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·临床检验研究论著·

长期海上航行官兵口腔颊黏膜细菌学变化研究

何立东，胡　明，韩善桥△

（中国人民解放军海军总医院中心实验科，北京１０００４８）

　　摘　要：目的　了解执行长期海上航行官兵任务前、中、后期口腔颊黏膜细菌分布变化，为舰艇官兵长期海上航行期间口腔疾

病的防治提供依据。方法　用采样拭子采集口腔颊黏膜标本１６４份，进行细菌培养，根据细菌在不同培养基上的生长情况进行细

菌分纯，取纯培养细菌进行手工鉴定及基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪鉴定。结果　从１６４份口腔颊黏膜标本分离出病

原菌１８种６４株。任务后期与前期比较，病原菌分离数量增加，栖居菌分离数量减少。医疗组与机电组比较，在任务中、后期病原

菌检出率之间差异有统计学意义（犘＜０．０５），栖居菌检出率之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　长时间海上航行，舰员易

发生航行疲劳，导致机体免疫功能下降，口腔菌群失调，正常栖居菌数减少，而病原菌数增加，容易引发口腔及其他系统疾病。
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　　近年来，人类微生物组对人体各种微生物极其基因进行研

究，阐明了微生物在人类健康和疾病中的作用，为疾病的预防、

诊断和治疗提供帮助［１２］。口腔正常菌群的各种微生物之间除

能相互制约外，还能阻止或干扰其他病原体的定植，对机体提

供一定的保护作用［３］。本研究探讨长期海上航行舰艇官兵口

腔细菌的变化特点，为提高长期海上航行官兵的卫勤保障提供

依据。

１　材料与方法

１．１　一般资料　采样对象为长期海上航行舰员，其中，医疗组

３０人，机电组２５人；任务前期采样５５份，任务中期采样５５

份，任务后期采样５４份，共采集标本１６４份。

１．２　仪器与试剂　（１）口腔黏膜采样及运送系统，包括９２ｍｍ

×１６ｍｍ细菌采样管（内含脑心浸出液肉汤３ｍＬ）和采样拭子

（编号：ＭＴ０１０１），由北京友康基业生物科技有限公司生产。

（２）培养基，血琼脂平板（编号：ＰＢ０１１５Ａ，Ｏｘｏｉｄ公司），用于一

般细菌的分离培养；中国蓝琼脂平板（编号：ＰＯ５０６０Ａ，Ｏｘｏｉｄ

公司），主要用于革兰阴性杆菌的分离培养；巧克力琼脂平板

（编号：ＰＢ０１３６Ａ，Ｏｘｏｉｄ公司），主要用于嗜血杆菌和奈瑟菌的

分离培养；沙保罗琼脂平板（编号：ＰＯ０１６０Ａ，Ｏｘｏｉｄ公司），主

要用于真菌的分离培养。（３）基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱仪 （ＢｒｕｋｅｒｍｉｃｒｏｆｌｅｘＴＭ ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳＢｉｏＴｙｐｅｒ
ＴＭ），

由德国布鲁克公司生产 。

１．３　细菌质控菌株　大肠埃希菌ＡＴＣＣ２５９２２、铜绿假单胞菌

ＡＴＣＣ２７８５３和金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２５９２３，由中国药品生物

制品检定所提供。

１．４　方法

１．４．１　标本采集　用采样拭子在口腔颊黏膜进行涂抹，放入

细菌采样管中，对于不能立即培养的标本放－２０℃冰箱保存。

１．４．２　细菌培养与分离　将口腔颊黏膜细菌标本（如果是冻

存标本，先室温解冻，再置于３５℃培养箱培养６ｈ）分别接种血

琼脂平板、中国蓝琼脂平板、巧克力琼脂平板和沙保罗琼脂平

板，放３５℃培养箱培养２４～４８ｈ，根据细菌在不同培养基上的

生长情况和菌落的不同特征进行细菌分纯，得到纯培养细菌。

１．４．３　细菌鉴定　取血琼脂平板、中国蓝琼脂平板、巧克力琼

脂平板和沙保罗琼脂平板上的纯培养细菌进行手工及质谱仪

鉴定。手工鉴定先进行革兰染色，镜下观察，根据染色结果选

做触酶、氧化酶、ＤＮＡ酶、动力和氧化发酵试验进行初步分科，

再按科内各菌属的鉴别方法鉴定到种。质谱仪鉴定微生物处
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本研究发现早期肝硬化组患者 ＡＦＰ水平显著升高，提示

患者肝细胞破坏程度加剧，具有发生肝癌的风险。在监测慢性

乙型肝炎患者是否发生早期肝硬化及是否有癌变趋势时，定期

监测ＡＦＰ水平有一定的应用价值。

慢性乙型肝炎患者随着肝纤维化程度的加重，发生肝硬化

和肝衰竭，患者血清ＧＧＴ、ＰＴ水平也逐渐升高，而血小板水平

则逐步降低，其水平与肝纤维化程度发展一致。肝脏是人体内

多种凝血因子生成的主要场所，当乙型肝炎病情恶化，肝细胞

产生血小板减少，凝血因子缺乏，造成凝血时间延长及发生出

血倾向。这与国内一些研究结果相一致［３，７］。

ＨＢｓＡｇ水平与 ＨＢｅＡｇ（狉＝－０．４８２，犘＝０．０００）和 ＨＢＶ

ＤＮＡ（狉＝－０．４４８，犘＝０．０００）水平呈负相关，与其他项目无明

显相关性。这可能与 ＨＢｓＡｇ定量检测技术
［８９］、患者自身免

疫状态，感染的 ＨＢＶ病毒基因型别、基因变异等有关。

综上所述，在常用监测慢性乙型肝炎患者病情的项目中，

对肝纤维化病变的诊疗价值有限。现今对肝纤维化非创性综

合诊断体系建立有不少进展和新的成果，但有些指标或参数还

不能在大多数医院推广和应用［１０］。ＧＧＴ、ＰＬＴ和ＰＴ与肝纤

维化分期具有显著性相关，其水平随肝纤维化病变的加重而变

化，可用于临床预测和辅助诊断肝纤维化病程以提高临床疗

效。而对早期肝硬化与明显肝纤维化病变的鉴别上，ＨＢｓＡｇ

与ＡＦＰ的应用具有进一步研究的价值。
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研究发现，远洋航行期间，由于多种原因导致机体抵抗力降低，

口腔正常菌群的平衡被打破，使病原菌（如黄色葡萄球菌和肺

炎克雷伯菌）数量增加，栖居菌（如口腔链球菌）数量减少。机

电组在任务中、后期病原菌种类增加，由于机电官兵工作时间

长，劳动强度大，工作环境差，机舱内高温、高湿、噪音大、有害

气体多，对机体影响大，口腔细菌变化明显。

王峰等［９］报道，长期海上航行官兵龋齿、牙周疾病和口腔

溃疡的发病率分别为２２．７％、８０．９％和２５．２％。扈祚文等
［１０］

报道，长期海上航行官兵牙周疾病的发病率，出海前为７８．０％，

出海后达到９０．９％。研究表明，长时间海上航行，由于环境恶

劣、任务繁重、精神紧张、食物供应单调、缺少新鲜蔬菜水果，舰

员饮食含脂肪和糖摄入比重偏重，无机盐和维生素摄入不足，

易发生长期海上航行疲劳，可导致机体免疫功能下降，口腔菌

群失调，引发口腔疾病［１１］。
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理方法：培养单菌落后分离灭活，将菌体蛋白溶于５０μＬ７０％

甲酸（ＦＡ）和５０μＬ乙腈（ＡＣＮ）中，充分混匀，高速离心后吸取

上清液上质谱仪鉴定。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，计

数资料以率表示，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　任务前、中、后期口腔颊黏膜病原菌分布　１６４份口腔颊

黏膜标本分离出病原菌１８种６４株，结果见表１。口腔颊黏膜

分离出的主要病原菌有金黄色葡萄球菌、肺炎克雷伯菌和阴沟

肠杆菌，３种细菌的分离率分别为３１．３％、１７．２％和９．４％。

其中金黄色葡萄球菌质谱图见图１（见《国际检验医学杂志》网

站主页“论文附件”）。

表１　　任务前、中、后期口腔颊黏膜病原菌分布（狀）

细菌名称
任务前

病原菌数

任务中

病原菌数

任务后

病原菌数
合计

金黄色葡萄球菌 １ １０ ９ ２０

肺炎克雷伯菌 １ ２ ８ １１

阴沟肠杆菌 ３ ０ ３ ６

黏质沙雷菌 ０ １ ３ ４

无乳链球菌 １ ０ ２ ３

阿氏肠杆菌 １ ０ ２ ３

热带假丝酵母菌 ０ ２ １ ３

约氏不动杆菌 １ １ ０ ２

琼氏不动杆菌 １ １ ０ ２

白色假丝酵母菌 ０ ０ ２ ２

肺炎链球菌 ０ １ ０ １

粪肠球菌 ０ １ ０ １

神户肠杆菌 ０ ０ １ １

日勾维肠杆菌 ０ ０ １ １

变栖克雷伯菌 ０ １ ０ １

布氏枸橼酸杆菌 １ ０ ０ １

蜡样芽孢杆菌 ０ １ ０ １

产吲哚黄杆菌 ０ １ ０ １

２．２　任务前、中、后期口腔颊黏膜栖居菌分布　１６４份口腔颊

黏膜标本分离出栖居菌１８种３３９株，结果见表２。主要栖居

菌有卡他布兰汉菌、口腔链球菌和表皮葡萄球菌，３种栖居菌

的分离率分别为４３．９％、４０．１％和７．４％。其中表皮葡萄球菌

质谱图见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

表２　　任务前中后口腔颊黏膜栖居菌种类和数量（狀）

细菌名称
任务前

栖居菌数

任务中

栖居菌数

任务后

栖居菌数
合计

卡他布兰汉菌 ４９ ５１ ４９ １４９

口腔链球菌 ５１ ４８ ３７ １３６

表皮葡萄球菌 ７ １０ ８ ２５

副血链球菌 １ ０ ５ ６

续表２　　任务前中后口腔颊黏膜栖居菌种类和数量（狀）

细菌名称
任务前

栖居菌数

任务中

栖居菌数

任务后

栖居菌数
合计

黏滑罗氏菌 ２ １ １ ４

戈氏链球菌 １ ０ ２ ３

嵴链球菌 ０ １ １ ２

缓症链球菌 ２ ０ ０ ２

泛口腔链球菌 ０ １ １ ２

浅黄奈瑟菌 ２ ０ ０ ２

前庭链球菌 １ ０ ０ １

深黄奈瑟菌 １ ０ ０ １

恒河猴奈瑟菌 １ ０ ０ １

奥斯陆莫拉菌 ０ １ ０ １

放射土壤杆菌 ０ １ ０ １

溶血葡萄球菌 ０ ０ １ １

人葡萄球菌 １ ０ ０ １

假白喉棒状杆菌 １ ０ ０ １

２．３　任务前、中、后期医疗组与机电组口腔颊黏膜细菌数量变

化　医疗组与机电组比较，在任务中、后期病原菌检出率之间

差异有统计学意义（犘＜０．０５），栖居菌数检出率之间差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

在正常状态下，口腔黏膜可形成一种保护性屏障，阻止病

原微生物入侵。机体与口腔微生物之间保持一种动态平衡，为

维护人体健康发挥重要的作用，如果这种生理平衡被打破，则

非致病微生物可转化成条件致病微生物，导致各种感染的发

生。人类口腔微生物组数据库的建立为人们了解、认识复杂的

口腔微生物环境提供了一个崭新的平台，为各种口腔疾病的防

治奠定了坚实的基础［１５］。

健康人体的口腔包含上百种不同的细菌、病毒和真菌等微

生物。口腔中的大部分细菌是兼性厌氧菌，少部分是需氧和厌

氧菌。大多数口腔微生物还不能用常规方法培养出来。在不

同宿主的口腔中，用常规培养方法检出微生物的差别很大，通

常有０～７种微生物被检出。现代生物技术以ＤＮＡ为基础的

一系列研究方法，如１６ＳｒＲＮＡ基因技术、高通量指纹技术、宏

基因组学技术及下一代测序技术，使人类可以在结构复杂性和

基因多态性的意义下更清晰地研究和了解人体口腔微生物

菌群［３４］。

口腔细菌的鉴定方法有多种，如传统手工法、细菌鉴定仪

及质谱仪等方法。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱仪是

一种能够快速对致病微生物进行精确到种的全自动快速鉴定

系统。该系统采用检测微生物的蛋白质指纹谱图，通过专用软

件对这些指纹谱图进行处理并与专用的微生物数据库中各种

已知微生物的标准指纹图谱进行比对，从而完成对微生物的鉴

定。质谱技术具有大规模、高通量的特点，可对传染病原体进

行快速筛查、鉴定与预警 ［６８］。

对长期海上航行官兵口腔颊黏膜标本的（下转第９９１页）
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