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　 　 【摘要】 目的　 探讨早 ／ 中孕期妇女的肠道菌群物种及功能特点， 并分析其与妊娠期糖尿病 （ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌ⁃
ｌｉｔｕｓ， ＧＤＭ） 的关系。 方法　 前瞻性收集并分析 ２０１７ 年 ５ 月至 １２ 月北京协和医院产科招募的早孕期孕妇的临床资料。
依据孕 ２４～２８ 周 ７５ ｇ 口服葡萄糖耐量试验 （ｏｒａｌ ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ） 结果分为 ＧＤＭ 组 （研究组） 和非 ＧＤＭ 组

（对照组）。 分别于早孕期和中孕期收集两组孕妇粪便标本， 对肠道菌群的 １６Ｓ ｒＲＮＡ Ｖ４ 可变区进行 ＤＮＡ 测序及生物信

息学分析。 采用多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析探讨肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性及菌群相对丰度与 ＧＤＭ 的关系。 结果　 共 １４５ 例符

合纳入和排除标准的孕妇入选本研究。 其中研究组 ３４ 例、 对照组 １１１ 例。 Ａｌｐｈａ 多样性分析显示， 研究组早孕期

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数低于对照组 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 ＬＥｆＳｅ 分析显示， 早孕期和中孕期， 多个物种的相对丰度在两组

间差异具有统计学意义 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５）。 多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析显示， 早孕期 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数≤６􀆰 ５１ （ＯＲ＝ ３􀆰 １５， ９５％ ＣＩ：
１􀆰 ３２～７􀆰 ５２）、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数≤０􀆰 ９６ （ＯＲ＝ ２􀆰 ５４， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９～５􀆰 ８９）、 拟普雷沃菌属 （Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ） 相对丰度≤０􀆰 ００４
（ＯＲ＝ ２􀆰 ６５， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９～６􀆰 ４４）、 毛螺菌属 （Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ） 相对丰度≤０􀆰 ０１０７ （ＯＲ＝ ３􀆰 １７， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ３３～７􀆰 ５５） 是发

生 ＧＤＭ 的危险因素。 肠道菌群功能预测比较显示， 早孕期时两组差异较少； 中孕期时与能量代谢、 糖代谢、 氨基酸代

谢和脂多糖 （ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ） 合成相关的通路在研究组显著富集。 结论　 与健康孕妇相比， 中孕期 ＧＤＭ 患者

肠道菌群的功能特点为 ＬＰＳ 合成、 能量代谢、 糖代谢和氨基酸代谢相关通路显著富集； 早孕期肠道菌群物种多样性降低

及某些菌属的丰度降低是发生 ＧＤＭ 的危险因素。
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ｔｉｃｉｐａｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｔｒｉｍｅｓｔｅｒ． Ｔｈｅ Ｖ４ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ｗａｓ ｓｅ⁃
ｑｕｅｎｃｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ， ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ＧＤＭ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １４５ ｐｒｅｇｎａｎｃｉｅｓ， ｏｆ ｗｈｏｍ
３４ ｄｉａｇｎｏｓｅｄ ｗｉｔｈ ＧＤＭ （ＧＤＭ ｇｒｏｕｐ） ａｎｄ １１１ ｈｅａｌｔｈｙ （ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ） ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ． Ｔｈｅ Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
ＧＤＭ ｇｒｏｕｐ （Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ） ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０􀆰 ０５）．
ＬＥｆＳｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｓｅｖｅｒａｌ ｇｅｎｅｒａ ｗａｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ２ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ Ｔ１ ｏｒ
Ｔ２． Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｌｏｇｉｓｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ≤６􀆰 ５１ （ＯＲ＝３􀆰 １５， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ３２－７􀆰 ５２）， Ｓｉｍｐ⁃
ｓｏｎ ｉｎｄｅｘ ≤０􀆰 ９６ （ＯＲ ＝ ２􀆰 ５４， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９－５􀆰 ８９）， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ （ＯＲ ＝
２􀆰 ６５， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９－６􀆰 ４４） ａｎｄ Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ （ＯＲ ＝ ３􀆰 １７， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ３３－７􀆰 ５５） ｉｎ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｔｒｉｍｅｓｔｅｒ ｗｅｒｅ
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Ｆｕｎｄｉｎｇ： ＣＡＭＳ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｆｕｎｄ ｆｏｒ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （２０１６⁃Ｉ２Ｍ⁃１⁃００８）

Ｍｅｄ Ｊ ＰＵＭＣＨ， ２０２１，１２（５）：７２１－７２８

　 　 全球妊娠期糖尿病 （ｇｅｓｔａｔｉｏｎａｌ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
ＧＤＭ） 发病率呈逐年上升趋势［１］ ， 我国 ＧＤＭ 发病率

高达 １４􀆰 ８％ ［２］ 。 ＧＤＭ 可影响母婴结局［１，３］ ， 显著增

加母婴远期患代谢性疾病的风险［４⁃５］ 。 ＧＤＭ 的发病与

妊娠期胰岛素抵抗加重及胰岛 β 细胞功能障碍相关，
但具体分子机制尚不明确［６］ 。 近期研究发现， 肠道

菌群失调在 ２ 型糖尿病 （ ｔｙｐｅ ２ ｄｉａｂｅｔｅｓ ｍｅｌｌｉｔｕｓ，
Ｔ２ＤＭ） ［７］ 、 肥胖［８］以及免疫性疾病［９］ 的发生发展中

起重要作用， 且可能参与 ＧＤＭ 发病。 目前关于孕妇

肠道菌群和 ＧＤＭ 相关性的报道较少， 且研究对象多

处于中 ／ 晚孕期［１０⁃１３］ ， 缺乏早孕期研究证据。 本研究

探讨早 ／ 中孕期女性肠道菌群物种及功能特点， 并分

析其与 ＧＤＭ 的关系。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象及分组

１􀆰 １􀆰 １　 研究对象

本研究为前瞻性队列研究。 研究对象为 ２０１７ 年

５ 月至 １２ 月北京协和医院产科招募的妊娠期女性。
纳入标准： （１）： 孕 １３＋６周前建档产检； （２） 单

胎妊娠； （３） 年龄 ２０～ ４５ 岁； （４） 规律产检并可按

要求进行随访。
排除标准： （１） 孕前或早孕期明确诊断患有任

何类型的糖尿病， 包括 １ 型糖尿病、 Ｔ２ＤＭ 和其他特

殊类型糖尿病； （２） 患有胃肠道疾病、 高血压、 自

身免疫性疾病等； （３） 孕前接受大型胃肠道手术者；
（４） 近 ３ 个月内服用抗生素者。
１􀆰 １􀆰 ２　 分组

根据 《妊娠合并糖尿病诊治指南 （２０１４） 》 ［１４］ ，
将妊娠 ２４ ～ ２８ 周经 ７５ ｇ 口服葡萄糖耐量试验 （ｏｒａｌ
ｇｌｕｃｏｓｅ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ ｔｅｓｔ， ＯＧＴＴ） 确诊为 ＧＤＭ 的孕妇纳

入研究组， 无 ＧＤＭ 的孕妇设为对照组。
本研 究 已 在 ｃｌｉｎｉｃａｌｔｒａｉｌｓ􀆰 ｇｏｖ 注 册 （ 注 册 号：

ＮＣＴ０４４２０５０７）， 并通过北京协和医院伦理审查委员

会审批 （审批号： ＪＳ⁃１５３５）。
１􀆰 ２　 研究方法

１􀆰 ２􀆰 １　 一般临床资料收集

在研究对象入组时进行问卷调查， 内容包括： 年

龄、 孕前体质量指数 （ｂｏｄｙ ｍａｓｓ ｉｎｄｅｘ， ＢＭＩ）、 本次

妊娠情况 （孕 ／ 产次、 预产期、 辅助生殖方式）、 既

往病史等。
１􀆰 ２􀆰 ２　 粪便样本采集

分别于早孕期 （９～１３＋６周） （Ｔ１） 和中孕期 （２４～
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Ｖｏｌ􀆰 １２ Ｎｏ􀆰 ５　 ７２３　　

２７＋６周） （Ｔ２） 使用可常温保存的粪便采样标本管

（ＰＳＰ􀳏 Ｓｐｉｎ Ｓｔｏｏｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ， 德国 Ｓｔｒａｔｅｃ 公司） 留取

粪便标本 （嘱孕妇使用适配的无菌采样器取新鲜粪

便约 １ ｇ 浸泡于标本管内保存液中）， 避光室温保存

并于产检随访时上交， 所有标本于留取 １ 周内进行粪

便 ＤＮＡ 提取［１５］ 。
１􀆰 ２􀆰 ３　 样本 ＤＮＡ 提取、 扩增、 纯化和测序

采用十六烷基三甲基溴化铵 （ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ⁃
ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ， ＣＴＡＢ） 法对样本的基因组 ＤＮＡ
进行提取， 并将提取的 ＤＮＡ 用无菌水稀释至１ ｍｇ ／ Ｌ。
以稀释后的基因组 ＤＮＡ 为模板， 使用带 Ｂａｒｃｏｄｅ 的特

异引物 ５１５Ｆ⁃８０６Ｒ 对 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ４ 测序区域进行特

异性 扩 增。 ＰＣＲ 体 系： Ｐｈｕｓｉｏｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ ２ × ）
１５ μＬ， Ｐｒｉｍｅｒ （２ μｍｏｌ ／ Ｌ） ３ μＬ， ｇＤＮＡ （１ ｍｇ ／ Ｌ）
１０ μＬ， 无菌双蒸水补齐至 ３０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：
９８ ℃预变性 １ ｍｉｎ； ９８ ℃变性 １０ ｓ， ５０ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 ３０ ｓ， 共 ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ； ４ ℃
保存。 根据 ＰＣＲ 产物浓度与载样缓冲液进行等量混

样， 充分混匀后使用 ２％的琼脂糖凝胶电泳进行 ＰＣＲ
产物检测。 使用 ＴｒｕＳｅｑ􀳏 ＤＮＡ ＰＣＲ⁃Ｆｒｅｅ Ｓａｍｐｌｅ Ｐｒｅｐ⁃
ａｒａｔｉｏｎ Ｋｉｔ （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司） 建库试剂盒进行文库

构建， 构建好的文库经 Ｑｕｂｉｔ 定量和文库检测， 合格

后使用 ＨｉＳｅｑ ２５００ 平台 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ 公司） 上机进

行高通量测序。
１􀆰 ２􀆰 ４　 生物信息学分析

默认以 ９７％的一致性将序列聚类为操作分类单

元 （ ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｕｎｉｔｓ， ＯＴＵｓ）。 根据 ＯＴＵｓ
聚类结果进行物种注释并统计基于丰度的物种分布

情况， 然后对各样品的数据进行均一化处理并分

析， 包括： （１） Ａｌｐｈａ 多样性： 采用 Ｑｉｉｍｅ １􀆰 ９􀆰 １ 软

件进行分析， 以 Ｃｈａｏ１ 指数评估菌群丰度， Ｓｈａｎｎｏｎ
指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映菌群多样性； （２） Ｂｅｔａ 多

样性： 采用 Ｒ ２􀆰 １５􀆰 ３ 软件的 Ａｄｏｎｉｓ 进行分析， 以

反映组间群落结构的相似性； （３） 差异物种鉴别：
采用线性判别分析 （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｅｆｆｅｃｔ
ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） １􀆰 ４０􀆰 ０ 软件寻找组间相对丰度有统计

学差异的物种 （设置 ＬＤＡ ｓｃｏｒｅ 的筛选值为 ３）；
（４） Ｔａｘ４Ｆｕｎ 功能预测［１６］与差异比较： 提取京都基

因与基因组百科全书 （ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ） 数据库原核生物全基因组 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因序列并利用 ＢＬＡＳＴＮ 算法将其比对至 ＳＩＬ⁃
ＶＡ ＳＳＵ Ｒｅｆ ＮＲ 数 据 库 建 立 相 关 矩 阵， 将 通 过

ＵＰｒｏＣ （ ｕｌｔｒａ⁃ｆａｓｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ） 注释

的 ＫＥＧＧ 数据库原核生物全基因组功能信息对应至

ＳＩＬＶＡ 数据库中， 实现 ＳＩＬＶＡ 数据库功能注释。 所

有标本的测序数据以 ＳＩＬＶＡ 数据库序列为参考序列

聚类出 ＯＴＵｓ， 进而获取基因功能注释信息， 采用

ｒｅｐｏｒｔｅｒ ｓｃｏｒｅ 的差异富集法分析各组包含的 ＫＥＧＧ
通路的丰度差异， 其绝对值大于 １􀆰 ６ （相当于正态

分布 ９０％ ＣＩ）， 说明差异显著。
１􀆰 ３　 样本量估算

根据研究目的， 选择孕期女性粪便中的 ＯＴＵｓ 为

计算样本量的指标。 据文献报道［１７］ ， 孕期 ＯＴＵｓ 平

均值为 １６０±５􀆰 ７， 依据专家建议， 以均数改变 ２５％为

假 设 检 验 可 检 验 的 最 小 差 异， 根 据 公 式

Ñ ＝ ２ σ^２
（Ｚ１－α ／ ２ ＋ Ｚ１－β ／ ２）

２

δ２
（注： σ 为总体标准差估

计值， δ 为期望的效应差值， 检验水准 α ＝ ０􀆰 ０５， 把

握度 １－β＝ ０􀆰 ８， Ｚ 为给定累积概率下标准正态分布的

界值） 计算出研究组最小样本量为 ３０ 例。 假设失访

率 ５％， 根据既往统计 ＧＤＭ 患病率为 ２５％， 计算所

需入组研究对象共为 １２７ 例。
１􀆰 ４　 质量控制

本研究由经标准化培训的 ３ 名研究员进行研究对

象的招募入组、 标本收集指导和随访工作， 并留存研

究完整记录。 采用常温粪便采样标本管留取标本以避

免标本提取前变质失效， 由研究员把控取样流程， 严

格遵循采样和检验的时效性要求。
１􀆰 ５　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行统计学分析。 符合正态

分布的计量资料以均数±标准差表示， 组间比较采用

独立样本 ｔ 检验； 非正态分布计量资料以中位数 （四
分位数） 表示， 组间比较采用 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验。
计数资料以频数 （百分数） 表示， 组间比较采用 χ２

检验。 采用受试者工作特征 （ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒ⁃
ａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ， ＲＯＣ） 曲线分析菌群各指标的最佳临界值。
采用多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性

及菌群相对丰度与 ＧＤＭ 的关系。 以 Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异

具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 一般临床资料

共 １４５ 例符合纳入和排除标准的孕妇入选本研究。
其中研究组 ３４ 例、 对照组 １１１ 例。 研究组孕妇年龄及

７５ ｇ ＯＧＴＴ ０ ｈ、 １ ｈ、 ２ ｈ 血糖值均明显高于对照组 （Ｐ
均＜０􀆰 ０５）， 孕前 ＢＭＩ、 ＧＤＭ 诊断孕周以及经产妇比率

等与对照组差异无统计学意义 （Ｐ 均＞０􀆰 ０５） （表 １）。
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２􀆰 ２　 肠道菌群物种差异及与妊娠期糖尿病的关系

２􀆰 ２􀆰 １　 两组早 ／ 中孕期肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性和 Ｂｅｔａ
多样性比较

Ａｌｐｈａ 多样性分析显示， 研究组早孕期肠道菌群

的 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数低于对照组 （Ｐ 均＜
０􀆰 ０５）， Ｃｈａｏ１ 指数无显著差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５） （表 ２），
中孕期时各指数与对照组比较差异均无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）； 两组患者早孕期与中孕期组内比较， 各

指数差异亦无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）。 采用 ＲＯＣ 曲

线分析确定早孕期 Ａｌｐｈａ 多样性各指数的最佳临界值

（ Ｃｈａｏ１ 指 数 为 １５４４􀆰 １３、 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 为 ６􀆰 ５１、
Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０􀆰 ９６）。 多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析在调

整年龄、 孕前 ＢＭＩ 后显示， 早孕期 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数≤
６􀆰 ５１、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数≤０􀆰 ９６ 是中孕期发生 ＧＤＭ 的危

险因素 （表 ２）。
Ｂｅｔａ 多样性分析结果显示， 研究组早孕期和中孕

期肠道菌群组成结构与对照组比较均无明显差异

（ＰＴ１ ＝ ０􀆰 １４８， ＰＴ２ ＝ ０􀆰 ４９８）； 组内早 ／ 中孕期的比较

中， 对照组显示出明显差异 （Ｐ ＝ ０􀆰 ０１）， 而研究组

无显著差异 （Ｐ＝ ０􀆰 ６０８）。
２􀆰 ２􀆰 ２　 两组早 ／ 中孕期肠道菌群物种差异分析

早孕期时， 研究组有 １５ 个类群的相对丰度明显低

于对照组， 在属水平上拟普雷沃菌属 （Ａｌｌｏｐｒｅｖｏｔｅｌｌａ）
和毛菌属 （Ｌｅｐｔｏｔｒｉｃｈｉａ） 的相对丰度明显低于对照

组 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 中孕期时， 研究组有 １３ 个类群的

相对丰度与对照组存在显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 研究

组拟杆菌目 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄａｌｅｓ） 及其亲本分类群拟杆菌

门 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ） 和拟杆菌纲 （Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｉａ）， 以及

巨单胞菌属 （Ｍｅｇａｍｏｎａｓ） 及其亲本分类群 ｃ＿ Ｎｅｇａｔｉｖｉ⁃
ｃｕｔｅｓ 和 ｏ＿ Ｓｅｌｅｎｏｍｏｎａｄａｌｅｓ 相对丰度均高于对照组 （Ｐ
均＜０􀆰 ０５）， 梭菌目 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａｌｅｓ） 及其亲本分类群

厚壁菌门 （Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和梭菌纲 （Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ） 的相

对丰度均低于对照组 （Ｐ 均＜０􀆰 ０５） （图 １）。
２􀆰 ２􀆰 ３　 早孕期肠道菌群主要物种相对丰度与 ＧＤＭ 的

关系

由于 ＬＥｆＳｅ 分析显示， 研究组在早孕期肠道菌

群多个类群的相对丰度明显低于对照组， 为探索与

中孕期发生 ＧＤＭ 相关的早孕期肠道菌群特征菌

属， 采用 ＲＯＣ 曲线下面积法计算早孕期肠道菌群

主要物种 （在属水平上相对丰度排名前 ３５ 的物

种） 相对丰度的最优临界值。 以中孕期是否合并

ＧＤＭ 为因变量， 早孕期肠道菌群主要物种为自变量

进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析， 校正年龄、 孕前 ＢＭＩ 后， 早

孕期拟普雷沃菌属相对丰度≤０􀆰 ００４、 毛螺菌属相对

表 １　 两组孕妇的临床特征比较

指标 研究组 （ｎ＝ ３４） 对照组 （ｎ＝ １１１） Ｐ 值

年龄 （ｘ±ｓ， 岁） ３５􀆰 ５±４􀆰 ３ ３２􀆰 ３±３􀆰 ９ ＜０􀆰 ００１
经产妇 ［ｎ （％） ］ １３ （３８􀆰 ２） ２４ （２１􀆰 ６） ０􀆰 ０５２

孕前 ＢＭＩ （ｘ±ｓ， ｋｇ ／ ｍ２） ２２􀆰 ８±３􀆰 ８ ２１􀆰 ９±２􀆰 ６ ０􀆰 １８７

７５ ｇ ＯＧＴＴ （ｘ±ｓ， ｍｍｏｌ ／ Ｌ）
　 ０ ｈ 血糖 ４􀆰 ９±０􀆰 ４ ４􀆰 ５±０􀆰 ２ ＜０􀆰 ００１

　 １ ｈ 血糖 ９􀆰 ２±１􀆰 ６ ７􀆰 ３±１􀆰 ３ ＜０􀆰 ００１
　 ２ ｈ 血糖 ８􀆰 ３±１􀆰 ３ ６􀆰 ４±０􀆰 ９ ＜０􀆰 ００１
ＧＤＭ 诊断孕周 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， 周］ ２４􀆰 ９ （２４􀆰 ３， ２５􀆰 ６） ２４􀆰 ７ （２４􀆰 １， ２５􀆰 ４） ０􀆰 １５３
早孕期留取标本孕周 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， 周］ １２􀆰 ６ （１２􀆰 ０， １３􀆰 ６） １２􀆰 ７ （１２􀆰 １， １３􀆰 ４） ０􀆰 ６３２
中孕期留取标本孕周 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５）， 周］ ２５􀆰 ５ （２４􀆰 ６， ２６􀆰 ４） ２５􀆰 ５ （２４􀆰 ４， ２６􀆰 ７） ０􀆰 ６４７

ＢＭＩ： 体质量指数； ＯＧＴＴ： 口服葡萄糖耐量试验； ＧＤＭ： 妊娠期糖尿病

表 ２　 两组早孕期肠道菌群 Ａｌｐｈａ 多样性比较及多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析

Ａｌｐｈａ 多样性指数 研究组 （ｎ＝ ３４） 对照组 （ｎ＝ １１１） Ｐ 值
多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析∗

取值范围 ＯＲ （９５％ ＣＩ） Ｐ 值

Ｃｈａｏ１ 指数 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） ］ ９１８􀆰 ９ （７４９􀆰 ４， １４５０􀆰 ７） １０８２􀆰 ３ （８５７􀆰 １， ２０３７􀆰 １） ０􀆰 １１９ ≤１５４４􀆰 １ １
＞１５４４􀆰 １ ０􀆰 ４９ （０􀆰 １９～１􀆰 ２７） ０􀆰 １４４

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数 （ｘ±ｓ） ６􀆰 １９±０􀆰 ９３ ６􀆰 ６０±０􀆰 ８４ ０􀆰 ０１９ ≤６􀆰 ５１ ３􀆰 １５ （１􀆰 ３２～７􀆰 ５２） ０􀆰 ００９
＞６􀆰 ５１ １

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 ［Ｍ （Ｐ２５， Ｐ７５） ］ 　 ０􀆰 ９６ （０􀆰 ９４， ０􀆰 ９７） ０􀆰 ９７ （０􀆰 ９５， ０􀆰 ９８） ０􀆰 ００４ ≤０􀆰 ９６ ２􀆰 ５４ （１􀆰 ０９～５􀆰 ８９） ０􀆰 ０３０

＞０􀆰 ９６ １
∗多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析调整因素包括年龄和孕前体质量指数
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图 １　 两组肠道菌群物种差异的 ＬＥｆＳｅ 分析

Ａ􀆰 早孕期； Ｂ􀆰 中孕期

丰度 （Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａ） ≤０􀆰 ０１０７ 是中孕期发生 ＧＤＭ 的

危险因素 （Ｐ＜０􀆰 ０５） （表 ３）。

表 ３　 早孕期肠道菌群主要物种与 ＧＤＭ 关系的多因素

Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析结果

菌属 取值范围
多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析∗

ＯＲ （９５％ ＣＩ） Ｐ 值 Ｒ２

拟普雷沃菌属 ≤０􀆰 ００４ ２􀆰 ６５ （１􀆰 ０９～６􀆰 ４４） ０􀆰 ０３２ ０􀆰 １４４

＞ ０􀆰 ００４ １

毛螺菌属 ≤０􀆰 ０１０７ ３􀆰 １７ （１􀆰 ３３～７􀆰 ５５） ０􀆰 ００９ ０􀆰 １５３

＞０􀆰 ０１０７ １

罗氏菌属 ≤０􀆰 ０１４８ １

＞０􀆰 ０１４８ ２􀆰 ０６ （０􀆰 ８３～５􀆰 １３） ０􀆰 １２１ ０􀆰 １０６

巨单胞菌属 ≤０􀆰 ００１ ３３ １

＞０􀆰 ００１ ３３ ２􀆰 ７５ （０􀆰 ９４～８􀆰 ０４） ０􀆰 ０６４ ０􀆰 ０８９

ＧＤＭ： 同表 １； ∗同表 ２

２􀆰 ２􀆰 ４　 两组早 ／ 中孕期肠道菌群功能差异分析

两组早孕期肠道菌群功能通路相对丰度较少存在

差异， 仅脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ＬＰＳ） 合成和磷

酸转移酶系统 （ｐｈｏｓｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ｓｙｓｔｅｍ， ＰＴＳ） 等通

路在 ＧＤＭ 组富集， 而鞭毛装配和细菌趋化性通路在

对照组富集。 中孕期时， 与能量代谢 （氧化磷酸

化）、 糖代谢 （三羧酸循环、 ＰＴＳ、 半乳糖代谢、 戊

糖⁃葡萄糖醛酸转换）、 细菌生物膜合成 （ＬＰＳ 合成、
甘油磷脂代谢）、 氨基酸代谢和维生素及辅因子代谢

（叶酸合成、 烟酸及烟碱代谢、 核黄素代谢、 抗坏血

酸代谢） 相关的通路在研究组显著富集 （图 ２）。

３　 讨论

本研究对早 ／ 中孕期妇女的肠道微生物群落组成

和功能进行分析， 发现 ＧＤＭ 患者孕早期时的肠道菌

群物种多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数明显低于

对照组 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， 且早孕期 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数≤６􀆰 ５１
（ＯＲ ＝ ３􀆰 １５， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ３２ ～ ７􀆰 ５２）、 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数≤
０􀆰 ９６ （ＯＲ＝２􀆰 ５４， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９～ ５􀆰 ８９）、 拟普雷沃菌

属相对丰度≤０􀆰 ００４ （ＯＲ ＝ ２􀆰 ６５， ９５％ ＣＩ： １􀆰 ０９ ～
６􀆰 ４４）、 毛螺菌属相对丰度≤０􀆰 ０１０７ （ＯＲ ＝ ３􀆰 １７， ９５％
ＣＩ： １􀆰 ３３～７􀆰 ５５） 是中孕期发生 ＧＤＭ 的危险因素。 菌

群功能预测及比较分析发现， ＧＤＭ 患者在中孕期时与

糖代谢、 能量代谢等相关的通路呈富集状态。
肠道丰富的菌群及其结构多样性有助于宿主维持

物质和能量代谢等功能的稳定及有效抵御致病性微生

物的入侵［１８］ ， 肠道微生物多样性降低与肥胖、 胰岛

素抵抗和血脂异常相关［１９］ 。 Ａｌｐｈａ 多样性反映样本内

群落 的 丰 富 度 和 多 样 性， 其 中 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数反映群落的物种多样性， Ｃｈａｏ１ 指数反映

群落的丰富度。 本研究中 ＧＤＭ 组早孕期肠道菌群的

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数均显著低于对照组， 且

多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 分 析 显 示 早 孕 期 Ｓｈａｎｎｏｎ 指 数 与

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数降低是 ＧＤＭ 发生的危险因素， 提示早孕

期肠道菌群物种多样性的降低可能与中孕期发生 ＧＤＭ
存在一定关系， 与 Ｍａ 等［２０］针对早孕期肠道菌群特征

与 ＧＤＭ 关系的前瞻性研究结果一致。 本研究中两组
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图 ２　 两组肠道菌群功能通路相对丰度富集分析

Ａ􀆰 早孕期； Ｂ􀆰 中孕期

组内和组间的比较中， Ｃｈａｏ１ 指数均未显示出差异，
提示孕妇肠道菌群的群落丰度可能较为稳定。

Ｂｅｔａ 多样性反映组间群落组成结构的差异。 本研

究仅在对照组的早 ／ 中孕期比较中 Ｂｅｔａ 多样性存在显

著差异， 提示随着孕期改变， 健康孕妇的肠道菌群群

落结构会发生变化。 Ｋｏｒｅｎ 等［１７］ 比较了 ９１ 名孕妇早

孕期和晚孕期的肠道菌群变化， 发现其 Ｂｅｔａ 多样性

存在显著差异， 且与是否患 ＧＤＭ 无关。 肠道菌群

Ｂｅｔａ 多样性是否随孕期进展或 ＧＤＭ 疾病状态变化而

发生改变目前尚不明确， 可能与肠道菌群易受饮食结

构、 人种、 地域影响有关［２１］ 。
孕期肠道微生物的群落组成保持相对稳定状态，

均以拟杆菌门和厚壁菌门为主， 辅以放线菌门和变形

菌门［１３，１７］ 。 本研究 ＬＥｆＳｅ 分析显示， 中孕期时 ＧＤＭ
组拟杆菌门相对丰度高于健康孕妇， 而厚壁菌门相对

丰度低于健康孕妇， 此种拟杆菌占比增高而梭菌占比

减少的分布特点与 Ｔ２ＤＭ 患者肠道菌群的分布相

似［１９］ 。 多项研究报道拟杆菌门 ／ 厚壁菌门的比值与血

糖、 胰岛素抵抗［２２］呈正相关。 ＧＤＭ 孕妇即使在分娩

后， 其肠道菌群的厚壁菌门相对丰度仍低于健康对照

孕妇， 这可能是 ＧＤＭ 孕妇患 Ｔ２ＤＭ 风险增加的原因

之一［２３］ 。 ＧＤＭ 组中孕期时巨单胞菌属及其亲本分类

群的相对丰度明显高于对照组， 与 Ｋｕａｎｇ 等［１３］ 针对

中孕期 ＧＤＭ 患者肠道菌群进行的宏基因组分析结果
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一致。 针对冠心病患者的研究发现， 巨单胞菌属相对

丰度与胆固醇水平呈正相关［２４］ ， 提示巨单胞菌属可

能与宿主的糖脂代谢异常存在一定相关性。
本研究多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析提示， 早孕期拟

普雷沃菌属和毛螺菌属的相对丰度降低可能是中孕期

发生 ＧＤＭ 的危险因素。 既往有动物实验发现， 高糖

或高脂饮食均可使小鼠肠道中的拟普雷沃菌属丰度降

低， 而给予益生菌干预后其丰度可回升［２５］ 。 拟普雷

沃菌属在心血管疾病高风险的人群肠道中相对丰度明

显降低， 表明拟普雷沃菌属丰度降低可能与糖脂代谢

紊乱有关， 进而引起 ＧＤＭ［２６］ 。 毛螺菌属能分泌短链

脂肪酸 （ ｓｈｏｒｔ ｃｈａｉｎ ｆａｔｔｙ ａｃｉｄｓ， ＳＣＦＡｓ） ［２７］ ， 在糖尿

病动物实验中被发现毛螺菌属的相对丰度与血糖呈负

相关［２８］ 。 食物中不能被直接消化的碳水化合物在肠

道会经特殊菌群发酵， 生成包括乙酸、 丙酸、 丁酸在

内的多种 ＳＣＦＡｓ， ＳＣＦＡｓ 减少可能与胰岛素抵抗加重

有关［２９］ 。 此外， ＳＣＦＡｓ 参与维持肠道黏膜屏障的完

整性， 其分泌减少会增加肠壁渗透性， 减弱肠黏膜屏

障功能， 使肠道内的条件致病菌、 ＬＰＳ 等渗透进入血

液循环， 引发全身慢性炎症反应， 加重胰岛素抵

抗［３０⁃３１］ 。 本研究对肠道菌群功能的分析亦发现， 与

对照组相比， ＧＤＭ 患者早孕期时 ＬＰＳ 合成相关通路

明显富集。 分泌 ＳＣＦＡｓ 菌的减少以及 ＬＰＳ 的增加可

能共同加剧了孕妇糖代谢的异常。 孕中期时 ＧＤＭ 已

经发生， 表现为与能量、 糖和氨基酸代谢等相关的多

种菌群功能的富集， 可能是在高糖环境下， 肠道菌群

作出的代偿性反应， 即为适应宿主的高糖代谢状态，
肠道菌群适应性地加强了自身对糖和能量代谢等的处

理能力， 此种菌群功能的特征性改变可作为 ＧＤＭ 的

干预靶点。
目前研究认为， 肠道菌群紊乱导致的产丁酸菌的

减少、 ＬＰＳ 增多， 是发生胰岛素抵抗和代谢综合征的

原因之一［７，３２］ 。 因此， 进行菌群干预可能对 ＧＤＭ 的

早期预防有一定效果。 利用益生菌、 益生元对 ＧＤＭ
进行干预的临床研究已有报道。 Ｃａｌｌａｗａｙ 等［３３］ 应用

益生菌来对超重 ／ 肥胖女性进行干预， 结果并未发现

早孕期补充益生菌能够预防 ＧＤＭ 的发生。 一项纳入

１１ 项临床研究的 Ｍｅｔａ 分析显示， 补充益生菌似乎能

改善 ＧＤＭ 孕妇的血糖、 血脂、 炎症及氧化应激状

态［３４］ 。 但目前通过肠道菌群干预来预防 ／ 缓解 ＧＤＭ
的研究较少， 尚无确切结论。

本研究尚有不足之处： （１） 由于缺乏孕妇孕期

饮食结构和能量摄入的相关数据， 饮食结构的个体化

差异可能影响 ＧＤＭ 的发生。 （２） 本研究样本量较

小， 而肠道菌群的个体差异较大， 结果可能存在偏

倚。 后续的研究可借助多种组学方法优化研究设计，
根据饮食结构等影响因素作分层分析， 在本研究的基

础上进一步明确肠道菌群与 ＧＤＭ 间的因果关系， 强

调肠道菌群的物种及其功能在 ＧＤＭ 发生发展中的意

义， 以期发现可应用于临床的 ＧＤＭ 预防与治疗靶点。
综上， 与健康孕妇相比， 中孕期 ＧＤＭ 患者肠道

菌群的功能特点为 ＬＰＳ 合成、 能量代谢、 糖代谢和

氨基酸代谢相关通路显著富集。 早孕期肠道菌群物种

多样性降低及某些菌属的丰度降低是发生 ＧＤＭ 的危

险因素。
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ｍａｎ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ［Ｊ］． Ｇｅｎｏｍｅ Ｍｅｄ， ２０１６， ８： ５１．

［１９］ Ｌｅ Ｃｈａｔｅｌｉｅｒ Ｅ， Ｎｉｅｌｓｅｎ Ｔ， Ｑｉｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｒｉｃｈｎｅｓｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ［ Ｊ］． Ｎａ⁃
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