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摘要：口腔内存在多个微生境，共同构成口腔微生态系统。口腔内的菌群主要包括唾液、

龈上牙菌斑、龈下牙菌斑、种植体周围的黏膜下菌斑、根管内的菌斑和黏膜表面的菌斑。

随着技术的进步，人们对微生物群的认识不断提升。因此，口腔微生物研究也亟需一种

可靠、可行、实用性高的口腔微生物组取样方法。本文介绍了口腔微生物的取样策略，

包括取样、运输、处理和储存。本文所涉及的材料和设备都是临床实践或实验室中常用

的。本文所述取样方法的可行性和可靠性已经过多项研究的验证。 
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文章亮点 

·口腔微生物组研究受到广泛关注，因此亟需一种安全可靠、可行性高、实用性强的口

腔微生物组取样方法。 

·口腔内主要菌群及取样部位包括唾液、龈上菌斑、龈下菌斑、种植体周黏膜下菌斑、

感染内根管菌斑、舌背、黏膜表面等。 

·本文介绍了口腔微生物组研究的具体取样方法，包括样品的采集、运输、样本处理和

储存。 

引言 

口腔是人体第二大微生物，仅次于肠道。口腔微生物群由细菌、真菌、病毒和原

生生物组成，其中细菌是主要组成部分。微生物在个体之间存在差异，而且在不同的

临床条件、微环境和其它影响因素下有所不同。它与口腔健康，甚至全身健康紧密相

关。多项研究已证实微生物是多种口腔疾病的病因，如牙周炎、龋病、黏膜炎。口腔

微生物还与一些全身疾病存在潜在联系，在糖尿病、心血管疾病、癌症、阿尔茨海默

病等其它全身疾病的发生发展中发挥着一定的作用。同时，口腔微生物也在一定程
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度上受到全身因素的影响。 

尽管口腔微生物已经被研究了几十年，现在仍然受到持续而广泛的关注。研究

技术的进步极大地提高了我们对口腔微生物组成、形态特征、功能和相互作用机制

的认识，让我们能够更好地探索口腔微生物群落的特征。例如，高通量测序可以探究

微生物群落的整体构成；荧光原位杂交（FISH）可以展现菌斑的空间结构；蛋白质

组学和代谢学有助于探究微生物的代谢物；实验室研究技术的进步有助于我们研究

微生物的功能和致病性。随着研究技术的发展，牙周炎、种植体周围炎、龋齿、黏膜

病等疾病的致病理论也在不断发生着变化。口腔微生物学的发展对口腔微生物群的

取样策略提出了更高的要求。 

口腔内每个微环境都有不同的微生物群落定植；因此，不同部位的样本可以提

供不同的位置信息。唾液的来源多种多样，浸没所有硬组织和软组织的表面，可以用

于研究多种口腔疾病以及一些全身疾病。在口腔软硬组织的表面，微生物以生物膜

的形式存在，在牙齿表面定植，形成牙菌斑。龈上牙菌斑可用于研究牙齿表面的微生

物菌群；龈下菌斑有助于探索牙周病的发病机制；种植体周黏膜下菌斑有助于探索

种植体周疾病的发病机制；根管菌斑可提供根管感染或根尖周感染的信息；口腔黏

膜上的标本有助于黏膜疾病的研究。 
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图 1. 主要取样位点。 

1. 唾液样本的采集 

唾液是一种富含多种物质的体液，包括水、矿物质、电解质、酶、细胞因子、免疫

球蛋白，以及脱落细胞、食物残渣和微生物等。健康的成年人每天产生 600-700 mL 的

唾液，它浸没所有口腔组织的表面，包括牙齿、牙龈、舌头、上颚和黏膜。唾液作为口

腔微生物群的“储库”，收集来自多个部位的微生物。反过来，唾液也能够将微生物转移

到这些微环境中。唾液是一种非侵入性并容易获得的样本，是一种口腔微生物组研究常

用的样本类型。 

唾液流量在白天有所波动，饮食和口腔卫生措施对唾液微生物群均有影响。唾液流

量在睡觉时减少，在早上醒来后逐渐增加。因此，建议在早上刷牙前或三餐之间采集唾

液样本。唾液样本的采集分为两种：非刺激性唾液和刺激性唾液。非刺激性唾液是在生

理条件下获得的，而刺激性唾液是在咀嚼刺激或味觉刺激后获得的。刺激性唾液最初用
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于评估唾液腺的功能。有报道称，刺激性唾液和非刺激性唾液的微生物组成存在差异。

考虑到刺激物质可能会对唾液微生物产生影响，一般建议非刺激性唾液用于口腔微生物

的研究。 

1.1 材料与设备 

无菌杯状容器；注射器；刺激物（口香糖、棉球、蜡、酸糖、柠檬酸或刺激视频）；

冰盒或干冰桶；无菌离心管；离心机；移液器；超低温冰箱。 

1.2 唾液采集 

收集非刺激性唾液有四种方法： 

方法一：让志愿者拿着无菌容器；静静地坐着，低着头，嘴巴微微张开，眼睛微微

睁开，头微微向前；避免吞咽，让唾液自然流进容器。 

方法二：让志愿者抬起头静坐，避免吞咽；将唾液聚集于口底，然后将其吐入容器

中。 

方法三：嘱患者坐在牙科椅上，张开嘴；用注射器吸掉积聚在口腔里的唾液。 

方法四：将无菌棉花或其他吸水材料放入口中吸取唾液；然后，把唾液挤进容器。 

收集 1 mL 非刺激性唾液通常需要 5-10 分钟。用吸水材料收集唾液应避免擦拭到黏

膜表面的菌斑。 

收集刺激性唾液有三种方法： 

方法一：让志愿者咀嚼刺激性物质，如石蜡、无味口香糖碱、棉球、橡皮筋等 30 s；

将积累的唾液吐入容器（咀嚼刺激）。 

方法二：将酸糖或 4%柠檬酸滴于舌背，等待 1 分钟；要求志愿者将积聚的唾液吐

入容器中（味觉刺激）。 

方法三：观看酸性食物的视频或想象一些酸性食物也有助于收集唾液；让志愿者将

唾液吐入容器（想象刺激）。 

收集 1 mL 刺激性唾液通常需要 1-5 分钟。 

1.3 样品运输及加工 

可将样品放入冰盒或干冰桶中转送至实验室（最好在 3 小时内）。将收集的唾液分

离到 1.5 mL 无菌离心管中，离心（10000g - 16000g， 4℃，15min）。取出上清液，留沉

淀作进一步检测。 

1.4 样品存储 
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最好尽快将样品送去后续检测分析。如不能立即分析，可在-80℃超低温冰箱中保存；

也可在-20℃临时保存一个月。要从细菌中获取 DNA，需在冷冻之前进行离心并形成细

菌团块；如果样品留作后续细菌培养，应加低温保护剂（如 80%甘油或 10-20%脱脂牛

奶）。 

 

图 2. 唾液取样过程。 

2. 龈上牙菌斑取样方法 

细菌在牙齿表面通过获得性膜定植，获得性膜主要由唾液蛋白和糖蛋白组成。龈上

牙菌斑是一个以生物膜的形式存在于牙齿上的生态系统，受多种因素的影响，包括食物、

咀嚼、肌肉活动、唾液冲洗和口腔卫生措施等。生物膜的形成和产酸微生物的积累是龋

病公认的病因。牙菌斑能够通过代谢碳水化合物产生酸，导致龋齿。链球菌已被确定为

龋齿的主要病原体，它可以通过产生酸和水溶性葡聚糖来诱发龋齿的。产酸菌的比例和

数量是影响龋病活性的核心因素。龈上微生物分析可为口腔健康研究提供依据。 

2.1 材料与设备 

配有镊子、探针和口镜的口腔检查盘；无菌棉棒或橡皮障；牙面菌斑的取样工具（无

菌探针、棉签或刮板）；龋洞内菌斑样本的取样工具（无菌探针、刮匙、挖匙、牙线或细

钢丝）；无菌离心管；缓冲液（RNA 保护试剂、TE 缓冲液、Tris-HCl、EDTA、生理盐

水、PBS 或双蒸馏水）；冰盒或干冰桶；离心机；移液器；超低温冰箱。 

2.2 样本采集 

取样过程是在牙科椅上进行的，采用无菌设备。在采集样本前，用纯净水漱口，清

除口腔内残留的食物残渣。 
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牙齿表面菌斑的采集：请志愿者张开口，取样前用无菌棉卷或橡皮障将取样部位与

唾液隔离。使用无菌探针、棉签或刮板从目标牙齿表面刮取菌斑样本。然后将样品转移

到 0.6 mL 无菌离心管中。也可以使用无菌小刷子或棉签采集牙菌斑，然后在准备好的

缓冲液中荡洗约 1 分钟，将牙菌斑洗脱。 

龋洞内菌斑的采集：龋洞内收集牙菌斑的工具取决于龋洞的位置和外形，通常使用

无菌探针和刮匙收集牙菌斑的咬合面和轴面；近端表面可使用无菌探针、牙线或细钢丝；

可使用无菌刮匙采集根面龋样本；无菌挖匙可用于柔软潮湿的窝洞。取样后，在准备好

的缓冲液中洗脱菌斑（洗脱约 1 分钟）。 

根据研究目的，收集菌斑的缓冲液可以是 RNA 保护试剂、TE 缓冲液、10 mM Tris-

HCl、1 mM EDTA、磷酸盐缓冲盐水（PBS）、生理盐水和双蒸馏水，这些缓冲液都能够

实现后续微生物组的保存和检测。RNA 保护试剂、TE 缓冲液、Tris-HCl 和 EDTA 均能

保护 RNA 和 DNA 不被裂解。PBS 缓冲液（pH=7.4）处理有利于上清液中蛋白、细胞因

子的后续分析；用双蒸馏水处理后允许后续小分子代谢物的检测。此外，多个指数牙的

混合样本可以用于研究患者水平的微生物组；具有相同临床条件的多个部位的混合样本

可用于研究相应的微生物组特征。 

2.3 样品运输及加工 

采集的样本可以用冰盒或干冰桶运输到实验室。将采集的样品离心（10000g - 16000g， 

4℃，15min），得到沉淀，用于进一步检测。 

2.4 样品存储 

尽快将样品送去后续检测分析。如不能立即分析，可在-80℃超低温冰箱中保存；也

可在-20℃临时保存一个月。要从细菌中获取 DNA，需在冷冻之前进行离心并形成细菌

团块；如果样品留作后续细菌培养，应加低温保护剂（如 80%甘油或 10-20%脱脂牛奶）。 
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图 3. 龈上牙菌斑取样过程。a.牙齿表面的龈上牙菌斑。b.龋坏组织中的牙菌斑。 

3.牙周龈下菌斑和种植体周黏膜下菌斑的取样方法 

龈下牙菌斑已被广泛认为是牙周炎发生的使动因素，菌斑的积累也被认为是种植体

周病的病因。基于相似的解剖结构和免疫学特征，牙周和种植体周病的致病机制相似。

牙周/种植体周围袋壁的炎症组织可能是全身感染的一个窗口。因此，对龈下和黏膜下微

生物群的研究有助于评价牙周病和种植体周病的关键致病因素，还可以促进我们对口腔

感染和全身状况之间关系的了解。 

3.1 材料与设备 

配有镊子、探针和口镜的口腔检查盘；无菌棉卷；无菌刮匙；纸条/纸尖；0.6 mL、

1.5 mL 无菌离心管；缓冲液（RNA 保护试剂、TE 缓冲液、Tris-HCl、EDTA、生理盐水、

PBS 或双蒸馏水）；冰盒或干冰桶；酒精灯；振荡仪；离心机；移液器；超低温冰箱。 

3.2 样本采集 

根据研究设计，可在位点水平、牙/种植体水平和患者水平采集样本。位点特异性标

本可提供局部组织的健康信息。牙齿/种植体水平的研究一般需要取样 1 - 6 个位点，取

样点通常选择在目标牙的颊侧近中和颊侧远中，这样可以尽量避免唾液污染。对于龈沟

较浅的牙齿或种植体，采集多个位点的样本有助于获得足够数量的微生物。患者水平的

研究需要集中几颗牙齿或种植体的样本。Ramfjord 指数牙被认为是评价牙周整体状况的

代表性牙位，Ramfjord 指数牙包括 16、21、24、36、41、44。如果指数牙已经脱落，可

以采集同一区域相邻的牙齿。 
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样本采集前，请志愿者漱口，以清除口中的食物残渣。用探针或刮板或小棉球刮除

龈上牙表面的牙石、食物残渣、菌斑和软垢后，用无菌棉在取样点周围隔离唾液。 

牙周龈下菌斑或种植体周黏膜下菌斑取样一般在牙科治疗椅上，使用无菌取样工具。

采集龈下菌斑和种植体周围黏膜下菌斑的常用方法有刮匙法（图 4a）和吸附法（纸条法，

图 4b），两者都是比较可靠的。刮匙法主要是收集附着在牙齿或种植体表面的附着菌斑；

而吸附法在收集牙周或种植体周袋内非附着性菌斑更具优势。 

刮匙法（菌斑法）：用无菌牙周刮匙刮取牙周袋内的龈下菌斑或种植体周围的黏膜

下菌斑，置于 0.6 mL 无菌离心管中，在冰盒或干冰桶中运输。 

吸附法（龈沟液法）：龈下/黏膜下菌斑取样时，推荐使用 2mm*10mm 滤纸条

（Whatman，英国）或 02 锥度 35#吸潮纸尖（GAPADENT，中国），尖端切除 0.5-1 cm。

滤纸条应使用无菌工具处理，取样前进行高压蒸汽灭菌并干燥。持吸收纸尖或滤纸条，

沿牙齿表面插入牙周袋，遇阻力坚持 30 s 后，放入 0.6 mL 无菌离心管中，接着放入冰

盒或干冰桶中运输。应将纸条或纸尖置于沟或袋的底部，以获得疾病进展前沿的菌斑。

对于袖口较紧的健康种植体周围组织，刮匙很难在不损伤黏膜的情况下插入。在这种情

况下，最好使用吸潮纸尖的吸附法，沿着牙龈或黏膜边缘小心地将吸潮纸尖插入沟或袋

内。 

3.3 样品处理 

采集的样本可以用冰盒或干冰桶运输到实验室。 

刮匙法：将采集的样品离心（10000g - 16000g， 4℃，15min），得到沉淀物，作进

一步检测。 

吸附法：用滤纸条或滤纸尖采集的样品需要用套管法处理。详细过程如下：100μL

缓冲溶液添加到 0.6 mL 离心管与无菌滤纸条或吸水纸尖样品中，在 4℃振动 30 - 60 分

钟，将 0.6 mL 离心管反过来，用烧红的针尖在中心的底部扎一个小孔（小于滤纸条或吸

水纸尖的直径）。将试管放入 1.5 mL 无菌试管中，对称离心（10000g - 16000g， 4℃，

15min）。将上清液轻轻吸走，放入另一离心管中保留，沉淀即可作为菌斑样品。样品需

要在加工前冷冻保存。 

3.4 样品存储 
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尽快将样品送去后续检测分析。如不能立即分析，可在-80℃超低温冰箱中保存；也

可在-20℃临时保存一个月。要从细菌中获取 DNA，需在冷冻之前进行离心并形成细菌

团块；如果样品留作后续细菌培养，应加低温保护剂（如 80%甘油或 10-20%脱脂牛奶）。 

 

图 4. 牙周龈下菌斑和种植体周黏膜下菌斑的取样过程。a.刮匙法。b.吸附法。 

4. 根管内菌斑取样方法 

细菌在根管内的定植可导致牙髓炎、根尖周炎，甚至骨髓炎。根管中微生物的状况

决定了炎症程度、临床症状及后续治疗效果。因此，清除感染根管内的细菌，防止牙根

管再感染是根管治疗保存牙齿的关键。对于长期和难治性感染或有全身感染扩散风险的

病例，建议根管取样进行微生物诊断。 

4.1 材料与设备 

配有镊子、探针和口镜的口腔检查盘；无菌棉棒或橡皮障；无菌刮匙；吸潮纸尖；

0.6 mL、1.5 mL 无菌离心管；缓冲液（RNA 保护试剂、TE 缓冲液、Tris-HCl、EDTA、

生理盐水、PBS 或双蒸馏水）；冰盒或干冰桶；酒精灯；离心机；移液器；超低温冰箱。 

4.2 样本采集 

感染根管内的菌斑标本通常采用无菌纸尖吸附取样法。如果有大量渗出物，也可以

用冲洗器吸取。以下操作是在牙科治疗椅上使用无菌设备进行的。取样前，先清除牙冠

上的食物残渣、牙石、牙菌斑及软垢，以免污染牙齿；用根管预备器切开根管壁，开放

入路。此外，样品的采集需要创造进入髓腔和根管的路径（避免过度冲洗造成菌斑破坏）。 
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使用无菌棉隔离取样区域。将无菌吸潮纸尖（根据根管的锥度和厚度选择吸潮纸尖）

插入根管，停留 30 s。取出后放入 0.6 mL 无菌离心管中，放入冰盒或干冰桶中运输。纸

条的尖端是湿的，这可能表明样品采集是成功的。如果根管干燥，纸尖难以吸收牙菌斑，

可以注射一些无菌溶液（如生理盐水或双蒸馏水），然后用注射器或纸尖提取根管内的

液体。 

4.3 样品处理 

采集的样本可以用冰盒或干冰桶运输到实验室。 

用纸条或滤纸尖采集的样品需要用套管法处理。详细过程如下：100μL 缓冲溶液添

加到 0.6 mL 离心管与无菌滤纸条或吸水纸尖样品中，在 4℃振动 30 - 60 分钟，将 0.6 

mL 离心管反过来，用烧红的针尖在中心的底部扎一个小孔（小于滤纸条或吸水纸尖的

直径）。将试管放入 1.5 mL 无菌试管中，对称离心（10000g - 16000g， 4℃，15min）。

将上清液轻轻吸走，放入另一离心管中保留，沉淀即可作为菌斑样品。样品需要在加工

前冷冻保存。 

4.4 样品存储 

尽快将样品送去后续检测分析。如不能立即分析，可在-80℃超低温冰箱中保存；也

可在-20℃临时保存一个月。要从细菌中获取 DNA，需在冷冻之前进行离心并形成细菌

团块；如果样品留作后续细菌培养，应加低温保护剂（如 80%甘油或 10-20%脱脂牛奶）。 

 

图 5. 根管内菌斑的取样过程。 

5. 口腔黏膜表面菌斑的取样方法 

口腔黏膜是口腔内的复层鳞状上皮，主要分为咀嚼黏膜、被覆黏膜和特殊黏膜。健

康的上皮细胞由于肌肉运动和唾液冲刷只在其上形成薄层状生物膜，而溃疡或病变的黏

膜上通常有许多微生物聚集并渗入组织。舌背上皮表面有丰富的乳头，为微生物的定植

和繁殖提供了良好的微环境。口腔黏膜除舌背外，还包括口底黏膜、舌外侧和舌腹、颊



 11 

黏膜、硬腭、软腭、牙龈和扁桃体等软组织表面。黏膜上的微生物与黏膜的健康和疾病

密切相关。口臭、疱疹龈口炎、手足口病和口腔念珠菌病是由病原微生物引起的，包括

细菌、病毒和真菌。黏膜微生物组分析还可以辅助一些有口腔表现的全身感染的诊断和

评价，如口腔结核、梅毒等。 

5.1 材料与设备 

配有镊子、探针和口镜的口腔检查盘；无菌棉签、毛刷或棉条；0.6 mL、1.5 mL 无

菌离心管；缓冲液（RNA 保护试剂、TE 缓冲液、Tris-HCl、EDTA、生理盐水、PBS 或

双蒸馏水）；冰盒或干冰桶；离心机；移液器；超低温冰箱。 

5.2 样品采集和运输 

口腔黏膜的取样部位主要包括舌背、颊黏膜和上颚。在取样前，应先用纯净水漱口，

清除口腔内的食物残渣。 

舌背：请志愿者略微张开自己的嘴和扩展他们的舌头，用无菌刷子刷从一边到另一

边的覆瓦状的舌头，切断与菌斑的刷头，并置于无菌管中。也可使用无菌刮板和棉签收

集舌背上的菌斑。 

其他口腔黏膜（被覆黏膜、咀嚼黏膜）：用无菌棒或棉签刮取黏膜表面菌斑，放入无

菌管中，用缓冲液在管中反复荡洗。将样品置于冰盒或干冰桶内运输。 

5.3 样品处理 

加入新准备的缓冲溶液。将小刷子在缓冲液中荡洗，低温（10000 g- 16000g，4℃，

15 min）离心，轻轻吸收弃上清，得到沉淀作为菌斑样品。 

5.4 样品存储 

尽快将样品送去后续检测分析。如不能立即分析，可在-80℃超低温冰箱中保存；也

可在-20℃临时保存一个月。要从细菌中获取 DNA，需在冷冻之前进行离心并形成细菌

团块；如果样品留作后续细菌培养，应加低温保护剂（如 80%甘油或 10-20%脱脂牛奶）。 
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图 6. 口腔黏膜表面菌斑的取样过程。a.用无菌刷、刮板或棉签对舌背菌斑进行取样。

b.用无菌棒或棉签从其它黏膜表面取样。 

6. 其他位点的取样方法 

口腔内有潴留、积液和脓肿，可能是感染的结果。这些部位可根据数量和位置使用

无菌注射器或无菌纸条进行取样，有时可能需要手术来创建取样入路。 

总结 

取样工作可由牙医、牙科保健师或训练过的研究人员进行。样本采集最重要的是避

免伤害志愿者。在收集牙周龈下菌斑和种植体周黏膜下菌斑时，牙龈特别容易受伤。另

一个关键点是避免对取样部位邻近菌群的污染。收集牙周龈下菌斑、种植体周黏膜下菌

斑、根管内菌斑时，可能会因牙龈紧窄被龈上牙菌斑污染；唾液也很容易被黏膜表面的

菌斑污染。 

在口腔内常规定植的微生物可以作为个体的特征性指纹，可以在一定程度上反映个

体特征。另一方面，口腔是一个复杂的、不断变化的环境，同时也受到各种全身因素和

外部因素的影响。因此，只有实时取样分析才能了解口腔微生物群落准确的动态信息。

微生物组的特征受多种因素的影响，如年龄、性别、昼夜节律、饮食、吸烟、生理状况、

口腔卫生措施和服用药物等。因此，研究者应密切关注影响因素，根据研究目的选择合

适的取样方式。 
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