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摘  要: 根据 Amsel 标准及 Nugent 标准, 确诊筛选健康妇女及细菌性阴道病(bacterial vaginosis, 
BV)患者各 3 例。提取其阴道分泌物样本的总 DNA, 构建 16S rRNA 基因克隆文库, 并对阳性克隆

进行 ARDRA 和测序分析。结果表明 , 健康妇女样本的基因文库中 , 分别以卷曲乳酸杆菌(L. 
crispatus)和惰性乳酸杆菌 (L. iners)的克隆子占较大比例 , 另外存在少量的阴道乳酸杆菌 (L. 
vaginalis)或詹氏乳酸杆菌(L. jensenii)的克隆子。BV 患者样本的基因文库中, 克隆子所代表的菌种

类型明显增多, 但均以阴道加德纳氏菌(Gardnerella vaginalis)和阴道阿托波氏菌(Atopobium vagi-
nae)的克隆子占较大比例, 且无乳酸杆菌克隆子。说明健康妇女阴道菌群的种类单一, 以乳酸杆菌

占优势, L. iners 为优势菌种之一; BV 患者阴道菌群的种类复杂多样, 但均以 Gardnerella vaginalis
及 Atopobium vaginae 共同占优势。 
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Abstract: Three healthy women and three patients with BV were selected and diagonsed respectively ac-
cording to the Amsel and Nugent criteria. Total microbial community DNA was extracted from their vaginal 
discharges, and 16S rRNA gene clone libraries were constructed. ARDAR fingerprinting patterns and se-
quences analysis of positive clones from each library showed that clones representing Lactobacillus cris-
patus and L. iners accounted for a major proportion respectively in the libraries for healthy women, where L. 
vaginalis and L. jensenii clones were present in a small amount. In the libraries for patients with BV, the mi-
crobial varieties increased remarkably, but both Gardnerella vaginalis and Atopobium vaginae clones con-
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stituted a greater portion, while Lactobacillus clones were not detected. It is therefore concluded that the 
vaginal microflora of healthy women is simple, predominated by single Lactbacillus species, and L. iners is 
one of the dominant species. The vaginal microflora of BV patients is complicated and various, but pre-
dominated by both Gardnerella vaginalis and Atopobium vaginae. 

Keywords: Bacterial vaginosis, 16S rRNA gene, Clone library, Community

细菌性阴道病是女性生殖道感染的最常见疾病, 
它可引起严重的并发症, 包括盆腔炎、绒毛膜羊膜
炎、早产、低出生体重儿, 也使患者增加了感染HIV
病毒的风险[1]。尽管甲硝唑治疗对大多数的患者来

说是有效的, 但复发率非常高, 仍然是当今我们所
面临的严重挑战。细菌性阴道病的主要特征是阴道

内产生过氧化氢的乳酸杆菌减少或缺失, 而阴道加
德纳菌、动弯杆菌、普雷沃菌、类杆菌等厌氧菌增

加[2]。可见, 复杂的阴道微生物的变化在细菌性阴道
病的发病中起到了重要的作用。 

我们目前对阴道菌群的认识多是基于传统的培

养方法和生化鉴定方法。然而, 阴道内许多细菌是
厌氧菌, 营养要求苛刻, 很难进行纯培养和分离鉴
定, 因而对阴道菌群的认识存在一定的偏差和不完
整性。国内关于应用非培养方法对阴道菌群的研究

尚未见报道。16S rRNA基因克隆文库分析技术不依
赖于微生物的分离培养, 能够快速鉴定出样本中尚
不能人工培养的细菌 [3], 对阴道的菌群构成可获得
更准确、全面的认识。本文通过构建 16S rRNA基因
克隆文库, 分别对健康妇女及BV患者的阴道菌群进
行了分析。 

1  材料与方法 

1.1  样本采集 
应用Amsel 临床诊断标准[4]及Nugent评分标准

[5], 从就诊的 50 例育龄期妇女中, 遵循以下筛选指
标确诊健康妇女及BV患者各 3例: 患者一月内无全
身应用抗生素及阴道局部用药史, 3天内无性生活史, 
非妊娠期、哺乳期或月经期, 没有同时患有滴虫性、
霉菌性或其它阴道炎症。用无菌阴道棉拭子于阴道

中部侧壁取分泌物, 避免接触到阴道口和外阴部以
防污染。将其放入无菌试管中, 用于提取DNA。健
康妇女阴道分泌物样本编号为N1、N2、N3; BV患者
样本编号为BV1、BV2、BV3。 

1.2  菌株与试剂 
大肠杆菌 E. coli DH5α, 为本实验室保存; 细菌

基因组 DNA 提取试剂盒及 PCR 产物纯化试剂盒, 
购自天为时代公司; pGEM-T Easy Vector Systems, 

购自 Promega公司; Taq DNA polymerase及限制性内
切酶 HaeIII和 Hinf I, 购自宝生物工程有限公司。 

1.3  总 DNA 的提取与检测 
采用试剂盒提取样本总 DNA, 具体操作步骤参

照说明书。提取的总 DNA经紫外分光光度计测定纯
度, 1%琼脂糖凝胶电泳检测后于 4℃保存备用。 

1.4  16S rRNA 基因片段的扩增与克隆文库构建 
以样本总 DNA为模版, 采用细菌通用引物 27F

和 1492R扩增其中的 16S rRNA 基因。扩增反应体
系: 10×PCR缓冲液 5 μL, dNTP (10mmol/L)1 μL, Taq 
DNA polymerase (5U/μL) 0.5 μL, 引物 27F 和
1492R(25 μmol/L)各 1 μL, 模板 DNA 1.5 μL (经
Beckman DU 800分光光度计定量相当于200ng), 补双
蒸水至 50 μL。PCR 扩增条件: 94℃预变性 5 min, 然
后 94℃变性 30 s, 55℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min, 共
30个循环, 72℃最终延伸 10 min。PCR产物用 1%琼脂
糖凝胶电泳检测, 并用 PCR产物纯化试剂盒纯化。 

使用 pGEM-T Easy vector System 试剂盒进行
PCR 产物与克隆载体的连接反应, 连接产物通过电
转化入 E. coli DH5α 感受态细胞中, 复苏培养后涂
布于含氨苄青霉素(Amp)、X-gal 和 IPTG 的 LB 平
板上, 37℃培养 14∼16 h。通过蓝白斑筛选挑取其中
的阳性克隆子, 构建 16S rRNA基因克隆文库。 
1.5  阳性克隆的检测、ARDRA 与序列分析 

用 pGEM-T载体通用引物 SP6F和 T7R对克隆
子 DNA 进行 PCR 扩增, 检测阳性克隆。用 Hinf I
和HaeIII两种限制性内切酶对阳性克隆的 PCR产物
进行 ARDRA 分析, 酶切反应体系为 20 μL, 其中
10×Buffer 2.0 μL, 限制性内切酶(10U/μL) 1.0 μL, 
PCR产物 6 μL, 双蒸水补足体积, 混匀后置于 37℃
酶切 3 h以上。酶切产物用 2%琼脂糖凝胶电泳检测。
选择不同 ARDRA 图谱类型的克隆子测序, 测序工
作由北京诺赛基因公司完成。测序结果通过

GenBank 数据库中的 BLASTN 程序进行序列比对, 
确定所克隆子序列所代表的细菌种类。 

2  结果 

构建健康妇女样本 N1、N2、N3和 BV 患者样
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本 BV1、BV2、BV3的阴道菌群 16S rRNA基因文
库共 6个。从每个文库中随机挑取 50个克隆子, 总
共 300个克隆子经 PCR检测后, 获得 275个阳性克
隆子。经 ARDRA分析(图 1), 挑选不同图谱类型的
代表克隆子测序, 得到 20条有差异的 16S rRNA基
因序列。通过在 GenBank 数据库中进行 BLAST 比
对, 均与其中的已知序列具有高度同源性(>97%)。
各文库克隆子所代表细菌种类的分布情况见表 1。 

 

 

图 1  部分克隆子的 ARDRA电泳图 
Fig. 1  Agarose gel electrophoresis of ARDRA fingerprinting 
profiles. 
1~15泳道: BV3样品的 15个克隆子。具有相同 ARDRA图谱类
型的克隆子归为同一菌种(泳道 1、4、6、7、10、12为一种, 泳
道 3、8、9、11、14、15 为一种, 泳道 2、5、13各为一种), 选
择其代表克隆子进行测序。 
Lanes 1~15: 15 clones in clone library of sample BV3. Clones with 
the same fingerprinting pattern were defined as the same clone. The 
representative clones were selected for subsequent sequencing. 
 

每一个健康妇女样本的基因文库中, 克隆子类
型都比较单一, 而且均为乳酸杆菌。与惰性乳酸杆
菌(L. iners)序列具有高度同源性的克隆子在 N2 和
N3 样本的文库中均占优势, 分别占克隆子总数的
91.7%和 95.3%, 而阴道乳酸杆菌(L. vaginalis)和卷
曲乳酸杆菌(L. crispatus)的克隆子则分别以较少比
例存在于 N2和 N3样本的文库中(8.3%和 4.7%)。在
N1样本的文库中, 与 L. crispatus序列具有高度同源
性的克隆子占克隆总数的 97.9%, 另外还存在少量
的詹氏乳酸杆菌(L. jensenii), 其克隆子占克隆总数
的 2.1%。 

在每一个 BV 患者样本的基因文库中, 克隆子
所代表的菌种类型明显增多, 但乳酸杆菌均缺如 , 
而被其它的菌种代替。3个 BV患者样本均以阴道加
德纳菌 (Gardnerella vaginalise)和阴道阿托波氏菌
(Atopobium vaginae)占优势 , 还分别存在不同比例
的二路普雷沃氏菌(Prevotella bivia)和羞怯动弯杆菌
(Mobiluncus mulieris)。在 BV1样本中还发现有较低
比例的 Leptotrichia amnionii、Sneathia sanguinegens
和 Megasphaera elsdenii, 其克隆子分别占克隆总数

的 2.3%、4.5%和 2.3%。在 BV1和 BV3样本中发现
有 Peptostreptococcus anaerobius, 其克隆子分别占
克隆总数的 2.3%和 2.2%。Bacteroides ureolyticus、
Peptoniphilus sp.、 Dialister sp.、 Bifidobacterium 
biavatii和 Aerococcus christenseni 则分别以较低的
比例仅在某一个样本的基因文库中出现。另外, 在
这 3 个 BV 患者样本的基因文库中均存在一定比例
的 Uncultured clone, 即以非培养方法研究发现的克
隆子, 是目前的培养方法还未能鉴定的菌种。 
 

表 1  各文库克隆子所代表细菌种类的分布情况 
Table 1  Microbial diversity and proportion of each 

individual 16S rRNA gene clone library 

Species (sequence 
similarity) N1 N2 N3 BV1 BV2 BV3

L. crispatus (99%) 97.9*  47    

L. jensenii (98%) 2.1      

L. iners (99%)  91.7 95.3    

L. vaginalis (99%)  8.3     

Gardnerella 
vaginalis (99%)    40.9 53.2 28.3

Atopobium 
vaginae (99%)    25.0 19.1 43.5

Prevotella bivia 
(98%)    6.8 8.5 2.2

Mobiluncus 
mulieris (98%)    9.1 6.4 13.0

Leptotrichia 
amnionii (99%)    2.3 0.0 0.0

Sneathia 
sanguinegens 
(99%) 

   4.5 0.0 0.0

Megasphaera 
elsdenii (98%)    2.3 0.0 0.0

Bacteroides 
ureolyticus (99%)    0.0 6.4 0.0

Peptostreptococcus 
anaerobius (99%)    2.3 0.0 2.2

Peptoniphilus sp. 
(98%)    0.0 0.0 4.3

Dialister sp. (99%)    0.0 4.3 0.0

Bifidobacterium 
biavatii (98%)    0.0 0.0 2.2

Aerococcus 
vaginalis (99%)    4.5 0.0 0.0

Uncultured clone 
rRNA 025 (98%)    0.0 2.1 0.0

Uncultured clone 
rRNA 115 (98%)    2.3 0.0 0.0

Uncultured clone 
rRNA 362 (99%)    0.0 0 .0 4.3

 

注: 表中数字为代表不同菌种的克隆子占该文库中总克隆子数
目的百分比(%) 
Note: Numbers denoted as the percentage of different clones in 
each individual 16S rRNA gene clone library 
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3  讨论 

本研究非培养分析的结果表明健康妇女阴道内

菌种单一, 而且均以乳酸杆菌占优势, 每个样本的
基因文库都仅包含了 2 种乳酸杆菌, 且以一个菌种
占绝对优势。Antonio等[6]的研究也证实健康妇女阴

道中通常仅 1~2 种乳酸杆菌占优势, 最常见的乳酸
杆菌是 L. crispatus、加氏乳酸杆菌(L. gasseri)和    
L. jensenii。我们除在一例健康妇女的样本中鉴定出
了传统培养方法已证实的健康妇女阴道优势菌种  
L.crispatus 外, 还于两例健康妇女的样本中均鉴定
出另一优势菌种 L. iners。L. iners在通常用于分离
乳酸杆菌的 MRS 和 Rogosa 培养基上不能生长, 这
可能是传统培养方法没能从阴道样本中发现这一菌

种的原因。Falsen等[7]于 1999年首次分离鉴定了该
菌种, 并命名为 L. iners。后继研究证实 L. iners作
为优势菌种之一在瑞典、加拿大、美国和尼日利亚

的健康妇女阴道中均有存在 [8-11], 而本研究发现中
国健康妇女阴道中也存在这一优势菌。有关 L. iners
在维持阴道健康状态方面的作用机制还有待于进一

步研究。 
本研究非培养分析还发现 BV 患者阴道内菌种

复杂多样, 鉴定出了以前依赖传统培养方法未能在
BV患者阴道内发现的菌种及一定比例的Uncultured 
clone。同时发现在所有 BV 患者样本中均以

Gardnerella vaginalise 和 Atopobium vaginae 占优势, 
这与 Verhelst等[12]的报道一致。Gardnerella vaginalise
和 Atopobium vaginae在阴道内同时存在高度预示着
BV 的发生 , 同时检出这两种菌的妇女比仅检出
Gardnerella vaginalis的妇女有更高的复发性 BV发
生率[13]。Atopobium vaginae是以前依赖传统培养方
法未能发现的菌种, 为严格厌氧的革兰氏阳性球菌, 
或呈短链的棒状杆菌, 营养要求苛刻。Ferris 等[14]

于 2004 年第一次报道了 Atopobium vaginae 与非正
常阴道菌群的关系 , 该菌对甲硝唑高度耐药。
Verstraelen等[15]亦报道 Atopobium vaginae在治疗无
效或疗效不佳的患者阴道内浓度很高, 而在治愈的
患者阴道内浓度最低。因此, Atopobium vaginae很可
能造成了部分 BV 患者应用甲硝唑治疗无效的情况, 
很有必要对这一菌种的特性及其抗生素敏感性做进

一步研究 , 为甲硝唑治疗无效的患者以及复发性
BV的治疗提供帮助。 

阴道内乳酸杆菌的减少或缺失是导致 BV 发生
的主要原因。其复发也与没能重新建立乳酸杆菌占

优势的阴道菌群状态相关。因此应用乳酸杆菌益生

菌治疗恢复阴道内乳酸杆菌的优势地位, 已成为当
今治疗 BV 以及预防 BV 复发的新策略。本研究发
现 L. iners是健康妇女阴道内的优势菌种之一, 说明
它在维护阴道健康状态方面发挥了重要作用。Reid  
等[16]报道 L. iners 可以降低生殖道感染的风险, 恢
复或维持阴道的健康菌群状态。Ferris 等[17]运用非

培养的方法分析甲硝唑治疗后 BV 患者阴道菌群的
变化, 发现在治疗有效的患者阴道内以 L. iners为优
势菌种。因此, 可以考虑将 L. iners作为益生菌的筛  
选菌株, 有待于进一步临床试验来证实其益生菌的
特性。 
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