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近年来国内外学者进行了多种防龋措施的实验研

究，其中氟化物防龋是研究最多且广为认可的方法。但

氟化物防龋有着诸多局限性，如保证氟浓度的稳定性、

防止氟的毒副作用以及口腔内耐氟菌株选择性生长［1］

等方面的问题尚未解决。

单磷酸鸟苷环二聚体（c-di-GMP）是细菌中普遍存

在的第二信使，我们的前期研究已证实外源性的

c-di-GMP可以抑制变形链球菌的多项致龋特性，如：生

物膜的形成，产酸、耐酸以及变形链球菌的体外黏附能

力［2-3］。因此，本研究拟以外源性c-di-GMP干预动物口

腔，并以氟化钠为阳性对照，比较两者防龋效果，为外源

性c-di-GMP作为防龋制剂提供进一步的理论依据。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料

1.1.1 主 要 试 剂 c-di-GMP(Biolog LIFE SCIENCE

INSTITUTE，溶于0.9% NaCl中，制备成 4 mmol/L储存

液，4 ℃冰箱保存备用。0.2%氟化钠（上海科哲贸易有限

公司）；4 g/L紫脲酸铵溶液：800 mg紫脲酸铵（北京化工

厂）溶于200 ml 的700 g/L的乙醇中，混匀，贮存于棕色

瓶中，密封、避光保存；杆菌肽（Sigma）；轻唾培养基粉

（MSB，北京陆桥公司）。

1.1.2 主要仪器 体视显微镜（Nikon，Janpan）；浊度计

（上海精密仪器仪表有限公司）；厌氧培养箱

（BUGBOXDUAL，美国）。

1.1.3 实验动物和饲料 SPF级 18 d 龄雌性Sprague-

Dawley大鼠（第四军医大学实验动物中心）。致龋饲料

2000［4］：每100 g中含蔗糖56 g，精炼奶粉28 g，全麦面粉

6 g，酵母4 g，苜蓿叶粉3 g，食盐2 g，冻水全干粉1 g。

1.2 实验方法

1.2.1 变形链球菌致龋大鼠模型的建立 大鼠均于出生

后21 d 断奶，21~23 d 鼠龄期间给予含有广谱抗生素

(3000 g饲料加氨苄青霉素、氯霉素、羧苄青霉素各1 g)

的致龋饲料2000 #，其它时间的饲料中不加抗生素，以
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降低口腔中微生物的数量。在23 d时用无菌棉签自大

鼠牙面采样后接种MSB琼脂培养基以确定没有内源性

变形链球菌，随后将大鼠称质量、分组，分笼饲养。同时

活化变形链球菌UA159菌种，划线接种于MSB琼脂平

板，厌氧培养48 h，挑取单菌落接种至BHI液体培养基，

厌氧培养18 h，比浊法调整细菌浓度至1.0×109 CFU/ml。

于鼠龄24~27 d 期间给大鼠口腔接种调整好的菌液，在

每只大鼠下颌牙面缓慢滴加200 μl菌液，每天接种2次，

每次间隔30 min，接种后1 h内禁饮禁食，连续5 d。接

种完毕后的第3天再次用无菌棉签涂拭大鼠牙面并接

种于MSB琼脂培养基，厌氧培养48 h以确定变形链球

菌感染成功［5-6］。

1.2.2 实验分组及防龋方案 30只SD大鼠随机分为3

组，分别用外源性c-di-GMP、0.2%氟化钠、0.9%氯化钠

（作为空白对照）处理，每组各10只（表1）。

自28 d 起各组分别用外源性c-di-GMP、0.2 %氟化

钠水溶液、0.9%氯化钠处理（表2）。大鼠取仰卧位，将

0.3 ml 药物用钝针头注射器注于大鼠牙面及口腔，维持

15 s，每天处理1次，处理后30 min 内禁饮食。连续处理

60 d。

1.2.3 大鼠口腔内变形链球菌的计数［7］ 于变形链球菌

接种后第60天，即89 d 鼠龄时，记录体质量，麻醉大鼠

（肌肉注射861 合剂，0.75 mg/kg）。用无菌棉签涂拭大

鼠上颌磨牙牙面1 min后，立即置入2 ml无菌PBS中，

超声震荡10 s。取102倍稀释液0.1 ml 涂于MSB琼脂

培养基。厌氧培养48 h，根据菌落形态和生化鉴定作变

形链球菌菌落计数，每个稀释度重复3次，取平均值。

1.2.4 龋齿计分 实验结束后，处死大鼠，断颈，置高压

蒸汽锅中处理3 min，去除软组织，分离上下颌骨，清洗

后室温干燥。然后置于40 g/L紫脲酸铵溶液中染色过

夜。彻底清洗后室温下避光干燥，沿咬牙合面近远中向

片切，体视显微镜下进行龋齿评分。每个样本重复3

次，由同一实验者完成。

1.2.5 Keyes 龋齿评分标准［8］ 为便于统计，将大鼠上下

颌磨牙分为若干牙面单位如下。

按照龋损程度可分为4级：釉质龋指龋坏仅累及牙

釉质；轻度牙本质龋指龋坏累及牙釉质及牙本质外层1/

4以内；中度牙本质龋指龋坏累及牙釉质及牙本质外层

1/4-3/4之间；重度牙本质龋指龋坏累及牙釉质及牙本质

厚度的3/4。

1.2.6 统计学分析 各组数据利用Origin 7.0软件采用

方差分析进行比较。

第1磨牙

第2磨牙

第3磨牙

上颌磨牙牙面单位

颊面

6

4

3

舌面

6

4

3

咬合面

5

3

2

邻接面

1

2

1

下颌磨牙牙面单位

颊面

6

4

4

舌面

6

4

4

咬合面

7

5

2

邻接面

1

2

1

表1 大鼠上下颌磨牙牙面分组

Tab.1 Grouping of molar tooth surface of the SD rats (n=10)

分组

氯化钠

c-di-GMP

氟化钠

咬牙合面龋
釉质

19.20±3.42

10.17±3.90*

11.17±5.38*

牙本质

16.00±4.36

10.00±2.64*

10.33±5.39*

光滑面龋
釉 质

4.80±3.49

1.25±1.60*

1.17±1.33*

牙本质

1.80±1.64

0.33±0.98

0.60±1.87

表2各组大鼠磨牙龋齿计分值

Tab.2 Scores of dental caries on the molars of the SD rats (Mean±SD)

与氯化钠组(阴性对照)相比, *P<0.05

2 结果

2.1 大鼠一般状况

实验中大鼠食物、水消耗，各组间未见明显差异，保

证了各组大鼠所受致龋攻击性相同。药物处理期间，大

鼠口腔黏膜未见红斑、肿胀等异常表现。实验开始时，

各组间大鼠体质量差异无统计学意义；实验期间，大鼠

体质量均匀增加；实验结束各组间大鼠体质量增加差异

无统计学意义。

2.2 大鼠口腔变形链球菌计数结果

唾液变形链球菌计数(图1)，经统计分析，氟化钠组

与氯化钠组、外源性 c-di-GMP组相差显著(P<0.05)，

c-di-GMP组同氯化钠对照组相比相差不明显。

2.3 各组大鼠龋齿记分分析

用Keyes龋齿记分法在体视显微镜下观察到各实

验组大鼠磨牙存在光滑面（颊面、舌面）和咬牙合面的龋

损，龋损部位呈粉红色，而无龋部位几乎不着色。结果
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图2~3显示，c-di-GMP和氟化钠组大鼠的咬合面釉质

龋、牙本质龋，光滑面釉质龋与对照组氯化钠相比有显

著降低（P<0.05）。

3 讨论

c-di-GMP是原核细胞信号转导中一类新的第二信

使，广泛存在于多种细菌，并涉及到多方面的作用，如：

参与生物膜的形成，调节毒力因子的表达及在生物体表

面的黏附等［9-11］。为进一步研究外源性c-di-GMP在体

内的作用，研究者将外源性c-di-GMP直接注入鼠乳腺

炎感染模型，证实c-di-GMP在体内也能够减弱细菌的

毒力及预防感染，这是关于c-di-GMP在体内具有治疗

作用的第一次报道［12］。我们的前期研究结果也发现外

源性的c-di-GMP与其它核苷酸类似物相比可以特异性

的抑制变形链球菌生物膜的形成，以及体外黏附等［3］，为

证实外源性c-di-GMP在动物体内是否同样对变形链球

菌具有治疗作用，我们以外源性c-di-GMP、氟化钠水溶

液分别给大鼠口腔施药，观察二者对龋病发生、发展的

影响。通过唾液取样进行变形链球菌培养计数，结果

显示c-di-GMP组变链菌计数与阴性对照组相比，无明

显差别，表明外源性c-di-GMP无抑制大鼠口内变形链

球菌生长的作用，这与本研究的体外实验结果一致。

Keyes 龋齿记分结果显示，c-di-GMP组龋损程度及数

量都少于阴性对照组，从龋病的发展程度来看，

c-di-GMP组最为缓慢，仅存在釉质和牙本质浅层龋损，

有效阻止了龋病进展，表明外源性的c-di-GMP具有抑

制龋病发生发展的作用。这可能与外源性的c-di-GMP

具有抑制变形链球菌生物膜形成、降低牙菌斑聚集、抑

制变形链球菌产酸、耐酸的作用有关［2-3］。因为外源性的

c-di-GMP对变形链球菌的生长率没有明显抑制作用，

也就是说它的防龋作用应该不是因为具有杀菌效应，因

此它导致龋病降低的另一种解释可能是c-di-GMP影响

了变形链球菌生长的一些重要生理过程或者因为生物

膜形成的抑制而激发了宿主的防御反应，当然c-di-GMP

对宿主造成的直接免疫反应也不能排除。同时在应用

c-di-GMP后，大鼠的活动，呼吸，及竖毛都无任何改变，

提示c-di-GMP对动物没有造成明显致毒作用。

矿化物是牙本质与牙釉质的主要组成成分。龋病

实际是由于牙齿脱矿造成的。研究证实氟化物的摄入

可以使脱矿的牙齿再矿化，是因为氟离子进入牙齿以后

形成结构更加稳定的氟磷灰石晶体，不易被酸溶解［13］。

氟化物能够防龋的另一个原因就是它可以抑制细菌的

代谢。氟在离子状态（F-）时并不能穿透细菌的细胞壁

和细胞膜，但是可被吸收为氟化氢（HF）［14］。当菌斑中

pH下降时，部分氟离子就可以与氢离子结合形成HF,渗

透入菌细胞内，进入细胞后，酸化、溶解细胞，从而破坏

细菌。虽然氟化物防龋是最常用的第一道防线，但是氟

化物摄入与龋病之间的反向关系在大量的研究中还未

观察到［15-16］。

细菌特有基因作为病原体在体内生存是保持毒力

图1 大鼠口腔感染变形链球菌，各实验组处理89 d
时变形链球菌计数结果
与氯化钠组相比, *P<0.05

Fig.1 Number of S. mutans plagues in the 3 groups.
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图2 各组大鼠防龋89 d后咬牙合面的龋齿计分值
与氯化钠组相比, *P<0.05

Fig.2 Scores of dental caries on the occlusal surface.
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与氯化钠组相比, *P<0.05

Fig.3 Scores of dental caries on smooth surface.
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关键的因素，为开发传统抗生素（受制于细菌的抗药性）

的替代药物提供了新的具有细胞毒潜能的靶点。针对

毒力因子应用抗生素制剂是一条有吸引力的途径。针

对特异毒力功能或相关基因转录机制的小的治疗分子

（如 c-di-GMP）跟针对代谢功能应用的现代治疗方法

（如：氟化物的应用）相比不会产生同样的单向抗药现

象，这对于大部分细菌来说是非常关键的。同时，同传

统的抗生素制剂相比，针对基因水平的小治疗分子应用

使耐药株的产生和传播都会大大减慢。新型治疗分子

抑制细菌毒力，可预防感染的发生，可作治疗之用，或者

跟其它的抗生素制剂联合应用对抗严重感染。更重要

的是，这些小的新型治疗分子不会产生耐药性。可见

c-di-GMP这种环形的二核苷酸是一个新型的且非常有

用的抗微生物分子。在本研究中，Keyes 记分研究结果

也显示c-di-GMP的抑龋作用效果与氟化钠相当，而作

为小的天然分子，其毒副作用较氟化物小，本实验结果

为天然分子替代氟化物应用于防龋提供了理论基础，虽

然对c-di-GMP的药代动力学和药效学特征还不十分清

楚，但是从本研究中可以明确发现该分子能够作用于变

形链球菌，当将其直接应用于感染部位时可以减弱致病

菌的毒力作用。其确切作用机制有待进一步研究。本

实验结果提示，外源性c-di-GMP可以有效抑制龋病的

发生和发展，有可能成为一种新型防龋药物。
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