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氧化锆陶瓷托槽对变形链球菌附着的影响
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摘要 ：目的  评估氧化锆陶瓷托槽对变形链球菌附着性的影响。方法  将两种托槽模仿口内环境在含

有唾液的脑心浸出液肉汤培养基中培养 72 h 后，利用实时荧光定量聚合酶链式反应的 TaqMan 探针法定量分

析样本中变形链球菌和总细菌的数量，计算出变形链球菌的构成比。最后对两种托槽样本的细菌构成比进行

对比分析。结果  两种托槽表面的变形链球菌构成比比较，差异无统计学意义（P >0.05），两种托槽表面的变

形链球菌数目和总细菌数目比较，差异无统计学意义（P  >0.05）。结论  氧化锆陶瓷托槽的变形链球菌及总

细菌的附着水平与氧化铝陶瓷托槽无明显差异，可供临床进一步研究。
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Study on adhesion of Streptococcus mutans to zirconia 
 ceramic brackets
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Abstract:  Objective  To evaluate the impact of zirconia ceramic brackets on the adhesion of Streptococcus 
mutans.  Methods  In the experiment, 18 brackets were collected, including 9 zirconia ceramic brackets in the 
observation group and 9 alumina ceramic brackets in the control group. After the brackets in both groups were 
cultured in the brain heart infusion broth with saliva for 72 hours, TaqMan probe method of qRT-PCR was applied 
to analyze the amount of Streptococcus mutans and total bacteria, thus the composition ratio of Streptococcus 
mutans was calculated. A comparative study in the composition ratio of bacteria was carried out between the two 
groups.  Results  There was no statistical difference in composition ratio of Streptococcus mutans to total bacteria 
between the two groups (P  > 0.05), either in the amount of Streptococcus mutans or total bacteria adhered to the 
brackets between the two groups (P  > 0.05).  Conclusions  The adhesion of Streptococcus mutans and total bacteria 
to zirconia ceramic brackets is of no obvious difference from that to alumina ceramic brackets, which needs further 
clinical research.
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随着人们对正畸治疗过程中的美观要求越来越

高，氧化锆陶瓷托槽再次成为研究的热点。但是，氧

化锆陶瓷托槽尚未在临床广泛使用，关于它对细菌附

着能力的影响尚未见系统的研究报道。由于变形链球

菌是牙齿的主要致龋菌。因此，本实验采用实时荧光

定量聚合酶链式反应技术，对比氧化锆陶瓷托槽和氧

化铝陶瓷托槽表面附着的变形链球菌构成比例，评价

氧化锆陶瓷托槽对变形链球菌附着能力的影响，以供
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临床参考。

1    材料与方法

1.1    材料和仪器

氧化锆陶瓷托槽（上海晶璀新材料科技有限责任

公司）、氧化铝单晶陶瓷托槽（美国 3M 公司）、细菌

基因组 DNA 提取试剂盒（Solarbio，Cat#D1600，北京

索莱宝科技有限公司）、微生物培养箱（Precision，美

国热电公司）、普通 PCR 仪（CFX96，美国百乐公司）、

荧光定量 PCR 仪（CFX96，美国百乐公司）、AceQ 

qPCR Probe Master MIX（500rxn，南京诺唯赞生物科技

有限公司）。

1.2    托槽表面的细菌培养

1.2.1    唾液的收集    MCBAIN[1] 研究认为，唾液是体

外培养菌斑生物膜的理想来源。因此笔者采集 30 名

健康正畸青少年的唾液 15 ml，将采集的唾液与脑

心浸出液肉汤（brain heart infusion, BHI）培养基配

置成 1% 的菌悬液作为生物膜培养基。唾液采集方

法为 ：嘱患者用清水漱口后，将舌尖抬高靠于硬腭

处，头微低，使唾液在口底汇集，缓慢流入放在下嘴

唇处的无菌 EP 管内，用干冰低温运送到实验室中， 

-20℃保存，保存时间 <1 周。

1.2.2      托槽生物膜的培养    实验分为氧化锆陶瓷托

槽和氧化铝陶瓷托槽，各 9 枚。在 24 孔板的每个孔放

入 2 ml 菌悬液和 1 个托槽。每个 24 孔板中任取 1 个

孔设置为阴性对照组，为不含托槽和唾液的 BHI 液体

培养基。将以上培养物放入 37℃的微生物培养箱中

培养，分别于 8、16 及 24 h 后换 1 次培养基。具体方

法为 ：用镊子取出托槽，取 1 ml 无菌 BHI 培养液漂洗

托槽，冲去托槽表面的游离细菌，每个托槽漂洗 3 次， 

然后将托槽放入新配制的菌悬液中。以上操作连续传

代培养 72 h，完成托槽表面的细菌培养。

1.3    实时荧光定量 PCR 反应

1.3.1    提取细菌基因组DNA    将培养后的托槽取出，

并用 BHI 液体培养基漂洗 3 次后置于干净的 EP 管内，

按照细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书操作。-20℃

冻存备用。

1.3.2       设计并合成引物     由 四 川 擎 科 新 业 生 物

技术有限公司合成引物，变异链球菌引物序列如

下，正向引物 ：CCGGTGACGGCAAGCTAA，反向引

物 ：TCATGGAGGCGAGTTGCA， 探 针 ：5 ′ FAM-

CTCTGAAAGCCGATCTCAGTTCGGATTG-TAMRA-3，

产 物 大 小 70 bp[2] ；通 用 菌 引 物 序 列 如 下， 正 向 引

物 ：GCTAGTAATCGTGGATCAGAATG， 反 向 引

物 ：TGTGACGGGCGGTGTGTA， 探 针 ：5 ′ FAM-

CACGGTGAATACGTTCCCGGGC-TAMRA-3 ′， 产 物

大小 69 bp[3]。其中，通用菌引物用于计数样本中的细

菌总数。

1.3.3      制备标准品    通过化学合成方法合成变异链

球菌和大肠埃希菌的 16S rRNA 目的基因片段并分别

装载目的基因至 pUC19 载体，酶切位点为 SmaI。变

形链球菌的目的基因选自 NCTC 10449 细菌（GenBank：

AJ243965.1），通用菌的目的基因选自 NBRC 102203

（Sequence ID ：NR_114042.1），成功装载至 pUC19 载

体的目的基因经测序与 GenBank 中相应细菌基因序列

比对，结果显示插入相应载体序列与基因库相应序列

信息完全一致，表明载体构建正确。将正确构建的载

体摇扩大培养，大提质粒并定量保存至 -20℃冰箱备

用。质粒浓度通过微量比色仪得知。

1.3.4    荧光定量 PCR 反应    先行普通 PCR 反应，然

后 5% 的琼脂糖凝胶电泳实验，检测引物和探针的特

异性良好（见图 1）。将变形链球菌标准品按 10 倍梯

度稀释成 5 个浓度，用于制作标准曲线。荧光定量

PCR 反应使用 AceQ qPCR Probe Master MIX（500rxn，

南京诺唯赞生物科技有限公司）。所有的样本检测均

重复 3 次，取平均值。反应在 CFX96 型实时荧光定

量 PCR 仪（CFX96，美国 Bio-Rad 公司）上进行，使

用 Bio-Rad CFX Manager 软件对数据进行分析处理。

反应条件设置如下 ：50.0℃预变性 10 min，95.0℃变

性 10 min，循环反应 40 次后 95.0℃变性 10 s，55.0℃

退火 30 s，信号采集。最后形成以 Ct 值为纵坐标，起

始模板量的对数值为横坐标绘制的标准曲线，两种托

槽的细菌浓度通过标准曲线可以得知（见图 2）。然

后 按 照 公 式 ：细 菌 数 量（copies）= 浓 度（ng/μl）

×10 ～ 9/（序列长度 ×649），换算成细菌拷贝数。变

异链球菌的构成比 = 变异链球菌（copies）/ 总细菌

（copies）。

1.4    统计学方法

数据分析采用 SPSS 17.0 统计学软件，计量资

料 以 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 比 较 用 t 检 验，

P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    引物特异性

随机选取氧化锆陶瓷托槽和氧化铝陶瓷托槽的

DNA 样本各 2 个，并选取变形链球菌和通用菌的重组质
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粒各 4 个，经普通 PCR 反应后，用琼脂糖凝胶电泳试验

鉴定，结果示扩增产物长度均 <100 bp，与预期结果一致。

说明引物特异性良好，重组质粒合成正确。见图 1。

2.2    变形链球菌和通用菌的标准曲线

Nano-drop 紫外分光光度计检测变形链球菌质粒

浓度为 120 ng/μl，通用菌为 197.1 ng/μl，标准品经 

5 个梯度稀释后，荧光定量 PCR 扩增，获得 1 条以起

始模板拷贝数（X）为横坐标，以 CT 值（Y）为纵坐

标的标准曲线，相关系数 R2 分别为 0.964 和 0.996，扩

增效率 >80%。见图 2。

变异链球菌电泳图                                                                       通用菌电泳图

图 1    琼脂糖凝胶电泳成像图

M       1      2      3       4       5      6       7      8 M       1      2      3       4       5      6       7      8

200 bp

100 bp

200 bp

100 bp

图 2    标准曲线

变形链球菌                                                                                                     通用菌

25

20

15

10

阈
值

循
环

数

-3                -2                -1                  0                   1
起始模版量的对数值

30

25

20

15

10

阈
值

循
环

数

-5         -4         -3          -2         -1          0            1
起始模版量的对数值

2.3    两种托槽表面的附着细菌比较

氧 化 锆 陶 瓷 托 槽 表 面 的 变 形 链 球 菌 构 成

比 为（73.03±39.74）%， 氧 化 铝 陶 瓷 托 槽 为

（51.76±34.52）%， 经 t 检 验， 差 异 无 统 计 学 意

义（t  =1.212，P  =0.243），氧化锆陶瓷托槽表面的变

形链球菌数和总细菌数分别为（4.31±2.44）×109

和（7.26±3.35）×109 个，氧化铝陶瓷托槽分别为

（2.62±4.76）×109 和（7.32±4.07）×109 个， 两 组

比较，差异无统计学意义（t =2.045 和 0.037，P =0.073

和 0.971）。

3    讨论

随着生活水平的提高，人们对牙齿矫正过程中的

美观性提出了更高的要求。目前正畸临床工作中最

常使用的美观托槽主要是氧化铝陶瓷托槽，但有文献

表明，氧化铝陶瓷托槽具有机械性能差、易折裂、椅

旁操作时间长及易脱落等缺点 [4]。而氧化锆陶瓷的

化学性质稳定、美观及生物相容性好，抗弯强度为

900 ～ 1 200 MPa，断裂韧性为 9 ～ 10 MPa·m1/2，是

氧化铝陶瓷的 2 ～ 3 倍 [5]。氧化锆陶瓷托槽早在 1994

年就被研发出来，但是由于加工工艺等科学技术限制，

没有在临床中被推广使用，随着科学技术的发展，它

再次成为正畸研究的热点 [5]。粘接强度和对细菌附着

能力的影响，是评价正畸托槽良好性质的基本条件，

在对细菌附着能力影响的方面，尚未见相关的研究报

道。因此，本实验将两种美观托槽做对比，研究氧化

锆陶瓷托槽是否更利于保持牙面卫生。

在粘接强度方面，笔者前期采用万能材料试验机

检测氧化锆陶瓷托槽、氧化铝陶瓷托槽和金属托槽在

离体前磨牙上的抗剪切粘接强度，结果显示，两种陶
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瓷托槽组与牙面的抗剪切粘接强度无明显差异，但两

者较金属托槽组的粘接强度高，它们的粘接强度均在

临床适用范围之内。另外，在实验过程中，有 3 枚氧

化铝陶瓷托槽发生折裂，而氧化锆陶瓷托槽无折裂情

况发生，可见氧化锆陶瓷托槽的抗折强度可能较氧化

铝陶瓷托槽高，利于临床使用。

应用 TaqMan 探针技术的实时荧光定量 PCR 反应

中，只有能够与探针碱基互补且发生杂交反应的 PCR

扩增才能正常产生荧光信号，较实时荧光定量 PCR 更

加准确。石晶等 [6] 应用此方法检测了正畸病人口腔变

异链球菌的变化。BAKA 等 [7] 应用此方法检测牙冠表

面包括变形链球菌在内的 4 种细菌。本实验采用此方

法检测氧化锆陶瓷托槽对变形链球菌的影响。

变形链球菌是口内牙齿白斑形成的主要致病菌，

可达其他细菌数量的 2 倍 [7]。固定矫治器可影响口腔

变形链球菌的数目 [8]。有研究表明，自锁托槽与普通

金属托槽和普通金属托槽与塑料托槽比较，它们对变

形链球菌的附着性均无差异 [7，9]。在评估牙面白斑的

形成方面由于研究变形链球菌在总菌中所占比例比单

独研究变形链球菌更有意义，所以实验检测了变形链

球菌在总菌中的构成比 [10]。结果显示，两种陶瓷托槽

对变形链球菌的附着性比较无差异，这可能就是因为

它们均为惰性材料，其理化性质均稳定 [11]。可见，两

种美观托槽在对变形链球菌附着能力影响的效果方面

无差异。

综上所述，氧化锆陶瓷托槽对变形链球菌的影响

与氧化铝陶瓷托槽比较无差异，可供临床进一步研究。
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