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(1.湖南普瑞玛药物研究中心有限公司,长沙　 410329;2.新药药效与安全性评价湖南省重点实验室,长沙　 410329;
3.湖南省药品审评与不良反应监测中心,长沙　 410000)

　 　 【摘要】 　 目的　 通过槟榔提取物构建大鼠口腔溃疡模型,观察口腔内菌群结构变化及多样性特征,探索口腔

菌群和局部炎性因子参与槟榔提取物诱发大鼠口腔溃疡的发病作用机制研究,为临床防治口腔溃疡提供理论支

持。 方法　 将 30 只 SD 大鼠随机分为正常组、模型组、药物治疗组(桂林西瓜霜,8
 

mg / d,连续 7
 

d),10 只 / 组。 大鼠

口腔黏膜经皮下注射 10
 

g / mL 的槟榔提取物,复制大鼠口腔溃疡模型。 通过观察溃疡面积、溃疡评分、局部组织口

腔肿瘤坏死因子-α(tumor
 

necrosis
 

factor-α,TNF-α)、白介素-2(interleukin-2,IL-2)、IL-8 水平,并取口腔黏膜组织进

行 HE 染色,观察其组织形态学的变化,采用高通量测序方法分析口腔微生物菌群结构分布及微生物群落多样性。
结果　 与正常组比较,模型组大鼠溃疡面积显著增大,溃疡评分显著上升(P<0. 01),口腔黏膜组织 TNF-α、IL-2、
IL-8 水平均显著升高(P< 0. 01),大鼠口腔唾液的链球菌属( Streptococcus,P< 0. 05)、韦荣球菌属(Veillonella,P<
0. 001)均显著减少,模型组大鼠口腔黏膜上皮细胞增生或局灶性坏死,黏膜固有层水肿、出血,并伴有大量的中性

粒细胞和单核细胞浸润;与模型组比较,药物治疗组大鼠溃疡面积显著减少(P<0. 05,P<0. 01),溃疡评分显著减少

(P<0. 05),口腔黏膜组织 TNF-α(P<0. 01)、IL-2(P<0. 05)、IL-8(P<0. 05)水平均显著降低,大鼠口腔唾液的链球

菌属(Streptococcus,P<0. 001)、韦荣球菌属(Veillonella,P<0. 01)显著增加,葡萄球菌属(Staphylococcus,P<0. 01)显

著减少,口腔黏膜组织病变程度有明显改善。 结论　 槟榔提取物可成功复制大鼠口腔溃疡模型,其发病机制可能

与口腔正常菌群水平降低,潜在致病菌水平升高,破坏其口腔菌群微生物平衡,进而破坏机体免疫系统,引起局部

促炎因子升高有关。
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　 　 【Abstract】　
 

Objective 　 A
 

model
 

for
 

studying
 

oral
 

ulcers
 

induced
 

by
 

betel
 

nut-extract
 

was
 

constructed
 

in
 

rats.
 

Changes
 

in
 

the
 

structure
 

and
 

diversity
 

of
 

oral
 

flora
 

were
 

observed
 

to
 

explore
 

the
 

involvement
 

of
 

oral
 

flora
 

and
 

local
 

inflammatory
 

factors
 

in
 

the
 

pathogenesis
 

of
 

oral
 

ulcers
 

induced
 

by
 

betel
 

nut-extract
 

and
 

to
 

provide
 

theoretical
 

support
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

treatment
 

of
 

oral
 

ulcers
 

in
 

the
 

clinic.
 

Methods　 Thirty
 

SD
 

rats
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

normal,
 

model
 

and
 

intervention
 

groups
 

(Guilin
 

watermelon
 

cream,
 

8
 

mg / d
 

for
 

7
 

days),
 

with
 

10
 

rats / group.
 

The
 

oral
 

mucosa
 

of
 

rats
 

was
 

subcutaneously
 

injected
 

with
 

10
 

g / mL
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

to
 

generate
 

an
 

oral
 

ulcer
 

model.
 

The
 

histomorphological
 

changes
 

were
 

observed,
 

and
 

ulcer
 

area
 

and
 

ulcer
 

scores
 

were
 

assessed.
 

Local
 

oral
 

tissue
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

( TNF-α),
 

interleukin
 

(IL)-2
 

and
 

IL-8
 

levels
 

were
 

determined.
 

Oral
 

mucosal
 

tissues
 

were
 

sampled
 

for
 

HE
 

staining
 

and
 

analyzed
 

for
 

the
 

structural
 

distribution
 

of
 

oral
 

flora
 

and
 

the
 

diversity
 

of
 

microbial
 

communities
 

using
 

high-throughput
 

sequencing
 

method.
 

Results　 Compared
 

with
 

rats
 

in
 

the
 

normal
 

group,
 

those
 

in
 

the
 

model
 

group
 

had
 

an
 

increased
 

ulcer
 

area,
 

significantly
 

increased
 

ulcer
 

scores
 

(P<0. 01),
 

and
 

significantly
 

increased
 

levels
 

of
 

TNF-α,
 

IL-2
 

and
 

IL-8
 

in
 

the
 

oral
 

mucosal
 

tissues
 

(P<0. 01).
 

The
 

amount
 

Streptococcus
 

(P<0. 05)
 

and
 

Veillonella
 

(P<0. 001)
 

in
 

the
 

oral
 

saliva
 

of
 

the
 

model
 

group
 

rats
 

was
 

significantly
 

reduced.
 

The
 

model
 

group
 

rats
 

showed
 

oral
 

mucosal
 

epithelial
 

cell
 

hyperplasia
 

or
 

focal
 

necrosis,
 

mucosal
 

lamina
 

propria
 

edema,
 

and
 

hemorrhage
 

accompanied
 

by
 

mass
 

neutrophil
 

and
 

monocyte
 

infiltration.
 

Compared
 

with
 

the
 

model
 

group
 

rats,
 

the
 

intervention
 

group
 

rats
 

had
 

significantly
 

reduced
 

ulcerated
 

area
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01)
 

and
 

ulcer
 

scores
 

(P<0. 05).
 

And
 

oral
 

mucosal
 

tissue
 

levels
 

of
 

TNF-α (P< 0. 01),
 

IL-2(P< 0. 05)
 

and
 

IL-8
 

(P< 0. 05),
 

as
 

well
 

as
 

significantly
 

increased
 

Streptococcus
 

(P<0. 001)
 

and
 

Veillonella
 

(P<0. 01)
 

and
 

significantly
 

reduced
 

Staphylococcus
 

(P<
0. 01)

 

in
 

the
 

oral
 

saliva.
 

The
 

degree
 

of
 

lesions
 

in
 

the
 

oral
 

mucosal
 

tissues
 

was
 

significantly
 

improved
 

in
 

the
 

intervention
 

group.
 

Conclusions　 Betel
 

nut-extract
 

can
 

be
 

used
 

to
 

successfully
 

reproduce
 

a
 

rat
 

model
 

of
 

oral
 

ulcer,
 

and
 

it
 

is
 

speculated
 

that
 

the
 

development
 

of
 

oral
 

ulcers
 

after
 

exposure
 

to
 

betel
 

nut-extract
 

may
 

be
 

related
 

to
 

an
 

imbalance
 

in
 

the
 

oral
 

flora
 

and
 

local
 

tissue
 

inflammatory
 

mediators.
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　 　 口腔溃疡是一种常见的口腔黏膜疾病,在口腔

疾病中发病率很高,健康人群口腔微生物种群数量

大、种类多,大部分属于口腔中正常微生物,当口腔

菌群失衡、局部炎性因子水平发生改变时,常诱导

机体发生口腔溃疡,其发病特点以红肿为主,逐渐

发展为白色荚膜形成溃疡,造成局部组织炎症和坏

死[1-5] 。 口腔溃疡不仅影响患者的生活质量,而且

会给患者带来肉体上的痛苦,更是世界卫生组织公

认的口腔癌前病变。 当前有报道称口腔溃疡与咀

嚼槟榔、免疫功能、遗传、机械损伤等因素有关[6] 。
槟榔为棕榈科植物槟榔的干燥成熟种子,具有杀虫

消积、行气利水、截疟的功效,其主要活性成分有槟

榔碱、槟榔次碱、去甲基槟榔次碱。 研究表明,槟榔

碱对口腔黏膜具有一定的毒性,当口腔反复咀嚼槟

榔时,可引起口腔上皮层萎缩,促进上皮细胞凋亡,
进而形成口腔黏膜溃疡,而口腔菌群在槟榔提取物

诱发口腔溃疡发病机制方面鲜有报道[7] 。 为验证

槟榔提取物可通过破坏口腔菌群稳态平衡及局部

炎性因子水平而诱导口腔溃疡的发生,本研究采用

槟榔提取物构建大鼠口腔溃疡模型,通过观察模型

动物溃疡面积、溃疡评分、口腔黏膜病理变化并结

合口腔微生物菌群及局部组织促炎因子水平,从口

腔微生物的变化角度探索槟榔提取物诱发口腔溃

疡的发病机制,对临床上防治口腔溃疡提供参考

依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 SPF 级 SD 大鼠 30 只,雌雄各半,体重 180 ~ 220
 

g,购于湖南斯莱克景达实验动物有限公司[ SCXK
(湘)2019-0004],饲养于湖南普瑞玛药物研究中心

有限公司屏障环境动物实验室[ SYXK(湘) 2020 -
0015]。 饲养期间大鼠自由饮水,饲喂 SPF 鼠料

( 60Co 消毒)由科奥协力(天津)饲料有限公司提供

[SCXK(津)2020-0004]。 饲养环境:昼夜各半循环

照明,温度 20 ~ 26℃ ,相对湿度 40% ~ 70%。 动物实

验均按照湖南普瑞玛药物研究中心有限公司动物

伦理与福利委员会的指导方针和批准进行(IACUC-
2022(3)022),实验遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 槟 榔 提 取 物, 规 格: 每 袋 100
 

g, 批 号:
RH11042412,每克提取物含有 20

 

g 生药,有效期至:
2024- 04,生产单位:四川海澳斯生物科技有限公

司,HPLC 测得槟榔提取物中槟榔碱含量为 43
 

mg /
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g。 桂林西瓜霜,规格:每瓶 3. 5
 

g,1 瓶 / 盒,批号:
220825,生产厂家:桂林三金药业股份有限公司,功
能主治:清热解毒,消肿止痛,可用于治疗牙龈炎、
口腔溃疡、咽喉肿痛等。

大鼠 IL-2 酶联分析 ELISA 试剂盒、TNF-α 酶联

分析 ELISA 试剂盒、IL-8 酶联分析 ELISA 试剂盒,
批号均为:202208,有效期至:2023 - 04,生产厂家:
黄石市艾恩斯生物科技有限公司。 DMIL 倒置显微

镜(德国 Leica 公司);DFC
 

420C 病理成像系统(德

国 Leica 公司);Spectra
 

Max
 

i3x 型多功能酶标仪(上
海奥地利美谷光子公司);MG96 +型 PCR 仪(杭州

朗基科学仪器有限公司);DYY-6C 型双稳定时电泳

仪(北京君意东方电泳设备有限公司); NanoDrop
 

2000 型 超 微 量 分 光 光 度 计 ( Thermo
 

fisher
 

scientific);Biotek
 

elx800 型酶标仪(Biotek)等。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 分组与造模

　 　 选取检疫合格 SPF 级 SD 大鼠 30 只,雌雄各

半,按性别和体重随机分为正常组、模型组、药物治

疗组(桂林西瓜霜喷剂),每组 10 只。 造模方法:采
用乙醚将模型组和药物治疗组大鼠轻微麻醉后,在
大鼠口腔中上端黏膜皮下注射 10

 

g / mL 的槟榔提取

物,每只左右侧各 0. 1
 

mL,复制大鼠口腔溃疡模型,
正常组动物不做处理。 药物治疗组大鼠经口腔黏

膜喷入桂林西瓜霜,每喷约 4
 

mg,覆盖局部溃疡区

域,每侧每喷 1 次,每天 2 次,连续给药 7
 

d,大鼠每

次喷入后应平躺 10 ~ 15
 

s,并在干预 30
 

min 内禁食

禁水以便药物吸收。
1. 3. 2　 一般临床观察

　 　 每天观察各组动物行为活动、精神状况及粪

便、尿液等情况。
1. 3. 3　 溃疡面积测定及评分

　 　 分别于造模后第 1、2、3、5、7 天( D1、D2、D3、
D5、D7)对各组动物口腔黏膜进行外观评分,参照文

献[8] 进行项目评分及等级。 分别造模后 D1、 D2、
D3、D5、D7 在同一角度同一标尺拍照,采用 Image

 

J
软件测量各组大鼠溃疡面积,并计算愈合率。 溃疡

愈合率(%)= (初始溃疡面积-当天溃疡面积) / 初
始溃疡面积。
1. 3. 4　 口腔黏膜局部组织 TNF-α、IL-8、IL-2 检测

　 　 于造模后 D7,取各组动物口腔黏膜左侧造模部

位及周围局部组织,采用 0. 9%氯化钠注射液洗去

残留血液,将称量组织重量与 0. 9%氯化钠注射液

体积按 1 ∶ 9 加入 EP 管中,采用组织匀浆机对口腔

黏膜组织匀浆,3000
 

r / min 离心 10
 

min 取上清液,
采用大鼠 ELISA 试剂盒检测上清液中 TNF-α、IL-8、
IL-2 水平。
1. 3. 5　 口腔菌群分析

　 　 于造模后 D7,上、下午各 1 次,采用一次性无菌

咽拭子对各组动物进行口腔拭取(多次采集混合),
采集口腔菌群,拭取部位为口腔黏膜溃疡周边,动
作以不损伤伪膜为准,直至唾液完全浸润咽拭子,
拭取后装入无菌 EP 管中, - 20℃ 保存。 选择 16S

 

V3-V4 区引物(338F:ACTCCTACGGGAGGCAGCAG
和 806R:GGACTACHVGGGTWTCTAAT) 进行扩增;
PCR 扩增体系为:5×FastPfu

 

Buffer
 

4
 

μL,2. 5
 

mmol /
L

 

dNTPS
 

2
 

μL,Forward
 

Primer(5
 

μmol / L) 0. 8
 

μL,
Reverse

 

Primer ( 5
 

μmol / L ) 0. 8
 

μL, FastPfu
 

Polymerase
 

0. 4
 

μL,BSA
 

0. 2
 

μL,Template
 

DNA
 

10
 

ng,补 ddH2O 至 20
 

μL;反应条件:95℃
 

3
 

min、95℃
 

30
 

s、53℃
 

30
 

s、72℃
 

40
 

s、72℃
 

10
 

min,29 个循环;
扩增后使用 Illumina 进行测序及口腔菌群分析。
1. 3. 6　 组织病理学检查

　 　 于造模后 D7,取各组动物口腔黏膜右侧造模处

部位及周围局部组织,10%中性福尔马林溶液固定,
切片,石蜡包埋,HE 染色,进行口腔黏膜组织病理

学检查,显微镜下观察其组织病理学变化。
1. 4　 统计学方法

　 　 采用 UPARSE 软件( version
 

7. 1) 进行菌群分

析,并基于菌属级别进行比较。 根据 97%的相似度

对序列进行 OTU 聚类,并在聚类的过程中去除单序

列和嵌合体。 采用 SPSS
 

22. 0 统计软件进行分析,
所有数据以平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,组间比较采

用 t 检验或非参数检验。 均以 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结果

2. 1　 一般临床观察

　 　 如图 1 所示,造模后各组动物嘴角均出现肿胀,
并伴有流涎,口腔黏膜出现不规则的溃疡面,其创

面边缘与周围正常皮肤形成较明显的界线,同时伴

有自主活动和摄食减少。 药物治疗组动物随着给

药时间延长,口腔黏膜溃疡创面逐渐愈合。
2. 2　 溃疡面积、愈合率测定及评分

　 　 如表 1,图 2 所示,与正常组比较,模型组造模

后 D1、D2、D3、D5、D7 口腔溃疡评分均显著升高;与
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图 1　 槟榔提取物对大鼠口腔黏膜创面的影响

Figure
 

1　 Effect
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

on
 

oral
 

mucosal
 

wound
 

in
 

rats

注:与模型组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 2　 槟榔提取物诱导大鼠口腔溃疡创面面积及愈合率的影响(n= 10)
Note.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

2　 Effect
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

on
 

oral
 

ulcer
 

wound
 

area
 

and
 

healing
 

rate
 

in
 

rats

表 1　 槟榔提取物诱导大鼠口腔溃疡评分( 􀭰x±s,n= 10)
Table

 

1　 Oral
 

ulcer
 

score
 

induced
 

by
 

betel
 

nut-extract
 

in
 

rats

组别 Groups
溃疡评分 Oral

 

ulcer
 

score
造模后 D1

D1
 

after
 

molding
造模后 D2

D2
 

after
 

molding
造模后 D3

D3
 

after
 

molding
造模后 D5

D5
 

after
 

molding
造模后 D7

D7
 

after
 

molding
正常组 Normal

 

group 0. 0±0. 0 0. 0±0. 0 0. 0±0. 0 0. 0±0. 0 0. 0±0. 0
模型组 Model

 

group 9. 2±1. 5++ 8. 8±1. 2++ 8. 5±1. 3++ 8. 6±1. 8++ 7. 2±1. 5++

药物治疗组 Intervention
 

group 8. 2±1. 0 8. 0±1. 1 7. 1±1. 3 5. 2±1. 2∗ 4. 2±0. 9∗

注:与正常组比较,
 ++P<0. 01;与模型组比较,

 ∗P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ++P<0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05.

模型组比较,药物治疗组造模后 D5、D7 溃疡面积和

口腔溃疡评分显著减少(P<0. 05,P<0. 01)、愈合率

显著增大(P<0. 05,P<0. 01),提示槟榔提取物诱导

大鼠口腔溃疡模型构建成功,且桂林西瓜霜喷剂干

预可对症状起到治疗作用。
2. 3　 口腔黏膜组织细胞因子检测

　 　 如图 3 所示,与正常组比较,模型组口腔黏膜组

织中 IL-8、IL-2、TNF-α 均显著增加(P<0. 01);与模

型组比较,药物治疗组口腔黏膜组织中 IL-8、IL-2、
TNF-α 均显著减少(P<0. 05,P<0. 01),提示槟榔提

取物会引起大鼠局部组织炎症因子升高,当给予药

物治疗后炎症水平明显降低。

2. 4　 口腔菌群分析

2. 4. 1　 DNA 的质检、PCR 扩增和测序

　 　 如图 4 所示,采用 NanoDrop
 

2000 对 30 只大鼠

的 DNA 进行检测,DNA 浓度为 1. 08 ~ 10. 41
 

ng / μL。
用 338F ( ACTCCTACGGGAGGCAGCAG )、 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT)进行 PCR 扩增,扩
增结果合格。 大鼠的口腔唾液即可进行测序和口

腔菌群分析。
2. 4. 2　 口腔菌群组成分析

　 　 如图 5 所示,菌群分布图显示了菌群结构属水

平的变化及相对丰度,其中正常组大鼠口腔中的优

势菌主要是链球菌属( Streptococcus)、韦荣球菌属
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(Veillonella),而葡萄球菌属(Staphylococcus)占比较

少,与健康人群的口腔微生物中菌群分布基本一

致,经槟榔提取物干预后,大鼠口腔菌群发生明显

变化,其中以 Streptococcus、Veillonella、Staphylococcus、
Rothia 变化最为明显,表明槟榔可能会引起大鼠口

腔菌群失调。

图 5　 大鼠口腔唾液菌群分布(层级聚类分析,属水平)
Figure

 

5　 Distribution
 

of
 

oral
 

salivary
 

flora
 

in
 

rats
 

(hierarchical
 

cluster
 

analysis,
 

genus
 

level)

2. 4. 3　 对大鼠口腔菌群 α 多样性及菌属差异的

影响

　 　 如图 6 所示,与正常组比较,模型组大鼠口腔唾

液的 shannon 指数显著增大(P< 0. 05),simpson 指

数均显著减小(P<0. 01),提示模型组大鼠口腔菌群

生物多样性升高,物种间差异增大,均一性降低;与
模型组比较,药物治疗组 shannon 指数显著减小(P<
0. 05),simpson 指数显著增大(P<0. 01),提示通过

桂林西瓜霜干预后,能明显调节大鼠口腔菌群多样

性,减少物种间差异。
如图 7 所示,与正常组比较,模型组大鼠口腔唾

液中 Streptococcus、Veillonella 均显著减少(P<0. 05,P
<0. 01),Staphylococcus 虽无统计学差异,但有增加

的趋势;与模型组比较,药物治疗组 Streptococcus 显
著增加 ( P < 0. 01), Staphylococcus 显著减少 ( P <
0. 01),Veillonella 虽无统计学差异,但有明显增加的

趋势。 上述结果表明槟榔提取物能引起大鼠口腔

唾液中 Streptococcus、Veillonella、Staphylococcus 菌属

序列比例变化,通过药物治疗后,能调节大鼠口腔

唾液中菌属序列比例。
2. 5　 组织病理学镜下观察

　 　 如图 8 所示,正常组镜下可见大鼠口腔黏膜组

织层结构完整清晰,无炎性细胞浸润;模型组大鼠

经槟榔提取物诱导后,可见大鼠上皮细胞增生或局

灶性坏死,黏膜固有层水肿、出血,并伴有大量的中

性粒细胞和单核细胞浸润;药物治疗组可见大鼠口

腔黏膜上皮细胞增生,黏膜少量中性粒细胞浸润,

提示桂林西瓜霜能明显改善模型大鼠口腔黏膜上

皮细胞坏死、水肿等病变,并显著减轻大鼠口腔黏

膜组织炎性细胞浸润程度。

注:与正常组比较,
 ++P<0. 01;与模型组比较,

 ∗P<0. 05,
 

∗∗P<0. 01。

图 3　 槟榔提取物诱导大鼠口腔溃疡局部组织

细胞因子 IL-8、IL-2 和 TNF-α 水平的影响(n= 10)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 ++P < 0. 01.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

3　 Effects
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

on
 

the
 

levels
 

of
 

cytokines
 

IL-8,
 

IL-2
 

and
 

TNF-α
 

in
 

the
 

local
 

tissues
 

of
 

rat
 

oral
 

ulcer

图 4　 PCR 扩增结果

Figure
 

4　 PCR
 

amplification
 

results
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注:与正常组比较,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01;与模型组比较,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01。

图 6　 槟榔提取物诱导大鼠口腔菌群 shannon 和 simpson 指数的影响(n= 10)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 +P<0. 05,

 ++P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗P<0. 05,

 ∗∗P<0. 01.

Figure
 

6　 Effect
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

induced
 

shannon
 

and
 

simpson
 

indices
 

of
 

oral
 

flora
 

in
 

rats

注:与正常组比较,
 +P<0. 05,

 +++P<0. 001;与模型组比较,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001。

图 7　 槟榔提取物诱导大鼠口腔溃疡唾液菌群分析的影响(n= 10)
Note.

 

Compared
 

with
 

normal
 

group,
 +P<0. 05,

 +++P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 ∗∗P<0. 01,

 ∗∗∗P<0. 001.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

betel
 

nut-extract
 

on
 

salivary
 

flora
 

of
 

rat
 

oral
 

ulcer

图 8　 大鼠口腔黏膜组织病理切片(HE 染色)
Figure

 

8　 Pathological
 

sections
 

of
 

rat
 

oral
 

mucosa
 

(HE
 

staining)

3　 讨论

　 　 口腔溃疡是一种发生于口腔黏膜上的表浅溃

疡性疾病,多见于嘴唇内侧、舌头、舌腹、颊黏膜等

部位,临床表现为口腔灼烧痛、溃烂,呈周期性、游
走性反复发作,严重者可直接影响患者的饮食、吞
咽和语言交流等日常行为[9] 。 虽然目前临床上已

有多种口腔溃疡动物模型用于实验研究,如机械损
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伤法、化学灼烧法和细菌感染法等,但模型大多以

病理性为主,极少有模型可完全复制疾病发生发展

的自然进程[10] 。 槟榔提取物诱导口腔溃疡模型是

持续而自然的过程,与传统机械损伤、化学灼烧和

细菌感染等口腔溃疡模型构建方式相比,更具均一

性与可控性,且不会因造模力度不同或试剂外溢等

情况而致模型差异病损各不相同。 大量研究证实

槟榔可造成牙齿与牙周黏膜损伤,引起口腔溃疡及

黏膜纤维化,产生一系列牙周疾病,但发病机制尚

不清晰[11] 。 本研究构建与临床病症特点吻合度高

且复制简单的口腔溃疡动物模型,揭示槟榔诱发口

腔溃疡的发病机制,通过观察各组大鼠体征、口腔

溃疡面积和口腔黏膜组织病理变化对不同处理组

大鼠造模情况进行评价,根据口腔黏膜局部组织炎

症因子水平、口腔菌群结构变化以及多样性特征,
揭示口腔微生物群与黏膜细胞因子间动态关系,探
索口腔菌群参与槟榔提取物诱发大鼠口腔溃疡的

发病机制,特设桂林西瓜霜作为药物治疗组,观察

模型组大鼠口腔创面愈合后口腔菌群和局部细胞

因子水平的变化,进一步验证口腔菌群和局部细胞

因子与槟榔提取物诱发大鼠口腔溃疡发病机制的

关系[12-13] 。
本研究发现,在槟榔提取物干预后大鼠均出现

口腔溃疡创面,且结合病理可见大鼠口腔黏膜明显

病变,该症状与邢国征等[14]诱导大鼠口腔溃疡模型

症状一致,提示槟榔提取物诱发大鼠口腔溃疡模型

构建成功。 当动物经药物干预后,药物治疗组大鼠

口腔溃疡程度随着给药时间的延长呈愈合趋势,而
模型组动物仍处于严重阶段,提示模型动物尚未出

现自愈趋势,各组动物于给药末期进行口腔黏膜炎

症因子检测及口腔菌群高通量测序对于揭示槟榔

提取物参与口腔溃疡发病机制具有重要意义。
研究表明,口腔溃疡的发生发展与细胞因子网

络失衡密切相关,其中 IL-2、IL-8 和 TNF-α 均为参

与口腔溃疡的重要促炎因子;而微生物菌群失调会

破坏免疫系统,进而导致促炎因子上调及抗炎因子

下调,因此口腔溃疡的发生发展与口腔菌群稳态及

细胞因子水平密切相关[14-17] 。 有报道称,口腔中较

高丰度的葡萄球菌属会提高口腔黏膜感染风险,而
链球菌属和韦荣氏菌属等唾液菌群作为口腔中的

正常菌群与宿主间保持动态平衡,从而发挥保护宿

主的作用,维持口腔内环境的稳定性,当其含量下

降时,口腔黏膜稳定性破坏,也会导致口腔溃疡的

发生[18-20] 。 本研究使用槟榔处理模型组大鼠后采

用细菌 16S
 

rDNA 进行口腔菌群高通量测序,α 多样

性分析结果显示,模型组大鼠口腔唾液的 shannon
升高、simpson 降低,提示槟榔提取物可导致大鼠口

腔菌群组成和结构发生改变,打破口腔菌群平衡。
在已知检出的高丰度菌群中,研究发现模型组大鼠

口腔唾液 Streptococcus、 Veronella 数量显著降低,
Staphylococcus 数量显著增加,且口腔黏膜组织中促

炎因子 TNF-α、IL-2、IL-8 水平均显著上调;而经药

物干 预 后 模 型 大 鼠 口 腔 黏 膜 创 面 逐 渐 愈 合,
Streptococcus、Veronella 数量显著升高,Staphylococcus
数量显著减少,口腔黏膜组织中促炎因子 TNF-α、
IL-2、IL-8 水平均显著下调,提示模型大鼠在口腔黏

膜创面好转的情况下,其口腔菌群失衡情况和炎症

因子水平得到明显改善。 综上所述,槟榔提取物可

引起动物口腔正常菌群水平降低,潜在致病菌水平

升高,破坏其口腔菌群微生物平衡,进而破坏机体

免疫系统,引起炎症因子风暴,导致口腔溃疡的

发生。
本研究使用槟榔提取物诱导大鼠口腔溃疡模

型,可引起大鼠口腔菌群中链球菌属、韦荣氏菌属

数量减少,葡萄球菌属数量增多,局部促炎因子水

平升高,口腔溃疡面积增大,口腔溃疡评分上升。
因此,我们推测槟榔提取物诱发口腔溃疡疾病发展

可能与口腔菌群稳态破坏,引起促炎因子含量升高

有关,这一发现对研究槟榔提取物诱导口腔溃疡发

病机制及靶向药物开发具有重要的意义。
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