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1 6S rDNA多重PCR检测牙周组织
感染菌及混合感染与慢性牙周炎
病变程度关系的研究

占定凤 刘志伟 夏肖萍 胡建成 陈莉丽 严杰

·实验研究·

【摘要】 目的建立多重16s rDNA PcR检测慢性牙周炎(cP)标本中牙龈卟啉单胞菌(Pg)、伴

放线杆菌(Aa)和齿垢密螺旋体(Td)，了解不同感染情况与CP严重程度的关系。方法将轻、中和重

度152例CP患者牙周袋标本和30名牙周健康者龈沟标本置于200肚l裂解缓冲液中，100℃水浴

10 min后取10弘l上清液作为聚合酶链反应(PCR)模板。常规酚一氯仿法提取的Pg ATCC33277株、Aa

Y4株、Td FM株和E．一∞此DH5a株DNA分别作为PCR阳性和阴性对照。采用Pg、Aa和Td 16S

rDNA特异性引物，建立多重PCR检测上述标本。3例Pg、Aa和Td PCR结果均阳性标本的目的扩

增片段T—A克隆后测序。采用_)f2检验分析不同混合感染情况与牙周炎严重程度之间的关系。结果

所建立的多重16S rDNA PcR最低可检出10个№、20个Aa和20个Td细胞。Pg、Aa和Td 16S

rDNA扩增片段与已报道的序列比较，相似性分别高达99．45％、97．08％和96．59％。30名牙周健康

者龈沟标本中，仅有1名Pg(3．3％)、2名Aa(6．7％)的16S rDNA扩增结果阳性，其余标本均阴性。

152例CP患者牙周袋标本中，147例(96．7％)检出Pg、Aa和／或Td的16S rDNA，5例(3．3％)扩增结

果均阴性。Pg的PCR检测阳性率(91．5％，139／152)明显高于A丑(72．4％，110／152)或Td(80．9％，

123／152)(_)f2=7．07，18．67；P<0．01)。89．8％的患者标本有上述2种(26．5％)或3种细菌(63．3％)

同时感染，且中、重度牙周炎混合感染率明显高于轻度牙周炎(_]f2=10．43，P<0．01)。结论 所建立

的多重16SrDNAPCR有较高的敏感性和特异性，可同时检测临床标本Pg、Aa和Td。cP是一种多

种病原菌混合感染性疾病，病原菌协同致病作用与CP严重程度有因果关系。
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【Abstract】 Objective To establish a 16S rDNA multiplex polymerase chain reaction(PCR)for

simultaneously detecting P．gi咒gi勘口Zi5，A．nc矗规om3c已把7咒∞mi￡盘卵5 and丁．d已咒￡i∞肠in clinical specimens

of chronic periodontids and to study the correlation between different modes of infection and severity of the

disease Methods Periodontal pocket specimens from 152 patients with mild， moderate or advanced

chronic periodontitis and gingival sulcus specimens fIDm 30 periodontaUy healthy individuals were collected

and placed in 200肛1 lysis buffer． The specimens were incubated in 100℃for 10 min and 10 pl of the

supernatant was directly used as PCR template． DNAs from P．gi咒垂t坦Zi5 strain ATCC33277，

A．nc矗加mM七地m∞mifn挖s strain Y4， T．如胛fi∞肠 strain FM and E．∞如 strain DH5a were used as

positive and negative controls in PCR with aU of which were prepared by routing phen01一chloroform

method．A multiplex PCR asSay，using three sets of primerS specific to 16S rDNA geneS of the three

anaerobes，waS developed to detect the specimenS．The target amplification fragments fmm 3 cases of PCR
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products positive for all the three anaerobeS were sequenced after T—A cloning．Chi—square teSt was applied

to analyze the correlation between出fferent coinfection of the three anaerobeS and severity of the disease．

R部ults The established 16S rDNA multiplex PCR asSay was able to detect P，垂捌}i勘晓Z如，

A．日ffi以om弘℃据m∞mi缸以5 and T．de咒fi∞肠 at a minimum of 10， 20 and 20 cells， respectively． In

comparison with the reported corresponding sequences， similarities of the nucleotide sequences from the

three anaerobes 16S rDNA amplification fragments were as high as 99．45％，97．08％and 96．59％，

respectively． of the 30 periodontaUy healthy gingival sulcus specimens， only one(3．3％)positive for

P．gi咒∥睨zis and two(6．7％)for A．nc豳20772沙P把优∞mif口咒s could be identified but a11 of the reSt were

negative．In the 152 CP periodontal pocket specimens，147 cases(96．7％)were positive for P．gi挖百抛Zis，

A．口c矗，zo优弘P￡8m∞优i￡d扎5 and／or T．(如，zfi∞缸，reSpectively，and 5 cases(3．3％)were negative for an

the three anaerobeS．The pOsitive rate of P．垂起百倪zis detection(91．5％，139／152)was significantly

higherthan those of A．nc矗押om3cg￡P，”∞7”i￡口72s(72．4％，110／152)and T．dP咒￡icozn(80．9％，123／152)

(x2=7．07，18．67；P<0．01)．89．8％of the specimens from patients showed coinfections with two

(26．5％)or three anaerobes(63．3％)， and the coinfection rates in the specimens fmm moderate and

advanced CP were remarkably higher than that from mild CP(x2=10．43，P<0．0 1)．ConcIusion The

16S rDNA multiplex PCR established in this study showed high sensitivity and specificity，which could be

used to detect P．gi咒∥℃Jn￡缸，A．口c矗加m≯P地m∞mi玩，2s and T．d已扎￡缸。肠in clinical specimens．CP was an

disease caused by multiple pathogenic microbes while the synergistic pathopoiesis of the three microbes was

cIosely related to the severity of the disease．

【Key words】 Periodontitis，chronic； Po印^胛mo，2口s∥咒百抛zis； Ac矗加沈c埘“5；了坳。咒8m盘
d已挖￡缸。肠；16S rDNA genes

牙龈卟啉单胞菌(P0咖优伽as百咒百抛凰，Pg)
和伴放线杆菌(Af￡锄。阮cizz“s。cfi孢。优3卯龆优∞mi玩咒s，

Aa)分别被认为是慢性牙周炎(CP)和侵袭性牙周炎

(AP)特异的致病菌u’2o，齿垢密螺旋体(m加规Pm＆
dP规￡缸。肠，Td)感染与牙周组织破坏密切相关b o。

以往我们研究发现33．3％的AP标本中可检出Pg，

26．5％CP标本可分离出Aa¨o；此后国外文献也报

告Pg确实可成为晚期AP牙周袋中优势菌b1。上

述病原菌均为专性厌氧菌，难培养且阳性率低¨1。

国外已将聚合酶链反应(PCR)作为牙周炎病原菌临

床常规诊断方法，但所用方法只能检测单种细

菌"’81。我们拟建立能同时检测Pg、Aa和Td的多

重16S rDNA PCR，分析不同混合感染情况与CP严

重程度的关系，以期获得上述病原菌协同致病的流

行病学证据。

对象与方法

1．病例来源及分类：152例初诊患者均来自浙

江大学医学院各附属医院，其中男性67例，女性85

例，年龄25～67岁，平均40．5岁。按HugoSon介绍

的方法将上述病例分为轻、中和重度三类旧o，分别为

32、77和43例。另采集30名牙周健康的常规体检

者龈沟标本作为对照，其中男性13名，女性17名，

年龄22～59岁，平均36．3岁。所有受试者就诊前至

少30天内未服用任何抗生素。

2．牙周袋及龈沟标本的采集：采用纸签法从患

者牙周袋内最深度处、牙周健康者牙龈沟内分别采

集标本，置200肚l裂解缓冲液(1．0 mmol／L EDTA、

1．0％T“ton X一100、10 mmol／L Tris—HCl，pH 8．0)

中，PCR检测前暂存于一20℃。

3．参考标准菌株：Pg ATCC33277和Aa Y4及

Td FM株、大肠埃希菌(E．co肪)DH5a株均由浙江

大学医学院病原生物学教研室提供。

4．模板DNA的制备：上述临床标本100℃水浴

10 min，取10”1上清液直接作为PCR的模板。采用

常规酚一氯仿法提取Pg ATCC33277、Aa Y4、Td FM

和E．∞zi DH5a的DNA，紫外分光光度法测定其浓

度和纯度。10I，分别用于PCR灵敏度检测及阳性和

阴性对照。

5．PCR引物的选择：采用Pg、Aa和Td种特异

性16s rDNA引物07’8。。Pg引物序列：上游5’一AGG

CAGCTTGCCATACTGCG一3’，下游5’一ACTGTT

AGCAACTACCGATGT一3’。Aa引物序列：上游5’一

ATGCCAAATTGACGTTAAAT一3’，下游5’一AAA

CCCATCTCTGAGTTCTTCTTC3’。Td引物序

歹Ⅱ：上游 5’一TAATACCGAATGTGCTCATTTA

CAT一3’，下游5’一TCA AAGAAGCATTCCCTCTTC

TTCTTA-3’。引物由上海BioAsia公司合成。

6．PCR和扩增产物检测：采用大连宝生物工程

有限公司(TaKaRa)的PCR试剂。PCR总体积

100肚l，内含：0．25 mmol／L各dNTP、2．5 mmol／L

MgCl2、250 nmol／L各引物、3．0 U EX—Taq酶、10肛l

模板、1×PCR缓冲液(pH 8．4)；反应参数为：94℃

3 min×1；94℃1 min、54℃1 min、72℃1．5 min×
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35；72℃7 min×1。实验中分别以100 ng的Pg

ATCC33277株、Aa Y4株和Td 031010株的DNA

为阳性对照，100 ng的E．∞Zi DH5a的DNA为阴性

对照，等体积水代替模板为空白对照。用2％琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物，Pg、Aa和Td 16S rDNA

预期目的扩增片段长度分别为404、557和316 bp。

7．PCR的敏感性：将已知CFU／ml值Pg

ATCC33277、Aa Y4和Td FM培养物的离心沉淀物

重悬于200扯l裂解缓冲液中，100℃水浴10 min，上

清液连续稀释后取10肛1作为模板，PCR条件及产物

检测方法同上。

8．T—A克隆及测序：采用上海BBST公司PCR

产物回收／纯化试剂盒和T—A克隆试剂盒，将3例

Pg、Aa和Td PCR均阳性标本的目的扩增片段回

收、纯化并克隆至puCm—T质粒中，重组质粒经转

化、蓝白筛选、扩增后用碱变性法提取质粒，用内切

酶Pst工(TaKaRa)初步鉴定后，委托BioAsia公司测

序㈨。

9．资料分析：目的扩增片段测序结果与

GeneBank中相应序列比较(Pg：L16492，Aa：

M75036，Td：AE017226)。采用sPSS 9．0软件及x2

检验分析Pg、Aa和Td混合感染与牙周炎严重程度

之间的关系。

结 果

1．多重PCR的敏感性：所建立的多重16S

rDNA PCR最低可检出相当于10个Pg、20个Aa和

20个Td的DNA。

2．PCR检测结果及其分布：30例牙周健康者龈

沟标本中，1例(3．3％)Pg、2例(6．7％)Aa的16s

rDNA扩增结果阳性，其余均为阴性。在152例CP

患者牙周袋标本中，147例(96．7％)检出Pg、Aa

和／或Td的16S rDNA，5例(3．3％)标本扩增结果

均阴性。其中Pg的PCR检测阳性率(91．5％，139／

152)明显高于Aa(72．4％，110／152)和Td(80．9％，

123／152)(Y2=7．07，18．67；P<0．01)，但Aa和Td

阳性率之间差异无统计学意义(x2=3．11，P>

0．05)。147例PCR阳性标本中，三种病原菌混合

感染率(63．3％，93／147)明显高于两种病原菌

(26．5％，39／147)(x2=40．09，P<0．01)，两种病原

菌混合感染率又明显高于单一病原菌(10．2％，15／

147)(Y2=13．07，P<0．01)。PCR琼脂糖凝胶电泳

图谱及检出细菌的分布分别见图1和表1。

1：100 bp DNA Marker；2：100 ng Pg ATCC33277、Aa Y4和Td

FM株DNA的阳性对照；3：Pg、Aa和Td均阳性的标本；4：Pg和加

阳性、Td阴性的标本；5：Pg和Td阳性、Aa阴性的标本；6：Aa和Td

阳性、Pg阴性的标本；7～9：仅Pg、Aa或Td阳性的标本；10、1l：分

别为阴性对照和空白对照

图1 Pg、Aa和Td 16s rDNA多重PcR检测结果的

琼脂糖凝胶电泳图谱

表1 152例CP患者牙周袋和30例牙周健康者龈沟标本

PCR检测结果的分布

+：阳性；一：阴性

3．核苷酸序列分析：3份标本Pg、Aa和Td 16S

rDNA扩增片段与GeneBank中相应序列(L16492、

M75036和AE017226)的相似性分别为99．45％、

97．08％和96．59％。

4．不同混合感染情况与CP严重程度的关系：

中度以上CP标本中均可检出1～3种上述病原菌，

所有5例阴性标本均来自轻度CP患者(表2)。重

度CP标本中均可检出Td，并包含了所有6份单一

Td阳性的标本；中度CP标本中Td检出率

(97．4％，75／77)也明显高于轻度(18．5％，5／27)

(x2=70．08，P<0．01)。中度cP标本Pg和Aa检

出率(98．7％，85．7％)均明显高于轻度(84．4％，

59．4％)、重度(83．7％，58．1％)(Y2=8．92～11．15，

P<0．01)，但轻、重度CP标本之间差异无统计学意

义(Y2=0．01，0．07，P>0．05)。中度以上CP标本

两种或两种以上微生物的感染率(94．2％，113／120)

明显高于轻度标本(59．4％，19／32)(x2=10．43，

P<0．01)。
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表2 轻、中和重度牙周炎患者标本中Pg、Aa

和／或Td不同感染情况的分布

注：未检出单一Aa阳性的标本

讨 论

通常在临床标本中细菌达到较高数量时，才能

用培养法分离到相应菌株，厌氧菌因大气氧的抑制

甚至杀灭作用，其分离培养更为困难¨1I。多数口腔

厌氧菌往往培养3～7天才能出现菌落；Pg、Aa和

Td还需分别使用专用选择培养基KVB、PYS和

TSBV才能获得较高的阳性率¨2|。因此，本文建立

的多重16S rDNA PCR同时检测牙周炎病灶中的

Pg、Aa和Td有其重要的现实意义。

考虑到快速诊断在f艋床上的重要性，我们采用

临床标本100℃水浴后的上清液作为PCR的模板。

多重16S rDNA PCR检测结果表明，该方法可有效

地同时检测上述三种牙周主要病原菌，其敏感性高

达10个Pg、20个Aa和20个Td细胞。核苷酸序

列分析结果表明，多重16S rDNA PCR扩增的目的

片段与GeneBank中相应Pg、Aa和Td序列比较，相

似性分别高达99．45％、97．08％和96．59％，表明该

方法用于检测牙周袋标本中Pg、Aa和Td的结果可

靠。因此，本文所建立的多重16S rDNA PCR可用

于检测牙周炎临床，甚至亚I临床水平的感染¨1’12。。

在152例CP患者牙周袋标本中，Pg阳性率

(96．7％)明显高于Aa(72．4％)和Td(80．9％)(P<

0．01)，表明Pg仍然是CP最主要的牙周炎病原菌。

在147例各种PCR阳性标本中，绝大多数(89．8％)

有上述两种(26．5％)或三种微生物(63．3％)同时感

染，且中、重度牙周炎混合感染率明显高于轻度牙周

炎(Y2=10．43，P<0．01)，证实CP确是一种多种病

原菌引起的感染性疾病，并提示多种牙周病原菌协

同致病作用与CP严重程度有因果关系。令人感兴

趣的是，一般认为Aa是AP特异的病原菌u’4。，但我

们的实验结果却发现该菌在CP标本中的阳性率也

高达72．4％，但无一例为该菌单一感染，且有Aa随

CP病情加剧而逐渐被Td所替代的现象，提示CP

早期时Aa有可能作为兼性厌氧菌在建立局部厌氧

微环境发挥作用，从而有利于Pg和Td的生长和繁

殖。Td属于对氧极度敏感的厌氧菌。本实验中轻

度CP标本无一例Td检测结果阳性，所有6例单一

Td感染阳性标本均在重度CP标本中，这可能与较

深牙周袋易形成低氧化还原电位有关。因此，若想

获得较高的Td阳性检测率，应选择中度或重度牙

周袋最深处的标本。
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