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江苏无锡健康与肠病人群肠道脱硫弧菌数量及肠道菌群多样
性
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摘要:【目的】研究息肉、溃疡性结肠炎、直肠结肠癌和健康人群肠道中脱硫弧菌数量的差异，及不同人群肠
道菌群的多样性，分析脱硫弧菌数量及肠道菌群多样性与肠道疾病之间的潜在关系。【方法】采用实时荧光
定量 PCR(RT-PCR)的方法，对 58 名受试者肠道脱硫弧菌的数量进行定量分析。采用 PCR-DGGE 技术，对
不同人群的肠道脱硫弧菌和肠道菌群结构进行分析，结合 16S rRNA V3 区测序分析不同人群肠道菌群多样
性的差异。【结果】RT-PCR 分析显示，所有受试者均为脱硫弧菌阳性，其中息肉(2. 9 × 106 cfu /mL)和溃疡性
结肠炎人群(1. 2 × 106 cfu /mL)肠道中脱硫弧菌的数量明显高于健康人群(7. 0 × 105 cfu /mL)，直肠结肠癌人
群(6. 8 × 105 cfu /mL)肠道中脱硫弧菌的数量与健康人群无明显差异。DGGE 图谱聚类分析结果表明，肠道
疾病人群肠道中脱硫弧菌的菌群相似度较高，而与健康人群之间的差异较大。16S rRNA V3 区基因测序显
示肠道疾病人群与健康人群在肠道菌群多样性和优势菌群方面均有明显差异。【结论】通过 RT-PCR 与
DGGE 相结合的方法，说明肠道脱硫弧菌数量的增多是息肉和溃疡性结肠炎疾病的一个重要特征，且其菌群
组成在肠道疾病人群与健康人群之间存在明显差异。与健康人群相比，肠道疾病人群的肠道微生物多样性
升高，优势菌群发生偏移，菌群失衡。
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硫酸盐还原菌( sulphate-reducing bacteria，SRB)
是人体肠道中一类厌氧的革兰氏阴性菌，可以分解短
链脂肪酸、氨基酸、有机酸等营养物质，并还原硫酸盐
产生 H2S

［1 － 3］。内源性的 H2S 可能会对肠道上皮细
胞产生毒害作用，阻碍结肠细胞的丁酸盐氧化途径，
引发细胞凋亡和慢性炎症［4］。通过纯培养技术，研究
者发现健康人群的 SRB 阳性率为 24%，明显低于炎

症性肠病人群(68% )［5］。脱硫弧菌属(Desulfovibrio，
DSV)是人体结肠 SRB 的优势菌群，占人体结肠 SRB
的 66%［6］，具有穿过肠道粘液层，在肠道定殖的能
力［7］。脱硫弧菌的代谢产物是慢性胃肠道疾病的潜
在致病因素［6］，能够促进 IL-6 和 IL-8 的分泌［8］，诱发
炎症反应。因此，人体肠道中 DSV 的数量和多样性
可能与某些肠道疾病的发生存在一定的联系。
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传统培养法检测 SRB 耗时，而且不能对细菌的
数量进行准确定量。基于 PCR 反应的检测方法具
有准确、灵敏的优点，被广泛应用于细菌的定量研究
中。亚硫酸盐异构还原酶(DsrAB)是 SRB 产生 H2S
的关键酶，被作为生物标记广泛应用于 SRB 的多样
性和种系发生的研究中［9］。目前国内外的研究中，
DSV 与肠道疾病的关系还存在争议，对肠道菌群与
肠道疾病的关系也没有较系统的研究。本研究采用
RT-PCR 和 DGGE 相结合的方法，分析息肉、溃疡性
结肠炎、直肠结肠癌和健康人群肠道中的 DSV 的数
量变化，及不同人群肠道菌群的多样性，探讨 DSV
和肠道菌群多样性与肠道疾病的潜在关系，对预防
肠道疾病，揭示其致病机理和研究治疗肠道疾病的
相关药物具有一定的意义。

1 材料和方法

1. 1 样品采集
于无锡市第四人民医院采集 58 名受试者的肠

道内容物，分别为:直肠结肠癌患者 ( colorectal
cancer，CRC)15 人，息肉患者( polypus，PP)15 人，
溃疡性结肠炎患者( ulcerative colitis，UC)13 人，肠
道健康人群( healthy，H)15 人。以一次性无菌收集
器采集样品，转移至 50mL 无菌离心管中，于 2 小时
内将样品送至实验室并保存于-70℃冰箱。受试者
在样品采集的前 3 个月内未使用抗生素，也无肠道
传染性疾病或肠道结构异常。样品的采集经过受试
者的同意，他们的具体信息见表 1。

表 1 受试者资料
Table 1 Subject Characteristics

Characteristic CRC PP UC H
number ( subjects) 15 15 13 15
male 10 9 7 6
female 5 6 6 9
age (mean ± SD) 57. 5 ± 10. 1 56. 9 ± 8. 7 47. 4 ± 13. 6 50. 4 ± 15. 1
age (minimum) 45 45 24 27
age (maximum) 81 69 68 69

CRC = colorectal cancer; PP = polypus; UC = ulcerative colitis; H = healthy．

1. 2 菌种和质粒
脱硫脱硫弧菌(Desulfovibrio desulfuricans ATCC

27774)购自北京中原公司;大肠杆菌 ( Escherichia
coli)TOP10 为本实验室保存菌种;质粒 pMD19-T 购
自 TaKaRa 公司。
1. 3 肠道细菌基因组 DNA 的提取

每个样品取 500 μL 肠道内容物，使用 OMEGA
公司的 Blood DNA Kit 提取肠道细菌的基因组
DNA，溶于 100 μL TE 溶液中。
1. 4 制作 RT-PCR 检测 DSV 的标准曲线

标准曲线的制作参考 Fite 等［10］建立的方法。
1. 4. 1 构建重组质粒:提取脱硫弧菌 ATCC 27774
基因组 DNA，采用脱硫弧菌 16S rRNA 特异性引物
DSV691-F 和 DSV826-R (表 2)扩增 135 bp 的 16S
rRNA 基因片段。PCR 反应程序为 95℃ 5 min;95℃
45 s，60℃ 30 s，72℃ 10 s，30 个循环;72℃ 5 min;
4℃保存。PCR 产物连接 pMD19-T 载体，转入 E．
coli TOP10 中，对阳性菌进行测序比对分析。
1. 4. 2 建立 DSV 的标准曲线:用核酸蛋白测定仪测
定重组质粒的浓度为 133. 9 ng /μL，根据已知的重组
质粒全序列和阿伏加德罗常数(6. 02 × 106 分子数 /

mol)，计算其分子拷贝数为 4. 39 × 1010拷贝 /μL。重
组质粒进行 10 倍梯度稀释，以 DSV691-F、DSV826-R
为引物，在实时荧光定量 PCR 仪 CFX96 上进行温度
梯度扩增，每个样品做 3 个平行。按照荧光定量 PCR
试剂盒 SsoFast EvaGreen Supermix 的说明，配制 RT-
PCR 体系为:1 × EvaGreen supermix 10 μL，20 μmol /L
的引物各 0. 4 μL，模板 1 μL，补水至 20 μL。扩增条
件为 98℃ 2 min;98℃ 5 s，55℃ － 65℃ 10 s，40 个循
环。循环结束后绘制熔解曲线:从 70℃梯度升温至
90℃，每隔 0. 5℃读板 1 次，持续 5 s。确定最佳退火温
度，根据最佳退火温度进行 RT-PCR，建立标准曲线。
1. 5 RT-PCR 检测 DSV

以受 试 者 肠 道 细 菌 基 因 组 DNA 为 模 板，
DSV691-F、DSV826-R 为引物进行扩增，RT-PCR 体
系同 1. 4. 2，扩增条件为 98℃ 2 min; 98℃ 5 s，60℃
10 s，40 个循环。熔解曲线的绘制同上，每个样品做
3 个平行，样品与标准质粒同时进行 RT-PCR 反应。
1. 6 肠道 DSV 的多样性分析
1. 6. 1 PCR 扩增 dsrB 基因:采用巢式 PCR 扩增
dsrB 基因。以受试者肠道细菌基因组 DNA 为模板，
DSR1F 和 DSR4R (表 2 ) 为引物，扩增脱硫弧菌
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dsrAB 基因。 PCR 反应程序为 94℃ 5 min; 94℃
1 min，63℃ 45 s，72℃ 2 min，30 个 循 环; 72℃
10 min。随后以 dsrAB 为模板，采用带 GC 夹的特异
性引物 GC-DSRp2060F 和 DSR4R (表 2 )扩增 dsrB
基因。PCR 反应程序为 94℃ 5 min;94℃ 1 min，
64℃ 45 s，72℃ 30 s，30 个循环;72℃ 10 min。
1. 6. 2 DGGE 分析 DSV 多样性:采用 DGGE 的方
法，每个人群选择一个代表性样本，每个样本做一个
平行，用 Bio-Rad D-Code System 分析 dsrB 基因。聚
丙烯酰胺凝胶浓度为 8%，变性梯度为 20% － 60%，
电泳条件为:80V，65℃，1 × TAE 缓冲液中电泳12 h，
凝胶用 Gold View 染色。
1. 7 肠道菌群的多样性分析
1. 7. 1 PCR 扩增肠道菌群 16S rRNA V3 区:采用
巢式-PCR 扩增肠道菌群 16S rRNA V3 区。以受试

者肠道细菌基因组 DNA 为模板，27F 和 1492R(表
2)为引物，扩增肠道细菌 1500 bp 的 16S rRNA。随
后以 16S rRNA 为模板，通用引物 341GC-F 和 534-R
(表 2)为引物，扩增细菌 16S rRNA V3 区。PCR 反
应程序为 94℃ 5 min;94℃ 1 min，55℃ 45 s，72℃
30 s，30 个循环;72℃ 10 min。
1. 7. 2 DGGE 分析肠道菌群多样性:采用 DGGE
的方法，8% 的聚丙烯酰胺凝胶分离 58 个样品的
16S rRNA V3 区基因。变性梯度为 10% － 60%，电
泳条件如 1. 6. 2。每组选择 3-4 个代表性样本，优势
条带切胶回收，加 50 μL 无菌水，4℃过夜。以上清
为模板，341-F 和 534R 为引物(表 2)，PCR 扩增 16S
rRNA V3 区片段，反应程序如 1. 7. 1。PCR 片段连
接 pMD19-T 载体，转入 E． coli TOP10，取阳性菌测
序并进行 Blast 比对分析。

表 2 PCR 引物
Table 2 Summary of primers

Gene Primer set Primer sequences(5'→3') References
Desulfovibrio 16S rRNA DSV691-FDSV826-R CCGTAGATATCTGGAGGAACATCAGACATCTAGCATCCATCGT TTACAGC ［10］
dsrAB DSR1F DSR4R AC［C /G］CACTGGAAGCACGGTGTAGCAGTTACCGCA ［11］

GC-dsrB GC-DSRp2060FDSR4R
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCA
ACATCGTYCAY ACCCAGGGGTGTAGCAGTTACCGCA

［12］

16S rRNA 27F1492R AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGGTTACCTTGTTACGACTT universal primer

16S rRNA V3 341GC-F341-F534-R
CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGGGA
GGCAGCAGCCTACGGGAGGCAGCAGATTACCGCGGCTGCTGG

universal primer

1. 8 数据分析
1. 8. 1 RT-PCR 数据分析:DSV 每个菌体中 16S
rRNA 的拷贝数为 5，实时荧光定量值除以 5，得到样
品中 DSV 的绝对值。对每个人群肠道中的 DSV 数
量进行均值统计分析，用 SPSS 软件进行 One-Way
ANOVA 检验。
1. 8. 2 DGGE 图谱分析:用 Quantity One 软件对
DGGE 谱图进行分析，对每条泳道的条带进行统计
分析，用 Complete Linkage 的方法进行聚类分析。

2 结果

2. 1 不同人群肠道中 DSV 数量的比较
以 PCR 循环数为横坐标，检测到的荧光强度为

纵坐标绘制标准质粒的 RT-PCR 扩增曲线。以质粒
模板量的对数为横坐标，Ct 值为纵坐标绘制检测
DSV 的标准曲线，通过标准曲线对不同样品中 DSV
的数量进行定量。

通过 RT-PCR 对不同人群肠道中 DSV 的数量

图 1 不同人群肠道脱硫弧菌的定量分析
Fig． 1 Quantitation of Desulfovibrios from intestinal content in

different subjects． CRC = colorectal cancer; PP = polypus;

UC = ulcerative colitis; H = healthy． Values are mean for each

group． * : p ＜ 0. 05 compared with healthy controls．

进行定量，结果如图 1 所示。DSV 的阳性率为
100%，说明它是人体肠道的常驻菌群。息肉 (2. 9
× 106 cfu /mL 肠道内容物)和溃疡性结肠炎人群
(1. 2 × 106 cfu /mL 肠道内容物)肠道中 DSV 的数量
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明显高于健康人群(7. 0 × 105 cfu /mL 肠道内容物)
( p ＜ 0. 05)，直肠结肠癌人群(6. 8 × 105 cfu /mL 肠
道内容物)与健康人群相比，肠道中 DSV 的数量无
明显变化( p ＞ 0. 05)。
2. 2 不同人群肠道 DSV 多样性的分析

为分析不同人群肠道中 DSV 的多样性，对 DSV

的 dsrB 基因进行 DGGE 分析，结果如图 2-A 和 2-B
所示。肠道疾病人群肠道中 DSV 的某些菌群的数
量明显增 多。用 Quantity One 软 件中 Complete
Linkage 的方法对 DGGE 图谱进行系统发育树分析
(图 2-C)，健康人群与肠病人群明显分为两支，说明
他们肠道中的 DSV 菌群存在差异。

图 2 不同人群 DSV 的 DGGE 指纹图谱(A、B)及聚类分析结果 (C)
Fig． 2 DGGE profiles of Desulfovibrios in different subjects． (A) (B) and cluster analysis (C) of different subjects． CRC

= colorectal cancer; PP = polypus; UC = ulcerative colitis; H = healthy．

图 3 不同人群肠道菌群的 DGGE 指纹图谱
Fig． 3 DGGE profiles of intestinal flora in different subjects． (A) Healthy group; (B) Polypus group; (C) Ulcerative colitis group; (D) Colorectal
cancer group． (E) Band number of different groups (Box plots presenting the median and range of band counts of all samples taken from CRC，PP，
UC，and controls． Boxes have lines at the lower，median，and upper values) ． (F) DGGE profiles of intestinal flora in representative sample． H =
healthy; PP = polypus; UC = ulcerative colitis; CRC = colorectal cancer．
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以上结果表明，息肉、溃疡性肠炎的发生与
DSV 的数量变化及多样性之间存在一定的联系。
直肠结肠癌的发生虽然与 DSV 的数量无明显关系，
但是与 DSV 的多样性之间存在一定的联系。
2. 3 不同人群肠道菌群多样性分析

对不同人群肠道菌群 16S rRNA 基因的 V3 区
进行 DGGE 分析，并用 Quantity One 软件统计分析
DGGE 条带数目(图 3)，结果发现肠道疾病人群的
菌群多样性高于肠道健康人群，在息肉人群中尤为
明显。回收优势条带进行测序(表 3)，发现不同人
群肠 道 中 的 优 势 菌 群 有 所 变 化: 拟 杆 菌 群
( Bacteroides ) 和 厚 壁 菌 门 梭 菌 属 的 普 拉 梭 菌
(Faecalibacterium prausnitzii)同是 4 种人群的优势菌
群，而脱硫弧菌 Desulfovibrio gabonensis 和硫酸盐还
原菌 Anaerofilum pentosovorans 是肠道疾病人群的优
势菌群，它们在肠道的代谢反应中都能产生 H2S。
两形真杆菌 ( Eubacterium biforme)也是肠道疾病人
群的优势菌群，部分种类是条件致病菌，在肠道菌群
失衡的时候会对人体产生有害作用。肠道疾病人群
与健康人群优势菌群及菌群多样性的差异，可能是
肠道菌群失调，及产生肠道疾病的原因。

表 3 肠道菌群 DGGE 特征条带序列比对结果
Table 3 Alignment of intestinal flora DGGE band to its

most-similar GenBank sequence
DGGE banda Closest relative Similarity /%
1 Parabacteroides distasonis 97
2 Clostridium spiroforme 95
3 Pseudobutyrivibrio ruminis 99
4 Bacteroides helcogenes 92
5 Bacteroides dorei 100
6 Bacteroides eggerthii 93
7 Robinsoniella peoriensis 99
9 Ruminococcus bromii 98
10 Eubacterium biforme 100
11 Bacteroides plebeius 98
12 Bacteroides uniformis 100
13 Corynebacterium ammoniagenes 100
14 Eubacterium biforme 98
15 Clostridium rectum 99
16 Ruminococcus callidus 100
17 Dorea formicigenerans 98
18 Faecalibacterium prausnitzii 100
19 Ruminococcus gnavus 100
20 Desulfovibrio gabonensis 100
21 Anaerofilum pentosovorans 93
a Numbers correspond to bands in Fig． 4. Band 8，22，23 were failing in
sequencing．
The V3 regions of the 16S rRNA gene sequences were compared with
those in GenBank， National Centre for Biotechnology Information
(NCBI) ．

3 讨论

肠道疾病与 DSV 的关系一直是一个备受争议
的问题。本研究中，DSV 在所检人群中普遍存在，
与人的年龄和性别没有关系，这与 Fite 等［10］的研究
结果一致。通过 RT-PCR 研究发现，肠道中 DSV 数
量的增多是息肉和溃疡性结肠炎疾病的一个重要特
点，在息肉人群中尤为明显。Rowan 等人也发现，
DSV 的数量在溃疡性结肠炎患者肠道中明显增
多［13］。肠道中 DSV 数量增多，一方面使肠道菌群
失调，影响肠道菌群与宿主的共生关系，影响肠道健
康，从而引发肠道疾病。有研究报道证实，炎症性肠
病和肠道易激综合征患者的肠道菌群组成明显改
变［14，15］。另一方面，DSV 数量的增多，使肠道中产
生的 H2S 增多，抑制肠道中丁酸盐等短链脂肪酸的
氧化，对结肠上皮细胞产生毒害作用，使肠道上皮细
胞的 H2S 解毒途径遭到破坏从而引发肠道疾病。
因此，DSV 成为影响肠道健康的一个重要因素。在
本研究中，直肠结肠癌患者肠道中 DSV 的数量与健
康人群相比没有明显的变化，而 Scanlan 等［11］的研
究发现直肠结肠癌患者肠道中 DSV 的数量(105 /克
粪便)少于健康人群 (106 /克粪便)，这个差异可能
是由于东西方人群的饮食及生活习惯的不同而造成
的。

DGGE 是一种半定量的研究方法，能直观的反
映群落动态和菌群多样性。本研究中肠道疾病人群
肠道菌群多样性高于健康人群，优势条带测序分析
结果表明，所鉴定优势条带中阴性菌与阳性菌含量
比大约为 4 ∶ 1。拟杆菌群(Bacteroides)是人体结肠
的优势菌群［16］，本研究对不同人群肠道菌群 DGGE
的分析，同样证明了这一点。在研究中发现，3 种肠
道疾病人群与健康人群相比，肠道菌群多样性和优
势菌群明显改变，造成肠道菌群的微环境改变，这种
变化可能与环境、饮食改变或者肠道免疫反应有关。
与健 康 人 群 相 比，硫 酸 盐 还 原 菌 Desulfovibrio
gabonensis 和 Anaerofilum pentosovorans 是肠道疾病
组的优势菌群，这两种肠道细菌在肠道中能够产生
H2S，说明肠道疾病与 SRB 之间存在一定的关系。
通过对不同人群肠道 DSV 的 DGGE 分析及聚类分
析，发现 3 种肠道疾病患者肠道中 DSV 的优势菌群
表现出很大的差异，说明 3 种肠道疾病的发生或恶
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化与肠道 DSV 的菌群多样性之间也有联系。
通过对 4 种人群肠道 DSV 和肠道菌群的研究

表明，DSV 的数量和肠道菌群多样性与部分肠道疾
病的发生存在一定的联系。息肉、溃疡性结肠炎患
者肠道中 DSV 的数量明显增多，多样性也存在差
异，肠道疾病患者肠道中 DSV 的菌群相似度较高，
肠道菌群失调。DSV 发挥作用的机理及肠道菌群
失调对肠道疾病的影响还需进一步实验证实。
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Quantity of Desulfovibrios and analysis of intestinal
microbiota diversity in health and intestinal disease people
in Wuxi，Jiangsu province
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Abstract:［Objective］This paper provides an overview of Desulfovibrio ( DSV ) incidence and its effect on bacterial
diversity in human gastrointestinal tract of four groups: ulcerative colitis (UC)，colorectal cancer (CRC)，polypus (PP)
and the healthy control (H) ． ［Methods］ Real time fluorescence quantitative PCR ( RT-PCR) assays were used to
enumerate DSV in gastrointestinal tract of 58 subjects． Diversity of gut microbiota was analyzed by PCR-Denaturing
Gradient Gel Electrophoresis ( PCR-DGGE) and 16S rRNA V3 sequencing． ［Results］ RT-PCR detected DSV in all
samples． Significantly increased numbers of DSV were observed for UC and PP groups compared with CRC and H groups．
No significant difference was observed for CRC and H groups with gene copy numbers of DSV． Alterations of DSV and gut
microbiota were observed in disease groups． ［Conclusion］We found that quantity and diversity of DSV are significantly
increased in UC and PP compared to controls． The increased numbers of DSV in disease groups suggests a possible harmful role．
Keywords: real time PCR，DGGE，Desulfovibrio，intestinal diseases，16S rRNA，dsrB
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