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【摘要】 目的 从微生物角度探究重度低龄儿童龋（severe early childhood caries ，S⁃ECC）患儿一次完成龋病

治疗前、治疗后 3个月内菌斑微生物群落构成和多样性的变化及治疗对于远期无龋状态维持的作用。方法

S⁃ECC 患儿在全身麻醉下一次完成龋病治疗，采集治疗前（C）、术后 7 d（C⁃7D）、1个月（C⁃1M）、3个月（C⁃
3M）无龋牙面集合菌斑，并纳入无龋儿童（CF）为对照组，分析治疗前后菌斑微生物群落短期内的动态改建

过程。结果 S⁃ECC组和 CF组菌斑群落组成高度相似；组间 α多样性指数差异无统计学意义（P＞0.05）；从

相对丰度值分析，纤毛菌属、聚集杆菌属等在治疗后较术前下降（P＜0.05），C⁃7D组血链球菌较 C组上升并

在 3个月内逐渐下降；治疗前韦荣菌属、放线菌属、拟普雷沃菌属、二氧化碳嗜纤维菌属、变异链球菌在 C组

和 CF组间存在显著差异（P＜0.05），其中变异链球菌经治疗后的 C⁃7D、C⁃1M组与 CF组未存在显著差异，而

C⁃3M组较CF组出现上升（P＜0.01）。结论 S⁃ECC患儿在接受治疗后菌群结构的迅速改变，并在治疗后 1 ~
3个月逐渐开始建立新的无龋状态下的平衡。核心微生物群的存在使得菌斑群落保持稳定，韦荣菌属、拟

普雷沃菌属、变异链球菌等具备作为龋病菌斑微生物标记物潜能。
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【Abstract】 Objective To explore from the perspective of microorganisms the changes in plaque microbial commu⁃
nity of children with severe early childhood caries (S-ECC) before and 3 months after dental treatment. Meanwhile to
show the effect of treatment on the maintenance of long- term caries-free state. Methods S⁃ECC children completed
dental treatment under general anesthesia. We collected plaque from caries⁃free dental surfaces before treatment (car⁃
ies, C) and at the postoperative follow⁃up review time points of 7 days (C⁃7D), 1 month (C⁃1 M), and 3 months (C⁃3 M).
We included caries⁃free children (caries free, CF) as the control group to analyze the dynamic modification process of
the plaque microbial community in the short⁃term pre⁃ and postdental treatment. Results Species clustering analysis
showed that the compositions of the microbial communities of the S⁃ECC and CF groups were highly similar. The α di⁃
versity index was not statistically significant (P＞0.05). From the analysis of the relative abundance, Leptotrichia spp.
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and Aggregatibacter spp. decreased after treatment compared with before treatment (P＜0.05). Streptococcus sanguinis
in the C⁃7D group increased compared with that in the C group and gradually decreased within 3 months. Veillonella
spp., Actinomyces spp., Allprevotella spp., Capnocytophaga spp., and Streptococcus mutans differed between the C and CF
groups (P＜0.05), Streptococcus mutans did not differ significantly between the C⁃7D and C⁃1 M groups and the CF
group after treatment, while C⁃3 M showed an increase compared with the CF group (P＜0.01). Conclusion The rap⁃
id change in the structure of the flora of children with S⁃ECC after treatment. The plaque microbial community struc⁃
ture in a caries⁃free state gradually starts to be established 1⁃3 months after treatment. There is a "core microbiota" in
the oral plaque community that jointly maintains microecological stability. Veillonella spp., Allprevotella spp. and Strepto⁃

coccus mutans have potential as possible microbial markers.
【Key words】 severe early childhood caries; dental general anesthesia; oral microecology; plaque microbial com⁃
munity; microbiome diversity; dysbiosis; biofilm; caries management
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重度低龄儿童龋（severe early childhood caries，
S⁃ECC）是指小于 6岁的儿童所患的严重龋病，存在

患病率高、进展快的特点。儿童龋病的分布并非

平均，而是存在患龋风险高的人群，即使在接受全

口牙齿治疗后，仍有较高的龋病复发倾向，术后1年
再发龋率可达 59%[1]。乳牙列易患龋，也是恒牙患

龋的危险因素，这部分患儿在混合牙列期乃至恒

牙列期依旧存在患龋高风险。

S⁃ECC的病因是多因素和复杂的，生态菌斑学

说的提出表明，龋病的发生并不依赖于某一种特

定的细菌，微生物间、宿主与牙菌斑间的相互作用

共同维持微生态的动态平衡，龋病可能是由龋损

不同阶段和部位的主要致龋微生物水平以及环境

失衡决定的，菌群微生物群落结构和多样性的变

化与龋病发生密切相关[2⁃3]。

全身麻醉下一次完成全口龋病治疗后，患儿

口内的患龋状态可以得到迅速改善，恢复咀嚼效

能，从微生物角度分析，普遍认为，口内微生物环

境会在短时间内发生较大变化，但菌群微生物群

落改建的过程、某些菌群在治疗后的早期定植等

对于远期无龋状态维持的作用尚不明确。因此本

研究拟利用 16S rRNA基因的高通量测序技术，分

析在全身麻醉下一次完成龋病治疗的 S -ECC患儿

治疗前、治疗后短期内菌斑微生物群落构成变化，

从微生物学角度观察治疗对于群落动态改建的影

响，以期为儿童龋病风险评估、龋病管理和防治等

提供新的思路。

1 资料和方法

1.1 研究对象

菌群微生物多样性统计研究的样本量的计算

参考调查幼儿菌斑细菌微生物群多样性的类似研

究 [4⁃5]，旨为初步探究治疗后短期内牙菌斑微生物

改建过程，依据 α多样性（Shannon指数等）的平均

值、稀疏曲线、测序深度覆盖及前期预实验观察结

果，设定α = 0.05，1⁃β = 0.9，考虑失访率，每组拟纳

入 20例 S⁃ECC患儿。无龋对照组 1∶1设定。

n =（Z1 - α/2 +Z1 - β/2）
2σ2（1 + 1/k）

δ2 =17
纳入 2020年 8月—2021年 1月期间在首都医

科大学附属北京口腔医院儿童口腔科接受全身麻

醉下龋病治疗的 3 ~ 5岁 S⁃ECC患儿 20例为龋病

组。纳入经口腔检查无龋的 20 名儿童作为对照

组。纳入标准：龋病组：①乳牙列完整，既往充填

体 ≤ 1；②龋均（dmft）≥ 6；对照组（caries⁃free，CF）：

经口腔检查无早期脱矿或白斑病变的临床证据 [6]，

龋面均（dmfs）=0。排除标准：①治疗前 3个月内全

身应用抗生素；②系统性疾病史及遗传病史。本

项目已得到首都医科大学附属北京口腔医院伦理

委员会的批准（批号：CMUSH⁃IRB⁃KJ⁃PJ⁃2020⁃17），

患儿家长知情同意，并自愿签署知情同意书。

1.2 研究方法

1.2.1 样本采集部位及方法 两组儿童均安排

在早上进食和刷牙前采集龈上菌斑，时间为上午

8∶00—10∶00。在采样前用清水、生理盐水交替冲
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C: severe early childhood caries group; CF: caries⁃free group; C⁃7D: 7 days after
treatment of children with S⁃ECC; C⁃1M: 1 month after treatment of children with
S⁃ECC; C⁃3M: 3 months after treatment of children with S⁃ECC. Venn diagram is
based on OTU sequence distribution, and cross union is made between groups.
There are 74 species in the five groups, and each group has its own unique OTU
sequence. Among them, the caries free group has 23 unique OTUs, and the species
composition is more diverse
Figure 1 Venn diagram of OTU of plaque microbial cimmunity before
and after treatment in children with S⁃ECC
图 1 S⁃ECC患儿治疗前后菌斑微生物OTU韦恩图
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洗口腔 30 s（如随访复查过程中，遇患儿无法自主

配合的情况，情绪安抚、家长陪同下，在采样前用

清水漱口 1 min），四手操作棉卷、吸唾器隔湿下，

用无菌刮匙采集全牙列无龋部位龈上菌斑（除金

属预成冠表面）。

采集样本置于装有 0.2 mL ATL 缓冲液（pH=
8.0，Zeesan，中国）的EP管中，样本 2 h内置于-20 ℃
保存，4 h内转运至-80 ℃冻存备用。

1.2.2 牙齿治疗及术后随访 S⁃ECC患儿在全身

麻醉下一次完成全口龋病治疗，治疗结束后的

7 d、1个月、3个月随访复查，进行菌斑采集，根据

随访复查时间点分为龋病术前（C）、治疗后 7 d（C⁃
7D）、1个月（C⁃1M）、3个月（C⁃3M）。详细记录新发

龋坏、继发龋坏、充填物脱落及并发症等情况。

1.2.3 高通量测序 室温下解冻临床收集到的菌

斑样本，进行DNA提取、纯化，筛选A260/A280比值

为 1.8 ~ 2.0，浓度＞20 ng/μL的DNA样品进行 PCR
扩增、建立 16S rRNA基因文库，应用 Illumina Miseq
平台进行双端测序，保留长度大于 200 bp的序列。

1.3 统计学分析

采取独立样本 t检验对两组初诊月龄、性别进

行比较；获得有效序列后，对提取出的操作分类单

元（operational taxonomic units，OTU）进行聚类分析

（相似性设为 97%）；应用 SPSS26.0对组间α多样性

指数进行单因素方差分析及组间多重比较；筛选

组间差异物种，经 Kruskal⁃Wallis非参数检验或单

因素方差分析，Bonferroni校正 P值进行组间两两

比较。检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 OTU聚类

本研究共纳入 S ⁃ECC 患儿（C）和无龋儿童

（CF）各20例，其中，S⁃ECC患儿组初诊月龄（50.77 ±
8.87）个月，男 10例，女 10例；无龋儿童组初诊月龄

（48.80 ± 11.75）个月，男 7例，女 13例，两组月龄、

性别差异无统计学意义（P＞0.05）。C组术前 dmft
为 12.75 ± 2.86，dmfs为 27.50 ± 9.14，术前、治疗后

7 d、1个月、3个月无著差异（P＞0.05）。

共获得 7 203 146条高质量DNA序列，共可识

别 287个OTU，每一个OTU代表一个物种，以组内

50%以上样本内存在为 OTU筛选条件，作韦恩图

（图 1）。5组共有 74个物种，各组存在特有OTU序

列，其中无龋组特有 23 个 OTU，物种组成更为

多样。

2.2 微生物多样性水平

基于 OTU 结果计算物种丰富度估计指数

（Chao1）及物种多样性指数（Shannon ⁃Wiener 和
Simpson指数）等评价微生物 α多样性水平常用的

指标，统计学分析结果如图 2所示，组间 α多样性

指数无显著性差异（P＞0.05）。

2.3 微生物群落物种构成分析

如图 3所示，共获得 10门，15纲，28目，45科，

84 属和 99 种的物种分布信息。厚壁菌门（Fir⁃

micutes）、变形菌门（Proteobacteria）、梭杆菌门（Fu⁃

sobacteria）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、放线菌门（Ac⁃

tinobacteria）五个菌门，是主要优势菌门；链球菌属

（Streptococcus）、纤毛菌属（Leptotrichia）、二氧化碳

嗜纤维菌属（Capnocytophaga）、奈瑟菌属（Neisse⁃

ria）、韦荣菌属（Veillonella）、梭杆菌属（Fusobacteri⁃

um）、棒杆菌（Corynebacteriaceae）、放线菌属（Actino⁃

myces）、嗜血菌属（Haemophilus）等 16 种菌属占获

得序列的 80%以上，为主要优势菌属。其中链球

菌属、纤毛菌属、二氧化碳嗜纤维菌属、韦荣菌属、

放线菌属、嗜血菌属（Haemophilus）、弯曲菌属

（Campylobacter）等的相对丰度在组间存在差异。

观察差异菌属在组间的变化趋势。其中，链
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The vertical coordinates shown in the stacked histogram are the relative abundance values, and the right⁃hand legend shows the distribution col⁃
ors of different phyla. C: severe early childhood caries group; CF: caries⁃free group; C⁃7D: 7 days after treatment of children with S⁃ECC; C⁃1M:
1 month after treatment of children with S⁃ECC; C⁃3M: 3 months after treatment of children with S⁃ECC.

Figure 3 The relative abundance of phylum and genus of plaque microbial cimmunity before and after treatment in children
with S⁃ECC

图 3 S⁃ECC患儿治疗前后菌斑微生物门、属水平物种组成
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C: severe early childhood caries group; CF: caries⁃free group; C⁃7D: 7 days after treatment of children with S⁃ECC; C⁃1M: 1 month after
treatment of children with S⁃ECC; C⁃3M: 3 months after treatment of children with S⁃ECC. a: Shannon⁃Wiener; b: Chao1; c: Simpson. One⁃way
ANOVA and multiple comparisons between groups

Figure 2 Comparison of alpha diversity of plaque microbial cimmunity before and after treatment in children with S⁃ECC
图 2 S⁃ECC患儿治疗前后菌斑微生物 α多样性指数比较
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球菌属的相对丰度在 S⁃ECC患儿治疗前（C）和无

龋儿童（CF）组间无显著性差异，在 S⁃ECC患儿治

疗后 7 d（C⁃7D）链球菌属相对丰度较治疗前显著

增高，在术后复查各时间点，链球菌属在结构中所

占比例均高于无龋儿童（CF）组（P＜0.05）。在治

疗后 7 d，可以观察到 S⁃ECC患儿的纤毛菌属相对

丰度水平低于其余各组（P＜0.05）；聚集杆菌属

（Aggregatibacter）、普雷沃⁃7属（Prevotella⁃7）的相对

丰度在治疗后 7 d显著下降（P＜0.05）。韦荣菌属、

放线菌属、拟普雷沃菌属（Allprevotella）在 S⁃ECC患

儿治疗前（C）和无龋儿童（CF）组间相对丰度存在

差异，可能与龋病状态识别相关；二氧化碳嗜纤维

菌属（Capnocytophaga）在无龋儿童中的相对丰度高

于 S⁃ECC 患儿，表现与无龋状态相关（P＜0.05）。

S⁃ECC患儿治疗后的 1个月和 3个月，菌群内微生

物属水平相对丰度水平相似；术后 3个月，链球菌

属、韦荣菌属的相对丰度水平升高，二氧化碳嗜纤

维菌属的相对丰度下降，见图 4。
S⁃ECC 患儿治疗术后 7 d（C⁃7D）的血链球菌

（Streptococcus sanguinis）相对丰度显著高于 S⁃ECC
患儿治疗前（C）、无龋儿童（CF）（P＜0.05），在治疗

后血链球菌相对丰度上升，在治疗后 3个月下降。

颗粒二氧化碳嗜纤维菌（Capnocytophaga granulosa）

在 CF组的相对丰度高于 S⁃ECC患儿治疗前后，与

治疗前、治疗后 7 d、3个月的相对丰度比较，差异

具有统计学意义。S⁃ECC患儿治疗前（C）和无龋儿

童（CF）的变异链球菌（Streptococcus mutans）相对丰

度存在显著差异（P＜0.01），S⁃ECC 患儿治疗后

7 d、3个月与CF组无显著差异，而在治疗后 3个月

相对丰度出现上升，显著高于无龋儿童组（P＜
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C: severe early childhood caries group; CF: caries⁃free group; C⁃7D: 7 days after treatment of children with S⁃ECC; C⁃1M: 1 month after treat⁃
ment of children with S⁃ECC; C⁃3M: 3 months after treatment of children with S⁃ECC. *: P＜0.05; **: P＜0.01

Figure 4 Relative abundance of different genera of plaque before and after treatment in children with S⁃ECC
图 4 S⁃ECC患儿治疗前后菌斑差异菌属相对丰度
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0.01），见表 1。
表 1 S⁃ECC患儿治疗前后菌斑血链球菌、变异链球菌、

颗粒二氧化碳嗜纤维菌相对丰度

Table 1 Relative abundance of Streptococcus sanguine,
Streptococcus mutans and Capnocytophaga granulosa of plaque

before and after treatment in children with S⁃ECC
Group
C
C⁃7D
C⁃1M
C⁃3M
CF
P

Streptococcus

sanguinis

3.87 ± 2.83a

9.03 ± 5.39a, b

5.73 ± 4.90
3.86 ± 2.48
3.83 ± 4.96b

0.002

Capnocytophaga

granulosa

2.00 ± 1.39c

1.33 ± 0.93d

2.58 ± 1.86
1.87 ± 1.27e

4.14 ± 1.76c, d, e

＜0.001

Streptococcus

mutans

0.53 ± 0.88f

0.42 ± 0.66
1.03 ± 2.25
3.26 ± 9.02g

0.09 ± 0.36f, g

＜0.001
C: severe early childhood caries group; CF: caries⁃free group; C⁃7D: 7
days after treatment of children with S⁃ECC; C⁃1M: 1 month after treat⁃
ment of children with S⁃ECC; C⁃3M: 3 months after treatment of chil⁃
dren with S⁃ECC. There are the same letters between the two groups, in⁃
dicating that the difference between the two groups is statistically signif⁃
icant(Kruskal⁃Wallis test, P＜0.05)

3 讨 论

随着分子生物学和微生物功能基因组学的发

展进步，学者们得以破译生物膜内复杂的生态，对

微生物群落中细菌的种群分布、多样性及致龋机

制进行更深入的探讨。在本研究中，支持以往假

设“核心微生物”的概念 [7⁃8]，菌斑微生物群落总体

微生物组成相似，组间共有优势菌属表明核心微

生物群的存在，使微生物生态环境保持相对稳定，

强调了揭示个体间共有微生物的必要性和重

要性。

目前对于“核心微生物菌群”组成并未达成一

致，主要与不同种族、社区封闭水平、特定的取样

部位、局部解剖形态和分析方法等相关。以往学

者研究中发现牙齿、舌、软硬腭、黏膜等不同口腔

部位具有不同的微生物组成 [9]，微生物在不同的生

态位之间是不同的，局部解剖形态及组织结构等

均能对微生物产生影响。唾液中的细菌数量众

多，其微生物和营养成分受食物摄入量、回流、环

境和其他影响而形成。Hurley等 [10]确定了菌斑微

生物群和唾液微生物群之间的明显差异，虽然菌

斑及龋病部位微生物群的多样性不如唾液微生物

群，但一些罕见分类群的存在可能是这些儿童健

康与疾病之间的差异。由于龋病是一种由菌斑生

物膜介导的局部疾病，生物膜中的细菌不同于唾

液中悬浮的单个细菌，它们是整体生存的微生物

生态群体，是口腔细菌生存、代谢和致病的基础。

检测龈上菌斑微生物群组成的变化是在龋病临床

表现之前检测低龄儿童龋风险的一种方法，并为

早期治疗龋病提供了机会，以防止不可逆转的成

洞性龋形成 [7]。因此本研究认为，对于龋病的研究

采集菌斑生物膜样本更具有代表性。
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以往有研究表明，龋病的发生、发展与口腔微

生物群落多样性水平的改变密切相关。健康牙面

的牙菌斑比龋损部位的菌斑α多样性水平高，认为

更多样化的群落可能对应更健康的生态系统，随

着龋病严重程度的加重，多样性水平降低 [11⁃12]。在

本研究中，主要观察在治疗后微生物菌群的整体

改变，因此本研究采集部位是全牙列无龋牙面的

集合菌斑，降低了由于不同龋坏程度部位对α多样

性水平的影响。结果与先前的研究一致，并未观

察到显著的微生物 α多样性水平变化。Teng等 [13]

则认为在临床症状未出现时，微生物多样性随着

低龄儿童龋严重程度变化而显著增加，而在龋病

进展阶段，微生物多样性趋于稳定。龋病相关的

群落通常是高度多样化的，治疗前后微生物群落

的改变并不体现在 α多样性指数水平，定性、定量

的 α多样性指数研究对远期监测治疗后龋病状态

改变、识别早期龋病发生的意义较低。

全身麻醉下牙齿治疗可以在短时间内迅速改

善口内微生物环境，治疗后 7 d的菌群结构表现出

更大的波动性，体现了治疗对于菌斑群落的影响，

有学者认为树脂单体对人体免疫系统细胞有生物

学效应，修复材料可能会影响细菌的黏附，进而扰

乱口腔微生物群谱[14]。

有学者研究认为，变异链球菌和血链球菌之

间存在拮抗关系，变异链球菌产生的突变素能抑

制血链球菌的生长，而血链球菌能产生过氧化氢

来抑制变异链球菌的初始生物膜形成。血链球菌

在牙面的早期定植延迟了变异链球菌在牙齿表面

的定植，变异链球菌与血链球菌的相互作用会影

响儿童的龋病状况[15]，两者间的比例也被认为是评

估龋病风险的一种方法。本研究中，治疗后血链

球菌的迅速定植，对远期无龋状态的维持起到重

要作用。随着术后血链球菌的相对丰度下降，术

后 3个月出现复发情况时可以观察到变异链球菌

相对丰度的上升，且变异链球菌在无龋组、龋病组

间存在的显著差异，表现出对于龋病状态识别的

敏感性，但其是否能够真正预测远期龋病复发仍

需长时间进一步观察。也有研究表明不同类型、

不同基因型的链球菌可能在儿童早期龋病中起重

要作用，在未检出或仅检测到低水平变异链球菌

的受试者中，唾液链球菌、戈登链球菌水平的升高

被证实与龋病有关 [16]。在以远缘链球菌为主的大

多数样本中，也存在低水平的变异链球菌[17]。唾液

中变形链球菌、索氏链球菌等水平的升高可能是

儿童饮食中碳水化合物摄入频繁的替代指标。这

种摄入导致微生物群落的失调，导致龈上菌斑中

产酸细菌和耐酸细菌的增加 [7]。提示这些菌种与

龋病的关系还有待于进一步的研究，可能这些菌

种是变异链球菌的替代病原菌，推测其致龋机制

并不是单纯的变异链球菌含量升高，可能是与整

个微生物群落结构变化相关。

二氧化碳嗜纤维菌属为兼性厌氧菌或微需氧

菌，菌属中各菌种鉴别特征不明显，以往多报导其

与牙周疾病密切相关。但也有研究中指出，其对

牙周炎的致病性被过高估计，该菌从健康龈沟处

分离率相当高，属于龈沟菌斑的正常菌群成员，故

应认为是人类口腔的正常菌群[17]。

因此本研究推测是由于治疗改变了口内的致

龋环境，打破了原有微生物间的平衡，一些在低 pH
环境下活跃的致龋菌群减少，如聚集杆菌属、普雷

沃⁃7属、纤毛菌属、血链球菌属等所表现出的对于

治疗的敏感性，在相互协同、拮抗作用下，逐渐开

始建立新平衡状态下的群落结构，这其中同样不

乏精氨酸代谢等过程的参与。

有研究表明，血链球菌等在健康人群菌斑生

物膜中比例较高的一个关键特性是它们可以通过

精氨酸脱亚胺酶系统（arginine deiminase system，

ADS）产生氨的能力，这对生物膜的 pH动态平衡有

着积极的影响 [18]。Nascimento等 [19]的研究也证实与

龋齿活跃儿童相比，无龋组儿童牙齿表面的牙菌

斑细菌具有更高的精氨酸活性，认为龈上生物膜

中的精氨酸代谢可能会极大地影响宿主对龋齿的

抵抗力或易感性。龋齿活跃个体和龋齿活跃牙齿

部位的生物膜中的微环境也可能不利于高水平的

精氨酸表达，或者可能包含降低精氨酸表达或酶

活性的抑制因子。

综上所述，口腔菌斑群落内存在“核心微生物

群”，共同维持菌斑微生态的稳定。S⁃ECC患儿在

接受治疗后口内微生物致龋环境迅速变化，菌斑

菌群结构发生改变。纤毛菌属、聚集杆菌属等表

现出对于治疗的敏感性，血链球菌、纤毛菌属等的

早期定植有助于逐渐建立新平衡（无龋）状态下的

群落结构。值得持续关注二氧化碳嗜纤维菌属、

颗粒二氧化碳嗜纤维菌属等在微生物结构中维持

无龋状态的作用，对群落中存在的韦荣菌属、拟普

雷沃菌属、变异链球菌等可能的龋病微生物标记

物仍需继续监测并辅以代谢组学等技术手段验

证，有待进一步研究。
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