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　　摘　要：目的　探讨新生儿坏死性小肠结肠炎（ＮＥＣ）患儿肠道菌落的结构和动态性变化。方法　从ＮＥＣ疾病组（狀＝１６例）

及对照组（狀＝１６例）的新生儿连续不同时间段的粪便提取肠道细菌总ＤＮＡ，用３５７ＦＧＣ／５１８Ｒ引物扩增１６ＳｒＤＮＡ 的 Ｖ３可变

区，结合变性梯度凝胶电泳（ＤＧＧＥ）技术分析。结果　ＮＥＣ组与对照组比较，肠道细菌菌落的Ｓｈａｎｎｏｎ指数相对较高（犘＜

０．０５），分布不均，波动明显，细菌的多样性高于对照组，细菌菌落多样性特征存在一定的差异。ＮＥＣ组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数在发病初

期明显增多，随着疾病的治疗与恢复，呈先降后升的趋势（Ｓｈａｎｎｏｎ指数从大于或等于５０降至小于或等于３０以下然后波动回升

至３５左右），ＤＧＧＥ胶回收测序显示新生儿肠道优势菌群以肺炎克雷伯杆菌属、大肠埃希菌、肠球菌为主，ＮＥＣ组与对照组细菌

种类没有明显的区别，存在数量上的差异，显示了ＤＧＧＥ技术的优越性。结论　ＮＥＣ患儿的肠道菌群失衡可能是ＮＥＣ发病细菌

感染的重要因素。
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　　新生儿坏死性小肠结肠炎（ｎｅｏｎａｔａｌｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉ

ｔｉｓ，ＮＥＣ）是新生儿特别是早产儿的急腹症，临床以腹胀、呕吐、

便血、严重休克为表现，Ｘ线片检查以肠壁囊样积气为特征。

本病在国内的病死率约１０％～５０％，在美国病死率足月儿为

５％，早产 儿 特 别 是 体 质 量 小 于 １０００ｇ 的 患 儿 可 高 达

５０％
［１２］。ＮＥＣ是多因素的疾病，细菌感染是其中一个不可缺

少的致病因素。有研究表明，ＮＥＣ尚未发生在无菌的动物模

型上［３］。也有假说表明新生儿肠道异常细菌的定植是ＮＥＣ发

生的一个重要因素，特别是在生后８～１０ｄ的新生儿的肠腔内

厌氧菌落开始定植生长［４］。但目前国内外对ＮＥＣ肠道细菌感

染的细菌成分和动态性变化尚无清晰的了解。传统方法学是

采用培养技术来研究肠道微生态。据估计肠道内有６０％～

８０％的细菌是不可培养或者难以培养的
［５］，远远低估了细菌的

多样性，不能满足现在研究的需要。ＤＧＧＥ是通过对不同序列

的ＤＮＡ片段在不同浓度的变性剂下发生变性来进行分离，能

够有效地克服传统培养法分析微生物菌落的不足。本实验采

用ＰＣＲＤＧＧＥ技术来研究ＮＥＣ肠道微生态组成和动态变化，

为ＮＥＣ疾病的发病机制和临床防治提供细菌学理论基础。

１　材料与方法

１．１　实验对象　从重庆市儿童医院新生儿病房２００９年８月

至２００９年１２月共收治３２例，ＮＥＣ组和对照组各１６例；其中

ＮＥＣ组按照临床诊断标准：临床症状（腹胀、呕吐、腹泻、血便

等），体格检查（腹胀、肠鸣音减弱等），大便常规加隐血实验

（＋）以及Ｘ线片检查情况（有肠道动力学改变、肠壁积气、门

静脉积气、气腹、膈下游离气体）之一；所有纳入的病例均有大

便隐血（＋）及Ｘ线片检查（＋）。根据国际 Ｗａｌｓｈ和Ｋｌｉｅｇｍａｎ
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表１　　ＮＥＣ组和对照组的临床资料比较（狀＝１６）

临床特征 ＮＥＣ组 对照组 狋／χ
２ 犘

性别（男／女） １０／６ １１／５ χ
２＝０．１３９ ０．７１０

生产方式（自然／剖宫） ５／１１ ５／１１ χ
２＝０ １．０００

喂养方式（母乳／人工） ７／９ ８／８ χ
２＝０．１２５ ０．７２３

出生体质量（狓±狊，ｇ） ３０７９．３８±６０８．４８ ３１７１．８８±４５４．０７ 狋＝－０．４８７ ０．６３０

胎龄（狓±狊，ｄ） ２６４．１３±８．３２ ２７０．０６±１２．７４ 狋＝－１．５６１ ０．１２９

抗菌药物用药时间（狓±狊，ｄ） ７．８１±７．４３＃ ２．８１±２．２０ 狋＝２．５８１　 ０．０１９

　　：入院后均使用配方奶喂养（按照新生儿病房配方奶喂养的原则喂养，以无剩余、无呕吐为准）；：入院即使用广谱抗菌药物联合二代头孢，

本实验用药天数采用入院后到收集第一份标本的时间天数；＃：犘＜０．０５，与对照组抗菌药物使用时间比较。

的ＢＥＬＬ对于ＮＥＣ疾病的分期标准
［６］，收集的ＮＥＣ病例均为

Ⅰ期（轻度）。对照组是基础疾病，临床特征尽量匹配，见表１。

收集实验对象入院后不同时期的粪便标本。

１．２　标本的准备和保存，粪便细菌ＤＮＡ的提取　本实验收

集的新生儿新鲜粪便０．２２ｇ，保存在－７０℃冰箱。大便细菌

ＤＮＡ的提取参照 ＱＩＡａｍｐＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ，德国）的

说明书，总菌ＤＮＡ提取后用可见紫外分光光度仪测定ＤＮＡ

样品浓度和纯度，１．５％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ完整性。

１．３　对于粪便细菌ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增　采用引物扩增１６Ｓ

ｒＤＮＡｖ３高变区，引物为带有“ＧＣ”帽的３５７ＦＧＣ和５１８Ｒ，其

中Ｖ３５７ＦＧＣ（５′ＣＧＣＣＣＧＣＣＧＣＧＣＧＣＧＧＣＧＧＧＣＧＧＧ

ＧＣＧＧＧＧＧＣＡＣＧＧＧＧＧＧＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ

３′），５１８Ｒ（５′ＡＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴＧＧ３′）由上海英骏生

物工程技术服务有限公司合成。ＰＣＲ扩增体系（５０μＬ）：上下

游引物各２μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＤＮＡ模板５μＬ，ｐｒｅｍｉｘ２５μＬ（宝

生物提供），灭菌去离子水补充至５０μＬ。反应条件：９４℃２

ｍｉｎ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３０个循环，７２℃延伸５

ｍｉｎ。１．５％琼脂糖电泳检测ＰＣＲ产物扩增效果。

１．４　粪便细菌ＤＮＡ进行ＰＣＲＤＧＧＥ，割胶回收ＤＮＡ进行测

序　采用ＢＩＯＲＡＤＤｃｏｄｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｕｔａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍＤＧＧＥ

电泳系统进行ＤＧＧＥ分析，聚丙烯酰胺凝胶浓度是８％，变形

梯度从上到下采用３５％～６５％；上样量为２５μＬ。其运行条件

是：１×ＴＡＥ电泳缓冲液，６０℃电泳条件下，８５Ｖ，１６ｈ。电泳

完毕后，ＳＹＢＲＧＲＥＥＮ Ⅰ染色３０ｍｉｎ。将染色后的凝胶用

ＢｉｏＲＡＤ的ＧＥＬＤＯＣ２０００凝胶影响分析系统拍照；在Ｂｅｎｃｈ

Ｔｏｐ３ＵＶ紫外透射仪下进行优势条带割胶，回收细菌ＤＮＡ。

进行无帽ＰＣＲ扩增，将其产物送往华大基因测序，测序结果于

ＮＣＢＩ上进行Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ）

比对分析。

１．５　统计学处理　实验病例的数据使用ＳＰＳＳ１７．０统计软件

分析，其中胎龄、出生体质量、抗菌药物用药时间的数据符合正

态分布，采用狋检验；性别、生产方式、喂养方式数据为计数资

料，采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＮＥＣ组和对照组的临床资料　见表１。

２．２　肠道总菌ＤＮＡ的ＰＣＲＤＧＧＥ图谱显示　不同泳道间

条带分布模式有一定的相似，但某些条带亮度、粗细差异也有

比较明显的差异性，说明对应其在ＤＧＧＥ胶上的密度大小是

不同的。条带比较粗亮，说明细菌密度大；条带比较细浅则细

菌密度小。ＤＧＧＥ条带的数量基本体现了肠道细菌种群的数

量，而条带的亮度则反映该种细菌数量的多少（图１）。从图１

可以看出，共检测到数量不等的１６ＳｒＤＮＡＶ３区条带，每个泳

道的条带数量都较多且不等，充分显示出新生儿肠道细菌的多

样性（表２）。

　　Ａ～Ｔ列代表图中２０个样本泳道，其中 Ａ～Ｅ代表对照组１号的

连续不同时间的结果，Ｆ～Ｊ代表着 ＮＥＣ１号，Ｋ～Ｎ代表对照组２号，

Ｏ～Ｔ代表ＮＥＣ２号。

图１　　对照组与ＮＥＣ组的ＤＧＧＥ图

表２　　ＤＧＧＥ胶回收的优势细菌ＤＮＡ测序比对结果

割胶条

带编号
菌种

相似度

（％）
序列号 阈值

１ 大肠埃希菌株ＤＳＰＶ ９９ ＪＱ３２２２３０．１ ２９１

２ 不能培养的大肠埃希菌 １００ ＡＭ７１２０５４．１ ２９８

３ 不能培养的梭菌属 ９８ ＥＦ１８９１２３．１ ２２２

４ 肠球菌属 ９８ ＪＱ５９５４８４．１ ２８１

５ 肺炎克雷伯菌 ９９ ＤＱ１０３７６０．１ ２８１

６ 肺炎克雷伯菌株 ＭＵＴ１ １００ ＪＮ８３１４４３．１ ２７６

７ 乳酸乳球菌乳亚种 ９２ ＨＥ６４６３７５．１ ２１５

８ 肠球菌 １００ ＤＱ３０５３１３．１ ２７８

表３　　ＤＧＧＥ图谱中不同泳道在ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件可

　检测的条带数即丰富度（Ｓ）

泳道 Ａ Ｂ Ｃ Ｄ Ｅ Ｆ Ｇ Ｈ Ｉ Ｊ Ｋ Ｌ Ｍ Ｎ Ｏ Ｐ ＱＲＳＴ

条带 ９ ９ １３１４１２１７２１１８１２１３１２１３１２１１２０１６２０８１６１１

　　粪便肠道细菌Ｓｈａｎｎｏｎ指数衡量细菌的多样性，细菌的多

样性代表细菌菌种的多少和均匀度。菌种种类越多，各个种的

数量分布越均匀，菌种多样性指数越大。实验后，对ＤＧＧＥ图

谱进行软件分析后进行Ｓｈａｎｎｏｎ指数计算。结果如表３及图
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２。统计软件分析对照组和ＮＥＣ组的丰富度和多样性指数，如

表４，两组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图２　　ＤＧＧＥ多样性分析的Ｓｈａｎｎｏｎ指数（Ｈ′）

表４　　对照组和ＮＥＣ组 ＤＧＧＥ图谱的多样性指数分析

指标 对照组 ＮＥＣ组 犘

丰富度（Ｓ） １１．６７±１．７３ １５．６４±４．１８ ０．０１３

多样性指数（Ｈ′） ３３．４８±６．９４ ４８．５０±１．８１ ０．０２５

图１表明，对照组的肠道菌种动态性分布比较均一，多样

性指数较小，而ＮＥＣ组在开始发病初期，多样性指数明显高于

对照组，分布不均。随着疾病的治疗进展，多样性指数有明显

的降落；随着疾病的恢复，多样性指数缓慢回升。所以，作者发

现ＮＥＣ疾病初期，细菌多样性指数较对照组高，肠道细菌菌种

多样性更为明显。

２．３　对照组与ＮＥＣ组的ＤＧＧＥ图片分析　得出同上趋势的

有１３／１６（８１．２５％）。３／１６（１８．７５％）趋势不明显，Ｓｈａｎｎｏｎ指

数差异不大。对照组和 ＮＥＣ 组肠道细菌种属区别不大

（表５）。

表５　　对照组与ＮＥＣ组检测到的细菌情况（狀＝１６）

样品 对照组 ＮＥＣ组

革兰阳性菌

　肠球菌属 ８ １０

　梭菌属 ０ １

　乳酸乳球菌属 １ １

革兰阴性菌

　肺炎克雷伯菌属 １２ １５

　大肠埃希杆菌属 ６ ９

３　讨　　论

正常胎儿的消化道是无菌的。在分娩过程中和以后，母亲

和周围环境的微生物选择性地定植在新生儿的消化道里，直到

一个密集的、复杂的肠道微生态的形成。异常的肠道细菌定植

和肠道微生态菌落的紊乱会严重影响新生儿阶段的健康，导致

各种疾病的发生、发展。另外，肠道菌群不同还会影响宿主对

于药物的反应不同，根据药理代谢组学研究，肠道菌群结构的

差异产生的宿主代谢表型可以用于预测宿主对于药物的不同

反应［７］。

新生儿ＮＥＣ是新生儿期间最严重的肠道系统的疾病之

一。任何胃肠道生态系统的异常都可能导致发生ＮＥＣ
［８］。国

内外研究均表明，用肠道益生菌制剂干预能有效地减少 ＮＥＣ

的发病率，也能明显减少发病后的 ＮＥＣ的严重程度和缩短病

程时间，减少病死率［９１２］。现在推测，胃肠道共生细菌的紊乱

和致病细菌的定植是ＮＥＣ的发病机制之一。但以前研究中使

用细菌培养并没能有效地解释 ＮＥＣ中细菌感染的发病机制。

据报道，８０％的人类结肠菌群是传统培养法无法检测到的
［１３］。

因此，本研究用分子生物学技术ＰＣＲ扩增几乎所有细菌

（包括能够培养和目前不能培养的细菌）的１６ＳｒＤＮＡ片断，然

后通过ＤＧＧＥ区分不同的菌种和相对数量，来研究ＮＥＣ疾病

发展中肠道细菌组成及其动态发展。本研究表明对照组的患

儿随着基础疾病的治疗，肠道菌落呈动态性的变化，条带数和

Ｓｈａｎｎｏｎ指数均较为均一分布，呈稳态增多的趋势，较符合正

常新生儿肠道微生态的发展规律。而大部分ＮＥＣ组的患儿在

发病初期的条带数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数明显高于对照组，分布明显

不均，在治疗过程中，有跳跃式的降低，在疾病恢复期，又有所

回升，呈大起大落后缓升趋势。根据割胶回收后测序的结果显

示，ＮＥＣ组和对照组的肠道菌属区别并不大，并没有发现特定

的细菌与ＮＥＣ发病相关。因此，推测ＮＥＣ发病中特定相关的

致病菌并非其发病的主要原因；原本平衡的肠道菌落因为某些

危险因素而导致肠道菌落数量比例失衡是ＮＥＣ发病机制中的

重要因素，这与国外的研究相一致。Ｍｓｈｖｉｌｄａｄｚｅ等
［１４］发现

ＮＥＣ组与对照组的肠道微生态并没有显著的区别，肠道菌落

紊乱是其发病的重要原因，但同时也报道 ＮＥＣ较对照组在发

病初期，肠道细菌多样性降低，跟本研究中的结论相反。本研

究中ＮＥＣ组的抗菌药物使用时间比对照组长（犘＜０．０５），抗

菌药物为广谱抗菌药物加上二代头孢，可能导致肠道细菌紊

乱。测序结果发现 ＮＥＣ肠道细菌跟对照组均以肺炎克雷菌

属、大肠埃希菌属、肠球菌属为优势菌群，偶在某些个体中发现

梭菌属和乳球菌属，两组优势菌群无太大差异。这些菌属均在

国外研究 ＮＥＣ的相关文献中提及过。另外，国外也报道过

ＮＥＣ发病可能与产气荚膜梭菌属、葡萄球菌属相关，这个可能

与本实验纳入的ＮＥＣ的发病程度轻、地区差异、试验检测手段

的不同有关。产气荚膜梭菌属可能与 ＮＥＣ的肠段坏死、肠壁

间积气有关，在ＮＥＣ发病的分期中属于Ⅲ期（重度）。当然，不

同国家不同地区的肠道菌落存在区域性，这与饮食习惯、地域

环境、人种均有关。同时，目前ＤＧＧＥ灵敏度存在一定局限，

只能检测粪便中大于１％的优势菌种
［１５］。

新生儿出生后，肠道微生态是个动态的复杂过程，与个体、

环境、喂养等相关，每个新生儿的肠道菌落均呈个体发展，这些

无疑是新生儿期间肠道微生态研究的一个难点所在。ＰＣＲ结

合ＤＧＧＥ是目前观察肠道菌落变化的有效手段。本研究因为

早产儿例数不足以比较早产儿跟足月儿ＮＥＣ的肠道菌落是否

存在差异性；纳入的患儿均为Ⅰ期 ＮＥＣ，未能深入观察不同发

病程度的患儿间是否也存在肠道菌种的差异。后期实验还可

深入观察ＮＥＣ发病的各危险因素是否导致肠道微生态的规律

性的差异；肠道细菌的代谢与肠道黏膜屏障和肠道免疫的相互

作用等。另外，ＤＧＧＥ只能粗略的半定量，后期可以结合ｑ

ＰＣＲ更为准确地评估所测到的菌种数量的差异，探讨不同菌

种对于疾病发展的可能作用，对于 ＮＥＣ的患儿肠道菌落整体

更为清晰的了解，指导继续深入研究；同时，肠道细菌作为一个

潜在的药物靶点，也为今后的临床个性化治疗方案提供新的研

究方向。
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