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摘要 目的 研究活动期、缓解期溃疡性结肠炎(UC) 患者

肠黏膜标本中梭菌属、肠球菌属、乳酸杆菌属、双歧杆菌属及

拟杆菌属、大肠杆菌属这 6 种菌群含量，探讨肠道膜菌群改

变在 UC 发病中的可能作用及意义。方法 收集 35 例 UC

患者(活动期组 20 例、缓解期组 15 例) 及 20 例健康体检者

(对照组)乙状结肠黏膜活检组织，提取标本细菌 DNA，根据

细菌的 16SrDNA 序列设计特异性引物，应用实时荧光定量

PCＲ 法测定不同细菌的数量。结果 与对照组相比，活动期

组的肠黏膜标本中大肠杆菌含量增加，双歧杆菌属、拟杆菌

属、乳酸杆菌属、梭菌属含量减少(P ＜ 0. 05)，但肠球菌属含

量无明显变化;与对照组比较，缓解期组拟杆菌属及双歧杆

菌属减少(P ＜ 0. 05)，大肠杆菌属、乳酸杆菌属、梭菌属、肠

球菌属含量无明显变化。活动期组患者双歧杆菌 /大肠杆菌

(B /E)值 ＜ 1，较对照组降低，而缓解期组与对照组 B /E 值均

＞1，且两者间差异无统计学意义。结论 UC 患者结肠黏膜

存在明显的菌群变化，以活动期 UC 更明显，提示肠道菌群

改变与 UC 发生发展密切相关。
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溃疡性结肠炎(ulcerative colitis，UC) 是一种慢

性、非特异性肠道疾病，其病因及发病机制目前尚不

明确，近年来研究
［1］

提示肠道菌群可能是参与 UC
发病的始动因素。肠道菌群包括腔菌群和黏膜相关

菌群，目前针对 UC 与肠道菌群关系的研究主要集

中在粪便标本，国内外对 UC 患者黏膜相关菌群研

究报道相对较少。该研究选取人体肠道中的 6 种代

表菌属，包括双歧杆菌属、梭菌属、肠球菌属、乳酸杆

菌属、拟杆菌属、肠杆菌属，根据不同细菌种属的

16SrDNA 基因序列设计特异性引物，采用实时荧光

定量 PCＲ 法分别对活动期、缓解期及健康志愿者乙

状结肠黏膜标本中 6 种菌群进行定量分析，比较不

同时期 UC 患者黏膜相关菌群的变化。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 研究对象 以 2012 年中华医学会消化病学

分会炎症性肠病治疗学组制定的《我国炎症性肠病

诊断与治疗的共识意见》作为诊断标准
［2］，连续选

取 2013 年 4 月 ～ 2013 年 8 月安徽医科大学附属省

立医院消化科门诊及住院的 UC 患者 35 例，其中活

动期 UC 患 者 20 例 作 为 活 动 期 组，年 龄 18 ～ 54
(39. 0 ± 10. 1)岁，其中男 11 例，女 9 例;缓解期 UC
患者 15 例作为缓解期组，年龄 27 ～ 53(39. 0 ± 7. 2)

岁，其中男 7 例，女 8 例。以无慢性消化道疾病的健

康志愿者 20 例作为对照组，年龄 20 ～ 57(41. 45 ±
10. 25)岁，其中男 9 例，女 11 例。排除标准:年龄 ＜
18 岁;近 4 周内使用微生态制剂、抗生素者及柳氮

磺胺吡啶者;有腹部手术史者;有心血管、呼吸、肾脏

等其他系统的严重疾病者。所有研究对象检查前签

署知情同意书。
1． 1． 2 标本采集 由同一名有经验的内镜医师对

UC 患者及健康志愿者进行结肠镜检查，在结肠观察

结束后退镜时使用一次性活检钳在乙状结肠钳取 3
块新鲜组织，放入 1. 5 ml EP 管并用 1 ml PBS 缓冲

液洗涤 3 次，称重，置入新的无菌 EP 管内，－ 80 ℃
保存待检。
1． 1． 3 主要仪器、试剂及标准菌株 2720 普通

PCＲ 扩增仪、ABI 7500 实时荧光定量 PCＲ 仪( 美国

ABI 公司); － 80 ℃ 超低温冰箱 ( 日本 SANYO 公

司);低温高速离心机( 珠海黑马医学仪器有限公

司);电泳仪及紫外透射仪凝胶成像分析系统(美国

BIO ＲAD 公 司); QIAamp DNA Mini Kit、QIAamp
DNA Micro Kit( 德国 QIAGEN 公司);普通 DNA 产

物纯 化 试 剂 盒 ( 美 国 AXYGEN 公 司);UltraSYBＲ
Mixture(北京世纪康为生物科技有限公司);普通

PCＲ 试剂( 美国 Thermo Scientifc 公司);双歧杆菌、
嗜酸乳杆菌、大肠杆菌、粪肠球菌、产气荚膜梭菌、脆
弱拟杆菌标准菌株购自广州环凯微生物科技有限公

司，4 ℃保存备用。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 引物的设计与合成 参阅文献
［3 － 5］

报道，设
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计特异性 PCＲ 引物序列，在 BLAST 基因库内比对

其特异性，由生工生物工程(上海) 股份有限公司合

成。见表 1。

表 1 6 种菌株引物序列

细菌名称
扩增片段

长度(bp)

引物序列

(5'-3')
肠球菌属 144 上游:5'-CCCTTATTGTTAGTTGCCATCATT-3'

下游:5'-ACTCGTTGTACTTCCCATTGT-3'
双歧杆菌属 243 上游:5'-TCGCGTCCGGTGTGAAAG-3'

下游:5'-CCACATCCAGCATCCAC-3'
梭菌属 260 上游:5'-TGAAAGATGGCATCATCATTCAAC -3'

下游:5'-GGTACCGTCATTATCTTCCCCAAA -3'
乳酸杆菌属 341 上游:5'-AGCAGTAGGGAATCTTCCA-3'

下游:5'-CACCGCTACACATGGAG-3'
大肠杆菌 340 上游:5'-GTTAATACCTTTGCTCATTGA-3'

下游:5'-ACCAGGGTATCTTAATCCTGTT-3'
拟杆菌属 175 上游:5'-GCGGGCATGCGACCGACAAT-3'

下游:5'-TAGCGGGCCGAGGGGAACTA-3'

1． 2． 2 标准菌株、黏膜标本 DNA 的提取 标准菌

株冻干粉接种于相应培养基，按细菌的生长条件分

别置于需氧培养箱和厌氧培养箱中，进行复苏、培

养。连续培 养 1 代 后，挑 取 单 一 的 细 菌 菌 落，用

QIAamp DNA Mini Kit 试剂盒提取标准菌株 DNA。
用 QIAamp DNA Micro Kit 试剂盒按说明书步骤提取

黏膜 细 菌 基 因 组 DNA。所 提 取 的 DNA 均 置 于

－ 20 ℃保存。
1． 2． 3 鉴定引物特异性 分别取 1 例患者和 1 例

健康志愿者的黏膜 DNA 及各种标准菌株 DNA 进行

普通 PCＲ 反应。反应体系(25 μl):dNTP 0. 5 μl、
MgCl2 2. 5 μl、Forword primer 0. 5 μl、Ｒeverse primer
0. 5 μl、Taq 酶 1 μl、模板 DNA 3 μl、ddH2O 15. 5 μl、
10 × Buffer 2. 5 μl。反应条件:95 ℃ 预变性 5 min、
95 ℃变性 30 s、52 ℃退火 30 s、72 ℃延伸 1 min、循
环 35 次。产物置于 － 4 ℃保存。用 1. 2%琼脂糖凝

胶电泳分析 UC 患者、健康志愿者及标准菌株普通

PCＲ 产物，均仅见单一特异性目的条带，说明引物

特异性良好，可进行实时定量 PCＲ 反应。
1． 2． 4 标准曲线的制作 将各标准菌株进行普通

PCＲ 扩增，反应体系及反应条件 1． 2． 3。扩增产物

用普通 DNA 产物纯化试剂盒进行切胶、回收，得到

各标准菌株目的 DNA 片段，作为标准品。用紫外分

光光度计测定浓度。根据每毫升所含目的 DNA 片

段拷贝数 = 6. 02 × 1023 × 浓度( g /ml) /分子量( g /
mol)，换算出各标准品每微升所含目的片段的拷贝

数。将各标准品做 10 倍系列稀释，使之成为 1 × 108

～ 1 × 102 copies，进行 SYBＲ Green I 实时定量 PCＲ
反应。反应体系(20 μl):UltraSYBＲ Mixture 10 μl、
Forword primer 0. 4 μl、Ｒeverse primer 0. 4 μl、模板 2
μl、ddH2O 7. 2 μl。反应条件:95 ℃预变性 10 min、
95 ℃变性 15 s、退火延伸温度 60 ℃1 min、共 40 个

循环。反应完毕后由系统自动分析循环阈值(Cy-
clethres hold，Ct)，根据不同拷贝梯度标准品的 Ct
值，计算并绘制标准曲线。用于待测样品定量。
1． 2． 5 实时荧光定量 PCＲ 反应 活动期组、缓解

期组及对照组黏膜 DNA 分别进行 6 种细菌的 SYBＲ
Green I 实时荧光定量 PCＲ 反应，每个样品均重复

一次，反应结束后由 PCＲ 仪自动计算 Ct 值，根据标

准曲线，进行样品定量。所有样品反应结束后均由

PCＲ 仪自动进行融解曲线分析，确定产物特异性。
所有 DNA 标本检测 6 种细菌的实时荧光定量 PCＲ
反应融解曲线均为单峰，且出峰的温度与预测的产

物 Tm 值(Tm:DNA 双链解链 50% 的温度) 相似，说

明扩增产物单一，与 SYBＲ Green I 荧光染料结合

DNA 片段为目的 DNA 片段，实验结果可靠。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 20． 0 统计软件对所

有样品定量结果的对数值进行分析，数据以 珋x ± s 表

示。比较活动期组、缓解期组和对照组黏膜相关菌

群定量结果及双歧杆菌 /大肠杆菌(B /E)值，采用方

差分析，两两比较采用 Duncan 检验。检验标准设定

为 0. 05。

2 结果

2． 1 标准曲线 以标准品拷贝数的对数值作为纵

坐标，以不同拷贝数的标准品在荧光定量 PCＲ 反应

过程中 Ct 值作为横坐标，可得各细菌的标准曲线，

用于待测样品的定量。见图 1。
2． 2 UC 患者与健康志愿者黏膜菌群定量和 B /E
值的比较 与对照组比较，活动期组黏膜标本中大

肠杆菌含量增加(P ＜ 0. 05)，双歧杆菌属、拟杆菌

属、乳酸杆菌属、梭菌属含量减少(P ＜ 0. 05)，但肠

球菌属含量无明显变化;缓解期组拟杆菌属及双歧

杆菌含量较活动期组升高(P ＜ 0. 05)，但仍低于对

照组(P ＜ 0. 05)，大肠杆菌、乳酸杆菌属、梭菌属、肠
球菌属含量较对照组无明显变化。活动期组患者

B /E 值为(0. 84 ± 0. 05) ＜ 1，小于缓解期组及对照

组(P ＜ 0. 05)，缓解期组及对照组 B /E 值均 ＞ 1，两

组之间差异无统计学意义。见表 2。
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图 1 各细菌标准曲线

A:产气荚膜梭菌;B:脆弱拟杆菌;C:大肠杆菌;D:粪肠球菌;E:嗜酸乳杆菌;F:双歧杆菌

表 2 UC 患者和健康志愿者

黏膜菌群定量结果及 B /E 值( log copies /g，珋x ± s)

项目
活动期组

(n =20)

缓解期组

(n =15)

对照组

(n =20)
F 值

梭菌属 8． 52 ± 0． 30 9． 63 ± 0． 79△ 9． 36 ± 0． 66△ 16． 99
拟杆菌属 8． 34 ± 0． 29 9． 42 ± 0． 48△# 9． 88 ± 0． 82△ 35． 98
大肠杆菌 9． 68 ± 0． 56 8． 70 ± 0． 90△ 8． 91 ± 0． 52△ 11． 19
肠球菌属 7． 19 ± 0． 32 7． 83 ± 1． 12 7． 70 ± 1． 17 2． 40
乳酸杆菌属 6． 29 ± 0． 52 7． 52 ± 1． 22△ 7． 96 ± 0． 68△ 22． 28
双歧杆菌属 8． 06 ± 0． 21 8． 87 ± 0． 89△# 9． 42 ± 0． 78△ 16． 08
B /E 值 0． 84 ± 0． 05 1． 02 ± 0． 04△ 1． 06 ± 0． 08△ 76． 20

与活动期组比较:△P ＜0． 05;与对照组比较:#P ＜0． 05

3 讨论

肠道菌群包括腔菌群及黏膜相关菌群，目前针

对 UC 与肠道菌群关系的研究普遍集中在粪便标

本，但粪便标本只能代表腔菌群。研究
［6］

显示粪便

标本不能完全代表肠道微生物群落特征性，腔菌群

与黏膜菌群组成成分存在差异。黏膜菌群与宿主上

皮直接接触，可能对宿主的病理生理、免疫功能影响

更为直接。本研究对 UC 患者及健康志愿者黏膜菌

群进行分析，结果显示活动期组大肠杆菌含量较对

照组增加，双歧杆菌属、拟杆菌属、乳酸杆菌属、梭菌

属较对照组下降;缓解期组双歧杆菌属及拟杆菌属

较活动期组增多，但仍低于对照组。提示活动期与

缓解期 UC 患者肠道黏膜菌群变化并不相同，活动

期患者肠道菌群失调有加重趋势，缓解期 UC 患者

也存在一定的黏膜菌群改变。这种菌群变化是 UC
的发病原因，还是病变破坏肠道黏膜导致继发性菌

群改变目前尚不确定。白鹏 等
［7］

应用粪便标本观

察到活动期 UC 患者双歧杆菌属和乳酸杆菌属含量

减少，大肠杆菌和肠球菌属无明显变化，缓解期双歧

杆菌属、乳酸杆菌属、大肠杆菌、肠球菌属均无明显

变化，与本研究结果不同。这种黏膜菌群和腔菌群

的差异可能由于结肠上皮细胞表面与腔内微环境的

不同，粪便与肠腔黏膜的黏附性较低等因素有关。
肠道定植抗力是反映肠道内源性厌氧菌抑制肠

道内需养菌的潜在致病菌群数量的能力，用 B /E 值

表示，高 B /E 值能反映人体良好的肠道环境
［8］。本

研究结果显示活动期组 B /E 值较对照组下降，提示

活动期 UC 患者肠道定植抗力显著受损，这可能导

致 UC 患者肠上皮细胞损伤，黏膜屏障破坏，上皮通

透性增高，肠道内细菌和产物发生移位。缓解期组

虽然双歧杆菌较对照组含量降低，但 B /E 值 ＞ 1，较

活动期组增高，与对照组比较无明显变化，可能与

UC 疾病的恢复相关。这为应用抗生素及益生菌治

疗 UC 以及用药时机选择上提供理论依据。
本研究显示 UC 患者肠道黏膜附着的乳酸杆菌

属、双歧杆菌属、梭菌属降低，与 Fite et al［9］
研究一

致;刘伟 等
［10］

对 UC 患者病变肠段的黏膜菌群研究

也发现病变肠段双歧杆菌、乳酸杆菌减少，大肠杆菌

增加。而 Macfarlane et al［11］
对直肠上皮细胞黏附的

72 类细菌进行检测，结果只有双歧杆菌的数量在

UC 组和对照组之间存在差异，与本研究结果不一

致，其原因可能与肠道菌群结构复杂，受种族，饮食

及排便习惯等影响相关。此外，本研究进行标本采

集前需要清洁肠道，也可能对肠道菌群产生影响，需
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要进一步扩大样本进行研究。
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Changes of mucosa associated bacterial flora in patients with
ulcerative colitis at different stages and its significance

Chu Yuan，Wang Qiaomin
(Dept of Gastroenterology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective Sigmoid mucosa specimens of the patients with ulcerative colitis (UC) at active stage and
remission stage were respectively detected by real-time PCＲ for the contents of the six kinds of bacterial floras inclu-
ding fusobacterium，enterococcus，lactobacillus，bifidobacterium，bacteroides，and escherichia coli． So the possi-
ble roles and significance of the changes of intestinal mucosa associated bacterial flora in the pathogenesis of UC
were discussed． Methods Sigmoid biopsy tissues were collected from 35 UC patients (20 cases were activities
group while 15 cases were remission group) and 20 healthy cases(control group) ． Specific primers were set accord-
ing to the bacterial 16 SrDNA sequences． Bacterial DNA of the intestinal mucosa specimens was extracted，and re-
al-time PCＲ was used to detect the numbers of different bacterial colonies． Ｒesults In sigmoid mucosa specimens
of the UC group at activities group，escherichia coli colony was increased，while bifidobacterium，bacteroides，lac-
tobacillus and fusobacterium，were reduced compared to the control group(P ＜ 0. 05) ． But for enterococcus，there
was no significant change(P ＞ 0. 05) ． And in remission group，bacteroides and bifidobacterium were reduced com-
pared with the control group(P ＜ 0. 05)，while no significant changes were found in escherichia coli，lactobacillus，
fusobacterium and enterococcus(P ＞ 0. 05) ． The ration of bifidobacterium to escherichia coli (B /E) in UC pa-
tients at active stage was less than 1，which was lower than the control group． While B /E values in UC patients at
remission stage and the control group were both larger than 1，with no statistically significant difference between
them． Conclusion There were obvious changes of intestinal bacterial flora in UC patients，and the change is more
obvious in the UC patients at active stage，showing that there is a close relationship between intestinal mucosa asso-
ciated bacterial flora and the development of UC．
Key words ulcerative colitis; mucosa associated bacterial flora; real-time PCＲ
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