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异基因造血干细胞移植后患者口腔及肠道菌群与早期胃肠道急性移植物抗宿主病的

关系
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　　［摘要］　目的　初步探讨异基因造血干细胞移植（ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，
ａｌｌｏＨＳＣＴ）患者肠道菌群及口腔菌群的变化与早期胃肠道急性移植物抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）之间的关联，寻找可能有效的生物学标志物。方法　选取２０２１年９月至２０２３年６月
在四川省人民医院血液内科接受ａｌｌｏＨＳＣＴ后１个月内发生胃肠道ａＧＶＨＤ的１０例急性白血病患者，收
集其ａＧＶＨＤ前后粪便样本与唾液样本，采用１６ＳｒＲＮＡ测序分析方法，研究早期胃肠道ａＧＶＨＤ发生前后
肠道菌群、口腔菌群的差异性改变。结果　①肠道菌群中拟杆菌属减少、肠球菌属及肠杆菌科增加与早
期上消化道 ａＧＶＨＤ发生呈正相关（Ｐ＜０．０５），而口腔菌群整体微生物多样性无显著差异（Ｐ＞０．０５）。
②胃肠道ａＧＶＨＤ前后肠道菌群ＬＥｆＳｅ分析发现克雷伯杆菌属、肠球菌属增加，大肠埃希菌减少；口腔菌
群ＬＥｆＳｅ分析发现存在差异显著１０个微生物标志物，其中γ变形菌纲的差异较为显著。③肠道菌群β
多样性差异显著（Ｐ＝０．０３），而口腔菌群α、β多样性无显著差异。结论　ＡｌｌｏＨＳＣＴ患者发生早期胃肠
道ａＧＶＨＤ前后肠道菌群存在显著差异，可能与口腔菌群变化有关。
　　［关键词］　异基因造血干细胞移植；急性移植物抗宿主病；肠道菌群；口腔菌群
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　　 尽 管 异 基 因 造 血 干 细 胞 移 植 （ａｌｌｏｇｅｎｅｉｃ
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，ａｌｌｏＨＳＣＴ）技术
不断改进，急性移植物抗宿主病（ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔ
ｄｉｓｅａｓｅ，ａＧＶＨＤ）依然是移植后主要并发症及非复发
死亡原因之一［１］。在多个 ａＧＶＨＤ的靶器官中，胃肠
道尤其容易受到同种异体免疫反应影响，是移植后近

期并发症的主要来源和关键靶点［２］。近１０年来用于
表征微生物组的测序技术和组学技术得到了长足发

展，推动了人体共生微生物群的研究。肠道菌群作为

人体最大、最复杂的共生微生态系统，与 ａＧＶＨＤ的相
关性研究也有所突破。研究显示肠道菌群及代谢产物

和ａｌｌｏＨＳＣＴ后ａＧＶＨＤ的发生发展有着密切联系，肠
道菌群的结构组成或多样性变化可能预示 ａＧＶＨＤ发
生及预后［３－５］。这些研究多集中于探索肠道菌群与下

消化道ａＧＶＨＤ的相关性，而一旦患者出现腹痛、腹泻
等下消化道排异症状时治疗难度增大且预后欠佳。消

化道ａＧＶＨＤ出现具有一定“时序性”，即早期（移植后
３０ｄ内）ａＧＶＨＤ往往表现为以恶心、呕吐为主的上消
化道症状，若未能得到及时治疗，部分患者可进展成以

腹痛、腹泻等为主的下消化道 ａＧＶＨＤ。因此，本研究
初步探索肠道菌群与症状较轻早期上消化道 ａＧＶＨＤ
的相关性。

　　口腔微生物也是构成另一个影响人体健康的重要
微生态系统，并且与肠道菌群相比，其菌群结构相对较

稳定。近年来口腔微生物组与多种疾病间的关联性逐

渐被证实，包括消化系统疾病、心血管疾病、肿瘤

等［６］。最近研究表明，口腔内细菌可以转移到肠道导

致肠道菌群失调［７－８］。在 ａｌｌｏＨＳＣＴ研究领域口腔菌
群的研究仍然有限。基于消化道 ａＧＶＨＤ出现“时序
性”的临床观察，本研究初步探讨 ａｌｌｏＨＳＣＴ患者肠道

菌群及口腔菌群的变化与早期胃肠道 ａＧＶＨＤ之间关
联，尝试寻找可能有效的生物学标志物，为早期预测及

干预胃肠道ａＧＶＨＤ提供理论依据。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　收集２０２１年９月至２０２３年６月在四川省人民医
院血液内科接受异基因单倍体造血干细胞移植的急性

白血病患者１０例，将中性粒细胞植活后停用抗感染治
疗１４ｄ和移植后１个月内发生胃肠道ａＧＶＨＤ时的同
一患者作为对照组和胃肠道 ＧＶＨＤ组进行自身对照
研究。研究对象的预处理方案均为氟达拉滨（Ｆｌｕ）＋
白消安（Ｂｕ）＋环磷酰胺（ＣＴＸ）＋抗人 Ｔ淋巴细胞兔免
疫球蛋白Ｆ（ＡＴＧＦ）。ＧＶＨＤ预防方案为环孢素
（ＣｓＡ）＋吗替麦考酚酯（ＭＭＦ）＋环磷酰胺（ＣＴＸ）＋巴利
昔单抗。若患者发生 ＧＶＨＤ，则使用 ＣｓＡ、ＭＭＦ、甲基
泼尼松龙和他克莫司等进行治疗。移植过程中予以头

孢唑肟钠预防细菌感染，复方磺胺甲恶唑预防肺孢子

菌感染，卡泊芬净预防真菌感染。本研究经四川省人

民医院伦理委员会批准［伦（研）２０２２年第２８２号］，获
得研究对象知情同意。

　　纳入标准：①急性白血病患者，包括急性髓系白血
病和急性淋巴细胞白血病。急性髓系白血病诊断标准

参考成人急性髓系白血病（非急性早幼粒细胞白血

病）中国诊疗指南 （２０２３年版），急性淋巴细胞白血病
诊断标准参考中国成人急性淋巴白血病诊断与治疗指

南（２０２１年版）；②年龄１８～５０岁；③接受单倍体 ａｌｌｏ
ＨＳＣＴ治疗；④在ａｌｌｏＨＳＣＴ治疗后的随访过程中出现
早期胃肠道ａＧＶＨＤ；⑤移植前微小残留病灶（ｍｉｎｉｍａｌ
ｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）阴性；⑥１８．５ｋｇ／ｍ２≤体质量指
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数（ＢＭＩ）＜２４．０ｋｇ／ｍ２；⑦中性粒细胞植活后停用抗感
染治疗１４ｄ，中性粒细胞植活标准为连续３ｄ中性粒
细胞绝对计数（ＡＮＣ）≥０．５×１０９／Ｌ。
　　排除标准：①有消化系统疾病史，如消化性溃疡、
炎症性肠病等；②合并有严重的心血管疾病、代谢性疾
病或自身免疫性疾病，如高血压、糖尿病、高脂血症等；

③在移植后至发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ的随访过程中
发生感染而使用抗生素、糖皮质激素治疗的患者；④采
样前１个月内服用过益生元、益生菌类物质，如酸奶、
双歧杆菌片等；⑤有消化系统疾病手术史；⑥其他原因
不能配合的研究对象。

　　早期胃肠道 ａＧＶＨＤ诊断标准参考 ａＧＶＨＤ国际
联盟（ＭＡＧＩＣ）分级标准。主要诊断依据为恶心持续
大于３ｄ或至少 ２ｄ呕吐＞２次／ｄ。如患者出现发热
＞３７．３℃（排除感染相关发热）、肝功能异常（排除药
物相关因素）、活动性 ＧＶＨＤ皮疹则更加支持早期胃
肠道ａＧＶＨＤ诊断。
１．２　方法
１．２．１　标本采集　　粪便标本采集：同一患者采样２次，
第１次采样于中性粒细胞植活后停用抗感染治疗第
１４天，第２次采样于发生胃肠道ａＧＶＨＤ时，采样时间
段为７：００－９：００，在实验前告知患者排空膀胱，确保研
究对象的粪便样本不受尿液污染，然后将粪便排入清

洁、干燥的容器中，使用无菌采样管进行取样，质量约

２ｇ（黄豆大小）。采样完毕后于管壁标记信息，放置于
冰盒内暂存，在２ｈ之内将样本转移到－８０℃的低温
冰箱中进行冻存备用。唾液标本采集：与粪便样本采

集同期进行，采样前 ３ｍｉｎ禁止研究对象刷牙、进食。
采样时嘱其自然分泌唾液并保持于口腔中至少

１ｍｉｎ，随后将唾液留取至５ｍＬ无菌冻存管中，为３～
４ｍＬ。采样完毕后于管壁标记信息，放置于冰盒内暂
存，在２ｈ内将样本转移到－８０℃的低温冰箱中进行
冻存备用。

１．２．２　样本总 ＤＮＡ提取　　使用 ＨｉＰｕｒｅＳｔｏｏｌＤＮＡ
ＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒从粪便样本和唾液样本中提取基因组
ＤＮＡ，并利用 Ｑｕｂｉｔ技术进行浓度测定。具体操作步
骤见说明书。

１．２．３　ＰＣＲ扩增　　以基因组ＤＮＡ为模板选取１６Ｓ
ｒＤＮＡＶ３Ｖ４区扩增引物，引物序列为 ３３８Ｆ：５′ＡＣＴ
ＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３′，８０６Ｒ：５′ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧ
ＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ３′，使用ＴｒａｎｓＧｅｎＢｉｏｔｅｃｈ公司的Ｔｒａｎｓｔａｒｔ
ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒进行扩增。
１．２．４　文库构建和上机测序　　采用 ＤＮＡＬｉｂｒａｒｙ
ＰｒｅｐＫｉｔｆｏｒＩｌｌｕｍｉｎａ试剂盒构建文库，进行 Ｑｕｂｉｔ定量
和检测，最后通过ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序平台进行双端测
序分析。

１．２．５　数据分析　　将 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序仪获得的原始
数据进行拼接、去除嵌合体等一系列的质控工作后，以

ＳＩＬＶＡｄａｔａｂａｓｅ（ｖｅｒｓｉｏｎ１３２）作为参考数据集，通过
ＱＩＩＭＥ将质控后的序列聚类成操作分类单元
（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＴＵ），并按 ９９％的相似度
对样本序列进行 ＯＴＵ聚类。采用 ＵＣＬＵＳＴ分类器对
ＯＴＵ序列进行注释以获得分类学特征。统计分析各
个样本的ＯＴＵ特征及各个ＯＴＵ中所含序列数。
１．２．６　菌群评估方法
１．２．６．１　菌群物种组成结构　　菌群物种组成结构
是指一个群落中包 含 的 物 种 数 目，通 常 由 界

（ｋｉｎｇｄｏｍ）、门（ｐｈｙｌｕｍ）、纲（ｃｌａｓｓ）、目（ｏｒｄｅｒ）、科
（ｆａｍｉｌｙ）、属（ｇｅｎｕｓ）、种（ｓｐｅｃｉｅｓ）７个分类单元组成。
菌群的物种组成结构，主要用于描述样本中优势物种

的丰度及其变化规律。通过对 Ｉｌｌｕｍｉｎａ测序所得的
ＯＴＵ按９９％的相似度进行ＯＴＵ聚类得到ＯＴＵ的分类
学信息，并在门、纲、目、科、属、种水平进行统计分析，

获得菌群的物种组成结构，以便直观体现优势微生物

群在不同样本间的相对丰度变化情况。

１．２．６．２　Ａｌｐｈａ多样性分析　　Ａｌｐｈａ多样性可以反
映一个群落物种的丰富度和均匀度。Ｃｈａｏ１、ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿
ｓｐｅｃｉｅｓ是衡量菌群丰富度常用的指标，指微生物种类
的多少。当Ｃｈａｏ１和ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ值较高时，表明
该群落中的ＯＴＵ数量较多，该群落的物种丰富程度也
较高。Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数是用来衡量菌群
多样性的重要指标。Ｓｈａｎｎｏｎ指数用来评估微生物的
多样性，Ｓｈａｎｎｏｎ值越大，说明微生物多样性越高。
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数反映的是优势菌种在群落中的占比，若一
个群落中优势菌种占比越大，其他非优势菌种占比则

会减少。Ｓｉｍｐｓｏｎ指数值越大，表明群落多样性越低。
１．２．６．３　Ｂｅｔａ多样性分析　　Ｂｅｔａ多样性用于不同
群落之间多样性的比较，也就是反映样本的组间差异。

本研究采用ＡＮＯＳＩＭ分析。ＡＮＯＳＩＭ分析基于两样本
之间的距离值排序获得的秩，以箱线图的形式展示组

间与组内秩的分布，横坐标表示所有样本（Ｂｅｔｗｅｅｎ）以
及各分组，纵坐标表示距离（本研究使用 ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ
距离）的秩，获得Ｒ值与Ｐ值２个重要统计指标，以便
直观地判断组间差异是否显著不同于组内差异。通常

Ｒ＞０表示组间差异大于组内差异，Ｐ＜０．０５表示差异
具有显著性。

１．２．６．４　显著差异分析　　ＬＥｆＳｅ是一种发现和解
释高纬度数据生物标识的分析工具，可实现多个分组

之间的菌群差异比较，用于发现组间具有统计学差异

的生物标记物。该分析通过 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ秩和检验
来比较不同组间具有显著丰度差异的物种，并采用线

性回归分析（ＬＤＡ）来评估差异显著物种的影响力。
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１．３　统计学分析
　　使用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学分析。计量资料
以 珋ｘ±ｓ表示，正态分布、方差齐的数据采用配对样本 ｔ
检验，不符合正态分布、方差齐的数据采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
秩和检验，Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般临床资料
　　收集１０例患者发生早期胃肠道ａＧＶＨＤ前后的唾
液样本及粪便样本。患者年龄２３～４５（３２．１±６．１）岁，
其中男性５例，女性５例；ＡＭＬ６例，ＡＬＬ４例。按照
ａＧＶＨＤ国际联盟ＭＡＧＩＣ分级标准，纳入研究对象均
被诊断为早期胃肠道 ａＧＶＨＤ（上消化道 ａＧＶＨＤ
Ⅰ级），研究对象发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ的时间为移
植后（２２．９±４．４）ｄ。见表１。
２．２　测序分析
　　以中性粒细胞植活后停用抗感染治疗 １４ｄ时采
集的样本作为对照组，发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ时采
集的样本作为胃肠道 ＧＶＨＤ组进行测序并统计分析。
两组粪便样本共获得８３４１３９６１条有效序列，其中对
照组粪便序列４１６０６８４４条，胃肠道 ＧＶＨＤ组粪便序
列４１８０７１１７条；两组唾液样本共获得１１８９２８４４６条
有效序列，其中对照组唾液序列６０２８０７０７条，胃肠道
ＧＶＨＤ组唾液序列５８６４７７３９条，用于构建ＯＴＵ。
２．３　物种注释及群落组成分析
　　对所有样本的优质序列按 ９９％的相似度进行
ＯＴＵ聚类，采用ＵＣＬＵＳＴ分类器对ＯＴＵ代表序列进行
注释，得到ａｌｌｏＨＳＣＴ患者在发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ
前后的肠道菌群、口腔菌群物种相对丰度信息。

２．３．１　肠道菌群群落组成分析　　肠道菌群在门、
科、属分类水平的物种相对丰度见图１。
　　在门分类水平上，处于前 １０位的物种分别是：
Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、

Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌门）、Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（放线菌门）、
Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ（梭杆菌门）、Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ、Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉａ
（疣微菌门）、Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ（软壁菌门）、Ｃｙａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ（蓝
菌门）和Ｅｌｕｓｉｍｉｃｒｏｂｉａ（迷踪菌门）。与对照组相比，早
期胃肠道 ａＧＶＨＤ组肠道菌群中 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌
门）的相对丰度减少，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　在科分类水平上，处于前 １０位的物种分别是：
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ（拟杆菌科）、Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ（毛螺菌
科）、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ（肠杆菌科）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（肠
球 菌 科 ）、Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（瘤 胃 球 菌 科 ）、

Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｒｉｃｈａｃｅａｅ（丹毒丝菌科）、Ｐｅｐｔｏｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
（消化链球菌科）、Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ（韦荣氏球菌科）、
Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（链球菌科）和 Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａｅ（巴斯德
氏菌科）。与对照组相比，早期胃肠道 ａＧＶＨＤ组肠道
菌群中 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ（肠球菌科）的相对丰度增加，
而Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ（拟杆菌科）的相对丰度降低，差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
　　在属分类水平上，处于前 １０位的物种分别是：
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（拟杆菌属）、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ（大肠杆菌属）、
Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｏｉｄｅｓ（梭菌属）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ（肠球菌属）、
Ｅｒｙｓｉｐｅｌａｔｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ（丹毒丝梭菌属）、Ｆｌａｖｏｎｉｆｒａｃｔｏｒ、
Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ、ｈｕｎｇａｔｅｌｌａ、Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ（韦荣球菌属）
和 Ｐａｒａｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（副杆菌属）。其中早期胃肠道
ａＧＶＨＤ组肠道菌群中 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ（拟杆菌属）的相对
丰度低于对照组，而Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ（肠球菌属）的相对丰
度高于对照组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．３．２　口腔菌群群落组成分析　　分析 ａｌｌｏＨＳＣＴ
患者在发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ前后的口腔菌群物种
相对丰度信息。图２为口腔菌群在门、科、属水平分类
的物种相对丰度图。结果显示早期胃肠道 ａＧＶＨＤ时
口腔菌群较对照组发生了改变，但各分类水平下两组

物种差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

表１　研究对象基本资料

病例 性别 年龄／岁 疾病 有无基础病 体质量指数／（ｋｇ／ｍ２） ａＧＶＨＤ发生时间及部位
病例１ 女 ３３ ＡＬＬ 无 １９．３ 移植后＋１９ｄ（上消化道）
病例２ 女 ４５ ＡＭＬ 无 ２２．６ 移植后＋２１ｄ（上消化道）
病例３ 男 ３１ ＡＬＬ 无 ２２．１ 移植后＋３２ｄ（上消化道）
病例４ 男 ２７ ＡＭＬ 无 ２０．４ 移植后＋２３ｄ（上消化道、肝脏）
病例５ 女 ２５ ＡＭＬ 无 ２１．６ 移植后＋２９ｄ（上消化道）
病例６ 女 ２３ ＡＬＬ 无 ２３．３ 移植后＋２５ｄ（上消化道、皮肤）
病例７ 男 ３４ ＡＭＬ 无 ２３．４ 移植后＋１８ｄ（上消化道）
病例８ 男 ３３ ＡＬＬ 无 ２１．９ 移植后＋２１ｄ（上消化道）
病例９ 女 ３８ ＡＭＬ 无 ２２．８ 移植后＋１８ｄ（上消化道、肝脏）
病例１０ 男 ３２ ＡＭＬ 无 ２１．０ 移植后＋２３ｄ（上消化道）

ＡＭＬ：急性髓系白血病；ＡＬＬ：急性淋巴细胞白血病

４３３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．４　微生物群落多样性分析
２．４．１　α多样性分析　　采用 α多样性指数反映群
落的丰富度和多样性。按照分组绘制箱线图，发现肠

道菌群的 Ｃｈａｏ１、ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ、Ｓｈａｎｎｏｎ指 数、

Ｓｉｍｐｓｏｎ指数在胃肠道ＧＶＨＤ组与对照组中差异均无
统计学意义（Ｐ＞０．０５，图 ３）。同样，口腔菌群的多样
性指数Ｃｈａｏ１、ｏｂｓｅｒｖｅｄ＿ｓｐｅｃｉｅｓ、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ
指数在两组间差异也无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图４）。
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图１　肠道菌群在门（Ａ）、科（Ｂ）、属（Ｃ）分类水平的物种相对丰度图
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图２　口腔菌群在门（Ａ）、科（Ｂ）、属（Ｃ）分类水平的物种相对丰度图
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图３　肠道菌群α多样性分析
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图４　口腔菌群α多样性分析
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２．４．２　β多样性分析　　采用 ＡＮＯＳＩＭ分析胃肠道
ＧＶＨＤ组与对照组之间肠道菌群是否有差异以及差异
是否显著。从图５Ａ中可以看出Ｒ＞０（Ｒ＝０．２８），说明
胃肠道ＧＶＨＤ组与对照组的组间差异大于组内差异；
Ｐ＜０．０５（Ｐ＝０．０３），说明差异显著。
　　胃肠道 ＧＶＨＤ组与对照组的口腔菌群 ＡＮＯＳＩＭ
分析结果显示，胃肠道 ＧＶＨＤ组与对照组的口腔菌群
组成结构差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图５Ｂ）。
２．５　ＬＥｆＳｅ分析
　　为了解早期胃肠道 ａＧＶＨＤ前后肠道菌群差异物
种结构，通过ＬＥｆＳｅ分析对早期胃肠道ａＧＶＨＤ前后肠
道菌群组成进行比较（图６）。发现胃肠道ＧＶＨＤ组肠
道菌群组成结构与对照组不同。在门分类水平，

Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）的相对丰度在胃肠道 ＧＶＨＤ
组更低。在纲分类水平，胃肠道 ＧＶＨＤ组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ
（拟杆菌纲）的相对丰度明显低于对照组，而

Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形菌纲）的相对丰度高于对照

组。在目分类水平，胃肠道 ＧＶＨＤ组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ（拟
杆菌目）的相对丰度低于对照组，而 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ
（假 单 胞 菌 目）、Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉａｌｅｓ（棒 杆 菌 目）、
Ｒｈｉｚｏｂｉａｌｅｓ（根瘤菌目）的相对丰度显著高于对照组。
在科分类水平，胃肠道 ＧＶＨＤ组 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ（拟杆
菌科）的相对丰度低于对照组，而 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ
（假单胞菌科）、Ｍｅｔｈｙｌｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ（甲基杆菌科）、
Ｒｈｉｚｏｂｉａｃｅａｅ（根瘤菌科）、Ｎｏｃａｒｄｉａｃｅａｅ（诺卡氏菌科）、
Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ（鞘脂单胞菌科）和 Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
（肠球菌科）的相对丰度高于对照组。在属分类水平，

胃肠道ＧＶＨＤ组较对照组含有较高的 Ｋｅｂｓｉｅｌｌａ（克雷
伯菌属）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ（肠球菌属）、Ｐｓｅｕｄｏｍｉｏｎａｓ（假单
胞菌属）、Ｐａｎｔｏｅａ（泛菌属）和 Ｒｈｏｄｏｃｏｃｃｕｓ（红球菌
属）。此外，胃肠道 ＧＶＨＤ组 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ＿ｃｏｌｉ（大肠埃
希菌）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ＿ｖｕｌｇａｔｕｓ（普通拟杆菌）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ＿
ｄｏｒｅｉ（多氏拟杆菌）、Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｂｏｙｄｉｉ（鲍氏志贺氏菌）、
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图５　β多样性分析
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图６　肠道菌群结构ＬＥｆＳｅ分析
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Ｓｈｉｇｅｌｌａ＿ｓｏｎｎｅｉ（宋内志贺杆菌）、Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ＿ａｌｂｅｒｔｉｉ（艾
伯特埃希菌）和 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ＿ｆｅｒｇｕｓｏｎｉｉ（弗格森埃希菌）
的相对丰度低于对照组，而Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿Ｈｉｒａｅ（海氏肠
球菌）、Ｆｕｓａｒｌｕｍ＿ｐｏａｅ（梨孢镰刀菌）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿
ｒｉｖｏｒｕｍ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ＿ａｅｒｏｇｅｎｅｓ（产 气 肠 杆 菌）、
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿ ｍａｓｓｉｌｉｅｎｓｉｓ （马 赛 肠 球 菌 ）、

Ｍｅｔｈｙｌｏｂｚａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｄａｎｋｏｏｋｅｎｓｅ、Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ＿ｏｘｙｔｏｃａ（产酸
克雷伯菌）、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿ｃａｎｉｎｔｅｓｔｉｎｉ、Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿
ｖｉｌｌｏｒｕｍ、Ｓｐｈｉｎｇｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆａｅｃｉｕｍ（鞘氨醇杆菌）、
Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ＿ｏｌｉｖａｅ和 Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ＿ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ（肺炎克雷
伯菌）的相对丰度高于对照组，差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。
　　采用ＬＥｆＳｅ分析比较胃肠道ＧＶＨＤ组与对照组口
腔菌群的差异物种，结果见图 ７，胃肠道 ＧＶＨＤ组
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｌｅｓ（巴斯德氏菌目）、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｃｅａｅ（巴斯德
氏 菌 科）、Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（γ变 形 菌 纲）、
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ＿ｐｉｔｔｍａｎｉａｅ、Ｅｍｏｐｈｉｌｕｓ＿ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ（流感
嗜血 菌）、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ＿ｃｕｒｖｕｓ（曲 形 弯 曲 菌）、
Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ＿ｓｉｍｉａｅ、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ＿ｒｅｃｔｕｓ（直肠弯曲
菌）、Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ＿ｆｅｔｕｓ（胎儿弯曲菌）、Ｏｒｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿
ｓｉｎｕｓ的丰度显著高于对照组（Ｐ＜０．０５），其中
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｌｅｓ（巴斯德氏菌目）、Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
（γ变形菌纲）的差异较为显著。
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图７　口腔菌群结构ＬＥｆＳｅ分析

３　讨论

　　本研究通过分析 ａｌｌｏＨＳＣＴ后患者肠道菌群物种
结构发现，肠道菌群主要由 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（厚壁菌门）、
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）和 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（变形杆菌
门）组成，与既往研究［９］结果一致。通过早期胃肠道

ａＧＶＨＤ组与对照组肠道菌群的物种相对丰度图发现，
在门分类水平，发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ患者肠道中
Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）相对丰度降低，与既往研
究［１０－１１］认为拟杆菌门减少会促使 ａＧＶＨＤ恶化相符。
本研究在发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ前后患者肠道菌群

α多样性无明显改变。然而ＢＵＲＧＯＳＤＡＳＩＬＶＡ等［１２］

研究提出，在胃肠道 ａＧＶＨＤ发病前后的粪便样本中
可以检测到菌群失调，胃肠道 ａＧＶＨＤ患者肠道微生
物α多样性减少。ＧＲＥＣＯ等［１３］也认为较低的肠道菌

群α多样性与较高的 ａＧＶＨＤ风险显著相关。本研究
结果与其有所差异，我们推测主要原因有两点：一方面

本研究对象是以恶心、呕吐等上消化道症状为主要表

现的早期胃肠道 ａＧＶＨＤ患者，根据目前最新推荐的
ａＧＶＨＤＭＡＧＩＣ分级标准，ａＧＶＨＤ分级为０～１级。不
同于以往研究按照西雅图标准，以腹痛、腹泻等下消化

道症状诊断胃肠道ａＧＶＨＤ。因此，相比于其他实验在
发生下消化道 ａＧＶＨＤ时采样，本研究在发生上消化
道ａＧＶＨＤ时采样，在时间点上更为提前。因此，我们
猜想在发生早期胃肠道ａＧＶＨＤ时肠道菌群的 α多样
性尚未发生改变；下一步的研究应增加多时间段粪便

采样对比来进一步验证。另一方面本研究的样本量偏

少，导致研究结论有一定的局限性，仍需进一步增加样

本量加以验证。

　　本研究通过ＬＥｆＳｅ分析发现，早期胃肠道 ａＧＶＨＤ
患者肠道中Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（拟杆菌门）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ（拟杆
菌纲）、Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ（拟杆菌目）和Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｃｅａｅ（拟杆
菌科）的丰度较低，与从肠道菌群物种相对丰度图中

得出的结果相同。在既往关于肠道菌群与下消化道

ａＧＶＨＤ的研究中，肠道菌群中拟杆菌的减少预示着移
植后发生下消化道 ａＧＶＨＤ概率的增加［３］。拟杆菌是

常见的产生短链脂肪酸的细菌之一，其产生的短链脂

肪酸在介导保护胃肠道 ＧＶＨＤ中具有核心作用，短链
脂肪酸可以通过调节分子来诱导 Ｔｒｅｇ细胞，Ｔｒｅｇ细胞
可抑制介导ＧＶＨＤ的同种反应性Ｔ细胞来抑制ＧＶＨＤ
效应［１４－１５］。同时，短链脂肪酸也是微生物群本身以及

７３３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（４）



肠道上皮细胞的重要能量来源，可减轻肠上皮组织损

伤，减轻ＧＶＨＤ的严重程度［１６］。因此，我们认为拟杆

菌丰度的减少可通过上述机制介导早期胃肠道

ａＧＶＨＤ，并且可作为早期预测和干预胃肠道 ａＧＶＨＤ
的生物学标记物用于临床实践。

　　本研究结果显示，早期胃肠道ａＧＶＨＤ组与对照组
的口腔菌群在物种整体多样性方面没有显著差异。虽

然ＨＥＩＤＲＩＣＨ等［１７］提出口腔菌群生态失调与 ａｌｌｏ
ＨＳＣＴ后ａＧＶＨＤ风险相关，但是作者没有单独阐述口
腔菌群与胃肠道ａＧＶＨＤ的相关性。本研究显示口腔菌
群整体多样性与早期胃肠道ａＧＶＨＤ无显著关联，可能
与本研究的样本量较少等因素相关。本研究通过ＬＥｆＳｅ
分析发现两组间存在一些显著差异的微生物标志物，

早期胃肠道 ａＧＶＨＤ患者口腔中 Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ
（γ变形菌纲）、Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｌｅｓ（巴斯德氏菌目）等 １０个
物种相对富集。这些物种可能与早期胃肠道 ａＧＶＨＤ
的发生有关。然而口腔菌群与早期胃肠道 ａＧＶＨＤ之
间有何因果联系，还需要通过大规模、多中心的实验来

进一步验证。

　　为进一步了解发生早期胃肠道 ａＧＶＨＤ时口腔菌
群与肠道菌群之间是否存在关联，本研究将肠道菌群

ＬＥｆＳｅ分析结果与口腔菌群 ＬＥｆＳｅ分析结果对比后发
现，γ变形菌纲同样在早期胃肠道ａＧＶＨＤ患者肠道中
富集，差异具有显著性。既往研究认为，γ变形菌是一
类促炎细菌，其丰度升高与肠道上皮细胞功能障碍相

关，可作为肠道上皮功能障碍的诊断特征［１８］。因此，

我们初步推测口腔菌群介导早期胃肠道 ａＧＶＨＤ可能
的作用机制：早期胃肠道 ａＧＶＨＤ患者首先出现口腔
菌群失调，口腔中 γ变形杆菌丰度升高，通过唾液吞
咽等途径导致肠道菌群失调，引起肠道炎症反应及肠

道上皮细胞功能障碍，进而导致胃肠道 ａＧＶＨＤ的发
生发展。但这仅是我们提出的初步猜想，口腔菌群与

早期胃肠道ａＧＶＨＤ之间的因果关系论证及未来能否
作为早期预测或是干预胃肠道 ａＧＶＨＤ的微生物靶
点，仍需进一步扩大实验加以阐明。

　　综上所述，本研究尝试探索口腔菌群与早期胃肠
道ａＧＶＨＤ之间的关联，同时将口腔菌群与肠道菌群
结合起来分析，提出口腔菌群介导早期胃肠道ａＧＶＨＤ
作用机制的推测。此外，本研究对象限定为单倍体

ａｌｌｏＨＳＣＴ的急性白血病患者，纳入对象均接受相同的
预处理化疗、相同的抗菌素抗感染，并通过自身前后对

照的设计减少了潜在因素的干扰，提高了研究的可信

度。但本研究仍存在一些局限和尚未解决的问题，如

样本量偏少、研究不够深入。未来将通过大样本、前瞻

性的实验研究以进一步验证人体不同部位共生微生物

对异基因造血干细胞移植结局的影响。
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［１７］ＨＥＩＤＲＩＣＨＶ，ＢＲＵＮＯＪＳ，ＫＮＥＢＥＬＦＨ，ｅｔａｌ．Ｄｅｎｔａｌ

ｂｉｏｆｉｌｍｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｄｙｓｂｉｏｓｉｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｒｉｓｋｏｆ

ａｃｕｔｅｇｒａｆｔｖｅｒｓｕｓｈｏｓｔｄｉｓｅａｓｅａｆｔｅｒａｌｌｏｇｅｎｅｉｃｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ

ｓｔｅｍｃｅｌｌｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０２１，１２：

６９２２２５．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２１．６９２２２５．

［１８］ ＬＩＴＶＡＫ Ｙ，ＢＹＮＤＬＯＳＳＭ Ｘ，ＴＳＯＬＩＳＲ Ｍ，ｅｔａｌ．

ＤｙｓｂｉｏｔｉｃＰｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａｅｘｐａｎｓｉｏｎ：ａｍｉｃｒｏｂｉａｌｓｉｇｎａｔｕｒｅｏｆ

ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＣｕｒｒＯｐｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１７，３９：

１－６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｂ．２０１７．０７．００３．
（收稿：２０２３１０１２；修回：２０２４０１０２）

（编辑　汪勤俭）

９３３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（４）




