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[摘要] 目的　研究 db/db 小鼠口腔菌群的改变，为探寻 2 型糖尿病与口腔微生态的联系提供实验基础。方法　选
取 8 只 10 周龄雄性 db/db 小鼠为糖尿病实验组，8 只 10 周龄雄性 db/m 小鼠为正常对照组。适应性喂养 5 d 后，在相
同饲料饲养的第 6 天和第 37 天行尾静脉采血，测定两组小鼠的空腹血糖 （fasting blood glucose，FBG） 水平和口
服葡萄糖耐量 （oral glucose tolerance test，OGTT），以验证糖尿病模型的可靠性。在相同饲料饲养的第 15 天采集
两组小鼠两侧颊黏膜、舌背与舌腹、口底黏膜、上腭硬区黏膜、上下颌牙龈的龈上区域的口腔菌群样本，提取口腔
微生物的基因组 DNA 后，使用 GeneAmp 9700 热循环仪对其中 16S 核糖体 RNA （16S ribosomal RNA，16S rRNA）
基因的 V3～V4 区进行扩增，然后在 Illumina MiSeq 平台上通过双标引扩增和测序对口腔菌群结构进行评估，然后
应用 QIIME （version 1.6.0） 软件进行生物信息学分析。结果　实验开始后第 6 天和第 37 天的 FBG 水平和 OGTT 检
测结果均显示 db/db 小鼠比 db/m 小鼠表现出明显的 2 型糖尿病症状。α 多样性分析显示两组小鼠的口腔菌群在多样
性上无显著差异 （P＞0.05），而在丰富度上差异显著 （P＜0.05）。主坐标分析显示 db/db 小鼠的口腔菌群结构与
db/m 小鼠存在显著差异 （P＜0.05），物种组成分析以及 LEfSe 分析显示 db/db 小鼠口腔菌群在门水平以变形菌门

（p_Proteobacteria） 为主的相对丰度显著上升 （P＜0.05），而在属水平上变形杆菌属 （g_Proteus） 和肠球菌属
（g_Enterococcus） 的相对丰度极显著上升 （P＜0.001）。结论　2 型糖尿病 db/db 小鼠的口腔菌群结构和丰富度均
较血糖正常的对照小鼠出现了显著变化。
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[ABSTRACT] Objective　 To investigate the changes in oral microbiota of db/db mice and provide an 
experimental basis for exploring the relationship between type 2 diabetes mellitus and oral microecology. 
Methods　Eight 10-week-old male db/db mice were designated as the diabetes experimental group (db/db 
group), while eight 10-week-old male db/m mice were assigned as the normal control group (db/m group). 
After a 5-day adaptive feeding period,  tail venous blood samples were collected on the 6th and 37th days, 
and fasting blood glucose (FBG) levels and oral glucose tolerance test (OGTT) were performed for both 
groups to verify the reliability of the diabetes model. On the 15th day of feeding with the same diet, oral 
microbiota samples were collected from the buccal mucosa, dorsal and ventral tongue surfaces, oral floor 
mucosa, hard palate mucosa, and the gingival areas of both the upper and lower jaws of the two groups. 
Genomic DNA from the oral microbiota was extracted, and the V3-V4 regions of the 16S ribosomal RNA 
(16S rRNA) gene were amplified using a GeneAmp 9700 thermocycler. The composition of the oral 
microbiota was evaluated through double-labelled amplification and sequencing on the Illumina MiSeq 
platform, followed by bioinformatics analysis using QIIME software(version 1.6.0). Results　The FBG levels 
and OGTT results on the 6th and 37th days after the start of the experiment indicated that db/db mice 
exhibited more pronounced symptoms of type 2 diabetes compared to db/m mice. Alpha diversity (α 
diversity) analysis showed no significant difference in the diversity of oral microbiota between the two 
groups (P>0.05); however, there was a significant difference in richness (P<0.05). Principal coordinate 
analysis(PCoA) revealed differences in the oral microbiota composition between the db/db group and db/m 
group (P<0.05). Species composition analysis and LEfSe analysis demonstrated that the relative abundance 
of oral microbiota in db/db group mice, predominantly composed of p_Proteobacteria, increased 
significantly at the phylum level (P<0.05). At the genus level, the relative abundances of g_Proteus and 
g_Enterococcus showed a significant increase (P<0.001). Conclusion　 The composition and diversity of 
oral microbiota in db/db mice with type 2 diabetes mellitus significantly differed from those without the 
disease.
[Key words]  Type 2 diabetes; db/db mouse; Oral microbiota; 16S rRNA sequencing analysis

2型糖尿病是因胰岛β细胞功能障碍及靶器官胰岛

素抵抗导致的以持续性高血糖及长期代谢紊乱为主要

病变特征的代谢综合征［1-2］，其病因复杂，包括遗传

因素、肥胖和不良生活方式［3］。2型糖尿病有许多危

害，不仅会导致肥胖、动脉粥样硬化性心血管疾病、

肌肉减少症，甚至会导致患肥胖相关癌症的风险

增加［4-6］。
构建动物模型可以较好地模拟糖尿病的发生发展

过程，是研究糖尿病病理改变、发病机制以及潜在炎

症机制的一种重要方式［7-8］。目前已有多种不同类型

的 2型糖尿病啮齿类动物模型，根据模型构建的原理

不同，大致可分为诱导型、自发突变型和基因工程型

这 3种类型［9］。其中，诱导型动物模型以高脂饲料喂

养的膳食诱导型与注射链脲佐菌素（streptozotocin，

STZ）的化学药物诱导型为主。高脂饲料喂养诱导法通

过饮食引发动物体内糖脂代谢紊乱，降低胰岛素敏感

性，从而出现胰岛素抵抗。不同品种品系的小鼠对高

脂饮食喂养的反应存在差异，同品种品系的小鼠对高

脂饮食喂养的反应也存在一定程度的不同。而且 STZ
诱导法由于血糖迅速升高，容易导致动物酮症酸中毒

而死亡［10］。此外，通过基因工程制造2型糖尿病动物

模型也有耗时较长、对技术设备和饲养环境要求较高

等缺点。相比而言，db/db小鼠是由于瘦素受体基因自

发性突变而形成的自发性 2型糖尿病模型，不需要额

外的诱导条件，且表型稳定，能够在不同的实验环境

中重复出现。db/db小鼠早期表现为脂质代谢紊乱，血

糖、血脂水平显著升高，糖耐量及胰岛素耐量异常，

其高血糖水平能够稳定维持，能较好地模拟人类 2型
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糖尿病胰岛素抵抗的病理进程，是研究 2型糖尿病较

为理想的模型［11］。已有研究表明，db/m小鼠与 db/db
小鼠的背景品系相同，且db/m小鼠的体重和血糖一直

处于相对正常的水平［12］。故本研究选取 db/m小鼠作

为对照，可以更好地观察 db/db小鼠和 db/m小鼠在血

糖方面的差异。

口腔菌群是机体微生物群的重要组成部分，通过

多种机制影响着宿主口腔和全身各系统的健康［13］。研

究表明，口腔菌群与牙周炎、龋病、糖尿病、心血管

疾病以及系统性疾病之间均存在一定的关系［14-16］。也

有研究证实，菌群失调相关的牙周炎与糖尿病之间存

在一定的双向关系［17-18］。据文献报告，糖尿病患者中

牙周病的患病风险提高了3～4倍，其中血糖未控制的

糖尿病患者的牙周病程度更重［19-20］。因此，深入了解

糖尿病与非糖尿病动物之间口腔菌群的差异，对于阐

明其双向机制、维护口腔与全身健康具有重要的意义。

本研究以 db/db小鼠为糖尿病研究对象，以 db/m
小鼠为正常对照，通过16S核糖体RNA（16S ribosomal 
RNA，16S rRNA）测序技术分析db/db小鼠与正常小鼠

口腔菌群的组成与差异，旨在为研究糖尿病与口腔菌

群之间的关系提供实验数据。

1　材料与方法

1.1　实验动物
选取 8只品系为BKS.Cg-Dock7m+/+Leprdb/m，背景为

C57BLKS/J的SPF级10周龄雄性db/db小鼠（作为自发

性 2型糖尿病模型），以及 8只 10周龄雄性 db/m小鼠

（作为正常对照），均购自常州卡文斯实验动物有限公

司 ［SCXK （苏） 2021-0013］，质量合格证编号为

320730240100044946。小鼠由常州市第一人民医院

［SYXK（苏） 2023-0038］购买，饲养于江苏科标医学

技术集团有限公司［SYXK（苏） 2021-0013］提供的

屏障设施。设施环境由中央空调系统自动控制，温度

20～25 ℃，相对湿度 40%～70%，换气次数为 15～20 
次/h全新风，有12 h/12 h的光/暗循环。每日为动物提

供足够的颗粒料和新鲜的饮用水，其中饲料为常规实

验室 SPF级鼠粮（主要成分为 10%水、18%粗蛋白、

4%粗脂肪、5%粗纤维、8%粗灰分及各类氨基酸、维

生素与矿物质），由江苏科标医学技术集团有限公司提

供；饲料及饮水均经过灭菌处理，饮水瓶每周通过高

温高压灭菌一次。动物实验经江苏科标医学技术集团

有限公司伦理委员会批准后开展，伦理批件号为

IACUC23-0126。
1.2　主要试剂及仪器

一次性无菌鼻咽用尼龙植绒拭子购自广州达佳生

物科技有限公司；无菌DNA保存液购自广州市齐云生

物技术有限公司（LOT：JR23753A）；葡萄糖购自广州

泽塔生物科技有限公司；电子分析天平（型号BT25S）
为德国 Sartorius 公司产品；血糖仪及配套血糖试纸

（型号 ACCU-CHEK Active）为瑞士 Roche Diagnostics 
GmbH公司产品；唾液DNA提取试剂盒购自上海美吉

生物医药科技有限公司；JY600C电泳仪购自北京君意

东方电泳设备有限公司；GeneAmp 9700热循环仪购自

美国Applied Biosystems公司；AxyPrepDNA凝胶回收试

剂盒（AP-MN-P-500）购自美国Axygen公司；Miseq
基因测序分析仪为美国 Illumina 公司产品。

1.3　实验分组
参照文献［21］的方法，本实验共纳入 16只小鼠，

正常对照组为8只db/m小鼠，糖尿病实验组为8只db/
db小鼠。两组小鼠不予其他干预，用相同的鼠笼适应

性饲养后，定期给予相同的饮水与饲料，直至实验

结束。

1.4　小鼠血糖检测
在获取 db/db小鼠与 db/m小鼠后，对小鼠进行检

疫，并进行适应性喂养。小鼠经过 5 d的适应性喂养

后，在实验正式开始时（实验第 1天）首先对每一只

小鼠采用耳标方式进行标记。在实验第 6天与第 37天
对两组小鼠行尾静脉取血（采血前禁食 12 h，不禁

水），用酒精棉球对鼠尾进行消毒并自然风干，用采血

针采集尾尖血液，用血糖仪测量空腹血糖（fasting 
blood glucose，FBG）浓度。FBG测量全部结束后，用

50%葡萄糖水溶液（将无水葡萄糖固体按2 g/kg的剂量

与生理盐水混合配制而成）对 2组小鼠进行灌胃，每

只间隔 1 min，并在灌胃后的 0.5 h、1 h、1.5 h、2 h检
测血糖浓度，进行口服葡萄糖耐量 （oral glucose 
tolerance test，OGTT）分析［22］。通过观察血糖浓度的

变化来评估小鼠的糖代谢能力，OGTT分析2 h后血糖<
7.8 mmol/L说明小鼠对葡萄糖的调节能力正常，而≥
11.1 mmol/L说明小鼠可能患有糖尿病。

1.5　口腔菌群收集
在实验开始后的第 15天［23］，分别对两组小鼠进

行口腔菌群的采集。抓取并固定小鼠，用长10 cm的无

菌小镊子撑开小鼠口腔，随后用直径2 mm的一次性无

菌鼻咽用尼龙植绒拭子分别收集 db/m小鼠和 db/db小
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鼠的口腔唾液样本，采样部位包括两侧颊黏膜、舌背

与舌腹、口底黏膜、上腭硬区黏膜、上下颌牙龈的龈

上区域，每个部位用同一个拭子刮取 3次，拭子绒毛

浸湿样即为采样合格。然后迅速将拭子放置在装有

1 mL无菌DNA保存液的1.5 mL离心管内，用无菌剪刀

剪掉棉签柄，残留长度不低于离心管长度的1/2，之后

保存于-80 ℃冰箱，并在干冰保存条件下送检。

1.6　细菌基因组 DNA 提取和 16S rRNA illumina
测序

根据试剂盒说明书，使用DNA试剂盒提取口腔微

生物总 DNA。使用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测基因组

DNA完整性。使用GeneAmp 9700热循环仪对细菌 16S 
rRNA基因的V3～V4区进行扩增，采用的通用引物为

338F （5'-ACTCCTACGGGAGGCAG-CAG-3'）和 806R
（5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'）。PCR产物使用

AxyPrepDNA 凝胶回收试剂盒进行纯化回收。在

Illumina MiSeq平台上通过双标引扩增和测序方法对口

腔菌群结构进行评估，然后应用QIIME（version 1.6.0）
软件进行生物信息学分析：通过主坐标分析

（principal coordinate analysis，PCoA）揭示样本间的相

似性或差异性，通过LEfSe分析、门及属水平菌群差异

分析揭示样本间的物种差异，通过α多样性分析评估

一个特定区域或生态系统内的物种多样性，通过群落

柱状图分析、相对丰度热图分析对样本的群落组成进

行分析。

1.7　数据处理及统计分析
采用SPSS软件（Version 26.0）、GraphPad Prism软

件（Version 9.0）和R-studio软件（Version 1.0）对血

糖及测序数据进行统计学分析以及可视化处理。生物

信息学分析结果以平均值±标准差或中位数（四分位

数）表示，采用独立样本 t检验对正态分布的数据进行

两组间比较，采用Mann-Whitney U检验对非正态分布

的数据进行两组间比较。P＜0.05表示差异具有统计学

意义。

2　结果

2.1　 db/db 小 鼠 及 db/m 小 鼠 的 血 糖 相 关 指 标
差异

两组小鼠的 FBG 和 OGTT 测定结果表明，db/db
小鼠第 6 天和第 37 天的 FBG 浓度都 ≥11.1 mmol/L
（图1A），并且第6天的OGTT≥11.1 mmol/L（图1B）；而

db/m小鼠的 2次 FBG浓度均<11.1 mmol/L，且 OGTT<
11.1 mmol/L；同时 db/db组小鼠的OGTT试验的曲线下

面积显著高于作为正常对照组的db/m小鼠（图1C）。结

果提示，与 db/m小鼠相比，db/db小鼠是 2型糖尿病

小鼠。

2.2　db/db 小鼠与 db/m 小鼠的口腔菌群差异
2.2.1　口腔微生物群的结构分析

通过针对16S rRNA基因的MiSeq测序分析db/db小

鼠及db/m小鼠的口腔菌群差异，结果从16份小鼠口腔

样本中获得了2 079 122个有效读数。测序序列以97%
的相似性聚类为一个种下单元（operational taxonomic 

注：A，禁食 12 h 的空腹血糖 （FBG） 浓度；B，0~2 h 的口服葡萄糖耐量 （OGTT） 分析；C，OGTT 试验的曲线下面积 （AUC）。db/db 小鼠为
糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001。
Note：A， The concentration of fasting blood glucose （FBG） levels after a 12-hour fasting period； B， Analysis of oral glucose tolerance test 

（OGTT） from 0-2 hours； C， Area under the curve （AUC） of the OGTT. Db/db mice served as the diabetic group， while db/m mice were the 
normal controls， n=8 per group. *P＜0.05， **P＜0.01， ***P＜0.001.
图 1 db/db 小鼠及 db/m 小鼠的血糖相关指标差异
Figure 1 Comparison of blood glucose indices in db/db mice and db/m mice
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units，OTU），保留至少在 3个样本中序列数都≥5的
OTU，共获得 123 种 OTU。其中 db/db 小鼠的 OTU 为

102.30±8.43，而 db/m小鼠的OTU为 77.25±29.32，2组
间 OTU 差异具有统计学意义（P＜0.05）。用 R 语言

（Version 1）进行统计分析和作图，PCoA分析中采用

bray_curtis的距离算法，差异检验采用双尾检验，并用

错误发现率（false discovery rate，FDR）法进行多重检

验校正。db/db小鼠与 db/m小鼠的菌落在OTU水平上

表现出两组相对离散，样本距离离散值差异显著，群

落结构发生显著变化（P＜0.05），第一主成分（PC1）
和第二主成分（PC2）分别解释了43.54%和24.26%的

数据变异，结果如图2A所示。为确定两组群落组成的

分类水平，进行了从门水平到属水平的 LEfSe 分析

（图2B）。
在 db/db 小鼠中，变形菌门（p_Proteobacteria）、

变形菌纲 （c_Gammaproteobacteria）、巴斯德氏菌目

（o_Pasteurellales）、乳杆菌目（o_Lactobacillales）、棒

杆 菌 目 （o_Corynebacteriales）、 摩 根 菌 科 （f_
Morganellaceae）、巴斯德杆菌科（f_Pasteurellaceae）、
气 球 菌 科 （f_Aerococcaceae）、 链 球 菌 科 （f_
Streptococcaceae）、肠球菌科（f_Enterococcaceae）、棒

状 杆 菌 科 （f_Corynebacteriaceae）、 鼠 杆 菌 属

（g_Muribacter）、变形杆菌属（g_Proteus）、棒状杆菌属

（g_Corynebacterium）、肠球菌属（g_Enterococcus）、链

球菌属（g_Streptococcus）、气球菌属（g_Aerococcus）、
假芽孢杆菌属（g_Fictibacillus）富集。而 db/m小鼠富

集了葡萄球菌目（o_Staphylococcales）、葡萄球菌科

（f_Staphylococcaceae）、坦纳菌科（f_Tannerellaceae）、
副拟杆菌属（g_Parabacteroides）、嗜冷咸海鲜球菌属

（g_Jeotgalicoccus）、葡萄球菌属 （g_Staphylococcus）、
颤 螺 旋 菌 科 下 未 分 类 属 （g_unclassified_f_
Oscillospiraceae）、瘤胃球菌科下未分类属（g_norank_
f_Ruminococcaceae）、肠杆菌属（g_Enterorhabdus）、考

拉杆菌属（g_Phascolarctobacterium）。

2.2.2　口腔微生物群的特征
小鼠口腔微生物群的α多样性分析包括物种观测

丰富度指数（spieces observed richness index，Sobs）、
香农指数（Shannon index，Shannon）、辛普森多样性

指数（Simpson diversity index，Simpson）、基于丰度的

覆盖估计值（abundance-based coverage estimator index，
ACE）、Chao1丰富度估计量（Chao1 richness estimator，
Chao1）和测序覆盖度（sequencing coverage，Coverage）。

注：A，db/db 小鼠和 db/m 小鼠之间的主坐标分析；B， 基于 LEfSe 的支系图是从门级到属级的结果 （p 表示门水平，c 表示纲水平，o 表示目
水平，f 表示科水平，g 表示属水平）。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。
Note：A， Principal coordinate analysis （PCoA） between db/db mice and db/m mice ； B， LEfSe-derived cladogram showing taxonomic 
differences from phylum to genus level （p for phylum； c for class； o for order； f for family； g for genus）. Db/db mice served as the 
diabetic model， while db/m mice were the normal controls ， n=8 per group.
图 2 db/db 小鼠及 db/m 小鼠口腔菌群结构的 PCoA 分析和 LEfSe 分析
Figure 2 PCoA and LEfSe analysis of oral microbiota composition in db/db mice and db/m mice
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α多样性分析结果显示，db/db小鼠和db/m小鼠之间的

Shannon指数、Simpson指数和 Coverage指数均没有显

著差异（P＞0.05），而 Sobs指数、Chao1指数和 ACE
指数具有显著差异（P＜0.05）（表1），提示db/db组与

db/m组在菌群的多样性上没有显著差异（P＞0.05），
而在菌群群落的丰富度上具有显著差异（P＜0.05）。
2.2.3　口腔微生物菌群在门水平上的差异

在门水平上对 db/db组和 db/m组小鼠口腔微生物

群的相对丰度进行统计分析，结果如图 3A～B所示。

在门水平上，两组小鼠的口腔微生物群以厚壁菌门

（p_Firmicutes）、变形菌门（p_Proteobacteria）、放线菌

门 （p_Actinobacteriota）、拟杆菌门 （p_Bacteroidota）
为主，相对丰度均在 1%以上。与 db/m小鼠相比，db/
db小鼠的口腔菌群样本中变形菌门的相对丰度显著增

加（P<0.05），其余菌门的相对丰度在两组之间没有明

显差异（图3C）。
2.2.4　口腔微生物菌群在属水平上的差异

在相对丰度热图中，显示了小鼠口腔菌群在分类

学属水平上总丰度前50的详细微生物群组成，如图4A
所示。两组小鼠的口腔微生物群在属水平上显示出较

大的个体差异，相对主要的菌属是葡萄球菌属

（g_Staphylococcus）、鼠杆菌属（g_Muribacter）、链球菌

属（g_Streptococcus）、气球菌属（g_Aerococcus）、棒状

杆菌属 （g_Corynebacterium）、嗜冷咸海鲜球菌属

（g_Jeotgalicoccus）、肠球菌属（g_Enterococcus）、变形

杆菌属（g_Proteus）、副拟杆菌属（g_Parabacteroides）、

表 1　db/db 小鼠及 db/m 小鼠口腔菌群的 αα 多样性分析
Table 1　Alpha (αα) diversity analysis of oral microbiota in 

db/db mice and db/m mice
（n=8, 

-x±s）

指标
Index

观察物种指数
Sobs
香农指数#

Shannon#

辛普森指数
Simpson
基于丰度的覆盖估计值
ACE
Chao1 丰富度估计量
Chao1
测序覆盖度
Coverage

db/m

10.25±8.43

2.40 (2.25~2.48)

0.18±0.04*

105.56±8.34

105.67±9.78

0.999 9

db/db

77.25±29.33

2.32 (2.23~2.51)

0.16±0.04

79.49±30.06

79.25±30.42

1.000 0

P 
value
0.049*

0.529

0.499

0.045*

0.046*

0.458

注：#非正态分布数据用中位数 （四分位数） 法表示。db/db 小鼠为
糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。两组之间相
比，*P＜0.05。
Note：#Non-normally distributed data are presented as median 

（quartiles）. Db/db mice served as the diabetic model， while db/m 
mice were the normal controls， n=8 per group. * P＜0.05.

注：A～B，db/db 组和 db/m 组口腔微生物在门水平上的群落组成直方图；C，变形杆菌门的相对丰度。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小
鼠为正常对照组，每组 8 只。*P＜0.05。
Note：A-B， Phylum-level community composition of oral microbiota in db/db and db/m groups； C， Relative abundance of p_Proteobacteria. 
db/db mice served as the diabetic model， while db/m mice were the normal controls， n=8 per group. *P＜0.05.
图 3 db/db 小鼠与 db/m 小鼠口腔微生物菌群在门水平上的差异
Figure 3 Comparison of oral microbiota between db/db mice and db/m mice at the phylum level
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瘤胃球菌科下未分类属（g_norank_f_Ruminococcaceae）、
肠 杆 菌 属 （g_Enterorhabdus） 和 假 芽 孢 杆 菌 属

（g_Fictibacillus）。与db/m小鼠相比，db/db小鼠中，鼠

杆菌属、链球菌属、气球菌属、棒状杆菌属、肠球菌

属、变形杆菌属和假芽孢杆菌属的相对丰度显著升高

（P＜0.05），其中以变形杆菌属和肠球菌属的相对丰度

上升最为显著（P＜0.001），而葡萄球菌属、嗜冷咸海

鲜球菌属、副拟杆菌属、瘤胃球菌科下未分类属和肠杆

菌属的相对丰度显著降低（P＜0.05）。
3　讨论

2型糖尿病是一种胰岛素抵抗或分泌不足导致的慢

性疾病，是危害老年人健康的主要慢性疾病之一，不

仅影响着患者的全身健康，而且呈现逐渐年轻化的趋

势。现有的研究表明，2型糖尿病与心血管疾病、慢性

肾病以及口腔疾病的发生发展均有着密切联系［24-26］。
口腔菌群是指以细菌为主的所有口腔微生物群体，目

前通过 16S rRNA基因测序发现口腔菌群中大约有 700
多种微生物，其物种多样性与复杂性仅次于肠道微生

物群，是人体第二大微生物群［27］。口腔健康与全身健

康存在着双向关系，口腔常驻菌群的失衡会对人体全

身健康造成影响，而全身性疾病也会影响口腔健康，

从而导致口腔疾病的发生与发展［28］。
目前，许多学者对糖尿病与口腔菌群之间的关系

已经展开过部分研究。李宗泽等［29］通过 16S rDNA 
Amplicon测序法分析了 2型糖尿病患者与正常人群的

口腔菌群，发现两者口腔菌群的丰度及优势菌属差异

无统计学意义，糖尿病患者与正常人群的口腔菌群结

构具有相似性，说明糖尿病导致口腔疾病的发生可能

并非特异致病菌所致，而是高糖环境导致口腔微生态

紊乱。程梦蓉等［30］研究发现，糖尿病患者较健康人

群的口腔微生物数目及物种均匀度无明显差异，但口

腔致病菌（如普雷沃氏菌、梭杆菌属、消化链球菌属）

的比例增加。Gao等［31］从公开数据库的5项研究报告

中收集了470个样本数据，对其综合分析后发现2型糖

尿病患者口腔菌群中放线杆菌的数量显著增加，但其

发病机制还需进一步的临床研究。这些研究表明，2型
糖尿病与口腔菌群的关系密切，但其具体联系十分复

杂，仍需进一步探索。

动物模型可以较好地模拟疾病的发生发展过程。

许多研究者通过构建糖尿病动物模型研究糖尿病与菌

群之间的关系。赵玉兰等［32］发现db/db小鼠的血糖升

高，骨强度降低，且db/db小鼠与野生型小鼠的肠道菌

群多样性及特定菌群丰度存在差异，为研究肠道菌群

与糖尿病骨质疏松提供了基础。朱洪杨等［33］通过小

鼠模型研究发现，葛根可减轻db/db小鼠胰岛细胞的炎

症损伤，改善胰岛素抵抗。彭川等［34］通过 16S rRNA
技术研究蒌连丸对db/db小鼠肠道菌群的影响，发现在

蒌连丸饲喂后db/db小鼠的肠道菌群从门到属水平均发

生了变化，有益菌相对丰度增加。刘军等［35］通过16S 
rRNA基因测序法比较分析了不同品系 1型糖尿病小鼠

的肠道菌群，发现肠道菌群的组成及比例差异较大，

优势菌群在不同品系小鼠模型中的组成比例发生了改

变。目前针对糖尿病而开展的动物模型研究结果多以

肠道菌群的改变为主，而 2型糖尿病小鼠模型的口腔

菌群改变尚待深入研究。

本研究运用 16S rRNA测序法，通过菌群的α多样

性、PCoA分析、物种组成和LEfSe分析探索了db/m对

照组小鼠和db/db糖尿病小鼠的口腔菌群差异。结果表

明，糖尿病小鼠的口腔菌群结构与对照组小鼠存在差

异，两组小鼠的口腔菌群在多样性上无显著差异，而

在丰富度上差异显著。这表明糖尿病小鼠出现了口腔

微生态的失衡，且这种失衡在多样性上无显著差异，

说明并不是外在致病菌定植于口腔内导致的菌群紊乱；

而丰富度的差异则表明，这种菌群结构的变化是口腔

常驻菌群数量的变化所致，这可能是糖尿病小鼠高血

糖的状态改变了口腔内微生态环境导致的变化。有研

究发现，糖尿病患者牙周袋内检测出牙龈卟啉单胞菌、

福赛坦氏菌、齿垢密螺旋体、伴放线聚集杆菌等牙周

可疑致病菌的数量显著增加［36］，这也提示糖尿病可能

对口腔菌群的组成产生影响。也有学者发现，伴糖尿

病的牙周炎患者的龈下菌群组成不同于不伴糖尿病患

者，而降血糖治疗有利于改变并重建和谐的口腔菌群

生态［37］。口腔微生态失衡与全身健康密切相关，有研

究表明，口腔微生态的失衡会对糖尿病小鼠的脾脏免

疫产生影响［38］，这说明全身的高血糖状态导致口腔微

生态失衡，在某种程度上能够造成人体免疫力的降低，

从而为机会致病菌提供了致病的可能性。已有文献还

表明，糖尿病状态下口腔内的可疑致病菌增多并富集，

这些可疑致病菌不仅能够通过牙周袋-血液循环途径引

起系统性炎症，进而影响胰岛素信号通路和血糖控制，

还能通过口腔-肠道途径来干扰肠道菌群的稳态，导致

系统性炎症发生和胰岛素抵抗［39］。这些研究为探索糖

尿病与口腔疾病之间的关系提供了思路。与李宗泽

等［29］的研究结果不同，本研究发现糖尿病小鼠模型

的口腔菌群与正常对照组存在着较为明显的差异，糖
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注：A，db/db 和 db/m 组唾液微生物群中 50 种优势物种的相对丰度热图；B～M，葡萄球菌属、鼠杆菌属、链球菌属、气球菌属、棒杆菌属、
嗜冷咸海鲜球菌属、肠球菌属、变形杆菌属、副拟杆菌属、瘤胃球菌科下未分类属、肠杆菌属、假芽孢杆菌属水平的相对丰度。正态分布的
数据由条形图表示，非正态分布的数据用箱线图表示。db/db 小鼠为糖尿病实验组；db/m 小鼠为正常对照组，每组 8 只。*P<0.05，**P<0.01，
***P<0.001。
Note： A， Heatmap showing the relative abundance of the top 50 dominant species in the saliva microbiota （db/db vs. db/m）； B-M， 
Relative abundance of the following genera： g_Staphylococcus， g_Muribacter， g_Streptococcus， g_Aerococcus， g_Corynebacterium， 
g_Jeotgalicoccus， g_Enterococcus， g_Proteus， g_Parabacteroides， g_Ruminococcaceae， g_Enterorhabdus， and g_Fictibacillus. Normally 
distributed data are presented as bar plots， and non-normally distributed data as box plots. Db/db mice served as the diabetic model， while 
db/m mice were the normal controls， n=8 per group. *P < 0.05， **P < 0.01， ***P < 0.001.
图 4 db/db 小鼠及 db/m 小鼠的口腔微生物菌群在属水平上的差异
Figure 4 Differences in oral microbiota composition between db/db mice and db/m mice at the genus level 
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尿病小鼠的口腔菌群结构出现了显著变化，在门水平

上显示变形菌门丰度上升，而在属水平上以变形杆菌

属、链球菌属和气球菌属的相对丰度上升最为显著。

其中，变形菌门已经被证实与口腔感染密切相关。这

进一步说明，本实验中糖尿病状态造成的以变形菌门

丰度升高为主的口腔菌群结构失衡，与口腔疾病的发

生发展密切相关。由于变形菌门中的细菌在口腔中常

规定植，属于机会致病菌，因此，糖尿病增加其发病

机会的机制还需进一步研究。此外，需要说明，菌群

分析结果的差异可能与测序方法、样本选择、操作误

差等多种因素有关。

综上所述，本研究利用db/db小鼠模型研究了2型
糖尿病对口腔菌群的影响，结果显示糖尿病组小鼠的

口 腔 菌 群 结 构 在 门 水 平 上 表 现 为 变 形 菌 门

（p_Proteobacteria）丰度上升，而在属水平上以变形杆

菌属（g_Proteus）、链球菌属（g_Streptococcus）和气球

菌属（g_Aerococcus）的相对丰度上升最为显著，提示

2型糖尿病小鼠的口腔微生态环境出现了显著变化。深

入了解糖尿病与口腔菌群变化的关系，对于阐明其双

向机制，促进口腔与全身健康具有重要的意义。本研

究探寻db/db小鼠口腔菌群的改变，为研究糖尿病与口

腔菌群的关系提供了新的参考。
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