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　　［摘要］　目的　对幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染蒙古沙鼠模型胃黏膜菌群多样性进行研究，探讨Ｈｐ感染
与胃内菌群的关系。方法 　 建立Ｈｐ感染的蒙古沙鼠模型，空白对照组、阴性对照组、直接感染组和预处理感染组各１５
例，４周后采集胃黏膜样本，同时检测 ＨＰ定植率，并提取细菌基因组 ＤＮＡ，采用聚合酶链反应变性梯度凝胶电泳技术
（ＰＣＲＤＧＧＥ）对黏膜局部菌群进行指纹图谱分析，并对特异性条带进行测序鉴定分析。结果　 预处理感染组感染率
（９３３％）与直接感染组感染率（２６．７％）有明显差异（Ｐ＜０．０５）；各实验组ＰＣＲＤＧＧＥ指纹图谱分析显示条带数量，空白
对照组（２１．６±２．５）、阴性对照组（３．３±１．１）、直接感染组（１４．６±２．４）和预处理感染组（７．２±２．２），经统计学分析，各组
间均有明显差异（Ｐ＜０．０５），提示蒙古沙鼠各组间菌群多样性存在显著的差异性。结论 　 Ｈｐ感染与胃黏膜菌群结构的
变化密切相关。

　　［关键词］　 胃内菌群；幽门螺杆菌感染；聚合酶链反应变性梯度凝胶电泳技术
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　　幽门螺杆菌（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒｐｙｌｏｒｉ，Ｈｐ）感染作为慢
性胃炎、消化性溃疡、胃癌等疾病的重要致病因素已被

公认，胃内ｐＨ值一般处于２．０左右，可以抑制大部分
细菌的生长［１］。深入研究发现胃内独特的菌群结构，

这个菌群结构和其他的理化因素一起构成了胃部微环

境。研究发现在胃溃疡的形成过程中，Ｈｐ感染与其造
成的胃部菌群变化之间可能有着密切的关系［２］，说明

胃内菌群的变化在 Ｈｐ感染及其引起的相关疾病中可
能起着重要作用，因此深入研究 Ｈｐ感染和胃内菌群
结构之间的关系对了解 Ｈｐ致病的条件和机制有重要
意义。本实验拟探讨 Ｈｐ蒙古沙鼠感染模型的发生、
发展过程中胃部菌群结构的变化，以期从微生态的角

度探明Ｈｐ相关疾病和胃内菌群之间的相互关系，为
Ｈｐ感染及其相关疾病提供新的微生态调节思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　由本室鉴定并保存的蒙古沙鼠适应株（菌株编号：Ｍ１２）。
蒙古沙鼠６０只，雄性，８～９周龄，体质量５０～６０ｇ，由浙江省实
验动物中心提供，随机分为４个实验组（表１）。试剂和仪器：
聚合酶链反应变性梯度凝胶电泳技术（ＰＣＲＤＧＧＥ）仪器及相
关配套设备和３０％的丙烯酰胺预混液购自ＢｉｏＲａｄ公司，Ｈｐ脑
心浸液培养基和抽气换气培养罐均由本室自行研制，灌胃针

（Φ０９×Ｌ５０ｍｍ）购自上海茂生生物科技公司，ｍｉｎｉｂｅａｄｂｅａｔｅｒ
１６磁珠研磨仪购自ＢｉｏＳｐｅｃ公司，基因组提取试剂盒有北京天
根生物科技有限公司提供，ＰＣＲ相关试剂（ＴａＫａＲａ）购自大连
宝生生物科技有限公司，Ｈｐ１６ＳｒＤＮＡ特异引物和原核生物
１６ＳｒＤＮＡＶ６区通用引物由上海英骏生物科技有限公司合成。

表１　蒙古沙鼠分组情况

预处理 实验灌胃
组别 ｎ

生理盐水 预处理液 Ｈｐ液体培养基 Ｍ１２菌液
空白对照组（Ａ组） １５ 是 否 是 否

阴性对照组（Ｂ组） １５ 否 是 是 否

直接灌胃组（Ｃ组） １５ 是 否 否 是

预处理灌胃组（Ｄ组） １５ 否 是 否 是

１．２　方法
１．２．１　Ｈｐ蒙古沙鼠感染模型的建立　　将各组蒙古沙鼠禁
食禁水，２４ｈ后用灌胃针对 Ｂ组和 Ｄ组蒙古沙鼠行预处理液
０．６ｍｌ（５０％乙醇０．３ｍｌ＋抗生素混悬液０．３ｍｌ）灌胃，Ａ组和
Ｃ组用高压灭菌生理盐水代替预处理液灌胃０．６ｍｌ；２４ｈ后用
灌胃针对 Ｃ、Ｄ２组蒙古沙鼠每只灌胃 ０．６ｍｌＨｐ菌液（１×
１０９）／次，Ａ、Ｂ组用高压灭菌 Ｓｋｉｒｒｏｗ液体培养基０．６ｍｌ代替
Ｍ１２菌液灌胃，上下午各１次，共２ｄ、４次，最后１次灌胃后１２ｈ恢
复食水（饲料由本校动物中心提供，水为本室统一配制的蒸馏水）。

１．２．２　胃黏膜基因组ＤＮＡ的抽提　　于最后１次灌胃后４周
对各组蒙古沙鼠行脱臼处死，将腹部外科消毒，开腹取胃，延胃

大弯剖开，用无菌生理盐水冲洗掉胃内残留物。取胃窦部黏

膜，同时进行Ｈｐ培养鉴定和尿素酶实验。将１／２胃窦部黏膜
放入高压灭菌的研磨管中，用ｍｉｎｉｂｅａｄｂｅａｔｅｒ１６磁珠研磨仪进
行研磨，将得到的混悬液从研磨管移至 ＥＰ管中，离心取沉淀，
用于提取全基因组。

１．２．３　Ｈｐ定植检测和判断标准　　细菌培养、快速尿素酶试
验、ＰＣＲ鉴定中任２项阳性或单独细菌培养阳性判断为 Ｈｐ定
植。用Ｈｐ１６ＳｒＤＮＡ特异引物（Ｈｐ反义链：５′ＴＴＴＧＴＴＡＧＡＧ
ＡＡＧＡＴＡＡＴＧＡＣＧＧＴＡＴＣＴＡＡＣ３′，正义链：５′ＣＡＴＡＧＧＡＴＴＴＣＡ
ＣＡＣＣＴＧＡＣＴＧＡＣＴＡＴＣ３′）对抽提到的基因组进行扩增，用
Ｍ１２菌株基因组作阳性对照，洗脱试剂 ＥＢ作阴性对照。扩增
条件：预变性９５℃ １０ｍｉｎ，变性９５℃３０ｓ、退火６０℃３０ｓ、延
伸７２℃ ３０ｓ，３０个循环后复延伸７２℃ １０ｍｉｎ，将扩增产物进
行琼脂糖凝胶电泳用于检测Ｈｐ定植。Ｈｐ培养鉴定：取胃黏膜
匀浆液１００μｌ，接种于脑心浸液血琼脂平板上，３７℃微需氧环
境（８５％ Ｎ２，１０％ ＣＯ２，５％ Ｏ２）培养４８ｈ，观察菌落形态，对疑
似Ｈｐ的菌落进行革兰染色镜检。快速尿素酶试验：取胃黏膜
组织少许，用无菌生理盐水５００μｌ研磨成匀浆，取５０μｌ置于
尿素酶试剂中，室温下观察５ｍｉｎ，指示剂变为红色为阳性。
１．２．４　ＰＣＲＤＧＧＥ分析　　以抽提得到的基因组为模板，用
原核生物１６ＳｒＤＮＡＶ６区（含ＧＣ夹）（Ｖ６ＧＣ反义链：５′ＣＧＧＴ
ＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡＣＣＣ３′，正义链：５′ＣＧＣＣＣＧＧＧＧＣＧＣＧＣＣＣＣＧＧ
ＧＣＧＧＧＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴＴＡＣ３′）通
用引物分别扩增，扩增条件：预变性９５℃ １０ｍｉｎ，变性９５℃
３０ｓ、退火５６℃ １ｍｉｎ、延伸７２℃ １ｍｉｎ，３０个循环后复延伸
７２℃ １０ｍｉｎ，将Ｖ６～Ｖ８区引物扩增产物用于 ＰＣＲＤＧＧＥ检
测；采用Ｄｃｏｄｅ系统（ＢｉｏＲａｄ）灌胶，用垂直电泳（变性梯度为
０％～８０％）确定水平电泳的凝胶变性梯度为４０％ ～６０％。再
进行水平电泳，每个样本上样５μｌ，条件：电泳液恒温６０℃、恒
压８５Ｖ、１６ｈ，电泳完毕后行硝酸银染色，并拍照留存。
１．２．５　ＤＧＧＥ图谱及条带测序分析　　用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ１Ｄ
Ａｎａｌｙｓｉｓｓｏｆｔｗａｒｅ（Ｖｅｒｓｉｏｎ４．６．２；ＢｉｏＲａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，
ＣＡ，ＵＳＡ）对 ＤＧＧＥ染色得到的结果进行标准化处理，并进行
相似性分析，以平均光密度值５０为ｃｕｔｏｆｆ值［３］，统计各实验组

平均条带数量，应用χ２检验进行分析。确定并切取组间差异条
带（图１），放入研磨管中，加入 ３０μｌ高压灭菌蒸馏水，４℃
２４ｈ，以充分洗脱条带中的 ＤＮＡ。取２μｌ为模板，用原核生物
１６ＳｒＤＮＡＶ６～Ｖ８区（不含 ＧＣ夹）（引物序列：Ｖ６反义链：５′
ＣＧＧＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＡＣＣＣ３′，正义链：５′ＡＡＣＧＣＧＡＡＧＡＡＣＣＴ
ＴＡＣ３′）通用引物分别扩增，扩增条件同１．２．３。回收扩增产
物，送上海英骏生物科技有限公司测序，测得的 ＤＮＡ序列用
ＢＬＡＳＴ进行序列比对。

２　结果

２．１　动物模型Ｈｐ定植情况
　　根据Ｈｐ定植判断标准发现经过预处理液处理过的蒙古沙
鼠Ｈｐ定植率明显高于未处理直接用 Ｈｐ灌胃组。Ａ、Ｂ２组均
无定植阳性个例，Ｃ组有４只定植阳性，定植率为２６７％，Ｄ组
有１４只定植阳性，定植率为９３３％。Ｃ、Ｄ２组定植率有明显
差异（Ｐ＜００５）。
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２．２　ＰＣＲＤＧＧＥ分析蒙古沙鼠胃内黏膜局部菌群多
样性变化

　　图１显示的是各实验组中部分蒙古沙鼠胃内菌群 ＤＧＧＥ
图谱，每１条泳道中的条带数量可反映蒙古沙鼠胃内菌群种
数，条带灰度可反映不同种细菌在经过 ＰＣＲ扩增后相对量的
趋势。其中Ａ组可见菌群结构最为复杂，由多种细菌组成，这
些菌群大部分是不可培养的细菌，在应用传统的细菌培养和鉴

定方法研究肠道微生态变化中是无法得到的。各实验组条带

数量：Ａ组（２１．６±２．５），Ｂ组（３．３±１．１），Ｃ组（１４．６±２４），Ｄ
组（７．２±２．２），其中Ｃ组统计的为定植阳性的标本，经统计学
分析，各组间在条带数量上均有明显差异（Ｐ＜０．０５）。
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２、３：Ａ组；１、１７～１９：Ｂ组；８、９、１１、１２：Ｃ组；４～７，１３～１６：Ｄ组；１０：
Ｍ１２菌株基因组；２０：ＰＣＲ扩增试剂阴性对照；Ａ１～Ａ８、ＡＤ１、ＡＤ２、

共１、共２：特异条带
图１　各实验组中部分蒙古沙鼠胃内菌群ＤＧＧＥ图谱

２．３　特异条带测序
　　以平均光密度值５０为ｃｕｔｏｆｆ值，通过平行对位比较，切取
各组间差异条带和共同条带，见图１。Ａ１～Ａ８为 Ａ组主要或
独有条带，ＡＤ１、ＡＤ２为Ａ组与Ｄ组共有条带，共１和共２为４
个实验组共有条带。将上述条带扩增回收后，送予测序，测得

序列用ＢＬＡＳＴ进行序列比对，结果见表２。从目前已知情况和
比对结果发现，正常蒙古沙鼠胃内的菌群结构主要是以肠杆菌

属为主要优势菌群，它与乳杆菌属以及其他一些不可培养的细

菌共同组成。

表２　特异条带比对结果

编号 比对结果 Ｍａｘｉｄｅｎｔ
Ａ１ 乳杆菌属 ９８％
Ａ２ 不可培养的细菌 ９５％
Ａ３ 乳杆菌属 ９７％
Ａ４ 不可培养的细菌 ９８％
Ａ５ 罗氏菌属 ９６％
Ａ６ 不可培养的细菌 ９３％
Ａ７ 不可培养的细菌 ９５％
Ａ８ 不可培养的细菌 ９７％
ＡＤ１ 不可培养的细菌 ９６％
ＡＤ２ 不可培养的细菌 ９８％
共１ 肠杆菌属 ９９％
共２ 不可培养的细菌 ９９％

３　讨论

　　胃肠道微生态系统是机体微生态系统的重要组成
部分，目前研究主要集中在肠道微生态上，对胃内微生

态的研究还处于起步阶段。而胃内存在大量微生物对

机体免疫应答和生物屏障方面都有影响［４］，胃内有不

同于肠道的局部微环境和菌群结构，因此研究胃内菌

群结构及其与胃部致病菌 Ｈｐ感染之间的相互作用，
可以为胃部疾病的防治提供新策略［５］。

　　目前，对于胃肠道菌群组成结构的检测方法主要
有这几大类：①细菌涂片检测法；②细菌培养鉴定法；
③分子生物学技术。前２种方法对于体外培养只能培
养出总数１０％～５０％的胃内菌群而言，存在着较大的
局限性。分子生物学方法近年来被广泛应用于微生态

学方面的研究，弥补传统的菌群研究方法的缺点，可以

更加准确、直观地对特定微生态系统中的细菌组成，进

行分类鉴定和菌群结构的分析［６］。ＰＣＲＤＧＧＥ通过
对ＤＧＧＥ图谱进行多样性分析，能更加准确和全面地
检测到样品中的菌种组成和优势菌种［７］，但目前该方

法对于胃内菌群结构的研究还处于初始阶段，本研究

将ＰＣＲＤＧＧＥ方法应用到胃内菌群结构的研究中，分
析Ｈｐ定植对胃内菌群结构的影响，以期探明 Ｈｐ相关
疾病和胃内菌群之间的相互关系。

　　Ｈｐ的唯一天然宿主是人类，本室经过多年研究，
建立了成熟的Ｈｐ蒙古沙鼠感染定植模型。由于蒙古
沙鼠胃内ｐＨ值较人更高［８］，达到了３～４，导致杂菌种
类较人胃多，直接感染 Ｈｐ定植较为困难，因此先用一
定剂量的预处理液对实验蒙古沙鼠胃内进行预处理，

造成胃内菌群结构改变，模拟人胃内微环境，从而有利

于Ｈｐ的定植［９－１０］。ＤＧＧＥ图谱显示 Ａ、Ｂ２组的指纹
图谱存在差异，提示预处理液对沙鼠胃内菌群结构有

明显的影响，一方面可能是由于预处理液对胃内菌群

有直接的杀灭作用，另一方面则预处理液可能改变了

胃内微环境，引起胃内如ｐＨ值等理化因素的变化，从
而出现与空白对照组不同的指纹图谱。Ａ组与 Ｃ组、
Ｂ组与Ｄ组在图谱上的差异，说明无论是正常胃内微
环境下，还是经过预处液预处理后的胃内微环境情况

下，Ｈｐ的定植都会对胃内微环境产生影响，抑制或促
进部分细菌的定植和生长，从而影响菌群结构，而不仅

仅是以前报道的主要是竞争性抑制其他细菌的生

长［１１－１２］，这也从侧面说明 Ｈｐ的定植对整个菌群结构
的影响不仅仅是直接作用［２，１３］，更多是通过定植后改

变微环境而产生的间接作用。

　　对于Ａ１和Ａ３这２个条带代表的细菌经过后期
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的测序比对为乳杆菌属（表３），一方面说明蒙古沙鼠
胃内原本就存在乳杆菌的定植［１４］，且不止 １种乳杆
菌；另一方面从图１可看出从 Ｃ组（不预处理直接 Ｈｐ
灌胃）抽出的４个标本虽然都有 Ｈｐ的定植，在 Ａ１处
无条带，在Ａ３处有条带，但不如 Ａ组的 Ａ３条带灰度
高，这说明Ｈｐ的定植对蒙古沙鼠胃内乳杆菌的种类
和数量都会有一定的影响。

　　对于ＡＤ１和ＡＤ２，只要有Ｈｐ定植的样本，均有这
２种条带出现，而在Ｂ组中没有这２种条带出现，可以
认为预处理液将其清除或让其存在的状态和水平降至

很低以至于无法检测，经过后期的测序比对，这２种细
菌均是不可培养的细菌（表３），但其能在 Ｄ组被检测
到，我们可理解为其恢复定植或存在的状态和水平得

以恢复，这种现象应该与 Ｈｐ的定植有一定的相关性。
Ｄ组的菌群数量与 Ｂ组之间的差异，说明预处理会大
面积杀灭胃内杂菌，严重改变胃内微环境，但此时经过

Ｈｐ灌胃定植，会再一次改变胃内的微环境，进而再一
次改变胃内菌群结构。

　　综上所述，本研究一定程度上发现在动物模型中
Ｈｐ的定植会引起胃内菌群的改变，正常胃内环境的
ｐＨ值较低，这可以抑制大多数细菌的生长，在局部形
成一个相对均衡的菌群结构。而 Ｈｐ的定植和感染可
能会打破这一平衡，引起局部菌群种类和结构的改变。

这种改变主要体现在以下２个方面：①在本实验所使
用的Ｈｐ灌胃数量级下，虽不会影响胃内主要菌种（图
１共１、共２等）的主导地位，但其定植会竞争性抑制一
部分种类的细菌，从而引起菌群结构改变，其中以乳杆

菌属较为明显，从种类和数量上都会受到因 Ｈｐ定植
带来的抑制影响；②经过预处理液处理过的胃内环境
遭到破坏，菌群种类和数量大幅度减少，有利于 Ｈｐ的
定植，但同时其定植又会在一定程度上改变胃内微环

境，会对原本被预处理液清除的一些菌种（ＡＤ１和
ＡＤ２）起一个促进恢复的作用。以上２个方面可以理
解为 Ｈｐ的定植对胃内菌群的影响主要是抑制和促进
作用，但这２个作用是相互的还是单方面的？特别是
对于乳杆菌而言，它和 Ｈｐ之间的作用到底仅仅是 Ｈｐ
对乳杆菌单方面产生抑制，还是相互抑制？这也是此

项研究下一步将要进行的工作。
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