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高通量测序技术在口腔疾病中的应用进展

谷小杰 　 毕良佳

摘 　 要 　 高通量测序技术即下一代测序技术(next generation sequencing,NGS)或深度测序,广泛应用于全基因组和转录组的

测序、基因组修饰的鉴定和蛋白质相互作用的分析。 高通量测序技术不仅可以全面认识口腔微生物群落在健康和疾病状态下的

特征,而且可以认识某种口腔微生物的生物功能及其在群落中的作用。 对患者健康和患病细胞的基因组、外显子或转录组高通

量测序的见解已经能够改善许多口腔疾病的诊断分类、预测和治疗选择。 目前高通量测序技术在口腔疾病研究中应用广泛,本
文将从高通量测序技术平台的发展及高通量测序技术在龋病、牙周病、口腔鳞状细胞癌和其他口腔疾病中的应用进行综述。
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　 　 口腔作为人体“门户”,有高度多样性、独特性的

微生物群落,口腔微生物之间的物理、化学相互作用

和口腔微生物和宿主之间的相互作用的失衡会导致

口腔及全身疾病的发生。 口腔疾病的发生常伴随着

某种特征致病微生物的比例上升,因此不仅需要全面

认识口腔微生物群落在健康和疾病状态下的特征,还
需了解某种口腔微生物的生物功能及其在群落中的

作用。 高通量测序技术是目前最常用的不依赖于培

养技术的分析微生物群落组成和功能的分子生物学

方法,能够直接和全面地分析微生物的基因序列。 高

通量测序技术不仅能深入研究口腔微生物与口腔疾

病的关系,而且从根本上改变了人们对人类健康和疾

病背后的遗传学和表观遗传学分子基础的理解。 对

患者健康和患病细胞的基因组、外显子或转录组进行

测序的见解已经能够改善许多口腔疾病的诊断分类、
预测和治疗选择。 本文就高通量测序技术平台的发

展及高通量测序技术在口腔疾病研究中的应用进行

讨论。
一、高通量测序技术

1. 高通量测序技术概述:高通量测序技术又名下

一代测序技术( next generation sequencing,NGS)或深

度测序,其特征是大规模平行测序,同时进行数百万

到数十亿个独立测序反应。 相较于第 1 代测序 San-
ger 测序技术,具有节省时间、低成本、高通量和高精

确的特点。 高通量测序可分为靶向测序、全基因组测

序( whole genome sequencing,WGS) 和转录组测序。
靶向测序中包括靶向扩增子测序和全外显子组测序

(whole exome sequencing,WES),靶向扩增子测序聚

焦于单个或者多个目标基因,例如鉴定细菌的 16S
rRNA 基因、真菌的 18S rRNA 基因及内部转录间隔

区( internal transcribed spacer,ITS)。
2. 高通量测序技术平台及应用进展:大部分短读

第 2 代测序平台采用合成测序( sequencing by synthe-
sis, SBS ), 但 不 同 平 台 的 核 心 技 术 有 所 区 别。
Roche454 焦磷酸测序是最早出现的第 2 代测序系

统,原理是酶联化学发光反应,通过检测 DNA 合成反

应时释放的焦磷酸来读取碱基信息,该技术以实现

100 倍的产量增加而使第 1 代技术发生了革命性的

变化,因其成本较高,目前其配套的测序仪已停产。
Illumina 测序是第 2 代测序市场的主流平台,其

核心技术为桥式 PCR 和可逆终止子技术。 Illumina
目前有 4 个台式平台和两个大规模平台,台式测序仪

( iSeq、MiniSeq、MiSeq 和 NextSeq)适用于规模较小的

实验,例如细菌基因组分析、转录组分析及 WES,大
规模测序平台主要适用于 WES 和 WGS。 Illumina 测

序的优点是高输出、高精度、低成本、应用多样性、跨
平台兼容性能优以及文库制备的多样性。

美国 Life Technologies 公司推出的 IonTorrent 离

子半导体测序将合成测序与大量平行微孔阵列匹配,
每个微孔阵列都有专用传感器,将核苷酸序列直接转

换为半导体芯片上的数字信息。 其配套测序仪 Ion-
PGM 是目前市场上最便宜的测序仪,近年来推出的

Ion GeneStudio S5 系列测序仪改变了仪器盒和试剂,
文库制备更容易,运行时间更短 [1] 。 主要应用于靶
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向测序、外显子测序、转录组测序、小基因组测序、液
体活检及染色质免疫沉淀测序。

第 3 代长读测序平台克服了第 2 代测序平台处

理复杂、无法解析重复 / 较大基因序列、GC 偏好性等

缺点,无需 PCR 扩增,进行超长读长测序 [2] 。 美国

PacBio 公司开发的单分子实时测序 ( single molecule
real - time,SMART) 是第一个流行的第 3 代测序技

术,采用边合成边测序的策略,技术核心是零模波导

孔( zero mode waveguide,ZMW)。 单分子实时测序省

去了克隆扩增步骤,与第 2 代测序技术比较,具有文

库制备时间短、运行速度快、长读长测序等优点。 随

着平台的更新和进步,错误率已从 13% 降至 3% 。 主

要应用于 WGS、靶向测序、全长 mRNA 测序、复杂群

体测序及表观遗传检测。
另一个代表性的第 3 代测序技术是纳米孔单分

子测序技术( oxford nanopore technologies,ONT)。 这

项技术检测每个碱基通过纳米孔时的特征电流变化,
得到碱基测序 [3] 。 纳米孔不仅可以直接进行 DNA 测

序,还可以直接测序 RNA 和蛋白质。 但是其错误率

极高,达 15% ,仍需要进一步改进。
二、高通量测序在口腔疾病中的应用

1. 龋病:龋病是多种微生物和饮食依赖性疾病,
其特征是随着时间的推移形成产酸生物膜或牙菌斑,
导致釉质表面脱矿,最终在临床上出现龋洞的慢性破

坏性疾病。 在龋病病因学方面,随着高通量技术的发

展,测序分析已经鉴定出与体内龋病发展不同阶段密

切相关的微生物。 现代生态学观点认为,产酸和耐酸

物种聚集,导致环境酸化,低 pH 值趋使口腔微生态

失衡,最终导致龋病、牙周炎等感染性疾病的发展。
Xiao 等 [4] 应用 454 焦磷酸技术对细菌 16S rDNA 序

列 V1 ~ V3 高变区扩增测序,共对 160 例健康和不同

程度龋病患者的龈上菌斑采样,检测到 122 个属,453
种独立微生物。 健康人群龈上菌斑的微生物多样性

高于龋病患者,随着龋病程度加重,多样性逐渐降低,
产酸菌导致 pH 值逐渐下降。 最近的测序分析发现,
在未检测到变异链球菌的龋病患者中,发现一组产酸

和耐酸菌与龋病高度相关 [5] 。 对晚期牙本质龋的

454 焦磷酸测序结果表明,牙本质龋中乳杆菌属、普
氏菌属、阿托波菌属、奥尔森菌属、放线菌属丰度较

高,龋病进展相关菌种在 pH 值梯度上选择性聚集。
高通量技术大样本追踪,纵向研究龋病进程中的微生

物群落组成和结构变化,对龋病相关致龋菌有更深刻

的认识。

在龋病诊断方面,Teng 等 [6] 追踪研究了 50 例 4
岁儿童两年的菌斑和唾液微生物群并进行 454 焦磷

酸测序,发现普雷沃菌是低龄儿童龋的主要预测因

子,并且提出了一个龋齿的微生物指标预测模型,作
为预测未来龋齿发病的方法。 在龋病治疗方面,依据

低 pH 值条件下,产酸菌及耐酸菌不断作用导致矿物

质流失的病因学理念。 Liang 等 [7] 设计了一款添加叔

胺(TA)改良的树脂黏接剂 TA@ RAs,它可以响应脱

矿 - 再矿化的临界 pH 值,通过 TAs 的质子化和去质

子化作用获得可逆的抗菌效应。 Liang 等 [7] 又采用高

通量基因测序分析显示,TA@ RAs 能增加唾液生物

膜的多样性,表明新型材料有助于调节微生物群向健

康稳态方向发展。
2. 牙周病:牙周病是口腔复杂微生物稳态失衡与

宿主免疫反应相互作用的慢性炎症性疾病,特征是牙

周软组织炎症和硬组织丧失。 高通量测序技术可以

深入研究健康与不同疾病状态下的口腔微生物群落

组成和结构,鉴定牙周相关致病菌群。 对牙周病患者

和健康患者龈下微生物的测序发现,慢性牙周炎和侵

袭性牙周炎与龈下微生物的较高 α 多样性和均匀度

有关。 在门水平上,牙周炎优势菌门为拟杆菌门、梭
杆菌门、互养菌门和螺旋体门 [8] 。 拟杆菌门、螺旋体

门、互养菌门在广泛性侵袭性牙周炎患者龈下菌斑中

占主导地位 [9] 。 Saccharibacteria(TM7)门与牙龈炎关

联性最强 [10] 。 在属水平上,普氏菌属、卟啉单胞菌属

和密螺旋体属等是牙周炎的优势菌属 [11] ;链球菌属、
嗜血杆菌属、纤毛菌属与牙龈炎高度相关 [8] 。 高通

量测序不仅能够认识微生物群落组成结构,同时能探

究微生物代谢途径、功能基因。 许多功能基因和代谢

途径在牙周病菌群中过度表达,主要参与细菌趋化、鞭
毛组装和毒素合成。 有研究者应用高通量测序技术与

转座子插入诱变技术相结合的转座子测序技术(transpo-
son sequencing,Tn - seq)鉴定牙龈卟啉单胞菌必须基因

和毒力基因,这有助于确定特异性治疗靶点[12] 。
高通量测序技术可以动态分析疾病发展过程中

与疾病治疗前后的微生物群落变化,有利于制定有效

的预防和治疗策略。 牙周炎患者龈下菌斑微生物群

落存在生物多样性及差异,与探诊深度有关。 Shi
等 [13] 比较分析健康人群、慢性牙周炎和侵袭性牙周

炎不同位点龈下微生物组成,结果表明某些细菌与牙

周袋深度呈线性相关。 慢性牙周炎中支原体、产险菌

属、消化链球菌等和牙周袋深度呈正相关,侵袭性牙

周炎中棒状杆菌和克雷伯菌和牙周袋深度呈正相关。
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杨万娟等 [14] 证实牙周基础治疗可以改变广泛性侵袭

性牙周炎和重度慢性牙周炎患者龈下菌群的组成和

结构,降低群落多样性,群落功能预测降低氨基酸代

谢、甲烷代谢和肽酶等群落功能。
高通量测序技术可以进行大规模基因组测序,精

准确定基因表达谱,鉴定牙周易感基因,鉴定和验证

牙周诊断的生物学标志物。 Kim 等 [15] 采用深度测序

法对健康人和牙周炎患者的 10 个牙龈组织的 RNA
进行分析,共检出牙周炎组织中 400 个上调基因,主要

包括防御 / 免疫蛋白、受体、蛋白酶和信号分子基因,牙
周炎 62 个下调的基因主要是细胞骨架蛋白和结构蛋

白基因,这为牙周炎的发病机制提供了新的见解。
3. 口腔鳞状细胞癌:口腔鳞状细胞癌( oral squa-

mous cell carcinoma,OSCC)是最常见的头颈部恶性肿

瘤之一。 单一病原体仍无法解释与微生物群相关的

致癌条件的复杂性,共生微生物群对肿瘤的发生和发

展有更广泛的影响。 当前研究结果表明,OSCC 肿瘤

组织内优势菌属为二氧化碳噬纤维菌属、梭杆菌属、
卟啉单胞菌属等 [16 ~ 18] 。 OSCC 唾液中富集菌属多为

链球菌属、普氏菌属、韦荣菌属等 [19, 20] 。 虽然现有测

序结果物种组成有差异,但是都观察到炎症相关的微

生物丰度增加,包括铜绿假单胞菌、牙龈卟啉单胞菌、
具核梭杆菌等,进一步基因功能预测表明,与脂多糖、
肽酶合成相关等促炎性细胞因子基因表达显著增加。
值得注意的是,具核酸杆菌和牙龈卟啉单胞菌等牙周

病病原体与 OSCC 高度相关,体外动物实验研究证实

牙龈卟啉单胞菌和具核梭杆菌具有致癌性,牙周炎已

经被视为是口腔癌的危险因素。 Perera 等 [21] 应用 Il-
lumina 测序平台揭示了一种与 OSCC 相关的异常真

菌群,其特征是物种多样性较低,白色念珠菌相对丰

度增加。 高通量测序技术描述口腔癌相关口腔微生

物群特征作出了重大贡献,口腔微生物群落的改变可

作为预测 OSCC 病的诊断工具,具有潜在的应用价

值。 Lee 等 [22] 比较健康、上皮癌前病变、口腔鳞癌患

者的唾液样本,芽胞杆菌属、肠球菌属、细小球菌属、
消化链球菌属和斯莱克菌属等 5 个属在上皮癌前病变

组和癌症组之间比较,差异无统计学意义,可作为诊断

口腔癌,尤其是上皮癌前病变 - 癌症转变的标志物。
高通量测序技术能够大规模、高精确快速检测

OSCC 全基因组、转录组,研究分析 OSCC 基因变化,
从而为 OSCC 发生机制的研究和早期诊断和治疗提

供基础。 Su 等 [23] 将 120 个 OSCC 样本进行了全外显

子组测序,并对其中 2 个样本进行全基因组测序,揭

示了反映病因和预后相关性的口腔鳞状细胞癌分子

亚群,确定了口腔鳞癌基因组编码区突变情况。 某些

基因的突变可驱动癌症的进展,基于高通量测序的癌

症驱动基因突变分析有助于研究癌症进展过程。
Al - hebshi 等 [24] 鉴定出 20 个 OSCC 的候选新驱动基

因以及驱动途径,为 OSCC 的遗传异质性提供了进一

步的证据。
高通量测序可以鉴别与诊断和预后相关的生物

学标志物,选择合适的药物靶点,设计个体化治疗方

案,实现“精确医学”。 循环 miRNA 是诊断和评估疾

病进展和转移的理想生物学标志物,Chang 等 [25] 对

正常、白斑和 OSCC 患者的血浆应用高通量测序进行

检测,筛选各组间表达差异的 miRNA,发现 miR -
423 - 5p 和 miR - 222 - 3p 在口腔癌组织中显著过表

达,参与多种癌症通路,3 个 miRNA(miR - 222 - 3p、
miR - 150 - 5p 和 miR - 423 - 5p)有助于监测从口腔

白斑到 OSCC 的恶性进展,并作为早期发现口腔癌的

潜在生物学标志物。 Padhi 等 [26] 筛选出 104 例 OSCC
患者,运用高通量测序技术和比较基因组再交研究复

发性 OSCC 和非复发性 OSCC 患者 CDKN2A / p16 的

表达水平。 发现与非复发性肿瘤比较,复发性肿瘤中

CDKN2A / p16 的下调大于 5 倍,CDKN2A / p16 表达缺

失的复发病例预后差,生存率低。
4. 其他口腔疾病:复发性阿弗他口炎 ( recurrent

aphthous stomatitis,RAS)是普通人群中最常见的口腔

黏膜疾病,以浅圆形溃疡为特征。 幽门螺杆菌被认为

与 RAS 相关,但仍存在很多争议。 Kim 等 [27] 使用高

通量测序技术证明了 RAS 与口腔唾液及黏膜微生物

菌群失调相关,并发现唾液链球菌的减少和约氏不动

杆菌的增加与 RAS 风险相关。 Yang 等 [28] 对 24 例患

者正常口腔黏膜和口腔溃疡的细菌标本进行高通量

测序分析,认为 RAS 的发生与大肠杆菌和 Alloprevo-
tella 的增加以及链球菌的减少显著相关。

牙髓感染的治疗主要是应用根管治疗对根管系

统进行局部消毒,消除感染源,抗菌药物可作为控制

急性感染的辅助措施。 Moraes 等 [29] 评价抗生素对急

性原发性牙髓炎患者口腔环境细菌群落多样性、结构

和代谢途径的影响,发现预先使用抗生素患者的牙髓

腔微生物代谢途径发生了改变,需要进一步研究确定

先前接触抗生素是否会引起牙髓腔细菌毒力特性的

表达从而影响治疗的疗效。
三、展 　 　 望

在过去 10 年中,高通量测序的投资和运行成本
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已大幅下降,高通量测序技术广泛应用于口腔疾病研

究的各个领域。 高通量测序技术对理解口腔疾病的

分子基础、常见病和罕见病的诊断以及再生疗法的发

展有深远的影响,对疾病的早期诊断和个性化治疗提

供了基础,对实现“精确医学”有着巨大的临床意义,
此外其作为一种明确的病原体鉴定和宏基因组分析

的技术手段具有前所未有的前景。 高通量测序技术

平台仍在不断更新和发展,未来需要进一步提高精确

度、运行时间,并降低成本,以满足临床应用的需要。
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