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牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，P.

gingivalis）是目前公认的慢性牙周炎的主要致病菌之

一[1]，不仅广泛存在于慢性牙周炎患者的龈下菌斑

中，部分牙周健康者也可检出[2]。不同P.gingivalis菌

株的致病性存在差异，基因的遗传多态性是不同菌

株间致病性差异的物质基础[3]。菌毛（fimbriae）是P.

gingivalis重要的毒力因子[4]。fimA基因是菌毛主要亚

基菌毛素（fimbrillin）的编码基因，根据fimA基因开

放阅读框架核苷酸序列的差异可将P.gingivalis分为6

型（Ⅰ Ⅴ型和Ⅰb亚型）[5] 有研究发现 [5 8] i
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[摘要] 目的 分析不同fimA基因型牙龈卟啉单胞菌（P.gingivalis）在牙周健康人群和慢性牙周炎人群中的分布，

探讨不同fimA基因型P.gingivalis与成人牙周状况的相关关系。方法 收集牙周健康组（136例）和慢性牙周炎组（115

例）的龈下菌斑样本，采用16S rRNA PCR法检测P.gingivalis，并根据各fimA基因型（Ⅰ～Ⅴ和Ⅰb）的特异性引物检

测不同fimA基因型P.gingivalis菌株的分布，计算OR值和95%可信区间。结果 牙周健康组和慢性牙周炎组龈下菌

斑样本中P.gingivalis阳性率分别为22.1%和81.7%，多数样本中只检测到1种fimA基因型。牙周健康组中ⅠfimA型的

检出率最高（占66.7%）；慢性牙周炎组中则为ⅡfimA基因型（占43.6%），其次为Ⅳ和Ⅰb fimA基因型。慢性牙周炎

的发生与P.gingivalis的关系密切（OR=16.36），Ⅰ、Ⅰb、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、ⅤfimA基因型P.gingivalis与慢性牙周炎相关

性的OR值分别为0.97、13.26、36.62、4.57、22.86、1.19；ⅡfimA基因型P.gingivalis与慢性牙周炎的相关性最强，

其次为Ⅳ和Ⅰb型。结论 P.gingivalis菌株的fimA基因型存在差异，特异性fimA基因型P.gingivalis可能与成人慢性

牙周炎的发生关系密切。
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[Abstract] Objective To detect the distribution of fimA genotype of P.gingivalis in periodontally healthy adults

and chronic periodontitis patients, and to investigate the relationship between the prevalence of fimA genotype of

P.gingivalis and periodontal health status. Methods Subgingival plaque samples were collected from 136 periodontally

healthy adults and 115 chronic periodontitis patients. The occurrence of P.gingivalis was determined by P.gingivalis

16S rRNA PCR. Distribution of fimA genotype was assessed in P.gingivalis positive samples by PCR using primers

pairs homologous to the different fimA genes. Results P.gingivalis was detected in 22.1% of the healthy subjects

and 81.7% of chronic periodontitis patients. A single fimA genotype was detected in most subgingival plaque

samples. In P.gingivalis- positive healthy adults, the most prevalent fimA genotype of P.gingivalis was typeⅠ fimA.

In contrast, a majority of chronic periodontitis patients carried type Ⅱ fimA, followed by Ⅳ fimA andⅠ b fimA.

The univariate analysis illustrated that chronic periodontitis was associated with occurrences of typeⅠ fimA（OR=

0.97）, Ⅰb（OR=13.26）, Ⅱ（OR=36.62）, Ⅲ（OR=4.57）, Ⅳ（OR=22.86）, andⅤ（OR=1.19）. Conclusion Ⅱ fimA

genotype of P.gingivalis followed by Ⅳ and Ⅰ b were an important virulence factor that may account for the

pathogenesis of chronic periodontitis, suggesting an increased pathogenic potential of these types.
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givalis特异性fimA基因型菌株的分布与人群牙周状

况明显相关。本课题组[9]已经对中国慢性牙周炎人

群中Ⅰ～ⅤfimA基因型P.gingivalis的分布做过研究，

在此基础上，本研究采用聚合酶链反应（polymerase

chain reaction，PCR）法检测中国牙周健康人群和慢

性牙周炎人群中Ⅰ～Ⅴ和Ⅰb fimA基因型P.gingivalis

菌株的分布情况，并对不同fimA基因型P.gingivalis

与成人慢性牙周炎的相关性进行分析。

1 材料和方法

1.1 研究对象的选择

在全国第3次口腔流行病学调查的基础上，采

用多阶段分层等容量随机抽查的方法，随机抽取四

川省成都市4个社区内的汉族人群进行检查，筛选

出牙周健康组136例，其中男性44例，年龄25～74

岁，平均（44.3±10.6）岁；女性92例，年龄25～75岁，

平均（42.4±11.3）岁。要求全身健康、无系统性疾

病；3个月内无抗生素和非甾体类抗炎药服用史；

妇女无妊娠；口腔卫生情况良好；口内天然牙不少

于20颗，其中至少有4颗磨牙，全口余牙探诊深度

（probing depth，PD）均小于3 mm、临床附着丧失

（clinical attachment loss，CAL）均小于1 mm，无明

显牙龈红肿或退缩，所有位点探诊出血均为阴性；

口腔内无黏膜病损；知情同意，愿意参加。

于四川大学华西口腔医院牙周科就诊的患者中

选择慢性牙周炎组115例，均为汉族，男性67例，

年龄25～74岁，平均（47.9±11.8）岁；女性48例，年

龄26～75岁，平均（44.5±12.4）岁。慢性牙周炎的诊

断标准采用Armitage新分类法[10]。所有患者要求全身

健康、无系统性疾病；妇女无妊娠；3个月内无抗

菌药物和非甾体类抗炎药服用史；3个月内无牙周

病治疗史；口腔内天然牙不少于16颗，其中至少有

4颗磨牙，磨牙中至少有1个位点PD≥4 mm；口腔内

无黏膜病损；知情同意，愿意参加本研究。

1.2 菌斑样本的采集和DNA的提取

牙周健康组选择受试者上颌第一磨牙颊侧近中

位点取样；慢性牙周炎组选择患者口内磨牙牙周袋

最深的位点取样。用无菌刮匙去除龈上菌斑，无菌

棉球干燥隔湿，插入3根灭菌纸尖直至牙周袋底，

静置10 s，取出后立即置于含有1 mL厌氧转送液的

无菌离心管中。将标本在室温下充分振荡混匀，

25%ChelexRxR - 100（Bio- Rad公司，加拿大）与标本液按

体积比1∶3混合，充分振荡混匀，56℃加热30 min，

使ChelexRxR - 100与标本溶液中的金属阳离子充分螯

合，再将温度升至100℃加热10 min，裂解菌细胞释

放细菌DNA至溶液中，然后4℃下15 000 r/min离心

8 min，去除螯合了金属阳离子的ChelexRxR - 100沉淀，

收集含DNA的上清液，- 20 ℃保存，备用。

1.3 PCR反应

全细菌基因组16S rRNA共同引物序列参见

Ashimoto等[11]的设计，以检测提取物中是否含有细

菌基因组基因；P.gingivalis16S rRNA引物序列和各

fimA基因型特异性引物见Amano等 [4]和Nakagawa

等 [5]的设计；所有引物均由宝生物工程有限公司

（TaKaRa Biotech公司，大连）合成。PCR总反应体

系包括：2 μL模板，上下游引物（0.01 mmol/L）各

1 μL，MgCl2 2 μL，10×Buffer缓冲液2.5 μL，dNTP

（1 mmol/L）2 μL，TaqDNA聚合酶1.5 U（Fermentas

公司，立陶宛），无菌三蒸水补足体积至25μL。以

P.gingivalis ATCC33277（由四川大学口腔生物医学

工程教育部重点实验室提供）作为阳性对照，等体

积三蒸水作为空白对照。PCR反应采用PCR热循环

扩增仪（Eppendorf公司，德国）完成，反应条件为：

预变性94℃ 5 min；变性94℃ 30 s；退火50～60℃

45 s；延伸72 ℃ 30 s，36个循环，最后延伸72 ℃

8 min。由于ⅠfimA基因型P.gingivalis阳性样本也能

与Ⅰb fimA基因型特异性引物作用，因此对检出Ⅰb

fimA基因型的P.gingivalis阳性标本，扩增产物应用

RsaⅠ酶进行酶切，如能酶切为109 bp和162 bp 2个

片段，则为Ⅰb fimA阳性，反之，则为Ⅰb fimA阴

性[5]。所有实验样本的测定均在盲法下进行，并随

机抽取10%的样本作重复性实验。

1.4 PCR反应产物的分析

取PCR扩增产物5μL在1.5%琼脂糖凝胶中电泳

30 min，0.5 mg/L溴乙锭溶液中染色30 min，采用凝

胶成像观察系统Gel Doc 2000（Bio- Rad公司，美国）

在302 nm紫外光下观察并记录。50/100 bp Marker

（Fermentas 公司，立陶宛）确定产物相对分子质量

的大小。

1.5 统计分析

应用统计软件SPSS 11.0进行数据处理。采用卡

方检验比较牙周健康组和慢性牙周炎组P.gingivalis

检测的阳性率、各fimA基因型的分布以及fimA基因

型的分布与年龄的相关性，检验水准为双侧α=0.05。

计算OR值和95%可信区间以比较各 fimA基因型

P.gingivalis与牙周状况的相关性之间的关系。

2 结果

2.1 PCR产物的电泳结果

P.gingivalis 16S rRNA PCR产物的电泳结果见图

1，各fimA基因型PCR产物电泳结果见图2，Ⅰb fimA

基因型PCR产物酶切电泳图见图3。
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M：相对分子质量Marker；1、4、5：P.gingivalis阳性（197 bp）；

2、3、6：P.gingivalis阴性

图 1 P.gingivalis16S rRNA PCR产物电泳图

Fig 1 Electrophoresis results of the PCR production obtained

with P.gingivalis species- specific 16S rRNA primer

M：相对分子质量Marker；1：ⅠfimA型（392 bp）；2：Ⅰb fimA

型（271 bp）；3：ⅡfimA型（257 bp）；4：ⅢfimA型（247 bp）；5：Ⅳ

fimA型（251 bp）；6：ⅤfimA型（462 bp）

图 2 fimA特异性引物PCR扩增产物电泳结果

Fig 2 PCR products using primers homologous to gene fimA

M：相对分子质量Marker；1：P.gingivalis 551（Ⅰb fimA临床标

本）采用Ⅰb fimA引物的PCR扩增产物的RsaⅠ酶切图谱（109 bp和

162 bp）；2：P. gingivalis ATCC33277（ⅠfimA型标准株）采用Ⅰb fimA

引物的PCR扩增产物的RsaⅠ的酶切图谱（271 bp）；3：P.gingivalis

551采用Ⅰb fimA引物的PCR扩增产物（271 bp）；4：P.gingivalis

ATCC33277采用Ⅰb fimA引物的PCR扩增产物（271 bp）

图 3 Ⅰb fimA基因型PCR产物的RsaⅠ酶切图谱

Fig 3 Detection of typeⅠ b fimA by PCR amplification and

RsaⅠdigestion

2.2 P.gingivalis在牙周健康组和慢性牙周炎组的

分布

136例牙周健康者和115例慢性牙周炎患者龈下

菌斑样本的DNA提取物经全细菌基因组16S rRNA扩

增检测，阳性率达100%，排除因取样问题导致样本

中无细菌而造成的P.gingivalis 16S rRNA PCR产物

假阴性结果 牙周健康组中共检出P gingivalis阳性

样本30例，阳性率为22.1%；慢性牙周炎组中共检

出P.gingivalis阳性样本94例，阳性率81.7%。将2组

人群按年龄分段，不同年龄段的P.gingivalis阳性检

出率见表1。由表1可见，在所有年龄段，慢性牙周

炎组P.gingivalis的检出率均高于牙周健康组，其差

异有统计学意义（P<0.05），但各组不同年龄段之间

P.gingivalis的检出率无统计学差异（P>0.05）。

2.3 不同fimA基因型P.gingivalis在牙周健康组和慢

性牙周炎组中的分布

各fimA型P.gingivalis的单独和联合检出情况见

表2、3。牙周健康组30例P.gingivalis阳性样本中，

25例只检出1种fimA型P.gingivalis（83.3%）；仅5例样

本检出2种fimA型P.gingivalis（16.7%），且均为Ⅰ型

与其他fimA型P.gingivalis的联合检出。从总检出例

数来看，Ⅰ型最高（20例），其次为Ⅴ型（5例）和Ⅲ

型（3例）。经统计学检验，Ⅰ型的检出率高于其他

各型（P<0.05）；其他各fimA型P.gingivalis间的检出率

均无统计学差异（P>0.05）。另有1个样本P.gingivalis

16S rRNA PCR产物结果阳性，而Ⅰ～Ⅴ和Ⅰb fimA

型PCR结果均为阴性。慢性牙周炎组94例P.gingivalis

阳性样本中，69例样本（73.4%）只检出1种fimA型

P.gingivalis，21例（22.3%）检出2种，4例（4.3%）检出3

种；其中Ⅱ和Ⅳ型的联合检出率（6.4%）高于其他各

型的联合检出率（P<0.05）。从总检出例数来看，Ⅱ

型最高（41例），其次为Ⅳ型（29例）和Ⅰb型（19

例）。Ⅱ型和Ⅳ型的检出例数高于其他各型，且有

统计学意义（P<0.05）；其他各fimA型P.gingivalis间的

检出率均无统计学差异（P>0.05）。

2.4 不同fimA基因型P.gingivalis与成人牙周健康状

况的相关性分析

不同fi A基因型P i i li 与成人牙周健康状

表 1 P.gingivalis在牙周健康组和慢性牙周炎组中的

分布

Tab 1 Distr ibution of P.gingivalis in per iodontally

healthy adults and chronic per iodontitis pa-

tients

年龄

（岁）

牙周健康组 慢性牙周炎组

受检

人数

P.gingivalis阳性人数/

检出率（%）

受检

人数

P.gingivalis阳性人数/

检出率（%）

25~ 18 3/16.7 14 10/71.4

35~ 63 13/20.6 28 27/96.4

45~ 18 4/22.3 32 25/78.1

55~ 14 4/28.6 33 25/75.8

65~75 23 6/26.1 8 7/87.5

合计 136 30/22.1 115 94/81.7
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况的相关性分析见表4。由表4可见，P.gingivalis与

慢性牙周炎的发生密切相关，其OR值为16.36。不

同fimA型P.gingivalis与成人慢性牙周炎的相关性经

分析，Ⅱ型与成人慢性牙周炎具有明显相关性（OR=

36.62），其次为Ⅳ型（OR =22.86）和Ⅰ b型（OR =

13.26），Ⅰ、Ⅴ型与慢性牙周炎之间为弱相关。

3 讨论

P.gingivalis是目前公认的慢性牙周炎的主要致

病菌之一，在慢性牙周炎患者的龈下菌斑中检出率

较高[2- 5]。牙周健康人群龈下菌斑中也可检出P.gin-

givalis，但检出率从23.1%～36.8%不等[3- 4]。本研究检

测115例慢性牙周炎患者和136例牙周健康者的龈下

菌斑，P.gingivalis阳性检出率分别为81.7%和22.1%，

与其他学者的研究结果接近；进一步对P.gingivalis

阳性样本作fimA基因型分析，结果发现牙周健康人

群中ⅠfimA型P.gingivalis较多，而慢性牙周炎患者

中ⅡfimA型P.gingivalis较多，其次为Ⅳ型和Ⅰb型。

这一结果与Amano等[4]和Nakagawa等[5]的研究结果相

似，而与Beikler等[7]和Missailidis等[8]不同，提示fimA

基因型的分布可能与不同人群基因背景的差异有

关。在亚洲人中Ⅱ、Ⅳ型P.gingivalis与慢性牙周炎

的发生发展关系密切，而高加索人和巴西人中则分

别为Ⅱ、Ⅰ型和Ⅱ、Ⅰb型。

在fimA型P.gingivalis的分布与年龄之间关系的

研究中，Tamura等[12]发现：青少年P.gingivalis阳性样

本中未检出ⅡfimA型；Ⅳ型仅分布在较大年龄组中，

且Ⅳ型的分布与较大年龄组青少年的牙龈炎发病率

存在相关性。随年龄的增长和口腔卫生条件的改变,

龈下菌斑中主要优势菌种会发生相应改变，P.gin-

givalis不同fimA型疾病相关性或疾病非相关性菌株

是否也存在类似的优势竞争关系？Ⅱ和ⅣfimA型P.

gingivalis的检测是否可以作为亚洲人群预测慢性牙

周炎发生发展的危险因素指标？这些问题还有待于

扩大不同年龄段人群的样本量进行进一步研究。

Nakagawa等[5]分析了日本牙周健康人群和牙周

炎患者中不同fimA基因型P.gingivalis的分布情况，

结果表明，Ⅰ、Ⅰb、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、ⅤfimA基因型

P.gingivalis与慢性牙周炎相关性的OR值分别为

0.198、6.51、77.80、2.51、7.54、1.05，与本研究

表 2 6种fimA基因型P.gingivalis在牙周健康组和慢性

牙周炎组中的分布[ 例数/构成比( %) ]

Tab 2 Distr ibution of 6 fimA types in per iodontally

healthy adults and chronic per iodontitis

patients car rying P.gingivalis [n/propor tion

( %) ]

牙周健康组

Ⅰ 15/50.0 5/16.7 20/66.7

Ⅰb 1/3.3 1/3.3 2/6.7

Ⅱ 0/0.0 2/6.7 2/6.7

Ⅲ 3/10.0 0/0.0 3/10.0

Ⅳ 2/6.7 0/0.0 2/6.7

Ⅴ 3/10.0 2/6.7 5/16.7

未能分型 1/3.3 0/0.0 1/3.3

合计 25/83.3 5/16.7 30/100

慢性牙周炎组

8/8.5

9/9.6

23/24.5

6/6.4

20/21.3

3/3.2

0/0.0

69/73.4

8/8.5

10/10.6

18/19.1

8/8.5

9/9.6

1/1.1

0/0.0

25/26.6

16/17.0

19/20.2

41/43.6

14/14.9

29/30.9

4/4.3

0/0.0

94/100

fimA

基因型
单独

检出

联合

检出
合计

单独

检出

联合

检出
合计

表 4 fimA基因型与成人慢性牙周炎的相关性分析

Tab 4 Relationship of P.gingivalis fimA genotypes

with per iodontitis

fimA基因型 OR值 95%可信区间

Ⅰ 0.97 0.461～1.907

Ⅰb 13.26 3.018～58.290

Ⅱ 36.62 8.608～155.600

Ⅲ 4.57 2.556～8.173

Ⅳ 22.86 5.315～98.240

Ⅴ 1.19 0.291～4.864

P.gingivalis（所有基因型） 16.36 8.744～30.618

注：检出率为联合检出例数与各组P.gingivalis阳性例数的比值

表 3 6种fimA基因型P.gingivalis在牙周健康组和慢

性牙周炎组的联合检出情况[例数/检出率( %) ]

Tab 3 Co- distr ibution of 6 fimA types in per i-

odontally healthy adults and chronic pe-

r iodontitis patients car rying P.gingivalis

[n/propor tion( %) ]

fimA基因型 牙周健康组 慢性牙周炎组

Ⅰ+Ⅰb 1/3.3 2/2.1

Ⅰ+Ⅱ 2/6.7 2/2.1

Ⅰ+Ⅴ 2/6.7 1/1.1

Ⅰb+Ⅱ 0/0.0 2/2.1

Ⅰb+Ⅲ 0/0.0 3/3.2

Ⅰb+Ⅳ 0/0.0 1/1.1

Ⅱ+Ⅲ 0/0.0 4/4.3

Ⅱ+Ⅳ 0/0.0 6/6.4

Ⅰ+Ⅰb+Ⅱ 0/0.0 1/1.1

Ⅰ+Ⅱ+Ⅲ 0/0.0 1/1.1

Ⅰ+Ⅱ+Ⅳ 0/0.0 1/1.1

Ⅰb+Ⅱ+Ⅳ 0/0.0 1/1.1

合计 5/16.7 25/26.6
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结果相似，但不完全相同，笔者认为与样本量和纳

入人群年龄的差异有关。本研究结果提示，ⅡfimA

型P.gingivalis与中国成人慢性牙周炎的发生发展的

相关性最明显（OR=36.62），其次为ⅣfimA和ⅠbfimA

型。

本研究结果表明：我国汉族人群携带的P.gingi-

valis菌株 fimA基因型存在差异，携带不同 fimA型

P.gingivalis的宿主，其牙周状况也有所不同。特异

性fimA型P.gingivalis可能与中国成人慢性牙周炎的

发生发展关系密切，为进一步研究不同fimA型P.gin-

givalis菌株致病性的差异提供了依据。

此外，本研究有1名牙周健康受检者的龈下菌

斑P.gingivalis16S rRNA PCR检测阳性，但不能按现

有的fimA型进行分型，是否存在新的fimA型P.gingi-

valis菌株尚有待于进一步研究。
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Onex公司在2007年5月已经完对伊士曼柯达公司医疗集团的收购，并于2007年5月1日起以Carestream

Health公司的名义开始正式独立运营。作为Onex公司的独立子公司，Carestream Health公司是一家拥有8 100

多位员工并为全球150个国家的数万客户提供服务的公司，公司产品将继续使用柯达的商标，拥有柯达医疗

集团所有以前的子品牌，如Carestream、DirectView、Softdent、Industrex、X- Sight和PracticeWorks等。同时，

该公司在中国成立的锐珂（上海）医疗器材有限公司和锐珂（厦门）医疗器材有限公司也于同日正式开始运营。

Carestream Health公司是一家跻身世界领先的医疗成像和IT解决方案的公司，为医疗、牙科、分子成像

系统和无损检测产品的客户提供完整的传统和数字解决方案。公司的前身是伊士曼柯达公司内的一个业务部

门，在医疗成像领域积累了110多年的经验，在数字和胶片成像及信息技术方面拥有1 000多项专利。凭借创

新的产品组合和广泛的全球销售、服务和分销网络，Carestream Health公司的产品已被全球大约90%的医院

和牙科诊所采用。

Carestream Health公司的牙科系统是先进的牙科数字成像和信息技术的全球领先者。Carestream Health

公司2006年的收入达到近25亿美元，在为医疗和牙科提供先进的成像产品、服务和IT解决方案，为生命科学

研究和新药研发市场提供分子成像系统，以及为无损检测市场提供X线胶片和数字X线产品方面，均居世界

领先地位。

有关Carestream Health公司的信息，请与Carestream Health代表联系或者访问www.carestreamhealth.com。

Carestream Health 公司

柯达医疗集团 2007年 5月 1日正式更名为 Carestream Health 公司
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