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　　[摘要]　目的:研究溃疡性结肠炎(UC)薄白苔患者、黄腻苔患者和健康者的唾液菌群特征,以探讨 UC患

者舌苔与唾液菌群之间的关系及其分布差异。方法:选取符合纳入标准的门诊及住院 UC薄白苔患者35例,UC
黄腻苔患者35例,健康者(薄白苔)35例,收集其唾液标本。采用16SrDNA 基因测序分析技术和生物信息学方

法研究 UC不同舌苔患者唾液菌群的多样性和丰度。结果:UC薄白苔组、UC黄腻苔组和健康对照组唾液菌群

物种丰富度和多样性差异无统计学意义。健康对照组唾液菌群数量最多,UC薄白苔组唾液菌群数量其次,UC
黄腻苔组最少。与 UC薄白苔组比较,UC黄腻苔组唾液菌群在门水平放线菌门明显增多,在属水平放线菌属、丛
毛单胞菌属等增多,罗氏菌属等减少。结论:UC薄白苔患者和 UC黄腻苔患者在唾液菌群组成和细菌丰度上差

异有统计学意义,黄腻苔患者唾液中存在有益菌的减少和促炎菌的增多,猜测 UC黄腻苔患者唾液菌群失调更为

严重。UC患者唾液菌群失调类型和功能差异,为探索舌苔形成提供了微生态学依据。
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Abstract　Objective:Toobservethecharacteristicsofsalivarymicrobiotainhealthypersons,Ulcerativecoli-
tis(UC)patientswiththinwhitefur(UCwithTWF)andyellowgreasyfur(UCwithYGF),inordertoexplore
therelationshipbetweentonguefurandsalivarymicrobiotainUCpatientsandtheirdistributiondifferences.Meth-
ods:Thirty-fivepatientswithUCwithTWF,35patientswithUCwithYGFand35healthypersons(thinwhite
fur)whomettheinclusioncriteriawereselectedandsalivaspecimenswerecollected.Thediversityandabundance
ofsalivarymicrobiotainUCpatientswerestudiedby16SrDNAgenesequencingandbioinformatics.Results:

TherewasnosignificantdifferenceinthespeciesrichnessanddiversityofsalivarymicrobiotaamongUC with
TWFgroup、UCwithYGFgroupandhealthycontrolgroup.Thenumberofsalivarymicrobiotainhealthypeople
wasmorethanthatinUCpatients;thenumberofsalivarymicrobiotainUCwithTWFwasmorethanthatinUC
withYGF.Atthephylumlevel:ComparedwiththeUCwithTWFgroup,Actinobacteriainthesalivarymicrobi-
otaoftheUCwithYGFgroupincreasedsignificantly(P<0.05).Atthegenuslevel:ComparedwiththeUCwith
TWFgroup,Actinomyces,Comamonas,AlloscardoviainthesalivarymicrobiotaoftheUCwithYGFgroupin-
creasedsignificantly(P<0.05),whileRoseburiaandromboutsiadecreasedsignificantly(P<0.05).Conclusion:

TherearedifferencesinsalivarymicrobiotacompositionandbacterialabundancebetweenUCwithTWFgroupand
UCwithYGFgroup.BeneficialbacteriainsalivadecreasesandpathogenicbacteriaincreasesamongUCwithYGF
group.ItisspeculatedthatUCwithYGFpatientshavemoreserioussalivarymicrobiotaimbalance.Thedifferent
typesanddegreesofsalivarymicrobiotaimbalanceinUCpatientsprovidemicroecologicalvalueforexploringthe
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formationoftonguecoating.
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　　溃疡性结肠炎(ulcerativecolitis,UC)临床以

反复发作的黏液脓血便、腹泻、腹痛、里急后重为主

要表现。近年来,UC 发病率呈上升趋势[1]。UC
的发病机制尚未明确,目前认为与遗传易感、菌群

失衡、免疫调节及外界环境因素等有关[2]。肠道菌

群可通过多种途径诱发和影响肠道炎症反应,是肠

道免疫损伤的激发点[3]。而唾液菌群是仅次于肠

道菌群的微生态体系。有学者通过分析个体的粪

便、唾液菌种发现,唾液微生物可以通过消化道在

肠道中传播和定植,这使得唾液成为肠道菌群的内

源性储库,两者相互联系,共同诱导了肠道的免疫

紊乱与炎症反应[4]。唾液可帮助口腔黏膜保持其

完整性,增强修复能力,防止干燥和溃疡形成,并具

有重要的免疫调节功能,比如分泌免疫球蛋白 A、
免疫抑制性细胞因子、防御素和黏蛋白[5]。因此,
研究唾液菌群及口腔微生态环境对进一步了解

UC的发病机制有着独特的作用。
舌诊是具有中医特色的望诊内容,舌乃脾之外

候,苔为胃气所生,舌苔由脾胃之气蒸化而来。近

年来,不同学者尝试从基因表达谱、蛋白组学、微生

物组学以及代谢组学等深层次对舌苔形成进行探

讨[6],微生物可通过舌面裂缝和隐窝定居,并形成

生物膜影响舌苔厚度[7]。多项研究证实了 UC患

者舌苔与疾病表现具有一定相关性[8-9],然而目前

尚缺乏 UC不同舌苔患者唾液菌群特征的报道。
因此,本研究选取 UC薄白苔、UC黄腻苔患者与健

康人群的唾液作为标本,用16SrDNA基因测序分

析技术和生物信息学方法探讨 UC患者舌苔与唾

液菌群之间的关系。
1　资料与方法

1.1　一般资料

2018年3月—2019年2月在上海中医药大学

附属龙华医院脾胃病科、上海中医药大学附属岳阳

中西医结合医院消化内科、上海市第十人民医院消

化内科选取符合本研究标准的薄白苔、黄腻苔 UC
患者各35例,分别设为 UC薄白苔组、UC黄腻苔

组。同期在上海中医药大学附属龙华医院体检中

心选取薄白苔健康对照者35例,设为健康对照组。
1.2　诊断标准

UC的诊断标准参照2012年中华医学会消化

病学分会炎症性肠病学组制定的《炎症性肠病诊断

与治疗的共识意见》[10]。舌诊参照《中医诊断学》
标准[11],望舌时在自然光充足的条件下,医者姿势

略高于患者,患者采用坐位,头略仰起,尽量张口,
自然地将舌伸出口外,充分暴露舌体。由高年资长

期从事中医临床工作的主任医师对患者舌苔进行

诊断。
1.3　纳入标准

1.3.1　UC患者纳入标准　符合本研究 UC诊断

标准,舌苔表现为薄白苔或黄腻苔;肠镜检查距离

采样时间不超过6个月;年龄18~80岁;遵守本课

题规定的标本采集方法。所有纳入患者均已签署

知情同意书。
1.3.2　健康者纳入标准　既往无严重口腔疾病病

史;近3个月内无腹胀、腹泻等肠道症状;肠镜检查

未见异常;舌苔表现为薄白苔。
1.4　排除标准

1个月内有抗生素和(或)益生菌制剂服用史;
目前使用激素或生物制剂治疗者;口腔癌前病变或

癌损伤;未处理的空洞龋病变或口腔脓肿;各种原

因引起的牙齿缺失8颗牙齿以上者;采集前使用漱

口水或1个月内行洗牙、拔牙手术者;有其他自身

免疫性疾病者;妊娠期及哺乳期的女性;有药食物

染苔、长期吸烟、刮苔等因素严重影响舌苔者。
1.5　标本采集

采集唾液当天,采集者晨起保持空腹,不要刷

牙(可清水漱口),用灭菌漏斗引流唾液至1.5mL
EP管,唾液总量1.0mL以上,标本的采集及运送

过程应迅速完成,尽快放入-80℃超低温冰箱冷冻

保存(4h内),直至所有患者及健康对照者样本收

集完成统一送检。
1.6　方法

应用E.Z.N.A.® soil提取试剂盒,按照说明

书步骤完成样本DNA 提取,经过浓度纯度检测后

再使用1%琼脂糖凝胶电泳完成 DNA质检。检测

合 格 样 本 使 用 338F:5’-ACTCCTACGGGAG-
GCAGCAG-3’和806R:5’-GGACTACHVGGGT-
WTCTAAT-3’引物对 V3-V4可变区进行PCR扩

增,使 用 2% 琼 脂 糖 凝 胶 回 收 PCR 产 物,利 用

QuantiFluorTM-ST(Promega,USA)进行检测定

量。经检测,送检105份唾液标本 PCR 扩增结果

均为 A,可进行下一步实验。纯化后的扩增片段进

一步构建 MiSeq文库,并在 MiseqPE300高通量测

序平台 进 行 测 序。最 后 使 用 的 UPARSE 软 件

(version7.1),根据97%的相似度进行 OTU(Op-
erationalTaxonomicUnits)聚类分析,并在此过程

中去除单序列和嵌合体。利用RDPclassifier对每

条序 列 进 行 物 种 分 类 注 释,比 对 Silva 数 据 库

(SSU123),设置比对阈值为70%。依托美吉生信

云计算平台,得到唾液菌群的组成和分布情况。
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1.7　统计学处理

1.7.1　基线统计方法　采用SPSS25.0对基线数

据进行统计分析。计数资料选用χ2 检验;计量资

料采用单因素方差分析;等级资料使用 Wilcoxon
秩和检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
1.7.2　生物信息学分析　在分析多样性时,选用

Sobs指数及Shannon指数,采用 Wilcoxon秩和检

验,以P<0.05为差异有统计学意义。在分析2
组间物种组成差异时,选择 Wilcoxon 秩和检验

(Wilcoxonrank-sumtest),以P<0.05为差异有

统计学意义。
2　结果

2.1　基线资料对比

3组患者在性别、年龄、BMI差异无统计学意

义(P>0.05);UC 薄白苔组、UC 黄腻苔组在病

程、病变范围、疾病活动度方面,差异均无统计学意

义(P>0.05)。见表1[12]。

表1　各组基线资料比较 例,■x±s
分组 HC UC薄白苔组 UC黄腻苔组

性别

　男 16 16 20
　女 19 19 15

年龄/岁
36.82±
12.10

39.48±
12.62

38.86±
11.70

BMI
20.81±
2.10

21.72±
2.49

21.92±
2.24

病程/年

　0~<5 23 22
　5~<10 9 8
　≥10 3 5
病变范围

　E1 12 10
　E2 10 11
　E3 11 11
疾 病 活 动 度

(Mayo评分)/分

　缓解期 2 3
　轻度 23 20
　中度 10 11
　重度 0 1

2.2　物种注释与评估

2.2.1　Alpha多样性分析　UC薄白苔组、UC黄

腻苔组、健康对照组唾液菌群物种丰富度和多样性

差异无统计学意义(P>0.05)。见图1。
2.2.2　Venn图　通过对比3组菌群物种数量

(OTU)可以看出,健康者唾液菌群数量最多,UC
薄白苔组数量其次,UC 黄腻苔组数量最少。见

图2。

图1　各组唾液菌群Alpha多样性分析

图2　各组唾液菌群Venn图

2.3　物种差异分析

2.3.1　门水平差异分析　与健康对照组比较,UC
薄白苔组患者唾液菌群中厚壁菌门、梭杆菌门、放
线菌门等明显减少(P<0.05);而拟杆菌门、Sac-
charibacteria等丰度明显增多(P<0.05)。

与健康对照组比较,UC黄腻苔组患者唾液菌群

中厚壁菌门、梭杆菌门、螺旋体门等明显减少(P<
0.05);拟杆菌门、Saccharibacteria等明显增多(P<
0.05)。与 UC薄白苔组比较,UC黄腻苔组患者唾

液菌群中放线菌门明显增多(P<0.05)。见图3。
2.3.2　属水平差异分析　与健康对照组比较,UC
薄白苔组患者唾液菌群中的链球菌属、纤毛菌属、
孪生 球 菌 属、罗 氏 菌 属 等 丰 度 明 显 降 低 (P <
0.05);拟普雷沃菌属等明显增加(P<0.05)。

与健康对照组比较,UC黄腻苔组患者唾液菌

群中的链球菌属、纤毛菌属、罗氏菌属、孪生球菌属

等丰度明显减少(P<0.05);奈瑟氏菌属、拟普雷

沃菌属等丰度明显增多(P<0.05)。
与 UC薄白苔组比较,UC黄腻苔组患者唾液

菌群中的罗氏菌属、Romboutsia等明显减少(P<
0.05);放线菌属、丛毛单胞菌属、Alloscardovia等

增多。见图4。
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与健康对照组比较,1)P<0.05;与 UC 薄白苔组比

较,2)P<0.05。

图3　各组唾液菌群在门水平差异比较

与健康对照组比较,1)P<0.05;与 UC 薄白苔组比

较,2)P<0.05。

图4　各组唾液菌群在属水平差异比较

3　讨论

目前获知人体口腔存在700多种微生物,并且

建立了人类口腔微生物组数据库(humanoralmi-

crobiomedatabase,HOMD)[13]。口腔微生物主要

由牙齿、牙龈沟、舌头、面颊、硬腭和软腭、扁桃体、
咽喉和唾液多个部位的菌群组成,其中唾液是口腔

微生态最重要的递质之一,大量微生物存在于唾液

中。唾液菌群的物种多样性不仅与口腔微生物类

似,甚至特异性可能更高,这可能是因为某些细菌

与唾液接触时新陈代谢发生变化,甚至在唾液上发

酵和生长[14]。有研究提示肠道菌群可能最初来源

于口腔菌群,人类每天吞下1.5L唾液和数百万口

腔微生物,而其中大约有1g细菌(1011)随着唾液

和食物进入胃肠道,有一部分可定殖其中[15]。因

此,唾液菌群可以影响肠道菌群的组成与变化。如

存在于粪便中的一些乳酸杆菌被发现是起源于唾

液[16]。肠道与唾液菌群之间相互联系、互相影响,
形成稳定的微生态体系。

唾液菌群可能参与了 UC的发病过程。唾液

包含多种成分,例如细胞因子、免疫球蛋白和抗菌

蛋白,参与并维持宿主口腔和全身健康的防御机

制[17]。炎症性肠病患者唾液菌群的改变,提示其

口腔中发生炎症免疫反应,并与肠道炎症相关[18]。
有学者发现,唾液菌群中的菌种可能会在某特定情

况下异位定居并在肠道中增殖,从而异常激活肠道

免疫系统,导致慢性炎症性疾病[19]。此外,UC患

者可出现各种口腔症状,例如口疮性口炎、口腔溃

疡、口干等,唾液菌群与这些表现存在潜在联系。
Rautava等[20]研究小鼠结肠炎模型中舌头、颊黏

膜、唾液及粪便中的微生态环境,发现唾液和粪便

样品的微生物多样性的变化是相似的,表明结肠炎

模型小鼠肠道炎症不仅存在肠道菌群紊乱,也同时

存在唾液菌群的变化和失衡,这为研究人类 UC患

者口腔黏膜病变的病因研究提供了切入点。有研

究表明,健康人和 UC患者之间唾液菌群的物种多

样性无明显差异,但是菌群组成及丰度存在差

异[21]。本次研究亦证实,UC 薄白苔组、UC 黄腻

苔组与健康对照组3组之间唾液菌群多样性及丰

富度无明显差异,然而健康对照组的唾液菌种

OUT数量仍然多于2个 UC组。
本次研究表明 UC患者唾液中厚壁菌门、梭杆

菌门、螺旋菌门等明显减少,而拟杆菌门增多;链球

菌属、纤毛菌属、罗氏菌属、孪生球菌属等丰度明显

减少,奈瑟氏菌属、拟普雷沃菌属等菌种增多。这

与之前的研究结果存在异同,如 Said等[21]发现

UC患者唾液微生物群中变形菌门、链球菌属、嗜
血菌属等明显减少,拟杆菌门、普雷沃菌属、韦荣球

菌属含量显著增加。也有报道称:UC患者唾液菌

群中普氏菌属、消化链球菌属、罗氏菌属、奈瑟氏菌

属等菌种明显减少,链球菌属、不动杆菌属、韦荣氏

球菌属等增多[22]。这可能受样本数量、饮食习惯

以及实验测序区间的影响。
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除此之外,本研究发现,UC薄白苔组与 UC黄

腻苔组患者唾液菌群在物种多样性及丰富度上差

异无统计学意义,但是 UC黄腻苔组患者唾液菌群

OTU数较 UC薄白苔组呈减少趋势。与 UC薄白

苔组比较,UC黄腻苔组唾液菌群门水平中放线菌

门明显增多。既往有研究显示,在牙周炎患者和重

度低龄儿童龋患者唾液菌群中,放线菌门数量显著

高于健康者[23-24]。这种差异可能导致唾液微生态

环境发生紊乱,引发口腔的炎症反应。
在属水平,UC 黄腻苔组唾液菌群中放线菌

属、丛毛单胞菌属等增多,而罗氏菌属、Romboutsia
减少。放线菌属与溶菌酶水平存在负相关,与炎性

细胞因子如IL-1β等之间存在一定的正相关性[20]。
溶菌酶是一种抗菌蛋白,来源于嗜中性粒细胞、巨
噬细胞和上皮细胞等多种细胞,唾液中唾液溶菌酶

高水平,在宿主的机体防御系统中起着重要的作

用[25]。有证据表明,牙龈炎和牙周炎患者的唾液

溶菌酶水平较健康受试者显著减少[26]。有报道发

现 UC患者唾液溶菌酶水平显著低于健康者[21]。
唾液菌群失调与 UC患者的炎症反应有关,其中放

线菌属的显著增加提示溶菌酶水平减少,促炎性细

胞因子增多,可能在 UC患者黄腻苔形成过程中发

挥作用。罗氏菌属参与了短链脂肪酸(shortchain
fattyacids,SCFAs)的产生过程。SCFAs为肠道

菌群的重要代谢产物之一,是肠上皮细胞重要的能

量来源,还有调节肠细胞免疫等功能,对保护肠道

黏膜、缓解炎症反应、维持肠道稳态发挥巨大作

用[27-28]。罗氏菌属在口腔中的作用研究较为缺乏,
浙大口腔医院发现随着儿童龋齿发展,罗氏菌属的

丰度显著下降;猜测罗氏菌属可能破坏了唾液菌群

的稳态,加重了口腔炎症[29]。本研究发现 UC黄

腻苔组患者唾液罗氏菌属比 UC薄白苔患者明显

减少,是否与SCFAs减少有关,值得深入研究。
本研究通过高通量测序技术,发现 UC患者唾

液菌群多样性及丰富度与健康者比较,无明显变

化,但在菌群组成与丰度上存在差异。我们发现

UC薄白苔患者和黄腻苔患者有着不同的唾液菌

群特征,弥补了这方面研究的空白,黄腻苔患者唾

液中存在有益菌的减少和促炎性菌的增多,我们猜

测 UC黄腻苔患者唾液菌群失调更为严重。UC患

者唾液菌群失调类型和功能差异,为探索舌苔形成

提供了微生态学基础,但唾液菌群对舌苔形成的具

体机制仍需进一步研究。
(所有作者无利益冲突)
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