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摘'要! 建立了毛细管电泳快速检测牙龈卟啉单胞菌$0+$%!齿垢密螺旋体

$:+;%!福赛斯坦纳菌$:+<%& 种牙周病病原菌种的方法# 紫外分光光度法表

明"采用无菌吸潮纸尖及0.-缓冲液可以实现牙周病原菌的快速有效提取# 对

提取的牙周病病原菌种做多聚酶链式反应$0/9%与多重 0/9反应"最后以

!" =7长">J

!

7内径的石英毛细管作为分离通道"分离电压 $""" 3"#N!( 羟乙

基纤维素$#6/"!J" >%为筛分介质"牙周病病原菌菌种0+$":+;":+<0/9及多

重0/9产物 #! 7?@内得到较好分离# 结果表明"毛细管电泳与 0/9技术相结

合"可以实现牙周病原菌种快速鉴定"且检测限低至 $NP" _#"

M##

@$%

!

&# 方法

已用于牙周病原菌菌种的快速检测#

关键词! 毛细管电泳&牙周病原菌&聚合酶链式反应&脱氧核糖核酸

中图分类号! )@J>NP''文献标识码! *'''文章编号! #"""!">!"!!"#$""%!#""%!"$

''牙周病是由细菌(菌斑等始动因子诱发的一种

牙周支持组织慢性炎症破坏性疾病$与牙周病有关

的微生物主要是牙菌斑$特别是龈下菌斑中的革兰

氏阴性厌氧菌和吞噬二氧化碳菌$如牙龈卟啉单胞

菌!R;B"(齿垢密螺旋体 !d;Z"(福赛斯坦纳菌

!d;4"$是目前公认的牙周病可疑致病菌&#$!'

% 长

期以来$对病原菌的传统分类鉴定主要采用分离培

养&&'

(形态特征&$'

(生化反应&J'和免疫学&@'等方

法% 毛细管电泳法!(S"具有高效(快速(环保等特

点$已被广泛用于生物学检测&> =#"'

% 本文提出了

一种在口腔内快速提取牙周病原菌种的实验方法$

并采用毛细管电泳法对 R;B$d;Z$d;4& 种牙周病

病原菌聚合酶链式反应!R(]"目标产物进行分离

分析$该本方法对牙周病病原菌种的准确(快速检

测具有重要的临床应用价值%

#'实验部分'

#N#'试剂

羟乙基纤维素 !VS($ Q*BF2公司$美国")

QfU]e1,,+ I!I+i*91/B,+ 公司$美国")#" _d1*-?

8/129,?SGd5!dUS" !U*/?]2Z公司$美国")RUQ 缓

冲溶液 ! Q*BF2?53Z1*E) 公司$瑞士")G<5\1*F,1-

!g2-F2E公司$日本")!" 8\与 #"" 8\ G<532ZZ,1$

%

?G<5以及 Q\,,ZQd5]

dT

VQ G<5R/36F,12-,购于

日本d2L212株式会社%

将VS($QfU]e1,,+ I$dUS混合配制成筛分

介质溶液)将 !" 8\与 #"" 8\ G<532ZZ,1以 # #̀N&

体积比在 "NJ _dUS缓冲液中混合成 #& +BK

!

7的

标准样品% 标准样品中包含 #% 个不同长度的

G<5片段$分别为#!"$ $"$ @"$ P"$ #""$ #!"$

#$"$ #@"$ #P"$ !""$ &""$ $""$ J""$ @""$ >""$

P""$ %""$ #J"" 8\$ 将此样品 $ W保存%

#N!'毛细管电泳光学检测系统

实验室自制毛细管电泳系统核心部件&#"'如

下#石英毛细管!R/36F*F*E1/d,E)+/3/B*,-$美国"$

毛细管总长度K有效长度!+

9

K+

,

"#!"K#J EF) 倒置

显微镜 Î>#!H36F\0-$日本") THGS7@#"S高压

电源!d1,L$美国") 汞灯光源发出的光经 b?ThIU

M& 滤光片!H36F\0-$日本"过滤后产生波长为

$@" =$%J +F的激发光$荧光经 @"^物镜R32+5\/K

I]!H36F\0-$日本"之后收集于光电倍增管 ]%!P
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!V2F2F29-0 R)/9/+*E-$日本"% 为降低电渗流$采

用线性聚丙烯酰胺对毛细管内壁镀膜处理&##$#!'

%

电泳过程在 !J W恒温下的暗室中完成%

#N&'牙周病病原菌种G<5的提取'

随机选定 $ 名志愿者作为研究对象$令志愿者

咀嚼口香糖以清洁其口腔卫生)将无菌纸尖置于志

愿者门牙牙龈处约 #N" F*+ 后$将无菌纸尖放入盛

有 #N" F7RUQ缓冲液的离心管内约 &N" F*+)将离

心管放入 Q\*+ !#J 离心机离心约 !N" F*+ 后$取上

清液 !N"

!

7供牙周病病原菌种的 #@Q 1]<5R(]

扩增反应使用%

#N$'多聚酶链式反应"R(]$'

对应于 & 种牙周病病原菌种$其R(]引物!生

工生物工程!上海"公司"分别如下#

牙龈卟啉单胞菌# Jq?ded5e5de5(de5de

ede5555((M&q和 Jq?5(ed(5d((((5((dd(

(d(M&q

齿 垢 密 螺 旋 体# Jq?55ee(eed5e5e((

e(d(5M&q和 Jq?5e((e(ded(e5555e (((5

M&q

福 赛 斯 坦 纳 菌# Jq?e(ed5ded55((de((

(e(5M&q和 Jq?de(dd(5eded(5edd5 d5((d

M&q

牙周病致病菌种 R(]反应步骤如下#将 #" _

g2-9U044,1IJ

!

7$ Z<dRT*l901,$

!

7$细菌 G<5

!

!

7( 引 物 ! 最 终 浓 度 约 "N!

!

F/3K7" (

Q\,,ZQd5]VQ "N!J

!

7$&&NP

!

7灭菌水配制成

J"

!

7反应液于离心管内% 细菌 G<5的扩增和检

测在d#"" d),1F23(6E3,1R(]仪上进行$采用两步

法R(]扩增标准程序$循环参数为 %J W 预变性

!N" F*+ 后$ %J W 变性 #" -$ @$ W 退火 &" -$ $"

个循环% R;B$d;Z 和 d;4R(]反应后目标产物片

段大小分别为 #%> 8\$ &## 8\$ @$# 8\%

!'结果与讨论'

!N#'G<5纯度测定

核酸中所含嘌呤和嘧啶分子具有共轭双键$在

波长 !@" +F处具有最大吸收峰% 蛋白在 !P" +F

波长处有具大吸收峰% 当 G<5样品中含有蛋白

质(酚或其他小分子污染物时$会影响G<5吸光度

的准确测定% 为检测溶液的浊度和其它干扰因子$

测量其在 &!" +F处吸光度值$若该值不是接近于

"$标明溶液中有悬浊物$需纯化样品% 采用b:>J@

紫外可见分光光度计考察了牙周病病原菌种 G<5

R(]产物在波长 !@"$ !P" 及 &!" +F处的吸光度

值!表 #"% 结果表明$牙周病病原菌种 G<5样本

表 #'牙菌斑中IF( IB=反应后吸光度值测量

9$:N#'94*$:2-/:$0+*-)IF( IB=7/-.6+,

样品 .

!@"

.

!P"

.

&!"

.

!@"

".

!P"

# ";%JJ ";J&# ";""P #;>%P

! ";%$! ";J#J ";""$ #;P!%

& ";%! ";J"! ";"#P #;P&&

$ #;##J ";@#J ";""& #;P#&

在 !@" 与 !P" +F处吸光度之比 .

!@"

K.

!P"

接近于

#NP$在 &!" +F处吸光度.

&!"

接近于 "$样品纯度已

达到毛细管电泳分析的要求%

!N!'电泳分离条件的优化

!N!N# ' 筛分介质浓度 ' 考察了电场强度

!"" :KEF$质量分数 "N$Y =#N@Y VS(!!J" c"

筛分介质含量对G<532ZZ,1分离的影响% 实验结

果表明$当VS(含量低于 "N$Y时$样品中各G<5

片段几乎重合在一起而不能被有效分离$这主要是

由于VS(含量过低不能形成有效筛分网络所致)

当VS(含量高于 "N@Y时$可以实现高分辨率分

离 !" =#J"" 8\ G<5片段% 然而$当 VS(含量越

高$G<5分离时间越长% 为此$选择质量分数

#N!Y VS(作为毛细管电泳G<5筛分介质溶液%

!N!N!'电场强度'考察了质量分数 #N!Y VS(

!!J" c"筛分介质时$#$" =!$" :KEF电场强度对

G<532ZZ,1分离的影响% 实验结果表明$电场强度

越高$ G<5 分离时间越短% 当电场强 度 由

#$" :KEF提高至 !"" :KEF$!" 8\ G<5片段迁移

时间由 >NJ F*+ 降至 JNJ# F*+% 当电场强度高于

!"" :KEF时$G<5迁移时间降低的同时$相邻

G<5片段间分离度也明显下降% 为此$选择

!"" :KEF作为毛细管电泳时电场强度%

!N&'毛细管电泳技术鉴定

对牙周病病原菌种 R;B$d;Z$d;4分别做 R(]

与多重R(]反应!T039*?R(]"$并在优化的毛细管

电泳条件下分析牙周病原菌 R(]产物% 为确定

R(]产物大小$在相同的实验条件下毛细管电泳

分析了 !" =#""" 8\ G<532ZZ,1% 图 ! 显示了电场

!"" :KEF下$在 #N!Y VS(!!J" c"溶液中毛细管

电泳G<5样品图% 结果标明$毛细管电泳时$当单

独对R;B做 R(]反应时$R;B很容易被检测出$且

目标产物 !#%> 8\"电泳峰检出时间与 G<532ZZ,1

中 !"" 8\ 峰检出时间基本吻合% 当毛细管电泳

R;B$d;Z$d;4多重R(]反应产物时$R;B$d;Z$d;4

电泳峰检出位置略有延迟$这主要是由于实验误差

所致% 此外$电泳图 ! 中 !" 8\ 峰检出时间前后出

*"#"#*
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现的电泳峰主要来源于R(]反应过程中缓冲液内

R(]引物过剩所致%

图 #'毛细管电泳分离"C$ IF( IB=产物&"J$IF(#

9F.与9F)IB=产物&"B$?KC;$..*/

'%(N#'B$7%&&$/5 *&*+,/-74-/*(/$#2-)"C$ IB=7/-.6+,

-)IF(& "J$ IB=7/-.6+,2-)IF(# 9F.# $0.9F

)& "B$ ?KC&$..*/

电泳条件#毛细管有效%总长度 !#J%!" =7"$电场强度

!!"" 3%=7"$ 进样!#"" 3%=7$ !N" A"$ 筛分介质!#N!(

#6/$ !J" >"

!N$'检出限

在相同的R(]缓冲液中对
%

?G<5做不同浓度

梯度溶液配制$之后测其 !@" +F处吸光度值% 经线

性拟合$从而获得该缓冲液中G<5吸光度与其浓度

关系!图!"% 根据该拟合函数以及R(]扩增产物在

!@" +F处吸光度值$可以推测出 $ 个样本中G<5

图 !'不同浓度
!

"?KC在 !@" 0#处吸光度测量

'%(N!'C:2-/:$0+*-)

!

"?KC$,!@" 0#

质量 浓 度 分 别 约 为 J&N@$ J!NP$ J#N@ 和

@!NJ +BK

!

7%由于R(]反应过程经历 $" 个热循环$

可以推测出口腔内检测位置处样本质量浓度约为

$NP> _#"

M##

$ $NP" _#"

M##

$ $N@% _#"

M## 和

JN@P _#"

M##

+BK

!

7%

&'结论

本文提出了简单方便的牙周病病原菌种快速

提取的实验方法$ 并通过毛细管电泳分离

R;B$d;Z$d;4R(]产物$实现了牙周病病原菌种的

快速检测% 结果表明$该方法可在 JN" F*+ 内实现

样品取样$!> F*+ 内实现 R(]牙周病病原菌种扩

增$#! F*+内实现菌种身份鉴定$因此对实现口腔

内细菌快速鉴定具有很高的可行性$对研究细菌与

牙周病的关系$建立牙周病的快速检测方法和作为

牙周病的预防和治疗监测的手段有非常重要的临

床应用价值%
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C:2,/$+,# h,Z,i,3/\,Z 212\*Z j269/Z,9,E9\,1*/Z/+923\29)/B,+-!,;B;$ R/1\)61/F/+2-B*+B*i3*-$ !R;B$"$

d1,\/+,F2Z,+9*E/32$ !d;Z"$ 2+Z d2++,1,324/1-69)*2$ !d;4"" 86E2\*33216,3,E91/\)/1,-*-!(S" *+ 9)*-j/1L;

b3912i*/3,9?i*-*83,-\,E91/\)/9/F,91*EF,9)/Z Z,F/+-9129,Z 9)299),\,1*/Z/+923\29)/B,+-E/03Z 8,,44,E9*i,36

,l912E9,Z 86\2\,1\/*+9-2+Z \)/-\)29,8044,1,Z -23*+,!RUQ" -/309*/+;d),+ j,\,14/1F,Z \/36F,12-,E)2*+

1,2E9*/+ !R(]" 2+Z F039*?R(]1,2E9*/+ /4\,1*/Z/+923\29)/B,+-;g*+23362E/29,Z -*3*E2E2\*33216E/30F+

!>J

!

F*;Z _!" EF" j2-,F\3/6,Z 2-9),-,\2129*/+ E)2++,3$ $""" :2-9),-,\2129*/+ i/392B,$ #N!Y

)6Z1/l6,9)63E,3303/-,!!J" c" 2-9),-,\2129*/+ \/36F,1$ 9),R(]2+Z F039*?R(]\1/Z0E9-/4R;B$ d;Z 2+Z d;

4j,1,,44,E9*i,361,-/3i,Z j*9)*+ #! F*+;],-039--)/j9)29(SE/+C0+E9j*9) R(]E2+ 1,23*A,12\*Z Z,9,E9*/+ /4

\,1*/Z/+923\29)/B,+-$ 2+Z 9),3*F*9/4Z,9,E9*/+ E2+ 1,2E) 2-3/j2-$NP" _#"

M##

+BK

!

7;Q0E) 2F,9)/Z *-/4

B1,29E3*+*E23-*B+*4*E2+E,4/112\*Z Z,9,E9*/+ /4\,1*/Z/+923\29)/B,+-;

D*5A-/.2# (2\*33216,3,E91/\)/1,-*-) R,1*/Z/+923\29)/B,+-) R/36F,12-,E)2*+ 1,2E9*/+) G<5

*!#"#*


