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慢性牙周炎患者唾液中ｍｉＲ１４６ａ的表达及临床意义
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　　［摘要］　目的　通过检测慢性牙周炎患者唾液中 ｍｉＲ１４６ａ的表达，以探讨 ｍｉＲ１４６ａ在慢性牙周
炎发病中的作用及意义。方法　选取２０１２年１月至２０１３年８月期间第三军医大学西南医院口腔科收
治的４８例慢性牙周炎患者（其中男性２８例，女性２０例，平均年龄４２岁）。同时选择２０名性别、年龄匹
配的健康志愿者作为对照组。采用实时荧光定量ＰＣＲ技术检测上述人员唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ的表达
水平。对治疗组患者（３２例）进行牙周基础治疗，分别记录治疗前和治疗 ６周后患者的探诊深度
（ｐｒｏｂｉｎｇｄｅｐｔｈ，ＰＤ）、临床附着丧失（ａｔｔａｃｈｍｅｎｔｌｏｓｓ，ＡＬ）及菌斑指数（ｐｌａｑｕｅｉｎｄｅｘ，ＰＬＩ），并检测治疗后
唾液上清液标本中 ｍｉＲ１４６ａ的表达。结果　慢性牙周炎患者唾液上清液中 ｍｉＲ１４６ａ的表达水平
（２５２±０．８７）显著高于健康对照组（０．８１±０．５８）（Ｐ＜０．０１）。治疗组患者经过治疗后的牙周临床指
数、唾液中ｍｉＲ１４６ａ表达水平均显著降低（Ｐ＜０．０５）。唾液中 ｍｉＲ１４６ａ水平与 ＰＤ（ｒ＝０．５７４，Ｐ＜
００５）、ＡＬ（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜０．０１）及ＰＬＩ（ｒ＝０．７５８，Ｐ＜０．０１）均呈正相关。结论 　慢性牙周炎患者唾液
上清中ｍｉＲ１４６ａ表达水平明显高于正常人，并在牙周基础治疗后显著下降，提示唾液 ｍｉＲ１４６可作为
牙周病防治及疗效评估的潜在靶分子。
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　　牙周炎是发生于牙周支持组织的炎症破坏性疾
病。牙周炎的发病机制涉及多种因素，目前认为，宿主

对菌斑细菌及其产物的过度免疫应答在牙周组织的破

坏及疾病的慢性迁延中起重要作用［１］。近年来，微小

ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）被发现在许多疾病中异常表
达，其在慢性炎症发病过程中的作用成为该领域的研

究热点［２］。ｍｉＲＮＡ是一类高度保守的小分子非编码
ＲＮＡ，通过与靶基因 ｍＲＮＡ互补配对，降解 ｍＲＮＡ或
抑制翻译，从而负性调节转录后基因表达。在已发现

的众多与慢性炎症发病过程有关的 ｍｉＲＮＡ中，ｍｉＲ
１４６ａ的作用尤为引人关注［３－５］。Ｘｉｅ等［６］采用基因芯

片技术发现，慢性牙周炎患者牙龈组织中ｍｉＲ１４６ａ表
达上调，提示ｍｉＲ１４６ａ可能参与了慢性牙周炎的发病
过程。鉴于唾液是比较容易得到的样品，从唾液中寻

找疾病生物标志物（ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ）一直以来是人们研究
的热点［７］。本研究以ｍｉＲ１４６ａ为切入点，比较慢性牙
周炎患者及健康对照者唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ的表达
水平，并比较牙周基础治疗前后唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ
的变化，分析其与牙周临床指标的相关性，探讨唾液

ｍｉＲ１４６ａ在牙周炎中的发病作用。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　选取２０１２年１月至２０１３年８月于第三军医大学
西南医院口腔科就诊的慢性牙周炎患者（牙周炎组）

４８例，其中男性 ２８例，女性 ２０例，平均年龄 ４２岁。
牙周炎组纳入标准：确诊为慢性牙周炎，诊断标准参照

文献［８］。同时选择本院体检的健康志愿者２０例作
为健康对照组，包括男性１２例，女性８例，平均年龄
４０岁。排除标准：①身体有其他局部炎症，如慢性扁
桃体炎、慢性咽炎等；②３个月内使用过抗生素类药
物、免疫抑制剂及其他影响白细胞的药物；③１年内有
牙周炎药物及手术治疗史，或伴有其他口腔感染性疾

病的原发病例；④女性在妊娠、哺乳及月经期；⑤接受
过正畸治疗。

１．２　主要试剂
　　Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）；ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳ
Ｋｉｔ（Ａｍｂｉｏｎ公司，美国）；ＯｎｅＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｅｒｉｐｐｍｉＲＮＡ
ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ反转录试剂盒（ＴａＫａＲａ公司，日本）；

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭＰＣＲ反应试剂盒（ＴａＫａＲａ公司，
日本）。

１．３　口腔检查
　　全部受试者接受口腔检查，由同一位医师完成。
用Ｗｉｌｌｉａｍ牙周探针检查牙齿 ６个位点的探诊深度
（ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌｐｒｏｂｉｎｇｄｅｐｔｈ，ＰＤ）、附着丧失（ｃｌｉｎｉｃａｌ
ａｔｔａｃｈｍｅｎｔｌｏｓｓ，ＡＬ）水平，采用Ｓｉｌｎｅｓｓ和Ｌｅ的方法测
定菌斑指数（ｐｌａｑｕｅｉｎｄｅｘ，ＰＬＩ）。
１．４　牙周基础治疗及复查
　　治疗前对纳入分析的慢性牙周炎患者进行口腔
卫生宣教及口腔卫生指导，然后治疗组患者行全口

超声龈上洁治术、龈下刮治及根面平整术，嘱患者治

疗结束 ６周后进行复诊。复诊时采集患者唾液上
清，通过实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）检测唾液上
清中 ｍｉＲ１４６ａ的表达，并检测 ＰＤ、ＡＬ及 ＰＬＩ各项牙
周临床指标。

１．５　ｍｉＲ１４６ａ检测
１．５．１　唾液标本的采集及处理　　清晨采集受试对
象的唾液，采集前４ｈ受试者必须禁食、禁饮、不能漱
口。用棉签蘸取２％的柠檬酸多次擦拭口腔，待唾液
流出时，用 ２支无菌无 ＲＮＡ酶 １．５ｍＬ离心管（ＡＸ
ＧＥＮ公司）收集唾液，每只离心管收集大约１．５ｍＬ唾
液；将收集好的唾液４℃，３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１５ｍｉｎ，收
集唾液上清。将收集好的上清冻存于－８０℃备用。
１．５．２　总 ＲＮＡ提取及纯化　　采用 Ａｍｂｉｏｎ公司
ｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳＫｉｔ提取和纯化唾液上清中的总ＲＮＡ，
提取步骤参照试剂盒说明书进行。ＢｉｏＲａｄ公司
Ｓｍａｒｔｓｐｅｃｐｌｕｓ分光光度仪检测总 ＲＮＡ浓度和质量，
检测合格后将ＲＮＡ于－８０℃冻存待用。
１．５．３　ｍｉＲＮＡ反转录　　采用 ＴａＫａＲａ公司 Ｏｎｅ
ＳｔｅｐＰｒｉｍｅＳｅｒｉｐｐｍｉＲＮＡｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ反转录酶试剂
盒对提取的总ＲＮＡ中的ｍｉＲＮＡ反转录成互补脱氧核
糖核酸（ｃＤＮＡ）。反转录产物于－８０℃冻存待用。
１．５．４　ＲＴｑＰＣＲ检测　　在 ＡＢＩＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ实时
定量ＰＣＲ仪上按照 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ ＰＣＲ反应
试剂盒（ＴａＫａＲａ公司）进行 ＲＴｑＰＣＲ检测。以 ｍｉＲ
１６为内参［９］，反应总体积为 ２０μＬ：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑⅡ １０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ０．５μＬ，ｃＤＮＡ模
板２μＬ，ｍｉＲ１４６ａ或 ｍｉＲ１６上下游引物各０．５μＬ，
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ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄＨ２Ｏ６．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃
１５ｍｉｎ预变性，９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，反应４０个循环。
每个标本做 ３个复孔。计算各标本平均循环阈值
（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，Ｃｔ），将ｍｉＲ１４６ａ的Ｃｔ值减去ｍｉＲ１６
Ｃｔ值作为△Ｃｔ值。采用相对定量法对 ＲＴｑＰＣＲ结果
进行分析，计算标准化后的２－△Ｃｔ值表示 ｍｉＲ１４６ａ的
相对表达含量。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，组间
比较行ＬＳＤｔ检验，牙周基础治疗前后相关指标的检
测行配对ｔ检验，ｍｉＲ１４６ａ表达水平与牙周临床指标
的关系行Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数分析。

２　结果

２．１　慢性牙周炎组与健康对照组唾液上清 ｍｉＲ１４６ａ
表达水平的比较

　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，慢性牙周炎组唾液上清
中ｍｉＲ１４６ａ表达水平（２．５２±０．８７）显著高于健康对
照组［（０．８１±０．５８），Ｐ＜０．０１，图１］。
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Ａ：慢性牙周炎组；Ｂ：健康对照组
图１　慢性牙周炎组及健康对照组唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ的

表达水平

２．２　慢性牙周炎患者牙周基础治疗前后唾液上清
ｍｉＲ１４６ａ表达水平变化

　　最终按要求完成牙周基础治疗后进行复诊的患者
共３２例。比较牙周炎患者治疗前后唾液中 ｍｉＲ１４６ａ
表达水平，发现治疗后患者唾液上清ｍｉＲ１４６ａ的水平
（１．５２±０．６３）较治疗前（２．５７±０．８４）显著降低（Ｐ＜
０．０５，图２）。
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Ａ：治疗前；Ｂ：治疗后

图２　慢性牙周炎患者牙周基础治疗前后唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ

表达水平的变化

２．３　唾液上清ｍｉＲ１４６ａ表达水平与牙周临床指标的

比较

　　３２例患者牙周基础治疗后６周，患者牙周状况均

明显改善，菌斑指数（ＰＬＩ）、探诊深度（ＰＤ）、附着丧失
（ＡＬ）均显著降低，与治疗前相比，差异有统计学意义

（Ｐ＜０．０１，表１）。相关性分析结果显示，牙周炎患者
唾液中 ｍｉＲ１４６ａ的表达水平与 ＰＬＩ（ｒ＝０．７５８，Ｐ＜

００１）、ＰＤ（ｒ＝０．５７４，Ｐ＜０．０５）及 ＡＬ（ｒ＝０．６２９，Ｐ＜
０．０１）均呈正相关。
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表１　慢性牙周炎患者基础治疗前后各项牙周临床指标的

比较（ｎ＝３２，珋ｘ±ｓ）

时间 菌斑指数 探诊深度（ｍｍ） 附着丧失（ｍｍ）

治疗前 ２．２１±０．３２ ３．９４±０．７８ ４．２０±１．０２

治疗后 １．３８±０．２６ａ ２．６８±０．４１ａ ３．１８±０．５５ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与治疗前比较

３　讨论

　　近年来，越来越多的研究者开始关注慢性牙周炎
患者唾液中成分的变化，目前已经检测出唾液中多种

成分在慢性牙周炎的发生及调控中起到了重要的作

用，并且有可能成为慢性牙周炎诊断、治疗及预后疗效

评价的重要指标［１０］。研究表明，唾液 ｍｉＲＮＡ能作为
疾病诊断及进展监测的候选生物学标志物，包括口腔

鳞癌、食道癌等［１１］。目前，尚少见有关慢性牙周炎患

者唾液ｍｉＲＮＡ的研究。为了进一步探讨ｍｉＲＮＡ在慢
性牙周炎发生、发展中的作用和意义，本研究以 ｍｉＲ
１４６ａ为切入点，应用ＲＴｑＰＣＲ技术检测了慢性牙周炎
患者唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ的表达情况，结果显示，慢
性牙周炎患者唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ表达水平显著高
于健康对照组。为了观察牙周基础治疗是否会影响慢

性牙周炎患者唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ的表达，本研究对
治疗组患者进行基础牙周治疗，治疗后６周随访观察
其牙周临床指标变化并检测其唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ
的表达，结果显示，经治疗后，患者唾液上清中 ｍｉＲ
１４６ａ表达水平显著降低，并伴有牙周临床指标的明显
改善，经直线相关分析结果显示，牙周组织损害程度与

唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ含量呈正相关。
　　ｍｉＲＮＡ是一种对基因表达调控发挥重要作用的
非编码小ＲＮＡ，广泛参与了许多疾病的发病过程，如
肿瘤、感染性疾病及自身免疫性疾病等。越来越多的

研究发现，ｍｉＲＮＡ在调节免疫功能、维持免疫系统稳
定方面发挥着重要作用，ｍｉＲＮＡ的异常表达可能与慢
性炎症发病过程密切相关。而在与慢性炎症有关的

ｍｉＲＮＡ分子中，研究人员证实，ｍｉＲ１４６ａ在慢性炎症
发生和发展过程中发挥重要作用。如 Ｗａｎｇ等［１２］发

现慢性乙肝患者 Ｔ细胞中 ｍｉＲ１４６ａ水平在病毒抗原
作用下明显上调，且ｍｉＲ１４６ａ上调可以显著抑制Ｔ细
胞抗病毒功能。

　　由于唾液腺血运丰富，唾液常被认为是血循环的
末端产物。近年来有研究证实，组织、血浆和唾液三者

具有相似的 ｍｉＲＮＡ表达谱，检测这些体液中 ｍｉＲＮＡ
同样能获得疾病的发生、发展和预后预测的相关分子

信息［１３］。血液中ｍｉＲＮＡ在疾病发生和发展过程中的
作用已被大量的研究证实，而随着生物技术的不断发

展，唾液ｍｉＲＮＡ研究亦备受关注。Ｐａｔｅｌ等［１４］研究发

现，唾液中ｍｉＲＮＡ的表达量在同一机体内不会随时间
而改变，且不会轻易降解，即唾液 ｍｉＲＮＡ表达量相对
恒定。Ｐａｒｋ等［１５］利用 ＲＴｑＰＣＲ技术检测了５０例口
腔鳞癌患者及５０例健康对照人群唾液上清中 ｍｉＲＮＡ
的表达，发现 ｍｉＲ１２５ａ和 ｍｉＲ２００ａ在口腔鳞癌患者
唾液上清中均显著下调，指出其有望成为诊断口腔癌

的标志物。

　　通过对唾液ｍｉＲ１４６ａ的检测，并分析牙周基础治
疗前后 ｍｉＲ１４６ａ表达的变化，结果提示，ｍｉＲ１４６ａ可
能在慢性牙周炎的发病机制中发挥一定作用，患者唾

液上清中ｍｉＲ１４６ａ表达水平的变化可能与患者牙周
基础治疗的临床转归存在关系。这提示我们可以把唾

液上清中ｍｉＲ１４６ａ的表达作为反映牙周炎症发展状
况及治疗效果评估的一个潜在生物指标，对于病程监

测及预后评估具有一定的参考意义。但本项研究的例

数较少，随访时间仅６周，将来有必要扩大样本并延长
随访时间作进一步研究和证实。

　　ｍｉＲ１４６ａ是天然免疫和获得性免疫的重要调控
因子。在固有免疫中，研究者发现，ｍｉＲ１４６ａ可靶向
抑制肿瘤坏死因子受体相关因子 ６和白细胞介素１
受体相关激酶ｌ，从而负向调控固有免疫反应的强
弱［１６］。在适应性免疫中，Ｌｕ等［１７］研究发现 ｍｉＲ１４６ａ
可下调Ｔｈ１细胞分化必需的关键转录因子信号传导与
转录激活子１的表达，从而抑制慢性炎症反应；但也有
研究者证实，在类风湿性关节炎患者体内过表达的

ｍｉＲ１４６ａ不能有效抑制Ｔｈ１细胞分化，进而使患者体
内肿瘤坏死因子、白介素６等炎症因子产生增多，导
致了类风湿性关节炎的发病。近年来研究发现，慢性

牙周炎患者唾液中肿瘤坏死因子、白介素６等表达升
高，且与牙周局部炎症程度密切相关，然而，ｍｉＲ１４６ａ
是否参与了慢性牙周炎患者炎症因子的产生，仍需更

进一步研究。

　　综上所述，慢性牙周炎患者唾液上清中 ｍｉＲ１４６ａ
表达水平显著升高，且唾液上清中ｍｉＲ１４６ａ表达变化
与牙周组织的炎症破坏程度有关，提示其在慢性牙周

炎发病过程中可能起着重要作用。
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