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  [摘要] 目的 探讨脓毒症患儿肠道菌群多样性变化特征及其与病情程度的相关性。方法 选取本院重症医

学一科收治的符合脓毒症诊断的患儿15例为研究对象,选择同期入住儿童重症监护病房(pediatricintensivecare
unit,PICU)的感染但非脓毒症患儿28例为对照组。收集患儿入院第1天的粪便,提取大便中菌群DNA,通过16S
rDNA基因进行扩增,经Illumina平台测序,对测序结果进行物种注释、多样性及物种差异分析。记录患儿死亡风

险评分(pediatricriskofmortalityscoreⅢ,PRISM Ⅲ)和危重症评分(pediatriccriticalillnessscore,PCIS)。将2组

肠道菌群构成进行对比,并与病情评分进行相关性分析。结果 脓毒症组PCIS评分[78(8)分]低于非脓毒症组[90
(12)分],PRISM Ⅲ评分[16(16)分]高于非脓毒症组[12(9)分](P<0.05)。2组大便样本测序共测得1489022条

有效序列。脓毒症组患儿肠道菌群丰度指数[Ace指数(99.458±38.948)、Chao指数(99.400±38.943)]、肠道菌群

多样性指数[(Shannon指数(3.647±1.411)]均低于非脓毒症组[Ace指数(107.879±25.242)、Chao指数(107.893±
25.238)、Shannon指数(4.125±1.160)]。主成分分析显示脓毒症组和非脓毒症组2组菌群分布呈现组内相对集

中,组间相对分离,2组大便样本菌群结构差异有统计学意义(P<0.05)。2组肠道优势菌群结构在门、纲、属水平

相比差异均有统计学意义(P<0.05)。在门、纲水平上,酸杆菌,嗜盐杆菌与PRISM Ⅲ评分呈正相关,与PCIS评

分呈负相关(P<0.05)。结论 脓毒症患儿肠道菌群多样性和丰度均较非脓毒症患儿降低。脓毒症组肠球菌比例

明显高于非脓毒症组,致病菌比例明显增加。肠道菌群失衡与病情严重程度具有相关性。
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Studyonthecharacteristicsofintestinalflorainchildrenwithsepsisand
itscorrelationwiththeseverityofthedisease

CAOLi-jing,XUMei-xian,ZHANGHui-fen,LYUZhao-yi,BAIXin-feng
(TheFirstDepartmentofIntensiveCareMedicine,HebeiChildren'sHospital,

Shijiazhuang050031,China)

[Abstract] Objective Toexplorethecharacteristicsofchangesingutmicrobiotadiversity
inchildrenwithsepsisanditscorrelationwiththeseverityofthedisease.Methods Fifteen
childrenwhometthediagnosisofsepsisandwereadmittedtotheDepartmentofIntensiveCare
Medicineinourhospitalwereselectedastheresearchsubjects,and28infectedbutnon-sepsis
childrenadmittedtothepediatricintensivecareunit(PICU)duringthesameperiodwereselected
asthecontrolgroup.Thefecesofthepatientsonthefirstdayofadmissionwascollected,to
extractthemicrobialDNAfromthefeces,andthe16SrDNAgenewasamplified.Through
Illuminasequencingplatform,speciesannotation,diversity,andspeciesdifferenceanalysiswere
performedonthesequencingresults.ThepediatricriskofmortalityscoreⅢ (PRISM Ⅲ)and
pediatriccriticalillnessscore(PCIS)forpediatricpatientswererecorded.Thecompositionofgut
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microbiotainthetwogroupswascomparedandtheircorrelationwiththediseasescorewere
analyzed.Results ThePCISscoreofthesepsisgroup[78(8)]waslowerthanthatofthenon-
sepsisgroup[90(12)],andthePRISM Ⅲscore[16(16)]washigherthanthatofthenon-sepsis
group[12(9)](P<0.05).Stoolsamplesofthetwogroupsweresequencedandatotalof
1489022validsequences weredetected.Thegut microbiotaabundanceindex [Aceindex
(99.458±38.948),Chaoindex(99.400±38.943)],andgutmicrobiotadiversityindex[Shannon
index(3.647±.411)]inthesepsisgroupwerelowerthanthoseinthenon-sepsisgroup[Ace
index(107.879±25.242),Chaoindex(107.893±25.238),andShannonindex(4.125±1.160)].
PrincipalCoordinatedAnalysis(PCoA)analysisshowedthatthedistributionofmicrobiotainthe
sepsisgroupandnon-sepsisgroupshowedrelativeconcentrationwithinthegroupandrelative
separationbetweenthegroups,andthedifferenceinmicrobiotastructurebetweenthetwogroups
ofstoolsampleswassignificant(P<0.05).Thereweresignificantdifferencesinthestructureof
thedominantgutmicrobiotabetweenthetwogroupsatthephylum,class,andgenuslevels
(P<0.05).Atthephylumandclasslevels,AcidobacteriumandHalophilicBacteroideswere
positivelycorrelatedwithPRISM Ⅲ scoresandnegativelycorrelatedwithPCISscores(P<
0.05).Conclusion Thediversityandabundanceofgutmicrobiotainchildrenwithsepsisare
lowerthanthoseinnon-sepsischildren.Theproportionofenterococciinthesepsisgroupis
significantlyhigherthanthatinthenon-sepsisgroup,andtheproportionofpathogenicbacteria
increasessignificantly.Theimbalanceofgutmicrobiotaiscorrelatedwiththeseverityofthe
disease.

[Keywords] sepsis;child;gastrointestinalmicrobiome

  脓毒症病情凶险,病死率高,其定义为宿主对感

染的反应失调而导致的危及生命的器官功能障

碍[1]。脓毒症在儿童群体起病隐匿,病情进展迅猛,
相较于成人更容易进展至脓毒性休克和多脏器功能

衰竭,是 目 前 严 重 威 胁 儿 童 健 康 的 主 要 疾 病 之

一[2-4]。尽管国内外对于脓毒症的发生及发展机

制、病理生理研究颇多,但很多环节尚未完全明确。
有研究[5]认为,肠道微生态变化可能在脓毒症的发

生发展中发挥着重要作用。肠道菌群是人体微生态

的重要组成部分,人体肠道内有1012~1014个细菌,
这个庞大的菌群被视为人体“隐藏的器官”,参与着

人体的生理及免疫,肠道菌群是维护肠道屏障功能

的重要部分[6-7]。有学者提出肠道菌群紊乱可能是

启动脓毒症的主要因素,而脓毒症引起肠道菌群紊

乱可能促进炎症反应的暴发[8]。因此探讨脓毒症患

儿肠道菌群特征及其与病情的相关性十分必要。目

前关于脓毒症患儿肠道菌群相关研究尚属少见。本

研究拟利用16SrDNA基因测序技术对儿童重症监

护病房(pediatricintensivecareunit,PICU)内脓毒

症患儿进行粪便菌群检测并分析,旨在探讨脓毒症

患儿肠道菌群多样性特征及其与病情严重程度的相

关性,为脓毒症肠道微生态干预治疗研究奠定基础。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 选取2022年1月—2023年12月

河北省儿童医院收治的脓毒症患儿15例为脓毒症

组,且纳入同期收治的感染但非脓毒症患儿28例为

非脓毒症组。脓毒症诊断标准参照《2021版严重脓

毒症及脓毒性休克管理国际指南》《儿童脓毒性休克

(感染性休克)诊治专家共识(2015年版)》[9-10]。纳

入标准:①年龄1个月~18周岁;②脓毒症组符合

本研究采用的脓毒症诊断标准;③患儿家属对本研

究知情同意且自愿签署知情同意书。排除标准:①
存在急性或慢性腹泻或其他消化系统疾病或近半年

内接受过胃肠道手术;②存在基础疾病或营养不良;

③长期应用免疫抑制剂,激素类药物或抗生素;④院

外应用抗生素超过3d的患儿,入院前至少1d内应

用过碳青酶烯类药物;⑤近7d内应用过益生菌药

物;⑥入院前在其他PICU治疗超过24h。
本研究经医院伦理委员会批准通过(伦理号:

202206-22)。

1.2 方法

1.2.1 临床观察指标 记录脓毒症组和非脓毒症

组的性别、年龄、体重,入院后24h内依据病情及实

验室检查结果进行儿童死亡风险评分(pediatric
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riskofmortalityscoreⅢ,PRISM Ⅲ)和小儿危重

症评分(pediatriccriticalillnessscore,PCIS)。所有

患儿依据病情给予抗感染和相应的对症支持治疗。

1.2.2 粪便基因组16SrDNA测定和分析 脓毒

症组和非脓毒症组在入院后第1天内采集粪便样

本,采集方式为自然排便时留取或开塞露灌肠留取。
用一次性采样勺采集新鲜粪便10~20g于无菌冻

存管内。大便样本收集完毕立即置入-80℃冰箱

冻存。将粪便标本送至中核逸骊医学检验室有限公

司,进行 高 通 量16SrDNA 基 因 测 序 分 析。16S
rDNA基因序列分析技术方法:①收集患儿新鲜粪

便置于粪便标本盒内,-80℃保存;②粪便样品总

DNA的提取,粪便均质-离心收集菌体-洗涤-细

胞裂解-提取DNA并进行纯化;③PCR扩增,对优

势细菌的16SrDNA基因 V3、V4可变区进行PCR
扩增,扩增产物进行纯化;④文库制备与库检,采用

AmpliSeq技术对微生物菌群样品的DNA进行文

库构建;⑤测序及分析,不同样本的产物按相同比例

进行混合,使用IlluminaMiseq平台进行测序。

1.2.3 菌群多样性分析 使用QIIME2软件采用α
多样性分析肠道菌群的丰度和多样性。α多样性分

析是通过分析单个样本内的菌群数量和分布状态,
通过数字化指数来反映菌群丰度和多样性。α多样

性分 析 用 Ace指 数、Chao指 数、Shannon指 数、

Simpson指数表示。Ace指数和Chao指数反映样

本微生物丰度,两者数值越大表示菌群丰度越高。

Shannon指数、Simpson指数反应样本微生物多样

性,Shannon指 数 值 越 大 说 明 菌 群 多 样 性 越 高,

Simpson指数值越大说明菌群多样性越低。采用β
多样性分析比较2组微生物群落的差异,其中主成

分分析(principalcoordinatedanalysis,PCoA)是基

于距离矩阵寻找主坐标样本间距离反应差异,距离

越近说明样本之间的微生物组成结构越相似,群落

结构相似度高的样本倾向于聚集在一起,群落差异

较大的样本则远离或分开。

1.3 统计学方法 应用SPSS25.0统计软件分析

数据。符合正态分布的计量资料比较采用独立样本

t检验;非正态分布计量资料比较采用 Wilcoxon秩

和检验;计数资料比较采用χ2 检验。通过软件 R
完成PCoA、heatmap分析,菌群与病情程度采用

Pearson相关性分析。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 2组一般资料比较 2组性别、年龄、体重比较

差异均无统计学意义(P>0.05)。脓毒症组PCIS
评分低于非脓毒症组,PRISMⅢ评分均高于非脓毒

症组,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。
表1 2组一般资料的比较

Table1 Comparisonofgeneraldatabetweenthetwogroups

组别 例数
性别(例数)

男性 女性

年龄

[M(QR),岁]

体重

[M(QR),kg]
PCIS评分

[M(QR),分]
PRISMⅢ评分

[M(QR),分]
脓毒症组 15 10 5 2.00(4.21) 11.50(13.50) 78(8) 16(16)
非脓毒症组 28 16 12 2.50(6.29) 13.00(19.60) 90(12) 12(9) 
χ2/Z 值 0.597 0.396 0.229 3.444 2.077
P 值 0.554 0.692 0.819 0.001 0.038

2.2 肠道菌群组成的比较 2组43份大便样本共

检测到1489022条有效序列,其中单个样本最小菌

群数量为13657条,最大菌群数量为47825条。其

中脓毒症患儿每份大便样本测到(35809±7501)
条序列,OTU中位数为88个。非脓毒症组平均每

个样本测到(33996±5906)条序列,OTU中位数

为109个。脓毒症组平均细菌序列数高于非脓毒症

组,OTU数低于非脓毒症组,表明脓毒症组的细菌

序列数虽高但多样性低于非脓毒症组。但2组比较

细菌序列数和 OTU数目差异无统计学意义(P>
0.05)。见表2。

表2 2组菌群序列数量和OTU数量比较

Table2 Comparisonofthenumberofbacterial
sequencesandOTUbetweenthetwogroups

组别 例数
菌群序列数

(x-±s)
OTU数

[M(QR)]
脓毒症组 15 35809±7501 88(51)
非脓毒症组 28 33996±5906 109(68)

t/Z 值 2.444 1.683
P 值 0.388 0.092

OTU是操作分类亚单位,为菌群分类标志,OTU数目越大表示菌群

多样性越高

2.3 多样性分析

2.3.1 α多样性分析 经α多样性分析分别得出2
组Ace指数、Chao指数、Shannon指数、Simpson指

数。脓毒症组患儿肠道菌群丰度指数(Ace指数、

Chao指数)、肠道菌群多样性指数(Simpson指数和
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Shannon指数)均低于非脓毒症组,表明脓毒症组肠

道菌群的丰度、多样性均低于非脓毒症组。但2组

比较差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表3 2组菌群α多样性比较

Table3 Comparisonofbacterialfloraαdiversitybetweenthetwogroups
(x-±s)

组别 Ace指数 Chao指数 Shannon指数 Simpson指数

脓毒症组 99.458±38.948 99.400±38.943 3.647±1.411 0.759±0.213
非脓毒症组 107.879±25.242 107.893±25.238 4.125±1.160 0.834±0.156

t值 2.140 2.162 1.551 3.106
P 值 0.151 0.149 0.220 0.085

2.3.2 β多样性分析 β多样性分析是利用不同样

本的丰度变化计算样本间距离,PCoA是β分析中

的一种非约束性数据降维分析方法,主要用来分析

样本菌群组成的像似性。PCoA分析结果显示脓毒

症组和非脓毒症组2组菌群分布呈现组内相对集

中,组 间 相 对 分 离,采 用 未 加 权 的 方 式 通 过

PERMANOVA分析,显示2组菌群结构比较差异

有统计学意义(R2=0.047,P=0.003),见图1。

2.3.3 物种组成差异分析比较 在门水平上,脓毒

症组 大 便 菌 群 排 前 4 位 的 依 次 为 厚 壁 菌 门

(51.56%)、拟 杆 菌 门 (18.92%)、变 形 杆 菌 门

(15.32%)、放线菌门(13.25%);非脓毒症组排前4
位的 依 次 为 变 形 杆 菌 门 (35.63%)、厚 壁 菌 门

(32.85%)、拟杆菌门(23.68%)、放线菌门(5.80%),
见图2。在纲水平上,脓毒症组排前4位的依次为

芽孢杆菌纲(30.68%)、拟杆菌纲(18.92%)、梭菌纲

(18.04%)、γ-变形菌纲(14.09%);非脓毒症组排前

4位依次为拟杆菌纲(27.74%)、梭菌纲(27.43%)、

γ-变形菌纲(24.83%)、放线菌纲(6.72%)。在属水

平上脓毒症组样本中相对丰度位列前4位的菌属依

次为肠球菌属(23.57%)、拟杆菌属(15.77%)、大肠

杆菌志贺菌属(12.25%)、双歧杆菌属(11.40%);非
脓毒症组在属水平上相对丰度位列前4位的菌属为

拟杆菌属(21.81%)、双歧杆菌属(16.70%)、大肠杆

菌志贺菌属(16.14%),肠球菌属(4.83%)。2组细

菌构成在门、纲、属水平上前四位菌群占比比较差异

均有统计学意义(P<0.05)。见图3,4。

图1 PCoA分析图

Figure1 PCoAanalysisdiagram

图2 脓毒症组和非脓毒症组肠道菌群门水平分布堆叠图

Figure2 Stackdiagramofhorizontaldistributionofintestinalflorainsepsisandnon-sepsisgroups

·233· 河 北 医 科 大 学 学 报  第46卷 第3期



图3 脓毒症组和非脓毒症组肠道菌群属水平相对丰度分布图

Figure3 Relativeabundancedistributionofintestinalflorainsepsisandnon-sepsisgroups

图4 脓毒症组和非脓毒症组肠道菌群在属水平占比分布

图

Figure4 Distributionmapofgutmicrobiotaatgenuslevelin
sepsisandnon-sepsisgroups

2.4 菌群构成与感染性疾病患儿病情程度的相关

性 脓毒症组与非脓毒症组患儿大便样本所检测到

的细菌在门和纲水平上酸杆菌门、纲,嗜盐杆菌门、
纲与死亡风险评分呈正相关,与PCIS评分呈负相

关。表明大便标本中酸杆菌、嗜盐杆菌比例越高病

情越重。酸杆菌比嗜盐杆菌与病情严重程度的相关

性更强。2组大便标本中所检测到的细菌在门、纲
级分类水平上与年龄、体重的相关性差异无统计学

意义(P>0.05)。见图5,6。

图5 肠道菌群门水平分类与病情、年龄、体重的相关性

*P 值<0.05,**P 值<0.01;黄色表示正相关,蓝色表示负相关

Figure5 Correlationofclassclassificationofintestinalflorawithdiseaseseverity,ageandbodyweight

图6 肠道菌群纲水平分类与病情、年龄、体重的相关性

*P 值<0.05,**P 值<0.01;黄色表示正相关,蓝色表示负相关

Figure6 Correlationofclassificationofintestinalflorawithdiseaseatphylumlevelseverity,ageandbodyweight
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3 讨  论

脓毒症的发生机制目前尚未完全明确,但有研

究[11]认为肠道是脓毒症导致多器官功能障碍综合

征(multipleorgandysfunctionsyndrome,MODS)
的始动器官和重要的参与器官。肠道往往是最先受

累却最迟恢复的脏器,而肠道菌群失调又可加快脓

毒症 MODS进程[12]。因此,肠道微生态在脓毒症

的发生、发展与转归中发挥了重要作用[13-15]。脓毒

症患儿因其肠道微环境被破坏,肠道菌群比例和数

量会发生显著变化,主要表现为肠内有益菌减少,而
鲍曼不动杆菌、肺炎克雷伯菌、变形杆菌等条件致病

菌取代肠内原有优势菌群而大量增殖[16-18]。国内

学者对脓毒症患儿肠道菌群进行测序分析显示,脓
毒症患儿的肠道菌群多样性明显降低,其中肠球菌

胆固醇水平明显升高,并与血液感染指数呈正相关;
而双歧杆菌的胆固醇水平则明显降低,与血液感染

指数呈负相关[19]。本研究中2组均为感染的重症

患儿,菌群结构的综合分析显示:拟杆菌属、肠球菌

属、大肠杆菌志贺菌属的丰度超过了双歧杆菌属的

相对丰度,这进一步证实了感染状态下儿童肠道菌

群组成发生了明显的改变,呈紊乱状态。PCoA分

析显示脓毒症组和非脓毒症组、肠道菌群种类分布

呈现各自组内相对集中,组间相对分离,表明2组肠

道菌群构成具有明显差异。从门、纲、属水平上2组

菌群构成都呈现出了不同的构成。脓毒症患儿肠道

菌群的多样性和丰度均低于非脓毒症患儿,这与其

成人脓毒症患者的肠道菌群研究结论一致[17]。菌

群构成的变化以及菌群丰度、多样性降低是脓毒症

患儿存在明显的肠道菌群失衡的具体表现,其机制

可能与重症感染导致脓毒症患儿肠道环境改变,肠
黏膜受损肠道菌群生长环境变化有关。而菌群的变

化将影响患儿病情。本研究中菌群物种分析显示脓

毒症患儿的肠道菌群构成的突出特点表现为肠球菌

属相对丰度较其他菌属高,双歧杆菌属丰度降低。
这与文献报道结论基本一致[7,20]。分析其原因可能

为脓毒症患儿机体氧耗增加,氧供减少,炎症因子风

暴致使的血流异常,肠道黏膜血供变化、肠道黏膜损

伤等多种因素导致了肠道微环境的改变。乳酸杆

菌、双歧杆菌等有益共生菌数量减少,致病菌如肠球

菌属、大肠埃希菌等数量增多。这种改变可加重脓

毒症病情。因为双歧杆菌可产生乳酸、醋酸,有助于

增强机体对于钙铁磷的利用率,发挥保护肝脏,正常

胃肠功能,防治心血管疾病的重要作用[21]。乳酸杆

菌具有维持正常的消化功能、增强免疫力,抑制病原

菌入侵和定植,抑制内毒素生产,减轻脓毒症诱导的

器官损伤等作用[22]。大肠埃希菌、肠球菌属数量增

多,这些致病菌可通过损伤的肠道黏膜发生菌群移

位,促进脓毒症病情进展,形成恶性循环,最终促进

脓毒症病情加重,因此肠道菌群失衡对于脓毒症患

儿的病情进展意义重大[23-24]。本研究危重症评分

和死亡风险评分对比显示肠道菌群构成与病情严重

程度具有明显的相关性。在门、纲水平上,酸杆菌和

嗜盐杆菌与病情危重症程度和死亡风险的正相关,
目前关于肠道菌群中酸杆菌门和嗜盐杆菌生理作用

的研究很少,其作用尚不明确,有待进一步研究。虽

然目前这两种菌门的作用尚不清楚,但本研究结果

提供了脓毒症患儿病情危重程度评估及死亡风险预

警评估的新思路,对于筛选脓毒症患儿肠道菌群的

死亡风险预警标志菌研究具有重要意义。脓毒症患

儿肠道菌群紊乱状态与病情严重程度的相关性机制

可能为:肠道微生态失调导致肠道防御保护机制受

损,肠道内细菌、毒素等能移位进入淋巴液、血液,加
重脓毒症期间的器官炎症和损伤,从而促进病情进

展[25]。本研究2组均为重症感染患儿,菌群在门、
纲、属水平的分析,并未在种水平上进行分析,同时

排除了近期消化系统原发疾病的患儿,消除了因年

龄因素、饮食结构不同,原发胃肠道疾病等混杂因素

的影响,一定程度上保证了研究结论的可靠性。
综上所述,脓毒症患儿肠道菌群呈明显紊乱状

态,致病菌丰度升高,益生菌丰度降低,且菌群失调

与病情危重程度以及死亡风险具有明显的相关性。
关于肠道菌群在脓毒症发生发展中的作用研究有益

于筛选儿童脓毒症死亡风险的预警标志菌群,为探

寻儿童脓毒症治疗的新靶点奠定基础。本研究将继

续深入探讨菌群失调对于脓毒症患儿代谢和机体免

疫的影响,为肠道菌群紊乱在儿童脓毒症发生发展

中的作用机制研究及儿童肠道菌群紊乱治疗研究奠

定基础。
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