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·论著·

绵阳地区136例3～5岁儿童口腔微生物菌群

结构及其对患龋的影响
龚静  王荣 

【摘要】目的   分析绵阳地区3～5岁儿童的口腔微生物菌群结构，探究其对患龋的影响。方法   对2023
年3月～6月绵阳地区10所幼儿园的136例3～5岁儿童进行口腔流行病学调查，筛选患龋儿童和口腔健康儿

童各68例，分别作为观察组和对照组。收集两组儿童唾液样本，提取其全基因组脱氧核糖核酸（DNA）

并进行16S核糖体脱氧核糖核酸（16S rDNA）高通量测序，采用独立样本t检验、PCoA、非参数协方差分

析（PERMANOVA）、相似性分析（ANOSIM）、Wilcoxon秩和检验比较两组儿童口腔样本微生物菌群

多样性、物种组成结构、优势菌群及功能差异。结果  α多样性分析结果显示，观察组儿童Shannon指数                                                                                                                               
（3.02 ± 0.70）和Simpson指数（0.86 ± 0.35）显著高于对照组（2.70 ± 0.46、0.67 ± 0.15），差异均有统计学意

义（t = 3.150、P = 0.002，t = 4.115、P ＜ 0.001）；主坐标分析（PCoA）显示两组儿童口腔菌群呈现

显著分离（F = 3.428、P ＜ 0.001），且对照组与观察组间的Bray-Curtis距离（0.58 ± 0.22）显著高于

组内（R = 0.659，P = 0.003）。属层级水平上，观察组儿童唾液样本中的链球菌属、纤毛菌属、巨球形

菌属和普雷沃菌属丰度显著高于对照组，嗜血杆菌属、梭杆菌属、志贺菌和大肠埃希菌属丰度显著低于对

照组（P均＜ 0.05）；种层级水平上，观察组儿童的副流感嗜血杆菌丰度显著低于对照组，纤毛菌IK040、
产黑普雷沃菌、洛氏普雷沃菌丰度显著高于对照组，差异均有统计学意义（P均＜ 0.05）。观察组儿童磷

酸戊糖途径、丙酮酸代谢和丙脂酸代谢丰度显著低于对照组，差异均有统计学意义（P均＜ 0.05）。结论   
与健康儿童相比，龋病儿童口腔微生物菌群多样性增加，结构紊乱。
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【Abstract】Objective   To explore the structure of oral microflora in children aged 3 to 5 years old in 
Mianyang area, and to analyze its effect on dental caries. Methods   An oral epidemiological survey was conducted 
on 136 children aged 3 to 5 years old in 10 kindergartens in Mianyang from March to June 2023. Total of 68 children 
with caries and 68 children with oral health were selected as observation group and control group, respectively. 
Saliva samples of both groups were collected, and the whole genomic DNA was extracted and sequenced with 
16s ribosomal DNA (16S rDNA). Independent sample t-test, permutational multivariate analysis of variance 
(PERMANOVA), analysis of similarity (ANOSIM) and Wilcoxon rank sum test were used to compare the diversity 
of microflora, species composition, dominant flora and functional differences between the two groups. Results   
The results of α diversity analysis showed that the Shannon index (3.02 ± 0.70) and Simpson index (0.86 ± 0.35) 
of the observation group were significantly higher than those of the control group (2.70 ± 0.46; 0.67 ± 0.15) , with 
significant differences (t = 3.150, P = 0.002; t = 4.115, P < 0.001). Principal coordinate analysis (PCoA) showed 
that the oral flora of both groups were significantly separated (F = 3.428, P < 0.001), and the Bray-Curtis distance 
between the control group and the observation group (0.58 ± 0.22) was significantly higher than that of the group 
(R = 0.659, P = 0.003). At the level of genera, the abundance of Streptococcus, Leptotrichia, Megasphaera and 
Prevotella in saliva samples of the observation group were significantly higher than those of the control group, while 
the abundance of Haemophilus, Fusobacterium and Escherichia-Shigella of the observation group were significantly 
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lower than those of the control group, with significant differences (all P < 0.05). At the species level, the abundance 
of Haemophilus parainfluenzae of the observation group was significantly lower than that of the control group, while 
the abundance of Leptotrichia_IK040, Prevotella melaninogenica and Prevotella loescheii of the observation group 
were significantly higher than those of the control group , with significant differences (all P < 0.05). The abundance 
of pentose phosphate pathway, pyruvate metabolism and propanoate metabolism of the observation group were 
significantly lower than those of the control group (all P < 0.05). Conclusions   Compared with healthy children, 
children with caries have increased oral microbial flora diversity and structural disturbances.

【Key words】Children; Dental caries; Oral microorganism; Flora structure; Microflora diversity; Abundance

儿童口腔疾病中龋病最为常见，具有患病率

高、进展迅速和复发率高等特点，其发病率居于儿

童疾病首位，已成为全球性的公共卫生挑战[1-2]。虽

然我国采取了一系列措施对儿童龋病进行预防，但

其患病率仍居高不下，且呈逐年上升趋势[3]。相关

调查显示[4-6]，3～5岁儿童龋病发生率高达62.5%，对

牙齿造成不可逆性损害，还会严重影响儿童的颌骨

发育，甚至引发全身疾病，不利于儿童的身心健康

发展。因此，探究儿童龋病的发生机制对于临床预

防和治疗具有重要意义。儿童龋病病因较为复杂，

其中宿主、时间、环境和细菌为4个必要因素，而细

菌为导致龋病发生的关键，为始动因素[7-8]。部分口

腔微生物以生物膜形式附着于口腔软硬组织表面，长

期高糖饮食儿童口腔微生物产生大量的酸性物质超出

唾液的缓冲能力时，优势菌群变成在酸性环境中具有

竞争优势的变形链球菌等产酸耐酸菌，促进牙体硬组

织脱矿能力，从而导致儿童龋病的发生[9-10]。随着人

类微生物组学取得了突破性进展，口腔微生物菌群

失衡参与龋病发生发展这一观点越来越被众多学

者认可，且目前相关研究随着高通量测序（high-
throughput sequencing，NGS）技术的日趋成熟而

不断深入[11]。然而，口腔微生物生态型受到多种因

素影响，不同地理位置、不同饮食习惯人群间可能

存在较大差异。目前关于对绵阳地区患龋儿童口腔

微生物的研究较少。本研究通过16S核糖体脱氧核

糖核酸（16S ribosomal deoxyribonucleic acid，16S 
rDNA）高通量测序技术分析绵阳地区136例3～5岁
儿童口腔微生物菌群结构，探究其对患龋的影响，

为儿童龋病的生态防治提供参考，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

2023年3～6月对绵阳地区10所幼儿园的3～5岁
136例儿童进行口腔流行病学调查，采用简单随机

抽样法筛选出68例患龋儿童和68例口腔健康儿童

作为研究对象，分别作为观察组和对照组。观察

组儿童中男32例，女36例；年龄（4.12 ± 1.08）
岁。对照组儿童中男30例，女38例；年龄（4.23 ± 
1.12）岁。两组儿童性别（χ2 = 0.119、P = 0.731）
和年龄（t = 0.583、P = 0.561）差异均无统计学意

义。本研究经电子科技大学医学院附属绵阳医院

绵阳市中心医院伦理委员会审批通过（批号：31-
1720485）。所有样品采集及资料调查均取得患者

及其家属知情同意并签字确认。

二、纳入标准与排除标准

1. 纳入标准：①患龋儿童符合国际龋病诊断

和评估标准Ⅱ中关于龋病的诊断标准[12]，评分为

3～6分，且龋失补牙数（decayed，missing and filled 
teeth，DMFS）≥ 6；②口腔健康儿童的DMFS = 0。

2. 排除标准：①系统性疾病；②牙周疾病和

口腔黏膜疾病；③取样前3个月内使用氟化物、微

生态调节剂或抗菌药物；⑤佩戴正畸矫正器及配

件；⑤全身病毒或细菌感染。

三、方法

样 本 采 集 及 全 基 因 组 脱 氧 核 糖 核 酸

（deoxyribonucleic acid，DNA）的提取：参照美

国国立卫生研究院（National Institutes of Health，
NIH）制定的标准采样流程[13]完成对儿童唾液样本

的采集。儿童唾液样本采集当天早晨不刷牙，采

样前2 h不进食，并用20 ml生理盐水漱口1 min，
将2 ml非刺激性唾液置于无菌冻存管内，保存于                 
－80 ℃冰箱。研磨冻存唾液样本，提取样本中的

全基因组DNA。

2. 16S rDNA高通量测序技术：采用KAPA 
2G Robust Hot Start Ready Mix试剂盒（美国Kapa 
Biosystems公司）对唾液样本16S rRNA片段上的

V3-V4高变区进行PCR扩增，通过illumuna Hiseq
测序平台（美国Illumuna公司）对扩增产物进行

单端测序分析，获得各模板DNA片段的碱基序列
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（Reads）。

3. 口腔微生物菌落结构分析：将存在97%相似

度的序列进行操作分类单元（operational taxonomic 
unit，OTU）聚类，每类OTU代表序列的物种注释

采用RDP-classifier，追溯物种来源，并将其划分到

界、门、纲、目、科、属和种等层级。①通过绘

制稀释性曲线和物种累积曲线评估测序深度的合理

性及样本量大小。②样本多样性分析：采用Mothur
计算Shannon、Simpson指数以分析唾液样本的α
多样性；通过UniFrac软件分析样本的β多样性，

包括Bray-Curtis矩阵分析和主坐标分析（principal 
co-ordinates analysis，PCoA），以评估微生物菌

落的复杂性，分析两组样本菌群组成的区别和共

同特征。③菌群功能预测分析：通过kobas软件和

京都基因和基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia 
of Genes and Genomes，KEGG）数据库（https://
www.kegg.jp）对口腔微生物菌群的功能进行预测

分析，分析其功能分布特征。

四、统计学处理

数据分析采用SPSS 22.0统计学软件。计量资

料中年龄、Shannon指数、Simpson指数呈正态分

布，以 x ± s表示，组间比较采用两独立样本t检
验；计数资料（性别）以例数表示，组间比较采

用χ2检验；基于Bray-Curtis距离进行不同唾液样

本菌群结构相似性分析（Analysis of similarity，
ANOSIM）；基于PCoA进行非参数协方差分析

（permutational multivariate analysis of variance，
PERMANOVA）分析；物种和功能丰度以例数

（%）表示，两组间比较采用Wilcoxon秩和检验。

以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、构建稀释性曲线和物种累积曲线

两组儿童唾液样本的稀释性曲线随着样本测

序深度的增加逐渐趋向平坦，表明测序数量足够

多，测序深度合理，见图1A。物种累积曲线随着

样本量的增多最终处于平缓状态，进一步增加测序

深度抽样后ASV数目不会显著增加，进一步表明样

本量充足，见图1B。
二、两组样本多样性分析

1. α多样性分析：观察组Shannon指数（3.02 ± 
0.70）、Simpson指数（0.86 ± 0.35）均显著高于对照

组（2.70 ± 0.46、0.67 ± 0.15），差异均有统计学意义          
（t  =  3.150、P  =  0.002，t  = 4.115、P ＜ 0.001）。见          
图2。

β多样性分析：对照组组内菌群结构的Bray-
Curtis距离为（0.54 ± 0.19），观察组组内菌群结构

的Bray-Curtis距离为（0.62 ± 0.15），对照组与观

察组组间为（0.58 ± 0.22），136例唾液样本组内

为（0.54 ± 0.15），ANOSIM分析结果显示，对照

组与观察组组间Bray-Curtis距离显著高于组内距离

（R = 0.659、P = 0.003），见图3A。PCoA分析与

PERMANOVA分析结果显示，横纵坐标主成分贡

献率分别为73.9%和13.9%，累积贡献率为87.8%，

两组样本菌群呈现显著分离（F  = 3.428，P  ＜ 
0.001），见图3B。

三、观察组和对照组样本微生物菌群物种组成

在门、属、种水平对两组样本物种丰度统计

显示，共检测出46个菌门，主要隶属于变形菌门、

厚壁菌门、梭杆菌门、放线菌门、拟杆菌门和候

A：稀释性曲线；B：物种累积曲线

图1    唾液样本多样性分析
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选菌TM7，对照组和观察组的优势菌门一致，见

图4。在属层级水平共鉴定出1 597个菌属，其中有

35个菌属的相对丰度在1%以上，相对丰度为前20
的菌属见图5。在种层级水平共鉴定出11 908个菌

种，其中有22个菌种的相对丰度在1%以上，相对

丰度为前20的菌种见图6。
四、优势菌群分析

采用Wilcoxon秩和检验比较两组唾液样本的优

势菌群，结果显示在属层级水平，观察组儿童唾液

样本中的链球菌属、纤毛菌属、巨球形菌属、普雷

沃菌属丰度显著高于对照组，嗜血杆菌属、梭杆菌

属、志贺菌和大肠埃希菌属丰度显著低于对照组，

差异具有统计学意义（P ＜ 0.05），见表1和图7。
在种层级水平，观察组儿童唾液样本中的副流

感嗜血杆菌丰度显著低于对照组，纤毛菌IK040、产 图4    观察组与对照组门层级水平主要物种分布 

注：A：Shannon 指数；B：Simpson 指数

图2    对照组和观察组口腔微生物菌群α多样性分析箱式图

注：A：Bray-Curtis矩阵分析；B：PCoA分析

图3    对照组和观察组口腔微生物菌群β多样性分析

黑普雷沃菌、洛氏普雷沃菌丰度显著高于对照组，

差异具有统计学意义（P均＜ 0.05），见表1和图8。
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图5    观察组与对照组属层级水平主要物种分布 图6    观察组与对照组种层级水平主要物种分布

表 1    观察组与对照组口腔样本优势菌群分析

优势菌群 比例差值 95%CI P值

属层级

链球菌属 2.87 0.84～4.73 0.002

纤毛菌属 0.65 0.12～1.18 0.045

巨球形菌属 1.04 0.31～1.77 0.016

普雷沃菌属 0.91 0.12～1.73 0.026

嗜血杆菌属 －1.04 －1.85～－0.21 0.015

梭杆菌属 －1.01 －1.93～－0.16 0.019

志贺菌和大肠埃希菌属 －1.13 －2.05～－0.21 0.013

种层级

副流感嗜血杆菌 －0.93 －1.62～－0.26 0.021

纤毛菌IK040 0.60 0.12～1.12 0.043

产黑普雷沃菌 0.88 0.12～1.64 0.037

洛氏普雷沃菌 0.97 0.21～1.73 0.015

图7    观察组与对照组口腔微生物属层级水平的Wilcoxon秩和检验

五、功能预测分析

比较观察组与对照组口腔微生物菌群功能

差异，结果显示相对丰度在1%以上的前20个通

路见图9，功能丰度由高到低为安莎霉素的生物
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合成、万古霉素类抗菌药物的生物合成、叶酸一

碳库等，观察组磷酸戊糖途径（比例差值为－

1.13、95%CI：－1.88～－0.28、P = 0.012）、丙

酮酸代谢（比例差值为－0.97、95%CI：－1.79～           
－0.17、P = 0.036）和丙脂酸代谢（比例差值为          
－0.97、95%CI：－1.79～－0.17、P = 0.036）丰度

显著低于对照组，差异具有统计学意义。

讨    论

龋病是儿童最为常见的慢性疾病，因口腔环

境变化导致口腔微生物菌群结构平衡被打破从而

引发的由生物膜介导的非生物性疾病，影响着全

球约50%儿童，引起了医学界的密切关注。即使推

广了一系列预防措施，如涂氟和窝沟封闭等，但儿

童患龋率仍较高，若未采取有效的措施进行治疗还

易发展为多发龋[14-17]；深入探究儿童龋病的发病机

制对于临床预防和治疗具有重要意义。口腔微生物

菌群整体平衡的维系在维持口腔健康中发挥着重要

作用，当口腔环境改变使微生态的动态平衡被打破

时，变形链球菌等产酸菌或致病菌成为优势菌群，

最终导致龋病的发生[18-19]。有研究证实[20-22]，龋病

发生是由于整个口腔微生物菌群结构改变引起的，

且因地理位置不同呈现明显差异；口腔微生物菌群

结构与儿童龋病发生间的关系仍有待进一步研究。

本研究α多样性分析结果显示，龋病儿童唾液

样本微生物菌群的Shannon指数和Simpson指数均显

著高于口腔健康儿童，表明口腔微生物多样性增加

可能导致儿童龋病的发生。β多样性分析结果显示，

龋病儿童唾液样本中微生物的Bray-Curtis距离较远

图8    观察组与对照组口腔微生物种层级水平的Wilcoxon秩和检验

图9    观察组与对照组口腔微生物菌群基于功能分类3水平的KEGG功能分析
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且更为复杂，口腔健康儿童的群落结构较为相似，

两组儿童口腔微生物菌群存在显著差异，表明龋病

微生物菌群存在个体异质性。上述研究结果显示，

龋病的发生可能并非由某种特异性细菌引起，所涉

及的微生物菌群结构变化较为复杂。刘梦佳等[23]研

究发现，青岛市5岁低龄重症龋儿童龈上菌斑普雷

沃菌属丰度显著高于口腔健康儿童，嗜血杆菌属丰

度显著低于口腔健康儿童；王媛等[24]研究显示，龋

病儿童唾液微生物菌群中的巨球形菌属丰度较无龋

儿童显著增加；拜娴等[25]研究显示，云南傈僳族高

龋儿童唾液微生物菌群中的链球菌属丰度较无龋儿

童显著增加，嗜血杆菌属、志贺菌和大肠埃希菌

属、梭杆菌属丰度较无龋儿童显著降低。本研究结

果与上述研究基本一致，在属层级水平，龋病儿童

唾液样本中的链球菌属、纤毛菌属、巨球形菌属、

普雷沃菌属丰度显著高于健康儿童，嗜血杆菌属、

梭杆菌属、志贺菌和大肠埃希菌属丰度显著低于健

康儿童，且上述菌属的某些物种在龋病与口腔健康

儿童唾液样本间存在显著差异。嗜血杆菌属、梭杆

菌属、志贺菌和大肠埃希菌属为有害菌，其在龋病

儿童中的丰度降低，推测其可能无致龋作用，甚至

有抑龋作用，但具体作用机制仍需进一步探讨。此

外，刘梦佳等[23]研究还发现，在门层级水平，重症

龋儿童龈上菌斑微生物菌群中的梭杆菌门、TM7丰
度显著高于口腔健康儿童，而本研究中龋病儿童与

口腔健康儿童唾液样本微生物菌群在门层级水平无

显著差异，与刘梦佳等[23]研究结果存在差异，可能

与研究对象地理位置不同有关。

多种微生物共同作用引发口腔微生态失衡从

而导致龋病的发生。链球菌属为革兰阳性菌，大多

物种无致病作用，是健康儿童口腔中的主要菌属，

但其中的变形链球菌具备高度耐酸和产酸特性，在

牙菌斑生物膜形成的初期发挥着关键的作用，是导

致多种口腔疾病发生的重要致病菌，致龋能力较

强[26]。刘梦佳等[23]研究结果显示，重症低龄儿童龋

的儿童龈上菌斑变形链球菌、纤毛菌IK040、产黑

普雷沃菌和洛氏普雷沃菌丰度显著高于口腔健康

儿童，副流感嗜血杆菌丰度显著低于口腔健康儿

童。在种层级水平，本研究也进一步证实龋病儿童

的副流感嗜血杆菌丰度显著低于健康儿童，纤毛菌

IK040、产黑普雷沃菌、洛氏普雷沃菌丰度显著高

于健康儿童。副流感嗜血杆菌是一种革兰阴性微需

氧菌，在牙周菌群的稳定中起到重要作用，随着龋

病的发生发展，口腔微环境中pH等化学物理性质

发生改变，促使得副流感嗜血杆菌向牙髓卟啉单胞

菌等革兰阴性厌氧菌转变。普雷沃菌属为革兰阴性

菌，属于拟杆菌门，具备中度耐酸能力，是潜在的

牙周病原体，可作为低龄儿童龋的诊断标志物，但

其并无产酸能力，可能通过自身独特的蛋白溶解特

性发挥致龋的作用。但本研究中并未检测出龋病儿

童与健康儿童间链球菌属相关物种的差异，特别是

变形链球菌，这可能与物种注释时删除了相对丰度

低于0.1%的物种有关。

刘梦佳[27]在分析高龋儿童和健康儿童龈上菌斑

微生物差异功能基因的研究中证实，磷酸戊糖途

径、丙酮酸代谢和丙脂酸代谢的基因簇在健康儿童

龈上菌斑中富集，丰度显著高于高龋儿童。本研究

进一步探究口腔微生物菌群结构改变与功能的关系

发现，儿童口腔微生物功能主要为安莎霉素的生物

合成、万古霉素类抗菌药物的生物合成和叶酸一碳

库等，且龋病儿童唾液样本微生物的磷酸戊糖途

径、丙酮酸代谢和丙脂酸代谢功能丰度较健康儿童

显著降低，表明龋病儿童口腔微生物的碳水化合物

代谢相关功能减弱。当摄入过多碳水化合物时，口

腔微环境改变，产生的酸性环境有利于致龋菌的生

长和增殖，并通过糖代谢持续代谢碳水化合物，使

健康菌或酸敏感菌的生长和增殖受到抑制，促进儿

童龋病的发生发展[28]。

综上，龋病儿童口腔微生物菌群多样性更高，

健康的口腔微生态中碳水化合物代谢更为活跃。但

本研究仍存在一定局限性，首先，本研究纵向采样

时间较短，对测序结果的稳定性可能产生一定影

响；其次，未进一步分析性别、不同地域（城市或

农村）、饮食习惯等因素对口腔微生物菌群结构的

影响；第三，未严格区分龋齿严重程度（单个和多

个龋齿）和病程长短等因素。在后续研究中仍需进

行深入探讨，并将基于龋病儿童与口腔健康儿童唾

液样本微生物差异菌群结构建立3～5岁儿童龋病评估

模型，用于临床上龋病风险的快速和精确评估。
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