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　　 【编者按】　牙周炎是一种以菌斑微生物感染为始动因素的慢性炎性疾病，大量流行病学和动物实验证实，牙周
炎与心血管疾病有关，但牙周炎与心血管疾病的相关作用机制较为复杂，目前尚缺乏统一认识。张国明所在课题组通

过Ｃｈｅｌｅｘ１００法及聚合酶链反应提取动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中福赛斯坦纳菌 （Ｔｆ）ＤＮＡ，初步探讨了牙周炎与
动脉粥样硬化间的关系，提示动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中Ｔｆ有关。敬请关注！
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　　 【摘要】　目的　分析动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中牙周致病菌的关系。方法　选取２０１４年８月—２０１５年１０
月于新疆医科大学第一附属医院心脏外科行冠状动脉旁路移植术的冠心病并牙周炎患者８６例，收集其动脉粥样硬化斑
块及龈下菌斑。采用Ｃｈｅｌｅｘ－１００法及聚合酶链反应 （ＰＣＲ）提取动脉粥样硬化斑块及龈下菌斑中福赛斯坦纳菌 （Ｔｆ）
ＤＮＡ，计算动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中ＴｆＤＮＡ拷贝数，动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中 Ｔｆ占比的相关性分析采
用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。结果　动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ阳性检出率分别为６０７１％、８０２１％。动脉粥样硬
化斑块和龈下菌斑中ＴｆＤＮＡ测序结果符合Ｇｅｎｂａｎｋ数据库相应细菌标准序列，同源性达９９％。动脉粥样硬化斑块中
ＴｆＤＮＡ拷贝数为 （２２４×１０２±１５２×１０２）拷贝／μｌ，Ｔｆ占比为 （０２８±０１３）％；龈下菌斑中 ＴｆＤＮＡ拷贝数为
（２０６×１０３±１１８×１０４）拷贝／μｌ，Ｔｆ占比为 （０３５±０２２）％；动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ占比比较，差异
有统计学意义 （Ｐ＜００５）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析结果显示，动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中 Ｔｆ占比呈正相关 （ｒ＝
０４９８，Ｐ＜００５）。结论　动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中Ｔｆ阳性检出率均较高，动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ
具有同源性，且动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中Ｔｆ相关。
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　　近年来，随着社会经济的快速发展，人口老龄化进
程加剧，人们生活水平和生活方式发生改变，冠心病发

病率呈逐年上升趋势。研究表明，动脉粥样硬化 （ＡＳ）
是导致冠心病的主要危险因素［１］。ＡＳ是一种长期且复
杂的血管病变，是以血管内皮功能障碍、血管内膜过度

纤维化、平滑肌细胞增殖及脂质斑块形成为主的慢性炎

性反应，也是由于遗传因素、血管内皮功能损伤及相关

炎性反应等共同作用的结果［２］。研究表明，炎性反应参

与了ＡＳ的发生、发展及斑块形成和破裂的整个过程［３］；

炎性疾病或慢性感染可能与 ＡＳ的发生、发展有关［４］。

也有研究表明，牙周炎与 ＡＳ有共同的危险因素，如遗
传、吸烟、年龄、糖尿病及精神压力等［５－６］。本研究对

动脉粥样硬化斑块及龈下菌斑中的牙周致病菌进行检

测，旨在探讨动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中牙周致病

菌的关系，现报道如下。

１　对象与方法
１１　研究对象　选取２０１４年８月—２０１５年１０月于新
疆医科大学第一附属医院心脏外科行冠状动脉旁路移植

术的冠心病并牙周炎患者８６例，其中男６６例，女２０
例；年龄４２～７６岁，平均年龄 （５８５±１７７）岁。排
除标准： （１）伴有其他全身系统性疾病者； （２）近３
个月内使用肾上腺皮质激素、抗生素、性激素及避孕药

者。本研究经新疆医科大学第一附属医院医学伦理委员

会审核批准，患者及其家属均签署知情同意书。

１２　诊断标准　 （１）冠心病诊断标准：经冠状动脉造
影检查显示≥１支冠状动脉直径狭窄率≥５０％。（２）牙
周炎诊断标准：参照文献 ［７］中的牙周炎诊断标准进
行判定，冠状动脉旁路移植术前１周内由牙周专科医生
测量全口牙周袋深度 （ＰＤ）和临床附着丧失 （ＣＡＬ）。
１３　试剂与仪器
１３１　主要试剂　５％Ｃｈｅｌｅｘ－１００由美国Ｓｉｇｍａ公司提
供；蛋白酶Ｋ和２×ＰｏｗｅｒＴａｐＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ由上海生
工生物工程有限公司提供；琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂
盒由北京百泰克生物技术有限公司提供；高纯质粒小量

制备试剂盒 （离心柱型），新型 ｐＵＭ－Ｔ快速克隆试剂
盒和 ＤＨ５α感受态细胞由大连宝生物工程有限公司提
供；福赛斯坦纳菌 （Ｔｆ）标准菌株由新疆医科大学重点
实验室提供；Ｔｆ的１６ＳｒＲＮＡ特异性引物序列按照引物
设计原则由北京六合华大基因科技有限公司合成 （上游

引物序列为５′ＧＴＣＧＧＡＣＴＡＡＴＡＣＣＴＣＡＴＡＡＡＡＣＡ３′，下
游引物序列为５′ＴＣＧＣＣＣＡＴＴＧＡＣＣＡＡＴＡＴＴ３′，扩增的
目的片段长度为２２２ｂｐ），上、下游引物序列均与基因
库相比较以确保其特异性，内参基因引物为总细菌的通

用引物，根据细菌 １６ＳｒＤＮＡ的特异性保守序列设计，
引物由北京六合华大基因科技有限公司合成。

１３２　主要仪器　ＧｅｌＤｏｃ２０００型凝胶成像仪和实时荧
光定量ＰＣＲ仪由美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司提供；－８０℃超低
温冰箱由美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司提供；低温高速台式离心机
由美国Ｔｈｅｒｍｏ公司提供；ＤＹＹ７Ｃ型核酸电泳仪由北京
六一仪器厂提供；ＴＵ１９０１型紫外分光光度计由北京普
析通用仪器有限公司提供；ＧＡＰ９０８０隔水式恒温培养
箱由上海一恒科学仪器有限公司提供。

１４　方法
１４１　标本采集　 （１）医师在冠状动脉旁路移植术中
通过冠状动脉内膜切除术收集动脉粥样硬化斑块，动脉

粥样硬化斑块取出后迅速放入无菌试管中，置于

－８０℃超低温冰箱冻存。（２）龈下菌斑标本：冠状动
脉旁路移植术前１周，由牙周专科医师进行牙周检查，
选取患者４个ＰＤ≥５ｍｍ位点，用无菌龈上刮治器去除
取样牙齿的龈上菌斑，棉卷隔湿干燥后，用另一无菌龈

下刮治器插入龈沟底采集龈下菌斑，置入无菌ＥＰ管中，
于－８０℃超低温冰箱保存。
１４２　ＤＮＡ提取　将标本取出后于室温下解冻，取龈
下菌斑和经充分剪碎研磨的动脉粥样硬化斑块１００ｍｇ，
置入无菌ＥＰ管中，分别加入５％Ｃｈｅｌｅｘ１００１５０μｌ和蛋
白酶Ｋ４μｌ，用旋涡混合器混匀１０ｍｉｎ，于１００℃水浴
箱中水浴１０ｍｉｎ，冰上放置１ｍｉｎ，室温下以１２５００ｒ／
ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取上清液，置于－２０℃冰箱保存。
１４３　聚合酶链反应 （ＰＣＲ）方法　 （１）ＰＣＲ反应体
系：总反应体系４０μｌ，２×ＰｏｗｅｒＴａｐＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ２０
μｌ，ＤＮＡ模板 ８μｌ，上下游引物各 １０μｌ（１０ｐｍｏｌ／
μｌ），无菌去离子水补足总体积至４０μｌ。（２）ＰＣＲ反应
条件：９５℃预变性３ｍｉｎ后进入主循环，其中９５℃预
变性３０ｓ、退火３０ｓ、７２℃延伸４０ｓ（经３４个循环），
末次７２℃延伸５ｍｉｎ终止反应。（３）ＰＣＲ反应产物电
泳：取ＰＣＲ扩增产物３μｌ，加２μｌ载样缓冲液点样于
２％琼脂糖凝胶中，以Ｔｆ标准菌株为阳性对照，以加入
无菌去离子水为模板的反应体系为空白对照；电压１００

·４１· ＰＪＣＣＰＶＤ　Ｊｕｌｙ２０１７，Ｖｏｌ，２５　Ｎｏ７　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



Ｖ，电泳３０ｍｉｎ，在ＧｅｌＤｏｃ２０００型凝胶成像仪下观察扩
增情况。将动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中测到的牙周

致病菌基因的 ＰＣＲ产物送往北京六合华大基因科技有
限公司进行测序，测序结果应用 Ｂｌａｓｔ软件与 Ｇｅｎｂａｎｋ
数据库中的标准序列进行比对分析，确定序列来源。

（４）实时荧光定量 ＰＣＲ：采用琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试
剂盒纯化 ＰＣＲ产物，后置于 －２０℃冰箱保存待测；利
用新型ｐＵＭ－Ｔ快速克隆试剂盒使ｐＵＭ－Ｔ与目的ＤＮＡ
片段连接，进行蓝白斑筛选，选择在 ＩＰＴＧ／Ｘ－ｇａｌ平板
上生长的白色菌落并将其挑至含培养基的试管中，置入

３７℃摇床震荡培养，２００ｒ／ｍｉｎ震荡培养过夜，提取质
粒，构建质粒标准品。 （５）标准曲线建立：将构建好
的Ｔｆ重组质粒和内参标准品质粒分别进行１０倍梯度稀
释，共稀释５个浓度梯度；以不出现非特异性扩增产
物，扩增效率为９０％ ～１０５％；每份标本上机时需并行
５份：Ｔｆ和内参基因梯度稀释的标准品及动脉粥样硬化
斑块和龈下菌斑中的 Ｔｆ，内参基因分别扩增，均做复
管。（６）根据拷贝数公式计算动脉粥样硬化斑块和龈
下菌斑中 ＴｆＤＮＡ拷贝数，ＴｆＤＮＡ拷贝数 ＝ （ｍｏｌ数／
μｌ） ×６０２×１０２３＝ 〔质量 （ｇ）／分子量〕／μｌ×６０２
×１０２３＝ 〔质量 （ｎｇ） ×１０－９／分子量〕／μｌ×６０２×
１０２３＝浓度 （ｎｇ／μｌ） ×６０２×１０１４／分子量。
１５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７０统计软件进行数据处
理，计数资料以 （ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ检验；相关性分
析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析。以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ的检出情况　
动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ阳性检出率分别为
６０７１％、８０２１％。动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ
ＰＣＲ扩增产物电泳结果见图１；动脉粥样硬化斑块和龈
下菌斑中ＴｆＤＮＡ测序结果符合 Ｇｅｎｂａｎｋ数据库相应细
菌标准序列，同源性达９９％ （见图２）。

　　注：Ｍ为ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１为阳性对照，福赛斯坦菌 （Ｔｆ）标准菌
株；２、３、４为动脉粥样硬化斑块中扩增的 Ｔｆ；５、６、７为龈下菌斑
中扩增的Ｔｆ；８为空白对照，无菌去离子水

图１　ＴｆＰＣＲ扩增产物电泳图
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆＴｆ

　 　 注： Ｔｆ： ＣＡＣＣＣＣＧＣＴＣＧＣＡＴＧＴＧＧＣＴＡＴＴＴＧＴＴＡ

ＡＧＴＴＴＡＴＴＧＧＴＴＧＣＧＧＡＴＧＧＧＣＡＴＧＣＧＴＡＣＣＡＴＴＡＧＧＴＡＧＴＴＧＧＴＧＡＧ

ＧＴＡＡＣＧＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＣＣＡＴＣＧＡＴＧＧＴ

ＴＡＧＧＧＧＴＴＣＴＧＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＣＣＣＣＣＡ

ＣＡＣＴＧＧＴＡＣＴＧＡＧＡＣＡＣＧＧＡＣＣＡＧＡＣＴＣ

ＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧＴＧＡＧＧＡＡＴＡＴＴＧＧＴＣＡＡＴＧＧＧＣＧＡ

图２　ＴｆＰＣＲ扩增产物基因测序结果

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＧｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆＴｆ

２２　实时荧光定量ＰＣＲ结果　内参基因溶解曲线无杂
峰，产物单一 （见图３Ａ）；内参基因标准曲线扩增效率
为１００２％，决定系数ｒ２＝０９９９（见图３Ｂ）；目的基因
Ｔｆ溶解曲线见图 ３Ｃ；目的基因标准曲线扩增效率为
１１３６％，决定系数ｒ２＝０９９９（见图３Ｄ）。内参基因和
目的基因标准曲线线性关系及扩增效率较好，标准曲线

构建成功。

２３　ＴｆＤＮＡ拷贝数和Ｔｆ占比　动脉粥样硬化斑块中Ｔｆ
ＤＮＡ拷贝数为 （２２４×１０２±１５２×１０２）拷贝／μｌ，龈
下菌斑中 ＴｆＤＮＡ拷贝数为 （２０６×１０３±１１８×１０４）
拷贝／μｌ；动脉粥样硬化斑块中 Ｔｆ占比为 （０２８
±０１３）％，龈下菌斑中 Ｔｆ占比为 （０３５±０２２）％，
动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ占比比较，差异有
统计学意义 （ｔ＝３７１７，Ｐ＜００５）。Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分
析结果显示，动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中 Ｔｆ占比
呈正相关 （ｒ＝０４９８，Ｐ＜００５，见图４）。

图４　动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中Ｔｆ关系的散点图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｓｃａｔｔｅｒｄｉａｇｒａｍ ｆｏｒｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＴｆｂｅｔｗｅｅｎａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｔｉｃ

ｐｌａｑｕｅａｎｄｓｕｂｇｉｎｇｉｖａｌｐｌａｑｕｅ
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　　注：Ａ为内参基因溶解曲线，Ｂ为内参基因标准曲线，Ｃ为目的基因溶解曲线，Ｄ为目的基因标准曲线

图３　Ｔｆ实时荧光定量ＰＣＲ扩增曲线

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｆｏｒＴｆ

３　讨论
冠心病是临床常见的心血管疾病，其主要病理改变

为进行性ＡＳ及血栓形成，严重危及人们的生命健康及
生活质量。近年研究表明，局部或系统慢性炎症可能导

致机体产生一系列细胞因子及免疫反应，包括炎性细胞

浸润、炎性因子过度表达等，同时炎性因子可参与细胞

调节、血管重塑并在 ＡＳ发生发展过程中发挥着重要作
用，会增加心血管疾病的发生风险［１－８］。

牙周炎是常见的感染性疾病之一，也是导致成年人

牙齿丧失的主要原因，是口腔健康的 “头号杀手”。牙

周病原菌微生物可刺激单核巨噬细胞产生炎性递质，促

进血小板聚集，破坏血管上皮细胞完整性；同时还可促

使炎性细胞浸润、胆固醇及胆固醇脂质沉积，导致单核

巨噬细胞聚集、吞噬脂类形成泡沫细胞、纤维蛋白沉

积，进而形成斑块。研究表明，牙周炎可能是冠心病的

潜在危险因素［９］；牙周致病菌及其代谢产物脂多糖会激

活单核／巨噬细胞系统而释放多种炎性因子，导致ＡＳ的
发生风险增加２５％［１０－１１］。

目前，随着现代医学的发展，ＡＳ的发生机制研究
已深入到分子生物学领域，通过检测发现动脉粥样硬化

斑块中存在多种常见口腔微生物 ＤＮＡ，包括牙龈卟啉
单胞 菌、Ｔｆ、中 间 普 氏 菌、伴 放 线 杆 菌 等［１２－１３］。

ＣＨＩＵ［１４］研究发现，动脉粥样硬化斑块中测出的牙龈卟
啉单胞菌、Ｔｆ、中间普氏菌等常存在于斑块不稳定部
位，并伴有溃疡及血栓形成，其周围邻近血管壁细胞常

富含凋亡小体，提示牙周的常见致病菌可能参与动脉粥

样硬化斑块的发生发展。ＴＵＯＭＡＩＮＥＮ等［１５］研究表明，

牙周致病菌可通过引发炎性反应、脂蛋白代谢紊乱、血

管基质重塑而促进 ＡＳ的发生发展。国内研究表明，冠
心病合并重度牙周炎患者动脉粥样硬化斑块及龈下菌斑
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中的牙周致病菌检出率高于冠心病合并轻度牙周炎患

者，提示牙周致病菌与ＡＳ间存在相关性［１６－１７］。动物实

验研究表明，牙周炎兔的动脉血管壁上存在较多脂质沉

积，且沉积程度与牙周炎的严重程度呈正相关［１８］。Ｔｆ
是目前公认的牙周炎三大主要致病菌之一，检出率

较高［１９－２１］。

本研究结果显示，动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中

均检出 Ｔｆ的 ＤＮＡ，阳性检出率分别为 ６０７１％、
８０２１％；动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中Ｔｆ的ＤＮＡ测
序与Ｔｆ标准序列同源性达９９％；动脉粥样硬化斑块和
龈下菌斑中 Ｔｆ占总菌的比值间存在差异；动脉粥样硬
化斑块与龈下菌斑中的 Ｔｆ呈正相关，提示动脉粥样硬
化斑块和龈下菌斑中均存在Ｔｆ，动脉粥样硬化斑块与龈
下菌斑中的Ｔｆ有相关性。

综上所述，动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ阳
性检出率均较高，动脉粥样硬化斑块和龈下菌斑中 Ｔｆ
具有同源性，且动脉粥样硬化斑块与龈下菌斑中 Ｔｆ
相关。
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