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牙龈卟啉单胞菌感染对慢性牙周炎患者牙周指标、NLRP-3炎性小体通路
和 Th17/Treg细胞平衡的影响 *
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摘要 目的：探讨牙龈卟啉单胞菌（PG）感染对慢性牙周炎（CP）患者牙周指标、Nod样受体蛋白 -3（NLRP-3）炎性小体通路和辅助

性 T细胞 17（Th17）/调节性 T细胞（Treg）平衡的影响。方法：选择 2018年 6月至 2021年 11月在本院进行拔牙治疗的慢性牙周

炎患者 106例为 CP组，根据是否感染 PG分为感染组和未感染组；另选择因阻生齿、错位牙在本院进行治疗的牙周健康患者 63

例为对照组。记录所有对象的探诊深度（PD）、菌斑指数（PLI）、出血指数（BI）、附着丧失（AL），采用聚合酶链式反应（PCR）技术检

测 PG感染率，采用 RT-PCR技术检测牙周膜组织中 NLRP-3 mRNA，接头蛋白凋亡相关斑点样蛋白（ASC）mRNA、半胱氨酸天

冬氨酸酶 -1（Caspase-1）mRNA的表达量，采用 FACSCalibur流式细胞仪检测外周血 Th17、Terg水平并计算 Th17/Treg，比较两

组各检测指标水平。结果：对照组 PG感染阳性率为 17.46%，低于 CP组的 79.25%，两组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。感染组

PD、PLI、BI、AL水平均高于非感染组，差异有统计学意义（P＜0.05）。感染组 NLRP-3 mRNA、ASC mRNA、Caspase-1 mRNA表达

量均高于非感染组，差异有统计学意义（P＜0.05）。感染组外周血 Th17细胞、Th17/Treg水平高于非感染组，Treg水平低于非感染

组，差异有统计学意义（P＜0.05）。结论：CP患者多数存在 PG感染，PG感染对患者的牙周健康、炎症及免疫有明显的影响。
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Effects of Porphyromonas Gingivalis Infection on Periodontal Indexes,
NLRP-3 Inflammasome Pathway and Th17/Treg Cell Balance in Patients

with Chronic Periodontitis*

To investigate the effects of porphyromonas gingivalis (PG) infection on periodontal indexes, nod like

receptor protein-3 (NLRP-3) and T-helper cell 17 (Th17) / T-regulatory cell (Treg) balance in patients with chronic periodontitis (CP).

106 patients with chronic periodontitis who underwent tooth extraction in our hospital from June 2018 to November 2021 were

selected as CP Group, they were divided into infection group and non-infection group according to whether they were infected with PG.

63 healthy periodontal patients who treated in our hospital due to impacted teeth and misplaced teeth were selected as the control group.

The probing depth (PD), plaque index (PLI), bleeding index (BI), attachment loss (AL) of all objects were recorded, the infection rate of

PG was detected by polymerase chain reaction (PCR), the expression of NLRP-3 mRNA, apoptosis-associated speck-like protein contain-

ing a CARD (ASC) mRNA and caspase-1 mRNA in periodontal ligament were detected by RT-PCR, the levels of Th17 and Terg in

peripheral blood were detected by FACScalibur flow cytometry and Th17 / Treg was calculated, the levels of detection indexes in the two

groups were compared. The positive rate of PG infection in the control group was 17.46%, which was lower than 79.25% in the

CP Group, the difference between the two groups was statistically significant (P<0.05). The levels of PD, PLI, BI, Al in the infection

group were higher than those in the non-infection group, the differences were statistically significant (P<0.05). The expressions of NL-
RP-3 mRNA, ASC mRNA, Caspase-1 mRNA in the infection group were higher than those in the non-infection group, the differences

were statistically significant (P<0.05). The levels of Th17 cells and Th17 / Treg in peripheral blood in the infection group were higher

than those in the non-infection group, and the level of Treg in the infection group was lower than that in the non-infection group, the dif-

ferences were statistically significant (P<0.05). Most patients with CP have PG infection, PG infection has a significant im-

pact on periodontal health, inflammation and immunity of patients with CP.
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前言

慢性牙周炎（Chronic periodontitis，CP）是目前临床上较为

常见的一类牙周炎，其发病主要由牙龈炎的深入发展引起，微

生物及其产物堆积在牙与牙龈交界处的牙面和牙龈沟内引发

牙龈的炎症和肿胀，在炎症和肿胀的环境下有利于一些牙周致

病菌滋生，微生物感染被认为是 CP的启动因子[1,2]。有研究[3,4]显

示，牙周致病菌是牙周炎发生发展的重要因素，在 CP的福赛

坦氏菌、伴放线放线杆菌、牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gin-

givalis，PG）等诸多致病菌中，PG是主要的致病菌。Nod样受体

蛋白 -3（NLRP-3）炎性小体是一种炎症复合体，由 NLRP-3、接

头蛋白凋亡相关斑点样蛋白（ASC）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

-1（Caspase-1）组成，在细菌感染后能与特定蛋白结合形成复合

体，对炎症因子的分泌造成影响[5]。另有研究[6,7]证实："患者免

疫调节在 CP的病情进展过程中发挥着重要作用 "。本研究拟

探明 PG感染对 CP患者牙周指标、NLRP-3炎性小体组分表达

量、Th17/Treg细胞平衡的影响，以期为 CP的临床治疗提供参

考依据。

1 资料和方法

1.1 一般资料

选择 2018年 6月至 2021年 11月在本院进行拔牙治疗的

CP患者 106例为 CP组。纳入标准：（1）符合 CP的临床诊断

标准[8]，且具有拔牙治疗指征，即：探诊深度（Probing depth，PD）

>6 mm，附着丧失（Attachment loss，AL）>5 mm，X 线显示牙槽

骨吸收大于 1/3，多数牙有根分叉病变；（2）年龄 >18岁；（3）无

免疫或系统性疾病；（4）否认吸烟；（5）患者知晓本研究相关内

容并表示自愿参与本项研究。排除标准：（1）围生期妇女；（2）患

者主诉或检查发现有肝肾等重要器官功能不全者；（3）合并恶

性肿瘤及其他全身活动性炎症者；（4）近期（3个月内）接受过

抗感染或免疫治疗者；（5）半年内有牙周治疗史者。另选择因阻

生齿、错位牙在本院进行治疗的牙周健康患者 63例为对照组

（年龄 >18岁、无吸烟史、无牙周疾病、近期未接受抗感染或免

疫治疗、知情同意参与本研究）。病例组 106例患者，男性 62

例，女性 44例；年龄 25~76岁，平均（47.36± 9.75）岁。对照组

63 例患者，男 36 例，女 27 例；年龄 28~72 岁，平均（45.93±

8.76）岁。两组一般资料比较差异无统计学意义（P＞0.05）。本研

究经我院伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 PG感染检测 用无菌刮匙收集各组患者磨牙牙周袋最

深位点菌斑，将标准无菌纸插入牙周袋底部，10 s后取出，置于

1ml无菌生理盐水中，保存于 -20℃冰箱备用。采用基因组

DNA提取试剂盒（试剂盒购于上海西格生物科技有限公司）提

取 DNA，严格按照说明进行操作。采用聚合酶链式反应（Poly-

merase Chain Reaction，PCR）技术检测 PG感染率，上游引物序

列为 5'-TGTAGATGACTGATGGTGAA-3'，下游引物序列为

5'-ACGTCATCCACACCTTCCTC-3'，采用 PG标准菌株 W83

和 ATCC33277（上海艾研生物科技有限公司）为阳性对照，设

等体积蒸馏水为空白对照，PCR扩增（反应体系 25 滋L，条件：
首先在 95℃温度下预变性 5 min，其次在 95℃温度下变性 30 s，

再次在 58℃温度下退火 30 s，最后在 72℃温度下延展 1 min，

35个循环后 72℃延伸 7 min）所得产物进行电泳，若出现预期

阳性条带片段则判断为 PG感染阳性。

1.2.2 牙周指标检测 对所有 CP患者牙周进行全面检查，每

位患者选取 20个牙位，具体检测指标包括：PD：用牙周探针紧

贴牙面，沿牙齿长轴方向探及牙周袋最深处，牙周袋最深处至

牙龈缘的距离即是 PD。菌斑指数（Plaque index，PLI）：用菌斑显

示液对牙菌斑进行染色，记录软垢和菌斑的量及分布情况，无

菌斑记为 0，牙面见薄菌斑记为 1，见中等量菌斑记为 2，见大

量软垢记为 3。出血指数（Bleeding index，BI）：采用牙周探针轻

轻探测患者龈沟或牙周袋袋底，取出探针，30 s后观察记录患

者牙龈出血情况进行评分，无出血记为 0，牙龈颜色有炎症性

改变但探诊无出血记为 1，牙龈炎症性改变且探诊点状出血记

为 2，探诊出血沿牙龈缘扩散记为 3，出血溢出牙龈缘记为 4，

牙龈自动出血记为 5。AL：用牙周探针探查釉牙骨质界的位置，

测量釉牙骨质界至牙龈缘的距离，PD与该测量距离的差值即

为 AL值。

1.2.3 牙周膜内分子表达检测 所有 CP在进行拔牙治疗时

采集适量牙周膜组织，采用 RNA抽提试剂盒（上海西格生物科

技有限公司）提取牙周膜组织内的 RNA，操作过程严格按照试

剂盒说明进行。采用 RT-PCR技术检测牙周膜组织中 NLRP-3

mRNA、ASC mRNA、Caspase-1 mRNA 的表达量。严格按照

RT-PCR试剂盒（北京赛百盛基因技术有限公司）说明书进行

操作，引物及抗体为 NLRP-3、ASC、Caspase-1的特异性引物和

抗体（均购于北京赛百盛基因技术有限公司），NLRP-3上游引

物序列为 5'-ATCAACAGGCGAGACCTCTG-3'，下游引物序列

为 5'-GTCCTCCTGGCATACCATAGA-3'，ASC 上游引物序列

为 5'-CACGAGATG CCATCCTGGAC-3'，下游引物序列为

5'-AAGGCCTCAAG GAACAAGT-3'，Caspase-1 上游引物序列

为 5'-CTGCAGACACCAGCATCACT-3'，下游引物序列为 5'-

AGGACCAGGCTCACTTAGCA-3'，根据扩增反应（反应体系

25 滋L，温度条件：50℃预变性 2 min，95℃变性 10 min，95℃退

火 30 s，60℃延展 30s，45个循环）曲线计算 NLRP-3、ASC、Cas-

pase-1的 mRNA表达量。

1.2.4 Th17、Terg细胞水平检测 采集 CP患者空腹外周静脉

血 3 mL，置于抗肝素钠采血管，以 2500 r/min离心 10 min，有

效离心半径 8 cm，分离留取血浆，保存于 -80℃冰箱备用。Th17

细胞检测：常规操作提取单个核细胞，分别取 500 滋L细胞与
48孔板中，加入刺激剂 PMA12.5 滋L和离子霉素 10滋L，放入培
养箱培养 1 h后加入 10 滋L（0.5 mg/mL）的 BFA工作液，继续

避光孵育 4 h 后，混匀并将入 100 滋L 刺激液、CD3-FITC、
CD4-PE抗体，在室温下避光孵育 20 min，加入 PBS液 2 mL，

在 1500 r/min下离心 5min，弃上清并加入 500滋LFixation固定液
稳定细胞膜，重悬后室温避光孵育 20 min，加入 PBS液 2 mL，在

1500 r/min下离心 5 min，弃上清并加入 2 mL的 1× 破膜剂，混

匀，室温避光孵育 20 min，加入 PBS液 2 mL，在 1500 r/min下

离心 5min，弃上清并加入破膜剂 100 滋L，重悬，流式细胞染色
后加入 PBS液 2 mL，在 1500 r/min下离心 5 min，弃上清，加入

PBS液 200 滋L，重悬细胞，吹打混匀，上流式细胞仪（BD FAC-

SCalibur，上海实维实验仪器技术有限公司）检测分析。Terg细
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胞检测：单个核细胞培养步骤同 Th17细胞检测步骤，分别取

100 滋L细胞加入试验管和对照管，加入 CD4和 CD25各 5 滋L，
避光孵育 20 min 后加入 PBS 液 2 mL，在 1500 r/min 下离心

5 min，弃上清后每管加入 1 mL 1× fix solution后重悬细胞，混

匀后室温避光孵育 60 min，每管加入 2 mL 1× Perm Buffer，离

心去上清后每管加入 2 mL Perm Buffer，在 1500 r/min下离心

5 min，弃上清后每管加入 100 滋L 1× Perm Buffer重悬细胞，分

别加入 5 滋L的 FOXP3抗体和同型对照抗体，孵育 30 min后每

管加入 2 mL 1× Perm Buffer，在 1500 r/min下离心 5 min，去上

清后加入 PBS液 2mL重悬细胞，再次离心弃上清后加入 PBS液

200滋L重悬，上流式细胞仪检测。

1.3 统计学方法

数据采用 SPSS22.0统计分析，牙周指标、NLRP-3炎性小

体组分、Th17 细胞、Treg 细胞及 Th17/Treg 等计量资料用均

数± 标准差（x± s）描述，两组比较成组检验；PG感染率等计数
资料用率（%）表示，两组比较 x2检验。以 P＜0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 对照组与 CP组 PG感染率比较

对照组 PG感染阳性率为 17.46%，低于 CP组的 79.25%，

两组比较差异有统计学意义（P＜0.05）。详见表 1。

表 1 对照组与 CP组 PG感染率比较[n(%)]

Table 1 Comparison of PG infection rate between control group and CP Group[n(%)]

Groups n Positive Negative

Control group 63 11(17.46) 52(82.54)

CP group 106 84(79.25) 22(20.75)

x2 36.782

P 0.000

2.2 感染组与非感染组牙周指标比较

感染组 PD、PLI、BI、AL水平均高于非感染组，差异有统计

学意义（P＜0.05）。详见表 2。

表 2 感染组与非感染组牙周指标比较（x± s）
Table 2 Comparison of periodontal indexes between infection group and non-infection group (x± s)

Groups n PD（mm） PLI BI AL（mm）

Non-infection group 22 6.73± 0.26 0.98± 0.06 0.61± 0.05 5.38± 0.34

Infection group 84 8.97± 0.42 1.24± 0.11 1.32± 0.12 7.93± 0.74

t 6.842 3.864 4.265 7.459

P 0.000 0.000 0.000 0.000

2.3 感染组与非感染组 NLRP-3炎性小体组分表达量比较

NLRP-3 炎性小体组分中，感染组 NLRP-3 mRNA、ASC

mRNA、Caspase-1 mRNA表达量均高于非感染组（P＜0.05）。详

见表 3。

表 3 感染组与非感染组 NLRP-3炎性小体组分表达量比较（x± s）
Table 3 Comparison of the expressions of NLRP-3, ASC, Caspase-1 between infection group and non infection group (x± s)

Groups n NLRP-3 mRNA（ng/mL） ASC mRNA（ng/mL） Caspase-1 mRNA（ng/mL）

Non-infection group 22 1.83± 0.27 0.72± 0.08 0.87± 0.09

Infection group 84 2.78± 0.36 1.33± 0.17 1.96± 0.24

t 13.475 15.284 17.453

P 0.000 0.000 0.000

2.4 感染组与非感染组外周血 Th17、Treg细胞比较

感染组外周血 Th17细胞、Th17/Treg水平高于非感染组，

Treg水平低于非感染组，差异有统计学意义（P＜0.05）。详见表4。

3 讨论

CP患者的主要临床表现有牙龈溢脓、口臭、牙齿松动剂咀

嚼无力等，在对患者口腔造成危害（牙周组织不可逆破坏、牙缺

失等）的同时，还有可能引发冠心病、糖尿病及消化系统疾

病[9,10]，对人们的生活质量及健康威胁很大。已有相关研究[11]表

明 CP的发生是多种因素共同作用的结果，具体包括牙菌斑作

用、中性粒细胞多形核白细胞防御缺陷、炎性因子表达升高及

基因、免疫缺陷等。目前临床上对 CP的治疗尚缺乏有效根治
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的方法[12]，目前最常用的治疗手段是牙周洁治术等基础手段，

无法逆转牙周组织破坏。本研究以拔牙治疗的 CP患者为对

象，拟探明 PG感染对患者牙周、炎症及免疫平衡的影响，从而

为探寻更有效治疗方式提供参考依据。

PG是一种非酵解糖的革兰氏阴性厌氧球杆菌，已有大量

研究[13,14]表明 PG菌毛、荚膜和膜内成分等结构可参与细菌侵

袭及抵抗患者免疫反应，通过释放膜外蛋白及牙龈素等多种独

立因子，参与机体炎症反应及组织破坏的病理过程，进而参与

CP发生及进展过程。本研究显示，CP患者感染 PG的阳性率达

到了 79.25%，显著高于牙周健康者的 17.46%。由此可见 PG感

染在 CP发生中的重要作用。相关研究[15,16]也表明 CP患者 PG

感染阳性率普遍高于牙周健康受试者，PG感染与 CP病情发

生有密切相关性。本研究显示，同样是 CP患者，感染了 PG的

感染组 PD、PLI、BI、AL水平均高于非感染组，表明 PG感染对

CP患者的牙周健康产生威胁，PD、PLI、BI、AL水平越高，牙周

健康状态越不理想。

NOD样受体存在于细胞质中，是细胞质中识别病原微生

物相关分子模式的模式识别受体[17,18]，当遇到病原微生物感染

后与特定蛋白形成复合体，控制炎性因子的成熟及分泌。NLRP-3

炎性小体是 NOD样受体家族的一个重要炎症复合体，主要由

受体 NLRP-3及下游 ASC、Caspase-1分子构成[19,20]。本研究显

示感染组 NLRP-3 mRNA、ASC mRNA、Caspase-1 mRNA 表达

量均高于非感染组，表明 PG感染可促进 CP患者牙周组织中

NLRP-3 mRNA、ASC mRNA、Caspase-1 mRNA表达量升高。其

机制可能是：PG通过释放膜外蛋白及牙龈素等多种独立因子

引起机体炎症反应，在炎症状态下，NLRP-3识别菌斑后通过

ASC来招募 pro-Caspase-1，将其剪切为具有活动的 Caspase-1，

具有蛋白水解酶活性的 Caspase-1 可作用于白细胞介素 -1茁
（Interleukin-1，IL-1茁）和白细胞介素 -18（Interleukin-18，IL-18）

的前体，并使其发生水解得到具有促炎活性的 IL-1茁和 IL-18，

介导局部组织中炎性反应[21,22]。

Th17 细胞是新发现的可分泌致炎因子细胞介素 -17

（IL-17）的一种 T细胞亚群，在自身免疫性疾病和机体防御过

程中发挥作用[23,24]。Treg细胞是抑制性 T细胞的一种亚型，可通

过表达转录因子 Foxp3抑制抗原特异性 CD4T细胞增殖及活

化，参与免疫调节[25,26]。Th17细胞与 Treg细胞在发育与功能上

是相互联系与拮抗的关系。Th17/Treg平衡变化的促进或抑制

炎症的作用机制与牙周炎病情发生发展有关[27,28]。本研究显示，

感染组外周血 Th17细胞以及 Th17/Treg水平高于非感染组，

Treg水平低于非感染组，提示 PG感染的 CP患者，其免疫失衡

更为严重。Th17水平升高，能够募集更多巨噬细胞和中性粒细

胞，进而产生更多的促炎因子，放大了机体的炎症反应[29]。Treg

通过分泌白细胞介素 -10（IL-10）等细胞因子抑制 T细胞等增

殖和分化，发挥调控免疫应答的作用[30]。

综上所述，CP患者 PG感染阳性率高，感染 PG的 CP患者

其牙周指标、NLRP-3 mRNA、ASC mRNA及 Caspase-1 mRNA

水平升高，Th17/Treg失衡，在 CP的临床治疗中，应充分关注

PG感染情况，采取有效的针对性措施进行干预，确保更好地改

善患者健康。
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