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【摘要】 目的 探讨 2型糖尿病患者口腔微生物中致龋菌群落分布特征与功能基因，提高对 2型糖尿病与龋

病关系的认识。方法 试验组选取空军军医大学第一附属医院内分泌科口腔健康的 2型糖尿病患者（10例）；

正常对照组选取社区人群中口腔健康且不患 2型糖尿病受试者（10例）。采集口腔健康的 2型糖尿病患者组

和正常对照组的龈上菌斑样本，分别进行宏基因组学测序，对变异链球菌、乳酸杆菌、黏性放线菌、白色念珠

菌等致龋菌进行生物信息学及统计学分析。结果 口腔健康的 2型糖尿病患者龈上菌斑样本中变异链球菌、

乳酸杆菌、黏性放线菌、白色念珠菌丰度稍低于正常对照组，但差异均无统计学意义（P＞0.05）。KEGG Path⁃
way功能代谢差异分析结果显示 2型糖尿病患者龈上菌斑微生物的D⁃精氨酸和D⁃鸟氨酸代谢、生物膜形成⁃
大肠杆菌代谢、己内酰胺降解、精氨酸生物合成等代谢通路较正常对照组丰富，而硫胺素代谢、硒化合物代

谢、丙酮酸代谢等代谢通路较正常对照组降低。结论 口腔健康的2型糖尿病患者的致龋菌含量与正常对照组

并无明显差异，功能基因差异代谢途径表明精氨酸代谢通路富集，有助于维持口腔微生态坏境的酸碱平衡。
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【Abstract】 Objective To investigate the distribution characteristics and functional genes of cariogenic bacteria in
oral microorganisms of patients with type 2 diabetes mellitus and to improve the understanding of the relationship be⁃
tween type 2 diabetes mellitus and dental caries. Methods The experimental group included 10 patients with type 2
diabetes treated in the Department of Endocrinology, the First Affiliated Hospital of Air Force Medical University. The
normal control group included healthy oral subjects without type 2 diabetes in the community population (10 cases).
Samples of supragingival plaque from patients with type 2 diabetes mellitus and normal controls were collected and se⁃
quenced. Bioinformatics and statistical analysis of cariogenic bacteria such as Streptococcus mutans, Lactobacillus, Acti⁃
nomyces viscosus and Candida albicans were carried out. Results There were slightly fewer cariogenic bacteria such as
Streptococcus mutans, Lactobacillus, Actinomyces viscosus and Candida albicans in supragingival plaque samples of type
2 diabetic patients than in normal controls, but the difference was not statistically significant (P＞0.05). The results of
KEGG pathway functional metabolic differences showed that the metabolic pathways of D⁃arginine and D⁃ornithine me⁃
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2 型糖尿病（type 2 diabetes mellitus，T2DM）是

一种以高血糖为特征的代谢性疾病，其发病率在

不断升高［1］。最近多项研究报道了 2型糖尿病与

多种口腔疾病易感性之间的密切联系，当患者的

血糖控制不佳时，多种口腔疾病的发生率也可能

增加［2⁃3］。龋病是由于口腔内产酸菌利用碳水化合

物产生酸性副产物，从而对牙齿组织造成破坏［4］。

目前，2型糖尿病和龋病之间的关系仍存在争议，

关于龋病和 2型糖尿病联系的流行病学研究有限，

且对 2型糖尿病患者龋齿患病率的调查研究也呈

现出矛盾的结果［5］。有研究表明，2型糖尿病患者

相对于健康人群表现出更高的龋齿患病率和更大

的龋病发生风险［6⁃7］，然而也有研究发现 2型糖尿

病和龋齿之间无显著的关联［8⁃9］，甚至有研究报告2型
糖尿病患者的龋齿患病率相比正常人降低［10］。

近年来与龋病相关的微生物学研究表明，部

分产酸耐酸菌（变异链球菌、乳酸杆菌）是龋病发

生发展的主要病原体［11］。此外，白色念珠菌及黏

性放线菌也被认为是导致根面龋进展的致病细菌

之一［12］。变异链球菌能感染和定植于牙齿，并在

蔗糖存在的情况下促进致龋性生物膜的发展，而

其他细菌包括黏性放线菌、乳酸杆菌、白色念珠菌

等能通过加强生物膜环境的酸化而促进龋齿的进

展［13］。Kampoo等［14］研究表明 2型糖尿病患者患龋

率的升高与产酸耐酸菌属链球菌和乳杆菌的数量

呈正相关。然而，在另外一项棋盘式DNA⁃DNA杂

交实验研究中，糖尿病患者和非糖尿病患者唾液

中变异链球菌和乳杆菌的数量无显著差异［15］。查

阅文献发现以往对 2型糖尿病患者口腔致龋菌变

化的研究并不多，且仅局限于菌群变化，未能从功

能基因代谢方面进行阐述，对 2型糖尿病患者口腔

致龋菌变化的了解还不够完整。宏基因组学测序

技术具有更高的分辨率，不仅可以发现一些低丰

度的细菌类群，而且能够检测微生物的功能基因，

可以更深入地揭示口腔微生物群落的多样性和复

杂性。

研究发现，相比唾液微生物，龈上菌斑样本微

生物可能更适合龋病微生物的研究［16⁃17］，因此本研

究选取了未罹患口腔疾病的 2型糖尿病患者的龈

上菌斑样本，利用宏基因组学测序技术对 2型糖尿

病患者口腔微生物中致龋菌群落分布与功能基因

进行探究，进一步评估 2型糖尿病患者的患龋风

险，提高对 2型糖尿病与龋病关系的认识。

1 材料和方法

1.1 研究对象

本研究经空军军医大学第一附属医院伦理审

查委员会批准（审批号：KY20212053⁃F⁃2），所有研

究对象均签署知情同意书。试验组选取空军军医

大学第一附属医院内分泌科口腔健康的2型糖尿病

患者 10例，平均年龄（44.70 ± 11.67）岁，男 7 例，

女 3例。正常对照组选取社区人群中口腔健康且

不患 2 型糖尿病受试者 10例，平均年龄（42.20 ±
11.27）岁，男 5 例，女 5例。研究对象纳入标准：①年

龄 ≥ 18 岁；②同意参与本实验并自愿签署知情同

意书；③全口无龋病、牙周病、口腔脓肿、癌前病

变、真菌感染和智齿冠周炎等口腔疾病；④所有受

试者的余留牙数均大于等于 28，龋失补指数（de⁃
cayed，missing and filled teeth，DMFT）均为 0。研究

对象排除标准：① 近 6个月内全身使用抗生素或

免疫抑制剂等；②患有肿瘤、心脑血管疾病等；③
患有艾滋病、乙肝、梅毒等传染性疾病；④孕期及
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哺乳期的妇女；⑤近 6个月内曾有过任何口腔药物

及手术治疗史。

1.2 主要试剂和仪器

-80 ℃冰箱（MDF⁃382E（N），三洋公司，日本）；

刮匙器（平宇医疗器械，中国）；DNA试剂盒（New
England Biolabs，美国）；Qubit dsDNA BR 分析试剂

盒（Invitrogen，美国）；荧光光度计（Qubit Fluorome⁃
ter，美国）；超声波破碎仪（Covaris，美国）；测序平

台（MGISEQ⁃2000，中国）。

1.3 样本采集

所有受试者采样前一天晚饭后刷牙，然后禁

饮食、禁止刷牙，直至第二天早上进行龈上菌斑样

本的采集。龈上菌斑样本：使用无菌刮匙刮取受

试者上下颌前牙、前磨牙、磨牙颊舌侧牙颈部菌

斑，并置于含有 PBS 缓冲液的 1.5 mL 无菌 EP 管

中。对所有采集到的样本进行分组编号（2型糖尿

病组命名为 T2DM，正常对照组命名为HC，共 20个

样本）后置于液氮里冷冻，并在 2 h内送至实验室，

放于-80 ℃冰箱内保存。

1.4 样本DNA 提取

通过NEBNext微生物组DNA富集试剂盒提取

唾液及龈上菌斑样本微生物群落 DNA。使用 Qu⁃
bit dsDNA BR分析试剂盒和荧光光度计对微生物

群落DNA进行定量，并在 1%琼脂糖凝胶上进行质

量检查。

1.5 宏基因组学测序

DNA提取和纯化使用Qubit dsDNA BR分析试

剂盒，按照说明进行。用超声波破碎仪将 1 μg基
因组DNA碎裂，使用磁珠选择其样本条带平均大

小为 200 ~ 400 bp的片段。对筛选出的片段进行

末端修复、3’⁃腺苷酸化、接头连接和聚合酶链式

反应，产物用磁珠纯化。双链聚合酶链式反应产

物经热变性得到单链环状产物。去除未环化的线

状DNA分子后，得到最终文库，并通过质量控制进

行鉴定。在MGISEQ⁃2000平台（华大基因⁃深圳）上

对合格文库进行测序。

1.6 宏基因组数据分析和统计学分析

所有原始数据用 SOAPnuke（v.1.5.2）进行合并

和修剪，使用 SOAP（v. 2.0）软件将修剪后的读数映

射到宿主基因组，以识别和移除源自宿主的读

数。用MetaGeneMark（v 2.1.0）软件对以上重叠群

基因进行预测。利用R语言包（v.4.0.5）在物种、功

能基因和 KO 水平上进行分析，根据 reporter score
评分值确定差异富集的 KEGG 通路，以评分绝对

值 ≥ 1.65作为显著性检测阈值。使用 SPSS 26.0软

件进行统计学分析，通过Wilcoxon秩和检验比较不

同组间致龋菌分布的特征，P＜0.05为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 临床特征

由表 1可知 2型糖尿病患者组与正常对照组

在样本量、性别比和年龄之间差异均无统计学意

义（P＞0.05）。

表 1 T2DM组和HC组之间临床特征

Table 1 The clinical characteristics of the T2DM and HC
groups

Group
T2DM
HC
P

n

10
10
⁃

Male/Female
7/3
5/5

0.650

Age (year)
44.70 ± 11.67
42.20 ± 11.27

0.632
T2DM: type 2 diabetes mellitus; HC: healthy control

2.2 稀疏曲线分析

为了检验样本量是否足够，对 2型糖尿病组和

正常对照组龈上菌斑样本的测序物种数目进行稀

疏曲线分析，如图1结果所示：稀疏曲线末端随着样

本量的增加逐渐平缓，说明本实验样本量足够。

2.3 4种致龋菌变化

评估 2型糖尿病组和正常对照组龈上菌斑中

变异链球菌、乳酸杆菌、黏性放线菌和白色念珠菌

等致龋菌丰度数值之间的关系（图 2）。数据采用

中位数（上下四分位数）描述，并进行Wilcoxon秩和

检验，结果显示 2 型糖尿病组的变异链球菌（P =
0.257）、黏性放线菌（P = 0.257）、乳酸杆菌（P =

With the increase in the number of samples, the number of species
detected did not increase, and the end of the rarefaction curve was
stable. T2DM: type 2 diabetes mellitus; HC: healthy control
Figure 1 Analysis diagram of the species rarefaction curve

图 1 物种稀疏曲线分析图
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There was no significant difference in the abun⁃
dance of Streptococcus mutans, Actinomyces visco⁃

sus, Lactobacillus or Candida albicans between the
T2DM and HC groups. T2DM: type 2 diabetes mel⁃
litus; HC: healthy control
Figure 2 Numerical comparison of the abun⁃
dance of four cariogenic bacteria between the
T2DM and HC groups
图 2 T2DM组和HC组之间四种致龋菌丰

度数值对比图

0.496）、白色念珠菌（P = 0.879）丰度均略低于正常

对照组，但差异均无统计学意义（表 2）。

2.4 功能基因代谢途径分析

为了进一步探索 2型糖尿病组和正常对照组

龈上菌斑微生物的具体功能基因代谢通路差异，

进行 KEGG pathway功能基因富集差异通路分析，

得到两组间共有 47个差异代谢通路（reporter score
绝对值＞1.65），作功能代谢通路差异分布图（图3）。

结果显示 2型糖尿病患者龈上菌斑微生物中代谢

通路增强的有：鞭毛组件（flagellar assembly）、D⁃精
氨酸和 D⁃鸟氨酸代谢（D⁃arginine and D⁃ornithine
metabolism）、生物膜形成⁃大肠杆菌（biofilm forma⁃
tion⁃escherichia coli）、双组件系统（two⁃component
system）、己内酰胺降解（caprolactam degradation）、

精氨酸生物合成（arginine biosynthesis）、生物被膜

形成⁃铜绿假单胞菌（biofilm formation）、Ⅱ型聚酮

主链的生物合成（biosynthesis of type Ⅱpolyketide
Ⅱ）、酪氨酸代谢（tyrosine metabolism）等。而硫胺

素代谢（thiamine metabolism）、硒化合物代谢（sele⁃
nocompound metabolism）、丙酮酸代谢（pyruvate me⁃

tabolism）、同源重组（homologous recombination）等

代谢通路途径在 2型糖尿病组是降低的。

3 讨 论

2型糖尿病是一种胰岛素分泌和作用缺陷引

起的以高血糖为特征的慢性代谢性疾病。这种长

期的慢性高血糖会导致碳水化合物、脂肪和蛋白

质代谢的缺陷，最终会导致多种并发症的发生，如

心血管疾病、肾病、周围神经病变、视网膜病变、中

风、牙周病等［18］。已有研究表明牙周病与 2型糖尿

病有密切联系，牙周病已被列为糖尿病的第六大

常见并发症［19］。但目前对 2型糖尿病和龋病的研

究并不多，两者之间的关系仍然存在争议。为了

进一步了解 2型糖尿病患者与龋病之间的关系，本

研究对未罹患口腔疾病的 2型糖尿病患者的龈上

菌斑微生物中的致龋菌进行分析，评估 2型糖尿病

患者的患龋风险，提高临床上对 2型糖尿病与龋病

关系的认识。

众所周知，在牙齿表面定植和存活、分解糖和

产生酸性代谢物及耐酸的能力被认为是致龋菌引

表 2 T2DM组和HC组四种致龋菌具体丰度数值对比

Table 2 Numerical comparison of the specific abundance of four cariogenic bacteria
between the T2DM and HC groups ［M（P25, P75）］

Group
T2DM
HC
Z

P

Streptococcus mutans

0.003 8 (0.001 6, 0.004 4)
0.003 9 (0.002 9, 0.006 5)
1.134
0.257

actinomyces Viscosus

0.135 5 (0.063 1, 0.181 6)
0.207 4 (0.076 8, 0.401 6)
1.134
0.257

Lactobacillus

0.009 6 (0.008 1, 0.011 1)
0.011 3 (0.008 2, 0.013 2)
0.680
0.496

Candida albicans

0.000 3 (0.000 0, 0.001 5)
0.000 5 (0.000 0, 0.001 4)
0.152
0.879

The abundance of Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus, Lactobacillus and Candida albicans in the T2DM group was slightly lower than that in the
healthy control group, but the difference was not statistically significant (P＞0.05). T2DM: type 2 diabetes mellitus; HC: healthy control
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KEGG metabolic path⁃
way enrichment analysis
showed that 47 differen⁃
tial metabolic pathways
were significantly differ⁃
ent between the T2DM
and the HC groups.
T2DM: type 2 diabetes
mellitus; HC: healthy
control
Figure 3 KEGG met⁃
abolic pathway enrich⁃
ment maps comparing
the T2DM and HC
groups
图 3 T2DM 组和 HC
组KEGG代谢通路富

集图比较

Reportscore

Group
T2DM
HC

Pathway reporter score

起龋损的基本特征。致龋微生物区系的特点是产

酸和耐酸的种类不成比例地增加，包括变异链球

菌、乳杆菌、黏性放线菌、白色念珠菌等［20］。变异

链球菌是公认的主要致龋微生物之一，具有形成

生物膜、产生有机酸和抵抗各种环境应激（如酸性

环境、氧化应激）的能力。近年来也发现了乳杆菌

的产酸能力，以及其对弱酸和低 pH环境的耐受能

力［21］。与变异链球菌相比，乳杆菌能够在 pH 4.0
的条件下生长［22］。黏性放线菌是一种早期在根面

定植的微生物，也是根面龋病的重要致病菌［12］，其

致龋因素包括很强的细胞黏附能力和代谢碳水化

合物的能力，导致大量酸的产生和牙体硬组织的

快速脱矿［23］。白色念珠菌是口腔、呼吸道、消化系

统、泌尿生殖系统常见的共生真菌［12］。根面病损

中白色念珠菌的分离检出率约为 40%［24］。白色念

珠菌具有高产酸、黏附和溶解羟基磷灰石的能力，

可穿透牙本质小管并与胶原蛋白结合，在酸性条

件下分泌水解酶降解胶原蛋白，促进龋齿过程［25］。

本研究结果显示，2型糖尿病患者龈上菌斑微

生物中变异链球菌、乳酸杆菌、黏性放线菌、白色

念珠菌等常见的龋病致病菌与正常对照组均无明

显差异。Hintao等［15］通过棋盘DNA⁃DNA杂交法对

2型糖尿病组和正常对照组的龈上菌斑进行检测，

发现常见的可疑致龋菌如变异链球菌、乳酸杆菌

和酵母菌在两组受试者之间并没有显著差异。然

而，也有研究发现 2型糖尿病患者相比于健康人群

表现出更丰富的致龋菌或者更高的龋齿患病

率［6⁃7］，可能是因为研究对象的选择、采样方式或微

生物测序方式的不同。以往研究使用的方法是单

纯细菌培养或 16S rDNA测序技术，并且选择的并

非是口腔健康状况良好的研究对象。通过本研究

结果，初步推测口腔健康的 2型糖尿病患者的患龋

病风险与正常人群可能并无明显差别，可能和 2型

糖尿病患者的生活饮食习惯有关［26］，糖尿病饮食
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中限制精制碳水化合物的摄入，更不容易诱发龋

齿。但是，由于本实验所选研究对象均无龋病，且

样本量有限，后续还需要进行更全面、样本量更大

的纵向研究，以便更深入探究 2型糖尿病与龋病之

间的关系。

以往研究只能对 2型糖尿病患者口腔致龋菌

的物种分布特征进行分析，缺乏功能基因水平的

研究。本研究通过宏基因组学测序技术在功能基

因代谢水平上对相关龋病微生物群进行了更深入

的研究，观察到致龋微生物菌群组成结构变化和

功能基因代谢通路富集之间存在相关性。2型糖

尿病患者口腔微生物中变异链球菌、乳酸杆菌、黏

性放线菌、白色念珠菌等常见的龋病致病菌与正

常对照组无明显差异；在功能基因水平上，有关代

谢途径精氨酸代谢通路等也在 2型糖尿病患者显

著富集，有利于维持口腔微生态环境的酸碱平衡，

这有助于解释 2型糖尿病患者为何致龋菌并未发

生明显变化。精氨酸的代谢是龈上菌斑生物膜中

碱性环境的主要来源之一［27］。越来越多证据表

明，碱的产生，特别是通过精氨酸代谢产生氨的过

程，在 pH稳态中发挥了重要作用［28］。精氨酸主要

由精氨酸脱亚胺酶系统（arginine deiminase system，

ADS）分解，释放鸟氨酸、氨和二氧化碳，有助于提

高环境 pH值，保护细胞免受致死性酸化，且可能

影响变异链球菌、乳杆菌等产酸耐酸菌的生长及

致龋潜能［29］。因此，口腔微生物的代谢活动受口

腔微生态环境的影响，全身系统性及口腔局部环

境的改变都可能增强或者减弱细菌的致病性，从

而诱导微生态环境选择适合的优势微生物群。口

腔疾病的发生也许不能只观察某种独特的口腔病

原体，还应考虑到整个口腔微生物群落及其功能

代谢活动。

总之，通过对口腔健康的 2型糖尿病患者口腔

微生物的宏基因组学测序结果表明，2型糖尿病组

的致龋微生物含量与正常对照组并无明显差异，

功能基因差异代谢途径中精氨酸代谢通路增加，

能够提高酸性环境 pH值，有助于维持口腔微生态

坏境的酸碱平衡，初步推测口腔健康的 2型糖尿病

患者的患龋风险与正常人群可能并无明显差别。

对 2型糖尿病患者口腔致龋微生物群落的结构特

征和功能基因进行分析，可为 2型糖尿病患者龋病

甚至全身疾病的预防和治疗带来全新的思路和方

法。本研究采用的宏基因组学测序技术对 2型糖

尿病口腔微生物代谢活动的描述尚不够全面，且

样本量有限，后续仍需进一步采用代谢组学的方

法继续深入探究 2型糖尿病患者口腔微生物的具

体代谢通路。
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