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【摘要】 构建体外口腔黏膜

感染模型有助于研究口腔黏膜感染

性疾病的发病机制与防治策略。

器官型口腔黏膜感染模型以组织

工程化口腔黏膜为基础，通过引入

病原体提取物、接种浮游微生物或

与细菌生物膜、唾液共培养，在体

外模拟口腔微生物与宿主的相互

作用。近年来，学者们通过该技术

研究微生物对口腔黏膜疾病和牙

周疾病的发生、发展作用及致病机理。本文将对器官型口腔

黏膜感染模型的建立、研究进展与应用前景等进行阐述。

【关键词】 组织工程； 生物膜； 口腔黏膜； 感

染； 三维培养物
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【Abstract】 The construction of oral mucosa infection
model in vitro is conducive to exploring the pathogenesis and
prevention strategies of oral infectious diseases of oral mucosa.
The organotypic oral mucosal infection model is based on the
tissue ⁃ engineered oral mucosa，which is cocultured with the
extraction of pathogens，planktonic microorganisms，biofilm or
saliva，to mimic the interactions between the oral microbiome
and the oral mucosa of the host. In recent years，researchers

have used this technology to study the role of microbes in the
development and pathogenesis of oral mucosal diseases and
periodontal diseases. This article reviews the construction，
recent advances and perspectives of the organotypic oral mucosa
infection model.
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口腔微生物组（oral microbiome）［1］是定植于人

体口腔内的所有微生物的集合，包括细菌、病毒、真

菌、衣原体、支原体等，大部分以生物膜的形式存

在。正常情况下，口腔微生物群落细菌间相对平

衡，与宿主口腔黏膜组织屏障势均力敌，处于共生

（commensal）状态［2］。当口腔微生物组菌群失衡时，

易引起口腔黏膜感染性疾病，如牙周病、口腔念珠

菌病等。

组 织 工 程 口 腔 黏 膜（tissue ⁃ engineered oral
mucosa，TEOM）［3］是一种通过组织工程技术在体外

构建的三维（three⁃dimension，3D）口腔黏膜模型，常

分为上、下两层：上层为上皮细胞，以模拟口腔黏膜

上皮；下层为镶嵌有成纤维细胞的 3D支架，以模拟

口腔黏膜固有层。TEOM 为良好的口腔黏膜替代

物。近年来，学者们尝试将 TEOM与口腔微生物组

在体外共同培养，构建体外 3D口腔黏膜感染模型，

即器官型口腔黏膜感染模型，在体外还原口腔微生

物组与宿主口腔黏膜的共生状态，或模拟口腔病原

微生物攻击下的宿主口腔黏膜、牙龈的损伤状态。

本文就器官型口腔黏膜感染模型的构建、种类与共

培养方式进行阐述。

一、器官型口腔黏膜感染模型的发展

随着口腔黏膜感染性疾病的研究技术不断发
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展，学者们先后开发了三类口腔黏膜感染模型，按

模 型 的 维 度 和 位 置 ，可 分 为 体 外 二 维（two ⁃
dimension，2D）口腔黏膜感染模型、体外 3D 口腔黏

膜感染模型，即器官型口腔黏膜感染模型，以及体

内口腔黏膜感染模型。

1. 体外 2D口腔黏膜感染模型：是病原体产物、

浮游态微生物或生物膜与单层口腔细胞共培养的

模型，用于探究口腔微生物对单一类型细胞的影

响。Belibasakis 等［4］构建体外 2D 口腔黏膜感染模

型，将龈上和龈下生物膜模型与单层人牙龈成纤维细

胞共培养 24 h，以探究两种生物膜对骨吸收的影响。

骨吸收由核因子 κ ⁃ B 配体受体激活剂（receptor
activator of nuclear factor kappa⁃B ligand，RANKL）激

活，并可被骨保护素（osteoprotegerin，OPG）阻断，

RANKL/OPG比值大小与骨吸收程度成正比。结果

表明，两种生物膜均诱导 RANKL 表达且引起

RANKL / OPG 比值升高，但龈下菌斑所对应的

RANKL/OPG 的升高幅度比龈上菌斑的更大，表明

龈下生物膜诱导骨吸收的效力更强。这类模型制

备简单，可大规模复制和标准化培养，但由于其缺

乏多样化的细胞类型，无法反映不同功能的细胞在

组织微环境下的反应和相互作用，具有一定的局

限性。

2. 体内口腔黏膜感染模型：一般指在实验动物

体内进行构建的模型，构建方法多种多样，如接种

致病菌、局部结扎或饲以高糖黏性饲料［5］等。此外，

可同时构建牙周病骨缺损［6⁃7］，甚至引入糖尿病等系

统性因素［8］。然而，体内口腔黏膜感染模型受体内

多种因素制约和干扰，难以研究单一过程及中间环

节，此外，高昂的成本也限制了体内口腔黏膜感染

模型的大规模应用。

3. 器官型口腔黏膜感染模型：即体外3D口腔黏

膜感染模型。作为体外 2D口腔黏膜感染模型与体

内口腔黏膜感染模型之间的过渡，综合了二者的优

势，既能还原体内口腔黏膜组织与口腔微生物的相

互作用，又具有体外培养的直观性、可控性与易检

测性，通过检测微生物的组成与活力，观察TEOM的

组织形态变化，定量测定抗微生物肽或细胞因子分

泌量等，研究口腔微生物组与宿主间的相互作用。

二、器官型口腔黏膜感染模型的建立

（一）组织工程化口腔黏膜

构建TEOM是建立器官型口腔黏膜感染模型的

基础。组织工程口腔黏膜，又称口腔黏膜等效物、

3D全层口腔黏膜等效物，或基于牙龈上皮细胞构建

的牙龈等效物（gingiva equivalents，GE），是由种子细

胞与 3D支架构建的体外口腔黏膜模型。由于不同

文献对这类模型命名各不相同，本文将各文献中由

种子细胞与 3D支架构成的体外 3D口腔黏膜模型统

为 TEOM，其中种子细胞为牙龈上皮细胞的 TEOM
称为GE。

TEOM使用的种子细胞主要是上皮细胞和成纤维

细胞，也有文献报道使用干细胞［9⁃10］和永生细胞系［11］。

例如，Buskermolen等［11］通过逆转录酶表达或人乳头

瘤病毒 16型的感染构建永生化角质形成细胞和成

纤维细胞，用以开发TEOM，永生细胞系的引入有利

于TEOM的大规模制备及标准化构建。

在 TEOM 的构建中，3D支架材料意义重大，不

仅维持着模型结构的稳定，同时为细胞黏附和生长

提供空间。常用的 3D 支架材料分为三类：天然支

架、合成聚合物支架和重组聚合物支架。天然支架

由动物或人类衍生的去上皮化的无细胞基质（如猪

皮肤［12］、人脱细胞真皮［13］）及天然聚合物（如胶原蛋

白［14］、弹性蛋白、黏多糖等［15］）构建，优点在于天然

无毒，但受取材来源的制约。合成聚合物如聚乙醇

酸（polyglycolic acid，PGA）、聚乳酸（polylactic acid，
PLA）构建的 3D支架，可根据需要调整其机械性能

或设计其形状［16］，在皮肤组织工程研究领域应用广

泛，但尚未有用于口腔黏膜组织工程的报道。重组

聚合物是使用重组DNA技术设计的多肽。例如，弹

性 蛋 白 样 重 组 聚 合 物（elastin ⁃ like recombinant
polymers）由重复的五肽（Val⁃Pro⁃Gly⁃X⁃Gly）组成。

在弹性蛋白样重组聚合物的重复序列间插入具有

生物学活性的短肽序列（如细胞黏附序列RGD肽）

可改善其性质。Kinikoglu 等［17］首次利用 RGD 官能

化的弹性蛋白样重组聚合物作为支架构建 TEOM。

结果显示，RGD官能化的弹性蛋白样重组聚合物促

进了 TEOM中上皮细胞、成纤维细胞和上皮干细胞

的增殖，该研究体现了弹性蛋白样重组聚合物作为

组织工程应用支架材料的潜力。

学者们以TEOM为基础，引入牙槽骨或种植体，

构建更为复杂的口腔黏膜模型。Almela 等［18］首次

开发了 3D 组织工程骨-口腔黏膜复合模型。组织

工程化骨由大鼠骨肉瘤细胞和羟基磷灰石/磷酸三

钙支架构建。TEOM由成纤维细胞包埋的胶原凝胶

与上方被覆的永生化口腔角质形成细胞构成。使

用纤维蛋白基粘合剂将 TEOM 掺入组织工程化骨
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中，可构建组织工程骨-口腔黏膜复合模型，有效还

原牙槽骨和覆盖于其上的口腔黏膜。另一篇文献

中，研究者将钛植入物插入工程化的口腔黏膜中，

进一步培养建立上皮附着，以模拟植入物-软组织

界面，这是首个研究种植体周围软组织的体外 3D
模型［19］。

（二）以TEOM为基础构建器官型口腔黏膜感染

模型

完成TEOM后，在TEOM中加入病原体提取物、

接种浮游微生物或接种生物膜，共培养一段时间，

构建器官型口腔黏膜感染模型。由于各文献对此

类模型的命名不尽相同，本文对所有在 TEOM基础

上加入病原体提取物、接种浮游微生物或接种生物

膜的模型统称为器官型口腔黏膜感染模型。此类

模型可用于研究口腔黏膜感染性疾病发病机制，或

可作为口腔感染性疾病治疗的临床前研究模型。

1. 加入病原体提取物：病原菌细胞壁成分脂多

糖可诱导 TEOM产生类似炎症的病理改变，形成最

简单的一类器官型口腔黏膜感染模型。这类模型

建立方法简单，可大规模复制，但病原体提取物仅

能模拟特定病原体的毒性影响，无法展现口腔生物

膜内多菌种相互作用。

Liu等［20］用10 μg/mL牙龈卟啉单胞菌脂多糖处理

TEOM，初步研究牙周炎患者 Wnt/β⁃catenin 信号通

路与 EMMPRIN/MMP 信号通路之间的相互作用。

Wnt/β⁃catenin信号通路刺激成骨，可对抗牙周病引

起的牙槽骨吸收。EMMPRIN/MMP信号通路与炎症

严重程度呈正相关。该研究发现，Wnt/β⁃catenin信

号通路的激活可下调EMMPRIN/MMP⁃2、EMMPRIN/
MMP⁃9途径，而下调EMMPRIN可抑制Wnt/β⁃catenin
信号通路的传导。

日本齿科大学的学者们在GE中引入人单核细

胞，并加入牙龈卟啉单胞菌脂多糖和佛波酯（phorbol
12⁃myristate 13⁃acetate，PMA），以模拟牙周组织感染

时的炎症反应［21］。细胞固定和免疫染色后发现，该

模型反映牙周感染的主要病理变化，包括免疫细胞

活化及上皮细胞、成纤维细胞、单核细胞、巨噬细胞

之间的相互作用等。

放线共生放线杆菌（Aggregatibacter actinomy⁃

cetemcomitans）被认为是侵袭性牙周炎的关键病原

体［22］，脂多糖是其主要的毒力因子。Bedran等［23］在

GE中加入放线菌的脂多糖，模拟侵袭性牙周炎的病

理改变，再加入抗炎剂 hBD⁃3和 LL⁃37以探究其抗

炎特性。结果显示，hBD⁃3和 LL⁃37发挥协同作用，

导致多种细胞因子（如GRO⁃α、G⁃CSF、IP⁃10、IL⁃6和

MCP⁃1）分泌减少。hBD⁃3和LL⁃37的组合有望成为

治疗侵袭性牙周炎的辅助疗法。

2. 接种浮游微生物：TEOM构建完成后，在培养

基中加入浮游态微生物，共培养一段时间，可一定

程度上模拟口腔内微生物与宿主之间的相互作用。

de Carvalho Dias等［24］将一定数量的角质形成细

胞掺入含有人牙龈成纤维细胞的胶原凝胶支架中，

共培养 14 d以构建TEOM（该文献称“重组口腔黏膜

组织 reconstituted oral mucosa tissue”）。在 TEOM培

养基中加入白色念珠菌或金黄色葡萄球菌的悬浮

液 8或 16 h后，对TEOM进行固定和染色，并测定上

清液中乳酸脱氢酶的量，以定性定量评估组织损

伤。在白色念珠菌刺激下，可见菌丝侵入 TEOM上

皮细胞，且细胞释放的乳酸脱氢酶量较多，证明白

色念珠菌能感染和破坏 TEOM；而金黄色葡萄球菌

组未出现明显的组织破坏，上清液中乳酸脱氢酶较

少，可能提示单一细菌无法感染 TEOM。该研究提

示，口腔黏膜组织感染可能需要多种病原体共同作

用，不同病原体对口腔黏膜的损伤程度不同。

3. 接种生物膜：在TEOM表面接种生物膜，可构

建器官型口腔黏膜感染模型。生物膜模型分为两

种，一种是将致病菌群置于普通的生物膜培养基中

培养，获得单/多菌种致病菌生物膜模型；另一种是

将提取自健康人的唾液生物膜（包括致病与非致病

菌）置于模拟口腔疾病微环境的培养基中，诱导其

成为致病性生物膜。

Gursoy 等［25］ 将 具 核 梭 杆 菌（Fusobacterium

nucleatum）接种至普通培养基（血平板，37 ℃下厌氧

条件）培养，获得单菌种生物膜模型。具核梭杆菌

是革兰氏阴性严格厌氧菌，在牙周病中起主要作

用。将生物膜模型接种至在GE（该文献中称“器官

型细胞培养物 organotypic cell culture”）顶部，在 5%
CO2下孵育 24 h。使用苏木精和曙红，Ki⁃67和高碘

酸-希夫染色评估 GE的形态变化和细菌的侵袭能

力。结果表明，与浮游态细菌相比，细菌在生物膜

状态下对 GE 的细胞毒性作用和侵袭性更强。

Guggenheim等［26］把在牙周病发病部位积累较多，并

可被计数和检测的多个菌种筛选出来，相应菌株置

于薄膜涂覆的羟基磷灰石圆盘上培养，建立多菌种

Zürich龈上/龈下菌斑生物膜模型，将其置于 TEOM
表面，模拟牙周炎的发病过程。
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牙周病患者的口腔微生物种类和比例是存在

个体差异的，而以往的做法是在 TEOM上接种统一

的致病菌生物膜，这种可复制的口腔黏膜感染模型

只能代表牙周病患者口腔微生物组的平均水平，无

法体现个体差异，这可能影响模型的应用潜力。针

对这个问题，Janus等［7］提取 10位健康志愿者的唾液

生物膜接种至诱导培养基（含蛋白质）培养 72 h，诱
导健康唾液生物膜变为“致牙周病型”生物膜。牙

周病期间，血管通透性增加，血液中的蛋白质漏出

至龈沟液，为龈沟液中含蛋白水解酶的细菌提供理

想的底物，使这类细菌大量繁殖，导致口腔菌群失

调。因此，将来自健康人的唾液生物膜接种至富含

蛋白质的培养基，可诱导致牙周病微生物大量繁

殖。结果表明，向培养基中添加蛋白质可导致所有

时间点所有志愿者唾液微生物的一般蛋白酶活性

及牙周炎特异性蛋白酶活性明显增加。由于细菌

蛋白酶可以用作牙周疾病的标志物，因此可认为研

究者成功构建“致牙周病型”生物膜。通过将“致牙

周病型”生物膜与“共生型”生物膜（培养基中不加

蛋白质）分别接种至 GE共培养 24 h后，发现“致牙

周病型”生物膜与“共生型”生物膜均使 GE炎性细

胞 因 子 分 泌 增 加（包 括 IL ⁃ 6、CXCL8、CCL2 和

CCL20），且“共生型”生物膜引起的炎症反应远远大

于“致牙周病型”生物膜［27］。该结果提示，与“共生

型”生物膜相比，“致牙周型”生物膜可能具有早期

免疫逃逸特性。相较于对生物膜模型进行菌种组

成分析，对生物膜进行致病型分析所需时间短，并

能进行高通量分析，因此这类通过培养基诱导获得

的致病型生物膜的应用前景更为广阔。

（三）器官型口腔黏膜感染模型的进展

近年来，在口腔生物膜（或病原体提取物、浮游

态微生物）与TEOM共培养系统的基础上，引入牙体

硬组织、免疫细胞等，并不断延长共培养时间，以构

建更符合口腔内微环境的器官型口腔黏膜感染模型。

1. 引入免疫细胞：对于口腔黏膜感染性疾病，

宿主的免疫反应是一把双刃剑，既能防御微生物的

入侵，又可能因免疫过度应答而对机体造成损伤。

为模拟宿主免疫反应，学者们开始尝试在口腔微生

物-口腔黏膜组织共培养系统中引入免疫细胞。

Bao等［28］在动态灌注系统中构建器官型口腔黏

膜感染模型，首次将人骨髓单核细胞Mono⁃Mac⁃6引

入生物膜⁃TEOM共培养模型中（图 1）。该模型模拟

牙周炎期间，结合上皮附着下移，龈沟液携带招募

的免疫细胞流经深牙周袋的过程，在更接近现实的

条件下研究生物膜相关的口腔黏膜疾病。生物膜

攻击 TEOM 24 h后，研究者检测到培养基上清液促

炎细胞因子 IL⁃1β、IL⁃2、IL⁃6和 TNF⁃α的上调，这与

之前对牙周炎患者的体内研究结果一致［29］。此外，

研究者还对上清液进行蛋白质组学分析，结果发

现，对比无生物膜的TEOM，与生物膜共培养 24 h后

图 1 动态灌注生物反应器中构建器官型口腔黏膜感染模型的流程图［28］ Perfusion chamber with sponge scaffold：有胶原海绵支架的灌注室；

Fibroblast suspension：成纤维细胞悬液；Gingival fibroblasts（GFB⁃16）：永生化人牙龈成纤维细胞GFB⁃16；Collagen sponge：胶原海绵；CM⁃DF12：
成纤维细胞培养基（Dulbecco改良的Eagle培养基）；Gingival epithelia（HGEK⁃16）：永生化人牙龈上皮角质形成细胞HGEK⁃16；Feeding medium
1：培养基 1；Monocytes suspension：单核细胞悬液；Epithelial layer：上皮层；Feeding medium 2：培养基 2；Monocyte（Mono⁃Mac⁃6）：人单核细胞系

Mono⁃Mac⁃6；Biofilm on the disc：圆盘上的生物膜；Ring：圆环；Feeding medium 3：培养基3
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TEOM分泌的大多数蛋白质下调，这些蛋白与细胞

骨架重排、应激反应、细胞凋亡和抗原呈递过程有

关［30］。提示，生物膜的存在可能抑制宿主反应。

日本齿科大学的学者们也尝试在GE中引入单

核细胞，并加入牙龈卟啉单胞菌脂多糖和佛波酯，

以构建器官型口腔黏膜感染模型［21］。研究发现，加

入 2 μg/mL 脂多糖 48 h 后或加入 10 ng/mL 佛波酯

72 h后，单核细胞分化为巨噬细胞，形成炎性病灶。

2. 引入牙体硬组织：龈沟处结合上皮附着于牙

体硬组织上，形成了对抗口腔微生物的初级牙周防

御结构。因此，在 GE 中引入牙体硬组织以建立结

合上皮附着，对于研究牙周病是极其重要的。

Gursoy等［31］将上皮细胞接种于含成纤维细胞的胶原

凝胶上，再将牙切片置于上皮细胞表面生长1 ~ 2周，

以构建出一种类似龈沟的器官型牙体-上皮连接

（organotypic dento⁃epithelial，OD⁃E）模型。将 3日龄

的具核梭杆菌生物膜置于OD⁃E模型的顶部，与OD⁃
E模型共培养 5或 24 h。通过免疫组化测定上皮抗

微生物肽的分泌量。实验测得 hBD⁃2、hBD⁃3和 LL⁃
37的分泌量和定位特征与牙周病体内研究结果类

似，证实该模型的应用潜力。后续研究中，学者们

又发现具核梭杆菌生物膜可诱导OD⁃E模型中的上

皮细胞迁移，并改变上皮细胞的增殖模式，这与牙

周病发病早期口腔黏膜组织学变化相似［32］。

3. 引入种植体：种植体周围感染的发生率很

高，然而生物膜与种植体周围组织之间的相互作用

仍未阐明。Ingendoh⁃Tsakmakidis 等［33］首次在体外

构建种植体周围黏膜-生物膜模型（结构如图 2 所

示）。用口腔链球菌（Streptococcus oralis）生物膜或

放线共生放线杆菌生物膜攻击种植体周围黏膜24 h，
以研究这两种生物膜与种植体周围黏膜的相互作

用。口腔链球菌生物膜是共生生物膜，对维持宿

主-微生物的稳态有重要意义，而放线共生放线杆

菌则是侵袭性牙周炎的主要病原体。研究者发现，

口腔链球菌一方面减少 IL⁃6、CXCL8和CCL2等细胞

因子的分泌，另一方面又刺激 TNF⁃α分泌，以保持

宿主免疫反应的平衡。而放线共生放线杆菌通过

下调宿主细胞存活和免疫反应相关基因，破坏微生

物与宿主之间的平衡。

4. 共培养时间延长：健康成人的口腔微生物组

长期处于共生状态，口腔黏膜感染性疾病通常也表现

为慢性病程，但在现有的器官型口腔黏膜感染模型

中，微生物-组织的共生周期较短（5 h［31］~ 72 h［21］），

使得相关研究仅能模拟炎症初期，无法显示慢性病

理过程如细胞增生、淋巴细胞浸润等。

Shang等［34］突破了现有技术的局限，首次将GE
（文献中称“重建的人牙龈组织 reconstructed human
gingiva”）和取自健康志愿者的唾液生物膜（共生型

生物膜）共培养长达 7 d。结果表明，共生生物膜可

促进 GE 上皮细胞高度增殖和分层，以防御微生物

组的侵袭。此外，共生生物膜促进抗微生物蛋白

Elafin、hBD⁃2 和 hBD⁃3 和细胞因子 IL ⁃6、CXCL8、
CXCL1、CCL20的分泌。这与体内研究结果一致，展

现了微生物对宿主口腔黏膜组织的长期影响。

三、器官型口腔黏膜感染模型常用共培养方式

器官型口腔黏膜感染模型中，微生物与 TEOM
的共培养方式也各有不同。按 TEOM 3D支架与培

养基之间的关系分为常规培养基培养法、气-液交

界培养法及生物反应器培养法。

常规培养基培养法［35］是将基质支架和细胞浸

没于培养基内，培养基上清液中含有细菌生物膜。

该方法简单有效，但与口腔黏膜真实的营养状态相

距甚远。

气-液交界培养法是指细胞外基质的底部与培

养基接触，而模型中其他部分裸露于空气中［31］。基

质借助虹吸作用吸收培养基中的营养，并运输至其

他细胞。这种培养法一定程度上模拟了口腔黏膜

在体内真实的营养过程。

生物反应器培养法是指在持续流动速度恒定

的液体培养基（图 1）中构建器官型口腔黏膜感染模

型［28］。细胞处在温和的液体轨道中，使得在生物反

应器中生长的细胞能够彼此附着，形成复杂的3D结

构，并获得更“组织样”的表型［36］。

四、展望

以TEOM为基础的器官型口腔黏膜感染模型作

图 2 种植体周围黏膜-生物膜模型的示意图［33］ Biofilm：生物膜；

Spacer：间隔物；Stratified epithelium：复层上皮；Collagen embedded
fibroblasts：嵌入成纤维细胞的胶原蛋白；Titanium implant：钛种植体
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为体外 2D口腔黏膜感染模型与体内口腔黏膜感染

模型之间的桥梁，既具有2D模型直观、条件可控、便

于标准化生产等优势，又能充分模拟体内口腔微生

物与口腔黏膜的生物学特性。近年来，器官型口腔

黏膜感染模型迅速发展，帮助研究者们深入探索口

腔黏膜感染性疾病的病理生理机制。然而，目前的

研究模型仍有部分局限性。现有的器官型口腔黏膜

感染模型引入免疫细胞类型较少，无法还原口腔黏

膜感染时宿主复杂的免疫反应。此外，未见引入神

经、血管、牙槽骨等的报道，而这些结构在微生物-
宿主相互作用中起到重要作用。尽管 Shang等［34］将

生物膜⁃TEOM共培养时间延长至7 d，但与慢性口腔

黏膜感染性疾病数月甚至数年的病程相比，现有技

术所达到的共培养时间仍不足够。不断完善器官

型口腔黏膜感染模型，以构建更接近人体口腔组织

与菌群的微环境是发展趋势；与再生医学、药物学

和材料学等领域相结合，以研究多细胞、多系统的，

具有自主调节能力和增殖分化潜能的体外口腔黏

膜组织，并研究其抵御病原菌的防御与感染机制、

临床防治策略等，将具有广阔的应用前景。
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