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摘  要：通过构建体外口腔微观世界模型，运用结晶紫染色法、总菌落形成单位(CFU)计数法、聚合酶链式反应

(PCR)技术、乳酸浓度测定和 16S rDNA 测序等方法，探究了后生元牙膏及牙膏中的十二烷基硫酸钠(SLS)对口腔生

物膜抗龋性的影响。结果表明，后生元牙膏(PT)干预能够维持健康生物膜的正常生长和代谢，致龋挑战后，PT 组生物

膜活菌数、细菌总量和代谢活性均较低，抗龋性好。SLS 能够破坏健康生物膜的生长、代谢和三维网状结构，致龋挑战

后，SLS 组生物膜的生物量、活菌数、细菌总量和代谢活性升高，龋病的发生风险升高。生物膜群落分析发现，PT 组α多

样性和菌群结构均与阴性(超纯水)对照组接近，且在致龋挑战后保持较好的稳定性。SLS 组具有较高的α多样性，但是

其菌群结构失调，且不稳定。PT 和 SLS 联合干预组的结果显示，由于 PT 能够有效对抗 SLS 对生物膜的破坏作用，因

此后生元牙膏中的 SLS 并不足以引起口腔微生态失调。本研究可为口腔护理产品有效成分的开发提供参考。 
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Abstract：In this study，an in vitro model of the oral microbiome was developed to investigate the effects of postbiotic 

toothpaste(PT)and sodium dodecyl sulfate(SLS)in toothpaste on the caries resistance of oral biofilms，using crystal violet 

staining，total colony-forming unit(CFU)counting，polymerase chain reaction(PCR)analysis，lactic acid concentration de-

termination and 16S rDNA sequencing. The results showed that PT maintained the normal growth and metabolism of healthy

biofilms，and after cariogenic challenge，the PT group exhibited lower viable living bacteria counts，total bacterial load，and 

metabolic activity，indicating enhanced caries resistance. In contrast，SLS disrupted the growth，metabolism，and three-

dimensional structure of healthy biofilms，and after cariogenic challenge，the SLS group showed increased biomass，viable 

bacterial counts，total bacterial load，and metabolic activity，leading to a higher risk of caries development. Biofilm commu-

nity analysis revealed that the PT group exhibited α-diversity and community structure similar to those of the negative control 

group，and remained relatively stable after cariogenic challenge. By contrast，the SLS group displayed high α-diversity，but 

its flora structure was dysregulated and unstable. The results of the combined PT and SLS intervention group showed that the 
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SLS content in the postbiotic toothpaste was insufficient to cause oral microecological dysregulation，as PT was effective in 

counteracting the detrimental effects of SLS on biofilm. This study may provide a reference for the development of effective 

ingredients for oral care products. 

Key words：postbiotic toothpaste；SLS；oral microecology；biofilm；dental caries 
 

引文格式： 

高静，孙莲莲，师庆英，等. 后生元牙膏及牙膏中的 SLS 对口腔生物膜抗龋性的影响[J]. 天津科技大学学报，2025，

40(6)：18-28. 

GAO J，SUN L L，SHI Q Y，et al. Effects of postbiotic toothpaste and SLS in toothpaste on the caries resistance of oral 

biofilm[J]. Journal of Tianjin university of science and technology，2025，40(6)：18-28. 

 

口腔是一个复杂的微生态系统，其微生物组成包

括细菌、真菌、噬菌体、病毒、古细菌和原生动物等[1]。

口腔微生物群是人体微生物区系的重要组成部分，在

人体健康中发挥着重要作用。口腔微生物之间的相

互作用有助于人体抵御外界的不良刺激。口腔微生

物群的失衡可导致口腔疾病和全身系统性疾病[2-4]。 

龋病(dental caries)是一种常见的细菌感染性口

腔疾病，其患病率高、危害范围广，已被世界卫生组

织列为继癌症、心血管疾病之后的第三大慢性非传染

性疾病[5]。第四次中国口腔健康流行病学调查报告显

示，儿童和成人龋齿发病率均呈上升趋势，35～44 岁

患龋率高达 89%
[6]。附着在牙釉质表面的复杂微生物

群落构成的聚集体[7]，称为牙菌斑(dental plaque)生

物膜。宿主、细菌、食物和环境等多种因素均会导致

龋病的发生，特别是游离糖的摄入，使得牙菌斑生物

膜由生理性结构转变为病理性结构，变异链球菌

(Streptococcus mutans)等产酸微生物的丰度上升，导

致牙齿脱矿，有机成分崩解，从而引起龋病的发生[8]。

因此，拮抗病理性生物膜的形成是防治龋齿的重要 

途径。 

目前预防龋病的临床研究涉及很多方面，如氟化

物防龋、窝沟封闭、预防性充填、抗生素防龋和免疫

防龋等，但这些措施都存在不同程度的局限性，难以

广泛、及早实施，而且部分措施对口腔微生态存在一

定的负面影响。针对龋病的防治应更加注重临床前

端的日常口腔护理，例如使用牙膏刷牙和使用益生菌

制品等。近几年，后生元制剂作为新型生物制剂在改

善口腔健康方面的应用引起人们的兴趣。2021 年，国

际益生菌和益生元科学联合会(International Scien-

tific Association for Probiotics and Prebiotics，ISAPP)

发布共识声明，将后生元定义为“对宿主健康有益的

无生命微生物和/或其成分的制剂”[9]。与益生菌相

比，后生元具有更好的安全性，在制备、存储、运输等

方面也更具优势，更适合添加在牙膏等日常口腔护理

用品中。Basir 等[10]研究表明后生元牙膏能有效提高

口腔免疫力，可用于预防龋齿等口腔疾病。另一研 

究[11]表明，后生元含片可促进失衡菌群向健康菌群

转变，调节龋病充填治疗后的口腔菌群，从而改善龋

病患者的预后。研究[12]发现益生菌唾液链球菌(Strep-

tococcus salivarius)M18 释放的细菌素可有效拮抗牙

菌斑。因此，后生元能够通过控制口腔有害微生物恢

复菌群平衡，从而达到预防龋齿发生的目的[13]。 

表面活性剂是一种广泛添加在牙膏中的成分，主

要用于清洁和起泡作用，并使牙膏中的成分均匀分

布，其添加量通常在 1%～2%之间，其中十二烷基硫

酸钠(SLS)最为常用。有研究表明，SLS 能够抑制口

腔菌群分泌乳酸和形成胞外多糖[14-15]，在预防龋齿

方面发挥正向作用；但 SLS 也具有一定的抑菌性，主

要是 SLS 能够与细菌的细胞壁和细胞膜相互作用，

增强细胞的通透性，导致细胞内的成分泄漏和细胞溶

解[16]。因此，SLS 作为一种非特异性杀菌剂[14]，可能

是影响口腔微生态的潜在风险物质。 

本研究通过构建健康和致龋体外口腔微观世界

模型，探讨后生元牙膏及牙膏中的 SLS 对口腔微生

态和龋齿的影响，为牙膏配方成分的开发提供参考。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1%结晶紫染色液、无菌抗凝羊血，北京索莱宝科

技有限公司；FastDNA®
 SPIN Kit for Soil，美国 MP 

Biomedicals 公司；乳酸测试盒，南京建成生物科技有

限公司；胰蛋白胨大豆琼脂(TSA)，北京奥博星生物

技术有限责任公司；十二烷基硫酸钠(SLS)、葡萄糖

酸氯己定(CHX)，上海麦克林生化科技有限公司；后

生元牙膏(含 20%乳杆菌 Lactobacilli sp. BZ 发酵提

取物、磷酸二氢钙、甘油、水、纤维素、果胶、黄原胶、

结冷胶、凝乳胶、琼脂)、含 1.8% SLS 后生元牙膏，山
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东本真化妆品有限公司。 

冷冻离心机，美国 Thermo 公司；多功能酶标仪，

美国 Molecular Devices公司；PCR基因扩增仪，德国

Eppendorf 公司；实时荧光定量 PCR 仪，美国 ABI 公

司；超声波清洗仪，宁波新芝生物科技股份有限公

司；核酸蛋白测定仪，美国 Bio-Rad Laboratories 公

司；TU-1810 型紫外-可见分光光度计，北京普析通

用仪器有限责任公司；888-SIMPLICITY 型全自动厌

氧箱，美国 Plas-Labs公司。 

1.2 方法 

1.2.1 口腔生物膜模型的构建 

招募年龄在 21～26 岁的 5 名健康受试者(男 2

名，女 3 名)进行唾液样品采集。招募的受试者无口

腔和全身疾病(高血压、糖尿病、心脏病等)，受试前 3

个月内未使用抗生素和专业牙科预防药物。受试者

在样品收集前 24 h 内不做任何口腔清洁，采样前 2 h

内不进食任何食物和饮料。每个受试者收集唾液样

品 10mL，4℃、2 600g 离心 10min，去除口腔组织碎

片和真核细胞，上清液为唾液样品，-80℃保存。 

本研究使用的阿姆斯特丹主动附着(Amsterdam 

Active Attachment，AAA)模型，购自荷兰阿姆斯特丹

牙科学术中心(Academisch Centrum Tandheelkunde 

Amsterdam，ACTA)。AAA 模型由一个定制的不锈钢

盖子和 24 孔板组成，盖子上固定 24 个尼龙夹子，夹

子上夹有 10mm 的玻璃爬片，将装有玻璃爬片的盖子

倒置在聚苯乙烯 24孔板中，用于生物膜的培养[17]。 

采用 SHI 培养基培养生物膜[18]。接种培养基按

照唾液与培养基体积比 1∶50 的比例配制；然后，在

24 孔板中每孔加入 1.5 mL 接种培养基，将 AAA 模

型的盖子转移到 24 孔板中，确保玻璃盖玻片基质的

位置与每孔完全对应；在厌氧箱中，37℃厌氧条件下

(85%N2、10%CO2、5%H2)培养 8 h，使生物膜在玻璃

盖玻片上进行初始附着以构建生物膜模型。 

生物膜在初始附着后转移到新的 SHI 培养基中

培养 12 h，然后使用 PBS润洗 3 次。本实验设置 5 个

处理 组：超纯水(CTL)为阴性 对照组；体积分数

0.12%葡萄糖酸氯己定(CHX)为阳性对照组；体积分

数 25%后生元牙膏(PT)、含体积分数 1.8% SLS 的

25%后生元牙膏(PT+SLS)、体积分数 1.8%十二烷基

硫酸钠(SLS)为实验组。各处理组的生物膜每 12 h处

理一次，每次持续 2min，使用 PBS润洗 3 次，以模拟

人类日常刷牙过程。各处理组的生物膜在 37℃厌氧

箱中继续培养 48 h 至生物膜成熟后，收获部分生物

膜(n＝3)作为健康生物膜用于后续的定量和定性 

分析。 

剩余生物膜转移至含有 2%蔗糖的 SHI 培养基

中继续培养 3 d，进行致龋环境挑战，过程中每天清

洗生物膜并更新培养基 2 次，最后收集各处理组的生

物膜(n＝3)作为致龋生物膜用于后续分析。 

1.2.2 生物膜生物量测定 

采用结晶紫染色法(CV 法)测定生物膜的形成

量。用 PBS 冲洗生物膜 3 次后，室温下使用 500 µL 

0.1%结晶紫染色 20min，并用 PBS 洗去过量的未结

合染料。然后，使用 95%乙醇对生物膜脱色 30min，

轻摇至生物膜中无结晶紫释放。将洗脱液溶液转移

到 96 孔板中，使用酶标仪测定 595 nm 处的吸光度

(A595)。 

1.2.3 菌落形成单位测定 

将生物膜收集在含有 2mL 无菌 PBS 的 EP 管

中，使用涡旋混合器振荡，获得分散均匀的细菌悬

液。将 50 µL 细菌悬液进行梯度稀释后，涂布在胰蛋

白胨大豆琼脂(TSA)平板上，37℃厌氧培养 7 d，计

数总菌落形成单位(colony forming unit，CFU)。 

1.2.4 定量 PCR分析 

根据试剂盒使用说明书的要求，利用 FastDNA
®
 

SPIN Kit for Soil试剂盒提取生物膜样品的 DNA。使

用 338F(5'-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和

806R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 引 物 对

V3-V4 可 变 区进行 PCR 扩增。PCR 反应 体 系

(20 µL)：2×TB Green Premix Ex Taq Ⅱ  10 µL、

10 µmol/L 上下游引物各 0.8 µL、ROX 0.4 µL、DNA

模板 2 µL 和 ddH2O 6 µL。PCR反应程序：95℃ 30 s，

95℃ 5 s，57℃ 20 s，75℃ 30 s，40 个循环；95℃ 

15 s，60℃ 60 s，95℃ 15 s，建立溶解曲线。每个样本

重复 3 次，反应结束后，记录阈值循环数(Ct 值)，采

用绝对定量的方法进行分析。 

1.2.5 乳酸含量的测定 

将不同处理后的生物膜用 PBS 冲洗后转移到新

的 24 孔板中，每孔添加 1.5 mL 含 9 g/L 葡萄糖但不

含酵母提取物和蔗糖的 SHI 培养基。生物膜在 37℃

下厌氧培养 1 h，采用乳酸测试盒测定培养基中的乳

酸含量。 

1.2.6 扫描电镜形态学观察 

将生物膜用 PBS冲洗 3 次，转移到新的 24孔板

中，每孔加入 1.5 mL 2.5%戊二醛，在 4℃下保存过

夜。然后，以乙醇梯度(体积分数 50%、60%、70%、
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80%、90%、95%、100% )依次脱水 10min，室温干

燥。样品喷金后，用扫描电镜(SEM)观察生物膜。 

1.2.7 16S rDNA测序分析 

16S rDNA基因测序部分由上海美吉生物医药科

技有限公司执行，主要测序实验过程如下：取口腔生

物膜 DNA 样品及对应融合引物配制聚合酶链式反

应体系，进行 PCR 扩增，建立数据库。使用 Illumina 

MiSeq平台对 16S rDNA 的 V3-V4 区域进行测序，并

对结果进行过滤，将高质量的“Clean data”用于后

期数据分析。通过“reads”之间的重叠关系将其拼

接成“Tags”，将“Tags”聚类成操作 分类单元

(OTU)，然后与 Greengenes 和 RDP 数据库进行比对

和物种注释。基于上述测序结果进行后续样品物种

复杂度分析和组间物种差异分析等。 

1.2.8 统计学方法 

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据统计处理，采

用单因素方差分析(ANOVA)比较各组数据的差异

值，数据用“平均值±标准差”表示，P＜0.05 表示

差异有统计学意义。 

 

2 结果与分析 

2.1 生物膜生物量 

通过结晶紫染色法测定生物膜生物量，结果如图

1 所示。由图 1(a)可知，在健康生物膜模型中，PT 组

与 CTL 组生物量无显著差异(P＞0.05)，SLS 组生物

量显著低于 CTL 组和 PT 组(P＜0.05)。经致龋挑战

后，如图 1(b)所示，由于培养基中蔗糖的作用，所有

组别的生物量均上升，PT 组生物膜生物量与 CTL 组

无显著差异(P＞0.05)，而 SLS 处理组的生物量低于

CTL 组和 PT 组(P＜0.05)。无论是在健康生物膜还

是致龋生物膜中，PT+SLS 组的生物量均位于 PT 组

和 SLS 组之间。由此可见，后生元牙膏干预对生物膜

生物量没有显著影响，SLS 对生物膜生物量具有一定

的抑制作用。 

2.2 菌落形成单位 

  通过 CFU 计数法测定生物膜的活菌数，结果如

图 2所示，其中 N 表示每毫升中活菌数的对数。 
 

 

            (a) 健康生物膜生物量                   (b) 致龋生物膜生物量 

  注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 1 后生元牙膏及 SLS对生物膜生物量的影响 

Fig. 1 Effects of postbiotic toothpaste and SLS on biofilm biomass 

 

            (a) 健康生物膜活菌数                     (b) 致龋生物膜活菌数 

  注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 2 后生元牙膏及 SLS对生物膜活菌数的影响 

Fig. 2 Effects of postbiotic toothpaste and SLS on the viable bacterial counts in biofilms 

  由图 2(a)可知，与 CTL 组相比，PT、PT+SLS 和 SLS 干预均可以显著降低生物膜活菌数(P＜0.05)，
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其中 PT 组最低。由图 2(b)可知，经致龋挑战后，PT

组和 PT+SLS 组依然保持了较低的 CFU 计数，而且

显著低于 SLS 组(P＜0.05)。上述结果说明，后生元

牙膏能够降低生物膜活菌数，而且在致龋环境中的活

菌数依然保持较低，即后生元牙膏干预的生物膜具有

较好的抗龋性。然而，SLS 干预后的生物膜在致龋环

境中活菌数上升，可能是 SLS 导致嗜糖细菌相对丰

度上升，致龋风险增加。但是，致龋挑战并未显著提

高 PT+SLS 组的 CFU 计数，提示后生元对生物膜菌

群的正向驱动能够抵消 SLS 的负面影响。 

2.3 定量 PCR分析 

结合通用引物使用定量 PCR 法测定生物膜细菌

总量，结果如图 3所示。 

 

(a) 健康生物膜细菌总量 

 

(b) 致龋生物膜细菌总量 

 注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 3 后生元牙膏和 SLS对生物膜细菌总量的影响 

Fig. 3  Effects of postbiotic toothpaste and SLS on the

total bacterial load in biofilms 

  由图 3(a)可知，在健康生物膜中，PT 组的细菌

总量与 CTL 组无显著差异(P＞0.05)，说明 PT 能够

维持健康生物膜的正常生长状态。由图 3(b)可知，经

致龋挑战后，PT 组的细菌总量显著低于 CTL 组(P＜

0.05)，表明其能够抑制病理性生物膜的产生，降低嗜

糖菌的相对丰度，佐证了图 2 的结果。SLS 处理显著

降低了健康生物膜中的细菌总量，显示出一定的抑菌

能力；经过致龋挑战后，SLS 处理组细菌总数显著高

于 PT 组和 CHX 组，提示 SLS干预可能导致生物膜中

嗜糖细菌的相对丰度上升。 

2.4 乳酸浓度 

  通过乳酸浓度测定生物膜产酸代谢能力，结果如

图 4 所示。由图 4 可知，PT 干预后的健康生物膜的

乳酸浓度低于 CTL 组(P＞0.05)，蔗糖挑战实验后，

其产酸代谢能力最低，且显著低于 CTL 组(P＜

0.05)。这一结果从乳酸代谢角度佐证了图 2 和图 3

的结果，即后生元牙膏干预后的生物膜在健康环境下

能够保持口腔菌群具有较好的代谢活性，而在致龋环

境中产酸较少，抗龋齿能力较强。SLS 组在健康和致

龋模型中的乳酸浓度均显著低于 CTL 组(P＜0.05)，

与 CHX 组相比无显著差异(P＞0.05)，提示 SLS 具

有一定的抑菌性，也能够抑制生物膜的有机酸代谢。 

 

(a) 健康生物膜乳酸浓度 

 

(b) 致龋生物膜乳酸浓度 

 注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 4 后生元牙膏和 SLS对生物膜乳酸浓度的影响 

Fig. 4 Effects of postbiotic toothpaste and SLS on the 

concentration of lactate in biofilms 

2.5 生物膜形态结构电镜分析 

在健康生物膜模型中，CTL 组、PT 组和 PT+SLS

组的生物膜结构紧密，不同菌团之间的孔隙较小，细

菌在胞外基质内紧密排列，形成三维网络结构(图

5)。然而，SLS 组的生物膜结构与 CHX 组相似，稀疏

松散，沟槽较大，生物膜的紧密度和厚度比 CTL 组

低，生物膜中的细菌数量也显著减少。在致龋生物膜

模型中，除了 CHX 组，其他处理组生物膜的致密性

均较强，细菌外包裹的胞外基质较多。该结果与结晶
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紫染色和 CFU 计数结果一致。综上所述，后生元牙

膏有利于维持健康生物膜的结构和形态，SLS 具有杀

灭细菌和降低胞外聚合物含量的作用。 

 

图 5 后生元牙膏和表面活性剂对生物膜形态结构的影响 

Fig. 5 Effects of postbiotic toothpaste and SLS on the morphology and structure of biofilms 

2.6 16S rDNA测序分析 

2.6.1 α多样性分析 

通过香农(Shannon)指数、辛普森(Simpson)指

数、Ace 指数和 Chao 指数分析了各处理组的α 多样

性，结果如图 6 和图 7 所示。其中，Shannon 指数和

Simpson 指数既能反映群落的多样性，又能反映群落

的均匀度；Ace 指数和 Chao 指数主要用于反映群落

的丰富度[19]。由图 6 可知，在健康生物膜模型中，

SLS 组 Shannon指数显著高于 CHX 组和 PT+SLS 组

(P＜0.05)，Ace 指数和 Chao 指数也明显高于其余处

理组，但无显著性差异(P＞0.05)，表明 SLS 干预提

高了健康生物膜的α 多样性。在致龋生物膜模型中，

各处理组 Shannon 指数和 Simpson 指数未出现显著

性差异(P＞0.05)；SLS 组 Shannon 指数、Ace 指数和

Chao 指数相较于健康生物膜大幅度下降，且 Ace 指

数显著低于 PT 组(图 7)。上述结果提示 SLS 干预提

高了健康环境中生物膜的物种多样性和丰富度，但降

低了致龋环境中生物膜的物种多样性和丰富度；后生

元牙膏干预后的生物膜在致龋环境中的物种多样性

与健康环境基本一致，但增加了物种丰富度，表明其

可使菌群结构保持相对稳定。 

2.6.2 β 多样性分析 

采用主成分分析(PCA)研究不同处理组之间 β

多样性差异，结果如图 8 和图 9 所示。PCA 分析显

示，健康生物膜和致龋生物膜中 PT 组均表现出较高

的样本聚集度，且与 CTL 组微生物物种组成最为相

似；SLS 组与 CHX 组样本分散度高，组间差异较大。

PT 组组间距离与 CTL 组接近，样本差异小；SLS 组

的组间距离与 CHX 组接近，样本差异大。这表明后

生元牙膏干预后的生物膜与阴性对照组的生物膜结

构相近，致龋环境对其组成扰动较小。 

2.6.3 物种组成分析 

由各组生物膜微生物的 OTU 所构建的韦恩图可

知，健康生物膜的各处理组共有 614 个 OTU〔图

10(a)〕。所有处理组共有的 OTU 数目为 33 个，这

可能代表了口腔中稳定存在的菌种。CTL、CHX、

PT、PT+SLS 和 SLS 这 5 种干预方式特有的 OTU 个

数依次为 14、45、3、7、372。致龋生物膜中，各处理组

共有 192 个 OTU；所有处理组共有的 OTU 数目为

34 个；CTL、CHX、PT、PT+SLS、SLS 这 5 种干预方

式特有的 OTU 个数依次为 8、17、9、56、10〔图

11(a)〕。CHX 组、PT+SLS 组和 SLS 组群落结构发

生较大变化，菌群结构不稳定。 
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             (a) Shannon 指数图                      (b) Simpson 指数图 

 

               (c) Ace 指数图                         (d) Chao 指数图 

  注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 6 不同处理组健康生物膜的α 多样性 

Fig. 6 Alpha diversity of healthy biofilms in different treatment groups 

 

             (a) Shannon 指数图                      (b) Simpson 指数图 

 

               (c) Ace 指数图                         (d) Chao 指数图 

  注：不同小写字母表示组间有统计学差异(P＜0.05)。 

图 7 不同处理组致龋生物膜的α 多样性 

Fig. 7 Alpha diversity of cariogenic biofilms in different treatment groups 

  图 10(b)和图 11(b)显示了各处理组生物膜的微

生物组成在属水平上的差异。在健康生物膜中，属 

水平的群落丰度百分比进一步揭示了 SLS 组生物 

膜的类群具有较高的多样性，其主要由链球菌属 
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(a) 主成分分析图(PCA) 

 

(b) 组间距离盒状图 

图 8 不同处理组健康生物膜的组间差异 

Fig. 8  Between-group differences in healthy biofilms of

different treatment groups 

 

(a) 主成分分析图(PCA) 

 

(b) 组间距离盒状图 

图 9 不同处理组致龋生物膜的组间差异 

Fig. 9  Between-group differences in cariogenic biofilms

of different treatment groups  

(Streptococcus)、葡萄球菌属(Staphylococcus)、韦荣

氏球菌属(Veillonella)、不动杆菌属(Acinetobacter)、

奈瑟氏菌属(Neisseria)、假单胞菌属(Pseudomonas)

和栖热菌属(Thermus)组成〔图 10(b)〕。致龋生物

膜模型中，SLS 组生物膜物种多样性锐减，主要物种

包括链球菌属、葡萄球菌属、假单胞菌属和韦荣氏球

菌属〔图 11(b)〕。 

 

(a) 各组生物膜 OTU 样本分布韦恩图 

 

(b) 基于属水平上的微生物菌落结构分析 

图 10 不同处理组健康生物膜的物种组成结构 

Fig. 10 Community composition of healthy biofilms in 

different treatment groups  

2.6.4 优势物种分析 

  通过分析属水平上特征菌的丰度可知，健康生物

膜模型中，PT 组链球菌属、韦荣氏球菌属和嗜血杆菌

属(Haemophilus)的相对丰度与 CTL 组相当；SLS 降

低了链球菌属和奈瑟氏菌属的相对丰度，增加了葡萄

球菌属、韦荣氏球菌属和嗜血杆菌属的相对丰度，其

中葡萄球菌属相对丰度的升高尤为显著，占比 50.83% 

(图 12)。致龋生物膜模型中，SLS 的干预提高了链球

菌属、葡萄球菌属、假单胞菌属和韦荣氏球菌属的相

对丰度，其中以假单胞菌属和韦荣氏球菌属的变化最

为显著，其占比分别达到 8.29% 和 13.08% (图 13)。

以上结果表明，在健康生物膜和致龋生物膜模型中，

SLS 干预可能会导致某些潜在致病菌相对丰度的增

加，破坏菌群结构与稳态。 
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(a) 各组生物膜 OTU 样本分布韦恩图 

 
(b) 基于属水平上的微生物菌落结构分析 

图 11 不同处理组致龋生物膜的物种组成结构 

Fig. 11  Community composition of cariogenic biofilms in

different treatment groups 

 
图 12 不同处理组健康生物膜的优势物种 

Fig. 12  Dominant species of healthy biofilms in different

treatment groups 

 
图 13 不同处理组致龋生物膜的优势物种 

Fig. 13  Dominant species of cariogenic biofilms in differ-
ent treatment groups 

 

3 讨 论 

龋齿是普遍存在于人类的一种慢性疾病，是由致

龋细菌介导、可发酵碳水化合物驱动的动态疾病[20]。

研究[21]发现，龋病人群的微生物群落结构、组成及代

谢较健康人群更为复杂，且大多以生物膜的形式存

在，生物膜是维持口腔微生态平衡的重要屏障之一。

新兴的“生态菌斑学说”认为，牙菌斑生物膜内微生

物之间、微生物与宿主之间处于动态的生态平衡，不

易发生疾病。一旦条件改变，如摄入大量的糖类食

物、口腔内局部条件的改变、机体抵抗力的下降等，

正常口腔生物膜细菌的生理性组合会变为病理性组

合，发生龋病。因此，龋病有效防治的重点应该是设

法将口腔细菌的病理性组合恢复为生理性组合的生

态平衡[22]。通过生物膜调节口腔微生态是预防和治

疗龋齿等口腔慢性感染性疾病的新方法[23]。考虑到

后生元能够调整口腔微生态，SLS 作为牙膏起泡剂对

口腔微生态的影响仍存在争议。本研究探讨了牙膏成

分中的后生元和 SLS 对口腔微生态和抗龋性的影响。 

本研究采用可实现主动附着的 AAA 装置建立

体外口腔微观世界模型，包括健康生物膜和致龋生物

膜，进一步采用结晶紫染色、CFU 测定、定量 PCR 分

析、乳酸测定、SEM观察和 16S rDNA测序等多种方

法对生物膜的生长和菌群结构进行系统评价。结晶

紫染色是一种非特异性染色方法，可以定量所有类型

的生物量，包括胞外多糖、死细菌和活细菌[24]。CFU

计数是测定活菌数量的有效方法。在通用引物的帮

助下，定量 PCR 可以分析包括死细菌和活细菌在内

的细菌总量[25]。此外，由于乳酸的产生是口腔生物膜

转化为病理表型(如龋齿)的关键因素，同时乳酸含量

能够表示生物膜的代谢活性[26]，因此本研究中检测

了乳酸浓度。通过扫描电镜观察，能够分析生物膜中

的细菌形态与细胞外基质的网状结构。16S rDNA 测

序可以进一步揭示口腔生物膜中的微生物多样性和

物种组成。本研究发现后生元牙膏干预后的健康生

物膜模型中的生物量、细菌总量、代谢活性菌及生物

膜形貌均与阴性对照组相似，表明其能够有效维持健

康生物膜的正常生长和结构稳态。在致龋环境中，后

生元牙膏干预组的细菌活性、细菌总量和代谢活性均

较低，说明后生元牙膏干预后的生物膜抗龋性较强。

Schwendicke 等[27]研究也表明热灭活动物双歧杆菌

BB12 在体外可以降低生物膜的致龋性。本文研究结
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果还显示，SLS 能够显著降低健康生物膜的生物量、

活菌数和细菌总数，破坏生物膜的三维支架结构，表

明 SLS 具有一定的杀菌作用，并能够减少胞外多糖

含量。这一结果与前人研究[28-29]结果一致，即 SLS 作

为一种表面活性剂，可以抑制细菌并发挥抗菌活性。

然而在致龋环境中，SLS 干预后的生物膜生物量、活

菌数、细菌总数和代谢活性均有所上升，这表明 SLS

干预导致生物膜在致龋环境中的生长和代谢旺盛，提

高了龋病发生的风险。 

为了进一步探究相关机制，本研究进行了 16S 

rDNA 测序。结果显示，后生元牙膏干预组的α 多样

性在健康和致龋生物膜模型中与阴性对照组均无显

著差异。后生元牙膏干预组的 β 多样性结构也与阴

性对照组最为接近。上述结果说明，后生元能够维持

健康口腔生物膜的微生态结构，并调节致龋生物膜的

菌群结构，具有较好的抗龋潜力。这可能是后生元通

过抑制致病菌或者与致病菌争夺黏附位点等机制来

调节微生物区系的物种组成菌落结构[30-31]。在健康

生物膜模型中，SLS 干预组表现出较高的α 多样性，

特有的 OTU 数目高达 372 个，葡萄球菌属为优势物

种。经过致龋挑战后，SLS 组特有的 OTU 数锐减为

10 个，α 多样性(Ace 指数)也显著降低，韦荣氏球菌

属、假单胞菌属成为优势物种。假单胞菌属是一种广

泛分布于自然环境和人体的革兰氏阴性菌，是最常见

的条件致病菌[32]。韦荣氏球菌属能够与链球菌属共

聚集和黏附，促进生物膜形成，并在代谢方面具有协

同生长作用[33]。由此可见，SLS 干预的生物膜虽然具

有较高的α 多样性，但是其菌群结构趋向于病理性生

物膜，且鲁棒性差，是一种不稳定的结构。SLS 的广

谱抑菌性虽然在控制口腔致病菌，清洁口腔方面具有

一定的积极意义，但是对于通过接种健康受试者唾液

建立的健康口腔生物膜模型，其无差别的抑菌性破坏

了口腔微生态平衡，导致菌群失调[34-36]。 

虽然 SLS 干预组的结果提示了 SLS 可能是口腔

微生物潜在的风险物质，但是在实际应用中并不存在

SLS 单独使 用 的 可能性 。在 后 生元牙 膏 中添加

SLS(PT+SLS 组)，其各种指标的检测结果趋向于 PT

组，表明后生元对于口腔微生态的正向作用能够极大

降低 SLS 对口腔微生态的扰动。 

综上所述，后生元牙膏能够维持健康生物膜的生

长和代谢，通过维持生物膜的生理性平衡，使其在

2%蔗糖刺激下表现出较好的抗龋能力。SLS 有一定

的抑菌和抑制产酸的能力，但其能够破坏健康生物膜

结构，并造成生物膜的病理性结构，是一种致龋风险

因素。但是，牙膏中后生元的添加能够极大降低 SLS

单独使用表现出的对口腔生物膜的破坏作用，因此后

生元牙膏中的 SLS 并不足以引起口腔微生态失调。

本研究从多角度分析了后生元牙膏和牙膏中的 SLS

对健康口腔生物膜和抗龋性的影响，为未来牙膏护理

成分的开发和应用提供参考。 
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