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口腔细菌的鉴定对龋病和牙周病等感染性疾病

病因的研究和治疗十分重要。现有的细菌鉴定方法

在快速、准确鉴定及分类口腔细菌方面都不尽如人

意。代谢组学是20世纪90年代中期发展起来的一门

对某一生物或细胞所有低相对分子质量代谢产物进

行定性和定量分析的一门新学科[1]。代谢组学的研

究方法为核磁共振技术（nuclear magnetic resonance，

NMR）。本研究尝试将代谢组学的方法用于致龋菌

的鉴定，旨在寻找一种快速鉴定口腔细菌的方法。

1 材料和方法

1.1 实验菌株、实验仪器及培养液制备

变形链球菌（Streptococcus mutans，S.mutans）

ATCC25175和粘性放线菌（Actinomyces viscosus，A.

viscosus）ATCC15987由四川大学口腔生物医学工程

教育部重点实验室提供。高速离心机TGL- 16B（上海

安亭科学仪器厂），比浊仪（Biored公司，美国），生

物显微镜（Olympus公司，日本），核磁共振仪（Bruker

公司，德国）。改良的TPY培养基由0.100 g/L胰酶分

解的酪蛋白胨、0.005 g/L的酵母提取物、0.050 g/L

的葡萄糖、0.050 g/L的NaCl配制而成。

1.2 生长曲线的绘制

将复苏48 h的实验菌株涂片经检查及生化鉴定

为纯培养后，接种于改良TPY培养基中孵育12 h，

用比浊仪调整菌悬液使终浓度达到1.5×108 CFU/mL。

在12支试管中分别加入改良TPY培养液3 mL，每支

试管中加入S.mutans菌悬液150 μL。同样A.viscosus

也培养在12支试管中。在80%N2、20%CO2、37℃下

培养，每隔4 h取S.mutans和A.viscosus各1支，用比浊

仪测菌悬液浓度，观察至48 h。重复3次，取每个时

间点的平均值，以时间（h）为横坐标，以菌落形成
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单位数（CFU/mL）的对数为纵坐标绘制生长曲线。

1.3 核磁共振仪检测代谢物图谱

为了将两种细菌在同一个时间作比较，均选取

细菌生长在6、20、30、48 h的培养液代表迟缓期、

对数期、稳定期、衰退期的代谢产物。分别取两种

细菌生长的迟缓期（6 h）、对数生长期（20 h）、稳定

期（30 h）、衰退期（48 h）的培养液, 15 000 r/min离心

20 min，沉淀细菌。将上清液放置在- 80℃低温冰箱

中，解冻并保持在0℃左右，在400 MHz核磁共振仪

上测细菌代谢物图谱。每次实验重复两次。为检测

该方法的稳定性及同种菌主成分的共性，共获得16

个原始的自由感应衰减信号（free induction decay,

FID）数据。将FID信号输入MESTREC- v4.7软件转化

成1H- NMR图谱，并对1H- NMR图谱进行分段积分，

积分区间为δ0.04宽，获得16组积分值，其中每个

FID信号有200个积分值。

1.4 主成分法（principal component analysis，PCA）

分析数据

采用SIMCA- P 11.0统计软件对200个积分值进

行化学计量上的处理，以主成分矢量为坐标轴作二

维图，称为得分图, 可以反映类别间的差异。

2 结果

2.1 两种细菌的生长曲线

变形链球菌及粘性放线菌的生长曲线见图1。

由图1可见两种细菌的生长规律相似，在6 h以前细

菌生长很少，6～24 h快速增殖，24～40 h细菌繁殖速

度降低，以后细菌数有减少趋势。

图 1 变形链球菌和粘性放线菌的生长曲线

Fig 1 The growth curves of S.mutans and A.viscosus

2.2 核磁共振图谱的测定结果

6 h时细菌只有生长而没有代谢，本实验得到的

细菌20、30、48 h的代谢物核磁共振波谱相似，但

30 h更为典型，有代表性，此时代谢产物已产生并

处于较稳定状态。S.mutans和A.viscosus生长30 h的

细胞外核磁共振图谱见图2、3。S.mutans在化学位

移值为1.4 ppm处有一个很强的峰出现，而A.viscosus

在2 ppm及2 5 ppm处有新的代谢物出现，可以用来

区分两种细菌。

图 2 生长30 h的S.mutans培养液的核磁共振图谱

Fig 2 1H-NMR spectra of S.mutans which grew 30 h in culture

medium

图 3 生长30 h的A.viscosus培养液的核磁共振图谱

Fig 3 1H-NMR spectra of A.viscosus which grew 30 h in culture

medium

2.3 主成分分析结果

PCA的目的是发现数据集中的聚类关系。从数

据中提出4个主成分。主成分得分图可以看出两组

数据并不是杂乱无章，虽然没有截然分开，但有各

自的聚类关系（图4）。FID信号经过积分处理、主成

分分析后，这个模型获得的化学位移值，理论上说

正是这些离散的化学位移值对应的物质是区分两种

细菌的特征产物。

图 4 主成分得分图，红色为S.mutans，黑色为A.viscosus

Fig 4 The scores of PC, the red represent S.mutans，the black

represent A.viscosus
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3 讨论

代谢组学[2]方法的提出旨在新陈代谢的动态进

程中，系统研究代谢产物的变化规律，揭示机体生

命活动代谢本质的科学。其研究对象为相对分子质

量1 000以下的小分子物质。代谢组学研究希望应用

于疾病的诊断，通过对人体液核磁共振谱的分析找

出异常的代谢物。同理这一方法可用于新药安全性

的评价及筛选，现有部分研究开展于动物实验，如

观察给药前后动物体内代谢物的变化[3]。植物的细

胞代谢组学研究[4]通过研究植物细胞中的代谢组在

基因变化和环境变化后的相应变化，去寻找植物代

谢过程中的关键基因，掌握有关植物代谢的途径，

改良植物的品种。代谢组学是系统生物学的重要组

成部分，核磁共振技术的优点为高通量、高分辨

率、对样本无破坏性，但其对样本制备要求高，低

浓度的代谢物监测灵敏度低，其昂贵的设备及维护

费用限制了它的使用。Bourne等[5]对包括葡萄球菌属

及链球菌属的312个菌株进行代谢组学的分析鉴定，

与传统鉴定方法的相符率为92%。本研究首次将代

谢组学方法应用于口腔致龋菌的细胞外代谢产物研

究，结果提示该方法可以区分两种不同的细菌。

在代谢组学的研究中除借助核磁共振仪器外，

最重要的数据处理方法是PCA, PCA是一种对数据降

维处理的方法[6]。对NMR谱进行分段积分，得到大

量的数据，PCA的基本算法是一种空间变换方式，

把标准化后的原始变量线性组合成若干个相互正交

的矢量，即主成分（principal components, PC），其

中第一主成分可反映样本之间的最大差异，其他主

成分所反映的差异程度依次降低，以主成分矢量为

坐标轴作图可以反映类别间的差异。对于由NMR谱

组成的样本，其元素是化学位移区间，因此只要知

道引起类别间差异的化学位移区间就可以知道对应

的物质。在用核磁共振仪检测标本后发现两种细菌

生长6 h的代谢图谱相似，因为培养基的成分相同，

6 h有细菌生长但没有代谢产物产生，到20 h以后可

观察到在不同的位移值处有强峰，如S.mutans在化

学位移值为1.4 ppm处有一个很强的峰出现，而

A.viscosus在2 ppm及2.5 ppm处有新的代谢物出现。

把NMR谱分段积分，每个样本得到200个数据，经

主成分分析，模型提出4个主成分。由主成分矢量

作图可见两种细菌有一定的团聚性，并不杂乱。但

理想的实验结果是两组数据完全分开，可能有3个

原因：1）两种细菌在相同培养液生长的大体代谢物

相同，在NMR谱中只看到个别峰强弱不同。2）与实

验条件的掌握有关，因为代谢物的变化速度极快，

温度等环境极易影响核磁共振仪检测样本。3）当对

分析方法更加深入掌握后，对不同样本量或不同类

别的样本分析方法将更加完善。

经典的细菌鉴定方法为形态学和生化鉴定，该

方法费时费力，且口腔细菌只能鉴定到属，而核磁

共振仪的检测样本一维谱的时间仅要5 min。本实验

发现核磁共振及主成分分析的方法可区分S.mutans

及A.viscosus，该方法简便，但代谢物易受外界环境

的干扰，当建立了口腔微生物的标准代谢物图谱结

合模式识别方法，即主成分法就可达到细菌的快速

鉴定及分类。今后的研究可将该方法与色谱分析方

法相结合，探讨引起差异的化学位移值具体是哪种

物质，以期用该方法区别遗传背景相似的细菌，这

样代谢组学必将在功能基因组学中[7]发挥更大作用，

帮助人们更好更深入地认识生物体中各种复杂的相

互作用及生物系统对环境及基因变化的响应。
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