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几十年来，糖发酵及以变异链球菌（Streptococ⁃

cus mutans）为代表的产酸菌一直被认为是龋病的

主要病因，大多数预防措施和龋病风险评估方法

也都是针对变异链球菌。近年来对龋损部位基于

核酸的研究揭示了口腔中存在极其多样化的生态

系统，其中变异链球菌只是这个生态系统中极小

的一部分。龋病相关微生物群落是指定植在口腔

中的微生物中与龋病的发生发展有关的、多种微

生物有规律的组合，龋病生态病因学理论认为龋

病的发生发展是微生物群落失衡的结果［1］。第二

代高通量测序和宏基因组技术的发展使口腔微生

物多样性被充分证实，牙菌斑中变异链球菌只占

0.1%，龋损部位变异链球菌占 0.7%～1.6%［2⁃3］。因

此有必要对口腔菌斑样本进行DNA和RNA的提取

分析，进一步明确引起龋病发生和发展的微生物
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“名单”，以及其表达的遗传目录。基于口腔微生

物核酸的分析同时也对死亡的、一过性的或者惰

性存在的微生物进行了计量，从而过高估计微生

物的多样性并对分析造成干扰［2］。要明确龋病发

生发展的原因，不仅要找出与疾病相关的微生物

“名单”，还应了解它们协同作用发挥功能的具体

机制，包括对参与这个过程的蛋白质及代谢物进

行研究，对多组学数据进行整合来研究［3］。不同的

组学方法已开始用于了解龋病发生发展的具体机

制，从应用的角度看，龋病病因的多组学研究在口

腔疾病的风险评估以及潜在的诊断价值上能提供

更多的信息。本文将从其基因组学、宏基因组学、

宏转录组学、宏蛋白质组学和宏代谢组学等方面

对龋病相关口腔微生物的多组学研究进展进行

综述。

1 基因组学与宏基因组学（genomics and metage⁃
nomics）
1.1 基因组学与宏基因组学的定义

基因组学是分子生物学中研究有机体中一整

套的遗传物质的学科。而宏基因组学是研究直接

从环境中获取的样本中的遗传物质，宏基因组学的

研究可揭示细菌培养的方法所忽略的“巨大的”微

生物多样性，为观察微生物世界提供了一个强大的

“透镜”，有可能颠覆我们对整个生物世界的理解。

新型的宏基因组学研究方法用于分析物种多样性

时可以最小化假阳性率并获得可靠的相对丰度［4］。

1.2 龋病患者微生物基因组具有鉴别特征

高通量测序是上世纪 90年代中后期发展起来

的测定DNA分子中核苷酸的精确顺序的方法，目

前应用中的包括单分子实时测序（single⁃molecule
real⁃time sequencing，pacific biosciences）、离子激流

测序（ion semiconductor，ion torrent sequencing）、焦

磷酸测序、合成测序（sequencing by synthesis，illu⁃
mina）、连接测序（sequencing by ligation，SOLID se⁃
quencing）、新型纳米孔测序（nanopore sequencing）
和链终止法测序（chain termination，sanger sequenc⁃
ing）等等。

新一代高通量在基因组学研究中的应用为认

识群落结构、研究群落差异和功能提供了良好的契

机。就唾液菌群中的细菌谱系和功能基因组成进

行深入解析，阐释成人唾液微生物群落的生态特

性，通过对龋活跃人群和健康人群的比较分析后

发现两者在基因和群落结构上具有鉴别特征［5］。

另外，有研究者利用基因组指纹图谱分析

（genomic fingerprint analysis）对比了 3～4岁的无龋

儿 童 和 重 度 低 龄 儿 童 龋（severe early childhood
caries，S⁃ECC）患儿唾液中变异链球菌和表兄链球

菌（Streptococcus sobrinus）的基因型多样性，发现在

3～4岁儿童中这两种细菌具有遗传多态性，且变

异链球菌具有比表兄链球菌较高的遗传多态性，

而 S⁃ECC患儿中这两种细菌均比无龋患儿有更多

的基因型［6］。

1.3 龋病微生物群落的时空多样性

1.3.1 龋病微生物群落的时间多样性 微生物的

群落组成变化影响着龋病的临床进展状态。龋

病按临床进展状态分为活跃性龋和静止性龋。

Neves［7］用定量聚合酶链反应对患有ECC的儿童龋

损部位的特定几种细菌种属进行识别和量化，结

果显示双歧杆菌（Bifidobacterium spp.）和 干酪乳杆

菌（Lactobacillus casei）在牙本质活跃性龋坏中含量

较高，而内氏放线菌（Actinomyces naeslundii）、轻型

链球菌（Streptococcus mitis）和戈登链球菌（Strepto⁃

coccus gordonii）在活跃性龋和不活跃性龋损样本中

含量没有明显差异，非活跃性龋损部位变异链球

菌相对较高，双歧杆菌和干酪乳杆菌与活跃性龋

成明显正相关。嗜酸乳杆菌（Lactobacillus acidophi⁃

lus）（OR = 15.1）和戈登链球菌（OR = 7.7）的阳性

检测结果与活跃性龋明显相关。

1.3.2 龋病微生物群落的空间多样性 一个宏基

因组学研究表明，在釉质龋的微生物群落中，编码

参与饮食中的糖酵解、细胞表面粘附以及酸应激

反应（acid stress responses）的基因过表达；而牙本

质龋的微生物群落中，其复合糖酵解和酸应激反

应的基因表达水平很低。

相反地，牙本质龋中过表达的基因包括：参与

单糖和双糖的代谢的基因、参与编码渗透压应激

反应（osmotic stress responses）的蛋白，比如甘油摄

取 蛋 白（glycerol uptake proteins）和 水 通 道 蛋 白

（aquaporins）的基因、编码胶原粘附及纤维连接蛋

白的基因以及编码一系列肽酶包括胶原酶（colla⁃
genases）和氨肽酶（aminopeptidases）的基因等［8］。

该研究认为龋病具有组织依赖性，关于龋病病因

的探索需要更高的精度。

在龋病进展的不同阶段，龋病相关微生物群

落结构不同，且不同个体之间也不相似，提示不同

组别的微生物可能执行相同的功能。这是人类微

生物组的宏基因组学研究的大概趋势，完全不同
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的微生物类别组成可引起惊人的相似功能［9］。将

高通量测序与宏基因组学结合，可更好地揭示微

生物群落中不同细菌在龋病发生发展中的作用。

2 宏转录组学（metatranscriptomics）
2.1 宏转录组学的定义

转录组是一个细胞或细胞群的所有的信使

RNA分子，也被称为基因表达谱。宏转录组学研

究包括 mRNA的提取与分析，提供复杂微生物群

落的基因调控和表达概况的信息。目前RNA测序

技术迅速发展，逐渐取代了芯片为主导的转录组

学技术［10］。

2.2 口腔微生物宏转录组学的研究目标

基于微生物DNA分析技术对口腔微生物多样

性的研究发现，龈上菌斑中约有 500～700 种细

菌［11⁃12］。而该估值在唾液中会更高，刺激性唾液中

该估值达到 1 000～2 000种［13］，可能是因为唾液与

口内所有位点都有接触。

然而，无论是在早期龋、釉质龋还是牙本质中

龋、深龋［8，14⁃16］，在龋损部位其微生物种类估值急剧

减少至 100～200 种。以上这些基于口腔微生物

DNA的 PCR扩增的研究中检测到的微生物中有些

不具有活性且不会造成龋病进展。

以RNA为基础的数据［17］可以识别积极参与转

录的细菌，将样本中与龋相关的微生物种类缩减至

40～160种，可推测这些微生物是龋坏组织中有活

性的微生物。因此，探索龋病病因有必要对口腔微

生物群落进行基于RNA的研究，即从转录水平进行

分析，从而获得真正的龋病相关的微生物“名单”。

2.3 龋病在宏转录组学方面的研究

一项以口腔微生物 RNA为基础、研究牙面菌

斑的研究［17］检测了进食前后的口腔生物膜中活跃

的微生物群体，明确了摄入食物后活性增强的细

菌，前提是这些细菌能酵解糖并产酸。

另 外 ，通 过 人 的 口 腔 微 生 物 鉴 定 芯 片 技

术（human oral microbe identification microarray，
HOMIM）分析了无龋儿童和S⁃ECC患儿的唾液和牙

菌斑样本后结果显示，链球菌属（Streptococcus）、卟

啉单胞菌属（Porphyromonas）和放线菌属（Actinomy⁃

ces）与 S⁃ECC密切相关，可能是乳牙龋的潜在生物

标志物。因此，宏转录组学为发现龋病标志物以

预测疾病发生从而早期进行防治提供了可能。

通过宏转录组方法推测的龋相关的微生物列

表中，变异链球菌在隐匿性牙本质龋洞中的活跃性

微生物中占 0.02%，开放的牙本质龋占 0.48%，釉质

龋占0.73%［18］。宏转录组的数据表明活性菌只是口

腔生物膜中所有微生物群落中的一部分［19］，但仍具

有很高的多样性。决定龋损部位的活性细菌，可能

最终揭示龋病难以把握的微生物学病因，为患龋风

险评估及早期预防开拓道路。目前已有学者利用

生态建模技术（ecological modeling techniques）提出

了口腔微生物的低龄儿童龋预测模型［20］，可以预

见，若将该技术与宏转录组技术相结合运用于龋病

的研究，将得到更有诊断价值的预测模型。

3 宏蛋白质组学（metaproteomics）
3.1 宏蛋白质组学的定义

蛋白质组是指在一定时间内由基因组、细胞、

组织或生物体所表达的全部蛋白质组。更具体地

说，它是在给定的时间内，在给定条件下，在给定

的细胞或生物体中表达的蛋白质的集合。蛋白质

组学是蛋白质组的研究，宏蛋白质组学是研究直

接从环境中获得的样本中的蛋白质组的学科。虽

然基因芯片（microarray）的研究可以揭示细胞中不

同mRNA的相对量，但mRNA水平并不直接与相应

的蛋白质表达水平成线性关系［21］。研究口腔微生

物的蛋白质组学有助于了解口腔微生物群落的功

能输出，从而有可能通过促进或阻断某功能输出

的方法来干预口腔疾病的发生发展。

3.2 口腔微生物组的宏蛋白质组学研究

运用“鸟枪法”（shotgun proteomics）研究人类口

腔微生物组的宏蛋白质组发现了 50种细菌属［22］。

Belda⁃Ferre等［23］首次对人类口腔生物膜进行了宏

蛋白质组学分析，建立了人类牙菌斑的第一个可

用蛋白质库。同时发现，健康个体有较多的 L⁃乳
酸脱氢酶（L ⁃ lactate dehydrogenase）和精氨酸酶

（arginine deiminase）系统，它们都参与 pH缓冲，其

他表达水平较高的蛋白质参与了胞外多糖的合

成、铁代谢与免疫反应。

对有龋和无龋的成人口腔生物膜的蛋白质组

学分析明确了参与 L⁃乳酸脱氢酶、精氨酸酶系统

的蛋白质，这些系统有助于 pH缓冲，且在无龋个

体的龈上菌斑中高表达［24］。

这些研究为龋病的防治提供了更多可能性，

已经有研究表明，精氨酸可以通过重塑口腔微生

物群落改善口腔 pH稳态［25］。

另外，有研究者对比了龋病及牙周病患者与

正常人唾液的宏蛋白质组［26］，结果显示，与正常组
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相比，疾病组唾液中补体系统和炎症标志物显著

过表达，而疾病组与正常组的细菌蛋白组图谱及

功能注释具有相似性，这说明口腔疾病的状态与

补体系统及炎症相关的蛋白质过表达有关，且唾

液中的微生物不表达疾病相关的代谢特征。

3.3 宏蛋白组学研究与早期龋

口腔细菌生产的脲酶可生成氨，对口腔生态产

生重大影响，从而影响口腔健康。关于早期（3～
6岁）口腔环境的代谢平衡以及群落的生态研究揭

示了脲酶活性与碱生成与牙菌斑组成之间的重要

相关性［27］。某些共生细菌，比如巴斯德菌（pasteurel⁃

laceae），其脲酶活性对口腔酸碱平衡有积极的影

响，可在低糖消耗的牙菌斑中抑制耐酸菌及致龋

菌，如纤毛菌（Leptotrichia）变异链球菌［28］。然而，唾

液中的脲酶活性增高与高龋风险和变异链球菌水

平增高相关［29］。这种情况表明，口腔早期细菌群落

的蛋白质组相互作用非常复杂，某些蛋白质分子可

作为龋病早期发现和预防的标记物。

因此，将对生态群落的组学研究和高通量的

分析方法结合起来，可为早期龋的发生提供一个

清晰、系统的描绘，且可以发现龋病早期诊断的潜

在标志物［30］。

4 宏代谢组学（metabolomics）
4.1 宏代谢组学的定义

代谢组是指生物样本中发现的小分子化合物

的完整集合。代谢组学是对生物体内化学过程中

涉及到的代谢产物的研究。具体来说，就是对特

定细胞过程留下的独特化学“印迹”的系统研究，

研究它们的小分子代谢物图谱。目前应用最广泛

的代谢组学研究方法是气相色谱法（gas chromatog⁃
raphy），特别是气相色谱⁃质谱联用技术（gas chro⁃
matography⁃mass spectrometry，GC⁃MS）［31］。由口腔

微生物群落中细菌的多样性及其组织依赖性可

知，群落中的不同微生物组合行使不同的功能，

成组的细菌也可能行使同一功能［2］。因此有必

要对微生物群落影响龋病发生发展的代谢过程

进行研究，继而通过干预该过程来控制龋病的

发展。

龋齿的生态学说认为，重点关注微生物群落

代谢产物而忽略该过程中所涉及的微生物，可作

为理解和控制疾病的一个线索［32］。从应用的角度

看，检测龋病相关的代谢谱，在患龋风险评估以及

潜在的诊断价值上能提供更多的信息。

4.2 龋病相关宏代谢组学研究

关于早期口腔整个代谢组的分析表明，乳牙

列、混合牙列和恒牙列患龋儿童的唾液中其代谢

物各有不同。与正常组相比，其乳酸、乙酸和丁酸

含量增高。且正常组儿童的唾液中，虽然口腔卫

生习惯、社会经济学地位以及饮食不同，但其代谢

物组成相似［33］。此外，患龋儿童复合树脂修复治

疗 3个月后的唾液代谢组表现出丙酸、乙酸、丁酸

和寡糖明显下降，并伴有变异链球菌和乳酸杆菌

培养水平的下降［34］。

对患龋儿童的唾液代谢组分析结果表明，参与

精氨酸⁃脯氨酸代谢通路和连接精氨酸和碱生成的

酸碱平衡中代谢产物具有突出作用［24］。还有研究

者对成人龈上菌斑中的微生物代谢组进行了糖酵

解途径（embden⁃meyerhof⁃parnas pathway，EMP path⁃
way）、戊糖磷酸途径（pentose phosphate pathway）和

三羧酸循环（tricarboxylic acid cycle，TCA）糖代谢方

面的分析［35］，结果显示龈上菌斑中包含了除戊糖磷

酸途径中赤鲜糖⁃4⁃磷酸（erythrose 4⁃phosphate）以外

的所有糖代谢物。且在葡萄糖冲洗后，糖酵解途径

中的葡萄糖⁃6⁃磷酸（glucose 6⁃phosphate）、果糖⁃6⁃磷
酸（fructose 6⁃phosphate）、果糖1，6 ⁃二磷酸（fructose 1，
6⁃bisphosphate）、磷酸二羟丙酮（dihydroxy⁃ acetone
phosphate）和丙酮酸以及戊糖磷酸途径中的 6⁃磷酸

葡萄糖酸（6⁃phosphogluconate）、核酮糖5⁃磷酸（ribu⁃
lose 5⁃phosphate）和 7⁃磷酸景天庚酮糖（sedoheptu⁃
lose 7⁃phosphate），乙酰辅酶 a（acetyl coa）增加。同

时，糖酵解途径中的3⁃磷酸甘油酸（3⁃phosphoglycer⁃
ate）和磷酸烯醇式丙酮酸（phosphoenol⁃pyruvate），以

及三羧酸循环中的琥珀酸（succinate），延胡索酸（fu⁃
marate）和苹果酸（malate）均下降。这些在龈上菌斑

观察到的通路及代谢产物的变化类似于在链球菌

和放线菌中的代谢谱整合。

龋病相关的微生物群落组成及群落之间的联

系多样、巨大，相关代谢组学的研究仍有很大

空间。

5 小 结

尽管对人类口腔微生物的群落组成了解得越

来越多，但是对于微生物的原位活动以及微生物

与微生物、微生物与环境之间的相互作用了解仍

然有限。关于龋病相关微生物组学的研究开展了

很多，但仍有很大的研究空间，若能将微生物组学

研究与高通量测序的方法结合起来应用在龋病病
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因学的研究上，不仅将进一步揭示龋病在微生物

组学方面的病因，同时将会为龋病的预防、患龋风

险评估甚至治疗开辟出新的道路。
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