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中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群特征分析及临床意义

杨　睿１，张　巧２，王　彦１，李　红２，任之栋１，马千里１　　４０００３７重庆，陆军军医大学（第三军医大学）第二附属
医院全军呼吸内科研究所，全军呼吸病研究重点实验室１；４０１１２１重庆，北部宽仁医院慢性呼吸疾病管理与康复中心２

　　［摘要］　目的　探索稳定期中性粒细胞增多型哮喘患者的气道微生物群组特征及其临床意义。
方法　采集２０１９年８月至２０２０年１月就诊于陆军军医大学第二附属医院的４４例临床稳定期中性粒
细胞增多型哮喘患者的诱导痰标本，提取ＤＮＡ后，采用ＰａｃＢｉｏＳＭＲＴ测序技术对细菌１６ＳｒＲＮＡ和真菌
ＩＴＳ序列进行测序，通过对测序数据的层次聚类分析确定出２个亚组，分析组间细菌、真菌菌群及相关
临床指标的差异。结果　通过对４４例受试者的细菌测序数据聚类分析鉴定出２组聚类簇，与较大的聚
类簇（Ａ１组，ｎ＝３２）相比，较小的聚类簇（Ａ２组，ｎ＝１２）以嗜血杆菌处于其细菌菌群的优势地位为特征，
展示出了更高的痰中性粒细胞百分比（Ｚ＝－４．１４，Ｐ＜０．００１）和更低的 ＦＥＶ１％ ｐｒｅｄ（ｔ＝２．１５，Ｐ＝
０．０３７）。在细菌菌群结构上，２组聚类簇之间α多样性（Ｃｈａｏ１指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，Ｐ＜０．００１）和 β多
样性（Ａｄｏｎｉｓ，Ｒ２＝０．２９０，Ｐ＝０．００１）差异都具有统计学意义；ＬＥｆＳｅ分析提示在种水平上，Ａ１组显著富
集肺炎链球菌、副流感嗜血杆菌、具核梭杆菌、奇异劳特普罗菌、脑膜炎奈瑟氏菌、牙龈卟啉单胞菌、产黑

色素普雷沃氏菌、苍白普雷沃氏菌、青枯劳尔氏菌，Ａ２组则富集流感嗜血杆菌。在真菌菌群结构上，
２组在α多样性上未观察到显著差异（Ｃｈａｏ１指数，Ｐ＝０．２３０；Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，Ｐ＝０．０９７），而在 β多样性
上两组差异显著（Ａｄｏｎｉｓ，Ｒ２＝０．０６８，Ｐ＝０．００２）；ＬＥｆＳｅ分析提示在种水平上，Ａ１组富集裂褶菌，而 Ａ２
组则富集变色栓菌、白囊耙齿菌。进一步互作网络分析则提示Ａ２组较Ａ１组展现出了更多的菌属之间
的相关关系，且Ａ２组菌属之间的关联强度较Ａ１组更强。结论　在稳定期中性粒细胞增多型哮喘患者
中，存在以流感嗜血杆菌作为其气道优势定植菌的亚组，该亚组在细菌及真菌菌群结构上与非流感嗜血

杆菌优势组存在显著差异，并在临床上表现为更严重的气道炎症水平和更差的肺功能特征。
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［基金项目］　国家自然科学基金面上项目（８１６７００１２，８１６７００３７）
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１６３．ｃｏｍ

　　支气管哮喘（哮喘）是一种呼吸科最常见的由多
种细胞以及细胞组分参与的慢性气道炎性疾病，在不

同国家中影响了１％～１８％的人口［１］，已成为我国公共

卫生领域面临的主要挑战之一。目前研究已经证实哮

喘存在多种可被识别的表型，其中根据痰液中嗜酸性

粒细胞及中性粒细胞的比例区分哮喘气道炎症表型的

方式得到了广泛关注［２－３］。既往研究多注重于嗜酸性

粒细胞增多型哮喘，但近年有研究提示约有５０％哮喘
患者的气道炎症以非嗜酸性粒细胞（尤其是中性粒细

胞）浸润为主［４］，这部分患者在气道气流受限严重程

度、症状控制及激素治疗反应性上都与嗜酸性粒细胞

增多型哮喘患者存在显著差异［５－６］，是难治性哮喘的

主要类型。

　　中性粒细胞增多型哮喘气道炎症的机制尚不明
确。随着高通量测序技术的不断进步，针对人体微生

物组（主要包括细菌、真菌、病毒）的研究获得快速发

展，人们已经认识到哮喘患者与健康人、不同表型的哮

喘患者之间的气道菌群组成存在差异，并提出其可能

对气道炎症类型造成影响［７－１０］。目前在气道微生物组

领域的研究多集中于细菌菌群方面，而真菌定植作为

影响宿主免疫的一个重要因素，与哮喘发病及严重程

度都存在密切的关系［１１－１２］，成为哮喘患者呼吸道微生

态研究不可或缺的重要环节。因此，为了更全面地揭

示真实临床稳定期中性粒细胞增多型哮喘患者的气道

微生物组特征，本研究采集了４４例稳定期中性粒细胞
增多型哮喘患者的诱导痰样本，基于 ＰａｃＢｉｏＳＭＲＴ测
序技术，根据对测序数据的层次聚类分析，确定出２个
亚组（Ａ１组和 Ａ２组），并进一步探究了其细菌、真菌
菌群特征及其相关临床指标的差异，为从呼吸道微生

物群落角度更多了解中性粒细胞增多型哮喘及探寻其

可治疗特征提供线索。

１　资料与方法

１．１　研究对象
　　本研究是基于慢性气道疾病患者气道微生物负荷
和丰度与临床特征关系研究的事后分析，该研究经陆

军军医大学第二附属医院医学伦理委员会批准，并在

中国临床试验注册中心注册（ＣｈｉＣＴＲ１９０００２４８７１），受

２３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



试者在参加研究前均取得了书面的知情同意书。重要

的入组标准为受试者需符合２０１９全球哮喘倡议指南
（ＧｌｏｂａｌＩｎｉｔｉａｔｉｖｅｆｏｒＡｓｔｈｍａ，ＧＩＮＡ）［１］，且诱导痰中性
粒细胞百分比≥６５％。受试者的主要排除标准包括：
近３个月内存在哮喘急性加重史；入组前４周内因任
何原因口服或静脉使用过抗生素或抗真菌药物；受试

者患有任何其他可能干扰研究最佳条件的慢性呼吸系

统疾病，包括（但不限于）哮喘慢阻肺重叠、活动性肺
结核、慢性支气管炎、支气管扩张症、肺部肿瘤、肺间质

疾病、囊性纤维化等疾病。

　　访视时采集患者的人口统计学数据及相关临床资
料。使用哮喘控制测试（ａｓｔｈｍａｃｏｎｔｒｏｌｔｅｓｔ，ＡＣＴ）来评
估受试者的症状。参照美国胸科协会／欧洲呼吸协会
（ＡＴＳ／ＥＲＳ）指南［１３］进行患者肺功能的测定。受试者使

用吸入性糖皮质激素的剂量被转换为氟替卡松剂量。

１．２　痰微生物组ＰａｃＢｉｏ全长测序
１．２．１　诱导痰样本采集和ＤＮＡ提取　　诱导痰的采
集过程参照欧洲呼吸学会诱导痰工作组提供的方法［１４］：

在收集痰液样本之前，患者需用无菌水漱口２次，在吸
入沙丁胺醇后，通过反复超声雾化吸入 ３％的生理盐
水获得诱导痰样本，并在１ｈ内对样本进行细胞分类
及处理。ＤＮＡ提取过程参照我们的前期研究［１５］，在

３７℃下，使用４倍体积的２％二硫苏糖醇（ＤＴＴ）将痰
细胞团块完全消化，经过１３００ｒ／ｍｉｎ低速离心５ｍｉｎ
后，去除沉淀部分，上清部分经过１２０００ｒ／ｍｉｎ、５ｍｉｎ
高速离心后，留取沉淀部分用于 ＤＮＡ提取。ＤＮＡ提
取采用天根ＤＮＡ提取试剂盒（ＤＰ３０２０２，具体操作步
骤见试剂盒说明书），并使用 ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ２０００紫外
分光光度计检测提取物的浓度和纯度。所有提取出的

ＤＮＡ在测序之前于－２０℃保存。
１．２．２　１６ＳｒＲＮＡ和 ＩＴＳ基因测序　　对于细菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因，使用正向引物２７Ｆ（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴ
ＧＧＣＴＣＡＧ３′）和反向引物１４９２Ｒ（５′ＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧ
ＡＣＴＴ３′）进行两步 ＰＣＲ扩增过程。真菌 ＩＴＳ基因则
使用引物 ＩＴＳ１Ｆ（５′ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ
３′）和ＬＲ３（５′ＣＣＧＴＧＴＴＴＣＡＡＧＡＣＧＧＧ３′）进行扩增。
ＰＣＲ扩增完成后对其产物进行回收纯化、荧光定量和
文库构建后进行上机测序。测序过程使用 ＰａｃＢｉｏ
Ｓｅｑｕｅｌ平台的单分子实时测序技术（ｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅ
ｒｅａｌｔｉｍｅ，ＳＭＲＴ）完成。使用ＱＩＩＭＥ２（２０１９．４）软件和
Ｒ软件（３．６．１）对原始测序数据进行处理。在去除嵌
合体后，使用ＶＳＥＡＲＣＨ软件以 ９７％的相似度将剩余

的高质量序列聚类为可操作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ
ｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ），并将丰度低于总序列数
０．００１％的ＯＴＵ过滤。使用 ＢＬＡＳＴｎ比对 ＮＣＢＩＮＴ数
据库后通过ＢＲＯＣＣ算法进一步产生每个ＯＴＵ的分类
学注释，ＢＲＯＣＣ算法的阈值被设定为 １００％。最后以
最小测序深度的９０％对所有的ＯＴＵ进行重新采样，产
生抽平后的ＯＴＵ表用于后续分析。
１．３　生物信息学和统计学分析
　　基于非加权组平均法（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎｓ，ＵＰＧＭＡ）的层次聚类分
析被用于对测序数据进行聚类，根据聚类结果将患者

群分类为Ａ１组和Ａ２组。对于菌群的α多样性，本研
究采用Ｃｈａｏ１指数来表征微生物群落的丰富度，采用
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数来表征微生物群落的多样性。采用
Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验及 Ｄｕｎｎ检验作为事后检验来比较
组间α多样性。基于Ｂｒａｙｃｕｒｔｉｓ距离的非度量多维尺
度分析（ｎｏｎｍｅｔｒｉｃｍｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｓｃａｌｉｎｇ，ＮＭＤＳ）和
非参数多元方差分析（ａｄｏｎｉｓ）被用于揭示菌群 β多样
性的变化。线性判别分析效应大小（ｌｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓｅｆｆｅｃｔｓｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ）分析被用于确定组间的差异
物种，其中 ＬＤＡ阈值设置为 ３，丰度过滤阈值设定为
０．００５。此外，互作网络分析基于各组平均相对丰度排
名前２５位的细菌属及丰度前 １５位的真菌属之间的
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数构建（经 ＦＤＲ校正后 Ｐ＜０．０５且
｜ｒ｜＞０．５），使用 Ｒ（３．６．１）软件中的 ｉｇｒａｐｈ包将网络
划分成不同模块，并使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（３．７．２）软件进行
可视化。对于受试者临床数据的正态性检验使用

ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检验，对于计数资料采用 Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ
精确检验，计量资料则采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验或 ｔ检
验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　患者一般情况
　　细菌１６ＳｒＲＮＡ测序数据的层次聚类分析结果显
示，受试者被聚类为 Ａ１组（ｎ＝３２）和 Ａ２组（ｎ＝１２）
２组（图１）。２组在年龄、性别、ＢＭＩ指数、吸入性糖皮
质激素剂量（ｉｎｈａｌｅｄｃｏｒｔｉｃｏｓｔｅｒｏｉｄｓ，ＩＣＳ）、吸烟情况等
方面差异无统计学意义（表 １）。Ａ２组受试者的
ＦＥＶ１％ｐｒｅｄ显著低于 Ａ１组（ｔ＝２．１５，Ｐ＝０．０３７）、痰
中性粒细胞百分比则显著高于 Ａ１组（Ｚ＝－４．１４，Ｐ＜
０．００１），而Ａ１组受试者则拥有更高的痰嗜酸性粒细
胞百分比（Ｚ＝－２．３８，Ｐ＝０．０１７）。

３３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）
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图１　基于ＵＰＧＭＡ的层次聚类分析

表１　中性粒细胞增多型哮喘入组患者的一般情况［例，Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５），珋ｘ±ｓ］

组别 ｎ 男性 年龄／岁 ＢＭＩ／ｋｇ·ｍ－２ ＩＣＳ／μｇ·ｄ－１ 吸烟 ＦＥＶ１ｐｒｅｄ（％） ＦＥＶ１／ＦＶＣ（％） 痰中性粒细胞（％） 痰嗜酸性粒细胞（％） ＡＣＴ评分

Ａ１组 ３２ １０ ５３．５９±１３．６１ ２３．８４±３．６０ ５００（２００，１０００） ９ ８１．２５±１９．８６ ６７．６８±１２．５５ ７７．８５（７１．２８，８６．３１） １．１０（０．５２，３．５０） ２２．００（１９．２５，２４．００）

Ａ２组 １２ ７ ５９．３３±１５．１６ ２３．９１±４．８１ ５００（２５０，１０００） ３ ６６．４８±２１．３６ ５９．９３±１６．１６ ９０．２２（８７．３４，９３．１２） ０．３４（０．０７，１．００） ２１．５０（１５．７５，２３．００）

ｔ／Ｚ － －１．２０ －０．０５ －０．２６ － ２．１５ １．６８ －４．１４ －２．３８ －１．１７

Ｐ ０．１６４ ０．２３４ ０．９６０ ０．８０５ １．０００ ０．０３７ ０．１００ ＜０．００１ ０．０１７ ０．２５５

２．２　气道微生物组概述
　　经过抽平后共获得 ２３６４个细菌 ＯＴＵｓ，其中 Ａ１
组的ＯＴＵｓ在２４９个属的３７５个种获得注释，Ａ２组的
ＯＴＵｓ在１５７个属的２４４个种获得注释。真菌ＯＴＵｓ共
４３４个，其中Ａ１组的ＯＴＵｓ在９５个属的１１０个种获得
注释，Ａ２组的ＯＴＵｓ在５５个属的６１个种获得注释。
　　对于细菌分类学组成，在属水平上（表２），Ａ１组平
均相对丰度前５位的是奈瑟氏菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ，１２．７４％）、
普雷 沃 氏 菌 属 （Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ，８．５９％）、链 球 菌 属

（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ，６．８６％）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ，
５．９４％）、卟啉菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ，５．２９％）；而 Ａ２组
以嗜血杆菌属（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ，７２．７８％）处于优势地位，
其余丰度较高的菌属为奈瑟氏菌属 （Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ，
８．６９％）、卡他莫拉菌属（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ，２．７６％）、普雷沃氏
菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ，２．５１％）、链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ，
１．４３％）。在种水平上（表 ３），Ａ１组丰度排名靠前的
是脑膜炎奈瑟氏菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ，８．９２％）、肺
炎链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，４．４５％）、青枯劳尔

４３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



氏菌（Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ，２．７５％）、奇异劳特普罗
菌（Ｌａｕｔｒｏｐｉａｍｉｒａｂｉｌｉｓ，２．７０％）、副流感嗜血杆菌
（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ，２．００％）；Ａ２组则以流感
嗜血 杆 菌 占 主 导 地 位 （Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ，
７２．０８％），除脑膜炎奈瑟氏菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ，
６．３５％）外，其余菌种丰度均小于２％。
　　对于属水平上的真菌分类学组成（表２），Ａ１组丰
度前五位的菌属为假丝酵母菌属（Ｃａｎｄｉｄａ，８．２０％）、
链 格 孢 菌 属 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ，７．７８％）、曲 霉 菌 属
（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ，６．２５％）、枝 孢 菌 属 （Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ，
５．６３％）、裂褶菌属（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ，５．１９％）；Ａ２组以栓
菌属 （Ｔｒａｍｅｔｅｓ，１５．３１％）、曲霉菌属 （Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ，
１３．０２％）、耙齿菌属（Ｉｒｐｅｘ，４．２５％）、布勒掷孢酵母菌
属（Ｂｕｌｌｅｒａ，３．９７％）、Ｐｈａｅｏｉｓａｒｉａ菌属（２．９２％）为主。

在种水平上（表 ３），Ａ１组在白假丝酵母菌（Ｃａｎｄｉｄａ
ａｌｂｉｃａｎｓ，７．２５％）、裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ，
５．１９％）、Ｐａｐｉｌｉｏｔｒｅｍａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ（２．３８％）丰度较高；Ａ２
组以变色栓菌（Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ，１５．３１％）、白囊耙齿
菌（Ｉｒｐｅｘｌａｃｔｅｕｓ，４．２５％）、布勒掷孢酵母菌（Ｂｕｌｌｅｒａ
ｕｎｉｃａ，３．９７％）丰度排名靠前。
２．３　细菌菌群
２．３．１　细菌菌群α、β多样性比较　　与Ａ１组相比，
Ａ２组在 α多样性上展现了更低的 Ｃｈａｏ１指数和
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数（图２Ａ，Ｐ＜０．００１），表明Ａ２组无论是在细
菌群落的丰富度和多样性方面均低于 Ａ１组。且基于
ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距离的ＮＭＤＳ分析同样显示出两组之间在
β多样性上存在显著差异（图 ２Ｂ，Ａｄｏｎｉｓ，Ｒ２＝０．２９０，
Ｐ＝０．００１），提示两组在细菌菌群结构上存在明显差异。

表２　中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群属水平上各组的细菌及真菌平均相对丰度

细菌属 Ａ１组 Ａ２组 真菌属 Ａ１组 Ａ２组

Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ４．８３ ７２．７８ Ｃａｎｄｉｄａ ８．２０ ０．０３

Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ８．５９ ２．５１ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ７．７８ ２．５４

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ６．８６ １．４３ Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ６．２５ １３．０２

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ５．９４ ０．４６ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ５．６３ １．２５

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ５．２９ １．４３ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ５．１９ ＜０．０１

Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ １２．７４ ８．６９ Ｔｒａｍｅｔｅｓ １．０８ １５．３１

Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ４．３９ ０．７５ Ｐａｐｉｌｉｏｔｒｅｍａ ２．３８ １．７６

Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ ３．１７ ０．６９ Ｉｒｐｅｘ ０．１３ ４．２５

Ｍｏｒａｘｅｌｌａ ０．０１ ２．７６ Ｂｕｌｌｅｒａ ＜０．０１ ３．９７

Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ １．３５ １．３１ Ｐｈａｅｏｉｓａｒｉａ ＜０．０１ ２．９２

表３　中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群种水平上各组的细菌及真菌平均相对丰度

细菌属 Ａ１组 Ａ２组 真菌属 Ａ１组 Ａ２组

Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ １．２５ ７２．０８ Ｃａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓ ７．２５ ０．０３

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ４．４５ １．０３ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍｃｏｍｍｕｎｅ ５．１９ ＜０．０１

Ｒａｌｓｔｏｎｉａｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ ２．７５ ０．３０ Ｐａｐｉｌｉｏｔｒｅｍａｆｌａｖｅｓｃｅｎｓ ２．３８ １．７６

Ｌａｕｔｒｏｐｉａｍｉｒａｂｉｌｉｓ ２．７０ ０．３７ Ｃａｎｄｉｄａｐａｒａｐｓｉｌｏｓｉｓ ０．９５ ＜０．０１

Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ ２．００ ０．４８ Ｓｉｓｔｏｔｒｅｍａｂｒｉｎｋｍａｎｎｉｉ ０．８３ ＜０．０１

Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ ８．９２ ６．３５ Ｔｒａｍｅｔｅｓｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ ０．３１ １５．３１

Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｔａｎｎｅｒａｅ １．１２ １．１９ Ｉｒｐｅｘｌａｃｔｅｕｓ ０．１３ ４．２５

Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｌａｃｔａｍｉｃａ ＜０．０１ １．１９ Ｂｕｌｌｅｒａｕｎｉｃａ ＜０．０１ ３．９７

Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｍｅｌａｎｉｎｏｇｅｎｉｃａ １．７１ ０．４９ Ｓａｒｏｃｌａｄｉｕｍｚｅａｅ ０．６２ １．３７

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ １．６１ ０．２６ Ｍａｌａｓｓｅｚｉａｒｅｓｔｒｉｃｔａ ０．１１ １．００

５３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）
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Ａ、Ｃ：分别为细菌菌群、真菌菌群Ｃｈａｏ１指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数；Ｂ、Ｄ：分别为细菌菌群、真菌菌群的ＮＭＤＳ分析

图２　中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群细菌及真菌菌群多样性比较

２．３．２　细菌差异物种鉴定　　ＬＥｆＳｅ分析提示（图
３Ａ），在 属 水 平 上，Ａ１组 富 集 韦 荣 氏 球 菌 属
（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ）、密螺旋体属（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ）、链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、寡养单胞菌属（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、劳
尔氏菌属（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ）、假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、普
雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、苍白杆菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）、
卟啉菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）、奈瑟氏菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）、劳
特罗普氏菌属（Ｌａｕｔｒｏｐｉａ）、孪生球菌属（Ｇｅｍｅｌｌａ）、梭杆
菌属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、大豆根瘤菌属（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ）；
Ａ２组则显著富集嗜血杆菌属（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ）。
　　相较于Ａ２组，Ａ１组在种水平上显著富集肺炎链
球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、副流感嗜血杆菌
（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、 具 核 梭 杆 菌

（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｎｕｃｌｅａｔｕｍ）、奇异劳特普罗菌（Ｌａｕｔｒｏｐｉａ
ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、脑膜炎奈瑟氏菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、牙
龈卟啉单胞菌（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ）、产黑色素普
雷沃氏菌（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｍｅｌａｎｉｎｏｇｅｎｉｃａ）、苍白普雷沃氏菌
（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ ｐａｌｌｅｎｓ）、青 枯 劳 尔 氏 菌 （Ｒａｌｓｔｏｎｉａ
ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）；Ａ２组受试者则拥有更高的流感嗜血杆
菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）的相对丰度。值得注意的
一点是流感嗜血杆菌与副流感嗜血杆菌虽都属于嗜血

杆菌属，但二者却在不同组别富集。

２．４　真菌菌群
２．４．１　真菌菌群α、β多样性比较　　对于真菌菌群
结构，本研究未观察到两组在 α多样性指数上的显著
差异（图２Ｃ）。虽然Ａ２组受试者展现出了比Ａ１组更
高的 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数，但差异并不具有统计学意义（Ｐ＝
０．０９７）。此外，通过基于 ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距离的 ＮＭＤＳ分
析对组间差异进行比较发现，优势组与非优势组在真

菌菌群结构上具有显著差异（图 ２Ｄ，Ａｄｏｎｉｓ，Ｒ２＝
０．０６８，Ｐ＝０．００２）。
２．４．２　真菌差异物种鉴定　　通过 ＬＥｆＳｅ分析提示
（图３Ｂ），在 属 水 平 上 Ａ１ 组 富 集 枝 孢 菌 属
（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）、裂褶菌属（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ）；Ａ２组则在
栓菌属（Ｔｒａｍｅｔｅｓ）、耙齿菌属（Ｉｒｐｅｘ）拥有更高的相对
丰度。在种水平上 Ａ１组富集裂褶菌（Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ
ｃｏｍｍｕｎｅ）；而 Ａ２组 则 富 集 变 色 栓 菌 （Ｔｒａｍｅｔｅｓ
ｖｅｒｓｉｃｏｌｏｒ）、白囊耙齿菌（Ｉｒｐｅｘｌａｃｔｅｕｓ）。
２．５　互作网络分析
　　为了探索２组患者的气道菌群互作关系是否存在
不同，本研究基于细菌及真菌属水平的物种丰度使用

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数（经 ＦＤＲ校正后 Ｐ＜０．０５且｜ｒ｜＞

６３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



０．５）构建了互作网络。发现与Ａ１组（图４Ａ）比较，Ａ２
组（图４Ｂ）展示出更多且更紧密的物种之间的相关关
系，２组在互作网络物种构成上也表现出了较大不同。
Ａ１组 中 链 球 菌 属 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、农 杆 菌 属
（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、短波单胞菌属（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）、苍白
杆菌属（Ｏｃｈｒｏｂａｃｔｒｕｍ）、卟啉菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）拥
有与其他菌属较高的连接度。而在 Ａ２组中，弯曲杆
菌属（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ）、普雷沃氏菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）、卟啉
菌属（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）、梭形杆菌属（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、纤
毛菌属（Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ）拥有比其他菌属较高的连接度。
值得注意的是，在中性粒细胞哮喘患者中，卟啉菌属

（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ）无论是在嗜血杆菌优势或非优势组，
其在互作网络中都处于较重要的位置。在本研究中仅

有较少细菌属与真菌属之间的相关关系被观察到，在

Ａ１组中观察到了链球菌属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）与红酵母菌
属（Ｒｈｏｄｏｔｏｒｕｌａ）之间的互斥关系、与小脆柄菇属
（Ｐｓａｔｈｙｒｅｌｌａ）之间的共现关系。而在 Ａ２组中，嗜血杆
菌属（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ）与马拉色氏菌属（Ｍａｌａｓｓｅｚｉａ）存在
显著的共现关系，而它们又与奈瑟氏菌属（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ）
存在互斥关系。

３　讨论

　　中性粒细胞增多型哮喘因其与难治性哮喘、重症
哮喘等关系密切，已成为哮喘临床研究中关注的重点

之一。本研究入组受试者均为中性粒细胞增多表型，

通过聚类分析的方法将患者归类到２个聚类簇，发现
在细菌及真菌菌群结构上两者均存在显著差异。其中

Ａ２组平均流感嗜血杆菌相对丰度达到了７２．０８％，处
于整个菌群结构中的绝对优势地位，我们称其为流感

嗜血杆菌优势组（对应的称另一组为非流感嗜血杆菌

优势组）。流感嗜血杆菌作为一种常见的潜在致病

菌，可促进ＩＬ１７介导的免疫反应并可在哮喘小鼠模
型中诱导中性粒细胞炎症［１６］，亦有研究指出流感嗜血

杆菌是引起哮喘患者激素治疗反应性差及儿童持续性

喘息的主要病原体［１７－１８］，其呼吸道定植情况与哮喘患

者的气道高反应性及控制水平存在相关性［７，１９－２０］。此

前有研究提出在稳定期哮喘患者中可能存在以气道高

嗜血杆菌定植、高痰中性粒细胞百分比、ＩＬ１β及ＴＮＦα
等相关炎症因子升高为特征的亚组［２１］，但既往研究并

未针对特定气道炎症表型做进一步分析。本研究则进

一步确认了在中性粒细胞增多型哮喘患者中同样存在
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图３　中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群细菌（Ａ）及真菌（Ｂ）差异物种鉴定

７３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）
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图中不同颜色代表不同的模块单元；连线的粗细代表相关关系强弱，实线表示正相关，虚线表示负相关；圆形代

表细菌属，方形代表真菌属

Ａ：Ａ１组；Ｂ：Ａ２组

图４　中性粒细胞增多型哮喘患者气道菌群互作网络分析

以气道高流感嗜血杆菌定植为特征的亚组，且并非所

有中性粒细胞增多型哮喘患者都是流感嗜血杆菌占优

势。非优势组相较于优势组显著富集肺炎链球菌、副

流感嗜血杆菌、具核梭杆菌、脑膜炎奈瑟氏菌、苍白普

雷沃氏菌等菌种。需要指出是，我们发现虽然流感嗜

血杆菌与副流感嗜血杆菌同属于嗜血杆菌属，但二者

却分别富集于不同的组别，提示了在后续研究中应更

加注重种水平上的精确注释与分析。近年来，长期阿

奇霉素治疗对于哮喘患者降低其病情恶化风险、改善

生存质量的作用已被广泛认知［２２］，目前已经证实长期

阿奇霉素治疗与流感嗜血杆菌负荷降低有关［２３］。虽

然在本研究中高嗜血杆菌定植的患者占总体比例有

限，但仍然在一定程度上提示了将其作为可治疗特征

的可能性。

　　目前对于气道菌群的研究多关注于细菌菌群，但
真菌在慢性气道炎症性疾病的发生、发展过程中扮演

的角色同样不应忽略。本研究通过对中性粒细胞增多

型哮喘患者的真菌菌落特征的分析，发现中性粒细胞

哮喘患者的嗜血杆菌优势组与非优势组的真菌菌群结

构存在差异。ＨＵＡＮＧ等［２４］的研究提示栓菌属可作为

哮喘患者的潜在生物标志物，本研究则进一步发现在

嗜血杆菌优势组栓菌属及耙齿菌属呈显著富集。枝孢

菌及裂褶菌作为常见的真菌致敏源，可在室内和室外

空气中被检测到，前者已被证实可在小鼠模型中导致

８３２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



气道高反应性及气道重塑［２５］，后者则可诱导 ＩＬ１７介
导的中性粒细胞气道炎症［２６］。本研究发现，相较于优

势组，二者在非优势组展现出了更高的相对丰度。有

观点认为微生物平衡的破坏可能是造成哮喘的原因之

一，在健康条件下可以同时发现共生的真菌和细菌共

同参与构成呼吸道微生态，而在疾病状态下细菌细
菌、细菌真菌、真菌真菌之间的共现关系都会发生较
大改变［９，２７］。通过互作网络分析，本研究发现优势组

与非优势组在菌属之间的互作关系上表现出了较大差

异，二者不仅在网络节点的构成上存在较大差异，而且

优势组展示出了更多且更强的菌属之间的相关关系。

在一定条件下，如抗生素使用、疾病的急性加重等情况

下，菌群互作关系的长期动态改变亦是下一步值得关

注的重点之一。

　　本研究还存在以下不足，首先是样本量较少，尤其
是优势组仅有１２例。这可能由该类型患者总体分布
特征引起，本研究主要研究目标在于中性粒细胞增多

型哮喘患者气道菌群特征的探索分析，并非其流行病

学特征，因此，研究结果仍需要进一步的大样本、多中

心研究来明确。其次，由于目前真菌数据库相较于细

菌数据库仍有待完善，且本研究在物种分类学注释时，

为了获取更加可靠的注释信息，将ＢＲＯＣＣ算法阈值设
定为１００％，故真菌菌群的注释效率相较于细菌稍差。
　　本研究收集了４４例稳定期中性粒细胞增多型哮
喘患者的痰样本进行１６ＳｒＲＮＡ及ＩＴＳ测序，并通过聚
类分析的方法确定出了２个亚组，比较系统地描述了
２组在细菌和真菌菌群之间的差异，丰富了慢性气道
炎症性疾病的微生物组研究数据，为未来进一步研究

气道微生物定植和宿主免疫反应之间的相互作用，以

及寻找潜在的可治疗特征提供了线索。
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