
PCR和核酸探针在临床尖周炎
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摘要　采用聚合酶链反应 (PCR )和核酸探针杂交技术,检测了 100例临床尖周炎患牙根管内标本中牙龈卟啉菌

(Pg)的分布,并对两种方法进行了对比研究。结果显示:①PCR 对尖周炎中 Pg的检出率为 74% ,核酸探针为 76% ,

两者的总符合率达到 94% ;②在两种方法检测的所有项目对比组之间均未见显著性差异 (P > 0105) ; ③Pg 与尖周

炎临床症状中的自发痛、叩痛、臭味和尖周肿胀有关 (P < 0101或 P < 0105)。提示 PCR 和核酸探针技术均具有准

确、快速、方便的优点,适用于对临床采样标本的直接检测。
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　　口腔厌氧菌与口腔感染性疾病密切相关,但由

于口腔菌群复杂, 厌氧菌的生长条件有严格的限

制,分离鉴定困难,因此需摸索一套客观准确、快速

方便的检测手段。聚合酶链反应 (PCR )和核酸探针

技术是近年才兴起的建立在分子水平基础上的检

测方法 1, 2 。本研究将两种方法同时应用于临床尖

周炎标本中牙龈卟啉菌 (Pg)的检测,进而对其进行

对比探讨,以期为临床应用提供参考依据。

1　材料和方法

1. 1　病例选择

随机选择门诊就诊尖周炎患者 100名,年龄 9～ 64岁,

男性 55例,女性 45例。要求患者:①6个月内未服用过抗生

素;②临床确诊为尖周炎的患牙且无明显牙周病变; ③根管

通畅者。分为慢性尖周炎和慢性尖周炎急性发作两类。

标本收集:确诊后患者用口洁素漱口并洁治患牙,随即

将患牙周围用 1%碘酒消毒,开髓,隔湿。开通根管,用无菌

纸捻两根分别插入根尖孔处, 10 s 后取出, 将其下端约

8mm 长剪下, 随机一根放入装有 100Λl 细菌裂解液

(10mmo löL T ris2HC lpH 718, 10mmo löL ED TA , 1% T ritonX2
100)小管中,以备作 PCR 检测;另一根放入装有 100Λl细菌

变性液 (015mo löLN aOH , 013%十二烷基硫酸钠 SD S)小管

中,以备作核酸探针杂交检测,均在漩涡振荡器上振荡 10s,

使样本充分混匀, - 20℃冷冻保存或直接检测。

1. 2　PCR 检测3

1. 2. 1　模板制备　将浸有样本的细菌裂解液振荡混匀,煮

沸 5m in, 12000röm in 离心 10m in,取上清用作 PCR 扩增模

板。

1. 2. 2　PCR 扩增　根据D ick inson 发表的特异 Pg 菌毛亚

单位蛋白基因序列 4 ,设计一对引物,扩增片段为该基因 5’

端 504～ 1045bp ,总长度 542bp。设总反应体积为 33Λl,其中

含 dN T P2Λl、5×PCR 缓冲液 6Λl、引物 1Λl、T agDNA 聚合

酶 015Λl (2U )、模板 5Λl、蒸馏水 1815Λl。混匀后加 30Λl甘油

覆盖混合液。反应按 94℃变性 30s、55℃退火 1m in、72℃延

伸 1m in 为一个周期。用XL 2100A 扩增仪 (西安新骊微电子

公司)循环 35次,取 10Λl于 112%琼脂糖凝胶中电泳分离,

W P21紫外分析仪观察结果。

1. 3　核酸探针检测 5

1. 3. 1　探针的制备　将 PCR 扩增的 Pg 特异基因片段作

为探针来源,用32P 作为标记物,采用切口平移法进行标记。

1. 3. 2　样本固定　将浸有样本的细菌变性液充分混匀,煮

沸 10m in, 冰水中骤冷后加等体积 015mo löL HC l中和, 取

10Λl真空抽滤点于硝酸纤维素滤膜 (N C)上, 80℃真空烘烤

3h,取出装入塑料袋内封口。

1. 3. 3　探针与N C 膜的杂交　将N C 膜浸于 10m l预杂交

液中, 42℃温育过夜, 换新鲜预杂交液后加入变性探针,

42℃杂交过夜。洗膜后置N C 膜于感光屏中曝光 12～ 24h,

显影观察结果。

2　结　　果

作者单位: 710032　第四军医大学口腔医学院 (刘鲁川现在

华西医科大学临床医学博士后流动站,史俊南) ,生物化学教研室

(吉昌华)

观察两种方法检测尖周炎 Pg 阳性率, Pg 与尖
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周炎临床症状的关系及统计分析结果见表 1～ 3。
表 1　两种方法检测尖周炎 Pg 阳性率比较

检测方法 检查例数 检出例数
检出率

(% )

配对卡方

检验

PCR 100 74 74 P > 0. 05

探针 100 76 76

表 1中 2例 PCR + 、探针- ; 4例 PCR - 、探针

+ ,不一致共 6例,总一致率为 94%。
　　　　　表 2　两种方法检测慢性或慢性尖周炎

急性发作 Pg 阳性率比较

临床分类 检查例数 检出例数及检出率
(% )

PCR　　　探针 ς 2检验

急性 29 24 (82. 76) 24 (82. 76) P > 0. 05

慢性 71 50 (70. 42) 52 (73. 24)

表 2经 ς 2 检验,急、慢性尖周炎的 Pg 阳性率

无显著性差异 (P > 0. 05)。
　　　　　表 3　两种方法检测 Pg 与尖周炎

临床症状关系的比较

临床症状 检查例数 检出例数及检出率
(% )

PCR　　　探针 P 值

自发痛
有

无

71

29

64 (90. 14)

10 (34. 48)

66 (92. 96)

10 (34. 48)
< 0. 05

叩　痛
有

无

78

22

67 (85. 89)

7 (31. 82)

68 (87. 18)

8 (36. 36)
< 0. 05

臭　味
有

无

45

55

42 (93. 33)

32 (57. 14)

42 (93. 33)

34 (61. 82)
< 0. 05

窦　道
有

无

21

79

15 (71. 43)

59 (74. 68)

16 (76. 19)

60 (75. 95)
> 0. 05

肿　胀
有

无

23

77

22 (95. 65)

52 (67. 53)

22 (95. 65)

54 (70. 13)
< 0. 05

经 ς 2 检验, Pg 阳性率在尖周炎临床症状中的

自发痛、叩痛、臭味和尖周肿胀的有无之间有显著

性差异 (P < 0105)。

3　讨　　论

Pg 是目前较一致公认的牙周致病菌, 也发现

其与牙髓、尖周的感染有关 6, 7 ,况且,牙周袋中的

细菌可引起牙髓、根管内的感染,而根管中的感染

也可导致牙周的病变, 两者的细菌生态是相似

的 8 。因此,应进一步探明 Pg 与尖周感染的关系。

由于传统检测厌氧菌的方法步骤繁琐、操作困难、

费时耗力,而且准确性差,妨碍了对其进行广泛深

入的研究。可见,开发出准确、快速检测该菌的检测

试剂具有实际意义。PCR 扩增是较新的检测手段,

近几年以其高度的特异性和灵敏性广泛用于医学

领域。它是一种在体外人工酶促合成DNA 的技

术,可在短时间内使特异DNA 产物扩增倍数的实

际值达 10 5～ 10 7,从而达到准确、快速鉴定细菌的

目的。核酸探针是一段含有特异核苷酸序列的带标

记的DNA 分子,用来检测与其互补的序列同样可

从分子水平上揭示细菌之间的内在联系。作者曾根

据 Pg 菌毛亚单位蛋白基因序列设计引物, 采用

PCR 技术扩增了其中 542bp 长的特异片段, 并与

20株国际标准株和 6株临床分离鉴定菌株进行了

特异性鉴定,发现该引物能从同种菌中扩增出相同

大小的特异片段,而在其它异种菌中 (包括相关性

较强的牙髓卟啉菌、中间普里沃氏菌、产黑普里沃

氏菌等)不能扩增出产物。将该片段用核素标记成

探针与 26株细菌进行杂交,得到同样结果,证实了

其高度的特异性 3, 5 。因此,采用这两种方法同时应

用于尖周炎标本中 Pg 的检测,进而探讨其可行性

和实用性。

从本组实验结果分析, PCR 和核酸探针检测

尖周炎中 Pg 阳性率的结果基本一致,两种方法的

符合率达到 94% , 说明两者均具有准确、快速、方

便的优点,适用于直接检测临床采样标本。

此外,本结果显示, Pg 与尖周炎临床症状中的

自发痛、叩痛、臭味和尖周肿胀有密切关系,而与窦

道的有无无显著关系。Pg 是产黑色素类杆菌群中

毒力最强的菌株之一, 它能产生多种致病毒力因

子,包括蛋白酶、胶原酶、细菌裂解产物以及本身的

特殊结构如菌毛等,这些物质可破坏组织,参与机

体的免疫反应,刺激骨吸收和妨碍修复组织的形成

等 7, 9 。提示 Pg 可能系尖周炎的致病菌之一。

对比两种检测手段的优劣发现: PCR 技术具

有操作简便,出结果快 (只需几小时)的优点,但降

低成本是值得重视的问题。核酸探针杂交成本相对

低廉,一次可完成大量标本的检测,但简化操作步

骤也是有待解决的问题。总体上看,这两种方法都

是建立在分子水平上的检测方法,其在特异性和敏

感性上大大优于传统检测方法 1, 10 ,因而结果更为

可靠和可信,而且相互间还可取长补短,甚至可利

用 PCR 和核酸探针的双重控制提高检测的敏感

性。进一步可扩大到对其它可疑致病菌的研究。这

将为口腔细菌学鉴定提供较好的手段,对广泛开展

口腔细菌流行病学调查,探明细菌的致病机理,协
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助对疾病的准确诊断,指导进行疾病的防治乃至对

疗效的评价等均有重要意义。
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A Com para tive Study of Appl ica tion of PCR Techn ique and

Pg Nucle ic Ac id Probe in Cl in ica l Exam ina tion of Ap ica l Per iodon tit is
L iu L uchuan, Sh i Junnan, J i Changhua

S chool of S tom a ta logy , the F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Abstact

By PCR techn ique and Pg nucleic acid p robe, the au tho rs invest igated the Pg distribu t ion in roo t canal samp les from pa2
t ien ts w ith clin ical ap ical periodon tit is and m ade acomparat ive study of the tw o m ethods. T he resu lts show ed that:① Pg po si2
t ive rate of ap ical periodon tit is samp les by PCR exam ination w as 74% and that of by nucleic acid p robe exam ination w as 76% ,

and their to ta l co incidence rate reached 94% ;② betw een comparat ive group s there w as no sign ifican t difference (P > 0. 05) in

all data by tw o exam ination m ethods;③ Pg w as clo sely related w ith clin ical symp tom s of ap ical periodon tit is such as spon t a2
neous pain, perc ussion pain, fet idity and periap ical abscess. T h is indicates that the tw o m ethods are accu rate, qu ick and conven i

en t and can bo th be used in direct exam ination of clin ical samp les.

Key words:　PCR　　nucle ic ac id probe　　bacter ia l detection　　porphyrom onas g ing iva l is
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The Effect of Ind irect Trauma on the Goa t Tem poromad ibular Jo in t:

A H istopa tholog ic Study
H u Kaijin, W ang D azhang, L iM ingzhe

Colleg e of S tom a tology , W est Ch ina U n iversity of M ed ica l S ciences

Abstract
T he aim of th is experim en t w as to study the effect of indirect traum a on the goat tempo rom adibu lar jo in t (TM J). T rau2

m a to the TM J w as ach ieved th rough an impact to the righ t m andibu lar angles of 20 goats, their left TM J s w ere used as a

con trals. T he an im als w ere k illed after 2h, 1 mon th, 3 mon th s and 6 mon th s. L igh t m icro scop ic observat ions revealed that

the condyles exh ib ited an ebu rnated, eroded su rface w ith o steophytes, the disk s w ere th inned o r perfo rated, and the tempo ral

su rfaces w ere th inkened and the lin ing w ere separated. T hese changes w ere h isto logically sim ilar to tho se of the advanced o s2
teoarth rit is. T h is study suggests that the indirect traum a on TM J lead to o steoarth rit is.

Key words:　TM J　　t raum a　　o steoarth rit is　　in ternal derangem en t of TM J
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