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  摘 要:目的 探讨新生儿坏死性小肠结肠炎(NEC)
 

患儿肠道菌群的优势菌属及益生菌制剂的疗效。方

法 选取2018年2月至2020年2月于该院治疗的30例NEC患儿作为观察组,同时选取于该院体检的健康儿

童30例作为对照组。比较观察组和对照组儿童肠道菌群的丰富度并分析两组儿童肠道菌群的优势菌属。采

用随机数字表法,将观察组患儿分为A组及B组;A组患儿采用酪酸梭菌二联活菌散剂联合奥曲肽治疗,B组

患儿仅采用奥曲肽治疗;两组患儿均治疗1周,比较两组患儿的治疗效果以及肠道菌群的差异。结果 观察组

肠道菌群丰富度显著低于对照组(P<0.05),两组儿童的肠道细菌优势菌属条带相似度接近100%。观察组患

儿双歧杆菌及大肠埃希菌呈下降趋势。经1周治疗,A组治疗总有效率显著高于B组(P<0.05);治疗后,A、B
两组患儿的粪便乳酸杆菌、双歧杆菌、肠球菌、真杆菌菌落数均有所升高(P<0.05),且A组患儿乳酸杆菌、双

歧杆菌、肠球菌、真杆菌菌落数明显高于B组。结论 NEC患儿肠道菌群中的双歧杆菌以及大肠埃希菌呈下

降趋势,可通过采用益生菌制剂进行辅助治疗。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

dominant
 

bacteria
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

children
 

with
 

neonatal
 

ne-
crotizing

 

enterocolitis(NEC)
 

and
 

analyze
 

the
 

efficacy
 

of
 

probiotics.Methods A
 

total
 

of
 

30
 

NEC
 

patients
 

trea-
ted

 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

February
 

2018
 

to
 

February
 

2020
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

observation
 

group,30
 

healthy
 

children
 

who
 

had
 

undergone
 

healthy
 

examination
 

were
 

enrolled
 

as
 

control
 

group.The
 

abundance
 

of
 

the
 

intesti-
nal

 

flora
 

of
 

children
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

compared,and
 

the
 

dominant
 

bacterial
 

of
 

the
 

intestinal
 

flora
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

analyzed.The
 

observation
 

group
 

were
 

divided
 

into
 

group
 

A
 

and
 

group
 

B
 

by
 

using
 

random
 

number
 

table.Group
 

A
 

were
 

treated
 

with
 

clostridium
 

butyricum
 

combined
 

with
 

oct-
reotide,group

 

B
 

patients
 

were
 

only
 

treated
 

with
 

octreotide,and
 

both
 

groups
 

were
 

treated
 

for
 

1
 

week.The
 

treatment
 

effect
 

and
 

the
 

intestinal
 

flora
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.Results The
 

richness
 

of
 

in-
testinal

 

flora
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group(P<0.05).The
 

similarity
 

of
 

the
 

dominant
 

intestinal
 

bacterial
 

bands
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

close
 

to
 

100%.Bifidobacteri-
um

 

and
 

Escherichia
 

coli
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

showed
 

a
 

downward
 

trend.After
 

1
 

week
 

of
 

treatment,the
 

to-
tal

 

effective
 

rate
 

of
 

treatment
 

in
 

group
 

A
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

group
 

B(P<0.05);after
 

treat-
ment,the

 

CFU
 

numbers
 

of
 

Lactobacillus,Bifidobacterium,Enterococcus
 

and
 

Eubacteria
 

in
 

group
 

A
 

and
 

B
 

were
  

increased
 

(P<0.05),and
 

the
 

CFU
 

numbers
 

of
 

Lactobacillus,Bifidobacterium,Enterococcus
 

and
 

Eubacterium
 

in
 

group
 

A
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

group
 

B(P<0.05).Conclusion Bifidobacteria
 

and
 

Esche-
richia

 

coli
 

in
 

the
 

intestinal
 

flora
 

of
 

children
 

with
 

NEC
 

show
 

a
 

downward
 

trend,and
 

probiotics
 

can
 

be
 

used
 

for
 

adjuvant
 

treatment.
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  新生儿坏死性小肠结肠炎(NEC)是临床常见的 小儿获得性疾病之一,有研究报道显示,NEC是由多
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种原因造成的肠道黏膜损伤性疾病,由于局部组织的

缺血以及缺氧症状,最终导致患儿的小肠以及结肠发

生弥漫性或局部坏死,严重影响患儿的生命安全[1]。
流行病学调查显示,NEC主要好发于回肠远端以及结

肠近端[2]。目前对于 NEC疾病的研究尚不明确,但
是多数研究显示,肠道的细菌感染是造成患儿疾病进

展的重要因素,相比健康儿童,患儿的肠道菌群存在

显著的异常,但是在以往的研究中,对于人体正常的

菌群培养难度较大,对于菌群多样性的研究存在局限

性[3]。随着分子生物学技术的不断进步,通过核酸检

测手段对人体肠道菌群进行分析已经成了一种成熟

的方法,这对于患儿的治疗有重要意义[4]。本研究对

NEC患儿肠道菌群的菌属分布情况及益生菌制剂的

疗效进行了分析,旨在为临床治疗提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年2月至2020年2月于

本院治疗的30例NEC患儿作为观察组,男14例、女
16例,日龄(18.37±3.23)d;另外,选取同期于本院体

检的健康儿童30例作为对照组,男17例、女13例,
日龄(18.43±3.51)d。两组间性别、年龄比较,差异

无统计学意义(P>0.05),具有可比性。采用随机数

字表法,将观察组患儿又分为A组和B组,各15例,
两组患儿的一般资料比较差异无统计学意义(P>
0.05)。所有患儿家属均签署知情同意书,本研究经

本院伦理委员会审批通过。NEC患儿纳入标准:(1)
符合Bell-NEC临床诊断标准[5];(2)患儿的胎龄均在

37周以上;(3)入院前未使用肠道益生菌制剂;(4)入
院前未在其他医院进行治疗。排除标准:(1)肠道畸

形;(2)新生儿肺炎;(3)高胆红素血症;(4)肠道先天性

疾病;(5)慢性腹泻。对照组纳入标准:(1)无肠道疾病;
(2)胎龄均在37周以上。排除标准:(1)肠道出现异常

情况者;(2)入院前使用肠道益生菌制剂。
1.2 方法

1.2.1 肠道菌群的PCR检测及分析 采集纳入儿

童的新鲜粪便标本,随后称取0.22
 

g粪便提取DNA,
主要使用 QLAamp

 

STOOL
 

minikit试剂盒进行,同
时对儿童的DNA

 

16S
 

rDNA
 

V3高变区域进行PCR
扩 增,上 游 引 物 序 列 为 5'-CGCCCCGGGCGCGC-
CCCCGGGCGCGGGCGCGCCCACGCG-3',下游引物

序列为5'-ATTACGCGTGCGTAC-3'。PCR扩增条件:
94

 

℃
 

2
 

min;94
 

℃扩增30
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,70
 

℃
 

30
 

s,共
30个循环;72

 

℃延伸5
 

min。扩增完成后,及时对儿童

的扩增样品进行变性梯度凝胶电泳分析,然后,采用

SYBR
 

Green进行染色,30
 

min后,使用紫外透射仪器

对儿童的凝胶色带进行观察,分析其优势条带[6]。
1.2.2 治疗方案 A组患儿采用酪酸梭菌二联活菌

散剂(山东科兴生物制品有限公司)联合奥曲肽(浙江

苏泊尔制药有限公司)治疗,B组患儿仅采用奥曲肽

治疗,两组患儿均治疗1周。对照组不采取任何治疗

措施。
1.2.3 粪便标本的培养 取患儿的新鲜粪便进行粪

便培养,取上述标本1
 

mL,溶于99
 

mL灭菌生理盐水

中,充分振荡摇匀,使用接种环分别对两组患儿样本

接种于 MRS培养皿中[8],35~37
 

℃培养72
 

h,通过

菌落形态对肠道双歧杆菌、肠球菌、乳酸杆菌以及真

杆菌的菌落数量进行统计。MRS培养皿由江苏康典

提供,操作严格按照说明书进行。
1.3 观察指标 (1)对观察组和对照组儿童的肠道

菌群的丰富度进行比较。(2)对观察组和对照组儿童

的肠道菌群优势菌属进行分析。(3)比较 A、B两组

患儿的治疗效果。治疗效果评价标准[7]:患儿大便次

数以及性状恢复正常,临床症状消失为显效;临床症

状明显改善,大便次数和性状改善则为有效;大便性

状、次数以及临床症状均未达到明显改善则为无效。
总有效率=(显效例数+有效例数)/总例数×100%。
(4)比较A、B两组治疗前后的肠道菌群:分别对治疗

前后的乳酸杆菌、双歧杆菌、肠球菌、真杆菌的菌落数

进行比较。
1.4 统 计 学 处 理  所 有 数 据 均 使 用 统 计 软 件

SPSS19.0进行统计分析。计量资料以x±s表示,组
间比较采用t检验;计数资料以率表示,组间比较采

用χ2 检验;P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 观察组和对照组肠道菌群丰富度比较 观察组

患儿的肠道菌群的丰富度(7.36±2.33)显著低于对

照组(14.16±2.31),差异有统计学意义(t=11.352,
P<0.001)。
2.2 观察组和对照组肠道菌群优势菌属分析 观察

组和对照组儿童肠道菌群优势菌属的条带相似度接

近100%,观察组双歧杆菌、大肠埃希菌呈下降趋势,
见表1。

表1  观察组和对照组儿童肠道菌群优势菌属分析

细菌菌属 菌属序列 条带相似度(%)
对照组/观察组

条带数(n/n)

类杆菌 JQ680134.1 100 1/4

双歧杆菌 KC160496.1 100 11/3

肠球菌 KF745071.1 100 16/15

硬脑膜肠球菌 kf250872.1 100 13/2

乳杆菌 CQ996402.1 99 3/4

链球菌 KF561353.1 100 4/4

克雷伯菌 KF835726.1 100 15/7

大肠埃希菌 KF828880.1 99 14/9

2.3 A、B两组患儿的治疗效果比较 经过1周治疗

后,A组患儿的治疗总有效率显著高于B组,差异有

统计学意义(P<0.05),见表2。
2.4 A、B两组患儿治疗前后肠道菌群的比较 治疗
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前,两组患儿粪便中的乳酸杆菌、双歧杆菌、肠球菌、
真杆菌的菌落数比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
治疗后,两组患儿粪便中的乳酸杆菌、双歧杆菌、肠球

菌、真杆菌菌落数比治疗前均有所升高(P<0.05),且
A组患儿乳酸杆菌、双歧杆菌、肠球菌、真杆菌菌落数

高于B组(P<0.05)。见表3。

表2  两组患儿的治疗效果比较[n(%)]

组别 n 显效 有效 无效 总有效率

A组 15 7(46.67) 7(46.67) 1(6.67) 14(93.33)

B组 15 2(13.33) 6(40.00) 7(46.7) 8(53.33)

χ2 4.262
P 0.039

表3  两组患儿治疗前后肠道菌群的比较(x±s,CFU)

组别 n
乳酸杆菌

治疗前 治疗后

双歧杆菌

治疗前 治疗后

肠球菌

治疗前 治疗后

真杆菌

治疗前 治疗后

B组 15 8.69±0.34 8.80±0.27* 9.44±0.47 9.88±0.55* 7.80±0.89 8.22±0.47* 7.33±0.54 8.15±0.78*

A组 15 8.58±0.53 9.32±0.54* 9.59±0.5110.56±0.61* 7.88±0.78 8.88±0.66* 7.34±0.62 8.95±0.76*

t 0.677 3.336 0.838 3.207 0.262 3.155 0.047 2.845

P 0.504 0.003 0.409 0.003 0.795 0.004 0.963 0.008

  注:与同组治疗前比较,*P<0.05。

3 讨  论

肠道菌群平衡对于机体维持健康状态具有重要

的意义[9-11]。肠道菌群失调可能影响肠道细菌的正常

生长及平衡,造成NEC的发生[12]。有研究报道,肠道

菌群不仅有利于营养物质的吸收,同时通过对脂肪的

分解,有利于脂肪组织在机体各脏器的有效分布,对
于调节肠道上皮细胞的屏障作用具有积极的意义[13]。
通过稳定的肠道菌群,加强肠道上皮细胞的屏障功

能,建立先天性以及获得性免疫,对于机体维持正常

的生理功能具有重要意义[14-15]。由于受到检查条件

的限制,自然环境中99%的微生物培养都较难适用于

常规检测[16]。通过对儿童标本进行传统微生物培养

检测,仅能对儿童的肠道菌群中的个别菌属进行分

析[17],无法用于对儿童肠道菌群多样性的准确分析。
随着分子生物学技术的不断发展,通过对肠道细菌核

酸物质的分析,可以对肠道菌群进行完整分析,对了

解疾病的发生机制具有重要意义。
本研究对健康儿童及NEC患儿的肠道菌群丰富

度以及优势菌群进行了分析。观察组肠道菌群丰富

度显著下降,而两组儿童肠道菌群的优势菌属的相似

度接近100%。NEC患儿的肠道菌群中,双歧杆菌和

大肠埃希菌均呈下降趋势。在疾病状态下,患儿的益

生菌优势地位减弱[18],这对于患儿的肠道上皮细胞损

伤会有促进作用[19]。
在对NEC患儿的治疗中,奥曲肽不仅可以降低

患儿胃酸以及消化液的分泌量,同时还减少了胃肠道

的蠕动,进一步缓解了患儿的临床症状。这些作用在

短期内虽然可以使患儿的临床症状得到有效缓解,但
患儿的局部病灶由于上皮细胞坏死造成的炎性反应

仍有可能得不到有效控制,同时,患儿肠道菌群失衡,
致病性微生物的分泌物还会不断刺激患儿的上皮细

胞。通过对患儿采用益生菌制剂辅助治疗,可改善患

儿肠道菌群丰富度,对于维持益生菌的优势地位具有

重要价值。本研究中,对患儿采用益生菌联合奥曲肽

治疗,治疗后的患儿肠道菌群中益生菌的菌落数明显

恢复,对于患儿康复具有积极作用。
综上所述,NEC患儿肠道菌群表现为双歧杆菌及

大肠埃希菌降低的趋势,通过采用益生菌制剂辅助治

疗,酪酸梭菌二联活菌散剂联合奥曲肽治疗患儿的效

果更好,建议临床推广应用。但本研究纳入的样本量

较小,还需要进一步地扩大样本量进行研究。
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