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口臭在日常生活中十分常见，严重地影响人

们的生活质量，且发病原因具有多元性，难以治

愈。迄今，尚无口臭的确切定义。Miyazaki等 [1-2]

认为，口臭是一种由特异的细菌或特异的产硫化

物的基因或酶引起的疾病；曹钟义等 [3-4]则认为，

口臭更多的体现为一种与多种细菌和疾病相关联

的症状，与多种口腔和胃部疾病密切相关。可以

肯定的是，口臭与口腔细菌关系密切[2，5-6]。潜伏在
牙面、舌背的兼性或专性细菌发酵口腔内残余物，
诸如唾液、血液、龈沟液和上皮细胞碎片等[7]，进

一步分解其中的蛋白质、肽和氨基酸，产生带臭
味的挥发性硫化物（volatile sulphide compound，
VSC）[8-9]。硫化氢是细菌分解含硫氨基酸，如半胱
氨酸和蛋氨酸后产生的，与另一产物甲基硫醇一

道占 VSC体积分数的 90%。其中，硫化氢产生的
酶反应式如下：

L-半光氨酸 半胱氨酸脱巯基酶（细菌编码）丙酮酸＋NH3+H2S

因此，硫化氢既是口臭气体的主要成分，也

是口臭检测的重要指标。本研究旨在通过简便、

醋酸铅棉球法筛选口腔产硫化氢细菌的研究
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[摘要] 目的 对口腔常见细菌的产硫化氢能力进行筛选，期望找到主要的口臭致病菌，分析致臭菌与龋病和
牙周病的关系。方法 以醋酸铅棉球法间接定性链球菌属、放线菌属、乳杆菌属的 8种可疑致龋菌以及卟啉单
胞菌属、普雷沃菌属、梭杆菌属等 9种牙周可疑致病菌产硫化氢的能力。结果 9种牙周病可疑致病菌均可产
生硫化氢。在致龋菌中，格氏链球菌、内氏放线菌、溶牙放线菌、嗜酸乳杆菌产硫化氢，变异链球菌、表兄链
球菌、黏性放线菌和发酵乳杆菌不能产生硫化氢。结论 产硫化氢的细菌大多数为革兰阴性厌氧菌，致臭菌与
牙周病、牙髓病的发生发展存在着相关性。约半数的致龋菌能产生硫化氢，导致口臭的发生。
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Preliminary study of screening oral bacteria producing hydrogen sulfide by cotton balls with lead acetate
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（State Key Laboratory of Oral Diseases, Sichuan University, Chengdu 610041, China）
[Abstract] Objective To screen common oral bacteria which produce hydrogen sulfide, and expect to find the
main source of bad breath. To analyze the relationship between halitosis and oral caries, periodontal diseases.
Methods Based on the color reaction between hydrogen sulfide and lead acetate, we use indirect experimental
method by cotton-wool to detect 8 bacteria as Streptococcus, Actinomyces, Lactobacillas which are about caries
and 9 bacteria as Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium which are about periodontal to identify the ability to
produce hydrogen sulfide. Results All of the 9 bacteria about periodontal disease can produce H2S. In the bac－
teria group about caries, only Streptococcus gordonii, Actinomyces naeslundii, Actinomyces odontolyticus, Lacto－
bacillus acidophilus can produce H2S while Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus, Actinomyces viscosus,
Lactobacillus fermentatae can not. Conclusion Most of the bacteria which can produce H2S are gram-negative
anaerobic bacteria. The bacteria that produce halitosis have relationship with the occurrence and development of
periodontal disease, pulposis. And almost one half of the cariogenic bacteria can produce hydrogen sulfide, which
can result halitosis.
[Key words] hydrogen sulfide； lead acetate； halitosis； cariogenic bacteria； periodontal disease
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经济的醋酸铅棉球法对口腔中产硫化氢的细菌进

行广泛筛选，确定主要的口臭致病菌，为口臭的

防治奠定基础。

1 材料和方法

1.1 菌株及其培养
本研究使用的 17种标准菌株，均由口腔疾病

研究国家重点实验室（四川大学）提供。
1.1.1 阳性对照组 大肠杆菌 E.coli 25926。
1.1.2 致龋菌组 变异链球菌 ATCC 25175、表
兄链球菌 ATCC 33478、格氏链球菌 ATCC
10588，内氏放线菌 ATCC 12104、黏性放线菌
ATCC 15987，溶牙放线菌 ATCC 17929，嗜酸乳
杆菌 ATCC 4356、发酵乳杆菌 ATCC 14913。
1.1.3 牙周病和牙髓病及根尖周等疾病致病菌组
牙髓卟啉单胞菌 ATCC 35406、牙龈卟啉单胞菌
ATCC 33277，中间普雷沃菌 ATCC 25611、变黑
普雷沃菌 ATCC 33563、人体普雷沃菌 ATCC
33457，具核梭杆菌 ATCC 25586、可变梭杆菌
ATCC 8501，微小消化链球菌 ATCC 33270。
1.1.4 菌株培养 取链球菌属细菌复苏并将其接
种于 TPY平板培养基上，再将 TPY平板置于厌氧
罐中，37 ℃，体积分数 80%的氧化氮和 20%的二
氧化碳的兼性厌氧环境下孵育 24 h；将放线菌属、
乳杆菌属以及牙周、牙髓、根尖周疾病致病菌组
细菌涂布于脑心浸液培养液（brain heart infusion，
BHI）平板，加入海绵明胶和体积分数 1%的兔血，
其中黏性放线菌、溶牙放线菌和嗜酸乳杆菌可不
加，再将 BHI平板置于含体积分数 80%氧化氮、
10%二氧化碳和 10%氢的厌氧环境中培养 48 h。
对复苏后的细菌进行革兰染色，鉴定为纯培养后

传代备用。
1.2 醋酸铅棉球的制备
参照醋酸铅培养基中醋酸铅的体积分数 [8]，

用过滤除菌方法配制体积分数为 0.2%的醋酸铅溶
液。将灭菌的棉球分别浸泡在灭菌双蒸水（阴性对
照）和醋酸铅溶液（试验组）中备用。
1.3 斜面固体培养基的制备

TPY培养基由 15 g·L－1胰蛋白胨、4 g·L－1酵

母提取物、10 g·L－1葡萄糖、6 g·L－1磷酸二氢钾、
2 g·L－1K2HPO4·3H2O、2 g·L－1Na2CO4、2 g·L－1NaCl、
12.5 g·L－1琼脂和 dH2O配制而成。BHI培养基由
47 g·L－1BHI琼脂培养基、10 m·L－1氯化血红蛋白

质-维生素 K1、1%脱纤维兔血和 dH2O配制而成。

将高压灭菌后的 TPY和 BHI培养基冷至 50～60 ℃
之后，TPY培养基可直接使用，BHI中则需要加
入氯化血红蛋白-维生素 K1和体积分数 1%的兔
血；将 TPY和 BHI培养基分别分装于小试管中，
倾斜搁置，待培养基冷却凝固后即为斜面固体培

养基。
1.4 硫化氢的检测
用接种环挑取各试验细菌在斜面培养基上 S

形划线接种，用无菌镊子将醋酸铅棉球水分挤干

塞入斜面培养基小试管口。注意不要让棉球碰到
培养基，再塞上试管塞。阳性对照组接种产硫化
氢的大肠杆菌。阴性对照组接种同种试验细菌并
将其塞入双蒸水棉球的试管。将各管置于兼性厌
氧环境或厌氧环境中 37 ℃孵育 24～48 h后观察结
果。若棉球没变黑，结果为阴性，记录为（－）；
若棉球略微变黑或是明显变黑，结果为阳性，记

录为（＋）。

2 结果

分别对阳性对照菌以及致龋菌组、牙周牙髓
根尖周疾病致病菌进行检测，结果见图 1：试验
组细菌产硫化氢棉球变为黑色，阴性对照组棉球

则为白色；不产生硫化氢的细菌棉球为白色。其
他致病菌的试验结果见表 1。

A：变异链球菌；B：大肠杆菌；C：具核梭杆菌；

O：阴性对照组，棉球用双蒸水浸润； Pb：试验组，棉球用

醋酸铅浸润。

图 1 试验代表菌种的产硫化氢检测结果图

Fig 1 Result of the experiment about the representative bacteria

用十字形坐标图对各菌结果进行分类：把各

细菌以培养环境为标准分为兼性厌氧和专性厌氧

培养，结果所有的专性厌氧菌都产硫化氢（图2）；
把各细菌以革兰染色结果为标准分为革兰阳性菌

和革兰阴性菌，结果所有革兰阴性菌都产硫化氢

（图3）。
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表 1 试验菌种产硫化氢的检测结果
Tab 1 Result of the screened bacteria

相关致病菌 菌属 菌种（革兰染色） 试验所用培养条件 结果

致龋菌 链球菌属 变异链球菌（G＋） TPY培养基兼性厌氧 －

表兄链球菌（G＋） TPY培养基兼性厌氧 －

格氏链球菌（G＋） BHI培养基兼性厌氧 ＋

内氏放线菌（G＋） BHI培养基专性厌氧 ＋

放线菌属 黏性放线菌（G＋） BHI培养基兼性厌氧 －

溶牙放线菌（G＋） BHI培养基兼性厌氧 ＋

乳杆菌属 嗜酸乳杆菌（G＋） BHI培养基兼性厌氧 ＋

发酵乳杆菌（G＋） BHI培养基兼性厌氧 －

致牙周和牙髓及根尖周疾病菌 卟啉单胞菌属 牙龈卟啉单胞菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

牙龈卟啉单胞菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

普雷沃菌属 中间普雷沃菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

变黑普雷沃菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

人体普雷沃菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

梭杆菌属 具核所杆菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

可变梭杆菌（G－） BHI培养基专性厌氧 ＋

消化链球菌属 微小消化链球菌（G＋） BHI培养基专性厌氧 ＋

图 2 专性厌氧菌与兼性厌氧菌的区别示意图
Fig 2 Sketch map of difference between obligate anaerobes

and facultative anaerobes

图 3 革兰阳性菌与革兰阴性菌的区别示意图
Fig 3 Sketch map of difference between Gram-positive bacte-

ria and Gram-negative bacteria

3 讨论

3.1 口腔细菌与口臭的关系
本试验对口腔常见的 16种细菌进行产硫化氢

测定，从试验结果和十字形坐标图中可以看出，

主要的产硫化氢细菌是革兰阴性厌氧菌。这些细
菌主要为卟啉单胞菌属、普雷沃菌属和梭杆菌属
等，与牙周、牙髓和根尖周疾病有关。在培养过
程中，这些细菌都具有难闻的恶臭气味，因此可

以认为，革兰阴性厌氧菌与口臭的关系更为密切。
林育华等 [10-11]亦发现，口臭与牙周疾病高度

相关。本研究在对已知的牙龈卟啉单胞菌、中间
普雷沃菌和具核梭杆菌等牙周致病菌的筛选发现，

这几种细菌都具有较强地产硫化氢能力，含有醋

酸铅的试验组棉球都明显的深度变黑。其致病机
制是，以硫化氢为主要成分的挥发性硫化物能

够增大黏膜的通透性，从而引发炎症 [12]。本研
究中的多种革兰阴性厌氧菌，大多能产生胞壁脂

多糖，而脂多糖是牙髓、根尖周疾病的重要致病
因子。周学东等[13]认为，牙髓卟啉单胞菌、牙龈
卟啉单胞菌、中间普雷沃菌和具核梭杆菌等都是
牙根管内的优势菌。本研究同样证实的口臭与牙
周、牙髓和根尖周疾病密切相关的结论，对于综
合研究口腔疾病具有一定意义，对于联合防治口

臭具有重要的作用。
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在本研究中，变异链球菌和表兄链球菌都不

具有产硫化氢的能力；而溶牙放线菌和嗜酸乳杆

菌等有产硫化氢的能力，但其能力远不如牙龈卟

啉单胞菌等专性厌氧菌。这说明，龋病与口臭的
关系相对而言不是很密切，但口臭并非由单一的

细菌引起，而是与口腔多种疾病相关。要治疗口
臭，就必须考虑口腔整体的微生态环境，考虑患

者的具体情况，以便综合快速的治疗。
3.2 醋酸铅棉球检测硫化氢的试验方法
口腔细菌产硫化氢的检测有多种方法。传统

的可使用醋酸铅平板法或硫酸亚铁平板法。这是
一种间接、客观的检测方法，原理是利用某些细
菌分解含硫氨基酸产生硫化氢，硫化氢再与培养

基中的铅盐或是亚铁盐反应，产生黑色的硫化铅

或硫化亚铁，从而在结果上显示硫化氢生成试验

阳性[9，14]。该方法所需时间较长，取决于试验细菌
的培养周期，故对临床应用来说实用性不强，主

要应用于科学研究。
目前在临床上，便携式硫化物监测仪Halime-

ter和便携式气相色谱口臭测量仪可快速检测口臭
的程度。Halimeter是以口腔气体中 VSC的体积分
数来表达口臭程度的。其核心元件是一块电化学
半导体感应器，原理是利用感应膜与硫物质间可

逆的氧化-还原反应改变半导体的电阻，从而将
口腔气体中硫化物的体积分数以数值的形式表现

出来[15]，可为口臭的测评、治疗效果评价提供量
化的指标。便携式气相色谱口臭测量仪在技术上
使用金属膜-氧化铟感应器，结合气相色谱分离
和半导体感应器检测技术，可定性定量检测 VSC
中的硫化氢、甲基硫醇等 [16]。与 Halimeter 一样，
气相色谱口臭测量仪具有较高的特异性和准确

性。上述两种检测方法均简便、快速，可满足现
场检测等要求。
也有以醋酸铅试纸检测空气中硫化氢的方

法，但以滤纸条代替棉球时会大大降低其敏感

度。有些细菌产硫化氢的量不多，且硫化氢与醋
酸铅在干燥环境中反应较慢，而棉球较滤纸条更

易保持水分，因此，采用棉球较滤纸条更敏感、
更准确。
由于口臭与口腔致口臭菌产硫化氢酶和相关

基因有关 [6]，故要想在治疗口臭上有所突破甚至

是治愈口臭，就必须从深层次上了解口臭的致病

机制。从科学研究角度而言，以细菌培养法为基

础的醋酸铅棉球法对于后续试验的意义更大。
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