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模拟高原缺氧环境对家兔慢性牙周炎龈下菌群种类分布的影响
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　　［摘要］　目的　模拟高原缺氧环境，构建兔牙周炎动物模型，研究其龈下菌斑中的主要牙周致病菌与平原组的差异。
方法　 选取清洁级家兔４０只完全随机设计分成４组：平原实验组、平原对照组、高原实验组、高原对照组各１０只，实验组
采用正畸结扎丝结扎双下颌前牙，并给予高糖饮食；高原组置模拟海拔５０００ｍ的低压氧舱，每天缺氧２３ｈ，持续饲养８
周。８周后提取龈下菌斑基因组ＤＮＡ，用ＰＣＲ扩增细菌１６ＳｒＤＮＡ片段方法检测标本中６种牙周炎致病菌包括牙龈卟啉
单胞菌（Ｄｏｒｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，Ｐｇ）、福赛斯坦纳菌（Ｂａｃｔｅｒｉｄｅｓｆｏｒｓｙｔｈｕｓ，Ｂｆ）、伴放线放线杆菌（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｍ
ｃｏｍｉｔａｎｓ，Ａａ）、中间普氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ，Ｐｉ）、具核梭杆菌（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｎｕｃｌｅａｔｕｍ，Ｆｎ）和齿垢密螺旋体（Ｔｒｅｐｏｎｅ
ｍａｄｅｎｔｉｃｏｌａ，Ｔｄ）的检出率。结果 　与平原实验组相比，高原实验组的牙龈出血指数、菌斑指数和牙周袋深度均有统计学
差异（Ｐ＜０．０５）。牙周可疑致病菌Ｐｇ、Ｂｆ、Ａａ、Ｐｉ、Ｆｎ和Ｔｄ在高原实验组和平原实验组都可检出，其中高原实验组 Ｆｎ的
检出率８０％高于平原实验组２０％（Ｐ＜０．０５）；平原实验组Ｐｉ的检出率７０％高于高原实验组１５％（Ｐ＜０．０５）。结论 　高
原低氧环境是牙周炎加重的主要原因，Ｆｎ与高原牙周炎病变程度加重有一定关系。
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　　慢性牙周炎（ｃｈｒｏｎｉｃｐｅｒｉｏｄｏｎｔｉｔｉｓ）是由牙菌斑中
的微生物所引起的牙周支持组织的慢性感染性疾病，

是成年人丧失牙齿的主要原因。在高原环境下，牙周

炎的患病率显著高于其他地区，高达７０．２％［１］。牙周

微生物是牙周炎发生的始动因子，目前证实的与牙周

炎发生有关的可疑致病菌有十余种，不同病因不同类

型的牙周炎其主要牙周可疑致病菌种类也不尽相同。

本研究模拟高原缺氧环境建立牙周炎动物模型，收集

龈下菌斑，从龈下菌斑中提取基因组 ＤＮＡ，用 ＰＣＲ扩
增细菌１６ＳｒＤＮＡ片段方法检测动物模型中６种常见
的牙周炎致病菌：Ｐｇ、Ｂｆ、Ａａ、Ｐｉ、Ｆｎ、Ｔｄ，分析高原低氧
环境下慢性牙周炎龈下菌群的特点，从微生物角度探

讨高原低氧环境与牙周炎发生、发展的关系。

１　材料与方法

１．１　材料和仪器
　　清洁级家兔，雌雄各半，体质量（２０００±５０）ｇ，新桥医院实
验动物中心；标准菌株Ｐｇ（ＡＴＣＣ３３２７７）、Ａａ（ＡＴＣＣ４３７１８）、Ｔｄ
（ＡＴＣＣ４３０３７）、Ｆｎ（ＡＴＣＣ２５５８６）、Ｐｉ（ＡＴＣＣ２５６１１）、Ｂｆ（ＡＴＣＣ
４３０３７）（卫生部口腔生物医学工程重点实验室）；低压氧舱（第
三军医大学高原医学系）；ＧｅｌＤＯＣ２０００凝胶成像系统（ＢｉｏＲａｄ
公司）；ＰＹＣ１５０型ＰＣＲ仪（ＭＪＲｅｓｅａｒｃｈ公司，美国）；水平电泳
仪（ＢｉｏＲａｄ公司）。

１．２　方法
１．２．１　动物分组和模型建立　　取健康家兔４０只（新桥医院
实验动物中心，雌雄各半，平均体质量２０００ｇ）完全随机设计
分为平原对照组、平原实验组、高原对照组、高原实验组，共４
组，每组１０只家兔，每组结扎２０颗牙。
１．２．２　牙周炎模型的建立　　将平原、高原实验组家兔用
３０ｇ／Ｌ戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）肌肉注射麻醉，固定四肢和头
部，用口腔正畸结扎钢丝（直径０．２ｍｍ）结扎双下颌前牙牙颈
部，结扎丝放入游离龈沟内，深度以不损伤牙龈的结合上皮，又

可避免结扎后滑脱为原则。高糖饲料 Ｋｅｙｅｓ２０００（果糖５６％、
脱脂奶粉２８％、面粉６％、酵母４％、苜蓿粉３％、动物肝粉１％、
食盐２％及少量蔬菜）喂养。将高原实验组和高原对照组置于
低压舱模拟海拔高度为５０００ｍ的环境，每天缺氧时间为２３ｈ。
平原实验组和平原对照组在正常环境下饲养。

１．２．３　牙周各项指标检测　　术后第８周，分别检查各组动
物实验下颌中切牙龈指数（ｇｉｎｇｉｖａｌｉｎｄｅｘ，ＧＩ）：用牙周探针放
在双下颌中切牙牙龈边缘龈沟开口处，并沿龈缘轻轻滑动，移

出探针后观察牙龈出血情况；牙菌斑指数（ｐｌａｑｕｅｉｎｄｅｘ，ＰＬＩ）：
用棉签蘸取少量菌斑显示液，均匀涂布于双下颌中切牙牙面、

龈缘及邻间隙处，待 １～２ｍｉｎ后观察显色情况，采用 Ｌｏｅ和

Ｓｌｌｉｎｅｓｓ四分度记分标准；探诊深度（ｐｒｏｂｉｎｇｄｅｐｔｈ，ＰＤ）：牙周探
针沿着双下颌中切牙长轴的颊、舌面远中、中、近中测量，共６
个位点取均值。操作均由１人完成。
１．３　采集龈下菌斑
　　取样位点隔湿后，去除龈上菌斑，用无菌刮匙器从牙周袋
最底部刮取龈下菌斑，置予无菌ＥＰ管中，－７０℃备检。
１．４　龈下菌斑和标准菌株总ＤＮＡ提取
　　按照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书提取龈下菌斑和
标准菌株基因组ＤＮＡ。
１．５　ＰＣＲ反应体系及条件
　　ＰＣＲ所用特异性引物序列见表 １［２］。①ＰＣＲ反应体系。
ＤＮＡ模板１μｌ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μｌ，上、下游引物
（２５μｍｏｌ／Ｌ）各１μｌ，去离子水９．５μｌ，总体积２５μｌ。②ＰＣＲ反
应条件。９５℃预变性２ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ，５７～６０℃退火
１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，经３２个循环后，７２℃延伸５ｍｉｎ，４℃
保存。③ＰＣＲ反应产物电泳。取ＰＣＲ扩增产物５μｌ，６种国际
参考标准菌株即 Ｐｇ（ＡＴＣＣ３３２７７）、Ａａ（ＡＴＣＣ４３７１８）、Ｔｄ
（ＡＴＣＣ４３０３７）、Ｆｎ（ＡＴＣＣ２５５８６）、Ｐｉ（ＡＴＣＣ２５６１１）、Ｂｆ（ＡＴＣＣ
４３０３７）为阳性对照，变型链球菌（ＡＴＣＣ２７６０７）为阴性对照，不
加任何模板的反应体系为空白对照。１００Ｖ电压下２％琼脂糖
凝胶电泳５０ｍｉｎ，以 ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ１０００为 ＤＮＡ分子量标
准，紫外线检测仪下观察扩增带。

表１　Ｐｇ、Ｂｆ、Ａａ、Ｐｉ、Ｆｎ、Ｔｄ特异性引物序列

基因 　　　　　序列（５＇→３＇） 预期产物长度（ｂｐ）

Ｐｇ
上游：ＡＧＧＣＡＧＣＴＴＧＣＣＡＴＡＣＴＧＣＧ

下游：ＡＣＴＧＴＴＡＧＣＡＡＣＴＡＣＣＧＡＴＧＴ
４１２

Ａａ
上游：ＡＴＧＣＣＡＡＡＴＴＧＡＣＧＴＴＡＡＡＴ

下游：ＡＡＡＣＣＣＡＴＣＴＣＴＧＡＧＴＴＣＴＴＣＴＴＣ
５５７

Ｔｄ
上游：ＴＡＡＴＡＣＣＧＡＡＴＧＴＧＣＴＣＡＴＴＴＡＣＡＴ

下游：ＴＣＡＡＡＧＡＡＧＣＡＴＴＣＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＴＴＡ
３１６

Ｆｎ
上游：ＧＧＣＣＡＣＡＡＧＧＧＧＡＣＴＧＡＧＡＣＡ

下游：ＴＴＴＡＧＣＣＧＴＣＡＣＴＴＣＴＴＣＴＧＴＴＧＧ
１６１

Ｐｉ
上游：ＣＧＴＧＧＡＣＣＡＡＡＧＡＴＴＣＡＴＣＧＧＴＧＧＡ

下游：ＣＣＧＣＴＴＴＡＣＴＣＣＣＣＡＡＣＡＡＡ
２６７

Ｂｆ
上游：ＧＣＧＴＡＴＧＴＡＡＣＣＴＧＣＣＣＧＣＡ

下游：ＴＧＣＴＴＣＡＧＴＧＴＣＡＧＴＴＡＴＡＣＣＴ
６４１

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，等级资料 ＧＩ、ＰＬＩ采用秩和检
验，计量资料ＰＤ以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用方差分析。

２　结果

２．１　建模后牙周组织学特征
　　高原实验组牙龈呈现暗红色，冠周出现组织坏死，牙龈触
之出血或有自发性出血现象。Ｘ线片观察：结扎牙齿的牙槽嵴
高度明显降低（图１）。组织病理学改变：高原实验组中，牙槽
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骨出现活跃的破骨细胞性骨吸收陷窝，牙槽嵴顶及固有牙槽骨

吸收、破坏（图２Ａ）。平原实验组中，牙槽骨出现破骨细胞性骨
吸收陷窝，牙槽嵴顶吸收、破坏（图２Ｂ）。以上显示成功建立了
牙周炎动物模型。

图１　建模后８周家兔实验牙槽骨Ｘ线片表现

! "

图２　高原实验组（Ａ）和平原实验组（Ｂ）牙周组织
形态学观察　（ＨＥ×１００）

２．２　各组家兔牙周临床指标比较
　　临床指标结果显示，高原实验组牙周指标 ＧＩ、ＰＬＩ均高于
其余各组，与高原对照组和平原实验组相比有显著差异（Ｐ＜
００５）。高原实验组ＰＤ值（４．４３３±０．１７１）显著高于高原对照
组（３．３７０±０．１０４）和平原实验组（４．０７０±０．１２６），差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　各组家兔６种可疑致病菌检出率比较
　　Ｐｇ、Ｆｎ、Ｂｆ、Ａａ、Ｔｄ可疑致病菌在高原实验组的检出率高于
高原对照组及平原组，其中Ｆｎ在高原实验组的检出率为８０％，
显著高于其余各组（Ｐ＜０．０５）；Ｐｉ在平原实验组的检出率为
７０％，显著高于其余各组（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　６种主要牙周可疑致病菌的检出率［例（％）］

组别 ｎ Ｐｇ Ｆｎ Ｂｆ Ｐｉ Ａａ Ｔｄ

平原对照组 ２０ ６（３０） ２（１０）ａ ６（３０） １（５）ｂ ２（１０） １（５）

高原对照组 ２０ １３（６５） ５（２５）ａ １４（７０） ４（２０）ｂ ４（２０） ２（１０）

平原实验组 ２０ １８（９０） ４（２０）ａ １６（８０） １４（７０） ３（１５） ６（３０）

高原实验组 ２０ ２０（１００）１６（８０） １８（９０） ３（１５）ｂ ６（３０） ８（４０）

ａ：Ｐ＜０．０５，与高原实验组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与平原实验组比较

２．４　ＰＣＲ检测菌斑结果
　　４组家兔龈下菌斑致病菌 ＰＣＲ扩增结果见图３～６。在
４１２ｂｐ处可检测到Ｐｇ目的片段，在５５７ｂｐ处可检测到Ａａ目的
片段，在１６１ｂｐ处可检测到 Ｆｎ目的片段，在２６７ｂｐ处可检测
到Ｐｉ目的片段。
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Ｍ：标准；１：Ｐｇ３３２７７阳性对照；２：变形链球菌阴性对照；３：空白对
照；４：平原对照组；５：平原实验组；６：高原对照组；７：高原实验组

图３　ＰｇＰＣＲ扩增产物电泳结果
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Ｍ：标准；１：Ａａ４３７１８阳性对照；２：变形链球菌阴性对照；３：空白对
照；４：平原对照组；５：平原实验组；６：高原对照组；７：高原实验组

图４　ＡａＰＣＲ扩增产物电泳结果
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Ｍ：标准；１：Ｆｎ２５５８６阳性对照；２：变形链球菌阴性对照；３：空白
对照；４：平原对照组；５：平原实验组；６：高原对照组；７：高原实验组

图５　ＦｎＰＣＲ扩增产物电泳结果
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Ｍ：标准；１：Ｐｉ２５６１１阳性对照；２：变形链球菌阴性对照；３：空白对
照；４：平原对照组；５：平原实验组；６：高原对照组；７：高原实验组

图６　ＰｉＰＣＲ扩增产物电泳结果

３　讨论

　　牙周炎是一种常见的、多发的感染性破坏性口腔
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疾病，直接危害口腔健康，也是引起口腔失牙的主要原

因［３］。建立稳定、可靠的实验性牙周炎的动物模型，

可以为牙周炎病因学研究提供科学可信的实验依据。

本研究依据孔燕等［４］采用正畸丝牙颈部结扎加高糖

饮食在低压氧舱内模拟高原环境（海拔５０００ｍ）下建
立了家兔牙周炎的动物模型。通过检测证实高原实验

组和平原实验组的动物模型在牙周炎的临床表现、病

理和致病菌等方面均存在差异性，为高原牙周炎的研

究提供一个良好的动物模型。周霞等［５］最近研究结

果表明在高原环境下，高原牙周炎大鼠龈沟液中的 Ｃ
反应蛋白水平高于平原牙周炎组，提示高原环境下牙

周炎的病变程度更严重。

　　在牙周炎的细菌检测中，已有多种方法可供选择，
如细菌培养、ＰＣＲ、ＤＮＡ探针、限制性内切酶等检测方
法，均各有优缺点。ＰＣＲ方法具有特异性高、敏感性
强的特点，尤其适合培养条件要求苛刻的厌氧菌的检

测。近年来有大量学者用此法检测牙周可疑致病菌，

都取得了可信任的结果［６－７］。还有学者通过检测唾液

中的牙周致病菌来研究其发病机制［８］。本实验在

ＰＣＲ反应过程中设置了阳性对照、阴性对照及空白对
照，保证了引物的高度特异性。检测结果显示高原实

验组Ｐｇ、Ｂｆ、Ｆｎ、Ａａ、Ｐｉ、Ｔｄ检出率分别是１００％、９０％、
８０％、３０％、１５％、４０％，其中检出率最高的是 Ｐｇ、Ｂｆ。
平原实验组检出率最高的细菌同样的是 Ｐｇ、Ｂｆ。它们
具有显著的毒力或致病性，能通过多种机制干扰宿主

的防御能力，具有引发牙周破坏的潜能［９－１１］。研究

发现Ｂｆ和Ｐｇ常常联合检出，Ｂｆ和Ｐｇ共同培养时，发
现Ｂｆ的毒力和侵袭性增强；可能是因为 Ｐｇ的多种酶
将组织分解，造成细胞外基质表面暴露，Ｂｆ借助自身
的ＢｓｐＡ蛋白黏附其上，促进疾病的发生、发展［１２－１４］。

　　在对高原实验组和平原实验组龈下菌斑致病菌的
阳性率比较时发现：高原实验组 Ｆｎ的检出率８０％明
显高于平原实验组 ２０％；平原实验组 Ｐｉ的检出率
７０％明显高于高原实验组１５％。牙周可疑致病菌 Ｐｉ
虽然是平原牙周炎的优势菌，但并不是高原牙周炎的

优势菌，可能的原因是：在高原低氧环境下，机体红细

胞（ＲＢＣ），淋巴细胞（ＨＢ）均增多，血液黏滞度增高，
微循环中血流缓慢甚至停滞［１５］，因而可以造成牙周组

织不能进行有效气体和物质交换及正常细胞代谢。高

原病理生理的特点可能造成牙周组织无氧代谢增加，

ｐＨ值下降，不利于某些细菌如 Ｐｉ的生长和繁殖，而
Ｆｎ可以在 ｐＨ５．０～７．０的较宽范围内生存。Ｔａｋａ
ｈａｓｈｉ［１６］研究表明，使用谷氨酸和天冬氨酸两种唾液中
的主要氨基酸作为饲养底物，Ｆｎ可以产生有机酸和
氨，使菌斑环境接近中性，改变局部 ｐＨ值利于其生长
和繁殖。但确切的机制有待进一步阐明。

　　本研究表明高原低氧环境可能是加重牙周疾病的
一个主要原因，龈沟液中细胞因子的水平、ｐＨ值和 Ｏ２
分压与平原相比均有较大改变，更利于 Ｐｇ、Ｆｎ、Ｂｆ等
一些细菌的定殖，大量繁殖后成为优势菌。而 Ｐｉ、Ａａ、
Ｔｄ等某些牙周致病菌在局部微环境的改变或者在菌
群间的竞争中失去了优势，数量逐渐减少，最终引起龈

下细菌的种类和数量发生改变。高原环境影响和改变

了牙周疾病发生、发展和转归的规律。
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