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　　[摘要]　目的:通过分析腺样体局部微生物菌群,探讨“病原体储存库”假说。方法:在70°鼻内镜引导下,用
无菌拭子采集受试者腺样体隐窝内分泌物,送至实验室提取样本 DNA 后进行标准细菌16S全长测序分析。结

果:在物种水平上测得腺样体隐窝内排前3位的微生物菌群是多杀巴氏杆菌(18.78%),具核梭杆菌(11.42%),
肺炎链球菌(9.38%)。结论:腺样体局部微生物菌群具有高度的多样性,包含了来自口腔及消化道的微生物菌

群,我们的研究结果也支持了腺样体是“病原体储存库”这一假说。
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Abstract　Objective:Toexplorethehypothesisof"pathogenstoragepool"byanalyzingthelocalmicrobial
communityofadenoids.Methods:Undertheguidanceofa70°nasalendoscope,sterileswabswereusedtocollect
secretionsfromtheadenoidcryptsofthesubjects.ThesamplesweresenttothelaboratoryforDNAextraction
andstandardbacterial16Sfull-lengthsequencinganalysis.Results:Atthespecieslevel,thetopthreemicrobial
communitiesinadenoidcryptswereBacillussubtilis(18.78%),Fusobacteriumpyogenes(11.42%),andStrepto-
coccuspneumoniae(9.38%).Conclusion:Thelocalmicrobialcommunityofadenoidsexhibitsahighdegreeofdi-
versity,includingmicrobialcommunitiesfromtheoralcavityandgastrointestinaltract.Ourresearchresultssup-
portthehypothesisthatadenoidsactasa"pathogenreservoir".
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　　腺样体(adenoids),是位于咽穹后部、附着于鼻

咽的顶壁和后壁交界处、两侧咽隐窝之间的一群人

体免疫淋巴组织。腺样体的特殊解剖结构,使其在

儿童上呼吸道感染的免疫反应中发挥着重要作

用[1]。临床工作中发现,腺样体疾病的发生与儿童

呼吸道感染和继发耳部疾病有着密切的关系。有

研究表明,腺样体切除术可以改善患者的呼吸道疾

病及中耳疾病的发生及预后。有学者提出“病原体

储存库假说(pathogenreservoirhypothesis)”,认为

腺样体作为病原菌的存储库[2-3],可以引起临近部

位的中耳炎、鼻窦炎、扁桃体炎以及腺样体肥大等

相关疾病,但这一理论的正确性尚未得到证实。以

前对于腺样体菌群组成的研究主要基于培养的方

法,与 传 统 培 养 方 法[4]比 较,聚 合 酶 链 式 反 应

(PCR)可将病原菌检出率提高3.2~4.5倍。然

而,标准PCR方法只能检测已知的细菌,因此不能

揭示微生物多样性的全部范围。新的测序技术,如
16S核糖体 RNA(16SrRNA)基因测序,正被越来

越多地用作微生物鉴定[5]的标准培养技术的替代。
此外,16SrRNA扩增子分析仍然是鉴定微生物多

样性的标准方法。随着16SrRNA 测序技术的发

展,出现了此前从未报道的多种微生物群落。利用

上述16SrRNA基因测序来评估描述腺样隐窝内

的微生物菌群,这些微生物在许多稳态过程的调节

中发挥着关键作用,包括炎症和免疫反应,以及防

御其他可能更有害的病原体[6],还可进一步探索鼻

咽部微生物菌群的组成。
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1　资料与方法

1.1　研究对象

本研究选取2023年3月至2023年12月在四

川省妇幼保健院耳鼻喉科因睡眠呼吸障碍(sleep
disorderedbreathing,SDB)行腺样体切除的22例

患儿为病例组,其中男17例,女5例;年龄2~
12岁。对照组为同期在我科因其他疾病(声带息

肉、鼻骨骨折、耳部囊肿、颌下囊肿等)手术,无腺样

体肥大的8例患儿,其中男5例,女3例;年龄6~
12岁。

腺样体肥大的诊断标准基于引起患儿夜间

SDB的病史及测量腺样体软组织的厚度(A),测量

鼻咽腔的宽度(N),据中华放射学杂志标准 A/N
的比值,定义 A/N 比值:0.50~0.60腺样体为正

常,0.61~0.70为腺样体中度肥大,0.71~0.80为

病理性肥大,>0.80为显著肥大;结合病史、体检

及临床内镜或影像学评估后,明确诊断为腺样体肥

大并造成SDB且需要切除腺样体的患儿。排除标

准:急性上呼吸道感染、免疫功能低下的患者,患有

先天性唇腭裂畸形的患者,接受改变菌群药物的患

者(例如免疫抑制剂)。
本研究经四川省妇幼保健院伦理委员会批准,

所有患者的监护人在参与前均给予书面知情同意

并签字。
1.2　腺样体隐窝内分泌物收集

全麻气管插管后,对患儿口腔周围的皮肤及颊

黏膜消毒后立即进行取样。在70°鼻内镜引导下,
将无菌拭子放入腺样体隐窝中左右各旋转5圈,在
腺样体隐窝内停留至少30s。取出拭子时避免触

碰腺样体隐窝外的其他位置,任何接触其他位置而

被污染的拭子都将被丢弃。采集的样品立即放置

入干冰中,运送至实验室在—80℃液氮中保存,直
至DNA提取。
1.3　DNA提取方法

按 照 制 造 商 的 说 明,使 用 MP 试 剂 盒

(116564384;MP生物医药,CA,美国)提取总基因

组DNA 样本,并在—20℃保存后进一步分析。分

别用 NanoDropNC2000分光光度计(赛默飞世尔

科学公司,沃尔思豪,MA,美国)和琼脂糖凝胶电

泳测定提取DNA的数量和质量。
1.4　PCR扩增及标准细菌16S全长测序

利用正向引物27F(5’-AGAGTTTGATCMT-
GGCTCAG-3’)和反向引物1492R(5’-ACCTTGT-
TACGACTT-3’)对细菌16SrRNA 基因进行 PCR
扩增。提取的DNA用两步PCR扩增,将样本特异

性的16bp条形码纳入正向和反向引物,在第二步

PCR中进行多重测序,研究了16SrRNAV1~V9
高变区,成功对2组患者的样本进行了16SrRNA
基因的PCR扩增和测序。

1.5　生物学信息统计分析

序列数据分析主要使用 QIIME2和 R软件包

(v3.2.0)进行。利用 QIIME2中的 ASV 表计算

Ahao1丰富度估计量、香农多样性指数、辛普森指

数、Pielou均匀度和 Good覆盖度,并可视化为箱状

图。并通过主坐标分析(PCoA),主成分分析(PCA)
也基于属级的成分图谱进行(Ramette2007)。
2　结果

2.1　患者资料

病例组共采集22例患者的腺样体隐窝内分泌

物22份样本;对照组采集8例患者的腺样体隐窝

内分泌物8份样本。
2.2　腺样体隐窝内的微生物菌群的分类单元统计

病例组(A1)和对照组(A3)腺样体隐窝内测得

的微生物菌群的分类单元统计。从上至下依次为

域、门、纲、目、科、属、种含有的分类单元数,各分类

水平各自含有的分类单元数。不同的分类水平由不

同颜色标识,柱子高度对应分类单元数量,见图1。

图1　2组腺样体隐窝菌群分类单元

病例组和对照组物种水平对前20位的微生物

菌群进行分类学分析,见图2、图3。微生物菌群组

成见表1。
2.3　腺样体隐窝内微生物菌群的多样性、微生物

结构

根据腺样体 A/N 比值分为3个亚组:0.61~
0.70为腺样体中度肥大(6例),0.71~0.80为病

理性肥大(9例),0.80以上为显著肥大(7例)。
A/N比值不同的腺样体样本亚组的微生物组

成:腺样体中度肥大(zd),病理性肥大(blx),显著

肥大(xz)腺样体样本的 Alpha多样性。
图4、图5采用 Chao1丰富度估计量、香农多

样性指数、辛普森指数、Pielou均匀度和 Good覆盖

度,采用Faith的系统发育指数(FaithPD),进行阿

尔法多样性分析。采用 Wilcoxon秩和检验计算样

本的中位数,腺样体肥大程度不同的样本间微生物

菌群组成多样性无明显差异,腺样体肥大组与正常

组样本间微生物菌群组成多样性亦差异无统计学

意义(P>0.05)。
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图2　病例组腺样体隐窝微生物菌群前20物种的相对丰度的分类图

图3　对照组腺样体隐窝微生物菌群前20物种的相对丰度的分类图

表1　2组微生物菌群组成 %
菌群名称(物种水平) 病例组(A1) 对照组(A3)

Fusobacteriumnucleatum(具核梭杆菌) 11.42 14.31
Pasteurellamultocida(多杀巴氏杆菌) 18.78 0.51
Streptococcuspneumoniae(肺炎链球菌) 9.38 3.39
Prevotellaoris(口腔内普雷沃氏菌) 0.51 9.43
Psychrobactersp.HaHa213(精神杆菌) 4.10 5.30
Neisseriaweaveri(韦氏奈瑟氏球菌) 1.77 7.16
Prevotellasp.SEQ116(普雷沃氏菌) 3.48 5.34
Prevotellaintermedia(中间普氏菌) 3.25 3.77
Alloprevotellasp.oraltaxon473 0.10 6.80
Niallianealsonii(尼尔森氏尼尔菌) 5.44 0.68
Hoylesellaloescheii 3.78 1.89
Streptococcusmitis(缓症链球菌) 2.44 3.12
Alkaliphilussp.1-IA(碱杆菌1-IA) 1.68 3.66
Streptococcusagalactiae(无乳链球菌) 0 4.95
Treponemalecithinolyticum(解卵黄密螺旋体) 0 3.89
Moraxellanonliquefaciens(非液化莫拉氏菌) 2.75 0
Rhodococcussp.An28(红球菌) 1.71 1.04
Hoylesellabuccalis 0.13 2.57
Peptostreptococcusstomatis(胃消化链球菌) 2.04 0.29
Pseudomonassp.130(2zx)(假单胞菌) 2.32 0
Others(其他未检测细菌) 24.80 21.88
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图4　腺样体亚组样本的菌群微生物Alpha多样性分析

图5　病例组与对照组腺样体样本菌群微生物Alpha多样性分析

3　讨论

此前对于腺样体局部菌群的研究多基于培养

的方法,不能全面评估物种的多样性。基于16S
rRNA的分子生物学技术可用于小型生物群的鉴

定和定量,也可用来预测它们的种系发育关系,还
能够识别出许多无法通过培养方法发现的微生物

以及罕见的微生物。这项技术的应用改变了我们

对腺样体微生物菌群的认识。腺样体位于鼻、咽喉

交界处,病原体及微生物可以在此定植、潴留。因

此,我们样本中观察到的许多稀有细菌可能只是在

此做短暂的停留。一项前瞻性观察研究[7]旨在评

估在接受腺样体切除术的儿童人群中提出的假设,
比较了腺样体表面、腺样体内和中鼻道微生物群。
研究发现腺样体定植与鼻感染密切相关,支持腺样

体可能是上呼吸道感染的“病原体储存库”这一假

说。所获得的结果也有助于解释腺样体切除术在

有感染指征患者的成功。Xu等[8]采集15例无耳

病,因 OSA 行手术治疗患儿的腺样体拭子,通过

16SrRNA测序分析了患儿腺样体的微生物学特

征。结果显示腺样体细菌组成以嗜血杆菌属、链球

菌属和莫拉菌属细菌为主。本研究结果有相似,但
菌群丰富度不同,推测可能是因为研究获得的结果

是基于高分辨率培养的三代独立测序技术,在物种

水平发现了之前更多属水平未发现的微生物菌群。
腺样体肥大患儿往往合并有鼻炎,本研究纳入标准

中排除了急性感染期的病例,避免了急性期的干

扰,未排除鼻炎、变应性鼻炎或鼻窦炎的病例,考虑

如果排除可能导致符合纳入标准的样本来源少或

选择偏倚风险。研究腺样体隐窝内微生物菌群组

成中发现了中耳炎常见的病原体(嗜血杆菌、链球

菌、莫拉菌、葡萄球菌)。以往有研究表明中耳炎与

慢性腺样体感染之间存在联系,本研究显示腺样体

的微生物菌群与中耳微环境之间是有相关性。
Ren等[2]通过对16SrRNA的调查,发现常见的病

原体包括嗜血杆菌、链球菌、莫拉菌和葡萄球菌在

腺样体中普遍和丰富,支持这种“病原体储存库”
假说。

在物种的水平上,观察到腺样体样本中微生物

群落存在高度的多样性和复杂性,但是并未发现与

腺样体相关的标志性微生物菌群。在 Kim 等[9]的

一项研究中,分析了打鼾儿童患者腺样组织样本主

要为变形菌门(主要为嗜血杆菌属)、厚壁菌门(主
要为链球菌属)和梭杆菌门(主要为梭杆菌属)。
Swidsinski等[10]对扁桃体和腺样组织进行了检查,
发现许多患者扁桃体和腺样组织内存在多个正在

进行的化脓性感染区域,腺样体组织的增生和肥大

可能受到各种机会性、共栖性和致病性微生物以及

免疫系统对它们反应的影响。一项关于儿童呼吸

道菌群的研究发现腺样体中排名前3位的包括梭

杆菌属和克雷伯氏菌属[11],与本研究结果略有差

异。在本次样本中未发现克雷伯氏菌属,克雷伯氏

菌常见于肠道,是医院感染中最常见的病原体之

一,推测腺样体微生物菌群组成可能存在个体间的

差异及变异,原因可能与环境因素、历史暴露或人

类基因型等相关。无法推测引起差异的明确原因,
这需要了解患者的个人信息(如年龄、性别、手术原

因)等。在研究鼻咽腺样体组织微生物群及其与肺

炎球菌携带关系的研究中发现肺炎链球菌是气道
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中最常见的病原体之一,显著影响鼻咽腺样体中微

生物群的组成和多样性[12]。值得注意的是在检测

到的微生物菌群里面,同样发现了典型的病原体肺

炎链球菌、流感嗜血杆菌和卡他菌,且在物种水平

上肺炎链球菌所占比例较高。徐禛等[13]分析了

311例腺样体肥大合并分泌性中耳炎患者鼻咽部

菌群分布及耐药性特征,采集腺样体深部靠近患耳

咽鼓管处分泌物进行细菌培养和耐药性分析,结果

显示腺样体肥大合并分泌性中耳炎患者所检出的

主要病原菌为金黄色葡萄球菌、肺炎链球菌、化脓

性链球菌和卡他莫拉菌。在其他的研究里面,肺炎

链球菌、流感嗜血杆菌和卡他菌经常同时出现在腺

样体样本中,推测它们之间可能存在某种共生关

系,在腺样体隐窝中相同的环境条件,它们维持着

一个动态的平衡。肺炎链球菌与感染性疾病密切

相关,这也可以解释为什么腺样体切除手术对于幼

儿的鼻炎及中耳炎的恢复有帮助,也为腺样体是鼻

炎或者中耳炎的“病原体储存库”说法提供了依据。
研究结果,无论是病例组还是对照组,显示腺

样体物种丰富度高,病例组共观察到2646个明显

的 OTU。腺样体肥大患儿物种水平上腺样体微生

物菌群最丰富的是多杀巴氏杆菌(18.78%)、具核

梭杆菌(11.42%)肺炎链球菌(9.38%)。与对照组

腺样体样本的微生物菌群比较,病例组物种水平上

多杀巴氏杆菌与肺炎链球菌在菌群组成中的占比

远高于对照组,推测多杀巴氏杆菌与肺炎链球菌在

腺样体肥大的发病中起到一定的作用。研究样本

中病例组微生物菌群组成数量排在首位的多杀性

巴氏杆菌是一种高度万能的病原体,能够在各种家

畜和野生动物以及人类和非人灵长类动物中引起

感染[14],也常被发现为许多动物和鸟类正常口咽

微生物群的一部分,同时也可以是上、下呼吸道的

一种初级或机会致病菌[15]。
本研究中第二常见的细菌是梭杆菌,在病例组

和对照组的菌群组成中均有较高的比例。梭杆菌

是革兰氏阴性厌氧菌,常存在于人的口腔和胃肠道

等。长期以来,梭杆菌被发现可引起机会性感染,
最近被发现与结直肠癌有关[16]。然而,它是口腔

微生物群的共同成员,可以与其宿主有共生关系。
有研究表明梭杆菌在体外和体内都能促进正常上

皮细胞的炎症[17]。
多杀性巴氏杆菌和梭杆菌在本次研究的样本

中被发现为腺样体较丰富的微生物菌群,表明口腔

及消化道的微生物向鼻咽和腺样体的迁徙。一些

利用培养和 PCR技术的研究表明,幽门螺杆菌暴

露发生在儿童早期,可能导致慢性腺样体炎的发

展,特别是在高发病率的地区[18]。腺样体的特殊

位置让它可以接受来自口腔和消化道的微生物菌

群。由于腺样体隐窝的存在,且又处于呼吸道及连

接消化道的交界处,通过它的细菌及微生物可以在

此短暂或者长期地停留。通过对抗呼吸道和消化

道引入的病原体,腺样体成为了抗原取样和触发基

本免疫应答的主要部位。高细菌多样性也与腺样

体通过使免疫系统早期暴露于病原体而对免疫系

统起监视作用的观点相一致。推测这些微生物菌

群在腺样体局部处维持一个动态的平衡,一旦这个

平衡被某些外界因素打破,可导致相应疾病的

发生。
本次研究存在局限性。首先,这项研究针对的

患儿数量相对较少,结果需要在更大量样本的研究

中得到证实;其次,因为在对腺样组织进行侵入性

检查时涉及伦理考虑,在招募健康儿童方面存在一

定困难,因此健康儿童腺样体样本量较少。尽管有

这些局限性,但研究结果为今后研究提供了有用的

信息,探索腺样体微生物菌群,将有助于更深刻地

理解腺样体与上、下呼吸道感染之间的关系。
通过16SrRNA 基因的三代测序,在因 SDB

而进行手术切除腺样体患儿的腺样体隐窝发现了

微生物菌群高度的多样性和复杂性。来自口腔及

消化道、呼吸道的微生物菌群在腺样体处停留,共
同维持腺样体微环境之间的平衡,也支持了腺样体

是“病原体储存库”这一假说。
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