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高脂高果糖饮食与维生素
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缺乏对小鼠牙龈菌群影响的实验研究%
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&摘要'

!

目的
!

检测在高脂高果糖饮食和维生素
M

缺乏条件下小鼠龈下菌群变化!探讨其导致牙周病变的可能机制*方法

正常型和维生素
M

受体敲出的野生型
D%/RS

-

#̂

小鼠各
3&

只!各自随机分成正常饮食组和高脂高果糖饮食组!每组
!&

只*喂养

!&

周后检测下颌第
3

磨牙牙周炎临床指标!提取龈沟液!采用
WD70

变形梯度凝胶电泳技术"

WD70MJJY

$和
MN8

测序等方法分

析龈沟液的菌群差异性*结果
!

与正常型高脂高果糖组比较!维生素
M

受体敲出型高脂高果糖组在牙龈指数%牙周袋深度%牙松

动度方面差异有统计学意义"

!

"

&*&%

$#正常型高脂高果糖组%维生素
M

敲出型组与正常型正常饮食组比较!小鼠龈沟液菌群分

布差异有统计学意义"

!

"

&*&%

$#测序结果显示正常型高脂高果糖组和维生素
M

受体敲出型高脂高果糖组小鼠的优势菌群不完

全相同*结论
!

通过成功建立所需牙周炎动物实验模型!初步证明维生素
M

缺乏对高脂高果糖所致牙周炎的发展可能存在正协

同作用*

&关键词'
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牙周病#维生素
M
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牙周病是一种微生物感染性疾病#致病性微生物是引发牙

周病必不可少的始动因素#人群发病率高达
"&P

以上+

!

,

'饮

食偏好会导致其牙周菌群的改变#进而影响宿主的牙周健康#

如大量临床调查或动物实验数据表明高脂高糖饮食导致牙周

疾病的发生+

302

,

'有研究表明#维生素
M

缺乏可能是牙周疾病

产生的重要促进因素+

%

,

'中国约
%&P

的人群缺少维生素
M

#

对牙周健康具有较大的潜在风险'既往研究多着眼于高脂高

糖饮食与维生素
M

缺乏分别独立作用下的牙周病变*而关于

在二者即双因素共同作用下牙周炎罹患情况的相关研究则未

见报道'本实验采用维生素
M

受体缺失的小鼠#通过建立高

脂高果糖饮食动物实验模型#运用
WD70

变形梯度凝胶电泳技

术!

WD70MJJY

"对龈沟液中的菌群进行多样性分析#探究两种

因素对牙周炎致病菌群的影响#并进一步探讨牙周病致病相关

因素'

!

!

材料与方法

!*!

!

主要材料
!

雄性
2

周龄
D%/RS

)

#̂

野生型小鼠
3&

只#雄

性
2

周龄维生素
M

受体基因敲出
D%/RS

)

#̂

野生型小鼠
3&

只#由四川大学实验动物中心提供'分别将正常型和基因敲出

型小鼠各自随机分为两组!每组
!&

只"#给予不同饮食喂养'

实验分成如下
2

组(正常型正常饮食组!

N

组"&正常型高脂高

果糖饮食组!

5

组"&维生素
M

受体缺失的正常饮食组!

MN

组"&维生素
M

受体缺失的高脂高果糖饮食组!

M5

组"'

WD7

扩增仪&凝胶成像仪!

R)(078M

公司#美国"#

Mee0#D

型电泳仪

!北京六一仪器厂"#

WD7

缓冲体系!由上海生工生物工程有限

!/&%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期

%

基金项目(成都市卫生局青年基金资助项目!

3&!+&#2

"'

!

作者简介!杨宓!

!"/"$

"#副主任医师#在读博士#主要从事临床口腔正畸

研究'



公司提供"'

!*"

!

牙龈沟液采集方法
!

按照分组的饮食条件喂养
!&

周+

#

,

'

采样前饥饿
!3B

#

&*!P

戊巴比妥钠!

%&E

>

)

U

>

#国药集团化学

试剂有限公司"麻醉后#用
LB<9E<.!

号滤纸提取小鼠下颌第

3

磨牙龈沟液'定量后用生理盐水溶解#

$1&j

保存'

!*#

!

MN8

提取
!

样本室温解冻#加入
&*%ES

裂解缓冲液

!

%&EE(=

)

SH;)-

#

3&EE(=

)

SYMH8

#

%&EE(=

)

SN<D=

溶液#

G

51*&

"#加入溶菌酶至浓度
!&E

>

)

ES

'

+/j

水浴
!&E).

#

然后加入十二烷基硫酸钠!

[M[

"至
!P

!质量)体积"#加入蛋白

酶
T

至
&*!E

>

)

ES

#

+/j

水浴
+&E).

'利用酚
Z

氯仿
Z

异戊

醇!

3%Z32Z!

"提取#然后用
3

倍体积无水乙醇沉淀
MN8

#最

后用不含
MN<-:

的
7N<-:

去除
7N8

#

MN8

样品用于
WD7

扩增'

!*$

!

WD7

扩增
!

WD7

引物(细菌微生物属种的变化使用
!#

[;7N8X+

作为扩增引物(

%f08HH8DDJDJJDHJDHJJ0

+f

*下游引物(

%f0JD?=<E

G%

0H8DJJJ8JJD8JD8J0+f

+

/

,

!上海生工生物工程有限公司合成"'

WD7

反应体系(

MN8

模

板
&*&&%ES

#上下游引物!

&*&!EE(=

)

S

"各
&*&&&%ES

#

!&d

缓冲液!不含
I

>

D=

3

"

&*&&3%ES

#

I

>

D=

3

!

3*%EE(=

)

S

"

&*&&3

ES

#

!&EE(=

)

S

脱氧核糖核苷三磷酸
&*&&&%ES

#

!OS

的

H<

a

MN8

聚合酶!上海生工生物工程有限公司"#无菌三蒸水

补足总体积至
&*&3%ES

'

WD7

反应条件(预变性
"% j %

E).

#变性
"2j+&-

#退火
%%j#&-

#延伸
/3j"&-

#共
+&

个

循环#循环结束后#

/3j

延伸
!&E).

#

2j

保存'

!*%

!

MJJY

分析
!

采用
1&

>

)

S

的聚丙烯酰胺凝胶#

3&P

!

/&P

的变性梯度!

!&&P

变性梯度包含体积分数
2&P

的甲酰胺

和
/E(=

尿素"'在
33&X

电压预电泳
!&E).

#接着
1%X

电压

电泳
!#B

#之后用硝酸银染色+

1

,

'采用
iF<.9)9

@

6.:

软件对

凝胶做相似性分析#计算条带光密度值#然后对
5

组和
M5

组

中有明显优势的条带#回收&克隆纯化&测序#用
J:.R<.U

中的

R=<-9

分析优势菌群'

!*&

!

统计学处理
!

采用
[W[[!"*&

统计软件分析采集的数

据'所有数据以
Ik<

表示#组间比较采用
8

检验'以
!

"

&*&%

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"*!

!

牙周临床指标
!

N

组&

MN

组小鼠牙龈偶见红肿现象'

5

组小鼠大部分牙龈增厚发红'

M5

组小鼠牙龈则呈现暗红色#

冠周出现组织坏死且探诊出血'

5

组&

M5

组小鼠牙龈指数&

牙周袋深度方面与
N

组比较差异均有统计学意义!

!

"

&*&%

"#

且有不同程度松动#见表
!

'

表
!

!!

喂养
!&

周后
2

组小鼠牙周临床指标比较$

Ik<

%

组别 牙龈指数 牙周袋深度!

EE

" 牙松动

N

组
&*+!k&*&% &*!+k&*&!

不明显(

5

组
!*%!k&*&"

%

&*+/k&*&3

% 颊舌向(

MN

组
&*+"k&*&# &*!1k&*&3

不明显(

M5

组
3*&#k&*!%

%

&*%#k&*&2

% 颊舌...近远中(

!!

%

(

!

"

&*&%

#与
N

组比较*

(

(麻醉后用镊子夹住两侧的下颌第
3

磨牙#观察松动程度!本实验中小鼠牙齿尺寸小#对其牙松动度只进行

了定性而非定量描述"'

"*"

!

WD70MJJY

牙周菌群多样性分析
!

同组中小鼠的条带

数量和分布有较好的一致性#而不同组小鼠之间的条带数量和

分布差异性明显#尤其是维生素
M

缺乏的
3

个小组!图
!

"'通

过
OIWJ8

相似聚类分析表明#各组内相似性很高#但各组之

间相似性较小!图
3

"'

MJJY

图谱显示#维生素
M

缺乏的
M5

组&

MN

组与维生素
M

不缺乏的
N

组&

5

组在丰富度和多样性

指数方面比较#差异有统计学意义!

!

"

&*&%

"#见表
3

'

!!

!

&

3

为
N

组*

+

&

2

为
5

组*

%

&

#

为
MN

组*

/

&

1

为
M5

组*箭头所指

为切胶回收条带'

图
!

!!

MJJY

图谱

!!

横坐标为相似百分比#纵坐标为条带序列号'

图
3

!!

OIWJ8

相似聚类分析

表
3

!!

MJJY

图谱多样性分析$

Ik<

%

组别 丰富度
7

多样性指数
5

均与度指数
Y

优势度
M

N

组
/*!k!*3% !*%!k&*&% &*"2k&*&! &*//k&*&2

5

组
"*3k!*&!

%

!*"3k&*&%

%

&*"#k&*&3 &*1+k&*&+

MN

组
!+*!k!*#3

%

3*++k&*&3

%

&*"%k&*&3 &*1#k&*&3

M5

组
!2*/k!*%+

%

3*2!k&*&+

%

&*"/k&*&! &*13k&*&3

!!

%

(

!

"

&*&%

#与
N

组比较'

表
+

!!

优势菌序列分析结果

组别 序列号 细菌 相似度!

P

"

5

组

!

! Mi+2!2!&

福赛斯坦纳菌属
7I81%#+ "1

!

3 ND&&3"%&

牙卟啉单胞菌属
41+ ""

!

+ 8̀ 2!21+3

中间普雷沃菌属
320WCN ""

M5

组

!

2 ND&&2"/2

放线共生放线杆菌属
G

Ǹ! ""

!

% ND&&3"%&

牙卟啉单胞菌属
41+ ""

!

# D7#3#"3/

脆弱拟杆菌属
NDHD"+2+ ""

!

/ 8̀ 2!21+3

中间普雷沃菌属
320WCN ""

3/&%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期



"*#

!

测序结果
!

选择有肉眼可见病变的
5

组和
M5

组开展

优势菌分析'条带如图
!

中的箭头标示'经过
RS8[H

测序

分析#结果见表
+

#

5

组中条带
!

与福赛斯坦纳菌属有
""P

的

同源性*条带
3

与牙卟啉单胞菌属有
""P

的同源性*条带
+

与

中间普雷沃菌属有
""P

的同源性'

M5

组中条带
2

与放线共

生放线杆菌属具有
""P

的同源性*条带
%

与牙卟啉单胞菌属

有
""P

的同源性*条带
#

与脆弱拟杆菌属有
""P

的同源性*条

带
/

中间普雷沃菌属具有
""P

的同源性'

#

!

讨
!!

论

研究表明高脂高糖饮食诱导的代谢紊乱可导致个体牙周

疾病发生+

3

#

"

,

#而维生素
M

的缺乏是否也是牙周炎发生的促进

因素尚存争议+

%

,

'现有文献均着重于二者作为独立因素作用

的结果#为进一步研究维生素
M

缺乏及二者共力与牙周疾病

的关系+

3

,

#本实验建立了高脂高果糖饮食以及缺乏维生素
M

受体的动物实验模型#检测了小鼠的牙周组织临床指标&龈沟

液菌群的差异性等'实验结果表明#牙周临床指标的数据显示

正常饮食的
N

组和
MN

组小鼠偶见牙龈红肿的现象#高脂高

果糖饮食的
5

组与
M5

组小鼠牙龈有明显炎症#且牙龈指数&

牙周袋深度均显著高于正常饮食组'表明高脂高糖饮食可以

促进牙周病的发生#与
R=<-?(0R<

a

F:

等+

3

,和
8E<.(

等+

%

,研究

结果一致*

M5

组小鼠牙龈指数&牙周袋深度及活动度均显著

高于其他组#提示在高脂高果糖饮食和缺少维生素
M

的双重

作用下#可能更易罹患牙周病'本实验结果显示
MN

组小鼠无

明显炎性反应#提示在维生素
M

缺乏的单一条件下#正常饮食

喂养不一定会引起牙周病'

MJJY

多样性分析显示#

5

组&

MN

组&

M5

组小鼠的丰富

度和多样性指数显著高于
N

组小鼠#说明其他
+

组小鼠龈下

菌群有明显增加'与之相一致的是#

5

组和
M5

组小鼠有肉

眼可见的明显炎症#提示高脂高糖的饮食无论作为独立因素还

是合并维生素
M

缺乏因素#都可能致使口腔菌群变化#并促使

了炎症形成+

!&0!!

,

'在
MN

组#虽测及龈下菌群的增加#却没有

发生相应的临床炎性表现'而以往有文献称长时间持续维生

素
M

缺乏可促使牙周病产生+

%

,

#但本研究仅进行
!&

周#有可

能致病菌致病力不够或刺激时间尚短#因此未能在菌群增加的

情况下致炎'

OIWJ8

聚类分析显示各组间有显著差异#这说明在高脂

高糖饮食和维生素
M

缺乏无论作为独立还是合并刺激因素#

都可导致龈下菌群种类和数量的变化+

!&

,

*但组内相似性较高#

说明外环境因素!如温度&湿度等饲养条件"对实验结果基本无

影响'测序结果显示
5

组和
M5

组均检测出优势中间普雷沃

菌和牙卟啉单胞菌#提示高脂高糖饮食可能为这两种菌生长提

供有利内环境#从而促进了牙周炎的形成*但二者是共同还是

独立致病需进一步验证'此外#在
M5

组查及放线共生放线杆

菌&脆弱拟杆菌等牙周可疑致病菌+

!30!2

,

#其中放线共生放线杆

菌致病能力较强#协调前两种菌的共同作用也可部分解释
M5

组临床症状更为严重的原因'因此#本实验通过研究龈沟液中

细菌种群和数量的变化#认为维生素
M

缺乏对高脂高糖所致

牙周炎的发展有正协同作用#进而提示在牙周病的临床防治过

程中#除要求患者少食高脂高糖食物外#还可适量补充维生素

M

+

!%

,

'
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