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摘要：目的 探讨原发性骨质疏松患者肠道菌群的多样性变化。方法收集原发性骨质疏松患者7例与健康对照组7例的

粪便样本，提取肠道菌群DNA，16S rRNA基因扩增，lllumina平台测序。对测序结果进行物种注释、多样性分析、物种差异分

析。结果原发性骨质疏松患者肠道菌群在纲、目、科、属、种、分类操作单位水平的菌群种类要多于对照组，且两组人群在纲、

目、科、属、种、分类操作单位水平的肠道菌群种类有一定的重叠性；Alpha多样性指标中的赵氏指数及艾森指数在两组间差异

具有统计学意义(P<0．05)，香农指数及辛普森指数在两组间差异无统计学意义(P>0．05)；Beta多样性中的层级聚类能够将

两组样本进行鉴别区分；骨质疏松组与对照组样本在门、科、种分类水平的部分肠道菌群含量存在差异(P(0．05)，芽单胞菌

门、绿弯菌门、酸杆菌门、芽单胞菌科、丛毛单胞菌科、厌氧绳菌科、毛螺菌、优杆菌等肠道菌群在骨质疏松患者中所占比例要

大于正常对照组(P<0．05)。结论 165 rRNA测序有助于分析原发性骨质疏松患者的肠道菌群多样性变化，为研究肠道菌

群与骨质代谢的关系提供理论依据。
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Abstract：Objective To explore the diversity of intestinal microbial flora in osteoporosis patients．Methods Fresh fecal

samples from osteoporosis patients(n=7)and normal consols(n=7)were collected for DNA extraction，16S rRNA amplification

and Illumina sequencing．Species annotation，diversity and species differences were analyzed based on the sequencing data．Results

Compared with normal controls，the intestinal microbial flora species in osteoporosis patients were greater in class，order，family，

genus，species and operational taxonomic units(OTUs)levels，and there was certain overlap between the two groups．Chaol

estimator and ace estimator of alpha diversity were significantly different between the two groups(P<0．05)，while shannon index

and simpson index showed no significant differences(P>0．05)．Hcluster of beta diversity from the sequencing data could identify

osteoporosis patients from normal controls．The flora species proportion was significant different between osteoporosis patients and

normal controls in phylum，family and species level(P<0．05)．Proportions of Gemmatimonadetes，Chlorobacteria，

Acidobacteria，Gemmatimonadaceae，Comamonadaceae，Anaerolineaceae，Lachnospira multiparus，Optimal coli，etc． in

osteoporosis patients were larger than those in normal controls(P<0．05)．Conclusion 16S rRNA sequencing is a powerful tool

for intestinal flora diversity analysis，which can provide theoretical foundation for the correlation study of bone metabolism and

intestinal flora．
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随着人口老龄化的到来，原发性骨质疏松症

(Osteoporosis，OP)在中老年人群的发病率不断增

加⋯。充分认识骨质疏松症对早期预防和治疗骨

质疏松性骨折等并发症的发生具有积极的l临床意
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义。近年来研究发现肠道菌群失调与骨代谢异常有

一定的相关性口1。然而，骨质疏松患者肠道菌群结

构与功能是如何改变的尚不明确。本研究基于新一

代测序技术，对细菌16S rRNA高变区进行测序，以

分析原发性OP患者肠道菌群的结构变化，探讨原

发性OP肠道菌群的多样性信息。

1材料与方法

1．1标本采集

研究选取2016年5月至8月西安市红会医院

收治的门诊或住院原发性骨质疏松患者7例及健康

对照组7例，采集受试者新鲜粪便，迅速放人冰盒后

转运至一80℃储存。受试者无合并胃肠道、高血

压、糖尿病等其他系统性疾病。要求受试对象采集

标本前一周未服用抗生素、类固醇药物，未服用中草

药制剂，未服用微生态制剂、酸奶等益生菌。

1．2粪便肠道菌群DNA提取

依据粪便肠道菌群DNA提取试剂盒QIAamp

Fast DNA Stool Mini Kit(QIAGEN)操作说明书进行

样本DNA提取。用紫外分光光度计(NanoDrop)检

测DNA浓度及纯度，1％琼脂糖凝胶电泳跑胶观察

DNA完整性。选取OD260／OD280值在1．8～2．0

之间、条带完整的DNA样本进行后续分析。

1．3 16S rRNA PCR扩增及Illumina测序

采用TransGen AP221-02(TransGen)试剂对细

菌16S rRNA的V3、V4可变区进行扩增，所用引物

为：338F， 5’一ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’；

806R，5’．GGACTACHVGGGTWTCTAAT．3’。扩增

体系为：5×FastPfu Buffer 4 mL、2．5 mM dNTPs 2

IxL、Forward Primer(5斗M)0．8“L、Reverse Primer

(5斗M)0．8 txL、FastPfu Polymerase 0．4¨L、BSA

0．2斗L、Template DNA 10 ng、补充ddH20至20肛L。

扩增条件为：95℃3分钟；95℃30秒、55℃30秒、

72℃45秒(27次循环)；72℃10分钟。使用

AxyPrep DNA凝胶回收试剂盒(AXYGEN)切胶回收

PCR产物，将PCR产物用QuantiFluorTM-ST蓝色荧

光定量系统(Promega)进行检测定量，之后按照每个

样本的测序量要求，进行相应比例的混合。运用

lllumina平台构建文库，Illumina MiSeq测序仪进行

测序。

1．4数据分析

运用I-Sanger生物数据分析平台进行菌群多样

性分析。包含五个分析模块：测序数据质控，物种注

释与评估，Alpha多样性，Beta多样性，物种差异

分析。

2 结果

2．1～般资料

本研究收录的原发性骨质疏松患者7例全部为

女性，年龄61～73岁，平均年龄(68．20±5．02)岁；

对照组7例全部为女性，年龄59～71岁，平均年龄

(66．80±4．60)岁。两组人群性别、年龄比较无统

计学差异(P>0．05)。

2．2样本肠道菌群的物种注释

采用RDP classifier贝叶斯算法对97％相似水

平的OTUs(Operational Taxonomic Units，分类操作

单位)代表序列进行数据库比对获取分类学信息，

并分别在界(kingdom)、门(phylum)、纲(class)、目

(order)、科(family)、属(genus)、种(species)、分类

操作单位(OTUs)分类水平上统计样本的群落种类

数目。结果如表1所示。可以看出，随着分类级

别由高到低，骨质疏松组在纲、目、科、属、种、OTUs

水平的群落种类数目要多于对照组。图1展示了

两组样本分别在门、科、种、OTUs水平的韦恩图

(Venn图)，提示两组样本在不同层次的分类水平

中均有一定的重叠性，且在重叠的菌群之外，骨质

疏松组含有的特异性菌群类别要多于对照组。

表1 不同分类水平下物种个数统计

Table l Bacterial taxonomy at different levels

2．3两组样本肠道菌群多样性分析

Alpha多样性是指一个特定区域或者生态系统

内的多样性，常用的度量标准有chaol estimator(赵

氏指数)、shannon estimator(香农指数)、ace index

(艾森指数)、simpson index(辛普森指数)等，可以反

映物种的多样性丰度信息一。。运用组间T检验的

方法，得出赵氏指数及艾森指数在两组间差异具有

统计学意义(P<0．05)，香农指数及辛普森指数在

两组间差异无统计学意义(P>0．05)，见表2所示。

Beta多样性能够评估微生物群落间的差异，运用

unifrac距离算法对距离矩阵进行层级聚类
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图1样本在门、科、种、OTUs分类水平的韦恩图

Fig．1 Venn diagram at different levels

注：图中绿色圆圈代表骨质疏松组，红色圆圈代表对照组。圆圈之间的重叠区域代表两组样本共有的菌群物种。

Note：The green circle represents the osteoporosi8 grouP，and the red circle represents the control group．The oVerlap of the【wo circles represents

common microbial flora species of the two groups．

(hcluster)可以清楚的看出样本分支的距离远近⋯。

图3展示了两组样本在OTUs水平的聚类树，提示

通过聚类可以将骨质疏松组与对照组样本进行区

分。

表2组间T检验数据表

Table 2 T test of estimators in alpha diversity

2．4两组样本肠道菌群物种差异分析

运用Wilcox秩和检验对骨质疏松组、对照组得

到的菌群进行组间差异显著性分析。表3展示了两

组样本分别在门(phylum)、科(family)、种(species)

分类水平的物种差异检验统计结果。
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o

图2

Fig．2

样本在OTUs分类水平的层级聚类图

Hierarchical clustering tree at OTUs level

表3组间物种差异性检验统计表

Table 3 Significance of bacterial community abundance

分类水平 物种名称 骨质疏松组(％) 对照组(％)P

芽单胞菌门0．2662 0．0247 0-003435

门

(phylum)

科

(family)

绿弯菌门

酸杆菌门

硝化螺旋菌门

衣原体门

绿菌门

芽单胞菌科

丛毛单胞菌科

厌氧绳菌科

暖绳菌科

种 毛螺菌

0．1114

0．01776

0．01033

0．009148

0．00229

0．2662

0．03792

0．03604

0．02714

0．9977

0．009629

O

0．0004186

0．0004186

O

0．0247

0．003847

0．003768

0．001675

0．0467

0．003435

0．003722

0．001414

0．006354

0 01136

0．003435

0．00404l

0．003435

0 002222

0．01475

1：!：：兰：! 垡堑堕 !：!!!： !：!!!!!————生旦竺望——————一
注：此表比较的足两组样本在不同分类水平所含有的物种数目占该分类水平下总物种数日的百分值

Note：Comparison of the proportions of species at different levels
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7

6
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骨质疏松症临床上主要表现为腰背疼和病理性

骨折，是一种以骨量降低和骨组织微结构破坏为特

征、骨的脆性增加和易于骨折为特点的一种代谢性

骨病”1。近年来，数个团队报道了肠道菌群失衡与

骨质代谢的相关性‘6’“。然而，迄今为止尚无报道

揭示骨质疏松症患者肠道菌群的多样性信息。

目前人们对于样本中微生物菌群组成的了解主

要依赖于传统培养、显微镜检以及细菌分离物的发

酵和生化特点等方法。然而，来自患者粪便样本中

绝大多数的肠道菌群不能经常规的分离培养获得，

导致菌群多样性基因资源难以被发现。16S rRNA

基因作为是细菌鉴定的黄金标准(gold standard)，被

称为微生物系统分类研究中最有用和最常用的“分

子钟”¨o。在此研究中，我们对细菌16S rRNA基因

中的V3、V4可变区进行基因扩增、测序。研究结果

表明肠道菌群多样性分析能够有效地将骨质疏松组

与对照组进行鉴别区分，且骨质疏松组肠道菌群在

纲、目、科、属、种、OTUs层次的菌群种类要多于对照

组。大多数菌群在两组人群中同时存在，少数菌群

为骨质疏松组及对照组所特有，且对照组特异性菌

群种类明显少于骨质疏松组特异性菌群。样本肠道

菌群物种差异分析提示骨质疏松组与对照组在门、

科、种等分类水平上的菌群存在差异，差异主要表现

为骨质疏松组中的部分菌群含量要高于对照组。

综上，该研究以原发性骨质疏松症为研究对象，

通过细菌16S rRNA扩增、测序、生物信息学分析，

探讨了疾病状态下的肠道菌群多样性特征。然而，

样本量小为该研究的一大不足，更大样本量的基础

实验研究和临床研究有待进一步开展，为研究肠道

菌群与骨质代谢之间的关系提供理论依据。
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