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毛冬青中有效成分的分离及其对两种主要口腔致病菌的抑制作用 
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摘  要：目的  观察、追踪毛冬青抑制口腔常见致龋菌（变形链球菌和具核梭杆菌）的有效部位和成分。方法  通过系统溶

剂萃取、大孔树脂及硅胶柱色谱分离等方法以及质谱和核磁共振等鉴定技术，结合液体二倍稀释法，研究毛冬青不同部位及

单体对变形链球菌和具核梭杆菌的最低抑菌浓度（MIC），1%玉洁纯作为阳性对照药。结果  毛冬青三萜总皂苷和冬青素对

两种主要口腔致病菌均具有一定的抑制作用，特别对变形链球菌具有显著地抑制效果。结论  毛冬青三萜总皂苷和冬青素对

变形链球菌具有很强的抑制作用，具有开发成为抗龋齿的保健牙膏或药品的潜力。 
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Inhibition of Ilex pubescens against growth of two major oral pathogens 
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Abstract: Objective  To study and explore the inhibitory effects of the active fractions and compounds from Ilex pubescens on the 
growth of two major oral pathogens Fusobacterium nucleatum (F.n.) and Streptococcus mutans (S.m.) in vitro. Methods  The I. 
pubescens extract was prepared by organic solvent method and then was separated by macroporous resin and silica gel column 
chromatograph methods. Sequently, the compounds were identified by the mass spectromety (MS) and nuclear magnetic resonance 
(NMR) methods. Finally, F.n. and S.m. were chosen as the experimental bacterial strains. The liquid media two-fold dilution method 
was used to study the minimum inhibitory concentration (MIC) of active fractions and compounds from I. pubescens with 1% triclosan 
as the positive control. Results  Both the total triterpenoid saponins and ilexgenin A showed the effects on the two oral pathogens for 
some extent, and especially had significant inhibitory activity against S.m. Conclusion  The total triterpenoid saponins and ilexgenin 
A show the significant inhibitory effect on S.m., and may develop into the toothpastes or drugs with anti-caries function. 
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牙周病和龋病都是以细菌感染为主的多因素影

响下的进行性、破坏性疾病。与牙周病和龋病发生

发展密切相关的细菌被称为牙周致病菌和致龋菌。

重要的牙周致病菌包括：伴放线放线杆菌（Aa）、
牙龈卟啉单胞菌（Pg）、福赛坦菌（Tf）、具核梭杆

菌（Fn）、中间普菌（Pi）和变黑普菌（Pn）、粘放

线菌（Av）以及齿垢密螺旋菌（Td）。其中 Fn 是一

种专性厌氧杆菌，常可在眼上、下的菌斑、牙周病

灶以及感染根管、尖周病灶中检测到。近年来对 Fn
的研究逐渐深入，一些现象也得到了解释，同时也

渐渐显露出它在尖周病，尤其是牙周病中的重要  
性[1]。此外，多年的研究已经证实，变形链球菌（S. 
mutans ATCC 25175，Sm）是人类龋病的始发因素，

是目前公认的最重要的致龋菌，其在唾液和菌斑中 
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的水平与龋的发生有高度的正相关关系[2]。 
毛冬青为冬青科（Aquifoliaceae）冬青属植物

Ilex pubescens Hook. et Arn.，别名乌尾丁、六月霜、

细叶冬青、山冬青、毛披树、水火药、火烙木等。

生于山野坡地、丘陵等灌木丛中。主产广东、广

西、福建、江西等地。毛冬青作为中药使用历史

悠久，曾收载于《中国药典》1977 年版。毛冬青

的制剂毛冬青注射剂和毛冬青片剂曾被收载于中

药部颁标准，为心血管疾病用药，有扩张血管及抗

菌消炎作用[3-4]。根据文献报道，毛冬青中主要化

学成分包括三萜皂苷类、酚性化合物和木脂素类、

环烯醚萜类以及黄酮类，其他成分报道较少[5-14]。

毛冬青对两种主要的致龋菌——Fn 和 Sm 是否有

作用，国内外尚鲜有报道。为此，本实验研究了毛

冬青提取物及其三萜类化合物对 Fn 和 Sm 的抑制

作用，以探讨其是否能够有效地调节口腔的菌群生

态平衡，并采用活性追踪的方法获得其中有效单体

成分。 
1  仪器与材料 

AVANCE AV—500 核磁共振波谱仪（瑞士

Bruker 公司）；AVANED AV—300 核磁共振波谱仪

（瑞士 Bruker 公司）；Agilent 1100 LC/DAD/MSD 液

质联用仪；8 通道移液器（德国宝格公司）；96 孔平

底板（上海坤肯生物化工有限公司）；Elx808 酶标

仪（美国博腾仪器有限公司），CO2培养箱（北京中

科环试仪器有限公司）。 
毛冬青药材采自福建省南平地区，由中国药科

大学宋学华副教授鉴定为毛冬青 Ilex pubescens 
Hook. et Arn.。玉洁纯（Triclosan，2, 4, 4′-trichloro-2′- 
hydroxydiphenyl ether）购自 Sigma 公司；DMSO 为

分析纯。 
2  方法和结果 
2.1  毛冬青提取物的制备 
2.1.1  毛冬青提取物提取方法优化  为了优化提取

方法，以冬青素为指标性成分对其制备方法进行了

对比优化，见表 1，实验均取毛冬青根 1 kg。结果

表明 70%乙醇 80 ℃回流提取 3 h，提取物中冬青素

量最高，为最佳工艺。 
2.1.2  毛冬青提取物及部位制备  取毛冬青的根，

用 70%乙醇 80 ℃回流提取 3 h，提取物经 D101 大

孔树脂用不同比例的乙醇-水梯度洗脱，减压浓缩，

分别得到 30%（MR-30）、50%（MR-50）、70%
（MR-70）和 95%（MR-95）部位。 

表 1  毛冬青提取物制备优化条件和结果 
Table 1  Optimization of conditions and results for  

preparing extract of I. pubescens 

乙醇/% 料液比/(kg·L−1) 温度/℃ 时间/h 冬青素/% 

50 1∶1 50 1 10 

60 1∶10 60 5 13 

70 1∶3 80 3 16 
 
2.2  毛冬青有效部位及单体的制备 

得到的 MR-70 部位经硅胶柱色谱，氯仿-甲醇

梯度洗脱，得到毛冬青三萜总皂苷（MG-10，氯仿-
甲醇 10∶1），其中冬青素的质量分数为 50%。再用

硅胶柱色谱、凝胶柱色谱和反相色谱分离，并采用

质谱和核磁共振技术进行鉴定，得到 3 个单体化合

物，分别为：毛冬青皂苷 B1（MR-1）、毛冬青皂苷

B2（MR-2）、冬青素（MR-3）。 
2.3  单体化合物鉴定 

MR-1：无色针状结晶（MeOH），Liebermann- 
Burchard 反应呈阳性，Molish 反应呈阳性，高效原

位薄层酸水解检出葡萄糖和木糖；ESI-MS m/z 801.6 
[M＋Cl]−、765.5 [M－H]−，相对分子质量为 766。
1H-NMR (500 MHz, Pyridine-d5) δ: 5.54 (1H, t-like, 
12-H), 5.33 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-1 of glc), 4.80 (1H, 
d, J = 6.8 Hz, H-1 of xyl), 4.96 (1H, s, 19-OH), 3.66 
(1H, dd, J = 4.0, 11.7 Hz, H-3), 0.88 (3H, s), 1.07 (3H, 
s), 1.08 (3H, s), 1.11 (3H, d, J = 7.2 Hz), 1.25 (3H, s), 
1.41 (3H, s) 和 1.72 (3H, s)；13C-NMR (125 MHz, 
Pyridine-d5) δ: 180.7 (C-28), 139.5 (C-13), 127.3 
(C-12), 106.1 (C-1 of glc), 105.7 (C-1 of xyl), 88.8 
(C-3), 71.7 (C-19), 29.8 (C-29), 28.1 (C-23), 24.4 
(C-27), 17.3 (C-26), 16.7 (C-30), 16.1 (C-25), 15.5 
(C-24)。综合以上信息，经文献检索发现化合物

MR-1 与文献报道的毛冬青皂苷 B1 的理化和光谱数

据[15]一致，确定化合物 MR-1 为毛冬青皂苷 B1。 
MR-2 ： 无 色 方 晶 （ MeOH-CH3COCH3 ），

Liebermann-Burchard 反应呈阳性，Molish 反应呈阳

性，高效原位薄层酸水解检出鼠李糖、葡萄糖和木

糖；ESI-MS m/z 935 [M＋Na]+，相对分子质量为

912。1H-NMR 谱 (500 MHz, DMSO-d6) δ: 5.13 (1H, 
br s, H-12), 5.03 (1H, br s, H-1 of rha), 4.80 (1H, d,  
J = 7.6 Hz, H-1 of glc), 4.15 (1H, d, J = 7.3 Hz, H-1 of 
xyl), 0.70 (3H, s), 0.75 (3H, s), 0.86 (3H, s), 0.89 (3H, 
d, J = 7.2 Hz), 1.01 (3H, s), 1.03 (3H, s), 1.27 (3H, s) 
和 1.09 (3H, d, J = 6.2 Hz)；13C-NMR (125 MHz, 
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Pyridine-d5) δ: 180.7 (C-28), 139.5 (C-13), 127.3 
(C-12), 105.7 (C-1 of xyl), 102.4 (C-1 of glc), 102.0 
(C-1 of rha), 89.5 (C-3), 73.4 (C-19), 29.8 (C-29), 
28.4 (C-23), 24.4 (C-27), 19.0 (C-6 of rha), 17.3 
(C-26), 16.8 (C-30), 16.1 (C-25), 15.5 (C-25)。综合以

上信息，经文献检索发现化合物 MR-2 与文献报道

的毛冬青皂苷 B2 的理化和光谱数据[16]一致，确定

化合物 MR-2 为毛冬青皂苷 B2。 
MR-3：白色无定形粉末（CHCl3-CH3OH），

Liebermann-Burchard 反应阳性，Molish 反应阴性，

ESI-MS m/z 501 [M－H]−，相对分子质量为 502，以

及高分辨质谱 HR-ESI-MS m/z 525 [M＋Na]+给出化

合物分子式为 C30H46O6 。
1H-NMR (500 MHz, 

Pyridine-d5) δ: 5.61 (1H, t-like, H-12), 3.05 (1H, s, 
H-18), 3.35 (1H, dd, J = 4.4, 12.0 Hz, H-3), 1.13 (3H, 
s), 1.15 (3H, s), 1.45 (3H, s), 1.75 (3H, s), 1.71 (3H, 
s), 1.11 (3H, d, J = 6.6 Hz)；13C-NMR(125 MHz, 
Pyridine-d5) δ: 180.6 (C-24), 180.8 (C-28), 140.0 
(C-13), 128.2(C-12), 78.4(C-3), 72.7(C-19), 24.5 
(C-23), 17.2 (C-26), 24.7 (C-27), 27.2 (C-29), 16.8 
(C-30), 13.9 (C-25)。经文献检索发现化合物 MR-3
与文献报道的冬青素的理化和光谱数据[17]一致，确

定化合物 MR-3 为冬青素。 
2.4  抑菌效果测试 
2.4.1  实验菌株及菌液的制备  受试菌 Sm、Fn 从

−75 ℃的冰箱中取冻存管菌种进行活化培养 24 h。
MIC 起始浓度：0.5～1 ng/L。 
2.4.2  培养基配制  胰蛋白胨磷酸盐肉汤和胰蛋白

胨磷酸盐营养肉汤、生理盐水制备参照《中国药典》

2010 年版二部。 
2.4.3  MIC 测定方法  配制 1%的待测活性物质溶

液，采取液体试管二倍稀释法[18]稀释制备样品。以

DMSO 作为溶剂，同时也为实验的阴性对照。以含

1%玉洁纯（Triclosan）的 DMSO 溶液作为阳性对照。

将经过培养的细菌用相应的已经高温高压灭菌的液

体培养基稀释，将细菌的菌液密度调节到 1.0×108 
CFU/mL 并加入到相应的样品中去。然后将 96 孔板

置于合适的培养箱中培养，Sm 是兼性厌氧菌置于

CO2 培养箱中培养，Fn 是专性厌氧菌则需置于厌氧

培养箱或厌氧培养盒中培养。培养温度均为 37 ℃，

培养 24 h，MIC 值≤500 表示对细菌具有一定的抑

制效果。数据均为 3 次测试结果的平均值，用 ±x s
表示，组间比较用 SPSS 11.0 统计软件中的独立样

本 t 检验。 
2.5  抑菌实验结果 

由表 2 可知，毛冬青 MR-70 和 MG-10（毛冬

青三萜总皂苷）对两种主要口腔致病菌的抑制效果

最好，为毛冬青抑制口腔菌的有效部位。而分离得

到的 3 种单体成分中冬青素的抑菌效果最好，为毛

冬青抑制口腔菌的有效成分。 

表 2  毛冬青各部位及单体对 Sm 和 Fn 的最低抑菌浓度 ( ± sx ) 
Table 2  MIC of active fractions and monomor compounds from I. pubescens ( ±  sx ) 

MIC / (μg·L−1) MIC / (μg·L−1) 
样品 

Sm Fn 
样品 

Sm Fn 

MR-1 ＞500 ＞500 MR-50 ＞500 ＞500 

MR-2 462.0*±0.02 ＞500 MR-70 214.5**±0.03 326.1**±0.03 

MR-3 7.8**±0.07 145.0**±0.10 MR-95 456.4*±0.05 500.3*±0.02 

MR-30 ＞500 ＞500 MG-10 12.5**±0.07 298.7**±0.09 

阳性对照 5.3**±0.03 28.1**±0.05 阴性对照 ＞500 ＞500 

与阴性对照组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P<0.05  **P<0.01 vs negative control group 

3  讨论 
通过研究，确认了毛冬青的有效部位为毛冬青

三萜总皂苷。其中 MG-10 与 MR-70 相比，皂苷得

到进一步富集，因此活性也更好。以 MG-10 为起点，

发现其中含量最高且活性最好的抑菌有效成分

MR-3 是毛冬青抑菌的物质基础，可以作为毛冬青

抑制口腔细菌有效部位质量监控的指标性成分。 

龋病是最常见的口腔疾病之一，已经证明，菌

斑微生物是龋病的主要致病因素，因此，减小或去

除菌斑在预防或降低龋病中必不可少[19]。早在 20 
世纪 80 年代初期，日本学者 Namba 等[20]对常见的

中草药进行了大量筛选，并作了一系列研究，发现

黄连、厚朴、日本厚朴、五倍子等对变形链球菌有

明显的抑菌作用，从此为中药防龋研究开辟了广阔
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的前景。而本研究的意义在于进一步拓展了中药防

龋资源，并为毛冬青的进一步开发利用提供理论和

物质基础。 
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