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摘  要：【目的】通过对同一地区、同一民族牙周炎患者和健康人的唾液微生物群落结构的分析，

探寻牙周炎患者口腔微生物的多样性。【方法】采集甘肃东乡族自治县的东乡族牙周炎患者和健

康人唾液各 5 例，分别记作 DP (东乡牙周)和 DH (东乡健康)，提取细菌总 DNA，构建 16S rRNA
基因克隆文库，测序后利用 MOTHUR、MEGA 4.0、ClustalX 3.0 等软件对测序结果进行分析。【结

果】所有样本共检测出 115 个 OTUs (DP 60，DH 75)，归属于 6 个门，27 个属。TM7 是 DP 组特

有的优势菌门。仅在 DP 组中检测到的优势菌属是梭菌属(Fusobacterium)、卟啉单胞菌属

(Porphyromonas)、消化链球菌属(Peptostreptococcus)和 TM7_genera。【结论】发现牙周炎患者与

健康人口腔唾液微生物存在一定差异。其中，TM7、梭菌属和消化链球菌属在牙周病中的作用值

得进一步研究。 
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Comparison of oral microbial diversity between periodontitis 
patients and healthy people by 16S rRNA gene clone library 
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Abstract: [Objective] To compare oral microbial diversity between periodontitis patients and healthy 
people by analyzing the saliva microbial community structure in the same region with same nationality. 
[Methods] We collected 10 saliva samples from 10 subjects (5 from periodontitis patients, 5 from 
healthy people) and marked DP (Dongxiang periodontitis patients) and DH (Dongxiang healthy 
people). Saliva samples’ DNA was extracted and the 16S ribosomal RNA gene clone library was 
constructed. The sequencing results were analyzed by software such as MOTHUR, MEGA 4.0, and 
ClustalX 3.0. [Results] A total of 115 OTUs (DP 60; DH 75) were obtained and all OTUs were 
classified into 6 phyla and 27 genera. TM7 was the unique dominant phyla in DP group. The dominant 
genera in DP group only included: Fusobacterium, Porphyromonas, Peptostreptococcus, TM7_genera. 
[Conclusion] There is a certain difference of oral microbial community structure between Dongxiang 
periodontitis and healthy people. The roles of Fusobacterium, Peptostreptococcus, TM7_genera in oral 
cavity of periodontitis patients may deserve further study. 

Keywords: Dongxiang, Periodontitis, Microbial, 16S rRNA gene 

牙周炎是一种由细菌侵犯牙龈和牙周组织而

引起的慢性非特异性、破环性疾病。有数据显示牙

周炎影响了全球大约 1/5 人的健康[1]。牙周炎不仅

能破坏人类口腔健康，更能影响心、肺、肾等重要

器官的功能[2-3]。然而，牙周炎的细菌病因学发病机

制尚不明了。目前公认的牙周可疑致病菌有伴放线

放线杆菌 (Actinobacillus actinomycetemcomitans，
A.a)、牙龈卟啉单胞菌(Porphyromonas gingivalis，
P.g)、福氏类杆菌(Bacteriodes forsythus，B.f)等
11 种细菌[4]。值得注意的是，口腔是一个包含多种

微生物的复杂环境，且其中的每一个个体微生物均

有可能参与疾病的发生发展过程，即使是低丰度的

成员依然可能作为复杂的群落行为表现的关键

物种[5]。目前，口腔中能检测分离出约 700 种微

生物[1]，而可被培养的微生物仅 60%[2]。许多学者

研究发现一些未获培养的微生物可能与牙周炎发

生发展密切相关[6-8]。 
另外，地区、个人口腔卫生习惯、种族等都影

响口腔微生物群落结构，从而引起口腔疾病[3,9-10]。

为了尽可能避免这些因素的影响，本课题以甘肃省

临夏回族自治州东乡族自治县常住东乡族人口为

研究对象，该地区居民日常以面食、土豆、羊肉为

主，饮食结构单一，有自己独特的文化背景、生活

和风俗习惯。由于交通不便很少与外界沟通，所以

人群相对固定，生活贫穷，医疗条件有限，口腔保

健意识溃乏。且东乡族信仰伊斯兰教，伊斯兰教有

其独特的文化及生活习惯，其禁烟禁酒。同一地区，

同一民族，同一信仰等这些稳定的背景给本次研究

口腔微生物多样性提供了有利的条件。 

因此，本研究选择东乡族牙周炎患者和健康人

口腔唾液为样本，应用 16S rRNA 基因克隆文库方

法分析口腔唾液多样性，并确定优势菌群，对微生

物的群落结构多样性进行了初步分析，以探讨牙周

炎患者和健康人口腔唾液微生物菌群的差异。 

1  材料与方法 

1.1  研究对象 
2013年9月依照第三次全国口腔流行病学调查
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标准[4]，在甘肃省临夏回族自治州东乡族自治县采

集年龄在 37 岁−50 岁之间的东乡族常住人口流行

病学资料和口腔唾液。该研究得到兰州大学医学道

德伦理委员会批准。试验对象知情并签署同意书。

同时符合以下标准：(1) 排除系统性疾病、嗜烟酒

史；(2) 取口腔唾液标本前 1 个月内受试者无抗生

素使用史；(3) 排除口腔溃疡或智齿冠周炎、妊娠

期或哺乳期；(4) 牙周炎患者牙周袋探诊深度(PD)≥ 

4 mm，附着丧失(AL)≥3 mm，健康人 PD≤3 mm。 

1.2  主要仪器和试剂 
超微量紫外分光光度计 Q5000 (Quawell)，北京

鼎国昌盛生物技术有限责任公司；DTC 基因扩增热

循环仪，西安市天隆科技有限公司；TGL-16M 型高

速台式冷冻离心机，长沙市湘仪离心机仪器有限公

司；力康 Heal Force SMART-NE 超纯水器，上海

康雷分析仪器有限公司；中科美菱 DW-HL340

型−86 °C 低温冰箱，北京博宇宝威实验设备有限公

司；ZEALWAY GR60DF 型立式自动压力蒸汽灭菌

器，厦门致微仪器有限公司；恒温水浴锅，上海精

宏实验设备有限公司。OMEGA 基因组 DNA 提取

试剂盒、pMD18-T vector 试剂盒、dNTPs、Taq DNA

聚合酶、引物 8F、1492R 均购自大连宝生物工程有

限公司；酵母提取物、琼脂粉、胰蛋白胨均购于北

京索莱宝科技有限公司；氯化钠，天津市凯通化学

试剂有限公司；氨苄青霉素、琼脂糖凝胶回收试剂

盒，上海生工生物工程有限公司。 

1.3  试验方法 

1.3.1  样本采集：餐后 2 h，嘱受试者用 10 mL 无

菌生理盐水漱口，采集非刺激性唾液于 30 mL 的无

菌 EP 管中[11]，并将其用无水乙醇固定。样本分别

为 5 名牙周炎患者(DP)和 5 名健康者(DH)。 

1.3.2  提取 DNA：参照 OMEGA DNA 提取试剂盒

说明书进行样本 DNA 提取。 

所提取的 DNA 用琼脂糖凝胶电泳(0.5%)检测。

同时，取约 1 µL 所提取的 DNA 样品于分光光度计

上检测其含量及 OD260/OD280。含量均在 40 mg/L 以

上，OD 值在 1.7−2.1 之间。 

1.3.3  PCR 扩 增 ： PCR 扩 增 所 用 引 物 8F 
(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCA-3′) 和 1492R 
(5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR 扩增所用

反应体系：10×Buffer 5 μL，dNTPs (5 mmol/L) 2 µL，
上下游引物(10 μmol/L)各2 µL，模板1 µL，Taq DNA
酶(5 U/μL) 1 µL，用无菌 ddH2O 补足 50 µL 体系。

反应条件：94 °C 5 min；94 °C 40 s，55 °C 30 s，72 °C 
1.5 min，30 个循环；72 °C 10 min。 

1.3.4  16S rRNA 基因克隆文库构建：将 PCR 产物

纯化回收，随后与 pMD18-T 连接并进行 E. coli 
DH5α转化，涂在含 100 mg/L Amp+的 LB 培养基[12]

上 37 °C 培养过夜。每个平板挑取 200 个菌落，并

将阳性菌落进行 M13 PCR 筛选，然后建立 16S 
rRNA 基因克隆文库。随机挑选 50 个阳性克隆菌液

送至华大基因公司测序。 

1.4  生物信息学分析 
将 500 个(其中每个样本随机挑选 50 个)阳性克

隆子进行测序(序列读长均为 830 bp，单向测序)，
剔除嵌合体，利用 ClustalX 3.0、BioEdit 等软件对

所得序列进行编辑和对比，并应用 MOTHUR 软件

计算操作分类单元(Operational taxonomic units，
OTUs)，NCBI 和 RDP 数据库进行比对；应用软件

MEGA 4.0 生成物种进化树及丰度信息。最后，所

有的统计分析均采用 SPSS 进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  OTU 分类 

共获得 417 条合格序列，以 97%序列相似性

为阈值，用 MOTHUR 软件计算 417 个序列共获得

115 个 OTUs (DP：60，DH：75) (图 1)。 

2.2  稀释曲线 

根据样本的 OTU 数据，做出两组样本的稀释

曲线(图 2)。稀释曲线是从样本中随机抽取一定数量

的个体，统计出这些个体所代表物种数目，并以个

体数与物种数来构建曲线。当稀释曲线上升缓慢并

趋于平坦时，克隆文库中的测序量完全能够代表克 
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图 1  OTU 交集维恩图 
Figure 1  Intersected Venn diagram of OUT 
 

 
 
图 2  唾液微生物 16S rRNA 基因克隆文库的稀释曲线 
Figure 2  Rarefaction curves generated for 16S rRNA 
genes clone library in saliva 
 
隆构建文库中微生物的多样性。本实验获得的稀释

曲线处于缓慢上升趋势，表明样本中还有少量未能

被检测的 OTU，可能与我们样本量不足有关。 

2.3  群落结构分析 
2.3.1  门分布图：DP组和DH组的优势菌门分布(含
量>1%)如图 3 所示，DP 组和 DH 组共有优势菌

门是：拟杆菌门(Bacteroidetes，DP 11%，DH 4.3%)、
梭杆菌门(Fusobacteria，DP 4.0%，DH 3.3%)、变形

菌门(Proteobacteria，DP 23.1%，DH 30.6%)和厚壁

菌门(Firmicutes，DP 53.8%，DH 52.8%)。在 DP 组

中未检测到蓝藻菌门(Cyanobacteria/Chloroplast)，
DH 中为 1.3%，在 DH 组中未检测到 TM7，TM7
在 DP 中含量为 1.2%。 
2.3.2  属分布图：DP 组和 DH 组的菌属分布如图 4

所示，DP 组有 13 个优势菌属，DH 组有 11 个优势 

菌属，共有的优势菌属有 9 个，其中 DP 组的优势

菌属是普氏菌属(Prevotella，1.20%)、卟啉单胞菌属

(Porphyromonas，3.01%)、梭菌属(Fusobacterium，

2.14%)、纤毛菌属(Leptotrichia，1.20%)、奈瑟菌属

(Neisseria，11.4%)、嗜血杆菌属 (Haemophilus，

2.14%) 、伴放线放线杆菌属 (Aggregatibacter ，

3.16%)、韦永氏球菌属(Veillonella，4.22%)、消化

链球菌属(Peptostreptococcus，1.20%)、颗粒链菌属

(Granulicatella，1.20%)、链球菌属(Streptococcus，

40.3%)、孪生球菌属(Gemella，6.02%)和 TM7_genera 

1.20%。DH 组中优势菌有普氏菌属(Prevotella，

2.13%)、纤毛菌属(Leptotrichia，2.13%)、奈瑟菌属

(Neisseria，3.83%)、嗜血杆菌属 (Haemophilus，

5.11%) 、伴放线放线杆菌属 (Aggregatibacter ，

2.55%)、韦永氏球菌属(Veillonella，3.83%)、颗粒

链 菌 属 (Granulicatella ， 1.70%) 、 链 球 菌 属

(Streptococcus，36.3%)、孪生球菌属(Gemella，2.13%)

假单胞菌属(Pseudomonas，1.28%)和 Streptophyta 

1.28%。 

2.3.3  系统发育关系：两组样本的中菌的进化关系

见图 5。 

3  讨论 

随着分子生物理论与技术的发展，16S rRNA

基因克隆文库法无需分离培养微生物，大大增加了

人们检测和鉴定口腔中“非培养”微生物的能力[13]。

16S rRNA 基因克隆文库法首先利用特定引物来扩

增 16S rRNA 基因片段，然后将扩增的片段转化、

克隆到质粒载体中进行测序，最后与数据库中的

16S rRNA 基因序列进行比对，以分析微生物多样

性。该技术已被广泛应用于环境微生物和人体微生

物生态系(如口腔、肠道等)[14]。在具有高通量、速

度快等[1]优点的新一代测序不断涌现的时期，16S 

rRNA 基因克隆文库法凭借其能够保存质粒菌株便

于后续研究及具有更准确的测序读长等优点，仍是

一种有效的微生物多样性研究分析方法。唾液中的

微生物来自口腔不同位点，能够提供整个口腔中微 
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图 3  DP 及 DH 组群落优势菌门之间的相对丰度 
Figure 3  Relative abundance of phyla members of the oral communities between DP and DH 

注：图中分别是 DP 组和 DH 组的优势菌门丰度(A)和两组中每个样的优势菌门的丰度(B). 其中 Y 轴表示百分比含量；X 轴分别表示

两组样及每个受试者的口腔唾液样本. 菌门信息根据中间图例进行颜色编码. 
Note: The figure shows the dominant phyla abundance of DP and DH groups and the dominant phyla abundance of each sample in two 
different groups. Y-axis represents the percentage of the content, and X-axis represents the saliva sample between two groups and each 
subject. The phyla information is color-coded according to the legend in the middle. 

 

 
 

图 4  DH 及 DP 组中群落菌属之间的相对丰度 
Figure 4  Relative abundance of genera members of the oral communities between DH and DP 

注：DH、DP 组中各 5 例受试者的口腔唾液样本中所含菌属的百分比；菌属的信息在右边图例中进行颜色表示. 
Note: The figure shows the percentage of the genera of the saliva samples of all the subjects in DH and DP groups. The genera information is 
color-represented on the right legend. 
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Aggregatibacter paraphrophilus (KU359760)

Aggregatibacter segnis (KU363167)
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图 5  DH 组和 DP 唾液微生物系统发育树 
Figure 5  Phylogenetic tree of DH and DP groups from individual saliva samples  

注：A：DH 组样本发育树；B：DP 组样本发育树. 括号中的数字代表提交序号，分支节点上的数字表示每 1 000 次 Bootstrap 分析

所支持的次数，线段表示 5%序列差异的分支长度. 
Note: A: Phylogenetic tree of DH group; B: Phylogenetic tree of DP group. Numbers in parentheses represent the sequences’ accession 
number. The number next to the nodes represent the bootstrap values of 1 000 replications. The scale bar represents 5 nucleotide substitutions 
per 100 nucleotides. 
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生物群落信息[6-8]，且其相对稳定，被认为是最合适

的实验样本。经过多年的深入分析，唾液已作为诊

断健康和疾病状态的一种生物标记物[13-17]。 
本实验共得到 417 条合格序列，获得 115 个

OTUs (DP：60，DH：75)，两组样本的覆盖度均大

于 75%，由此可见，本次实验覆盖度良好[18]。DP
组的优势菌门(含量>1%)是：拟杆菌门、梭杆菌门、

变形菌门、厚壁菌门和 TM7；DH 组的优势菌门是：

蓝藻菌门、拟杆菌门、梭杆菌门、变形菌门和厚壁

菌门等。其中 TM7 仅在 DP 组中检出，提示其与牙

周炎相关。TM7 在很多环境被检测到，但不能被培

养且不能划分于任何菌门，故将其划分为独立的菌

门，其命名来自于 Torf、Mittlere Schicht、Clone7[19]。

Liu 等通过对 5 名牙周炎患者牙菌斑样本进行检测

分析检出 TM7，并提示 TM7 可能与牙周炎相关[20]。

更有学者研究发现，TM7 在牙周炎患者口腔中含量

明显高于健康人[7,21]。综上所述，TM7 可能是牙周

可疑致病菌。然而，因为 TM7 不能被培养，故未

见相关的动物实验验证其致病性。因此，牙周炎与

TM7 的关系有待进一步明确。另外，我们在 DH 组

中检测到优势菌门：蓝藻菌门(DP 组中未发现)。蓝

藻菌门被认为是反映植物叶绿体的菌门 [22] ，

Dewhirst 等认为在口腔中发现蓝藻菌并不足为奇，

因为人类是吃植物的[19]，Crielaard 等也在健康人口

腔中发现了少量蓝藻菌门[23]。然而，蓝藻菌门是否

在健康人口腔微生物群落中有一定意义，目前还不

明确。我们样本量有限且没有更多的相关研究，因

此有待进一步探索。DH121 样本在 RDP 中分类只

有变形菌门，还有一些不能分类的菌，这可能与本

实验随机挑选的 50 个阳性克隆子有关。 
本实验 DP 组的优势菌属为：卟啉单胞菌属、

伴放线放线菌属、链球菌属、普氏菌属、链球菌属、

梭杆菌属、嗜血杆菌和纤毛菌属等。其中卟啉单胞

菌属、梭菌属、消化链球菌属和 TM7_genera 仅在

DP 组中检测到，在 DH 组中未检测到。卟啉单胞

菌具有明显牙周致病性[24]，是目前公认的可疑牙周

致病菌之一[2,4]；我们的结果也证实了这一点。Dinis

等研究表明，TM7 与牙周炎相关[25]。Socransky
等[26]和 Darveau[27]研究显示卟啉单胞菌属和梭菌属

与牙周炎密切相关；Colombo 等研究显示消化链球

菌属可能与牙周炎密切相关[21]。综上所述，梭菌属

和消化链球菌属可能与牙周炎相关，但要明确它们

的关系还有待进一步研究。另外，随着分子生物学

技术的发展，提示牙周炎可能并非由单一细菌或几

种细菌所导致的，而可能是微生物群落结构的改变

所引起的。 
以往认为 “Red-complex”与牙周炎密切相关

(Socransky 和 Haffajee 提出将牙龈卟啉单胞菌、坦

纳菌和齿垢密螺旋体称为“Red-complex”)。然而，

Al-hebshi 等在也门慢性牙周炎患者菌斑相关微生

物的实验中发现“Red-complex”在慢性牙周炎中呈

低丰度[28]。同时，Olson 等在牙周炎患者牙菌斑中

发现“Red-complex”也成低丰度[2]，这与我们的实验

结果(坦纳菌在 DP 组含量很低，DP 组未发现齿垢

密螺旋体)相似。由此可见，“Red-complex”在牙周

炎患者口腔中并非完全呈高丰度，牙周炎细菌学发

病机制较为复杂，至今还尚未明确。牙周炎的细菌

病因学发病机制依然处于探索阶段，通过多样性手

段明确牙周炎的细菌病因学发病机制以及致病微

生物是我们目前所面临的艰巨的任务。 

4  结束语 
本实验通过 16S rRNA 基因克隆文库的方法研

究甘肃东乡地区牙周炎人群与健康人群的口腔微

生物，发现东乡疾病组与东乡健康组口腔微生物存

在一定的差异性。然而，口腔中微生物菌群不是稳

定不变的，它们的种类和数量取决于多种因素，有

益菌和致病菌之间的平衡被破坏，则会导致牙周炎

的发生和发展[24]。这为研究带来了许多困难。明确

牙周炎相关致病微生物及其菌落结构还有待于生

物分子技术的发展及多样性研究手段的进步。 
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