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■背景资料
溃 疡 性 结 肠 炎
( U C ) 是 一 种 慢
性非特异性炎症
性 肠 病 ,  其 发 病
机制与遗传、免
疫、环境等多个
因 素 有 关 .  流 行
病 学 调 查 显 示 , 
肠道菌群改变与
UC的发生存在相
关 性 .  通 过 了 解
肠道菌群与UC的
关系有助于认识
肠道微生态在疾
病发生发展中的
重 要 作 用 .  葡 聚
糖 硫 酸 钠 ( D S S )
所致的UC模型是
科研工作中使用
较多的一种UC模
型 ,  但 相 关 的 微
生态数据还比较
缺乏.
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Abstract  
AIM: To study the abundance and diversity of 
the gut flora in rats with dextran sulfate sodium 
(DSS)-induced ulcerative colitis (UC) to provide 
new knowledge about the pathogenesis of this 
disease. 

METHODS: Twenty-six healthy male SD rats 
were randomly divided into a control group 
and a model group. UC was induced by giving 
40g/L of DSS for 7 days. Fecal samples were 
collected from the rats and polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis 
(PCR-DGGE) was employed to analyze the com-
position and diversity of gut flora. The specific 
bands were recovered and sequenced, and data 
were analyzed using Quantity-one, Chromas, 
SIMCA-P+, MGAE5 and SPSS18.0. 

RESULTS: After 7 days of treatment with DSS, 
rats showed typical symptoms and characteris-
tics of UC. DGGE results showed that gut floras 
in both group mainly belonged to Bacteroidetes, 
Firmicutes and Proteobacteria. Compared to the 
control group, the numbers of Lactobacillus sp. 
and Lachnospiraceae bacterium significantly de-
creased and the number of Clostridium bifermen-
tans increased significantly in the model group 
(all P < 0.05). 

CONCLUSION: The abundance and diversity 
of the intestinal floras obviously decrease in rats 
with UC. The numbers of Lactobacillus sp., Lach-
nospiraceae bacterium and Clostridium bifermentans 
change significantly in the intestinal tract of rats 
with UC.

Key Words: Intestinal microecology; Ulcerative coli-
tis; Polymerase chain reaction- denaturing gradient 
gel electrophoresis; Dextran sulfate sodium; Rat 
model
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摘要   
目的: 采用多聚酶链反应-变性梯度凝胶�泳
(polymerase chain reaction-denaturing gradient 
gel electrophoresis, PCR-DGGE)技术研究葡
聚糖硫酸钠(dextran sulfate sodium, DSS)所致
溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)模型大
鼠肠道菌群的多样性和丰度, 从“肠道微生
态”这一全新角度为该模型提供更丰富的数
据, 也为深入探讨UC的发生发展提供新的实
验依据. 

方法: 26只健康♂SD大鼠随机分为空白组和
UC模型组, 模型组饮用4%的DSS溶液7 d复
制UC模型. 收集两组大鼠粪便排泄物, 采用
PCR-DGGE法研究肠道菌群的多样性、相
似性及丰度; 对优势条带进行回收测序, 鉴
定菌种. 所得结果及数据采用Quantity one、
Chromas、MGAE5、SIMCA-P+及SPSS18.0
等软件进行分析. 

■同行评议者
江学良, 教授, 主
任医师, 中国人民
解放军济南军区
总医院消化科
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■研发前沿
有 研 究 发 现 :  人
为给无菌小鼠移
植螺杆菌将引发
严 重 的 肠 炎 ,  而
同时移植脆弱拟
杆菌则保护宿主
免受侵害.

结果: DSS诱导UC后7 d, 模型大鼠出现便血、

病理形态学改变等典型的UC炎性病变特征. 
样本优势条带菌种鉴定显示大鼠的肠道细菌
主要归属于拟杆菌门(Bacteroidetes )、厚壁菌
门(Firmicutes )及变形菌门(Proteobacteria )3大
类, 但与空白组相比, 模型组肠道菌群的丰度
及多样性指数明显降低(P <0.05). 菌种鉴定表
明UC组乳酸杆菌(Lactobacillus sp )和毛螺科
菌(Lachnospiraceae bacterium )菌种显著较少, 
而双酶梭菌(Clostridium bifermentans )等菌种
含量明显增多(均P <0.05).

结论: 饮用4%DSS溶液7 d造成的UC大鼠模型
的肠道微生态存在显著失衡, 多样性和丰度均
下降, 含量变化较为显著的是乳酸杆菌、毛螺
科菌和双酶梭菌. 

关键词: 溃疡性结肠炎; 肠道微生态; PCR-DGGE; 

葡聚糖硫酸钠; 动物模型
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0  引言

肠道是微生物的王国, 不同种类和数量的肠道

细菌相互协调、相互制约, 共同构成庞大的微

生态系统, 参与宿主营养物质的消化吸收、能量

代谢、免疫调节等诸多过程[1-4]. 肠道菌群紊乱

会造成肠道防御、免疫调节功能降低, 引发各种

肠道疾病[3,5,6]. 近来研究表明, 溃疡性结肠炎(ul-
cerative colitis, UC)、克罗恩氏病(crohn disease, 
CD)、肠易激综合征(irritable bowel syndrome,综合征(irritable bowel syndrome,(irritable bowel syndrome, 
IBS)等肠道疾病的发生与肠道菌群失调、肠黏

膜屏障功能缺陷、肠道通透性增高以及肠道内

成分诱发的异常免疫反应等因素有关[7-9]. 其中

UC的发病率无论在国外还是国内均有逐年增高

的趋势[10,11]. 最近研究认为, 肠道菌群改变可能

是UC发生和发展的关键因素[12-15]. 因此, 通过了

解肠道菌群与UC的关系有助于认识肠道微生

态在疾病发生发展中的重要作用. 葡聚糖硫酸

钠(dextran sulfate sodium, DSS)所致的UC模型

是科研工作中使用较多的一种UC模型, 但相关

的微生态数据还比较缺乏[16-18], 本实验运用多聚

酶链反应-变性梯度凝胶电泳(polymerase chain 
reaction-denaturing gradient gel electrophoresis, 
PCR-DGGE)技术, 从“肠道微生态”的角度研

究了DSS所致UC模型大鼠肠道微生态的改变, 

以期为深入认识该模型与人类UC的相似性提供

证据, 也为揭示UC的发病机制提供更为丰富的

实验数据. 

1  材料和方法

1.1 材料 DSS(分子量36 000-50 000, MP Bio-
medicals公司); DNA提纯试剂盒(北京赛百盛); 
pEASY-T3 Cloning Kit试剂盒(北京全式金生物

技术有限公司); PCR引物(北京基诺来普生物

科技有限公司). 光学显微镜(莱卡DM600M); 凝
胶成像系统(Bio-rad公司Gel-Doc2000); 变性梯

度凝胶电泳仪(Bio-Rad公司PowerPac); 测序仪

(Hitachi公司3730xlDNA Analyzer). 清洁级健康

♂SD大鼠26只, 体质量200 g±20 g(由简阳市动

物中心提供, 合格证号: SCXK(川)2008-24). 
1.2 方法

1.2.1 动物分组与造模: 动物在实验前进行适应

性驯养, 自由进食和饮水. 室温控制在20 ℃左

右, 相对湿度70%, 驯养期模拟捕捉所有大鼠, 1
次/d, 大鼠驯养2 wk后采用随机数字表法按体质体质

量随机分为空白组和UC模型组, UC组大鼠自由随机分为空白组和UC模型组, UC组大鼠自由

饮用浓度为4%的DSS溶液, 7 d诱发急性UC模

型, 之后改为正常饮水. 
1.2.2 一般指标检测方法: 实验过程中观察并记

录各组大鼠的体质量变化、大便性状及出血情

况, 比较各组大鼠的一般活动状况; 采用联苯胺

法评价各组大鼠的粪便隐血情况; 造模后7 d取
大鼠盲部和远端结肠组织观察病理形态学改变. 
1.2.3 肠道微生态研究 :  造模7 d收集大鼠粪

便排泄物, 提取粪便D N A, 采用P C R-D G G E
方法进行研究. (1)P C R引物: P C R通用引物, 
G C338F&518R(G C-338F: 5'-C G C C C G C C 
GCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCAC-
G G G G G G C C TA C G G G A G G C A G C A G-3', 
518R: 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'); 测
序通用引物: M13F&M13R(M13F: 5'-C G C-
CAGGGTTTTCCCAGTCAGG AC-3' M13R:  
5'-CAG GAA ACAGCT ATGACC-3'); (2)总DNA
的提取: 参照说明书和文献报道[10]提取粪便总

DNA, 具体过程为: 取冻存的200-220 mg粪便

至2 mL离心管, 加800 mL 1×TE缓冲液并捣碎

涡旋, 使之充分溶解, 9 000 r/min离心1-3 min后
去上清留沉淀, 加800 μL裂解液使沉淀充分混

匀, 室温放置5 min, 13 000 r/min离心1 min, 上清

液倒入吸附柱, 13 000 r/min再离心1 min, 吸附

柱下的液体倒回吸附柱内, 再次离心, 上述步骤
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■创新盘点
本实验运用多聚
酶链反应-变性梯
度凝胶�泳(PCR-
DGGE)技术 ,  从
“肠道微生态”
的 角 度 研 究 了
DSS所致UC模型
大鼠肠道微生态
的改变.

重复2-3次, 用0.5 mL漂洗液清洗吸附柱2-3次, 
13 000 r/min离心30 s, 将漂洗完的离心纯化柱再

离心1-2 min, 彻底除去漂洗液, 将离心纯化柱套

入干净、空的1.5 mL离心管中, 加入50 μL TE缓
冲液到硅胶模上, 静置10 min后13 000 r/min离
心1 min, 离心管中的洗脱液再次洗脱后收集、

保存, 测定DNA浓度, 并用1%的琼脂糖凝胶电

泳检测其质量, 所有DNA样本保存于-20 ℃以用

于后续的PCR分析; (3)细菌16S rDNA片段的扩

增: PCR扩增体系为: 5 μL 10×PCR缓冲液; 3.2 μL 
dNTP(2.5 mmol/L); 0.4 μL Taq酶(5 U/μL); 1 μL 
GC-338F(20 mmol/L); 1 μL 518R(20 mmol/L); 
50 ng模板DNA; 补ddH2O至50 μL, 扩增程序: 
94 ℃预变性5 min; 94 ℃变性1 min; 55 ℃复性

45 s; 72 ℃延伸1 min, 30个循环; 最终72 ℃延

伸10 min; 4 ℃保存, PCR产物用2%的琼脂糖凝

胶进行电泳, 以检测是否出现条带; (4)变性梯

度凝胶电泳(DGGE)用抽滤法纯化PCR产物, 取
10 μL纯化后的PCR产物上样于8%的(变性梯度

40%-60%)聚丙烯酰胺凝胶上, 60 ℃ 200 V预电

泳10 min, 然后加入PCR样品15 μL, 200 V电泳

4 h, 电泳结束后用银染法对DGGE胶进行染色, 
显影, 用灭菌手术刀切下待回收的DGGE条带, 
放于纯水中, 4 ℃备用; (5)基因克隆与测序: 将
重新扩增的DNA片段切胶回收、纯化后, 连接

到pEASY-T3载体上, 并转化至Trans -T1感受态

细胞中, 菌液铺板, 培养过夜, 挑选阳性克隆, 用
M13F、M13R、T7promoter引物测序, 进行序

列分析; (6)构建系统进化树及优势菌种鉴定: 利
用“载体序列去除软件”去除拼接好的阳性克

隆序列中载体序列, 获得阳性克隆中完整的细

菌16S rDNA序列, 并与NCBI数据库(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/blast)中已知细菌比较, 利用

ClustalX-MEGA 4软件对序列进行同源性分析

后, 构建系统发育进化树(采用NJ算法, Bootstrap
为1 000次), 进一步对各优势菌群在各组中含量

进行分析, 筛选得到含量发生明显变化的细菌.  
1.2.4 图像分析与数据处理: 用Quantity One(Bio-
Rad Laboratories, USA)数字化DGGE指纹图

谱上的条带, 采用非加权配对算数聚类法(UP-
GAMA)对细菌群落进行聚类分析, 不同组间微

生物群落结构的相似性通过Dice相似系数比较. 
Dice相似系数S = 2NAB/(NA+NB), NAB表示两站点

的共有谱带数, NA和NB分别代表样品A和B的特

有谱带数. 采用Shannon-Weaver指数H对细菌群

落的多样性进行分析. Shannon-Weaver指数H = 

-∑Pi lnPi式中Pi = ni/N, Pi代表某一泳道的第i个
条带的光密度的百分含量.  

统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采
用SPSS18.0软件进行统计学分析, 组间样本数据

比较采用独立样本t检验, P <0.05表示差异有统

计学意义.   

2  结果

2.1 造模结果

2.1.1一般状况: 空白组大鼠在整个实验过程中

毛发有光泽, 精神状态良好, 较活跃, 大便正常. 
模型组大鼠逐渐出现拱背、厌食、大便性状改

变以及体质量明显减轻等现象; 造模3 d后模型

组大鼠大便隐血实验阳性, 造模7 d后模型大鼠

出现黏液血便或脓血便, 有典型的UC症状. 造黏液血便或脓血便, 有典型的UC症状. 造血便或脓血便, 有典型的UC症状. 造
模7 d后, 剖腹观察可见模型组结肠缩短, 充血水

肿明显, 肠壁明显增厚, 肠黏膜广泛充血、水肿, 
局部有糜烂出血, 并以回盲部及远端结肠为重, 
空白组结肠长度正常, 各部位肠壁光滑, 无水

肿、充血及溃疡面.
2.1.2 肠道病理形态学改变: 光学显微镜下观察

可见空白组肠黏膜组织完整, 腺体排列整齐, 柱
状上皮细胞、固有层和黏膜肌层的腺体排列整

齐; 模型组黏膜层结构破坏, 并可见溃疡面, 黏
膜下层充血水肿, 大量炎细胞浸润, 可见游离的

坏死组织(图1), 表明UC模型复制成功.
2.2 肠道微生态结果

2.2.1 总DNA的抽提: 琼脂糖凝胶电泳结果显示

样本总DNA片段大小在20 kb以上, 条带清晰可

见, 说明提取的总DNA质量好, 无拖尾, 降解, 符
合继续进行实验的要求. 
2.2.2 16S rDNA片段的扩增: 16S rDNA序列扩增

后获得唯一目的条带, 条带清晰, 片段大小约为

230 bp, 说明扩增产物纯度高, 符合DGGE电泳

实验要求. 
2.2.3 DGGE�泳结果: 空白组与模型组的样品

DGGE带谱在条带的数量、位置及条带的亮度

上均存在着较大的差异(图2), 一定程度上反应

了各组样本中细菌种类的复杂多样性, 丰度及

多样性指数统计结果显示, 两组样品的丰度在

11-15之间, 多样性指数(H值)在2.28-2.72之间, 
模型组的丰度值及多样性指数明显低于空白组

(P <0.05, 表1), 说明DSS诱导的UC模型对肠道菌

群的丰度及多样性有显著影响. DGGE电泳图谱

优势条带回收测序后与NCBI数据库进行序列

比对, 并根据最相似的菌株名称、相似度及分
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■应用要点
本研究为深入认
识该模型与人类
UC的相似性提供
证 据 ,  也 为 揭 示
UC的发病机制提
供更为丰富的实
验数据. 

类类群构建系统发育树, 结果显示回收的条带

所代表的细菌与数据库中的细菌大部分有97%
同源性, 有的同源性甚至达到了100%(表2), 鉴
定按细菌分类主要属于3大优势类群: 厚壁菌门

(Firmicutes )、拟杆菌门(Bacteroidetes ), 及变形

菌门(Proteobacteria )(图3), 与空白组相比, 模型

组Bacteroidetes和Proteobacteria细菌含量降低

(均P <0.05); 模型组Firmicutes总含量增加, 差异

有统计学意义(P <0.05). 
进一步对各优势菌群在各组中含量进行分

析, 结果发现: Lactobacillus sp.与Lachnospiraceae 
bacterium含量在模型组中显著降低, 与空白组

比较, 差异有统计学意义(P <0.05). Clostridium 
bifermentans的含量在模型组则显著升高, 高于

空白组, 差异有统计学意义(P <0.05, 表3).表3).).

3  讨论

越来越多的证据表明, 栖息于宿主体内的肠道

菌群与肠道疾病的发生发展密切相关, 菌群与

人共同形成了“超生物体”, 共同发挥稳定肠

道免疫、炎症水平和局部微环境的作用. 因此, 
深入认识肠道菌群在肠道疾病中的作用及变化

规律将为治疗肠道疾病带来新的机遇. UC是一种

慢性非特异性炎症性肠病, 其发病机制与遗传、

免疫、环境等多个因素有关. 流行病学调查显示, 
肠道菌群改变与UC的发生存在相关性[19,20]. UC患
者肠道内正常细菌数量减少, 活动性UC较非活

动性UC的菌群总数也明显减少, 并且有意义的

厌氧菌(包括双歧杆菌、真菌和梭菌)、兼性厌

氧菌和微需氧菌(肠杆菌、乳酸杆菌)均减少[11], 
表明肠道微生态是UC发生发展中不可忽视的重

A B

图� �� ������������������ �������  1  ������������������ �������造模后光镜下观察回盲部组织(HE, ×100)��. A: 空白组; B: 模型组.

图� �� ����������������  2  ����������������空白组与模型组DGGE电泳图. 1
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要因素. DSS所致的UC模型不仅具有典型的UC
临床症状的特点, 并且人为反复运用DSS刺激, 
可诱导大鼠出现类似人类急性期和缓解期交替

出现的变化, 与人类UC的反复发作, 迁延难愈的

疾病特点极为相似[21]. 因此, 很有必要从肠道微

生态的角度进一步认识该模型的病变特点, 以期

为今后采用DSS诱导的UC模型的应用提供更为

丰富的证据. 
本研究首先从一般情况、组织形态学等方

面观察了DSS诱导的UC模型, 结果与文献报道

一致[17,21], 说明该模型符合研究目的, 然后重点

对UC模型大鼠肠道菌群的多样性和丰度进行了

研究, 模型组的丰度值及多样性指数明显低于

空白组, 与空白组比较P <0.05, 差异有统计学意

义, 说明DSS诱导UC模型对肠道菌群的丰富度

及多样性有一定的影响; 菌群的多样性是反应

物种丰富度的重要指标, 菌群多样性越高, 不同

细菌的关联度也越高, 说明菌群具有较强的自

■同行评价
本研究应用PCR-
DGGE技术分析
DSS所致的UC大
鼠肠道微生态的
变化, 了解DSS对
肠道菌群多样性
和丰度的影响, 并
进一步分析鉴定
了对UC有影响的
相关菌种, 这为将
来采用DSS诱导
的UC模型在相关
研究中的应用提
供了可靠的数据.
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图� �� ���������  3  ���������优势菌系统发育树�.

表  1  细菌丰度与多样性指数分析 (mean±SD)

     分组    丰度(S) 多样性指数(H)

空白组 13.0±1.41a  2.43±0.008a

模型组 11.4±0.53  2.29±0.182

aP<0.05 vs  模型组.
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身稳定性和较强的抗定植能力, 从而很好地维

持机体的健康; 而当病变发生时, 多样性指数往

往会下降, 稳定性会降低, 抗定植能力减弱, 从
而造成肠道微生态失调[22,23]. 本研究进一步培养

和鉴定了主要的菌种. 结果表明, UC模型大鼠肠

道优势菌群主要为Bacteroidetes、Firmicutes及
Proteobacteria大类, 其中对Lachnospiraceae bac-
terium、L.sp、C. bifermentans在两组中含量进

行统计学分析, 结果发现：Lachnospiraceae bac-
terium与L.sp含量在模型组中显著降低，与空白

组比较，差异有统计学意义(P <0.05). 对优势菌

种的培养和鉴定表明UC组乳酸杆菌(Lactobacil-
lus sp. )和L. johnsonii菌种显著较少, 而双酶梭菌

(Clostridium bifermentans )等菌种含量明显增多. 
乳酸杆菌属于Firmicutes , 可作为益生菌在体内

通过发酵碳水化合物产生乳酸, 从而促进消化

和吸收, 还可以对肠内环境的酸化起到良性调

节作用, 抑制有害细菌黏附于肠上皮. 此外, 乳
酸杆菌还可以刺激肠道产生免疫球蛋白增强宿

主的免疫能力[24-28], 加强肠道屏障功能、降低通

透性等, 是目前应用最为广泛的益生素菌种之

一, 临床研究表明对UC具有保护作用. 毛螺科菌

也属于Firmicutes . Frank等[27]对190名CD、UC和

非IBD受试者肠道组织样本的研究发现, 属于梭

菌目毛螺菌科的一些产酪酸菌在IBD患者的样

本中减少了24%-34%. Amit-Romach等[28]也发现

毛螺旋菌在IBD患者肠道中的相对数量少于正

常人群. 由此可见, 毛螺科菌与乳酸杆菌同样属

于益生菌, 对治疗UC具有积极作用[29], 但其机制机制

仍有待于进一步研究. 双酶梭菌是一种消化系

常见的梭状菌, 本研究中其含量增高, 这与Hans
等[30]采用腹腔注射抗生素的方法观察到DSS小
鼠肠道菌群中拟杆菌和梭状芽胞杆菌增多的结

果基本一致, 但目前有关双酶梭菌的具体作用

研究尚少, 其意义还不甚清楚.
综上所述, 本研究应用PCR-DGGE技术分

析DSS所致的UC大鼠肠道微生态的变化, 了解

DSS对肠道菌群多样性和丰度的影响, 并进一步

分析鉴定了对UC有影响的相关菌种, 这为将来

采用DSS诱导的UC模型在相关研究中的应用提

供了可靠的数据. 本研究结果只提示肠道菌群

变化可能是继发性改变, 对肠道菌群变化与UC
之间关系还需要进一步研究.
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