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一株口腔链球菌新种—寡发酵链球菌产过氧化氢特性的研究
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摘 要：从健康人口腔中分离的寡发酵链球菌（!"#$%"&’&’’() &*+,&-$#.$/"0/)）能够产生大量的过氧化氢，可能具有抑制
致病菌的潜力。为了研究该细菌产过氧化氢的特性，检测了其在不同生长时期和从不同底物产过氧化氢的能力。

结果表明，寡发酵链球菌从对数生长早期就开始产过氧化氢，在对数生长后期及稳定期过氧化氢产量达到最高，随

后下降。在 IJK培养基中，寡发酵链球菌所产的过氧化氢主要来源于大豆蛋白胨和酵母提取物；而代谢终产物乳
酸也可作为过氧化氢产生的底物。对 0种可能与过氧化氢生成有关的氧化酶的酶活测定表明，寡发酵链球菌具有
乳酸氧化酶（L)M）及 NOPQ氧化酶（N)M）的活性，说明其过氧化氢的产生主要依赖于这两种酶的活力。
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链球菌是一类兼性厌氧细菌，它的代谢能量主要依赖于

糖酵解，乳酸是其主要终产物［&］。链球菌自身不能合成有氧

代谢所需的大多数酶类如细胞色素氧化酶或过氧化氢

酶［$，0］。但在氧存在时，它们能将氧还原成超氧阴离子

（)$
E）或过氧化氢。自从 S*L.,;和 K,/;,<［!，#］首先报道肺
炎链球菌（ !"#$%"&’&’’() %/$(.&/+0$）产过氧化氢后，其它学者
也相继发现许多口腔链球菌，如血链球菌（ !"#$%"&’&’’()
)0/,(+)）、轻 链 球 菌（ !"#$%"&’&’’() .+"+)）及 口 腔 链 球 菌
（!"#$%"&’&’’() &#0*+)）等均能产生过氧化氢［" ( C］。1F,9T@,<和
U,F<@,<曾报道唾液的抑菌活性则是口腔链球菌所产的过氧
化氢所致［&%］。而目前所公认的与健康牙菌斑组成相关的血

链球菌（!"#$%"&’&’’() )0/,(+)）之所以能拮抗主要的致龋菌—
变型链球菌（ !"#$%"&’&’’() .("0/)）而具有延缓牙龋发生的作
用，与它产生较大量的过氧化氢有关。因此，口腔链球菌能

否产生过氧化氢，与清洁口腔及预防牙龋有重要的关系。

本实验室曾从健康人的牙菌斑中分离到一株新的口腔

链球菌———寡发酵链球菌（ !"#$%"&’&’’() &*+,&-$#.$/"0/)）［&&］。
该菌株能产生大量的过氧化氢，比其它已报道的口腔链球菌

所产的都要高［#］，可能具有抑制致病菌的潜力。本文对该菌

株产过氧化氢的特性进行了研究，并分析了其过氧化氢形成

的可能途径。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和培养条件：寡发酵链球菌（ !"#$%"&’&’’()
&*+,&-$#.$/"0/) LSK $&#0$）是本实验室于 $%%0年从健康人口
腔中分离的链球菌菌株［&&］。采用培养基为 IJK（蛋白胨7酵
母提取物7葡萄糖）［&$］及成品 VQW培养基（脑心浸出液培养
基，)6,:;），0DX对菌株进行培养。

!"!"# 主要试剂及仪器：!7氨基安替吡啉（Y:=95），酚
（Y:=95），辣根过氧化物酶（Z,*F.），福林酚（Y:=95），大豆蛋白
胨（北京双旋微生物培养基制品厂），胰蛋白胨及酵母提取物

（)M)WP），黄素腺嘌呤二核苷酸（4OP，Y:=95），焦磷酸硫胺素
（1II，Y:=95），还原型辅酶 W（NOPQ7二钠，Y:=95）。D$&分光光
度计（上海第三分析仪器厂）。

!"# 过氧化氢的定量检测
!"#"! 过氧化氢标准曲线的制备：以磷酸盐缓冲液（IVY，
TQDH$）作稀释液，将 0%[过氧化氢稀释为 %H!% ( ’!=39L等
不同浓度的标准溶液（新鲜配制），取标准溶液 &H09L，加酚
试剂 &H$9L，混匀，室温反应 !9:<后加 &!L辣根过氧化物酶
（%H#!=3!L），混匀并反应 !9:<后测定 12#&%值，绘制过氧化氢

浓度（S，!=39L）与 12#&%的回归方程。

!"#"# 培养液过氧化氢的定量检测：用文献［&0，&!］改良的
方法进行测定。取一定体积的细菌培养液，&0%%%/39:<离心
$9:<，取上清，按一定比例稀释后测定 12#&%值，然后根据标

准曲线计算过氧化氢的含量。

!"$ 寡发酵链球菌不同生长期与过氧化氢产生的关系
将甘油冻存的寡发酵链球菌用 VQW培养基活化，过夜培

养后待 12"%%值达到 &H%# 时，以 &[的接种量接种于 &%%9L
的 IJK培养基中，不同时间点取样摇培（&#%/39:<）0%9:<后
测 Q$)$。

!"% 寡发酵链球菌以不同底物产过氧化氢的测定
按 &H0所述菌株活化的方法，以 ![的接种量将寡发酵

链球菌的 VQW培养物接种于 #%9L的 IJK培养基中，培养 DF
后 12"%%值达 &H%#。分别取 &9L 培养物离心收集细胞，用
IVY（TQDH$）&9L洗涤细胞沉淀 0次，再分别悬于 &9L的大豆
蛋白胨（#=3L）、乳酸钠（$%99,23L）、酵母提取物（&%=3L）、蔗糖



（!"#$%）、葡萄糖（!"#$%）、胰蛋白胨（&#$%）及丙酮酸钠
（’"(()*$%）中，+,-摇培（!&".$(/0）+"(/0后离心测上清的过
氧化氢含量。

!"# 与过氧化氢产生有关的氧化酶活力测定
!"#"! 透性化细胞的制备：按照文献［!1］，稍加改良后进
行。将寡发酵链球菌的 234培养物接种于 &"(% 567培养基
中，静置 ’8后 !"".$(/0摇培。!"9""值达 ":+以上时，离心收
集菌体，用磷酸钠缓冲液（;3,:"）洗涤细胞沉淀 +次后重悬
于一定体积的相同缓冲液中，使终体积达 ’:&(%，按 ’"!%$(%
的量加入透化剂甲苯，轻微振荡 !(/0，即制成透性化细胞。
!"#"$ 乳酸氧化酶（%<=）、丙酮酸氧化酶（5<=）及 >?@3氧
化酶（><=）活力测定：参照文献［!1］改良后进行。乳酸氧化
酶及 >?@3氧化酶反应体系包括 +""!%透性化细胞，!:A(%
":!()*$%磷酸钠缓冲液（;3,:"），其中含有 &(()*$%乳酸钠或
!+(()*$% >?@3及 1:A!()*$% B?@。丙酮酸氧化酶反应体系
包括 +""!%透性化细胞，!:A(%磷酸钾缓冲液（;39:"），其中
含有 &(()*$%丙酮酸钠、":!(()*$% C#D*’、!1:1!()*$% B?@及
’:!,!()*$% E55。加入透性化细胞起始反应，+,- 摇培
（!&".$(/0）’"(/0。加入 +9!% &()*$% 3D*终止反应，!+""".$(/0
离心 !"(/0，取 ":& (%上清，加入 1+!% !()*$% >F<3中和上
清，按 !:’测定过氧化氢的含量，以每分钟形成过氧化氢的
0()*数（0()*$(/0）表示酶的活力。
!"#"% 细菌全细胞蛋白的测定：参照文献［!&］，根据标准曲线
计算样品中蛋白质含量。

$ 结果

$"! 寡发酵链球菌的生长与过氧化氢产生的关系
溶液中的过氧化氢浓度与 !"&!"值成线性正相关，回归

方程为：C G（?H ":"",I）$":!"A+（.’ G ":II,9）。寡发酵链球
菌培养物上清液中的过氧化氢含量随着其生长而增加，在对

数生长早期（约 & J ,8）产率最高，对数生长后期及稳定期
（约 A J !"8），过氧化氢的产量达到最高（,&:++ K !:+!!#$(%），
随后下降（图 !）。

图 ! 寡发酵链球菌不同生长时期与 &$’$ 产生的关系
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$"$ 寡发酵链球菌从不同底物产过氧化氢的比较
以大豆蛋白胨（&#$%）、胰蛋白胨（&#$%）、酵母提取物

（!"#$%）、葡萄糖（!"#$%）、蔗糖（!"#$%）、乳酸钠（’"(()*$%）及
丙酮酸钠（’"(()*$%）为底物，检测寡发酵链球菌产过氧化氢
的能力。结果表明，在好氧状态下，上述浓度的底物产过氧

化氢（!#$(%）由高至低的顺序为：&#$%大豆蛋白胨（!"1:1I K
’:9!）、’"(()*$% 乳酸钠（,I:&9 K +:I’）、!"#$% 酵母提取物

（,1:I1 K ’:9!）、!"#$% 蔗糖（&":"! K !:+!）、!"#$% 葡萄糖
（’A:,, K &:’’）、&#$%胰蛋白胨（!:’& K ":’9）。以 ’"(()*$%丙
酮酸钠为底物时，没有检测到过氧化氢。说明在 567培养
基中，寡发酵链球菌产过氧化氢的主要来源是培养基中的大

豆蛋白胨、酵母提取物，其次是葡萄糖。

$"% 与过氧化氢产生有关的氧化酶
在寡发酵链球菌的细胞中检测到了 %<=及 ><=的活

力，其活性分别为 A’:1A K ,:", 0()* 3’<’ $(/0·(# 蛋白及
1!:AA K ":1’ 0()* 3’<’ $(/0·(#蛋白。但没有检测到 5<=活
力。说明寡发酵链球菌的过氧化氢主要是由 %<=氧化乳酸
和 ><=氧化 >?@3而生成。

% 讨论

本实验结果表明寡发酵链球菌能产生大量过氧化氢，而

且过氧化氢的产生与其生长期及生长速度密切相关。当处

于生长旺盛阶段，过氧化氢的产生量增高，但到稳定期后则

不再增加。有研究认为唾液中的过氧化氢在口腔清洁及抗

菌作用中具有重要意义［!"］。在目前已经报道的口腔链球菌

中，血链球菌 ?EDD!"&&9 是产过氧化氢较高的菌株
（":’A(()*$%），而本实验室分离到的寡发酵链球菌，过氧化
氢的产生量比血链球菌高 !"倍以上，最高可达1:+(()*$%，同
时也高于已报道的其它产过氧化氢的链球菌如肺炎链球菌

（!:,(()*$%）［!9］。寡发酵链球菌分离自健康人的口腔，产酸
能力较低，并有较强的表面粘附能力［!!］，因此推断该菌在维

持口腔生态中可能具有重要意义。

目前，已知与过氧化氢产生有关的酶有 %<=、5<= 及
><= +种主要的氧化酶［!,］，它们分别氧化乳酸、丙酮酸及
>?@3而生成过氧化氢。无氧条件下，葡萄糖代谢产生的中
间代谢产物 !，9U二磷酸果糖（B@5）可激活乳酸脱氢酶
（%@3）［!A］。链球菌在进行葡萄糖酵解时，用 ’分子 >?@3将
丙酮酸还原为乳酸，因此乳酸的产生消耗了 >?@3而减少了
过氧化氢生成的底物。有氧条件下，糖酵解产生的 ’ 分子
>?@3不会被 %@3氧化，而由 ><=氧化产生过氧化氢，同时
积累的乳酸也被乳酸氧化酶氧化形成乙酸并产生过氧化氢。

在检测不同底物产过氧化氢的实验中，我们发现乳酸钠对寡

发酵链球菌产生过氧化氢有明显的刺激作用；并且在酶活力

测定中，也检测到了较高活力的乳酸氧化酶活性，说明寡发

酵链球菌所产的过氧化氢部分来源于葡萄糖的发酵产物乳

酸。

丙酮酸钠抑制寡发酵链球菌过氧化氢产生的原因可能

是高浓度的丙酮酸钠激活了 %@3［!A］，使糖酵解中产生的
>?@3用于还原丙酮酸产生乳酸而减少了产过氧化氢的底
物；同时，由于 %<= 催化乳酸氧化为丙酮酸产生过氧化
氢［!I］，因此丙酮酸浓度的增加会反馈抑制 %<=的活性，从而
导致过氧化氢的生成减少。另外，在寡发酵链球菌中没有检

测到 5<=的活性，因此丙酮酸钠的加入，对过氧化氢的产生
无促进作用。有文献报道，在培养基中加入丙酮酸钠能克服

过氧化氢对生长的抑制［’"］，这可能和寡发酵链球菌的反应

机制相同。以葡萄糖为底物时，寡发酵链球菌所产的过氧化

氢远低于乳酸钠作底物的过氧化氢，也说明在葡萄糖的代谢

过程中，!，9U二磷酸果糖的产生激活了 %@3，使还原当量
>?@3更多地用于乳酸的形成而导致过氧化氢的生成减少。
尽管蛋白胨、酵母提取物能刺激寡发酵链球菌产生较多的过

氧化氢，但由于其组分复杂，因此其刺激机理尚无法进一步

探讨。
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