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　　[摘要]　目的:探讨中-重度尘螨变应性鼻炎(DAR)儿童的肠道微生物多样性和结构特征。方法:选取中-重

度DAR患儿68例为DAR儿童组及相匹配的健康儿童38例为健康儿童组,收集一般资料信息,采集粪便样本行

宏基因组测序。使用 MetaPhlAn3生成样本的菌群组成丰度表,计算 Alpha及Beta多样性变化。比较两组间不

同分类水平上的物种丰度差异,LEfSe分析检验组间功能通路差异。结果:DAR儿童组肠道微生物群的物种多

样性与健康儿童组比较无明显变化。相对丰度具有显著性差异的微生物群落或种属主要包括蓝绿藻菌属、普雷

沃菌属、Blautiawexlerae、Prevotellacopri、Eubacteriumeligens、EubacteriumspCAG180等。中-重度 DAR儿童

与健康儿童肠道内的微生物功能代谢存在显著差异,DAR儿童的多种脂肪酸合成代谢增强。结论:中-重度 DAR
儿童的肠道微生物多样性与健康儿童相比未见明显变化,但菌群结构比例发生失衡,多种特定微生物的丰度发生

显著改变,并伴有部分肠道微生物功能通路的改变。
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Abstract　Objective:Todrawadistinctgutmicrobiotapatternofchildrenwithmoderate-severedustmite-in-
ducedallergicrhinitis(DAR)andhealthychildren.Methods:3-10yearsoldmoderate-severeDARchildren(68
cases)andhealthychildren(38cases)wereinvolvedinthisstudy.Generalinformationwascollectedthrough
questionnaires,andfecalsampleswerecollectedformetagenomicsequencing.MetaPhlAn3wasusedtogenerate
themicrobiotacompositionabundanceindetail,andAlphaandBetadiversitychangeswerecalculated.Thediffer-
enceinspeciesabundanceatdifferenttaxonomiclevelswerecompared.Differencesinfunctionalpathwayswere
comparedbyLEfSeanalysis.Results:Thediversityofgutmicrobiotainchildrenwithmoderate-severeDARdidn't
changesignificantlycomparedwithhealthychildren.Atotalof37microbialcommunitiesorspecieswithsignifi-
cantabundancedifferencewerefound,mainlyincludedLachnoclostridium,Prevotella,Blautiawexlerae,Prevotel-
lacopri,Eubacteriumeligens,EubacteriumspCAG180,etc.However,themetabolismfunctionsofgutmicro-
biotainchildrenwithmoderate-severeDARchangedcomparedwithhealthychildren.Variousoffattyacidsanabo-
lismenhancedinDARchildren.Conclusion:Comparedwithhealthychildren,therewasnosignificantdifference
ingutmicrobialdiversityinmoderate-severeDARchildren.Theabundanceofaseriesofspecificmicrobespecies
hadamarkedalterationinDAR,accompaniedwithchangesincertainmicrobialfunctionalpathways.
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　　儿童变应性鼻炎(AR)为最常见的儿童呼吸道

疾病之一,亦是最主要的变应性疾病之一[1]。户尘

螨是我国 AR伴或不伴哮喘患儿的主要吸入性变

应原,儿童及青少年重度户尘螨致敏比例已达

30%~40%[2]。户尘螨诱发的 AR,即尘螨变应性

鼻炎(dustmite-inducedallergicrhinitis,DAR),越
来越成为临床预防和诊疗的重点[3]。患有不同种

类变应性疾病(食物过敏、特应性皮炎、哮喘、AR
等)的儿童肠道微生物结构功能特征可能具有很大

的差异[4]。此外,不同种类的变应原致敏的患者,
如食物(花生、树坚果、贝类等)、非食物(药物、蜂
蜇、皮屑等)等,其肠道微生物群的丰富度不同、菌
种结构也有差异[5]。日本一项研究发现,花粉致敏
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与户尘螨致敏患者肠道内的拟杆菌目和乳酸杆菌

目丰度变化不同,提示了不同种类变应原与不同肠

道微生物之间的关联性[6]。宏基因测序实现了对

肠道内微生物的全基因组测序,对功能基因片段进

行注释实现微生物群落的功能代谢分析,从而深入

探索肠道微生物群与疾病的关联性[7-8]。目前,国
内外单独探讨 AR患者肠道微生物群结构的研究

仍然很少,尤其是在儿童群体中。因此,本文旨在

通过宏基因组测序技术,调查健康儿童与 DAR儿

童的肠道微生物群情况,并探讨其多样性和结构的

变化与儿童DAR的关系。

1　资料与方法

1.1　研究对象

选取2020年6月—2021年6月来我院耳鼻咽

喉科门诊就诊,明确诊断为中-重度持续性 DAR的

儿童,年龄3~10岁,均长期居住于长三角地区,汉
族。DAR儿童分度标准结合其临床症状严重程度

及实验室检查指标进行评估[1,9]。按照健康儿童与

DAR儿童约1∶2的比例进行入组。
中-重度DAR儿童入组标准:①符合 AR国际

通用诊断标准(AllergicRhinitisanditsImpacton
Asthma)[10];②血清总IgE ≥200IU/mL;③血清

户尘螨特异性IgE ≥3级(ImmunoCAP过敏原检

测户尘螨特异性IgE ≥3.5IU/mL);④近1个月

以来症状反复发作,对学习、文体活动和睡眠造成

影响。排除标准:①合并特应性皮炎、哮喘;②合并

慢性、活动性荨麻疹;③进行免疫抑制治疗;④近1
年接受脱敏治疗;⑤近3个月内使用益生菌、益生

元及抗生素;⑥近3个月接受激素治疗超过1周;
⑦合并有自闭、抑郁、肥胖(BMI>30);⑧合并心

脏、肝、肾、造血系统及其他脏器较严重的原发性

疾病。
健康儿童入组标准:①长期居住在长三角地区

(包括上海市、江苏省、浙江省、安徽省)的儿童;②
BMI≤30;③配合完成相关问卷调查,同意参加本

次调查并签署知情同意书者。排除标准:①严重偏

食挑食;②近1年内明确诊断为以下任何一种疾

病:特应性皮炎、AR、哮喘、自闭、抑郁;③父母有过

敏性疾病史;④近3个月内使用益生菌、益生元及

抗生素;⑤合并心脏、肝、肾、造血系统及其他脏器

较严重的原发性疾病;⑥便秘、腹泻≥6个月。
最终入组中-重度DAR儿童68例(DAR儿童

组),健康儿童38例(健康儿童组)。通过问卷调查

的形式收集入组研究对象的年龄、性别、身高、体
重、生产方式、喂养方式、变应性疾病家族史等相关

临床信息。研究方案交院内伦理委员会研究通过

并取得入组研究对象的知情同意(批件号:SCM-
CIRB-K2021021-1)。

1.2　样品采集与宏基因组测序

两组均采用居家采集方式进行样品采集,选用

MGIEasyStoolSampleCollectionKit(中国深圳

华大智造科技有限公司)收集盒。采集好的样本于

当日邮寄回医院,-80℃冻存。基因组测序过程及

文库构建委托苏州柏觅医药科技有限公司完成。
合格的基因组DNA样品通过超声波破碎仪Cova-
risM220打断为约400bp的片段,用NEXTFLEX
RapidDNA-SeqKit进行文库构建。使用Illumina
NovaSeq测 序 平 台 进 行 宏 基 因 组 测 序。通 过

KneadData(version0.7.4)进行低质量读长的剪切

和接头序列的去除,并将数据匹配到人类参考基因

组(versionNCBI37)进行宿主基因组序列污染的

去除。测序平均读长对数2.44×107,平均数据量

7.32Gb,去除低质量读长后获得平均纯净数据

6.78Gb,宿主污染率0.284%。
1.3　生物学分析

使用 MetaPhlAn3(version3.0.1)生成样本的

菌群组成丰度表。使用 HUMAnN3(version3.0.
0)确定微生物功能组成信息。使用 mother(ver-
sion1.31.2)计算 Alpha多样性,包括种水平上的

物种数、Shannon指数、Chao指数及 Simpson指

数。在 R(version3.6.0)包vegan2.5-7中生成主

坐标分析(PrincipalCo-ordinatesAnalysis,PCoA)
图,在 QIIME中计算 Bray-Curtis距离,评估 Beta
多样性,统计学方法使用置换多元方差分析。不同

分类水平上的物种丰度两组间的显著差异使用非

参数 Mann-WhitneyU 检验,多组间比较使用非参

数 Kruskal-Wallis检验,校正后 P<0.05即认为

差异有统计学意义。
功能组成分析则基于宏基因组的读长匹配到

UniRef90功能基因数据库,这些基因被进一步映

射到 MetaCyc代谢途径数据库中的微生物代谢通

路上,并使用 KO、Pathway、EC对应的基因丰度总

和计算对应功能类别的丰度。使用LEfSe(version
1.1.2)分析检验组间差异功能通路,默认参数

LDA值>2,即认为差异有统计学意义。
1.4　统计学分析

临床资料的统计学分析使用SPSS26.0软件,
符合正态分布的计量资料两组间比较采用两独立

样本t检验,多组间比较使用单因素方差分析,不
符合正态分布的计量资料组间比较采用非参数

Mann-WhitneyU 检验;计数资料组间比较采用卡

方检验。P<0.05认为组间差异有统计学意义。
2　结果

2.1　两组基本资料

DAR儿童组68例中,户尘螨单一致敏52例

(76.5%),伴 其 他 吸 入 性 变 应 原 致 敏 16 例

(23.5%),合计收集符合标准的粪便样本106例。
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通过问卷形式调查相关风险因素(生产方式、喂养

方式、变应性疾病家族史)信息,2例(健康儿童组

和DAR儿童组各1例)未回收到相关临床信息,有
效应答率为98.1%。两组之间的年龄、性别、BMI、
生产方式与喂养方式的差异均无统计学意义(P>
0.05),见表1。
2.2　肠道微生物多样性分析

2.2.1　Alpha多样性　采用 Alpha多样性衡量两

组儿童肠道内物种的丰富度及各物种比例的均匀

度。结果表明,DAR儿童组和健康儿童组的物种

数分别为96.44和98.95(P=0.527),Shannon指

数分别为2.86和2.94(P=0.172),Chao指数分

别为96.44和99.02(P=0.527),DAR儿童组均

低于健 康 儿 童 组,但 差 异 无 统 计 学 意 义;两 组

Simpson指数相等(均为0.11,P=0.238)。上述

结果表明,中-重度DAR儿童肠道微生物的均匀性

与多样性与同龄健康儿童相比无明显差异(图1)。
2.2.2　Beta多样性　使用 Bray-Curtis指数衡量

DAR儿童组与健康儿童组间肠道微生物群的Beta
多样性,通过 Anosim(Analysisofsimilarities)分
析检验组间差异是否显著大于组内差异。结果表

明,DAR儿童组与健康儿童组的组内微生物群多

样性差异均较大,两组间未见显著差异,相似程度

较高(P=0.9123)(图2a)。与Beta多样性分析结

果类似,PCoA分析显示 DAR 儿童组与健康儿童

组间的肠道微生物群组成差异无统计学意义(P=
0.5573)(图2b)。
2.3　肠道微生物丰度差异分析

总体而言,在 DAR儿童组与健康儿童组的肠

道微生物群中,在纲(n=1)、目(n=2)、科(n=3)、
属(n=7)、种(n=24)各水平上共发现37个相对

丰度具有显著性差异的微生物群落或种属(P<
0.05)。

科水平上,DAR 儿童组的肠道微生物群中韦

荣球菌科(Erysipelotrichaceae)丰度较健康儿童组

显著增加(分别为1.23%和0.59%,P=0.026),
而巴斯德菌科(Pasteurellaceae)丰度显著下降(分

别为0.09%和0.12%,P=0.020),见图3a。
属水平上,与健康儿童组相比,DAR儿童组的

肠道微生物群中蓝绿藻菌属(Lachnoclostridium)
(P=0.002)、Hungatella属(P=0.018)及 Eisen-
bergiella属(P=0.018)丰度显著增加;而普雷沃

菌属(Prevotella)(P=0.043)及嗜血杆菌属(Hae-
mophilus)(P=0.043)丰度显著下降,见图3b。

种水平上,与健康儿童组相比,DAR儿童的肠

道微 生 物 群 中 Blautia wexlerae(P =0.013)、
Streptococcussalivarius(P=0.005)、Erysipelato-
clostridium ramosum (P =0.043)、Hungatella
hathewayi(P=0.022)、Clostridiumbolteae(P=
0.001)丰 度 显 著 增 加;而 Prevotellacopri(P =
0.026)、Eubacteriumeligens(P=0.011)、Eubac-
teriumspCAG180(P=0.001)、Coprococcusca-
tus(P=0.017)、Haemophilusparainfluenzae(P=
0.022)、Parabacteroidesjohnsonii(P=0.044)丰度

显著下降,见图3c。

表1　健康儿童组和DAR儿童组的临床基本资料比较

项目 健康儿童组 DAR儿童组 P 值

年龄/岁 6.79±2.40 6.67±2.45 0.813
性别/例数(%)

　男 21(55.3) 49(72.1)

　女 17(44.7) 19(27.9) 0.080
BMI 16.8±2.5 16.9±3.9 0.942
生产方式/例(%)

　自然分娩 17(45.9) 31(46.3)

　剖腹产 20(54.1) 36(53.7) 0.975
喂 养 方 式 (出 生 6
个月内)/例(%)

　单纯奶粉喂养 　2(5.4) 　5(7.5)

　单纯母乳喂养 27(73.0) 39(58.2)

　混合喂养 8(21.6) 23(34.3) 0.314
变 应 性 疾 病 家 族

史/例数(%)

　有 　　 0(0) 37(55.2)

　无 37(100.0) 30(44.8) <0.001

DAR儿童组与健康儿童组肠道微生物群落的物种数(1a)、Shannon指数(1b)、Chao指数(1c)、Simpson指数(1d)的差异

无统计学意义(P>0.05)。
图1　肠道微生物群落Alpha多样性分析
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2a:DAR儿童组与健康儿童组肠道微生物群的Beta多样性差异无统计学意义(P>0.05);2b:DAR儿童组与健康儿童

组肠道微生物群结构PCoA分析未见显著差异(P>0.05)。
图2　肠道微生物群组间差异分析

3a:科水平;3b:属水平;3c:种水平。1)P<0.05,2)P<0.01,3)P<0.001。
图3DAR儿童组与健康儿童组主要肠道差异微生物丰度比较

2.4　肠道微生物的功能通路预测与差异分析

通过宏基因组测序信息与数据库中的基因功

能构成映射,获得肠道内菌群的 KEGG功能预测。
结合 KEGG数据库的信息和测序后得到的丰度信

息,计算各功能类别的丰度,并通过 LEfSe分析得

到DAR儿童组与健康儿童组肠道微生物群具有差

异的功能通路(LDA值>2)。分析结果提示,DAR

儿童组的多种脂肪酸代谢显著增强,包括棕榈油酸

合成、棕榈油酯合成、脂肪酸合成、不饱和脂肪酸合

成、油酸合成。此外,霉菌酸酯的合成与CDP葡萄

糖相关 O 抗原合成在 DAR儿童组的肠道微生物

群中亦有明显富集。与健康儿童组比较,DAR 儿

童组的肠道微生物其脱氧核糖核苷酸嘧啶的从头

合成与磷酸化代谢途径呈显著下降趋势(图4)。

图4　DAR儿童组与健康儿童组肠道微生物差异功能通路LEfSe分析
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3　讨论

对于具有遗传易感性的个体,特定环境下肠道

微生物群与免疫系统相互作用的失衡被认为是变

应性疾病发病的一项重要的病理生理机制[11]。越

来越多的研究发现患有变应性疾病的儿童,其肠道

微生物的结构与正常儿童有显著差异,婴儿期肠道

微生物多样性下降可以增加儿童学龄期发生 AR
的风险[12]。亦有研究认为在 AR人群中其肠道微

生物的多样性较健康人群显著下降[13-15]。但逐渐

有证据支持,在患有 AR和哮喘的儿童中,其肠道

微生物的多样性并无显著改变[16]。本研究对38
例健康儿童和68例 DAR儿童的肠道微生物群进

行多样性分析,未发现两者有显著性差异,尽管

DAR儿童群体的代表 Alpha多样性的Shannon指

数和Chao指数低于健康儿童,但差异无统计学意

义,提示肠道微生物结构与发育的差异对于增强特

应性疾病易感性更为重要。
本研究显示,属水平上 DAR儿童肠道内普雷

沃菌属(Prevotella)丰度下降,其丰度的变化趋势

亦得到现有报道的支持[17]。Prevotella作为肠道

内的一种共生菌,可以生成短链脂肪酸 (Short-
chainfattyacids,SCFAs)和内毒素,该属的许多菌

种都与婴幼儿免疫耐受的建立息息相关[18]。对4
月龄~8岁的儿童肠道微生物群的纵向研究表明,
发生变应性疾病的儿童 Prevotella呈现持续性的

丰度下降[19]。相似的观点也在一项巢式病例队列

研究中得以证实,母体在怀孕期间携带高丰度的

Prevotellacopri对子代食物过敏有强保护作用,尽
管这种保护作用可能不是由 SCFAs介导的[20]。
与之相符的是,本研究同样也发现,种水平上 DAR
儿童肠道内Prevotellacopri丰度与健康儿童相比

明显下降。有趣的是,有研究表明在成人群体中

AR患者其肠道微生物中 Prevotella反而丰度增

加[21]。提示成人的肠道微生物谱及其功能可能与

儿童群体存在显著差异。
本研究发现,种水平上 DAR儿童与健康儿童

之间不同的差异菌种中,丰度变化最大、占比最高

的为 Blautiawexlerae,其平均丰度约为健康儿童

的2倍(分别为4.463%和2.451%)。Blautia菌属

为严格厌氧菌,参与肠道内碳水化合物的发酵过

程,与肥胖、糖尿病、癌症和各种炎症密切相关[22]。
目前多数研究支持,Blautia属对于人体属于益生

菌,能 够 上 调 肠 道 调 节 性 T 细 胞 比 例 并 产 生

SCFAs,在维持肠道微环境的平衡和预防炎症方面

发挥重要作用[23-24]。变应性疾病患者中的丰度呈

下降趋势,与肠道内SCFAs水平呈负相关[14]。类

似的,通过增加肠道内 Blautia属、Roseburia属和

Coprococcus属等产丁酸盐菌群的比例,可以显著

增强婴幼儿的口腔耐受能力,改善牛奶过敏症

状[25]。
目前的研究报道大多集中在属水平,具体到种

水平、甚至是株水平的研究仍然较为匮乏,基于在

属水平上得出的一般性结论其全面性和准确性仍

然值得推敲[22]。此外,基于Blautiawexlerae的基

因信息的分析提示,该菌种拥有许多生成琥珀酸、
乳酸和乙酸所必需的各种关键酶,但缺乏生成丙酸

盐和丁酸盐的途径,这也从侧面证明了不同的

Blautia菌种具有很强的功能异质性[26]。多发性硬

化属于主要由 Ⅰ 型辅助性 T 细胞(Thelpercell
type1,Th1)及其分泌的细胞因子介导的细胞免疫

介导性自身免疫疾病,而 AR等变应性疾病的致病

机制中 Th1/Th2的比例是向着相反方向,即 Th2
介导的体液免疫方向进行的[27-28]。本研究结果与

之相反,Blautiawexlerae在 DAR儿童的肠道微生

物群中显著增加,也进一步说明了 Blautiawex-
lerae在免疫性疾病,尤其是辅助性 T 细胞介导的

免疫性疾病中发挥着重要作用。
种水平上,除 Blautiawexlerae与 Prevotella

copri,Eubacteriumeligens是 DAR儿童与健康儿

童之间位列第3的主要相关差异菌种。目前暂未

有报道该菌种在变应性疾病中的丰度差异情况,但
已有报道其丰度水平改变与衰老、乳腺癌、Vogt-
Koyanagi-Harada病、克罗恩病等有关[29-32]。多数

肠道微生物学研究认为,Eubacterium、罗氏菌属和

粪杆菌属等是与乳酸杆菌、双歧杆菌类似的益生

菌[33]。Eubacterium 是将乳酸与乙酸一起转化为

丁酸盐的主要微生物群,因此被称为 LUB(Lac-
tate-utilizingandbutyrate-producingbacteria)[34]。
而丁酸盐主要通过肠上皮细胞 NF-κB通路的活化

发挥抗炎作用,被认为是一种抗炎因子,其也可以

作用于免疫细胞上特定的 G蛋白偶联受体来调控

免疫细胞功能[35]。前瞻性研究证实,发生变应性

疾病的婴儿在生命早期Eubacterium 等的LUB发

育不良,且伴随着乳酸水平的升高和丁酸盐水平的

下降,表明了生命早期 LUB对于儿童未来变应性

疾病发生的重要意义[34]。与之类似,我们的横断

面研究中同样检测到包括 Eubacteriumeligens及

EubacteriumspCAG180在内的 Eubacterium 丰

度在中-重度 DAR儿童的肠道微生物群中显著下

降,证实其在 AR的发生与发展过程中持续发挥着

重要功能。
本研究发现,DAR 儿童与健康儿童肠道微生

物群的功能通路具有一定差异。DAR儿童多种脂

肪酸的合成代谢显著增强,其脱氧核糖核苷酸嘧啶

的从头合成与磷酸化代谢途径呈显著下降趋势。
脂肪酸具有重要的免疫调节作用。致敏蛋白可以

与脂质之间发生直接相互作用,促进其穿越肠上皮

屏障从而发挥致敏作用,诱发 Th2分化相关免疫
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反应[36]。而许多源自omega-6或omega-3脂肪酸

的代谢产物可以调控炎症反应,两种脂肪酸比例的

平衡与宿主免疫活性、变应性疾病的发病机制密切

关联[37]。尽管目前尚未有更多的研究探明脂肪酸

与变应性疾病发生的相关生物学机制,但其与免疫

系统发育和活性的紧密相关性仍然不可忽视。在

后续的研究中,我们会进一步扩大样本量,同时进

行宿主肠道代谢产物组学检测,以及与肠道微生物

组成的交互分析,进一步清晰这些功能通路与变应

性疾病的关系。
综上,与健康儿童相比,中-重度 DAR 儿童的

肠道微生物多样性未见明显差异,但其部分结构与

功能发生失衡,同时伴有部分微生物功能通路的改

变,多种特定微生物的丰度发生显著改变。DAR
儿童肠道内普雷沃菌属、Prevotellacopri菌种、Eu-
bacteriumeligens菌种丰度显著下降,而 Blautia
wexlerae菌种丰度显著上升。本研究寻找了在

DAR中对维持肠道稳态至关重要的肠道微生物

群,未来仍需进一步探索其与宿主之间密切的相互

作用,有助于增强对 AR等变应性疾病的发病原因

与治疗手段的深入理解。
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