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类风湿关节炎患者舌苔菌群微生态研究
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　　［摘要］　目的　从舌苔菌群微生态上研究类风湿关节炎患者疾病进展与菌群的关系。方法　使
用口腔咽拭子刮取活动期（ＯＰ组）、缓解期（ＯＲ组）及健康对照组（ＯＨＣ）各１０例的舌苔，使用口腔拭
子基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒提取总ＤＮＡ，进行１６ＳｒＲＮＡ扩增并进行ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序，对
测序结果进行微生态分析。结果　３组样本在菌群的多样性上差异无统计学意义 （Ｐ＞０．０５）；３组样本
有着各自独有的菌属，其中ＯＰ组７个菌属，ＯＲ组４个菌属，ＯＨＣ组１０个菌属为各组独有；３组样本的
优势菌群组成相同，但是在菌群构成中差异具有统计学意义，主要在厚壁菌门、放线菌门、

Ｅｐｉｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门、变形菌门、奈瑟菌属、放线菌属、弯曲杆菌属和卟啉单胞菌属上（Ｐ均＜０．０５）。
进行Ｂｅｔａ多样性分析，通过ＰＣＡ分析以及层级聚类分析，ＯＰ组和ＯＨＣ组能够很好地聚集到一起，差异
具有统计学意义。结论　类风湿关节炎患者舌苔菌群与健康人群存在差异，其中主要表现在放线菌属
和弯曲杆菌属丰度增加，奈瑟菌属和卟啉单胞菌属丰度减少。
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　　类风湿关节炎（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）是一类以
慢性滑膜炎症、多关节骨质破坏，并最终导致关节功能

毁损的高致畸性的自身免疫性疾病。类风湿关节炎好

发于女性，女性：男性比例大约为４∶１［１］。类风湿关节
炎发病机制不明，遗传、环境因素、免疫紊乱及黏膜损

伤是导致类风湿发病的危险因素［２］，近年来，各腔道

微生物与类风湿关节炎的研究越来越多，揭示了微生

物菌群与类风湿关节炎发病的关系。然而目前大多数

研究集中在肠道微生物，对于口腔特别是舌苔菌群的

研究较少。本研究即通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序
对舌苔菌群进行分析研究，探讨舌苔菌群微生态与类

风湿关节炎发病的关系。

１　资料与方法

１．１　研究对象
１．１．１　类风湿关节炎组（ＯＲＡ）　　选取于２０１９年５月
至２０１９年９月于西南医院中医与风湿免疫科就诊的
类风湿关节炎女性患者２０例。根据 ＤＡＳ２８（３，ＣＲＰ）
评分标准，将患者分为活动组（ＯＰ）１０例及缓解组
（ＯＲ）１０例。纳入标准：①年龄 ４０～６０岁；②符合
２０１０年ＡＣＲ／ＥＵＬＡＲ类风湿关节炎分类标准确诊类
风湿关节炎；③未使用或停用抗生素、糖皮质激素、生
物制剂、羟氯喹等药物至少 ２个月以上。排除标准：
①特殊饮食偏嗜；②合并口腔溃疡、龋齿等口腔疾病；
③合并其他免疫相关疾病如狼疮、干燥综合征等；④合
并糖尿病、高血压、心血管疾病等基础疾病。

１．１．２　健康对照组（ＯＨＣ）　　选取同期于我院健康
体检的健康女性１０例。纳入标准：①年龄４０～６０岁；
②无糖尿病、高血压、心血管疾病、口腔等、免疫相关等
疾病；排除标准：①特殊饮食偏嗜；②近期服用抗生素
等药物。所有研究对象为已婚妇女 ，签署知情同意

书，对所研究内容知悉。

１．２　材料与方法
１．２．１　样本采集与储存　　受试者于晨起空腹情况
下，用清水鮄口后，医生用一次性密封咽拭子（扬州洋

生医药科技有限公司 苏械注准 ２０１５２６４０５８９）反复
３次刮取舌体中后１／３处舌苔。样本立即放入密封套

内并于零下－８０℃冰箱内留存。
１．２．２　样本 ＤＮＡ的提取　　使用 ｂｉｏｔｅｋｅ口腔拭子
基因组ＤＮＡ快速提取试剂盒（离心柱型）提取口腔舌
苔微生物总 ＤＮＡ，按照试剂盒使用说明进行总 ＤＮＡ
提取，使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００检测提取的 ＤＮＡ产物浓度
及纯度。样本ＤＮＡ存放于－２０℃冰箱内留存。
１．２．３　ＰＣＲ扩增及电泳　　以提取样本总 ＤＮＡ为
模板，３３８Ｆ８０６Ｒ为引物序列对，对细菌 １６ＳｒＲＮＡ区
域Ｖ３和Ｖ４保守区域进行扩增。其中所用的引物序
列：３３８上游：ＡＣＴＣＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ，８０６下游：
ＧＧＡＣＴＡＣＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ。ＰＣＲ反应参数：①９５℃
预变形５ｍｉｎ；②９５℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃
延伸４５ｓ，循环３０次；③７２℃下继续延伸１０ｍｉｎ后结
束。２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ产物，扩增序列约
７５０ｂｐ。
１．２．４　ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ测序　　将所有样本送至上海
美吉生物医药科技有限公司进行 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ平台
进行双端序列测序。

１．２．５　信息学分析　　通过 Ｍｉｓｅｑ对样本数据进行
双端处理，质控过滤后得到优化序列，通过 Ｕｓｅａｒｃｈ软
件对优化数据进行聚类，将序列按照彼此的相似性

（通常对９７％相似水平下的ＯＴＵ进行生物信息统计分
析）分归为多个可操作分类单元 ＯＴＵ（Ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ＴａｘｏｎｏｍｉｃＵｎｉｔｓ）将所得样本 ＯＴＵ数据与细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ数据库（ｓｉｌｖａ１３２／１６Ｓ＿ｂａｃｔｅｒｉａ）进行序列比对，
对样本数据进行菌群组成、Ａｌｐｈａ多样性、Ｂｅｔａ多样
性、层级聚类等微生态分析。

１．３　统计学分析
　　所得样本数据采用 ＳＰＳＳ２２．０进行统计分析，计
量资料采用 珋ｘ±ｓ进行表示。３组样本间分析采用单因
素方差分析或ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ秩和验检。检验水准
α＝０．０５。

２　结果

２．１　基本信息
　　本研究中３组人群基线资料见表１。

表１　类风湿关节炎患者及健康受试者基本信息 （珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ 年龄／岁 病程／年 ＤＡＳ２８（３，ＣＲＰ） ＲＦ阳性／例 ＣＣＰ阳性／例
ＯＰ组 １０ ５５．６±８．６９ ６．３５±３．７６ ４．５±１．２６ ８ ９
ＯＲ组 １０ ５０．８０±８．１３ １４．２±８．９９ ２．３１±０．５８ ７ ６
ＯＨＣ组 １０ ４９．４０±５．７４ — — ０ ０

９０７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（７）



２．２　测序信息
　　测序样本３０例，共获取优质序列１３３９８７４条，碱
基总长５６３５９１１７３ｂｐ，平均序列长度４２０．６３ｂｐ，序列
长度均在４００～４４０ｂｐ之间（图１）。
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图１　类风湿关节炎患者及健康受试者样本序列长度分布
情况

２．３　物种Ａｌｐｈａ多样性分析
　　Ａｌｐｈａ多样性分析可以反映微生物群落的丰富度
和多样性。对样本进行Ａｌｐｈａ多样性分析得到多样性
指数统计表（表 ２），３组样本在物种多样性指数上差
异无统计学意义 （Ｐ均＞０．０５）。
２．４　菌群组成分析
２．４．１　物种Ｖｅｎｎ图分析　　分别对３组样本与细菌
１６ＳｒＲＮＡ数据库对比分析菌群组成，３组样本共检测
出１８个门、２１个纲、５５个目、９３个科、１６９个属、
３０６个种的细菌。对３组样本进行物种 Ｖｅｎｎ图分析：
门水平上，ＯＨＣ组独有棒状杆菌门（Ｒｏｋｕｂａｃｔｅｒｉａ）及
绿弯菌门（Ｃｈｌｏｒｏｆｌｅｘｉ），ＯＲ组独有异常球菌嗜热菌门
（ＤｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓＴｈｅｒｍｕｓ）（图２Ａ）；在属水平上，ＯＨＣ独
有的菌群有 Ａｓｔｅｒｏｌｅｐｌａｓｍａ属，棒状杆菌属（Ｒｏｋｕｂａｃｔｅ
ｒｉａｌｅｓ），莫拉菌属（Ｍｏｒａｘｅｌｌａｃｅａｅ），纤毛菌属（Ｌｅｐｔｏ
ｔｒｉｃｈｉａｃｅａｅ），α变形菌属（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），放线菌
属（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），微杆菌属（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），ＧｉｔｔＧＳ
１３６，Ａｃｔｉｎｏｍａｒｉｎａｌｅｓ属，副杆菌属（Ｐａｒａｐｅｄｏｂａｃｔｅｒ）；ＯＲ
独有的菌群有芽孢杆菌属（Ｇｅｏｂａｃｉｌｌｕｓ），Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿
Ｂｒｏｃａｄｉａ属，栖热菌属（Ｔｈｅｒｍｕｓ），Ｔｅｐｉｄｉｍｏｎａｓ属，ＯＨＣ
独有的乳酸杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ），Ｐｅｌｏｓｐｏｒａ属，斯卡
多维亚氏菌属（Ｓｃａｒｄｏｖｉａ），泛菌属（Ｐａｎｔｏｅａ），脱硫微菌

属（Ｄｅｓｕｌｆｏｍｉｃｒｏｂｉｕｍ），出牙菌属（Ｇｅｍｍａｔａｃｅａｅ），拟斯
卡多维亚氏菌属（Ａｌｌｏｓｃａｒｄｏｖｉａ）（图２Ｂ）。
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图２　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群物种组成

２．４．２　物种组成丰度占比分析　　分别对３组样本
物种组成丰度占比进行分析，在门水平上，３组样本中
拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ），厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ），变形
菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ），梭杆菌门（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉａ），放线菌
门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ），Ｐａｔｅｓｃｉｂａｃｔｅｒｉａ菌门，Ｅｐｉｓｉｌｏｎ
ｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门是优势菌门，占所有菌门的 ９９％以上
（图３Ａ）；属水平上，奈瑟菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ），普雷沃菌属
７（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ７），韦荣球菌属（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ），梭杆菌属
（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），纤毛菌属（Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ），普雷沃菌属
（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ），拟普雷沃菌属（Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ），放线菌属
（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ），弯曲杆菌属（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ），卟啉单
胞菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）为优势菌属，占所有菌属的
７５％以上（图３Ｂ）。对丰度占比优势的物种进行统计
学分析比较，在门水平上，３组样本在厚壁菌门、变形
菌门、放线菌门和 Ｅｐｉｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门差异具有统
计学意义，分别对有意义的菌门进行两两比较，其中

ＯＰ组厚壁菌门、放线菌门、Ｅｐｉｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门丰
度均高于 ＯＨＣ组，变形菌门丰度低于 ＯＨＣ组；ＯＰ组
厚壁菌门丰度高于 ＯＲ组；ＯＲ组变形菌门丰度低于
ＯＨＣ组（图４Ａ）。在属水平上，３组样本在奈瑟菌属、
放线菌属、弯曲杆菌属和卟啉单胞菌属上差异具有统

计学意义，分别对有意义的菌属进行两两比较，其中

ＯＰ组放线菌属和弯曲杆菌属丰度均高于 ＯＨＣ组，奈
瑟菌属和卟啉单胞菌属丰度低于 ＯＨＣ组；ＯＲ组放线
杆菌丰度高于ＯＨＣ组（图４Ｂ）。

　　　表２　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群物种多样性指数表　（珋ｘ±ｓ）　　　　
组别 ｎ ｓｈａｎｎｏｎ指数 ｓｉｍｐｓｏｎ指数 ａｃｅ指数 ｃｈａｏ指数
ＯＰ组 １０ ３．３４±０．３４ ０．０７２１±０．０３７４ ２２７．３７±４２．１０ ２３０．１７±４７．５６
ＯＲ组 １０ ３．３７±０．３３ ０．０６７１±０．０３００ ２２１．７５±２７．４２ ２１４．３３±２３．９９
ＯＨＣ组 １０ ３．１０±０．２７ ０．０９９７±０．０３６２ ２０７．７４±３１．２０ ２２０．３３±４２．８７

整体比较（Ｆ，Ｐ） ２．２２，０．１３ ２．５７，０．１０ ０．８８，０．４３ ０．３３，０．７２
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图３　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群物种相对丰度柱状分析

!"

组

!#

组

!$%

组

!"

组
!#

组
!$%

组

& ' (& () *+ *) ,&

相对丰度占比
-./

+ * 0 1 2 3+ 3* 30 31 32 *+ ** *0 *1

4

5

拟杆菌

厚壁菌

变形菌

梭杆菌

放线菌

!"#$%&'("&#$)'"

*+%',-.("&#$)"$-#"

6

67

6

6

奈瑟菌

普雷沃菌
89

韦荣球菌

梭杆菌

纤毛菌

普雷沃菌

拟普雷沃菌

放线菌

弯曲杆菌

卟啉单胞菌

相对丰度占比
-./

6

6

6

67

6

Ａ：门水平上：３组样本在厚壁菌门、变形菌门、放线菌门和Ｅｐｉｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门上差异有统计学意义；Ｂ：属水平上：３组样本在
奈瑟菌属、放线菌属、弯曲杆菌属和卟啉单胞菌属上差异具有统计学意义　ａ：Ｐ＜０．０５，与ＯＰ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＯＲ组比较

图４　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群物种组成相对丰度比较

２．５　物种Ｂｅｔａ多样性分析
　　通过分析不同样本群落组成可以反映样本间的差
异和距离，ＰＣＡ运用方差分解，将多组数据的差异反
映在二维坐标图上，坐标轴取能够最大反映样品间差

异的两个特征值。如样本物种组成越相似，反映在

ＰＣＡ图中的距离越近。将３组样本进行 ＰＣＡ分析发
现，３组样本各自较好的聚集在一起，ＯＰ组和 ＯＨＣ组
能够明显区分开，差异具有统计学意义（图５）。同时
对３组样本进行层级聚类分析，可以看到 ＯＰ组和
ＯＨＣ组样本很好的聚类到一起，ＯＲ组则散布在 ＯＰ
与ＯＲ组中。由此可以看到，ＯＲ组与 ＯＨＣ组两组样
本菌群结构上具有差异（图６）。
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ＰＣＡ分析：ＯＨＣ组和ＯＰ组两者聚集区分明显

图５　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群
物种ＰＣＡ分析
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图 ６　类风湿关节炎患者及健康受试者舌苔菌群Ｃｌｕｓｔｅｒ层级聚类分析

３　讨论

　　类风湿关节炎作为一类以关节滑膜细胞增生，炎
症细胞浸润，血管翳形成为主要病理表现的免疫性疾

病，其发病跟环境、遗传密切相关［３］。近年来，随着二

代测序技术的发展，因具有高通量、短流快、成本低及

高准确率等有点［４－５］，越来越多的用于菌群失调与疾

病的研究中。口腔作为人体重要组织，因其具有解剖

结构复杂、直接与外界接触、良好的温湿环境以及具有

丰富的营养源等特点，能够为微生物的成长发育提供

适宜的环境以及营养物质，从而构成了复杂的口腔微

生态环境。已有研究表明，类风湿关节炎患者早期就

存在牙龈卟啉单胞菌感染，同时伴有牙周炎的患者其

ＡＣＰＡ抗体阳性率更高［６－７］，提示口腔菌群与类风湿发

病密切相关。

　　口腔细菌通过不同的方式附着在口腔表面，因而
形成生物膜［８］。口腔菌群紊乱与类风湿关节炎发病

存在联系。ＬＵＮＤＢＥＲＧ等［９］研究发现牙龈卟啉单胞

菌表达的细菌肽酰基精氨酸脱亚胺酶（Ｐｅｐｔｉｄｙｌａｒｇｉｎｉｎｅ
Ｄｅｉｍｉｎａｓｅ，ＰＡＤ）能够瓜氨酸化内源性细菌和人类蛋
白质，ＫＯＮＩＧ等［１０］研究发现放线菌产生的白细胞毒素

能够杀死人的中性粒细胞，从而诱导中性粒细胞中高瓜

氨酸化水平，而瓜氨酸化蛋白在早期类风湿关节炎诊治

中具有重要意义。此外有研究对类风湿关节炎患者滑

膜液分析发现其中有大量口腔菌群ＤＮＡ，并且这些患者
的血清及滑膜液中也检测到对应的高滴度抗体，提示口

腔菌群可移位到病变部位发挥重要作用［１１］。

　　中医很早就有对“类风湿关节炎”的描述。ＲＡ可
归属于中医学“痹病”范畴。不同活动期的患者在舌

苔表现上也存在不同。陈延强等［１２］研究 ＲＡ疾病活
动度与舌苔的关系发现疾病活动度与舌苔的黄色程度

呈正相关。王志中等［１３］认为湿热痹阻的 ＲＡ患者往
往表现为疾病高活动性。湿热往往是黄腻苔形成的病

因，舌苔黄而质腻者，为黄腻苔，主湿热、痰热、暑湿等

邪蕴结，或为食积化腐，气机不畅［１４］。因此舌苔的表

现与ＲＡ的活动密切相关。
　　既往研究类风湿关节炎口腔菌群研究多集中在牙
龈组织，而舌体作为口腔最大的软组织，覆盖于舌体表

面的舌苔是临床医生诊疗中最易观察到的部位，而关

于舌苔微生态研究很少。本研究即为类风湿关节炎患

者舌苔菌群微生态研究。

　　本研究通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ高通量测序分析健康
人群与类风湿关节炎患者舌苔菌群差异，分析结果显

示：３组样本在菌群的 Ａｌｐｈａ多样性上差异无统计学
意义，说明各组之间在菌群种类的数量以及菌群的复

杂程度上差异无统计学意义。各组之间有着各自独有

的菌属，其中ＯＰ组７个菌属，ＯＲ组４个菌属，ＯＨＣ组
１０个菌属为各组独有。对物种丰度进行统计分析，舌
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苔菌群中优势的菌门有 ７种，优势的菌属有 １０种，
３组样本虽然在优势菌群组成相同，但是在菌群构成
中差异具有统计学意义，主要在厚壁菌门、放线菌门、

Ｅｐｉｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门、变形菌门、奈瑟菌属、放线菌
属、弯曲杆菌属和卟啉单胞菌属上。其中对两组之间

进行统计分析发现，主要差异表现在 ＯＰ与 ＯＨＣ以及
ＯＲ与ＯＨＣ之间，其中尤其以ＯＰ与ＯＨＣ之间的差异
最为明显，具体为ＯＰ组厚壁菌门、放线菌门、Ｅｐｉｓｉｌｏｎ
ｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ菌门、放线菌属和弯曲杆菌属丰度高于
ＯＨＣ组，变形菌门、奈瑟菌属和卟啉单胞菌属丰度低
于ＯＨＣ组，ＯＰ组厚壁菌门丰度高于 ＯＲ组；ＯＲ组变
形菌门丰度低于ＯＨＣ组，放线杆菌丰度高于ＯＨＣ组。
３组样本进行Ｂｅｔａ多样性分析，通过ＰＣＡ分析以及层
级聚类分析，ＯＰ组和ＯＨＣ组能够很好地聚集到一起，
差异具有统计学意义，而ＯＲ组聚类则分布在两者之间。
　　综上，我们认为类风湿关节炎患者舌苔菌群与健
康人群存在差异，其中主要表现在放线菌属和弯曲杆

菌属丰度增加，奈瑟菌属和卟啉单胞菌属丰度减少。

缓解期类风湿关节炎患者舌苔菌群组成向健康人群转

变。舌苔菌群失调与类风湿关节炎发病存在相关性，

通过改善口腔菌群，使舌苔菌群向健康人发展可能为

改善类风湿关节炎症状、缓解疾病进展提供新的治疗

方案，也可能是类风湿性关节炎疾病导致口腔菌群改

变，其价值可作为疾病辅助诊断或疗效观察的指标。
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