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高粱外种皮原花青素四聚体对远缘链球菌 6715 粘附

的影响 
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摘要：本文研究高粱外种皮原花青素四聚体（sorghum episperm procyanidin tetramer，SEPT）对远缘链球菌 6715（S. sobrinus 6715）

初始粘附及其致龋毒力因子-葡萄糖基转移酶（glucosyltransferase，GTF）的抑制效果。采用唾液包被羟基磷灰石（saliva coated 

hydroxylapatite，SHA）体外模型研究 SEPT 对 S. sobrinus 6715 初始粘附的影响。通过 PCR 扩增 S. sobrinus 6715 GTF-I 的催化活性区

（catalytic region，CAT）的基因片段到质粒 Pgex-4T-1 中，转化至大肠杆菌 T7 Express competent，IPTG 诱导表达，纯化浓缩表达产

物，获得目标蛋白 GTF-I/CAT。再用不同浓度 SEPT 处理 GTF-I/CAT，根据其水不溶性多糖产量（water insoluble glucosyltransferase，

WIS）评价 SEPT 对 GTF-I/CAT 酶活力的抑制。实验结果表明，SEPT 能够有效抑制 S. sobrinus 6715 在 SHA 的初始粘附，并具有一

定的浓度效应关系；通过基因克隆表达获得的 GTF-I/CAT 蛋白酶活为 8.446 mIU，产多糖能力为 1.603 mg/(mg·h)。SEPT 能明显抑制

GTF-I/CAT 产生 WIS（p<0.01）。说明 SEPT 既可以有效抑制 S. sobrinus 6715 的初始粘附过程，又可以通过作用 GTF-I 的 CAT 区减少

WIG 的合成，抑制蔗糖依赖性粘附减少 S. sobrinus 6715 在牙齿表面的粘附聚集，从而干预龋齿的发生。 
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Abstract: The inhibitory effect of sorghum episperm procyanidin tetramer(SEPT) on the initial adherence of Streptococcus sobrinus 6715 

and its cariogenic factor glucosyltransferase (GTF) was investigated. The saliva-coated hydroxyapatite (SHA) was used as an in vitro model to 

measure the inhibitory effect of SEPT on the initial adherence of S. sobrinus 6715. The GTF-I catalytic region (CAT) gene of S. sobrinus 6715 

was amplified by polymerase chain reaction (PCR), cloned into a Pgex-4T-1 vector, and transformed into T7 Express competent of Escherichia 

coli. The protein expression was induced by isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG), and the expressed product was purified and 

concentrated to obtain the GTF-I/CAT target protein. Subsequently, different concentrations of SEPT samples were used to treat GTF-I/CAT, and 

the inhibitory effect of SEPT on GTF-I/CAT enzyme activity was determined based on the amount of water-insoluble glucan (WIG) formed by 

GTF-I/CAT. The results showed that SEPT could effectively decrease the initial adherence of S. sobrinus 6715 to SHA in a dose-dependent 

manner. The enzyme activity of GTF-I/CAT obtained from the gene cloning and expression was 8.446 mIU and the WIG formation ability was 

1.603 mg/(mg·h). SEPT could effectively suppress the formation of WIG by acting on GTF-I/CAT (p<0.01). The results demonstrated that 

SEPT was effective in inhibiting the initial adherence of S. sobrinus 6715 to SHA and reducing WIG synthesis by acting on the CAT region of 

GTF-I. Therefore, SEPT can decrease the adhesion and aggregation of S. sobrinus 6715 on tooth surface and inhibit the sucrose-dependent 

adherence, thereby preventing the occurrence of dental caries. 
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远缘链球菌（Streptococcus sobrinus，S. sobrinus） 
是一种重要的致龋菌，它的产酸性、耐酸性以及葡萄

糖基转移酶活性更强，以致具有更强的致龋齿能力[1]。

致龋菌通过粘附聚集于牙齿表面形成牙菌斑，在代谢

环境中的糖产酸造成牙组织脱矿，从而导致龋齿。细

菌在牙齿表面的粘附聚集包括两个阶段：初始粘附阶

段，细菌与牙齿表面的唾液获得性膜结合；蔗糖依赖

性 粘 附 ， 致 龋 菌 的 葡 萄 糖 基 转 移 酶

（glucosyltransferase，GTF）利用蔗糖产生水不溶性

多糖（water insoluble glucan，WIG），介导细菌对牙齿

表面的不可逆粘附，使其具有更强的粘附稳定性。因

此，有效阻断致龋菌的粘附和聚集，就可以从根本上

抑制龋齿的发生。 

唾 液 包 被 羟 基 磷 灰 石 （ saliva coated 
hydroxylapatite，SHA）体外模拟实验通常被用来研究

抗龋成分对致龋菌的初始粘附抑制情况[2,3]；而采用硫

酸铵盐沉淀法获得 GTF 粗酶，通过抑制 GTF 粗酶合

成 WIG 研究抗龋成分对 GTF 酶活力的影响[4,5]。但由

于 GTF 粗酶成分复杂，难以明确解释抗龋成分与 GTF
中发生作用的具体成分或结构以及防龋机理，促使研

究者另辟蹊径获得成分明确、纯度高的 GTF 为材料，

研究抗龋成分对 GTF 的抑制效果和机理。S. sobrinus
可合成 4 种 GTFs，分别是 GTF-I（water insoluble 
glucosyltransferase）、GTF-S1、S2、S3（water soluble 
glucosyltransferase），其中 GTF-I 合成 WIG，另外 3
种合成水溶性多糖（water soluble glucan，WSG），WIG
在促进致龋菌的进一步粘附、聚集以及形成牙菌斑的

过程中起着主要作用[6]。S. sobrinus 6715 GTF-I 的基因

全长 5.1 kb，位于氨基端 1/3 处的催化活性区（catalytic 
region，CAT）有 GTF-I 的催化活性位点，是 GTF-I
的重要功能区，具有催化蔗糖产生 WIG 的活性[7,8]。

已有研究者通过基因工程的方法获得具有生物活性的

变形链球菌 GTF-I 的 CAT 区蛋白[9,10]，但通过基因工

程的方法获得具有生物活性的 S. sobrinus GTF-I 的

CAT 区蛋白并与抗龋齿活性成分作用的相关研究鲜

见文献报道。 
原花青素是一种从植物中分离得到的天然活性多

酚，其抗龋齿功效不断被报道，我们前期研究发现在

原花青素低聚体中四聚体的抗龋功效更值得关注
[2,11]。本实验以 SEPT 为原料，采用 SHA 体外模型，

用 SEPT 分别处理细菌和 SHA 上的唾液获得性膜，研

究SEPT对S. sobrinus 6715初始粘附影响的主要途径；

并采用基因克隆重组表达的方式获得成分明确、纯度

高且具有生物活性的S. sobrinus 6715 GTF-I的CAT蛋

白，通过 SEPT 对 GTF-I/CAT 产 WIG 能力的抑制效

果评价 SEPT 对 GTF-I 酶活力的影响。初步探讨 SEPT
的防龋效果和防龋机理。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

1.1.1  实验样品 
SEPT，经大孔树脂和凝胶色谱分离纯化获得，实

验室自行制备[9]。 
1.1.2  菌种与培养基 

S. sobrinus 6715（血清型，g）购于武汉大学口腔

医院，质粒 Pgex-4T-1、大肠杆菌 T7 Express competent 
E.coil（High Efficiency）由武汉普健生物科技有限公

司保存。 
胰蛋白胨大豆肉汤培养基（Tryptic Soy Broth，

TSB），购于青岛高科园海博生物技术有限公司。 
细菌基础培养基（Luria Bertani，LB）：胰蛋白胨

10 g，NaCl 10 g，酵母提取物 5 g，蒸馏水定容至 1 L，
121 ℃高温灭菌 20 min。 
1.1.3  主要试剂 

荧光染料 BECEF/AM，碧云天生物技术研究所；

氟化钠（NaF），国药集团化学试剂有限公司；限制性

内切酶 EcoRⅠ和 SalⅠ，预染蛋白 Marker，异丙基

-β-D-硫代半乳糖苷（IPTG）均购于 Fermentas 公司；

Solution Ⅰ连接酶，Taq DNA 聚合酶，DL10000 DNA 
Marker 均购于 Takara 公司；质粒提取试剂盒购于北京

擎科新业生物技术有限公司。 

1.2  S. sobrinus 6715 菌悬液和 SEPT 的配制 

将复苏 16~18 h的 S. sobrinus 6715接种到TSB培

养基中，37 ℃厌氧培养 16 h，离心（3200 g×10 min），
收集的菌体，用 0.01 mol/L PBS（pH 7.4）洗涤 2~3
次，调整菌液浓度为OD600=1.10的菌悬液备用。用0.01 
mol/L PBS（pH 7.4）将 SEPT、NaF 配制成 7.8125、
15.6150、31.2500、62.5000、125.0000、250.0000 和

500.0000 μg/mL 的溶液备用。 

1.3  SHA 的制备 

口腔健康成年人进食 3 h 后，清水漱口，收集全

唾液，4 ℃离心（12000 g×20 min），收集上清液。准

确称取 5.0 mg 羟基磷灰石于 96 孔板中，加 200 μL、
0.01 mol/L PBS 浸泡一夜，除去上清液，每孔加 200 μL
唾液上清液，37 ℃摇床震荡 1 h，每孔加 200 μL、0.01 
mol/L PBS 洗涤 2 次除去未包被在羟基磷灰石表面的

唾液，得到 SHA。 
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粘附抑制率/%=(1-实验组荧光值/空白组荧光值)×100%                                             (1) 

1.4  SEPT 处理唾液获得性膜干预 S. sobrinus 

6715 在 SHA 的粘附 

将荧光染料 BECEF/AM 稀释后加入 S. sobrinus 
6715 菌悬液，使染料浓度为 0.01 mmol/L，37 ℃标记

2 h，离心后，用 0.01 mol/L PBS 清洗并重新悬浮标记

的菌体；向装有 SHA 的 96 孔板中加入不同浓度的

SEPT 和阳性对照 NaF 200 μL，空白对照组用 0.01 
mol/L PBS 代替，37 ℃轻微震动 1 h 后，用 0.01 mol/L 
PBS 洗涤 2 次除去药物残留，沉淀即为药物处理后的

SHA；每孔再加入 200 μL 荧光标记的 S. sobrinus 6715
菌悬液，37 ℃轻微震动 1.5 h，完成体外粘附过程后，

用 0.01 mol/L PBS 轻轻洗涤 2 次，除去未被结合和结

合不紧密的菌体，用 F-4600 荧光分光光度计(日本，

Hitachi)测定空白组和实验组荧光值，激发波长 488 
nm，发射波长 535 nm，狭缝宽度 5 nm，计算 SEPT
对 S. sobrinus 6715 粘附抑制率，计算公式如上式(1)。 

1.5  SEPT 处理 S. sobrinus 6715 干预其在 SHA

的粘附 

将 S. sobrinus 6715 菌悬液与不同浓度的 SEPT 和

阳性对照 NaF 分别按体积比 1:1 混合，以 PBS 作为空

白对照组，37 ℃作用 1 h 后离心，用 0.01 mol/L PBS
清洗并将菌体重悬，即为处理后的菌液；将荧光染料

BECEF/AM 稀释后加入菌悬液，标记 2 h 后离心，PBS
清洗并重新悬浮标记的菌体；向装有 SHA 的 96 孔板

中加入经不同浓度 SEPT、NaF 和 PBS 处理后的菌悬

液，37 ℃轻微震动 1.5 h，完成体外粘附过程后，离心，

PBS 洗涤 2 次，用荧光分光光度计测定空白组和实验

组荧光值，按照 1.4 中公式(1)计算对 S. sobrinus 6715
的粘附抑制率。 

1.6  S. sobrinus 6715 的 GTF-I/CAT 制备 

1.6.1  GTF-I 的 CAT 区的克隆和表达 
根据文献[7,12]，设计上游引物 5'ATAGAATTCGAC 

GGAAAAACTTGGACAGAATCTG3' ， 下 游 引 物

5'ATAGTCGACTTAAAGAAAGCGGCACATTGTAGT
GAGT3'；在上、下游引物中分别引入EcoRⅠ和SalⅠ
酶切位点，及其相应的保护碱基(斜体为保护碱基，下

划线为酶切位点)。将S. sobrinus 6715 沸水煮 10 min,
然后冰上放置 10 min，以此为模板，利用上下游引物

进行PCR扩增，用EcoRⅠ和SalⅠ双酶切PCR产物和

Pgex-4T-1 载体，再用SolutionⅠ将双酶切后的PCR产
物 与 Pgex-4T-1 载 体 连 接 ， 得 到 重 组 质 粒

Pgex-4T-1-GTF-I/CAT，并转化至感受态细胞大肠杆菌

DH5α中，然后均匀涂布到含有氨苄抗性的LB平板上，

37 ℃培养过夜，次日挑取单克隆，利用上下游引物进

行PCR鉴定阳性克隆，并任选一个阳性克隆进行测序；

再将构建的重组质粒Pgex-4T-1-GTF-I/CAT转化至大

肠杆菌T7 Express competent E.coli (High Efficiency)，
加入 1 nmol/L IPTG诱导表达后离心（12000 g×30 s）
收集菌体，超声破碎仪破碎菌体，再离心（12000 g×10 
min），分别收集裂解菌体的沉淀和上清液，分别对其

进行SDS-PAGE检测；将超声后的裂解菌体的上清液

与谷胱甘肽巯基转移酶（Glutathione S-transferase，
GST）纯化树脂结合，0.02 mol/L PBS洗 3 遍，用含有

还原性谷胱甘肽的溶液洗脱目标蛋白，收集洗脱后的

溶液，超滤浓缩，得到目标蛋白。 
1.6.2  GTF-I/CAT 酶活和产多糖能力的测定 

0.1 m

ogyi 法测定 GTF-I/CAT 的酶活：首先

用葡

葡

聚糖

对 GTF-I/CAT 产 WIG 的影响 

酸盐

取 250 μL GTF-I/CAT，250 μL、0.5 mol/L 蔗糖的

ol/L 磷酸盐缓冲液，0.5 mg 葡聚糖 T10，37 ℃下

反应 16 h，沸水浴终止反应，离心，分别收集上清液

和沉淀,备用。 
Neson-Som
萄糖配制标准溶液，制作葡萄糖标准曲线。将收

集的上清液加 0.5 mL 双蒸水，混合均匀，再加 1 mL 
Neson-Somogyi A 液，沸水浴条件下加热反应 10 min，
流水冷却，再加入 1 mL Neson-Somogyi B 液和 9.5 mL
双蒸水，混合均匀反应完成后在 620 nm 测量 OD 值，

根据葡萄糖标准曲线，计算 GTF-I/CAT 的酶活。 
蒽酮硫酸法测 GTF-I/CAT 产多糖能力：首先用

2 万配制标准溶液，制作多糖标准曲线。将收集

的沉淀加 1 mL 无水乙醇，4 ℃冰箱放置一夜后，离心

（12000 g×20 min）得到多糖沉淀，用 20 μL、0.5 mol/L 
NaOH 溶液溶解，加 80 μL 双蒸水稀释，再加 150 μL
蒽酮硫酸，反应完成后在 630 nm 测量 OD 值，根据多

糖标准曲线，得出多糖含量，计算 GTF-I/CAT 的产多

糖能力。 

1.7  SEPT

取 250 μL GTF-I/CAT，250 μL、0.5 mol/L 蔗糖磷

缓冲液，0.5 mg 葡聚糖 T10，以及不同浓度的

SEPT 溶液（62.25、125、250 和 500 μg/mL）50 μL，
空白对照加 50 μL 双蒸水，37 ℃下反应 24 h，根据

WIG产量变化，评价SEPT对GTF-I/CAT活性的抑制，

涡旋混合器将产生的 WIG 悬浮均匀，测 550 nm 的
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100% (2) 

计软件，对实验数据进行单因

素方

2.1  SEPT 处理唾液获得性膜干预 S. sobrinus 

6715 在 SHA 的粘附 

和 SEPT 处理 SHA 上的唾液

获得

OD 值，计算经不同浓度 SEPT 作用后 GTF-I/CAT 产

WIG 的相对酶活性，计算公式如下式(2)。 
相对酶活性(%)=(实验组OD值/空白OD值)×

1.8  数据统计分析 

采用 SPSS 17.0 统

差分析的 Dunnett 双侧检验，比较各实验组数据

与对照组数据间的显著性差异；当 p<0.05 时，实验组

与对照组具有显著性差异，当 p<0.01 时，实验组与对

照组具有极显著性差异。 

2  结果与讨论 

用不同浓度的 NaF
性膜，再将荧光标记的 S. sobrinus 6715 粘附到唾

液获得性膜上，根据荧光值的大小计算样品对唾液获

得性膜的抑制率，结果见图 1。 

 

图1 不同样品处理唾液获得性膜干预S. sobrinus 6715粘附

Fig.1 Inhibition of S. so  adherence to SHA by 

注：**表示与阳性对 ，具有极显著性差异。 

都能

对照 相比，具有极显著差异（p<0.01）。 

SHA

的粘附 

的 NaF 和 SEPT 处理 S. sobrinus 6715
菌体

的抑制率 

brinus 6715

acquired salivary pellicle treated with different bioactive 

constituents 

照 NaF 相比

结果表明，NaF 和 SEPT 处理唾液获得性膜后，

抑制 S. sobrinus 6715 在 SHA 上的粘附，抑制效

果随着浓度的增高而增大，其中 SEPT 的浓度效应关

系强于阳性对照 NaF；当 SEPT 浓度较低时（≤62.5 
μg/mL）时，SEPT 的抑制效果与 NaF 相当，但当浓

度≥125 μg/mL 时，SEPT 的抑制效果明显强于 NaF，
浓度为 250、500 μg/mL 时，SEPT 的抑制效果与阳性 

 
NaF

2.2  SEPT 处理 S. sobrinus 6715 干预其在

用不同浓度

，菌体被荧光标记后粘附到 SHA 的唾液获得性

膜上，根据荧光值计算 NaF 和 SEPT 对细菌的抑制率，

结果见图 2。经 NaF 和 SEPT 处理后，S. sobrinus 6715
在 SHA 的粘附明显降低，抑制效果都随着 NaF 和

SEPT 浓度的增大而增大，然后呈现平缓的趋势；不

同浓度 SEPT 的抑制效果强于阳性对照 NaF，与 NaF
相比都具有极显著性差异（p<0.01），抑制率在 50~70%
之间。 

 

图2 不同样品处理细菌干预S. sobrinus 6715粘附的抑制率

注 异。 

疏水

.3  S. sobrinus 6715 GTF-I 的CAT区蛋白的制

 

Fig.2 Inhibition of S. sobrinus 6715 adherence to SHA following 

the treatment with different bioactive constituents 

：**表示与阳性对照 NaF 相比，具有极显著性差

初始粘附是细菌表面粘结素蛋白通过静电引力、

作用、氢键作用等不可逆的粘附到牙齿表面，接

着粘结素与唾液获得性膜中的受体成分结合完成致龋

齿菌在牙齿表面的初始粘附[13]。用样品分别处理唾液

获得性膜表面和处理细菌，是因为样品通过与获得性

膜表面受体蛋白以及菌表面粘结素蛋白发生结合或反

应，减少结合位点，从而影响细菌在 SHA 上的粘附。

实验结果表明，SEPT 可以抑制 S. sobrinus 6715 在

SHA 上的初始粘附，SEPT 作用于菌干预其在 SHA 上

的粘附抑制率为 50~70%，而作用于唾液获得性膜干

预菌在 SHA 上的粘附抑制率小于 50%，处理细菌比

处理唾液获得性膜的抑制效果更明显，这与黄曼[2]的

结果相符，推断 SEPT 可以作用 S. sobrinus 6715 表面

粘结素和唾液获得性膜中的蛋白受体，并以影响 S. 
sobrinus 6715 表面粘结素为主，使二者的结合受阻，

从而抑制 S. sobrinus 6715 的初始粘附。 
 

2
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1  GTF-I/CAT 的克隆和表达 

编码 S. sobrinus 6715 的 GTF-I 基因全长 5.1 kb，
TF-I重要功能

区，

与理论上 1104 
bp 大小相符

备 

2.3.

位于GTF-I 氨基端 1/3 处的CAT 区是G
可以通过基因工程的方法获得。 
将 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳检测，结果如图

3，图中显示 PCR 产物在 1000 bp 附近，

，可以按照试剂盒说明书对 PCR 产物进

行回收。 

 
图3 S. sobrinus 6715 CAT基因PCR扩增产物 

Fig.3 PCR product of S. sobrinus 6715 catalytic region 

注：1 表示 PCR 产物；2 表示 DNA Marker，DL2000。 

用 x-4T- 
1-G 的

Pgex
见图 P

EcoR I 和 Sal I 双酶切重组质粒 Pge
TF/CAT，得到两条条带，分子量大为 4969 bp
-4T-1 载体和分子量为 1104 bp 的目标片段，结果

4，说明成功构建了 gex-4T-1-GTF/CAT 重组质

粒。 

 
图4 重组质粒酶切鉴定图 

Fig.4 Restriction enzyme digestion of the recombinant 

Pgex-4T-1-GTF/CAT plasmid

注：1 表示 GTF/CAT；3 表

示双

将重组质 化至感受态

细胞

送测序，将测序后的

序列

编号

 

DL10000；2 表示 Pgex-4T-1-

酶切后的 Pgex-4T-1-GTF/CAT。 

粒 Pgex-4T-1-GTF-I/CAT 转

，挑取单克隆，利用上下游引物进行菌落 PCR 鉴

定阳性克隆，任选一个阳性克隆

结果与 NCBI 上的序列比对，有 9 个碱基不一致，

相似性为 99%，9 个碱基的不同不影响编码的氨基酸。 

将重组质粒 Pgex-4T-1-GTF-I/CAT 转入大肠杆菌

T7 Express competent E.coli (High Efficiency)，经 1 
nmol/L IPTG 诱导，重组蛋白的表达结果如图 5 所示，

3~6 为不同表达条件下裂解菌体后所得上清液的

电泳条带图，编号 7~10 为不同表达条件下裂解菌体

后所得沉淀的电泳条带图，由图可知，GTF-I 的 CAT
蛋白可以在上清液里表达，在 37 ℃，IPTG 诱导 4 h
的条件下，GTF-I 的 CAT 蛋白在上清液中表达显著，

由此说明，我们获得了高表达量的可溶性融合蛋白，

蛋白命名为 GTF-I/CAT，分子量约为 68 ku。 

 
图5 GTF-I/CAT 的 SDS-PAGE 

Fig.5 SDS-PAGE analysis of the recombinant GTF-I/CAT 

proteins 

注：1 表示 Marker；3~10

表

诱导表达的 GTF-I 经 GST 琼脂糖凝胶

树脂

68 ku（其中GTF-I的CAT大小为42 ku，
GST

未用 IPTG 诱导；2 表示蛋白质

示实验组。 

/CAT 蛋白

纯化后，进行超滤浓缩，结果如图 6，图中显示

蛋白的大小为

蛋白大小为26 ku），与预期目标产物分子量相近。 

 
图6 GTF-I/CAT 纯化浓缩图 

Fig.6 SDS-PAGE analysis of the purified and concentrated 

GTF-I/CAT 

注：1 表示 ；3 表示上样

量

2.3.2  GTF-I/CAT 糖能力 

在的葡聚糖链上，进一步生成 WIG，其化

6H12O6+ 
(C6H

 

上样量 1 μg；2 表示蛋白质 Marke

0.7 μg。 

酶活和产多

GTF-I的GAT能够水解蔗糖并将其中的葡萄糖基

转移至已存

学 方 程 式 为 ： C12H22O11+(C6H10O5)n→C
10O5)n+1

[7,8]。GTF-I/CAT 与蔗糖溶液反应 16 h 后，

反应液明显变浑浊，有 WIG 的产生。通过 Neson-
Somogyi 法测得 GTF-I/CAT 的酶活为 8.446 mIU，通
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过蒽酮硫酸法测定 GTF-I/CAT 产多糖的能力为 1.603 
mg/(mg·h)，说明通过体外合成的方式，成功获得了可

溶的 S. sobrinus 6715 GTF-I 的 CAT 区，这一区域可以

分解蔗糖产生 WIG。GTF-I/CAT 的酶活略高于传统硫

酸铵盐沉淀法获得的 GTF 粗酶酶活 6.71 mIU[14]，

GTF-I 基因全长 5.1 kb，未表达区域对 GTF-I 的催化

活性也有重要影响，羧基端重复序列能够有效提高氨

基端 CAT 区葡糖基转移能力从而提高 WIG 的整体合

成水平[8]，这可能是 GTF-I/CAT 的酶活力未能显著提

高的原因之一，但相比于硫酸铵盐沉淀法获得的成分

复杂、纯度低的 GTF 粗酶，基因克隆表达 GTF-I/CAT
成分明确，纯度高，更适合作为防龋研究材料。 

2.4  SEPT 对 GTF-I/CAT 产 WIG 的影响 

 
图7 不同浓度SEPT处理后GTF-I/CAT相对酶活性 

Fig.7 Effect of SEPT on the relative enzyme activity of 

GTF-I/CAT 

降低，说明产生的 W 果如图 7 所示。统

计学 CAT
产生

单独

sobrinus 6715 菌体和唾

2 种途径，减少 S. sobrinus 6715 在 SHA
对 S. sobrinus 6715 的初始粘附产生抑制，

但作

周病相关细菌以

多样性的研究[D].武汉:武汉大学,2011 

 and periodontal disease 

uhan: 

[2] 

o of effect and mechanism of 

Agricultural 

[3] 

ersion of Streptococcus mutans [J]. 

of 

 vivo studies [J]. BMC 

注：**表示与空白对照相比，具有极显著性差异。 

经不同浓度 SEPT 处理后，反应体系的 OD 值

IG 减少，结

都 p

分析表明，4 种浓度的 SEPT 都能抑制 GTF-I/
WIG，抑制效果随着 SEPT 浓度的增大而增大，

具有一定的浓度效应关系，当 SEPT 浓度大于 125 
μg/mL，实验组与对照组比较差异极显著（p<0.01），
能使 S. sobrinus 6715 GTF-I/CAT 酶活性显著降低。 

许多研究都表明，抗龋成分可以抑制 GTF 活性，

减少 WIG 的产生，从而抑制致龋菌的粘附聚集过程，

但抑制机理并不清楚[4,5]。我们通过将 GTF-I 的 CAT
合成出来，用 SEPT 直接作用其 CAT，结果表明

SEPT 可以通过抑制 GTF-I 的 CAT 活性，减少 WIG
产生，从而干预致龋菌在牙齿表面进一步的粘附聚集。

GTF-I 的 CAT 含有蔗糖的结合位点，具有催化水解蔗

糖的功能，其活性的大小与 CAT 区结构的稳定性有

关。而 SEPT 属于植物多酚，易与蛋白质结合，推测

可能是 SEPT 与 GTF-I 的 CAT 相结合，改变 CAT 的

结构和性质，破坏了其空间结构，使其催化功能被抑

制，从而抑制其产生 WIG。 

3  结论 

SEPT 可以通过作用于 S.
液获得性膜

上的粘附，

用于菌体 S. sobrinus 6715 的抑制效果更明显。通

过基因工程重组表达的方法获得了具有生物活性的 S. 
sobrinus 6715 GTF-I/CAT 蛋白，其酶活为 8.446 mIU，

产多糖能力为 1.603 mg/(mg·h)；SEPT 可以抑制

GTF-I/CAT产生WIS，说明SEPT可以直接作用GTF-I
的 CAT 区，抑制其功能的发挥。本实验表明 SEPT 既

可以抑制 S. sobrinus 6715 的初始粘附，又可以抑制蔗

糖依赖性粘附过程中致龋毒理因子 GTF-I 的活性，导

致 WIG 产量降低，干预 S. sobrinus 6715 在牙齿表面

的粘附聚集，从而干预龋齿的发生。 
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