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介孔生物活性玻璃对牙菌斑生物膜组成及功能的
调控作用研究

陈 雨，王雨霏，张凌琳

（口腔疾病防治全国重点实验室/国家口腔疾病临床医学研究中心/四川大学华西口腔医院牙体牙髓病科，成都 610041）

【摘 要】目的：牙菌斑生物膜的组成与功能易受影响，可能引发各种口腔疾病。介孔生物活性玻璃（mesoporous bioactive 
glass，MBG）用途广泛，但其如何影响口腔牙菌斑生物膜组成及功能尚不清楚。本研究的目的在于探究MBG对体外牙菌斑生

物膜中的活菌组成及生物功能的影响。方法：合成表征MBG，继而使用MBG短期处理体外牙菌斑生物膜，进行CFU计数评价

其对生物膜生物量的影响。收集MBG处理后的牙菌斑样本进行宏转录组学研究，分析物种组成并筛选差异基因。最后通过

RT-qPCR验证核心差异基因表达。结果：CFU计数结果显示MBG短期处理减少了 44.25%的体外牙菌斑生物膜生物量；宏转

录组结果显示MBG明显改变了牙菌斑生物膜的物种构成，共生链球菌及克雷伯菌为主要优势物种，并且主要上调其碳水化合

物代谢功能，上调基因主要富集在三羧酸循环通路。RT-qPCR显示共有 9个三羧酸循环基因表达增强。结论：本研究证实了

MBG能显著改变体外牙菌斑生物膜的物种组成结构，增强体外牙菌斑生物膜的碳水化合物代谢，为MBG在口腔领域的应用提

供了新的理论基础。
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Effects of mesoporous bioactive glass on the composition 
and function of dental plaque biofilm
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【Abstract】Objective：The composition and function of dental plaque biofilm are susceptible to alterations，potentially leading to vari⁃
ous oral diseases. Although mesoporous bioactive glass（MBG） has been widely used，how it affects the microbial composition and bio⁃
logical function of dental plaque biofilm remains unclear. This study aims to investigate the effects of MBG on the composition and bio⁃
logical function of viable bacteria in dental plaque in vitro. Methods：At first，MBG was synthesized and characterized. Subsequently，
the MBG was applied to dental plaque biofilm in vitro for a short term. The impact on biofilm biomass was assessed through colony-
forming unit（CFU） counting. MBG-treated samples were collected for metatranscriptomic analyses of species composition and differen⁃
tially expressed genes. Finally，reverse transcription quantitative polymerase chain reaction（RT-qPCR） was performed to validate the 
expression of core DEGs. Results：The results of CFU counting showed that short-term MBG treatment reduced dental plaque biofilm 
biomass in vitro by 44.25 %. The results of metatranscriptomics showed that MBG significantly changed the species composition of den⁃
tal plaque biofilm，where commensal Streptococci and Klebsiella were predominant. The function of carbohydrate metabolism was up-
regulated，and the up-regulated genes were mainly enriched in the tricarboxylic acid（TCA） cycle. The results of RT-qPCR showed 

that a total of 9 genes associated with the TCA cycle were up-
regulated. Conclusion：MBG can affect the species composition and 
enhance the carbohydrate metabolism of dental plaque biofilm in vi⁃
tro，providing a new theoretical basis for the application of MBG in 
the oral field.
【Key words】dental plaque；biofilm；nanoparticle；metatranscrip⁃
tome；tricarboxylic acid cycle
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牙菌斑是一种复杂的生物膜，包括细胞外基质

以及具有相互作用的多种微生物，并能维持一定的

稳定性，在口腔健康中发挥着重要作用[1]。年龄、饮

食、口腔卫生、全身免疫状态等因素均能影响牙菌

斑内的微生物组成，若生物膜稳态被破坏，则会导

致口腔疾病的发生[2]。龋病是最常见的口腔疾病之

一，其发生发展是由复杂微生物群落而非单一致病

菌引起，主要病因为大量碳水化合物的摄入及产酸

细菌代谢活动的增加[3]。牙菌斑稳态失调还会引发

牙龈炎及牙周炎，出现牙周复合体内牙齿支持组织

的完整性丧失[4]。牙周微生物与牙周炎发生的关系

复杂，公认的致病菌包括牙龈卟啉单胞菌、具核梭

杆菌等[5]，也有研究表明随着附着丧失和牙周袋的

加深，牙周微生物群会因主要致病菌的占比增加而

发生改变[6]。牙菌斑内的微生物群还会影响口腔肿

瘤疾病，有研究显示在口腔癌组织中可以检测到梭

杆菌属，且牙龈卟啉单胞菌和具核梭杆菌的共培养

可上调口腔鳞状细胞癌细胞中的炎症因子表达，虽

然详细机制尚不清楚，但梭杆菌属已被证实与口腔

癌中的细胞黏附、上皮间质转化、细胞周期改变等

有关[7]。综上，牙菌斑生物膜的组成与功能易受影

响，可能引发各种口腔疾病。

生物活性玻璃（bioactive glass，BG）具有良好的

生物相容性、生物活性及可降解性，已被应用于口

腔龋病防治及牙周治疗[8]。Lertwisitphon P 等[9]合成

了添加 BG 的树脂封闭剂，增加了钙磷释放并碱化

了细菌生长环境，表现出良好的细胞相容性并抑制

变异链球菌生长，是一种前景广阔的龋病防治新材

料。 Liu J 等[10]探究了掺锶 BG 的抗菌作用，发现随

着锶含量的增加，BG 对牙龈卟啉单胞菌及伴放线

杆菌的杀菌作用逐渐增强，实现了对牙周炎的潜在

治疗效果。介孔生物活性玻璃（mesoporous bioac⁃
tive glass，MBG）则是具有特殊介孔结构的 BG，与

BG 相比，MBG 的纹理及结构特性可以产生更优异

的生物活性反应[11]。 Choi A 等[12]将 MBG 添加至自

黏接树脂中，在提高物理性能及再矿化能力的同

时，表现出对变异链球菌和牙龈卟啉单胞菌的抗菌

作用。Simila HO等[13]结合硅酸钙水泥、胶原蛋白和

MBG开发了一种新材料，不仅能维持对牙髓干细胞

的生物安全和矿化诱导，还能显示出对粪肠球菌的

抗菌作用。然而，MBG作为一种应用未来广泛的口

腔材料，如何影响口腔牙菌斑生物膜组成及功能尚

不清楚，因而也就不清楚其长期应用将如何影响相

关口腔疾病的发生发展。

宏转录组学是对某个微生物群落的整体转录

组分析，提供了特定条件下活跃菌种的组成及活性

基因的表达情况[14]，但由于其技术敏感度较高，在口

腔领域与基因组技术相比应用较少。Edlund A等[15]

在 2018年首次对体外牙菌斑生物膜的组装和成熟

过程进行了宏转录组学分析，深入了解复杂口腔生

物膜群落最初组装和成熟时的细菌行为和生态系

统功能，对微生物群的动态功能反应和特有基因表

达进行了量化对比，提供了16S rRNA测序和宏基因

组学无法获知的关键生物学信息。Cho H等[16]利用

宏转录组学技术对 416例学龄前儿童的龈上牙菌斑

进行分析，以识别与龋病相关的种间相互作用，并

在检测多种菌单独或与变异链球菌相互作用的生

物膜形成动力学、空间排列及代谢活性的基础上，

发现了一种作用未知的鞭毛厌氧菌，进一步验证了

其在龋病中的致病机制。鉴于宏转录组学技术既

能检测活菌组成功能、还能避免PCR假阳性偏差等

技术特点，其在分析各类材料、药物对牙菌斑生物

膜组成及功能的影响中具有不可替代的优势。

综上，本研究的目标为探究MBG对体外牙菌斑

生物膜中的活菌组成及生物功能的影响。本研究

首先通过微乳液辅助溶胶-凝胶法制备MBG并进行

相关表征，进而培养体外牙菌斑衍生生物膜并进行

MBG 的短期处理，研究 MBG 对牙菌斑生物膜的抗

菌作用，进一步采用宏转录组学技术分析MBG对体

外牙菌斑生物膜模型中的活菌组成及生物功能的

影响。本研究创新性发现 MBG 可如何影响牙菌斑

组成，并影响了牙菌斑生物膜的哪些功能，首次从

牙菌斑调控的角度为MBG的应用提供理论支撑。

1　材料与方法

1.1　实验材料

十六烷基三甲基溴化铵（索莱宝，中国）、乙酸乙酯（阿拉

丁，中国）、氨水（阿拉丁，中国）、硅酸乙酯（阿拉丁，中国）、四

水硝酸钙（科隆，中国）用于 MBG 的制备。实验室用水均为

去离子水（distilled deionized water，DDW）。SHI培养基用于

制备牙菌斑冻存样和培养牙菌斑来源的体外多菌种生物膜，

其中含有 10 g/L 䏡蛋白胨、5 g/L胰解酪蛋白胨（BD Difco，美
国）、5 g/L酵母提取物（Oxoid，英国）、5 g/L蔗糖，2.5 g/L氯化

钾、2.5 g/L 黏蛋白（Sigma-Aldrich，美国）、174 mg/L 精氨酸、

60 mg/L 尿素、10 mg/L N-乙酰磷壁酸（Sigma-Aldrich，美
国）、5 mg/L 氯化血红素、1 mg/L 维生素 K（百灵威，中国）和 
50 mL/L羊血（贝索，中国）。SHIS用于牙菌斑衍生生物膜的

培养，需在 SHI培养基中再额外加入 0.5%蔗糖。脑-心浸培

养基（Oxoid，英国）；琼脂（BioFroxx，德国）及羊血用于血平板
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的制备。

1.2　MBG的制备与表征

MBG的制备参考并改良自 Zhou L等[17]的微乳液辅助溶

胶-凝胶法。将 2.80 g十六烷基三甲基溴化铵（cetyl trimethyl 
ammonium bromide，CTAB）溶解在 132 mL DDW 中，在 35 ℃
下搅拌 30 min至CTAB完全溶解，然后加入 40 mL 乙酸乙酯

（ethyl acetate，EA）搅拌 30 min，再加入 1 mol/L的氨水 28 mL，
搅拌混合物 15 min 后加入 14.40 mL 硅酸乙酯（tetraethyl 
orthosilicate，TEOS），并继续搅拌 30 min，最后加入 6.52 g 四

水硝酸钙（calcium nitrate，CN），搅拌 4 h 至溶液呈乳白色胶

体。以 10 000 r/min离心 15 min收集胶体颗粒，用DDW和无

水乙醇交替洗涤 3 次，收集的沉淀物在 60 ℃下干燥 12 h，并
研磨成细粉，以 2 ℃/min的加热速率加热至 700 ℃ 煅烧 3 h，
以去除有机物和硝酸盐。

使用扫描电子显微镜（scanning electron microscope，
SEM，SU3500，Hitachi，日本）和透射电子显微镜（transmis⁃
sion electron microscope，TEM，JEM-2100F，JEOL，日本）观察

MBG 的微观形貌，使用能谱仪（energy dispersive spectrom⁃
eter，EDS，Aztec X-Max20，Oxford，英国）分析 MBG 的元素组

成及各元素含量。测试前，取适量MBG粉末分散于 1 mL无

水乙醇中，超声处理1 min后混匀滴入镍网，自然干燥后在其

表面喷金，以提高样品的导电性。在加速电压 15 kV、真空

模式下，使用 SEM采集图像，随机选取 3个视野进行 EDS点

分析，采集时间为 60 s。在加速电压 200 kV 条件下，使用

TEM采集图像，点分辨率为0.24 nm，线分辨率为0.14 nm。

将 50 mg MBG 粉末装入石英管，在 80 ℃真空条件下脱

气 6 h 以去除表面吸附物。使用全自动比表面积分析仪

（brunauer-emmett-teller，BET，MicroActive for ASAP 2460，
Micro，美国）测定 MBG 的介孔结构、比表面积及孔体积。

BET测定在液氮温度-196 ℃下进行，相对压力（P/P°）范围为

0.005~1.000，孔径分布采用BJH法计算[18]。
1.3　体外牙菌斑生物膜模型的培养、MBG处理与菌斑计数

采集人牙菌斑，并制备牙菌斑冻存样[19]。选择 5 例 22~
24 岁的健康无龋志愿者（经四川大学华西口腔医院伦理委

员会审查，批件号：WCHSIRB-D-2024-108），取样前要求志

愿者前一天晚上在九点刷牙后禁食禁饮，在取样当天早晨不

进行口腔卫生清洁，取样当天早上9:00用无菌棉拭子擦取上

下颌第一磨牙的龈上区域，并立即置于无菌磷酸盐缓冲液

（phosphate buffer saline，PBS）中，冰盒暂存。将牙菌斑样本

转运至实验室后进行混样，并将 1 mL的混合牙菌斑样本接

种进 10 mL的 SHI培养基中，并在 37 ℃厌氧条件下（85% N2，
10% H2，5% CO2）培养。24 h后将培养物离心（14 000 g，3 min），

沉淀重悬于含有 20% 甘油的新鲜 SHI 培养基中并保存于

−80 °C 冰箱制成牙菌斑冻存样，在整个实验过程中使用同

一批冻存样进行生物膜的培养，以避免天然牙菌斑异质性

的干扰。

取出牙菌斑冻存样进行牙菌斑生物膜的培养[19]。24孔

板中每孔加入 10 μL冻存牙菌斑和 1 mL 新鲜 SHIS培养基，

37 ℃厌氧培养 24 h。待 24 h生物膜形成后，吸尽上清，加入

含有 0.5 mg/mL MBG的 SHI培养基 1 mL，对照组只添加新鲜

的 SHI培养基，处理 15 min。PBS洗涤 2次，去除多余 MBG，

刮除处理后的孔底生物膜并收集至无菌EP管内，14 000 g离
心 5 min 后去除上清，重悬至 1 mL PBS，取 500 μL 生物膜混

悬液，振荡混匀并 10倍梯度稀释，进行血平板的细菌菌落计

数[20]。另外 500 μL 生物膜混悬液去上清后保留菌体沉淀，

液氮急冻后保存于−80 ℃冰箱，用于后续宏转录组分析[21]。
本实验重复3 轮。

1.4　宏转录组样本处理与测序分析

使用RNeasy Kits for RNA Purification 试剂盒（Qiagen，德
国）进行牙菌斑生物膜样品的RNA抽提。利用 1%琼脂糖凝

胶电泳和片段分析仪系统（Agilent5300，Agilent，美国）检测

RNA 的完整性。通过 RiboCop rRNA 清除试剂盒（Lexogen，
USA）去除 rRNA，获得mRNA。使用 Illumina® Stranded mRNA 
Prep，Ligation（Illumina，美国）打断目标 RNA，并令随机引物

与mRNA互补，在逆转录酶的作用下，反转合成一链 cDNA，

随后进行二链合成，形成稳定的双链结构，对这些 cDNA 进

行纯化、黏性末端修复及 PCR 扩增，获得 cDNA 文库。使用

Illumina NovaSeq™ X Plus（Illumina，美国）进行测序。2组样

本为平行混合测序，引入标签并进行数据清洗，通过拼接组

装、ORF 预测、聚类分析（参数为：95% identity、90% cover⁃
age）构建非冗余基因集。将优化数据与非冗余基因集进行

比对，使用RSEM计算基因表达量TPM值（transcripts per mil⁃
lion reads）。通过DESeq2对 2组样品的TPM值进行比较，计

算表达倍数值（fold change，FC），以筛选 2组样品之间的显著

差异表达基因（differential expressed genes，DEGs），筛选标准

为 Padjust<0.05且|log2FC|≥1。利用NR数据库对非冗余基因

集进行物种注释，在属和种的分类学水平上统计比较各物种

在 2 组样本中的表达丰度，利用 GO、KEGG 及 EggNOG 数据

库对DEGs进行功能注释及GO及KEGG通路富集分析。

1.5　DEGs的RT-qPCR验证

根据 GO 和 KEGG 富集结果选择关键 DEGs 进行 RT-
qPCR 验证，对体外牙菌斑生物膜进行培养和 MBG 处理，收

集离心后的菌体沉淀用于 mRNA 的提取。使用 300 μL 
TRIzol®（Thermo Fisher Scientific，美国）处理菌体沉淀，快速

上下震荡 30 s后继续使用 RNApure Bacteria 试剂盒（康为世

纪，中国）提取 mRNA，使用 PrimeScriptTM 逆转录试剂盒

（RR047A，Takara，日本）合成 cDNA。使用 Primer-BLAST 
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）设计特异性引物（表 1）。每

25 μL PCR 反应体系中含有 12.5 μL SYBR® Premix Ex Taq 
TM Ⅱ（RR820A，Takara）、80 ng cDNA、1 μL正向引物和 1 μL
反向引物，引物浓度均为 10 μmol/L。采用荧光定量 PCR仪

（LightCycler 480Ⅱ，Roche，瑞士），进行 80 个循环的热循环

（95 ℃反应 5 s，60 ℃反应 30 s）。以 16S rRNA基因的转录水

平为内参，使用 2−ΔΔCt法计算基因表达的倍数变化。进行三

轮重复实验。

1.6　统计学方法

采用GraphPad Prism 9.0统计分析软件对数据进行统计

学处理。计量资料采用均数±标准差（x±s）表示，2组间比
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较使用 t检验。宏转录组学的 DEGs分析采用 DESeq2，计算

Padjust，GO 通路及 KEGG 通路富集分析采用 Fisher 精确检

验，检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　MBG短期处理对 24 h体外牙菌斑生物膜具有一定的清

除作用

本研究合成的 MBG 呈均匀球形，粒径约（180±15） nm
（图 1A），EDS 结果显示 Si 和 Ca 的质量百分比约为 43.58%、

5.14%（图 1B），符合纳米级 MBG 的尺寸及元素组成。如图

1C所示，本研究合成的MBG孔道清晰、呈树枝状开放。BET
测试表现出典型的Ⅳ型等温曲线且伴有回滞环，比表面积约

为 323.46 m2/g，孔体积约为 0.57 cm3/g（图 1D）。上述形貌、元

素组成、介孔结构表征结果证实MBG合成成功。进一步地，

血平板菌落计数结果（图 1E）表明 MBG 组相对于 Control 组
的细菌数量级下降了约 0.26，进一步计算获得 MBG 短期处

理对体外牙菌斑生物膜的清除率约为 44.25%，与对照组比

较差异有统计学意义（t=3.817，P=0.019），这提示 MBG 短期

处理对24 h体外牙菌斑生物膜具有一定的清除作用。

2.2　MBG显著改变了牙菌斑生物膜的物种组成结构

将非冗余基因集与 NR 数据库进行比对，通过 NR 库对

应的分类学信息数据库获得物种注释结果，并使用物种对应

的基因丰度总和计算该物种的丰度。如图 2A所示，在属水

平上，MBG 组有 21 个独有菌属，占比约 33.33%。在种水平

上，MBG组有 54个独有菌种，在总菌种中占比为 30.17%（图

2B）。利用 PCoA 图分析 MBG 组及 Control 组之间的样本相

似性，结果如图 2C 所示，MBG 组和 Control 组在种水平上的

分离性较好，没有明显交叉，即 2组的物种组成结构具有较

大差异。

进一步分析 2 组的物种分布，并比较 2 组的物种丰度。

如图 3A所示，2组各样本在种水平上均以链球菌（Streptococ⁃
cus）为主要优势菌种，占比约为 80%以上，MBG组内样本异

质性较对照组有所增加，MBG组内有 2样本的鲍曼不动杆菌

（Acinetobaccter baumannii）以及丰度低于 1% 的菌种明显增

加。由菌种丰度均值气泡图所示（图 3B），MBG组内的优势

链球菌较对照组有所改变，MBG 组内占比较高的链球菌包

括 HSISS2 株链球菌（Streptococcus sp.HSISS2）、SR4 株链球菌

（Streptococcus sp.SR4）、多动物链球菌（Streptococcus plurani⁃
malium）、嗜热链球菌（Streptococcus thermophilus）。此外，

MBG 组内的克雷伯菌属（Klebsiella sp.）、A.baumannii 丰度明

显提高。

2.3　MBG明显增强了牙菌斑生物膜的碳水化合物代谢

对比MBG组和Control组的功能基因表达情况，MBG组

相较于Control组的上调基因有 764个，下调基因有 42个（图

4A）。选取 MBG 组明显上调 DEGs 进行功能注释。COG 功

能注释显示有 105个DEGs介导碳水化合物转运及代谢（car⁃
bohydrate transport and metabolism）（图 4B）。KEGG 功能注

释（图 4C）为类似结果，DEGs分布最多的通路为碳水化合物

代谢（carbohydrate metabolism）。选取注释到碳水化合物代

谢通路的 276 个 DEGs 进行进一步 GO 功能注释（图 4D），结

果显示 DEGs 分布最多的通路为有机酸代谢过程（organic 

表 1　本研究特异性引物

基因

aceE
aceF
acnA
acnB
frdA
frdB
frdC
fumA
gltA
icd
mdh
nifJ
pckA
pdhB
pdhD
sdhA
sdhB
sucA
sucB
sucC
sucD
16S rRNA

引物序列（正）5’→3’
TCCGTCCGCTGCTGGAAGAG
GGCGGTTGCTTCACTATCTCCAG
TGGTGGTCGCCTACGCTCTG
GACCTGCTGATTAACCGTGTACCG
CTCTTCCAGTCCTCCCTCCAGTTC
GGCATCAAGGTGGAGGCATTGG
TGACGACTAAACGCAAACCCTACG
GTTCCGCCGACCGCAACATC
GGCACTCTCGGTCAGGATGTTATTG
CGCCGCCATCGAATACGCTATC
ATCTTCATCCGATGTTGAGGTTCCG
CGCTCAGCCACGATCAGATGC
TGGCGATGATGAACACGGTTGG
GCGTATTCCGTGCGACTGAAGG
CAACAATCTTCGCTCGCAGTAAACG
AAGGCTCGCTGGACCGTCTC
TCCGTCCGCTGCCAGGATTAC
TCATCAACGCATACCGCTTCCG
AGTGAAGGCGACACAGTAGAAGTTG
GGTAAAGCGGGCGGTGTGAAG
GATCGCTTACGGCACTCAGATGG
AGAGATCTGGAGGAATACCG

引物序列（反）3’→5’
AGGTTGTTGGTGCTGTAAGAAGTCG
CATCACCAGGCGGCGAATGTC
GGTGAGATGTGGTCGGTGGTAAC
CCTGCTTAGCGTGCTCGTTACC
ATGCCGCCGTTGGTGTTATAGC
GACAGGCGGCATAGCACAGC
ACAGGGCGACAAACAGAATCACTAC
GCCACGATAATAGTGCCGCTCAG
ATCTGCTCGTGAATCATGGTGTGG
GCAATACCGATACCGCCAACCTG
CAATAGGCTGACGCTGCTCTACG
CACAGTTGCTCCGCCACTTCC
CGTCGGCGGTCAGGAAGATAAC
TGATACCAGGCTGTTGTGCGATAAG
AGTGGTGTTGAGGTGTAAGCATCAC
TGTTGAACTCGCTGGAAGTATCGTC
CGCTCGCTGGTTTCGGTATCG
CCAATGGAGCCGCAATAGGTCTG
GCATATCGACGAGCAGAAGGTGTAG
CTTGTGGATCAGATGCGGAGTCTC
TCACTTTCACGGTCAGCATATCCAG
TCCACGATTACTAGCGAT TC
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acid metabolic process）和碳水化合物代谢过程（carbohydrate 
metabolic process）。

MBG组上调DEGs的GO富集分析结果显示三羧酸循环

（Tricarboxylic acid cycle）的富集比为 0.92（Padjust<0.001），富

集程度最高（图 5A）。KEGG 富集结果如图 5B所示，显著富

集的前 3 位通路分别为三羧酸循环 [TCA cycle，（Padjust<
0.001）]、甲烷代谢 [methane metabolism，（Padjust<0.001）]、原核

生物中的碳固定途径[carbon fixation pathways in prokaryotes，
（Padjust<0.001）]。上述富集分析结果提示，MBG 处理可能明

显提高了牙菌斑生物膜的三羧酸循环功能，需要进一步

验证。

2.4　MBG 通过增强 9 个基因的表达，增强牙菌斑生物膜的

三羧酸循环

绘制三羧酸循环通路图（图 6A）以展示宏转录组学技术

所鉴定到的上调节点，结果显示 MBG组几乎上调了 TCA循

环的全部环节。进一步比较2组TCA循环基因的TPM值（图

6B），结果显示共有 21个关键基因上调，aceF和 pdhB在MBG
组和对照组中均明显表达，且 MBG 组中的表达量相对更

高，其余基因在对照组中几乎不表达，在MBG组中表达更明

显。针对这21个关键上调基因进行RT-qPCR验证，结果如图

6C所示，共有9个基因在MBG组中表达增强，共同证实了MBG
对牙菌斑生物膜的三羧酸循环中关键基因的上调作用。

图 1　MBG 的结构表征及体外牙菌斑清除能力探究

图 2　基于 NR 数据库的物种注释结果

—— 1265



重庆医科大学学报 2025 年第 50 卷第 9 期 （Journal of Chongqing Medical University 2025.Vol.50 No.9 ）

图 3　基于 NR 数据库的物种丰度比较

图 4　MBG 组和对照组的 DEGs 及功能注释结果
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图 5　MBG 组上调 DEGs 的富集分析

图 6　MBG 对牙菌斑生物膜三羧酸循环通路的影响
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3　讨 论

牙菌斑是一种由丰富细胞外基质和多种微生

物构成的复杂生物膜，对多种口腔疾病的发生发展

有显著影响[22]。BG是一种生物陶瓷，因其优异的生

物相容性、抗菌性和生物活性被广泛用于口腔领

域[23]。MBG 不仅具有 BG 的性能优势，还能利用其

独特的介孔结构递送各种活性分子和药物，在口腔

领域表现出巨大的应用潜力[24]。因此，探究MBG对

口腔牙菌斑组成和功能的影响，能为MBG对各类口

腔疾病的潜在影响提供线索，继而为MBG在口腔领

域的应用提供更多的理论基础。本研究首次探究

MBG对牙菌斑生物膜组成及功能的影响，创新性利

用宏转录组学技术发现 MBG 处理后样本的异质性

有所增加，优势菌群包括多种共生链球菌、Klebsiella 
sp.及 A.baumannii，并且碳水化合物代谢有所增强。

共生链球菌可能通过产生过氧化氢或竞争黏附空

间来抑制致龋菌的过度生长[25]，Klebsiella sp 及 A.
baumannii在牙周炎菌群样本中的比例可能较高[26]。
上述结果提示应用 MBG 可能通过碱化牙菌斑生物

膜，降低龋病发生的概率，但可能带来牙周疾病的

风险。

本研究采用的体外牙菌斑生物膜模型主要基

于 Tian Y 等[27]开发的 SHI 培养基，其中成分能支持

口腔内多样化微生物群落的生长，且培养获得的微

生物特征与原始口腔微生物群类似。该方法已得

到广泛应用，例如Du Q等[28]通过该培养基建立了体

外多菌种生物膜模型，证实了蔗糖对口腔微生物结

构和组成的显著影响；Brar NK等[29]选用该培养建立

人类口腔微生物组的离体生物膜模型，用于分析氨

苄西林浓度对口腔微生物的影响。上述研究均证

实了该培养基用于建立体外牙菌斑生物膜模型的

合理性及有效性，这种方法培养的体外牙菌斑生物

膜保持了人类口腔微生物群的物种丰富度和代谢

多样性，是在体外可控条件下，研究各类因子对牙

菌斑调控作用的理想模型。但体外实验难以完全

模拟口腔复杂的生物环境（如唾液流动、微生物群

落动态变化及免疫反应），尚需进一步的体内实验

来反映生物系统的整体响应性。

本研究中 MBG 的短期处理对体外牙菌斑生物

膜产生了一定的清除效果，其抗菌性可能与MBG的

成分和微观结构有关，但目前尚无相关分子靶点的

研究。MBG 能够通过释放离子提高周围环境的

pH，从而增加渗透压，当渗透压超过 1% 时，细菌会

出现死亡[30]。纳米级的 MBG 还具有纳米颗粒的抗

菌性质，可能扰乱细胞膜的静电相互作用，中断细

胞呼吸、细胞分裂、DNA 复制等。部分纳米级颗粒

还可能穿透细胞，与细胞内结构和生物分子（如蛋

白质、脂质、DNA 等）相互作用，改变其结构和功

能[31]。本研究发现牙菌斑中的副血链球菌（Strepto⁃
coccus parasanguinis）、无乳链球菌（S.agalactiae）、血

链球菌（S.sanguinis）、唾液链球菌（S.salivarius）、粪

肠球菌（Enterococcus faecalis）等被 MBG 抑制，这些

菌均为革兰氏阳性菌，其细胞壁由肽聚糖和磷壁酸

组成，对 MBG 释放的碱性环境更敏感[32]。高 pH 会

破坏肽聚糖的稳定性，导致细胞壁崩解，而其他口

腔菌（如部分革兰氏阴性菌或耐碱性菌）可能通

过外膜脂多糖或耐碱机制抵抗损伤[33]。其次，MBG
组的优势链球菌（如 S.sp.HSISS2、S.pluranimalium、S.
thermophilus）可能通过代谢产物抑制、资源竞争和

免疫调节抑制其他菌种的生长，但对不同菌种的效

果可能因环境条件和菌株特性而异[34]。而 A. bau⁃
mannii、Klebsiella sp还能产生铁载体，剥夺环境中的

铁[35]，抑制其他细菌的生长。此外，MBG 具有高比

表面积，可以吸附并穿透生物膜胞外聚合物（extra⁃
cellular polymeric substances，EPS），并释放钙离子促

进 EPS 的分解，增加其通透性[36]。综上所述，MBG
凭借其高表面积、释放离子并碱化微环境的特性，

发挥其固有抗菌性及生物膜胞外基质渗透作用，从

而部分清除牙菌斑生物膜，并且显著改变牙菌斑生

物膜组成。

在功能研究方面，MBG增强了牙菌斑生物膜的

TCA 循环，其主要调控基因包括：aceE、aceF、nifJ、
pdhB、pdhD、icd、sucA、mdh、pckA等，这些基因的高表

达将促进生物膜的能量供应。其中 aceE、aceF、

nifJ、pdhB、pdhD编码的酶共同影响的代谢途径是丙

酮酸向乙酰辅酶 A的转化，这是连接糖酵解和 TCA
循环的核心步骤，直接影响 TCA 循环的底物供应，

进而决定细胞的能量代谢效率和生物合成能力[37]。
sucA 通过编码 α-酮戊二酸脱氢酶复合体 E1 亚基，

在 TCA循环中直接催化 α-酮戊二酸转化为琥珀酰

辅酶A，是循环中段的关键限速酶，对能量生成和代

谢物供应至关重要[38]。mdh 编码苹果酸脱氢酶，负

责催化苹果酸转化为草酰乙酸，是TCA循环的最后

一步关键酶，影响TCA循环的持续运转和NADH的
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生成[39]。链球菌单一存在时不具有完整的 TCA 循

环基因[40]，但多种链球菌的协同互补可能发挥 TCA
循环的完整功能，即优势链球菌的存在可能额外增

加了某些酶基因的表达，完善并上调了 TCA 循环。

而克雷伯菌属的电子传递链能实现功能化的有氧

呼吸，激活 TCA 循环并增加 ATP 产量[41]。因此，这

些菌的增加会通过改变氧气利用，从而上调TCA循

环。TCA循环的增强可能通过提高能量代谢效率、

调节环境pH、提供生物合成前体及改变碳源利用模

式[42]，选择性地促进需氧菌或兼性厌氧菌的生长，抑

制厌氧菌的生长。这种代谢重编程可能降低牙菌

斑的致病性，减少牙周炎及龋病的发生发展，但也

可能因菌群结构改变引发其他口腔生态失衡。

本研究还可以通过荧光原位杂交结合共聚焦

显微镜，验证关键菌群在牙菌斑中的空间分布，进

一步分析其结构组成[43]。物种特异性定量 PCR 也

可以检测宏转录组中具有显著性差异的菌种的丰

度，但仅适用于验证少量目标菌[44]。而荧光底物

法[45]和质谱法[46]可用于检测特定酶的活性，与宏转

录组中的基因表达量进行对比，验证其功能机制。

深入的代谢组学或蛋白组学分析也能验证宏转录

组中预测的蛋白或代谢产物，与相关代谢通路的基

因表达水平关联[47]。此外，同位素示踪实验可以将

特定代谢通路的碳源底物标记，通过追踪同位素在

代谢产物中的分布[48]，结合宏转录组数据分析菌群

代谢的流向。综上，通过酶活性检测对目前筛选的

酶基因在蛋白质表达层面进行更深入的验证，并利

用同位素示踪实验追踪同位素在代谢产物中的分

布，是一种潜在的机制研究方案。

本研究发现 MBG 能显著改变牙菌斑生物膜的

物种组成结构，增强牙菌斑生物膜的碳水化合物代

谢，为MBG在口腔领域的应用提供了新的理论基础。
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