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病因学研究认为，菌斑是牙周炎的始动因子，

其中龈下菌斑是影响牙周炎发生发展的主要危险因

素。龈下菌斑组成复杂，种类繁多，目前认为有

20～25种微生物与慢性牙周炎发生发展有关，其中

伴放线菌嗜血菌（Haemophilus actinomycetemcomi-

tas，H. actinomycetemcomitas）、牙龈卟啉单胞菌

（Porphyromonas gingivalis，P. gingivalis）、福赛斯坦

纳菌（Tannerella forsythensis，T. forsythensis）、中间

普雷沃菌（Prevotella intermedia，P. intermedia）、直

形弯曲菌（Campylobacter rectus，C. rectus）、具核梭

杆菌（Fusobacterium nucleatum，F. nucleatum）以及

齿垢密螺旋体（Treponema denticola，T. denticola）等

慢性牙周炎龈下菌斑中五种牙周

可疑致病微生物的分布
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[摘要] 目的 研究五种牙周可疑致病微生物在慢性牙周炎患者龈下菌斑的分布。方法 选择27例慢性牙周炎患

者，每位患者选取牙周袋最深的两个位点作为观察位点，采集龈下微生物样本，采用多重聚合酶链反应和反杂交

的方法对伴放线菌嗜血菌、牙龈卟啉单胞菌、福赛斯坦纳菌、中间普雷沃菌和齿垢密螺旋体五种微生物进行半定

量检测。结果 在所检测的54个位点中，牙龈卟啉单胞菌、中间普雷沃菌、福赛斯坦纳菌和齿垢密螺旋体均有较

高的检出率，分别为98.15%、92.59%、100%和98.15%；伴放线菌嗜血菌检出率较低，为20.37%。牙龈卟啉单胞菌

和福赛斯坦纳菌的检出量明显高于其他三种微生物，其差异有统计学意义（P<0.05）。结论 慢性牙周炎患者多存

在牙龈卟啉单胞菌、福赛斯坦纳菌、中间普雷沃菌和齿垢密螺旋体的同时感染，且牙龈卟啉单胞菌和福赛斯坦纳

菌的感染量较高。
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[Abstract] Objective To investigate the distribution of H. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T.

forsythensis and T. denticola in the subgingival plaque in the patients with chronic periodontitis. Methods 27 pa-

tients with chronic periodontitis were included. Two of the deepest pockets of each patient were selected as the study

sites. Semi- quantification of subgingival microorganism samples was analyzed by multiplex polymerase chain reaction

and reverse hybridization assay. Results P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythensis and T. denticola were detected

in a high proportion of examined sites（corresponding values were 98.15%, 92.59%, 100% and 98.15%）, however, the

pro- portion of H. actinomycetemcomitans was low（20.37%）. The levels of P. gingivalis and T. forsythensis were

higher than the other three microorganisms with statistical significance. Conclusion The simultaneous infection of P.

gingivalis, T. forsythensis, P. intermedia and T. denticola is found in the patients with chronic periodontitis, in which

the levels of P. gingivalis and T. forsythensis are higher than the other two microorganisms.

[Key words] chronic periodontitis； periodontal pathogens； polymerase chain reaction
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与慢性牙周炎的关系最为密切。但是，由于研究方

法的差异，目前对牙周炎患者龈下菌斑中微生物组

成报道不一，特别是对T. forsythensis和T. denticola

等实验室培养有一定难度的微生物缺乏研究，对

H. actinomycetemcomitas的分布情况则存在争议。本

实验采用多重聚合酶链反应（multiplex polymerase

chain reaction，multi- PCR）和反杂交技术，半定量

检测中国中重度慢性牙周炎患者同一龈下菌斑中H.

actinomycetemcomitans、P. gingivalis、P. intermedia、

T. forsythensis和T. denticola五种微生物的分布情况。

1 材料和方法

1.1 研究对象的选择

选择于2004年7—10月在四川大学华西口腔医

院牙周科就诊并志愿参加本实验的慢性牙周炎患者

27例作为研究对象，其中男性12例，女性15例；年

龄28～53岁，平均43.6岁。每个患者至少有20颗天然

牙，至少有两颗牙的牙周袋深度超过4 mm，要求

3个月内未接受过牙周治疗或至少1个月内未服用过

抗生素；无任何影响牙周炎进程或治疗的全身性疾

病；妇女无妊娠。

1.2 临床指标检测

对患者的全口牙周状况进行全面检查后，选择

两个牙周袋较深的位点作为检测位点，所选位点不

在同一象限。检查两个位点的牙周探诊深度（prob-

ing pocket depth，PPD）、临床附着丧失（clinical at-

tachment loss，CAL）和探诊出血（bleeding on prob-

ing，BOP）。

1.3 微生物学检测

1.3.1 微生物样本采集 于检测位点处收集龈下菌

斑样本，用手工刮治器先去除龈上菌斑及牙石，隔

湿，先后用两根40号无菌纸尖插入牙周袋底，各停

留20 s取出，放入无菌的1.5 mL Eppendorf管中，

- 20℃保存，备用。

1.3.2 DNA提取、multi- PCR和反杂交 利用试剂盒

High Pure PCR Template Preparation Kit（Roche

Diagnostics Mannheim公司，德国）提取DNA。PCR

扩增反应体系包括5μL PCR缓冲液、5μL 25 mmol/L

MgCl2、1 μL Taq酶、35 μL引物和dNTP的混合物

（Hain Diagnostik GmbH公司，德国）、5 μL样本

DNA。阴性对照则加入5μL无菌双蒸水。PCR反应

条件：预变性95 ℃ 5 min；变性95 ℃ 30 s，58 ℃

2 min，10个循环；变性95℃ 25 s，退火53℃ 40 s，

延伸70℃ 40 s，20个循环；延伸70℃ 8 min。

将PCR扩增产物用microDent!kit（Hain Diag-
nostik GmbH公司，德国）进行反杂交：将已标记生

物素的PCR扩增产物变性解链，加入杂交液，45℃

下与已固定有两个阳性对照带（PCR阳性对照和杂交

的阳性对照）和五个牙周致病微生物特异DNA探针

的硝酸纤维膜孵育30 min。当样本中的牙周致病微

生物PCR扩增产物和与之互补的特异DNA探针结合

后，洗涤去除与探针非特异结合的DNA。加入细菌

蛋白-碱性磷酸酶复合物及其底物，使特异结合在

硝酸纤维膜上，生物素标记的牙周致病菌PCR扩增

产物显紫蓝色。

检测结果根据杂交带上探针的不同位置区分细

菌种类，染色带的深浅代表细菌量的差异，分为四

个等级（图1）：+++（颜色与阳性对照带一致），++（介

于+++与+之间），+（弱显色），-（未见显色）。由同

一观察者区分等级，对受检样本进行半定量分析。

CC：杂交反应阳性对照带；AC：PCR扩增反应阳性对照带；1：

H. actinomycetemcomitas（+++）；2：P. gingivalis（+）；3：P. interme-

dia（++）；4：T. forsythensis（+）；5：T. denticola（+）

图 1 临床标本杂交强度

Fig 1 Hybridization outcome of one clinical sample

1.4 统计学分析

使用SPSS 11.0统计软件对结果进行统计分析。

以位点为统计对象，微生物检出量按+++、++、+、

-四个等级区分，采用非参数检验的Mann- Whitney

U检验进行比较，检验水准为双侧α=0.05。

2 结果

经临床检测，27例慢性牙周炎患者54个受检位

点的PPD为（6.76±1.68）mm，CAL为（6.98±1.78）mm，

BOP阳性率为96.30%（52/54）。

五种微生物的位点检出率和个体检出率见表1。

除H. actinomycetemcomitans外，其余四种微生物都

有较高的位点和个体检出率。

五种微生物不同检出水平的分布见表2。由表2

可见，P. gingivalis、T. forsythensis检出量明显高于

其他三种细菌，其差异有统计学意义（P<0.05）。

表 1 五种微生物的检出率

Tab 1 Per iodontal occur rence of five microorganisms

伴放线菌嗜血菌 11 20.37 25.93

牙龈卟啉单胞菌 53 98.15 100

中间普雷沃菌 50 92.59 96.30

福赛斯坦纳菌 54 100 100

齿垢密螺旋体 53 98.15 100

微生物种类
阳性

位点数

位点

检出率（%）

个体

检出率（%）
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3 讨论

PCR方法具有特异性高、敏感性强的特点，对

于培养条件要求苛刻的厌氧菌可以避免假阴性结果。

Ashimoto等 [1]分别采用培养法和PCR法检测龈下细

菌，结果表明检出T. forsythensis和H. actinomyce-

temcomitans的符合度分别为28%和71%，大部分培

养法的阴性位点用PCR方法检测均为阳性。Riggio

等[2]采用培养法检测牙周炎患者H. actinomycetem-

comitans和P. gingivalis的检出率分别为15%和11%，

而采用PCR方法的检出率均达到40%。本研究采用

多重PCR方法，在同一反应体系中一次快速检测出

H. actinomycetemcomitans、 P. gingivalis、 P. inter -

media、T. forsythensis和T. denticola五种微生物。

Eick等[3]曾将该方法与传统的细菌培养法进行比较，

发现该方法对这五种微生物的检测都有较高的特异

度和敏感度，P. gingivalis和T. forsythensis的检出率

均高于培养法。

H. actinomycetemcomitans、P. gingivalis、P. in-

termedia、T. forsythensis和T. denticola五种微生物的

检出率在不同报道中不尽相同。H. actinomycetem-

comitans检出率差别较大，Doungudomdacha等[4]对50

例慢性牙周炎患者的位点检出率高达91.8%，而Darby

等[5]在33例重度牙周炎中的检出率只有3%。不同种

族的龈下细菌的组成有差异，Choi等[6]在29例韩国

重度牙周炎患者中检出H. actinomycetemcomitans的

占89.7%，Fujise等[7]在日本人中的检出率则为40%。

在对中国人的研究中，Tan等[8]和Mombelli等[9]报道的

检出率分别为69%和63%，并发现牙周炎患者和健

康人之间的检出率并无差异，认为H. actinomyce-

temcomitans是中国人龈下菌斑的正常组成部分。本

研究结果显示，H. actinomycetemcomitans的位点检

出率为20.37%，个体检出率为25.93%，该结果与上

述对中国人群的研究有一定差异，笔者分析可能与

研究对象的样本量、牙周炎类型、炎症程度、检测

方法等有关。为了取得H. actinomycetemcomitans在

中国人龈下菌斑中分布的准确结果，还应采用敏感

性和特异性高的方法，扩大样本量，采用统一的牙

周炎分类标准，并按炎症程度分层进行研究。

本研究结果显示，P. gingivalis、T. forsythen-

sis、P. intermedia和T. denticola的检出率都很高，与

多数研究结果接近[10]。据报道P. gingivalis和T. forsy-

thensis的检出率分别为78%~100%和82%~100%。对

中国慢性牙周炎患者的研究中，王者玲等[11]在牙周

炎活动位点P. gingivalis的检出率为86%，T. forsy-

thensis为95%，T. denticola为86%，P. intermedia为

95%。钟晓波等 [12]研究发现T. denticola和T. forsy-

thensis的检出率分别为82.0%和98.0%，且T. den-

ticola和T. forsythensis在重度牙周炎和牙周炎活动期

的病例中的检出率为100%。由此可见以上四种微生

物与中重度慢性牙周炎有密切关系。

本研究对微生物检出量的半定量分析显示，中

重度慢性牙周炎龈下菌斑中P. gingivalis和T. forsy-

thensis的量明显高于H. actinomycetemcomitans、P.

intermedia和T. denticola（P<0.05），提示P. gingivalis

和T. forsythensis在中国人中重度牙周炎的发生发展

中具有重要地位。龈下细菌中P. gingivalis与T. forsy-

thensis关系密切。Socransky等[13]认为P. gingivalis、T.

forsythensis和T. denticola是紧密联系的复合体，与

牙周袋深度和探诊出血有相关性，也与牙周炎的进

展密切相关。Papapanou等[14]显示，P. gingivalis、T.

forsythensis和T. denticola的数量在深牙周袋和牙周

炎进展位点都有明显增加。

本研究通过对慢性牙周炎患者龈下菌斑进行检

测，结果表明慢性牙周炎患者普遍存在P. gingi-

valis、T. forsythensis、P. intermedia和T. denticola感

染，且P. gingivalis和T. forsythensis的水平较高。
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口腔外科新利器———赛特力公司超声骨刀

赛特力公司———压电陶瓷超声发生器的发明者，最新推出了用于口腔外科的超声设备：PiezotomeTM超声骨刀。注册证号：

国食药监械（进）字2007第2230109号。

对于牙槽骨严重缺失的患者，治疗时必须采用多种骨充填手术。Piezotome超声骨刀可用于骨切开术、骨整形术、骨嵴扩

张、韧带切开术或上颌窦提升术等棘手的手术。

与手动或电动设备相比，临床医师使用超声设备会更舒适、更安全。使用Piezotome超声骨刀，可以毫不费力地进行精细

的切割手术并且不会损伤软组织。术后疼痛轻微，愈合迅速。而且，不用十分费力，即可获得清晰的切割刀口。

由于选定的频率在28～32 kHz之间，所以Piezotome超声骨刀只对硬组织有效，从而降低了软组织受损的危险。发生器间歇

产生低幅值超声波振动，这种经调谐的超声切割可使组织放松并使其微结构得到最佳的修复，因而切割创面清晰整齐，有利

于创口更好地愈合。

超声骨刀的工作尖坚固耐用，且振幅受到控制，因而切割精度非常高。另外，手柄操纵非常灵活、工作尖的设计符合解

剖形态，所以易于进行棘手的手术。

Piezotome超声骨刀还对切割表面有止血作用。超声空化作用可以限制血液渗出且利于从工作区清除骨屑，使医生能非常

清楚地看到手术区，并可避免可能导致组织退化的术区温度升高。

得益于最尖端的双向动力超声发生器SP NewtronR技术的推动，Piezotome超声骨刀有如下出众的特性：1）实时自动频率

调节，可有效地感知手术操作；2）推拉电路，功率强大并可准确连续控制工作尖振幅以保护脆弱的组织；3）反馈机制，让使

用和操作更轻松、精确。以上3个特点构成了巡航控制系统TM，使临床医师可轻松控制局面，确保手术绝对安全。

Piezotome超声骨刀及其外设符合严格的安全和卫生要求：1）带有一体盒的一次性使用无菌冲洗管；2）连线和手柄可消毒；

3）机体光滑易清洁，无粗糙的边缘；4）有多功能脚踏开关控制（在手术过程中无需触摸控制面板）。

Piezotome超声骨刀是进行预种植手术（骨切开术、上颌窦提升、拔牙）时的首选工具，此外还可用于传统的超声治疗。本

设备不但可以使用预种植外科手术所用的所有工作刀，而且可以使用传统超声治疗领域的近80多个赛特力工作尖。这些治疗

领域包括：1）牙周病：牙周袋清创、牙根表面修整和肉芽组织清除、种植体保养；2）牙髓病：根管荡洗、根管充填、根管再

治疗；3）牙体预防：牙间隙洁治、龈上和龈下治疗和色素去除；4）修复治疗：嵌体/牙冠戴入、松动修复体。

Piezotome超声骨刀———口腔外科手术成功和安全的保证。

更详尽的产品信息请咨询法国艾龙集团北京办事处（原法国赛特力-碧兰公司）。电话：86- 10- 64657011/2/3/4；电子邮件:

beijing@cn.acteongroup.com；网站: www.cn.acteongroup.com。

法国艾龙集团北京办事处
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