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肠道菌群对人体
的健康起着保护
作用 ,  但是菌群
在数量、种属、
比例等方面失调
与疾病的发生有
关 ,  随着检测技
术的进展 ,  对肠
道菌群的认识也
在不断推进 ,  本
文就几种常用的
分子生物学技术
检测方法作简要
阐述.  
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Abstract
There are a large number of microorganisms 
in the human intestine, and they play an 
important role in digestion and absorption, 
energy metabolism, immune regulation, 
disease-resistant ability and so on, and are 
associated with the development of many 
diseases. The intestinal flora is of important 
significance for clinical treatment. This review 
focuses on a variety of molecular biology 
technologies for intestinal flora research, such 
as polymerase chain reaction (PCR), PCR-
based 16 S rDNA fingerprinting, fluorescence 
in situ hybridization, gene chip, metagenome 
sequencing and so on, as well as the prospects 
for the research of intestinal flora.
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■研发前沿
宏基因组测序为
后续研究肠道微
生 物 与 人 的 肥
胖、肠炎等疾病
的关系提供重要
的理论依据 .  已
有学者提出将宏
基因组学与代谢
组学结合 ,  通过
检测肠道菌群及
其代谢产物来评
价药物、食物等
对人体的功效. 

收、能量代谢、免疫调节、抗病能力等方
面发挥着重要作用, 与很多疾病的发生发展
相关. 研究肠道菌群对临床治疗具有非常重
要的意义. 本综述着重论述聚合酶链式反应
技术(polymerase chain reaction, PCR)、基于
PCR基础上的16S rDNA指纹图谱技术、荧
光原位杂交、基因芯片、宏基因组测序技
术等多种分子生物学技术在肠道菌群研究
方面的应用, 并对未来肠道菌群方面的研究
进行展望, 希望为临床研究提供参考. 

© The Author(s) 2016. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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核心提示: 分子生物学技术为菌群的研究提供

了一个新视角, 然而人类已经不仅仅满足于从

定性和定量的角度去分析肠道菌群的变化, 测
序技术使大规模菌群多样性研究成为可能.  
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0  引言

人的肠道中寄存着数量巨大、组成复杂的细菌

群, 也是人体最庞大、最复杂的微生物群落, 包
括大约30属1000多种细菌[1]. 一般情况下, 肠道

菌群与人体及外部环境保持着一个平衡状态, 
对人体的健康起着保护作用. 然而, 一旦菌群在

数量、种属、比例等方面失调, 这种平衡被打

破, 就可引起疾病. 比如, 有研究[2-4]发现溃疡性

结肠炎患者粪便中双歧杆菌的数量明显减少, 
肠球菌增加. 肝硬化患者肠杆菌科细菌明显增

多, 双歧杆菌和乳酸杆菌减少[5,6]. 同时, 许多疾

病也可以引起菌群的失调, 从而加重病情. 肠道

细菌的分析是一种非常复杂的工作, 随着检测

技术的进展, 对肠道细菌的认识也在不断推进. 
以下就几种常用的检测方法作简要分析. 

1  细菌培养

传统培养法是微生物鉴定的基本方法, 但存在

耗时长、培养要求高、影响因素多等问题. 更
重要的是, 因为有些微生物要求的生长条件苛

刻, 有些是绝对的严格厌氧菌, 还有些是在自

然环境中与其他微生物形成共生关系, 实验室

很难模拟自然环境的条件, 因而无法得到其纯

培养物; 而且细菌培养涉及多种培养基的选择

和对微生物的检测, 这在很大程度上取决于技

术人员的经验和技巧[7]. 此外, 培养法只能培养

活的细菌, 而死的细菌却无法计数, 因此, 培养

法得出菌群失调的理论不够精确. 而分子生物

学技术方法的出现则为这些细菌的检测提供

了可能, 他具有检测时间短、灵敏度高、结果

准确等优势, 弥补了传统培养法的诸多不足, 
被广泛地应用于肠道微生态生物研究[8]. 

2  聚合酶链式反应技术

聚合酶链式反应技术(polymerase chain reaction, 
PCR)是一种用于放大扩增特定DNA片段的分

子生物学技术, 主要通过变性、退火、延伸三

个步骤完成. 参与复制的主要因素有DNA聚合

酶、连接酶、引物、核苷酸原料等. 
2.1 针对16S rRNA/DNA的PCR 16SrRNA基因

是编码rRNA相对应的DNA序列, 存在于所有

细菌的基因组中, 具有高度保守性及变异性. 
根据保守性设计出细菌通用引物, 而可变区的

差异可以用来区分不同的细菌, 一个16SrRNA
的基因序列就代表着一种原核生物[9]. Tiveljung
等[10]使用16SrDNA扩增技术, 在克隆恩病患者

病变肠组织中检测到李斯特菌和大肠埃希菌, 
从而推测出菌群紊乱与发病有关. 但是该方法

存在一定的局限性

2.2 实时荧光定量PCR 实时荧光定量PCR(real-
time quantitative polymerase chain reaction, 
qRT-PCR)反应中, 引入荧光化学物质, 随着

PCR反应的进行, 产物不断累积, 荧光信号也

不断增强, 这时对荧光信号进行检测, 通过标

准曲线对未知模板进行分析, 从而实现对起始

模板的定量和定性分析. 因此, 与常规PCR相

比, 实时荧光定量分析具有特异性强、灵敏

度高、重复性好、自动化程度高的特点, 与
DGGE等传统分子技术相比, 该技术可定量到

种的水平, 具有其独特的优势[11]. 
国内已有学者建立了较为系统的包括硬

壁菌门菌等在内的9种肠道菌群及总量的荧光

定量PCR检测体系, 不仅可以检测肠道各菌群

的组成及特征, 还可以定量分析, 动态监测肠

道菌群的数量变化, 相对于之前的检测方法更

加系统和全面[12-14]. Li等[15]采用实时荧光定量

PCR研究急性重症胰腺炎大鼠肠道菌群的变
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■相关报道
国外Håkansson
采用 T- R F L P 分
析溃疡性结肠炎
(ulcerative colitis, 
UC)小鼠的肠道
菌群的多样性和
群落结构 ,  发现
肠道菌群发生了
改变 ,  从而证明
肠 道 菌 群 在 U C
的发病中起了一
定的作用.

化, 发现盲肠部位的大肠杆菌数量增多, 而乳

杆菌和双歧杆菌的数量大大减少. Kim等[16]采

用实时荧光定量PCR对30例功能性便秘患者

的研究发现, 他们肠道菌群的双歧杆菌和拟杆

菌的数量减少, 通过益生菌的治疗, 肠道菌群

可以恢复正常. 
2.3 基于PCR基础上的16S rDNA指纹技术

2.3.1 肠道细菌基因间重复序列-PCR: 肠道细

菌基因间重复序列(enterobacterial repetitive 
intergenic consensus, ERIC)是由Sharple等于

1990年在肠道细菌(霍乱弧菌V cho1erae除外)
基因组中发现的长约124-127 bp的非编码保

守重复序列, ERIC-PCR扩增产物的大小为

50-3000 bp, 每种菌株均存在着数目不等的各

自独特的电泳带型, 且主带型能够重复稳定出

现, 可用来区别不同种的细菌和同一种细菌

中不同菌株[17]. Di Giovanni等[18]于1999年首次

将这种ERIC-PCR技术应用到混合菌群群落

结构的分析研究上, 得到能够反映菌群组成差

异的、重复性好而又稳定的指纹图谱. 因此, 
ERIC-PCR的指纹图谱能很好地记录混合菌群

的微生物生态结构信息. 在医学研究中, 该技

术主要用来分析肠道菌群的多样性, 通过不同

样品间条带的分布、亮度和数量的变化, 推测

出菌群的变化, 也可回收DNA主带, 进行克隆

测序, 可知样品中的优势菌群, 探讨菌群与疾

病的关系. 鲁海峰曾采用ERIC-PCR的方法对

熊猫肠道微生物结构进行研究, 得到大熊猫不

同个体肠道微生物群落结构比较相似且稳定

的结论[19]. Li等[20]也采用ERIC-PCR技术研究

IBD患者的肠道菌群, 证明了健康人比IBD患

者的肠道菌群多样性更明显. 
2.3.2 变性梯度凝胶电泳 /T G G E-P C R: 变
性梯度凝胶电泳(dena tu r ing g rad i en t ge l 
electrophoresis, DGGE)技术是由Fischer于1979
年提出的一种用于检测DNA突变的电泳技术, 
起初主要用于医学上, Muyzer等[21]在1993年首

次将这项技术应用到微生物群落结构研究方

面, 发现其在研究微生物种群方面具有很大的

优势. 他既可以对比分析不同的微生物群落之

间的差异, 也可以研究同一微生物群落的变化

情况. DGGE的原理是使用具有化学变性剂梯

度的聚丙烯酰胺凝胶, 双链DNA片段在聚丙烯

酰胺凝胶电泳时的迁移行为主要取决于其分

子的大小和带电荷的多少, 使同样长度但序列

不同的DNA片段区分开来. DGGE分辨率高, 适
用于检测100-500 bp的片段, 不需同位素掺入, 
避免了同位素污染. 由于肠道微生物种类很多, 
只有占群落1%以上的种群才能被检测出来[21,22]. 
DGGE具有技术可靠、可重复、快速和容易操

作的特点, 可直接显示微生物群落中优势组成

成分, 可同时对多个样品进行分析[23,24]. 
周帅等[25]采用DGGE-PCR方法研究脓毒

症大鼠肠道菌群的变化, 发现回肠部大肠杆菌

增多, 乳酸菌和毛螺旋菌科细菌减少, 而结肠

部大肠杆菌和口腔普雷沃菌增加, 乳杆菌减少, 
证明了回肠和结肠的菌群发生显著改变, 不同

肠段的菌群变化规律也不同.
温度梯度凝胶电泳(temperature gradient 

gel electrophoresis, TGGE)技术的基本原理与

DGGE技术相似, 凝胶温度梯度呈线性增加, 可
以有效分离PCR产物及目的片段. TGGE技术

与化学变性剂形成梯度的DGGE技术相比, 梯
度形成更加便捷, 重现性更强[26]. Wei等[27]采

用TGGE-PCR对三只大熊猫的肠道菌群进行

研究, 认为熊猫的肠道细菌的种类与其他食草

动物有很大区别, 而肠道菌群的失衡导致竹

子在肠道中不易被消化. 国内学者用TGGE技
术分析人肠道中双歧杆菌的组成. 之所以采用

TGGE技术, 是因为其可以显著节约样品DNA. 
通常用于TGGE分析的DNA仅需十到几十纳

克, 而DGGE一般需180-300 ng, 对一些肠道内

双歧杆菌含量较少的个体的样品, 选择TGGE
更为灵敏[28]. 
2.3.3 末端限制性片段长度多态性分析: 末端限

制性片段长度多态性分析(Terminal-restriction 
fragment length polymorphism, T-RFLP)技术综

合了PCR技术、DNA限制性酶切技术、毛细

管电泳技术、荧光标记技术和DNA自动测序

仪等技术, 通过对特定DNA片段多态性的测定

来分析比较微生物的群落结构. T-RFLP技术不

仅可以进行微生物种类的定性分析, 也可以进

行定量分析. 此外, RFLP还显示出各菌株间的

DNA差异, 故可用作种以下菌株的鉴定. 熊婧

采用T-RFLP技术分析微生物群落中双歧杆菌

的特异性[29].
Håkansson等[30]采用T-RFLP分析DSS诱导

的溃疡性结肠炎小鼠的肠道菌群的多样性和

群落结构, 发现肠道菌群的总量及乳杆菌、大

肠杆菌等的数量均发生了改变, 从而证明肠
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■应用要点
肠道菌群的研究
是目前的研究热
点, 该综述主要介
绍各种检测方法, 
为临床科研工作
提供参考价值. 

道菌群在溃疡性结肠炎的发病中起了一定的

作用. Wang等[31]采用T-RFLP技术分析哺乳期

前后婴儿肠道菌群的变化, 并指出T-RFLP技
术在研究粪便微生物群变化方面有很大的优

势. 此外, 国内也有学者建立了人粪便菌群柔

嫩梭菌类群特异性的T-RFLP方法, 并认为, 虽
然T-RFLP与DGGE灵敏度相同, 但T-RFLP技术

重复性更好, 定量更准确, 实验流程也比DGGE
的操作步骤简单很多, 适用于大规模样品的比

对, 且不同批次的样品之间误差较小, 减少人

为误差, 并能最低检测到群落中比例为1%的细

菌, 具有高重复性、高通量、易于数字化等特

点[32]. 但是T-RFLP的成本要比DGGE高. 

3  分子探针技术及基因芯片技术

3.1 荧光原位杂交 荧光原位杂交(fluorescent in 
situ hybridization, FISH)是在放射性原位杂交

基础上, 以荧光标记取代同位素标记而形成的

一种杂交方法. 将带有荧光标记的寡核苷酸探

针直接与经过处理的细胞杂交, 使探针渗透到

细胞内的核酸, 用荧光显微镜即可观察到带有

杂交荧光标记探针的细胞, 通过计算杂交率来

定量检测和鉴定细菌. 他不需要通过纯化或扩

增步骤, 即可在自然或人工的微生物环境中监

测和鉴定不同的微生物个体, 同时对群落组成

进行分析. 在临床工作中, 荧光原位杂交技术

一般用于对已知菌群的检测, 却不能检测未知

菌群. 钟燕等[33]选用5种特异性的16S rRNA寡

核苷酸探针, 应用荧光原位杂交技术分析乳糖

不耐受者双歧杆菌的构成. 但是, 由于部分微

生物也会发出免疫荧光, 所以会产生一定的假

阳性和假阴性, 而且, 若细菌中rRNA含量较低, 
则检出率也会下降, 这些都会造成实验误差. 
3.2 基因芯片技术 基因芯片又称为DNA微阵

列, 是在分子杂交技术基础上发展起来的一种

新型分子生物技术. 基本原理是将大量探针固

定于支持物上, 然后与标记的样品进行杂交, 
通过荧光扫描及计算机分析样品中的基因序

列及表达信息, 有高通量、高信息量、快速、

样品用量少、造价低、用途广泛等优点. 可以

同时对上千个基因进行快速分析, 因此对像肠

道菌群这样成分复杂的样品, 基因芯片展现出

很大的优势极大提高了检测效率[34,35]. 翟俊辉

等[36]成功制备了大肠埃希菌、伤寒沙门菌等

20多种细菌的基因芯片, 成功的检测到临床常

见的感染性细菌. 
陈燕飞[37]运用美国俄克拉荷马大学环境

基因研究中心研发的第5代功能基因芯片, 对
酒精性肝硬化、乙型肝炎肝硬化和正常对照

三组研究人群的粪便微生物功能结构进行分

析, 发现肝硬化患者肠道微生物功能基因结构

与正常对照显著不同、涉及营养物质代谢的

功能基因显著减少. 
临床上, 基因芯片技术多用于对致病菌的

检测. 毛正果等[38]建立的针对16SrRNA序列的

基因芯片检测系统, 能够成功地鉴定临床常见

的14种肠道致病菌. 王军等[39]也对7种腹泻病

致病菌进行检测, 检测阳性符合率为100%, 敏
感性高于粪便培养方法[40,41].

虽然基因芯片技术已经广泛应用于微生

物研究领域, 但也存在一定的缺陷. 基因芯片

的提取纯化过程需要手动操作, 不可避免会引

起人为误差, 所以, 选择误差较小的提取方法

是整个检测的基础[42]. 而且, 由于探针的杂交

有一定的错配率, 如何区分由此所造成的假阳

性是临床微生物芯片面临的主要挑战. 另外, 
基因芯片的技术成本昂贵、复杂、无法鉴定

亚群以及灵敏度等问题也限制了基因芯片的

发展. 

4  宏基因组(metagenome)测序

宏基因组是指环境中全部微小生物(目前主要

包括细菌和真菌)DNA的总和, 宏基因组学是

由Pace和andelsman于上世纪90年代提出的一

门应用学科, 直接提取环境样品中的宏基因组

进行高通量测序和生物信息学分析, 寻找和发

现新的功能基因及活性代谢产物的一种方法. 
Relman实验室和美国基因组研究所于2005年
第一次全面开展人类肠道宏基因组学的研究, 
完善我们对肠道微生物多样性的认识[43]. 国外

Manichanh等[44]首次采用宏基因组学方法发现

克隆恩病(Crohn's disease, CD)患者粪便样品

中厚壁菌门的多样性较健康人群明显减少, 发
现了一种新物种的存在. 2010年, 欧盟资助的

“人类肠道元基因组计划(MetaHIT)”进行了

迄今最大的肠道细菌基因研究, 为后续研究肠

道微生物与人的肥胖、肠炎等疾病的关系提

供重要的理论依[45]. 国内学者利用宏基因组学

的方法, 对乙型肝炎肝硬化患者肠道微生物群

落结构及功能代谢进行了全面分析, 发现乙型
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■名词解释
宏基因组 :  一种
以环境样品中的
微生物群体基因
组 为 研 究 对 象 , 
以功能基因筛选
和测序分析为研
究手段 ,  以微生
物多样性、种群
结 构 、 进 化 关
系、功能活性、
相互协作关系及
与环境之间的关
系为研究目的的
新的微生物研究
方法.  

肝炎肝硬化患者肠道菌群结构发生改变, 为肝

硬化患者的微生态治疗提供理论依据[46]. 虽然

宏基因测序使大量的新的微生物种群和新的

基因得以发现, 但无法完成某一菌体的具体数

量. 还有学者提出宏基因组学与代谢组学的联

合应用可以为疾病发生机制的探讨提供理论

依据, 也可以通过检测肠道菌群及其代谢产物

来评价药物、食物等对人体的功效[47]. 

5  结论

就目前现状看, 肠道菌群的检测方法研究已经

发展到相当高的水平, 传统细菌培养法已经不

能满足人们对菌群的认识. 分子生物学技术的

开展, 为研究者们提供了一个新的视角. 然而

随着科学的发展, 人类也逐渐不仅仅满足于从

定性和定量的角度去分析肠道菌群的变化, 而
且分子生物技术过程繁琐复杂, 结果相对不

精确, 覆盖物种有限的缺点也越来越不能满足

科学的严谨性. 测序技术能直接对PCR扩增的

16S rDNA片段进行测序, 全面、平行分析多个

样本中的微生物群落信息, 使大规模菌群多样

性研究成为可能, 为认识肠道菌群打开了一扇

大门[48]. 近几年来, 国外学者采用测序技术研

究肠道菌群的多样性及与疾病的关系[49]. 目前

粪便菌群移植(fecal microbiota transplantation, 
FMT)在很多消化道疾病的治疗上取得了一定

的进步, 已有不少研究者采用分子生物学技术

研究FMT后患者粪便菌群的变化. FMT也逐渐

成为研究的热点, 但是对于其具体的作用机制

尚不清楚, 能否通过测序技术明确具体的功能

菌群, 提高移植的安全性, 尚有待研究[50]. 从发

展趋势来看, 将不同的研究技术相互结合来研

究肠道菌群, 将这有助于我们更进一步了解胃

肠道微生态系统, 为临床治疗提供新的思路和

方法. 
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