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口腔微生物数量庞大、种类丰富，是目前口腔微生物学

和生态学研究的热点。口腔微生物群落是典型的生物膜，龋

病和牙周病是迄今研究最透彻的、由牙菌斑生物膜引发的疾

病。牙菌斑生物膜是多种菌属组成三维结构，黏附在牙齿表

面，具有生物膜结构和微生物生理学的功能［1⁃2］。与浮游状

态的同种细菌相比，生物膜中的细菌具有更强的耐药性、毒

力及对抗宿主免疫防御的能力。目前，已建立多种生物膜模

型用于龋病和牙周病的病因、预防和治疗的研究。本文将从

龋病的微生物生物膜体外模型建立做一综述。

一、牙菌斑生物膜与口腔微生物组

口腔微生物组包含细菌、真菌、病毒、支原体及衣原体等

多种生物体，浮游微生物悬浮于唾液内或形成菌斑生物膜附

着在口腔内［3］。口腔微生物组生态失衡不仅可诱发多种口

腔疾病，如龋病、牙周病，还与早产、心血管疾病、糖尿病等全

身疾病紧密相关［4］。牙菌斑生物膜是由多种微生物组成的

复杂微生物群落，具有高度的结构性。在成熟菌斑中，特定

种属的细菌往往彼此相邻，或混合在一起形成特殊的结构，

对菌斑内细菌的毒力特性产生影响，从而改变生物膜的总体致

病性［1］。因此，研究牙菌斑微生物的定植、微生物与宿主共生

以及微生物之间的相互作用有助于了解疾病病因和发展［5］。

二、牙菌斑生物膜的立体结构及形成过程

牙菌斑生物膜是由口腔浮游状态的细菌黏附、聚集于获

得性膜上形成的含有管道系统的蘑菇样或杆样小菌落，具

有复杂的三维立体结构和一定的厚度［6］。菌斑包括细胞及

细胞外基质两部分。细胞外基质由蛋白质和细胞外多糖

（exopolysaccharides，EPS）构成，增强了生物膜的附着力和内

聚力，保护附着细菌并促进局部 pH降低形成酸性环境。细

胞外多糖构成生物膜细菌生长的外环境对生物膜细菌有保护

作用，其多孔网状结构有利于细菌捕获周围营养保证细菌饥

饿状态下的新陈代谢，还能促进细菌间的黏附［7］。菌斑内各

菌种间构成有规律的共聚结合，丝状菌彼此平行并与牙面垂

直生长，排列成栅栏状，球菌和杆菌围绕其周围形成玉米棒

或麦穗样的结构，这样的结构有利于牙菌斑生物膜深层细菌

获取营养物质和氧，同时增大了细菌的黏附面积。Zhou等［8］
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通过激光共聚集显微镜（confocal laser scanning microscopy，
CLSM）结合死菌与活菌荧光染色技术分析生物膜三维结构，

发现牙菌斑生物膜中死菌和活菌分布不均衡，活菌荧光强度

由内向外逐渐增加。菌斑生物膜的结构是底密顶疏，其中的

管道系统则由顶向底口径逐渐减小或管道数减少。因此，内

层细胞的营养和氧气相对缺乏，造成内层细胞的代谢产物较

多，这可能是造成内层活菌比例较低的原因。而外层因为营

养充分，细菌生长旺盛，所以活菌比例较高［9］。

牙菌斑的形成过程是口腔浮游状态的细菌在牙面上的

获得性膜上吸附、生长、移出和再附着的连续动力学过程。

唾液蛋白或糖蛋白选择性吸附至牙面形成获得性膜。细菌

黏附至获得性膜的时间由数分钟至数小时不等，不同菌种以

不同速率吸附至获得性膜上。牙菌斑内每个菌种的代谢活

动是相互关联的［10］，轻链球菌可储存多糖，可供菌斑内其他

菌种消耗，使菌斑在缺乏碳水化合物的情况下继续产酸。牙

菌斑微生物的种类和数量在菌斑形成和成熟过程中不断变

化。Wake等［11］通过使用 16S rRNA基因对原位模型细菌进

行定量和鉴定分析，结果显示在生物膜形成早期链球菌属和

奈瑟菌属为主导细菌，在生物膜形成48 h后革兰氏阴性厌氧

菌如梭杆菌属、普氏菌属和卟啉菌占优势。

三、牙菌斑生物膜体外模型建立

龋病微生物模型的建立常用于研究龋病的发展过程及

影响因素，有助于研究者用一种可控、简化的方式来准确预

测龋病的临床进展结果。目前，研究龋病微生物的模型有体

外单菌种生物膜模型和多菌种生物膜模型。培养方式分为：

封闭式分批培养和开放式连续培养模型。分批和连续培养

方法可用于培养单一生物膜，多菌种生物膜（2 ~ 10种细菌）

或微生物膜（使用唾液或菌斑样品作为接种物）［12］。恒化器、

恒定厚度生物膜发酵罐、人工口腔和Zurich模型等是常用的

人工菌斑生物膜体外培养模型。

1. 单菌种生物膜：单菌种生物膜模型在龋病的研究中是

常用于检测药物的抗菌性［13⁃14］。Saputo等［15］体外培养变异链

球菌生物膜，发现变异链球菌对新型抗菌药物表现出明显易

感性，为寻找新型有效的龋齿防治方法提供了可能性。Liu
等［16］在含有 4种聚苯乙烯块的培养皿上建立变异链球菌生

物膜模型，观察氟化钠、氨苄西林和氯己定对变异链球菌生

物膜降解的影响。Ferrazzano等［17］通过体外培养变异链球菌

和罗氏菌单菌种生物膜，测定石榴汁和果皮提取物对变异链

球菌和罗氏菌临床分离株的最小抑菌浓度和最小杀菌浓度

值，结果表明石榴多酚化合物可用于预防和治疗龋齿。Salli
等［18］使用人工口腔来测定含有蔗糖和木糖醇的薄荷糖产品

对变异链球菌黏附和浮游细菌生长的影响，该人工口腔使用

人造唾液作为生长介质，羟基磷灰石圆片模拟牙釉质，侧重

于观察细菌黏附和生物膜形成早期情况。

单菌种生物膜模型优点在于一定程度的标准化、易重

复，并且允许一次进行大量的测试分析［19］，但Filoche等［20］研

究认为，单菌种形成单一生物膜的能力不一定是其在复杂多

菌种生物膜中存活和致病潜力的指标，同时细菌种类有限，

无法有效模拟牙菌斑生物膜的真实情况。

2. 体外多菌种模型：牙菌斑生物膜为多菌种生物膜，因

此为了更好的模拟体内真实情况，在龋病研究中越来越多

使用多菌种生物膜模型来研究牙菌斑生物膜的结构、粘接剂

及新的防龋方法。该模型单菌种菌液浓度一般为调整为

（107 ~ 108 CFU/mL）再形成混合菌液，在玻片、牛牙釉质、羟

基磷灰石圆片或立体牙牙本质片上形成生物膜，通过CLSM
和扫描电镜（SEM）结合荧光染色技术分析生物膜三维结构。

（1）静态多菌种模型：Cavalcanti等［21］将变异链球菌、内

氏放线菌和戈登链球菌混合培养在含有唾液的牛牙釉质和

牙本质块上形成多菌种生物膜，用于评价食物中碳水化合物

的致龋性和氟化物对牙釉质和牙本质脱矿的影响。研究结

果表明，三菌种生物膜模型可用于评估除蔗糖外的碳水化合

物的致龋能力，并可用于研究氟化物对牙菌斑的影响。

Zhang等［22］在体外培养变异链球菌、戈登链球菌和血链球菌，

然后将细菌悬浮液混合以获得含变异链球菌（107 CFU/mL）、

戈登链球菌（107 CFU/mL）和血链球菌（107 CFU/mL）的菌液，

将 200 μL混合菌液和 1.8 mL含 1%蔗糖的BHI加入到 24孔

内，并在每个孔板内放入羟基磷灰石圆片形成多菌种生物

膜。通过测定乳酸和pH值控制生物膜的产酸量，CLSM测量

细菌体积比以确定生物膜的细胞外多糖产量，SEM成像活

菌/死菌体积比率以控制多菌种生物膜的生物量，采用

TaqMan实时聚合酶链式反应和荧光原位杂交成像技术研究

生物膜比例变化。该研究认为，使用多菌种生物膜模型可模

拟更多样化的微生物环境，理论上该生物膜模型能实现高度

的重复性。Kim等［23］通过在涂有唾液的羟基磷灰石圆片上

培养内氏放线菌、链球菌和变异链球菌形成多菌种生物膜，

观察蔓越莓类黄酮对变异链球菌产生EPS的影响。研究发

现，蔓越莓类黄酮能破坏多菌种生物膜三维结构，造成EPS
多孔网状结构塌陷以及使生物膜无法附着于圆片上。

较多研究表明，静态多菌种生物膜模型具有高度的可重

复性［24⁃26］。静态生物膜模型因其成本低及技术难度小，故在

研究中常使用。但其主要局限性在于有限的营养供应，不适

用于长期实验。

（2）动态多菌种模型：许多微生物需要在流动的条件下

才能在微生物群落中繁殖形成生物膜，因此有学者采用动态

模型为生物膜中微生物持续提供营养物质，其目标是通过不

断提供营养和剪切流条件来模拟自然口腔环境［27］。将恒化

器与恒流装置相连接，将恒化器中生成的稳态混合菌液连续

或间断地滴加在恒流装置中的实验表面上，从而形成菌斑生

物膜，这类系统常用于菌斑生成和抗菌斑药物的作用效果研

究［28］。

Schlafer等［29］设计口腔链球菌、血链球菌、轻型链球菌、

道恩链球菌和内氏放线菌形成动态多菌种生物膜模型模拟

龋病早期产酸的细菌群落，采用荧光原位杂交和CLSM对生

物膜的结构和组成进行分析。研究结果表明，该动态生物膜

与活体口腔内牙菌斑生物膜结构高度相似。

Blanc等［30］使用口腔链球菌、内氏放线菌、小韦荣菌、具
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核梭杆菌、伴放线聚集杆菌和牙龈卟啉单胞菌建立多菌种生

物膜模型，用于评估恒定剪切流下生物膜的发育。细菌首先

在Lambda Minifor生物反应器中生长，然后在羟基磷灰石圆

盘上使用改进的Robbins装置建立生物膜，使用 SEM、活菌/
死菌染色和荧光原位杂交技术分析培养了 3 ~ 7 d的生物

膜。采用 SEM和CLSM观察形成过程中生物膜的组成。研

究结果表明，该模型是一个高度可重复的多菌种口腔生物膜

动态形成系统，可用于临床前药物抗菌性的评估。同时在龈

上和龈下牙菌斑生物膜的基础研究中有很好的应用前景。

四、小结

牙菌斑生物膜的生化特性影响了龋病治疗的效果［31］。

牙菌斑生物膜菌种繁多，具有复杂的三维立体结构，且在菌

斑形成和成熟过程中微生物不断发生变化。在体外实验中

完全复制其特征是很困难，但并非不可能。单一的生物膜研

究可能会过度简化生物膜内的生态现象。因此，在选用模型

时候，应该根据所研究的问题来选择合适的生物膜模型，以

获得正确的结果［12，32］。
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·专家视频讲座·

种植牙龈乳头的保留与重建

王劲茗

种植修复的红色美学PES评价标准（Fürhauser，
2005）的7个要素中，龈边缘及龈乳头最为重要。种

植体周围龈乳头的特点是：无垂直向结缔组织纤维

附着，纤维附着不紧密，缺乏牙周膜结构，且颈部为

致密纤维结缔组织带，缺乏血供 。因此种植体周软

组织在炎症或受到刺激时，比天然牙更容易发生软

组织萎缩。

影响种植体龈乳头高度的因素有很多，其中最

重要的是血液供应的质和量，它决定了牙槽骨和牙

龈乳头的稳定性。为获得良好的血供质量，在种植

时应选用平台转换的植体、小直径种植体、并注意

控制好植体间距离。

对待美学区尚未拔牙的患者，应尽量选用微创

拔牙即刻种植，因为拔牙窝骨壁的完整性对拔牙窝

再生潜能至关重要。拔牙后就诊的患者在行骨增

量手术时，手术切口设计尽量微创，保留牙龈乳头

的切口方式可较好地维持牙龈乳头高度，最大限度

保留植体周软硬组织。

二期进行临时修复时，应及时调整牙龈外形，

约4周1次，注意策略对薄龈及厚龈生物型有所区别。

对于种植体周牙龈乳头等软组织的重建，目前

还处于实验室研究阶段。比如牙骨质再生支持的

生物个性化基台有望形成类似牙周膜结构，3D打印

支架复合生长因子再生牙间骨嵴，或是利用生长因

子再生纤维化牙龈乳头，消除黑三角。甚至将非角

化龈转化为角化龈。这些研究成果有望改善多牙

种植中牙龈乳头低平的难题。

较重建而言，保留相对容易，因此最大限度保

留软硬组织是实现前牙美学的捷径。
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