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ＶＶＣ与 ＲＶＶＣ患者治疗前后阴道菌群的对比研究

叶桂娥１，刘木彪１，黄宜娥２，周宏伟２

　　［摘要］　目的　从菌群总体角度分析和比较单纯性外阴阴道假丝酵母菌病（ｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＶＶＣ）患者与复发性
外阴阴道假丝酵母菌病（ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＲＶＶＣ）患者临床治疗前后阴道菌群的差异，了解临床治疗与阴道微
生态多样性的相关性。方法　采集ＶＶＣ患者（ＶＶＣ组，３例）及 ＲＶＶＣ患者（ＲＶＶＣ组，３例）女性阴道后穹窿分泌物，提取细
菌总基因组ＤＮＡ，扩增１６ｓｒＲＮＡＶ４区基因，以得到样品的物种信息用于对比研究。结果　ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组两组阴道菌群
未见显著差异，而以个体为特点区分聚类。用药后，ＶＶＣ组菌群的α多样性未见明显改变，但菌群结构改变显著，体现在乳酸
菌比例增加，加德纳菌和变异菌属比例降低。用药后ＲＶＶＣ组菌群的α多样性和菌群构成均未见显著改变（Ｐ＞００５）。结论
　ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组阴道菌群无显著差异。用药后，ＶＶＣ组菌群结构改变较ＲＶＶＣ组显著。
　　［关键词］　外阴阴道假丝酵母菌病；复发性外阴阴道假丝酵母菌病；阴道菌群；１６ｓｒＲＮＡ
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　　外阴阴道假丝酵母菌病（ｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌｃａｎｄｉｄｉａ
ｓｉｓ，ＶＶＣ）是一种常见外阴阴道炎症。研究显示，
ＶＶＣ大约占有症状感染者的１７％～３９％，约占微生
物所致阴道炎的２５％～３０％；其中５％～８％的ＶＶＣ
患者发展为复发性外阴阴道假丝酵母菌病（ｒｅｃｕｒ
ｒｅｎｔｖｕｌｖｏｖａｇｉｎａｌｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＲＶＶＣ），即一年内 ＶＶＣ
发作４次或以上［１］。既往报道 ＶＶＣ患者的阴道菌
群大部分为乳杆菌，与健康女性阴道菌群相似［２］。

随着分子生物学技术的推广，已有相关研究发现

ＶＶＣ的发生与阴道菌群微生态失衡有一定的相关
性，但对ＶＶＣ患者药物治疗后其阴道微生物群落菌
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ｍａｉｌ：ｂｉｏｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ＠ｇｍａｉｌ．ｃｏｍ

群的整体结构及组成变化，迄今为止没有深入的研

究，对ＲＶＶＣ患者的研究更是少之又少。本研究利
用基于荧光测序平台的双末端测序（ｂａｒｃｏｄｅｄ
ｐａｉｒｅｄｅｎｄｉｌｌｕｍｉｎａｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＢＩＰＥＳ）法［３］分析比

较ＶＶＣ和ＲＶＶＣ患者治疗前后的阴道菌群结构，以
了解临床治疗与阴道微生态多样性的相关性。

１　材料与研究对象

１．１　主要试剂　阴道拭子基因组ＤＮＡ提取试剂盒
（北京百泰克，中国）、蛋白酶 Ｋ（广州学友生物，中
国）、ＥｘｔａｑＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ，日本）。Ｍｉｃｒｏｆｕｇｅ
１８台式高速离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ，德国）、ＭＳ２振荡器
（ＩＫＡ，德国）、ＢＩＥ１６８紫外线凝胶成像分析仪（广
东方统生物，中国）、０４１ＢＲ电泳仪（ＢｉｏＲＡＤ，美
国）。盐酸特比萘芬阴道泡腾片（齐鲁天和惠世
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制药有限公司，５０ｍｇ／片，７片／盒，中国）。
１．２　研究对象　２０１３年４－１２月就诊于佛山市顺
德区第一人民医院妇科门诊的患者，年龄（３０±
０２）岁。患者均签署知情同意书。

ＶＶＣ组（３例）纳入标准：①症状：外阴瘙痒、灼
痛、性交痛及尿痛，可伴有阴道分泌物增多；②体征：
外阴红斑、水肿，多伴抓痕或皮肤皲裂、表皮脱落，阴

道黏膜潮红、小阴唇内侧及阴道黏膜附着白色膜状

物，阴道内可见白色黏稠呈乳胶或豆渣样分泌物；③
实验室检查：湿涂片（以生理盐水和 １０％ＫＯＨ制
备）证实存在假丝酵母菌的芽生孢子或假菌丝；或

真菌培养有白假丝酵母菌、近平滑假丝酵母菌、热带

假丝酵母菌等生长。

ＲＶＶＣ组（３例）纳入标准：①符合 ＶＶＣ诊断标
准，并在１年内有症状并经真菌学证实的ＶＶＣ发作
４次或以上。②实验室检查：湿涂片证实存在假丝
酵母菌的芽生孢子或假菌丝，或真菌培养有白假丝

酵母菌、近平滑假丝酵母菌、热带假丝酵母菌等

生长。

排除标准：患者为非妊娠期、哺乳期；排除全身

系统性疾病如糖尿病等；排除其他阴道炎如滴虫性、

细菌性阴道病；１个月内无全身应用抗生素、免疫抑
制剂、阴道用药史，３ｄ内无性生活史及阴道灌洗。

两组患者确诊后予盐酸特比萘芬阴道泡腾片治

疗（阴道内用药，５０ｍｇ／ｄ，共７ｄ），治疗结束后，患
者均自觉外阴瘙痒症状缓解、白带减少，实验室湿涂

片检查真菌阴性。

２　方　法

２．１　标本采集　患者于药物治疗前及治疗第８天，
用无菌阴道拭子于阴道穹窿处阴道壁取分泌物。将

阴道拭子置于无菌干燥试管中，用于提取细菌总

ＤＮＡ。标本采集后放于４℃标本箱保存送检。
２．２　细菌总 ＤＮＡ的提取与检测　以细菌基因组
ＤＮＡ提取试剂盒提取样本中总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
（波长为５７０）测定纯度和浓度，ＰＣＲ产物经１％琼
脂糖凝胶电泳检测后放置４℃冰箱中保存备用［４］。

２．３　１６ｓｒＲＮＡＶ４区基因片段的扩增及Ｉｌｌｕｍｉｎａ测
序　以样本总ＤＮＡ为模版，采用引物（上海生工生
物工程股份有限公司）５１４Ｆ：５＇－ＧＴＧＣＣＡＧＣＭＧＣ
ＣＧＣＧＧＴＡＡ－３＇和８０５Ｒ：５＇－ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷ
ＴＣＴＡＡＴ－３＇，扩增其中的 １６ｓｒＲＮＡＶ４区基因。
ＰＣＲ总反应体系（２５μＬ）：１０×ｂｕｆｆｅｒ（２．５μＬ），
ｄＮＴＰ（２μＬ），Ｍｇ２＋（１．５μＬ），Ｐ１（０．５μＬ），Ｐ２（０．５

μＬ），Ｅｘｔａｑ（０．２５μＬ）模板 ＤＮＡ（１μＬ），Ｈ２Ｏ
（１６７５μＬ）。ＰＣＲ的扩增条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，
然后９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０
ｓ，共３０个循环，最终７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用
１％琼脂糖凝胶电泳检测产量和特性，经回收纯化
后，通过ＩｌｌｕｍｉｎａＨｉｓｅｑ２０００平台进行双末端１００ｂｐ
测序（由深圳华大基因公司进行）。

２．４　生物信息学分析　所测得的序列经过 ＢＩＰＥＳ
操作进行初步处理，保留有效测序数据进行修剪；反

向互补组装 Ｖ４序列；使用两阶段聚类（ｔｗｏｓｔａｇｅ
ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ，ＴＳＣ）［５］进行聚类，提取出每个操作分类
单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｙｕｎｉｔｓ，ＯＴＵ）的代表序列后
利用全局比对序列分类（ｇｌｏｂａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔｆｏｒｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｔａｘｏｎｏｍｙ，ＧＡＳＴ）进行物种的分类，其中属于
乳酸菌属的ＯＴＵ利用 Ｂｌａｓｔ［６７］进一步分到种级别，
基于进化关系分析细菌群落结构距离（ｕｎｉｆｒａｃｄｉｓ
ｔａｎｃｅ）［８］，采用微生物生态学定量研究（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏｍｉｃｒｏｂｉａｌｅｃｏｌｏｇｙ，ＱＩＩＭＥ）［９］进行阴道菌
群主成分分析。比较 ＶＶＣ组和 ＲＶＶＣ组两组用药
前后菌群结构差异、菌属构成比差异、α多样性分
析、线性判别分析耦合效应测量在线工具［ｌｉｎｅａｒ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＬＤＡ）ｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｅｆｆｅｃｔｓｉｚｅ
ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔｓ，ＬＥｆＳｅ］［１０］统计用药前后菌属差异。
２．５　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计
分析，计数资料采用率（％）或构成比表示，组间比
较采用χ２检验；计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表
示，组内或组间比较采用方差分析；Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

３　结　果

３．１　测序信息　本实验测序样品数１２个，共获得
９２８０２８条序列，平均每个样品７７３４０条。
３．２　ＶＶＣ和ＲＶＶＣ组用药前后菌群聚类　应用全
联聚类（ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｉｎｋａｇｅ）的方法对ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ
组的阴道菌群进行聚类分析。如图１展示 ＶＶＣ组
和ＲＶＶＣ组阴道微生态优势茵群多样性未能以疾
病分组显著区分，而是以个体菌群为特征聚类。

ＶＶＣ组用药后菌群较用药前差异明显，而 ＲＶＶＣ组
用药后菌群与用药前菌群结构更相似。说明菌群以

个体为单位聚类，用药前后的样品菌群相似度大于

疾病的影响。

３．３　ＶＶＣ和ＲＶＶＣ组用药前后菌群β多样性分析
应用欧式距离（ｅｕｃｌｉｄｅａｎｄｉｓｔａｎｃｅ）展示 ＶＶＣ组和
ＲＶＶＣ组阴道菌群用药前后的差异。如图２所示，
ＶＶＣ组用蓝点表示，ＲＶＶＣ组用红点表示，箭头代表
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从用药前到用药后的菌群变化方向，两点之间的距

离表示用药后菌群变化幅度。ＶＶＣ组用药后的菌
群变化幅度均较大，ＲＶＶＣ组用药后菌群差异较小
或不变，两组差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　热点图（Ｈｅａｔｍａｐ）展示ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组
个体用药前后菌群聚类

图２　ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药前后菌群β多样性的差异

３．４　ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药前后菌属构成比差异
如图３所示，在属水平分析 ＶＶＣ组（ａ）和 ＲＶＶＣ组
（ｂ）用药前后菌属构成比的差异。每例患者分别采
集了用药前（第一个图柱）和用药后（第二个图柱）

的样品，分析了ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药前后阴道菌
群中主要的１２个菌属，从属水平对两组用药前后菌
属构成比差异进行分析。图３ａ显示ＶＶＣ组用药前
双歧杆菌、惰性乳杆菌、加德纳菌比例较高，分别占

各自标本的８０％、５５％、４５％，用药后菌群中原优势
菌的比例降低约１５％～５５％，乳酸菌丰度增加成为
优势菌，个体治疗前后的差异存在统计学意义（Ｐ＜
００５）。图３ｂ显示药物治疗后 ＲＶＶＣ组菌属构成
比基本一致，个体治疗前后的差异无统计学意义（Ｐ
＞００５）。

　　每对图柱表示一例患者，第一个图柱表示用药前和第
二个图柱表示用药后

图３　ＶＶＣ组（ａ）和ＲＶＶＣ组（ｂ）用药前后菌属构成比差异

３．５　ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药前后α多样性比较分
析　以ＯＴＵ的个数测定（Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ）（ａ）、赵
氏菌种丰富度指数（Ｃｈａｏ１）（ｂ）、谱系多样性（ＰＤ
ｗｈｏｌｅｔｒｅｅ）（ｃ）和香农指数（ＳｈａｎｎｏｎＩｎｄｅｘ）（ｄ）四
个指标分析，展示ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药后阴道菌
群的α多样性未发生显著变化（图４，Ｐ均＞０．０５）。

ａ：Ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ；ｂ：Ｃｈａｏ１；ｃ：ＰＤｗｈｏｌｅｔｒｅｅ；ｄ：Ｓｈａｎｎｏｎ

图４　四个指标展示ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ组用药前后

菌群的α多样性变化

３．６　菌群差异性统计学分析　ＬＥｆＳｅ是新开发的
统计方法，可用于寻找、统计分析微生物群落标志
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物。通过 ＬＥｆＳｅ统计两组菌属差异表明，未发现
ＶＶＣ组和ＲＶＶＣ两组用药前后存在差异性菌属。

４　讨　论

女性阴道内的正常微生态环境中存在多种微生

物菌群，菌群之间的关系既有共生也有拮抗，共同形

成一个动态的平衡。多个研究发现阴道正常菌群中

的优势菌是以乳酸杆菌为主，其具有抵抗病原菌生

长繁殖的作用，在维持阴道微生物平衡中起着重要

作用［１１］。有研究发现，假丝酵母菌属细菌可以产生

曲霉菌素，结合其他的细菌生长抑制物质，可以拮抗

其他细菌的生长繁殖［１２］。由此推测，当阴道内乳酸

杆菌的生长受到抑制，寄生在阴道内的假丝酵母菌

就可能大量繁殖，形成 ＶＶＣ。阴道内菌群平衡状态
的改变可能是ＶＶＣ发生的重要原因之一。

本研究显示ＶＶＣ组用药后优势菌群较用药前
差异明显，而ＲＶＶＣ组则改变不明显。从各菌属丰
度的表达分析，如图１所示，ＶＶＣ１治疗前阴道微生
态内以双歧杆菌、卷曲乳杆菌为主，而治疗后则以普

氏菌为主，同样明显的差异出现在 ＶＶＣ２、ＶＶＣ３菌
群结构内。ＲＶＶＣ１阴道微生态内则以惰性乳杆菌
为主，治疗后仍以惰性乳杆菌为主，同样的表现出现

在ＲＶＶＣ２、ＲＶＶＣ３菌群结构内，只是 ＲＶＶＣ２阴道
微生态内以链球菌属、普氏菌属为主，ＲＶＶＣ３阴道
微生态内则以惰性乳杆菌、卷曲乳杆菌、加德纳菌为

主，ＲＶＶＣ组治疗前后阴道内优势菌群基本一致，对
ＲＶＶＣ患者的治疗并未引起阴道微生态的明显变
化，但不同样本间仍然存在着显著的个体间差异。

由此可见，患者阴道样本菌群中的优势菌群存在显

著个体差异［１３］。菌群以个体为单位聚类，用药前后

的样品菌群相似度大于疾病的影响。而从属水平对

两组用药前后菌属构成比差异进行分析，如图３ａ显
示ＶＶＣ组用药前双歧杆菌、惰性乳杆菌、加德纳菌
比例较高，分别占各自标本的８０％、５５％、４５％，用
药后菌群中原优势菌的比例降低约１５％ ～５５％，乳
酸菌丰度增加成为优势菌，个体治疗前后的差异存

在统计学意义（Ｐ＜０．０５）。由此推测，ＶＶＣ组患者
出现临床不适症状，与其原有阴道微生态内正常优

势菌群逐渐被其他细菌所取代并趋向于微生态失衡

状态有关［１３］。图３ｂ显示药物治疗后ＲＶＶＣ组菌属
构成比基本一致，个体治疗前后的差异无统计学意

义（Ｐ＞０．０５）。以上结果说明药物杀灭假丝酵母菌
属菌同时，降低了其对乳杆菌的拮抗作用，从而调整

了阴道菌群的结构，使菌群结构逐渐趋向于正常，表

现为ＶＶＣ组对药物治疗较敏感，而对ＲＶＶＣ患者的

治疗并未引起阴道微生态的明显变化。两组治疗前

后的菌群差异的比较如图２所示，ＶＶＣ组用药后的
菌群变化幅度均较大，ＲＶＶＣ组用药后菌群差异较
小或不变。分析原因：ＲＶＶＣ组用药后菌群变化不
明显，可能与其致病菌较顽固等因素有关，药物对该

组患者阴道内假丝酵母菌属杀灭效果较ＶＶＣ组差，
所致的拮抗作用相对减少，故表现出治疗后菌群结

构的变化不大。而 Ｌｉｕ等［１４］研究发现 ＶＶＣ患者阴
道局部甘露糖结合凝集素（ｍａｎｎｏｓｅｂｉｎｄｉｎｇｌｅｃｔｉｎ，
ＭＢＬ）的表达显著高于正常人群，当假丝酵母菌和
ＭＢＬ结合后可启动吞噬过程，发挥免疫清除作用；
在ＲＶＶＣ患者，阴道局部的ＭＢＬ表达显著低于正常
人群。因此，推测在患者天然免疫作用下，ＶＶＣ组
用药后致病菌得以控制，其拮抗作用下降，菌群逐渐

被正常菌群代替，故较用药前差异明显，而 ＲＶＶＣ
组用药后致病菌的清除较ＶＶＣ组的低，菌群变化更
小，用药前后的菌群结构较ＶＶＣ组更相似。说明抗
真菌药物治疗并非促使患者出现新的菌属，而是调

节阴道菌群自身内部的构成，恢复菌群平衡状态达

到治疗效果。如图４所示，ＶＶＣ组和 ＲＶＶＣ组用药
后阴道菌群的α多样性未发生显著变化，此观点通
过ＬＥｆＳｅ统计两组菌属差异，未发现用药前后存在
差异性菌属进一步得以印证。由此推测，ＲＶＶＣ患
者复发率高、治疗顽固与其药物治疗后菌群结构调

节不明显有关，提示临床治疗ＶＶＣ患者需规范足程
的有效治疗，一旦发展成 ＲＶＶＣ则治愈难度增加，
而对ＲＶＶＣ患者的治疗若以辅助乳酸菌治疗促进
正常菌群比例恢复，可能有较好的疗效。因此，欲从

病因上达到治愈的目的，可能需要采用一种既能抑

制或杀灭假丝酵母菌，又能调整阴道菌群正常结构

的药物，这仍需全面了解疾病状态下女性生殖道菌

群结构及多样性变化，对临床治疗与阴道微生态变

化的相关性进一步深入研究，以利于患者的诊断和

治疗［１５］。
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放疗＋辅助性化疗组，结果显示，单纯放疗组和放疗
＋辅助性化疗组 ５年总生存率分别为 ６０．５％和
５４５％（Ｐ＝０．５０），无复发生存率分别为４９．５％和
５４．４％（Ｐ＝０．３８），辅助性化疗无论在总生存率还
是在无复发生存率上均未显示出明显的优势，而且

还增加了毒性反应。Ｋｗｏｎｇ等［１５］的研究表明辅助

性化疗并不能提高鼻咽癌患者的生存率。本研究将

放疗配合化疗的患者归为综合治疗组，包括诱导化

疗、同步放化疗、辅助性化疗及它们的组合，与单纯

放疗相比，单因素分析预后的差异并无统计学意义，

但是多因素分析预后的差异有统计学意义。由于多

因素分析是校正后的分析结果，因此认为综合治疗

的鼻咽癌患者生存率高于单纯放疗。

鼻咽癌在我国南方地区发病率高，研究影响鼻咽

癌预后相关因素，有利于进一步提高鼻咽癌生存率。
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