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通过培养组学表征儿童早期严重龋齿的微生物群 
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【摘要】本研究纳入了两名 SECC 患儿和两名同龄无龋儿童，利用培养组学技术，即通过设定不同的条

件（温度、氧气条件、培养基）对口腔牙菌斑中的微生物进行分离培养，通过 16S rRNA 测序鉴定菌种，并

结合临床信息对菌株功能进行深入分析。本研究共鉴定出 37 种菌种，其中 4 种以前从未与口腔相关，3 种

从未从临床标本中分离过。这项先导研究能够为 SECC 患者和同龄健康儿童的菌群复杂性提供一些新的信

息。 
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【Abstract】Severe early childhood caries (SECC) is a common widespread caries affecting multiple deciduous 
teeth in children, which seriously affects children’s physical and mental health and growth. Investigation of their 
pathogenic flora is essential. Two children with SECC and two caries-free children of the same age were included in 
this study. Using cultureomics techniques, that is, microorganisms in oral dental plaque were isolated and cultured 
by setting different conditions (temperature, oxygen conditions, culture medium). Species were identified by 16S 
rRNA sequencing, and strain function was analyzed in depth in combination with clinical information. A total of 37 
species were identified in this study. 4 species had never been associated with the oral cavity before, and 3 of them 
had never been isolated from clinical specimens. This pilot study was able to provide some new information on the 
complexity of the microbiota in SECC patients versus healthy children of the same age. 
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1 简介 
龋齿是最常见的儿童慢性疾病之一，全球影响

着超过 5.6 亿儿童[1]。乳牙龋齿被称为早期儿童龋齿

（ECC），其严重形式 SECC（严重早期儿童龋齿）

的定义，取决于儿童年龄以及龋洞、龋齿缺失（因龋

齿引起）或补牙的数量。例如，对于一个 4 岁的儿

童，如果 5 颗或更多乳牙受到龋齿的影响，则可以

诊断为 SECC。[2]每个人的口腔微生物组组成都是独

一无二的，反映了各种内源性和外源性的影响（行

为、免疫、遗传和环境因素）。微生物组分析结合相

关因素评估，可以提高现有 SECC 风险预测方法的

准确性，为 SECC 的发生提供更大的可预测性。 
口腔微生物是改变口腔乃至全身健康与疾病平

衡的重要组成部分 [3]基于现代基因高通量测序技

术，在牙齿、龈沟、颊舌、软硬腭等软硬组织表面发

现了超过 700 种不同的微生物，例如细菌、病毒、

真菌、支原体和衣原体，它们统称为口腔微生物组[4]

这些非培养方法发现了大量未培养的菌株信息，未

培养菌株约占 70%。许多在样本中占据优势地位的

物种没有培养的参考菌株；一些标签序列只能划分

到非常粗略的分类学层级（例如，细菌界或门），这

表明培养物种库中缺少完整的大分类单元（例如，
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大量的候选门）。这些信息的缺乏阻碍了宏基因组

学领域的发展；对于这些在培养中大量缺失的分类

单元，迫切需要分离培养代表性菌株并研究其功能，

以推断菌群在相应环境中的功能。除了通过非培养

技术进行验证外，通常还需要通过分离培养相应菌

株进行功能验证，并进一步用于干预研究。[5]培养组

学是一种利用多种培养条件[6]。该方法基于培养条

件的多样化，尽可能模拟细菌所在的自然环境来获

取培养物。该方法能够检测出细菌，而不管其相对

丰度如何，并且只能鉴定出活的微生物。培养组学

可用于鉴定新物种。Hamad 等人利用培养组学从 14
个粪便样本中分离出总共 17，800 个真菌菌落，并

鉴定出 41 种真菌，其中 10 种此前未在人体肠道中

报道过[7]。目前，尚无关于 SECC 儿童可培养微生物

组的研究报道。 
本研究采集了 2 例无龋儿童和 2 例 SECC 儿童

的牙菌斑，结合临床资料及 16SrRNA 基因序列鉴定

与比较分析，分析了 SECC 儿童与同龄健康儿童的

可培养微生物群落特征。 
2 材料和方法 
2.1 口腔检查 
本研究经武汉大学口腔医院医学伦理委员会批

准，并获得每位患儿及其监护人的知情同意。由一

名检查员对受试儿童进行全面的口腔检查，并由一

名记录员记录结果。受试者的口腔检查主要包括口

腔软组织检查、硬组织检查和牙体检查。软组织检

查包括软组织颜色、形态、质地等有无异常；硬组织

检查包括结构和形态有无异常。牙体检查包括每颗

前牙 4 个牙面（唇侧、舌侧、内侧、远中）和每颗

后牙 5 个牙面（颊侧、舌侧、内侧、远中、咬合侧）。

主要检查牙体组织有无龋损，并记录相应的牙位和

牙面，计算龋缺充填牙 dmft 和龋缺充填面 dmfs；同

时记录每颗牙面菌斑，计算菌斑指数。 
2.2 唾液 pH 值和唾液缓冲能力的测定 
使用龋齿指示剂试纸（Eyte 公司，中国），检

查时取出龋齿指示剂试纸，用唾液润湿试纸，待试

纸颜色稳定后（一般为 10s）与包装瓶上的标准比色

卡比对，根据比色卡除以面积即可判断龋齿置换风

险。 
2.3 斑块产酸能力（Cariostat 测试） 
用标准棉签反复擦拭取样上颌后牙颊侧、下颌

前牙舌侧，置于增菌培养基（Yuba，中国）中反复

摇晃，转入 37℃培养箱中培养 48 小时后读数。 
2.4 样本采集与处理 
选取 2 名健康无龋儿童和 2 名 SECC 儿童。纳

入和排除标准如下：1.不吸烟；无全身性疾病；无长

期用药史；取样前 3 个月未接受过抗生素治疗；2.健
康无龋儿童，dmft 为 0，口腔软硬组织正常；3.SECC
患儿，3 岁以下儿童口腔内牙齿光滑面出现龋病，或

3 岁以上 dmft 大于 4，或 4 岁时 dmft 大于 5，或 5
岁时 dmft 大于 6。除龋病外，口腔软硬组织均正常。

所有儿童在取样前 2 小时禁食禁水。 
采样的具体程序如下。用无菌棉球轻轻擦洗 6

颗索引牙（55、51、63、71、75、83）表面的菌斑，

并用无菌小刷去除水分。将样品收集于含 1mLPBS
的 1.5mLEP 管中，旋转 1min。将 EP 管置于冰盒中，

1h 内转运至实验室进行进一步分离培养。 
2.5 培养组学方法 
将样本在涡旋式培养箱中充分摇晃后，平均分

入两个装有 2mL 布鲁氏菌肉汤或 2mL 巯基乙酸盐

肉汤（THIO）的无菌小瓶中。然后将这些样本接种

到血培养瓶中，分别在 37℃、30℃和 42℃下培养 7
天和 14 天。培养结束后，将样本接种到琼脂培养基

上。所用的生长条件如下。BHI（脑心浸液琼脂，

HKM，中国）、PYGV（PYGV 培养基：矿物质元素

溶液 20.00ml（NTA，1g；MgSO4·7H2O，2.97g；CaCl2，
0.252g；Na2MoO4·2H2O，1.267mg；FeSO4·7H2O，

0.01g），0.25g 蛋白胨，0.25g 酵母提取物，15.00g
琼脂，965.00ml 无菌水，在 115℃下混合 20min，冷

却后加入 10.00ml（2.5％）无菌葡萄糖溶液）、CBA
（哥伦比亚血琼脂，HKM，中国）+5％羊血用于需

氧菌。厌氧菌：BHI、PYGV、CBA+5%羊血、CDC
（厌氧血琼脂基础培养基，海博，中国）+5%羊血。

将平板分别在 37℃、30℃和 42℃下进行需氧和厌氧

培养 5 天。培养基上的任何菌落均需纯化，并使用

与上述相同的培养基和生长条件重新培养。随后，

对所有生长出的细菌进行 16S 基因序列分析，并将

测序结果与 NCBI 上的 BLAST 进行比对分析。具体

流程如图 1 所示。 
3 结果 
4 名入选儿童的相关信息如下（表 1、表 2），

本研究对 2 名正常无龋儿童和 2 名 SECC 患者的牙

菌斑进行了培养组学分析。所有鉴定出的微生物均

报告于表 3 中。 
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图 1  培养组学流程图。 

表 1  临床信息 

 年龄 唾液 pH 值 唾液缓冲能力 牙齿状况 斑块状态 斑块产酸能力（Cariostat 检测） 

无龋儿童 1 4 6.5-7.0 ＜250ppm 
dmfs=0 
dmft=0 

45.00% 绿色（机械值：1/160） 

无龋儿童 2 4 6.5-7.0 ＜250ppm 
dmfs=0 
dmft=0 

35.00% 绿色（机械值：1/113） 

SECC 子项 1 4 ≤6.0 ＜250ppm dmfs=14dmft=7 40.00% 绿色（机械值：1/216） 
SECC 子项 2 4 ≤6.0 ＜250ppm dmfs=44dmft=18 35.00% 绿色（机械值：1/147） 

表 1  口腔组织检查 

 口腔 舌头 牙龈 硬腭 软腭 唇音 前庭 粘膜 其他的 

无龋儿童 1 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 

无龋儿童 2 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 

SECC 子项 1 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 

SECC 子项 2 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 普通的 

表 3  从每位患者体内分离出的菌种汇总 

 通过培养组学鉴定的物种 

无龋儿童 1 
戊糖乳杆菌、厚壁菌门、Rothiaaeria、干燥奈瑟菌、苏黄奈瑟菌、长奈瑟菌、植物乳杆菌、内氏放线菌、口腔奈瑟菌、

变形链球菌、血链球菌、口腔链球菌 

无龋儿童 2 
冠状链球菌、干燥奈瑟菌、粘性放线菌、环状芽孢杆菌、硬质棒状杆菌、蒂莫链球菌、苏黄奈瑟氏菌、内氏放线菌、口

腔放线菌、婴儿链球菌、口腔链球菌、轻链球菌、罗氏菌、罗氏齿菌、粘膜奈瑟菌 

SECC 子项 1 
戈登链球菌、轻链球菌、肺炎链球菌、葡萄球菌、Abiotropicia adiacens、Sporisorium reilianum、热带念珠菌、植物乳杆

菌、内氏放线菌、口腔奈瑟菌、变形链球菌、血链球菌、口腔链球菌 

SECC 子项 2 

澳大利亚链球菌、乳房链球菌、变形链球菌、粘液罗氏菌、唾液乳杆菌、嗜热蛋白酶产生菌、梭状芽胞杆菌、普氏菌、

环状念珠菌、乳房链球菌、血链球菌、中间链球菌、婴儿链球菌、内氏放线菌、口腔放线菌、婴儿链球菌、口腔链球

菌、轻链球菌、空气罗氏菌、齿状罗氏菌、粘膜奈瑟菌。 

 
4 讨论 
本研究采用培养组学方法分析了龋齿菌斑微生

物，重点关注无龋学龄前儿童和同龄龋齿患者。对

上述口腔样本的分析表明，鉴定并培养出了一些从

未从口腔中分离出的细菌物种。这些物种包括丝孢

菌、环状念珠菌、嗜热蛋白酶产生菌和提莫链球菌。

此外，其中一些物种此前从未与人类微生物群相关，

包括丝孢菌、环状念珠菌和产嗜热蛋白酶菌。进一

步，我们在健康学龄前儿童和 SECC 患儿的对比分

析中发现，除了口腔链球菌（S. oralis）外，还分离
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出了缓症链球菌（S. mitis）、血链球菌（S. sanguinis）、
变形链球菌（S. mutans）、口腔放线菌（A. oralis）、

内氏放线菌（A. naeslundii）、植物乳酸杆菌（L. 
plantarum）、粘液杆菌（N. mucilaginosa）等常见的

口腔正常菌群。在健康个体中也分离出了 Rothia 
aeria。这种细菌于 2004 年在俄罗斯空间站首次分离

并鉴定[8]并于 2014 年在中国开展研究。近年来，中

国人群口腔菌群与吸烟的关系、活动性龋齿儿童唾

液菌群的性别差异、利用 HOMINGS 测序技术分析

乳牙及早期混合牙期儿童龈上牙生物膜细菌特征等

研究均被提及[9-11]。干燥奈瑟菌和浅黄奈瑟菌均仅在

正常儿童牙菌斑中分离。此外，在无龋儿童 2 的牙

菌斑中也分离培养出细长奈瑟菌和口腔奈瑟菌。人

类是奈瑟菌的天然宿主，上述分离的奈瑟菌菌株通

常不具有致病性，且栖息于鼻咽黏膜。[12]奈瑟菌和

链球菌属在健康儿童中很常见。值得一提的是，从

无龋儿童 2 的口腔菌斑中分离出的冠状链球菌被认

为是一种有益的共生菌。已有研究证明，该菌通过

影响 NF-κB 来减弱具核梭杆菌诱导的细胞因子表

达，并抑制牙龈卟啉单胞菌的致病性。[13]硬粒棒状

杆菌也是一种新近报道的口服益生菌[14]。 
我们重点研究了 SECC 患儿的口腔细菌组成。

对于 SECC 患儿 1，常见的机会性病原体包括肺炎

链球菌[15]，葡萄球菌[16]，热带念珠菌[17]被分离出来。

这些细菌往往在身体抵抗力下降的情况下繁殖，并

引起急性症状。此外，从该儿童口腔菌斑中分离出

的 更 有 趣 的 菌 种 是 Abiotrophia adiacens 和

Sporisorium reilianum。前者与多种炎症性疾病有关，

包括角膜炎、骨关节炎、骨髓炎、菌血症和感染性心

内膜炎[18-19]。有更多报道称，它与肺癌发展的风险

密切相关[20]。一项研究表明，这种细菌可以从正常

口腔微生物群转变为急性牙髓感染[21]后者，丝孢霉

（Sporisorium reilianum），首次从口腔中分离培养，

此前尚未见其与人类微生物相关的报道。它主要引

起玉米丝黑穗病，丝黑穗病在土壤中越冬，并在种

子发芽时侵入玉米根部，一旦进入顶端花器官的分

生组织，便会引发病害症状。由于受害部位是花器

官，因此易感植物呈颗粒状，不易被感染。它可通过

载体土壤、种子等传播[22]。 
SECC 儿童 2 的细菌组成最为丰富，培养组学

分析发现了两种以前从未从人类身上分离出来的细

菌：嗜热蛋白酶产生细菌[23]，Niallia circulans[24]此

外，梭菌[25]也首次在口腔菌斑中分离培养。该患者

分离出的致病性和机会性病原体主要包括粘液罗氏

菌、齿状罗氏菌、中间链球菌、梭状芽胞杆菌、乳房

链球菌。选择 Rothia mucilaginosa、链球菌属和小韦

荣球菌作为所有模型中的重要区别特征已被记录为

ECC风险的生物标志物[26]中间链球菌是咽峡炎链球

菌群的成员[27]据报道，即使在免疫功能正常的宿主

中，它也能引起脑膜炎、心内膜炎和脓肿[28]已报道

多例 S. intermedius 肝脓肿伴有活动性牙周感染的病

例[29]梭菌在口腔中罕见报道。该菌大多在严格厌氧

条件下生长，其中大部分为腐生寄生菌，少数为致

病菌。其分泌的外毒素和酶可导致人类和动物患病。
[30]最后，对于乳房链球菌，相关报道主要围绕牛乳

腺炎，在人类中的报道很少[31]。 
需要强调的是，本研究存在一些局限性。研究

对象数量可能是本研究的一个主要限制因素。本研

究耗时较长，工作量也很大。事实上，尽管可培养技

术可以对口腔微生物群进行深入而准确的描述性分

析，但样本量较小不利于探究微生物与疾病之间关

联的可能性，尤其对于 SECC 患儿而言，因为培养

细菌的组成差异很大。我们将继续扩大样本量，以

便后续得出更多结论。此外，本研究结果表明，培养

组学是一种适用于口腔疾病个性化诊断和治疗的方

法。宏基因组学和培养组学都应被视为识别新潜在

病原体的策略。这项先导研究能够提供一些关于

SECC 患者与同龄健康儿童的微生物群复杂性的新

信息。 
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