基和酚羟基黏附到变形链球菌表面

才能起到抑菌性。聚乙二醇４００、吐温２０、吐温８０中亲油基和

亲水基所占的比例不同，吐温２０、吐温８０、聚乙二醇４００的亲

水亲油平衡值（ＨＬＢ值）分别为１６．７、１５．０、２０．０
［１４］，可知从聚

乙二醇４００、吐温２０、吐温８０，亲油基链逐渐增长。任智等
［１５］

对表面活性剂结构与乳液稳定性关系的研究表明，随着乳化剂

中亲油基长度的增加会增加分子间的侧向作用力，有利用乳液

的稳定。随着亲油基链的逐渐增长形成的乳液的稳定性提高，

厚朴酚从乳化剂形成的胶束中向外扩散的抑制作用依次增强，

因此，聚乙二醇４００、吐温２０、吐温８０制成的药物抑菌效果依

次降低。

综上所述，在不同乳化剂增溶作用下厚朴酚抑制变型链球

菌生长及产酸效果是有差异的，在制作含厚朴酚防龋药物选择

乳化剂时要考虑这一影响因素。
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