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摘　要:目的　研究不同病原体感染造成的感染性腹泻患者肠道菌群失衡特征,以及拟杆菌属在维持肠道内环境稳态中

的作用,为后续感染性腹泻的治疗提供新思路.方法　采用三代全长１６SrRNA扩增子方法,测定由病毒和细菌等病原感染

引起的腹泻患者肠道菌群,同时与健康人群肠道进行对比分析.按照单一细菌感染、单一病毒感染、混合感染以及艰难梭菌

感染等对腹泻患者进行分组和分析.结果　拟杆菌在健康人群肠道环境中占据绝对的数量和丰度水平,而感染性腹泻患者

的拟杆菌门/纲/目/科/属等各分类水平的相对丰度均有下降.α多样性分析结果显示不同组别之间无统计学差异;β多样性

中,NMDS和PCoA分析显示健康对照组与感染性腹泻各组中形成了明显的不同聚类群.健康人群肠道菌群的多样性水平

高于各感染性腹泻组.物种差异分析表明,由不同病原体感染造成的感染性腹泻患者具有各自不同的优势肠道菌群.单一

病毒感染之后以双歧杆菌属作为其优势菌群;单一细菌感染之后以链球菌属为优势菌群;混合感染组中以拉氏梭菌属为优势

菌群.艰难梭菌感染组中的埃希菌属和克雷伯菌属是该组中的优势菌群.同时,健康人群肠道中的优势菌群是拟杆菌属.

COG功能预测结果显示,健康对照组与各感染组形成了明显不同的聚类群.感染性腹泻各组中的防御机制功能、细胞壁合

成、蛋白修饰、细胞分化以及复制和重组等功能均明显降低.结论　由不同病原感染造成的感染性腹泻患者出现不同程度的

菌群失调特征,肠道菌群的多样性降低,并出现各自的优势菌群.同时,拟杆菌属在维持人体肠道内环境稳态中具有关键作

用,为后续感染性腹泻的治疗和研究等领域提供了新的思路.
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Abstract:Thisstudyinvestigatedthecharacteristicsofgutmicrobiotaimbalanceinpatientswithinfectiousdiarrheacaused
byvariouspathogenicinfections,andtheroleofBacteroidesinmaintaininghomeostasisintheintestinalenvironment．Thegut
microbiotainpatientswithdiarrheacausedbypathogenicinfections,suchasviralandbacterialinfections,wasdetermined
throughfullＧlength１６SrRNAampliconsequencing．Patientswithdiarrheaweregroupedandanalyzedaccordingtothepresence
ofsinglebacterialinfection,singleviralinfection,mixedinfection,orClostridioidesdifficileinfection．Bacteroideshadthe
highestabsolutenumberandrelativeabundanceinthegutmicrobiotainhealthypeople,whereaspatientswithinfectiousdiarＧ
rheashowedlowerrelativeabundanceofBacteroidesateachphylum/order/family/genustaxonomiclevel．AlphadiversityanalＧ

ysisindicatednosignificantdifferencesamonggroups．NMDSandPCoAindicatedformationofdistinctclustersinthecontrol

groupcomparedwiththedifferentinfectiousdiarrheagroups．Thediversityofthegutmicrobiotawashigherinthecontrol

groupthantheinfectiousdiarrheagroups．PatientswithinfecＧ

tiousdiarrheacausedbydifferentpathogensshoweddiffering

predominantgutmicrobiota．Bifidobacterium predominatedin

thesingleviralinfectiongroup,Streptococcuspredominatedin

thesinglebacterialinfection group,andLachnoclostridium

predominatedinthe mixedinfectiongroup．Escherichia and

KlebsiellawerethemajorgutmicrobiotaintheC．difficile
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infectiongroup．Meanwhile,thedominantgutmicrobiotainthehealthypopulationwasBacteroides．COGfunctionprediction
revealedthatthehealthycontrolgroupformedadistinctclusterfromthedifferentinfectiongroups．Thefunctionsofdefense
mechanisms,cellwallsynthesis,proteinmodification,cellulardifferentiation,andreplicationandrecombinationweresignifiＧ
cantlydiminishedinallinfectiousdiarrheagroups．Ingeneral,patientswithinfectiousdiarrheacausedbydifferentpathogens
showeddysbiosis,withdiminishedgutmicrobiotadiversityandtheemergenceofrelatedbiomarkers．Ourfindingsindicated
thatBacteroideshasakeyroleinmaintainingthehomeostasisofthehumanintestinalenvironment,thusprovidingnewideas
forthesubsequenttreatmentofinfectiousdiarrheaandresearchinotherfields．
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　　感染性腹泻是目前世界范围内普遍存在的公共

卫生问题,腹泻的发生与肠道微生物群落的失调高

度相关[１].一般来说,不同的病原体,如细菌、真菌

或病毒的感染可能造成患者产生不同的临床症状.
尽管感染性腹泻的死亡水平呈逐渐下降的趋势,但
该疾病对 ５ 岁以下儿童仍是一个主要的健康 问

题[２].研究显示,感染性腹泻每年造成约１３０万儿童

死亡的发生,同时造成了巨大的社会和经济负担[３].
肠道微生物群落和宿主相互共存,维持平衡和

共生的互动关系,从而抑制病原体的定植和感染的

发生.此外,粘膜免疫系统的成熟和肠道屏障的维

持也取决于宿主肠道微生物群落的平衡[４].研究显

示,肠道微生物群落的失衡增加了宿主对多种病原

体的易感性并引发不同的疾病,包括腹泻、过敏和心

血管疾病[５].既往对于腹泻患者肠道菌群的研究多

集中于炎症性肠病、克罗恩病、肠易激综合症等慢性

肠道疾病,由病原体感染引起的急性腹泻患者的肠

道菌群相关研究则报道较少.因此,本文将探究不

同病原体感染造成的急性腹泻患者肠道菌群及其特

征,以及拟杆菌属在维持肠道内环境稳态中的作用,
为后续感染性腹泻的治疗提供新的思路和方法.

１　材料与方法

１．１　腹泻患者信息及病原构成　收集２０１８年７月

至２０２０年１１月,云南省４家哨点医院腹泻患者粪

便标本病原检测阳性８５份,以及７份健康对照组样

本,共９２份作为研究对象(见表１).腹泻患者均为

医院初诊病例,４家医院为本研究覆盖省、市、区不

同级别的哨点医院.哨点医院 A 和 B为昆明市的

三甲综合医院;哨点医院 C 为昆明市三甲儿童医

院;哨点医院D为昆明市社区卫生服务中心.所有

的腹泻标本既往已经开展腹泻类病毒(轮状病毒、
札如病毒、诺如病毒、腺病毒、星状病毒)和细菌病原

谱(致泻性大肠、沙门菌、志贺菌、弯曲菌、耶尔森菌

和艰难梭菌)的检测(表１)[６].腹泻患者的纳入标

准:１)患者每日腹泻３次或以上,伴有粪便性状的改

变;２)有明确的病原体感染诊断.排除标准:１)排除

霍乱、细菌性和阿米巴痢疾等甲、乙类传染病造成的

感染;２)排除其它非感染性因素造成的腹泻病例.
本研究经过云南省疾病预防控制中心伦理审查委员

会的审查和批准(批准号:伦审批２０１８Ｇ０９号).所

有受试对象的样本采集前均签署了样本采集知情同

意书.
我们按照腹泻患者的病原检测结果分成了单一

病毒感染组(SV,４２例)、单一细菌感染组(SB,１９
例)、混合感染组(M,１０例)、艰难梭菌感染组(CD,

１４例),同时包含对照组(C,７例).

１．２　粪便样本 DNA 提取及PCR扩增　采用粪便

基因组DNA核酸提取试剂盒(北京天根,DP３２８)对

９２份粪便标本进行 DNA 提取.使用１６SrRNA
V１－V９引物扩增包含所有可变区域的全长１６S
rRNA 基 因:８F(５′ＧAGAGTTTGATYMTGGCTＧ
CAGＧ３′)和 １４９２R (５′ＧGYTACCTTGTTACGAＧ
CTTＧ３′).采 用 PrimeSTAR HS(Premix,TaKaＧ
Ra)进行PCR扩增,９８℃２min;９８℃１５s,６０℃
２０s,７４℃９０s,共３０个循环.
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表１　感染性腹泻患者基本信息及病原谱构成情况

Tab．１　Basicinformationandpathogendetectionresultsforpatientswithdiarrhea

患者信息

组别

对照组
(C＝７)

单一病毒感染组
(SV＝４２)

单一细菌感染组
(SB＝１９)

混合感染组
(M＝１０)

艰难梭菌感染组
(CD＝１４)

性别 男 ６ ２９ １１ ８ ８

女 １ １３ ８ ２ ６

平均年龄
(岁) ３５．７１±２０．６６ ６．４８±３．１７ １８．６９±１３．８５ １０．６４±５．５６ ５０．３３±２７．１６

病原检测
阳性数

轮状病毒 ２２ － ３ －

札如病毒 ５ － ３ －

诺如病毒 ７ － ３ －

腺病毒 ６ － ２ －

星状病毒 ２ － １ －

致泻性大肠埃希菌 － １１ ８ －

非伤寒沙门菌 － ８ ２ －

艰难梭菌 － － － １４

１．３　建库测序及分析　使用 AMPureXP试剂盒

(BeckmanCoulter,USA)纯化每个PCR扩增子产

物,并将等量的纯化扩增子进行pooling上机测序.
采用 PacBioSequelIISequencingKit２．０(Pacific
Biosciences,USA)在PacBioSequelII(PacificBioＧ
sciences)上对纯化的扩增子进行测序,并最终生成

具有≥３个全长reads和≥２０个质量值的 CCS读

数.使用R软件对CCS读数进行下机数据质量控

制[７].DADA２软件进一步处理经过质控数据的

CCS读数,包括质量过滤、去噪和嵌合体过滤等,按
照软件的默认设置生成 ASV 表格,并由 ASV 表构

建 OTU 聚类表[８].将每个 OTU 的代表序列与

SILVA数据库进行比对获得物种注释信息.

１．４　统计分析　采用 R软件进行共有及特有物种

统计、群落组成分析、物种丰度聚类分析、Alpha和

Beta多样性分析以及组间差异统计分析.LEfse软

件进行组间物种的差异性分析,LDA评估差异显著

物种的影响(LDAScore),LDAScore的筛选值为

３,结果即为各组内的biomarker.非参数检验AnoＧ
sim 分析微生物群落结构组间是否具有统计学差

异.通过PICRUSt对 OTU丰度表进行标准化,然
后计算每个 OTU 对应的 GreengeneID,并比对到

COG数据库,获得 OTU对应的COG家族信息,计
算各COG的丰度,进行COG功能预测分析[９].本

研究中所有测序数据均提交到 NCBI数据库 GenＧ
Bankaccession:PRJNA９６８０５０.

２　结　果

２．１　不同组别群落相对丰度比较　群落丰度聚类

结果显示,在门分类水平,C７健康对照组拟杆菌门

(Bacteroidota)的丰度最高,占６０．６２％;CD１４艰难

梭菌感染组中,脱硫菌门(Desulfobacterota)和变形

菌门(Proteobacteria)的丰度较高,分别占３２．８９％
和３２．７８％;M１０混合感染组中,互养菌门(SynergＧ
istota)的相对丰度占４５．４３％;SB１９单一细菌感染

组中,梭杆菌门(Fusobacteriota)和疣微菌门(VerＧ
rucomicrobiota)相对丰度为 ３８．０５％ 和 ３２．９５％;

SV４２单一病毒感染组中,弯曲菌门(CampilobacteＧ
rota)、疣微菌门(Verrucomicrobiota)和放线菌门

(Actinobacteriota)的 相 对 丰 度 分 别 占 ４２．８６％、

１９．２８％和１８．０５％,见图１A 所示.在目分类水平,

C７组的拟杆菌目(Bacteroidales,５０．６２％)、CD１４
组的丹毒丝菌目(Erysipelotrichales,３０．３８％)和毛

螺菌目(Lachnospirales,２９．２７％)、M１０组的梭菌

目(Clostridiales,２６．２９％)、SB１９组的假单胞菌目

(Pseudomonadales,２６．４５％)和气单胞菌目(AeroＧ
monadales,１７．４２％)、SV４２ 组的红螺菌目 (RhoＧ
dospirillales,２３．０１％)分别是各组相对丰度较高的

分类单元(图１B).在科分类水平,C７组的拟杆菌

科(Bacteroidaceae,５８．２２％);CD１４组的丹毒丝菌

科(Erysipelotrichaceae,３０．３８％);M１０组的消化

链球菌科 (Peptostreptococcaceae,２６．２８％);SB１９
组的 巴 斯 德 菌 科 (Pasteurellaceae,２６．４５％)和

SV４２组的明串球菌科(Leuconostocaceae,１６．１８％)
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分别是各组中相对丰度最高的分类单元(图１C).
在属分 类 水 平,C７ 组 的 拟 杆 菌 属 (Bacteroides,

５８．２２％)相 对 丰 度 最 高;CD１４ 组 丹 毒 荚 膜 菌 属

(Erysipelatoclostridium,２４．９１％)的相对丰度最

高;M１０组的罗斯氏菌(Romboutsia,２２．８６％)相对

丰度最高;SB１９组中枸橼酸杆菌属(Citrobacter,

１８．８７％)的 相 对 丰 度 最 高;SV４２ 组 的 肠 球 菌 属

(Enterococcus,１５．７６％)是该组中相对丰度最高的

分类单元,见图１D所示.

注:A．在门分类水平,各个组别之间的丰度聚类;B．在目分类水平,各个组别之间的丰度聚类;C．在科分类水平,各个组别之

间的丰度聚类;D．在属分类水平,各个组别之间的丰度聚类.红色区域表示群落丰度高,蓝色代表群落丰度低.

图１　感染组与对照组肠道菌群在不同分类水平条件下的群落丰度聚类结果

Fig．１　Relativeabundanceclusterresultsfortheinfectiousdiarrheaandcontrolgroupsatdifferenttaxonomic
levels

２．２　多样性分析　α多样性分析结果显示５组之间

chao１,richness和simpson指数没有统计学差异(P
＞０．０５);每个指数不同实验组两两比较结果也显示

差异均无统计学意义(P＞０．０５),如图２．AＧC所示.

β多样性中,NMDS和 PCoA 分析显示,C７对

照组与感染性腹泻各组中形成了明显的不同聚类

群,而由不同病原感染造成的各组别的β多样性指

数的聚类较为重叠,没有形成明显的单独聚类群(图

２D和E).Anosim 统计分析结果表明,C７对照组

的 OTUs与４个感染组之间差异均有统计学意义

(P＜０．０５),而感染组之间的两两比较均未发现统

计学差异(P＞０．０５).

２．３　物种差异分析　LEfse分析结果显示不同组

别均有各自的特征性分类单元.拟杆菌科(BacteＧ

roidaceae)、拟杆菌属(Bacteroides)是C７健康对照

组的特征性菌群.CD１４组的特征性菌群主要为毛

螺菌科(Lachnospiraceae)、肠杆菌科(EnterobacteＧ
riaceae)、埃 希 菌 属 (Escherichia)和 克 雷 伯 菌 属

(Klebsiella)等.消化链球菌科(PeptostreptococＧ
caceae)和拉氏梭菌属(Lachnoclostridium)是 M１０
组的特征性菌群.SB１９组的链球菌科(StreptococＧ
caceae)和链球菌属(Streptococcus)是该组的特征性

菌群.而SV４２组中的双歧杆菌科(BifidobacteriＧ
aceae)和双歧杆菌属(Bifidobacterium)则是该组

中的特征性菌群,见图３所示.LDA 评分结果表

明,C７对照组中有１７个分类单元的菌群得分大于

４分,明显高于其它感染组的数量.
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注:A．表示α多样性中的chao１指数(组间差异 KW 检验,P＝０．４２);B．表示α多样性中的richness指数(组间差异 KW 检

验,P＝０．４);C．表示α多样性中的simpson指数(组间差异 KW 检验,P＝０．８４);D．表示β多样性中的 NMDS分析(不同组

别样本形成的聚类群用不同颜色表示);E．表示β多样性中的PCoA分析(不同组别样本形成的聚类群用不同颜色表示).

图２　不同组别的多样性分析结果

Fig．２　Diversityresultsforthedifferentstudygroups

CD１４组中有８个分类单元分值超过４分,SV４２组

中有６个,而 M１０组中有４个.最少的则是SB１９
组,仅有２个分类单元的得分大于４,见图３.组间

差异性分析结果显示,在门水平,C７组的拟杆菌门

明显高于其它感染组(P＝０．０１４).在目水平,拟杆

菌目(Bacteroidales,P＝０．０１４)、肠杆菌目(EnterＧ
obacterales,P＝０．０２５)、乳杆菌目(Lactobacillales,

P＝０．０１４)和毛螺菌目(Lachnospirales,P＝０．０１３)
在５组之间具有统计学差异.在科水平,肠杆菌科

(Enterobacteriaceae,P＝０．０４３)、拟杆菌科(BacteＧ
roidaceae,P＝０．０１４)和毛螺菌科(LachnospiraceＧ
ae,P＝０．０１４)在多组之间的比较中具有统计学差

异.而在属水平,仅有拟杆菌属(Bacteroides)在５
组之间具有统计学差异(P＝０．０１４),以健康对照组

中比例最高.

２．４　COG 功能预测　C７对照组和感染组之间的

COG功能预测聚类结果见图４所示.其中对照组

与感染组形成了明显不同的聚类群.对照组中的防

御机制、细胞壁合成、蛋白修饰、细胞分化以及复制

和重组等功能具有较高的丰度水平.CD１４组中以

离子转运和代谢的功能分布最高;SB１９组中以细胞

内转运、分泌和囊泡运输功能分布最高;M１０组以

氨基酸转运和代谢最高;而SV４２组以核苷酸转运

和代谢功能最高.

３　讨　论

感染性腹泻患者的菌群失调是以病原体占主导

地位为特征的.病原体抑制了患者正常的肠道微生

物,导致宿主肠道内的共生菌群减少.同时,病原体

产生的毒素也通过破坏正常的肠道功能和免疫反应

导致了腹泻的发生[１０].致泻大肠杆菌、沙门氏菌、
志贺氏菌和艰难梭菌被认为是细菌性腹泻的主要病

原体;而轮状病毒、诺如病毒和肠道病毒等被认为是

病毒性腹泻的主要病原体[１].因此,本研究根据感
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注:图例颜色分别对应了每个组别中的特征性菌群;A．表示LEfse分析结果,其中圆圈中的点代表不同组别中的特征

性肠道菌群,B．表示LDA评分结果,不同组别的优势肠道菌群用不同颜色表示,其中横坐标表示LDA评分值.

图３　不同组别之间的物种差异分析

Fig．３　Differenceanalysisoftheinfectiousdiarrheaandcontrolgroups

注:红色区域表示COG功能预测丰度高,蓝色代表COG功能预测丰度低.

图４　不同组别之间COG功能预测聚类热图

Fig．４　ClusterheatmapofCOGfunctionalpredictionanalysisofdifferentgroups

染性腹泻病原不同进行分组,探究由不同病原体感

染造成的患者肠道菌群特征.同时,由于艰难梭菌

感染往往与宿主的肠道菌群失调和服用抗生素等因

素有关[１１],因此单独对其进行分组和分析.研究结

果发现,与健康人群相比,各种病原造成的感染性腹

泻患者的肠道菌群多样性是明显下降的.物种差异
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分析结果揭示了健康人群中菌群多样性程度最高,
而单一细菌感染组中的多样性程度最低.

本研究还发现,拟杆菌在健康人群肠道环境中

占据绝对的数量和丰度水平,而感染性腹泻患者的

拟杆菌门/纲/目/科/属等各分类水平的相对丰度均

有下降.研究显示,人类的肠道是由复杂的细菌群

落组成的,其中以拟杆菌门和厚壁菌门的细菌占绝

大部分.拟杆菌属占全部可培养的肠道微生物的

３０％,目前有２０多个种,其中大部分被认为是有助

于宿主的营养状况和免疫的共生菌[１２].只有产肠

毒素的脆弱拟杆菌(ETBF)与腹泻疾病有关,而非

产肠毒素的脆弱拟杆菌(NTBF)菌株被认为是抵抗

结肠炎症的潜在益生菌.动物实验研究结果同样证

明了拟杆菌属在维持肠道内环境稳态中的作用.

Zhang W 等[１３]建 立 了 一 个 抗 生 素 相 关 性 腹 泻

(AAD)的大鼠模型,并通过增加特定共生菌群的丰

度,即用脆弱拟杆菌菌株 ZYＧ３１２ 来治疗和缓解

AAD相关腹泻.他们的结果表明,脆弱拟杆菌对感

染性疾病的治疗是有益的.本研究中同样发现了拟

杆菌属在维持健康人群肠道菌群平衡方面的关键作

用.不论是由单一病原菌或是病毒造成的感染,甚
至是细菌与病毒造成的混合性感染,患者肠道环境

中的拟杆菌各分类水平均呈现显著下降.
既往的研究多关注药物治疗感染性腹泻的效果

以及相关肠道菌群特征的改变,没有系统的研究指

出感染性腹泻过程中,患者的肠道菌群的状态及其

特点.本研究发现,由不同病原体感染造成的感染

性腹泻患者具有各自不同的优势肠道菌群特征.单

一病毒感染之后以双歧杆菌属作为其优势菌群;单
一细菌感染之后(艰难梭菌除外)以链球菌属作为其

优势菌群;混合感染组中以消化链球菌作为其优势

菌群.艰难梭菌感染组中的埃希菌属和克雷伯菌属

是该组中的优势菌群.同时,健康人群肠道中各种

菌群的相对丰度均具有较高水平,并以拟杆菌属最

高.关于艰难梭菌感染引起的不同宿主肠道菌群失

调已有相关研究报道.课题组前期通过建立艰难梭

菌树鼩感染模型发现,动物在感染艰难梭菌菌株之

后肠道环境中埃希菌属的相对丰度上升,被认为是

艰难梭菌感染定植的标志物之一[１４].本研究同样

发现了患者感染艰难梭菌后,埃希菌属同样可作为

其感染的特征性标志物.
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