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复合益生菌压片糖果调节口腔微生态
改善早期儿童龋齿效果研究
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摘要：［目的］探究鼠李糖乳酪杆菌 CCFM1070 和唾液联合乳杆菌 CCFM1215 的复合益生菌压片糖果对早期儿童龋齿

（ECC）患者口腔中变异链球菌（Streptococcus mutans）及微生物群落结构的影响。［方法］纳入 43 例 ECC 患者，随机分为

益生菌组（n=21）与安慰剂组（n=22）。常规牙科治疗后进行 4 周干预。通过定量 PCR（qPCR）和 16S rRNA 测序技术

系统分析基线期（第 0 天）和干预结束（第 28 天）时唾液及牙菌斑微生物的动态变化。［结果］干预后，益生菌组唾液和牙

菌斑中变异链球菌含量分别从 0.78，0.97 lg（DNA 拷贝数/ng）显著降至 0.71（P<0.01）和 0.90 lg（DNA 拷贝数/ng）（P<
0.05），降幅显著高于安慰剂组。微生物组分析显示，益生菌干预可显著降低 Streptococcus 等致龋菌属的相对丰度，同

时提升 Fusobacterium 等共生菌属的相对丰度，优化 ECC 患者口腔微生物结构并增加群落丰富度，有效改善口腔健康。

［结论］复合益生菌压片糖果可通过抑制致龋菌增殖、富集共生菌群，重塑口腔微生物群落稳态，从而改善龋齿进展。
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Abstract: ［［Objective］］ To investigate the effects of composite probiotic tablet candy containing Lacticaseibacillus rhamnosus CCFM1070 

and Ligilactobacillus salivarius CCFM1215 on Streptococcus mutans levels and the microbial community structure in children with early 

childhood caries (ECC). ［［Methods］］ Forty-three ECC patients are randomly assigned to either a probiotic group (n=21) or a placebo group 

(n=22). Following standard dental treatment, a 4-week intervention is administered. Quantitative PCR (qPCR) and 16S rRNA sequencing 

are used to systematically analyze microbial dynamics in saliva and dental plaque at baseline (Day 0) and post-intervention (Day 28). 

［［Results］］ Following the intervention, the levels of S. mutans in saliva and dental plaque of the probiotic group significantly decrease from 

0.78 and 0.97 lg (DNA copies/ng) to 0.71 lg (DNA copies/ng) (P<0.01) and 0.90 lg (DNA copies/ng) (P<0.05), with a greater reduction 

than the placebo group. Probiotic intervention significantly decreases the relative abundance of cariogenic genera like Streptococcus and 

increases that of commensal genera like Fusobacterium. This effectively improves the oral microbial structure and microbial richness in 
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ECC patients, promoting oral health. ［［Conclusion］］ The findings demonstrate that composite probiotic tablet candy can ameliorate caries 

progression by inhibiting cariogenic pathogens and enriching oral commensals to remodel oral microbial homeostasis.

Keywords: composite probiotic tablet candy; Lacticaseibacillus rhamnosus; Ligilactobacillus salivarius; oral microbiome; early childhood caries

早期儿童龋齿（early childhood caries，ECC）定义为

6 岁以下儿童乳牙中存在至少 1 个龋损（包括龋洞、缺失或

充填牙面）的进行性疾病［1］，是儿童期最为普遍的慢性疾

病。其在发展中国家和工业化国家贫困学龄前群体中流

行显著，部分地区的患病率高达 72.7% ［2］。ECC 进展迅

速、侵袭性强，其引发的持续性牙体疼痛不仅导致咀嚼功

能受限，更可造成继发性营养吸收障碍，进而影响儿童生

长发育及全身健康［3］。因此，ECC 已成为全球公共卫生系

统优先防控的疾病［4］。

龋齿本质上是口腔微生态失衡介导的生物膜依赖性

脱矿化过程［5］。口腔作为高度复杂的微生态系统，定植着

细菌、真菌及病毒等 700 余种微生物［6］，在生理状态下通

过代谢互作与宿主免疫调控维持动态平衡［7-8］。当碳水

化合物摄入过量或宿主防御机制受损时，可导致产酸、耐

酸性微生物的异常增殖，同时抑制共生及健康相关微生

物的生长［9-10］，致使生物膜 pH 值持续下降，最终导致牙釉

质脱矿［6， 11］。其中，变异链球菌因其强产酸性及生物膜形

成能力，被确认为是 ECC 始动阶段的核心致病菌［12-  13］。

Kamada 等［14］研究发现，白色念珠菌在 ECC 患儿牙菌斑中

与变异链球菌呈显著共现性，二者的协同作用可加速龋

损进程。

目前，ECC 临床管理主要依赖传统防治手段。常规充

填治疗虽可恢复牙体形态，却难以逆转致龋菌的生态优

势［15］，导致继发性龋齿发生率高达 60%［16］。基于上述困

境，靶向调控口腔菌群的微生态干预策略日益成为研究焦

点。特定益生菌可通过竞争性占位、分泌抗菌肽及调节

Th17 免疫应答等机制抑制致龋菌定植，从而改善龋齿状

况［17-19］。然而，现有研究多集中于单一菌株效应的评估。

鉴于口腔微生态系统的高度复杂性，多菌种协同可能产生

更显著的生态调控效果。目前，关于多菌种协同抑制致龋

菌及其调节口腔菌群平衡的作用仍缺乏充分的临床证据。

前期研究［20］发现，由鼠李糖乳酪杆菌 CCFM1070和唾液联

合乳杆菌 CCFM1215 组成的复合益生菌压片糖果可以有

效减少大鼠口腔中致龋菌的数量，预防继发龋齿。试验旨

在通过随机双盲对照试验评估该复合益生菌的临床效果，

以期为 ECC的益生菌防治提供依据。

1　材料与方法
1.1　复合益生菌和安慰剂

复合益生菌压片糖果主要成分包含鼠李糖乳酪杆菌

CCFM1070、唾液联合乳杆菌 CCFM1215 及辅料，质量为

0.5 g/片，鼠李糖乳酪杆菌 CCFM1070 活菌数为 1.33×
109 CFU/g，唾液联合乳杆菌 CCFM1215 活菌数为 5.7×
108 CFU/g；复合益生菌主要成分见表 1，安慰剂由不含益

生菌的辅料组成。

1.2　试验方法

该试验方案经江南大学附属儿童医院（无锡市儿童

医院）伦理管理委员会审批（审批号 WXCH2024-07-105），

并严格遵循赫尔辛基宣言原则进行。该试验已在中国临

床注册中心进行注册（注册号 ChiCTR2400092615）。试

验周期为 4 周，受试者每日早晚刷牙或漱口后，含服 1 片

益生菌压片糖果（干预前后分别记为 T1 和 T2）或安慰剂

（避免直接吞服或咀嚼，干预前后分别记为 C1 和 C2），含

服后 30 min 内禁食禁水。试验期间，所有受试者均接受

标准牙科基础治疗，并禁用任何含益生菌产品或抗生素

类药物。符合纳入标准的 ECC 患儿监护人需填写问卷，

以评估受试者的口腔卫生习惯。

1.3　受试者纳入与样本采集

试验于 2024 年 8—12 月在江南大学附属儿童医院

（无锡市儿童医院）口腔科开展。受试者纳入标准：年龄

3~8 周岁；乳牙列完整；龋失补牙数（DMFT）≥6；除龋齿

外，无其他口腔或系统性疾患。受试者排除标准：入组前

1 个月内接受过抗生素治疗；入组前 1 个月内使用过益生

菌产品；无法按计划完成随访。受试者招募前，试验医师

已向患儿监护人充分说明试验内容，并获得其签署的书

面知情同意书。

分别于基线（第 1 天，D1）和干预结束（第 28 天，D28）

采集受试者的唾液和牙菌斑样品。采样前，所有受试者

均需至少禁水禁食 2 h。由口腔科主任医师评估 ECC 患

儿龋损严重程度并记录 DMFT。使用专业无菌挖匙采集

表 1　复合益生菌成分表

Table 1　Composition of composite probiotics

名称

鼠李糖乳酪杆菌 CCFM1070（活性益生菌）

唾液联合乳杆菌 CCFM1215（活性益生菌）

山梨糖醇（片剂定型）

碳酸氢钠（起微泡剂）

无水柠檬酸（起微泡剂）

D-甘露聚糖（调味剂）

微晶纤维素（片剂定型）

硬脂酸镁（片剂定型）

蔓越莓果粉（活性成分）

茶多酚（活性成分）

甜菊糖苷（调味剂）

三氯蔗糖（调味剂）

薄荷味香精（调味剂）

珍植甜味香精（调味剂）

配比/%

3.04

1.30

49.00

14.70

14.40

10.00

4.20

1.50

0.30

0.05

0.09

0.10

0.96

0.36
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损处牙菌斑样本，置于含 1 mL 磷酸盐缓冲液（PBS）的无

菌管中。收集唾液时，受试者闭口静坐 3~5 min，低头使

非刺激性唾液自然流入无菌痰杯。所有样本采集后 2 h

内冷冻并于-20 ℃保存。

1.4　S. mutans和 C. albicans的 qPCR检测

将 变 异 链 球 菌 ATCC 25175 和 白 色 念 珠 菌 ATCC 

18804 标准菌株分别以 2% （体积分数）的接种量接种于

5 mL BHI 培养基和 YPD 培养基中，37 ℃培养 24 h 后连续

传代。收集第 3 代对数期菌体，提取基因组 DNA，并进行

10 倍梯度稀释，测定 DNA 浓度。以稀释后的 DNA 为模

板进行 qPCR 检测，反应体系见表 2，引物见表 3。

根据式（1）计算 DNA 拷贝数，并以 DNA 拷贝数的对

数值（用 lg DNA 拷贝数表示）为横坐标、Ct值为纵坐标，绘

制变异链球菌和白色念珠菌的标准曲线。其中变异链球

菌 的 标 准 曲 线 为 Ct=-2.316 9 lg（DNA 拷 贝 数）+  

38.114，相关系数为 0.969 9；白色念珠菌的标准曲线为

Ct=-1.953 7 lg（DNA 拷 贝 数）+44.574，相 关 系 数 为

0.979 9。

6.02 × 1023 × DNA concentration × 10-9

DNA length × 660 。 （1）

对于唾液和牙菌斑样本中目标菌的定量分析，均按

上述流程操作。将样本测定的 Ct值代入相应的标准曲线

方程，计算唾液和牙菌斑中变异链球菌和白色念珠菌的

数量，最终结果以 lg（DNA 拷贝数/ng）表示。

1.5　DNA提取和 16S rDNA测序

牙菌斑样本采用 FastDNA spin kit for soil 土壤 DNA

进行基因组 DNA 提取，操作步骤严格遵循配套说明书要

求 。 以 上 述 DNA 为 模 板 ，采 用 特 异 性 引 物 341F

（CCTAYGGGRBGCASCAG）与 806R（GGACTACNNGG 

GTATCTAAT）对细菌 16S rRNA 基因 V3~V4 高变区进行

PCR 扩增，扩增长度为 465 bp。扩增反应完成后，通过

1.5% 琼脂糖凝胶电泳分离目标片段，并采用凝胶纯化试

剂盒回收特异性条带。根据 DNA浓度测定结果，按等质量

浓度混合纯化产物，配制总质量 200 ng、终体积 50 μL 的混

合文库。按照 Turseq DNA LT sample preparation kit 试剂

盒说明书构建文库后，测定 DNA 片段大小，然后利用

KAPA 试剂盒说明书精确测定文库的浓度，将构建好的文

库经过稀释、变性，最后加入 reagent kit cartridge上机测序。

1.6　生物信息学和统计分析

使 用 Quantitative Insights Into Microbial Ecology

（QIIME 2，美国）2.0 进行分析。使用 VSEARCH 将序列

聚类为操作分类单元（OTUs；相似性阈值为 97%），使用

cluster-features-de-novo 模块将 OTUs 重新聚类，参数为

0.99。使用 Silva 数据库（版本 138）对每个 OTU 的代表性

序列进行分类，最低识别阈值为 80%。在 OTU 标准化后，

计 算 α 多 样 性 指 数（Shannon 和 Faith PD）和 β 多 样 性

（PCoA；Bray-Curtis 距 离）。 线 性 判 别 分 析 效 应 大 小

（LEfSe）分析用于确定组间的差异特征，采用 Kruskal-

Wallis 检验，P 值设定为 0.05，LDA 评分阈值设定为 3.5。

t 检验用于比较每次回访之间的差异。统计分析图通过

GraphPad Prism 8 软件完成。数据统计学分析采用 SPSS

（Version22.0）分析。用*表示两组数据具有显著性差异：*

为 P<0.05；**为 P<0.01。

2　结果与分析

2.1　受试者基本信息

试验期间共纳入 60 例 ECC 患者，其中 17 名在试验期

间因患病、无法联系或依从性差而被排除在外。共 43 名

ECC 患者完成试验，其中益生菌组 21 名，安慰剂组 22 名。

受试者基线期的基本信息见表 4。益生菌组与安慰剂组

的平均年龄分别为 5.57，5.84 岁；DMFT 分别为 10.05±
1.84，10.64±2.55。两组在年龄和 DMFT 指数上均无显著

差异（P>0.05）。

2.2　益生菌对 ECC患者口腔中变异链球菌和白色念珠菌

数量的影响

临床试验中，口腔中变异链球菌含量是评估益生菌

抗龋效果的重要指标［22］。由图 1 可知，益生菌组和安慰剂

组 人 群 的 唾 液 和 牙 菌 斑 中 变 异 链 球 菌 的 平 均 定 量

表 2　qPCR反应体系

Table 2　qPCR reaction system

名称

ChamQ Universal SYBR qPCR Master Mix

模板 DNA

引物 F（10 μmol/L）

引物 R（10 μmol/L）

dd H2O

体积/μL

5.0

2.0

0.5

0.5

2.0

表 3　变异链球菌和白色念珠菌特异性引物［21］

Table 3　Specific primers for S. mutans and C. albicans

引物名称

变异链

球菌

白色念

珠菌

引物序列（5'-3'）

F：GATAATTGATTGAAAGATGCAAGC

R：ATTCCCTACTGCTGCCTCCC

F：TTTATCAACTTGTCACACCAGA

R：ATCCCGCCTTACCACTACCG

DNA 长度/

bp

175

273

表 4　受试者基线期基本信息

Table 4　Baseline characteristics of ECC patients

组别

益生菌组

安慰剂组

t值

P 值

人数

21

22

性别（男/女）

7/14

8/14

年龄/岁

5.57±1.35

5.84±1.12

0.694

0.491

DMFT

10.05±1.84

10.64±2.55

0.845

0.403
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［lg（DNA 拷贝数/ng）］均无显著差异。干预 4 周后，益生

菌组唾液中变异链球菌的平均定量由从 0.78 lg（DNA 拷

贝数/ng）显著下降至 0.71 lg（DNA 拷贝数/ng）（P<0.01），

牙 菌 斑 中 则 由 0.97 lg（DNA 拷 贝 数/ng）显 著 下 降 至

0.90 lg（DNA 拷贝数/ng）（P<0.05），而安慰剂组干预后唾

液和牙菌斑中均无显著变化，表明该复合益生菌可以有

效降低 ECC 患者口腔变异链球菌数量。研究表明，鼠李

糖 乳 酪 杆 菌 CCFM1070 可 抑 制 变 异 链 球 菌 生 物 膜 形

成［23］，而唾液联合乳杆菌的干预能减少变异链球菌的黏

附和定植［24］。这种抑制作用可能是由于复合益生菌下调

了变异链球菌生物膜合成相关基因 gtfB 和 ftf 等的表达，

破坏了其致龋潜力［25］，或者通过改变唾液膜的蛋白质组

成，在羟基磷灰石上形成保护屏障，从而特异性地阻止变

异链球菌黏附［26］。

对于白色念珠菌，无论是益生菌组还是安慰剂组，其

平均定量在干预前后均无显著变化，可能是由于益生菌

对真菌的抑制效果不够理想。

2.3　益生菌对 ECC患者口腔菌群多样性的影响

研究［27-28］表明，龋病患者口腔中菌群的 α多样性低

于健康人群。由图 2 可知，干预后益生菌组香农指数显著

上升（P<0.01），说明益生菌组提高了 ECC 患者的口腔菌

群丰富度，这可能是由于益生菌对变异链球菌等产酸和

耐酸菌的抑制，为口腔共生菌释放了生态位空间［29］。安

慰剂组的香农指数在干预后也有所上升，但益生菌组的

显著性更高。安慰剂组的变化可能与牙齿充填治疗有

关。益生菌组和安慰剂组的 Faith 系统发育多样性在干预

前后均无显著差异。

β多样性可以反映不同群体间生物群落的分化程度。

图 2　益生菌和安慰剂干预前后 ECC 患者口腔菌群 α多样性指数的变化

Figure 2　Changes in α -diversity indices of the oral microbiota in ECC patients before and after probiotic or placebo 

intervention

图 1　干预前后 ECC 患者口腔中变异链球菌和白色念珠菌数量的变化

Figure 1　Changes in oral S. mutans and C. albicans levels in ECC patients before and after intervention
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为了可视化不同组别间口腔微生物群落的结构差异，进

行了基于 Bray-Curtis 距离的主坐标分析（PCoA），样本之

间的距离越远，样本的物种组成差异越大。由图 3 可知，

基线期，益生菌组和安慰剂组物种组成无显著差异。干

预后，安慰剂组物种组成无显著变化，益生菌组牙菌斑物

种组成差异显著，表明单纯基础牙齿充填修复无法影响

口腔微生物群落结构，而益生菌可以有效调节菌群平衡，

与 Xu 等［30］的研究结果相似。

2.4　益生菌对 ECC患者口腔菌群结构的影响

ECC 的发生是口腔微生态失衡的结果［31］。在门水平

上共鉴定到 19 个菌门，其中相对丰度超过 1% 的菌门如

图 4（a）所示。口腔微生物群主要由厚壁菌门（Firmicutes）

组 成 ，其 次 为 放 线 菌 门（Actinobacteria）、变 形 菌 门

（Proteobacteria）、梭 杆 菌 门（Fusobacteria）及 拟 杆 菌 门

（Bacteroidetes）。干预后两组变化较大的是 Firmicutes，

其 中 益 生 菌 组 相 对 丰 度 下 降 21.86%，安 慰 剂 组 下 降

11.67%。 Rizzardi 等［32］研 究 发 现 ，Firmicutes 在 肥 胖 的

ECC 患者口腔中的相对丰度高于肥胖无龋儿童，说明

Firmicutes 与 ECC 有关。服用益生菌后，Firmicutes 的相

对丰度降低，提示益生菌对其具有调控作用；安慰剂组

Firmicutes 也有所降低，但降幅低于益生菌组，可能与所

有受试者均接受牙科基础治疗有关。

在属水平上共鉴定到 212 个菌属，主要由链球菌属

（Streptococcus）、韦荣氏球菌属（Veillonella）、奈瑟氏菌属

（Neisseria）、乳 杆 菌 属（Lactobacillus）、棒 杆 菌 属

（Corynebacterium）、纤 毛 菌 属（Leptotrichia）、放 线 菌 属

（Actinomyces）、梭杆菌属（Fusobacterium）和普雷沃氏菌

属（Prevotella）组成［图 4（b）］。干预后，益生菌组变化幅

度 最 大 的 是 Streptococcus，其 相 对 丰 度 从 41.84% 降 至

27.53%，安 慰 剂 组 的 Streptococcus 从 38.40% 下 降 至

32.32%，降幅小于益生菌组。此外，两组中的 Veillonella

及 Lactobacillus 相对丰度也有所下降，益生菌组的降幅大

于 安 慰 剂 组 。 临 床 研 究 表 明 ，ECC 患 儿 口 腔 中

Streptococcus［33-34］、Lactobacillus［35-36］和 Veillonella［35， 37］

含量高于无龋儿童。其中，Streptococcus 中的变异链球菌

可以通过碳水化合物代谢产生有机酸，降低局部微环境

的 pH 值，从而导致牙齿表面脱矿，是导致龋齿的主要致

病菌［38］；Lactobacillus 在龋齿牙本质中广泛分布，通过产

酸参与致龋过程［39］；Veillonella 则能增加变异链球菌生物

膜的毒力［40］，减少 H2O2对变异链球菌的抑制，加速龋齿的

图 3　基线期、益生菌和安慰剂干预前后 ECC 患者口腔菌群 β多样性指数的变化

Figure 3　Changes in β -diversity indices of oral microbiota in ECC patients at baseline， and before and after intervention 

with probiotic and placebo

图 4　干预前后 ECC 患者牙菌斑菌群门水平和属水平相对丰度变化

Figure 4　Changes in relative abundance of oral plaque microbiota at phylum and genus levels before and after intervention
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发展［41-42］。益生菌干预可降低上述有害菌属的相对丰

度，表明益生菌能对口腔微生物群落产生有益调节。益

生菌可通过产生细菌素和酶等方式降低致龋菌的风

险［43-44］。一项临床研究［45］也证实，复合益生菌干预 14 d

可显著降低患龋儿童口腔中致龋菌的水平。此外，益生

菌还能竞争牙齿表面的黏附位点，减少病原体定植，保护

口腔组织［30， 44］。Actinomyces、Fusobacterium 和 Prevotella

相对丰度在两组中均有所上升，且益生菌组的变化幅度

大于安慰剂组。

2.5　益生菌对 ECC患者口腔差异菌属的影响

由图 5 可知，基线期，Streptococcus 和 Rothia 的 LDA

得分较高；干预后，益生菌组 Prevotella、Fusobacterium、

Actinomyces 和 Porphyromonas 升高，安慰剂组则表现出

Corynebacterium 的富集。

2.6　差异菌属在干预前后的相对丰度变化

由图 6 可知，益生菌干预后，Streptococcus 从 41.87%

下降至 27.53%（P<0.05）；而 Fusobacterium、Prevotella 和

Porphyromonas的相对丰度显著上升（P<0.05），这与属水

平上物种相对丰度变化结果一致，提示这 3 株菌与龋齿的

缓解存在关联。Actinomyces 和 Corynebacterium 的相对

丰度无显著变化。安慰剂干预后，上述差异菌属均无显

著 变 化 。 Jiang 等［33-34］研 究 发 现 ，无 龋 儿 童 牙 菌 斑 中

Fusobacterium 和 Porphyromonas 的丰度低于 ECC 患儿。

Zhang等［46］研究指出，无龋儿童的微生物群中含有特定物种，

如 Fusobacteriumperiodonticum 和 Porphyromonaspasteri，

可能是这两个菌属在益生菌干预后上升的主要原因。Xu

等［34］研究发现，Actinomyces 和 Prevotella 在无龋个体中的

丰度也倾向于高于龋齿患者，与试验结果高度相似，进一

步支持了益生菌对口腔共生菌的调节作用。Qudeimat

图 5　基线期和干预后口腔菌群样本 LEfSe 分析

Figure 5　LEfSe analysis of oral microbiota samples at 

baseline and post-intervention

图 6　差异菌属在干预前后的相对丰度变化

Figure 6　Changes in relative abundance of differentially abundant genera before and after intervention
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等［47］研究认为，这些菌属与龋齿的发生有关。地理、年龄

及生活方式差异可能是导致矛盾结果的重要因素，需进

一步明确其确切作用。

3　结论
复合益生菌（鼠李糖乳酪杆菌 CCFM1070 和唾液联

合乳杆菌 CCFM1215）压片糖果可通过抑制早期儿童龋齿

患儿口腔中核心致龋菌变异链球菌的水平同时富集共生

菌，改变口腔菌群组成并提升其丰富度，从而促进口腔微

生态平衡，对缓解儿童龋齿起到一定作用。后续研究有

必要延长干预时间、扩大样本规模，以更深入地阐明该益

生菌组合的作用机制，并评估其在龋病综合防治体系中

的长期应用价值。
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