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!!!摘要"!目的!观察益生菌治疗难治性原发免疫性血小板减少症$567%的疗效及对肠道菌群变化的影

响# 方法!将 &%例难治性567患者随机分为益生菌组和对照组"每组 $%例# 益生菌组给予达那唑8环孢素8

双歧杆菌乳杆菌三联活菌片口服# 对照组给予达那唑8环孢素8维生素9片口服# 治疗前及治疗 : 周后采血

用定量酶联免疫吸附试验$';5<=%法检测肿瘤坏死因子(

!

$6>?(

!

%&白细胞介素($&$5;($&%和干扰素(

"

$5?>(

"

%#

采集粪便 $0<@A>=测序分析双歧杆菌属&乳酸杆菌属&粪球菌属和大肠杆菌的丰度及肠道微生态# 结果!治

疗后"益生菌组血小板计数显著高于对照组$!B%C%"%'益生菌组厚壁菌门D拟杆菌门比值显著高于对照组$!B

%C%"%'益生菌组乳酸杆菌属丰度及双歧杆菌属丰度均显著高于对照组$!B%C%"%"大肠杆菌丰度显著低于对

照组$!B%C%"%"两组粪球菌属丰度比较差异无统计学意义$!E%C%"%# 益生菌组 6>?(

!

&5;($& 及 5?>(

"

均

显著低于对照组$!B%C%"%# 结论!难治性567存在肠道菌群失调"口服益生菌治疗利于改善患者预后#

!!!关键词"!原发免疫性血小板减少症'!$0<@A>='!细胞因子'!益生菌'!肠道菌群
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!!原发免疫性血小板减少症$U@+)*@T+)).MOQR@4)(

N43TQ4UOM+*"567%是一种自身免疫性出血性疾病"虽

然有新药提高了疗效"但因各种原因"仍有少数是难

治病例"持续血小板减少"面临大出血风险# 近年来"

肠道菌群对免疫功能的影响得到重视"且通过宏基因

组关联分析"发现 $% 余种疾病如肿瘤&代谢性疾病&

自身免疫疾病&心血管疾病&神经疾病等($)的肠道

菌群会发生改变# 有关难治性 567肠道菌群变化"

以及治疗时加益生菌的报道少# 本研究用 $0<@A>=

高通量测序技术"分析益生菌治疗难治性 567患者

治疗前后的肠道菌群的变化及血小板改善情况"为

难治性567的治疗提供参考#

?5资料与方法

?@?5一般资料5将 &%$: 年 $ 月至 &%&% 年 $& 月在

我院就诊的符合成人难治性567诊断标准(&)的 &% 例

患者随机分为益生菌组 $% 例和对照组 $% 例# 两组

一般资料情况比较差异无统计学意义$!E%C%"%"具

有可比性# 见表 $# 本研究经我院医学伦理委员会

批准"所有患者签署知情同意书#

表 $!两组一般资料情况比较!/"\#7

&"

"7

G"

$%

组!别 例数
性别

男 女

年龄
$岁%

益生菌组 $% # 0 "%C%$1$C""00C&%

对照组! $% " " #&C"$1$C%"0$C&%

E H H %C0"&

! H

$C%%%

!

%C"&1

!注!

!

?+LRO@确切概率法

?@A5治疗方法!益生菌组给予达那唑$江苏联环药

业股份有限公司"国药准字 ]&%%&1$$0%&%% )VDJ"

& 次DJ'环孢素$杭州中美华东制药有限公司"国药准

字]$%I0%$&&%$C" )VD$YV*J%"& 次DJ'双歧杆菌乳

杆菌三联活菌片$保加利亚乳杆菌&长型双歧杆菌&嗜

热链球菌"规格 %C" VD片"内蒙古双奇药业股份有限

公司"国药准字 <$II:%%%#%&片"&次DJ# 对照组给予

达那唑 &%% )VDJ"& 次DJ'环孢素 $C" )VD$YV*J%"

& 次DJ 8维生素9片$规格!$%% )VD片"四川依科制

药有限公司"国药准字]"$%&%&"$%& 片"& 次DJ# 两

组疗程均为 : 周#

?@B5实验室检测方法5所有研究对象入组前空腹

抽取外周静脉血 & ),"分离血清"置 H&% ^冰箱保

存待检"用以检测干扰素(

"

$+MQO@SO@4M(

"

"5?>(

"

%&肿

瘤坏死因子(

!

$Q.)4@MO3@4L+LS*3Q4@(

!

"6>?(

!

%及白

细胞介素($&$+MQO@,O.Y+M($&"5;($&%浓度# 益生菌组

和对照组治疗 : 周后"再次抽血复查上述指标# 细

胞因子采用定量酶联免疫吸附试验$OM-T)O(,+MYOJ

+)).M4L4@NOMQ*LL*T"';5<=%法# 粪便采集"使用粪

便采集器$备案号!粤深械备 &%$G%%:: 号%# 送广州

金域公司 $0<@A>=测序分析双歧杆菌属&乳酸杆菌

属&大肠杆菌和粪球菌属丰度"微生态分析# 经$0<靶

向扩增&高通量测序&物种注释及丰度分析"将菌群丰

度与广州金域医学检验中心现有的健康肠道菌群数

据库进行比对# 文库构建与高通量测序方法!文库构

建使用赛默飞公司的54M 7,.L?@*V)OMQ;+N@*@T_+Q#:

@̀ML$>[C&:I"%%试剂盒进行"将构建好的文库使用赛

默飞公司的54M $0<6\\OQ*VOM4)+3L_+Q$>[C=&0&$0%

试剂盒进行测序"经过 a.N+Q定量和文库检测合格

后"用二代测序仪=X57b\上机测序#

?@C5观察指标及疗效评定标准5观察血小板计数&

肠道微生态&肠道菌群及细胞因子变化# 所有患者

于治疗 :周后进行疗效评定!$$%完全反应!无出血"

血小板计数
"

$%% c$%

I

D;'$&%有效!治疗后血小板

计数
"

1% c$%

I

D;并且至少比基础血小板计数增加

& 倍且没有出血'$1%无效!治疗后血小板计数B1% c

$%

I

D;或者血小板计数增加不到基础值的 & 倍或者

有出血(&)

#

?@D5统计学方法!应用 <7<<&"C% 统计软件进行数

据分析# 正态分布的计量资料以均数d标准差$

#

CdB%

表示"组间比较采用<检验"治疗前后比较采用配对

<检验# 偏态分布的计量资料以中位数$下四分位

数"上四分位数%(\$7

&"

"7

G"

%)表示"组间比较采用

秩和检验# 计数资料以率$e%表示"组间比较采用

!

& 检验或?+LRO@确切概率法# !B%C%" 为差异有统

计学意义#

A5结果

A@?5两组疗效及治疗前后血小板计数比较5治疗

后"益生菌组完全反应 % 例"有效 " 例$"%e%"无效

"例$"%e%"对照组均为无效"差异有统计学意义$Ef

H&C"$G"!f%C%$&%# 治疗前"两组血小板计数比较

差异无统计学意义$!E%C%"%# 治疗后"益生菌组

血小板计数显著高于对照组$!B%C%"%# 见表 &#

表 &!两组治疗前后血小板计数比较!#

#

CdB$" c$%

I

D;%

组!别 例数 治疗前 治疗后 < !

益生菌组 $% $0C:% dGC&: 1%C0% d$1CI0 H1C%:1 %C%$1

对照组! $% $GC0% d0C%# $IC1% dGC0#! H&C#00 %C%10

< H H%C&0G H&C&#" H H

! H %CGI& %C%1: H H

*%G*

9R+MOLOg4.@M*,4S>OW9,+M+3*,\OJ+3+MO"g*M.*@T&%&&"h4,.)O$"">.)NO@$!!



A@A5两组治疗前后肠道微生态比较5治疗前"两组

肠道多样性&厚壁菌门D拟杆菌门比值及肠型比较差

异无统计学意义$!E%C%"%# 治疗 : 周后"益生菌组

厚壁菌门D拟杆菌门比值显著高于对照组$!B%C%"%#

见表 1#

表 1!两组治疗前后肠道微生态比较!#

#

CdB$"\#7

&"

"7

G"

$"/#e$%

组!别 例数

肠道多样性 厚壁菌门D拟杆菌门 肠型

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

治疗前 治疗后

拟杆菌属
富集

普氏菌属
富集

瘤胃球属
富集

拟杆菌属
富集

普氏菌属
富集

瘤胃球属
富集

益生菌组 $% &C:$ d%C01 &C"% d%C#G

%C"&

$%C1G"$C&G%

&C%&

$$CG&"&C"1%

!

0$0%C%% &$&%C%% &$&%C%% 0$0%C%% 1$1%C%% $$$%C%%

对照组! $% &C&$ d%CI" &C&: d%C:$

%CI0

$%C#1"$CG%%

$C#G

$%C#1"$C"1%

0$0%C%% 1$1%C%% $$$%C%% 0$0%C%% 1$1%C%% $$$%C%%

<FEF

!

&

H $C0"# %CG01 %C0:% &C#$I %C"11 %C%%%

! H %C$$: %C#": %C"&I %C%$" %CG00 $C%%%

!注!与同组治疗前比较"

!

!B%C%"

A@B5两组治疗前后肠道菌群丰度比较5治疗前益

生菌组和对照组肠道菌群丰度比较差异无统计学意

义$!E%C%"%# 治疗后"益生菌组乳酸杆菌属丰度及

双歧杆菌属丰度均显著高于对照组$!B%C%"%"大肠

杆菌丰度显著低于对照组$!B%C%"%"两组粪球菌属

丰度比较差异无统计学意义$!E%C%"%# 见表 ##

表 #!两组治疗前后肠道菌群丰度比较!\#7

&"

"7

G"

$%

组!别 例数
乳酸杆菌属 双歧杆菌属

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

益生菌组 $%

$C&1 c$%

H1

$%C%%"$C$" c$%

H&

%

1C%G c$%

H&

$$C%: c$%

H1

"1C#" c$%

H&

%

!

$CI" c$%

H1

$%C%%"$C"I c$%

H&

%

$C"" c$%

H&

$%CI% c$%

H1

"1C0$ c$%

H&

%

!

对照组! $%

$C#$ c$%

H1

$%C%%"$C&# c$%

H&

%

:C%: c$%

H1

$%C%%"$C1$ c$%

H&

%

&C$I c$%

H1

$%C%%"$CIG c$%

H&

%

1C0# c$%

H1

$%C%%"&CII c$%

H&

%

E H %C$:I &CGI: %C&"& 1C$#1

! H %C:"% %C%%# %C:$$ %C%%&

组!别 例数
粪球菌属 大肠杆菌

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

益生菌组 $%

&C"I c$%

H1

$%C%%"&C:1 c$%

H&

%

$CI: c$%

H1

$%C%%"$C"% c$%

H&

%

#C00 c$%

H&

$1C1" c$%

H&

"1C&G c$%

H$

%

$C"G c$%

H&

$$C$# c$%

H&

"1C#1 c$%

H&

%

!

对照组! $%

$C"0 c$%

H&

$%C%%"1C$" c$%

H&

%

$CG" c$%

H&

$%C%%"1C&% c$%

H&

%

#C$& c$%

H&

$&CI% c$%

H&

"1C#$ c$%

H$

%

#C%1 c$%

H&

$1C$& c$%

H&

"1C0: c$%

H$

%

E H %C1%# %C%G0 %C$$1 &C#$I

! H %CGI0 %CIG$ %CI$& %C%$0

!注!与同组治疗前比较"

!

!B%C%"

A@C5两组治疗前后细胞因子变化比较!治疗前"两组

6>?(

!

&5;($& 及 5?>(

"

比较差异无统计学意义$!E

%C%"%# 治疗后"益生菌组 6>?(

!

&5;($& 及 5?>(

"

均

显著低于对照组$!B%C%"%# 见表 "#

表 "!两组治疗前后细胞因子变化比较#

#

CdB$

组!别 例数
6>?(

!

$UVD),% 5;($&$UVD),% 5?>(

"

$UVD),%

治疗前 治疗后 治疗前 治疗后 治疗前 治疗后

益生菌组 $% $I%CG& d&#CI0

$$1C:& d$$CG&

!

$:C:: d&C":

$&CI% d$C##

!

$I"C"& d1#C:$

$1"C$# d$0C#0

!

对照组! $% $G#C"G d$0C$1 $0GC$: d$0C#& &%C10 d1C10

$GC&% d$C$"

!

&%&CG& d#$C1$

$0:C%" d$1CII

!

< H H$CG$I 0C#%I $C$%0 GC0%: %C#&& #CI$:

! H %C$%1 %C%%% %C&:1 %C%%% %C0G: %C%%%
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A@D5不良反应5所有患者未见明显不良反应#

B5讨论

B@?5567的发病机制目前尚未完全清楚"但确定是

免疫失耐受导致的疾病"其中抗体介导和 6细胞介

导的血小板破坏是关键# 6细胞的损伤&细胞因子

失衡都是重要特点(1)

# 肠道菌群是居住在人体内的

最主要和最多样的微生物群落"肠道菌群及其代谢产

物能活化免疫细胞"参与机体获得性免疫应答(#)

# 目

前"对567的肠道菌群研究较少# 宏基因组学研究

极大扩展了微生物的研究范围"可解释微生物群落

多样性&种群结构及环境之间的关系"目前肠道宏基

因组学常用 $0<@A>=研究# 本研究用此方法检测

难治性567患者的肠道生态"观察部分肠道微生物

群的变化# 大多数的研究结果表明疾病状态时肠道

菌群的改变以乳酸杆菌&双歧杆菌等有益菌的相对

减少和腐败梭菌等潜在致病菌的相对增多为主(")

#

本研究显示"难治性567患者肠道乳酸杆菌属&双歧

杆菌属丰度明显减少"大肠杆菌丰度升高"与其他疾

病状态时有类似改变"提示机体免疫状态与肠道菌

群有关联# 已有研究发现肠道菌群可以促进分泌型

免疫球蛋白 =生成"协助维持调节 6细胞平衡"参

与肠道适应性免疫(0)

# 还有报道肠道微生物群可

以促进6淋巴细胞往抑制性淋巴细胞分化"诱导免

疫耐受"有助于形成适应性免疫(G)

"这就提示肠道

菌群改变可能会破坏免疫稳态"破坏血小板#

B@A5肠道细菌分为益生菌&条件致病菌和致病菌#

肠道表层主要是大肠埃希菌&肠球菌"中层主要是厌

氧菌"深层主要是乳酸杆菌和双歧杆菌(:)

# 有研究

发现正常人群肠道菌中拟杆菌门和厚壁菌门占明显

优势"二者占总量 I%e以上(I($%)

# 与一项纳入 I 例

567患者与 $% 名健康成人的研究相似"其粪便样本

进行 $0<@A>=高通量测序比较"也发现 567患者肠

道菌群存在拟杆菌增多"厚壁菌减少的情况($$)

# 用

宏基因组学分析粪便"567患者可以检测到 :个菌门"

正常对照者检测到 $% 个菌门"567厚壁菌门比例下

降"肠道菌群发生了倾斜"且检测到血小板活化状态

与肠道菌群构成相关($$)

# 本研究只对丰度排前五

的菌门进行分析"未能完全反映菌门水平的变化#

有报道长期服用益生菌和益生元调整肠道菌群"可

发挥疾病治疗作用($&)

# 本研究发现"治疗前难治性

567乳酸杆菌属&双歧杆菌属丰度下降"大肠杆菌丰

度增加# 补充益生菌后"在益生菌组中"乳酸杆菌属&

双歧杆菌属丰度增加明显"大肠杆菌丰度下降"与治

疗前比较差异有统计学意义'与对照组治疗后比较"

变化也有统计学意义"支持补充益生菌有治疗作用#

B@B5肠道菌群失调可引起肠道黏膜屏障受损"内毒

素及致病菌可入血"引起机体产生炎性介质释放诱

发人体一系列炎症和免疫反应# 有随机对照试验证

明"补充有多种微生物的益生菌剂"可以降低患者的

炎性细胞因子水平"包括 6>?(

!

&5;($&

($1)

# 肠道菌

群对免疫的影响机制一直在研究中# 有实验设计用

<3R*OJ,O@菌群"做出结肠炎动物模型"发现其通过

\iA:: 信号转导"由5;($& 和5?>(

"

等共同调控"揭

示了肠道菌群和肠道屏障的关系($#)

# 本研究结果

与前面的研究有共同之处# 提示检测某些炎症因子

表达可以协助评估疾病变化# 提示对于难治性567"

补充乳酸杆菌&双歧杆菌等有益菌"可协助控制机体

炎症反应"减轻免疫失衡# 益生菌治疗后"伴随肠道

双歧杆菌和乳酸杆菌含量升高"大肠杆菌下降"炎症

细胞因子下降明显"血小板改善明显"提示免疫异常

有改善# 关于机体免疫和肠道菌群的机制有多个研

究"拟杆菌门代表脆弱拟杆菌可通过合成多聚糖使

9A#

8

6细胞分化为?4̀U1 8调节 6细胞"引起免疫

抑制"维持机体免疫稳态($")

# 治疗艾滋病患者时补

充益生菌"发现其可以降低 9A#

8的活化过程"改变

机体免疫状态($0)

# 肠道菌群的代谢产物"如短链脂

肪酸&乙酸丙酸丁酸通过不同的通路作用于 6淋巴

细胞"但都参与了宿主免疫状态的改变($G)

# 尤其肠

道微生物相关分子模式"这是一类由肠道微生物表

达的&反映微生物进化水平的分子# 其中 64,,样受

体"是肠道免疫系统介导识别和杀灭细菌的重要组成

部分"有维持肠道稳态的作用"其表达与拟杆菌&肠

杆菌及肠球菌的含量呈正相关"与双歧杆菌和乳酸

杆菌的含量呈负相关($:)

"这突出了双歧杆菌&乳酸

杆菌及肠球菌等的重要性#

B@C5本研究初步表明"难治性567存在肠道菌群失

调"炎症细胞因子也有变化"用环孢素&达那唑加益

生菌治疗组"比较未加益生菌治疗组"血小板数值升

高较明显"肠道菌群有改善"炎症因子下降明显# 提

示补充益生菌制剂可以改善肠道益生菌群的丰度"

改善肠道菌群平衡"有利于提高567的血小板数值"

可以作为治疗567的一种策略# 本研究由于样本较

少"且只专注于部分菌群的研究"具有局限性# 期待

未来有大样本随机对照研究"进一步探讨益生菌对

难治性567治疗的影响#
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