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3种寡核苷酸探针对龈下菌斑中
牙周致病菌的检测

张贤华　张　斌　吴织芬

【摘要】　目的　采用寡核苷酸探针研究龈下菌斑中 3种牙周致病菌的分布。方法　利用 3种寡核苷酸探针对

60例慢性牙周炎患者 60个患病位点、10例健康人的 10个健康对照位点龈下菌斑中的牙龈卟啉单胞菌、福赛类杆

菌、牙密螺旋体进行检测。结果　牙周炎位点龈下菌斑中的牙龈卟啉单胞菌、福赛类杆菌、牙密螺旋体的检出率分

别为 91167 % ,90100 %和 95167 % ,明显高于健康对照位点 ; 有 83133 %的牙周炎位点同时检出 3种致病菌 ,3种细菌

检出情况为两两正相关 ( P < 0101)。结论　牙龈卟啉单胞菌、福赛类杆菌、牙密螺旋体在慢性牙周炎患者龈下菌斑

中的检出率很高 ,它们间可能存在相互协同致病作用。
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【Abstract】　Objective　To observe the prevalence of Porphyromonas gingivalis ( Pg) , Treponema denticola ( Td) and Bac2
terides forsythus ( Bf ) subgingivally in diseased sites of chronic periodontitis (CP) patients. Methods　 Samples of subgingival

plaque were detected by 3 kinds of oligonucleotide DNA probe from 60 sites of CP patients and 10 healthy sites of 10 healthy peo2
ple. Results　The positive rates of Pg , Bf and Td in patients were 91167 % , 90100 % and 95167 % respectively ; Pg , Bf and

Td were detected simultaneously in 83133 % patients and Pg , Bf and Td were found to be related with each other( P < 0101) .

Conclusion　 Pg , Bf and Td were prominent periodontopathic bacteria and related each other , might exist in complexes in sub2
gingival plaque and coaggretate together.
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　　研究表明口腔微生物在牙周病的发生、发展中起

有重要作用。目前口腔微生物的检测已被用于预测

牙周病的进展和评价牙周病的治疗效果。本研究使

用 3种公认牙周病致病菌的寡核苷酸探针对慢性牙

周炎患者龈下菌斑中的牙龈卟啉单胞菌 ( Porphy2
romonas gingivalis , Pg) 、福赛类杆菌 ( Bacterides forsyth2
us ,Bf ) 、牙密螺旋体 ( Treponema denticola , Td)进行检

测 ,探讨这 3种病源菌的分布及其致病机理。

1　材料和方法

1. 1　研究对象

选择 1994年 6月～1995年 12月在第四军医大学口腔医

院牙周科初诊诊断为慢性牙周炎的患者 60例为研究实验组。

其中男 28例 ,女 32例 ,年龄 24～65岁 ,平均年龄 4213岁。牙

周组织健康者 10例为对照组 ,其中男 6例 ,女 4例 ,年龄 24～

28岁 ,平均年龄 26岁。所有受试者均无系统性疾病 ,近 3个

月未接受过牙周治疗及未曾服用过抗生素 ,女性为非妊娠、非

月经期。

1. 2　取样位点的选择

60例慢性牙周炎患者 ,每人选择 1个患病位点取样 ,共选

择 60个受检位点。选择标准 :探诊深度 (probing depth , PD) ≥

6 mm、附着丧失 (attachment loss , AL) ≥6 mm。10位健康对照

者各选 1个位点取样 ,共选择 10个健康取样位点。

1. 3　细菌的取样与寡核苷酸 DNA探针检测

去除龈上菌斑 ,擦干取样位点 ,隔湿 ,将 1根无菌纸捻插

入牙周袋最深处 30 s ,采取龈下菌斑样本。将采样后的纸捻

储存在装有 100μl稳定缓冲液的试管中 (含有 4 mol/ L的硫氰

酸胍和 2-巯基乙醇) ,70 ℃加热 10 min ,离心冻存直至斑点杂

交分析。

将样本点样放置在多管吸印仪的尼龙膜上 ,利用合成的
32 P标记的 Pg、Bf、Td的寡核苷酸 DNA探针 ( Pg、Bf 探针来自
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美国Microprobe Bothell Wa公司 , Td探针来自 IAI公司)对尼龙

膜上的小亚单位核糖体 RNA ( small subunit ribosomal RNA ,

ssrRNA)进行斑点杂交 ,洗脱打点后通过 Trace-96系统 ( Inotech

公司)直接计数。最初得到的结果是细菌的 ssrRNA数 ,通过

换算得到细菌数。细菌的检测范围为 2 ×104～6 ×108 ,在计

数后进行膜的自动摄影。

1. 4　临床指标的测量

每颗取样位点牙检测如下临床指标 : ①牙龈指数 ( GI)和

②菌斑指数 (PLI)测量标准均参照 Loe和 Silness(1963年)的标

准 ,③探诊深度 (PD) ,④附着丧失 (AL)。

1. 5　统计学分析

采用 SPSS 1010统计软件 ,慢性牙周炎组和健康对照组细

菌检出率的比较采用χ2 检验 ,细菌间相关分析采用 Spearman

相关分析。

2　结　　果

2. 1　慢性牙周炎组和健康对照组取样位点的临床指

标

慢性牙周炎组和健康对照组取样位点临床指标

的测定结果 ,见表 1。
表 1　取样位点的临床指标( �x±s)

Tab 1　Clinical parameters of sampling sites( �x±s)

分组 位点数探诊深度 附着丧失 牙龈指数 菌斑指数

健康对照组 10 1. 80±0. 08 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00 0. 00±0. 00

慢性牙周炎组 60 7. 40±1. 31 8. 37±1. 75 2. 50±0. 57 2. 20±0. 73

2. 2　寡核苷酸探针检测结果

寡核苷酸探针检测表明 Pg、Bf、Td 在慢性牙周

炎患者中的检出率很高 ,分别为 91167 % ,90. 00 %和

95167 % ,明显高于健康对照组的 10. 00 %、40. 00 %和

10. 00 % ,两组比较均有显著性差异 ( P < 0105) 。另

外 ,牙周炎患者 3种致病菌的同时检出率为 83133 % ,

健康对照组没有同时检出 3种致病菌者 ,见表 2。
表 2　Pg、Td、Bf 在龈下菌斑中的检出情况(个)

Tab 2　Frequency of 3 periodontal pathogens in subgingival

plaques

分组 取样
位点 Pg ( + ) Bf ( + ) Td ( + ) Bf , Pg , Td ( + )

健康对照组 10 1 4 1 0

(10. 00 %) (40. 00 %) (10. 00 %)

慢性牙周炎组 60 55 33 54 33 58 33 50 33

(91. 67 %) (90. 00 %) (95. 67 %) (83. 33 %)

33 与健康组比较 P < 0. 01

2. 3　慢性牙周炎患者龈下菌斑中 Pg、Bf、Td相关性

Pg、Bf、Td 3种细菌在慢性牙周炎患者中的检出

率较高 ,对 3 种细菌相关性的研究发现 , Pg、Bf、Td

两两正相关 ( Bf- Pg 　 r = 018951 , P < 0101 ; Bf- Td

r = 016571 , P < 0101 ; Pg- Td 　r = 014956 , P < 0101) 。

表明这 3种细菌在很多牙周炎位点同时存在 ,特别是

深牙周袋和进展性位点可能存在龈下微生物的复合

体 ,彼此之间具有协同生长作用。

3　讨　　论

目前研究表明牙周病的发生、发展与牙周袋内特

异革兰氏阴性厌氧菌的积聚密切有关 ,其中类杆菌群

和螺旋体起重要作用。Bragd等 1 认为牙周病的活动

性和一些关键牙周致病菌的存在有关 ,这些致病菌包

括 Pg、Bf、Td、伴放线放线杆菌等。Socransky等 2 研

究表明 ,探诊出血的活动性破坏区 , Pg、Bf、Td 的比

例明显增加 ;而 Papapanou等 3 发现 Pg、Bf、Td 的存

在使牙周附着丧失的危险度增加 ,表明特异致病菌和

临床指标具有一定的相关性。故学者们认为临床上

识别这些特异致病菌有利于早期诊断和制定治疗计

划。

本研究使用的探针是合成的寡核苷酸探针 ,是与

Pg、Bf、Td 3种公认牙周致病菌 ssrRNA互补的寡核

苷酸 DNA片段 ,通过斑点杂交检测慢性牙周炎患者

龈下菌斑中的细菌分布。细菌染色体内有多个拷贝

形式 ssrRNA ,ssrRNA集保守性和变异性为一身 ,不同

的科、属、种间都有不同的差异。1987年 ,Woese
4 预

见 ssrRNA将成为细菌分类和计数的奠基石。现在可

利用的原核生物序列有 4 000 多种 ,许多为全长 ,一

旦选定合适的寡核苷酸肽段 ,就可在几千种细菌中检

测出某种细菌。目前 ssrRNA已被广泛的用于细菌的

分类和鉴定。DNA探针检测和鉴定细菌与常规细菌

学鉴定方法比较 ,不需要厌氧培养的特殊设备 ,省时 ,

省力 ,快速 ,同时排除了厌氧菌不易存活的假阴性。

Savitt等 5 同时使用细菌培养和 DNA探针两种方法

检测 Pg和其它牙周致病菌 ,发现DNA探针较传统的

细菌培养方法更为准确 ,为临床医生提供了更敏感和

方便的方法检测牙周病原菌。

本研究用寡核苷酸探针发现 , Pg、Bf、Td在牙周

炎患者中的检出率很高 ,说明它们是中重度慢性牙周

炎发生、发展中的优势菌群。另外 ,本研究表明慢性

牙周炎患者有 83133 %的位点同时检出 Pg、Bf、Td 3

种致病菌 ,且 3种细菌两两正相关。Socransky等 6 利

用聚类分析研究表明 ,龈下菌斑中存在 5个紧密相关

的微生物复合体 ,其中包括 Pg、Bf、Td 3种细菌的复

合体 ,此复合体和牙周袋深度、探诊出血等临床指标
(下转第 310页)
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迅速的倾斜移动不利于牙周组织的改建 ,但临床医生

可以采取措施来积极地控制有害倾斜 ,使其尽量平行

移动或整体移动 ,向拔牙创内置入羟基磷灰石就是有

效措施之一。实验表明羟基磷灰石的置入不会阻碍

牙齿的移动 ,且可对抗拔牙创的缩窄 ;同时在牙根和

羟基磷灰石之间出现纤维结缔组织 ,并在结缔组织中

出现暂时性骨再生 ,以便包围着牙齿 ,减少牙周附着

的丧失。因此 ,可在拔牙后立即移动牙齿 ,以缩短治

疗时间。这与本研究结果相似 ,说明拔牙后应尽早开

始向拔牙区移动牙齿 ,这样可以充分利用拔牙创的牙

槽骨改建优势 ,加快牙齿移动 ;但在移动过程中 ,应注

意控制移动方式 ,加强支抗。
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密切相关。Gmur等7 研究也表明 Pg、Bf 具有很强的

相关性 ,Pederson等8 也证实 Pg、Td间具有相关性。

Umeda等9 研究表明 ,在深牙周袋和活动性位

点 ,可发现 Pg、Bf、Td同时存在。Kigure等10 用免疫

组化技术对龈下菌斑活检标本研究表明 ,龈下菌斑、

上皮组织中同时存在 Pg、Td ,其中在 4～6 mm牙周

袋内 ,电镜标本发现 Td位于菌斑的表层 ,而 Pg位于

菌斑表层下。Yao 等 11 研究表明这 3 种细菌在体外

存在相互协同作用。这些结果和本研究结果均表明

牙周炎患者龈下菌斑中可能存在 Pg、Bf、Td 微生物

复合体 ,彼此间相互协同作用 ,在慢性牙周炎的发生、

发展中起重要作用。

(感谢日本新时代株氏会社 Mr. Toru Eguchi 和
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