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·论著·

光动力联合龈下喷砂疗法对种植体

周围炎龈沟液菌群分布改变的疗效
王海燕 1  张冬雪 1  粟申平 1  姜彤 2

【摘要】目的   初步探讨光动力联合龈下喷砂疗法治疗后种植体周围环境炎性因子以及微生物菌

群分布的变化，为光动力疗法在种植体周围炎治疗中的应用提供理论依据。方法   本研究采取单中

心、前瞻性、开放标签以及随机对照等研究方法，募集自2018年2月1日至2019年2月1日于首都医科大

学附属北京朝阳医院口腔科就诊的伴种植体周围炎修复体共9例患者，16颗种植体，对种植体周围炎

患者在接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后1周、2周、4周、12周和24周提取龈沟液，并通

过对龈沟液菌群分布的改变进行扩增子检测，通过生物信息学分析方法分析龈沟液菌群分布的改变，

从致病菌群角度分析光动力疗法治疗种植体周围炎的可能机制（本试验分别在门、纲、目、科、属、

种分类等级进行组间显著性差异分析。在Alpha多样性分析中差异分析使用R软件完成，检验方法使

用秩和检验。结果   所有受试者均完成计划随访。接受光动力联合龈下喷砂治疗后的种植体周围炎患

者治疗前后龈沟液样本的α多样性分析结果显示，种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治

疗后5组Observed species、Chao及Ace指数均高于治疗前，其中Chao指数各组间差异有统计学意义

（χ2 = 5.688、P = 0.033），表明各组间OTU低丰度物种的改变有差异，操作分类单元分布呈现显著变

化，多为低丰度菌群改变。β多样性分析结果显示，基于weighted_unifrac、unweighted_unifrac和bray_curtis
距离的主坐标分析均显示各组间群落多样性差异无统计学意义，多元方差分析P均＞ 0.05。其中基

于非加权Unifrac距离的主坐标分析提示治疗后24周与其他组区分更为明显，组间两两比较显示治疗

后24周与其他5组β多样性差异均有统计学意义（P：χ2 = 7.751、P  = 0.005；W1：χ 2 =  6.471、
P = 0.011；W2：χ2 = 4.997、P = 0.025；W4：χ2 = 3.612、P = 0.0415；W12：χ2 = 3.125、P = 
0.0486），提示在不考虑丰度信息下，治疗后24周群落的多样性与前组显著不同。结论  种植体周围

炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前后多组间的龈沟液菌群组成未发生显著变化，治疗后24周
的物种多样性显著高于治疗前，主要体现在非优势菌的增加。为进一步研究该疗法对种植体周围炎在

调节局部微生态环境、长期维护过程中发挥的作用提供了理论基础。

【关键词】种植体周围炎；龈下喷砂疗法；光动力疗法；菌群分布；随机对照试验
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【Abstract】Objective   To preliminatively investigate the changes of inflammatory factors and 
microbial flora distribution in the environment around implants following photodynamic therapy (PDT) 
combined with subgingival sandblasting therapy, and to provide theoretical basis for the application of PDT 
in the treatment of peri-implant inflammation. Methods   A single-center prospective, open-label, randomized 
controlled study were adopted. Total of 9 patients and 16 implants were recruited from February 1st, 2018 
to February 1st, 2019 in the Department of Stomatology of Beijing Chaoyang Hospital, Capital Medical 
University. Gingival crevicular fluid (GCF) was extracted from patients with peri-implantitis before combined 
therapy and after different treatment times, the changes of microflora in GCF were detected by amplifiers. 
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Furthermore, changes of microflora distribution in GCF were revealed by bioinformatics analysis, in order 
to analyze the possible mechanism of PDT in the treatment of peri-implantitis from the point of view of 
pathogenic bacteria. In Alpha diversity analysis, R software was used for difference analysis, and rank-sum 
test was used for test. Results   All patients completed the planned follow-up. The α diversity analysis of GCF 
samples of patients before and after combined treatment showed that Observed species, Chao and Ace index of 
5 groups of patients were all higher than before treatment, and Chao index showed significant difference among 
groups (χ2 = 5.688, P = 0.033). β diversity analysis showed no significant difference in community diversity 
among groups (all P > 0.05). The principal coordinate analysis based on the unweighted Unifrac distance 
showed that the difference between the two groups was significant at 24 weeks after treatment. The pairwise 
comparison between the two groups confirmed that the β diversity was significantly different from that of the 
other five groups (P: χ2 = 7.751, P = 0.005; W1: χ2 = 6.471, P = 0.011; W2: χ2 = 4.997, P = 0.025; W4: χ2 = 3.612, 
P = 0.0415; W12: χ2 = 3.125, P = 0.0486), indicating that colony diversity was significantly different from 
that of the former group at 24 weeks after treatment without considering abundance information. Conclusions   
There was no significant change in the composition of GCF in patients before and after combined therapy. 
The species diversity at 24 weeks after treatment was significantly higher than before, mainly reflected in 
the increase of non-dominant bacteria, which provides a theoretical basis for further study of the role of this 
therapy in the regulation of local microecological environment and long-term maintenance of peri-implantitis.

【Key words】 Peri-implantitis; Subgingival sandblasting therapy; Photodynamic therapy; Microflora 
distribution; Randomized controlled trial

牙列缺损是口腔医学领域最为常见的疾病之

一[1]，目前，针对牙列缺损的治疗方式繁多，其中

种植义齿修复以其不损伤健康牙体组织、稳固、舒

适和咀嚼功能强等独特优势已广泛应用于局部或

全口牙缺失的患者，逐渐成为口腔医学领域最为

重要的修复手段之一[2]。然而，种植体相关并发症

的存在很大程度上降低了种植修复的成功率，而且

难以获得理想的修复效果[3]，如种植体周围炎，作

为种植术后最为常见也最为棘手的并发症之一，在

种植病例中发生率为28%～56%[4]。种植体周围炎

是一类由于局部微生物与宿主发生复杂的相互间作

用引发的疾病[5-9]，由于种植体表面存在细菌，从

而导致种植体周围软硬组织的炎症，常见表现为种

植体周围软组织感染、支持骨组织吸收、种植体周

围袋形成以及探诊出血等[10-12]，严重时还可以导致

种植体周围骨结合遭到破坏进而产生种植体松动乃

至脱落[13-14]。目前针对种植体周围炎的治疗方式多

样，但均未能获得完全满意的临床疗效。近年来，

随着相关技术的进步，光动力疗法（photodynamic 
therapy，PDT）逐步进入人们的视野。PDT是一种

冷光化学反应，通过借助光敏剂在特定波长的光源

照射下产生单线态氧和自由基，破坏细菌的细胞壁

和膜系统，从而导致包括细菌、真菌以及病毒在内

的多种微生物死亡[15-16]。然而，PDT对人体内真实

种植体周围炎的局部环境是否具有可靠的杀菌性能

鲜少报道，目前多为体外模拟生物膜进行PDT后观

察细菌数量的减少[17-18]。但对菌群的变化情况仍存

在争议。

本研究通过临床试验评估PDT应用于种植体周

围炎后较长时间的临床效果，观察PDT治疗后种植

体周围环境的菌群动态变化及其是否能够维持种植

体周围长期的健康状态，旨在为PDT疗法在种植体

周围炎中的推广提供理论依据，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

本研究募集自2018年2月1日至2019年2月1日于首

都医科大学附属北京朝阳医院口腔科就诊的伴种植

体周围炎修复体共9例患者、16颗种植体。所有参与

本研究的患者均为无系统性疾病的健康成年人，近

3个月无服用抗炎药物、口服抗菌药物或系统性抗菌

药物史。

针对怀疑伴有种植体周围炎的种植体，进行

近中颊侧、颊侧、远中颊侧、近中舌侧、舌侧和

远中舌侧6个位点的探查，检测指标包括牙周袋

深度（pocketdepth，PD）、探诊出血（bleeding 
on prode，BOP）以及流脓情况。每位患者均拍摄

锥形束计算机X线断层扫描（cone-beam computed 
tomography，CBCT）以检测骨质附着情况。根据临

床及影像学数据，种植体周围炎诊断指标为：PD≥ 
4 mm，出现BOP或流脓，伴有影像学骨丧失改变。

针对符合种植体周围炎诊断的患者，采用光动

力联合龈下喷砂疗法进行临床治疗：龈下喷砂方式
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机械清创后进行PDT治疗，其中PDT采用Helbo光
动力治疗仪（Helbo Photodynamic Systems，Wels，
德国），光敏剂为亚甲基蓝。于治疗前、治疗后1
周、2周、4周、12周及24周提取龈沟液样本并进行

扩增子检测和分析。

本研究获得首都医科大学附属北京朝阳医院

伦理委员会批准（批号：2018-科-9）；参与试验

的患者均签署知情同意书。

二、研究方法

1. 样本收集及DNA提取：本实验采用滤纸条

法对龈沟液（gingival crevicular fluid，GCF）样本

进行收集，收集方法如下：首先嘱患者以清水漱

口，将待取样本区域以棉卷隔湿，吹干取样牙颊面

及邻近牙龈组织, 用洁治器小心去除待测种植体表

面菌斑，而后将Whatman Ⅰ号牙周试纸条（2 mm ×             
10 mm）插入测试种植体的近颊位点、远颊位点、

近舌位点及远舌位点的裂隙，感到有轻微阻力时停

止插入，放置30 s后取出（若滤纸条上被血迹污染

则弃用，待止血后重新检测），每颗测试种植体的

GCF量为上述4个位点相加总量。将每颗测试种植

体的4条滤纸的湿润部分剪入一个2 ml Eppendorf管
中，用锡纸密封后，迅速放入－80 ℃冰箱冻存、

待检。测量剩余部分的长度，换算成浸润部分的长

度并记录。收集完GCF后，再检查和记录所选牙的

各项临床指标。所有患者均由同一位研究者完成测

量和记录工作。

将龈沟液与滤纸条分离时，向Eppendorf管
中加入1 ml无菌蒸馏水，震荡1 min混匀后去除

滤纸条。将待测样本离心，12 000 r/min（离心

半径r = 13.5 cm）离心5 min使细菌颗粒化。根据

制造商说明书使用Mora-Extract DNA提取试剂盒

（京都制药，日本）提取样本中脱氧核糖核酸

（deoxyribonucleic acid，DNA），使用200 ml Tris-
乙二酸四乙胺（ethylene diamine tetraacetic acid，
EDTA）缓冲液洗脱，并保存在－20 ℃备用。

2 .  细菌16S  rRNA基因扩增子样本制备：

使用下述聚合酶链式反应（polymerase  chain 
reaction，PCR）引物系统完成16S核糖体核糖

核酸（ribosomal ribonucleic acid，rRNA）基

因的扩增：购买自454 Life Sciences （Roche，
巴塞尔，瑞士）的带有B序列接合器的 8 0 6 R 
5 ' -CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC-
GGACTACVSGGGTATCTAAT-3'），带有A接

合器以及物种特异的十个基本条码序列的515F 
5'-CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG-

10-bp-barcode-GTGCCAGCMGCCGCGGT-3'）以及

小亚单位rRNA序列。

16S rRNA基因通过如下50 μl反应体系完成V3-4区
域的扩增：10× 聚合酶缓冲液、2.5 mmol/L dNTPs、每

种引物0.2 μmol/L、1.25 U TaKaRa Ex TaqHot Start试剂

（TaKaRa Biomedicals，东京，日本）以及1～2 μl模
板DNA。94 ℃孵育1min变性后，PCR循环参数为98 ℃
（10 s）、－55 ℃（30 s）、－72 ℃（2 min），共35个
循环，随后72 ℃孵育1 min完成最后延伸。经琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物，产物浓度为2%，经过充

分混匀后使用2%的琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物，

并依照制造商的使用说明书使用NucleoSpin Extract 
Ⅱ kit 试剂盒（Macherey-Nagel，杜伦，德国）以

及AMPure paramagnetic beads试剂盒（Agencourt 
Bioscience Corporation，马萨诸塞州，美国）进行

纯化。

3.  扩增子定量、汇集和热解测序：针对磁

珠筛选合格的目的Amplicon片段，使用合格的

文库进行富集制备和测序。使用KAPA Library 
Quantification Kit试剂盒以及Roche 454 GS 钛系统

（KAPA Biosystems，马萨诸塞州，美国）对扩增

子进行定量，具体使用方法依照制造厂商说明书。

并将检测样本等量汇集入单独的离心管。使用454 
Life Sciences Genome Sequencer Junior 试剂盒（GS-
Junior，Roche Diagnostics，巴塞尔，瑞士）对最终

所获得的1 × 107个分子进行454 GS焦磷酸测序，用

所得数据进行后续的生物信息分析。

4 .  测序分析：测序数据应用Quant i t a t ive 
Insights into Microbial Ecology （QIIME）软件包

1.6.037完成。对所测得的序列按照如下排除标准

进行筛选：序列长度＜ 200 bp或＞ 800 bp、平均

质量分数低于25、出现不确切碱基、引物不匹配

高于1.5、某个碱基连续出现的长度超过10、无法

纠正的错误编码、或缺乏引物。符合上述任一排除

标准的序列均予以排除。样品通过Barcode合并建

库后对样品进行拆分，随后，按照制造商指导，

应用FLASH软件（Flash Length Adjustment of Short 
reads，v1.2.11），利用重叠关系将双末端测序得到

的成对读数组装成1条序列，得到高变区。其拼接

条件为：最小匹配长度15 bp，重叠区域允许错配率

为0.1。针对没有重叠关系的产物予以排除出。

5. OTU聚类和物种注释：通过上述方式将

原始数据进行拼接和过滤后，基于操作分类单元

（operational taxonomic units，OTU）进行聚类和

物种分类分析。使用软件USEARCH（v7.0.1090）
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按照最小匹配度97%将近似的序列结合到OTU中，

并挑选每一OTU中富集度最高的序列作为该OTU
的代表序列。利用UCHIME（v4.2.40）将PCR产

生的嵌合体从OTU的代表序列中去除，并使用

usearch_global方法将所有样本比对回OTU代表序

列即得到每个样本在OTU的丰度表。

得到OTU代表序列后，通过软件RDP classifer
（v2.2）将代表序列与数据库RDP_11_5比对，进行

物种注释，置信度阈值为0.6。比对数据库为16S细
菌数据库（Greengene，V201305）。完成注释后，

对没有注释结果或注释结果不属于分析项目物种的

OTU予以过滤，余下OTU进行进一步分析。

6. 生物信息分析方案：将原始数据进行拼接和

过滤后，进行物种分类和丰度分析，并通过单个样

品多样性分析、样品间多样性分析以及样本间物种

组成聚类分析进行不同侧面的样品多样性分析，为

探讨治疗前后不同时间点龈沟液的菌群差异。单个

样品多样性分析采用Alpha多样性分析方法，并通

过Mothur（v1.31.2）软件计算样品的Alpha多样性值

并用R（v3.1.1）做稀释曲线图。样品间多样性分析

常采用Beta多样性分析方法，通过QIIME（v1.80）
软件完成。LEfSe分析通过在线网站（h t tp : / /
huttenhower.sph.harvard.edu/galaxy/）完成。

三、统计学处理

应用Metastats软件、R软件及SPSS 16.0进行统

计分析。Benjamini-Hochberg方法进行矫正，使用校

正后的伪发现率（false discovery rate，FDR）评估差

异的显著性。本试验分别在门、纲、目、科、属、

种分类等级进行组间显著性差异分析。在Alpha多样

性分析中差异分析使用R软件完成，检验方法使用

秩和检验。以P ＜ 0.05为差异具有统计学意义。

结    果

一、一般资料

共募集9例患者、16颗种植体进行分析（表

1）。9例患者中男性3例，女性6例，男女比例为

1︰2。患者年龄为21～54岁，平均年龄为（41.1 ±                                                                                           
9 . 9 9）岁。1 6颗种植体中，磨牙种植体1 2颗
（75.0%），前磨牙种植体2颗（12.5%），前牙种

植体2颗（12.5%）。

基于OTU数量绘制的稀释性曲线，每个样本的

曲线末端趋向平坦，表明每个样本的测序数据量已足

够，可覆盖大多数细菌，继续测序不会产生较多新的

OTU，可用于后续分析（图1）。

二、操作分类单元种类及丰度分析

针对所获取的龈沟液样本进行操作分类单元

OTU分析结果见图2，在所获取的种植体周围炎患者

治疗前、治疗后1周、治疗后2周及治疗后4周的龈沟

液样本中，共检测出385种共有OTU。治疗前，治疗

后4周、12周及24周的龈沟液样本中，共检测出380
种共有OTU由图示韦恩图可见，在97%相似度区间

下，治疗前OTU数量为636，治疗后1周OTU数量为

760，治疗后2周及治疗后4周分别为527和795，治疗

后12周和24周分别为599和610。治疗后1周、2周、                     
4周、12周和24周样本与治疗前相比分别有270、89、

表 1  入组 9 例患者一般信息及样本编号

患者

序号
性别 年龄 牙位* 样本编号

治疗前 治疗后1周 治疗后2周 治疗后4周 治疗后12周 治疗后24周
1 女 39 35 S46 S47 S49 S55 S89 S114
2 男 37 36 S40 S48 S52 S58 S84 S103
3 男 30 12 S51 S53 S41 S63 S95 S109
4 女 52 36 S10 S20 S31 S44 S75 S107

26 S11 S19 S32 S42 S74 S106
14 S12 S22 S33 S45 S73 S105
37 S13 S21 S30 S43 S76 S108

5 女 21 11 S17 S27 S34 S54 S83 S115
6 女 45 37 S4 S6 S14 S39 S80 S104

26 S5 S7 S15 S38 S79 S113
7 男 47 46 S23 S25 S36 S57 S82 S112

26 S24 S26 S35 S56 S81 S111
8 女 45 46 S86 S90 S92 S97 S126 S116

36 S87 S91 S93 S98 S127 S117
9 女 54 47 S61 S66 S71 S77 S101 S118

37 S62 S67 S72 S78 S102 S119

注：* 牙位记录采用国际牙科联合会记录法记录
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注：P：治疗前龈沟液样本；W1：治疗后1周龈沟液样本；W2：治疗后2周龈沟液样本；W4：治疗后4周龈沟液样本。W12：治疗后

12周龈沟液样本。W24：治疗后24周龈沟液样本

图2  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后不同时间点龈沟液样本检测操作分类单元韦恩图

图1  种植体周围炎患者GCF样本测序数据的稀释性曲线

311、136和171种OTU不同。其中治疗后2周较1周和

治疗前多20种特有OTU，治疗后4周较之前多209种
特有OTU，治疗后12周较治疗后4周和治疗前多73种
OTU，治疗后24周较治疗前、治疗后4周和12周多80
种特有OTU。

基于OTU的主成分分析（principal component 
analysis，PCA）结果见图3。结果显示上述5个治

疗组间未呈现出显著差异，提示治疗前和治疗后

龈沟液样本在PC1和PC2层面均呈现较为均匀的分

布，微生物群组成差异不显著。

种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂

疗法不同时间点获取的龈沟液样本OTU物种多样

性如图4所示。OTU等级曲线显示了所获得的不同

样本的物种丰富度和均匀度，曲线在横轴上跨越的

范围越大，物种丰富度越高，曲线越平缓，物种分

布越均匀。图示结果提示本试验中检测的多数样本

注：P：治疗前龈沟液样本；W1：治疗后1周龈沟液样本；

W2：治疗后2周龈沟液样本；W4：治疗后4周龈沟液样本；W12：

治疗后12周龈沟液样本；W24：治疗后24周龈沟液样本

图3  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及

治疗后不同时间点龈沟液样本检测操作分类单元主成分分析
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的丰富度及均匀度较为类似，仅个别样本丰富度及

均匀度高于其他样本。

 三、物种及其丰度分析

对所获取的OTU样本，在纲、科、属等不同

层面对物种进行分析，结果见图5。在纲水平，治

疗前OTU样本主要分布为杆菌纲、类菌纲、β-变形

杆菌纲、梭杆菌纲和梭状芽胞杆菌纲，也有部分样

本未显示出杆菌纲占优势；在科分类水平，样本主

注：S10-S101为收集样本中随机选取的部分样本

图4  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前

及治疗后所有龈沟液样本检测操作分类单元等级曲线分析

注：A：物种纲水平；B：物种科水平；C：物种属水平

图5  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后所有龈沟液样本物种分析柱状图

要分布为梭杆菌科、奈瑟菌科以及普氏菌科，而在

部分样本中也显示出韦荣球菌科优势分布；在属分

类水平，优势属为韦荣球菌属、普氏菌属、嗜血

杆菌属和梭杆菌属，部分样本也富含链球菌属、放

线菌属、杆菌属、β-变形菌属、γ-变形菌属等。而

无论在哪一水平，研究结果均显示大部分接受光动

力联合龈下喷砂疗法的种植体周围炎患者治疗后

1周、2周、4周、12周及24周均显示出类似的细菌

种类，仅有个别患者治疗前及治疗后出现显著不同

的细菌种类。

为比较不同样本在纲、科、属水平的分布，

利用R-gplots插件绘制热图如图6所示：在纲分类水

平，所有样本整体优势菌群为梭杆菌纲、拟杆菌

纲以及梭状芽孢杆菌纲，次优势菌群为β-变形杆菌

纲、杆菌纲、γ-变形杆菌纲和黄杆菌纲，而厌氧菌

纲、δ-变形菌纲、α-变形菌纲、红蝽菌纲则分布较

少，但在某些样本中富含互氧菌纲。此外，在部分

种植体周围炎患者不同时期或不同牙位的龈沟液样

本中显示出类似的菌群分布，诸如取自于同一例患

者的治疗后第12周及第4周龈沟液样本S101和S77
菌群分布类似、取自于同1例患者不同牙位的龈沟

液样本S86和S87菌群分布类似、取自于同1例患者
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         A

         B

         C

注：A：物种纲水平；B：物种科水平；C：物种属水平

图6  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后所有龈沟液样本物种分析热图
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注：P：治疗前龈沟液样本；W1：治疗后1周龈沟液样本；W2：治疗后2周龈沟液样本；W4：治疗后4周龈沟液样本；W12：治疗后

12周龈沟液样本；W24：治疗后24周龈沟液样本

图7  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后所有龈沟液样本物种属水平组间热图

治疗后第2周和治疗后第12周龈沟液样本S79和S15
菌群分布类似等。

热图结果显示，以科的分类水平而言，优势

菌群为普氏菌科、梭杆菌科和韦荣菌科。此外，

S77、S80、S7、S107、S95等部分样本显示出富含

螺旋体科、卟啉单胞菌科、链球菌科、奈瑟菌科

及巴斯德雷菌科。近乎所有样本中，下述菌群均显

示较低丰度，包括：无胆菌科、BS11科、臭杆菌

科、茴香菊科、脱硫球杆菌科、肠杆菌科、S24-7
科、微杆菌科、产碱杆菌科、布鲁菌科、脱硫弧菌

科、梭状芽孢杆菌科、葡萄球菌科和拟杆菌科。在

科的分类层面，也有部分样本表现出类似的群落组

成，包括取自于治疗后第24周的龈沟液样本S111和
S112、取自于治疗前的龈沟液样本S86和S87、分

别取自于治疗后第2周和治疗后第4周的龈沟液样本

S30和S43、分别取自于治疗后第2周和治疗后第12
周的龈沟液样本S35和S81、取自于治疗后第4周的

龈沟液样本S56和S57。
基于类似的分析方法，在属分类层面，主要细

菌群体为梭杆菌属、普氏菌属以及未分类菌属，部

分样本还显示出富集链球菌属、奈瑟菌属和卟啉单

胞菌属。除此以外，在所有样本中下述菌群均显示

较低丰度，包括丁酸弧菌属、脱硫叶菌属、SHD-231
属、臭味杆菌属、锥体杆菌属、厌氧菌属和异杆菌

属。分组聚类热图如图7所示，在属水平上，治疗后

1周与24周菌群结构较为相似，治疗后2周与12周较为

相似，治疗前与治疗后4周较为相似，提示治疗后菌

群结构动态改变，短期（1周内）变化明显，随后长

期变化（12～24周）与治疗前更为不同。

为探讨各菌群物种间发育关系及进化关系，

构建属水平系统进化树（图8），结果显示放线菌

属、拟杆菌属、厚壁菌属和变形杆菌属具有较高丰

度，进化关系较近，而变形杆菌属与其他属距离

较远。

四、样品多样性分析

龈沟液样本的α多样性分析结果见图9：种植

体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗后

5组Observed species、Chao及Ace指数均高于治疗

前，说明治疗后群落含有的OTU数目更多，其丰

富度更高，可以发现治疗后24周即半年时物种丰富

度最高。从香农指数可以看出，随着治疗后时间的

增加，群落多样性在治疗后4周略有下降，但在12
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图8  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后所有龈沟液样本物种分析系统进化树

周，尤其24周时又增加。治疗前后各组间辛普森指

数表明治疗后1周群落的优势菌增多，群落多样性

较低，随后数值下降，群落多样性较治疗后1周增

高，略高于治疗前。上述指数中仅Chao指数各组

间差异有统计学意义（χ2 = 5.688、P = 0.033），其

余指数P值均＞ 0.05，由于Chao指数通过计算群落

中只检测到1次和2次的OTU数目来估计群落中实

际存在的物种数，对低丰度物种相对敏感，因此或

可表明各组间OTU低丰度物种的改变有差异。

各组间β多样性分析结果表明基于weighted_
unifrac、unweighted_unifrac和bray_curtis距离的主

坐标多元方差分析显示各组间群落多样性差异均

无统计学意义（P = 0.822、0.336、0.972）（图

10）。其中基于非加权Unifrac距离的主坐标分析

注：P：治疗前龈沟液样本；W1：治疗后1周龈沟液样本；W2：治疗后2周龈沟液样本；W4：治疗后4周龈沟液样本；W12：治疗后

12周龈沟液样本；W24：治疗后24周龈沟液样本

图9  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法治疗前及治疗后不同时间点龈沟液样本单样本多样性分析
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提示治疗后24周与其他组区分明显，组间两两比

较证实治疗后24周与其他5组β多样性均有显著性

差异（P：χ2 = 7.751、P = 0.005；W1：χ2 = 6.471、
P = 0.011；W2：χ2 = 4.997、P = 0.025；W4：χ2 = 
3.612、P = 0.0415；W12：χ2 = 3.125、P = 0.0486），

提示在不考虑丰度信息下，治疗后24周群落的多样

性与前组显著不同。

五、物种组间差异分析

研究进一步分析各组间丰度有显著性差异的

物种，经Kruskal多组间检验，各组在门和纲水平

差异无统计学意义；在目的分类水平上，脱硫弧

菌目、红杆菌目及丹毒丝菌目有显著差异（经FDR
校正后P均＜ 0.05），皆为低丰度菌目，经Wilcox
两两比较显示，治疗后24周脱硫弧菌目、红杆菌

目及丹毒丝菌显著高于治疗前（χ2 = 16.234、P ＜ 
0.001，χ2 = 9.328、P = 0.001，χ2 = 42.160、P ＜ 
0.001）。在科水平上，理研菌科、脱硫弧菌科、

短杆菌科、布鲁菌科、红杆菌科及丹毒丝菌科差异

有统计学意义（经FDR校正后P值均＜ 0.05），皆

为低丰度菌科；经Wilcox两两比较显示，治疗后24
周理研菌科、脱硫弧菌科、短杆菌科、布鲁菌科、

丹毒丝菌科、瘤胃球菌科及红杆菌科显著高于治疗

前（经FDR校正后P值均＜ 0.05）。在属水平上，

异花草属、Sporobacter、Acetatifactor、阿利斯佩

斯属、棒状杆菌属、脱硫弧菌属、副球菌属、短杆

菌属、布鲁氏菌属、Flavonifractor、Oscillibacter、
副细菌属及梭状芽孢杆菌_XlVa属，差异有统计学

意义（经FDR校正后P值均＜ 0.05），皆为低丰

度菌属，经Wilcox两两比较显示，治疗后24周异

花草属、Sporobacter、Acetatifactor、阿利斯佩斯

属、棒状杆菌属、脱硫弧菌属、副球菌属、短杆

菌属、布鲁菌属、Flavonifractor、Oscillibacter、
Akkermansia、Romboutsia、臭味杆菌属、副细菌

属、梭状芽孢杆菌_XlVa属、梭状芽孢杆菌_XVⅢ

属及巴氏杆菌属显著高于治疗前（经FDR校正后

P值均＜ 0.05）。

六、LEfSe分析

为确定不同组间具有显著差异且有生物学相

关意义的菌群，应用LEfSe分析比较治疗前患者和

治疗后不同时间患者的GCF菌群组成。LEfSe分析

总共显示16个不同的特征菌群（图11）包括拟杆菌

科、拟杆菌属、脱硫弧菌目、脱硫弧菌科、脱硫弧

菌属、棒状杆菌属、微杆菌科、根瘤菌目、δ-变形

菌纲、α-变形菌纲、布鲁氏菌科、布鲁菌属、葡萄

球菌科、葡萄球菌属、臭杆菌属及节杆菌属。

注：P：治疗前龈沟液样本；W1：治疗后1周龈沟液样

本；W2：治疗后2周龈沟液样本；W4：治疗后4周龈沟液样

本；W12：治疗后12周龈沟液样本；W24：治疗后24周龈沟液

样本

图10  种植体周围炎患者接受光动力联合龈下喷砂疗法

治疗前及治疗后不同时间点龈沟液样本二维主坐标分析
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A

B

注：A：物种LEfSe分析柱状图；B：进化分支图。LEfSe鉴定

了治疗前后不同时间点丰度差异起主要生物学作用的菌群（LDA＞ 

2）。D：治疗后4周，F：治疗后24周

图11  物种LEfSe分析柱状图及进化分支图

讨    论

 
种植体周围炎是一类由于微生物感染引发的

疾病，引发种植体周围炎症反应的细菌可能迁移自

口腔其他部位，种植体周围炎可能影响周围组织

并影响种植体的骨结合。既往有研究通过使用16S 
rRNA基因克隆建库技术对种植体周围炎细菌组成

进行分析后指出，种植体周围炎细菌群落成分较牙

周炎更为复杂[19]。然而，口腔微生物群是由数百种

常见的细菌群落组成的复杂而平衡的系统，维持

一个相对平衡的微生态环境可能比单纯细菌的清除

更为重要。相对于其他的非手术方式，辅助光动力

治疗可能对种植体周围的微生物环境起到调节的作

用，故较传统单纯菌斑清除方式更具有优势。本研

究通过使用高通量测序技术获取种植体周围炎相关

的细菌群落信息，对种植体周围炎微生物群落的生

态情况进行分析和探讨。

本研究共获得4 092 109个高质量序列，最终从

67个样本中获得1 205个OTU，测序数据有足够的

测序深度，带有平台期的稀释曲线亦表明测序覆盖

度较好。本研究结果表明，所有受试者的主要优势

菌属包括奈瑟菌属、梭杆菌属、嗜血杆菌属、普氏

菌属、链球菌属、卟啉单胞菌属、密螺旋体属、嗜

二氧化碳噬细胞菌属、纤毛菌属和弯曲菌属，其中

牙龈卟啉单胞菌、福塞坦菌和齿垢密螺旋体属于牙

周红色复合体，核梭状芽孢杆菌、中间普菌、变黑

普菌、微小消化链球菌、结节性真细菌、直弯弯曲

菌、showae弯曲杆菌、星群链球菌和纤细弯曲菌属

于橙色复合体，这与先前研究结果一致，红橙复合

体在种植体周围炎患者中丰度较高[20-21]。

既往研究[22-24]表明普氏菌属、密螺旋体属、弯

曲菌属和卟啉单胞菌属是种植体周围炎的致病菌

属。PDT疗法作为一种新兴的治疗技术，当在正常

组织或细胞中外加光敏剂时，所有组织或细胞都会

吸收，经过一段时间后，光敏剂会从正常组织中逐

渐清除，但却能留存于病变组织或细菌细胞中，并

能选择性地附着于细菌的膜系统上，尤其是细胞

壁，而非细胞体内。随后在适当波长激光局部照射

后，光敏剂被激活，受激活的光敏剂将光能由光化

学反应传递给组织或细菌细胞内的物质（如氧），

以产生具有毒性的自由基，或与组织、细菌细胞

内的氧分子作用，产生一些氧化活性分子（radical 
oxygenspecies，ROS）并攻击细胞结构，直接破坏

细菌的细胞壁和膜系统，影响其自身的新陈代谢，

从而导致细菌死亡[25]。既往研究中，有报道证实，

在口腔局部环境下使用PDT疗法，可以有效杀灭口

腔致病菌，包括中间普菌、产黑色杆菌、梭形杆

菌、β-溶血性链球菌[26-27]。本研究比较治疗前后各

组间的物种丰度，这些致病的优势菌在门、纲、

目、科、属等层次上均差异无统计学意义，与以往

研究结果不一致，表明光动力联合龈下喷砂治疗种

植体周围炎并未显著降低患者口腔微生物环境内的

主要致病菌属。这一现象可能与本研究患者病例数

较少，GCF样本干净无脓液血液污染及病原菌的异
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质性有关，故需要更多的样本以及更完整的随访进

一步研究。最近也有研究表明[28]在健康种植体处也

可检测到普氏菌属、葡萄球菌属、坦纳菌属及密螺

旋体属，提示种植体本身的特性，独特的骨结合方

式而不具有牙周韧带，种植体周围的胶原纤维通过

小血管系统呈环绕方式排列。此外，种植体周围结

缔组织的附着较牙周组织更为薄弱，更易于附着厌

氧菌，导致常见的致病菌属丰度高，但临床指标未

达到诊断种植体周围炎，或可解释本研究中治疗后

致病优势菌属未显著减少但临床指标明显改善。此

外，本研究发现各组间样本内Chao指数差异有统

计学意义，且组间物种的差异分析显示多样性差异

多来源于非优势菌群的丰度改变，治疗后24周的低

丰度菌群丰度增加；尽管无统计学意义，但治疗后

24周样本的香农指数高于治疗前，提示治疗半年后

细菌群落成的多样性增加，与以往研究结果一致，

健康的种植体群落组成多样性高于种植体周围炎患

者[29]。PDT作为一种冷光化学反应，借助光敏剂在

特定波长的光源照射下产生单线态氧和自由基，破

坏细菌的细胞壁和膜系统，从而致细菌死亡[30]。经

PDT治疗后口腔菌群再平衡，尽管这些数据不能直

接证明PDT联合龈下喷砂疗法可以显著减少种植体

周围炎中的主要病原体，但仍然表明该疗法可以在

治疗后6个月内增加低丰度菌群的丰度，从而增加

了物种多样性。

组间差异分析提示，治疗后24周与治疗前

相比，异花草属、Sporobacter、Acetatifactor、
阿利斯佩斯属、棒状杆菌属、脱硫弧菌属、副

球菌属、短杆菌属、布鲁菌属、Flavonifractor、
Oscillibacter、Akkermansia、Romboutsia、臭味杆

菌属、副细菌属、梭状芽孢杆菌_XlVa属、梭状

芽孢杆菌_XVⅢ属及巴氏杆菌属显著多于治疗前，

LEfSe分析进一步提示拟杆菌属、脱硫弧菌属、棒

状杆菌属、布鲁菌属、葡萄球菌属、臭杆菌属及节

杆菌属为特征菌属，或在治疗后口腔微生物的再平

衡中起到重要作用，需更多的研究进一步支持本论

点。其中Akkermansia是革兰阴性细菌，存在于人体

胃肠道中。在肥胖和2型糖尿病中通常有阿克曼病的

报道，在种植体周围炎中较少见。在某些研究中，阿

克曼病可能是炎症改变的原因，棒杆菌属、梭状芽孢

杆菌属也可能参与炎症的改变，但是治疗后24周临床

指标显著改善的情况下这些菌属丰度增加，提示下一

步进行菌群功能研究的重要性。

低丰度菌群丰度的升高对种植体周围炎临床

指标的改善有一定作用。种植体周围炎的微生物菌

群相对比较复杂，也并不是只由优势菌群决定了其

生物学特性，本研究认为这些低丰度非优势菌群丰

度的升高，可以降低种植体周围炎患者的某些临床

指标。同时，本研究发现龈沟液炎性因子也有所下

降。故推测低丰度菌群丰度升高不仅改善了临床指

标，同时，因为低丰度菌群丰度的升高，也抑制了

优势菌的某些生物学行为，导致炎性因子水平下

降，临床指标也相应下降。这对于种植体周围炎的

治疗具有一定价值。

基于二代16S测序的技术限制，菌群组成分析

上难以将细菌鉴定至属水平，且获得的是细菌16S
部分序列，得到差异菌属后难以得到正确全面的功

能性结论，本研究提供了初步启示，除需要更多基

于治疗带来的菌群改变的研究外仍需要宏基因组测

序来明确更全面的微生物功能上的改变，以进一步

明确从治疗到微生物改变，再到微生物的功能影

响，有助于更深入认识光动力治疗对种植体周围炎

疾病的改善。此外，性别、年龄、吸烟、饮酒、体

质量指数、地域差异、饮食习惯、口腔卫生习惯都

可改变口腔菌群，本研究纳入的患者在性别、年

龄、吸烟、饮酒、体质量指数等因素上均衡可比，

但患者饮食习惯，卫生习惯均未调查。饮食导致的

个体差异较大，比如高蔗糖食物可使变形链球菌、

乳杆菌及放线菌增加，基于本研究结果，仍需更全

面的患者信息收集，严格的随访质控，更大的样本

量以进一步探索。

本研究的局限性包括样本量较小且可能影响

GCF菌群的因素，如首次治疗后的药物史和口腔个

人护理情况未被调查。因此，仍需要大样本的前瞻

性研究佐证本研究观点。研究亮点在于首次从微生

物角度阐述了光动力联合龈下喷砂治疗种植体周围

炎前后GCF菌群的变化，有助于进一步了解本治疗

方式在种植体周围炎患者中的作用。

综上，种植体周围炎患者接受光动力联合龈

下喷砂疗法治疗前后的龈沟液菌群组成未发生显著

变化，治疗后24周的物种多样性显著高于治疗前，

主要体现在非优势菌群增加。为进一步研究该疗法

对种植体周围炎在调节局部微生态环境、长期维护

过程中发挥的作用提供了理论基础。
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