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基于１６犛狉犚犖犃测序分析犆犚犈定植对犐犆犝患者肠道微生物的影响
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［摘　要］　目的　采用１６ＳｒＲＮＡ测序方法分析耐碳青霉烯类肠杆菌（ＣＲＥ）定植对重症监护病房（ＩＣＵ）患者肠道

微生物的影响。方法　收集ＩＣＵ患者新鲜粪便或肛拭子标本，接种于含有２μｇ／ｍＬ厄他培南的 ＭａｃＣｏｎｋｅｙ平板

上培养。采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）对菌株进行鉴定，纸片扩散法对菌株进行

药敏分析，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）对初步筛查出的ＣＲＥ菌株进行１６ＳｒＤＮＡ片段扩增，采用微量肉汤稀释法

进一步确定ＣＲＥ。最后，分别提取ＣＲＥ定植组与非定植组患者的粪便或肛拭子标本基因组ＤＮＡ 在 ＨｉＳｅｑ平台

进行１６ＳｒＲＮＡ测序分析。结果　共收集ＩＣＵ患者粪便或肛拭子标本２４１份，其中ＣＲＥ阳性标本１７份。１６Ｓ扩

增子Ｖ３～Ｖ４区测序共分离到７２６ＯＴＵｓ，ＣＲＥ未定植组有６３１ＯＴＵｓ，ＣＲＥ定植组有４８０ＯＴＵｓ，两组间共有

３８５ＯＴＵｓ。这些共有ＯＴＵｓ绝大多数属于厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门、疣微菌门及放线菌门。在纲水平上，ＣＲＥ

定植前后γ变形菌纲（犠＝１９３．０００，犘＜０．００１，ＦＤＲ＝０．００４）和互营养菌（犠＝３７．５００，犘＝０．００１，ＦＤＲ＝０．０１８）相对

丰度差异有统计学意义。在种水平上，两组间肺炎克雷伯菌（犠＝１９５．０００，犘＜０．００１）、解糖肠球菌（犠＝１５３．０００，

犘＝０．０３８）及弯曲杆菌（犠＝６３．５００，犘＝０．０５０）比较差异有统计学意义。未发现肠道ＣＲＥ定植对ＩＣＵ患者肠道

微生物ＫＥＧＧ功能通路有显著影响。结论　ＣＲＥ定植会降低ＩＣＵ患者肠道微生物的多样性，ＣＲＥ定植组在肺炎

克雷伯菌、解糖肠球菌及弯曲杆菌的丰度上与非定植组存在显著差异。
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犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉犪犾犲狊，ＣＲＥ）感染治疗可选择的药物非

常少，病死率高，给公共卫生带来严峻挑战［１］。患者

肠道ＣＲＥ定植是发生ＣＲＥ感染常见的来源
［２］，且

多项研究［３５］表明，肠道ＣＲＥ定植会增加重症监护

病房（ｉｎｔｅｎｓｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）患者感染及死亡的

风险。然而，ＣＲＥ定植的机制及其发展为感染的机

制尚不明确。

肠道微生物群的改变不仅与多种感染性疾病

相关［６７］，而且肠道菌群失调与克罗恩病［８］和慢性

阻塞性肺疾病［９］的进展相关。此外，有研究［１０］证

明，肠道微生物群与炎症相关，可以利用肠道微生物

的特定分类和功能谱的鉴定区分细菌性肺炎和病毒

性肺炎［１１］。最近的一项研究［１２］表明，通过改变肠道

微生物的组分（粪便菌群移植）可有效去除肠道

ＣＲＥ定植。这些证据都提示肠道微生物可能在

ＣＲＥ定植及感染中扮演重要角色。因此，本研究的

目的是基于１６ＳｒＲＮＡ测序分析ＣＲＥ定植对ＩＣＵ

患者肠道微生物的影响。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集２０２０年６—１２月宁夏医科大

学总医院入住ＩＣＵ时间＞４８ｈ患者的粪便或肛拭

子标本，每例收集一份，剔除同一患者的重复标本。

纳入患者标准：在排除污染的情况下，粪便或肛拭子

中检测出ＣＲＥ但患者无感染相关的临床表现，则被

认为ＣＲＥ定植。排除标准：根据国家卫生部颁布的

《医院感染诊断标准（试行）》［１３］判定为 ＣＲＥ感染的

患者。

１．２　研究方法

１．２．１　ＣＲＥ筛查及鉴定　用无菌棉拭子采集ＩＣＵ

患者新鲜的粪便或肛拭子标本，直接接种于含有

２μｇ／ｍＬ厄他培南的 ＭａｃＣｏｎｋｅｙ平板上培养。若

培养基上有菌落生长，对生长出的菌落进行分离纯

化后采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ）进行菌种鉴定，并采用纸片扩

散法对菌株进行药物敏感性试验；针对初步鉴定为

ＣＲＥ的菌株，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）方法扩增

菌株１６ＳｒＤＮＡ片段，并采用微量肉汤稀释法最终

确定ＣＲＥ。ＰＣＲ扩增产物测序结果在美国国家生

物技术信息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ

ｇｙＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）上进行比对。质控菌株大肠埃

希菌 ＡＴＣＣ２５９２２、肺炎克雷伯菌ＡＴＣＣＢＡＡ１７０５

均来自该院医学实验中心。药敏试验结果判定标准

依据美国临床实验室标准化协会（ＣＬＳＩ）指南
［１４］。引

物序列为２７Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ，

１４９２Ｒ：ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴ；扩增条件：

９４℃５ｍｉｎ，（９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃４５ｓ）×３０，

７２℃５ｍｉｎ。

１．２．２　肠道微生物群检测　采用 ＱＩＡａｍｐｃａｄｏｒ

ＰａｔｈｏｇｅｎＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取粪便或肛拭子标本

基因组ＤＮＡ约３０ｎｇ，质检合格后使用其对应的融

合引物进行ＰＣＲ扩增，然后使用 ＡｇｅｎｃｏｕｒｔＡＭ

ＰｕｒｅＸＰ磁珠对扩增产物纯化后完成建库。Ａｇｉ

ｌｅｎｔ２１００Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ检测合格的文库在 ＨｉＳｅｑ平

台进行１６ＳｒＲＮＡ测序。数据过滤后得到的Ｃｌｅａｎ

ｄａｔａ用于后期分析。分析时先将双末端测序得到的

成对ｒｅａｄｓ用ＦＬＡＳＨ 软件组装成一条序列，得到

高变区的Ｔａｇｓ。再用ＵＳＥＡＲＣＨ软件将拼接好的

Ｔａｇｓ聚类为 ＯＴＵ，并将其与数据库进行比对。最

后，根据ＯＴＵ比对和注释结果对标本进行物种注

释、物种复杂度分析、组间物种差异分析，以及关联

分析。此部分由深圳华大基因科技有限公司完成。

１．３　统计学方法　应用Ｒ软件对微生物丰度差异

及通路差异进行犠犻犾犮狅狓狅狀秩和检验，犘≤０．０５为差

异具有统计学意义。
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２　结果

２．１　ＩＣＵ患者肠道ＣＲＥ定植　共收集ＩＣＵ患者

粪便或肛拭子标本２４１份，其中ＣＲＥ阳性标本１７

份，阳性率为７．０５％。１７株ＣＲＥ阳性标本中大肠埃

希菌９株（５２．９４％），肺炎克雷伯菌７株（４１．１８％），

阴沟肠杆菌１株（５．８８％）。ＣＲＥ来源科室分别为综

合ＩＣＵ（１２株）、呼吸科ＩＣＵ（３株）、儿科ＩＣＵ（２株），

冠心病ＩＣＵ、精神科ＩＣＵ 及急诊ＩＣＵ 未筛查出。

见表１。

表１　肠道ＣＲＥ定植菌株科室来源分布

犜犪犫犾犲１　ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｇｕｔｃｏｌｏｎｉｚｅｄＣＲＥｓｔｒａｉｎｓ

科室
筛查

例数

耐碳青霉烯类

大肠埃希菌（株）

耐碳青霉烯类

肺炎克雷伯菌（株）

耐碳青霉烯类

阴沟肠杆菌（株）

阳性率

（％）

综合ＩＣＵ １０５ ６ ５ １ １１．４３

呼吸科ＩＣＵ ２１ １ ２ ０ １４．２９

儿科ＩＣＵ ２７ ２ ０ ０ ７．４１

冠心病ＩＣＵ ４９ ０ ０ ０ ０

神经科ＩＣＵ ３２ ０ ０ ０ ０

急诊ＩＣＵ ７ ０ ０ ０ ０

２．２　ＩＣＵ患者肠道微生态结构特征　采用１６Ｓ扩

增子Ｖ３～Ｖ４区测序共分离到７２６ＯＴＵｓ，未定植

组有６３１ＯＴＵｓ，定植组有４８０ＯＴＵｓ，两组间共有

３８５ＯＴＵｓ，见图１。Ｓｈａｎｎｏｎ多样性指数曲线提示

数据量足够大，可以反映样品中绝大多数的微生物

物种信息，见图２。

物种组成分析显示，检出ＯＴＵｓ绝大多数属于

厚壁菌门、变形菌门、拟杆菌门、疣微菌门及放线菌

门，见图３ａ。ＣＲＥ定植组与非定植组共有 ＯＴＵｓ

主要属于肠球菌科、拟杆菌科、毛螺菌科和紫单胞菌

科。定植组肠杆菌科、肠球菌科和拟杆菌科的优势

更明显，而非定植组瘤胃菌科、普雷沃菌科、肽链球

菌科及梭状芽孢杆菌科的优势更明显，见图３ｂ。

２．３　ＣＲＥ定植对ＩＣＵ患者肠道微生态结构的影

响　物种差异分析显示，ＣＲＥ定植组γ!

变形菌纲、

拟杆菌纲、梭状芽孢杆菌相对丰度较大，而非定植组

梭状芽孢杆菌、拟杆菌纲相对丰度较大；犠犻犾犮狅狓狅狀秩

和检验后得到两组间γ变形菌纲（犠＝１９３．０００，犘＜

０．００１，ＦＤＲ＝０．００４）和互营养菌纲（犠＝３７．５００，犘

＝０．００１，ＦＤＲ＝０．０１８）相对丰度差异有统计学意

义，见图４。

在种水平上，选取丰度前１０的物种对比作图发

现，ＣＲＥ定植前后，肺炎克雷伯菌（犠＝１９５．０００，犘

＜０．００１）、解糖肠球菌（犠＝１５３．０００，犘＝０．０３８）及

弯曲杆菌（犠＝６３．５００，犘＝０．０５０）差异有统计学意

义，见图５。
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图１　ＣＲＥ定植组与非定植组Ｖｅｎｎ图
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图２　ＣＲＥ定植组与非定植组Ａｌｐｈａ多样性稀释曲线图

犉犻犵狌狉犲２　ＤｉｌｕｔｉｏｎｃｕｒｖｅｓｏｆＡｌｐｈａｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎＣＲＥｃｏｌｏ

ｎｉｚｅｄａｎｄｎｏｎｃｏｌｏｎｉｚｅｄｇｒｏｕｐｓ
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　　注：ａ为门水平上物种组成柱形图；ｂ为科水平上物种组成柱形图。

图３　ＣＲＥ定植组与未定植组物种组成柱形图
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图４　物种差异分析图
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图５　关键物种差异比较柱形图
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２．４　ＣＲＥ定植对肠道代谢功能的影响　ＫＥＧＧ功

能差异分析结果显示，ＣＲＥ定植组与未定植组富集

到的ＫＥＧＧ通路非常相似，碳水化合物代谢、氨基

酸代谢、辅助因子和维生素的代谢相对丰度较高，而

传染病、免疫系统、消化系统和神经退行性疾病相对

丰度较低。对ＣＲＥ定植组与未定植组的各个通路

分别进行犠犻犾犮狅狓狅狀秩和检验，未发现ＩＣＵ患者肠

道ＣＲＥ定植对肠道微生物ＫＥＧＧ功能通路有显著

影响，见图６。
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图６　ＫＥＧＧ功能差异分析图

犉犻犵狌狉犲６　ＡｎａｌｙｓｉｓｃｈａｒｔｏｆＫＥＧＧｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

３　讨论

患者肠道ＣＲＥ定植是发生ＣＲＥ感染的一个重

要危险因素［１５］。在流行地区，住院患者的 ＣＲＥ定

植率为３％～７％
［１６］，而ＩＣＵ患者的ＣＲＥ定植率

及分离率高于普通病房［１７］。本研究中ＩＣＵ 总体

ＣＲＥ定植率为７．０５％，低于国内文献
［１８１９］报道的

１０．９０％和２０．００％。呼吸科ＩＣＵ与综合ＩＣＵ定植

率最高，儿科ＩＣＵ次之，而冠心病ＩＣＵ、神经科ＩＣＵ

和急诊ＩＣＵ未发现ＣＲＥ定植患者，这可能与各科

室床位数及采样例数有关。此外，由于ＩＣＵ工作人

员多且流动性大，ＩＣＵ患者病情危重、免疫力低下、

侵入性治疗操作多，这些原因导致ＩＣＵ患者较普通

科室患者更易发生感染。通过对ＩＣＵ 患者进行

ＣＲＥ主动筛查，并对筛查阳性患者严格执行感染预

防与控制干预措施可以显著减少ＩＣＵ患者ＣＲＥ感染

的发生［１６］。本研究筛查到的 ＣＲＥ为大肠埃希菌

（５２．９４％）、肺炎克雷伯菌（４１．１８％）和阴沟肠杆菌

（５．８８％），与本地区报道的ＣＲＥ流行病学调查
［２０］

结果基本一致。

研究［２１］报道，健康个体往往具有较高的微生物

多样性。另有研究［２２］将ＣＲＥ携带者与健康人群进

行对比，发现ＣＲＥ携带者的肠道菌群多样性降低。

本研究发现在ＩＣＵ患者中，ＣＲＥ非定植组比定植组

具有更多的ＯＴＵｓ，ＣＲＥ非定植组的微生物群组分更

丰富。人体肠道微生物的组成相对恒定，以厚壁菌门

和拟杆菌门为主，其次是放线菌门和疣微菌门［２３］。

本研究发现在ＩＣＵ患者中，无论是ＣＲＥ定植还是

非定植患者，除了上述４类细菌以外，变形菌门都占

有重要比例。有研究［２４］指出变形菌门的丰度与炎

症相关，可能在一定程度上解释了这一现象。相对

于ＣＲＥ定植组，本研究在非定植组中发现瘤胃菌科

更具优势，而这种菌对抗感染有帮助［２１］。
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为了探究ＣＲＥ定植对ＩＣＵ患者肠道微生态结

构的影响，本研究对物种差异进行了分析，研究结果

显示两组间γ变形菌纲和互营养菌纲相对丰度存

在统计学差异（犘＜０．０５）。γ变形菌纲的军团菌，

如嗜肺军团菌（军团菌病的病原体）和贝氏柯克斯菌

（Ｑ热的病原体），被广泛认为是人类病原体
［２５］。而

目前对于互营养菌纲知之甚少。本研究显示，在种

水平上，肺炎克雷伯菌、解糖肠球菌及弯曲杆菌具有

统计学差异（犘＜０．０５），与Ｓｉｎｄｉ等
［２６］的研究结果

类似，Ｓｉｎｄｉ等
［２６］将造成这一差异的原因归结为抗

菌药物的使用。研究［２２］表明，某些肠杆菌目家族成

员比其他成员更容易驻留在人类肠道中，一些细菌

聚集在一起，形成一个由代谢产物驱动的复杂的网

络互惠共生［２７］，而菌群的差异可以决定微生物群特

异性代谢能力的改变，这些改变与全身感染的患病

率增加有关［２２］。本研究通过对ＫＥＧＧ功能差异进

行分析，发现ＣＲＥ定植组与非定植组各个通路的相

对丰度高度相似，ＣＲＥ定植组在营养物质代谢方面

相对丰度较高，而与疾病相关的功能通路相对丰度

很低。对两组间差异进行统计学分析，并未发现肠

道ＣＲＥ定植对ＩＣＵ 患者肠道微生物 ＫＥＧＧ功能

通路有显著影响，后期可通过增加样本量，同时对患

者临床信息进行分析以期有新的发现。

本研究表明，肠道ＣＲＥ定植组患者肠道微生物

多样性降低，且与非定植组患者相比，肺炎克雷伯

菌、解糖肠球菌及弯曲杆菌丰度上具有统计学差异。

这些结果为以特定的细菌表达谱来区分ＣＲＥ是否

定植提供理论基础，但是否可以将以上几种菌作为

特定的标志，以及通过改变细菌组成是否会影响

ＣＲＥ定植都有待进一步研究。另外，通过重新引入

特定菌株和／或用益生菌或粪便菌群移植来改变肠

道微生态，从而影响 ＣＲＥ定植及感染状态，也为

ＣＲＥ的预防及治疗提供了新的思路。

另外，本研究存在一定的局限性，收集的病例数

相对较少且缺乏对临床数据的分析。后期可通过增

加研究病例，同时结合患者临床数据如基础疾病及

抗菌药物使用情况等进行分析，以期发现更加有意

义的成果，为临床ＣＲＥ诊治和防控提供支持依据。
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