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变形链球菌是目前公认的、最重要的一种致龋菌，早期

鉴定人群口腔中的变形链球菌对于龋病活性检测和早期预防

有着重要意义[1]。变形链球菌的常规检测方法很多，但均操

作复杂，检测周期长，且特异性和敏感性不高。近年来，分

子生物学技术在细菌的鉴定和分类学中逐步被采用。核酸探

针是分子生物学的基本工具，具有示踪性和显示性的特点。

本文利用自行设计并经灵敏度和特异度检测的、针对变形链

球菌国际标准株主要毒力因子gtfB的寡核苷酸探针，对80名

不同龋敏感者口腔中的变形链球菌进行检测，定性分析gtfB

基因片段检出率与龋病的关系，为以后寡核苷酸探针作为一

种筛检方法用于临床奠定基础。

1 材料和方法

1.1 主要材料和仪器

S.mutans国际参考株ATCC 25175（ 口腔生物医学工程教

育部重点实验室）, 蛋白酶K（ 大连宝生物工程有限公司）, 2×Taq

PCR MasterMix（ 北京天为时代科技有限公司）, 溶菌酶、溶

葡萄球菌素、鲑精DNA、单克隆抗地高辛抗体（ Sigma公司，

美国）, 碱磷酶底物BCIP/NBT显色浓缩液（ 北京中山生物技

术有限公司）。

主要仪器：分子杂交仪（ 北京新技术应用研究所），PCR

仪（ MJRESTARCH公司，美国），Dolphin- DOC凝胶成像系

统（ Wealtec公司，中国台湾）。

地高辛标记gtfB探针和gtfB序列引物是前期实验已经设

计好的并经灵敏度和特异度检测的探针和引物，由北京奥科

生物工程公司合成。上游引物为5′ACAACCGAAG(C/T)GAC-

ATCTAAGCA3′，下游引物为5′ACGAACTTTGCCGTTATT-

GTCAT3′。探针为5′ACCGAAGCTGATACAGATGTTATTGA-

TGATAGCAATGCAGCCAATCTACA3′。 扩 增 的 片 段 长

345 bp，从第903—1 247 bp。扩增片段与探针杂交位点为

1 120—1 169 bp。

1.2 方法

1.2.1 研究对象 从2004年8月在西安交通大学口腔医院口

腔内科就诊的患者和在校学生中选取符合纳入要求者80名为

研究对象，其中高龋者40名，无龋者40名。研究对象纳入要

求：年龄20—40岁，近2周未服用抗生素，口腔卫生良好，

无全身系统性疾病；按照WHO龋病的诊断标准，DMFT≥6

定

为高龋，DMFT=0定为无龋。

1.2.2 临床样本的收集和处理 早餐后 2 h收集受试者的漱

口液，取液前受检者不刷牙不漱口，让受试者用 10 mL生理

盐水漱口并收集于已经消毒的口杯中，4℃下保存。

1.2.3 分离 DNA[2] 在 12 h内把收集的漱口液置于 10 mL离

心管中 8 000 r/min，离心 15 min，弃上清，收集菌体。加蛋

白酶 K裂解液、溶菌酶、1 mg/mL溶葡萄球菌素水浴 2 h，

再加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇（ 25∶24∶1) 抽提 1 次，

12 000 r/min离心 5 min。取上清 200 μL，加冰乙醇，- 20℃
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过夜，12 000 r/min离心 15 min，弃上清，溶于 15μL TE缓

冲液中。

1.2.4 PCR扩增 gtfB片段 按照 2×Taq PCR MasterMix的说

明进行。PCR循环条件为：预变性 95℃ 10 min，变性 95℃

1 min，退火 58℃ 1 min，延伸 72℃ 1 min，共进行 34个循

环，最后 72℃延伸 10 min。PCR扩增产物 3μL在 1.2%的琼

脂糖凝胶中电泳。以S.mutans ATCC 25175 基因组 DNA的

PCR产物为阳性对照，无菌水为阴性对照。

1.2.5 PCR扩增产物与 gtfB探针进行斑点杂交 取 1μL扩

增产物点样于尼龙膜，以S.mutans ATCC 25175基因组 DNA

的 PCR 产物为阳性对照，无菌水为阴性对照。经过变性、

固定、预杂交、杂交、封闭、抗体孵育等步骤，最后用碱磷

酶底物 BCIP/NBT显色浓缩液在暗室环境下显色 1 h，无菌

水冲洗终止反应，记录结果。

1.3 统计分析

采用 SPSS 10.0软件，对高龋组和无龋组 gtfB基因片段

的阳性检出率进行四格表资料的 !2检验分析。

2 结果

2.1 PCR扩增 gtfB片段

高龋组 40例 DNA样本经过 PCR扩增后，有 35例扩增

出了预计的 345 bp大小片段，5例没有扩增出 345 bp大小

片段，gtfB基因片段的阳性检出率为 87.5%（ 图 1）。无龋组

40例 DNA样本经过 PCR 扩增后，有 4例扩增出了 345 bp

大小片段，36例没有扩增出 345 bp大小片段。

1：阳性对照；2—6：高龋者；7：阴性对照；M：Marker

图 1 PCR扩增产物电泳图

Fig 1 Amplificated product by PCR

2.2 PCR扩增产物与 gtfB探针进行斑点杂交

高龋组 40例 PCR扩增产物经过与 gtfB寡核苷酸探针斑

点杂交后，有 38例出现阳性结果，gtfB基因片段的阳性检

出率为 95%。无龋组 40例 PCR扩增后产物经过与斑点杂交

后有 7例出现了阳性结果。四格表资料的 !2检验结果表明，
高龋组变形链球菌 gtfB基因片段的阳性检出率显著高于无龋

组，二者之间的差异有统计学意义（ !2=48.81，P<0.05）。

3 讨论

变形链球菌的致龋性主要在于它能够牢固地粘附于牙面

并代谢食物中的碳水化合物产酸[3]，其葡糖基转移酶（ glu-

cosyltransferase, GTF）通过合成水不溶性和水溶性葡聚糖而

在这一过程中发挥重要作用[4]。变形链球菌的 GTF有 3种不

同类型，即 GTF- I、GTF- SI 和 GTF- S。gtfB是与变形链球

菌致龋性关系较密切的 GTF相关基因，它所编码的 GTF- I

利用蔗糖作为底物合成的水不溶性葡聚糖参与了细菌之间及

细菌与牙体之间的蔗糖依赖性粘附。研究发现龋病的发生与

特定基因型高致龋性变形链球菌的定植有关[5]。高龋者个体

通常携带有 GTFs合成能力高的菌株[6]。本文采用的是前期

实验已经设计好的特异性强、联合 PCR后灵敏度检测达到

0.01 pg、针对致龋性基因片段 gtfB的寡核苷酸探针, 对高龋

和无龋者口腔中的变形链球菌进行检测，定性分析 gtfB基因

片段检出率与龋病 DMFT的关系，为今后筛选龋高危人群、

有针对性地开展预防工作提供实验依据。

实验结果表明，在 40名高龋者的唾液中有 38名（ 95%）

检测到了变形链球菌 gtfB基因片段，而 40名无龋者中只有

7名（ 17.5%）检测到了变形链球菌 gtfB基因片段，高龋组变

形链球菌 gtfB特异基因片段的阳性率显著高于无龋组，这提

示变形链球菌 gtfB特异基因片段与致龋性密切相关。同时研

究表明，PCR技术与核酸探针的有机结合，使其检测的敏感

性和特异性大为提高。实验中 PCR扩增 gtfB后，高龋组的

阳性检测率只有 87.5%，而经进一步与 gtfB探针杂交后阳性

率提高到 95%，此表明二者的有机结合可进一步提高探针的

敏感性。由于变形链球菌有多种毒力因子，而本实验中的引

物只是针对其中之一设计；同时龋病是多种细菌混合感染的

疾病，在致龋菌中除了变形链球菌之外还包括远缘链球菌、

乳酸杆菌等，因此本实验设计还有待进一步完善。
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