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【摘要】 龋病是发生在牙齿硬组织的慢性感染性疾病，

其发生、发展与菌斑pH值密切相关。牙菌斑pH值为衡量菌

斑生物膜致龋力的重要指标，通过菌斑 pH值的动态变化及

菌斑pH值检测技术的研究，可以了解菌斑的产酸代谢情况，

比较食物、菌斑的潜在致龋力、个体的龋易感性等，对龋病的

防治有重要意义。本文重点综述菌斑 pH值的动态变化，以

及菌斑检测技术的相关研究。
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龋病的发生、发展呈渐进的不可逆过程，可引起牙髓病、

根尖周病和颌骨炎症等一系列并发症，严重影响患者的生活

质量［1］。龋病的发生、发展与牙菌斑生物膜内 pH值密切相

关。牙菌斑生物膜内为一个稳定的微生态环境，细菌在其内

进行一系列的代谢活动［2］。菌斑 pH值并非是固定不变的，

其变化受菌斑大小、成熟程度等影响。通过对菌斑 pH值动

态变化的研究，可为龋病的防治提供新思路。但牙菌斑体量

微小，对其pH值的检测技术要求较高。本文就菌斑pH值动

态变化及其检测技术研究进展做一综述。

一、菌斑pH值的动态变化

1. 菌斑pH值的三维分布：菌斑结构高度复杂，胞外聚合

物（extracellular polymeric substances，EPS）在完整的菌斑生

物膜中分布不均匀和（或）具有不同的结构［3］。研究表明，菌

斑生物膜复杂的三维结构形成了菌斑内不均匀的酸性微

环境［4］。Vroom等［5］使用双光子激发显微镜显示了完整的口腔

生物膜内pH值的变化，发现微环境呈异质性。Hwang等［6］使

用pH响应荧光团和多光子共聚焦荧光显微镜测绘技术检测

三维菌斑结构中的 pH空间分布，该研究将菌斑从上至下分

为“上、中、下”三个部分，其横截面分为“内层、中层、外层 ”

三部分。在模拟口腔唾液缓冲的中性溶液中孵育菌斑后，

牙菌斑上层从内层到外层的酸基本都被中和，而其底层大部

分区域仍为酸性。牙菌斑内层pH值从上至下的变化，低pH
（≤4.7）区域可维持到 40 μm的高度，超过 50 μm后 pH值随

着高度的增加而逐渐上升。在中层区域，pH值变化显示出

与内层区域相似的模式，但在大于 50 μm的高度后（与中心

区域相比）pH值更高，这表明靠近底部（＜40 μm）和靠近微

菌落中心的区域对缓冲液中和作用的抵抗力增加。在外层

区域，pH逐渐但持续地随着高度的升高而增加，这表明微菌

落结构的外围可更快的被 pH 7.0的缓冲液中和。Xiao等［4］

的研究也发现了相似的结果。研究显示，在中性唾液环境

中，牙菌斑中的EPS能促使局部形成酸性核心，保护菌斑酸

性微环境，即使菌斑被缓冲液中和亦能快速恢复低pH值［4］。

2. 不同大小菌斑pH值的变化：Hwang等［6］对扩散数字模

型的研究表明，在唾液环境中，由于菌斑酸环境的平衡时间

与扩散距离的平方成正比，且中性唾液在扩散过程中与附近

的酸反应，在菌斑的中心和底部酸性更强，需要更长时间中

和较大的微菌落的内部酸环境。因此，酸性核心在较大的微

菌落中更为明显。以往的研究表明，由于菌斑EPS具有扩散

屏障的作用，限制带电离子在生物膜内外渗透，从而影响唾
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液的中和作用。而不带电荷的溶质（如蔗糖）则很容易扩散

到生物膜中，被产酸菌利用产酸［7］。提示，较大菌斑的酸性

核心及抗中和能力比较小菌斑强。

3. 不同阶段菌斑 pH值的变化：Schlafer等［8］采用比率计

量型染料半萘甲酸⁃4F 5⁃（⁃6）羧酸（Seminaphthor⁃hodafluor⁃
4F 5⁃（and⁃6）Carboxylic Acid，C⁃SNARF⁃4）测量比较了年轻

菌斑（30或48 h）和成熟菌斑（120 h）的pH值变化。30 h的菌

斑在加入葡萄糖后 pH下降很快。同时，生物膜不同区域的

酸化速率不同，证明了生物膜内存在不同的 pH微环境。随

着唾液的流动，30 h生物膜的平均 pH上升到接近中性。相

反，在添加葡萄糖后，120 h菌斑的产酸速度较慢，表明成熟

生物膜的代谢活性降低。然而，120 h的生物膜在唾液流动

的动态条件下继续酸化。唾液流动 45 min后，平均 pH降至

接近静态条件下 30 h生物膜的水平。120 h菌斑的高度与

30 h的菌斑在同一范围内，推测对葡萄糖和唾液刺激的不同

反应与生物膜高度无关，生物膜的显微图像显示在120 h的生物

膜中细胞密度增加，提示生物膜的成熟和伴随的EPS的发展

有可能更好地保护生物膜中的酸性微环境。Chida等［9］的研

究则表明，随着生物膜时间的增长，产酸能力增强（148 h＞
96 h＞48 h）。推测原因主要有两方面：（1）随着生物膜时间

的增长，EPS的成熟和细胞密度的增加可以促进酸的产生和

保存［6］；（2）细胞活力的下降可能会降低成熟生物膜的产酸

潜力。然而，在碳水化合物反复暴露的条件下，随着时间的

推移，生物膜的产酸和耐酸能力不断提高［10］。亦有研究认

为，不同成熟程度菌斑内优势菌不同从而导致菌斑 pH值的

不同变化［11］。

二、菌斑pH值检测技术

随着对菌斑pH研究的深入，菌斑pH值的检测方法逐渐

增多。基于菌斑 pH值动态变化的特点，理想的检测技术应

具备以下4个条件：（1）简单方便，容易操作；（2）不破坏菌斑

生理结构；（3）能检测菌斑内不均匀的酸环境；（4）能动态监

测菌斑pH变化。下面就主要的几种检测技术的优缺点做一

总结。

1. 电极检测技术：对菌斑 pH值的检测有很多电极检测

技术［4］，这些技术各有优缺点。

（1）菌斑采样技术（Plaque sampling）：用棉签、刮匙等器

械从受测者口腔内采集菌斑后，在一定时间内用电极测定

pH值［12］。该技术的优点：①设备简单，容易操作；②结果可

靠。缺点：①破坏菌斑生理结构；②受测者需在采样前48 h避
免刷牙，才能采集到具有一定厚度的菌斑［13］；③不适合监测

水平pH梯度［8］；④不能动态监测菌斑pH值。

（2）直接接触技术（Touch method）：将电极直接插入牙菌

斑生物膜内测菌斑 pH［14］，该技术除有菌斑采样法的优势外

还有其他优点：①可测试生理条件下菌斑的pH；②可连续监

测菌斑pH值［15］。主要缺点为：①菌斑生理结构破坏［16］；②不

能用于金属修复体附近的牙［17］；③检测结果为菌斑内平均

pH值，不能反映菌斑不均匀的酸环境。

（3）埋藏电极遥测技术（Telemetric system）：将电极埋入

义齿内，再将义齿戴入口内，以测试在电极表面形成的菌斑

pH值［18］。该技术的优点：①未破坏菌斑的生理结构；②可连

续监测菌斑形成过程中的 pH值［17］。主要缺点为：①要求受

测者口内有足够的空间放入电极；②不能用于金属修复体附

近的牙［17］；③检测结果为菌斑内平均pH，不能反映菌斑内不

均匀的酸环境。

（4）人工菌斑技术（Artificial plaque measurement）：该技

术是用电极直接测试人工菌斑模型的pH值。该技术的优点

为可人为控制菌斑的代谢条件［19］。主要缺点为：①人工菌斑

与口内菌斑有区别［19］；②检测结果为菌斑内平均pH，不能反

映菌斑不均匀的酸环境。

2. pH试纸技术（pH indicator strips）：pH试纸技术是用

pH试纸接触受测部位的菌斑10 s，根据pH试纸的颜色与pH
颜色指数方案进行比较，从而获得菌斑 pH值。该技术的优

点：①使用简便；②适合于椅旁临床使用。主要缺点为：pH
的读数受测试者的主观影响，不能动态监测菌斑pH，也不能

检测菌斑内不均匀的酸环境，该方法的适用性及可靠性还有

待进一步研究［20］。

3. 激光共聚焦扫描显微镜（confocal laser scanning
microscope，CLSM）技术：CLSM通过激光发射装置发射激光

从而激发荧光染料及荧光探针，再通过计算机采集荧光图

像，对荧光染料的pH相关发射量进行量化。CLSM还可进行

三维重建［21］，可以在虚拟空间的任意角度观察和分析细胞、

组织的三维空间结构［22］。然而CLSM的点扫描特性导致该

技术存在光漂白的缺点［22］，并且 CLSM渗透深度被限制在

20 ~ 40 μm，从而影响到对菌斑垂直pH梯度的监测［5］。基于

CLSM测量菌斑pH的技术主要有荧光寿命成像技术、与右旋

糖酐偶联的 pH敏感染料技术、比率计量型染料C⁃SNARF⁃4
技术和二氧化硅纳米传感器技术等。

（1）荧光寿命成像技术（fluorescence life⁃time imaging，
FLIM）：该技术利用荧光衰减时间的差异在荧光图像中产生

对比来测量菌斑 pH值［23］。该技术的优点：①对菌斑无机械

干扰；①可在菌斑的多个位置快速评估 pH值，进行动态监

测［8］；③可以检测菌斑内不均匀的酸环境。主要缺点为：①技

术复杂，昂贵；②探针响应受到生物膜环境的影响［5］；③探针

浓度过高，荧光自猝灭；探针浓度过低，生物膜自发荧光影响

pH值的量化，难选择探针的合适浓度［24］；④执行荧光寿命成

像所需的设备普遍不可用［25］。

（2）与右旋糖酐偶联的pH敏感染料技术：该技术通过分

子探针与右旋糖苷偶联，并将偶联后的右旋糖酐直接结合到

菌斑EPS基质中［25］，根据双波长荧光团的光强度比来测量牙

菌斑pH值［26］。该技术除荧光寿命成像技术的优点外，还有其

测量结果不受荧光探针浓度影响的优点。主要缺点为：①染

料在菌斑中的扩散受到限制，从而染料的亮度和光稳定性受

到限制［27］；②光激发可能引起细胞毒性［28］；③染料可能干扰

pH探针的灵敏度［8］。

（3）比率计量型染料C⁃SNARF⁃4技术：该染料在生物膜

基质中提供依赖于 pH的双光谱发射，并在酸性条件下在细
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菌细胞中富集。该技术除了具有右旋糖酐偶联的优点外，还

有：①C⁃SNARF⁃4尺寸小，易于扩散到生物膜中［27］；②C⁃
SNARF⁃4具有使普通细菌染色和pH敏感基质染色的双重染

色特性，可在不使用额外或参考染色的情况下测量pH，避免

了 pH敏感染料和参考染料的差异漂白，以及由于不同染料

光谱重叠造成的问题［8］。主要缺点为：需对 pH敏感的染料

进行细致的校准，还需评估生物膜成分对染料荧光发射的

影响［29］。

（4）二氧化硅纳米传感器技术：该技术将pH敏感的荧光

染料包裹在二氧化硅的外壳中，既保留了比率计量型染料

的优点，又避免了其缺点［28］。该技术的优点还有：①二氧化

硅具有良好的生物相容性［30］；②染料共价掺入到二氧化硅基

质中显著提高了染料亮度和光稳定性［27］。主要缺点为：①探

针颗粒必须与生物膜胞外基质紧密混合并停留在其中，技术

难度高；②二氧化硅的颗粒直径影响到染色的效果及均匀

程度［27］。

4. 双光子激光显微镜技术（two⁃photon excitation micros⁃
copy，TPE）：该技术类似CLSM，但TPE中使用了较长波长的

激发光，具有比CLSM更高的穿透率，从而避免了CLSM对菌

斑垂直梯度检测的缺点。同时探针的光漂白减少，使得双光

子激发显微镜更实用于生物膜的深入成像研究［31］。

三、小结

牙菌斑 pH值为衡量菌斑生物膜致龋力的重要指标，通

过菌斑 pH的动态变化的研究可以了解菌斑的产酸代谢情

况，进一步调控菌斑 pH，降低菌斑致龋性，为龋病的防治提

供新思路。目前的菌斑 pH的检测技术均可检测菌斑的 pH
值，但激光共聚焦技术及TPE能对菌斑 pH值的动态监测及

菌斑内pH值的三维分布的检测有较明显的优势。研究者可

根据实验要求及实验目的综合考虑，选择合适的检测技术。
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