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肠易激综合征各亚型与肠道菌群关系的初步研究
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要"目的
!

筛选研究肠道菌群的最佳标本类型!初步分析肠易激综合征"

PVN

$患者各亚型肠道菌群多样

性变化及特异性菌群结构%方法
!

根据罗马
*

诊断标准!严格选择腹泻型
PVN

"

PVN2W

$患者
+#

例!便秘型
PVN

"

PVN2!

$患者
$.

例!混合型
PVN

"

PVN21

$患者
$$

例!以及健康对照者"对照组$

)'

例#选择肠腔内液&组织&粪便

作为标本进行优越性筛选#提取基因组
WM1

!巢式聚合酶链反应扩增细菌
#,A@WM1

及
J#

"

J%

区!采用变性

梯度凝胶电泳等技术分析菌群多样性%结果
!

同一患者不同标本中菌群多样性和结构组成比较显示!肠腔内

液和组织标本相似!粪便标本与其他两种标本有明显差异#与对照组比较!

PVN

患者组菌群多样性指数"

N:6>>3>

指

数和
N;<

C

A3>

指数$明显降低!差异有统计学意义"

!

$

'&'+

$#测序结果共鉴定出
#'

条序列!于美国国家生物技术

信息中心数据库
F76A9
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肠腔内液标本可代替组织标本研究
PVN

患者肠道定植菌群结构和组成#

PVN

患者肠道菌群多样性明显降低!且各亚型肠道菌群组成和数量也有明显差异%

关键词"肠易激综合征#
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巢氏聚合酶链反应#
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变性梯度凝胶电泳#
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肠易激综合征$

PVN

&是一种以腹痛或腹部不适伴

排便习惯改变及大便性状异常为主要临床特点的慢

性功能性肠道疾病#全球患病率较高*

#

+

#其症状复杂

多变#而且长期反复发作#严重影响患者的生活质量#

使患者反复就医#带来巨大的经济负担*

$

+

(肠道微生

物群落是人体最庞大)最复杂的微生物群落#广泛参

与宿主诸多生理功能#与宿主营养)免疫)代谢)肠黏

膜屏障等方面紧密相关(正常情况下#肠道菌群之间

与宿主之间保持生态平衡#一旦这种平衡被打破#就

会出现免疫代谢紊乱#导致肠道或非肠道疾病发

生*

%

+

(已有研究表明#肠道菌群失调与肠道肿瘤)炎

性反应性肠病等发生和发展密切相关#肠道菌群失调

与
PVN

的发生密切相关#可能在
PVN

的发生和发展过

程中发挥重要作用*

)

+

(本课题通过对粪便)组织和肠

腔内液标本中菌群进行分析#筛选研究肠道菌群的最

佳标本#并采用巢式聚合酶链反应$

O!0

&和变性梯度

凝胶电泳$

WYYQ

&技术研究
PVN

各亚型*腹泻型
PVN

$

PVN2W

&)便秘型
PVN

$

PVN2!

&及混合型
PVN

$

PVN21

&+

患者肠道菌群与对照组之间的差异#旨在发现
PVN

各

亚型发生和发展的可能微生态机制#现报道如下(

$

!

资料与方法

$&$

!

一般资料
!

选取
$'#,

年
#^#'

月重庆医科大

学附属第一医院肠镜室
PVN

患者共
#'$

例作为
PVN

患者组#男
+)

例#女
)*

例#年龄
$'

"

,*

岁(其中
PVN2

W

患者
+#

例#

PVN2!

患者
$.

例#

PVN21

患者
$$

例(

诊断参照,罗马
*

诊断标准-(本研究参照重庆医科

大学附属第一医院伦理委员会的相关文件#得到所有

入组对象知情同意并签署知情同意书(另选择健康

体检者
)'

例作为对照组#年龄
$+

"

,+

岁(本研究设

计了严格的调查问卷#包含家族史)

PVN

治疗史)经济

状态)饮酒史)体格检查等(

$&/

!

PVN

分型
!

罗马
*

标准依据粪便性状将
PVN

亚

型分为
%

类!$

#

&

PVN2!

!硬便或块状便占大便量
'

$+-

#稀便$糊状便&或水样便占大便量
$

$+-

%$

$

&

PVN2W

!稀便$糊状便&或水样便占大便量
'

$+-

#硬便

或块状便占大便量
$

$+-

%$

%

&

PVN21

!稀便$糊状便&

或水样便占大便量
'

$+-

#硬便或块状便占大便量
'

$+-

(

$&'

!

PVN

纳入及排除标准

$&'&$

!

PVN

患者组纳入标准*

+

+

!

$

#

&体格检查无异常

发现%$

$

&血常规)血生化)

UVA1

=

)抗
2U!J

检查阴

性#大便常规检查未见寄生虫及红)白细胞%$

%

&结肠

镜检查未见异常%$

)

&理解问卷内容#患者及家属同意

参加并签署知情同意书#医院伦理委员会批准(

$&'&/

!

PVN

患者组排除标准
!

$

#

&患有胃肠道器质性

疾病及心血管)呼吸)肾脏等其他系统严重疾病者%

$

$

&有结肠肿瘤家族史)炎性反应性肠病家族史)顽固

性腹泻)直肠出血)贫血)低蛋白血症)明显体质量减

轻)腹部肿块和发热等症状的患者%$

%

&有糖尿病)甲

状腺功能亢进)结缔组织疾病及其他全身神经肌肉疾

病史者%$

)

&有腹部手术史者%$

+

&妊娠)哺乳期妇女%

$

,

&近
$

周内使用过膨胀剂)止泻药)解痉药)益生菌

制剂及抗生素等药物者%$

(

&不能理解本研究或拒绝

参加者(

$&1

!

仪器与试剂

$&1&$

!

主要仪器
!

WYYQ

仪$品牌!

!VN

#型号!

$''#2

$$'

#美国&%

O!0

仪$品牌!

VPT201W

#型号!

Lc!c2

!KQX

#美国&%电泳仪$品牌!

VPT201W

#型号!

Wcc2

,W

#中国&%全自动化学发光成像系统$品牌!

LV!

#型

号!

YK$$''O0T

#中国&%数码相机$品牌!

LV!

#型号!

W.'̀ P"

#中国&%蠕动泵$品牌
!VN

#型号!

LOO2#''

#美

国&%水浴锅$品牌!

N1KJPN

#型号!

]V2#'

#德国&%微量

离心机$品牌!

":4@<3

#型号!

KQYQMW LP!0T#(

#美

国&%微 波 炉 *品 牌!

Y676>I

#型 号!

Y*'X$'!M$K2V*

$

0T

&#中国+%自动高压灭菌器$品牌!

UP01c1L1

#

型号!

UJQ2+'

#日本&%超纯水系统$品牌!

LPKKP2

OT0Q

#型号!

1#'

#美国&%磁力搅拌仪$品牌!

P̀ 1

#型

号!

0UV#N$+

#德国&%电热恒温干燥箱$品牌!精宏#型

号!

WUY.$)#1

#中国&%电子天平$品牌!

Q̀0M

#型

号!

1Kb#,'2)ML

#德国&%

C

U

仪$品牌!

NE:399

#型号!

K6F*('

#德国&%涡旋器 $品牌!

P̀ 1

#型号!

K1V

W1M!Q0N$+

#德国&(

$&1&/

!

主要试剂
!

全式金细菌基因组
WM1

提取试

剂盒$

QY#'#2'#

#北京全式金生物技术有限公司&%全

式金
O!0$H46A

B

96

R

L;H

$

1f#'#2'$

#北京全式金生物

技术有限公司&%

WM1K6>D4@#''F

C

$

LW#'*

#北京全式

金生物技术有限公司&%

WM1K6>D4@#+[

$

LW##'

#北京

全式金生物技术有限公司&%丙烯酰胺$美国
1<4@4AE3

公司&%甲叉双丙烯酰胺$德国
N;

=

<6

公司&%

"@;AV6A4

$美国
1<4@4AE3

公司&%

"QLQW

$美国
1<4@4AE3

公

司&%去离子甲酰胺$美国
1<4@4AE3

公司&%尿素$美国

1<4@4AE3

公司&%琼脂糖$美国
1<4@4AE3

公司&(

$&2

!

方法

$&2&$

!

收集标本
!

对患者进行详细问卷调查及焦虑

抑郁精神症状评分后#按罗马
*

标准将符合条件的患

者纳入
PVN

患者组(收集患者组的粪便)组织和肠腔

'

($.

'

检验医学与临床
$'#.

年
)

月第
#,

卷第
(

期
!
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!

1
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内液标本(粪便标本!由患者自行收集于大便杯中#

分于每个
QO

管中
'&$

=

#

$̂'g

保存(组织标本!由

护士用活检钳收集#

$̂'g

保存备用(肠腔内液标

本!在纤维电子结肠镜下于距离肛门
$'E<

左右的乙

状结肠处采集
PVN

患者组和对照组$健康体检者&的

肠腔内液
$'<K

#于低温高速离心机中离心
#+<;>

$

#''''

=

"

<;>

#

)g

&后#弃上清液取沉淀#立刻置于

*̂'g

中保存备用(

$&2&/

!

提取细菌基因组及鉴定
!

采用改良后的全式

金试剂盒细菌离心柱法提取基因组
WM1

#具体步骤

参照全式金基因组
WM1

提取试剂盒说明书(将提取

出的标本基因组
WM1

进行细菌特异性
#,N@0M1

扩

增#特异性针对细菌
#,N@0M1

的正向引物为
$(?

$

+d2

1Y1Y"""Y1"!!"YY!"!1Y2%d

&#反向引物

为
#).$@

$

+d2YY""1!!""Y""1!Y1!""2%d

&(

O!0

扩增程序!

.)g%<;>

#

.)g

变性
#<;>

#

($g

$

'&+

&

#<;>

#

++g#<;>

#

($g#<;>

#执行
%'

个循

环%

($g#'<;>

(取上述扩增产物
#,A@0M1'&$

#

K

作为模板#用
J#

"

J%

区通用正向引物
O$

$

+d21""

1!!Y!YY!"Y!"YY2%d

&和加了
%.F

C

,

Y!

夹子-

的反向引物
O%

$

+d2!Y!!!Y!!Y!Y!Y!Y Y!Y

YY!YYY Y!Y YYY Y!1 !YY YYY Y!!"1!

YYY 1YY !1Y !1Y2%d

&扩 增#目 的 片 段 约 为

$%.F

C

(琼脂糖凝胶鉴定
WM1

提取结果及扩增结

果#

O!0

产物于
*-

聚丙烯酰胺凝胶上进行电泳#经

多次实验结果比较后确定使条带达到最佳分离的

WM1

变性梯度范围为
)'-

"

,'-

#

$''J

电泳
*:

#

使用
QV

染料避光均匀染色
#+

"

$'<;>

#于全自动凝

胶成像仪拍照记录结果(将凝胶在紫外线照射下利

用无菌手术刀对差异和主条带进行切割回收#切割下

来的胶放入盛有
DDU

$

T

的
QO

管中#

)g

浸泡过夜#

吸取
#

#

K

浸泡液作为模板#使用无,

Y!

夹子-的反向

引物进行扩增#

O!0

产物用琼脂糖电泳拍照后确定阳

性条带#用试剂盒切胶回收后纯化
O!0

产物%取上步

回收的
O!0

纯化产物与
OYQL2"46A

B

54E93@

$

C

@32

<4

=

6

&连接#挑选克隆#进行菌落
O!0

鉴定#阳性克隆

测序鉴定委托上海生工公司执行%测序结果用

WM1N"10

软件进行处理#并在
YQMQV1M̀

数据

库进行相似性比对$

VK1N":99

C

!""

F76A9&>EF;&>7<&

=

35

"

V76A9&E

=

;

&#寻找相似性最高的细菌(

$&)

!

统计学处理
!

采用
NONN#,&'

统计软件进行数

据处理#计量资料以
Na7

表示#采用
5

检验%各组间出

现频率采用
X;A:4@dAQH6E9

检验%数量比较采用
T>42

G6

B

1MTJ1

检验%聚类分析采用
N1N

软件#采用

O@3E78A94@

分析(以
!

$

'&'+

为差异有统计学意义(

/

!

结
!!

果

/&$

!

两组研究对象基本信息比较
!

见表
#

(两组研

究对象性别)年龄)体质量等比较差异均无统计学意

义$

!

%

'&'+

&%

PVN

患者组体质量指数$

VLP

&较对照

组明显降低#差异有统计学意义$

!

$

'&'+

&(

表
#

!!

PVN

患者组与对照组基本信息比较

组别
/

男"女

$

/

"

/

&

年龄

$

Na7

#岁&

体质量

$

Na7

#

[

=

&

VLP

$

Na7

#

[

=

"

<

$

&

PVN

患者组
#'$+)

"

)* %(&.a.&$ +(&$a#+&' $'&*a$&.

对照组
#'')+

"

++ )$&+a*&% ,+&%a##&+ $%&%a%&+

! '&$' '&%# '&#* '&'$

/&/

!

不同标本类型对肠道微生态的影响
!

为筛选标

本#本研究取得粪便)肠腔内液和活检组织#随机筛选

出
+

例患者$编号为
!'#$

)

!'$,

)

!'%,

)

!'(,

)

!'.)

&

的上述
%

种标本#同时对其进行细菌基因组
WM1

提

取和巢氏
O!02WYYQ

操作#在核酸蛋白分子成像仪

下拍照$图
#

&后挨个比对发现#同一例患者的标本中#

粪便的菌群多样性和结构组成与肠腔内液及组织差

异较大#而肠腔内液和组织二者的菌群多样性和结构

组成相似#提示肠腔内液能够代替组织所代表的肠道

微生物$肠道定植菌群&(基于此#本研究其后的巢氏

O!02WYYQ

研究所采用的标本如无特殊说明均为内

镜下取得的肠腔内液(

!!

注!

#

为粪便%

$

为肠腔内液%

%

为组织%

L

为标记物

图
#

!!

粪便&肠腔内液及组织定植的微生态菌群比较

/&'

!

通用引物
O!0

扩增细菌
#,N@0M1

基因
J%

区
!

准备
WYYQ

样品时#用带,

Y!

夹子-的通用引物

O!0

扩增$巢氏
O!0

&#扩增完成后取
+

#

KO!0

扩增

产物与
7

#

K,_

上样缓冲液混合后上样#用
$-

琼脂

糖凝胶电泳设置电泳电压和时间为
#''J

)

%'<;>

#在

核酸蛋白凝胶图像分析仪上观察结果并拍照#各细菌

扩增出的片段大小约为
$%.F

C

(

/&1

!

PVN

患者组与对照组肠道菌群结构和多样性差

异分析
!

对所有入组对象进行巢氏
O!02WYYQ

后#

得到
WYYQ

图谱$图
$

&(

WYYQ

图谱分析发现#

PVN

各个亚型组
WYYQ

图谱中有
#'

"

$%

条不同位置的条

'

*$.

'

检验医学与临床
$'#.

年
)

月第
#,

卷第
(

期
!

K6FL4D!7;>

!

1

C

@;7$'#.

!
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!
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带#对照组
WYYQ

图谱中有
##

"

$*

条不同位置的条

带#且两组
WYYQ

图谱条带的强弱亮度也有明显差

别(生物信息学分析结果表明#

PVN2W

患者组)

PVN2!

患者组)

PVN21

患者组与对照组生物多样性差异有统

计学意义$

!

$

'&'+

&#

PVN

患者组肠道菌群多样性明

显低于对照组(

!!

注!

L

为标记物%

1

为
R*?5&9:'6&7

%

V

为
I*?(/:7

C

'9*

%

!

为
P/5&9L

:T*?5&9

%

W

为
I*?5:T*?'@@)7

%

Q

为
R)5

3

9'>'T9':

%

X

为
P/5&9:?:??)7

%

Y

为

!7&)6:T)5

3

9'>'T9':

%

U

为
R'

;

'6:T*?5&9')8

%

P

为
B:9&*

%

b

为
<&/6&9

;

)L

7:T*?5&9')8

图
$

!!

WYYQ

分析
PVN

患者各亚型与对照组

肠道菌群的差异

/&2

!

割胶回收条带进行不带,

Y!

夹子-的
O!0

扩

增
!

切割
WYYQ

凝胶
PVN2W

)

PVN21

)

PVN2!

患者组和

对照组的相似和差异性条带#割胶回收后#使用不带

,

Y!

夹子-的通用引物进行
O!0

扩增#从而去掉,

Y!

夹子-(

O!0

产物用
$-

琼脂糖凝胶电泳鉴定#电泳

电压和时间为
#''J

)

%'<;>

#在核酸蛋白分子凝胶图

像分析仪上观察结果并拍照#各细菌扩增出的片段大

小约为
$''F

C

(

/&)

!

生物信息学分析
!

通过生物信息学分析发现#

对照组和
PVN

患者组细菌多样性的整体水平明显不

同#

N;<

C

A3>

指数由正常水平的
'&'+(

降低至
'&'$$

%

N:6>>3>

指数由正常水平的
)&.+

降低至
%&.$

#两组

之间
N:6>>3>

和
N;<

C

A3>

指数明显降低#差异有统计

学意义$

!

$

'&'+

&(两组参数相互印证#证实
PVN

患

者的肠道菌群多样性比对照组明显降低$图
%

&(

!!

注!

N;<

C

A3>

指数用于分析总体多样性#

N:6>>3>

指数用于分析整

个队列的饱和度

图
%

!!

PVN

患者组与对照组间肠道菌群多样性分析

/&.

!

WYYQ

图谱主条带和差异条带克隆鉴定结果
!

为进一步分析
PVN2W

)

PVN2!

)

PVN21

患者组和对照组

肠道主要菌群和差异性菌群的具体构成#本研究还对

图
$

所示主条带和差异性条带进行了割胶)回收)克

隆并测序#测序共得到
#'

组主要细菌#分别为!

R*?5&L

9:'6&7

)

I*?(/:7

C

'9*

)

P/5&9:T*?5&9

)

I*?5:T*?'@@)7

)

R)L

5

3

9'>'T9':

)

P/5&9:?:??)7

)

!7&)6:T)5

3

9'>'T9':

)

R'

;

'6:T*?L

5&9')8

)

B:9&*

)

<&/6&9

;

)7:T*?5&9')8

(其中
P/5&9:T*?5L

&9

在所有
PVN

亚型中都有明显增高趋势$

!

$

'&'#

&%

PVN21

患者肠道中
R*?5&9:'6&7

定植增多$

!

$

'&'+

&%

PVN2W

)

PVN2!

患者组与对照组差异不大%

I*?5:T*?'@L

@)7

和
R'

;

'6:T*?5&9')8

在
PVN2W

)

PVN2!

患者组肠道

明显多于对照组#在
PVN21

组中变化不明显%

P/5&9:L

?:??)7

只在
PVN21

患者肠道定植增多$

!

$

'&'#

&%

<&/6&9

;

)7:T*?5&9')8

也只在
PVN2W

患者组减少

$

!

$

'&'+

&%属厚壁菌门下的
B:9&*

在
PVN2W

和
PVN2

1

患者组增多明显$

!

$

'&'#

&#在
PVN2!

组不受影响%

R)5

3

9'>'T9':

)

I*?(/:7

C

'9*

和
!7&)6:T)5

3

9'>'T9':

在

肠道的定植数量居多#但在
PVN

患者组和对照组出现

的频率变化不明显$

!

%

'&'+

&$表
$

&(

表
$

!!

PVN2W

&

PVN2!

&

PVN21

患者组和对照组
WYYQ

!!!

主条带和差异性条带分析

菌种 对照组
PVN2W

患者组
PVN2!

患者组
PVN21

患者组

R*?5&9:'6&7 # '&.,% '&.*( #&#,)

"

I*?(/:7

C

'9* # #&'%$ '&.., '&.*#

P/5&9:T*?5&9 # #&,+$

""

#&)#.

""

#&).(

""

I*?5:T*?'@@)7 # '&).*

""

'&)%$

""

'&.,)

R)5

3

9'>'T9': # '&..% '&.(, '&.*$

P/5&9:?:??)7 # #&')% #&'$( #&%,.

""

!7&)6:T)5

3

9'>'T9': # '&.*. '&.(% #&',+

R'

;

'6:T*?5&9')8 # '&+*)

""

'&).*

""

#&'%(

B:9&* # #&$,(

""

'&.%) #&%+.

""

<&/6&9

;

)7:T*?5&9')8 # '&*,%

"

#&'%* #&'$.

!!

注!与对照组比较#

"

!

$

'&'+

%

""

!

$

'&'#

'

!

讨
!!

论

!!

PVN

的病因和发病机制迄今还不完全明了#目前

认为#其病理生理学基础是胃肠动力学异常和内脏感

觉异常#造成这些变化的机制可能涉及肠道本身$如

肠黏膜屏障功能破坏)炎性反应)感染)微生态失调

等&)神经免疫功能紊乱$脑
2

肠轴)低级别炎性反应&)

精神心理因素)遗传基因的改变或饮食)药物)生活习

惯等其他因素#这些因素可能共同作用造成肠道功能

紊乱#表现出各种临床症状*

,2(

+

(随着科学实验技术

的不断发展#目前已有多种研究方法可对人体肠道微

生态的组成)功能及代谢进行研究(目前分子生物学

的发展#尤其是基于
#,N@0M1

基因菌群多样性研究

方法#包括定量方法#如实时荧光定量
O!0

及半定量

方法$如
WYYQ

&等技术应用到微生物生态学研究以

来#对人体肠道微生物分子生态学菌群多样性的研究

'

.$.

'

检验医学与临床
$'#.

年
)

月第
#,

卷第
(

期
!

K6FL4D!7;>

!

1

C

@;7$'#.

!

J37&#,

!

M3&(



得到进一步深入*

*

+

(由于
WYYQ

具有可靠性强)重现

性高)方便快捷等优点#已成为微生物分子生态学研

究中的重要手段之一(

本研究在征得
#'$

例
PVN

患者及
)'

例健康体检

者同意的情况下收集粪便)肠腔内液及组织#按照,罗

马
*

诊断标准-将
PVN

患者分型为
PVN2W+#

例#

PVN2!

$.

例#

PVN21$$

例(在研究证明肠腔内液可代表组织

肠道菌群的前提下#提取
#)$

例研究对象的肠腔内液基

因组
WM1

#利用细菌特异性
#,N@WM1

设计的引物进

行巢氏
O!0

扩增#特异的
O!0

产物再进行
WYYQ

#根

据每种细菌
#,N0D>6J#

"

J%

区片段所携带的碱基不

同而分离开来#对
PVN

患者肠道微生物的主条带和差异

性条带进行克隆测序分析后发现#

R*?5&9:'6&7

)

I*?(/:L

7

C

'9*

)

P/5&9:T*?5&9

)

I*?5:T*?'@@)7

)

R)5

3

9'>'T9':

)

P/5&9:L

?:??)7

)

!7&)6:T)5

3

9'>'T9':

)

R'

;

'6:T*?5&9')8

)

B:9&*

)

<&/L

6&9

;

)7:T*?5&9')8

等
#'

种菌属存在较大差异#其中

P/5&9:T*?5&9

在所有
PVN

亚型中都有明显增高趋势

$

!

$

'&'#

&%

PVN21

患者组肠道中
R*?5&9:'6&7

定植增

多$

!

$

'&'+

&#而
PVN2W

)

PVN2!

患者组与对照组差异

不大%

I*?5:T*?'@@)7

和
R'

;

'6:T*?5&9')8

在
PVN2W

)

PVN2!

患者组肠道明显多于对照组#在
PVN21

患者组

中变化不明显%

P/5&9:?:??)7

只在
PVN21

患者组肠道

定植增多$

!

$

'&'#

&%

<&/6&9

;

)7:T*?5&9')8

也只在

PVN2W

患者组减少$

!

$

'&'+

&%属厚壁菌门下的
B:9&*

在
PVN2W

和
PVN21

患者组增多明显$

!

$

'&'#

&#在

PVN2!

组 不 受 影 响%

R)5

3

9'>'T9':

)

I*?(/:7

C

'9*

和

!7&)6:T)5

3

9'>'T9':

在肠道的定植数量偏多#但在发

生
PVN

时#其出现频率与对照组比较变化不明显$

!

%

'&'+

&(

综上所述#对各个亚型
PVN

患者肠道菌群多样性

的研究证实#

PVN

患者存在肠道菌群失调#且各亚型菌

群变化不太一致#说明
PVN

各亚型的发生机制可能与

肠道菌群失调密切相关(
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