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·专家共识·

子宫腔微生物组检测分析专家共识
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【摘要】 近年来的研究已证实人类宫腔并非“无菌”状态，而是定植着多种微生物菌群。子宫腔内微生物

的多样性及其代谢产物可以通过调节局部免疫环境影响生殖健康稳态，与复发性流产、反复种植失败、子宫内膜

炎、子宫内膜异位症以及子宫内膜癌变等密切相关。然而，由于宫腔内的微生物群落丰度较低，属于典型的低生

物量样本，其研究结果易受研究对象的选择、微生物取样、测序分析及污染控制等因素的影响，并可能导致无效

或错误的分析结果。因此，本共识通过组织国内相关专家，系统整合国内外最新研究成果与实践证据，围绕子宫

腔微生物组学研究的关键环节——包括研究设计、样本量计算、标准化采样流程、测序分析方法及污染控制等方

面——形成系列推荐意见，旨在为相关领域研究提供兼具科学性与实操性的技术规范。
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近年来，微生物组研究证实人体多数组织器官与共生

微生物形成动态互作系统，影响生理病理进程。微生物群

（microbiota）指特定环境中的微生物群落，其基因组集合

称为微生物组（microbiome）。女性生殖道微生物组与生殖

健康密切相关 [1]。

传统观点认为，上生殖道（子宫腔、输卵管、卵巢）

为无菌环境，但下一代测序技术（NGS）揭示了其存在独

特微生物群落 [2-4]，挑战了“无菌子宫”假说。早期研究认

为宫腔仅在妊娠 [5-6] 或疾病状态下存在微生物定植。2015
年，Mitchell 等 [7] 通过 qPCR 发现 95%（55/58）子宫切除

标本存在宫腔细菌定植；Moreno 等 [8] 及 Verstraelen 等 [9] 

分别通过宫腔液和子宫内膜标本的 16S rRNA 测序证实宫

腔微生物普遍存在。然而，宫腔微生物属低生物量样本

（细菌负荷较阴道低 102 ~104 倍 [10-11]），导致该领域的研究

一直面临挑战：① 经阴道取样与子宫切除标本菌群分析

结果存在矛盾 [8, 12-13]；② 40% 的腹式子宫切除标本中微

生物组丰度未显著高于阴性对照，引发真实性争议 [14-15]；

③ 核心微生物组难以界定，导致结果可比性差。因此，

本共识通过组织国内相关专家，并查阅国内外最新的子

宫腔微生物组学研究进展，提出了关于子宫腔微生物组

学研究在研究设计、样本量计算、样本采集、测序分析

方法和污染控制等方面的推荐意见（推荐级别及代表的

意义见表 1）。其目的是为子宫腔内微生物组学研究提供

切实可行的实践规范。

一、 研究设计

1. 研究方案：子宫内膜微生物组研究需结合队列设

计（病例对照 / 横断面）与纵向动态监测，分析微生物群

落结构、功能及其遗传特征差异。前瞻性设计需同步采

集同一时间点样本及个体跨时间点的连续样本（如月经

周期不同阶段）。类似肠道微生物研究提示，物生物组成

动态变化可能更具预测价值。通过跨时间点追踪，可解

析微生物波动与临床结局的关联，挖掘早期诊断标志物，

并为个体化干预提供依据。

2. 样本量：现有研究样本量普遍偏小（30~60 例），

限制了统计功效及效应量分析。扩大样本量可提升小效应

差异的检测灵敏度。在子宫腔微生物组研究中尤其需关注

妊娠史、月经周期等分层亚组的独立分析。

3. 合适的元数据的设计及采集：研究可重复性依赖标

准化元数据记录，包括人群特征（生育史、激素状态）、样

本采集流程（时间点、存储条件）、生信分析参数等。需系

统性评估并公开共享样本异质性（如周期阶段、分娩次数）

对微生物组成的影响，避免结论偏倚。原始数据与元数据

同步开放将促进跨研究验证及机制解析。

推荐意见：子宫腔微生物组研究应优先采用前瞻性

队列联合纵向动态追踪设计，整合月经周期等多阶段样

表1  推荐级别及意义

推荐级别 代表意义

1类 基于高级别研究证据，专家意见高度一致

2A类
基于高级别临床研究证据，专家意见基本一致；或基

于低级别临床研究证据，专家意见高度一致
2B类 基于低级别临床研究证据，专家意见一致或基本一致

3类
不论基于何种级别临床证据，专家意见不一致或有较

大分歧
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本采集，系统解析菌群动态变化与临床结局的关联（推

荐级别：2A 类）；同时需扩大样本量并依据妊娠史、月经

周期等关键变量进行分层分析，结合 PERMANOVA 等

统计模型区分技术干扰与生物学信号，提升小效应差异

的检测效能（推荐级别：2A 类）。建立标准化元数据框

架（涵盖生育史、样本采集流程及分析参数），评估异质

性来源，并开放共享原始数据与分析流程，以增强结果

可重复性及跨平台验证能力，推动机制研究与临床转化

（推荐级别：2A 类）。

二、 研究对象

患者和对照组的选择是研究子宫腔微生物组学的关键

步骤，尤其在探讨其与子宫环境互作时 [16]。目前子宫腔微

生物组在月经周期中的稳定性仍存争议，部分研究提示其

高度稳定 [8]，另一些则发现宫腔微生物组在增殖期、分泌

期与经期存在显著差异 [17]，需进一步明确月经周期中子宫

“基线”微生物的动态变化。

研究设计需根据科学问题细化分组，建议系统收集参

与者元数据以控制混杂因素。需区分未生育、已生育及多

次生育女性，因妊娠史可显著改变生殖道菌群结构 [18]。

推荐意见：建议在研究设计中需考虑到月经周期、妊

娠及分娩史对子宫腔微生物组的潜在影响（推荐级别： 
1 类）。应系统采集参与者元数据，重点涵盖月经周期阶

段（增殖期 / 分泌期 / 经期）、生育次数及子宫环境相关变

量，以阐明微生物组与生理状态的互作关系（推荐级别： 
1 类）。建议设置严格对照组，并区分未生育、已生育及多

次生育女性，以控制混杂因素。针对月经周期争议，可增

设跨周期纵向采样队列，同步分析“基线”微生物动态与

周期激素波动关联，提升子宫腔微生物组基线动态解析的

可靠性（推荐级别：2A 类）。

三、 子宫腔微生物菌群标本的采集

目前，子宫腔微生物菌群研究中，标本采集方法各

异。标本采集方法的设计均旨在尽量减少宫颈、阴道污

染。主要取样方式包括：经宫颈进入子宫腔采样，选择性

剖宫产术中采样以及手术切除的子宫标本无菌采集。经

宫颈取样方式包括 IVF 胚胎移植后导管尖端取样、宫腔

液抽吸、子宫内膜拭子采样，以及子宫内膜活检或刮宫

组织采样。部分研究通过无菌剖开切除的子宫采集子宫

内膜拭子或组织样本；另有研究在剖宫产术时采集子宫

内膜组织。手术切除标本的无菌采样理论上最优，但仅

适用于特定患者。临床实践中，健康绝经前女性极少接

受子宫切除，而多数剖开或切除子宫的患者为异常子宫

出血或肿瘤患者，其子宫腔环境可能已受影响，从而改

变子宫腔微生物菌群的定植。

为了最大限度地降低污染风险，一些新型的子宫取样

方法已被应用于宫腔微生物组研究，包括双腔胚胎移植导

管 [19]、宫内人工授精导管 [12] 和经宫颈护套刷装置 [9]。与研

究方案中的每一步一样，整个研究过程中应努力以标准

化的方式收集样本，以尽量减少无意的变异。最近的一

项研究对比了子宫内膜液与组织样本发现：宫腔液微生

物组无法完全反映组织菌群组成，提示取样部位选择需

结合研究目标 [20]。

推荐意见：研究者应选择适当的宫腔微生物采样方法，

尽量减少宫颈和阴道污染的风险。在使用经宫颈取样方式

时，优先选择防污染取样装置，经宫颈取样时，推荐使用

双套导管或带保护鞘的子宫内膜刷，并同步采集宫颈阴道

对照样本；手术场景优先采用子宫切除后无菌剖开子宫取

样。采样流程中强制设置阴性对照（灭菌拭子全程伴随采

样）（推荐级别：2A 类）。

四、 子宫腔微生物菌群标本的储存

样本储存与运输的标准化是保障微生物组数据可靠

性的关键环节。- 80 ℃直接冷冻被视为金标准，但一项

肠道菌群研究显示：新鲜样本、- 80 ℃直接冷冻及置于

干冰上快速冷冻（snap-frozen）然后在 - 80 ℃保存三组

的 16S 测序结果无显著差异，而速冻可减少冰晶形成以

维持细胞完整性 [21]。

临床场景中常缺乏超低温设备，可选用保存缓冲液

（如 RNAlater、PSP、Allprotect）在 4 ℃ / 室温维持核酸稳定。

不过，从存储在 RNAlater 中的样本分析发现，与新鲜样本

和 -80 ℃存储样本相比，其细菌群落的相似性较低 [22]。另

一项研究对比了六种保存缓冲液，结果显示不同缓冲液保

存的样本，分析结果上细菌群落组成缺乏一致性 [23]。总的

来说，使用不同采样和存储方法的子宫腔微生物组研究缺

乏可比性，因此该领域亟需设计严谨的大型队列研究，特

别是针对低生物量微生物的生态研究。

推荐意见：在子宫腔内微生物菌群标本采集后，需

在抑菌条件下储存。推荐在采集后立即使用干冰或液氮

进行快速冷冻，随后转移至 -80 ℃长期保存（推荐级别： 

1 类）。样本需分装为单次使用量，避免反复冻融。若需运

输，全程保持 -80 ℃冷链或干冰环境。但在缺乏此设备

的情况下，可使用有效的存储缓冲液（推荐级别：2A 类）。

在元数据中记录采样和存储方法。同一研究中需统一保存

方法，设立内参样本（如添加标准菌株）以评估保存偏差

（推荐级别：2A 类）。

五、 微生物组检测

微生物组研究需择合适分析方法。传统培养技术因

严重低估菌群多样性而被非培养技术取代。人体微生物

组计划采用了基于 16S rRNA 高通量测序（聚焦基因超

可变区作为菌属 / 种特异性标志），现为生殖道微生物组

研究主流方法。该技术通过“群体基因组学”策略解析

菌群特征：样本经 DNA 提取后，采用标记基因分析、宏

基因组 / 宏转录组等技术进行深度解析。标记基因分析成

本低、适用于物种注释，而宏基因组学可挖掘功能基因，

但需更高测序深度与计算资源 [24]。

1. 标记基因分析：16S rRNA 基因（细菌 / 古菌），及

18S rRNA、28S rRNA 和 ITS 区（真菌）为常用标记基因。

16S 扩增测序快速经济，尤其适合子宫内膜等低生物量
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样本。子宫内膜研究常选择 V4 高变区，而阴道研究显示

V3~4 区比 V1~2 区识别更多分类群及更高多样性 [25]。尽

管存在局限性（如无法解析菌株水平功能），标记基因分析

仍是宫腔微生物组研究主流（>80% 文献采用）。

2. 宏基因组分析：全基因组测序可检测细菌、真菌及

病毒，擅长解析低生物量样本复杂群落。当前注释精度受

限于数据库完整性，但技术进步正突破瓶颈：研究已揭示

宫腔多界微生物共存现象。目前仍需提升测序深度、优化

数据库并扩大样本量，以增强物种鉴定准确性，阐明代谢

通路等宿主 - 菌群互作机制。

3. 宏转录组分析：通过 RNA 测序解析微生物功能活

性，弥补 DNA 测序无法反映代谢活性的局限。核心挑战是

去除宿主 rRNA 干扰（>95% 为非编码 RNA）。最新研究

通过子宫内膜宏转录组构建了 5 300+ 微生物全群落图谱，

发现分泌期与增殖期菌群丰度差异及前列腺素代谢通路变

化，提示菌群可能调控内膜功能 [26]。

推荐意见：在微生物菌群研究中，应根据研究目标及

资源条件综合选择分析方法。建议采用针对 16S rRNA 基因

的 V3~V4 区域进行靶向分析，以增强对更广泛类群的识别

（推荐级别：2A类）。为扩展分析范围，还可纳入宏基因组

或宏转录组测序，以检测非细菌生物（推荐级别：2A类）。

六、 生信分析方面

近年来，扩增子序列变异（amplicon sequence variants, 
ASVs）逐渐取代操作性分类单元（operational taxonomic 
units, OTUs）成为差异丰度分析的主流方法。ASV 方法可

在扩增和测序错误发生前推断样本中的真实生物序列，并

能区分仅相差一个核苷酸的序列变体，因而具有更高的分

辨率和重现性。

在 16S rRNA 基因测序中，使用不当的引物组合、

过时的参考数据库或错误的分析流程可能导致某些细

菌属被低估或遗漏。目前，常用的 16S rRNA 数据处理

工 具 包 括 QIIME、QIIME 2、UPARSE、USEARCH、

VSEARCH 和 Mothur。数据库的选择也会影响分类精度，

主流数据库包括 Greengenes、SILVA、NCBI 和 RDP 分

类器。其中，Greengenes 专注于细菌和古细菌，SILVA
则是最新且规模最大的数据库，广泛用于 16S rRNA 基因

研究，可支持更精确的物种鉴定。在定向 16S rRNA 测序

或宏基因组测序研究中，建议考虑使用 NCBI 数据库以获

得更全面的分类信息。

推荐意见：建议在生物信息分析中采用 ASVs 进行差

异丰度测试，以提高微生物组分析的分辨率和准确性（推

荐级别：2A 类）。同时，应根据具体研究需求选择适当的

分析工具和数据库，确保结果的可靠性。采用最新、最全

面的数据库的数据分析技术，以确保精确的物种水平识

别。同时还应及时关注生物信息学的进展，使用最新版本

的软件工具，以确保最准确的分析（推荐级别：1 类）。

七、 污染的控制

在低生物量微生物环境（如子宫腔）中，污染物

DNA 和交叉污染会显著干扰微生物组研究结果。污染物

DNA 主要源于实验室试剂（如分子生物学级试剂、DNA
提取试剂盒、PCR 试剂）和环境因素（耗材、操作人员）。

这些试剂因含有细菌源性 DNA 成分，其携带的“细菌源

性 DNA”污染在不同品牌或批次间存在差异，故建议全

程使用同批次试剂。如果使用多个试剂盒，应将试剂盒

批次作为统计分析中的一个因素；此时记录每个样本使用

的试剂盒以及批次是至关重要的。研究显示，空白对照

和无模板对照中检测到超过 100 种常见的污染类群，证

实试剂污染难以避免。交叉污染则发生于样本间或测序

过程，尤其在低生物量条件下，痕量污染物即可覆盖真

实微生物信号。

为降低低生物量微生物组测序分析中的污染风险，建议：

1. 在不同样本组或处理步骤中应实施随机化。研究

人员需佩戴一次性手套、口罩，并避免裸露皮肤，以降低

DNA 污染。实验操作（样本转移、DNA 提取、文库制备

和测序）应在清洁、隔离环境中进行，并使用经过适当处

理的设备和耗材。

2. 适当的对照对微生物组研究至关重要，特别是在子

宫腔微生物研究中。采样过程需包含对照以识别污染物并

区分真实微生物。建议使用三类阴性对照：① 采样空白对

照；② DNA 提取空白对照；③ 无模板扩增对照。此外，

建议使用两类阳性对照：① DNA 提取阳性对照；② 扩增

阳性对照 [27]，以评估检测限及交叉污染影响。可使用单一

微生物分离物或已知微生物混合物作为阳性对照。

3. 结果分析时需考虑污染物的影响，生物量越低，污

染影响越显著。污染是子宫腔微生物研究的主要挑战之一，

完全控制污染虽难实现，但研究需保持透明，提供完整数

据和对照信息，并充分讨论局限性。

推荐意见：在低生物量微生物环境（如子宫腔）中，

污染风险极高，因此建议在微生物组研究中采取一系列

措施以降低污染影响，并建议使用同一批次的试剂处理

所有样本（推荐级别：2A 类）。采样过程必须包含充分的

阴性和阳性对照，以识别交叉污染和确认检测限（推荐

级别：1 类）。在分析和解释结果时，应考虑污染物的影

响，使用对照样本进行比较，必要时应用去除污染物的

工具和预测模型（推荐级别：1 类）。
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