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国产水溶性蜂胶对感染根管内厌氧菌的体外抑菌实验 

张红梅，林居红，蒋 琳 

(重庆医科大学附属口腔医院预防科，重庆 40【)(】15) 

【摘 要】目的：研究国产水溶性蜂胶对感染根管内两种常见优势厌氧菌，中间普氏菌、具核梭杆菌及其混合菌的体外抑菌活性。 

方法：采用琼脂稀释法测定蜂胶水溶液对中间普氏菌、具核梭杆菌及二者混合菌的最低杀菌浓度(Minimal bactericidal concentra— 

tions，MBc)。结果：蜂胶对中间普氏菌、具核梭杆菌及二者的混合菌的MBc分别为0．025％、0．O25％、0．05％。结论：蜂胶对感染根 

管常见优势厌氧菌具有 良好的抑菌活性 ，将其用于感染根管消毒具有一定的应用前景。 
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In VitrO antibaCterial aCtiVity Of dOmeStiC—made water—SOIubIe prOpOliS 

againSt OraI anaerObiC baCterIa frOm the infeCted rOOt CanaI 

zHANG Hong—m ei，et al 

(D印 州 m肌￡ e 0n， e ed Sf0m 0Z0gy 印 ， 0唧  d c ) 

【Abstract】O己 ec坑 e：T0 evaluate bacteri0stasis e]日[ ct 0f domestic—made water—s0luble pr0polis on prevotella intem1edia(Pi)，fu— 

s0bacterium nucleatum(Fn) and mixture bacteria 0f and Fn in vitr【1． D如 ：With agar di1uti0n，minimal bactericidal con— 

centrations(MBC)of pmpolis fnr Fn，Pj and mixture bacteria were detenl1ined． es Z ：MBc of pmp0lis f0r Fn，Pi 0r mixture 

bacteria were 0．O25％，0．025％，0．05％ respective1y．eD似 0竹：Pmp0lis shows the favnIJmble an【ibacterial activiIy against tl1e 

main anaembic bacterium in in cti0us m0t canal which it has a value of applicati0n f0r disinfecting mot cana1． 

【Key words】Pmp0lis；Prevotella interrnedia(Pi)；Fusobacte um nucleatum(Fn)；Antjbacterial a tivity 

根管感染通常是厌氧菌占优势的多种细菌的混 

合感染。研究发现中间普氏菌(P．intennedia，f)i)和具 

核梭杆菌(F．nucleatum，Fn)是感染根管的优势菌l1l。 

而细菌之间的协同作用 ，能导致根尖周破坏的加 

重_2_。目前临床针对感染根管最常用的消毒方法是 

药物消毒。寻求一种消毒力强、副作用小的根管消 

毒药物一直是国内外学者所关注的研究课题。 

蜂胶作为一种天然抗生素具有广泛的抗菌活 

性p～，对口腔致龋菌及牙周致病菌均有抑制作用 一。 

但以前的研究多为蜂胶乙醇提取液，对蜂胶水提取 

液研究非常少；并且研究对象多为单一菌种的抑制 

作用，对细菌混合液抑制作用的研究很少。本研究 

通过观察国产水溶性蜂胶对 、Fn及二者混合菌的 

作者介绍：张红梅(1974一 )，女，硕士， 

研究方向 ：牙体牙髓疾病 。 

通讯作者：林居红，女，教授，E—mail uh0ng1in@sinamm。 

基金项目：重庆市中医药科研计划项 目(07—2—5o)。 

抑菌作用 ，测定最低杀菌浓度(Minimal bactericid al 

concentrations，MBC)值 ，为蜂胶在根管消毒领域的 

进一步研究提供理论依据。 

1 材料和方法 

1．1 实验 菌株 

具核梭杆菌(Fusobacterium nucleatum，Fn ATCC 25586)， 

中间普氏菌(Prev0tella intermdia， ATCC 256l1)由四川大 

学华西口腔医学院卫生部口腔生物医学工程重点实验窒提 

供，冻干国际标准菌株。将Fn和 的干燥菌粉分别用心脑浸 

液(Bmin—heart infusion，B H1)液体培养基溶解，采用分区划 

线的方法将两种细菌接种于BHI血琼脂培养基上，37℃厌氧 

环境(80％N ，10％H ，10％C0：)培养48 h，显微镜下观察并鉴 

别分离，分别移取大小形态一致的菌落溶于B Hl液体培养基 

中，再次接种在B HI血琼脂培养基上，37℃厌氧环境(80％N ，10％ 

H ，1O％c02)培养48 h后 ，用B HI+Hemin液体培养基配成 
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1．5×10s cFu／ml菌悬液，备用。 

1．2 蜂胶 实验应用液的制备 

将水溶性固体蜂胶(河南长葛市晟源蜂业有限公司提供， 

纯度达98％，黄酮类化合物总含量≥140g／l(g，含铅量<1 mg，kg)置 

冰箱冻存24 h，使成为不具粘性的固体。用电子天平精密称 

取蜂胶固体11．8 g，溶解于75 ml蒸馏水，调整pH值(6．8～7．0)， 

98℃的水浴加热后制备成浓度为15．4％的蜂胶水溶液。待溶 

液冷却后，用滤纸过滤，将滤渣及滤纸上未溶解的蜂胶在 

40℃的恒温箱中烘干(过夜)。称取滤渣重量并计算蜂胶溶液 

浓度。加蒸馏水调整蜂胶水溶液浓度至1％，置于冰箱内保存 

备用。 

取1％蜂胶1 ml，加入BHl+Hemin液体培养基9 ml制成n1％ 

的蜂胶应用液。用BⅢ+Hemin液体培养基按对倍稀释法将 

0．1％的蜂胶应用液稀释成0．1％、0．05％、0．025％、0．012 5％、 

0．006 25％等5个浓度备用。 

1_3 药物平板的制备 

实验组(蜂胶组 )：取已配制好的5个不同浓度的蜂胶实 

验药液，在无菌条件下按低浓度到高浓度，依次加入已融化 

并冷却至48oC～50℃的BHI血琼脂中，待混合后倾注于直径为 

90 mm平板中。每个平板含1个药物浓度 ，其药液量为2 ml、琼 

脂培养基量为18 ml。 

药物对照组(氢氧化钙组)：用BHI+Hemin液体培养基按 

对倍稀释法将氢氧化钙稀释成5 m咖 l、2．5 m咖 1、1．25 m咖 l、 

0．625 m咖 l、0．3 1 3 m ml等5个浓度备用。 

阳性对照组：将B HI血琼脂倾注于直径为90 mm平板中， 

制作成一个不加药物的B Hl血琼脂平板，约20 ml、4 mm厚，晾 

干表面水分，备用。 

阴性对照组 ：含有药物，但不含有菌液的BⅢ+Hemin液 

体培养基倾注于直径为90 mm平板中，约20 m1、4 mm厚，晾干 

表面水分，备用。 

1．4 体外抑菌实验 

本实验采用琼脂稀释法。用记号笔将含药物琼脂平板和 

阳性对照琼脂平板的底部划分成12个记号区。然后用点种仪 

取实验菌液(10s cFu，m1)，分别接种于不同浓度的药物琼脂 

平板表面的记号区内。其中，1～4记号区内接种6 l的Fn菌 

液，5—8记号区内接种6 l的Pi菌液，取3 l的FIl菌液和3 l的 

Pi菌液接种于9—12记号区的同一点上(形成混合菌液)。点种 

完毕后的琼脂平板放置于37℃厌氧环境 中(80％N ，10％ 

H：，1O％c0：)培养48 h。以肉眼直接观察细菌生长情况，无细 

菌生长的最低药物浓度为最低杀菌浓度。抑菌实验重复6次。 

2 结 果 

阳性对照组均有细菌生长，阴性对照组均无细 

菌生长。蜂胶水溶液抑菌实验结果见表1，氢氧化钙 

抑菌实验结果见表2。 

3 讨 论 

本实验采用琼脂稀释法测定蜂胶对Fn、Pi及其 

二者混合菌的最低杀菌浓度，此方法是美国国立临 

床实验室标准化委员会规定的最常用的体外药敏 

试验方法。它使用一定浓度的琼脂培养基，在同一 

平板上可同时测定10～20种细菌对药物的敏感性四。 

大量研究表明，牙龈卟啉单胞菌(PoI1)hymmonsa gin— 

givals，Pg)、Fn和Pi等厌氧菌是牙髓、根尖周疾病的优 

势病原菌 。单一厌氧菌的致病力是有限的，而细菌 

表l 不同浓度蜂胶水溶液的抑茵实验结果 

注：“一”表示无细菌生长，“+”表示有细菌生长 



一

1 51 8一  重庆医科大学学报 2008年第 33卷第 12期 (JoumaI of Ch0ngqing MedicaI UniverS 20o8．Vo}．33 No．12) 

之间的协同作用是牙髓 、根尖周疾病发生发展的重 

要因素之一。有研究显示感染根管内的优势菌如产 

黑色素厌氧杆菌、Fn等单独纯培养接种动物根管， 

往往不致病甚至不能存活，但混合接种却能导致根 

尖周破坏的加重闭，因此，从微生态学的角度来看， 

细菌之间的协同作用对细菌在根管环境中的生存 

及致病十分重要。 

国内外研究表明 ”J，临床常用的根管消毒药 

物甲醛甲酚、樟脑酚等都有较强的细胞毒性 ，作为 

半抗原可引起机体免疫损害，并且甲醛甲酚有致癌 

的可能性。氢氧化钙是目前国内外得到公认的根管 

消毒药物，已广泛用于临床lI 2l。Law 对国外近年来 

多种根管消毒药物的研究报道进行系统评价 ，认为 

氢氧化钙仍然是目前最有效的根管消毒药物。本次 

实验结果显示氢氧化钙对Pi的MBc为2．5 mg／n l，对 

Fn的MBc为5 mg／ml，对混合菌的MBc为5 mg／ml，氢 

氧化钙对口腔厌氧菌有较好的杀菌效果，这与以往 

的研究结果相符；但同时Law也指出氢氧化钙并不能 

消除感染根管内的所有微生物，一些细菌(粪肠球 

菌 、放线菌、葡萄球菌、链球菌)对较高的pH有一定 

的耐受性，尤其是粪肠球菌，当pH=l1．5时，它仍能 

生存，而且牙本质中的羟磷灰石具有很强的缓冲性 

能，对于顽固性根尖周炎或根管治疗术失败后的患 

牙，氢氧化钙的消毒能力比较有限。因此，我们有必 

要寻求一种低毒、安全、有效的根管消毒药物。 

蜂胶(Pmpolis)是一种历史悠久的民间用药。 

国内外的研究证明：蜂胶能抑制金黄色葡萄球菌 、 

白色葡萄球菌、链球菌、产黑色素类杆菌等多种细 

菌ll3， 】。此外，国内外的研究发现蜂胶能有效杀灭 

对氢氧化钙耐受的细菌ll【】，m】。H．Koo等【l5J体外实验 

发现蜂胶不仅能对白色念珠菌 、粪肠球菌 、内氏放 

线菌、金黄色葡萄球菌、链球菌有很强的抑菌效 

果，并且能抑制细菌粘附和牙菌斑的形成。0ncag(j6 

等报道蜂胶在离体牙的根管内能有效杀灭粪肠球 

菌，建议将蜂胶用于根管消毒药物的替代药物。蜂 

胶还含有人体必需的氨基酸和微量元素，且无毒副 

作用l17， ，在控制感染根管方面具有较高的药物开 

发价值。 

由于蜂胶是一种中药，按照药敏实验【2]对中草 

药实验应用液的规定，本实验按对倍稀释法将O．1％ 

的蜂胶应用液稀释成0．1％、0．05％、0．025％、0．012 5％、 

0．006 25％等5个浓度，结果显示蜂胶对Pi的MBC为 

0．025％，对Fn的MBc为O．05％，对混合菌的MBC为 

O．O5％，蜂胶能够抑制Fn、Pi及二者混合菌的生长。蜂 

胶不仅对单一厌氧菌表现出较强的抗菌活性 ，在 

细菌协同作用产生更强细菌毒力的情况下，也表 

现出较强的抗菌活性。国内外有很多关于蜂胶抗 

菌活性的报道，但关于口腔厌氧菌抑菌实验的报道 

较少，而且不同的报道所得出的结果也不一样。王 

银龙等l 8l实验观察报道蜂胶对产黑色素类杆菌的 

最小抑菌浓度为0313％；F．A．sant0s等【14】研究了巴 

西热带高原草原蜂胶及其组分对口腔厌氧菌的作 

用 ，认为蜂胶的最小抑菌浓度范围为64～1 024 

mg／L；结果不尽相同可能与蜂胶的组成成分存在地 

区差异性有关。尽管各产地的蜂胶在成分上有很 

大不同，但都具有抗微生物、抗氧化、抗炎症、抗癌 

等生物活性和药理作用，不受产地和季节的限制 

]
。 本次实验结果显示蜂胶具有较强的杀菌效果， 

可能是因为所选蜂胶的纯度达98％，黄酮类总含量≥ 

l40 g，kg(蜂胶抗菌的有效成分是黄酮类等化合 

物)，并且水溶性蜂胶更易被机体吸收。以往研究 

的多为醇溶性蜂胶，所以与本次实验结果略有不 

同，但都提示了蜂胶具有很强的抗菌活性。 

本实验所用蜂胶为水溶性固体蜂胶，目前蜂胶 

的提取方法有乙醇提取、水提取，超临界、膜技术 、 

分子蒸馏等提取方法。长期以来，由于普通蜂胶脂 

溶性强 、水溶性差，临床或实验多采用蜂胶乙醇提 

取法，制成品的气味浓、刺激性强。蜂胶水提液易于 

被机体吸收，不存在溶剂残留带来的副作用，也容 

易调味。在相同剂量的情况下，蜂胶水提液的抗炎 

和抗肿瘤效果与醇提液相比差异不大，甚至优于醇 

提液 。王晶等[硎采用连续培养致龋菌形成人工龋 

损的方法，比较蜂胶水溶液 、蜂胶醇溶液和洗必泰3 

种溶液的防龋效果，结果发现蜂胶的防龋效果优于 

洗必泰，同时还指出蜂胶水提取物具有使用更方便、 

更安全等优点。吕泽田等l21睬用蜂胶水提取物进行 

抑制实验表明，蜂胶水提取物的抑菌作用几乎涵盖 

了霉素类、磺胺类的抑菌范围，证实了蜂胶的抑菌 

作用具有广谱性、安全性与经济性，尤其对金黄色 

葡萄球菌的抑制作用是其他抑菌类药物所不及的。 

本实验结果表明蜂胶水溶液对Fn和Pi均有良好的抑 

菌作用，与以往的研究结果相似 。 

蜂胶的药用价值是它作为一种天然混合物表 

现出来的，其抗菌作用是所含各种成分综合作用的 
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结果。蜂胶萃取物含有二百多种物质，其抗菌的有 

效成分是黄酮类化合物、高良姜素、松属素、咖啡酸 

脂等l22】。蜂胶的抗菌、杀菌作用原理十分复杂，可能 

包括：黄酮类和苯乙烯类成分分解了细菌胞膜上的 

能量，从而限制细菌运动∞ ；黄酮类化合物能抑制自 

由基的形成 ；Marcucci等 研究发现蜂胶对不同细 

菌和霉菌不但具有直接抑制细菌和霉菌的作用 ，而 

且抑制细菌对细胞的粘附；Takaisikikuni等【 认为蜂 

胶能破坏细菌细胞壁、细胞质、细胞膜的结构，产生 

溶菌作用，并能抑制细菌蛋白质的合成；由此可见 

蜂胶的抗菌机制十分复杂，其确切作用机制还有待 

进一步研究探讨。 

我国是一个盛产蜂胶的大国，来源丰富，价格 

低廉。随着抗生素多重耐药性的发生 日益突出，蜂 

胶由于具有抗菌，消炎及增强免疫力等药理学作用 

和较小的毒性作用 ，较其它化学制剂具有更高的研 

究开发潜力，在不久的将来可望成为根管消毒药物 

的替代品。 
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