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在 20 世纪 70 年代以前，口腔微生物主要是

通过其形态结构、生理生化表型特征等来鉴别分

类的，某些细菌难以鉴定到种和型。但在研究工

作中，往往需要从型、亚型、株甚至分子水平上

去研究口腔病原菌。随着分子生物学技术的发展，

人们以蛋白质和核酸等生物大分子结构来对口腔

微生物进行鉴别，获得了更多的分类信息。
多相分类源自 Colwell[1]，旨在将细菌的各种

信息和数据（包括表型和遗传型以及系统发育特性

等）综合起来，用多种方法综合比较、相互验证、
互为补充，进而更加合理地确定微生物的分类及

其与系统发育间的关系，准确地描述分类单位，

全面地反映微生物的多样性。一般来说，表型信

息源自蛋白质及其功能以及各种不同的化学标志

等表型特征；遗传信息源自细菌中的核酸，特别

是那些被看作是系统发育进化时钟的核酸序列，

如 16S rRNA 序列。多相分类技术对于现代微生

物分类具有重要的意义，也是细菌多样性研究中

常采用的技术手段。

1 蛋白质电泳图谱分析

蛋白质电泳图谱分析是微生物表型分类之一，

其分子生物学基础是菌体蛋白质由细菌染色体上

的基因控制，亲缘关系相近的微生物也应具有相

似的蛋白质。由此，人们利用细菌的蛋白质特征，

以电泳技术对微生物进行分类鉴定。具体方法是

把一株菌株产生的可溶性蛋白质或全细胞蛋白质

提取液在标准条件下电泳，产生其特征性电泳图

谱，将电泳条带扫描图谱与标准菌株进行比较，

即可得到分类结果。一般生物样品，常在十二烷

基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium dodecyl
sulfate -polyacrylamide gel electrophoresis， SDS -
PAGE）中分离鉴别。SDS 是一种阴离子去污剂，

可缠绕在多肽骨架上使蛋白质带负电荷，电荷量

与蛋白质的相对分子质量呈正比，蛋白质在胶中

移动距离的对数和相对分子质量基本成线性关系，

而与其所带电荷和形状无关，从而提高了电泳的

分辨力和准确度。目前，电泳分析全菌蛋白质图

谱已可提供与分子杂交分辨力相似的结果。此项
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技术简便、经济、准确，在口腔微生物分类鉴别

研究中也得到了运用。
Tanner[2]将类杆菌属以及简明弯曲杆菌、纤维

弯曲杆菌和啮蚀艾肯菌进行超声处理后行 SDS-
PAGE，用银染显示其蛋白质区带，成功地鉴别出

4 种细菌。他认为，全菌蛋白质电泳对于细菌属

间区别较属内区别更为明显，可以反映细菌亲缘

关系的远近。黄毅等[3]用 SDS-PAGE 所得蛋白质

图形鉴别出二氧化碳嗜纤维菌属中的 3 个菌种。
试验中，不同批次处理的样品，其蛋白质区带的

不同染色所得的蛋白质图形基本一致；而不同种

的细菌电泳和扫描图形均不相同。Teanpaisan等[4]

将PCR扩增 16S rRNA 基因限制性片 段 分 析 和

SDS-PAGE 结合，对口腔中放线菌属中的不同菌

种进行了分析。对于放线菌属中限制性酶切片段

模式相近或相同的 4 种细菌，通过 SDS-PAGE 都

能成功鉴别。SDS-PAGE 可快速大量地对口腔放

线菌进行种间鉴别。
虽然蛋白质电泳图谱分析技术以简便快捷得

到了广泛的应用，但其也有一些局限性，如较小

的电泳条件的不同就可改变每条光谱带间距离，

以不同的凝胶进行电泳得到的结果也比较复杂，

这为不同实验室间的结果比较带来一定麻烦[5]。

2 DNA 的 G+C 摩尔分数测定

在生物体内，其DNA 中 G、C、A、T 碱基的

排列和比例是 DNA 特性的决定因素。在 DNA 中，

G、C 的摩尔分数即遗传物质的碱基组成情况通

常是恒定的，不受菌龄和生长等外部条件的影响。
在判定细菌种系间的亲缘关系时，G+C 摩尔分数

不同的菌株，肯定不是同一菌种，但 G+C 摩尔分

数相同的菌株未必是同种或相近的菌种，即在实

际运用中应与细菌的表型特征相结合，或需要分

子杂交技术来进一步的分析。Weber等[6]将从人类

龈上菌斑中分离的 5 株菌株，通过热变形温度法

得到其 G+C 摩尔分数，再与其底物利用方式、终

产物发酵方式等表型特征结合，鉴定出其中 2 株

菌株为食果胶密螺旋体。

3 分子杂交技术

分子杂交技术是在 DNA 变性和复性的基础上

建立起来的一种分子生物学技术。在微生物分类

鉴定中，该技术通过比较微生物的 DNA 碱基的互

补程度，即 DNA 碱基顺序的相似性来分析细菌之

间的同源性。当一群 G+C 摩尔分数法相近（差

别<5%）的菌株不能确定其种系时，以分子杂交技

术检测其碱基序列的相似性则可判定其种系，因

此分子杂交技术常用于细菌种系水平的研究。在

检测时，需先游离纯培养细菌的 DNA 双链，然后

用特殊物质标志备用。用酶处理待鉴定的细菌，

待 DNA 降解成单链后将备用的核苷酸链加入。如

果这 2 株细菌的同源性高，那么将有大部分碱基

配对，杂交率就高；反之，杂交率就低。若是来

源于同一菌株的 DNA 变性成链，再重新结合时，

其杂交率应为 100%。1987 年，国际系统细菌学

委员会规定：DNA 同源性Ⅰ>70%，杂交分子的

热解链温度差 ATm<5 ℃的一群细菌菌株为同一个

种 [7]。这个定义比较客观、明确，避免了表型

变化、基因突变等造成的主观性。
M覿tt觟等[8]用无放射性的种间特异寡聚核苷酸

探针进行分子杂交，成功地从 344 株雷沃菌中鉴

别出 111 株中间普雷沃菌和 233 株产黒普雷沃菌，

且验证结果与电泳吻合。Kiyama等[9]将无放射活性

的分子探针与 PCR 技术结合，用 PCR 扩增出目

标微生物的特异 DNA 片段，再将这些特异性片段

用非放射性的探针标志，则口腔放线菌鉴别的敏

感性大大提高。
1989 年，荧光原位杂交（fluorescence in situ

hybridization，FISH）技术[9]以 rRNA 为靶分子，应

用荧光标志寡核苷酸探针进行原位杂交检测鉴定

微生物种类，鉴别过程中不需要分离纯化细菌，

更加方便快速，使得分子杂交微生物鉴定方面的

应用得到了进一步发展。Thurnheer等[10]应用 FISH
技术对 144 个牙菌斑样本上的细菌进行鉴别，将

特异性寡核苷酸探针与样本原位杂交，成功地鉴

别出咽峡炎链球菌、绿色链球菌和变异链球菌等，

证实了特异性探针的杂交技术对同属不同种的细

菌有良好的鉴别能力。
分子杂交技术在鉴别微生物时操作技术复杂，

对 DNA 消耗较大，同时 DNA 探针也存在自身杂

交、非特异结合和交叉反应等问题。

4 16S rRNA 基因序列分析

在 20 世纪 70 年代，Woese[11]通过寡核苷酸编

目制订出一种新的微生物分类标准，即通过 16S
rRNA 基因序列这一比较稳定的遗传编码来分析

和鉴定细菌的种系发生关系，判断其亲缘性来对

微生物进行分类。
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rRNA 是与核糖体蛋白质结合的 RNA 分子，

在蛋白质的翻译中起着重要作用。而在目前所有

包含有遗传信息的生物分子中，16S rRNA 因具

备多种优点被作为常用的微生物分类标准。16S
rRNA 基因序列分析的优点：存在于所有生物体

并执行相同功能，包含足够的遗传信息和充分的

同源保守性，分子大小适合操作等。16S rRNA
基因序列分析是在进化的基础上对细菌进行分类

的，较过去的不稳定表型分析方法更能确定细菌

之间的亲缘关系，甚至可以纠正过去的一些错误

认识。其具体操作过程包括：从微生物样本中取

得 rRNA 基因片段，通过酶切、克隆、探针杂交

或用 16S rRNA 引物 PCR 扩增等方式获取基因序

列信息，再进行比较。此项技术指标单一明确，

以保守基因序列为基准，通过找出序列的差异鉴

定种属，对于物种水平微生物的鉴定是一项里程

碑式的发现。
用 16S rRNA 序列设计种间特异性寡核苷酸

探针，通过免疫杂交可鉴别出口腔链球菌中的变

异链球菌、唾液链球菌、口腔链球菌和咽峡炎链

球菌 [12]。扩增 16S rRNA 限制性酶切片段，利用

HaeⅢ和 HpaⅡ限制性内切酶行双酶切，可简单快

速地对自临床分离的 457 株放线菌进行分析，并

将其与乳杆菌、双歧杆菌等不知名的细菌进行鉴

别[13]。Strauss等[14]在以 16S rRNA 基因序列和变性

梯度凝胶电泳分析来自患者口腔和胃肠活检样本

中的具核梭杆菌时发现，这 2 种标本中的具核梭

杆菌具有同源性，而且胃肠内的具核梭杆菌可能

来自口腔菌株的迁移。
目前，16S rRNA 基因序列分析已成为细菌

分类鉴定最常用的方法之一，但应防止核酸污染

而出现 PCR 假阳性结果。故在试验中应严格遵

循无菌操作原则，避免污染；每次检测时应设立

阳性、阴性和空白对照等，以减少假阳性结果的

发生。

5 代谢组学分析

代谢组学[15]是一门利用磁共振、气相色谱-质

谱和高效液相色谱-质谱等现代分析技术，对某

一生物或细胞的所有相对低分子质量的代谢产物

进行定性和定量分析的新学科。在口腔微生物分

类操作时，需先将样品衍生化，而后行磁共振、
气相色谱-质谱和高效液相色谱-质谱或薄层色谱

分析，最后通过特征峰比对进行分类[16]。与传统

的基于表型或基因型的微生物分类相比较，代谢

组学操作简单，易获得微生物整体的细胞功能信

息，具有快速、高通量和全面的特点，展示的是

细胞真实的生理过程，是无针对性的微生物生理

研究方法。特别是在某些微生物的表型分类和基

因型分类发生冲突的时候，以代谢组学对其进行

分析，无疑为微生物的多相分类提供了新的思路。
Bourne等[17]在对葡萄球菌属和链球菌属的 312

株菌株进行代谢组学分析时，通过磁共振质子波

谱和多元统计分析的联合应用，结果与表型鉴定

的相似率达到 92%。李淼等[18]以磁共振检测了 2
种常见致病菌生长稳定期的培养液，得到轮廓相

似但不同波谱的峰图，主成分分析表明，这 2 种

细菌的数据内部具有集中的聚类关系。

6 结语

现在，各种凝胶电泳和 PCR 等技术的日趋完

善，DNA 合成仪、顺序分析仪和氨基酸分析仪等

的逐渐普及，DNA 信息库的全球公开化，将推动

微生物基因信息的网络化、国际化，加速口腔微

生物分类及其进化研究进程。由于生物的多样性

表现在其能产生大量不同的分子，口腔微生物的

分类已不能仅仅从某一个侧面进行，所以多相分

类表现出日益重要的作用。一个新的微生物描述

需要综合其表观特征和基因特征，虽然以 rRNA
测序为基础的系统进化树是微生物分类的一大进

步，但适当的表观特征也能使进化树更加稳定。
目前，细菌的多相分类尚无严格的规则，可

利用任一较重要的信息，满足大部分的要求。多

相分类并不因任何单独的概念偏差受到影响，信

息越多，结果越能反应实际情况。对于任一新的

分离菌株，单相的分类方法是不可靠的，需要诸

多信息的综合。口腔微生物多相分类代替任何单

相分类已不可避免，故对其进行更多的研究，口

腔微生物分类理论才能日臻完善。
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