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肠道菌群与艰难梭菌相互作用的研究

苏文金

厦门 大学生物 学系

巴黎 南大学药学院微生物学系

伪膜性结肠 炎常见于服用抗生素的病人
,

其症状与厌氧的艰难梭菌 忑 艺艺落“爪 公 艺

坛 及其毒素的作用有关
,

但其发 病 机制尚不

清楚
。

有作者怀疑 与抗生素疗法所 引起的肠道

菌群平衡失调
,

致使艰难梭菌在肠道中定植 并

产生毒素有关〔‘〕
。

由于动物肠 道 微 生 态系统

细菌种类达几百种
,

菌数达 “ ,

影 响 因素

众多 的复杂性
,

难 以利用普通动物模型加 以验

证
。

因此
,  年代初

,

作者将一组仓鼠盲肠

菌群移植至 系无菌小鼠
,

建 立了一个研

究肠道菌群与艰难梭菌相互作 用的悉生动物模

型
,

对与艰难梭菌相关的伪膜性结肠 炎进行了

系统研究
一 ’“’,

试图阐明肠道菌群与外袭性细

菌的相互作用机制
,

以期 了解抗生素疗法引起

的伪膜性结肠炎的致病机理
。

屏障菌群的证 明与转移

首先
,

验证了艰难梭菌在 系无菌小 鼠

肠道中的定居和分布情况
。

在 接 种 艰难梭菌

 菌株  后
,

就可在无菌动物肠

道中定植下来
,

数量达 ℃ 粪便
,

并一

直保持稳定
。

在 消化 道 中
,

胃 含量最

低
,

小肠次之
,

盲肠最高 但在盲肠
、

大肠 和

粪便之间
,  密度的差 异 并 不 显著

。

因此
,

其数量分布也符合一 般 厌氧菌

在正常动物肠道中的分布
。

这说明这一种动物

可作为研究拮抗艰难梭菌的肠道菌群的实验动

物模型
。

给 只成年普通仓鼠接种
。

接种后
,

其粪便中 含量从未超过 ’ 粪便
。

再将 同枯草杆菌嗜热 变 种 芽 抱 无 法

在体内发芽繁殖而作为 目标菌正常通过肠道的

标记物 一起接种于实验动 物
,

结 果 含

量总是低于枯草杆菌芽抱含量
,

证明了普通仓

鼠肠道中确实存在一可拮抗艰难梭菌定植的菌

群
。

上述仓鼠经用乙 醚处死后
,

迅速送入无氧

手套箱
,

在无氧条件下取出盲肠
,

做匀浆
,

稀

释后立即送入 饲 养 周 龄 无 菌 小鼠

的无菌隔离器 内
,

通过食道接种于无菌小鼠
,

周后受体小鼠接受 和枯草杆菌芽抱接

种物 以验证屏障菌群是否已 在 受 体 小鼠中定

植
。

结果表明
,

艰难梭菌无法在接受 仓鼠盲肠

菌群的无菌小 鼠肠道中定植
。

屏障菌群贵任菌株的分离与鉴定

植入受体小鼠的屏障菌群成分非常复杂
,

难以研究菌群与艰难梭菌的作用机制
。

因此
,

有必要简化该菌群成分
。

为此
,

作者先用抗生

素 红霉素 只
,

通过饮用水 连续给药

天 处理受体小鼠
,

除去了肠 内对 红 霉素敏感

的细菌
,

特 别是大部分肠杆菌
,

但屏障作用仍

得以保留
。

后将初步简化的屏 障 菌群加热 即

取 出动物盲肠
,

在无氧手套箱中匀浆后放入安

瓶瓶
,

密封
,

在 ℃水浴锅内加热
,

再植入新的无菌小鼠
。

细 菌定量分析表明
,

如

此连续简化的菌群仅由厌氧菌组成
,

但仍可拮

每
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抗艰难梭菌在肠道中的定植
。

这 表 明
,

厌氧 屏障菌群作用机制研究

菌是拮抗艰难梭菌肠道定植 的 责 任 菌 株 表 关于体内细菌间相互作用机制存在着多种
。

假说
,

但由于肠道菌群成分的复杂性
,

皆未获

此后
,

再用严格厌氧菌培养技术
,

作分离 得体内实验结果的证实
。

曾有学者认为挥发性

菌群屏障责任菌株的尝试
,

但难度极大
。

另经 脂肪酸 特别是丁 酸 是抑制难艰梭菌肠道定植

数年
,

终于从简化菌群中分离得到 株厌氧菌 的因素
,

但本文作者用含不同类型菌群的悉生

菌株
,

其中有 株属于极端氧敏感细菌
,

株 动物及其他体外实验并未能重现这一结果
。

在

属于严格厌氧菌
。

经鉴定
,

这 株菌株分别属 屏障功能不同 有些可绝对抑制艰 难 梭菌的肠

于 艺
、

“ 才 落“水
、

乙 一
道定植

,

有些仅能部分抑市艰难梭 菌 的定植

￡ 爪 艺
、

￡ 乞 艺
。

其中 的动物组中
,

其盲肠内含物 中 挥 发 性脂肪酸

后 株 按 ￡ 乞 ￡ 乙
、

乙 艺￡ 乞 特另是丁 酸 的浓度差异并不显著
。

因此
,

单

扭
、

切 顺序先后植入无菌 靠肠道厌氧菌产生的挥发性脂肪酸并不足以抑

小鼠后
,

即构成一拮抗艰难梭菌肠道定植的屏 制艰难梭菌在肠道中的定植
。

障菌群
,

使艰难梭菌无法在三菌小 鼠肠道中定 在屏障菌群责任菌 株 的 体 内 研 究 中 发

植
,

从而证明了严格厌氧菌是拮抗艰难梭菌肠 现
,

只有当 讯 首先在无菌小鼠肠道中

道定植的责任菌株
。

定植后
,

乙 协。 才能定植
,

最后定植的

表 不同动物粪便菌群的定且分析 细菌教士标准差 粪使
,

每组 只动物

细菌种类

厌氧菌总数

好氧菌总数

大肠埃希氏菌

奇异变形菌

耐氧链球菌

乳杆菌

艰难梭菌

普通仓鼠菌群

。

土
。

。

土
。

。

土
。

士
。

。

士
。

。

士
。

。

单菌小鼠菌群

。

士
。

受体小鼠菌群

。

士
。

。

士
。

。

土
。

。

士
。

。

土
。

。

士
。

。

士
。

。

抗生素简化菌群 热简化菌群

。

士
。

 
。

士
。

。

土
。 。

。 。

。

士
。 。

。

士
。 。

。

士
。 。

。 。

甘甘甘

是极端氧敏感细菌 ￡
。

因此
,

估

计这些责任菌株的肠道定植与肠道微生态系统

的营养
、

氧化还原电势和粘附位 点 等 因 素有

关
。

为此
,

作者对这些菌株可能拥有的分解粘

蛋白的酶组分进行了分析
。

体内外分析结果表

明
,

首先在无菌小鼠肠道中定 植 的 “

并不拥有降解粘蛋 白的酶系
,

无菌小鼠与结合

认 “ 单菌小鼠粪便样品中的酶谱完全一

致
。

不 扭 则拥有活性高
、

底物范围广

的酶系
,

在体外可降解粘蛋白中的寡糖链
,

但

不降解其中的多肤
,

而在结 合 认 拈
、

印 弓 批
、

的三菌小 鼠中
,

由

于 乙 解 和 七 ￡ 印 的 协 同 作

用
,

粪便中原有的糖蛋 白被降解并消失 了
。

并

月
,

在 七

咖 和 定植并

保持其高数量后
,

衍 就 转变为三菌小

鼠肠道菌群中的亚优势菌群成分
。

这些结果提

示 讯 “ 首先定植的作用并不是提供

扭、 肠道定植所需的来 自粘 蛋 白 的营养

成分
,

而可能是修饰了肠道微生态系统中的氧

化还原电势
、

p H 或使某些 C
. coc 乙ea tu 机 定植

所需的粘附位点得 以暴露出来
,

然后 c
.’

名耐of “

和 c
.
co d ea tu 。 再联合作用

,

创造 了 极端氧

敏感细菌 Eubac te
r讯m sP 定植 所 需 的 厌氧环

境
,

此后再 由 C
.
co e乙ea tu m 和 Eu

bacter ￡“m S p

发挥对抗艰难梭菌肠道定植的菌群屏障作用
。

因此
,

屏障菌群与艰难梭菌相互作用的另

一种可能机制是屏障菌群占据了艰难梭菌定植
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所需的同一粘附位点 (受体)
,

或通过其酶系的

作用
,

将粘蛋白降解
,

从而使艰难梭菌失去了

在粘蛋 白上的粘附位点
,

或产生了可抑制艰难

梭菌增殖的抑 (杀)菌物质
。

4

.

抗生家对屏障菌群的作用

为了解抗生素对屏障菌 群 定 植 阻力的影

响
,

选择 引起伪膜性结肠炎频率较高的氯林霉

素 (C lin dam y ein ) 和用以治疗伪 膜 性 结 肠 炎

的灭 滴 灵 (M etron idazole) 进行 实 验
。

将 12

只结合有热处理简化屏 障菌群的悉生小鼠分成

4组( 3只动物/组)
,

并接受 以 下 处 理
: 2
.
5

m g 氯林霉素/只
.d ,

7 天 (第 1 组)
; i
.
g m g

氯林霉素/只
·

d
,

4 周 (第 2 组)
; 1

.
O m g 灭

滴灵/只
·

d
,

7 天(第 3 组)
;
饮用水(对照实

验
,

第 4 组)
。

给药结束后
,

动 物 经 口 植 入

艰难梭菌 C dFD 菌株
,

以验证菌群屏障是否受

破坏
。

结果表明
,

肠道菌群拮抗难艰梭菌定植

屏障作用是否遭破坏与抗生素种类有关
。

氯林

霉素处理会使动物暂时失去菌群屏 障作用
,

在

接种 C dF D 后的第 1周
,

C d F D 菌数保持在 10
“

C F U
/
g 粪便的高水平

,

然后逐 渐 下 降
。

而灭

滴灵处理组与对照组相同
,

C d F D 在接种后 48

小 时内就下降到 10
名
C F U

/
g 粪便以下

。

在另一实验中
,

32 只悉生 小 鼠 分另lJ接受

2 周的氯林霉素 (1
.
g m g /只

·

d
,

第 1组
,

共

16 只 )
、

灭滴 灵 (1
.
o m g/只

·

d
,

第 2 组
,

共

8 只 )和饮用水 (对照实验
,

第 3 组
,

共 8 只 )
,

再转移至两个不同的无菌隔离器
,

并分别接种

C dF D (弱毒株 )和 V p l 10 463 (强毒株 )
。

此时
,

第 1 组动物又分成 2 小组
,

其中 1组在接受艰

难梭菌接种物的同时还接受灭滴灵(1
.
o m g/只

·

天
,

第 1 组 B)
。

在艰难梭 菌 接 种 后 5
、

10

、

2 4 和 72 h 处 死 动 物
,

检查动物盲肠 内含

物中的艰难梭菌菌数和细胞毒素滴度 (表 2 )
。

该实验除证实氯林霉素处理对菌群屏障的破坏

作用外
,

还表明在艰难梭菌 菌 数 达一定 水平

(> 10
吕
C F U

/
g 盲肠 内含物)时

,

可在 动 物盲肠

中检测到细胞毒素
,

而在菌群屏障受氯林霉素

破坏的情况下
,

灭滴 灵可抑制艰难梭菌的肠道

定植 (如 C dFD )或将其抑制在一定的菌体水平
,

使其不能产生毒素 (如 V P I 10 46 3)
。

这些结果

为灭滴灵对伪膜性结肠炎的治疗机制提供 了实

表 2 抗生素处理的悉生小鼠盲肠内含物中的艰难梭菌菌数和细胞毒素滴度
来

接种 C dF D 后时间/h 接种 V PI 10463后时间/h

5 1仃 24 7 2

C d F D C T C d F D C T C d F D C T C d F D C T

5 1 0 2 4 7 2

C d V P I C T C d V P I C T C d V P I C T C d V P I C T

10一一一8742
10s二一.30

⋯48
873410s二一.30

⋯90
8766

一一一一.30

⋯60
777了第 1组

第 1组 B

第 2组

第 3 组

8 。

5 2 一 9 。

6 5

8

。

3 2 一 7 。

8 7

1 0
2

8

.

2 6 1 0
2

一 2 。

0 0 一
6 。

9 3

6

。

3 0

一 6 。

6 4

一 5 。

1 8

1 0
2

8

。

0 8

一 6 。

2 0

一 4 。

1 8

3

。

8 6 一

2 。

3 0

2

。

3 0

‘
C d F D 和 C dv PI

:
艰难梭菌菌数(19/g 盲肠内含物)

,
C T

:
细胞毒素滴度多 一

:
未检出

.

验依据
。

动物盲肠中检测到艰难梭菌毒素; 停用抗生素

5 . 关于抗生素疗法引发伪膜性结肠 炎 的 后
,

天然菌群屏障会逐渐 恢 复
。

根 据这些结

假说 果
,

结合 已有文献报道
,

可 以假设
:
抗生素直

上述研究结果 表明
,

以 作 用 于 厌 氧 菌 接作用于大肠 内正常菌群 (特别是其 中 的厌氧

(肠道菌群的优势成份)的抗生素处理寄居有屏 菌成份 )
,

致使菌群屏 障失去作用
。

艰 难梭菌

障菌群的无菌小鼠
,

可使动物丧失对艰难梭菌 虽以较小 比例存在于健康人的正常菌群内
,

并

肠道定植的拮抗能力
,

使艰难梭菌在肠道中繁 且中断抗生素疗法
,

可使天然菌群屏障得 到恢

殖和定值; 后者菌数达到一定水平时
,

还可在 复
,

但在停用药物和菌群屏障恢复之前的这段
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时间里
,

原来受正常菌群或抗生素抑制的内源

艰难梭菌
,

或从环境中乘虚而入 的外袭性艰难

梭菌就容易在肠道中定植
;
如果定植 的艰难梭

菌为强毒株的话
,

就有可能在短时间内诱发诸

如伪膜性结肠炎之类的肠道疾病
。

中国的抗生

素应用广泛
,

伪膜性结肠 炎之类的疾病也时有

报道
,

应引起临床医生的重视
。
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