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基础治疗对重度牙周炎患者龈沟液内中性粒细胞

胞外诱捕网形成的影响研究

付岚清  郝新宇  钱文博  孙颖

南京医科大学附属口腔医院牙周病科  口腔疾病研究与防治国家级重点实验室培育建设点

江苏省口腔转化医学工程研究中心，南京 210029

[摘要]  目的　探讨基础治疗对重度牙周炎患者龈沟液 （GCF） 内中性粒细胞胞外诱捕网 （NETs） 水平的影

响，并分析影响 NETs 形成的因素。方法　纳入Ⅲ~Ⅳ期牙周炎患者 31 例，初诊及基础治疗后 6~8 周，记录牙周

临床指标菌斑指数 （PLI）、牙龈指数 （GI）、探诊深度 （PD） 和临床附着丧失 （CAL），采用免疫荧光技术检测

GCF 内 NETs 水平，实时荧光定量聚合酶链式反应 （qPCR） 检测龈下非附着菌斑中总菌、牙龈卟啉单胞菌 （P. 

gingivalis）、伴放线菌团聚杆菌 （A. actinomycetemcomitans） 和中间普雷沃菌 （P. intermedia） 数量，酶联免疫吸

附试验检测 GCF 中肿瘤坏死因子-α （TNF-α） 和白细胞介素-8 （IL-8） 水平，并分析 NETs 水平与上述指标的相

关性。结果　基础治疗后，GCF 内 NETs 水平，PLI、GI、PD、CAL 等牙周临床指标，总菌、P. gingivalis、A. ac‐

tinomycetemcomitans 及 P. intermedia 数量，IL-8 及 TNF-α 水平均显著下降 （P<0.05）。GCF 内 NETs 水平与 PLI、

GI、PD、CAL、TNF-α、IL-8 水平，总菌和 P. gingivalis 数量存在高度正相关性 （P<

0.05）。结论　基础治疗能降低重度牙周炎患者 GCF 中的 NETs 水平，后者的形成可

能与 P. gingivalis 数量和 GCF 中 TNF-α、IL-8 水平相关。
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[Abstract]  Objective　This study aimed to observe the effects of initial periodontal therapy on the level of neutrophil 

extracellular traps (NETs) in gingival crevicular fluid (GCF) of patients with severe periodontitis and to analyze the fac‐

tors related to the formation of NETs. Methods　Thirty-one patients with stage Ⅲ−Ⅳ periodontitis were recruited. Clini‐

cal periodontal parameters, including plaque index (PLI), 

gingival index (GI), probing depth (PD), and clinical atta-

chment loss (CAL), were recorded before and 6−8 weeks 

after initial periodontal therapy. Levels of NETs in GCF 

were detected by immunofluorescence staining. Quanti‐

ties of total bacteria, Porphyromonas gingivalis (P. gingi‐
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valis), Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actionomycetemcomitans) and Prevotella intermedia (P. intermedia) 

in unattached subgingival plaque were determined by real-time quantitative PCR, and levels of tumor necrosis factor-α 

(TNF-α) and interleukin-8 (IL-8) in GCF were explored by enzyme-linked immunosorbent assay. In addition, the correla‐

tions between the level of NETs and the above indicators were analyzed. Results　After initial periodontal therapy, the 

level of NETs in GCF, PLI, GI, PD, and CAL; quantities of total bacteria, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, and P. 

itermedia; and levels of IL-8 and TNF-α significantly decreased (P<0.05). We observed strong positive correlations be‐

tween the level of NETs and PLI, GI, PD, CAL, the amount of total bacteria, P. gingivalis, TNF-α, and IL-8 (P<0.05). 

Conclusion　Initial periodontal therapy might decrease the level of NETs in GCF from patients with severe periodonti‐

tis, which might be positively correlated with the quantities of P. gingivalis and the levels of TNF-α and IL-8 in GCF.

[Key words]  periodontitis; initial periodontal therapy; gingival crevicular fluid; neutrophil extracellular trap

牙周炎是一种微生物相关，宿主介导并导致

牙周附着丧失的炎症[1]。牙周支持组织破坏是包

括牙龈卟啉单胞菌 （Porphyromonas gingivalis，P. 

gingivalis）、伴放线菌团聚杆菌 （Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans，A. actinomycetemcomitans）

和中间普雷沃菌 （Prevotella intermedia，P. inter‐

media） 在内的牙周致病菌的直接破坏和宿主的免

疫损伤共同作用的结果。中性粒细胞是抵御牙周

致病菌入侵的重要防线，其过度活化在牙周免疫

破坏中发挥了重要作用[2]。

2004 年，Brinkmann 等[3]发现了一种新的杀菌

方式，即中性粒细胞胞外诱捕网 （neutrophil extra‐

cellular traps，NETs），它是一种以 DNA 为骨架，

镶嵌弹性蛋白酶、髓过氧化物酶 （myeloperoxida-

se，MPO）、组织蛋白酶 G 等多种抗菌颗粒蛋白的

胞外纤维网状结构，可捕获并杀死入侵致病微生

物。NETs 参与了牙周炎的发生发展过程。Jiang

等[4]在龈上菌斑生物膜中检测到了 NETs，Vitkov

等[5]通过扫描电镜观察证实牙周炎患者的龈沟液

（gingival crevicular fluid，GCF） 中存在NETs。Ma-

gán-Fernández 等[6]在牙周炎患者和龈炎患者的牙龈

组织中均检测到了 NETs，并发现龈炎患者的 NETs

数量更多，可能与炎症急性期有关。龈沟/牙周袋

是中性粒细胞抵御牙周致病菌入侵的前沿，其内

的 NETs 可直接捕获，并清除入侵致病微生物，控

制牙周感染，与牙周免疫炎症反应的关系更为密

切[7]。目前，关于牙周炎患者 GCF 中 NETs 水平的

研究仍不充分。

本研究拟观察牙周基础治疗前后，Ⅲ~Ⅳ期牙

周炎患者 GCF 中 NETs 水平的变化，并评估后者与

牙周临床指标、龈下菌斑中 P. gingivalis、A. acti‐

nomycetemcomitans、P. intermedia 等牙周致病菌数

量，以及 GCF 肿瘤坏死因子 α （tumor necrosis fac‐

tor-α，TNF-α）、白细胞介素-8 （interleukin-8，IL-

8） 水平的相关性，以明确基础治疗对 GCF中 NETs

形成的影响以及与 NETs 水平相关的临床与微生物

学因素。

1  材料和方法

1.1  主要仪器和试剂

标准菌株 P. gingivalis ATCC 33277、A. actino‐

mycetemcomitans ATCC 29523 和 P. intermedia AT-

CC 25611 由口腔疾病研究与防治国家级重点实验

室培育建设点保种并提供。脑心浸液 （brain heart 

infusion，BHI） 培养基 （Gibco Life Sciences 公司，

美国），DNA提取试剂盒及PCR反应相关试剂（Ta-

KaRa Biotechnology 公司，日本），TaqMan 探针及

PCR 引物 （南京骥骜生物技术有限公司），IL-8、

TNF-α 酶 联 免 疫 吸 附 试 验 （enzyme-linked immu-

nosorbent assay，ELISA） 试剂盒 （上海爱必信生

物科技有限公司），抗 MPO 抗体 （Abcam Plc 公

司 ， 美 国）， ACLAR （Honeywell International 公

司，美国）。

1.2  样本纳入

本研究经南京医科大学附属口腔医院伦理委

员会批准 （批准号：PJ 2022-176-001），并取得所

有纳入者知情同意。纳入 2022 年 5 月—2023 年 12

月于南京医科大学附属口腔医院牙周病科就诊的

Ⅲ~Ⅳ期牙周炎患者 31 例。牙周炎诊断标准依据

2018 年牙周病和植体周病国际新分类，具体如下：

1） 口内留存牙≥20 颗；2） 6 个月内未行牙周治疗；

3） 3 个月内未服用非甾体类抗炎药或抗生素；4）

没有与牙周炎相关的系统性疾病，如糖尿病、高

血压、类风湿性关节炎等；5） 不在正畸治疗期

间；6） 无吸烟史；7） 非妊娠或哺乳期妇女。采

样牙纳入标准为：1） PD≥5 mm；2） 无龋齿或牙

颈部非龋性缺损；3） 无冠修复体或充填体；4） 邻
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牙及采样牙无扭转、错位。

1.3  临床检查

初诊时，记录性别、年龄等一般信息，拍摄

全口曲面体层片。初诊及基础治疗后 6~8 周，进行

全口牙周检查，记录牙周临床指标，包括菌斑指

数 （plaque index， PLI）、 牙 龈 指 数 （gingival in‐

dex，GI）、探诊深度 （probing depth，PD） 和临床

附着丧失 （clinical attachment loss，CAL)。所有受

试者接受牙周基础治疗，包括口腔卫生指导、龈

上洁治、龈下刮治及根面平整。PLI 根据牙面菌斑

的厚度记分而不根据菌斑覆盖面积记分：0=龈缘

区无菌斑；1=龈缘区的牙面有薄的菌斑，但视诊

不可见，若用探针尖的侧面可刮出菌斑；2=在龈

缘或邻面可见中等量菌斑；3=龈沟内或龈缘区及

邻面有大量菌斑。GI：0=牙龈健康；1=牙龈轻度

炎症：牙龈的色有轻度改变并轻度水肿，探诊不

出血；2=牙龈中等炎症：牙龈色红，水肿光亮，

探诊出血；3=牙龈严重炎症：牙龈明显红肿或有

溃疡，并有自动出血倾向。

1.4  样本收集

初诊及基础治疗后 6~8 周，采集龈沟内 NETs，

方法[8]如下：将预涂聚 d-赖氨酸的 ACLAR 膜裁剪

为 1.5 mm×15 mm。选取牙周袋宽而深的 2 个位点

采集 NETs。采样前，棉卷隔湿采样区域，去除大

块龈上牙石，将 ACLAR 条带插入牙周袋底，直至

感觉轻微阻力，放置 30 s 取出，置于 4% 多聚甲醛

中，4 ℃保存备用。在全口余留位点中，纸捻法

采集 PD≥5 mm 的 18 个位点的龈下非附着菌斑及

GCF，−80 ℃保存备用。

1.5  GCF 中 NETs 的免疫荧光检测

将ACLAR 膜用4%多聚甲醛固定20 min，0.5% 

TritonX-100 透化 20 min；2%BSA 封闭 30 min；加

入抗人 MPO 抗体 （1∶300），4 ℃孵育过夜，加

入 Alexa Fluor 488 标记的山羊抗兔荧光二抗 （1∶

100），室温避光孵育 2~3 h，加入 DAPI 染色液，

避光孵育 2 min，加入抗荧光猝灭剂后，荧光显微

镜下观察 NETs 结构，随机挑选 5 个视野，计算每

个视野中形成 NETs 的细胞占视野内总细胞数的百

分比。

1.6  总菌、P. gingivalis、A. actinomycetemcomitans

和 P. intermedia 数量的检测

将对数生长期的 P. gingivalis ATCC 33277、A. 

actinomycetemcomitans ATCC 29523 和 P. interme‐

dia ATCC 25611 接种至 BHI 液体培养基中增菌 24~

72 h，收集 （1.0~5.0） ×109 CFU 细菌，提取 16S 

rDNA，用于实时荧光定量聚合酶链式反应 （real-

time quantitative polymerase chain reaction，qPCR）

标准曲线制备。从龈下非附着菌斑样本中提取

16S rDNA，采用 TaqMan 探针法定量总菌、P. gin‐

givalis、A. actinomycetemcomitans 和 P. intermedia

数量。qPCR 反应过程如下：95 ℃、30 s 预变性；

95 ℃、5 s；60 ℃、30 s；50 ℃冷却 30 s，共 40 个

循环。所用探针和引物序列见表 1。

1.7  TNF-α 与 IL-8 的测定

GCF 样本复温后，根据 ELISA 试剂盒检测说

明书，加入 300 μL 样本稀释液，12 000 r/min 4 ℃

离心 15 min，取上清液，检测 450 nm 波长下 OD

值，计算样本中 TNF-α 和 IL-8 水平。

1.8  统计学分析

采用 SPSS 24.0 软件进行统计分析。qPCR 结

果对数转换后进行统计，计量数据以 x̄±s 表示。采

用配对 t 检验比较治疗前后各指标的差异。采用

Spearman 相关性分析，分析 GCF 中的 NETs 水平和

牙周临床指标、牙周致病菌数量以及 TNF-α、IL-8

水平的相关性。P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  基础治疗前后牙周临床指标的变化

本研究共纳入 31 例Ⅲ~Ⅳ期牙周炎患者，平均

年龄 38.9 岁，其中男性 18 例，女性 13 例。牙周基

础治疗后，采样牙牙周临床指标 PLI、GI、PD 和

CAL 均比治疗前显著下降 （P<0.05，表 2）。

2.2  GCF 内 NETs 水平的变化

免疫荧光染色可见胞外 DNA 纤维网状结构

（蓝色），MPO 阳性染色蛋白镶嵌其中 （绿色），表

明 NETs 形成 （图 1A）。治疗前形成的 NETs 数量

更多，NETs 形成细胞百分比由治疗前的 54.10% 降

为治疗后的 17.51% （P<0.01，图 1B）。

2.3  龈下非附着菌斑中的总菌、P. gingivalis、A. 

actinomycetemcomitan 和 P. intermedia 的定量

检测

从龈下非附着菌斑中提取 16S rDNA，qPCR

检测发现，牙周基础治疗后，患者龈下非附着菌

斑中总菌、P. gingivalis、A. actinomycetemcomitans

和 P. intermedia 数量均显著低于治疗前 （P<0.05，

图 2）。

2.4  GCF 中 TNF-α 及 IL-8 水平的变化

ELISA 检 测 显 示 ， 治 疗 前 ， TNF- α 水 平 为

（48.16±13.54） pg/mL， IL-8 水 平 为 （2 634.94±
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856.95） pg/mL；治疗后，TNF-α 水平为 （35.01±

7.68）pg/mL，IL-8水平为 （543.56±253.85） pg/mL，

两种细胞因子水平均显著下降 （P<0.05，图 3）。

2.5  相关性分析

Spearman 相 关 性 分 析 发 现 ， 治 疗 前 GCF 内

NETs 水平与采样牙牙周临床指标 PLI、GI、PD、

CAL，GCF 中 TNF-α、IL-8 水平、总菌和 P. gingi‐

valis 数量存在高度正相关性 （1>r>0.6，P<0.05），

与 A. actinomycetemcomitans 数 量 （0.6<r<1， P>

0.05）、P. intermedia （0<r<0.2，P>0.05） 数量无相

关性。Spearman 相关性分析结果见表 3。

3  讨论

NETs 作为中性粒细胞的主要杀菌机制之一，

在牙周炎的发生发展中发挥了重要作用。本研究

揭示了Ⅲ~Ⅳ期牙周炎患者基础治疗后GCF中NETs

水平的变化，并发现后者可能与采样牙 PD、CAL、

PLI、GI 等牙周临床指标，GCF 中 IL-8、TNF-α 水

平及 P. gingivalis 数量相关。

NETs 的检测方法主要包括：1） 免疫细胞组

织学检测，共定位胞外 DNA、MPO、瓜氨酸化组

蛋白等；2） qPCR 检测外周血、唾液中的无细胞

DNA、DNA-MPO 复合物等；3） 流式细胞学检测

NETs 组件，如 MPO 和瓜氨酸化组蛋白等[9]。免疫

细胞学检测是最经典的方法[5]。有学者[10]收集了牙

周炎患者和牙龈炎患者的牙龈组织，并对牙龈中

瓜氨酸化组蛋白或 MPO 进行免疫组化染色，共定

位 NETs，但牙龈收集有一定创伤，染色特异性尚

待进一步研究。血清或组织液中的无细胞 DNA 并

非 NETs 所 独 有[11]， 而 MPO-DNA 复 合 物 滴 度 与

NETs 形成速率相关，可能影响 ELISA 检测准确

度[12]。流式细胞术仅能检测 MPO-瓜氨酸化组蛋白

共定位的 NETs，不同刺激物诱导的 NETs 组分存

在差异，MPO 或瓜氨酸化组蛋白含量较低的 NETs

可能难于检测[13]。因此，上述检测均存在一定局

限性。

NETs 非常脆弱，纸捻法收集 GCF 或化脓性龈

沟渗出物时，NETs 可能附着于纸捻纤维素，因而

无法完整转移到多聚赖氨酸覆盖的表面[14]。本研

表 1　PCR 探针及引物序列

Tab 1　Sequences of probes and primers for PCR

项目

总菌

P. gingivalis

A. actinomycetemcomitans

P. intermedia

引物序列（5’-3’）

FJ：AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

RJ：ACGGCTACCTTGTTACGACTT

F：TCCTACGGGAGGCAGCAGT

R：GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT

P：FAM-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-MGB

FJ：CAGCTTGCCATACTGCG

RJ：ACTGTTAGCAACTACCGATGT

F：TACCCATCGTCGCCTTGGT

R：CGGACTAAAACCGCATACACTTG

P：FAM-ATTTATAGCTGTAAGATAGGC-MGB

FJ：ATGCCAACTTGACGTTAAAT

RJ：AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC

F：TTGATCGTGCGAGAATGCTT

R：ATCGCCGTTATAACCAAATTTCTT

P：FAM-AGGAATACTCGAAACGC-MGB

FJ：TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG

RJ：TCAACATCTCTGTATCCTGCGT

F：TCCACCGATGAATCTTTGGTC

R：ATCCAACCTTCCCTCCACTC

P：FAM-CGTCAGATGCCATATGTGGACAACATCG-MGB

产物大小/bp

1 495

462

404

102

551

65

575

103

注：FJ、RJ 用于鉴定 16s rDNA，F、R 用于 qPCR，P 为探针。

表 2　治疗前后牙周临床指标的变化

Tab 2　Changes in clinical periodontal parameters 

before and after initial periodontal therapy x̄±s

时间

治疗前

治疗后

PLI

2..46±0.25

1.17±0.21*

GI

2.53±0.26

1.18±0.24*

PD/mm

7.33±0.18

5.02±0.19*

CAL/mm

5.67±0.22

3.15±0.17*

注：*P<0.05。
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究采用的 ACLAR 膜可检测牙周袋内的 NETs，后

者与外周血/唾液中的 NETs 相比能更好地反应牙周

组织免疫炎症反应的变化。ACLAR 膜是一种共聚

物薄膜，自身不产生荧光，且能耐受化学和高温

损伤，涂布多聚赖氨酸后能用于采集，并使用免

疫荧光技术检测 GCF 中的 NETs[8]。但使用 ACLAR

膜进行采样时，对牙周袋宽度和深度有一定要求，

因此纳入患者均为Ⅲ~Ⅳ期牙周炎，以获得宽而深

的牙周袋，便于插入 ACLAR 膜。如何采集浅袋或

窄袋内的 NETs，还需进一步摸索采样方法，或改

良 ACLAR 膜的物理性能。

P. gingivalis 与 NETs 形成密切相关，除了激活

经典的 NADPH 氧化酶，还可分泌包括牙龈素在内

的半胱氨酸蛋白酶，诱导 NETs 形成[15]。A. actino‐

mycetemcomitans 的毒力因子 LTX 能溶解白细胞，

并诱导中性粒细胞迁移、脱颗粒和形成 NETs[16]。

P. intermedia 同样可通过激活 NADPH 氧化酶，诱

导 NETs 形成[17]。但本研究仅发现，NETs 水平与 P. 

gingivalis 数量存在较强相关性，而与 A. actinomy‐

cetemcomitans 和 P. intermedia 数 量 的 相 关 性 不 明

显。Gonçalves 等[18]认为，A.actinomycetemcomitans

检出率与取样位点的炎症程度无明显相关性。研

究[19] 报 道 ， 中 国 牙 周 炎 患 者 的 A. actinomycetem‐

comitans 检出率为 48.3%，与牙周健康者没有显著

差异，且含 LTX 的 A. actinomycetemcomitans 高毒

株携带率较低[20]。Liu 等[21]比较了基础治疗前后汉

族牙周炎患者的龈下菌斑组成，结果发现 A. acti‐
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图 1 GCF 内 NETs 水平的免疫荧光检测

Fig 1 NETs in GCF detected by immunofluorescence assay

治
疗

前

治
疗

后

10

8

6

4

2

0

细
菌

数
/（

lo
g1

0）

治
疗

前

治
疗

后

10

8

6

4

2

0

细
菌

数
/（

lo
g1

0）

治
疗

前

治
疗

后

4

3

2

1

0

细
菌

数
/（

lo
g1

0）

治
疗

前

治
疗

后

6

4

2

0

细
菌

数
/（

lo
g1

0）

总菌

*

P. gingivalis

*

A. actinomycetemcomitans

*

P. intermedia
*

*P<0.05。

图 2 基础治疗前后总菌、P. gingivalis、A. actinomycetemcomitans 和 P. intermedia 数量的比较

Fig 2 Changes in the quantities of total bacteria, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans and P. itermedia before and after initial periodontal therapy
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nomycetemcomitans 分布及相对丰度均维持在较低

水平。以上证据提示，中国人群龈下菌斑中的 A. 

actinomycetemcomitans 数量可能并不能很好地反映

牙周局部炎症，这也许是 A. actinomycetemcomitans

数量与 NETs 相关性不明显的原因。P. intermedia

不是红色复合体成员，而后者与牙周炎的关系更

为紧密，这也可能与本研究未发现 P. intermedia 与

NETs 水平的相关性有关。还需要纳入更多样本和

更长时间观察，以进一步验证本研究的结论。

目前，NETs 相关的牙周临床研究多聚焦于牙

周 炎 患 者 外 周 血 和 唾 液 中 的 NETs。 Kovalčíková

等[22]揭示，牙周炎患者的唾液中，NETs 含量高于

健康人，且与 PD 正相关。Moonen 等[23]发现，基

础治疗后，牙周炎患者的血浆降解 NETs 的能力增

强，可能导致患者外周血的 NETs 水平下降。但

White 等[24]认为，在相同刺激下，牙周炎患者和健

康人的外周血中性粒细胞释放 NETs 的能力没有差

异，推测外周血 NETs 与牙周炎的关系可能并不密

切。龈沟/牙周袋是口腔中性粒细胞 （oral polymor‐

phonuclear neutrophil， oPMN） 的 主 要 聚 集 地 之

一，oPMN 的生物学功能可更好地反映牙周炎症状

况。相同条件下，oPMN 产生的 NETs 是外周血中

性 粒 细 胞 的 13 倍[25]。 本 研 究 探 讨 了 基 础 治 疗 对

GCF 中 NETs 水平的影响，后者较全血或唾液中的

NETs 能更好反映牙周炎症水平和局部 oPMN 功能。

TNF-α 是一种重要的促炎因子和骨吸收因子，

可以诱导破骨细胞分化，促进基质金属蛋白酶、

胶原酶等产生。Czerwińska等[26]的研究表明，TNF-

α/IL-17/IL-23 信号轴的激活能诱导产生 NETs。IL-

8 是一种经典的趋化因子，能诱导中性粒细胞向

炎症部位或致病菌入侵部位趋化。Shu 等[27]发现，

IL-8 还能通过 MAPKs 和 NADPH 信号通路，诱导

NET-s 形成。上述发现与本研究中 NETs 水平可能

和 TNF-α、IL-8 含量相关的结论一致。

综上所述，牙周基础治疗可通过降低牙周致

病菌水平，减少局部 TNF-α、IL-8 等细胞因子产

生，降低 GCF 中 NETs 水平，进而控制牙周免疫炎

症反应，减轻局部组织破坏。

利益冲突声明：作者声明本文无利益冲突。
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