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要"目的
!

通过先进的分子生物学方法分析维吾尔医学异常黑胆质结肠癌患者肠道菌群分布情况及多样性&方法
!

对

结肠癌患者进行维吾尔医学体液分型并挑取其中异常黑胆质患者!采集患者粪便样品!提取细菌总
T[/

并设计一对通用引物扩

增
!(G4T[/

的
Z(

!

ZK

可变区进行变形梯度凝胶电泳"

T<<R

$!从
T<<R

指纹图谱中比较各个结肠癌患者肠道菌群分布情况&

结果
!

通过试验得到了维吾尔族异常黑胆质结肠癌肠患者肠道菌群结构特征的
T[/

指纹图谱!从指纹图谱上选择一些特异性

条带切下来回收!测序!测序出来的序列在基因库进行比对做出进化树了解菌群之间的亲缘性&结论
!

异常黑胆质结肠癌患者肠

道菌群基因序列的亲缘性结果显示肠道菌群的多样性明显少其中肠道优势菌比例低&
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维吾尔医学理论体系中"异常体液分型是治疗疾病的主要

因素"在治疗疾病的过程中起着非常重要的作用*

!-"

+

"健康人体

的体液在结构和功能上处于平衡状态"体液异常变化会导致体

液失调"进而引发各种疾病"尤其是异常黑胆质的出现是导致

疾病的主要原因之一*

&-.

+

"维吾尔医学临床研究发现
K$_

以上

的肿瘤是由异常黑胆质性体液质产生的"可见异常黑胆质性体

液与肿瘤是密切相关的$与其他异常体液质相比"它的致病

性#危险性#恶性程度最高"在难治性疾病的发生#发展过程中

也起主导作用$肠道菌群与人类的健康#疾病状况息息相关"

它不仅能降解食物中不可消化的营养成分"提供宿主维生素等

营养物质"还能促进肠上皮细胞的分化与成熟"激活肠道免疫

系统以及调节宿主能量存储与代谢$正常情况下肠道菌群保

持着共生和拮抗关系"从消化#营养吸收#能量供应#脂肪代谢#

免疫调节#药物代谢和毒性等诸多方面影响人和动物的健康状

况*

F-%

+

$目前越来越多的研究者认识到维吾尔医学治疗体系结

合到肠道微生态研究的重要意义$

$
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资料与方法

$#$

!

一般资料
!

在新疆维吾尔自治区肿瘤医院选择
!K

例结

肠癌患者"并按照体液分型诊断标准诊断为异常黑胆质型体液

质*

K

+

$异常黑胆质型体液为面色萎白而发干"唇色淡白而枯

燥"舌质淡扪之涩"舌形瘦"舌涎少"舌苔薄白而不润"大便干结

而色淡不臭"小便清而短少$纳入标准!&
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'维吾尔族)&
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'对本研究知情同意者)&

.

'性别不限)&

F

'临床

诊断为结肠癌术前患者$排除标准!&

!

'有脑血管疾病#高血

压#糖尿病#肝脏疾病#传染病)&

"

'未化疗#放疗患者)&

&

'术后

患者)&

.

'近期&

(

周内'接受抗菌药物及微生态制剂治疗者$

(
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引物委

托上海生工生物技术有限公司合成"主要仪器!凝胶成相系统

&

<59T8]"$$$
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方法
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总
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的提取
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参照
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试剂盒说明"提取粪便标本细菌总
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并测定浓度后稀释为
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A
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$
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"
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保存为后续试验做准备$
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扩增
!

粪便细菌的
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区
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委托上海生工生物公司合成$
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扩增反应体系&
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$
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'!引

物各
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模板
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V*a
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"加
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"
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至
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$

H

$反应程序!

'Fh

预变性
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)

'.h

变性
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)

("#Fh

退火
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"

%"h

延伸
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"共
&$

个循

环)

%"h

延伸
F@*,

$在第
!

轮
0:C

之后为了减少
0:C

过程

中异源
T[/

产物影响后续的
T<<R

指纹图谱的质量"将
0:C

产物稀释
!$

倍后"将其作为模板再进行第
"

轮只有
F

个循环

的修复
0:C

扩增"用
"#$_

琼脂糖凝胶电泳
&$@*,

"用凝胶成

像系统照相$

$#&#&

!

T<<R

指纹图谱分析
!

使用美国
2*8-C3L

有限公司的

T:8L5PVG

B

+75@

进行变形梯度凝胶电泳"采用浓度为
K_

聚

丙烯酰胺#乙二胺四乙酸&

RTP/

'#变性浓度梯度范围
"F_

!

%F_

&
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变性溶液对应
"$@H.$_

丙烯酰胺%甲叉双丙烯

酰胺"

."

A

尿素"

.$@H

去离子甲酰胺'取改良后的
0:C

产物

&$$,

A

等体积与凝胶载样品染液混匀"放入加样孔后放入电

泳槽中
F$Z

电压电泳
&$@*,

后改为
!F$Z

电泳
".$@*,

然后

用
$#$!_GQ2C<455,!

染色胶
.F@*,

"每次
!F@*,

分三次染

色胶然后在
SZ6

成像仪照胶$

$#&#'

!

切胶回收纯化及测序
!

在
T<<R

指纹图谱胶中选择

一些共有的和差异性明显的条带用无菌刀片切下来"切下来的

T[/

条带放在无菌#干燥的
!#F@HR

=

管中"再用双氧水水反

复清洗再用无菌牙签捣碎使胶中的
T[/

完全释放出来"加
"$

$

H

双氧水放置
.h

冰箱
!(?

左右"以上述提出来的
T[/

作

为模板将原带
<:

夹子的反向引物去除
<:

夹子"引物序列分

别为
O'(K>Fd-<//:<:<//<//::PP/:-&d

"

C!.$!

&

Fd-

:<<P<P<P/://</:::-&d

'

0:C

的反应体系和程序同

上述进行
0:C

扩增$使用凝胶回收试剂盒回收#将回收的

0:C

产物送北京天根生化科技有限公司进行序列测定$测序

出来的序列利用基因库中
2H/GP

进行比对"并将相似性大于

'F_

以上的序列用
VR</.

软件构建系统进化树"揭示亲缘性

关系并找出优势细菌序列$

%

!

结
!!

果

%#$
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肠道菌群
!(G4T[/Z(-ZK

区
0:C

产物鉴定
!

利用
"_

琼脂糖凝胶电泳以提取的
T[/

稀释作为模板"

0:C

扩增目的

基因"图
!

显示"鉴定
!

!

!$

号标本的
0:C

产物"扩增产物片

段大小约为
.K$Y

=

左右"未见到非特异性扩增"

T[/

样品完

整性好$

%#%

!

肠道菌群
T<<R

电泳图与测序结果
!

每一个样品的

0:C

扩增产物重复多次进行变性梯度凝胶电泳"经相互比较"

结果基本一致"证实本试验的重复性和准确性良好"异常黑胆

质型结肠癌患者肠道菌群结构
T<<R

指纹图谱见图
"

所示

&见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/'"均表现出个体

的条带数量稀少"而且每个条带的亮度也有区别"有共同的条

带"也有相互有差异的条带"这表明在患者肠道中存在量和种

类不一样的细菌$图谱中每一个条带都代表一种细菌"而且条

带的亮度表明细菌量的多少"图谱中可以看到每一个研究对象

肠道中细菌的种类#数量和优势菌的分布都不一样"有些个体

出现的优势菌在别的个体的肠道中没有出现或者量比较少"有

些细菌在个体中分布去向一致"因此在图谱中选择具有代表性

的"差异性大的一些条带进行切胶回收"纯化进行测序$测序

显示维吾尔族异常黑胆质结肠癌患者肠道菌群中拟杆菌属和

梭杆菌属数量较多$所得的序列在
<5,523,W

数据库中比对

测序结果"基因文库比对相似性$

!!

V

!

T[/

标记物)

!

!

!$

号!

0:C

扩增目的基因产物$

图
!

!!

0:C

产物电泳图

%#&

!

异常黑胆质结肠癌患者肠道总菌群
T<<R

图谱的相似

性聚类分析
!

目的片段经基因测序后进行
2H/GP

序列比对"

同源性大于
'F_

的用
VR</.

软件构建维吾尔医异常黑胆质

型结肠癌患者肠道菌群进化树"结果见图
&

&见,国际检验医学

杂志-网站主页.论文附件/'$

&

!

讨
!!

论

人的肠道中存在着大约
!$

!.个肠道菌群"由
!$$$

多种微

生物组成"占机体细胞总量的
!$

倍"是人和动物体最庞大而复

杂的生物群落"肠道菌群又被称为.超级生物体/

*

!!

+

"正常情况

下肠道菌群保持着良好的动态平衡"一旦破坏动态平衡可能与

很多疾病的发生#发展有关"比如肥胖#肠道各种炎性疾病#造

血功能障碍#肝硬化合并肠功能紊乱#抗菌药物相关性腹泻#习

惯性便秘#肠易激综合征等*

!"

+

"因此肠道菌群很多方面影响人

和动物的健康状况"现在已经把肠道菌群看作为宿主的一个重

要组成部分$

T<<R

最初是应用在
T[/

片段中的出现点突变的鉴定

研究中"此后该技术被广泛用于各种微生物种群检测的研究"

目前已经发展成为研究微生物种类#数量#分类等的一种重要

的分子生物学方法$有研究者则分别应用此技术分析
.

位受

试者结肠中双歧杆菌#乳酸杆菌及其他乳酸菌的分布和中老年

人粪便菌群多样性研究$

T<<R

技术多年以来一直用于肠道

菌群多样性研究中"是一种比较成熟#先进的分子生物学方法$

本研究采用
T<<R

技术针对维吾尔医学异常黑胆质结肠

癌患者肠道菌群
!(G4T[/Z(-ZK

可变区进行菌群分布情况#

多样性#个体之间细菌差异性#检测出来的细菌序列相似性等

整体相关性研究$更为全面地探讨维吾尔医学异常黑胆质结

(

'&.
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肠癌患者肠道菌群的变化趋势"同时为维吾尔医学体液质理论

以及维吾尔医学疾病诊断提供了一些线索$在
0:C-T<<R

图

谱上能够直观地表现出个体差异"同时肠道总菌群
S0<V/

相似性聚类分析显示出肠道总菌群的同源性存在差异"研究中

获得维吾尔医学异常黑胆质结肠癌患者肠道细菌分布情况及

肠道细菌指纹图谱"此图谱显示异常黑胆质结肠癌患者肠道菌

群多样化"并且个体之间具有相似性"肠道中存在不同种类的

细菌"再从图谱中把每一种条带切下来纯化克隆检测基因序列

的相似性对比"并用相似性大于
'F_

以上的基因序列做树状

图分析及鉴定异常黑胆质结肠癌患者中具有丰富的拟杆菌属

和梭杆菌属$试验还发现很多不可培养的细菌属"并对其种属

亲缘程度进行了分析"这些不可培养的肠道细菌与优势细菌亲

缘性比较近"也有个别的细菌亲缘性比较远"将加大样本量进

一步研究异常黑胆质结肠癌患者肠道菌群中的其他优势菌并

与这些优势菌的分布与体液质的关系"是细菌引起了这些体液

的分布还是体液决定了这些优势菌的分布"这些因果关系还有

待进一步鉴定$
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