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"摘要#
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目的
!

探讨胆囊结石患者胆囊内结石及黏膜微生物群落的多样性%方法
!

选取
1%$0

年
$F$1

月该院胆囊切除术

的胆囊结石患者
)%

例"病例组$和肝右前叶血管瘤患者
$$

例"对照组$的胆囊黏膜样本行细菌培养!将培养结果为阴性的患者结

石及黏膜进行
:IITH#,M5#+O

Z

测序分析%结果
!

-$

例患者纳入研究!对照组中样本均未检测出微生物群落
4;?

!病例组中微生

物群落
4;?

提取率为
(0&1G

%无论样本的类型!最占优势为变形细菌门%同一类型结石患者的结石和黏膜微生物群落组成比

例较为一致!而不同类型的组成差异较大%结论
!

应用
:IITH#,M5#+O

Z

测序分析能有效评价胆囊结石患者胆囊微生物群落的多

样性%
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胆囊结石#黏膜#微生物#

:IITH#,M5#+O

Z

测序

"中图法分类号#

!

B)2-&0

"文献标识码#

!

?

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$/

$

%-.%(0$.%'

71%3

.

+(+"1#(0&"6(%30"##,1('

.

-()*&+('

.

(1

2

%3363%--*&+'"1*%1-#,0"+%6%+*-"1R33,#(1%:(+*

S$

3%'/"&#

"

B"1)2*+0

#

JB1)2*+0

#

$

MD+9=#0

8

$9:;0%:6

<

4+H09

#

?+&+$9

3

$%=!$%>90$:+>FK9

,

09

3

#

F0>6%=1

<<

+&+$:0=B6@

8

+:$&6

<

OK%;+%

,

G0=+>$&"%+H09@+:

3

#

OK%;+%

,

#

'K%%$%)2%$%$

#

CD+%$

&

!!

'

76+'&%0'

(

!

86

9

*0'()*

!

3"#,WO+P#

U

MPOPQOH#DN">#MID"HHT,#P

S

!#WON+#P

S

#,+P",OM,!HTD"+MRN"HPQO

L

MP#O,P+X#PQ

U

MII>IM!.

!ON+P",O&:*'5"-+

!

3QO

U

MII>IM!!ONHTD"+MI+MH

L

IO+#,)%DM+O+

$

DM+O

U

N"T

L

&

"R

U

MII>IM!!ON+P",OPNOMPO!>

S

DQ"IOD

S

+PODP"H

S

MH!

$$DM+O+

$

D",PN"I

U

N"T

L

&

"RI#WONN#

U

QPM,PON#"NI">OQOHM,

U

#"HM#,PQ#+Q"+

L

#PMIRN"HcM,TMN

S

P"4ODOH>ON1%$0XONO+OIODPO!R"N

D",!TDP#,

U

PQO>MDPON#MIDTIPTNO&3QO+P",OM,!HTD"+M#,PQO

L

MP#O,P+X#PQ,O

U

MP#WODTIPTNONO+TIP+XONO

L

ONR"NHO!PQO:IITH#,M

5#+O

Z

+O

Z

TO,D#,

U

M,MI

S

+#+&;*+,3'+

!

?P"PMI"R-$DM+O+XONO#,DIT!O!#,PQO+PT!

S

&3QOH#DN">#MID"HHT,#P

S

4;?#,PQOD",PN"I

U

N"T

L

+MH

L

IO+XM+,"P!OPODPO!"TP&3QO>MDPON#MI4;?!OPODP#",NMPO"R+MH

L

IO+#,PQODM+O

U

N"T

L

XM+(0&1G

%

#,NO

U

MN!IO++"RPQO

P

SL

O"R+MH

L

IO

#

PQOH"+P!"H#,M,PXM+8Q

S

ITH8N"PO">MDPON#M&3QOD"H

L

"+#P#",

L

N"

L

"NP#","R+P",OM,!HTD"+MIH#DN">#MID"HHT.

,#P

S

#,PQO

L

MP#O,P+X#PQ+MHOP

SL

O"R+P",OXM+NOIMP#WOI

S

D",+#+PO,P

#

XQONOM+!#RRONO,PP

SL

O+"RD"H

L

"+#P#",QM!IMN

U

O!#RRONO,DO&

!"103,+("1

!

a+#,

U

PQO:IITH#,M5#+O

Z

+O

Z

TO,D#,

U

M,MI

S

+#+DM,ORRODP#WOI

S

OWMITMPOPQO

U

MII>IM!!ONH#DN">#MID"HHT,#P

S

!#WON+#P

S

#,

PQO

L

MP#O,P+X#PQ

U

MII>IM!!ON+P",O&

'

<*

.

="&-+

(

!U

MII>IM!!ON+P",O+

%

HTD"+M

%

H#DN""N

U

M,#+H

%

:IITH#,M5#+O

Z

+O

Z

TO,D#,

U

!!

本研究利用,下一代-测序技术$

;9<

&#首次针对不同胆囊

结石类型患者的胆囊黏膜和微生物群落的
$)<N4;?

进行
:I.

ITH#,M5#+O

Z

检测和分析#进一步探讨胆囊结石发病机制#现

报道如下)

>

!

资料与方法

>&>

!

一般资料
!

选取
1%$0

年
$F$1

月在本院肝胆胰外科三

病区行胆囊切除术的
)%

例胆囊结石患者为病例组#分胆固醇*

胆色素和混合性结石组
'

组#每组各
1%

例)选取肝右前叶血

管瘤切除胆囊的
$$

例患者为对照组)术后胆汁培养和厌氧菌

培养阳性的病例不纳入本次研究#所有样本均经病理证实)所

有患者均知情同意#本研究通过医院伦理委员会批准)

>&?

!

方法

>&?&>

!

采集
!

完成胆囊切除术#切开并取出结石#对结石表面

附着物用生理盐水冲洗)用无菌组织剪剪取胆囊黏膜
$

块#大

小约
1&%DH_1&%DH

)无菌螺口离心管收集样本#完成后立

即放置于
F/%j

液氮瓶中储存)

>&?&?

!

4;?

提取
!

从
F/%j

的冰箱中取出样本并解冻#用

无菌刀片将结石均分成
0

份)收集每份的核心部分#烘干至

'-j

后粉碎#取
$/%

"

11%H

U

提取细菌
4;?

#余下的样本用

于胆固醇含量测定%称取患者及对照者的黏膜各
$/%

"

1%%

H

U

%分别放置于
1HJ

离心管$含
1%%

+

J%&$HH

氧化锆"硅

珠&#加入
1HJ

缓冲液
?3J

$由
f:?MH

L

'

4;?<P""I5#,#

d#P

提供的细胞裂解液&#均质化后#首先
1% j

下物理破碎
1

H#,

#

)%%%N

"

H#,

离心
$H#,

#

(2j

裂解
2H#,

)

4;?

提取的试

剂使用
A5\9?\&̂&;&?&

土壤
4;?

提取试剂盒进行微生

物
4;?

的提取)

>&?&@

!

8@B

扩增
!

使用带有样本特异标签序列$

>MND"!O

&的

8@B

引物对$

'0$7

"

/%2B

&#对每个样本进行
$)<NB;?

基因

b'

"

b0

可变区进行扩增)

'0$7

引物!
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)其中

>MND"!O

为各样本的条形码#用于后续
BMX4MPM

的分配)

>&?&A
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文库构建及
5#+O

Z

测序
!

使用
:IITH#,M

自带的
5#+O

Z

@",PN"I<"RPXMNO

$

5@<

&软件进行监控和原始数据的校检)主

要包含以下
2

个步骤!制作样本数据表#解冻试剂盒#加载

$0(
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年
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月第
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卷第
-

期
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作者简介!黄洁$

$(/$F

&#主治医师#博士#主要从事肝

胆胰疾病的基础与临床研究)

!

#

!

通信作者%
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4;?

文库到试剂盒#上样#设置程序参数并按照
5@<

的提示

进行操作和监控)
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细菌分类单元$

A

L

ONMP#",MI3Me","H#Da,#P+

#

A3a

&的

鉴定
!

采用
f::5\$&(&$

软件进行分类单元的鉴定和生物多

样性的评估分析)

>&@

!

统计学处理
!

采用
<8<<1%&%

和
B

软件包进行数据分

析#计量资料用
-E@

表示#采用组间比较采用
:

检验%计数资

料用率表示#组间采用
!

1 检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意

义)计量优势细菌
A3a

的频率可视化通过公开来源的统计

软件$版本
B1&$0&1

&的热图产生#使用
5\3?9\;M++#+P

制

作热图等可视化图形)

?

!

结
!!

果

?&>

!

研究样本基本情况
!

'

组胆囊结石患者性别*年龄比较#

差异无统计学意义$

!

%

%&%2

&#胆固醇含量比较#差异有统计

学意义$

!

$

%&%2

&)见表
$

)

表
$
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不同类型胆囊结石患者基本条件的比较

组别 胆固醇结石 胆色素结石 混合性结石

男"女$
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样本的测序情况汇总表

项目
胆固醇组

结石 黏膜

胆色素组

结石 黏膜

混合性组

结石 黏膜

总序列数
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图
$

!!

不同类型的胆结石&不同部位的属的分布'显示前
$$

个属和其他(

?&?

!

胆囊结石和黏膜样本的
4;?

提取结果
!

对照组中未检

测出细菌微生物群落
4;?

)病例组结石样本中有
)

例未提取

出微生物群落
4;?

#

$

例黏膜样本未提取出微生物群落
4;?

#

总微生物群落
4;?

提取率为
(0&1G

)

?&@

!

5#+O

Z

测序数据结果
!

各组样本的测序情况#

'

组
A3a

数"样本*

?@\

指数*

@QM"$

指数比较#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见表
1

)丰度最高的为变形细菌门$

8N"PO">MDPON#M

&#其

余丰度最多的
'

个门分别为厚壁菌门$

7#NH#DTPO+

&#拟杆菌门

$

CMDPON"#!OPO+

&和放线菌门$

?DP#,">MDPON#M

&)占比超过
$G

的

其他稀有细菌门类群中#同一类型的结石患者的结石和黏膜成

比较为一致#而不同类型的组成差异较大#见图
$

*

1

)

图
1

!!

不同类型的结石黏膜优势菌门的分布

10(

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
-

期
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所有的样本进行热图分析#可看出样本主要分两类#结石

和黏膜样本分别聚集在不同支#且在不同细菌类群上有明显差

异分布)细菌分布较集中的是胆固醇结石#在大多数差异大的

类群有较高的分布#而胆色素结石的细菌主要集中在
8+OT!".

H",M+

*

+PTPVON#

和
\,PON"D"DDT+

类群#见图
'

)

图
'

!!

全部
A3a

水平进行热图分析

@

!

讨
!!

论

!!

本研究通过
:IITH#,M5#+O

Z

测序对胆囊内微生物群落样

本进行分析#发现香农指数*

@QM"I

指数和
?@\

指数在不同类

型结石组间#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#且同一类型结石

组黏膜和微生物群落
?@\

指数和
@QM"$

指数差异也有统计学

意义$

!

$

%&%2

&)同一组内结石和黏膜样本#微生物群落菌群

多样性都有明显的个体差异)总体规律为#在胆固醇结石和胆

色素结石组胆囊黏膜样本的生物多样性指数显著高于其对应

的结石样本#而混合性结石组则相反)

同一类型患者的结石和黏膜胆囊微生物群落多样性构成

比较相似#而不同类型患者的结石和黏膜胆囊微生物群落多样

性构成比差异较大)在微生物门*纲*目这些较高分类水平上

结石和黏膜微生物群落多样性分布并不是很高#而在属种水平

则表现出了丰富的多样性)笔者发现#由于稀有菌群比例较

大#导致即使在胆固醇含量高于
(%G

的胆固醇结石和黏膜中#

胆囊微生物群落也显示多样性分布#且有极为复杂的群落分

布)根据
:IITH#,M5#+O

Z

测序分析#由于个体变异性的存在可

能导致胆囊微环境中的微生物群落有着极大的分散性和差异

性)但由于样本量较小#还需大样本量去证实)而目前惟一能

够肯定的是由于胆囊对胆汁的浓缩功能#胆汁中含有一些物

质#如胆汁酸盐*胆固醇和微量元素#可作为电子受体或营养物

质支持细菌生长代谢#并使结石细菌群落表现出多样性'

1.$%

(

)

本研究尚有许多不足之处!$

$

&未将与胆囊微生物群落密

切相关的肠道微生物群落纳入研究#进行关联分析)$

1

&未探

讨胆囊结石形成过程中胆囊微生物群落的动态变化过程)$

'

&

未涉及胆囊微生物群落与宿主的相互关系)

低浓度的微生物群落通过局部免疫机制对胆囊黏膜微环

境产生影响#可进一步研究结石形成及发生*发展过程中胆囊

微生物群落的生态作用)
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