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[bookmark: _Toc28409][bookmark: _Toc7631][bookmark: _Toc6287][bookmark: _Toc32335]引  言
人口腔及颌面部菌斑是口腔微生态系统中的重要组成部分，其构成与动态变化不仅直接反映口腔健康状况，还与全身多种系统性疾病（如心血管疾病、糖尿病、类风湿关节炎等）存在密切关联。人口腔及颌面部菌斑样本中蕴含着丰富的微生物群落、代谢产物及宿主反应分子信息，为揭示口腔及全身疾病的发病机制、早期诊断标志物发现、治疗靶点筛选及健康检测具有重要意义。
目前，我国在人口腔及颌面部菌斑样本采集、处理和保存等方面尚缺乏相关国家或行业标准来进行规范。各科研机构与医疗机构在操作流程、工具选择、时间控制、保存条件等方面存在差异，导致样本质量参差不齐，以至于无法用于后续研究，造成资源浪费，也影响研究成果的可靠性和资源共享效率。
制定统一、标准化的菌斑样本采集与处理规范，有助于识别并控制操作过程中的潜在变异因素，有助于提升样本质量，增强后续研究的科学性与数据准确性，对推动我国口腔医学研究、促进多中心协作、实现生物样本资源的高效利用与共享具有重要的科学价值与实践意义。


2
人口腔及颌面部菌斑样本采集、处理和保存
[bookmark: _Toc17095][bookmark: _Toc19038][bookmark: _Toc8682]1 范围
本标准规定了人口腔及颌面部菌斑样本（包括但不限于天然牙龈上菌斑、龈下菌斑、天然牙窝沟菌斑、邻面菌斑、黏膜表面菌斑、口腔修复与正畸装置菌斑）的采集前准备、采集流程、处理方法、样本运输、样本短期（如暂存点保存）和长期（如生物样本库保藏）存储、元数据与记录、质量控制与伦理规范等。
本标准适用于生物样本库涉及的以微生物学培养、分离鉴定、高通量测序及分子生态学研究等为目的的基础医学或临床研究用人口腔及颌面部菌斑样本进行的采集、处理与保存。
[bookmark: _GoBack]本标准不适用于临床诊断和临床治疗用途的菌斑样本采集、处理与保存。
[bookmark: _Toc564][bookmark: _Toc31946][bookmark: _Toc5238]2 规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本标准必不可少的条款。其中，注明日期的引用文件，仅对该日期对应的版本适用于本标准；不注明日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本标准。
GB/T 37864-2019 生物样本库质量和能力通用要求
GB/T 38736-2020 人类生物样本保藏伦理要求
GB/T 39767-2021 人类生物样本管理规范
GB/T 43429-2023 人感染病原微生物与样本保藏通用要求
WS/T 313-2019 医务人员手卫生规范
[bookmark: _Toc17998][bookmark: _Toc13735]3 术语和定义
GB/T 37864-2019界定的以及下列术语和定义适用于本标准。
3.1
龈上菌斑 supgingival plaque
位于牙颈部龈缘以上的菌斑，包括窝沟菌斑、光滑面菌斑、邻面菌斑、颈缘菌斑。
3.2
窝沟菌斑 pit and fissure plaque
积聚在牙齿咬合面上，特别是牙齿的窝沟（深浅不一的沟槽）区域的菌斑。
3.3
光滑面菌斑 smooth surface plaque
指附着在牙齿颊面、舌面、腭面等相对平坦、光滑的釉质表面上的菌斑。
注：不包括牙齿的凹陷部位（如窝沟、点隙）和邻接部位。
3.4
邻面菌斑 approximal plaque
位于牙齿邻接面上的菌斑。
3.5
龈缘菌斑 gingival margin plaque
位于牙齿龈缘附近，牙冠的釉质表面向牙根的牙骨质表面过渡区域的菌斑。
3.6
龈下菌斑 subgingival plaque
位于龈缘以下，分布在龈沟或牙周袋内的菌斑。龈下菌斑可分为两部分，附着性龈下菌斑和非附着性龈下菌斑。附着性龈下菌斑（attached subgingival plaque）是由龈上菌斑延伸到牙周袋内，附着于牙根面的菌斑；非附着性龈下菌斑（unattached subgingival plaque）是位于附着性龈下菌斑的表面，直接与龈沟上皮和袋内上皮接触的菌斑。
3.7
修复体周围菌斑 peri-prosthetic plaque
附着于口腔内固定修复体（如冠、固定桥、贴面、嵌体）外表面、边缘缝隙处及与牙体组织交界处的菌斑。
注：根据修复体边缘与牙龈的位置关系，修复体周围菌斑可处于龈上或龈下环境。
3.8
种植体周围菌斑 peri-implant plaque
附着于种植体穿龈部分及其周围龈沟或牙周袋内表面的菌斑。
注：其解剖位置与天然牙的“龈下菌斑”相似，但所黏附的底物表面（种植体）材质、微观结构及与软组织形成的界面不同于天然牙。
[bookmark: _Toc6683][bookmark: _Toc18249]4 总则
4.1 人口腔及颌面部菌斑样本的采集、处理和保存的通用要求应按照GB/T 37864-2019、GB/T 38736-2020要求执行。如涉及传染病例，应按照GB/T 43429-2023的要求执行。
4.2 生物样本库应提供隐私保护，为用户/菌斑样本提供者保密。
4.3 生物样本库应按照某国标中GB/T 37864-2019中8.1对每一批次样本采集、处理和保存过程执行质量控制。
[bookmark: _Toc21904][bookmark: _Toc21431]5 采样前准备
5.1 样本采集方案制定
在样本采集前，应根据菌斑样本的用途，制定详细的菌斑样本采集方案，包括但不限于：
a）菌斑样本采集的目的、研究意义、研究计划、技术路线和预期研究目标等内容；
b）菌斑样本提供者纳入和排除的标准；
c）依据不同的研究目的、菌斑样本的类型选择不同的采集方法；
d）菌斑样本采集的例数；
e）确定每份菌斑样本的采集量、采集器具、留样容器和分装容器的类型；
f）确定菌斑样本的采样时间和采集周期，如：治疗前后、不同孕期、不同疾病阶段等。
5.2 采集器具
5.2.1 应为无毒、无味、无污染的一次性器具。
5.2.2 应有明确的标识，以便采集者能正确操作，菌斑样本方法及采集器具见附录A。
5.3 留样容器
5.3.1 应为惰性环保材料制成的无菌、防渗漏的一次性容器。
5.3.2 容器应大于样本体积。
5.3.3 应具有理化稳定性，无干扰物附着，无化学污染及溶出物影响后续分析。
5.3.4 应具有安全、易于开启且密封性良好的盖子，且在低温下密闭性良好。
5.4 样本采集审查
5.4.1 样本采集申请
生物样本采集项目负责人，应向伦理审查机构和科学技术管理部门提交样本采集方案。
5.4.2 伦理审查
伦理审查机构应建立相关工作程序审阅讨论样本采集申请，所有会议及其决议均应有书面记录并签发书面意见。
5.4.3 科学技术审批
科学技术管理部门应建立相关工作程序对提交的生物样本采集申请进行科学评估，主要评估所收集生物样本的科学价值，所有会议及其决议均应有书面记录并签发书面意见。
5.5 知情同意
应使用捐赠者能够理解的简明的语言传达信息，使他们了解采集程序的风险、益处和可能的后果。应提供包括对需要执行程序的解释等信息，以确保知情同意。
5.6 采集前沟通
5.6.1 生物样本库应与捐赠者和/或用户进行血液样本采集前的信息沟通。这些信息应包括以下内容：
a）生物样本库地址；
b）生物样本库提供的服务种类；
c）生物样本库开放时间；
d）生物样本库提供的采集样本类型；
e）用户申请出入库流程；各类申请表格填写说明；
f）捐赠者准备说明；
g）样本运送说明，包括特殊处理要求；
h）捐赠者知情同意要求；
i）生物样本库接受或拒收样本的标准；
j）已知对样本性能有重要影响的因素的清单；
k）生物样本库保护个人信息的政策；
l）生物样本库处理投诉的程序。
5.6.2 生物样本库应向捐赠者和用户提供包括需进行的操作的解释等信息，以使其知情并同意。
5.7 采集前指导和培训
5.7.1 指导应包括以下内容：
a）捐赠者身份的确认；
b）确认捐赠者符合相关要求，如禁食、用药情况（最后服药时间、停药时间）、治疗情况、在预先规定的时间或时间间隔采集样品等。
c）菌斑采集说明，原始菌斑样本容器及必需添加物的说明；
d）可明确追溯到被捐赠者的原始菌斑样本标记方式的说明；
e）原始菌斑样本采集者身份及采集日期的记录，以及采集时间的记录（必要时）；
f）采集的菌斑样本运送到生物样本库之前的正确储存条件的说明；
g）采样物使用后的安全处置；
h）运送样本的包装；
i）菌斑样本采集设施的安全性和可及性。
5.7.2 培训应包括以下内容：
a）捐赠者和样本信息的准确识别；
b）对于可能遇到的样本类型采用适当的采集技术；
c）样本处理储存要求；
d）不良事件和其它不符合的报告和记录；
e）不良事件影响的预防或控制；
f）紧急状况；
g）电脑和其它相关信息技术的使用。
[bookmark: _Toc30990][bookmark: _Toc18331]6 菌斑样本采集
6.1 通则
6.1.1 菌斑样本采集者应经过专业培训，手卫生管理与基本要求应符合WS/T 313-2019的规定。
6.1.2 菌斑样本采集前，采集者应提醒菌斑样本提供者注意以下事项：
a）至少24 h避免口腔内的牙科治疗；
b）避免口腔内有伤口；
c）避免兴奋剂、含咖啡因药物等的摄入。
6.1.3 菌斑样本采集时，采集者应提醒菌斑样本提供者注意以下事项：
a）采集前至少1 h内不要进食和饮水，采集前使用清水漱口或刷牙以清洁口腔；
b）采集前休息15 min，并避免说话和咳嗽。
6.1.4 菌斑样本采集时，采集者应注意以下事项：
a）菌斑样本的采集过程宜尽快完成；
b）应根据菌斑样本的预期研究目的，选择适宜的缓冲液（见附录B）。
6.2 龈上或龈缘菌斑
6.2.1 刮取法
让受检者用温开水漱口，用菌斑指示剂显示龈上菌斑和龈缘菌斑，在无菌纱托局部隔湿的情况下用无菌牙科刮匙或刮板从牙齿表面刮取龈上菌斑或龈缘菌斑样本，然后将样本转移至0.6 mL离心管中。
6.2.2 表面拭子法
让受检者用温开水漱口，用菌斑指示剂显示龈上菌斑和龈缘菌斑，在无菌纱托局部隔湿的情况下使用无菌棉签或拭子在牙齿表面来回轻柔擦拭三次，随后将无菌棉签或拭子在准备好的缓冲液中荡洗约1分钟，将牙菌斑洗脱。
6.3 龈下菌斑
龈下菌斑或牙周袋中存在与各种牙周炎关系极为密切的细菌，主要是一些微需氧和厌氧的细菌，而深牙周袋的细菌则以专性厌氧菌为主。专性厌氧菌生长要求极为复杂，其标本的采集和运送要求在较严格的厌氧环境下进行。
龈下菌斑分为附着菌斑和非附着菌斑，目前的采集技术有如下几种。
6.3.1 带充气套的采集器采集技术
带有充气导管的采集器，在采样时不断充注无氧气体，以防止或减少样品与空气中氧的接触。这种简易的采集装置是在采集器前端，即浸有藻酸钙并有铝箔帽套保护的倒刺针（拔髓针）外面罩上导管。外层导管和铝箔帽套均能有效地避免采样针插入和退出龈沟时，龈上菌斑和唾液对标本的污染。缠绕在针端的藻酸钙有扩散菌斑的作用。
注：该法所采集的龈下菌斑标本主要是非附着菌斑，仅有少数附着菌斑。然而，该法中的外导管有一定体积，使用时不够方便，容易引起牙龈出血。此外，导管不锈钢所含的铬有促进湿标本氧化的作用，而且倒刺针前端的藻酸钙对某些厌氧菌可能有抑制作用。
6.3.2 可卸式MooreOO取菌器采集技术
可卸式MooreOO取菌器简称“OO”取菌器。该取菌器有一可伸缩并能卸下的活动端，活动端的前端为镀镍的刮匙器，不引起标本的氧化，且表面光滑不易导致牙龈出血。与其他龈下标本采集方法比较，该取菌器能采集到更多的龈下附着菌斑标本，使用方便，采样时的污染（污染唾液或龈缘菌斑）极小。
标本采集前的漱口、刮除龈上菌斑和采集时的隔湿均与充气导管法相同。取菌器伸入龈沟或牙周袋内之后将取菌器的活动端推出，用刮匙器采集菌斑标本，然后将其缩回外套，取出“OO”取菌器。将可卸下的活动端用无菌镊子取下，放入盛有还原转送液的无菌带塞（或盖）的小管中，加盖无菌的液体石蜡后立即送检。
6.3.3 无菌纸尖采集技术
标本采集前要求被检者用温开水漱口、刮除龈上菌斑，采集部位用纱球隔湿，然后用无菌镊子将无菌纸尖直接插入龈沟或牙周袋内，在放置5-10秒后取出并放入还原转送液中，加盖无菌的液体石蜡后尽快送检。
注：该法使用方便，能采集到反映牙周炎病损程度和活动性的优势牙周袋细菌，且能反应细菌的检出率以及相对量，然而采集的主要是非附着菌斑。同时，若用一定大小的滤纸条代替纸尖，可以达到定量取样的目的，需注意滤纸条较纸尖更容易被唾液污染，且采样不如纸尖方便。
6.3.4 匙形刮治器采集技术
让受检者用温开水漱口，用菌斑指示剂显示菌斑，并除去龈上菌斑。在隔湿的条件下将无菌匙形刮治器伸入龈沟或牙周袋内刮取龈下菌斑，然后将标本置入盛有小玻璃珠和还原转送液的无菌带塞（或带盖）的小管中，加盖液体石蜡后立即送检。
注：该法简单、方便，采集的标本包括龈下附着菌斑和非附着菌斑。但器械不易达到深牙周袋底，且不能用作细菌的检出计数。龈下菌斑或牙周袋标本的匙形刮治器采样法如与纸尖采集法并用，可显著提高标本中细菌的检出率。
6.4 窝沟菌斑
采用无菌挖匙或无菌探针从磨牙的窝沟处收集菌斑，随后在盛有缓冲液的无菌试管中洗脱菌斑。
6.5 𬌗面沟裂和邻面菌斑
6.5.1 刮取法
采用无菌探针采集𬌗面沟裂菌斑样本；采用无菌探针、牙线或正畸用的细钢丝采集邻面菌斑样本，然后将其置于装有缓冲液的无菌离心管中。
6.6 根面菌斑
一般在无菌纱球隔湿的情况下用无菌刮匙采集浅龋和脱矿的牙根面菌斑，然后将其置于装有缓冲液的无菌离心管中。
6.7 感染根管内菌斑
采用纸尖吸附法进行感染根管内菌斑样本的采集。将无菌吸水纸尖或滤纸条插入根管前，必须将待检牙进行采样前的处理。采样前处理包括洁治、隔湿、消毒等准备工作，髓腔未开放的待检牙需从牙侧面钻孔开窗后再取样。将无菌吸水纸尖或滤纸条插入根管，停留30s。取出后放入0.6 mL无菌离心管中。若纸尖或滤纸条的尖端是湿的，这可能表明样本采集成功；若根管内干燥导致牙菌斑难以被纸尖吸收，可注入无菌溶液（如生理盐水或双蒸水），随后使用注射器抽取或纸尖吸取根管内液体。
6.8 口腔黏膜表面菌斑
口腔黏膜的取样部位主要包括舌背、颊粘膜和上颚。
6.8.1 刮取法
舌背黏膜：让受试者张开口腔并轻微伸出舌体，用无菌刷或无菌刮匙从一侧向另一侧刷洗舌背，采集舌背表面菌斑，随后置于装有缓冲液的无菌离心管中。
其它口腔黏膜：用无菌棒或棉签刮取黏膜表面菌斑，放入装有缓冲液的无菌离心管中。
6.8.2 表面拭子法
舌背黏膜：让受试者张开口腔并轻微伸出舌体，用人造拭子或棉签从一侧向另一侧刷洗舌背，采集舌背表面菌斑，随后置于装有缓冲液的无菌离心管中。
6.9 修复体周围菌斑
使用无菌棉签从牙齿修复体的近中面和远中面采集牙菌斑样本，随后置于装有缓冲液的无菌离心管中。
6.10 种植体周围菌斑
将无菌种植体刮匙从种植体表面刮取龈上或龈缘菌斑，随后置于装有缓冲液的无菌离心管中。
6.11 其它位点的菌斑样本
上颌和下颌侧切牙正畸托槽周围的唇侧表面：每次采样时，操作者需小心移除或松开弹性扎带或扎线装置，并取下弓丝。使用尖端尺寸相同的灭菌牙科刮匙，从上颌和下颌侧切牙正畸托槽周围的唇侧表面采集菌斑样本。
若口腔内有潴留、积液和脓肿，可能是感染的结果。这些部位可根据数量和位置使用无菌注射器或无菌纸条进行取样，有时可能需要手术来创建取样入路。
[bookmark: _Toc23985][bookmark: _Toc18641]7 菌斑样本处理
采集的样本可以用冰盒或干冰桶运输到实验室。根据预期研究目的，对不同采集方法获得的菌斑样本采用不同的处理方法。
7.1 刮取法获得的菌斑样本
将采集的样品离心（10000g-16000g，4℃，15min），得到沉淀物，做进一步检测。
7.2 纸尖吸附法获得的菌斑样本
用纸尖或滤纸条采集的样品需要用套管法处理。将100 μL缓冲液添加到0.6 mL离心管与无菌纸尖或滤纸条样品中，在4℃振动30-60 min，随后将0.6 mL离心管倒置并用烧红的针尖在离心管底部扎一个小孔（小于无菌吸水纸尖或滤纸条的直径）。将试管放入1.5 mL无菌试管中，对称离心（10000g-16000g，4℃，15min），将上清液轻轻吸走，沉淀即可作为菌斑样品。
7.3 表面拭子法获得的菌斑样本
将人造拭子或棉签采集到的菌斑样本在准备好的缓冲液中荡洗约1 min，将牙菌斑洗脱至缓冲液中。随后将样品离心（10000g-16000g，4℃，15min），得到沉淀物，做进一步检测。
[bookmark: _Toc30010][bookmark: _Toc4199]8 菌斑样本保存
采集的菌斑样本如不能立即处理，可在-80℃超低温冰箱中保存；也可在-20℃低温冰箱中临时保存一个月。若要获取DNA，则需在冷冻之前进行离心并形成细菌团块；若样品后续进行微生物培养，则需在冷冻之前添加低温保护剂（如80%甘油或10%-20%脱脂牛奶）。
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9.1 数据采集要求
9.1.1 人口腔及颌面部菌斑样本信息采集应按照GB/T 37864-2019、GB/T 38736-2020的规定执行。
9.1.2 应根据人口腔及颌面部菌斑样本的预期研究目的，明确数据集，采集包括采集时间、采集方法、采集部位、采集量和添加剂名称等的信息。菌斑样本数据集内容建议见附录C。
9.1.3 应对菌斑样本进行伪名化，使菌斑样本的提供者隐私受到保护。
9.2 数据记录
9.2.1 应对菌斑样本采集、处理运输过程中产生的所有数据完整记录。
9.2.2 菌斑样本采集方应建立、成文并实施菌斑样本相关数据的获取、传输和接收程序，使菌斑样本数据传输完整且有效。
9.2.3 在数据传输过程中，应防止数据被未经授权的人员访问或篡改，保障数据的隐私和安全。
9.3 菌斑样本信息标识
菌斑样本信息标识按照GB/T 37864-2019中7.5的规定执行。
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菌斑样本质量控制按照GB/T 39767-2021中10的规定执行。
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表A.1 菌斑样本采集方法及建议采集器具
	序号
	样本采集部位
	采集方法
	采集器具

	1
	龈上菌斑
	刮取法
	无菌探针、无菌刮匙、Gracey刮治器、通用型刮治器

	
	
	表面拭子法
	无菌人造丝拭子、无菌棉签

	2
	龈下菌斑
	刮取法
	Gracey刮治器、通用型刮治器、无菌刮匙

	
	
	吸附法
	无菌纸尖

	3
	窝沟菌斑
	刮取法
	无菌微型刮匙、匙形刮器、无菌尖头探针、特制无菌微刷、无菌牙签

	4
	邻面菌斑
	刮取法
	无菌牙线、细钢丝

	5
	咬合面菌斑
	刮取法
	无菌微型刮匙、匙形刮器

	
	
	吸附法
	Pikster专用一次性泡沫尖头棒

	6
	恒磨牙的颊侧/舌侧菌斑
	刮取法
	无菌刮匙、无菌牙科探针

	7
	恒磨牙的近中/远中面菌斑
	刮取法
	无菌刮匙、Gracey刮治器、通用型刮治器、无菌牙线

	8
	感染根管内牙菌斑
	纸尖吸附法
	无菌纸尖（若渗出物较多，也可使用细尖弹簧采样器）、无菌滤纸条

	9
	口腔黏膜（舌背/颊粘膜/腭部/咽柱）表面菌斑
	刮取法
	无菌微刷、无菌刮匙

	
	
	表面拭子法
	无菌人造丝拭子、无菌棉签

	10
	修复体周围菌斑
	刮取法
	无菌探针、无菌刮匙、无菌微刷

	
	
	吸附法
	无菌纸尖、无菌滤纸条

	
	
	表面拭子法
	无菌人造丝拭子、无菌棉签

	11
	正畸托槽周围的唇侧表面菌斑
	刮取法
	无菌尖头探针

	12
	种植体周围龈下菌斑
	刮取法
	无菌种植体刮匙、无菌探针、无菌刮匙

	
	
	吸附法
	无菌纸尖


注：刮取法适用于天然牙齿、修复体或种植体表面的附着菌斑；吸附法适用于牙周袋或修复体/种植体周围带中的游离细菌。

附 录 B
（资料性）
收集菌斑的缓冲液及建议应用范围

表B.1 收集菌斑的缓冲液及建议应用范围
	序号
	缓冲液
	建议应用范围

	1
	RNA保护试剂、TE缓冲液、Tris-HCl缓冲液、EDTA溶液
	核酸的检测

	2
	PBS缓冲液（pH = 7.4）
	蛋白质、细胞因子的后续分析

	3
	双蒸馏水
	代谢组学分析（小分子代谢物的检测）

	4
	生理盐水
	快速处理的宏基因组研究、微生物培养




附 录 C
（资料性）
菌斑样本数据集内容建议

表C.1 菌斑样本数据集内容建议
	过程
	数据集

	采集
	菌斑样本提供者个人信息、采集时间、采集部位、采集方法、缓冲液名称等。

	运输
	人员、包装方式、暂存时间、运输时间、运输方式、运输温度等。

	处理
	人员、处理时间、处理方法、离心转速、离心温度、离心时间等。

	保存
	保存温度、保存时间、保存液等。

	质量控制
	样本完整性、微生物活性等。
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