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肠道菌群参与慢性便秘发生发展机制的研究
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揖摘要铱 目的 探索影响慢性便秘的优势菌群及其分布特征遥方法 选取慢性便秘病例患者和

健康对照 23 例分别纳入便秘组与对照组袁 内镜下用无菌活检钳分别钳取升结肠和降结肠黏膜各 2
块渊>100 ng冤袁采用 16S rDNA 测序技术进行检测遥 结果 对照组前十优势菌群的占比高于便秘组遥
其中袁对照组升结肠与降结肠的菌群分布非常接近袁而便秘组中施诺德格拉斯拉氏菌群在降结
肠渊0.012 936%冤中占比高于升结肠渊0.000 001%冤遥 对照组升结肠内菌群结构分布最为集中袁便秘组
升结肠菌群分布最为分散遥 在菌落组成的组内差异方面袁对照组差异较大袁便秘组差异较小袁且对照
组与便秘组菌落组成相似度不高遥 对照组与便秘组的菌群复杂度在组间及组内均无明显差异遥 结论
慢性便秘患者肠黏膜菌群丰度下降袁且菌群的组成明显不同于健康者袁主要表现为变形菌门袁肠杆菌
的减少袁拟杆菌的增加袁致病机制可能是肠道菌群失调引起菌群代谢产物渊组学冤的改变遥
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To explore the dominant flora and its distribution characteristics affecting
chronic constipation. Methods Sequence-specific 16S rDNA detection was employed to detect the difference
of intestinal flora between 23 patients with chronic constipation渊CC冤 and 23 health controls渊HCs冤. Ascend鄄
ing and descending colon mucosal tissues were taken and transferred to a -80益 refrigerator for preservation.
Results The proportion of the top 10 dominant bacteria in the HCs was higher than that in patients with CC.
Among them, the flora distribution of ascending colon and descending colon in the HCs was similar, while the
Snodgrassella flora was richer in descending colon 渊0.012 936%冤 than in ascending colon 渊0.000 001%冤 of
the patients with CC. The intestinal flora distribution was most concentrated in ascending colon of HCs, while
the intestinal flora distribution was most dispersed in in ascending colon of patients with CC. Referred to the
bacterial colonies, it was similar in the patients with CCs and very different in HCs. The similarities of the
bacterial colonies between the health group and the constipation group were not high. There was no significant
difference in the bacterial complexity between the HCs and the patients with CC. Conclusion The
abundance of intestinal mucosal flora in patients with CC was decreased, and the composition of intestinal
mucosal flora was significantly different from that of HCs . The principal manifestation was reduction of
proteobacteria and enterobacteria, and increase of bacteroides. The pathogenic mechanism may be the change
of microbial metabolites 渊omics冤 caused by intestinal flora imbalance.
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慢性便秘渊chronic constipation袁CC冤是一种多
因素导致的常见胃肠道疾病袁 临床常表现为排便
困难尧排便次数减少及粪便干硬等袁病程通常为 6
个月以上遥 中老年及女性患病率较高咱1-3暂遥 慢性便
秘诱导的多类并发症严重影响着患者的健康与生

活袁严重者可致死咱4-6暂遥 多项研究显示袁便秘与患者
肠道菌群结构密切相关袁 参与慢性便秘的发生发
展过程咱7,8暂遥 研究表明袁肠道菌群不仅可通过模式
识别受体途径激活炎症反应通路袁 也可通过其代
谢物如短链脂肪酸直接或间接的影响消化道的动

力尧黏膜敏感性等咱9暂遥 前期大量的研究均以患者粪
便作为对象袁 但是粪便微生物的组成并不能完全
代表便秘患者肠道黏膜微生物构成的真实情况遥
为更为真实地模拟肠道菌群的构成袁 本研究拟通
过 16S rDNA 基因测序的方法比较慢性便秘患者
与健康人群的肠道菌群结构差异袁 探索影响慢性
便秘的优势菌群及其分布特征袁 以期为慢性便秘
的诊治提供相应的理论基础遥
1 资料与方法

1.1 研究对象 本研究采用病例对照研究设计袁
纳入慢性便秘患者和健康对照各 23 例袁所有患者
均同意参与并签署知情同意书遥 根据功能性便秘
罗马郁的诊断标准将患者分为便秘组与对照组遥

便秘组院根据自愿原则袁从临床招募患有慢性
便秘的患者 23例遥所有便秘组患者均能完善全结
肠镜检查袁年龄范围为 19~63 岁袁其中男性 10例袁
女性 13例袁均明确诊断为慢性便秘的患者遥 疾病
的诊断标准渊便秘罗马郁诊断标准冤院诊断前患者
临床相关症状出现时间逸6 个月袁 且 3 个月内出
现症状必须同时满足以下 3个条件院 淤出现排便
困难渊以下标准至少符合 2 项冤院a冤每 4 次排便中
存在 1 次排便困难曰b冤 排便 4 次中至少有 1 次的
形状为干球粪或硬粪曰c冤排便 4 次中至少有 1 次
存在排便不尽曰d冤 每 4 次排便中至少有 1 次直肠
梗阻渊或堵塞冤感曰e冤每 4 次排便中至少有 1 次需
手法辅助排便曰f冤每周排便少于 3次遥 于不用泻药
时很少出现稀便遥 盂不满足肠易激综合征的诊断
标准遥

对照组院以年龄尧性别尧体质量指数渊body mass
index袁BMI冤相匹配的体检患者遥 对照组受试者年
龄范围为 27~48 岁袁其中男性 12 例袁女性 11 例袁
均明确诊断未患有慢性便秘遥 出现以下症状者不

纳入对照组院 淤6 个月内有明显的消化道和其他
躯体症状者曰于小于 18 岁或大于 60 岁曰盂不能耐
受结肠镜检查曰榆有手术病史曰虞6 个月以内使用
过抗生素尧激素等影响肠道微生态的制剂遥
1.2 研究方法

1.2.1 人口学基本特征调查 采用自编问卷袁了
解调查对象的人口学基本特征袁包括性别尧年龄尧
身高尧体重等信息遥
1.2.2 肠道菌群的样本采集和分析

1.2.2.1 肠黏膜标本收集 在确定便秘组与对照

组患者后袁对所有受试人员进行结肠镜检查遥在内
镜下用无菌活检钳分别钳取升结肠和降结肠黏膜

各 2 块渊>100 ng冤袁用无菌针头挑入 2 ml 冻存管袁
立即转入-80益冰箱保存遥
1.2.2.2 16S rDNA测序 冻存肠黏膜样本送至北

京诺禾致源科技股份有限公司渊北京冤进行 16S rDNA
测序遥采用 CTAB的方法提取黏膜样本的 DNA袁检
测其纯度与浓度后用无菌水稀释至 1 ng/滋l咱11暂遥 合
格样品与其特异性引物配置 PCR 反应体系袁设置
对应的 PCR参数进行 PCR扩增袁对其产物进行混
样和纯化遥 使用 TruSeq誖 DNA PCR-Free 样品制
备试剂盒渊Illumina袁美国冤进行文库构建袁构建好
的文库经过 Qubit和 Q-PCR定量袁文库合格后袁使
用 NovaSeq6000 进行上机测序遥 下机数据根据条
码序列和 PCR 扩增引物序列特异性标记为不同
样本的数据袁 去除条码序列和引物序列后使用
FLASH 软件渊V1.2.7冤对各样本序列进行拼接袁得
到原始序列咱12暂遥原始序列经过严格的过滤后袁去除
低质量的序列和嵌合体序列袁 得到最终的有效数
据咱13-15暂遥
1.2.2.3 测 序 数 据 分 析 使 用 Uparse 软 件
渊V7.0.1001冤对所有有效序列进行聚类分析袁将一
致性达 97%的序列聚类成为操作分类单元袁 同时
筛选操作分类单元的代表序列袁 使用 Mothur方法
与 SILVA132 的 SSUrRNA 数据库对其进行物种注
释咱16-18暂遥 分别在界门纲目科属种层面上统计各样
本的群落组成袁并使用 MUSCLE 软件渊V3.8.31冤进
行快速多序列比对袁 得到所有操作分类单元代表
序列的系统发生关系咱19暂遥 最后对各组数据进行均
一化处理后进行 alpha 多样性分析尧beta 多样性尧
环境因子关联分析等遥
1.3 统计学处理 数据运用 SPSS 19.0 进行统计
软件分析袁 计量资料 渊两组人群的身高尧 体重尧
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BMI尧每周排便次数尧便秘时间指标冤均采用均数 依
标准差表示袁 样本比较采用 t检验遥两组样本的菌
群差异性比较均采用非参数检验 渊Mann-Whitney
U 秩和检验冤袁采用多元线性回归和 Logistics 回归
探索肠道微生态影响慢性便秘发病的因素遥
2 结果

2.1 样本人口学特征 便秘组及对照组患者各

23例袁其基本信息见表 1遥便秘组与对照组患者的
年龄尧体重和 BMI之间均无统计学差异遥

2.2 两组优势菌群比较 对 92 个样本的 16S
rDNA 测序分析共获得了 8 480 517 个原始序列
通过对序列拼接袁 平均每样品测得 92 180 条序
列袁经过质控平均得到 78 930 条有效数据袁质控
有效数据量达 59 671袁 质控有效率达 65.11%
渊56.69%~91.61%冤遥 有效数据中测序错误率小于
0.1% 的 碱 基 平 均 占 比 为 91.91% 渊89.4% ~
94.63%冤遥 以 97%的一致性将序列聚类成为操作
分类单元渊operational taxonomic units袁OTUs冤袁共得
到 9684 个 OTUs袁其中袁能注释到数据库的 OTUs
数目为 7103渊73.35%冤袁注释到界门纲目科属种各
水平的比例与优势菌群如表 2 所示遥 便秘组患者
的 OTUs数目渊5973冤小于对照组渊7314冤袁其中二者
重合的 OTUs数目为 3684遥
2.3 两组优势菌群组成分析比较 筛选组内不

同部位及组外丰度前 10 的优势菌群进行了差异
分析遥 在属水平渊图 1冤袁对照组丰度最高的菌群为
不明肠杆菌科袁而便秘组为拟杆菌属遥 同时袁在对
照组中袁前 10 位优势菌群的占总菌群比高于便秘
组遥其中袁对照组升结肠与降结肠的菌群分布非常
接近袁 而便秘组中施诺德格拉斯拉氏菌群的占比
在升结肠渊0.000 001%冤和降结肠渊0.012 936%冤中
差异很大遥
2.4 两组菌群结构及复杂性分析比较 为分析

便秘组与对照组菌落结构差异 袁 对其进行了
PCoA尧PCA尧NMDS及 UPGMA分析遥样本间距离代
表其物种组成结构相似度 渊图 2冤遥 PCoA 结果显
示袁对照组升结肠组内数据最为接近袁而便秘组升
结肠数据最为分散曰 对照组与便秘组菌落组成相
似度不高遥 PCA结果显示袁对照组菌落组成组内差
异很大袁便秘组菌落组成组内差异很小遥 NMDS结
果显示袁便秘组菌落组成组内差异很小袁且对照组
与便秘组菌落组成相似度不高遥 UPGMA的聚类结
果也同样支持 NMDS的结果遥

对不同样本在 97%一致性阈值下的样本复杂度
分析指数渊shannon指数尧simpson指数尧chao1指数尧
ACE 指数尧goods_coverage 指数尧 谱系多样性冤进
行统计袁见表 3渊均一化时选取的数据量院分界值=
36 313冤遥 结果显示袁对照组与便秘组的组内差异
均无显著性差异袁而对照组与便秘组无显著组间差异遥
3 讨论

结肠黏膜菌群的比较分析结果显示袁 在门水
平上袁 厚壁菌门尧 变形菌门和拟杆菌门为优势菌
群袁占总菌群数量的 80%以上袁行使肠道菌群对宿
主影响的主要功能遥在便秘组中袁变形菌门的占比
较对照组显著下降袁而拟杆菌门显著上升袁厚壁菌
门无明显差异遥 Dandan等咱19暂通过构建脾虚便秘小

项目

年龄渊曾依泽袁岁冤
体重渊曾依泽袁kg冤
体质量指数渊曾依泽袁kg/m2)
排便频率渊曾依泽袁次/d冤
每周排便次数渊曾依泽袁次冤
每次排便时间渊曾依泽袁min冤
病程时间渊曾依泽袁月冤

便秘组

37.65依12.72
61.61依12.59
22.64依3.58
4.80依1.67
1.51依0.34

17.13依8.08
86.78依71.11

对照组

38.30依5.12
61.72依12.36
22.82依3.51
1.17依0.29
6.43依1.19
8.52依3.84

NA

P
0.824
0.977
0.867

<0.001
<0.001

0.003
NA

表 1 纳入样本的基线资料

注释水平

界

门

纲

目

科

属

种

注释比例(%)
73.35
58.55
54.82
49.49
44.00
26.66
8.53

优势菌群

NA
厚壁菌门尧变形菌门尧拟杆菌门
梭状芽孢杆菌尧酌-变形菌尧类杆菌
梭状芽孢杆菌尧肠杆菌尧类杆菌
肠杆菌科尧毛螺旋菌科尧普雷沃氏菌科
不明肠杆菌属尧梭杆菌属尧不明钩端螺旋菌科
大肠埃希菌尧梭杆菌尧梭杆菌 _sp_RMA_1065

表 2 注释水平及优势菌群

图 1 各组中丰度前 10 位的优势菌群渊属水平冤

对照组
升结肠

对照组
降结肠

便秘组
升结肠

便秘组
降结肠
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鼠模型研究便秘对肠道菌群的影响袁 发现变形菌
门的占比显著降低遥 黄林生等咱20暂对便秘患者与健
康人群的粪便样品进行了比较分析袁 结果显示变
形菌门的占比显著降低遥Liu等咱21暂构建了大鼠便秘
模型袁 显示便秘组中拟杆菌的占比发生了显著变
化遥本研究与前期研究结果相似袁表明变形菌门和
拟杆菌门作为便秘患者的优势菌群袁 在便秘发生
机制中发挥着重要的作用遥

在属水平上袁不明肠杆菌科尧不明毛螺菌科及

拟杆菌属为优势菌群遥其中袁便秘组中不明肠杆菌
科渊16.5%冤占比相较于对照组渊6.5%冤显著下降袁
而拟杆菌属渊16%冤的占比相较于对照组渊9.5%冤显
著上升遥结果表明袁优势菌群不明肠杆菌科和拟杆
菌属的含量变化可能是导致慢性便秘的诱因之

一遥值得一提的是袁在便秘组降结肠中施诺德格拉
斯拉氏菌群的占比达 0.012 936袁而在便秘组升结
肠和对照组中几乎没有遥 提示施诺德格拉斯拉氏
菌群在降结肠中的增加可能是引发慢性便秘的重

分组

便秘组升结肠

便秘组降结肠

对照组升结肠

对照组降结肠

观察到的菌群

604
614
742
778

shannon指数
5.113
5.224
5.080
5.009

simpson指数
0.903
0.911
0.885
0.882

chao1指数
764.323
793.425
977.918

1014.376

ACE指数
793.052
821.480

1022.161
1061.713

goods_coverage指数
0.995
0.995
0.993
0.993

谱系多样性

109.410
125.148
144.974
165.279

表 3 样本复杂度分析

图 2 主坐标尧主成分尧非度量多维标度及非加权组平均法分析
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要原因之一遥目前尚无相关报道袁该发现可能为慢
性便秘机制的研究提供新方向遥

对菌群结构的差异分析表明袁 便秘组的菌群
结构组内差异很小袁而对照组组内差异较大曰而便
秘组和对照组菌群结构相似度不高袁 对照组中前
10位优势菌群的占总菌群比高于便秘组遥 结果表
明袁 相较于健康人袁 便秘患者的菌群结构更为复
杂袁种类更多及不够稳定遥菌群结构变化大会影响
宿主健康状态遥

本研究采用宏基因组学的研究方法对肠道菌

群进行测序袁 将差异菌群由传统的门和属水平进
一步聚焦在种水平进行比较袁 在方法学上具有一
定的优势遥 本研究通过对便秘组和对照组之间的
比较确定便秘人群和存在特征性差异的菌群但仍

有不足之处袁首先每组纳入的人群数量较少袁其次
未能将饮食结构尧 个体差异性等影响菌群结构的
因素进行综合考虑遥

综上袁 本研究采用宏基因组学的研究方法对
肠道菌群进行测序袁 发现便秘患者肠黏膜菌群丰
度下降袁且组成与健康对照组有显著差异袁主要表
现为变形菌门肠杆菌的减少袁拟杆菌的增加袁致病
机制可能是肠道菌群失调引起菌群代谢产物 渊组
学冤的改变袁具有机制有待进一步研究遥 随着对慢
性功能性便秘的微生态研究和治疗进一步深入袁
从肠道微生态的角度揭示疾病的发生机制以及利

用肠道微生态进行治疗将是一个热点方向遥
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