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摘要　 目的　 调查城市与山村青少年肠道菌群及代谢产物

的差异，探究不同生活环境和行为方式的青少年肠道微生态

及其对健康的意义，旨在指导青少年建立更为科学健康的生

活饮食方式。 方法　 收集合肥市中学生粪便标本（ｎ ＝ １４）
和绩溪县山村中学生粪便标本（ｎ ＝ １８），两组学生年龄均在

１３. ０ ～ １３. ５ 岁。 对粪便样本进行 １６Ｓ 核糖体 ＤＮＡ 鉴定（１６Ｓ
ｒＤＮＡ）、非靶向代谢产物检测（ＬＣ⁃ＭＳ），然后进行生物信息

学分析。 结果　 城乡两地青少年肠道菌群差异显著，城市

学生以 Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 菌、粪厌氧棒状杆菌（Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ）
菌属占优势，这些细菌占比增高与肠癌、动脉粥样硬化以及

抑郁症等疾病有关；而在山村青少年，优势细菌是瘤胃球菌

属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃００２）、巴恩斯菌属（Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ）和

真杆菌属（Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等，这些细菌与胆汁酸、短链脂肪酸、
脂质代谢、碳水化合物分解等代谢相关，对维持免疫平衡和

生理功能发挥重要作用。 两组代谢产物也存在显著的差异，
主要表现在花生四烯酸代谢、血小板激活、５⁃羟色胺代谢、维
生素吸收、初级胆汁酸代谢等通路上。 结论　 城市和山村青

少年肠道菌群和代谢产物具有显著差异；山村青少年因生活

饮食方式更合理而拥有更健康的肠道菌群分布和代谢产物。
关键词　 城乡人群；青少年；肠道菌群；１６Ｓ ｒＤＮＡ；ＬＣ⁃ＭＳ；代
谢组学
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　 　 人体肠道内存在大约 １００ 万亿个微生物，包括

细菌、真菌和寄生虫等，远超人体自身的细胞总和。
其中细菌为主要组成部分，主要存在于结肠尤其是

结肠末端。 它们与人体构成一个精密协调、动态平

衡的生态系统，在调节宿主的免疫反应、参与能量代

谢、维持肠黏膜细胞形态和功能上发挥重要作

用［１］。 早在 １９８０ 年改革开放初期，中国城镇化水平

只有 １９. ４％ ，至 ２０１９ 年已超过 ６０％ ［２］。 随着中国

城镇化水平的提升以及工业化的发展，城镇青少年

的饮食习惯和生活环境也发生了巨大变化。 而肠道

菌群的结构与饮食习惯、生活环境等密切相关。 大

量的研究［３］表明，不健康的生活习惯可通过肠道菌

群的失调而影响机体的内稳态，增加慢性疾病的发

病率。 虽然近年来肠道菌群与健康 ／疾病的关系研

究较多，然而有关在校青少年学生，尤其是中国城市

和山村中学生菌群的特征、差异及其意义尚未见文

献报道。 该研究旨在分析城市和山村中学生肠道菌

群及代谢产物的差异，揭示人体在生命早期建立健

康的内稳态将直接影响其成年后的健康状态或患病

风险，警示城市青少年应通过调整饮食结构、合理提

高运动量来改善肠道菌群结构从而保持健康的身

体、降低相关慢性疾病的发病风险。

１　 材料与方法

１． １　 病例资料　 合肥市蜀山区第五十中学东校八

年级学生，随机选取 １４ 例。 学生均为合肥市区出生

并入学，所有的学生均无本市以外居住史。 另外，在
宣城市绩溪县伏岭中心学校选择八年级学生 １８ 例，
学生均在当地山村出生并入学，无城市居住史。 纳

入标准：① 年龄 １３ ～ １４ 岁；② 既往无胃肠病史。 排

除标准：① 近 ３ 个月内服用过抗生素或益生菌；②
近 １ 年内有非居住地旅居史。
１． ２　 样品收集　 晨起 ８：００ 左右，用无菌勺挑取排

出的新鲜粪便 １. ０ ｇ，一次性无菌粪便采集塑料杯储

存，每份标本标记姓名、年龄、性别置于干冰中转运

至 － ８０ ℃冰箱保存备用。
１． ３　 肠道菌群 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序 　 使用 Ｍａｇ⁃
Ｐｕｒｅ Ｓｏｉｌ ＤＮＡ ＬＱ Ｋｉｔ 基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒，提取

研究个体的粪便样品 ＤＮＡ。 针对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的

Ｖ３⁃Ｖ４ 高可变区进行 ＰＣＲ 扩增，上游引物为 ３４３Ｆ
（５′⁃ ＴＡＣＧＧＲＡＧＧＣＡＧＣＡＧ ⁃３′）、下游引物为 ７９８Ｒ
（５′⁃ ＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣＴ⁃３′）。 ＰＣＲ 扩增产物经

ＡＭＰｕｒｅ ＸＰ ｂｅａｄｓ 纯化后送上海欧易公司进行双端

测序。
１． ４　 ＬＣ ／ ＭＳ 非靶向代谢产物检测 　 取出冻存的

肠道内容物样本约 ６０ ｍｇ 装入管中，加入内标（Ｌ⁃２⁃
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氯苯丙氨酸）２０ μｌ，加入 ６５０ μｌ 甲醇 － 水（４ ∶ １）用
研磨机进行研磨；冰水浴超声提取， － ２０ ℃静置；离
心（１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃），装入 ２００ μｌ 上清液于 ＬＣ⁃
ＭＳ 进样小瓶中挥干；用 ３００ μｌ 甲醇 － 水（１ ∶ ４）复
溶； － ２０ ℃ 下静置；离心（１３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃），取
１５０ μｌ 的上清液 － ８０ ℃下保存，以待后续 ＬＣ⁃ ＭＳ
分析。 将所有样本的提取液等体积混合用作质控样

本。 所有提取试剂使用前均在 － ２０ ℃ 进行预冷。
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｉ⁃Ｃｌａｓｓ ｐｌｕｓ 超高效液相串联 ＱＥ 高

分辨质谱仪组成的液质联用系统作为分析仪器。 色

谱条件，色谱柱： ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ＨＳＳ Ｔ３ （１００. ０
ｍｍ × ２. １ ｍｍ，１. ８ μｍ）；柱温：４５ ℃；流速：０. ３５
ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２ μｌ；流动相： Ａ － 水（含 ０. １％ 甲

酸），Ｂ －乙腈（含 ０. １％甲酸）。
１． ５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 测序分析　 原始数据为 ＦＡＳＴＱ 格

式，对样品进行去杂和去除序列中的嵌合体序列，
Ｖｓｅａｒｃｈ 软件将相似度≥９７％ 的序列归为一个操作

分类单元（ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ），物种

比对注释由 ＲＤＰ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ 软件操作完成。 之后，采
用偏最小二乘法判别分析（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓ⁃
ｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ⁃ＤＡ）对两组的样本结果进行

组与组之间相似性分析。 用 Ｒ 软件分析肠道菌群 α
多样性、β 多样性及两地中学生的肠道优势菌属。
１． ６　 统计学处理 　 使用 Ｒ 语言和 ＳＰＳＳ 软件进行

统计学分析，正态定量资料采用 ｔ 检验或者 ＡＮＯＶＡ
检验，非正态定量资料采用非参数秩和检验。 组间

肠道菌群 α 多样性差异分析、菌群丰度差异分析使

用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验（非配对）。 组间肠道菌群 β
多样性分析采用基于 Ｂｒａｙ⁃ｃｕｒｔｉｓ 距离矩阵的主成分

分析（ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。 代谢组学

的分析中，使用 ＰＬＳ⁃ＤＡ 和 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ 秩和检验对不

同组别的代谢物进行分析，变量投影重要性（ ｖａｒｉａ⁃
ｂｌｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｃｅ ｉｎ ｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）值大于 １、 Ｐ ＜ ０. ０５
的代谢物鉴定为组间差异代谢物。 用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关

系数衡量两个代谢物之间的线性相关程度。 代谢通

路的变化通过鉴定出的组间差异代谢物比对到京都

基因与基因组百科全书（ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）查询，通路富集分析 Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＯＴＵ 水平的 ｖｅｎｎ 分析　 使用 Ｖｓｅａｒｃｈ 软件，
对质控得到的优质序列 ｖａｌｉｄ ｔａｇｓ 按照 ９７％ 的相似

度进行 ＯＴＵ 分类，绘制 ｖｅｎｎ 图。 两组 ３２ 个样本共

产生 ５ ７８０ 个 ＯＴＵ；其中 ２ 组共有的 ＯＴＵ 为 ３ ９１５
个，城市与山村青少年特有的 ＯＴＵ 分别为 ７８３ 个和

１ ０８２个。 见图 １。

图 １　 不同分组粪便样本在 ＯＴＵ 水平上的 ｖｅｎｎ 分组

Ａ：城市组；Ｂ：山村组

２． ２　 Ａｌｐｈａ 多样性、Ｂｅｔａ 多样性分析 　 通过 Ｗｉｌｃ⁃
ｏｘｏｎ ｔ 检验、ＰＣＡ 对山村青少年肠道菌群多样性进

行分析，两组间差异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。
见表 １ 和图 ２。

表 １　 不同组别多样性指标分析比较（�ｘ ± ｓ）

组别 ｎ Ｃｈａｏ１ ｓｈａｎｎｏｎ ｓｉｍｐｓｏｎ
城市青少年 １４ １ ４１１． ３３ ± ４８７． ３３ ４． ９６ ± １． ４６ ０． ８６ ± ０． １０
山村青少年 １８ １ ４３８． ８３ ± ４６９． ４３ ５． ２８ ± １． ２１ ０． ８８ ± ０． １０

２． ３　 菌群差异分析　 城乡青少年肠道菌群在属水

平上的结构有较大差异（图 ３）。 经 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ ｔ 检验

分析，差异较大的菌属包括 Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ （ ｔ ＝
２. ４７９， Ｐ ＜ ０. ０５）、粪厌氧棒状杆菌（Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ）（ ｔ
＝ ３. ０２８， Ｐ ＜ ０. ０５ ）、 瘤胃球菌 （ Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
ＵＣＧ⁃００２）（ ｔ ＝ － ２. ４３５， Ｐ ＜ ０. ０５）、巴恩斯菌（Ｂａｒ⁃
ｎｅｓｉｅｌｌａ）（ ｔ ＝ － ２. １０９，Ｐ ＜ ０. ０５）和真杆菌（Ｅｕｂａｃｔｅ⁃
ｒｉｕｍ）（ ｔ ＝ ３. ０２８，Ｐ ＜ ０. ０５）等。
２． ４　 多元分析代谢组差异　 为了探究城乡中学生

粪便代谢物之间的差异，对两组用偏最小二乘判别

分析（ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ⁃
ＤＡ），结果显示两组间粪便代谢物差异明显 （图

４Ａ）。 Ｒ２Ｘ （ ｃｕｍ）： ０. ４９４； Ｒ２Ｙ （ ｃｕｍ）： ０. ８９４； Ｑ２
（ｃｕｍ）：０. ２１４。 利用火山图可以对 Ｐ 值，可视化

ＶＩＰ 和 Ｆｏｌｄ Ｃｈａｎｇｅ 值，筛选差异代谢产物（图 ４Ｂ）。
与城市青少年组对比红色、蓝色点代表山村青少年

组中显著上调、下调的差异代谢产物；灰色点代表差

异无统计学意义。相关性分析使用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系
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图 ２　 两组中学生粪便菌群多样性对比

Ａ：城市组；Ｂ：山村组

图 ３　 两组之间属水平上的肠道菌群差异

　 　 Ａ：城市组；Ｂ：山村组；１：ＵＣＧ⁃００２； ２：Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ； ３：Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓ⁃
ｔｒｉｄｉｕｍ； ４：Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ； ５：Ｔｙｚｚｅｒｅｌｌａ； ６：Ｆａｍｉｌｙ＿ＸＩＩＩ＿ＡＤ３０１１＿ｇｒｏｕｐ；
７：Ｓｅｌｌｉｍｏｎａｓ； ８：Ａｌｌｏｂａｃｕｌｕｍ； ９：Ｆａｅｃａｔｉｔａｌｅａ； １０：ＣＬ５００ － ２９＿ｍａｒｉｎｅ＿
ｇｒｏｕｐ

数衡量 ２ 个代谢物之间的线性相关程度，红色表示

正相关，蓝色表示负相关（图 ４Ｃ）。 通过 ＫＥＧＧ（ｈｔ⁃

ｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｋｅｇｇ． ｊｐ）数据库检索差异代谢物的相关

代谢通路，基于 ＫＥＧＧ 数据库对差异代谢物进行代

谢通路富集分析，山村中学生明显高于城市中学生

的代谢通路包括花生四烯酸代谢、血小板活化、５⁃羟
色胺代谢、维生素的消化吸收、初级胆汁酸代谢（Ｐ
＜ ０. ０５）（图 ４Ｄ）。

３　 讨论

　 　 城乡儿童因饮食生活习惯、成长环境上的差异

导致拥有不同的肠道菌群结构。 有报道［４］ 显示，城
市青少年与农村青少年相比平均每人日膳食能量、
脂肪和蛋白质的摄入量与功能占比均较高，而碳水

化合物摄入量及供能以及膳食纤维占比则较低。 碳

水化合物、脂肪和蛋白质三大营养素摄入失衡与糖

尿病、血脂异常、心脑血管疾病、肿瘤等慢性病的发

生以及其并发症密切相关。 膳食脂肪的供能比过高

会导致超重肥胖等相关慢性病的发病风险加大［５］。
有研究［４］表明肠道菌群的构成结构在 ３ 岁以后已经

与成人高度相似且相对稳定。 该研究从肠道菌群结

构以及代谢产物两方面的差异来进行分析，期望能

够更加全面清晰的反映生活饮食习惯、生活环境不

同的两组青少年人群肠道微生态的差异以及其导致

的终末代谢产物的差异，对未来改善青少年肠道菌

群结构，在预防因肠道内稳态失衡而导致的慢性疾

病中提供指导作用。
　 　 对两组青少年粪便样本进行测序分析后显示，
城市青少年肠道菌群在属水平上 Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ
和 Ａｎａｅｒｏｓｔｉｐｅｓ 等占优势。 有研究［６］ 表明，Ａｎａｅｒｏ⁃
ｓｔｉｐｅｓ 和 Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 菌属的某些菌种在抑郁症

患者的肠道菌群中占比增高，并且与色氨酸和 ５⁃羟
色胺的代谢有关，可能预示着城市青少年有更大的

精神压力，比山村青少年有更高的抑郁症发病风险。
同时 Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 菌属在动脉粥样硬化患者中

显著增加，它能够将胆碱有效地转化为微生物三甲

胺（ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ，ＴＭＡ），ＴＭＡ 裂解酶通

过裂解 ＴＭＡ 产生氧化三甲胺促进动脉粥样硬化的

发展［７］。 更为重要的是 Ｌｉａｎｇ ｅｔ ａｌ［８］ 近期调查研究

了１ ０１２例包括健康人群、结直肠腺瘤、结直肠癌患

者粪便标本，结果显示，Ｌａｃｈｎｏｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ 菌属可作

为非侵入性的结直肠腺瘤以及结直肠癌的诊断标志

物。 该研究表明该菌属在城市青少年人群中占比明

显增高。 有研究［９］ 表明肠道菌群中的特定菌属可

作为结直肠肿瘤发生发展的促进因素，且与疾病预

后相关。该现象与城市人群结直肠癌发病率高于
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图 ４　 城乡青少年肠道代谢产物以及其相关代谢通路差异

　 　 Ａ：ＰＬＳ⁃ＤＡ 粪便代谢物差异分析；Ｂ：火山图筛选差异代谢物；Ｃ：差异代谢物相关性分析；Ｄ：差异代谢物代谢通路富集分析

农村相符合，且近年来结直肠癌病人逐渐年轻

化［１０］，警示城市青少年应养成良好的生活饮食习

惯，注意预防筛查结直肠病变。
　 　 与城市学生不同的是，山村青少年肠道菌群在

属水平上以瘤胃球菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＵＣＧ⁃００２）、
巴恩斯菌（Ｂａｒｎｅｓｉｅｌｌａ）、真杆菌（Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ）等菌属

为优势菌。 Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ 作为益生菌参与次级胆

汁酸的产生，缺乏该菌可能会导致患肠道炎症的概

率增加，影响宿主的免疫系统［１１］。 Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ 菌属

与鞘氨醇水平呈正相关。 鞘氨醇的在维持宿主脂质

稳态中起重要作用。 Ｅｕｂａｃｔｅｒｉｕｍ 产生丁酸，丁酸是

短链脂肪酸的重要成员。 丁酸的缺乏会导致结肠炎

的发生与病理加重［１２］。 同时有研究［１３］表明，Ｅｕｂａｃ⁃
ｔｅｒｉｕｍ 丰度下降也与自闭症、阿尔茨海默病等精神

疾病密切相关。
　 　 该研究代谢组学结果显示，与城市中学生相比，
山村中学生在花生四烯酸代谢、血小板活化、５⁃羟色

胺代谢、维生素的消化吸收、初级胆汁酸代谢等通路

的表达显著上调。 其中花生四烯酸代谢可以通过激

活 Ｗｎｔ 信号通路，刺激肠道上皮细胞的更新再生，
在维持肠道上皮完整性以及预防结肠炎中发挥重要

作用［１４］；５⁃羟色胺代谢可调节认知与记忆能力［１５］；
已知初级胆汁酸代谢参与了免疫调节并维持免疫稳

态［１６］。
　 　 该研究虽然样本量不大，但是属于两组正常人

群的对比观察，而非是作为疾病的对照。 后续的研

究正在进行中，包括加大样本量和完善相关信息，为
揭示城乡青少年肠道菌群与代谢产物差异以及维护

在校青少年健康提供可靠的依据。
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