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　　【摘要】　目的　分析中枢性性早熟(CPP)女童肠道菌群的多样性、结构及功能特征,挖掘其与同年龄

段健康女童的差异菌群及潜在功能.方法　选择２０２３年１１~１２月在湖北省中医院儿科门诊就诊并确诊

为 CPP的女童２０例为 CPP组,同期选取同年龄段健康女童志愿者２０例为对照组.收集两组粪便样本进

行１６SrRNA测序,分析两组肠道菌群组成结构及功能差异.结果　两组肠道菌群的α多样性比较差异无

统计学意义(P＞０􀆰０５).CPP组肠道菌群的β多样性显示出明显的分离趋势,两组比较差异有统计学意义

(P＜０􀆰０５).CPP组的基因富含内分泌和代谢疾病、核苷酸代谢、氨基酸代谢、细胞加工及信号转导等功能.
结论　CPP女童与健康女童在肠道菌群数目、种类多样性、分布均匀性方面差异不大,但在结构上存在显著

差异;预测内分泌和代谢疾病、核苷酸代谢、氨基酸代谢、细胞加工及信号转导等功能与CPP有潜在相关性.
【关键词】　中枢性性早熟;　肠道菌群;　功能预测;　儿童
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【Abstract】　Objective　Toanalyzethediversity,structureandfunctionalcharacteristicsoftheintestinal
floraofgirlswithcentralprecociouspuberty(CPP),andtoexplorethedifferentialfloraandpotentialfunctionsof
themwiththoseofhealthygirlsofthesameage􀆰Methods　Weselected２０girlswhoattendedthepediatric
outpatientclinicofHubeiProvincialHospitalofTraditionalChineseMedicinefromNovembertoDecember
２０２３andwerediagnosedwithCPPastheCPPgroup,and２０healthygirlsvolunteersofthesameageduring
thesameperiodwereincludedasthecontrolgroup􀆰Stoolsampleswerecollectedfor１６SrRNAsequencingto
analyzethedifferencesinthecomposition,structureandfunctionoftheintestinalflorabetweenthetwo

groups􀆰Results　ThedifferenceinαＧdiversityofintestinalflorabetweenthetwogroupswasnotstatistically
significant(P＞０􀆰０５)􀆰TheβＧdiversityofintestinalfloraintheCPPgroupshowedacleartendencytosegregate,

andthedifferencebetweenthetwogroupswasstatisticallysignificant(P＜０􀆰０５)􀆰GenesintheCPPgroup
wereenrichedforendocrineandmetabolicdisorders,nucleotidemetabolism,aminoacidmetabolism,cellular

processing,andsignaltransduction􀆰Conclusion　DifferencesbetweengirlswithCPPandhealthygirlsarenot
significantintermsofthenumber,speciesdiversity,anddistributionalhomogeneityofintestinalflora,but
therearesignificantstructuraldifferences;thefunctionsinpredictingendocrineand metabolicdiseases,

nucleotidemetabolism,aminoacidmetabolism,cellularprocessing,andsignalingarepotentiallycorrelatedwithCPP􀆰
【Keywords】　Centralprecociouspuberty;　Intestinalflora;　Functionprediction;　Child

　　中枢性性早熟(centralprecociouspuberty,CPP)
是儿童常见的一种内分泌疾病,其由于下丘脑Ｇ垂体Ｇ
性腺轴功能提前启动,促性腺激素释放激素增加,而
导致女孩７􀆰５岁前、男孩９岁前出现内外生殖器官快

速发育及第二性征呈现[１].由于青春期提前启动,患
儿会出现发育提前,发育速度过快,而导致骨骺提前

闭合,对成年后的终身高造成影响.此外,还会使其

患糖尿病、心血管疾病等的风险增加.随着人们物质

生活、经济文化,以及营养水平的提高,CPP逐渐成为

社会关注的热点.全球多国CPP的发病率各不相同,
但均呈现逐年升高的趋势,以及存在青春发育启动年

龄提前的现象,且女童发病率约为男童的５~１０倍[２].
肠道菌群是肠道微生物的集合体,通过微生物代

谢产物激活肠道神经系统,影响人体内分泌系统[３].
各种研究都强调了肠道菌群和内分泌疾病之间的关

系,如肥胖和糖尿病.有研究表明CPP与肥胖存在关

联[４Ｇ６],但肠道菌群和CPP之间的关系还未可知.有研

究表明,肥胖和青春期之间密切相关,体质量指数与性

早熟的风险呈正相关[６].有研究指出,肥胖患者会出

现菌群失调现象[７].因此,可以合理地假设,肠道菌

群可能与CPP存在一定的相关性,现报告如下.

１　对象与方法

１􀆰１　研究对象

选择２０２３年１１~１２月在湖北省中医院儿科门

诊就诊并确诊为CPP的女童２０例作为CPP组,同
期选取同年龄段健康女童志愿者２０例为对照组.

CPP组平均年龄为(７􀆰６５±１􀆰１４)岁;平均体质量指

数为１６􀆰０２±１􀆰５６.对照组平均年龄为 (７􀆰６５±
１􀆰１４)岁;平均体质量指数为１６􀆰１８±１􀆰２４.两组女

童在年龄、体质量指数方面比较差异无统计学意义

(P＞０􀆰０５),具有可比性.
本研究经湖北省中医院伦理委员会审批同意

(批号:HBZY２０２３ＧC６０Ｇ０２).

１􀆰２　诊断标准

参照 «中 枢 性 性 早 熟 诊 断 与 治 疗 专 家 共 识

(２０２２)»中关于CPP的诊断标准[１].

１􀆰３　纳入标准

(１)符合CPP的诊断标准;(２)年龄６~１０周岁,
骨龄＜１２􀆰５岁的女童;(３)所有受试者近４周内未使

用抗生素、益生菌或益生元等;(４)监护人知情同意.

１􀆰４　排除标准

(１)因先天性甲状腺功能或中枢神经系统器质性

疾病导致的CPP;(２)外周性性早熟;(３)伴有严重的

心、肾、肝、造血系统疾病;(４)异性性早熟;(５)患有糖

尿病或其他内分泌系统疾病;(６)患有肠易激综合征

或其他消化系统疾病;(７)患有免疫系统疾病或处于

免疫缺陷状态;(８)患有抑郁症或神经系统疾病等;
(９)近期已参加其他临床试验而影响结果判定或近
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期使用过性激素类药物、抗生素或中药者.

１􀆰５　方法

１􀆰５􀆰１　样品采集

分别收集两组受试者的新鲜粪便样本.由受试者

在家中用预先标记的无菌粪便采样管收集粪便.采样

管中收集的粪便在１２h内送检,然后储存在－８０℃冰

箱保存.样品交由美益添生物医药(武汉)有限公司

进行检测.

１􀆰５􀆰２　DNA提取、PCR扩增、扩增子文库构建和测序

从粪便中提取微生物基因组DNA,用 Qubit检

测DNA浓度,用１％琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基

因组DNA完整度.按指定测序区域(３４１F:５′ＧCCT
ACGGGNGGC WGCAGＧ３′;８０５R:５′ＧGACTAC
HVGGGTATCTAATCCＧ３′),合成带有barcode
的特异引物,随机选取具有代表性的样本进行预实

验,确保在最低循环数中使绝大多数样本能够扩增

出浓度合适的产物.PCR 反应条件:９５ ℃预变性

３min;９５℃３０s,５５℃３０s,７２℃１５s,从第二步

开始２５个循环;７２ ℃延伸５min,４ ℃保存.PCR
扩增完成后,用磁珠对产物进行纯化,用 Qubit检测

产物浓度,并用１􀆰５％琼脂糖凝胶电泳检测PCR产

物大小是否与预期相符.对扩增好的 PCR产物进

行混样建库,加上测序接头,进行PCR扩增后用磁

珠分选去掉引物二聚体等小片段,并记录文库index
信息.反应条件:９８ ℃ 预变性 ４５s;９８ ℃ １５s,

６０℃３０s,７２℃３０s,８个循环;７２℃延伸１０min,

４℃保存.使用 Qubit或qPCR对文库浓度进行定

量并计算浓度,并进行质控.文库检测合格后,使用

IlluminaMiseq扩增子测序平台,用 PE２５０测序策

略对文库进行测序.

１􀆰５􀆰３　生物信息学分析

下机数据经过数据拼接、质控过滤、去嵌合体等

得到有效数据,在 R中使用 DADA２软件包生成扩

增子序列变体,生成物种序列的聚类单元;分析α多

样性指数,其中菌落的丰富度指标主要包括Chao１和

基于丰度的覆盖估计值(abundanceＧbasedcoverage
estimator,ACE)指数,菌落的均匀度指标主要包括

Shannon和Simpson指数,分析并得出两组在整体

菌群丰富度和均匀度的差异;通过PCoA 分析对两

组间肠道微生物的构成进行β多样性分析,来评估

肠道微生物群落结构的差异,PCoA 分析用４种度

量计算样品之间的距离矩阵:brayＧcurtis、binaryＧ
jaccard、weightedＧunifrac、unweightedＧunifrac,使用

Qiime(v􀆰１􀆰９􀆰１)计算 PCoA,并使用 R 包 ggplot２
绘制如下PCoA图;对物种丰度差异分析使用秩和

检验;采用线性判别分析效应量(lineardiscriminant
analysiseffectsize,LEfSe)分析寻找具有统计学差

异的生物标识;使用PICRUSt２软件对样本中的肠

道菌群进行功能预测,并分析两者差异.

１􀆰６　统计学方法

采用SPSS２７􀆰０软件进行数据分析,计数资料

采用χ２ 检验.符合正态分布的计量资料以(􀭺x±s)
表示,采取独立样本t检验;偏态分布时采用非参数

检验.以P＜０􀆰０５为差异具有统计学意义.

２　结果
２􀆰１　α多样性分析

通过计算Chao１和 ACE指数(菌群的丰富度)、
Shannon和Simpson指数(菌群的均匀度)等α多样性

指数反映微生物群落的丰度和多样性.两组肠道菌

群的α多样性比较差异无统计学意义(P＞０􀆰０５).
２􀆰２　β多样性分析

采 用 brayＧcurtis、binaryＧjaccard、unweightedＧ
unifrac、weightedＧunifrac算法对两组间肠道微生物

群落组成结构的距离矩阵进行分析.主坐标分析

(图１)显示 CPP女童和健康儿童肠道菌群结构差

异有统计学意义(P＜０􀆰０５).
２􀆰３　物种丰度差异分析

秩和检验统计得到两组肠道微生物在属水平上存

在丰度差异的菌群有２４种.其中在CPP女童中相对

丰度升高的有毛螺菌属、乳梭菌属、微小单胞菌属、草
酸杆菌属、肠道单胞菌属、LachnospiraceaeUCGＧ００４、
Raoultella、FamilyXIIIUCGＧ００１、Tuzzerella、DTU０８９.
而小杆菌属、多尔氏菌属、粪球菌属、别样杆菌属、卟啉

单胞菌属、帕拉普氏菌属、双歧杆菌属、FamilyXIII
AD３０１１group、Paludicola、UBA１８１９、[Ruminococcus]

gauvreauiigroup、Phocea、Lachnospiraceae UCGＧ００１、
LachnospiraceaeUCGＧ００８在CPP女童中相对丰度

降低.
在种水平上存在丰度差异的菌群有１３种.其中

在CPP女童中相对丰度升高的有普氏栖粪杆菌、诺
德拟杆菌、Anaerotruncussp􀆰、埃氏巨型球菌.而灵

巧粪球菌、鸟肠球菌、多氏拟杆菌、单形巨单胞菌、产
甲酸草酸杆菌、副普氏菌、Alistipessp􀆰、Clostridium
celatum、Monocercomonoidessp􀆰在CPP女童中相

对丰度降低.
２􀆰４　LEfSe分析

通过 LEfSe分析(图２)得到有差异的菌属有

８种,与物种丰度差异分析结合,发现以下菌属在两

组儿童的肠道微生物中存在差异:粪球菌属、多尔氏

菌 属、乳 梭 菌 属、毛 螺 菌 属、Lachnospiraceae
ND３００７group、LachnospiraceaeUCGＧ００４.其中在
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图１　主坐标分析图

图２　线性判别分析效应量分析(LEfSe)

CPP女童中显著富集的有乳梭菌属、毛螺菌属、

Lachnospiraceae ND３００７ group、Lachnospiraceae
UCGＧ００４.而在CPP女童中相对丰度降低的有粪

球菌属、多尔氏菌属.

２􀆰５　功能预测

通过PICRUSt预测和京都基因与基因组百科

全书(Kyotoencyclopediaofgenesandgenomes,

KEGG)功能基因标注,共得到５１个功能类别.通

过 KEGGpathway的相对丰度,发现两组之间有２１
个差异富集的功能类别(P＜０􀆰０５,图３).１１个在

CPP组中显著富集,包括细胞加工及信号转导、原

核生物、膜运输、传染性疾病、内分泌和代谢疾病、癌
症、核苷酸代谢、氨基酸代谢、神经系统、内分泌系

统、和恢复再生的微生物功能.这些结果表明,CPP
女童的肠道菌群潜在功能发生了变化.

３　讨论
肠道菌群作为人体的“内分泌器官”,在调节宿

主的新陈代谢、免疫系统以及行为中起着重要作

用[８],同时通过微生物的代谢产物激活肠道神经系

统,影响人体的内分泌系统[９].同时肠道菌群与人

体的健康密切相关,其具有数量巨大、多样化、复杂

性和动态性的特点,在质和量上形成一种生态平衡,
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图３　功能预测KEGG分类图

与人体互利共生形成稳态[１０].在本项研究中,我们

通过分析CPP女童肠道菌群的多样性、结构及功能

特征,挖掘其与同年龄段健康女童的差异菌群及潜

在功能,探讨了CPP女童和健康女童之间肠道菌群

的差异.研究结果表明,在菌群数目、种类多样性、
分布均匀性上,CPP组与对照组无明显差异,这与

Yuan等[１１]研究发现也是一致的;但是在菌群结构

上,两组存在明显差异,提示肠道菌群结构紊乱可能

是导致女童CPP发生的潜在因素.
通过物种丰度差异分析与 LEfSe分析,发现毛

螺菌属、乳梭菌属、LachnospiraceaeND３００７group、

LachnospiraceaeUCGＧ００４ 在 CPP 女童中显著富

集,为CPP女童的优势菌.其中毛螺菌属可以产生

乙酸、丁酸为宿主提供能量,参与多种碳水化合物的
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代谢,抑制炎症和调节肠黏膜免疫[１２].而乳梭菌属

能利用单糖和双糖产生乙酸,常在肠炎病变、肠道肿

瘤,肝脏脂肪变性和代谢性疾病中相对丰度增加.
有研究表明,乳梭菌属与多种代谢性疾病的发生密

切相 关,包 括 肥 胖、高 血 压、糖 尿 病 等[１３].Peng
等[１４]研究发现乳梭菌属的丰度与肠道内乙酸水平

呈正相关.而乙酸可以通过抗炎和免疫抑制作用有

效地稳定肠道内环境,丁酸在激素调节、体质量维持

机制中发挥重要作用[１５],这些短链脂肪酸可通过免

疫、内分泌、迷走神经及其他通路调节食欲、学习、记
忆和 情 绪 等,从 而 对 代 谢 性 疾 病 的 进 程 产 生 影

响[１６].因此推测CPP女童肠道菌群的改变可能通

过参与其体内乙酸等短链脂肪酸的形成,影响机体

物质能量代谢,而与CPP的发病潜在相关.
同时,肠道菌群可以通过产生短链脂肪酸,促进

肠道嗜铬细胞的合成,从而增加５Ｇ羟色胺的合成与

释放.有研究表明,５Ｇ羟色胺可以通过调控细胞内

的钙水平,从而刺激下丘脑促性腺激素释放激素的

释放,对于维持黄体生成素、卵泡刺激素分泌和正常

生殖功能十分重要[１７].Xie等[１８]在临床研究中发

现,CPP受试者尿液中５Ｇ羟色胺的直接前体５Ｇ羟基色

氨酸水平升高,表明在CPP患儿中存在５Ｇ羟色胺代

谢通路上调的现象.因此合理推测机体肠道菌群的

异常改变,使产生短链脂肪酸的肠道菌群增多,从而

导致机体短链脂肪酸浓度升高,进而促使５Ｇ羟色胺分

泌增加,作用于下丘脑促性腺激素释放激素神经元,
调控下丘脑Ｇ垂体Ｇ性腺轴,影响青春期时相,参与

CPP发生发展.可以在后续的研究中进一步挖掘产

生短链脂肪酸的肠道菌群与CPP可能存在的关联.

４　结论
通过功能预测,发现与内分泌和代谢疾病、核苷

酸代谢、氨基酸代谢、细胞加工及信号转导等功能相

关的肠道微生物在CPP女童中差异富集,提示该功

能与CPP可能存在潜在相关性.
本研究亦存在一定的不足,包括研究周期较短,

样本量有限,在反映真实情况方面可能不充分.期

待在后续的研究中进一步完善,并探索CPP肠道菌

群中的优势菌或者差异菌,从而对CPP的发生机制

提供新的思路.
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