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　　[摘要]　目的:探讨儿童睡眠呼吸障碍(sleep-disorderedbreathing,SDB)、肠道菌群与儿童非酒精性脂肪肝

病(non-alcoholicfattyliverdisease,NAFLD)之间的相互作用。方法:共纳入63例非肥胖儿童(试验组47例合并

SDB,对照组16例未合并SDB的)参与本研究。分别评估2组儿童的肝功能状态和SDB程度。采用高通量16S
rRNA测序来检测2组儿童的肠道菌群组成和功能变化。结果:与对照组比较,试验组儿童的血清谷草转氨酶、
谷丙转氨酶增高;肠道菌群的变形菌门相对丰度增加,拟杆菌门相对丰度显著减少;肠道菌群的膜运输、碳水化合

物代谢、脂质代谢等功能富集。结论:2组儿童肝功能状态和肠道菌群的组成、功能注释存在显著差异。儿童

SDB相关肠道菌群的变化可能与儿童 NAFLD的发病机制相关。
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Abstract　Objective:Toexploretheinteractionbetweenpediatricsleep-disorderedbreathing(SDB),theintes-
tinalmicrobiota,andpediatricnon-alcoholicfattyliverdisease(NAFLD).Methods:Atotalof63non-obesechil-
dren(47childrenwithSDBintheexperimentalgroupand16withoutSDBinthecontrolgroup)wereenrolledin
thisstudy.TheliverfunctionanddegreeofSDBwereassessedinbothgroups.High-throughput16SrRNAse-
quencingwasconductedtodetectthecompositionandfunctionalvariationsoftheintestinalmicrobiotainthetwo
groupsofchildren.Results:Comparedwithchildrenintheexperimentalgroup,serumALTandASTlevelswere
higherinthecontrolgroup.andtherelativeproteobacteriaabundanceofintestinalfloraincreased,andtherelative
abundanceofBacteroidetesdecreasedsignificantly.Functionincludingmembranetransport,carbohydratemetabo-
lismandlipidmetabolism,wereenrichedintheintestinalmicrobiotaofchildrenwithSDB.Conclusion:Thecom-
positionandfunctionalannotationofthepediatricliverfunctionalstatusandgutmicrobiotaweresignificantlydif-
ferentbetweenthetwogroupsofchildrenwithandwithoutSDB.ChangesinSDB-associatedintestinalbacteriala-
bundancemayberelatedtothepathogenesisofpediatricNAFLD.

Keywords　pediatricsleep-disorderedbreathing;pediatricnon-alcoholicfattyliverdisease;theintestinalmi-
crobiota

　　儿童睡眠呼吸障碍(sleep-disorderedbreath-
ing,SDB)是常见的儿童疾病,可表现为打鼾和阻

塞 性 睡 眠 呼 吸 暂 停 (obstructivesleep apnea,

OSA)。SDB可对很多器官造成损害[1]。肠道菌

群紊乱可能是 OSA的并发症之一。肠道菌群的状

态与宿主的生理和病理机制有关[2-4]。但很少有研

究提示 OSA对儿童肠道菌群改变的影响[5-6],并且

SDB诱导的肠道菌群改变与儿童 OSA 相关疾病

的发病关系尚未确定。儿童非酒精性脂肪肝病
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(non-alcoholicfattyliverdisease,NAFLD)是儿童

最常 见 的 慢 性 肝 病,谷 丙 转 氨 酶 (alanineamin-
otransferase,ALT)水平升高通常是其可靠的预测

指标,反映了其总体患病率[7-8]。既往虽有研究证

明儿童 OSA与 NAFLD发病之间存在联系,但研

究对象主要集中在超重或肥胖的青少年[9],且并未

详述儿童SDB、肠道菌群和 NAFLD发病机制之间

的相互作用。本试验通过比较患或不患SDB的非

肥胖儿童血清肝脏指标和肠道菌群的差异,以探索

该问题。
1　资料与方法

1.1　研究对象

2020年5月至2021年11月收集2~12岁有

SDB临床特征、扁桃体肥大伴有腺样体肥大的非肥

胖儿童47例为试验组,另外招募无 SDB临床特

征、非扁桃体伴腺样体肥大的非肥胖儿童16例为

对照组。对参与者进行初步评估,包括年龄、性别、
体重、身高、体重指数和疾病史。排除标准:既往扁

桃体和(或)腺样体手术史,早产和(或)发育不良,
妊娠异常,肥胖(体重指数高于年龄和性别特异性

95%CI),在过去2个月内有抗生素或抗炎药物使

用史,有益生菌使用史,肠道疾病,哮喘/过敏,肝脏

疾病或最近急性感染。用睡眠临床记录量表(sleep
clinicalrecord,SCR)对参与者进行SDB筛查。睡

眠临床记录量表包括第1项体格检查、第2项主观

症状和临床病史、第3项注意缺陷多动障碍评定量

表,共3个部分。其中第1项体格检查由医生填写

评分,第2项和第3项由父母填写问卷。第1项体

格检查包括鼻腔、口咽部、鼻咽部狭窄的程度,以及

上下牙齿/颌骨咬合、鼻中隔偏曲、腺样体肥大的情

况,扁桃体肥大的分级等,根据程度或分级不同,每
项评定0~4分。第2项包括睡眠症状(口呼吸、习
惯性打鼾、目睹窒息发作、频繁醒来或不安睡眠等)
和昼间症状(白天嗜睡和头痛等)。第3项注意缺

陷多动障碍评定量表,调查与 OSA 相关的注意力

不集中和多动症的症状。第2项、第3项为是/否

的回答形式。总分≈第1项×2.0+ 第2项×0.5
+ 第3项×1.0。睡眠临床量表得分(sleepclinical
score,SCS)≥6.5分为SDB阳性[10](试验组),SCS
<6.5分(对照组)。本研究获得安徽医科大学第

一附属医院批准(No:PJ2024-01-49)。
1.2　方法

1.2.1　血清肝脏生化分析　禁食过夜(>8h),收
集参与者的外周血样本。静置,离心后收集上清,
测定 ALT、天 冬 氨 酸 转 氨 酶 (aspartateamin-
otransferase,AST)、白 蛋 白 (ALB)、球 蛋 白

(GLB)、白蛋白/球蛋白比值(A/G)、γ-谷氨酰转移

酶、碱性磷酸酶、乳酸脱氢酶、总白蛋白等肝脏生化

功能。

1.2.2　粪便样本收集与肠道菌群基因组 DNA 的

提取和扩增　在早上收集每个参与者的粪便样本,
冷藏容器中运输,并于收集后1h内在—80℃保

存。使用试剂盒从粪便样品中分离出细菌 DNA。
分别使用 NanoDrop2000分光光度计和琼脂糖凝

胶电泳,评估分离 DNA 样品的浓度和完整性。采

用细菌多样性鉴定所对应的区域16SV3~V4区

(通用引物:343F:5′-TACGGRAGGCAGCAG-3′;
798R:5′-AGGGTATCTAATCCT-3′),和 DNA 聚

合酶和特定引物进行 PCR[11]。最后进行磁珠纯

化、定量检测。
1.2.3　生物信息分析　通过 Wilcoxon连续校正

检验比较操作分类单元(operationaltaxonomicu-
nits,OTU)的数目。采用 QIIMEv18.0进行α多

样性分析。采用非参数t检验确定肠道菌群的相

对丰度和均匀度。采用 Wilcoxon算法进行α多样

性小提琴图分析,比较2组之间的多样性差异。通

过β多样性分析,探讨不同生态环境下,不同类群

间菌群组成的异同。通过方差分析、t检验、Wilc-
oxon检验和 Kruskal-Wallis检验对组间物种相对

丰度进行分析,并使用热图表示这些样本中的不同

物种。通过基于 Kruskal-Wallis秩和检验的线性

判别分析(lineardiscriminantanalysiseffectsize,
LEfSe)分析评估各组间物种组成的差异,默认筛选

值为3,P<0.05为差异性分析的显著性阈值。
Picrust软件用于预测通过16SrRNA 测序鉴定的

微生物在这2组不同患者中介导的生物过程的差

异。通过计算错误发现率对结果进行多重检验校

正。将预测的基因功能和代谢途径与 KEGG数据

库的同源值进行比较,并根据 Wilcoxon算法得出

的统计差异生成热图。
1.3　统计学处理

数据分析采用 SPSSv22.0、GraphPadPrism
8.0、QIIMEv1.8.0和Picrust软件。分类数据采

用χ2 检验进行比较。Shapiro-Wilk检验用于评估

定量数据是否符合正态分布,正态分布数据以■X±
S 表示,通过独立样本t检验进行组间比较,使用

Pearson相关系数进行相关性分析。非正态分布数

据,以M(P25,P75)表示,并使用秩和检验进行比

较,并使用Spearman相关系数进行相关性分析。
2　结果

2.1　临床特点

2组儿童在年龄及年龄构成比、性别或体重指数

方面比较,差异无统计学意义(P>0.05),见表1。
2.2　血清肝脏生化指标

2组患儿的血清 ALT[(20.81±8.49)U/Lvs
(16.06±5.07)U/L]、AST[(26.96±6.91)U/L
vs(22.19±8.38)U/L]差异有统计学意义(图1a、
图1b)。同样,血清 ALB、GLB、A/G 比值在2组
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儿童之间差异有统计学意义(见图1c、图1d和图

1e)。但血清γ-谷氨酰转移酶、乳酸脱氢酶或总白

蛋白、前蛋白在2组儿童中差异无统计学意义。且

血清 ALT、AST的检测结果与儿童的SCS程度呈

正相关(图1f、图1g)。
2.3　肠道丰富度和微生物生态多样性分析

通过16SrRNA高通量测序技术,在2组儿童

粪便样本中,共鉴定出1761个 OTU,分别属于

277个属和22个门。这些样品的chao1指数和

shannon指数的稀释曲线最终是趋向水平(图2a、
图2b),表明此次分析已经成功捕获了这些样品中

的总体微生物多样性,即使随着测序深度的进一步

增加,也不会发现更多新的 OTU。chao1指数和

shannon指数的大小反映了每组样本α多样性的

大小,指数越大,α多样性越高。结果显示,与对照

组比较,试验组SDB儿童的α多样性有所增加(图
2c、图2d)。

主成分分析显示,与对照组比较,试验组SDB
儿童肠道菌群的组成,即β多样性存在有显著差异

(图3a)。
在门水平上,对照组和试验组分别有31门和

33门,其 中 厚 壁 菌 门 (firmicutes)、拟 杆 菌 门

(bacteroidetes)、放线菌门(actinobacteria)和变形

菌门(proteobacteria)是所有样本中最占优势的门。
与对照组比较,试验组变形菌门相对丰度显著增

加,拟杆菌门相对丰度显著减少,而厚壁菌门和放

线菌门相对丰度在2组之间相当(图3b)。
在属水平上,试验组与对照组比较,共发现

277个不同属。试验组的鼠杆菌属(genusMuri-

baculaceae)、克雷伯菌属(klebsiella)等明显富集,
而对照组拟杆菌属(genusbacteroides)等细菌数量

相对增加(图3c)。
2.4　SDB与肠道菌群的组成有关

通过线性判别分析(lineardiscriminantanalysis
effectsize,LEfSe)分析,发现2组儿童的菌群相对丰

度存在差异(LDA评分>3,P<0.05)(图4a)。在门

水平,变形菌门和拟杆菌门的相对丰度在2组儿童

中存在差异(图3b)。此外,变形菌门(proteobacte-
ria)相对丰度与SCS呈正相关(图4b),而拟杆菌门

(bacteroidota)相对丰度与SCS呈负相关(图4c)。
在目 水 平,试 验 组 表 现 出 乳 酸 杆 菌 (lactobacil-
lales)、肠杆菌(enterobacterales)和 SAR11_clade
的相对丰度增加,而对照组表现出拟杆菌(bacte-
roidales)、毛螺旋菌(lachnospirales)和双歧杆菌

(bifidobacteriales)的相对丰度增加。在属水平,克
雷伯氏菌(klebsiella)(图4d)、CladeⅡ的相对丰度

与 SCR 评 分 呈 正 相 关 (图 4e),拟 杆 菌 (bacte-
roides)的相对丰度与SCR评分呈负相关(图4f)。

表1　2组儿童临床基本资料

项目 试验组 对照组 P
例数 47 16 —
性别/例 0.720
　男 24 7
　女 23 9
年龄/岁 6.09±2.70 6.13±3.78 0.964
体重指数 17.17±2.79 17.68±2.92 0.532
SCS 8.45±0.91 2.69±1.62 <0.001

a:2组间血清ALT比较;b:2组间血清AST比较;c:2组间血清ALB比较;d:2组间血清GLB比较;e:2组间血清A/G
比较;f:血清 ALT与SCS的相关性分析;g:血清 AST与SCS的相关性分析。

图1　2组儿童的肝脏生化指标
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a:chao1指数的多样性稀释曲线;b:shannon指数的多样性稀释曲线;c:chao1指数组间比较 Violinplot图;d:shannon
指数组间比较 Violinplot图。Case:试验组,Ctrl:对照组。

图2　2组样本α多样性分析

a:主成分分析;b:2组中不同菌门相对丰度柱状图;c:2组中不同菌属相对丰度柱状图。ase:试验组,Ctrl:对照组,rela-
tiveabundance:相对丰度,others:图中之外的其他所有菌门的相对丰度之和。横坐标 PC17.71% 代表解释变异

7.71%,横坐标PC22.53%代表解释变异2.53%。
图3　2组样本差异菌群分析
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a:差异物种LDA值分布柱状图;b:变形菌门相对丰度与SCS的相关性分析;c:拟杆菌门相对丰度与SCS的相关性分

析;d:克雷伯氏菌相对丰度与SCS的相关性分析;e:CladeⅡ相对丰度与SCS的相关性分析;f:拟杆菌相对丰度与SCS
的相关性分析。ase:试验组,Ctrl:对照组。

图4　差异物种LDA值分布柱状图和肠道菌群相对丰度与SCS的相关性分析

2.5　肠道微生物群的功能注释

基于 KEGG 数据库的数据,对这2组儿童的

肠道微生物群进行功能注释。通过宏基因组分析

鉴定并确认了19788个 KEGG 同源类别,分别包

括6个 KEGG1级通路、46个 KEGG2级通路和

365个 KEGG3级通路。在 KEGG1级通路中,
2组儿童在环境信息处理、基因信息处理、人类疾

病和代谢等方面存在显著差异(图5a)。在 KEGG
2级通路中,2组儿童在细胞生长死亡、膜转运、脂
质代谢以及癌症、代谢性疾病等通路上存在差异

(图5b)。在KEGG3级通路中,2组儿童最丰富的

功能通路分别是 ABC 转运蛋白和群体感应(图
5c)。在2组儿童样本的肠道菌群中共检测到2
226个酶复合体,在10个最丰富的酶复合体中,其
中 3-氧 酰-(酰 基-载 体 蛋 白 )还 原 酶 (EC:
1.1.1.100),SDB 儿童中比非 SDB 儿童更丰富。
该酶在脂肪酸生物合成中有重要作用[12],因此值

得关注。
3　讨论

本研究比较了有无SDB影响的非肥胖儿童的

肝功能指标和肠道菌群差异,揭示了儿童SDB可

诱发肠道生态失调,其中特定微生物的丰度与SDB
严重程度密切相关。这些差异丰富的微生物也可

能在驱动 NAFLD发病机制中发挥作用。
北美儿科胃肠病学、肝病学和营养学会建议,

在筛查儿童 NAFLD时,血清 ALT 可作为一种微

创生物标志物[13]。现有研究表明不同出生体重儿

童的 OSA发生率虽无明显差异[14],但肥胖和儿童

OSA之间存在一定双向因果关系[15],为了避免肥

胖对实验可能产生的干扰,肥胖儿童被排除在本研

究之外。与未诊断为SDB的儿童比较,患有SDB
的儿童的ALT和AST值均显著升高,且这些值与

SCR评分呈正相关,这与早前的研究结果一致,支
持儿童SDB与 NAFLD发病率之间的关系。

变形菌门在 NAFLD的发展中发挥着关键作

用,其丰度增高有助于提高全身脂多糖水平和增加

肝脏炎症细胞因子的产生,从而促进 NAFLD的发

生[16-17]。拟杆菌门是在 NAFLD 发病机制中可能

有益的微生物[18]。在 LEfSe分析中,患有SDB的

儿童显示出拟杆菌门相对丰度的显著减少,与SCR
评分呈负相关;变形菌门相对丰度增高,与SCR评

分呈正相关;这些差异可能与 NAFLD的发病机制
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密切相关。

a:KEGG差异结果聚类 Heatmap(Level1);b:KEGG差异结果聚类 Heatmap(Level2);c:KEGG差异结果聚类 Heat-
map(Level3)。ase:试验组,Ctrl:对照组。

图5　肠道菌群测序KEGG分析

　　在功能注释分析中,SDB患者的肠道微生物群

中存在几种功能途径的差异富集,包括膜转运、细
胞群落-原核生物、外源生物降解和代谢以及神经

退行性疾病途径,与其他先前对儿童 NAFLD个体

肠道微生物群的分析一致[19]。本实验提示,脂肪

酸生物合成相关酶3-氧酰-(酰基载体蛋白)还原酶

是2组之间存在差异较大的酶之一,而该酶在脂肪

酸生物合成中有重要作用[12],这在一定程度上提

示了儿童 SDB 促进了儿童 NAFLD 的发病。然

而,对SDB诱导的基因簇的进一步分析也很有必

要,以充分阐明SDB和肠道菌群在 NAFLD 的发

生和进展中发挥的作用。
因对照组也为住院儿童,且排除标准较多,故

本研究的样本量受限。不过采用的统计学方法适

用于小样本分析,且纳入标准严格,也可将试验组

与对照组明确区分开。
因多导睡眠监测(polysomnography,PSG)价

格昂贵,且检查时间较长,儿童配合困难,难以在大

量的临床病例中开展,且在对照组儿童中更难实

施,实际使用受限。故本研究通过查阅文献资料,
选用已被学者用大量的儿童样本验证,具有较高的

灵敏度和较高的阴性似然比,与 PSG 结果吻合度

高、诊断 PSDB的准确性高的睡眠临床记录量表,
来定义儿童 SDB 并评估其严重程度[10]。其次,
OSA只是本课题研究的主题 SDB的表现症状之

一,SDB是比 OSA 更为宽泛的概念。作为对SDB
的初步研究探索,所以在确保诊断PSDB准确性的

前提下,选取了更为经济、简便的睡眠临床量表方

法。但PSG仍是诊断 OSA的金标准,在未来的研

究中,可对每位受试者进行PSG检查,结合肠道微

生物多样性结果进一步分析、探索。
考虑到影响转氨酶的因素较多,例如学习、熬

夜、劳累、剧烈活动及一些药物等。本研究在抽取

儿童血液检测前2周,已与家长充分讲解宣教,使
其尽量避免这些因素,以降低结果偏差。但即使如

此,也很难具体量化这些因素,这也是此类研究中

的一个常见问题。后续研究需在更加严格的纳入

标准下收集更多的样本、多中心实验,严格控制混

杂因素,提高结果可信度。
本研 究 提 示 儿 童 SDB、肠 道 菌 群 与 儿 童

NAFLD之间存在一定的联系,肠道菌群可能参与

了儿童SDB的发生及发展,这为儿童SDB及其相

关的儿童 NAFLD的预防、治疗和预后推断提供了

新的思路及理论基础。但肠道菌群的改变如何成

为连接儿童SDB与儿童 NAFLD 的机制之一,仍
需要进一步的探索,并可在细胞水平和动物水平上

进行基础实验方面的相关研究。
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