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口腔中微生物的腐化来源于寄生在舌和龈沟中

的细菌，这是产生口腔异味的重要原因。Lee等[1]通

过气相色谱分析等技术检测口臭气体的组成，发现

这种气味由挥发性硫化合物（volatile sulphur com-

pounds, VSCs）、吲哚、甲基吲哚、胺和脂肪酸组

成，它们来源于微生物发酵唾液、血液、鼻腔中的

黏液素、龈沟液、溶解的中性白细胞和上皮细胞碎

口臭研究模型的建立及其对口腔致臭菌的确定
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[摘要] 目的 建立一个可模拟口臭代谢过程的唾液沉淀物系统，同时分析几种细菌对口臭产生的影响，为致臭

菌的确定提供依据。方法 收集10名牙周健康个体的刺激性全唾液10份。调整离心全唾液的上清液和沉淀物的比

例，建立口臭研究模型，在37 ℃兼性厌氧条件下孵育使其产生臭味，7 h内每隔1 h分别用鼻闻法检测气相和液相

的臭味指数，用Halimeter测量挥发性硫化合物（VSCs）水平，用玻璃电极测量pH值。在经过1 h孵育后的口臭模型

内，分别加入可疑致臭菌（牙龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌、中间普氏菌）菌悬液以及作为对照的非致臭菌（伴放线

放线杆菌）菌悬液和蒸馏水，继续在37 ℃兼性厌氧条件下孵育，在余下的6 h内每隔1 h测量1次各组的臭味指数、

VSCs水平及pH值。结果 调整离心全唾液比例后的口臭模型能模拟口臭代谢过程，产生明显的臭味。在孵育1 h

后的口臭模型内，加入可疑致臭菌菌悬液后，臭味产生相对于伴放线放线杆菌组和蒸馏水组高，牙龈卟啉单胞菌

组相对显著。结论 孵育离心全唾液为研究口臭产生的有用模型。通过改变致臭细菌的数目来改变微生物负载，

对细菌代谢的活性会产生影响，从而影响臭味的形成，可以此来确定致臭菌。
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[ Abstract] Objective To establish a salivary sediment malodor system, and to evaluate the effect of several

kinds of bacteria dedicated to the halitosis formation，hence to identify halitosis- correlated bacteria. Methods The

proportion of the supernatant and sediment, gained from centrifugal whole saliva, was adjusted to establish a salivary

sediment malodor system incubated in facultative aerobic environment under 37 ℃ for 7 hours. The halitosis indexes

in both gaseous phase and liquid phase were checked by direct sniffing, and volatile sulphur compounds（VSCs） and

pH were determined by halimeter and glass electrode respectively between hours to evaluate the malodor formation.

The suspended fluid of suspicious halitosis- correlated bacteria and non- halitosis- correlated bacteria and water control

were introduced into the salivary sediment system incubated for 1 hour. The five groups were incubated in facultative

aerobic environment under 37 ℃ in the residual hours. The halitosis indexes, VSCs and pH changes were recorded

between hours. Results The salivary sediment malodor system can simulate the metabolism of halitosis formation to

produce halitosis. The odors of the suspicious halitosis - correlated bacteria introduced groups were higher than the

non- halitosis- correlated bacteria and water control group. Conclusion With its simple but fundamental manipula-

tions, incubated whole saliva is a powerful model for study of the metabolism of the oral mixed microbial flora, mal-

odor formation, and other oral diseases- related processes.
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屑中的蛋白多肽。其中，VSCs是导致口臭的重要成

分，主要由厌氧菌分解食物中的含硫氨基酸产生，

包括硫化氢（H2S）、甲基硫醇（CH3SH）和乙基硫化物

（CH3SCH3）等。细菌腐化是产生口臭的主要代谢过

程。本研究通过对全唾液标本进行离心，建立一个

唾液沉淀物系统的模型，并利用该模型来模拟口腔

内口臭的产生。

1 材料和方法

1.1 实验菌株和实验器械

牙龈卟啉单胞菌、中间普氏菌、具核梭杆菌、

伴放线放线杆菌由四川大学口腔生物医学工程教育

部重点实验室提供。RC- 28S离心机（Dupont公司，

美国），玻璃电极、离心管、密封小试管、微量加

样器（海门舒康公司），MM- 1微型振荡器（江苏金城

公 司）， Halimeter 口 气 测 量 仪（Interscan 公 司 ， 美

国），数字pH测量仪（Orion公司，美国），三气培养

箱（上海金钟公司）。

1.2 实验对象

选取四川大学华西口腔医学院10名学生为实验

对象，其中男性5名，女性5名，年龄22～27岁。纳

入标准为：无全身系统疾病、3个月内未服用抗生

素、半年内无牙周治疗史、牙周探诊深度在3 mm以

下、无探诊出血、无牙周附着丧失、鼻闻法臭味指

数为零、Halimeter仪器检测VSCs的体积分数小于

2×10- 7。

1.3 标本的采集

要求10名学生禁食12 h，并且24 h没有进行口

腔清洁措施，在早上同一时间通过咀嚼石蜡收集每

名学生的刺激性全唾液1份，每份10 mL，共10份。

将所收集的全唾液置于无菌离心管离心后，吸出部

分上清液，使上清液和沉淀物的比例为2∶1。振荡均

匀后将每份分成6组孵育混合物，每组750 μL，由

唾液沉淀物16.7%、唾液上清液33.3%和为菌悬液

预留的50.0%空间组成，置于密封小试管内，低温

- 20 ℃保存，备用。

1.4 口臭研究模型的建立

从每名实验对象的6组孵育混合物中选用1组孵

育混合物，共10组，在37 ℃兼性厌氧条件下孵育使

其产生臭味，7 h内每隔1 h分别用鼻闻法检测气相

（直接鼻闻）和液相（用玻璃棒蘸取后鼻闻）的臭味指

数，用不连续的分级记录臭味程度，臭味的程度分

为0～4度，其中0为无气味；1为很难闻到气味；2为

轻微不愉快气味；3为中度不愉快气味；4为强烈刺

鼻的气味。用Halimeter仪器测量VSCs水平，用玻璃

电极和数字pH测量仪测量pH值

1.5 细菌对臭味产生影响的测定

将实验对象离心全唾液剩下的5组孵育混合物

经1 h孵育后，分别加入可疑致臭菌（牙龈卟啉单胞

菌、中间普氏菌、具核梭杆菌）菌悬液50.0%（浓度为

每毫升1×106 CFU）以及作为对照的非致臭菌（伴放线

放线杆菌） 菌悬液50.0%（浓度为每毫升1×106 CFU）

和蒸馏水50.0%，分别为牙龈卟啉单胞菌组、中间

普氏菌组、具核梭杆菌组、伴放线放线杆菌组和蒸

馏水组。然后继续在37 ℃兼性厌氧条件下孵育，在

余下的6 h内每隔1 h分别用鼻闻法检测气相和液相

的臭味指数，用Halimeter测量VSCs水平，用数字pH

测量仪测量pH值。

1.6 统计学分析

所 得 的 数 据 用 Excel 录 入 计 算 机 ， 采 用 SPSS

11.0统计软件进行统计处理与分析。

2 结果

2.1 口臭研究模型的测量结果

鼻闻法测量结果显示测得的10组孵育物每小时

臭味指数比较接近，随时间呈上升趋势。液相臭味

指数在2 h时开始上升，在3～5 h的平台期后，在6 h

时上升至2，其后保持稳定。气相臭味指数在5 h时

与液相口臭指数相等, 而其余时间均低于液相口臭

指数，它从4 h时开始上升至1后便保持稳定（图1）。

图 1 口臭研究模型中气相和液相臭味指数变化

Fig 1 Changes in gaseous- phase odor and liquid - phase odor

in the salivary sediment malodor system

口臭研究模型中VSCs的体积分数见图2。孵育

混合物中来自离心全唾液沉淀物的细菌可以利用全

唾液上清液中的底物，发生腐化，生成VSCs，从而

使臭味产生，随着时间的变化，VSCs生成的量逐渐

增加。用玻璃电极和pH测量仪测得的每小时孵育物

pH值基本无变化，接近于7。

2.2 口臭模型中加入细菌后的测量结果

加入细菌后各组气相和液相口臭指数的增加值

见表1。每组液相口臭指数增加值均高于气相口臭

指数增加值，加入不同细菌菌悬液的口臭模型检测
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到的臭味指数增加不同，经单因素方差分析, 4组间

臭味指数增加值的差别有统计学意义（P<0.05）。其

中, 加入牙龈卟啉单胞菌组的气相和液相口臭指数

增加值最大, 而加入伴放线放线杆菌组增加值最小。

加入不同细菌菌悬液各组与蒸馏水组比较，经q检

验显示，除伴放线放线杆菌组外, 其余3组均表现有

统计学意义（P<0.05）。

图 2 口臭研究模型中VSCs的体积分数

Fig 2 The volume fraction of VSCs in the salivary sediment

malodor system

加入不同细菌菌悬液的口臭模型中VSCs的增加

值也有所不同，牙龈卟啉单胞菌组、具核梭杆菌

组、中间普氏菌组、伴放线放线杆菌组和蒸馏水组

中 VSCs 增 加 值 分 别 为（5.948 0 ±0.882 8）×10 - 7、

（3.800 0 ±0.463 0）×10 - 7、（3.951 0 ±0.569 8）×10 - 7、

（1.235 0±0.192 9）×10- 7、（1.239 0±0.192 5）×10- 7。其

中加入牙龈卟啉单胞菌组增加最多，与其余各组相

比存在统计学差异（P<0.05）。各组VSCs的增加值与

蒸馏水组比较, 除伴放线放线杆菌组外, 其余均显

示有统计学差异（P<0.05）。

3 讨论

3.1 口臭的产生

在绝大多数情况下，口臭来源于口腔内的微生

物（主要是革兰阴性厌氧菌）对含硫氨基酸腐化分解

的结果，口腔气体中的VSCs和口臭的形成有密切关

系[2]。VSCs的口腔来源主要是龈沟（牙周袋）及舌背。

以往认为口臭常伴有牙周病，并且随着牙周袋的加

深而增加，牙周病患者口气中的VSCs明显高于牙周

健康者，牙周袋是产生VSCs的重要部位。但是有研

究发现，口臭、VSCs水平和牙周病没有明显相关

性，很多有口臭的人，牙周是健康的，舌是产生口

臭的主要部位[3]。口臭及VSCs水平可以通过刷牙、

刷舌背、咀嚼运动以及用抗菌药物含漱而降低，主

要是通过减少细菌的量来减少VSCs的产生，细菌的

量是口臭形成的重要原因[4- 5]。

3.2 口臭研究模型的建立

全唾液经离心分成沉淀物和上清液，对这2部

分的检查可判断它们各自在臭味形成过程中所起的

作用。当二者单独孵育时，沉淀物可产生一些臭

味，而上清液几乎不产生。但二者混合一起孵育

时，就可产生明显的臭味。表明沉淀物提供了产生

臭味所必须的细菌以及使臭味能够产生的少量底

物[6]。上清液里含有使沉淀物中的细菌产生臭气所

需要的绝大部分底物。这些有气味的产物是口臭的

主要成分。

全唾液在口臭产生中必须的主要成分之一是其

中的混合细菌，这些细菌绝大部分是口腔内的常驻

菌，其中许多附着于上皮鳞屑，很容易并不断地从

口腔软组织表面脱落。第2种主要成分是从各唾液

腺分泌的唾液，加上脱落的细菌和上皮细胞。根据

牙龈炎症的程度，全唾液中也可能有来自龈沟和牙

周袋内的液体存在。本研究在体温下孵育全唾液，

发现在不同时间段所产生的臭味和从人口腔中挥发

出来的臭味相类似。由于在刺激性全唾液的收集过

程中，只有较少量的细菌从口腔表面脱落、分离出

来。离心后的唾液沉淀物约占全唾液的0.5%～2.0%，

而更合适的模拟则需要约10%或更多的量。因此,

本研究将全唾液离心后加入减量的唾液上清液重组

成沉淀物，这样使得细菌的浓度达到合适的水平。

同时, 为了保证重复性，做到以下2点：1）全唾的收

集在早上同一时间，禁食至少12 h，24 h内没有进

行口腔清洁；2）控制细菌浓度，因为它对细菌的生

物反应速度有较大的影响。实验将离心后的唾液沉

淀物的量调整到16.7%，该浓度在葡萄糖浓度对菌

斑糖酵解的作用的体内和体外实验 [6]中得到验证，

可提供与体内菌斑糖酵解类似的细菌浓度。

本研究中对口臭研究模型的测量结果显示，模

型在37 ℃兼性厌氧孵育下，7 h内口臭值有明显改

变，呈上升趋势，证明了其内有足够的细菌和底物

即含硫氨基酸，细菌能利用、分解该底物，从而产

生臭味。研究结果验证了模型产生口臭的效果，可

作为一个研究口臭产生的模型。而且，由于该模型

表 1 加入细菌后各组气相和液相口臭指数的增加值

( n=10, x±s)

Tab 1 Changes of gaseous- phase odor index and

liquid - phase odor index in the salivary

sediment malodor system of the five test

groups( n=10, x±s)

组别
口臭指数增加值

气相 液相

牙龈卟啉单胞菌组 2.90±0.32 3.90±0.32

具核梭杆菌组 2.10±0.32 3.20±0.42

中间普氏菌组 1.90±0.32 3.10±0.32

伴放线放线杆菌组 1.10±0.32 2.20±0.42

蒸馏水组 1.10±0.32 2.10±0.32
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可在体外模拟口臭在体内的代谢过程，操作也简便

易行，出于保护人体和节省费用的考虑，模型对于

新的抑制口臭的除臭剂等药物，在临床实验和昂贵

的临床研究开始之前的实验也有不错的应用前景。

3.3 口臭研究模型应用于致臭菌的确定

厌氧性致病菌在致口臭形成中起重要作用 [7]。

福赛斯拟杆菌、牙龈卟啉单胞菌、中间普氏菌、具

核梭杆菌以及栖牙密螺旋体都属于革兰阴性厌氧

菌，能够利用细菌底物生成VSCs, 为可疑致臭菌[8]，

而伴放线放线杆菌却不能在体外产生VSCs，为非致

臭菌。由于福赛斯拟杆菌和栖牙密螺旋体在人工培

养基和组织培养基上不易生长，因此本研究选用牙

龈卟啉单胞菌、中间普氏菌、具核梭杆菌来进行实

验。从最终的臭味指数和VSCs指数增加值可以看

出，由于加入细菌造成的微生物负载的不同，各组

的增加值不完全相同，牙龈卟啉单胞菌组增加最为

明显，具核梭杆菌组和中间普氏菌组其次，显示牙

龈卟啉单胞菌组有最强的致臭能力，牙龈卟啉单胞

菌的加入造成了臭味的明显增加，这与其临床口臭

患者高检出率一致，验证了其高致臭性。

口腔内的微生态群落是大量细菌的混合物，过

去的单一微生物纯培养，相对来说菌种单一，过于

简单，研究过程不能模拟口腔内复杂的代谢过程。

而本实验采用的口臭研究模型，由于采集自唾液，

与口腔内的细菌组成相似，可弥补这一缺点。仅仅

通过在模型中加入一种或几种选择性的纯种细菌，

就可以对其在口腔内的混合微生物环境中，特异的

在臭味形成过程中的作用进行检验，比起口腔内实

验来说也容易得多。需要注意的是，虽然口臭模型

细菌组成与口腔内细菌一致，但口腔内环境相对来

说，远比该模型复杂得多，而且口臭的形成原因还

包括全身性的其他因素。模型不可能完全模拟口臭

的体内代谢过程，这就需要将实验结果与临床检验

相结合，以期得到准确的结果。而且，需要进一步

的研究来探明口臭的发生机制，改进这一模型，设

定新的实验参数，更好地发挥这一模型的口臭研究

作用。
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第 6 届全国儿童口腔医学学术会议征文

中华口腔医学会儿童口腔医学专业委员会决定，报经中华口腔医学会批准，哈尔滨医科大学口腔医学院
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征文内容：1）儿童龋病的临床和基础研究；2）儿童牙髓病的临床和基础研究；3）儿童牙、!、颌、面

生长发育及咬合诱导方面的研究；4）儿童牙外伤的临床和基础研究；5）儿童牙病的流行病学研究；6）口腔治

疗中的儿童行为管理和镇静技术。

征文要求：稿件全文（不超过3 000字）及中文摘要（不超过400字）各1份，论文撰写格式请参照《中华口腔

医学杂志》的投稿要求。

来稿请发送到：E- mail：pediatricdent@sina.com（邮件请命名为：第 6 届全国儿童牙病会议稿件；稿件请

以附件的形式发送）。咨询电话：0451- 53646244。

中华口腔医学会儿童口腔医学专业委员会

第 6 届全国儿童口腔医学学术会议筹备组
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