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乙型肝炎失代偿期肝硬化患者肠道菌群特征
王艺璇 1,2  李炜 1  程丹颖 1  刘顺爱 2  张珊 1  韩铭 2  朱琳 1  孙静 1  邢卉春 1

【摘要】目的  观察乙型肝炎失代偿期肝硬化患者肠道菌群特征。方法  收集首都医科大学附属北

京地坛医院收治的符合入排标准的乙型肝炎失代偿期肝硬化患者及健康者粪便标本共82例，其中乙型

肝炎失代偿期肝硬化且不合并其他感染者41例和健康对照者41例。所有标本均进行细菌16S rDNA高通

量测序，并用Qiime软件、R软件以及LEfSe软件分析菌群构成、丰度和差异性等特征，同时分析两组

研究对象肝硬化生态失调比值的差异。结果  乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者粪便菌群丰度及多样性较

健康对照组显著降低，Weighted Unifrac的Beta多样性分析显示两组研究对象肠道菌群结构差异有统计

学意义（P = 0.004）。门水平方面，乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者厚壁菌门丰度较健康对照组显著

降低（Z =－2.57、P = 0.045）。属水平方面，乙型肝炎失代偿期肝硬化患者组链球菌属、梭杆菌属、

韦荣球菌属和嗜血杆菌属丰度较健康对照组显著增加（P均＜ 0.05）；毛螺菌属、Dorea、Dialister、
Subdoligranulum丰度较健康对照组显著降低（P均＜ 0.05）。使用LEfSe软件比较两组人群菌群差异及

其功能，发现两组间具有显著差异的菌群生物学指标有乳杆菌目、梭菌目毛螺菌科及瘤胃菌科（LDA ＞ 
4）。结论  乙型肝炎失代偿期肝硬化且不合并感染者的肠道菌群多样性显著降低、厚壁菌门相对丰度

显著降低，存在显著的肠道菌群失衡，但菌群失衡程度较轻，涉及显著变化的菌属较少。 
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【Abstract】Objective  To investigate the characteristics of intestinal flora of patients with hepatitis 
B related decompensated cirrhosis. Methods  Total of 82 fecal specimens were collected from patients with 
hepatitis B related decompensated cirrhosis and healthy persons in Beijing Ditan Hospital, Capital Medical 
University, including 41 patients with hepatitis B related decompensated cirrhosis without other infection and 
41 healthy controls. All samples were sequenced by 16S rDNA high-throughput sequencing. The composition, 
abundance and difference of bacterial flora were analyzed by Qiime, R and LEfSe softwares, while the 
difference of ecological imbalance ratio between the two groups was also analyzed. Results  The abundance 
and diversity of fecal microflora of hepatitis B related decompensated cirrhosis group were significantly lower 
than that of healthy control group. The Beta diversity analysis of Weighted Unifrac showed that there was 
significant difference in intestinal microflora composition between the two groups (P = 0.004). On phylum 
level, the abundance of firmicutes was significantly decreased in hepatitis B related decompensated cirrhosis 
group (Z =－2.57, P = 0.045). On genus level, the abundance of Streptococcus, Fusobacterium, Veillonella, 
and Haemophilus were significantly increased in hepatitis B related decompensated cirrhosis group (all P < 
0.05). While Lachnospira, Dorea, Dialister and Subdoligranulum were significantly decreased (all P < 0.05). 
LEfSe was used to compare the difference of flora and its function between the two groups. It was found that 
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the biological indexes of Firmicutes Bacilli Lactobacillales, Clostridiales Lachnospira and Ruminococcaceae 
in both groups were significantly different (LDA > 4). Conclusions  The diversity of intestinal flora and 
the relative abundance of thick-walled bacteria in patients with hepatitis B related decompensated cirrhosis 
without other infection were significantly decreased, and there was a significant imbalance of intestinal flora, 
but the degree of imbalance was mild and the number of bacteria with significant variation was less. 
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 乙型肝炎肝硬化是乙型肝炎病毒（hepatitis B 
virus，HBV）持续感染，且长期反复作用所致的

以肝脏弥漫性纤维化伴假小叶形成为主的肝脏病理

性改变。乙型肝炎肝硬化失代偿期患者会出现明显

的临床症状，常见腹水、胃底食管静脉曲张及肝性

脑病等，位居全球致死病因第14位[1-3]。肠道菌群

与肝脏因肠-肝轴相互联系，其菌群种类、比例与

肠道炎症息息相关，亦在肝硬化进展中发挥重要作

用[4-5]。本研究拟通过细菌16S rRNA高通量测序，

初步探索乙型肝炎肝硬化失代偿期且未合并其他感

染者的肠道菌群特征，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象  
本研究为单中心横断面研究，选取首都医科

大学附属北京地坛医院2017年11月至2018年8月收

治的41例乙型肝炎失代偿期肝硬化患者及同期本院

体检中心招募的41例健康人群为研究对象。

乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者年龄为

18～65岁，诊断标准参考中华医学会肝病学分会、

中华医学会感染病学分会制定的《慢性乙型肝炎防

治指南》（2015年版）[1]。

入选标准：①既往有乙型肝炎病史或HBsAg阳
性6个月以上；②6个月内肝组织活检Ishak评分≥ 
F5或影像学（彩色多普勒超声、CT或MRI）提示

有肝硬化（如超声见肝脏缩小、表面不平、实质回

声不均、呈结节状，门静脉或脾静脉内经增宽或胃

镜提示食道胃底静脉曲张等）或肝脏硬度检查值＞               
12 kPa（1 mmHg = 0.133 kPa）；③Child-Pugh评分≥ 
7分（B或C级）。

排除标准：①合并其他感染或发生肝性脑病

及自发性细菌性腹膜炎；②入院前2个月内曾系统

使用抗菌药物、微生态制剂及质子泵抑制剂；③合

并其他病毒感染的急慢性肝炎、自身免疫性肝炎、

原发性胆汁性肝硬化、酒精性肝硬化及脂肪肝等其

他肝病；④有其他肠道及系统性疾病；⑤孕期及哺

乳期妇女。

健康对照组由41例18～65岁、于本院体检的

健康志愿者组成，入选标准：①符合世界卫生组织

对健康的定义（即在身体、精神和社会等方面均处

于良好状态），其体格检查、血尿常规、肝肾功

能、HBV表面标志物、丙型肝炎病毒抗体、自身

免疫性肝炎指标及腹部超声检查结果均在正常范

围。

排除标准：①高血压、糖尿病、肥胖、代谢

综合征、各种胃肠道疾病及肝病；②体检前2个月

内曾系统使用过抗菌药物、微生态制剂及质子泵抑

制剂；③孕期及哺乳期妇女。

本研究经首都医科大学附属北京地坛医院医

学伦理委员会审批通过，研究对象均签署知情同意

书。

二、肠道菌群检测

健康对照组与乙型肝炎失代偿期肝硬化患者

均留取粪便标本，取样时间为入院3 d内早晨6～11
点，粪便标本排出于无菌留便盒中，1 h内转入－

80 ℃冰箱冻存。选用QIAamp DNA Stool Mini kit
（德国Qiagen公司），根据实验手册提取粪便样

本细菌DNA并检测其浓度及纯度；样本DNA冷链

运送至北京诺禾致源科技股份有限公司，进行16S 
rRNA基因V3～V4区高通量测序。

选用带Barcode的特异性引物341F/806R及

Phusion High-Fidelity PCR Master Mix（美国

Thermo Fisher公司）体系进行PCR扩增，引物序

列为：341F-5'-CCTAYGGGRBGCASCAG-3'，
806R-5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'。PCR产
物用2%琼脂糖凝胶电泳，Gene JET胶回收试剂盒

（美国Thermo Fisher公司）回收目的条带。最后用

Ion Plus Fragment Library Kit 48 rxns（美国Thermo 
Fisher公司）建库试剂盒进行文库构建，经Qubit
定量和文库检测合格后，使用Ion S5TMXL（美国

Thermo Fisher公司）上机测序。

三、肠道菌群数据生物学分析  
Reads序列通过UCHIME Algorithm比对，得
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到有效数据Clean Reads；利用Uparse软件对所有

Clean Reads聚类，以97%的一致性将序列聚类

成OTUs，用Mothur方法（阈值为0.8～1）分析

微生物群落总丰度及多样性；用Qiime软件计算

Chao1、Shannon及Simpson指数。Chao1指数反映

样本群落物种总数，不考虑群落中每个物种的丰

度。Simpson指数反映样品群落物种多样性，即随

机抽取两个个体属于不同种的概率，Simpson指数

越大，说明群落多样性越高。Shannon指数反映样

品群落物种多样性，受物种丰富度及均匀度影响，

Shannon值越大，说明群落多样性越高。

使用R软件绘制稀释曲线、PCA和PCoA图，

LEfSe软件进行LEfSe分析。LEfSe是综合分析OTUs、
基因、代谢、功能及分型等条件基础上，发现高维

生物标志和揭示基因组特征的软件，其中LDA值＞ 4
即认为组间具有显著差异的生物学指标[6]。

四、临床生化指标 
健康对照组及乙型肝炎失代偿期肝硬化患者在

入组时检测血尿常规、肝肾功能、凝血功能、HBV
表面标志物、抗-HCV、自身免疫性肝病指标、腹

部超声、终末期肝病模型（model for end-stage liver 
disease，MELD）评分。询问并记录入组前1个月饮

食习惯，混合饮食为素食和肉食均食用。

五、统计学处理 
采用SPSS 22.0软件进行统计分析。患者年

龄、身体质量指数（body mass index，BMI）、

MELD评分为计量资料且呈正态分布，以 x ± s
表示，组间比较采用两独立样本 t检验；AST、

A L T 、 A L B 、总胆红素、国际标准化比值

（international normalized ratio，INR）为计量资

料且不符合正态分布，以中位数（P25，P75）表

示，组间比较采用非参数Mann-Whitney U检验；两

组研究对象性别为计数资料采用卡方检验。以P ＜ 
0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、82例研究对象的一般资料

共收集首都医科大学附属北京地坛医院的82
例研究对象的粪便样本，包括41例健康对照和41
例乙型肝炎失代偿期肝硬化患者的样本。研究对

象的一般资料见表1。与健康对照组相比，乙型肝

炎失代偿期肝硬化组丙氨酸氨基转移酶（alanine 

aminotransferase，ALT）、天门冬氨酸氨基转移

酶（aspartate aminotransferase，AST）和总胆红素

水平显著升高，白蛋白（albumin，ALB）显著降

低。

二、Alpha多样性分析 
送检的82例样本共聚类为1 296 OTUs，其中健

康对照组1 150 OTUs，乙型肝炎失代偿期肝硬化组

970 OTUs。两组有824 OTUs相同，乙型肝炎失代

偿期肝硬化组患者特有146 OTUs。所有样本稀释

曲线均趋向平坦，测序数据量渐进合理，测序深度

达到预期。健康对照组和乙型肝炎失代偿期肝硬

化组的参数分别为：Chao1指数（356.9 vs. 302.9，
Z =－2.69、P = 0.0015）、Shannon指数（5.12 vs. 
4.72，Z =－2.27、P = 0.019）及Simpson指数（0.92 
vs. 0.90、Z =－2.23、P = 0.021），乙型肝炎失代偿

期肝硬化组较健康对照组均显著降低，差异有统计

学意义（图1），提示乙型肝炎失代偿期肝硬化组

患者粪便微生物群落物种数量及多样性均降低。

三、微生物分类特征及Beta多样性分析 
本研究8 2例样本的1  2 9 6  O T U s分属于细

菌界22个门。两组丰度前4门依次为厚壁菌门

（Firmicutes）、拟杆菌门（Bacteroidetes）、

变形菌门（ P r o t e o b a c t e r i a ）、放线菌门

（A c t i n o b a c t e r i a），占全部序列的 9 5 %以

上。两组丰度最高的门为厚壁菌门（健康对

照组为5 4 . 3 2 %，乙型肝炎失代偿期肝硬化组

为4 7 . 7 6 %），其次是拟杆菌门（健康对照组

为 4 0 . 5 9 % ，乙型肝炎失代偿期肝硬化组为

43.76%）。其中乙型肝炎失代偿期肝硬化组厚

壁菌门丰度显著降低（Z =－2.57、P = 0.045）。

从属水平来看，共鉴定出253个细菌属，丰度

前10位依次为拟杆菌属（Bacteroides）、柔嫩

梭菌属（Faecalibacterium）、Blautia、毛螺菌

属（Lachnospira）、Agathobacter、双歧杆菌

属（Bifidobacterium）、Alistipes、链球菌属

（Streptococcus）、瘤胃球菌属（ruminococcus）
和普雷沃菌属（Prevotella），相对丰度均＞ 0.01。
其中乙型肝炎失代偿期肝硬化组链球菌属、梭杆菌

属（Clostridium）、韦荣球菌属（Veillonella）和

嗜血杆菌属（Haemophilus）丰度显著增加，毛螺

菌属、Dorea、Dialister及Subdoligranulum丰度显著

降低（图2）。

主坐标分析（Principal Co-ordinates analysis，
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PCoA），是通过一系列特征值和特征向量排序从

多维数据中提取出最主要的元素和结构，样品距

离越接近，表示物种组成结构越相似；本研究对

所有样本进行基于Weighted Unifrac距离的主坐标

分析，每个点代表一例样本，可看出两组群落结

构有所不同，结果如图3A所示。同时，两组研究

对象基于Weighted Unifrac的Beta多样性分析差异

有统计学意义（P = 0.004）（图3B），表明健康

对照组与乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者肠道菌

群整体构成确实存在差异，如上述门属水平的变

化。为鉴定与乙型肝炎失代偿期肝硬化相关的特

定细菌群落，本研究使用LEfSe软件进行LEfSe分
析，发现LDA值＞ 4即组间具有显著差异的菌群

生物指标有厚壁菌门杆菌纲（Bacilli）乳杆菌目

（Lactobacillales）、梭菌目（Clostridiales）毛螺

菌科及瘤胃菌科（Ruminococcaceae）（图3C）。

表 1  健康对照组与乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者的一般资料

组别 例数
年龄

（ x ± s，岁）

性别

（男/女，例）

BMI
（ x ± s）

ALT
[M（P25，P75），U/L）]

AST（U/L）
[M（P25，P75），U/L）]

健康对照组 41 32 ± 6 15/26 21.5 ± 1.6 12（10.8，26.5） 19（16.2，21.3）

乙型肝炎失代偿期肝硬化组 41 42 ± 9 23/18 22.2 ± 1.1 23（18.7，36.7） 33（22.1，49.2）

统计量 t = 8.49 χ2 = 3.13   t = 1.06 Z = 3.29 Z = 5.43

P值        0.038          0.080        0.060         0.001   ＜ 0.001

注：A：维恩图显示两组共有1 296 OTUs，其中824 OTUs两组相同；与健康对照相比，乙型肝炎失代偿期肝硬化组患者Chao1指数

（B）、Shannon指数（C），Simpson指数（D）显著降低（P均＜ 0.05），提示粪便微生物多样性显著降低

图1  健康对照组和乙型肝炎失代偿期肝硬化患者粪便微生物群多样性变化

组别 例数
ALB

[M（P25，P75），g/L]
总胆红素

[M（P25，P75），μmol/L]
INR

[M（P25，P75）]
MELD评分

[M（P25，P75），分]
健康对照组 41 47（45.4，49.6） 12（8.8，15.8） — —

乙型肝炎失代偿期肝硬化组 41 36（31.2，40.7） 22（13.5，31.6） 1.2（1.1，1.4） 7.8 ± 4.9

统计量   Z =－6.80 Z = 4.26 — —

P值      ＜ 0.001   ＜ 0.001 — —

注：“—”：无相关数据



中华实验和临床感染病杂志(电子版) 2019年4月 第13卷 第2期 Chin J Exp Clin Infect Dis (Electronic Edition), April 2019, Vol.13, No.2·  114  ·

注：属水平上，乙型肝炎失代偿期肝硬化组链球菌属（Streptococcus）、梭杆菌属（Clostridium）、韦荣球菌属（Veillonella）、嗜血

杆菌属（Haemophilus）丰度显著增加（P = 0.049、0.01、0.009和0.009），毛螺菌属（Lachnospira）、Dorea、Dialister、Subdoligranulum丰

度显著降低（P = 0.001、0.011、0.01和0.017）

图2  乙型肝炎失代偿期肝硬化患者与健康对照存在显著差异的菌属

注：A：基于Weighted Unifrac距离的主坐标分析。PC1贡献了28.64%，PC2贡献了12.27%，健康对照组聚类为面积较小的椭圆形，乙

型肝炎失代偿期肝硬化组聚类为面积较大的椭圆形；B：基于Weighted Unifrac的Beta多样性分析，差异有统计学意义（P ＜ 0.01）；C：

LEfSeLDA分布显示组间具有统计学差异的生物指标

图3  基于Weighted Unifrac的Beta多样性分析及LEfSe进化图 
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讨    论

既往研究显示肝硬化患者易发生肠道菌群失

调，但其研究对象常合并酒精性肝硬化、丙型肝炎

肝硬化、脂肪肝、肝性脑病、自发性细菌性腹膜炎

或其他感染。因酒精摄入，高血脂状态影响人体代

谢与菌群代谢，其与乙型肝炎肝硬化致菌群失衡

的机理或有不同[7-9]；当患者发生肝性脑病或其他

感染时，病情危重，且用药史常较为复杂，可能合

并其他系统疾病，故需较大样本量以消除偏倚；

而使用质子泵抑制剂或抗菌药物会对肠道菌群造成

直接影响[10-11]，故本研究选择单纯乙型肝炎病毒感

染的失代偿期肝硬化患者为研究对象。Bian等[12]对

1 000余例3～100岁健康个体的肠道菌群进行横向

比较，发现健康老年人的肠道菌群结构与年轻人

类似，其中30～100岁的健康人群肠道菌群差异很

小，但与20岁以下人群肠道菌群组成存在差异，因

此，本研究中两组研究对象年龄差异虽有统计学意

义，但不会对研究结果造成较大影响。

本研究显示，乙型肝炎失代偿期肝硬化患者

厚壁菌门、毛螺菌属、Dorea和Dialister丰度显著降

低；链球菌属、梭杆菌属、韦荣球菌属和嗜血菌属

丰度显著增加，这与既往多病因所致肝硬化患者肠

道菌群失衡一致[7, 13-17]。但多病因所致肝硬化患者

往往还会出现拟杆菌门、变形菌门、普雷沃菌属、

埃希菌属和变形杆菌属显著增加，拟杆菌属、双

歧杆菌属、Alistipes、Parabacteroides和Gemmiger
显著减少[7, 12-16]，可能与多病因所致肝硬化如酒精

性肝硬化、脂肪肝及合并其他感染或肝性脑病相

关。可见，不同病因所致肝硬化甚至合并不同并发

症的肝硬化患者肠道菌群仍存在差异，乙型肝炎失

代偿期肝硬化且未合并其他感染的菌群失衡者发生

显著变化的菌群较少，且变化较为单纯，即厚壁菌

门内小部分菌群发生显著变化，故研发微生态制剂

或临床应用微生态治疗时应合理评估肠道微生态失

衡程度，以期进行精准诊治。另外，本研究发现

Subdoligranulum丰度显著下降，其属于厚壁菌门梭

菌纲梭菌目梭菌科，目前尚未见报道。

本研究中发生显著变化的菌群有如下功能：

丰度显著升高的厚壁菌门链球菌属、韦荣球菌属及

变形菌门嗜血菌属为人体口腔3大定植菌属。其中

嗜血菌属是引起感染的常见致病菌，链球菌属和

韦荣球菌属有协同促进作用，相互促进生长，链球

菌属可产生侵袭性酶、外毒素及溶血素等并诱发

肠道炎症[18-19]。梭杆菌属能产生促炎微环境促进结

直肠肿瘤的发生，在ApcMin/+小鼠肠道肿瘤模型

中，将梭杆菌引入该模型会加速小肠和结肠肿瘤

发生，结肠肿瘤相关巨噬细胞增多，促进了肿瘤

进展和转移 [20]。丰度显著升高的菌属主要为潜在

致病菌，部分存在协同促进作用，促进肠道炎症

的发生，不利于维持肠道正常菌群。丰度显著下

降的毛螺菌属可产生抗炎短链脂肪酸（short-chain 
fatty acids，SCFAs），具有维持机体水电解质

平衡、改善肠黏膜形态和功能、抑制肿瘤细胞增

殖、诱导巨噬细胞凋亡、抑制组蛋白去乙酰化、

促进调节性T细胞的迁移、诱导黏膜B细胞产生

IgA产生抗炎等作用[21-24]。Dorea可能与食物敏感性

有关，其相对丰度升高可能能够防止食物过敏[25]。

Dialister可能具有增加碳水化合物的代谢能力，与

体重相关[26]。可见，丰度显著下降的菌属大多为肠

道有益菌，有增加肠道抗炎功能或维持肠道代谢平

衡等作用。

菌群生物指标厚壁菌门杆菌纲乳杆菌目、梭

菌目毛螺菌科及瘤胃菌科大多具有胆汁盐水解酶

（bile salt hydrolase，BSH），与次级胆汁酸的生

成有关。胆汁酸既能够直接破坏细菌膜，继而杀

死细菌，也可经“胆汁酸-G蛋白偶联受体TGR5-
法尼醇X受体（Farnesoid X Receptor，FXR）-
cAMP”途径，生成一氧化氮和白细胞介素18
（interleukin-18，IL-18）等间接由免疫系统作用于

肠道菌群，在肠道菌群平衡中具有重要作用[27-28]。

既往研究发现克罗恩病患者使用维生素D 1周后

Subdoligranulum显著升高[29]，而其与人体肠道相互

作用的机制尚待进一步研究。

综上，基于不合并感染的乙型肝炎失代偿期

肝硬化患者的肠道菌群特征，其厚壁菌门内有显著

变化的菌属是否与肝病进展相关，其具体的保护肝

脏或加重肝病机制为何；是否存在高效能的微生态

指标以预测失代偿期肝硬化进展；肠道失衡涉及的

较少菌属能否为研发微生态制剂提供新思路，均可

作为今后研究方向。
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