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慢性萎缩性胃炎薄白苔微生物的群落结构组成分析
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$李福凤#

$周小芳#

$邹$璐#

$李$雪#

$李$娜&

$孙祝美&

摘要$目的$分析慢性萎缩性胃炎"

':H

#薄白苔微生物群落结构组成$ 方法$选择
':H

患者组"

&"

例%均为薄白苔#和健康人对照组"健康组%

&"

名%均为薄白苔#%采用
#%I JK4:

基因测序技术对
':H

患者

薄白苔的菌群结构进行研究和分析$ 结果$"

#

#健康人组和
':H

患者组薄白苔中微生物优势菌结构组成

相似$ 其中%在属分类水平上 "相对含量
L "

!

8M

#%薄白苔中优势菌属依次为链球菌属 "

!#

!

58M

%

6

!

""M

#&奈瑟氏菌属 "

#6

!

$5M

%

#

!

!#M

#&韦荣球菌属 "

%

!

&"M

%

#

!

#"M

#&普雷沃菌属 "

&

!

$!M

%

"

!

#6M

#&纤毛菌属"

&

!

5$M

%

#

!

8&M

#&莫拉菌属"

"

!

%6M

%

"

!

!#M

#等'"

!

#

8

种菌属的含量在
':H

患者

组和健康组中存在显著差异$

':H

患者中的莫拉菌属&韦荣球菌属&纤毛菌属含量明显增加"

N O"

!

"8

#%链

球菌属和拟普雷沃菌属显著减少"

N O"

!

"#

%

N O"

!

"8

#'"

&

#将优势菌群的含量前
&8

名的菌属绘成热图发

现%健康人组薄白苔中链球菌属&拟普雷沃菌属&普雷沃菌#

7

属&轮生菌属&糖化菌属含量明显居高'

':H

组

薄白苔则以梭菌属&劳特罗普氏菌属&嗜沫杆菌属&口腔杆菌属&巨球形菌属&弯曲菌属&口腔毛绒厌氧杆菌

属&纤毛菌属&韦荣球菌属的含量明显居高$ 结论$

':H

患者薄白苔与健康人薄白苔具有相似的核心菌群

骨架%但也存在一定的菌群结构差异%其可能与疾病发生有密切关系$

关键词$慢性萎缩性胃炎' 薄白苔'
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$$舌诊是中医传统的诊疗方法"中医学理论认为

'舌为心之外候"苔乃胃之明徵("'凡肠胃有病"必现

于舌苔(

)

#

*

+ 舌苔是观察脾胃变化的'窗口("可以通

过观察舌质,舌苔的变化来了解人体的生理功能和病

理变化)

!

"

&

*

+ 中医历来重视舌苔在辨证中的作用"因

此舌苔的研究越来越受到人们的重视+ 中医诊断认为

薄白苔指舌苔薄白而润"可为正常舌象"或为表征初

起"或是里证病轻的舌象+ 吴正治等)

6

*在对薄白苔的

细胞化学研究中发现"虽然同为薄白苔"但是正常薄白

苔和虚寒薄白苔在舌上皮细胞内化学成分含量具有显

著差异"说明不同状态下薄白苔的物质基础并不相同+

近年来"随着现代新的实验技术发展"对舌象的研究越

来越深入"但是关于薄白苔的研究却非常少+ 慢性萎

缩性胃炎$

CAJ1.>C =QJ1PA>C S=?QJ>Q>?

"

':H

% 属于中

医学'胃脘痛(的范畴"此病舌苔以薄白,黄腻或舌红

少苔为主+

':H

是由多种病因引起的以胃黏膜的慢

性炎症和固有腺体萎缩"伴有胃黏膜上皮和腺体的肠

化生为主要病理特征"以上腹部饱胀,疼痛,嗳气及食

欲不振等为主要临床表现的一种慢性胃部疾病)

8

*

+

本研究采用
#%I JK4:

基因测序技术以
':H

为切入

点"对薄白舌苔的菌群进行基因测序并分析"以了解薄

白舌苔菌落结构组成与特征+

资料与方法

#

$诊断标准$参照
!"#!

年中华医学会消化病

学分会制定的-中国慢性胃炎共识意见$

!"#!

年"上

海%.

)

%

*

"结合胃镜诊断与病理组织学诊断结果确诊

为
':H

+

!

$纳入和排除标准$纳入标准#$

#

%符合
':H

西医诊断标准&$

!

%年龄
#5 d 5"

岁+ 排除标准#$

#

%

合并胃息肉,胃出血,胃癌及肠道疾病患者&$

!

%合并

严重的肝,心,肾,肺,脑等脏器疾病或精神病患者&

$

&

%妊娠或准备妊娠妇女"哺乳期妇女&$

6

%过敏体质

或多种药过敏的患者+ 剔除标准#$

#

%资料采集数据

有缺失者&$

!

%

D4:

提取量不足"无法支持后续测序

者&$

&

%

#

个月内服用抗生素者+

健康对照组纳入标准#选择无全身各系统器质性

病变"并排除近
#

个月内舌,口,鼻,咽等局部病变"舌

质淡红,舌苔薄白而润者为健康人对照组+

&

$舌苔分类标准$参照-中医诊断学.舌苔分类

标准)

7

*

+ 于上海中医药大学附属曙光医院脾胃科病

房及胃镜室进行样本采集"由
!

位中医师采用盲法判

读舌象&同时采用
DbX

#

!

型舌面诊数字化分析仪$上

海中医药大学自行研制%自动检测判读舌象+ 最后选

用判读一致者+

6

$一般资料$

!"#8

年
$

月/

!"#%

年
#!

月在

上海中医药大学附属曙光医院,岳阳医院就诊并确诊

为
':H

患者"舌苔为薄白苔者
&"

例+健康人对照组

&"

名"来源于上海中医药大学在校教师及学生+ 其

中"

':'

薄白苔组$简称
':H

组%"男性
#6

例"女性

#%

例"年龄
&! d 76

岁"平均$

65

!

!&

%

#8

!

8&

%岁&健

康人对照组$简称
T'

组%"男性
#&

名"女性
#7

名"年

龄
!7 d8%

岁"平均$

66

!

!#

%

5

!

7!

%岁+ 两组之间男

女比例和年龄分布比较差异无统计学意义 $

N L

"

!

"8

%+ 本研究经上海中医药大学伦理委员会批准

$

413!"#6

科研备一号%+

8

$舌苔样本采集$嘱患者用
#"" <W

生理盐水

漱口
!

&

&

次后"使用消毒的金属小匙在患者舌苔较厚

部位刮取适量舌苔样本"采集后立即置于碎冰中保存"

待全部采样结束后"统一放置于"

5"

'冰箱冷冻保存

备用+

%

$

)22-<>.= T>I/a

测序方法$对舌苔微生物总

D4:

进行抽提"抽提后的
D4:

进行纯化"

#M

琼脂糖

电泳的方法对
D4:

进行定量"

D4:

样品储藏在

"

!"

'冰箱待用+ 对细菌
#%I JK4:

基因
06

高变

区进行扩增"引物序列如下#

8#8X

$

H*H'':H'

#

,H''H'HH*::

%和
5"%K

$

HH:'*:'T0HHH*

#

+*'*::*

%"

N'K

的设置如下#变性温度
$8

'"

&" ?

"

&"

循环"退火温度
88

'"

&" ?

"

&"

循环"延伸温

度
7!

'"

&" ?

"

&"

循环"最后终末延伸
7!

'"

8 <>.

+

N'K

扩增后用
!M

琼脂糖电泳检测"然后上机后采用

)22-<>.= T>I/a

平台进行测序+

7

$数据的分析与统计

7

!

#

$测序数据处理$采用
)22-<>.= T>I/a

测序
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%

平台得到原始数据"称为
K=U N;

"进行拼接,质控,嵌

合及过滤"得到可用于后续分析的有效数据"对所有样

品的有效数据进行聚类"以
$7M

的一致性将序列聚类

成为
E*V?

"用
HJ=PAN=[ NJ>?<8

软件统计"数据用

\

%

?

表示"采用方差分析及
Q

检验"

N O"

!

"8

为差异

有统计学意义+

对
E*V?

的代表序列进行物种注释"将样品中的

E*V?

按相对丰度由大到小排序得到对应的排序编

号"利用
K

语言工具制作曲线图"以
E*V?

的排序编

号为横坐标"

E*V?

中的相对丰度为纵坐标"将这些

点用折线连接"绘制得到等级聚类曲线$

K=.e :`-.

#

[=.C/

曲线%"可直观地反映样品中物种的丰富度和

均匀度)

5

*

+

7

!

!

$物种注释和相对丰度$根据
E*V?

得到物

种注释结果"数据用
\

%

?

表示"根据其结果"选取每个

样品属水平$

H/.-?

%上丰度排名前
#"

的物种"基于

Q=\f?-<<=J^f=

文件夹中的数据表"利用
K

语言工

具作图"生成物种相对丰度柱形累加图"以便直观查看

各样品在不同分类水平上相对丰度较高的物种及其

比例+

7

!

&

$舌苔样本优势菌群对比$用
HJ=PAN=[

#

NJ>?<8

软件统计"数据用
\

%

?

表示"采用方差分析

及
Q

检验"

N O"

!

"8

为差异有统计学意义"比较两组

优势菌属含量+

7

!

6

$分析物种丰度$根据物种注释的结果"通

过
K

语言
0/S=.

包来绘制
T/=Q<=P

图+

T/=Q<=P

图是根据样本间丰度的相似性进行聚类"以颜色梯度

不同来表征数据大小"在
T/=Q<=P

图上"可见高丰度

与低丰度物种分块聚集"直观地呈现群落物种组成信

息+ 本研究
T/=Q<=P

图的绘制"将优势菌群的数量

扩大到前
&8

名的菌属"根据样本在属水平的物种丰

度信息"从物种和样本两个层面聚类"绘制成热图"越

接近蓝色表示丰度越小"越接近红色则表示丰度越大+

结$$果

#

$舌苔样本的
)22-<>.= T>I/a

测序数据及分析

结果$图
#

"表
#

%$

)22-<>.= T>I/a

测序中"

7

例舌苔

样本的
D4:

提取量不够无法支撑测序而剔除+

8&

例

舌苔样本中
':H

组
!5

例和
T'

组
!8

名+ 两组所测

得的原始数据数和总
E*V?

数相仿"差异无统计学意

义$

N L"

!

"8

%"而有效数据两组略有不同"其中
T'

组

的有效数据数比较多"但两组比较差异无统计学意义

$

N L"

!

"8

%+

采用
K=.e :`-.[=.C/

曲线直观反映舌苔菌落的

丰富度和均匀度$图
#

%+ 在水平方向上"物种曲线在横

轴上的跨度逐渐扩大&在垂直方向上"曲线渐趋平缓"表

明舌苔样本物种分布均匀"抽样充分"采集数量足够识

别大多数舌苔中的细菌种类"可以进行数据分析+

图
#

#等级聚类曲线

!

$苔样本物优势物种相对丰度$图
!

%$在属分

类水平上$相对含量
L"

!

8M

%"薄白苔中优势菌属依

次为链球菌属 $

!#

!

58

%

6

!

""

%

M

, 奈瑟氏菌属

$

#6

!

$5

%

#

!

!#

%

M

,普雷沃菌属$

&

!

$!

%

"

!

#6

%

M

,莫

拉菌属 $

"

!

%6

%

"

!

!#

%

M

,韦荣球菌属 $

%

!

&"

%

#

!

#"

%

M

,纤毛菌属$

&

!

5$

%

#

!

8&

%

M

等+ 每个样品

中的菌属含量不太相同"舌苔菌落结构中的优势菌

属主要为链球菌属,奈瑟氏菌属,普雷沃菌菌属,韦

荣球菌属,莫拉菌属等"构成了舌苔微生物菌落骨架

结构+

&

$舌苔样本优势菌群含量比较$表
!

%$对比优

势菌属在两组中的含量"结果显示有
8

种菌属的含量

发生明显变化"分别为链球菌属,拟普雷沃菌属,莫拉

菌属"韦荣球菌属,纤毛菌属+ 其中链球菌属属于在健

康人口腔的定植菌所占比例最大+ 与
T'

组比较"

':H

组链球菌属和拟普雷沃菌属含量明显下降

$

N O"

!

"#

"

N O"

!

"8

%&莫拉菌属,韦荣球菌属,纤毛菌

表
#

#两组
)22-<>.= T>I/a

测序数据预处理统计及质控数据预处理统计结果比较$$

\

%

?

%

组别 例数 原始数据数 有效数据数 总片段数 总
E*V?

数

T' !8 7" $&$

%

% %85 %7 "5#

%

8 $$! %! !8!

%

$ 8#5 5!7

%

#6!

':H !5 %5 88"

%

$ 5#% %# %!6

%

5 5&! %# 775

%

$ #&" 5"&

%

###
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!

%

!!""##!

图
!

#属水平物种相对丰度表

表
!

#两组属水平优势菌群分布比较#$

M

"

\

%

?

%

组别 链球菌属 奈瑟氏菌属 拟普雷沃菌属 莫拉菌属 韦荣球菌属 纤毛菌属

T' !8

(

#5

%

%

(

7# #6

(

!6

%

#

(

!6 6

(

#8

%

"

(

$! "

(

65

%

"

(

"# 6

(

%!

%

!

(

%8 #

(

$#

%

"

(

56

':H

#5

(

7%

%

7

(

#"

!!

#8

(

#"

%

!

(

75

&

(

5!

%

"

(

58

g

"

(

5!

%

"

(

#"

g

7

(

6%

%

6

(

5#

g

8

(

6&

%

#

(

6#

g

$$注#与
T'

组比较"

!

N O"

!

"8

"

!!

N O"

!

"#

属含量显著增加$

N O"

!

"8

%+

6

$舌苔样本最大丰度排名
*1P&8

的物种相对丰

度$图
&

%$两个组别中丰度最大前
&8

种菌属的表达

量明显不同"

T'

组以拟普雷沃菌属,链球菌属,普雷

沃菌#

7

,轮生菌属,糖化菌属含量明显居高"且与
':H

组差异明显&

':H

组则以梭菌属,劳特罗普氏菌属,嗜

沫杆菌属,口腔杆菌属,巨球形菌属,弯曲菌属,口腔毛

绒厌氧杆菌属,纤毛菌属,韦荣球菌属的含量明显居高

并与
T'

组差异明显+

讨$$论

在中医学四诊中"舌诊是最具有代表性的诊断方

法之一"通过舌苔,舌质及舌态等方面的各种现象来获

取诊断资料"从中发现规律"为辨证论治提供科学

依据+

近些年来"随着宏基因组学的兴起"对微生态和疾

病的联系的研究不断涌现出结果"人体微生物在心血

管疾病)

$

*与胰腺癌)

#"

*等疾病的发生与发展中起到不

同程度的作用+ 有研究者认为"人体的生理病理代谢

特性是人体基因与体内微生物种群的基因共同作用的

结果)

##

*

+ 如赵立平课题组)

#!

"

#&

*发现肠道菌群失调与

肥胖息息相关"并成功分离出导致肥胖的细菌&

T-22=J

,:

等)

#6

*及
+1.S IT

等)

#8

*认为肠道微生物与癌症

有密切关系"某些细菌菌种直接启动胃肠道恶性肿瘤+

作为人体四大细菌聚集地之一的口腔"携带最为多样

化的 微 生 物 族 群" 包 括
_=CQ/J1>[/Q/?

"

IP>J1

#

CA/=Q/?

"

X>J<>C-Q/?

等)

#%

*

"在人体的健康,疾病,药

物代谢等过程中都起着重要作用+ 孙静华等)

#7

*则发

现"包括
':H

患者的胃癌前病变患者的口腔中龈下

菌斑的细菌多样性略高于健康人+ 研究表明"舌苔中

的微生物族群结构特征与疾病密切相关)

#5

*

"中医薄白

苔指舌苔薄白而润"可为正常舌象"或为病症初起或病

症较轻的舌象+ 那么同为薄白苔"在健康状态$

T'

组%和疾病状态$

':H

组%的菌群结构有何不同0 在

本研究中采用
#%I JK4:

基因测序方法来研究薄白

苔群落结构组成"分析健康人和
':H

患者的薄白苔

的菌群差异+

#%I JK4:

位于原核细胞核糖体小亚基上"包括

#"

个保守区域和
$

个高变区域"其中高变区具有属或

种的特异性"随亲缘关系不同而有一定的差异+ 因此"

通过对
#%I JK4:

进行扩增和测序"可以揭示生物物

种的特征核酸序列"通常是选择某个高变区域"利用通

用引物进行
N'K

扩增"然后对高变区进行测序分析

和菌种鉴定"

#%I JK4:

基因测序技术是研究细菌群

落组成结构的重要手段)

#$

"

!"

*

+

#%I JK4:

扩增子测

序技术可以做作为揭示生物物种的特征核酸序列"被

认为是最适于细菌系统发育和分类鉴定的指标)

!#

*

+

该技术被证实是研究菌群结构的一种有效手段"在揭

示菌群遗传多样性和种群差异方面具有独特优势"以

D4:

的序列多样性反映物种的多样性"从而克服培养

方法的局限性"可以比较客观,全面,快速地分析菌群

的结构组成"可以实现对同一菌群结构随着疾病发生发
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%

图
&

#在属分类水平上的最大丰度排名
*1P&8

的物种相对丰度热图

展而变化的动态跟踪"也可以对健康和疾病患者进行

比较+

本研究结果表明"薄白苔中微生物优势菌结构组

成相似+ 在属分类水平上"薄白苔中优势菌属为链球

菌属,奈瑟氏菌属,普雷沃菌属,莫拉菌属,韦荣球菌

属,纤毛菌属等"与以往的文献报道相似)

!!

*

+ 这说明

薄白苔中的微生物组成具有核心的菌群骨架"构成薄

白苔的最基本的组成+ 同为薄白苔"通过统计分析可

知"

8

种优势菌的含量在健康人和
':H

患者中具有显

著差异+ 如链球菌属和拟普雷沃菌属在
':H

含量显

著下降&莫拉菌属,韦荣球菌属,纤毛菌属在
':H

组中

含量显著增加+ 这些充分说明"薄白舌苔中的优势菌属

的核心菌群骨架组成类似"但健康状态和疾病状态下舌

苔的优势菌含量并不相同"这可能跟疾病的发展有密切

的关系+ 这也与吴正治等)

6

*在对薄白苔的细胞化学研

究中发现类似+ 随着疾病的产生"舌苔菌群的组成和含

量也会发生相应的变化"但究竟是疾病引起菌群的变

化"还是菌群的变化导致疾病的产生"这需要后期的进

一步研究+

利益冲突#无+
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