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【摘要】 目的 通过高通量测序技术研究不同龋敏感程度学龄前儿童牙菌斑的菌群结构。方法 对 96名

3～6岁儿童进行口腔检查，根据乳牙龋失补牙面指数分为无龋组(31名)、低龄儿童龋组（29名）和重度低龄儿

童龋组(36名)，采集牙菌斑样本，提取DNA，使用 Illumina HiSeq 2 500测序平台进行高通量测序，Qiime分析细

菌群落结构差异。结果 3组牙菌斑标本共发现 12门 31纲 31目 50科 92属 1 104种细菌，绝大多数属于链球

菌属（Streptococcus）、韦荣菌属（Veillonella）等 9个优势菌属，3组微生物多样性相似（P > 0.05）。重度低龄儿童

龋组中韦荣菌属、乳杆菌属（Lactobacillus）、巨球形菌属（Megasphaera）、斯卡多维亚菌属（Scardovia）等菌属丰

度高于其余两组。双歧杆菌属（Bifidobacterium）、韦荣菌属、乳杆菌属等与 dmfs呈正相关，艾肯菌属（Eikenella）

与 dmfs呈负相关。Indicator Species分析显示奇异菌属（Atopobium）、韦荣菌属、巨球形菌属、斯卡多维亚菌属、

乳杆菌属、双歧杆菌属在重度低龄儿童龋组指示值较高。结论 不同龋敏感程度儿童牙菌斑菌群结构存在

差异。韦荣菌属、巨球形菌属、斯卡多维亚菌属、乳杆菌属、双歧杆菌属、奇异菌属可能是重度低龄儿童龋发

生的指示菌属。
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【Abstract】 Objective To study the difference in the flora structure and gene function of dental plaque in caries⁃
free and caries⁃active preschool children by 16S rRNA sequencing. Methods After oral examination of 96 preschool
children aged 3⁃6 years, they were divided into 3 groups according to their decayed, missing and filled surface (dmfs) in⁃
dex: group CF with no caries (n＝31), group ECC with moderate early childhood caries (n＝29) and group SECC with
severe early childhood caries (n＝36). Dental plaques were collected, and DNA was extracted and then underwent
metagenomic sequencing by Illumina HiSeq 2 500. The bacterial community structure was analyzed by Qiime. Re⁃
sults A total of 12 phyla, 31 classes, 31 orders, 50 families, 92 genera and 1 104 species were found in the dental
plaque samples of the three groups, most of which belonged to 9 dominant genera, including Streptococcus, Veillonella,
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etc. The microbial diversity of the dental plaques in the three groups was similar (P > 0.05). Veillonella, Lactobacillus,
Megasphaera, and Scardovia in the SECC group were significantly higher than those in the other two groups. There was
a significant correlation between the decayed, missing and filled surface (dmfs) index and the genus. Bifidobacterium,
Veillonella, Lactobacillus had a positive correlation with the dmfs index, while Eikenella had a negative correlation with
the dmfs index. Indicator species analysis showed that Atopobium, Veillonella, Megasphaera, Scardovia, Lactobacillus
and Bifidobacterium had high indicative values in the SECC group. Conclusion There are significant differences in
plaque microbiota among preschool children with different caries sensitivities. Veillonella, Megasphaera, Scardovia, Lac⁃
tobacillus, Bifidobacterium and Atopobium may be the indicator genera of severe early children caries.
【Key words】 preschool children； caries； caries sensitivity; early childhood caries; severe early childhood
caries； dental plaque； microbiota； high⁃throughput sequencing； Streptococcus； Veillonella

J Prev Treat Stomatol Dis, 2019, 27(12): 763⁃768.

儿童龋病是发病率居于首位的儿童疾病［1］，低

龄儿童龋（early childhood caries，ECC），特别是重度

低龄儿童龋（severe early childhood caries，S⁃ECC）可

严重影响儿童的身心发展。调查显示，我国 5岁儿

童的龋病患病率高达 71%［2］。有研究报道，60%的

龋病发生于 36%的儿童中［3］，表明儿童龋病的分布

并非平均，而是存在患龋风险较高的龋敏感儿童，

牙菌斑是龋病发生的必要条件之一。近年来，以

16S rRNA基因为基础的分子生物学技术使研究者

能够在DNA水平进一步认识口腔环境的微生物多

样性、群落结构及其与环境微生物的关系［4］。本研

究以无龋及不同龋敏感程度的学龄前儿童为研究

对象，利用高通量测序技术，对牙菌斑标本中菌群

结构进行定性和定量分析，探讨学龄前儿童牙菌

斑的微生物多样性和差异，为 ECC的病因学研究

提供新的证据。

1 材料和方法

1.1 对象选择

2017年对深圳市罗湖区幼儿园 3～6岁儿童进

行口腔健康调查，根据乳牙龋失补牙面指数（de⁃
cayed，missing and filled surface，dmfs），分为无龋

组（caries free，CF 组）、低龄儿童龋组（early child⁃
hood caries，ECC 组）和重度低龄儿童龋组（severe
early childhood caries，SECC组）。参照美国儿童牙

科学会（American association of pediatric dentistry，
AAPD）指南［5］，各组纳入标准为：CF组口腔检查正

常且无龋，即龋失补指数 dmfs＝0；SECC 组，满足

上前牙出现光滑面龋或者 dmfs ≥ 4（3～4 岁）、

dmfs ≥ 5（4～5 岁）、dmfs≥6（5～6 岁）；ECC 组，不

满足 CF及 SECC组的均进入该组。入选儿童均为

全口乳牙列，身体精神发育正常，2周内未全身使

用抗生素，2 h内未进食。CF组 31个样本、ECC组

29个样本、SECC组 36个样本，共 96个样本纳入本

次研究，年龄 37～71个月，平均（55.7 ± 7.0）个月。

本研究获得深圳市人民医院伦理委员会批准，并

征得儿童监护人同意。

1.2 样本采集

采用WHO《口腔健康调查基本方法》（1997年）

的标准诊断龋病。用无菌探针采集菌斑，SECC组和

ECC组取龋坏组织附近的牙面菌斑，CF组取上下颌

第一乳磨牙颊侧颈 1/3及上前牙唇面颈 1/3菌斑，排

除牙龈炎及牙周病。收集的牙菌斑置于含有 1 mL
生理盐水溶液的1.5 mL EP管中，⁃80 ℃冰箱保存。

1.3 提取DNA
采用E.Z.N.A.：emoji：stool DNA Kit（Omega Bio⁃

tek，Norcross，GA，U.S.）试剂盒进行样本基因组

DNA提取，采用 Qubit进行 DNA浓度测定，并采用

琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 完整性，保存于 ⁃80 ℃
备用。

1.4 高通量测序

样品DNA进行 16S rRNA V3⁃V4区 PCR扩增，

采用 Illumina HiSeq 2500测序平台进行测序，下机

数据（Raw Data）使用 readfq（https：//github.com/bil⁃
lzt/readfq）读取，经过数据拆分、去引物序列、PE
Reads拼接、Tags质量及长度过滤和截取以去嵌合

体后获得最终的有效数据（Effective Tags）。

1.5 构 建 操 作 分 类 单 元（operational taxonomic
units，OTU）

应用 Upars 软件构建 OTU，使用 Qiime 软件包

（pick_closed_reference_otus.py）确定每个 OTU 的标

记数并计算相对丰度。

1.6 统计学分析

1.6.1 菌群多样性分析 应用Qiime软件包 princi⁃
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pal_coordinates.py进行主成分分析（principal compo⁃
nent analysis，PCA），比较各组间细菌群落多样性。

1.6.2 组间群落结构差异性分析 使用R软件进行

Anosim非参数检验，比较组间和组内群落结构差异，

得到R值，R大于 0，说明组间差异显著，R小于 0，说
明组内差异大于组间差异，统计分析的可信度用P

值表示，P < 0.05表明差异具有统计学意义。

1.6.3 组间差异物种分析 使用metastat软件进行

物种差异分析，同时对多重检验的P值进行伪发现

率校正获得Q值，最后根据P值和Q值挑选出不同

组间差异的物种。对组间相对丰度差异进行Krus⁃
kal⁃Wallis分析。

1.6.4 临床因子与牙菌斑群落结构的相关性分

析 通过 R软件（3.5.2）的 vegan包进行多因素方

差 分 析（permutational multivariate analysis of vari⁃
ance，PERMANOVA），计算 dmfs与微生物物种间的

spearman相关系数，分析 dmfs与微生物群落或物种

之间的相关性。

1.6.5 乳牙龋病风险预测 指示种（indicator spe⁃
cies）是一种基于统计学寻找指示物种的办法，采

用随机化过程对物种指标值的统计意义进行评

价，可以确定等级或非等级分类学方法所获得的

相关分组的指示物种，其使用也不依赖分类方

法。通过 R软件（3.5.2）labdsb包 indval函数，寻找

龋病指示菌属。从 3组样本中随机抽取 70%样本

（CF：22；ECC：20；SECC：26）作为训练集，通过 Indi⁃
cator Species寻找龋病指示属，并将剩下 30%样本

作为测试集，运用随机森林算法（random forest，
RF）进行预测，绘制受试者工作特征曲线（receiver
operating characteristic curve，ROC）。根据指示菌对

测试集进行分析，通过 ROC 曲线下面积（area un⁃
der curve，AUC）分析预测效果，AUC介于 0.1和 1之

间，数值越高预测效果越好。

2 结 果

2.1 基于OTU的菌群多样性和构成分析

96份牙菌斑样本测序后共获得了 5 964 124个

高质量标签，平均读取长度为 418.7 bp。CF、ECC
和 SECC组分别确定了 1 003、992和 1 080个OTU，

占总 OTU 82.5%，各样本平均覆盖率超过 97%，表

明本研究所确定的 16S rRNA基因代表了大多数寄

生于口腔菌斑的细菌类群。3组OTU数目差异无

统计学意义（P＝0.866）。PCA 显示 3组菌群多样

性差异无统计学意义（图 1）。Anosim分析表明 CF

与 SECC组（R＝0.034，P＝0.061）、ECC与 SECC组

（R＝0.011，P＝0.291）、CF 与 ECC 组（R＝⁃0.002，
P＝0.455）差异无统计学意义，表明 CF、ECC 及

SECC组菌群组成在系统发育上相同，总体微生物

构成相似。

2.2 3组牙菌斑微生物群落的组成

3 组标本共发现 12 门 31纲 31目 50科 92属 1
104种细菌。92个基于OTU的分类归属绝大多数

属于以下 9 个优势菌属（平均 > 0.5%，总体 >
80%）：纤毛菌属（Leptotrichia）、链球菌属（Strepto⁃

coccus）、二氧化碳噬纤维菌属（Capnocytophaga）、奈

瑟菌属（Neisseria）、放线菌属（Actinomyces）、梭杆菌

属（Fusobacterium）、韦荣菌属（Veillonella）、棒状杆

菌属（Corynebacterium）、月形单胞菌属（Selenomo⁃

nas）。其中韦荣菌属在 SECC 组较其他两组增高

（P < 0.05），其余菌属 3 组间差异无统计学意义

（P > 0.05，图 2）。

进一步比较各组之间的差异物种，ECC与 CF
组相比，其拟普雷沃菌属（Alloprevotella）（P < 0.05）
和猫科动物口腔拟杆菌属（Bacteroidia bacterium fe⁃

line oral taxon 312）（P < 0.05）丰度较高，CF组丰度较

高的为微杆菌属（Microbacterium）（P < 0.01，表1）。
SECC和CF组相比（表 2），SECC组丰度较高的

为韦荣菌属（P < 0.05）、普雷沃菌 7属（Prevotella7，
P < 0.05）、乳杆菌属（Lactobacillus，P < 0.01）、巨球

形菌属（Megasphaera，P < 0.05）、奇异菌属（Atopobi⁃

um，P < 0.01）、斯卡多维亚菌属（Scardovia，P <
0.01）、布雷德菌属（P < 0.05）；CF组丰度较高的为

图 1 主成分分析

Figure 1 Principal component analysis

PCA⁃PC1 vs PC2
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艾肯菌属（Eikenella，P < 0.05）、鞘脂单胞菌属

（Sphingomonas，P < 0.01）、河口微菌属（Aestuariimi⁃

crobium，P < 0.05）。

SECC和 ECC组相比（表 3），SECC组中乳杆菌

属（P < 0.01）、巨球形菌属（P < 0.05）、类斯氏菌属

（Parascardovia，P < 0.01）、双歧杆菌属（Bifidobacte⁃

rium，P < 0.01）丰度增高。ECC组丰度较高的为奈

瑟菌属（P < 0.05）、拟普雷沃菌属（P < 0.05）、消化

链球菌属（Peptostreptococcus，P < 0.05）、卡托纳菌属

（Catonella，P < 0.05）、消化球菌属（Peptococcus，P <
0.01），河口微菌属（P < 0.05）。

2.3 菌斑微生物菌群与乳牙龋病严重程度的关系

PERMANOVA分析显示以下菌属与 dmfs正相

关：韦荣菌属（r＝0.241，P＝0.043）、乳杆菌属（r＝

0.281，P＝0.006）、斯卡多维亚菌属（r＝0.354，P＝

0.001）、双歧杆菌属（r＝0.266，P＝0.005）、月形单

胞菌 4 属（Selenomonas 4，r＝0.144，P＝0.018）；而

艾肯菌属与 dmfs负相关（r＝⁃0.265，P＝0.020）。

2.4 乳牙龋病的潜在风险指标

通过 Indicator Species分析不同组别菌属构成

和相对丰度差异，寻找龋病指示属，得到差异物种

（表 4）。可见奇异菌属、韦荣菌属、巨球形菌属、斯

卡多维亚菌属、乳杆菌属、双歧杆菌属在 SECC组

SECC：重度低龄儿童龋组；ECC：低龄

儿童龋组；CF：无龋组

图 2 3组优势菌群构成

Figure 2 Composition of 3 groups of
dominant genera
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表 1 CF组与ECC组物种差异及丰度

Table 1 Species difference and abundance between CF and
ECC

菌属

拟普雷沃菌属

猫科动物口腔拟杆菌属

微杆菌属

丰度平均值

CF
0.003

8.56 × 10-6

0.006

ECC
0.006

2.49 × 10-4

0

P

0.046
0.016

< 0.001
注 CF：无龋组；ECC：低龄儿童龋组

表 2 CF组与 SECC组物种差异及丰度

Table 2 Species difference and abundance between CF and
SECC

菌属

韦荣菌属

普雷沃菌 7属

乳杆菌属

巨球形菌属

奇异菌属

斯卡多维亚菌属

布雷德菌属

艾肯菌属

鞘单胞菌属

河口微菌属

丰度平均值

CF
0.044
0.011

1.07 × 10-6

6.10 × 10-5

6.63 × 10-5

1.18 × 10-5

4.28 × 10-6

0.001
1.09 × 10-4

2.12 × 10-4

SECC
0.064
0.019

4.07 × 10-4

0.001
4.97 × 10-4

2.42 × 10-4

2.95 × 10-5

4.12 × 10-4

0
6.45 × 10-6

P

0.029
0.022
0.001
0.020
0.002
0.001

< 0.001
0.046
0.001
0.017

注 CF：无龋组；SECC：重度低龄儿童龋组

表 3 ECC组与 SECC组物种差异及丰度

Table 3 Species difference and abundance between ECC and
SECC

菌属

乳杆菌属

巨球形菌属

类斯氏菌属

双歧杆菌属

奈瑟菌属

拟普雷沃菌属

消化链球菌属

卡托纳菌属

消化球菌属

河口微菌属

丰度平均值

ECC
0

3.20 × 10-5

0
0

0.067
0.006
0.001
0.001

4.55 × 10-4

1.33 × 10-4

SECC
4.07 × 10-4

0.001
2.58 × 10-5

3.50 ×10-5

0.044
0.003

4.39 × 10-4

3.06 × 10-4

1.47 × 10-4

6.45 × 10-6

P

0.001
0.011

< 0.001
0.005
0.049
0.032
0.011
0.038
0.001
0.046

注 ECC：低龄儿童龋组；SECC：重度低龄儿童龋组
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指示值较高；其余菌属除鞘单胞菌属外，都在 ECC
组指示值较高。

对龋病指示属运用RF法进行预测，绘制ROC
曲线（图 3）。根据 CF、ECC 两组的指示菌对 9 个

CF 样本、9 个 ECC 样本进行分析，其 AUC 值为

0.922；根据 CF、SECC 两组的指示菌对 9 个 CF 样

本、10个 SECC样本进行分析，其 AUC值为 0.818，
表明指示菌属的预测效果较好。

上述结果提示，奇异菌属、韦荣菌属、巨球形

菌属、斯卡多维亚菌属、乳杆菌属、双歧杆菌属菌

属对于预测 SECC风险具有潜在价值。大多数指

示菌属指示值呈现出在 CF组低而在 ECC组高的

特点，表明这些指示菌属可能是发生 ECC的条件

致病菌属。

3 讨 论

以 16S rRNA基因和OTU等为基础的高通量测

序技术采用非微生物培养的方法，突破传统方法

的局限，使人类口腔微生物菌落中物种多样性和

表 4 3组样本 Indicator Species分析

Table 4 Indicator species analysis of the three groups
菌属

鞘单胞菌属

拟普雷沃菌属

消化球菌属

卡托纳菌属

消化链球菌属

瘤胃菌科 TCG.014
奇异菌属

韦荣菌属

巨球形菌属

斯卡多维亚菌属

乳杆菌属

双歧杆菌属

指示值

CF
0.097
0.255
0.158
0.247
0.165
0.254
0.052
0.269
0.032
0.004
8.45 × 10-5

0

ECC
0
0.494
0.4881
0.451
0.436
0.406
0.141
0.293
0.016
0.022
0
0

SECC
0
0.242
0.118
0.217
0.105
0.264
0.539
0.437
0.479
0.400
0.249
0.167

富集组

CF
ECC
ECC
ECC
ECC
ECC
SECC
SECC
SECC
SECC
SECC
SECC

P

0.043
0.01
0.002
0.048
0.011
0.038
0.007
0.027
0.011
0.002
0.004
0.003

注 CF：无龋组；ECC：低龄儿童龋组；SECC：重度低龄儿童龋组

CF：无龋组；ECC：低龄儿童龋组；SECC：重
度低龄儿童龋组

图 3 CF 与 ECC、CF 与 SECC 分类预测

的ROC曲线图

Figure 3 ROC curves of classification
prediction of CF and ECC, CF and SECC

Predicted（CF vs ECC）
0.532(0.875,1.000)

AUC: 0.922

0.643(0.875,0.909)

AUC: 0.818

Predicted（CF vs SECC）
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种群结构等得到更深入的认识［6］。本研究基于

OTU的菌群结构分析显示 3组研究对象的牙菌斑

菌群多样性没有差异，包括链球菌属在内的多数优

势菌属在 3组间的差异没有统计学意义，这与既往

“患龋儿童牙菌斑变异链球菌显著增高”的认识有

所不同，可能与抽样与样本量限制有一定关系。但

近年来一些运用高通量测序的研究也得到类似的

“不同”结果：Jiang等［7］发现无龋、中龋和高龋学龄

前儿童龈上菌斑中的变异链球菌属丰度并无差

异。Belda⁃Ferre等［8］发现龋病患者龈上菌斑的优势

菌群并非变异链球菌，而是10余个菌种构成的复杂

群落。还有研究发现，在龋病群体中变异链球菌数

量仅占总细菌群落的0.02%～0.73%，甚至质疑其作

为龋齿主要病原体的重要性［9⁃10］。因此牙菌斑微生

物群落结构特征仍有待进一步探究。

本研究结果显示 3组牙菌斑群落结构存在差

异，不同菌属存在丰度差异。其中韦荣菌属在

SECC组中增高，并与 dmfs呈正相关。传统观念认

为变异链球菌为“致龋菌”［11］，而近年来微生物组

研究的证据表明，韦荣菌属和变异链球菌与龋病

病损高度相关［12］。韦荣菌属经常与口腔链球菌在

龋敏感人群中被共同检出［13］，其利用乳酸而非碳

水化合物作为能量来源，因此依赖产生大量乳酸

的链球菌，而乳酸分解代谢产生的乙酸盐也可能

损害牙釉质［12，14］。Do等［15］也发现，口腔中的韦荣

菌属与产酸菌的分布相关，在无龋婴幼儿口腔

中，韦荣菌属分布水平较高者后来患龋率更高，因

此认为，韦荣菌属可作为龋病早期的预警生物标
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志物。

SECC组中乳杆菌属、斯卡多维亚菌属、双歧杆

菌属等多个菌属的丰度也较高，且与 dmfs强正相

关。这与Tanner等［10，16］研究结果相似，其发现环境

酸性压力持续存在时，可检测到更多产酸和耐酸

细菌，如非变异链球菌、放线菌、乳杆菌属、双歧杆

菌属和斯卡多维亚菌属等物种，这些细菌可协同

降低 pH值、增强菌斑生物膜的酸化作用，可能加

速龋病的发生发展，导致儿童早期重度龋这种范

围广、进展快的严重龋病。这也说明了“致龋性”

的细菌并不限于变异链球菌。SECC组中丰度较高

的奇异菌属和普雷沃菌组菌属，与 dmfs呈负相关

的艾肯菌属，这些细菌在龋病发病机制中是旁观

者、抑制或是积极作用还有待进一步研究阐明。

既往研究多将研究对象分为有龋及无龋两组

进行分析，然而临床观察中可见，患龋低龄儿童可

能有相似的生活方式，却表现出完全不同的龋坏

严重程度，因此本研究将患龋组进一步分为有龋

及重度龋组，旨在从牙菌斑微生物群落的角度比

较不同龋敏感群体的差异。从研究结果可见，ECC
与 CF组的牙菌斑群落结构更相似，龋病指示菌属

在两组均存在，在 CF组表达较低而在 ECC组表达

增高，提示龋病发生存在条件致病菌，有龋与无龋

人群之间没有绝对界限。当微环境改变时，条件

致病菌丰度增加可能促进龋病发生，健康儿童因

此患龋。Teng等［17］也发现在龋病临床症状出现之

前即可检测到口腔微生物组的异常。SECC组指示

菌属的表达模式显示，韦荣菌属、奇异菌属指示值

较另两组更高，巨球形菌属、斯卡多维亚菌属、乳

杆菌属、双歧杆菌属等在 SECC组的指示值更是明

显高于其他二组，表明上述菌属可能是发生儿童

早期重度龋的指示菌属。
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