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[摘要] 目的 探究肠道菌群在类风湿关节炎（RA）发生中的分布及其临床意义。方法 选取RA患者20 例和同期健

康对照组20 例作为研究对象。对两组患者的肠道菌群进行高通量测序，比较两组的OTU菌群丰度、α-多样性、β-多样

性、菌群分布及 LEfSe差异分析。结果 RA组的OTU菌群丰度、α-多样性、β-多样性低于对照组。RA组的 Intes⁃

tinibacter菌属的丰度增加，乳杆菌属（Lactobacillus）、大肠志贺氏杆菌（Escherichia shigella）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）、

Candidatus Saccharimonas菌属、Odoribacter菌属、肠球菌属（Enterococcus）丰度降低。结论 RA患者肠道菌群丰度明显

低于健康人，部分菌群存在明显差异，改变肠道菌群结构可能是今后RA治疗的一个研究方向。
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[Abstract] Objective To investigate the distribution and clinical significance of intestinal flora in the pathogenesis of

rheumatoid arthritis. Methods Totally 20 patients with rheumatoid arthritis（RA）and 20 healthy control groups were

selected as the study subjects.High-throughput sequencing was performed on the intestinal flora of the two groups，and

the abundance，α-diversity，β-diversity，distribution of OTU flora and LEfSe differences of the two groups were compared.

Results The intestinal flora abundance，α-diversity and β-diversity of RA group were lower than those of control group.

The abundance of intestinibacter increased，the abundance of Lactobacillus，Escherichia shigella，Klebsiella，Candidatus

Saccharimonas，Odoribacter and Enterococcus decreased in the RA. Conclusion The intestinal flora abundance of RA

patients is obviously lower than that of healthy people，and some of the flora have obvious differences.Therefore，changing

the intestinal flora structure may be a research direction for the treatment of RA in the future.

[Key words] intestinal flora； rheumatoid arthritis； high-throughput sequencing

类风湿关节炎（rheumatoid arthritis，RA）是一种

慢性的，以骨质破坏、关节功能丧失及慢性滑膜炎

为特征的自身免疫性疾病[1]。其发病机制尚未明

了，可能与遗传和内外环境因素有关[2]。随着新一

代高通量测序技术的发展，微生物与RA的关系也

受到临床科研工作者越来越多的关注，尤其是肠道

微生物群。有研究表明，肠道菌群紊乱与RA的发

生和发展密切相关[3]。本研究采用高通量测序技术

分析RA人群与正常人群中肠道菌群的分布特征及

差异，旨在为今后RA的防治提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2018 年 1月至 2020 年 7月在

杭州市余杭区第五人民医院就诊的 RA 患者 20例
为 RA 组。本次研究经过本院伦理委员会批准，

所有受试者签署知情同意书。排除：①既往接受

过抗风湿治疗的患者；②接受过激素治疗的患者；

③近期 3个月内接受过抗生素治疗的患者；④应用

过胃肠动力药的患者；⑤合并有胃肠炎病史的患
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者；⑥合并其他自身免疫性疾病的患者。另外选

取同期门诊健康体检者 20例为对照组。RA 组中

男性 7例、女性 13例；平均年龄（45.26±8.13）岁；平

均病程（3.42±1.10）年；对照组中男性 6例、女性

14例；平均年龄（42.64±7.82）岁。两组性别、年龄

比较，差异均无统计学意义（P均＞0.05）。

1.2 检测方法

1.2.1 粪便样本的采集 所有样本人群均无特殊

饮食习惯。均在早上 6∶00～8∶00用无菌采样盒收

集新鲜粪便标本。采样时均佩戴无菌手套，手持无

菌棉签迅速取样后放置于无菌培养盒中，在-18 ℃
下冷冻保存，并于24 h内完成DNA提取。

1.2.2 总 DNA 提取 采用 QIAamp DNA Stool Mini
Kit 试剂盒提取粪便细菌基因组总DNA，严格按照

说明书进行实验操作。

1.2.3 肠道菌群分析 所有样本均使用引物 338F
和 80627R 进行 16S rDNA V3~V4 可变区的 PCR 扩

增，正向引物序列为 5’-ACTCCTACGGGAGGCAG⁃
CA-3’，反向引物序列为 5’-GGACTACHVGGGT⁃
WTCTAAT-3’。构建 MiSeq 文库，使用 MiSeq 高通

量测序（由美国 Illumina公司生产）进行双端测序。

Miseq测序得到的 PE reads首先根据 overlap关系进

行拼接，同时对序列质量进行质控和过滤。获得优

化序列后，使用QIIME软件进行操作分类单位（op⁃
erational taxonomic units，OTU）聚类，基于 Silva数据

库对OTU进行物种注释和分类学分析。

1.3 监测指标 比较两组患者肠道菌群分布的

OTU分析、a-多样性分析、b-多样性分析及菌群组

成差异。

1.4 统计学方法 采用 SPSS 22.0 统计分析软件

对数据进行处理。组间肠道菌群的a-多样性采用

t检验，各菌群间差异比较采用Wilcoxon秩和检验，

组间菌群差异采用 LDA及 LEfSe分析。设 P＜0.05
为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组OTU分析见封二图2
由封二图 2可见，RA组的肠道菌群丰度低于对

照组，且肠道菌群OTU数目总和低于对照组。

2.2 两组患者肠道菌群的 a-多样性分析见封二

图3
由封二图 3 可见，RA 组 Chao 和 Sobs 指数均低

于对照组，差异有统计学意义（t分别=0.01、0.02，P
均＜0.05）。

2.3 两组患者肠道菌群的b-多样性分析见封三图4
由封三图 4可见，基于OTU丰度的主成分分析

显示，RA组的肠道菌群结构明显与对照组不同，对

照组的b-多样性明显高于RA组，在对照组中，部分

粪便样本的细菌群落与RA组相似，而对照组中其

他个体的微生物组成与RA组完全不同。

2.4 两组患者肠道菌群组成比较见封三图5
由封三图5可见，在属水平，拟杆菌属和Faecal⁃

ibacterium菌是两组人群中丰度最高的菌群，虽然

RA组拟杆菌属和Faecalibacterium菌的丰度高于对

照组，但两组差异无统计学意义。

2.5 LEfSe差异性分析见封三图6
由封三图 6可见，两组患者的肠道菌群构成存

在显著差异，其中RA组的 Intestinibacter菌属的相对

丰度高于对照组，对照组中乳杆菌属（Lactobacil⁃

lus）、大肠志贺氏杆菌（Escherichia shigella）、克雷伯

氏菌属（Klebsiella）、Candidatus Saccharimonas菌属、

Odoribacter菌属、肠球菌属（Enterococcus）相对丰度

明显高于RA组。

3 讨论

RA 在世界范围内的发病率约 1%，在发达国

家的发病率为 0.5%～1.0%，在我国的发病率为

0.3%~0.6%，且女性发病率约为男性的 2～3 倍[4,5]。

人体在正常情况下，肠道内存在着梭菌、双歧杆菌

及类杆菌等大量定殖细菌，会影响机体内环境，并

促进体内维生素、蛋白质等营养物质合成，成为肠

道的天然屏障[6]。有研究表明，肠道定殖菌群如果

出现菌群结构或数量的改变，会使肠道的屏障功

能减弱，致病菌易侵袭机体而诱发疾病，且细胞因

子会被肠道细菌细胞壁的肽聚糖成分激发并释

放，这可能是诱发 RA 发病的一个重要因素 [7]。自

21 世纪以来，RA 患者与健康人之间的菌群差异

就得到了系统的论证 [8]。但是国内 RA 患者微生

物的构成比例仍不清楚，以往的研究多采用细菌

培养的方法分析菌群结构，但这种方式受多种因

素影响，因此也就不能客观地评价菌群结构以及

菌群与疾病的相关关系。近来基于 16S rDNA 基

因设计通用引物进行 PCR 扩增，通过高通量测序

分析菌群结构，是菌群结构分析的有效方法。

16S rRNA测序技术的优点是不必培养细菌即可检

测环境的微量细菌，同时随着宏基因组测序技术

的日趋成熟，这使系统性分析肠道菌群结构和功

能成为可能。
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本研究结果显示RA组的肠道菌群丰度、a-多
样性、b-多样性低于对照组，这与 Chen 等[9]、Van
de Wiele 等[10]的研究结果一致。在属水平，拟杆菌

属和 Faecalibacterium 菌是两组人群中丰度最高的

菌群，虽然 RA 组拟杆菌属和 Faecalibacterium 菌的

丰度高于对照组，但两组无明显统计学差异。RA
组的 Intestinibacter菌属的丰度增加，乳杆菌属（Lac⁃

tobacillus）、大肠志贺氏杆菌属（Escherichia shigel⁃

la）、克雷伯氏菌属（Klebsiella）、Candidatus Sac⁃

charimonas 菌属、Odoribacter 菌属、肠球菌属（En⁃

terococcus）丰度降低。这表明 RA 患者的肠道菌群

与健康人群存在差异，肠道菌群的组成可能通过

改变微生物功能而促进 RA 的发生或发展。乳杆

菌属与机体的免疫应答密切相关，参与机体的非

特异性和特异性免疫应答，它可能在RA发生和发

展过程中起关键作用。乳杆菌属及肠杆菌属等肠

道定植菌群数量的减少，可能会阻碍黏膜免疫系

统的发育成熟，降低机体免疫力，增加 RA 的易感

性，激活机体的自身免疫应答，导致 RA 的发生。

而且机体肠道微生物在生长和分裂过程中，肽聚

糖会不断地从细胞壁中脱落，并越过肠道屏障进

入循环。Huang 等[11]的实验研究表明，肠道微生物

群可间接地使肽聚糖增加，导致胞壁酰-L-丙氨

酸-D-异谷酰胺浓度升高，激活并触发促炎症信号

通路，促使 RA 的炎症反应加重。本次研究与

Huang 等[11]的研究类似，RA 患者均发生肠道菌群

结构的改变，提示RA的发生发展可能受不同发病

机制的促进或诱导。

肠道菌群与宿主相互作用形成了人体复杂有

序的微生态系统，物种多样性丰富，其含量高，数量

约为人体细胞的 10倍。大量研究均表明，肠道菌群

除了能维持人体肠道、免疫环境及生理功能的稳

态，还会影响肠道以外的部位。一项研究曾表明RA
的发生发展受肠道菌群的差异性及多样性的影响，

菌群紊乱会促进RA形成，而调整菌群则可有效延

缓RA进一步发展[12]。Liu等[13]研究提示了乳杆菌属

与RA的发生和发展之间的潜在关系，这与本次研

究的结果一致。Zhang等[14]通过宏基因组测序检测

RA患者治疗前后口腔及肠道菌群的变化的研究结

果显示，RA患者发病一年后，唾液、牙菌斑和粪便中

的唾液乳杆菌均显著增加，且在疾病处于高度活动

期的患者中表达最为明显，而嗜血杆菌的丰度则明

显下降，且与 RA 自身免疫抗体的滴度呈负相关。

表明肠道菌群紊乱与RA疾病的发生和发展密切相

关。但对于肠道菌群如何影响机体诱发RA的机制

仍有待进一步的研究和考证。

本次研究为小样本、单中心的病例对照研究，

可能会存在组间个体差异较大的情况，后期应增大

样本量进行进一步的研究。目前RA患者主要以药

物治疗为主，治疗效果较好，但长期服药的副作用

较大，探究更有效安全的治疗方法势在必行。本次

研究中RA患者存在一定的肠道菌群紊乱，日后研

究可多从肠道菌群调整角度出发进行探索分析，为

RA的防治提供理论依据。

综上所述，RA患者的肠道菌群分布与健康人群

存在显著差异，其发病可能与肠道菌群结构和数量

的变化有关。而肠道菌群如何影响机体诱发RA的

机制仍有待进一步的研究和考证。
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miRNA - 21 表达水平能够使 PTEN mRNA、FsaL
mRNA表达水平升高，与文献报道一致[17]。

综上所述，胆囊癌组织中miRNA-21明显高于

正常癌旁组织，下调胆囊癌细胞中miRNA-21表达

水平能够抑制细胞增殖活力、周期和迁移能力，使

细胞内 PTEN和 FasL表达增高，具有作为胆囊癌治

疗新靶点的潜力。
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