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　　[摘要]　目的:探究肠道菌群在血清tIgE水平升高的变应性鼻炎儿童发病中的作用。方法:纳入上海交通

大学医学院附属上海儿童医学中心收治的5~6级重度户尘螨过敏的变应性鼻炎患儿17例,收集所有受试者一

般临床资料,采集外周血检测其血清tIgE、sIgE水平。收集发作期、控制期粪便样本进行细菌 DNA 提取,并行

16SrDNA高通量测序。采用 R软件、Mother软件以及 LEfSe软件进行肠道菌群多样性、相对丰度及差异物种

分析。结果:共收集粪便样本23份,其中发作期13份(发作组),控制期10份(对照组)。发作期样本中血清tIgE
阳性6例(阳性组),阴性7例(阴性组)。与控制期相比,变应性鼻炎患儿发作期肠道菌群的 Alpha多样性、

WeightedUnifrac的Beta多样性无显著差异(P>0.05)。臭杆菌科臭杆菌属相对丰度在发作期患儿中显著升高

(LDA绝对值>2)。血清tIgE阳性患儿卟啉单胞菌科相对丰度下降(LDA绝对值>2),显著低于阴性患儿,而脱

硫代弧菌科Pyramidobacter属相对丰度增加。结论:儿童变应性鼻炎发作期和控制期具有不同的肠道菌群特征,
肠道菌群与儿童变应性鼻炎血清tIgE水平升高有关,特定微生物改变在患儿发病中发挥潜在作用。
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Abstract　Objective:Tostudytheroleofgutmicrobiotainchildrenwithallergicrhinitiswithhighserumto-
talIgElevel.Method:Atotalof17casesofchildreninShanghaiChildren'sMedicalCenterofShanghaiJiaoTong
UniversitySchoolofMedicine,whosufferedfromperennialallergicrhinitisofgrade5-6,wereenrolledinthis
study.Baselineinformationwerecollectedfromallparticipants.Peripheralbloodwascollectedtotestthelevelof
serumtotalIgEandspecificIgE.FecalsampleswerecollectedforbacterialDNAextractionandsequencedby16S
rDNAhigh-throughputsequencing.R,MotherandLEfSesoftwareswereusedfordiversityanalysis,relativea-
bundancecalculationanddifferentialspeciesdetection.Result:Twenty-threefecalsampleswerecollectedintotal,

includingthirteeninattackperiod(attackgroup)andtenincontrolperiod(controlgroup).Intheattackgroup,six
caseswereserumtotalIgEpositive(positivegroup)andsevenwerenegative(negativegroup).Comparedwiththe
controlgroup,therewasnosignificantdifferenceineitherAlphadiversityorBetadiversityofWeightedUnifracin
theattackgroup(P>0.05).Therelativeabundanceofodoribacteraceaeandodoribacterweresignificantlyin-
creasedintheattackgroup(LDAscore>2).TherelativeabundanceofPorphyromonadaceaeinpositivegroup
weresignificantlylowerthanthatinnegativegroup,whilefamilyDethiosulfovibrionaceaegenusPyramidobacter
wasdefinitelyhigheronthecontrast(LDAscore>2).Conclusion:Childrenwithallergicrhinitishavedifferent
characteristicsofintestinalfloraduringtheattackandcontrolperiod.Gutmicrobiotaisassociatedwithhighserum
totalIgElevelinchildrenwithallergicrhinitis.Specificmicrobialalterationsplayapotentialroleindiseasepatho-
physiology.
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　　儿童变应性鼻炎(allergicrhinitis,AR)为常见

的儿童呼吸道疾病〔1〕。儿童 AR是吸入性变应原

作用于易感儿童导致的以Ⅱ型辅助性 T细胞免疫

反应为主、由特异性免疫球蛋白 E(specificimmu-

noglobulinE,sIgE)介导的鼻黏膜非感染性炎性疾

病,是影响学习和日常生活的重要因素〔2〕。近年来

儿童 AR患病率逐渐上升,影响了全球2%~25%
的儿童,且城市地区患病率常高于农村地区〔3〕。卫

生假说(hygienehypothesis)认为,儿童早期接触相

对卫生较差的环境,特别是易于引起感染的环境有

助于防止变应性疾病的发生,提示人类微生物组对
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宿主免疫系统的成熟、活化发挥着重要作用〔4-5〕。
随着二代测序技术的广泛应用,有关肠道菌群与变

应性疾病如哮喘、湿疹、食物过敏的发生发展的研

究近年来十分活跃。肠道菌群与婴儿免疫系统共

同进化,微生物群假说(microflorahypothesis)强
调婴儿期共生肠道菌群的改变是免疫失调和变应

性疾病发生发展的潜在原因〔6-7〕。
IgE在变应性疾病中发挥重要作用。血清总

IgE(totalimmunoglobulinE,tIgE)水平升高是儿

童变应原致敏的危险因素〔8〕。有研究发现,肠道菌

群多样性下降可引起血清tIgE水平的上升〔9〕,婴
儿期肠道菌群多样性更低的儿童学龄期发生 AR
的风险更大〔10〕。说明肠道菌群在血清tIgE水平和

儿童 AR发病中均发挥作用,但三者之间的联系及

作用机制尚未完全阐明。本研究采用16SrDNA
高通量测序技术,比较 AR患儿发作期与控制期的

肠道菌群组成和结构差异,分析肠道菌群与血清

IgE水平的相关性,进一步探讨肠道菌群失衡在

AR的发生发展中可能的作用及机制。
1　资料与方法

1.1　研究对象

本研究为单中心横断面研究,选取上海交通大

学医学 院 附 属 上 海 儿 童 医 学 中 心 于 2018-12-
2019-06收治并保持随访的5~6级重度户尘螨过敏

的AR患儿17例为研究对象。所有受试者均签署

书面知情同意书,并获得我院伦理委员会的批准。
依据“儿童变应性鼻炎诊断和治疗指南(2010

年,重庆)”纳入标准〔11〕:①年龄:2~14岁;②符合

儿童 AR 诊断标准;③5~6级重度户尘螨过敏;
④未接受任何 AR治疗或入组前1周内未服用抗

组胺及糖皮质激素等治疗药物。排除标准:①存在

变应性皮肤病或哮喘诊断史;②入组前3个月内使

用过激素、抗生素、益生元等可能影响微生物及免

疫的食物、药物;③合并有自身免疫性疾病;④合并

有肿瘤等重大器质性疾病。
参考本课题组之前改良设计的 AR 自觉症状

评分卡,使用不同表情的脸谱评估总体症状的严重

程度,对患儿疾病状态进行分期〔12〕。症状评分0~
1分,即无症状或有轻微症状,则认为患儿症状缓

解,处于控制期;症状评分3~4分,即有明显症状

或无法耐受需要就诊,则认为患儿处于发作期。
1.2　肠道微生物检测与生物学分析

选用 MGIEasyStoolSampleCollection Kit
(中国深圳华大智造科技有限公司),根据采样步骤

说明分别留取符合条件的5~6级重度户尘螨过敏

AR患儿处于疾病发作期或控制期的粪便标本,当
日运送至深圳华大基因股份有限公司,进行粪便样

本细 菌 DNA 提 取 并 检 测 其 浓 度 及 纯 度,行

16SrDNA基因 V3~V4区高通量测序。
取质量合格的基因组DNA样品30ng及对应

的融合引物进行 PCR扩增,使用 AgencourtAM-
PureXP磁珠对扩增产物进行纯化,完成建库。使

用 Agilent2100Bioanalyzer对文库片段检测合格

后,根据插入片段大小选择 HiSeq平台进行测序。
对原始测序数据进行处理后获得 CleanData,用
FLASH 软件进行序列拼接,利用重叠关系将双末

端测序得到的成对reads组装成一条序列,得到高

变区的 Tags。利用 USEARCH 软件将拼接好的

Tags聚类为操作分类单元(operationaltaxonomic
unit,OTU),相似度97%。得到OTU代表序列后,
通过RDPclassifer软件将 OTU代表序列与数据库

有比对进行物种注释,置信度阈值设置为0.8。
使用R软件绘制稀释曲线、物种累积曲线、偏

最小二乘法判别分析 (partialleastsquaresdis-
criminationanalysis,PLS-DA)图 和 主 坐 标 分 析

(principalco-ordinatesanalysis,PCoA)图。使用

Mother软件计算 Alpha多样性指数,绘制 Alpha
多样性盒图。使用 LEfSe软件进行线性判别分析

(lineardiscriminantanalysis,LDA),默认预设值

为2,即认为组间具有显著差异。
1.3　血清tIgE、sIgE检测

采集患儿外周静脉血,选用 AllergyScreenTM

humanserumspecialIgEdetectionkit通过荧光免

疫印迹法检测患儿血清中的tIgE、sIgE水平。特

异性变应原检测种类包括户尘螨、猫/狗毛、真菌、
季节性树花粉、蟑螂、豚草、艾蒿、青霉菌、烟曲霉。
根据试剂盒说明书,tIgE 测定结果<100IU/mL
为阴性,≥100IU/mL 为阳性;sIgE 测定结果<
0.35IU/mL为阴性,≥0.35IU/mL为阳性,1级

为0.35~0.69IU/mL,2级为0.7~3.4IU/mL,3
级为>3.5~17.4IU/mL,4级为17.5~49.9IU/
mL,5级为50~100IU/mL,6级为>100IU/mL。
1.4　统计学处理

使用SPSS26.0软件进行统计学分析。计量

资料两组间比较,符合正态分布采用两独立样本t
检验,不符合正态分布采用非参数 Mann-Whitney
U 检验;计数资料组间比较采用卡方检验。P<
0.05认为差异有统计学意义。
2　结果

2.1　一般资料

共纳入符合条件的5~6级重度户尘螨过敏

AR患儿17例,男10例,女7例;年龄2~12岁,中
位年龄7岁。共收集粪便样本23份,包括发作期

粪便样本13份(发作组)、控制期粪便样本10份

(对照组)。17例患儿中有5例分别收集到发作期

和控制期粪便样本各1份。两组样本在性别上的

差异无统计学意义(χ2=1.078,P=0.297);在年

龄上的差异无统计学意义(t=0.225,P=0.824)。
发作期样本按照患儿血清tIgE检测结果分为阳性

与阴性2个亚组,其中阳性组6例,阴性组7例。
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2.2　Alpha多样性分析

送检23份样本共获得1463807个序列,聚类

为527OTUs,共有13个菌门、62个菌科、127个

菌属。373 OTUs为发作组与对照组共有,122
OTUs为发作组特有。所有样本稀释曲线均趋向

平坦,测序数据量渐进合理,测序深度达到预期。
随样品数目的增加,物种累积曲线逐渐趋于平缓,
表明采样量足够(图1a)。OTUPLS-DA说明发作

组与对照组之间存在组间差异,分组合理(图1b)。
Alpha多样性分析结果显示,两组 ObservedSpe-
cies指数(186.85vs170.2)、Chao指数(214.85vs
191.00)、ACE指数(214.68vs193.48)、Shannon
指 数 (2.79 vs2.96)、Simpson 指 数 (0.17 vs
0.12)、覆盖率指数(0.999vs0.999),差异均无统

计学意义(P>0.05)(图1c)。

1a:物种累积曲线图,曲线末端上升趋势趋于平缓,表明采样量足够;1b:两组间肠道菌群结构存在差异;1c:两组间 Al-
pha多样性指数差异无统计学意义(P>0.05)。

图1　AR患儿控制期和发作期肠道菌群多样性变化

2.3　微生物分类特征

门水平:发作组与对照组排名前5依次为拟杆

菌门(Bacteroidetes)、厚壁菌门(Firmicutes)、变形

菌门(Proteobacteria)、放线菌门(Actinobacteria)、
疣微菌门(Verrucomicrobia),占全部序列99%以

上;其中拟杆菌门相对丰度在发作组中增加(64.47
vs58.24),厚壁菌门相对丰度在发作组中下降

(26.36vs31.78),但差异均无统计学意义(P>
0.05)(图2a)。属水平:相对丰度排名前10依次为

拟杆菌属(Bacteroides)、柔嫩梭菌属(Faecalibacte-
rium)、罗斯菌属(Roseburia)、瘤胃球菌属(Rumi-
nococcus)、副杆菌属(Parabacteroides)、普雷沃菌

属(Prevotella)、萨特菌属(Sutterella)、布劳特菌属

(Blautia)、毛螺菌属(Lachnospira)、梭状杆菌属

(Clostridium),两组样本的相对丰度统计见图2b。
2.4　组间差异物种分析

PCoA 结 果 显 示,发 作 组 与 对 照 组 间 基 于

WeightedUnifrac的Beta多样性差异无统计学意

义(P>0.05)(图3a)。LEfSe分析显示发作组与

对照组间具有显著差异(LDA 绝对值>2)的菌种

为臭杆菌科(Odoribacteraceae)、臭杆菌属(Odori-
bacter)(图3b)。对发作期样本根据血清tIgE分

组进行LEfSe分析显示,阳性组与阴性组间具有显

著差异(LDA 绝对值>2)的菌种为脱硫代弧菌科

(Dethiosulfovibrionaceae)、Pyramidobacter属和卟

啉单胞菌科(Porphyromonadaceae)(图3c)。
3　讨论

肠道菌群在宿主免疫起着调节和刺激的双重

作用,肠道菌群失衡可能导致免疫应答紊乱〔13〕。
宿主免疫系统的不成熟和(或)变应原应答失衡导

致变应性疾病发病率逐渐升高,此过程依赖于宿主

与常驻微生物群之间的相互作用〔14〕。肠道菌群多

样性下降可能导致变应性疾病与特应症发生的风

险增加,尤其与双歧杆菌(Bifidobacteria)和乳酸杆

菌(Lactobacilli)定植减少,而艰难梭菌(C.diffi-
cile)定植增加相关〔15〕。Melli等〔16〕对2007-2013
年关于变应性疾病的肠道微生物的研究进行系统

性回顾发现,与健康人群相比,患有变应性疾病的
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儿童肠道菌群生物多样性更低,拟杆菌科(Bactero-
diaceae)丰度增加,厌氧菌种占优势。因此,对致敏

状态下肠道菌群特征的研究有助于深入理解 AR
的病理生理机制。

图2　AR患儿肠道菌群分类特征　2a:两组门水平排名前5相对丰度分布情况;2b:两组属水平排名前10相对丰度分

布情况;　图3　Beta多样性分析及LEfSe分析LDA图　3a:基于 WeightedUnifrac的Beta多样性分析差异无统计学

意义(P>0.05);3b:对照组与发作组间LDA分布具有统计学差异的生物指标;3c:阳性组与阴性组间 LDA 分布具有

统计学差异的生物指标。

　　肠道菌群在 AR的发生发展以及治疗中具有

不同的结构特征。哮喘和 AR患儿粪便中厚壁菌

门相对丰度明显下降,而拟杆菌门增加;梭菌属丰

度与粪便tIgE水平正相关,而 Dorea属与其呈负

相关〔17-18〕。卵清蛋白致敏的 AR小鼠经过乳酸杆

菌、双歧杆菌等益生菌治疗后,可显著改善症状,促
进肠道菌群结构恢复〔19〕。但国内外绝大部分与

AR相关的肠道菌群研究是基于健康人群对照得

出的结论,而我们按照 AR的不同疾病状态进行分

组比较,以患儿的症状控制期作为对照得出结论,
消除了疾病发生的背景差异,更关注肠道菌群在治

疗中的潜在作用。本研究显示,常年性 AR患儿在

急性发作期的肠道菌群物种组成多样性与控制期

相比无明显差异,不论是 Alpha多样性还是 Beta
多样性,且拟杆菌门和厚壁菌门的相对丰度在两组

中无明显差异。说明 AR患儿的症状发作可能与

肠道菌群多态性以及整体比例的失衡无关,而是某

些特异菌种引起的,但不能排除样本量不足导致的

假阴性。
本研究LEfSe分析结果显示,发作期患儿肠道

菌群中臭杆菌科臭杆菌属相对丰度显著高于控制

期。臭杆菌科臭杆菌属可参与肠道代谢生成短链

脂肪酸(short-chainfattyacid,SCFA)主要产物之

一丁酸盐,SCFA可在体内发挥抗炎作用〔20-21〕。在

系统性红斑狼疮、类风湿性关节炎、克罗恩病等自

身免疫性疾病患者中,臭杆菌属相对丰度下降,SC-
FA产物减少甚至消失〔22-24〕。与之相反,我们发现

臭杆菌属丰度在 AR发作期增加,说明该菌种可能

与变应性疾病的发生有关,而与疾病严重程度无

关,但具体机制仍需进一步研究验证。
本研究发现,血清tIgE水平升高的患儿卟啉

单胞菌科相对丰度显著下降。已有研究证实,卟啉

单胞菌可能与变应性疾病有关。Rivas等发现,卟
啉单胞菌科丰度在食物过敏小鼠中增加;采用眶后

移植调节性 T 细胞提前建立免疫耐受后,其丰度

可得到部分恢复〔25〕。此外,卟啉单胞菌科丰度的

增加也与强直性脊柱炎组织病变的严重程度相

关〔26〕。而一项关于哮喘严重程度与气道微生物的

研究发现,卟啉单胞菌科在严重哮喘患者中显著减

少〔27〕。与之相符的是,我们发现卟啉单胞菌科丰

度与 AR患儿血清IgE水平呈负相关。因此,肠道

菌群可能通过调节血清IgE水平而影响机体的变

态反应免疫应答,且在相关的病理生理机制中,卟
啉单胞菌科可能发挥重要作用。另外,本研究发现

脱硫代弧菌科Pyramidobacter属相对丰度在阳性

组中显著增加。有研究表明 Pyramidobacter在胆

结石患者的胆道菌群中大量富集〔28〕。该菌属与变

应性疾病的作用尚未见报道。
血清tIgE水平因受到变应性疾病、寄生虫感

染以及一些其他因素(如种族)的影响,对儿童 AR
的诊断价值较低,但其水平的升高可能增加儿童变

应原致敏的风险〔29〕。研究表明,血清sIgE/tIgE比

值与变应原免疫治疗(allergenimmunotherapy,
AIT)的临床效果有关,可作为预测 AIT有效性指

标,sIgE/tIgE比值更高的患儿接受 AIT的治疗有

效性更高〔30〕。亦有研究发现,血清tIgE水平更低

·6211· 临床耳鼻咽喉头颈外科杂志　 第34卷



的患儿 AIT 的治疗有效率更高〔31-32〕。因此,对于

血清tIgE检测阴性的户尘螨过敏的AR患儿,AIT
可能拥有更好的疗效,而对血清tIgE水平升高的

患儿作用不佳。结合我们研究发现,血清tIgE水

平不同的 AR患儿肠道菌群中卟啉单胞菌科相对

丰度存在显著差异,提示肠道菌群可能参与了 AIT
的部分作用机制,调节和改善肠道菌群可能会增强

AIT的治疗效果。这一研究结果从肠道菌群角度

解释了高IgE尘螨过敏 AIT治疗的有效性,也为粪

菌移植治疗AR提供了理论基础和新的研究方向。
综上,发作期和控制期的 AR具有不同的肠道

菌群特征,肠道菌群与儿童 AR 血清tIgE水平升

高有关,特定微生物改变在患儿发病中发挥潜在作

用。但本研究选取样本量较少,未对组内 AR患儿

后续的治疗情况进行追踪,肠道菌群参与 AR治疗

的具体机制仍有待进一步研究。
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喉癌患者血清垂体肿瘤转化基因表达水平与
临床病理特征及预后的相关性

张志轩1　王晓晔1　谭晓晔1

1苏州大学附属第三医院(常州市第一人民医院)耳鼻咽喉科(江苏常州,213003)
通信作者:谭晓晔,E-mail:zl1900yz@163.com

　　[摘要]　目的:探讨喉癌患者血清垂体肿瘤转化基因(PTTG1)表达水平与临床病理特征及预后的相关性。
方法:采用酶联免疫吸附法检测80例喉癌患者及60例声带息肉患者血清PTTG1的表达水平,分析喉癌患者临

床病理特征与血清PTTG1表达水平的关系,Cox回归分析影响喉癌预后的相关因素。结果:血清 PTTG1表达

水平在喉癌患者明显高于声带息肉患者,差异有统计学意义(P<0.05)。淋巴结转移、肿瘤 TNM 分期越高及分

化程度越低,患者血清PTTG1表达水平越高(P<0.05)。预后生存分析中,单因素分析结果显示淋巴结转移、肿
瘤 TNM 分期、分化程度、肿瘤直径及PTTG1表达与喉癌预后有关(P<0.01);Cox多因素回归分析结果显示淋

巴结转移(HR=2.651,95%CI1.452~4.823,P=0.002)、肿瘤 TNM 分期高(HR=2.944,95%CI1.155~
6.189,P=0.026)、分化程度低(HR=1.620,95%CI1.133~2.169,P=0.003)及 PTTG1高表达(HR=3.511,

95%CI1.432~7.156,P<0.001)均是影响喉癌患者预后的危险因素。结论:血清PTTG1的表达水平可能与喉

癌患者的临床病理特征及预后密切相关,其高表达可能是喉癌患者预后不良的指标之一。
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CorrelationofserumPTTG1expressionlevelwithclinicopathological
featuresandprognosisinpatientswithlaryngealcancer

ZHANGZhixuan　WANGXiaoye　TANXiaoye
(DepartmentofOtolaryngology,ThirdAffiliatedHospitalofSoochow University[Changzhou
FirstPeople'sHospital],Changzhou,213003,China)
Correspondingauthor:TANXiaoye,E-mail:zl1900yz@163.com

Abstract　Objective:Toinvestigatethecorrelationbetweentheexpressionlevelofserum pituitarytumor
transforminggene(PTTG1)andclinicopathologicalcharacteristicsandprognosisinpatientswithlaryngealcancer.
Method:Enzyme-linkedimmunosorbentassaywasusedtodetecttheexpressionofserumPTTG1in80patients
withlaryngealcancerand60patientswithvocalcordpolyps.Therelationshipbetweentheclinicopathological
characteristicsofpatientswithlaryngealcancerandtheexpressionofserumPTTG1wasanalyzed.Coxregression

·8211·


