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具核梭杆菌属于革兰阴性专性厌氧菌，参与

牙周疾病的炎症反应，常在龈下菌斑中分离到，

是在牙周病中起主导作用的微生物，也是成人牙

周炎和青少年牙周炎的可疑致病菌之一 [1]。该菌
除可引起口腔疾病外，还可引起身体其他部位的

感染，包括脑、肺和肝，血液和关节，胸和腹
部[2]。具核梭杆菌还是一种常见的宫内感染厌氧
菌，可在早产且留有完整胎膜的孕妇羊水中检测

出[3]，提示其可能在早产发病机制中起了重要的

作用。具核梭杆菌作为主要的厌氧微生物在龈下
菌斑中聚居，其存在与繁殖引起了牙周组织中局

部炎症的发生。本文就具核梭杆菌的一些重要特
征及其感染的牙周组织的炎症反应机制，主要的

生物学检测手段作以下综述。

1 具核梭杆菌的主要生物学特性

1.1 定植与共聚
侵入是细菌致病并使其深入组织内部的一种

重要方式。早期的组织学研究显示，在牙周病患
者牙周的深部组织中可以检测到梭状细菌。丁一
等[1]发现：具核梭杆菌定植于牙周袋中部和深部区

域的非附着菌斑中，可通过这些非附着菌斑参与

牙周炎的发生发展过程；具核梭杆菌与上皮细胞

相互作用，有定植于口腔上皮细胞的潜力。具核
梭杆菌作为梭杆菌属，在牙周袋中存在着可利用

的共聚特性，拥有多种凝集蛋白，可凝集人和绵

羊的红细胞，黏附于上皮细胞和羟磷灰石表面；

它既可与早期定植菌如放线菌共聚，又可与晚期

定植菌如牙龈卟啉单胞菌属、血链球菌、幽门螺
杆菌和放线杆菌等共聚[4]。
1.2 分型

Kim等 [5]根据 RNA 聚合酶亚基基因（rpoB）和
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[Abstract] Fusobacterium nucleatum, one of the main pathogens causing periodontitis, is detected extremely high
in oral and even systemic infectious diseases, and closely related to the clinical anaerobic infections. It indicates
significant virulence or pathogenicity through multiple mechanisms to interfere with host defense capabilities and
further lead to periodontal destructions. This article describes some important characteristics of Fusobacterium nu-
cleatum, including its biological characteristics, classification, toxicity characteristics, as well as the major biological
detection methods, and focuses on the application of polymerase chain reaction technology in the detection of Fu－
sobacterium nucleatum.
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锌蛋白酶基因的核苷酸序列分析，利用分子标志

物鉴定出口腔中具核梭杆菌的五种亚型为具核梭

杆菌具核亚种、多形亚种、梭形亚种、文氏亚种
和动物亚种。
1.3 致病性
1.3.1 代谢产物与致病性 具核梭杆菌是口腔致
病菌群中为数不多的可以利用氨基酸分解代谢产

物提供能量的无芽胞厌氧菌，它与大多数其他微

生物一样，葡萄糖不是必需的，这些因素有助于

其在口腔环境中生存和牙周疾病中的存在。丁酸
是具核梭杆菌的主要代谢产物，可抑制人类牙龈

成纤维细胞的增殖，可渗入牙龈上皮细胞并在牙

菌斑中不断积聚 [3]。Tipton等[6]在研究了脂多糖刺

激细菌的单核巨噬细胞后发现，丁酸和脂多糖对

人外周血单个核细胞的增殖和程序性死亡有调节

作用，丁酸抑制外周血单个核细胞的增殖反应呈

剂量依赖性，且单独增加脂多糖不能使人外周血

单个核细胞中的 DNA 片段化。该研究进一步证
实，丁酸可通过诱导 T细胞程序性死亡来调整牙
周组织中免疫调节细胞的群体数量。
1.3.2 黏附性与致病性 细菌黏附作为一种主要
的致病因素，通常是感染和侵袭宿主的第一步。
Han等[7]发现，具核梭杆菌具有明显的黏附性，可

以结合从原核细胞到真核细胞的细胞外分子。在
该研究中，一种新型的口腔具核梭杆菌唯一的黏

附蛋白 fadA 结合的口腔黏膜的 KB 细胞表面蛋
白，由 129个氨基酸残基组成，其中包括 18个氨
基酸的信号肽，其相对分子质量分别为 1.36×104

的完整形式和 1.26×104的分泌形式。具核梭杆菌
侵入体外的上皮细胞和内皮细胞，其黏附与细菌

的共聚密切相关。这种新型的黏附蛋白参与附着
哺乳动物细胞的具核梭杆菌，其提取有助于进一

步理解牙周病的发病机制。孙昌娟等 [8]在采用放

射性核素闪烁计数法测定具核梭杆菌等四种牙周

可疑致病菌对胶原包被的羟磷灰石试验膜的黏附

能力时发现，不同的牙周可疑致病菌对胶原包被

的羟磷灰石的选择性黏附作用不同，具核梭杆菌

和牙龈卟啉单胞菌对胶原有较强的亲和作用，在

细菌的局部定植过程和牙周炎的进展和复发中可

能发挥重要的作用。该实验结果提示，具核梭杆
菌和牙龈卟啉单胞菌之所以是龈下菌斑中的优势

菌，不仅在于其存在一些毒力因子，还有可能在

于其较强的黏附和介导黏附的能力，从而在龈下

菌斑生物膜形成初期大量黏附于根面，使其数量

不断增加。
1.3.3 内毒素与致病性 内毒素系存在于革兰阴
性细菌细胞壁外膜中的脂多糖成分，对维持细菌

外膜的稳定性和通透性以及在革兰阴性细菌的致

病机制中发挥着重要的作用 [9]。具核梭杆菌产生
的内毒素具有引起组织出血性坏死、抑制细胞生
长等毒性作用，具核梭杆菌还可产生蛋白酶和硫

酸脂酶以及一些有机酸等，造成牙周组织的破

坏[10]。苏勤等[11]在用甲噻唑四唑氮、酶动力学方
法和放射免疫技术研究具核梭杆菌的内毒素对重

组人成骨蛋白-1诱导牙髓细胞增殖和分化的影响
时发现，适度的内毒素在牙髓对龋病的防御反应

过程中起着一定的调节作用。
具核梭杆菌既可刺激上皮细胞分泌白细胞介

素-8，进而诱发宿主的炎症反应；还可刺激人外
周血白细胞的程序性死亡和抑制 T 细胞反应 [7]。
具核梭杆菌作为一种与牙周病以及身体其他各部

位感染性疾病有密切联系的病原菌，可能具有诸

多潜在的毒力机制。目前，具核梭杆菌的一些毒
力表型已被鉴定；具核梭杆菌产生的多种毒力因

子，例如外膜蛋白（outer membrane protein，OMP）
的fomA基因（具核梭杆菌表面主要的热修改蛋白）
和radD基因以及 fadA黏附蛋白、丝氨酸蛋白酶和
聚-C型谷氨酸等，均可引起组织细胞破坏和机体
免疫系统损伤；具核梭杆菌结合其自身的黏附性

和共聚性发挥着黏附和定植宿主的特性[12]。

2 具核梭杆菌的检测手段

随着分子微生物学和分子化学的飞速发展，

细菌的分类鉴定已从表型特征的鉴定深化为基因

特征的分类鉴定，牙周病病原微生物的检测手段

也在不断的提高。当下，具核梭杆菌的检测主要
有细菌培养与鉴定技术、核酸探针杂交技术、免
疫组织化学技术和聚合酶链反应（polymerase chain
reaction，PCR）技术等[13]。
2.1 细菌的培养与鉴定技术
细菌的培养与鉴定技术既是传统的微生物检

测中最基本可靠的方法，也是微生物检查的金标

准，其他的检测技术经常需要与其进行比较，所

以其还在临床上广泛应用。符义富等[14]在对具核

梭杆菌进行的传统细菌培养检测中发现：具核梭

杆菌为革兰阴性无芽胞梭形杆菌，呈边缘不齐的

半透明菌落；触酶试验阴性、吲哚试验阳性和苏
氨酸产丙酸盐试验阳性以及葡萄糖和果糖弱发酵
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反应；其典型外观呈纺锤形，有锐利的尖端，偶

尔中间膨胀。但是，由于厌氧菌分离培养的条件
要求较高，时间较长，而且临床标本取量少，相

关菌种多，所以临床采用的分离培养和鉴定方法

常受到限制。
2.2 核酸探针杂交技术
核酸探针杂交技术的工作原理：DNA单链分

子或RNA单链分子按碱基互补配对原则在一定条
件下构成稳定的双链结构，再通过示踪标志物探

针检测病原菌。核酸探针杂交技术检测牙周细菌
有许多优点：灵敏度高、特异性强以及高度广泛
地识别病原微生物；而且不依赖培养，可以直接

从标本中检测[15]。DNA探针技术检测具核梭杆菌
较培养法有更高的检测效率，而且不需要厌氧培

养的特殊设备，省时、省力、快速，可以排除厌
氧菌不易存活的假阴性结果[16]。Kim等[15]应用 DNA
探针 Fu12 和三对 PCR 引物鉴定了具核梭杆菌
ATCC25586T，重点识别了具核梭杆菌的真实性；
但是，全基因探针可能与不同种的细菌存在着交

叉反应，克隆的 DNA 探针可能与同源细菌之间
发生交叉反应，导致厌氧菌检测的假阳性结果。
例如，具核梭杆菌可能与大肠埃希菌和肺炎克雷

伯菌等发生交叉反应[16]，而且任何一种方法不可

能有100%的特异性和敏感性，所以必须考虑假阳
性和假阴性的问题。目前，DNA探针还不能完全
取得常规检验提供的细菌特性信息。
2.3 免疫检测技术
用于厌氧菌培养的免疫检测技术主要是免疫

荧光技术。免疫荧光技术是一种利用物质吸收光
能后产生激发态而发光的特性，将具有这种特性

的荧光素用化学方法结合在特异的抗体或抗原上，

又不损害其抗体或抗原活性的荧光显微镜下的示

踪技术，在临床免疫学中主要用于鉴定细菌和对

抗原结构的研究。目前，免疫荧光和酶联免疫吸
附测定被用于识别和量化龈下菌斑中存在的细

菌。Suchett-Kaye等[17]使用细菌密度荧光免疫法和

免疫荧光显微镜法成功地检测出伴放线嗜血菌、
牙龈卟啉单胞菌、具核梭杆菌和福赛斯拟杆菌等
牙周病原菌，减少了交叉反应导致的假阳性结

果，证明了免疫荧光显微镜法较其他免疫学检测

法有明显的优势。
2.4 聚合酶链反应技术

PCR 是一种通过酶促反应在体外扩增特异
DNA片段的技术，即利用 DNA聚合酶，以单链

DNA为模板和寡核苷酸为引物，沿模板以5’到3’
方向延伸引物的过程，扩增产物可通过凝胶电

泳或 DNA探针杂交法作定性或半定量分析。在牙
周细菌学检查方法中，PCR技术以敏感、特异、
简便和快速的特点成为世人瞩目的生物技术革命

的新产物，已逐步应用于牙周病原菌的检测 [18]。
传统的 PCR技术、实时 PCR技术和多重 PCR技
术等，已经成功地用于具核梭杆菌的基因及其致

病因子等基因产物的临床与试验室检测。
2.4.1 PCR技术 PCR技术在牙周病原性厌氧菌
诊断及其基因型分析中应用广泛，它对具核梭杆

菌的检测非常精确，不仅快速、省力和价格便宜，
而且有特异性。Suchett-Kaye等 [17]发现：任意引

物-PCR技术已成功地应用于具核梭杆菌的检测，
而且该技术在鉴别细菌遗传和表型相似性上是非

常有价值的；此外，利用 PCR技术在临床标本中
设计快速检测生物特异性的 PCR引物和 DNA探
针，使不能人工培养的菌种得以鉴定。在该研究
中，PCR技术的另一优点得以展现：在牙周病治
疗中应用抗生素样抗性基因，监测并衡量抗生素

治疗的效果，患者可避免随意使用抗生素。
Haake等[19]确定了具核梭杆菌相对分子质量为

4.0×104的外膜蛋白基因（fomA）的序列，并用简并
引物扩增出 fomA基因 120 bp的产物。fomA是一
种相对分子质量为（4.0～4.2）×104的热修改蛋白，

参与宿主免疫细胞的刺激、入侵和吸附。它作为
具核梭杆菌的主要 omp，表现出一般扩孔蛋白的
功能特性，其成孔活性已在人工脂质双层膜上进

行了研究；它作为一种受体蛋白，与其他口腔病

原菌，如链球菌和牙龈卟啉菌共聚。在该研究中，
fomA基因的序列测序已确定了 PCR扩增的 DNA
片段，使人们有可能设计出 PCR检测具核梭杆菌
T18 fomA基因的扩增引物。该研究采用 PCR、染
色体 DNA 的提取、DNA 重组等多项技术发现，
fomA基因在大肠埃希菌中完整表达。Bolstad等[20]

以PCR基因组 DNA为模板，使用新的 DNA片段
引物，确定了具核梭杆菌omp-1基因的核苷酸序
列，其中具核梭杆菌菌株 omp-1蛋白的编码基因
序列已被确定，omp-1为相对分子质量为 4.0×104

的 omp-1蛋白的完整基因序列。
另有研究 [21-23]显示：PCR技术相对于传统培

养法对厌氧菌具有高度特异性和敏感性，而且还

大大简化了对临床标本的处理。
2.4.2 实时定量 PCR技术 实时定量 PCR（quan-
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titative real-time polymerase chain reaction，QRT-
PCR）是一种利用荧光信号的变化实时检测 PCR
扩增反应中每一个循环扩增产物量的变化，通过

Ct值和标准曲线的分析对起始模板进行定量分析

的技术。相对于传统的培养技术，QRT-PCR具有
非常好的一致性；不但弥补了传统 PCR技术无法
定量和容易污染等不足，而且更具备了敏感性高

和快捷的优势，有着广阔的应用前景；同时，也

使得从 mRNA中克隆特异性 cDNA片段变得非常
的容易[24]。Boutaga等[25]用 RT-PCR技术检测具核
梭杆菌等牙周致病菌后发现，QRT-PCR技术对所
有细菌能准确鉴别，而且没有交叉反应，与培养

技术具有一致性，但更敏感、更迅速。Jerv覬e-
Storm等[26]用细菌培养和 RT-PCR技术检测和定量
比较龈下菌斑中的包括具核梭杆菌在内的五种细

菌样本显示，RT-PCR技术对具核梭杆菌的检测
具有 98.4%的敏感性以及 13.3%的特异性。张明
珠等[27]分别用QRT-PCR、激光共聚焦显微镜和流
式细胞仪对口腔变异链球菌、牙龈卟啉单胞菌和
具核梭杆菌的标准菌种进行定量分析，结果显示：

QRT-PCR分析和激光共聚焦显微镜观察结果优于
传统的集落生成单位计数法，其中尤以 QRT-PCR
分析的敏感度最高。
2.4.3 多重 PCR 技术 多重 PCR 技术是在一次
反应中同时加入多对引物，对同一份模板 DNA样
品中不同序列同时扩增，由于每对引物对所扩增

的产物片段长短不同，因而通过电泳系统可给予

区分，所以多重 PCR 技术可同时检测多个病原
菌。符义富等[14]用16S rDNA序列分析技术检测牙
龈卟啉单胞菌和具核梭杆菌等五种牙周致病菌发

现，16S rDNA 序列分析具有检测率高、稳定性
好、敏感度高和特异性高等特点。Keller等[28]利用

带有特异性 16S rDNA引物的多重 PCR技术对具
核梭杆菌进行检测，敏感度非常高，而且加入特

异性的引物可同时检测多个病原菌。

3 结语

综上所述，随着现代微生物学、免疫学和分
子生物学等学科的发展，牙周病病因的研究不断

深入，手段也不断更新，例如激光共聚焦显微镜、
计算机图像分析、免疫荧光、聚合酶链反应、核
酸杂交和基因检测等现代生物学分析技术，使之

对牙周微生物及其有意义抗原、遗传物质和毒力
因子等的研究达到分子水平，在牙周细菌分类、

分型或检测、评估牙周致病菌毒力因子、追踪病
原体传播途径等方面有了许多进展。具核梭杆菌
作为口腔感染部位的优势菌，在与牙龈卟啉单胞

菌、福赛斯拟杆菌、伴放线嗜血菌和变异链球菌
等的混合感染中起协同作用，而且与早发性牙周

炎和急性坏死性牙龈炎以及各种严重牙周损害的

破坏性牙周病密切相关[29]；因此，该细菌的生物

学检测在牙周炎的预防、诊断和临床治疗中有重
要的意义。
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