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［摘要］ 　 目的　 探讨抗菌肽 ＤＪＫ⁃５ 对变异链球菌生物膜的杀菌能力和致龋相关毒力因子的影响。 方法　 分别以 ０、５、１０、２０、
４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 作用于变异链球菌悬液，观察细菌的生长情况；分别以无菌去离子水（Ｃｏｎ 组），２％氯己定（ＣＨＸ 组），１０、２０、
４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 作用于变异链球菌生物膜，激光共聚焦显微镜观察生物膜结构的变化；蒽酮法和 ｐＨ 测定法检测生物膜产水

不溶性胞外多糖的量和 ｐＨ 值；ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 １０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 对致龋相关毒力因子表达的影响。 结果　 ≥１０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５
能明显抑制变异链球菌生长，ＤＪＫ⁃５ 质量浓度越高，抑制作用越明显。 ＤＪＫ⁃５ 组生物膜中死菌比例明显大于对照组和氯己定

组，ＤＪＫ⁃５ 质量浓度越高，空间结构破坏越严重。 ＤＪＫ⁃５ 组生物膜中 ｐＨ 值高于对照组，２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组生物膜中 ｐＨ
值高于 ＮａＦ 组。 ＤＪＫ⁃５ 组生物膜产生水不溶性胞外多糖明显少于对照组，１０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组水不溶性胞外多糖明显多于 ４０
μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组和 ＮａＦ 组；ＤＪＫ⁃５ 促进 ｇｔｆＣ 和 ｇｂｐＢ 基因的表达，抑制 ｌｄｈ、ｃｏｍＤＥ 和 ｒｅｌＡ 基因的表达。 结论　 ＤＪＫ⁃５ 通过靶向

调控变异链球菌的致龋毒力因子，显著抑制生物膜的产酸能力和胞外多糖的生成，从而表现出高效的生物膜杀菌活性。
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　 　 变异链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｍｕｔａｎｓ， Ｓ． ｍｕｔａｎｓ）是
龋病发生发展中的主要病原微生物，致龋力主要来

源于其产生的胞外多糖具备促进生物膜形成和产酸

耐酸的能力［１］。 ｇｔｆｓ、ｇｂｐｓ、ｌｄｈ 等多种基因均与变异

链球菌致龋力密切相关［２］。 近年来氟化物和氯己

定（ｃｈｌｏｒｈｅｘｉｄｉｎｅ，ＣＨＸ）等抗菌剂的滥用导致变异链

球菌耐药菌株对环境的耐受能力增强，从而增加了
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龋病防治的难度［３－４］。 因此，开发新型高效抑制生

物膜形成的抗菌剂是龋病研究的重难点。
ＤＪＫ⁃５ 是一种人工合成的阳离子抗菌肽，不易

被细菌和宿主蛋白酶降解。 ＤＪＫ⁃５ 不仅能抑制口腔

混合菌生物膜及牙本质小管中的特殊生物膜的形

成［５］，还能有效治疗口腔颌面部耐药菌生物膜的感

染［６－７］。 ＣＨＸ 是一种广泛使用的口腔抗菌剂，以其

强大的杀菌能力而闻名［８］，ＮａＦ 作为预防龋齿的常

用药物，能够有效抑制细菌产酸和胞外多糖的生

成［９］。 目前尚未见关于 ＤＪＫ⁃５ 对变异链球菌生物

膜作用的研究，也未见研究将 ＤＪＫ⁃５ 与已知高效抗

菌剂的杀菌效果进行比较。 本研究评估了 ＤＪＫ⁃５ 对

变异链球菌生物膜杀菌能力及其致龋相关毒力因子

的影响并与 ＣＨＸ、ＮａＦ 进行比较，探讨了 ＤＪＫ⁃５ 对

变异链球菌生物膜的作用机制，为龋病的防治提供

了重要的实验依据。

１　 材料与方法

１．１　 实验材料和仪器

变异链球菌菌株 ＵＡ１５９（武汉大学口腔医学院

微生物实验室惠赠）；抗菌肽、 ｇｔｆＣ、 ｇｂｐＢ、 ｃｏｍＤＥ、
ｌｄｈ、ｒｅｌＡ 引物（上海生工，中国）；无菌羟基磷灰石

（ｈｙｄｒｏｘｙａｐａｔｉｔｅ， ＨＡ）圆片（拜阿蒙，中国）；细菌细

胞活性测定试剂盒、ＮａｎｏＤｒｏｐ ２０００ 紫外分光光度计

（赛默飞，中国）；ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ （ Ｔａｋａｒａ，日
本）；蒽酮试剂（Ｍａｃｋｌｉｎ，中国）；ＣＨＸ、ＮａＦ（国药集

团，中国）；多功能酶标仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ，美国）；实时荧

光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；倒置光学显微镜、
超分辨激光共聚焦显微镜 ＦＶ３０００ＲＳ（ＯＬＹＭＰＵＳ，日
本）。
１．２　 变异链球菌生物膜的构建

灭菌后的 ＨＡ 圆片（生物膜载体）以Ⅰ型胶原

液包被过夜，置于含有 １％蔗糖的新鲜脑心浸液培

养基、终浓度为 ７×１０６ ＣＦＵ ／ ｍＬ 变异链球菌悬液的

２４ 孔板中，３７ ℃厌氧孵育 ２４ ｈ 备用。
１．３　 ＤＪＫ⁃５ 对浮游变异链球菌的抑制作用

９６ 孔板中分别加入 ５０ μＬ 浓度为 ５ × １０６

ＣＦＵ ／ ｍＬ的变异链球菌菌悬液和 ＤＪＫ⁃５ 溶液，使

ＤＪＫ⁃５ 质量浓度分别为 ０、５、１０、２０、４０ μｇ ／ ｍＬ，每组

设 ３ 个复孔。 ３７ ℃恒温厌氧条件下培养 ２４ ｈ 后，使
用酶标仪测量 ６００ ｎｍ 光密度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）
值以反映细菌的生长情况。
１．４　 生物膜结构的变化

在附有生物膜的 ＨＡ 圆片的 ２４ 孔板中，分别加

入 １００ μＬ 无菌去离子水（Ｃｏｎ 组），２％的氯己定

（ＣＨＸ 组），１０、２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 溶液，每组设

３ 个复孔，常温下处理 ３ ｍｉｎ。 ＰＢＳ（ｐＨ ＝ ７．０）清洗

后，荧光染液（ＳＹＴＯ９ ∶ ＰＩ ＝ １ ∶ １）避光染色 １５ ｍｉｎ
后置于激光共聚焦显微镜下观察。 每组随机选择 ４
个视野，采集 ４０ 层厚度为 ２． ０ μｍ 的切面。 使用

Ｉｍａｒｉｓ ９．０．１ 软件（Ｂｉｔｐｌａｎｅ，瑞士）进行三维重建和

定量分析。 死菌比例＝红色荧光体积÷（红色荧光体

积＋绿色荧光体积）×１００。
１．５　 ｐＨ 值检测

在附有生物膜的 ＨＡ 圆片的 ２４ 孔板中，分别加

入 １００ μＬ 无菌去离子水（Ｃｏｎ 组），０．１ ｍｇ ／ ｍＬ ＮａＦ
溶液（ＮａＦ 组），１０、２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 溶液，每
组设 ３ 个复孔，起始 ｐＨ 值为 ６．７５，３７ ℃厌氧恒温孵

育。 每隔 ２ ｈ 检测 ｐＨ 值的变化情况，共 １２ ｈ。
１．６　 水不溶性胞外多糖（ｗａｔｅｒ⁃ｉｎｓｏｌｕｂｌｅ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＩＥＰＳ）的合成

ｐＨ 值检测后，收集生物膜，以 １ ｍＬ ０．４ ｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＯＨ 溶液将沉淀物混匀后，３７ ℃孵育 ２ ｈ，离心，取
２００ μＬ 上清液加入 ６００ μＬ 蒽酮试剂，混匀后于干

热仪中 ９５ ℃加热 ８ ｍｉｎ。 冷却后测 ＯＤ６２５值，ＯＤ６２５

值越大说明变异链球菌合成的 ＩＥＰＳ 越多。
１．７　 致龋毒力因子相关基因表达

在附有生物膜的 ＨＡ 圆片的 ２４ 孔板中，分别加

入 １００ μＬ 无菌去离子水 （ Ｃｏｎ 组） 和 １０ μｇ ／ ｍＬ
ＤＪＫ⁃５ 溶液，每组设 ３ 个复孔。 ３７ ℃ 厌氧条件下培

养 ２４ ｈ 后，收集生物膜菌体，提取细菌总 ＲＮＡ，采用

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｌｄｈ、ｒｅｌＡ、ｇｔｆＣ、ｇｂｐＢ、ｃｏｍＤＥ 基因，每
个基因重复 ３ 次，１６Ｓ ｒＲＮＡ 为内参，引物信息见表

１。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 的反应条件均严格按照试剂盒说明。
表 １　 变异链球菌生物膜致龋毒力因子相关基因引物信息

Ｔａｂ．１　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｃａｒｉｏｇｅｎｉｃ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｓ． ｍｕｔａｎｓ

基因
引物序列（５′—３′）

上游 下游

１６Ｓ ｒＲＮＡ ＡＧＣＧＴＴＧＴＣＣＧＧＡＴＴＴＡＴＴＧ ＣＴＡＣＧＣＡＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡ
ｌｄｈ ＧＧＣＧＡＣＧＣＴＣＴＴＧＡＴＣＴＴＡＧ ＧＧＴＴＡＧＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＧＡＡＧ
ｒｅｌＡ ＧＧＴＴＡＧＣＡＧＣＡＡＣＧＡＧＧＡＡＧ ＡＡＴＣＡＣＧＣＴＴＧＧＴＡＴＴＧＣＴＡＡＴＴＧ
ｇｔｆＣ ＧＧＴＴＴＡＡＣＧＴＣＡＡＡＡＴＴＡＧＣＴＧＴＡＴＴＡＧＣ ＣＴＣＡＡＣＣＡＡＣＣＧＣＣＡＣＴＧＴＴ
ｇｂｐＢ ＡＧＧＧＣＡＡＴＧＴＡＣＴＴＧＧＧＧＴＧ ＴＴＴＧＧＣＣＡＣＣＴＴＧＡＡＣＡＣＣＴ
ｃｏｍＤＥ ＡＣＡＡＴＴＣＣＴＴＧＡＧＴＴＣＣＡＴＣＣＡＡＧ ＴＧＧＴＣＴＧＣＴＧＣＣＴＧＴＴＧＣ
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１．８　 统计学分析

采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ 软件（Ｖ．２５．０，美国）进行数据分

析，计量资料以均数±标准差的形式表示，两组间比

较使用 ｔ 检验，多组间比较使用单因素方差分析，如
果发现组间存在显著差异，则进一步进行两两比较。
两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 检验水准为 α＝ ０．０５。

２　 结　 果

２．１　 ＤＪＫ⁃５ 对浮游变异链球菌的抑制作用

显微镜下可见变异链球菌较小，呈圆形或卵圆

形，短链状排列 （图 １Ａ）。 与对照组相比，≥ １０
μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 能明显抑制变异链球菌的生长；ＤＪＫ⁃５
质量浓度越高，变异链球菌的活菌数越少（图 １Ｂ）。

Ａ：变异链球菌的形态；Ｂ：ＤＪＫ⁃５ 对浮游变异链球菌的抑制作用；
∗∗：与 Ｃｏｎ 组相比，Ｐ＜０．０１；＃：与 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组相比，Ｐ＜０．０５；
＃＃：与 ５ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组相比，Ｐ＜０．０１；※※：与 １０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组

相比，Ｐ＜０．０１。

图 １　 ＤＪＫ⁃５对浮游变异链球菌的抑制作用

Ｆｉｇ．１　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＪＫ⁃５ ｏｎ ｐｌａｎｋｔｏｎｉｃ
Ｓ． ｍｕｔａｎｓ

２．２　 ＤＪＫ⁃５ 对变异链球菌生物膜结构的作用

激光共聚焦显微镜下采集图像进行三维重建和

死菌体积比定量分析后，结果表明 ＤＪＫ⁃５ 组死菌比

例均显著高于 Ｃｏｎ 组和 ＣＨＸ 组（Ｐ＜０．０１）；ＤＪＫ⁃５ 质

量浓度越高，生物膜中的死菌比例越大（Ｐ＜０．０１）；
２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组生物膜中出现空洞，ＤＪＫ⁃５
质量浓度越高，空洞越多（图 ２）。
２．３　 ＤＪＫ⁃５ 抑制变异链球菌生物膜产酸

ｐＨ 值检测结果可见，ＤＪＫ⁃５ 组和 ＮａＦ 组 ｐＨ 值

均显著高于 Ｃｏｎ 组 （ Ｐ＜ ０． ０１）； ２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ
ＤＪＫ⁃５ 组 ｐＨ 值维持在初始值 ６．７ 左右。 ６ ｈ 后 ＮａＦ
组 ｐＨ 值明显高于 １０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组（Ｐ＜０．０５），而
低于 ２０ 和 ４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。
２．４　 ＤＪＫ⁃５ 抑制变异链球菌生物膜合成 ＩＥＰＳ

ＤＪＫ⁃５ 组与 ＮａＦ 组 ＯＤ６２５值均显著小于对照组

（Ｐ＜０．０５），说明 ＤＪＫ⁃５ 组与 ＮａＦ 组的 ＩＥＰＳ 合成均

受到抑制；ＤＪＫ⁃５ 质量浓度越高，ＯＤ６２５ 值越低说明

ＩＥＰＳ 产量越少；４０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组 ＩＥＰＳ 明显低于

１０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组（Ｐ＜０．０１），与 ＮａＦ 组抑制变异

链球菌合成 ＩＥＰＳ 的能力水平接近（图 ４）。

Ａ：变异链球菌生物膜（红色为死菌，绿色为活菌）；Ｂ：不同组生物膜

中死菌体积比例；∗∗：与 Ｃｏｎ 组比较，Ｐ＜０．０１。

图 ２　 ＤＪＫ⁃５对变异链球菌生物膜的影响

Ｆｉｇ．２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＪＫ⁃５ ｏｎ Ｓ． ｍｕｔａｎｓ ｂｉｏｆｉｌｍ

∗∗：与 Ｃｏｎ 组比较，Ｐ＜０．０１。

图 ３　 ＤＪＫ⁃５对变异链球菌生物膜 ｐＨ 值的影响

Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＪＫ⁃５ ｏｎ ｐＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ Ｓ． ｍｕｔａｎｓ ｂｉｏｆｉｌｍ
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∗：与 Ｃｏｎ 组相比，Ｐ＜ ０． ０５，∗∗：与 Ｃｏｎ 组相比，Ｐ＜ ０． ０１；＃：与 １０
μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组相比，Ｐ＜０．０５；＃＃：与 １０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组相比，Ｐ＜
０．０１。

图 ４　 ＤＪＫ⁃５对变异链球菌生物膜产 ＩＥＰＳ 影响

Ｆｉｇ．４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＪＫ⁃５ ｏｎ ＩＥＰＳ ｏｆ Ｓ． ｍｕｔａｎｓ ｂｉｏｆｉｌｍ

２．５　 ＤＪＫ⁃５ 对变异链球菌生物膜致龋毒力因子相

关基因表达的影响

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果显示，１０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 组生物膜

中 ｇｔｆＣ 和 ｇｂｐＢ 的表达水平显著高于 Ｃｏｎ 组（Ｐ ＜
０．０１），ｌｄｈ 和 ｃｏｍＤＥ 基因表达水平明显低于 Ｃｏｎ 组

（Ｐ＜０．０５）；ｒｅｌＡ 基因表达水平也下降，但与 Ｃｏｎ 组

相比，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图 ５）。

∗：Ｐ＜０．０５，∗∗：Ｐ＜０．０１。

图 ５　 ＤＪＫ⁃５对变异链球菌生物膜致龋相关基因表达的影响

Ｆｉｇ．５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＪＫ⁃５ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ｃａｒｉｏｇｅｎｉｃ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｓ． ｍｕｔａｎｓ ｂｉｏｆｉｌｍ

３　 讨　 论

抗菌肽 ＤＪＫ⁃５ 基于合成肽 １０１８ 的序列设计，展
现出比合成肽 １０１８ 和 ＣＨＸ 更强的杀菌及持续抗菌

能力［５，７］。 有研究显示，合成肽 １０１８ 和 ＤＪＫ⁃５ 对口

腔混合菌生物膜的最佳抑制质量浓度均为 １０
μｇ ／ ｍＬ［１０－１１］。 在本研究中，我们发现质量浓度≥１０
μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＪＫ⁃５ 能够有效抑制变异链球菌浮游菌

的生长，并且随着 ＤＪＫ⁃５ 质量浓度的增加，其抑制效

果进一步增强。 Ｈｕａｎｇ 等［５］ 的研究显示，ＤＪＫ⁃５ 对

感染根管中的单菌或混合菌生物膜具有快速杀菌作

用，仅需 ３ ｍｉｎ 即可杀死７６％～ ８２％的生物膜细菌，
这一杀菌效率与长时间（２４ ｈ）处理的效果相当。 在

我们的实验中，不同质量浓度的 ＤＪＫ⁃５ 作用于变异

链球菌生物膜 ３ ｍｉｎ 后，１０ μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 处理组的

死菌比例达到 ７７． ０６％，高于 ２％ＣＨＸ 处理组。 此

外，中、高质量浓度的 ＤＪＫ⁃５ 能够破坏生物膜的内部

结构，使其变得更加松散，这一发现与先前的研究结

果一致［５，７］，进一步证实了 ＤＪＫ⁃５ 对变异链球菌生

物膜的高效杀菌作用。
在本研究中，我们分别使用了 ＣＨＸ 和 ＮａＦ 作

为阳性对照。 在观察抗菌肽对变形链球菌生物膜结

构破坏的实验中，我们选择 ＣＨＸ 作为阳性对照，以
评估 ＤＪＫ⁃５ 与已知高效抗菌剂的杀菌效果差异。 在

观察抗菌肽对变形链球菌生物膜 ｐＨ 值和 ＩＥＰＳ 合

成量影响的实验中，我们选择 ＮａＦ 作为阳性对照，
以评估 ＤＪＫ⁃５ 在抑制龋齿相关因素方面的效果。 通

过使用这两种不同的阳性对照，我们能够更全面地

评估 ＤＪＫ⁃５ 在不同方面的抗菌性能。
细菌的产酸能力和胞外多糖（ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｏ⁃

ｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅ，ＥＰＳ）的生成是变异链球菌致龋的关键

因素。 当口腔环境的 ｐＨ 值降至 ５．０ 以下时，牙釉质

的脱矿过程会显著加速，从而增加龋齿的风险［１２］。
此外，胞外多糖中的 ＩＥＰＳ 与生物膜的成熟和耐药性

密切相关，它们为细菌提供了保护，使其能够更好地

在宿主表面附着和生存［１３］。 我们的实验结果显示

ＤＪＫ⁃５ 在短期内（６ ～ １２ ｈ）能够显著抑制变异链球

菌生物膜的产酸和 ＩＥＰＳ 的生成；中、高质量浓度的

ＤＪＫ⁃５ 在抑制生物膜产酸方面表现出比 ＮａＦ 更强的

效果，而在抑制 ＩＥＰＳ 生成方面与 ＮａＦ 相当。 这表

明 ＤＪＫ⁃５ 不仅能够有效改善生物膜的酸性环境，减
少牙釉质脱矿的风险，还能够通过抑制 ＩＥＰＳ 的生

成，削弱生物膜的结构和耐药性，从而降低其致龋潜

力。 尽管 ＤＪＫ⁃５ 在短期内展现出显著的抑制效果，
但其对变异链球菌生物膜产酸和 ＩＥＰＳ 生成的长期

影响仍有待进一步研究。
ＤＪＫ⁃５ 的抗菌机制不仅通过降解（ｐ） ｐｐＧｐｐ 抑

制细菌的严紧反应［６，１４］，还涉及其他多个靶点［８，１５］。
其中，ｇｔｆＣ 和 ｇｂｐＢ 基因对变异链球菌的聚集、生物

膜形成和成熟至关重要。 ｇｔｆＣ 基因编码的 ＧｔｆＣ 酶

能够合成不溶性葡聚糖，为生物膜提供结构支持；敲
除 ｇｔｆＣ 会导致生物膜的黏附性能下降，生物膜结构

发生改变，从而降低其致龋力［１６］。 ｇｂｐＢ 基因编码

的 ＧｂｐＢ 蛋白则参与生物膜的成熟过程；当 ｇｂｐＢ 基

因缺失时，变形链球菌的生长速度减缓，蔗糖依赖性
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生物膜的形成也会受到损害［１７］。 ｃｏｍＤＥ 系统是变

形链球菌中最常见的细胞间通信的群体感应系统，
对生物膜的形成和成熟起着关键调控作用。 ｃｏｍＤ
基因编码的组氨酸激酶受体能够响应感受态刺激

肽，而 ｃｏｍＥ 基因编码的细胞内反应调节因子则负

责介导下游基因的表达。 激活的 ｃｏｍＥ 不仅能够促

进细菌素Ⅳ和Ⅴ的产生，增强细菌的抗菌能力，还能

调控遗传感受态，促进细菌的基因交换和适应性进

化［１８］。 ｃｏｍＤＥ 途径的失活会抑制 ｇｔｆＣ、ｇｂｐＢ 等关

键基因的表达，导致生物膜系统出现缺陷，生物膜的

结构和功能受到严重影响［１８－１９］。
本研究发现，１０ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＪＫ⁃５ 能够显著降低

ｃｏｍＤＥ 的表达，说明 ＤＪＫ⁃５ 通过抑制 ｃｏｍＤＥ 的表

达，限制了变形链球菌生物膜内的遗传感受态和细

胞间通信，进而削弱了细菌对环境的适应能力，导致

生物膜的形成和完整性受到破坏［２０］。 已有研究表

明，某些抗菌肽可以通过与特定的信号分子或受体

结合，直接干预细菌的信号转导过程［２１］。 尽管目前

尚无研究直接证实 ＤＪＫ⁃５ 是否能够作用于 ｃｏｍＤＥ
系统中的关键分子，但基于其对 ｃｏｍＤＥ 表达的抑制

作用，我们推测 ＤＪＫ⁃５ 可能通过与 ｃｏｍＤＥ 系统中的

关键信号分子相互作用，从而抑制 ｃｏｍＤＥ 的活性，
当然这需要进一步的实验验证 ＤＪＫ⁃５ 与 ｃｏｍＤＥ 系

统中关键分子的相互作用，以明确其分子靶点。
此外，我们观察到在 ＤＪＫ⁃５ 作用后， ｇｔｆＣ 和

ｇｂｐＢ 的表达水平升高，这似乎与生物膜产生 ＩＥＰＳ
明显减少、死菌数增多的结果不一致。 这一看似矛

盾的现象可能与生物膜内部的应激反应有关［２２］。
当生物膜受到外界刺激时，其内部的通信机制被扰

乱，导致 Ｇｔｆ 酶活性降低。 为了补偿这种活性的降

低，细菌可能会通过上调 ｇｔｆＣ 和 ｇｂｐＢ 的表达来增

强其合成 ＩＥＰＳ 的能力， 从而产生一种拮抗作

用［２３－２４］。 然而，这种上调的表达可能并不足以恢复

ＩＥＰＳ 的正常合成，因此我们观察到了 ＩＥＰＳ 的减少。
我们未来将通过检测相关蛋白的表达水平，来确定

基因表达与蛋白功能之间的关联性。
乳酸脱氢酶（ ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＬＤＨ）是变

形链球菌糖酵解途径中的关键酶，直接影响细菌的

产酸能力和致龋潜力。 感染 ＬＤＨ 缺失的变形链球

菌，龋齿发生率会降低；ｌｄｈ 基因调控 ＬＤＨ，影响细

菌产酸的过程［２５］。 ｒｅｌＡ 基因不仅编码细菌的耐酸

因子 ＲｅｌＡ 蛋白，还参与氧化应激耐受机制以及生物

膜的形成。 ＲｅｌＡ 蛋白是细菌适应酸性环境的重要

因子，通过调节细胞内的酸碱平衡，提高细菌在酸性

条件下的生存能力。 此外，ｒｅｌＡ 还促进生物膜的形

成，增强细菌在宿主表面的附着和定植能力［２６］。 １０
μｇ ／ ｍＬ ＤＪＫ⁃５ 能够降低变形链球菌生物膜中 ｌｄｈ 和

ｒｅｌＡ 的表达水平，说明 ＤＪＫ⁃５ 一方面通过下调 ｌｄｈ 基

因的表达来降低 ＬＤＨ 的活性，从而抑制丙酮酸向乳

酸的转化，降低生物膜的产酸能力，削弱了变形链球

菌在牙釉质表面形成酸性环境的能力；另一方面通

过下调 ｒｅｌＡ 基因的表达，降低变形链球菌的耐酸能

力，从而减少生物膜的稳定性，降低了其对宿主免疫

系统的抵抗力，进一步削弱了细菌的致龋潜力。
综上所述，ＤＪＫ⁃５ 通过靶向调控变异链球菌的

关键致龋毒力因子，显著抑制生物膜的产酸能力和

胞外多糖的生成，同时降低其耐酸性，从而表现出高

效的抗菌作用。 尽管本研究通过基因表达分析揭示

了 ＤＪＫ⁃５ 的部分作用机制，但其具体的分子靶点和

蛋白水平的验证仍需进一步探索。 此外，ＤＪＫ⁃５ 作

为潜在的临床应用药物，其安全性评估也是未来研

究的关键环节。 未来的研究应重点关注 ＤＪＫ⁃５ 的分

子靶点鉴定、蛋白功能验证、分子结构的优化、递送

方式的改进和长期使用的潜在风险评估，以便能更

全面地理解其抗菌机制，并为其作为新型抗龋药物

的临床应用奠定坚实的基础。
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