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Abstract
AIM: To analyze the variation of intestinal micro-
flora in patients with ulcerative colitis in Xinjiang 
by real-time fluorescence quantitative PCR to re-
veal the role and significance of intestinal micro-
flora in the pathogenesis of ulcerative colitis.

METHODS: Specific primers for 16s rDNA of 
Bacteroides, Fusobacterium, Clostridium, Bifidobac-
terium spp and Faecalibacterium prausnitzii were 
designed. The feces of ulcerative colitis patients 
and normal controls in Xinjiang were collected. 
Bacterial genomic DNA was extracted from fecal 
samples and used to quantify the above five bac-
teria by real-time fluorescence quantitative PCR.

RESULTS: The level of Bacteroides in ulcerative 
colitis patients was significantly higher than that 

in healthy controls (3.05 ± 0.22 vs 2.81 ± 0.21, P < 
0.05), whereas those of Clostridium (3.14 ± 0.17 vs 
3.35 ± 0.12), Bifidobacterium spp (2.92 ± 0.16 vs 3.20 
± 0.13) and Faecalibacterium prausnitzii (2.77 ± 0.16 
vs 2.95 ± 0.19) were significantly lower in ulcer-
ative colitis patients than in healthy controls (P 
< 0.05 for all). The level of Fusobacterium showed 
no significant difference (3.20 ± 0.13 vs 3.15 ± 0.17, 
P > 0.05) between the two groups.  

CONCLUSION: The changes in the levels of Bac-
teroides, Clostridium, Bifidobacterium spp and Fae-
calibacterium prausnitzii may be associated with 
the pathogenesis of UC.

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved.
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摘要
目的: 应用SYBR Green Ⅰ实时荧光定量PCR
法分析新疆溃疡性结肠炎患者肠道菌群的变
化, 探讨肠道菌群在溃疡性结肠炎(ulcerative 
colitis, UC)发病中的作用及意义. 

方法: 根据细菌的16s DNA基因序列设计拟杆
菌属、梭杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔
嫩梭菌属的特异性引物. 收集新疆溃疡性结
肠炎患者及正常对照者粪便, 提取细菌基因组
DNA, 应用SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR
反应测定5种细菌的数量. 

结果: UC患者组拟杆菌属的数量(3.05±0.22)
较正常对照(2.81±0.21)明显增多; 梭菌属
(3.14±0.17)、双歧杆菌属(2.92±0.16)、柔嫩
梭菌属(2.77±0.16)的数量较正常对照(3.35±
0.12, 3.08±0.14, 2.95±0.19)的数量明显减少, 

■背景资料
溃疡性结肠炎(ul-
cerative colitis, UC)
在我国的发病率
呈逐年增长趋势, 
病因和发病机制
尚不明确. 目前认
为, UC的发病涉及
遗传、环境、肠
道菌群失调和免
疫异常等多种因
素, 而肠道菌群失
调可能是该病发
病的触发点, 也是
近年来消化领域
的研究热点. 

■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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差异有统计学意义(P <0.05), 梭杆菌属在两组
间差异无统计学意义(P >0.05). 

结论: 拟杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔
嫩梭菌属数量的改变可能与新疆UC的发病
相关. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有.
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核心提示: 本文研究发现与正常对照相比, 溃疡性

结肠炎患者粪便菌群中拟杆菌属的数量明显增多, 
而梭菌属、双歧杆菌属、柔嫩梭菌属的数量明显

减少, 提示溃疡性结肠炎患者的肠道菌群发生了

改变, 可能与其发病相关. 本研究结果为探索溃疡

性结肠炎的病因及发病机制提供了一定的线索. 
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0  引言

溃疡性结肠炎(ulcerative colitis, UC)是一种病因

不明的直肠和结肠的慢性非特异性炎症性疾病. 
病变局限在大肠黏膜及黏膜下层, 以溃疡为主, 
多累及直肠和远端结肠. 临床主要表现为腹痛、

腹泻、黏液脓血便, 病程迁延, 轻重不等且容易

复发. 目前大多研究认为UC的发病涉及遗传、

环境、肠道菌群失调和免疫异常等多种因素, 而
肠道菌群失调可能是该病发病的触发点[1-3], 因此

肠道菌群与UC之间的关系成为近年来消化领域

的研究热点, 但肠道菌群失调对于UC的发病机

制究竟有何意义尚不完全清楚. 有研究发现不同

地区的UC发病率不相同, 可能与患者的居住地

理环境、生活水平及饮食习惯相关[4,5], 因此, 本
研究尝试通过实时荧光定量PCR技术对新疆地

区UC患者及其正常对照者粪便中拟杆菌属、梭

杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌属进

行定量, 探讨肠道菌群与UC的相关性. 

1  材料和方法

1.1 材料 粪便标本取自新疆医科大学第一附属

医院消化科及体检中心, 正常对照者30例, 男
14例, 女16例, 平均36.67岁±11.64岁, 无消化道

慢性病史, 常规体检及粪便常规检查均未见异

常. UC患者30例, 男14例, 女16例, 平均38.33岁

±10.04岁, 经结肠镜及病理组织学检查, 均符

合2007年《对我国炎症性肠病诊断治疗规范的

共识意见》的诊断标准[6]. 所有研究对象均为长

期居住在新疆的患者(居住年限>10年). 所有研

究对象留取粪便标本前4 wk内均未应用抗生素

或微生态制剂. 所选取的两组基线资料比较差

异均无统计学意义(P >0.05)(表1). 主要仪器及试

剂: QIAamp DNA Stool MinKit试剂盒(德国Qia-
gen公司)、实时定量PCR试剂盒(德国Qiagen公
司)、荧光定量PCR仪(iCycler Iq5)、琼脂糖凝胶

DNA回收试剂盒(离心柱型)(北京天根)、-80 ℃
超低温冰箱、电泳仪及凝胶成像分析系统等, 
所用引物均参照GenBank提供的序列, 由上海生

物工程公司合成.  
1.2 方法

1.2.1 粪便标本采集及DNA提取: 所用研究标本

均于排便后迅速收集于无菌培养皿内, 并迅速

置于-80 ℃超低温冰箱内保存. 称取0.2 g粪便按

照QIAamp DNA Stool MinKit试剂盒操作说明提

取粪便细菌基因组DNA, -20 ℃保存. 
1.2.2 常规PCR反应: 反应体系为20 μL: 2×
Taq PCR Master Mix 10 μL, 上、下游引物各

0.5 μL(表2), ddH2O 7 μL, DNA模板2 μL; 反应

条件: 95 ℃预变性3 min; 95 ℃变性30 s; 拟杆菌

属62.8 ℃、梭杆菌属50.8 ℃、梭菌属51.2 ℃、

双歧杆菌属55 ℃、柔嫩梭菌属57 ℃退火30 s, 
72 ℃延伸1 min, 循环35次, 72 ℃复性5 min, 4 ℃
保存. 取PCR反应产物10 μL与2 μL Loading Buf-

■创新盘点
研究显示新疆地
区UC患者与健康
对照者粪便菌群
存在显著的差异, 
UC患者拟杆菌属
的数量较正常对
照明显增多, 梭菌
属、双歧杆菌属
及柔嫩梭菌属较
正常对照明显减
少 ,  提示UC患者
肠道发生了微生
态失衡, 肠道菌群
与UC的发病密切
相关.

表  1  入选溃疡性结肠炎患者及对照组临床特征

     临床特征 病例组 对照组

性别(男/女) 14/16 14/16

年龄(mean±SD, 岁) 38.33±10.04 36.67±11.64

临床分期

活动期 18   _    

缓解期 12 _

病变范围

  全结肠型   3 _

  直肠型   8 _

  左半结肠型   4 _

  广泛结肠型   3   _

  直肠乙状结肠型 12 _

用药情况            

  水杨酸类药物   6 _

  糖皮质激素   0 _

  抗生素   0 _

  未用任何药物 24 _
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fer混匀上样, 在2.0%琼脂糖凝胶中进行电泳, 电
压120 V, 时间30 min, 电泳结束后用凝胶成像仪

分析系统摄像. 
1.2.3 实时荧光定量RT-PCR检测: (1)标准曲线

的建立: 采用实时荧光定量RT-PCR方法, 反应

体系20 μL: 荧光染料10 μL, 模板2 μL, 上、

下游引物各0.5 μL(表2), ddH2O 7 μL, 以正常

组中DNA样本为模板, 常规PCR引物扩增16s 
rDNA靶片段, 将PCR产物纯化后作为DNA标

准品, 进行梯度稀释(浓度为102-107 copies/μL)
作为模板加入反应体系中. 按照操作说明在荧

光定量PCR仪Bio-rad IQ5 System中进行实时

荧光定量RT-PCR反应. 反应条件: 95 ℃预变性

3 min 95 ℃变性10 s, T℃(拟杆菌属62.8 ℃、梭

杆菌属50.8 ℃、梭菌属51.2 ℃、双歧杆菌属

55 ℃、柔嫩梭菌属57 ℃)退火30 s, 65 ℃延伸

10 s, 读取定量荧光数据, 共40个循环; 反应进行

融解曲线分析, 并读取融解曲线荧光数据. 根据

读取的荧光数据, 由系统软件自动分析循环阈

值(cycle threshold, Ct), 并生成标准曲线; (2)待
测粪便样品定量分析: 提取所有研究标本粪便

DNA分别进行5种细菌的SRBR GreenⅠ实时荧

光定量PCR反应, 反应体系及反应条件与标准

品制备时相同. 每次实验同时设标准品校正和

ddH2O为DNA模板的阴性对照, 所有样品均同

时做2个平行复孔. 反应完毕后根据融解曲线分

析PCR产物的特异性, 并由Ligyt Cycler PCR仪
分析定量结果. 

统计学处理 应用SPSS17.0统计软件进行数

据整理和统计分析, 样品定量数据经对数转换

后以xlgx±slgx表示, 采用两样本t检验, P <0.05
为差异具有统计学意义. 

2  结果

2.1 引物特异性鉴定 用2.0%琼脂糖凝胶电泳分

析正常对照粪便标本的16s rDNA常规PCR产物, 
以100 bp DNA Ladder为标准. 可见PCR产物均

显示出特异性条带, 未见明显非特异扩增区带, 
提示各细菌的引物特异性较好, 可用于实时荧

光定量PCR反应(图1, 2). 
2.2 粪便细菌的定量检测 每份粪便标本所含

的5种细菌的拷贝数可通过Ct值与标准曲线比

较得到, 实时荧光定量PCR仪通过系统内置的

软件iCycler Optical System Interface software
处理后直接给出定量结果. 溃疡性结肠炎患者

粪便中拟杆菌属的数量较正常对照明显增多

(P <0.05), 而梭菌属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌

属的数量均较正常对照明显减少(P <0.05), 梭
杆菌属的数量在两组之间的差异无统计学意义

(P >0.05)(表3). 

■同行评价
本文具有一定指
导意义.

表  2  16s rDNA基因PCR扩增引物序列

     PCR模板 扩增片段长度(bp)  引物序列(5'-3')   

拟杆菌属           200 F: 5'-CTGAACCAGCCAAGTAGCG-3'

R: 5'-CCGCAAACTTTCACAACTGACTTA-3' 

梭杆菌属           100 F: 5'-CGCAGAAGGTGAAAGTCCTGTAT-3'

R: 5'-TGGTCCTCACTGATTCACACAGA-3'

梭菌属           200 F: 5'-TGAAAGATGGCATCATCATTCAAC-3'

R: 5'-GGTAACGTCATTATCTTCCCCAAA-3'

双歧杆菌属           243 F: 5'-TCGCGTC(C/T)GGTGTGAAAG-3'

R: 5'-CCACATCCAGC(A/G)TCCAC-3′

柔嫩梭菌属           158 F: 5'-CCCTTCAGTGCCGCAGT-3'

R: 5'-GTCGCAGGATGTCAAGAC-3'

表  3  粪便的细菌定量结果(xlgx±slgx拷贝数/克湿便) 

     分组   拟杆菌属  梭杆菌属    梭菌属 双歧杆菌属 柔嫩梭菌属

UC组 3.05±0.22 3.20±0.13 3.14±0.17 2.92±0.16 2.77±0.16

正常组 2.81±0.21 3.15±0.17 3.35±0.12 3.08±0.14 2.95±0.19

P值     0.001       0.17     0.001     0.001     0.001

UC: 溃疡性结肠炎.
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3  讨论

近年来, 随着社会的不断发展, 人们生活水平的改

善, UC的发病率在国内外都有逐渐增高趋势[4,7-10], 
UC的病程长短不一, 且易反复发作, 严重影响人

们的生活质量. 目前UC的病因和发病机制尚不

十分明确, 多数研究认为免疫调节是其关键的

直接发病机制, 肠道菌群是这种免疫损伤过程

的重要激发因素, 因此人们越来越关注肠腔内

细菌与UC的关系. 肠道细菌的详细组成到目前

为止尚未完全明确, 粪便标本常用于研究结肠

菌群, 主要代表远端结肠的腔内环境[11]. 对粪便

标本进行肠道细菌培养只能对10%-40%的肠道

细菌进行鉴别, 仍有部分细菌不能通过培养获

得[12,13]. 随着现代分子生物学理论和技术的迅速

发展, 出现了许多非培养依赖的新方法用以检

测肠道细菌, 实时荧光定量PCR技术就是其中的

一种, 应用于肠道微生物研究, 具有敏感性高、

特异性强、定量准确等优点[14]. 
研究发现不同地区UC的发病率不同, Pride-

aux等[5]研究发现UC发病率和患病率在亚洲国

家比西方国家低, 但近年来UC在亚洲国家的发

病率及患病率迅速增加, 可能与亚洲国家加强

与西方国家的联系, 西方化的饮食, 抗生素的滥

用, 卫生条件的改善, 预防接种及肠道微生物菌

群的改变相关. UC的发病率在西班牙的纳瓦拉

较高[15], 但在乌拉圭的一些地区却较低[16], 这可

能与患者居住的环境、卫生条件、生活水平、

饮食习惯等相关. 新疆拥有独特的地理环境, 在

这里长期居住的居民所处的环境、生活习惯及

饮食习惯都与中国其他地区不尽相同, 因此本

研究尝试应用SYBR GreenⅠ实时荧光定量PCR
法定量检测新疆地区UC患者及正常对照者粪便

中拟杆菌属、梭杆菌属、梭菌属、双歧杆菌属

及柔嫩梭菌属的数量, 结果显示溃疡性结肠炎

患者粪便中拟杆菌的数量较正常对照明显增多, 
而梭菌属、双歧杆菌属、柔嫩梭菌属的数量较

正常对照明显减少, 梭杆菌的数量在两组之间

的差异没有统计学意义, 提示肠道菌群数量的

改变可能与UC的发病有关. Machiels等[17]研究

也发现UC患者肠道菌群的组成与健康对照者存

在明显的差异, 同属于厚壁菌门的能够产生丁

酸盐的罗氏菌属及柔嫩梭菌属在UC患者中均减

少. Rajilić-Stojanović等[18]应用基因芯片技术分

析溃疡性结肠炎患者与健康对照者粪便菌群发

现UC患者粪便菌群中梭菌群Ⅳ及参与丁酸盐及

丙酸盐代谢菌群数量减少, 而艰难梭状芽孢杆

菌、弯曲杆菌、幽门螺杆菌、消化链球菌等机

会致病菌增加, 提示UC患者肠道菌群生态失衡, 
可能与其发病相关. 我国白鹏等[19]研究发现UC
活动期患者粪便双歧杆菌、 乳酸杆菌数量较正

常对照明显减少, 而UC缓解期患者粪便菌群与

正常对照无明显差异. 提示肠道菌群失调可能

是具有UC遗传易感性个体发病的触发因素. 但
我国张静等[20]应用ETIC-PCR技术研究UC和其

他肠道疾病的肠道菌群发现UC可能存在较单一

的肠道优势菌群, 推测其发病机制可能与特定

的优势细菌感染有关. 但是目前并没有发现UC
的特异性致病菌, 大多研究都支持生态失衡假

说[21,22], 即UC的发病可能是由肠道微生态发生

紊乱引起的, 而不是由某一特定细菌引起的. 但
是肠道微生态系统是一个庞大而复杂的系统, 
其与UC发病的具体机制还有待进一步更明确的

研究. 
总之, 我们的研究显示新疆地区UC患者与

健康对照者粪便菌群存在显著的差异, U C患

者拟杆菌属的数量较正常对照明显增多, 梭菌

属、双歧杆菌属及柔嫩梭菌属较正常对照明显

减少, 提示UC患者肠道发生了微生态失衡, 肠道

菌群与UC的发病密切相关. 由于研究方法不同

或肠道微生态系统太复杂, 各项关于肠道菌群

的研究结果不尽相同, 但目前仍无法阐明UC患
者中的肠道菌群变化, 究竟是导致肠道炎症的

原因还是结果, 因此肠道菌群与UC的相关性还

有待更深入的研究.  

1    2     3     4     5     6     7    8      9   10   11   12 Marker

200 bp

图  1  拟杆菌属、梭杆菌属及梭菌属常规PCR反应结果. 
Marker: 从下到上100、200、300、400、500 bp; 1-4: 拟杆

菌属(200 bp); 5-8: 梭杆菌属(100 bp); 9-12: 梭菌属(200 bp).

1         2                                 3           4  Marker

200 bp

图  2  双歧杆菌属及柔嫩梭菌属常规PCR反应结果. Marker: 

从下到上100、200、300、400、500 bp; 1, 2: 双歧杆菌属

(243 bp); 3, 4: 柔嫩梭菌属(158 bp).
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