
作者简介：叶萍，女，检验师，主要从事病原微生物学研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈｅｒｕｉ１３９９３１２６２９７＠１６３．ｃｏｍ。

·临床检验研究论著·

不同月龄轮状病毒性腹泻患儿肠道菌群变化的研究

叶　萍，贺　锐△

（甘肃省妇幼保健院检验科，甘肃兰州７３００５０）

　　摘　要：目的　运用荧光定量聚合酶链反应（ＰＣＲ）技术检测不同月龄轮状病毒性腹泻患儿肠道４种主要细菌含量，评价患儿

肠道菌群的改变，为临床合理治疗提供依据。方法　运用荧光定量ＰＣＲ技术检测肠道细菌的１６ＳｒＲＮＡ，检测不同月龄健康婴儿

和轮状病毒腹泻患儿粪便中双歧杆菌、乳酸杆菌、大肠埃希菌与肠球菌的含量。结果　轮状病毒腹泻组婴儿粪便双歧杆菌和乳酸

杆菌含量低于健康对照组（犘＜０．０５），大肠埃希菌和肠球菌含量与对照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；轮状病毒性腹泻组

患儿粪便双歧杆菌和乳酸杆菌含量在不同月龄阶段都低于健康对照组（犘＜０．０５），大肠杆菌和肠球菌含量仅在３月龄阶段低于

健康对照组婴儿（犘＜０．０５）。结论　轮状病毒性腹泻对肠道双歧杆菌和乳酸杆菌数量的影响较大，不同月龄患儿腹泻对双歧杆

菌和乳酸杆菌数量的影响也不同。
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　　轮状病毒感染是导致全球婴幼儿急重症腹泻的重要原因，

每年约有６０万婴幼儿因感染轮状病毒而死亡
［１］。轮状病毒性

腹泻可致患儿肠道微生态失衡，且月龄越小对影响越大。

因肠道微生态的失衡而导致迁延性、难治性腹泻会造成患

儿营养缺乏，对其生长发育带来严重的不良影响。因此，治疗

同时需及时调整患儿肠道微生态以恢复其平衡。然而，对于不

同月龄婴儿肠道菌群状况和菌群失调的评判国内外鲜有报道，

本研究对不同月龄轮状病毒腹泻患儿肠道４种主要菌群变化

进行了分析，旨在为临床合理使用调整肠道微生态的制剂提供

一定的实验数据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究中的健康对照组的纳入对象为２０１１

年７月至２０１３年３月在甘肃省妇幼保健院儿保科体检的健康

婴儿，无其他基础疾病，进行体检的４周内未使用抗菌药物、微

生态制剂，无胃肠道症状。纳入对象包括母乳喂养的３月龄婴

儿、混合喂养的６月龄及１０月龄的健康婴儿各３０例。病例组

的纳入对象为２名儿科主任医师依据《感染性腹泻诊断标准》

诊断为轮状病毒性腹泻病的３月龄、６月龄及１０月龄的患儿

各３０例。

１．２　方法

１．２．１　标本的采集与存储　获取自然排出的新鲜粪便１０ｇ

左右，置无菌杯内立即送检。取新鲜标本进行轮状病毒抗原检

测（采用德国拜耳胶体金检测试纸），剩余标本用无菌干燥管储

存，于－８０℃冰箱保存备用。

１．２．２　肠道细菌ＤＮＡ的提取　取复融粪便１ｇ加１ｍＬ的

ＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）充分颠倒混匀５～１０ｍｉｎ后低速离

心（２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，取上清液。上述过程重复３次后，收集

上清液高速离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ后取沉渣，沉淀的细菌

用ＰＢＳ液洗４次，并用双蒸水洗１次，加５０μＬ蒸溜水悬浮细

菌及５０μＬ１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破碎菌体，１００℃煮沸５ｍｉｎ后立

即放入冰水中冷却。

１．２．３　ＰＣＲ引物　采用文献中所用的引物序列，对所选用引

物序列分别与４种细菌１６ＳｒＲＮＡ的全序列在ＢＬＡＳＴ数据库

进行了比较验证，４种细菌上、下游引物分别如下：双歧杆菌
［２］

ＣＴＣＣＴＧＧＡＡＡＣＧＧＧＴＧＧ；ＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＣＣＧＡＴ

ＡＴＣＴＡＣＡ，扩增片段长度为５５０ｂｐ。乳酸杆菌
［３］ＡＧＣＡＧＴ

ＡＧＧＧＡＡＴＣＴＴＣＣＡ；ＡＴＴＴＣＡＣＣＧＣＴＡＣＡＣＡＴＧ，扩

增片段长度为３８０ｂｐ。肠球菌
［４］ＴＣＣＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧ
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ＡＴＧＡＧ；ＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＧＡＣＧＡＣＡＡＣＣ，扩增片段长

度为２７４ｂｐ。大肠埃希菌
［４］ＧＧＡ ＧＣＡ ＡＡＣ ＡＧＧ ＡＴＴ

ＡＧＡＴＡＣＣＣ；ＣＣＣＡＡＣＡＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＣＧ，扩增片段

长度为３１７ｂｐ。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ反应体系　反应体系为２５μＬ，包括１０

×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，４×ｄＮＴＰ（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，上、下游引物（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ，Ｔａｑ

酶（１Ｕ／μＬ）０．７５μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ，荧光染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ

２．５μＬ，双蒸水１１．２５μＬ。应用 Ｍｘ３０００ｐ型荧光定量ＰＣＲ仪

进行扩增与分析。

１．２．５　ＰＣＲ反应条件如下　９５℃变性５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，

６０℃１ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，８７℃５ｓ共４０个循环；７２℃延伸１０

ｍｉｎ后结束；６０～９５℃作熔解曲线。

１．２．６　标准曲线制作　分别纯化上述ＰＣＲ反应过程中得到

的４种细菌ＰＣＲ产物，具体步骤如下：在 ＤＮＡ溶液中加入

１／１０溶液体积３ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ５．２的乙酸钠，在旋涡混合器上稍

加振荡或用手指轻弹离心管壁几次使之混匀后，加入２～２．５

倍体积的无水乙醇，振荡混匀并置于冰上３０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ

弃上清液，加入１ｍＬ７０％的乙醇，颠倒混匀并离心，弃上清

液，干燥沉淀。将干燥沉淀物溶于适当体积的无菌水或ＴＥ缓

冲液即可。在分光光度计上测定出４种细菌纯化产物的吸光

度（Ａ）值。按１Ａ的双链ＤＮＡ片段（１ｋｂ）相当于４．７４×１０１３

ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ，计算出每毫升ＰＣＲ产物中所含的拷贝数，然后做

１０倍系列稀释，使其形成１０４～１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ系列浓度，按上

述条件进行荧光定量ＰＣＲ，形成标准曲线。

１．２．７　细菌产物的验证　对４种细菌标准菌株做荧光定量

ＰＣＲ，利用熔解曲线比较产物解链温度（Ｔｍ）值与标准菌株

Ｔｍ值，经验证，肠道菌群ＰＣＲ扩增产物为双歧杆菌、乳酸杆

菌、大肠杆菌和肠球菌的特异性产物。

１．２．８　检测灵敏度分析　通过对上述４种标准菌株菌落做系

列稀释（１０８～１０２ 个细菌）后行荧光定量ＰＣＲ，证明１００个细

菌仍有特征性曲线生长，说明用上述引物对这４种细菌进行荧

光定量ＰＣＲ检测有较好的检测灵敏度。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示，组间比较采用成组狋检验，相关性分析用

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　轮状病毒性腹泻组与健康对照组肠道菌群的比较　采用

成组狋检验比较健康对照组与轮状病毒性腹泻组肠道４种主

要细菌含量的差异，见表１。轮状病毒腹泻组婴儿粪便双歧杆

菌和乳酸杆菌含量低于健康对照组婴儿，其差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）；大肠杆菌和肠球菌含量与健康对照组比较，差

异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　轮状病毒性腹泻组与健康对照组肠道４种细菌

　　　　含量的比较（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

细菌 健康对照组（狀＝９０） 轮状病毒性腹泻组（狀＝９０） 狋 犘

双歧杆菌 ６．４１±２．７５ ２．５８±０．９８ ３．４７０．００３

乳酸杆菌 ３．７９±１．７２ ３．０２±１．１２ １．９８０．０３９

大肠埃希菌 ４．８７±１．７９ ４．６０±１．８８ １．３５０．０７６

肠球菌 ４．７２±１．９５ ４．１２±１．６９ １．４２０．０６５

２．２　不同月龄轮状病毒性腹泻婴儿肠道菌群的变化情况　采

用成组狋检验进一步分析不同月龄轮状病毒性腹泻组婴儿与

相应月龄健康对照组婴儿肠道４种主要菌群的差异，见表２。

轮状病毒性腹泻组粪便双歧杆菌和乳酸杆菌含量在不同月龄

阶段都明显低于健康对照组，其差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。轮状病毒性腹泻婴儿粪便大肠埃希菌和肠球菌含量仅

在３月龄阶段低于健康对照组婴儿，其差异有统计学意义（犘

＜０．０５）；在６月龄和１０月龄阶段与健康对照组比较，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　不同月龄阶段轮状病毒性腹泻组和健康对照组肠道

　　　　４种细菌含量比较（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

细菌 组别 ３月龄 ６月龄 １０月龄

双歧杆菌 病例组 １．０２±１．３４ ２．７２±１．５７ ３．０１±２．５４

对照组 ５．７９±２．６７ ６．３６±２．７２ ６．８４±２．９２

乳酸杆菌 病例组 ２．８５±１．４８ ３．００±１．９８ ３．２１±１．５０

对照组 ３．６７±１．５４ ３．８９±１．７４ ３．６７±１．７７

大肠埃希菌 病例组 ３．３７±１．８１ ４．９９±１．８１ ４．５２±１．９５

对照组 ４．６７±１．７８ ５．２５±１．６７ ４．７５±１．９５

肠球菌 病例组 ３．０８±２．５２ ４．６４±１．８７ ４．３９±１．９９

对照组 ３．８７±２．６７ ４．８４±１．８７ ４．９７±１．７３

　　：犘＜０．０１；：犘＜０．０５，与同种细胞的病例组比较。

３　讨　　论

腹泻是小儿常见病、多发病，是一个全球性公共卫生问题，

尤以发展中国家最为突出。据 ＷＨＯ不完全统计，发展中国家

５岁以下住院的腹泻患儿中有２０％～５０％是轮状病毒肠炎患

者［５］，每年约有４５０万５岁以下儿童死于腹泻
［６７］。

轮状病毒性腹泻除了可导致患儿电解质失衡外，其导致的

肠道微生态的失衡也是不容忽视的。最近的研究表明，肠道菌

群失调不仅影响肠道内的营养吸收，也可导致肠道外临床症状

的出现［８９］。本研究比较了健康婴儿与轮状病毒性腹泻患儿粪

便中４种主要细菌含量。轮状病毒性腹泻主要引起肠道双歧

杆菌和乳酸杆菌含量的大幅降低，而肠道大肠杆菌和肠球菌的

含量变化不大，笔者认为可能与以下因素有关。当患儿感染轮

状病毒时，肠蠕动的增强使肠道内气体增加，破坏了厌氧环境，

有利于需氧菌的繁殖而不利于厌氧菌的繁殖；双歧杆菌和乳酸

菌属于益生菌位于肠道菌群的最深层，均黏附于肠上皮形成保

护性菌膜，而肠球菌与大肠埃希菌属于共生菌，均附着于肠黏

膜的表面，可以游动［９］。轮状病毒感染后期严重的细胞损害减

弱了益生菌与肠上皮的黏附能力，破坏了益生菌的生存环境，

从而导致以上结果。

婴幼儿肠道微生态的演替需要２～３年的时间才能完

成［１０］。婴儿期肠道微生态最易受到外部因素以及内在因素的

影响，而月龄是一个不容忽视的内在因素［１１］。因此，本研究进

一步对不同月龄轮状病毒性腹泻婴儿４种菌群进行了分析。

结果显示，不论月龄大小，轮状病毒感染均可引起以双歧杆菌

和乳酸杆菌减少为主要表现的肠道微生态失衡，而大肠埃希菌

与肠球菌的数量变化不大。值得注意的是不同于其他两个月

龄组，３月龄组患儿轮状病毒腹泻时不仅双歧杆菌和乳酸杆菌

含量降低，大肠埃希菌和肠球菌也较健康婴儿明显减少，其可

能的原因是月龄较小的婴儿其肠道的长度以及黏膜皱褶不及

年长者，不利于肠道菌的“隐藏”。因此，更应关注年龄较小的

轮状病毒相关腹泻患儿的肠道微生态变化，及时纠正其肠道菌
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群失衡状态，以免造成不良后果。

随着人们对微生态学认识的加深，临床医生对疾病治疗理

念的转变，感染性疾病以杀灭病原菌为主的传统治疗方法得以

改变，以恢复人体微生态平衡为最终目的的治疗理念被初步树

立，从而使微生态制剂在临床治疗中得到广泛的使用。２０１０

年的《微生态制剂儿科应用专家共识》中指出微生态制剂具有

菌株特异性和剂量依赖性，也就是说某一菌株具有治疗效果但

并不代表本属或种的细菌均具有这一作用，对于同一菌株治疗

不同疾病所需的剂量也不同，因此在众多的微生态制剂选择时

应注意其所含菌株的种类和剂量［１２］。然而在调整轮状病毒腹

泻患儿肠道微生态时如何选用合理高效的微生态制剂国内还

缺乏相关标准。本研究通过荧光定量ＰＣＲ技术检测不同月龄

婴儿肠道细菌１６ＳｒＲＮＡ，明确其肠道菌群构成及数量，为临

床合理选择微生态制剂提供了相关的实验室数据，同时通过该

方法也可望为临床个体化治疗提供相应的技术支持。
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产生影响［９］。分析脂肪细胞因子水平与细胞因子相关性，血清

内脂素水平与ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ呈负相关，与ＩＬ６无相关性。血

清抵抗素水平与ＩＧＦ１、ＶＥＧＦ呈正相关，与ＩＬ６无相关性。

血清瘦素水平与ＩＬ６、ＩＧＦ１水平呈正相关，与 ＶＥＧＦ水平无

相关性，这也进一步明确了肥胖导致的脂肪细胞因子代谢紊

乱，与血清细胞因子水平密切相关，而细胞因子网络的紊乱最

终导致子宫肌瘤的发生及发展，这对于判断病情进展也有着重

要的意义［１０］。因此，维持体内体脂代谢在一个相对正常的水

平，在一定意义上可延缓子宫肌瘤的发生，肥胖患者脂代谢紊

乱是其子宫肌瘤的发生率高于非肥胖者的重要原因。同时，脂

肪细胞因子代谢的紊乱，也是患者出现代谢综合征及代谢综合

征发展的一个重要因素［１１］，加强对此类患者的密切关注，对于

减轻胰岛素抵抗、手术的心血管疾病风险也有着积极意义。

综上所述，肥胖的子宫肌瘤患者脂肪细胞因子与细胞因子

水平的异常改变对解释肥胖在子宫肌瘤发生及发展中的作用

具有重要意义，且二者具有较好的相关性。同时，有必要进行

该方面的前瞻性研究，动态观察脂肪细胞因子及细胞因子代谢

与子宫肌瘤生长的关系，明确体质量控制在子宫肌瘤治疗中的

意义，为子宫肌瘤的基础及临床研究提供理论依据。
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