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摘　要 ：口腔亚健康是指口腔处于健康与疾病状态之间的一种状态，其灵敏辨别与准确检测对于维护儿童

和成人群体的身心健康均具重大意义。最新研究表明，口腔共生菌群的特异性结构或功能变化可先于口腔

临床症状出现，因此具备预测疾病发生的潜力。首先，综述了口腔菌群与口腔内生态位、宿主年龄、疾病

状态等的关联，讨论了基于口腔菌群定义与检测牙齿、牙周组织的亚健康状态的现有证据及潜力；其次，

以微生物组大数据和单细胞分析为例，探讨了新一代微生物组分析技术的最新进展和应用前景。基于微生

物组的口腔亚健康状态检测与机制研究，将为口腔乃至全身的精准医疗与精准护理提供新思路和新工具。
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Abstract: The state of “sub-optimal health” (SoH), an intermediate phase between the healthy state and the diseased 
state, is of crucial importance for promoting the wellbeing of both child and adult populations. Recent findings 
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revealed that specific structural and functional alteration of oral microbiota can precede the emergence of clinical 
symptoms in oral cavity, suggesting oral microbiota can be employed for predicting disease onsets. Here we 
reviewed the correlation of oral microbiota with oral ecological niche, host development and type and state of oral 
infections, and discussed current evidence as well as the potential of defining and detecting SoH of both teeth and 
gum tissues via microbiota. Furthermore, we introduced the recent development of new-generation microbiota 
analysis technologies, using big-data platform and single-cell analysis as examples. Further studies that detect and 
dissect SoH based on oral microbiota will lead to new ways of thinking and novel solutions for precision medicine 
and personalized care of both oral ecosystem and whole human body.
Key words: oral microbiota; disease prediction; sub-optimal health; caries; periodontal diseases; metagenomics; 
single-cell analysis

1　共生菌群应用于检测人体亚健康的意义

1.1　“口腔亚健康状态”的定义与意义 
1996 年，世界卫生组织 (World Health Organization, 

WHO) 在《迎接 21 世纪的挑战》的报告中指出：“21
世纪的医学，不应继续以疾病为主要研究对象，而

应以人类健康作为医学研究的主要方向。”然而，

何谓“健康”，根据 1989 年 WHO 的定义，“健康”

是指生理、心理及社会适应三个方面全部良好的一

种状况，但严峻的事实是，完全健康者通常仅占人

群的 15% 左右；而介于健康和不健康两种状态之

间的人群可占人群的 60%~70% ，这些“沉默的大

多数”则处于不同程度的“亚健康”(sub-optimal 
health, SoH) 状态 [1-3]。中华中医药学会在 2006 年对

亚健康做出了明确定义，认为它是人体处于健康和

疾病之间的一种状态 [4]，亦即没有明显的病态特征，

但由某种医学检验指数提示的一种心理行为或者身

体特性处于某种失调的状态。显然，“亚健康”状

态不仅描述了人群内不同个体均可能存在的一个特

殊健康状况，亦刻画了每个个体从健康发展至疾病

过程中的重要中间过渡阶段。因此，亚健康状态的

检测对于健康的保持和疾病的预防具有极其重要的

临床和科学意义，是精准医学的核心目标之一。

相较于身体的系统健康，作为人体的重要组成

部分，口腔健康有其特殊的角色和地位。世界卫生

组织将口腔健康标准定义为：牙齿清洁、无龋齿、

无疼痛感、牙龈颜色正常、无出血现象 [5]。因此，

口腔健康要求具有良好的口腔卫生、健全的口腔功

能及没有口腔疾病。根据多次全国口腔流行病调查

的结果，中国人群大多都达不到这一健康标准，普

遍存在一种或多种口腔问题；问卷调查表明，普通

人群认为这些问题属于口腔亚健康状态 [6]。考虑到

口腔健康的生理和病理特点，与人体亚健康的定义

相似，口腔亚健康定义是：口腔处于健康与疾病状

态之间的一种状态，该状态下存在一种或多种可逆

转的、可预防的早期口腔问题 [7]。依照功效性牙膏

的国家行业标准和卫生标准，这些口腔问题的范围

是：牙菌斑、早期龋齿、早期牙龈炎、一过性牙本

质敏感、牙渍、口臭等 [6]。这些口腔问题的细分种

类较多，但它们的根源都来自于牙菌斑的堆积和成

熟。牙菌斑是未矿化的细菌沉积物，是细菌和基质

( 唾液糖蛋白、细菌细胞外多糖 ) 黏附于牙面或修

复体上形成的生态系统；细菌在其中生长、繁殖和

衰亡，并进行着复杂的物质代谢活动，在条件适当

时可致牙体和牙周疾患。因此，这些口腔问题的实

质是口腔微生物的问题 [5,8-11]。

1.2　通过菌群检测口腔“亚健康状态”的意义 
近年的研究表明，共生菌群 ( 亦称“人体微

生物组”) 与人类的健康与疾病状态息息相关 [12]。

那么，亚健康状态的检测可否通过菌群检测实

现呢？这也是人类微生物计划最重要的研究目标之

一 [12-13]。选择口腔生态系统作为微生物组监测亚健

康状态的模式研究对象，不论从临床应用还是基础

研究的角度来看，都具有重要的优势和特色。

首先，口腔菌斑性疾病 ( 牙龈炎和龋病 ) 的预

防具有巨大临床意义。发生在口腔的菌斑性疾病(如

龋病、牙周疾病 )，被认为是人类最普遍、经济负

担最沉重的慢性感染性疾病之一。牙龈炎在我国成

年人中发病率高达 80%~97%，其发生是由于牙菌

斑的积累 [14] 和随之发生的菌斑微生物组与宿主组

织的相互作用 [15-16]。尽管没有结合上皮的根方迁移，

牙龈仍然红肿并且探诊出血。此外，慢性牙龈炎可

以进展为牙周炎；牙周炎是不可逆的牙周组织感染，

以牙槽骨丧失，牙周附着消失，牙周袋形成，牙齿

松动移位，最终牙齿缺失为临床特征 [8,17-18]。龋病

是发生在牙齿的慢性感染性疾病，也是儿童口腔中
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发生率最高一类疾病 [19-20]。通常情况下，致龋性食

物糖 ( 特别是蔗糖和精制碳水化合物 ) 紧紧贴附于

牙面，使得唾液蛋白形成获得性膜并牢固地附着

于牙面；在适宜温度下，生物膜中微生物长时间在

菌斑深层产酸，侵袭牙齿，使之脱矿，并进而破坏

有机质，导致牙齿组织的缺损 ( 即龋洞 )，乃至整

个牙齿缺失 [21]。早期龋病进展到一定程度则发展为

不可逆的牙体组织损坏。WHO 对 186 个国家的人

群口腔健康进行长达 20 年的纵向调查结果显示 [22]，

龋病仍影响着 60%~90% 的学龄儿童和大部分成年

人；而中国第三次口腔健康流行病学调查初步结果

也显示 [23]，我国五岁儿童乳牙龋病的患病率达

66%。婴幼儿龋 (early childhood caries, ECC)具有

发病年龄早、发展速度快、自主症状不明显、病损

广泛等特征，可引发一系列感染和剧烈疼痛，而且

还大幅提高了成年后的患龋风险。同时，ECC 还影

响咀嚼功能、发音功能和口颌发育，甚至导致错颌

畸形，从而严重影响患者生活质量。尤其关键的是，

一旦症状发生，ECC 就难以逆转。此外，口腔健康

还与全身性疾病，如糖尿病 [24]、心血管疾病 [25] 等

显著相关，给社会和个人带来沉重的经济负担 [5]。

因此，这些口腔感染的风险评估和预警策略一直是

业界的迫切需求和研究重点。

其次，与人体其他部位相比，口腔菌群作为亚

健康状态的“传感器”，对于菌群预测疾病的方法

学研究具有重要的优势。首先，口腔作为消化系统

的入口，为连通人体内外的交通枢纽，其内软硬组

织表面不同生态龛位密集定植大量微生物，与人体

自身发生相互作用，与人体的健康与疾病状态关系

密切 [26]。其次，口腔内不同生态龛位表面的菌群取

样相对容易、无创，易于为受试者接受，并且通过

对受试者进行简单培训，甚至可以训练其自行取样

( 例如唾液、刷牙菌斑等 )，达到远程监控目的，

适于开展长期跟踪观察。最后，相较于其他疾病的

发生与发展 ( 糖尿病、肿瘤等全身系统性疾病 )，

口腔疾病 (龋病、牙周病等 )相对容易监测。例如，

最常见的口腔慢性疾病一般病程都相对较短(例如，

牙龈炎可以在数周之内完成发生、发展和恢复的过

程；儿童龋齿病程较长，但一般认为其发病过程在

一到两年内 )；同时，儿童龋病的发病年龄比较集中，

四到六岁是高发期。这些特征都意味着，口腔疾病

的易感人群和易感年龄段比较容易追踪和监控，有

利于开展基于菌群纵向追踪观察的疾病预测研究。

此外，最新研究还发现，不同于肠道菌群，口腔菌

斑的结构通常较为稳定。在目前已经测试的范例中，

口腔菌斑在不同疾病状态下的差异显著大于自然人

群中患者个体之间的差异
[27]。因此，在诊断和预测

一些慢性感染性疾病方面，口腔菌群可能比肠道菌

群更具优势。

2　认识口腔菌群时空动态变化是检测口腔亚

健康状态的基础

长期以来，利用人体微生物组预警慢性疾病始

终面临巨大挑战。主要原因是：一，在微生物层面，

亚健康状态存在与否以及其在病程中的时间跨度都

需要长期的纵向追踪实验进行确认和挖掘；二，菌

群随时空的变化也可能干扰宿主健康状态相关菌群

标识物的甄别和挖掘 [28]。一方面，在人体口腔的空

间维度上，共生菌群的分布和结构存在巨大差异。

对于特定的亚健康状态或疾病状态，处于不同生态

位的口腔菌群与其关联强度亦相差甚远。另一方面，

在时间维度上共生菌群随宿主年龄增加而发生特征

性改变 ( 特别是婴幼儿时期 )，体现为其多样性和

组成跟随宿主生长发育过程中特殊时期的生理、食

物和环境接触的改变而发生显著变化 [29-31]。虽然近

几年，口腔菌群时空特征与临床口腔健康 ( 疾病 )
状况的关联研究正受到关注并逐步展开，但其与宿

主亚健康状态的关系研究仍鲜有报道。

2.1　空间位点的影响和考虑

由于其特殊的解剖结构和生理特征，口腔中形

成了各种各样的微生物栖息地，如齿、舌、颊、腭、

牙龈、牙槽骨、龈沟及唾液等。研究表明，这些栖

息地在氧含量、养分有效性、温度及宿主的免疫反

应等方面存在差异，因而也造就了口腔微生物的组

成多样性 [32-33]。因此，口腔位点的选择对于实验设

计非常重要 [34]。

所有的口腔位点共享着大部分口腔微生物，但

是不同微生物类群的比例可能会随着栖居部位的不

同而有所差异。Gizani 等 [32] 应用高通量测序分析

健康个体唾液、龈上菌群、龈下菌斑、舌部和颊黏

膜等 5 个生态位点的微生物组，结果显示与黏膜和

唾液相比，牙齿和舌部呈现了更高的微生物负载。

Huse 等 [35] 对 200 个个体的唾液、龈上菌斑、硬腭、

腭扁桃体、舌背、颊黏膜、龈下菌斑、角化牙龈等

8 个口腔位点的菌群进行对比分析，发现龈下菌斑

的菌群多样性最高，龈上菌斑次之，且棒状杆菌属

(Corynebacterium) 在各位点分布具有差异性：如马

氏棒状杆菌 (C. matruchotii) 几乎全部存在于龈上
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菌斑中，而银色棒状杆菌 (C. argentoratense) 大部

分存在于唾液当中，在硬腭菌群中几乎不存在，提

示口腔微生物是位点特异性的，不同的生态栖息位

具有不同的多样性特征。此外，Costello 等 [36] 将健

康人的口腔菌群和全身各部位的微生物组成信息进

行了比较分析，结果显示口腔部位的微生物有别于

肠道、皮肤、阴道等部位栖居的菌群，可以通过特

定的微生物和其丰度特征鉴定其部位来源。综上，

口腔微生物的组成信息有别于人体其他部位，而且

口腔内部不同位点来源的菌群也存在异质性，提示

口腔生态位是影响口腔微生物群落分布的重要因

素。更重要的是，本课题组发现，不同口腔位点对

于口腔亚健康状态 ( 如龋病发生前状态 ) 的预警能

力亦具有位点特异性 [37]。因此，在“亚健康”菌群

研究中应该充分考虑菌群的空间分布特性，避免因

位点选择而影响亚健康菌群研究的高效性和敏感性。

2.2　宿主年龄的影响和考虑 
健康个体的口腔微生物群落在时间轴上存在

显著的变异和波动。微生物在机体分娩后便可定

植于口腔，其后随着饮食的转变、新口腔生态龛位

的出现 ( 乳牙萌出和乳恒牙替换 ) 及个体的发育成

熟等，可在不同年龄阶段形成特异的口腔微生物群

落 [31,38]。

健康个体发育成长 ( 甚至衰老 ) 过程中的菌群

动态变化可为预警宿主不同时期“亚健康”状态提

供良好的参照系。从胎儿时期开始，口腔微生物便

早期定植于羊水 [39-40]，表现在胎盘微生物群落组成

( 以普雷沃菌 (Prevotella) 与奈瑟菌 (Neisseria) 为

主 ) 与口腔菌群最相似 [39]，至此口腔微生物群落正

式开启与人类相伴终身之旅。这一生的相伴中，人

体内共生微生物菌群并非一成不变。新生儿生产方

式的不同会显著改变新生儿菌群构成，如顺产婴儿

的菌群与母亲相似 ( 以乳杆菌属 (Lactobacillus)、
普雷沃菌属 (Prevotella) 及纤毛菌属 (Leptotrichia)
为主 )，而剖腹产婴儿的菌群多来自于体表微生物

和环境 [41]，5 个月后婴儿就形成不同于母亲的自身

菌群 ( 如链球菌属在婴儿口腔中检出率明显高于成

人 [42])，固体食物加入使得婴儿菌群更趋向于成人

化，而逐渐形成成人菌群结构一般需要到 2~3 岁 [43]。

即使 3 岁之后，宿主菌群仍处于一个动态变化过程，

而并非像成人菌群那样相对稳定 [44]。如乳牙列期、

混合牙列期和恒牙列期的口腔菌群仍在不断变化：

乳牙列时，菌群以变形菌门 (Proteobacteria) 为优势

菌，具有更多的不动杆菌属、莫拉菌属等；在混合

牙列、恒牙列中，菌群以拟杆菌门 (Bacteroidetes)
为主；并随着年龄增长，拟杆菌门 (普氏菌属为主 )、

韦荣球菌科 (Veillonellaceae family)、螺旋体菌门

(Spirochaetes) 以及 TM7 丰度逐渐增加 [45]。Ling
等 [46] 应用高通量测序分析中国浙江地区健康成人

和儿童的唾液微生物组成，结果显示摩拉氏菌属

(Moraxella)、纤毛菌属 (Leptotrichia)、消化链球

菌属(Peptostreptococcus)、真杆菌属(Eubacterium)、

奈瑟氏菌科(Neisseriaceae)、黄杆菌科(Flavobacteriaceae)
和 SR 等细菌在两组人群中具有显著差异。Cephas
等 [42] 研究母亲与其婴儿的唾液微生物构成，发现

成人的口腔菌群较之婴儿阶段具有更高的物种多样

性。Crielaard 等 [38] 探讨牙列替换期间唾液细菌组

的改变与年龄的关系，发现拟杆菌门 ( 普氏菌属为

主 )、韦荣球菌科 (Veillonellaceae) 、螺旋体菌门

(Spirochaetes) 以及 TM7 的丰度随着年龄增长逐渐

增加。Xu 等 [47] 横向比较研究了个体出生后 3 天至

76 岁不同年龄段的微生物组成，发现恒牙列期 ( 青

少年期 )唾液微生物以厚壁菌门 (Firmicutes) 为主，

乳牙列期与恒牙列期 ( 成人期 ) 变形菌门 (Proteo-
bacterium) 为优势菌，而梭菌属 (Fusobacteria) 在

混合牙列、恒牙列期 ( 老年期 ) 丰度较高；同时，

菌斑及黏膜中菌群也表现出随年龄改变的特征，提

示随着年龄增长，可能存在微生物群落结构的转变。

Lazarevic 等 [48] 收集健康个体连续 29 天内 3 个不同

时间点的唾液样本，探讨口腔微生物组在短期内的

变异性，结果显示唾液微生物组至少在 5 天内保持

稳定，拟杆菌门 (Bacteroidetes)、梭菌目 (Clostridiales)
是同一个体不同时间内组成最相似的菌群，推测唾

液微生物组在短期内具有稳定性。而到了老年期，

由于牙齿数目的减少、咀嚼功能的失调、饮食结构

等原因，菌群结构显著不同于其他任何年龄，物种

多样性降低，有益菌如双歧杆菌属 (Bifidobacteria)、
拟杆菌属 (Bacteriodes) 和梭菌属 (Clostridium) 丰

度降低，且个体间差异性非常大 [49-51]。上述研究结

果提示，年龄这一时间因素是影响健康口腔微生物

群落分布的重要因素，不同年龄阶段的口腔微生物

组成具有异质性 [31,52]。因此，在亚健康相关的菌群

纵向追踪研究中，应注重年龄跨度的选择及如何避

免年龄因素的影响。

3　菌群可用于检测牙齿的亚健康状态

目前检测口腔亚健康状态的医学方法依然具有

诸多局限性。以早期龋病为例，目前，已有大量研
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究利用各种临床检查、实验室分析和调查问卷参数

来进行龋病风险评估，包括单菌的微生物参数 ( 如

变形链球菌 Streptococcus mutans 和乳杆菌 Lactobacillus 
spp. 的菌落计数 )、唾液生化参数 ( 诸如唾液 pH
值以及缓冲能力 )、既往龋病经历、个体口腔卫生

状况、刷牙习惯、饮食习惯及社会经济条件等 [53]。

但是，上述评估参数以及基于这些参数的检测模型

仍存在根本的局限性 [54]，表现为以下几个方面。(1)
很多危险因素是基于主观的评判，例如口腔卫生状

况、刷牙习惯、饮食习惯以及社会经济条件等，容

易产生人为偏差，导致不同研究之间难于对比和重

复验证。(2) 无论是唾液生化性能检测、微生物检

测还是个体口腔健康状况等参数，信息的收集都相

对复杂，涉及多种临床检查、实验室检查和问卷调

查结果，费时费力，且都需要受试者的椅旁配合，

无法达到远程监测。(3) 即使是文献中所报道的、

公认最可靠的高风险参数“既往龋病经历”，都不

可避免龋病评估的 X 线辐射风险。且更重要的是，

此时基于“既往龋病经历”的风险评估已经无法弥

补龋病带来的不可逆性损伤，更无法在龋病发生前

达到预警的目的
[27]。此外，某些龋敏感儿童并无既

往龋病经历即发展出猛性龋 [55]。(4) 现有方法对于

成年人，特别是老年人龋病的评估能力较好，但是

对于儿童龋病的预测却非常有限 [54]。因此，这些已

有的龋病风险评估模型尚未能得到广泛的临床应用。

上述方法无法有效评估龋病风险根源在于忽略

口腔共生菌群对于维持健康和引发疾病的关键作

用。目前，大量研究已证实当微环境发生改变时(如

蔗糖摄入量和频率的增加，唾液流量或流速的改变

等 )，生物膜内菌群结构失衡向脱矿一方倾斜，不

断的恶性循环致使脱矿持续进行进而导致牙齿龋

坏 [10,56-57]。无疑，从理解口腔菌群及其与疾病关系

的机制入手，方可有望突破上述研究瓶颈，从而构

建有效的检测口腔牙体亚健康状态的方法。最近，

本课题组基于口腔内不同部位菌群分布的规律，监

测了龋病发生、龋病进展和健康对照这三组、共 50
名 4~6 岁儿童的龈上牙菌斑和唾液菌群，发现菌群

变化与儿童年龄密切相关，而且先于龋病症状的出

现。通过区分与年龄和疾病状态分别相关的微生物，

发明了“龋病的菌群指数”(microbial indicators of 
caries, MiC)[37]。MiC 能够在临床龋病发生之前 (即

亚健康状态时)，以 81% 的准确率预测 ECC 的发病。

与口腔微生物计数法、唾液化学特征检测、个体基

础口腔状况评估、个人情况问卷调查 ( 如，个人卫

生习惯 ) 等目前常用的龋病风险评估方法相比，

MiC 不依赖于牙医或患者之主观判断，也不依赖于

细菌培养，因而在准确性、客观性、可重复性、可

比较性等方面具有核心优势 (图 1)。

4　口腔菌群可用于检测牙周组织(牙龈)的亚健

康状态

目前对于牙龈亚健康状态的检测 ( 如牙龈炎 )

则更为单一和主观，即以医生的“视诊”和“探诊”

作为唯一标准，但牙龈炎作为一种口腔菌斑性疾病，

其发病机制仍是菌斑微生物失衡所致，因此，以口

腔菌群为切入点进行牙龈 ( 或早期牙龈炎 ) 的检测

具有重要的意义。本课题组基于口腔内不同部位菌

群分布规律 [58]，通过监测 50 位志愿者在牙龈炎康

复、发展和再康复过程中的牙菌斑菌群结构和功能

变化，发现了与牙龈炎严重程度显著相关的 15 个

图1  基于微生物组定义和检测口腔亚健康状态，实现慢性口腔疾病的个体化预警与干预
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细菌属，并以此提出了一种基于微生物的新型口腔

感染严重程度诊断方法。此项命名为“牙龈炎的菌

群指数”(microbial index of gingivitis, MiG) 的新方

法在含 41 位志愿者的验证群体中准确率为 95%。

此研究还发现，因牙菌斑组成不同，人群可分为牙

龈炎“敏感型”和“耐受型”两类，以 8 个细菌属

构建的“牙龈炎微生物易感指数”(MiG-sensitivity)
区分该类型的准确率达到 74%，从而揭示了人群中

牙龈炎易感性迥异的一个重要因素。与基于“视诊”

和“探诊”的传统牙龈炎诊断手段相比，MiG 作为

一种“非侵害性”、不依赖于牙医主观判断的新型

检测方法，在患者友好度、可重复性、可比较性等

方面具有关键优势。

尽管目前针对人群个体的牙龈炎菌群时间序列

实验数据还很匮乏，但初步证据表明，从健康状态

到牙龈炎的发生发展过程中，牙龈菌斑的结构与功

能变化是一个渐进的过程
[27,59-60]。因此，通过在更

高的时间精度监测菌群在牙龈从健康到牙龈炎的发

展过程中的动态变化，揭示菌群结构 / 功能与宿主

牙龈健康程度关联性的过程特征，将能够探讨通过

菌群检测“牙龈亚健康”的可能性。

牙龈炎区别于龋病的显著特征在于其自身的可

逆转性，该特征对于评价临床措施对亚健康状态的

干预效果尤为重要。本课题组最新研究发现，菌群

结构的变化能够反映与刻画牙龈健康护理策略的微

生态干预的过程特征 [59]。基于宏基因组学和代谢组

学技术手段，研究人员对于洗牙清洁、使用含有抑

菌成分的牙膏和漱口水、常规口腔护理牙膏等三种

不同的口腔护理方法下的牙龈菌斑动态变化进行了

比较，发现每一种口腔护理方式均有特征性的牙龈

菌群变化图谱。洗牙清洁 ( 目前业界公认最有效的

牙龈炎治疗方式 ) 带来了最广谱、最显著的菌群结

构变化，共有 44 个细菌属的丰度在治疗过程中显

著改变。在牙膏和漱口水相结合的这一护理方式中，

共有 14 个细菌属丰度显著改变，而常规牙膏的使

用仅仅带来其中 5 个细菌属的丰度改变。于是，研

究人员提出了以洗牙菌群变化特征为参照的各种牙

龈健康护理方案的“相对菌群恢复程度指数”( 简

称 RMRI) 概念。这一指数不仅可以形象、客观地

在横向上比较不同护理方式的优劣，还能从纵向上

反映每种方式在处理过程中的菌群演化机制和临床

效果的动态变化。因此，这种“微生物组标尺”可

作为牙龈护理效果判别和指导牙龈护理产品开发的

客观标准之一。

5　研究展望

第一，以更高时空精度监测的疾病发生过程菌

群的实验设计，是深入探讨菌群检测亚健康之机制

的当务之急。首先，时间范围问题。目前大多研究

主要关注 3 岁前 ( 包括胎儿、新生儿及婴幼儿 ) 的

口腔菌群从简单到成人化的早期定植进程，以及老

年人口腔菌群和衰老的关系 ( 菌群老化 )，而忽略

了占人口最大比例的年龄层，特别是学龄前儿童这

个生长发育重要时期口腔微生物菌群随年龄增长的

演替规律。其次，观测时长和频率问题。对于 1 岁

前儿童口腔菌群多为高频率采样的纵向研究，但是

观测持续时间相对较短。然而，其他年龄阶段则多

为横断面的大尺度粗放检测，如把宿主口腔菌群一

生的阶段简单地分为无牙合期、乳牙列期、混合牙

列期、恒牙列期 (可细分为早期、成人期、老年期 )

等。因此，针对口腔疾病易感时期进行高频采样，

以确定微生物组可监控的亚健康阶段，这对于口腔

疾病的预防至关重要。

第二，建立宿主年龄和地域等因素如何影响基

于菌群的亚健康模型，是菌群检测亚健康技术尽快

服务于临床的关键，亦是微生物组精准医学的核心

之一。人体共生菌群不仅可反映宿主的健康状态，

同时亦受到宿主的年龄、地域、饮食、生活习惯 (如

吸烟 )、自身基因等影响，但这些因素对于共生菌

群的影响程度如何、其对于利用共生菌群进行亚健

康监测是利是弊、同一因素是否对不同疾病和不同

个体表现出同质性还是异质性影响，目前对这些问

题仍知之甚少。例如，就宿主年龄来说，一方面，

因为健康个体口腔菌群构成在宿主不同生长发育阶

段具有特征性
[45]，如宿主在出生短短一年中口腔菌

群都会因生产方式、喂养方式、固体食物引入等而

出现特定阶段其固有的特征 [43,61]，所以需考量建立

针对不同宿主生长发育阶段及年龄层的亚健康检测

模型的必要性；另一方面，是否可利用口腔菌群的

年龄特征以检测宿主的亚健康状态，因为共生菌群

随年龄变化改变的特征中可包含着大量人体健康状

况的信息 [37]，可反映宿主的生理年龄，如本课题组

发现，在 4~6 岁健康儿童中，口腔菌群的发育带有

明显的宿主生理年龄特征，进而提出了“口腔菌群

年龄”(oral microbiota age, OMA) 这一概念 [37]。健

康儿童的 OMA 与其生理年龄大体保持一致，但在

ECC 风险升高乃至发病的儿童中，其 OMA 则显著

偏离了儿童生理年龄，所以提示 OMA 可以作为亚

健康检测模型的重要参数，甚至独立作为检测指数。
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已有研究证明，不同地域个体口腔菌群的基线存在

根本性差异 [29]。因此，口腔菌群的年龄特征可能在

宿主生活地域间存在不同。针对不同的口腔疾病，

建立通用的亚健康预警模型或者地域特定的模型是

关系到未来实际应用的重要问题。

第三，单细胞分析方法学平台的建立，将有潜

力实现更快、更经济且更精确的“亚健康”检测。

基于菌群的“亚健康”检测从根本上取决于菌群分

析方法学的选择和创新。目前菌群结构和功能的检

测主要是基于对 16S 等基因或全部 DNA 的元基因

组测序 (metagenome sequencing) 方法。但是该方法

还很昂贵、也较慢 (目前通常需要至少 48 小时 [62])，

这是目前元基因组测序方法无法进入医院检验中心

直接服务患者的主要技术因素之一。更重要的是，

元基因组测序方法通常只能测量菌群的结构或通过

基因多样性预测菌群拥有的代谢途径，而通常无法

直接测量菌群在“该特定情况”下的整体功能或其

组分的个体功能(也就是说，无法呈现菌群的“实时”

状态 )。那么，既然菌群中大部分细胞难以培养，

是否能够通过单细胞功能成像技术，实现菌群功能 /
状态的实时识别，从而更快、更便宜且更精确地实

现“亚健康”检测呢，但现有的活体单细胞表型分

析技术，如荧光流式细胞仪 (FACS) 通常无法分析

没有生物标识物或无法标记的细胞。针对这些挑战，

本课题组与合作者们示范了一系列通过单细胞拉曼

光谱的微生物细胞功能识别方法，如定量地测量单

个活体细胞中特定底物下的细胞活性
[63]、细胞应激

反应与耐药性 [64]、底物利用与传递 [65]、细胞中化

合物种类与含量 (如甘油三酯 [66]、淀粉 [67] 等 )。同

时，发展了单细胞拉曼弹射分选技术 [68]、单细胞拉

曼流式分选技术 [69]、单细胞微液滴分选技术 [70] 等，

构建了“活体单细胞拉曼分选”(RACS)技术体系 [71]。

这些较为系统的方法学和仪器研制工作，为根据活

体细胞的功能，在单细胞精度，不需培养而实现菌

群功能及状态的实时识别奠定了基础，从而服务于

更快、更便宜且更精确的实时“亚健康”检测。

第四，涵盖口腔菌群及其相对应的宿主信息的

微生物组大数据整合、挖掘算法和软件创新，是菌

群检测亚健康研究进一步拓展与深化的前提和保

障。首先，针对微生物群落的结构、功能解析与可

视化，本课题组设计了 Parallel-META 流程，相对

于传统的计算通量提高了近 20 倍 [72-73] ；同时，针

对于海量样本的精确比较，Meta-Storms 算法实现

了微生物群落样本基于进化二叉树的量化比较 [74-75]；

而对于大规模微生物组的系统性分析，MDV 数据

计算模型 [76] 可以将微生物组数据从不同的多个角

度进行全方位解析，显著改进了海量数据的质控、

比较、挖掘和可视化等关键技术环节。这些工作为

建立首个针对中国人群牙龈健康乃至口腔健康诊断

和预防的微生物组大数据系统提供了平台技术。

最后，在人体其他部位，尤其是肠道的微生物

组研究中，一些研究通过长期追踪个体菌群变化，

也初步证明菌群能够对未来疾病的发生进行可靠的

“预测”[28,37,77-78]。例如，Kostic 等 [77] 利用儿童肠道

菌群发育信息在 1 型糖尿病发生前一年半左右就观

察到未来患病儿童肠道细菌的异常，并最终准确预

测了疾病的发生。Karlsson 等 [78] 根据血糖浓度不同

的 145 名欧洲妇女的肠道菌群信息建立了基于肠道

菌群的糖尿病预测模型。另外，Gevers 等 [28] 报道

了通过对肠道不同位点菌群的采集和分析，鉴定了

一系列与克罗恩病 (Crohn’s disease) 显著相关的细

菌标记物，并建立了预测模型。这些研究不仅在微

生物范畴定义了不同慢性病的亚健康状态，而且为

逆转亚健康状态指出了治疗靶点和最佳治疗时机。

随着不同疾病、不同部位、以不同人群为模式的亚健

康之菌群定义的逐渐涌现，微生物组在保护人类健康

方面的潜力将得以更深入、更全面、更迅速地呈现。
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