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[摘要] 目的:比较浓缩含漱法、非刺激性唾液法和棉拭子法对高龋和健康人群口腔唾液中变形链球菌检出率的

影响。方法:对60例高龋患者和60例无龋者分别用棉拭子法、非刺激性唾液法和浓缩含漱法进行取样,采用轻唾

选择培养基对变形链球菌进行培养,结合显微镜观察对3种方法收集到的变形链球菌进行鉴定,并用SPSS22.0对

数据进行统计学分析。结果:3种采样方法在高龋者中检出率分别为93.33%、96.67%、91.67%,无龋者中检出率

分别为56.57%、58.33%、48.33%,无统计学显著性差异。结论:3种方法口腔唾液取样一致性较好。其中,棉拭

子法采集到的唾液具有良好的代表性。
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[Abstract] Objective:

 

To
 

compare
 

the
 

detection
 

rate
 

of
 

oral
 

Streptococcus
 

mutans
 

in
 

caries-active
 

and
 

healthy
 

pa-
tients

 

by
 

concentrated
 

rinse
 

sampling,
 

saliva
 

collection,
 

and
 

cotton
 

swab
 

methods.
  

Methods:
 

The
 

samples
 

were
 

col-
lected

 

from
 

120
 

patients
 

with
 

cotton
 

swab,
 

saliva
 

collection,
 

and
 

concentrated
 

rinse
 

methods.
 

Streptococcus
 

mutans
 

were
 

cultured
 

in
 

Murashige
 

&
 

Skoog
 

medium,
 

and
 

verified
 

with
 

microscope.
 

The
 

difference
 

in
 

various
 

methods
 

were
 

analyzed
 

by
 

SPSS22.0.
 

Results:
 

The
 

detection
 

rates
 

of
 

three
 

methods
 

were
 

93.33%,
 

96.67%,
 

and
 

91.67%
 

in
 

caries-active
 

people,
 

and
 

56.57%,
 

58.33%,
 

and
 

48.33%
 

in
 

healthy
 

people.
 

Conclusion:
 

There
 

is
 

no
 

signifi-
cant

 

difference
 

among
 

three
 

methods(P>0.05).
 

Cotton
 

swab
 

sampling
 

method
 

is
 

the
 

representative
 

method
 

in
 

clin-
ical

 

for
 

its
 

simple,
 

reliable
 

and
 

convenient
 

characteristics.
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  龋病是人类最常见的口腔疾病,引起牙齿颜色、
形态、质地的改变,它是以细菌为主的多种因素影响

下,牙体硬组织发生的慢性进行性破坏性疾病[1]。
根据第三次全国口腔健康流行病学调查结果显示,
龋病在我国口腔疾病中发病率最高[2]。变形链球菌

(Streptococcus
 

mutans,
 

S.
 

mutans),是G+兼性厌

氧菌,属于口腔天然菌群之一,是目前公认的主要致

龋菌[3],它广泛分布在口腔唾液、牙菌斑、龈沟液、龋
坏牙体等组织中,大量关于龋病病因学的研究均围

绕变形链球菌展开。唾液中变形链球菌的检测不仅
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利于龋病病因学的研究,同时也被用于龋病治疗效

果的观察。1924年J.
 

K.
 

Clarke首次从口腔中分

离出变形链球菌,40年后Carlsson
 

J.
 

Edwardsons
等学者再次确认了该菌在龋病发病中的重要作

用[4]。变形链球菌在口腔中分布广泛,主要是通过

粘附于牙面并分解蔗糖产酸,并且具有耐酸性,造成

牙齿脱矿,从而致龋。针对变形链球菌进行早期的

检测鉴定可以有效地预防龋病前期的发生、发展,是
患者龋活跃性检测的重要指标[5]。研究变形链球菌

的临床采样方法,对于研究其致病性、预防和监测龋

病均具有重要意义。

  临床微生物样本的采集对微生物检验结果有很

大影响[6],而样本采样过程中的细致化、采集位点的

细分化及数目是影响微生物检测结果的重要因素之

一[7]。在对口腔微生物的采集中,常用的方法有棉

拭子法、含漱法和唾液收集法等。寻找一种简单而

又较能全面反应人体口内变形链球菌的采样方法十
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分重要。本文旨在运用微生物培养技术比较棉拭子

法、非刺激性唾液法和浓缩含漱法对变形链球菌检

出率的影响。

1 材料与方法

1.1 研究对象 自2014年3月~2015年11月在

兰州大学口腔医院就诊的120名患者,其中高龋者

60名,无龋者60名。龋病的诊断标准采用世界卫

生组织(WHO)龋齿调查方法的诊断标准进行,按
因龋失、补牙位数(DMFT)计数,高龋者:DMFT≥
6[8],无龋者:DMFT=0[8]。纳入标准:3个月内无

抗菌药物或非甾体类抗炎药物服用史以及牙体牙髓

牙周治疗史;无全身系统性疾病或除龋病以外的任

何口腔疾病。本次研究经兰大口腔医院医学伦理委

员会批准,并与受检者签署知情同意书。

1.2 样本的采集 采样过程中,受检者禁食2
 

h后

采集样本,同一个体依次用棉拭子法、非刺激性唾液

法和浓缩含漱法进行取样。具体方法如下:棉拭子

法:将无菌棉拭子放置在口腔底部的潮湿区域中

10
 

s,置于事先装有10
 

mL
 

PBS液(phosphate-
buffered

 

saline,pH7.2)的标准无菌离心管中[9]。
非刺激性唾液法:采样前半小时用无菌蒸馏水轻轻

漱口,收集时受检者低头45°,舌尖轻抵下前牙,使
唾液自然流出,用标准无菌离心管置于其下唇收集

唾液2
 

mL[9]。浓缩含漱法:无菌PBS液10
 

mL,充
分含漱1

 

min后吐于无菌离心管内[10]。唾液样本

经4500
 

r/min离心10
 

min,弃上清,加 PBS液1
 

mL,混悬后取620
 

μL加入100
 

μL甘油,于-80
 

℃
冰箱保存,待后期集中培养。

1.3 S.
 

mutans的分离、纯化和鉴定 分别取100
 

μL样本接种于轻唾选择培养基,在20%O2、80%
CO2、37℃厌氧环境下培养48

 

h后观察S.
 

mutans
生长情况,待菌落出现后,挑取单菌落接种于轻唾选

择培养基,反复3次,以达到分离纯化的目的,取典

型S.
 

mutans菌落涂片革兰染色,显微镜下观察细

菌形态,鉴定是否为目的菌[11]。

1.4 统计学分析 采用SPSS22.0统计分析软件

进行数据处理,对各组结果的差异性采用χ2 检验,
检验水准α=0.05,P<0.05表明差异有统计学意

义。

2 结果

2.1 菌落检测及细菌形态学鉴定 将唾液样本接

种于轻唾选择培养基上培养,菌种生长良好。在轻

唾选择培养基上肉眼可见典型S.
 

mutans菌落为:
直径为0.5~1

 

mm乳白色菌落,质硬,表面呈毛玻

璃样,紧贴培养基表面生长。取典型菌落经革兰染

色,于显微镜下观察可见:菌落为半透明,边缘略整

齐中心微隆起似雨滴状;油镜(10×100)下可见S.
 

mutans菌落为G+小球菌,呈长链状或短链状,成队

或分散排列,证明培养细菌为目的菌,见图1。

图1 变形链球菌培养结果  图2 3种方法检出率条形图

Fig.
 

1 The
 

culture
 

of
 

S.
 

mutans  Fig.
 

2 The
 

detection
 

rate
 

of

                   S.
 

mutans
 

with
 

three

                    sampling
 

methods

2.2 不同采样方法下S.
 

mutans的检出率(图2)

 在60名高龋患者中,3种采样方法所收集到的唾

液中 S.
 

mutans 均 有 较 高 的 检 出 率,分 别 为

93.33%、96.67%、91.67%,且3种方法的一致性

较好,在统计学上无显著差异;在60名无龋者中,同
样可检出S.

 

mutans,但3种采样方法的检出率较

高龋患者低,分别为56.57%、58.33%、48.33%,三
者之间无显著差异(P>0.05),说明3种采样方法

对于S.
 

mutans的检出没有影响,见表1。

表1 3种采样方法对高龋者和无龋者唾液中变形链球菌的检出比

较(n=60)

Table
 

1 The
 

detection
 

rate
 

of
 

S.
 

mutans
 

with
 

three
 

different
 

sam-

pling
 

methods
 

(n=60)

敏感人群 采样方法 检出例数 检出率 χ2 P
高龋组 浓缩含漱法 55 91.67% 1.3560.508*

非刺激性唾液法 58 96.67%
棉拭子法 56 93.33%

无龋组 浓缩含漱法 29 48.33% 1.3890.499*

非刺激性唾液法 35 58.33%
棉拭子法 34 56.57%

 注:*
 

P>0.05

表2 变形链球菌在高龋者和无龋者唾液中检出率的比较

Table
 

2 The
 

detection
 

rate
 

of
 

S.
 

mutans
 

in
 

caries-active
 

and
 

caries

-free
 

people

采样方法
高龋组

检出率/%

无龋组

检出率/%
χ2 P

棉拭子法 93.33 56.57 21.551 0.000*

非刺激性唾液法 96.67 58.33 25.281 0.000*

浓缩含漱法 91.67 48.33 26.825 0.000*

 注:*
 

P<0.01

  对S.
 

mutans在高龋患者和无龋者中的检出

率分别进行比较,采用
 

SPSS22.0统计分析软件进
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行χ2 检验,在3种不同采样方法下,高龋组S.
 

mu-
tans的检出率与无龋组之间的差异具有统计学意义

(均为P<0.01),表明高龋患者唾液样本中S.
 

mu-
tans的检出率显著高于无龋组,见表2。

3 讨论

  本研究对60例高龋患者和60例无龋者采用棉

拭子法、非刺激唾液法和浓缩含漱法采集唾液,用轻

唾选择培养基结合显微镜观察法进行检测和鉴定。

  3种采样方法可能对采样结果的影响如下。首

先,三种唾液采集方法采集到的唾液量有着明显的

区别,其中棉拭子法<
 

非刺激性唾液法<浓缩含漱

法。其次,棉拭子法和浓缩含漱法使用了其他物质

与唾液接触,比如无菌棉拭子和无菌PBS液等,这
些物质在采集的过程中改变了口腔微生物的生存环

境,他们的成分或者携带物可能会对微生物的活性

存在影响。棉拭子法和浓缩含漱法在采集过程中会

带下口腔中的其他组织
 

,如脱落的口腔上皮、食物

残渣等,可能对离心过程有一定影响。采用非刺激

性唾液法,部分患者因个体差异未能或只能留取少

量唾液,需延长采样时间,常引起受试者的抵触情

绪,因唾液分泌由交感神经控制[12],由此可能间接

影响唾液微生物的检测结果。

  本研究中采用了选择性培养法鉴定变形链球

菌,虽然检测时间稍长,但培养法有利于临床医生更

直观准确地观察龋病的微生物致病因素。研究结果

显示3种采样方法的检出率没有显著差异,表明这

3种方法对于变形链球菌的检出无影响,对检出结

果的可能影响并不明显。通过临床采样,结合医生

的可操作性和患者的依从性,棉拭子法更加简便快

捷且易被患者所接受,更易获得患者的配合,是临床

上一种较为理想的采样方法。为了避免棉絮对测试

结果的影响,有学者采用了一些新的收集工具,如聚

苯乙烯泡沫棉签、人造棉棉球、聚酯Salivette等,有
利于收集到更高质量的唾液样本,为唾液广泛应用

于检测奠定基础[13]。

  此外,本研究还发现采用3种不同采样方法所

得的唾液样本中高龋组变形链球菌的检出率均显著

高于无龋组(P<0.01),这与国内外的学者研究结

果相似[14~18],也证实了3种不同采样方法对于变形

链球菌的检出没有影响。这些研究一致认为,龋病

的发生是在微生物的综合作用下进行的,唾液微生

物群中变形链球菌检出率的变化与龋病状况有关。
但是,本研究还发现在采用三种方法采集唾液时,高
龋组中变形链球菌的检测有阴性结果存在的现象,

证实了变形链球菌的检出率与龋敏感程度呈正相

关[19]这一观点,也说明了龋病致病因素的复杂性。

  本研究结果表明,采用棉拭子法、非刺激唾液法

和浓缩含漱法对口内变形链球菌的检出没有影响。
在高龋患者和无龋者中的检出率分别为93.33%、

96.67%、91.67%;56.57%、58.33%、48.33%,经
χ2 检验,差异不具有统计学意义(P=0.508;P=
0.499)。本次实验样本量和细菌种类均较少,是否

可以全面真实的反应患者口内龋病状况,还需扩大

样本量,增加致龋菌检测种类或者增加变量来进一

步深入研究。
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口腔盛宴 博览齿科
2017“中部国际口腔展CDE”邀你武汉一聚

  2017中国中部(武汉)国际口腔设备材料展览会与口腔医学学术会议和2017中国口腔医学人才招聘大

会(以下简称"中部国际口腔展")是立足江城武汉,辐射中部乃至全国的口腔专业展会和口腔医学学术论坛。

  本届展会由湖北省口腔医学会、中部口腔医学协作组和中英合资好博塔苏斯展览有限公司联袂主办,展
会致力于搭建口腔专业领域大型综合性、国际性交流平台,为口腔医疗机构、口腔医疗设备制造商和口腔医

务工作者以及口腔医学的学子们,创造广泛交流专业信息、采购专业设备、洽商专业合作的机会,为推动与繁

荣蓬勃发展的中部口腔医疗行业共襄盛举。展会将以专业的营销推广、展示平台搭建、数据建设和现场服

务,优化传统口腔行业资源,对本届展会进行整合升级。

  2017“中部国际口腔展CDE”展会三会融合,功能丰富,相辅相成满足中部需求。一是会议展览一体化,
口腔医学会议独占鳌头。学术会议将连续举办3天,专题会议场数不低于100场,与会注册人数不少于

1000人。二是人才招聘,全国独创平台。口腔医疗人才招聘大会是本届展会的亮点。通过武汉大学口腔医

学院举办有年的活动,提升服务,旨在服务口腔医学专业的毕业生就业需要。三是多样配套活动集聚,搭建

中部最大交流平台。现场手术室、实操培训班集聚;病例大赛、护理操作技能大赛、现场评讲活动吸引眼球;
现场儿童义诊活动,普及健康知识;专委会专业培训会议、联盟活动等碰撞交流。

  2017展会预计展览面积10,000平方米,参展企业300余家。除了中国本土的参展企业,众多国际知名

企业和优质买家也将参加盛会。专业器械商及观众预计突破10000人次。展览范围涉及口腔医疗器械和口

腔预防保健产品,包括口腔影像设备、口腔修复设备器材、口腔内科设备器材、口腔正畸设备器材、口腔外科

设备器材、口腔种植设备器材、技工设备器材、口腔清洁、牙齿保健产品等。

  本次“中部国际口腔展”将于2017年11月在武汉国际博览中心全新起航。通过本次会议进一步加深各

方合作、增进友谊、谋求多方共赢、推进共同发展,更多交流、更多活动、更多精彩将闪亮呈现!

  我们期待您的参与!

  大会咨询:湖北省口腔医学会秘书长 李四群 027-87686090
  参展/会议咨询:027-87362650(江先生)

 

027-87362682(刘女士)

  参观咨询:027-87368919(喻女士)

  招聘咨询:027-87362603(李女士)
 

027-87362597(吴女士)
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