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应用１６ＳｒＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ技术研究β内酰胺类抗菌药物

对婴儿肠道菌群的影响

贺　锐，张　罛，章国平，赵翠生△

（甘肃省妇幼保健医院检验科，兰州７３００５０）

　　摘　要：目的　探讨β内酰胺类抗菌药物对婴儿肠道菌群的影响。方法　选取０～１岁婴儿，应用１６ＳｒＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ

技术，分别测定β内酰胺类抗菌药物使用前，使用第３ｄ、５天时，及治愈后第７天粪便中双歧杆菌、乳酸杆菌、肠球菌、大肠杆菌的

水平。结果　使用过β内酰胺类抗菌药物者粪便中双歧杆菌、乳酸杆菌、大肠杆菌和肠球菌的数量与未使用者比较，差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。粪便双歧杆菌、乳酸杆菌含量随治疗时间的延长而增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。未使用抗菌药物的

患儿肠道双歧杆菌和乳酸杆菌的恢复明显快于使用过抗菌药物的患儿，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　β内酰胺类抗菌药

物对婴儿肠道菌群有普遍的杀灭作用，对婴儿肠道菌群改变的影响是轻微的。β内酰胺类抗菌药物的使用会延迟患儿肠道微生

态的恢复，但若合理使用对疾病的治疗有积极作用。
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　　肠道菌群是人体重要的微生态系统之一，直接参与人体的

消化、营养吸收、能量供应、脂肪代谢、免疫调节等多种生理功

能，相当于人体的一个重要“器官”［１］。婴儿时期，肠道微生态

环境初步建立，对代谢、免疫系统的发育和成熟等起着十分重

要的作用［２］。β内酰胺类抗菌药物的使用对婴儿肠道菌群的

影响一直以来备受关注。本研究采用病例对照研究，运用细菌

涂片、细菌培养、１６ＳｒＲＮＡ荧光定量ＰＣＲ分析等检测手段，对

β内酰胺类抗菌药物的使用对婴儿肠道菌群的影响进行了初

步探讨。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１１年７月至２０１３年３月于本院就诊

的婴儿作为研究对象。健康婴儿组：４周内未使用过β内酰胺

类抗菌药物、微生态制剂且无胃肠道症状，健康体检合格的０

～１岁婴儿，共５０例。对照组：未使用抗菌药物，以支持治疗

为主的０～１岁婴儿。研究组：合并细菌感染性疾病，以β内酰

胺类抗菌药物治疗为主的０～１岁婴儿。

１．２　方法

１．２．１　标本的采集与处理　对照组取入院第３、５天及愈后第

７天粪便标本各１０ｇ，研究组留取使用抗菌药物前，使用抗菌

药物第３、５天和愈后第７天的粪便标本各１０ｇ。标本置无菌

杯内立即送检，进行培养、接种、涂片，剩余标本用无菌干燥管

储存，－８０℃冰箱保存备用。

１．２．２　肠道细菌ＤＮＡ的提取　取冻存的粪便标本复融，每ｌ

ｇ加１ｍＬ的ＰＢＳ（０．０５ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）充分颠倒混匀５～１０

ｍｉｎ，然后低速离心（２０００ｒ／ｍｉｎ）５ｍｉｎ，取上清，上述过程重复

３次，收集上清高速离心（１３０００ｒ／ｍｉｎ）３ｍｉｎ后取沉渣，沉淀

物用ＰＢＳ液洗４次，水洗１次，后加５０μＬ蒸溜水悬浮，５０μＬ

１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００破碎菌体，１００℃煮沸５ｍｉｎ立即放人冰水中

冷却［３］。

１．２．３　ＰＣＲ引物　对所选用引物序列分别与４种细菌的１６Ｓ

ｒＲＮＡ全序列在ＢＬＡＳＴ数据库进行比较验证，４种细菌上、下

游引物如下：双歧杆菌 ＣＴＣＣＴＧ ＧＡＡ ＡＣＧ ＧＧＴ ＧＧ
［４］，
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ＧＧＴＧＴＴＣＴＴＣＣＣＧＡＴＡＴＣＴＡＣＡ，扩增片段为５５０ｂｐ；

乳酸杆菌 ＡＧＣ ＡＧＴ ＡＧＧ ＧＡＡ ＴＣＴ ＴＣＣ Ａ，ＡＴＴ ＴＣＡ

ＣＣＧＣＴＡＣＡＣ ＡＴＧ
［５］，扩增片段为３８０ｂｐ；肠球菌 ＴＣＣ

ＡＣＧＣＣＧＴＡＡＡＣＧＡＴＧＡＧ，ＧＡＣＡＣＧＡＧＣＴＧＡＣＧＡ

ＣＡＡＣＣ，扩增片段２７４ｂｐ
［６］；大肠埃希菌 ＧＧＡＧＣＡ ＡＡＣ

ＡＧＧＡＴＴＡＧＡＴＡＣＣＣ，ＣＣＣＡＡＣＡＴＴＴＣＡＣＡＡＣＡＣ

Ｇ
［７］，扩增片段３１７ｂｐ。

１．２．４　荧光定量ＰＣＲ反应体系　采用２５μＬ反应体系，包括

１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，４×ｄＮＴＰ（０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，上下游引物（０．２５μｍｏｌ／Ｌ）各０．２５μＬ，Ｔａｑ

酶（１Ｕ／μＬ）０．７５μＬ，ＤＮＡ模板３μＬ，荧光染料ＳＹＢＲｇｒｅｅｎ

２．５μＬ，双蒸水１１．２５μＬ。应用 Ｍｘ３０００Ｐ型荧光定量ＰＣＲ仪

进行扩增与分析。

１．２．５　ＰＣＲ反应条件　９５℃变性５ｍｉｎ；９５℃１５ｓ，６０℃１

ｍｉｎ，７２℃４５ｓ，８７℃５ｓ共４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ后结

束。６０～９５℃作熔解曲线，各细菌的熔解曲线见附图１～４（见

《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）

１．２．６　标准曲线制作　分别纯化上述ＰＣＲ反应过程中得到

的４种细菌ＰＣＲ产物，具体步骤如下：在ＤＮＡ溶液中加入１／

１０体积３ｍｏｌ／ＬｐＨ５．２的乙酸钠，在旋涡混合器上稍加振荡

或用手指轻弹离心管壁几次使之混匀，加入２～２．５倍体积的

无水乙醇，振荡混匀并置于冰上３０ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ弃上清，加

入１ｍＬ７０％的乙醇，颠倒混匀离心弃上清，干燥沉淀。将干

燥沉淀物溶于适当体积的无菌水或ＴＥ缓冲液即成。在分光

光度仪上测定４种细菌纯化产物的吸光度值。参照１个吸光

度值双链ＤＮＡ片段（１ｋｂ）相当于４．７４×１０１３ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的标

准，计算出每毫升ＰＣＲ产物中所含的拷贝数，然后做１０倍系

列稀释，使其形成１０４～１０８ｃｏｐｉｅｓ／ｍＬ的系列浓度的溶液，按

上述条件进行荧光定量ＰＣＲ，形成标准曲线。

１．２．７　细菌产物的验证　通过对４种细菌标准菌株做荧光定

量ＰＣＲ，利用熔解曲线比较产物解链温度（ＴＭ）与标准菌株

ＴＭ值的差异，经验证，肠道菌群ＰＣＲ扩增产物为双歧杆菌、

乳酸杆菌、大肠杆菌和肠球菌的特异性产物，

１．２．８　检测灵敏度分析　通过对上述４种细菌标准菌株菌落

做系列稀释（１０２～１０８ｃｆｕ／ｍＬ）后行荧光定量ＰＣＲ，证明１００

ｃｆｕ／ｍＬ细菌的检测标本仍能呈现特征性熔解曲线，说明用上

述引物通过荧光定量ＰＣＲ检测上述４种细菌有较好的检测灵

敏度。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进行处理，对

ＰＣＲ定量检测数据进行对数处理后（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）以狓±狊表

示，组间两两比较采用狋检验，三组及以上计量资料的比较采

用方差分析，若犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

研究组粪便双歧杆菌、乳酸杆菌、大肠杆菌和肠球菌水平

都较对照组患儿略低，但差异均无统计学意义（犘＞０．０５），见

表１。分析婴儿肠道中双歧杆菌、乳酸杆菌在使用β内酰胺类

抗菌药物治疗不同时期粪便中含量的变化，随治疗时间的延

长，双歧杆菌、乳酸杆菌逐步增加，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见表２。采用成组狋检验比较研究组与对照组愈后一周

肠道微生态的恢复情况，见表３，对照组患儿肠道双歧杆菌和

乳酸杆菌的恢复明显快于研究组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。健康婴儿粪便双歧杆菌、乳酸杆菌的水平见表４。

表１　　β内酰胺类抗菌药物使用３天对肠道菌群

　　　的影响（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

分组 狀 双歧杆菌 乳酸杆菌 大肠杆菌 肠球菌

研究组 ３０ ２．５７±１．３３ ３．００±１．９２ ４．４９±２．１８ ４．０９±１．５６

对照组 ３０ ２．６１±１．２８ ３．０７±１．３３ ４．６３±１．４９ ４．１８±１．５９

狋 － １．２５ １．２７ １．４４ １．３８

犘 － ０．０９８ ０．０９４ ０．０７６ ０．０８５

　　：无数据。

表２　　研究组治疗前后双歧杆菌、乳酸杆菌含量

　　　的变化（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

检测时间 狀 双歧杆菌 乳酸杆菌

使用前 ３０ ２．３０±１．２２ ２．７８±１．９２

使用３天 ３０ ２．５７±１．３３ ３．００±１．９２

使用５天 ３０ ３．３５±１．７８ ３．６６±１．７６

愈后７天 ３０ ４．９９±１．３５ ４．５４±１．８３

犉 － ２４．７７ １３．３４

犘 － ０．００１ ０．００３

　　：无数据。

表３　　研究组停用药物７天后与对照组愈后７天双歧杆菌、

　　　乳酸杆菌含量比较（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

分组 狀 双歧杆菌 乳酸杆菌

研究组 ３０ ４．９９±１．３５ ４．５４±１．８３

对照组 ３０ ５．４２±１．３５ ５．０１±１．３３

狋 － ３．１５ ２．８７

犘 － ０．００８ ０．０１４

　　－：无数据。

表４　　健康婴儿粪便中４种细菌的含量（ｌｏｇｃｏｐｉｅｓ／ｇ）

细菌种类 健康婴儿粪便中含量

双歧杆菌 ６．４１±２．７５

乳酸杆菌 ５．７９±１．７２

大肠杆菌 ４．８７±１．７９

肠球菌 ４．７２±１．９５

３　讨　　论

β内酰胺类抗菌药物在控制婴幼儿感染性疾病中起着举

足轻重的作用，由于耐药菌株的不断产生，临床β内酰胺类抗

菌药物应用日益广谱化、高档化。广谱抗菌药物大量应用导致

医源性菌群失调的问题也日益凸显［８９］，尤其是β内酰胺类抗

菌药物在婴幼儿疾病中的使用。

肠道微生态是由肠道菌群在肠道内形成的一个庞大而复

杂的系统，由自身的专性厌氧菌和部分外籍菌及环境菌群构

成［１０］。在局部环境改变、机体免疫力下降、或广谱抗菌药物使

用等条件下，正常菌群发生数量或性质的异常变化，以数量的

变化为主，即肠道菌群比例失调［１１］。而本研究显示，抗菌药物
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对肠道菌群有普遍的杀灭作用，但对合并细菌感染性疾病的婴

儿肠道菌群改变的影响是有限的。感染性腹泻患儿因感染导

致肠道生物屏障的破坏，抵抗细菌肠道定植的能力减弱，肠道

正常的菌群结构被扰乱。合理的使用β内酰胺类抗菌药物在

治疗感染的同时可以使临床症状得到缓解，让肠道环境逐步改

善。本研究显示，合并细菌感染性疾病的患儿治愈后７天肠道

中益生菌的数量已经与健康婴儿已基本接近。同时，未使用β

内酰胺类抗菌药物的患儿，肠道微生态环境的恢复明显快于使

用了β内酰胺类抗菌药物的患儿，这也提示临床治疗中，应积

极考虑调整患儿肠道微生态环境，以利于疾病的恢复。

婴儿疾病治疗中广谱抗菌药物β内酰胺类抗菌药物的使

用存在诸多争议，在治疗中应尽可能以病原学和药敏试验为基

础，严格掌握β内酰胺类抗菌药物的应用指标，结合婴儿肠道

微生态特点，及时、合理应用微生态制剂，改善β内酰胺类抗菌

药物造成的菌群失调，增强宿主适应性，在确保抗感染疗效的

同时及时纠正肠道微生态失衡对婴儿的生长发育带来的不良

影响。
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丹参酮是中药丹参的主要有效成分，丹参对改善心脑血管

循环具有确切的疗效，临床大量使用丹参制成的各种中成药治

疗心脑血管疾病，最为广泛应用的是丹参注射液、香丹注射液、

丹参滴丸等［８］。叶勇等［９］研究了丹参酮对ＣａＭ血管生成影响

实验，结果显示，丹参酮可促进ＣａＭ 血管增生，具有一定的促

血管新生作用。

本研究从在体、心肌组织块、离体心肌单细胞水平三个角

度分析了ＣａＭ传导系统在心肌梗死后恶性心律失常发生中的

作用，结果表明，无干预组和干预组家兔的ＣａＭ蛋白水平分别

是对照组的１．４８３倍和１．３２１倍，差异有统计学意义（犘＜０．

０５），无干预组ＣａＭ 水平高于干预组（犘＜０．０５）；无干预组血

清Ｃａ２＋水平高于对照组和干预组（犘＜０．０５），对照组低于干预

组（犘＜０．０５）；干预组ＴＤＲ低于无干预组家兔，两者ＴＤＲ均

高于对照组（犘＜０．０５）；干预组梗死心肌单细胞水平胞内钙浓

度低于无干预组（犘＜０．０５），说明ＣａＭ 可作为预防心肌梗死

后恶性心律失常新靶点。丹参酮以ＣａＭ 信号传导系统为靶

点，可有效预防心肌梗死后恶性心律失常的发生，为开发传统

中药的新用途和减少心肌梗死后心律失常的发生奠定理论基

础［１０］。

综上所述，ＣａＭ信号传导系统中信号因子的改变对心肌

梗死后恶性心律失常有提示作用。丹参酮可以通过抑制ＣａＭ

信号传导系统，在预防心肌梗死后恶性心律失常中发挥重要

作用。
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