
Results Compared with the control group，the levels of HbA1c，blood pressure，creatinine，urea nitrogen and uric
acid in DN group significantly increased，and the levels of serum inflammatory cytokines TNF-α，IL-1β and MCP-
1 significantly increased． Compared with the control group，the expression of TNF-α，the infiltration of macropha-
ges and the activation of BTK significantly increased in DN group，and the expressions of iNOS and p-BTK in renal
macrophages also increased． In DN group，BTK and p-BTK expression were positively correlated with 24 hour uri-
nary protein，serum creatinine and blood urea nitrogen，and negatively correlated with estimated glomerular filtra-
tion rate ( eGFR) ． Conclusion The activation of BTK in renal macrophages is increased in DN patients and is
correlated with renal function progression．
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绿茶提取物 EGCG 预防龋病的动物实验研究
李 芳1，刘亚军1，刘泽婷1，陈永翔1，王烈成2，王一君3，王元银1

摘要 目的 通过大鼠龋齿模型探讨表没食子儿茶素没食

子酸酯( EGCG ) 对龋病的预防效果，为天然药物 EGCG 预

防龋病的临床研究提供试验和理论依据。方法 选择 SD

大鼠 24 只，随 机 分 成 EGCG、氟 化 钠 ( NaF ) 、醋 酸 氯 己 定

( CHX) 及蒸馏水 ( 对照) 组 ，每组 6 只。接种变形链球菌

( S． mutans) 标准菌株并给予致龋饲料 2000# 和 5% 蔗糖

水，分别用浓度为最小抑菌浓度( MIC) 的 EGCG、250 mg /L
NaF 溶液、0. 12% CHX 溶液及蒸馏水对大鼠口腔进行冲洗

涂药。连续处理 6 周后处死大鼠，收集大鼠颌骨，Keyes 记分

法分析，评估大鼠上颌磨牙患龋情况。结果 经龋齿 Keyes

记分显示与对照组相比，各组药物对大鼠龋齿的形成和严重

程度均有不同程度的抑制效果，其中 EGCG 组显示对大鼠上

颌窝沟面龋的釉质龋( P ＜ 0. 01) 及牙本质龋均有有较好的

防治效果，对牙本质深龋的防治效果更好 ( P ＜ 0. 001 ) 。但

对牙本质浅、中龋的防治效果低于 CHX 组。结论 MIC 浓

度的 EGCG 降低龋齿的发生率和严重程度，对大鼠龋损发生
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龋病是一种细菌感染性疾病，由含有变形链球

菌( streptococcus mutans，S． mutans) 的口腔生物膜诱

导下牙体硬组织发生的病变。现有研究［1］表明大

量的致龋细菌是龋病的致病因素，而 S． mutans 是

龋病的主要病原微生物。S． mutans 黏附于牙面获

得性膜上，迅速繁殖、代谢碳水化合物产酸，溶解牙

体硬组织进而形成龋洞，这是其致龋特性［2］。表没

食子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯 ( epigallocatechin gallate，

EGCG) 在儿茶素中含量最多，具有广泛的生物学和

药理活性。它还具有较高的抗龋功效，这一特性主

要来源于它的抗菌活性，其作用机制与它的化学结

构有关［3 － 5］。有研究［6］表明，EGCG 对口腔主要致

龋细菌的产酸、耐酸以及黏附等致龋毒力因子有较

好的抑制作用。且有学者证实［7］EGCG 在抑菌、保

护神经系统及抗氧化等方面起重要作用。该课题前

期研究［8］表明 EGCG 对 S． mutans 的最小抑菌浓度
( minimum inhibitory concentration，MIC ) 为 6. 25
mg /L。该研 究 利 用 大 鼠 龋 病 模 型 对 绿 茶 提 取 物
EGCG 在 MIC 时的防龋效能进行综合评估，为绿茶

提取物 EGCG 进入临床试验提供数据基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂与仪器 EGCG、氨苄西林钠购自北京索
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莱宝科技有限公司; 氟化钠、醋酸氯己定( 洗必泰) 、
紫脲酸铵指示剂均购自上海易恩化学技术有限公

司; 头孢拉定胶囊购自石家庄石药集团欧意药业有

限公司; 蔗糖购自美国 Sigma 公司; SYTO 9 染料购

自美国赛默飞世尔科技公司; NEST 801001 35 mm
玻底培养皿( 玻底直径 20 mm) 购自无锡耐思生物

科技有限公司; SYJ-160 型低速金刚石切割机购自

沈阳科晶自动化设备有限公司; 激光扫描共聚焦显

微镜购自德国卡尔·蔡司公司; 荧光正置显微镜

DMI6000B 购自德国徕卡仪器有限公司。
1． 2 细 菌 与 培 养 基 国 际 标 准 变 异 链 球 菌 株

ATCC 25175 ( 血清型 C 型 ) ; 牛脑心浸出液培养基

( brain heart infu-sion，BHI) 购自青岛高科技工业园

海博生物技术有限公司; 轻唾琼脂培养基 ( MS 琼

脂) 、杆菌肽 ( bacitracin) 均购自北京索莱宝科技有

限公司等。
1． 3 实验动物 SD 大鼠 24 只购自安徽医科大学

实验动物中心; 2000# 致龋饲料购自常州鼠一鼠二

生物科技有限公司。
1． 4 细菌复苏及培养 按照说明书配制 BHI 琼脂

培养基和 MS 琼脂培养基。将于 － 80 ℃ 冻存的 S．
mutans 株室温复苏 24 h 后接种于 BHI 琼脂培养基

和 MS 琼脂培养基，取 0. 5 ml 菌液和 4. 5 ml BHI 液

体培养基放入 15 ml 离心管中混匀，37 ℃厌氧环境

( 10% CO2、90% N2 ) 培养 48 h。BHI 琼脂培养基

形态学观察为无特征性乳白色菌落; 在超净工作台

中用移液枪移取适量菌液涂片革兰染色后显微镜观

察为蓝色链球状。确认是纯培养后接种于 BHI 液

体培养基中，37 ℃厌氧培养 24 h，使用 BHI 液体培

养基调节菌液浓度备用，使其达到吸光度值 OD590 =
0. 6。
1． 5 EGCG 混悬液的配制 将 EGCG 粉用灭菌蒸

馏水配制成 100 mg /L 的母液，用 0. 22 μm 的微孔

滤膜过滤除菌，4 ℃ 避光保存待用。使用前用灭菌

蒸馏水按设定浓度稀释后使用。
1． 6 动物实验

1． 6． 1 实验分组及细菌接种 选择均于出生后第

21 天断乳的 SD 雄性大鼠 24 只，随机分成 4 组( n =
6) : EGCG、氟化钠 ( NaF) 、氯己定 ( CHX) 及蒸馏水

( 对照) 组，给大鼠打耳标、记录体质量。给予大鼠

普通饲料适应性喂养 2 d，之后给予致龋饲料 2000#
和 5%蔗糖水溶液，直至整个实验结束。鼠龄 22 d，

异氟烷吸入麻醉，用无菌棉签蘸取大鼠唾液，PBS 稀

释后涂 BHI 琼脂平板和 MS 琼脂平板，观察大鼠口

腔内固有菌群情况。在实验第 3 ～ 6 天期间给予广

谱抗生素抑制口腔菌群，即 1 000 g 致龋饲料添加 1
g 氨苄西林、1 L 5%蔗糖水溶液添加头孢拉定 1 g 促

进 S． mutans 感染大鼠口腔。在实验第 8 ～ 12 天期

间，给每只大鼠口腔内接种国际标准变异链球菌株，

菌液浓度为 OD590 = 0. 6，每次接种 1 ml /只，连续处

理 5 d［9］。在大鼠围术期每组随机抽取 3 只大鼠，用

消毒棉签收集大鼠唾液检测菌株接种情况。
1． 6． 2 大鼠口腔药物处理 自实验第 14 天起分别

用 浓 度 为 MIC 的 EGCG、250 mg /L NaF 溶 液、
0. 12% CHX 溶液及蒸馏水冲洗大鼠口腔。取 1 ml
各药液分装至 1. 5 ml EP 管 ，1 鼠 1 支。每只鼠在

用药前放入装有 3 ～ 4 个浸满异氟烷棉球的诱导盒

内，随即关闭盒盖，等待大鼠完全麻醉 ( 此过程约需

2 ～ 3 min) 。可通过轻轻摇动诱导盒以检查大鼠是

否完全麻醉，若大鼠身体翻倒为侧姿且没有试着恢

复其卧姿状态，则表明该大鼠已经完全麻醉。将大

鼠从诱导盒中迅速拿出，左手持大鼠并用拇指和食

指固定住其头部，右手拿无菌棉签蘸取药液至饱和，

对大鼠磨牙( 牙合) 面、颊面、舌 /腭面及口腔黏膜各

处依次清理，剩余药液用钝头的 1 ml 注射器冲洗大

鼠口腔，以确保药液作用到位。每只鼠的药物处理

过程为 1 min，处理后将大鼠以侧卧位放回鼠笼，所

有大鼠苏醒后禁食 2 h，如此连续处理 6 周，早晚各

1 次［9 － 10］。整个药物处理过程始终由同一实验员操

作完成。同时每天观察并记录大鼠健康状况饮食情

况，每周记录 1 次大鼠体质量。
1． 6． 3 大鼠磨牙标本的制取 实验第 56 天异氟烷

窒息处死大鼠，称重后用剪刀断颅，将上下颌骨分

开，用组织剪剔除附在骨面的皮肤肌肉筋膜等软组

织获取颌骨标本。清洗干燥置于含有 1% ～ 2% 氢

氧化铵溶液的烧杯中浸泡 30 min，薄膜封口。取出

清洗用滤纸干燥，置于 0. 4% 紫脲酸胺溶液中避光

染色 12 h，染色液中加入一定量的 10% 中性甲醛可

以防止颌骨腐烂。取出冲洗室温下避光干燥，将大

鼠颌骨用蜡固定在切割机虎钳上，用低速金刚石切

割机沿颌骨磨牙牙合面近远中向矢状半切，清洗干

燥后放入装有苯的玻璃皿中增加确认率，立即清洁

标本，在体视显微镜下根据 Keyes 评分法评估大鼠

磨牙的龋损情况。
1． 6． 4 龋齿 Keyes 评分法分级计分 Keyes 评分

法［11］是一种评估大鼠磨牙龋损程度的传统的计分

系统，在下颌第一、第二和第三磨牙中检查的窝沟数

目分别为 3、2 和 1。在上颌第一、第二和第三磨牙
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中分别为 2、1 和 1。分配给每个磨牙窝沟的线性单

位分别是: 上颌分别为 7、5 和 2; 下颌分别为 5、3 和

2。其中下颌第一磨牙的前沟被指定 2 个单位的值，

并用作其他沟测量的指导或标准。使用 4 种探诊深

度记录方式［龋损局限于釉质 ( E 级) ; 龋损累及釉

质及牙本质外层 1 /4 以内 ( Ds 级) ，会出现牙本质

与上层牙釉质略微分离; 龋损累及牙本质厚度 1 /4
～ 3 /4( Dm 级) ; 龋损累及深度超过牙本质厚度的

3 /4，甚至穿透牙本质全层 ( Dx 级) ］评估大鼠磨牙

的窝沟龋损情况。对大鼠磨牙的窝沟龋损进行计

分，以此来评定药物抑制龋齿情况。其中镜下呈粉

红色处是龋损部位，不着色或着色很浅处是正常牙

体组织。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 23. 0 统计软件对实

验数据进行分析，计量资料以 �x ± s 表示，多组间实

验数据用单因素方差分析，组间均数两两比较采用

SNK、LSD 检验和 t 检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学

意义。

2 结果

2． 1 S． mutans 的培养与鉴定 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

态和革兰染色，形态学观察为无特征性乳白色菌落;

革兰染色后显微镜观察显示细菌呈蓝色链状结构，

见图 1。结果表明接种细菌为 S． mutans，并在大鼠

口腔成功定植。
2． 2 大鼠的饮食与健康状况 实验过程中对大鼠

的水和食物消耗进行记录，各组间未见较大差异。
口腔药物处理期间，大鼠的健康活动状况良好，口腔

黏膜未见异常表现，各组大鼠的体质量相对均匀增

加，实验结束时各组大鼠体质量增加差异无统计学

意义( F = 1. 83，P ＞ 0. 05) ，结果见表 1。
2． 3 大鼠上颌磨牙窝沟龋损的 Keyes 记分 观察

大鼠上颌磨牙牙合面，各组大鼠磨牙窝沟均出现不

同程度的龋损。在 E 级龋齿计分中，与对照组相

比 ，EGCG组计分降低( F = 22. 09，P ＜ 0. 001 ) ; 在

表 1 实验中大鼠的体质量变化( �x ± s，n = 6)

组别
体质量记录时间( d)

1 7 14 21 28 35 42 49 56
EGCG 51． 81 ± 4． 21 100． 45 ± 8． 34 127． 81 ± 9． 72 153． 07 ± 11． 47 180． 47 ± 9． 85 206． 23 ± 10． 38 226． 82 ± 10． 23 256． 29 ± 9． 21 289． 25 ± 8． 62
NaF 52． 31 ± 6． 42 103． 73 ± 3． 60 135． 81 ± 6． 70 164． 94 ± 7． 08 189． 63 ± 7． 03 196． 70 ± 11． 03 230． 71 ± 2． 97 266． 07 ± 6． 21 298． 06 ± 8． 67
EF 53． 64 ± 3． 26 103． 40 ± 6． 92 129． 66 ± 9． 26 149． 54 ± 6． 20 171． 75 ± 7． 82 192． 96 ± 15． 02 219． 45 ± 6． 75 278． 36 ± 11． 25 286． 43 ± 7． 66
CHX 49． 27 ± 5． 51 101． 90 ± 4． 67 130． 03 ± 9． 71 153． 77 ± 13． 93 177． 37 ± 11． 47 206． 70 ± 9． 73 224． 77 ± 7． 82 250． 57 ± 10． 74 287． 70 ± 8． 92
对照 53． 75 ± 3． 21 103． 23 ± 5． 22 136． 35 ± 3． 94 166． 95 ± 5． 22 191． 70 ± 6． 29 197． 60 ± 7． 00 232． 05 ± 5． 69 264． 48 ± 4． 53 295． 33 ± 9． 41

表 2 各组大鼠上颌磨牙窝沟龋齿的 Keyes 计分( �x ± s)

组别
磨牙数

( 颗)

龋损分级

E Ds Dm Dx
EGCG 36 16． 75 ± 0． 69＊＊ 8． 50 ± 2． 31* 2． 50 ± 1． 47* 1． 42 ± 0． 61＊＊＊

NaF 36 15． 75 ± 1． 52* 9． 67 ± 2． 41* 2． 33 ± 1． 52＊＊ 0． 50 ± 0． 50＊＊

CHX 36 15． 33 ± 1． 62* 7． 00 ± 1． 53＊＊ 2． 42 ± 0． 98＊＊＊ 0． 17 ± 0． 24＊＊＊

对照 36 19． 00 ± 0． 87 15． 25 ± 1． 68 9． 08 ± 1． 67 4． 42 ± 1． 13

与对照组比较: * P ＜ 0． 05，＊＊P ＜ 0． 01，＊＊＊P ＜ 0． 001

图 1 变形链球菌鉴定

A、B: S． mutans( ATCC25175 ) 的细菌形态在 BHI 和 MSB 培养基上的比较; C: 变形链球菌( ATCC25175 ) 革兰染色油镜下的细菌形态 ×

100; D、E: S． mutans( ATCC25175) 革兰染色荧光正置显微镜下的形态 × 5、× 20
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图 2 各种龋齿模型 紫脲酸铵染色 × 10

A: 正常牙齿; B: 窝沟龋 E 级龋损; C: 窝沟龋 Ds 级龋损; D: 窝沟龋 Dm 级龋损; E: 窝沟龋 Dx 级龋损; F: 深龋穿髓腔( 黑色箭头指示龋损)

Ds、Dm 级龋齿计分中，3 组用药组上颌磨牙 Keyes
计分分值均 降 低，但 CHX 组 抑 龋 效 果 更 好 ( P =
0. 001 5; P = 0. 000 1) ; 在 Dx 级龋齿计分中，与对照

组比较，其余各组的龋齿计分均降低很多，且差异有

统计学意义( F = 31. 66，P ＜ 0. 001 ) ，显示各用药组

都有一定的预防窝沟龋齿的作用( 表 2 ) ，各用药组

间龋齿计分差异无统计学意义，大鼠磨牙各种窝沟

龋损模型见图 2。

3 讨论

龋齿是世界上最常见的口腔疾病之一，是一种

细菌感染性疾病。S． mutans 被认为是龋齿发病的

主要病因，具有较强的产酸、耐酸性和检出率高等特

性。龋齿的发生几乎与细菌对碳水化合物的代谢有

关，特别是 S． mutans 代谢碳水化合物后产生的酸，

将降低口腔中的 pH，反过来对口腔微生物群施加生

理压力。由于其耐酸的特性，S． mutans 比不耐酸的

物种有竞争优势，当环境条件不太有利时，S． mu-
tans 在致龋菌斑数量上占主导地位。它能代谢多种

碳水化合物，黏附在牙齿表面，形成生物膜。据报

道［2 － 3］，S． mutans 的高数量与龋齿率的增加有直接

关系。
EGCG 是儿茶素的一种，具有广泛的生物学和

药理活性。此外，它还具有较高的抗菌功效，其作用

机制与它的化学结构有关。此外它还具有很强的抗

氧化活性，可以减少酸性化合物的产生，并通过对细

菌胞质膜的不可逆性损伤，发挥对口腔链球菌的抗

菌作用［7，12］。有研究［5］表明，EGCG 对口腔主要致

龋细菌的产酸、耐酸以及黏附等致龋毒力因子有明

显的抑制作用。除了已知的抑菌作用外，EGCG 可

能还抑制 S． mutans 对牙齿表面的黏附，从而破坏成

熟生物膜形成的最初步骤，减少龋齿的发生［1］。该

课题组的前期体外研究［8］表明: EGCG 对 S． mutans

的 MIC 为 6. 25 mg /L，说明当药物浓度≥6. 25 mg /L
就可以抑制 S． mutans 的增殖。MIC 的 EGCG 对

S． mutans 的产酸、增殖及黏附有较好的抑制作用。
由于细菌 － 食物 － 宿主间相互作用的复杂性，

研究人员不得不使用动物模型，在控制条件下研究

龋齿病变。当喂食致龋食物时，啮齿动物的牙齿可

发展龋齿，尽管人类和啮齿动物的牙齿解剖结构不

同，但由于它们较易获得且成本较低，开始被应用于

龋病的研究［13 － 14］。目前关于 EGCG 对 S． mutans 作

用的研究多集中于体外，尚缺乏 EGCG 对 S． mutans
致龋能力影响的体内实验研究。该研究的目的是利

用大鼠龋病动物模型研究最低抑菌浓度的 EGCG 在

大鼠口腔内对 S． mutans 致龋能力的抑制作用。调

查 EGCG 对 S． mutans 的生长及其体内致龋潜力的

影响。Keyes 龋齿计分统计结果显示，EGCG 组窝沟

面龋损程度少于对照组，且对牙本质深龋有较好的

防治作用。表明 EGCG 具有抑制龋病发生发展的作

用。该研究结果发生的机制可能与前期体外实验的

结果一致: EGCG 可以抑制变链菌的生长黏附、降低

牙菌斑的聚集及抑制葡萄糖基转移酶 ( GTF) 的活

性。最后，对 EGCG 的防龋效能进行了综合评估:

Keyes 计分表明 MIC 的 EGCG 能够抑制大鼠窝沟龋

损形成和严重程度。此外，在整个实验过程中，各组

大鼠一般健康状况良好，体质量均匀增长，口腔黏膜

未见异常表现，与对照组相比饮食的消耗差异无统

计学意义，结果显示实验药物经口腔局部应用具有

良好的安全性。
该研究表明，MIC 的 EGCG 可减少大鼠磨牙窝

沟龋的发生并降低龋损严重程度，且对大鼠饮食和

体质量的变化无影响。同课题组前期体外研究结

果，从多方面验证了 EGCG 对口腔致龋菌的抑制作

用，表明天然药物 EGCG 能抑制大鼠口腔变形链菌

的生长代谢，可有效预防龋齿的发生，为龋病的防治
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提供更多的实验依据。推测 EGCG 可能作为一种天

然、安全的防龋药物，在防治龋病方面发挥重要作

用。
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Animal experiment study on green tea extract
EGCG to prevent dental caries

Li Fang，Liu Yajun，Liu Zeting，et al
( Stomatological College of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore the preventive effect of epigallocatechin gallate ( EGCG) on dental caries through
the rat dental caries model，and provide experimental and theoretical basis for clinical research of natural medicine
EGCG on preventing caries． Methods Twenty-four SD rats were selected and randomly divided into EGCG group，

sodium fluoride ( NaF) group，chlorhexidine acetate ( CHX) group and distilled water ( control) group，each with
6 rats． The rats were inoculated with standard strain of streptococcus mutans ( S． mutans) and given cariogenic feed
2000# and 5% sucrose solution． The oral cavity of rats was rinsed and coated with minimum inhibitory concentra-
tion ( MIC) EGCG，250 mg /L NaF solution，0． 12% CHX solution and distilled water，respectively． After 6
weeks of continuous treatment，the rats were sacrificed． The jaws of the rats were collected and analyzed by Keyes
score method to evaluate the caries of the rats' maxillary molars． Results The Keyes scores of caries showed that
compared with the control group，drugs in each group had different degrees of inhibition effect on the formation and
severity of caries in rats． Among them，the EGCG group had better effect on enamel caries ( P ＜ 0． 01) and dentin
caries，and had much better effect on dentin deep caries ( P ＜ 0． 001) of maxillary fossa and fissure caries in rats．
However，the prevention and treatment effect of superficial and middle dental caries was lower than that of CHX
group． Conclusion EGCG with MIC concentration reduces the incidence and severity of dental caries，and has a
significant inhibitory effect on the occurrence of dental caries in rats．
Key words epigallocatechin gallate; EGCG; streptococcus mutans; SD rats; dental caries
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