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目的
!

应用聚合酶链反应"

+,-

%

!

变性梯度凝胶电泳"

.//0

%技术!分析健康人的口腔菌群及其菌种

组成的多样性&方法
!

抽取
1

名健康人唾液样本!分别提取唾液细菌总
.23

!

+,-

扩增
"(45.23

并进行
.//0

和系统发育树分析&结果
!

1

名健康人唾液样本的
.//0

指纹图谱条带差异性较大!仅有
(&6

相似性!表明采用

+,-!.//0

对口腔微生物多样性的检测是可行的&结论
!

+,-!.//0

技术可较灵敏'直观地反映口腔微生物多

样性情况&
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微生物多样性$
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传统的微生物培养技术只能培养数量
'%""6

!

"%''6

自

然界中微生物)

"

*

#且目前检测方法受采样和分析条件的影响#

不能充分揭示微生物群落结构+空间分布+多样性及动态变化

等相关信息,近年来#分子生物学的迅速发展使得微生物不需

经过长时间的分离培养#而直接从样品里提取
.23

来对微生

物群落进行研究#能快速反应微生物的多样性和动态性变化,

由
OA>?@<5

和
P<5;=B

)

#

*于
"7*7

年发明的变性梯度凝胶电

泳$

.//0

&技术依据双链
.23

片段熔解行为的不同#分离聚

合酶链反应$

+,-

&产物中长度相同但序列不同的
.23

标记#

其指纹图谱上的一条条带就代表一个微生物类群,因而#指纹

图谱不但直观反映了微生物群落的结构和多样性#还可方便地

判断出优势菌或功能菌,

+,-!.//0

技术已被广泛用于生物

膜+土壤+海洋等环境样品中的微生物多样性检测和种群演替

的研究)

$

*

,人类口腔是一个由
*''

多种细菌)

)

*组成的复杂生

态体系,口腔内营养+水分都很充足#加之结构的复杂性#为各

种微生物的生长+繁殖和定居提供了非常适宜的环境,因而#

导致了附着于该表面的口腔微生物的多样性,这些微生物在

口腔不同部位生长#发育#衰亡#并进行复杂的物质代谢活动,

在一定的条件下#细菌及其产物不仅会对牙齿及其牙周组织造

成损害#引起口腔疾病#同时#也会导致其他一系列诸如冠心

病+脑梗塞等疾病的发生,国外学者已运用多种分子生物学方

法对口腔及其牙周病原菌的检测和鉴定进行了研究)

&

*

,然而鲜

见对于健康人口腔微生物的研究,对于分析口腔中唾液细菌组

成特征的研究#国内也鲜见报道,报道了解健康口腔微生物的

群落组成结构和变化#对于预防及治疗人类疾病有重要意义,

研究者认为#口腔疾病治疗的关键在于对口腔微生物群落

进行全面细致的评估和分析#然而有大量的口腔细菌是很难培

养或不可培养的)

(

*

#基于传统的培养方法只能部分反映菌群结

构变化,而直接对采取的口腔唾液进行分析#就可以比较全面

地反映口腔菌群的情况,本研究拟采用
+,-!.//0

指纹图谱

技术分析健康人个体的唾液样品中菌群的多样性#从而了解不

同健康人个体的口腔微生物群落的差异,

$

!

材料与方法

$%$

!

样品的采集与处理
!

抽取
1

名健康人样本#年龄为
"(

!

#&

岁$平均年龄为
#'%&

岁#其中男
)

名#女
)

名#平均剩余牙齿

为
#1

颗&#

"

!

)

号个体为女#

&

!

1

号个体为男,均无吸烟史#

且检查无糖尿病及牙周炎病史,早晨起床空腹刷牙前#温水漱

口后#同一时间收集
1

名健康人唾液作为样品,

$%/

!

实验仪器
!

实验用
+,-

仪为
A,

:

?9<5

MQ

M@<5;=9,

:

?=9

梯

度
+,-

仪$

RA8!-=D

&#离心机为法国
"""*)*#7

多功能高速冷

冻离心机#电泳仪为
.?8D<

MQ的基因突变检测仪$

RA8!-=D

&,

$%'

!

实验方法

$%'%$

!

基因组
.23

的提取
!

样品总
.23

的抽提采用试剂

盒方法#试剂盒由
SA=

F

<B

公司生产,具体方法为!吸取
";P

-
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唾液滴入离心管#然后加入
#;P

的磷酸盐缓冲液$

+R4

&#反复

洗脱#然后吸取
";P

混合液滴入另一个离心管中%再加入
)

;P

的
+R4

,在
&'''V

F

时#离心
#';AB

%去除上清液#加入

"1'

#

P

的酶液$

#'

F

"

P

的溶菌酶溶液&#接下来的提取步骤按

照试剂盒说明书进行,

$%'%/

!

+,-

扩增
"(45.23

$%'%/%$

!

一次
+,-

!

引物!参考文献)

*

*合成引物
.11

和

07)

,上游引物序列为!

&W!/3/3/MMM/3MX QM//,M

,3/!$W

%下游引物序列为!

&W!/33 //3 //M /YM ,,3

-,,/,3!$W

,

+,-

反应体系!

"'V+,-0KRELL<5#%&

#

P

#

)V

三磷酸脱氧核糖核苷$

D2M+

&

'%&

#

P

$

#%&;;89

"

#

P

&#引物

.11

和
07)

各
"

#

P

$

"'

G

;89

"

#

P

&#

0KM=

N

.23

酶
'%"#&

#

P

#

模板
#

#

P

#加双蒸水补足
#&

#

P

,

+,-

反应条件!

7&Z);AB

%

7&Z)&>

#

&1Z)&>

#

*#Z

7'>

#扩增
$'

个循环%

*#Z"&;AB

,取
+,-

产物
$

#

P

#

"'

F

"

P

琼脂糖凝胶进行电泳#

"#'T

电泳
$';AB

,然后用
'%''&6

溴

化乙锭$

0R

&进行染色,紫外灯下观察结果,

$%'%/%/

!

二次
+,-

!

引物采取通用的
"(45.23

引物
R=?"

和
R=?#

#参照文献)

1

*进行合成#并在上游引物
R=?"

的
&W

端加

上
)'

个核苷酸的
/,

夹子)

7

*

,

上游引物序列为
&W!,/,,,////,/,/,,,,///,

////,/////,3,//////3,M3,/M/,,3/,3

/,,!$W

%下游引物序列为
&W!//3,M3,,3///M3M,M3

3M,,!$W

,

+,-

反应体系!

"'V+,-RELL<5&

#

P

#

)VD2M+

"

#

P

$

#%& ;;89

"

#

P

&#引 物
R=?"

和
R=?#

各
#

#

P

$

"'

G

;89

"

#

P

&#

5M=

N

.23

酶
'%#&

#

P

#模板
'%&

#

P

#加双蒸水补足

&'

#

P

,

+,-

反应条件!

7&Z&;AB

%

7&Z$'>

#

&1Z$'>

#

*#Z

#'>

#扩增
$'

个循环%

*#Z*;AB

,

+,-

产物
$

#

P

用
#'

F

"

P

琼脂糖凝胶进行电泳#

"''T

电泳
$';AB

#然后用
'%''&60R

进行染色,紫外灯下观察结果,

$%'%'

!

+,-

反应产物的
.//0

分析
!

用
.?8D<

MQ的基因突

变检测系统对
+,-

产物进行分离,根据实验需要#使用梯度

胶制备装置制备变性剂浓度从
$'6

!

*'6

的聚丙烯酰胺凝胶

垂直胶,使用的缓冲液为
"VM30

,上样量为浓缩后的
"&

#

P

+,-

样品#与
98=DAB

F

RELL<5

混合后加入胶孔,在
('T

的电压

下#

&1Z

电泳
"(@

#电泳后用
0R

染色
"&;AB

#再放在清水中浸

泡
"&;AB

#成像保存,

$%'%1

!

构建系统发育树
!

用
Q0/3$

生物软件中的邻结法

$

B<A

F

@I85

U

8AAB

F

#

2[

&构建系统发育树#置信度$

R88C>C5=

G

&经

"'''

次重复检验,

/

!

结
!!

果

/%$

!

"(45.23

扩增
!

唾液样品经过第一次
+,-

后#均获得

了特异性扩增片段大小在
"&'1I

G

的片段#第二次
+,-

后#均

获得特异扩增片段#其大小为
#7(I

G

,

/%/

!

.//0

结果与分析
!

将所得的
"(45.23!+,-

产物通

过变性梯度凝胶电泳分析#可以看到分离为一系列条带#见图

"

,根据变性梯度凝胶电泳对
.23

片断的分离原理#

.//0

图谱中的
##

个条带$从
3

到
T

&代表
##

种不同的细菌,

1

名健康人口腔内唾液样品的唾液中有一些条带是一样

的#如条带
.

#这可能是口腔中的优势菌种,从
1

个样品的电

泳图谱中可以得到样品中所含微生物的种类和组成,样品的

图谱中#条带
3

+

R

+

,

+

[

+

/

+

T

的亮度微弱#说明
"

号个体口腔

中#这几个条带所代表的微生物含量比较少#而条带
.

+

0

的亮

度很强#说明这几个条带所代表的微生物含量较多,需要注意

的是#

$

号个体的条带与其他的个体有着明显的不同#如条带

\

+

P

+

Q

+

]

似乎是其独有的一些条带#这可能与其口腔病变或

者饮食习惯有关,有研究表明#从口腔唾液样品中提取到的

.23

有来自食物和水中微生物的
.23

,对
1

个样品的条带

进行比较#条带
.

所代表的微生物是口腔微生态环境中的优

势菌种,但由于
.//0

技术是通过
.23

在胶中的不同迁移

率而形成不同的条带#因此具有相似迁移率的序列也许会处于

同一位置#导致一条条带可能并不只是代表一个种类)

"'

*

,

图
"

!

"(45.23!+,-

产物的
.//0

图谱

采用
Q0/3$

生物软件中的邻结法构建系统发育树,

1

个样品在最小相似性$

(&6

&下可分为
$

大类#即
"

+

)

+

*

为一

类#

#

+

&

+

(

+

1

为一类#

$

单独为一类,这表明#个体间的菌群既

有共同的一些细菌#又有个体独特携带的细菌#反映了不同人

口腔微生物种群的多样性#见图
#

,

图
#

!

微生物系统聚类分析图

'

!

讨
!!

论

与传统的分离+培养法会受到所选用的培养基以及培养条

件的限制一样#各种新兴的分子生态学方法也不可避免地在设

计原理和技术操作上存在一些缺陷,本试验采用的
.//0

是

基于
+,-

技术的核酸分析法#不可避免地受到
+,-

扩增中一

些不可控因素的限制,

+,-

扩增的偏好性$

G

5<L<5<BCA=9=;

G

9A!

LA?=CA8B

&是影响实验结果的一个重要因素#尤其是在对环境样

品进行的多模板扩增中该现象比较严重,且不同微生物的基

因组大小+

"(45.23

的拷贝数都会对
+,-

扩增产生影响#导

致
+,-

扩增的产物量同其所反映的原始样品中相应微生物其

数量间的相关性较差)

"'

*

,

同时
.//0

所能检测到的微生物数量也是有限的,通过

.23

的复性试验发现某人口腔中至少存在
"'$

种不同的基因

组类型#但在
.//0

电泳图谱上无法检测到这么多类群的微

生物,研究结果表明#只有当该类群的微生物达到总微生物数

量的
"6

以上#才可以通过
.//0

或单链构$下转第
"7#)

页&

-
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测定金黄色葡萄球菌+大肠埃希菌+粪肠球菌+肺炎克雷伯菌

$

04RPd

&和白色念珠菌的
Q̂,

和
QR,

#结果见表
"

,不同浓

度枸杞子浸出液对耐药菌均有一定程度抑菌效果#对金黄色葡

萄球菌+大肠埃希菌和粪肠球菌的抑菌作用强#

Q̂,

均为
*%7

F

"

P

#

QR,

分别为
"#%&

+

(%#&

F

"

P

和
"#%&

F

"

P

%对肺炎克雷伯

菌和白色念珠菌的相对较弱#

Q̂,

分别为
$"%$

F

"

P

和

"&%*

F

"

P

#

QR,

分别为
#&%'

F

"

P

和
"#%&

F

"

P

,

表
"

!

*

种不同浓度枸杞子浸出液的最小抑菌

!!

浓度%

Q̂,

&和最小杀菌浓度%

QR,

&

菌株
金黄色

葡萄球菌

大肠

埃希菌
粪肠球菌

肺炎克雷伯菌

$

04RPd

&

白色

念珠菌

Q̂ ,

$

F

"

P

&

*%7 *%7 *%7 $"%$ "&%*

QR,

$

F

"

P

&

"#%& (%#& "#%& #&%' "#%&

'

!

讨
!!

论

由于近年来抗生素的广泛使用#细菌和真菌的耐药现象越

来越普遍#从天然产物中获取新的抗菌成分已成为目前抗菌方

面研究的新重点)

(

*

,本实验采用稀释法对不同浓度枸杞子浸

出液对临床分离耐药菌金黄色葡萄球菌+大肠埃希菌+粪肠球

菌+肺炎克雷伯菌和白色念珠菌的抑菌作用进行研究#证明不

同枸杞子浸出液对耐药菌均有一定程度抑菌效果#对金黄色葡

萄球菌+大肠埃希菌和粪肠球菌的抑菌作用强#对肺炎克雷伯

菌和白色念珠菌的相对较弱,

因此#本研究为枸杞子抗菌活性和抗菌机制的研究打下基

础#为进一步开发枸杞子的药物价值提供了研究数据,由于该

实验结果是在体外抑菌实验的研究基础上得到的#生物体内的

免疫系统非常复杂#一种药物在机体内的杀菌效果与体外实验

是有差异的#关于枸杞子在机体内的杀菌效果还有待于进一步

研究,
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象多态性检测等方法被检测到,

作者运用
+,-!.//0

分子技术对健康人口腔菌群进行研

究#对
1

名健康个体唾液的微生物组成进行了分析#发现不同

个体的菌群结构不仅在数量上有较大差异#而且出现了很多特

异性条带,这一结果暗示了采用
+,-!.//0

对口腔微生物多

样性的检测是可行的,

口腔是微生物十分活跃的场所#研究人类口腔微生物的多

样性及微生物的变化#对于了解人类自身的结构特征#防治人

类口腔疾病#诸如龋齿的发生#以及人为控制口腔微生物与其

宿主和微生物种群之间的平衡#有着重要意义,目前运用

.//0

分子生物学技术监测和发现口腔内细菌群落#已作为研

究微生物多样性的重要方法#在进一步研究口腔疾病领域必将

得到更广泛的应用,
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