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呼吸道菌群负担和多样性与危重患者预后的相关性分析*
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  [摘要] 目的 探讨重症监护室(ICU)患者呼吸道菌群负荷和多样性与死亡率的相关性。方法 选取

2016年1月至2020年4月天津医科大学第二医院ICU收治的232例患者为研究对象,根据是否于ICU死亡

分为存活组(n=165)和死亡组(n=58)。比较两组一般资料、血生化检测结果、支气管肺泡冲洗回收液中细菌

16S
 

rDNA拷贝数、丰度(采用chao、sobs、ace指数)和多样性(simpson和shannon指数)等。对上述指标行单

因素分析,并采用logistic多因素回归分析死亡相关因素。结果 死亡组急性生理功能和慢性健康状况评分系

统Ⅱ(APACHEⅡ)评分、序贯器官衰竭估计(SOFA)评分、急性肾损伤比例均高于存活组(P<0.05);死亡组

16S
 

rDNA拷贝数和simpson指数均高于存活组,chao、sobs、shannon、ace指数均低于存活组(P<0.05);A-
PACHEⅡ评分、SOFA评分、16S

 

rDNA拷贝数为ICU患者死亡危险因素(P<0.05),chao指数、sobs指数、
shannon指数、ace指数为保护因素(P<0.05)。结论 ICU患者呼吸道细菌负荷和多样性与死亡率相关,肺部

微生态紊乱可能影响患者预后。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

bacterial
 

load
 

and
 

diversity
 

in
 

respiratory
 

tract
 

with
 

the
 

mortality
 

rate
 

in
 

the
 

intensive
 

care
 

unit
 

(ICU)
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

232
 

patients
 

trea-
ted

 

in
 

ICU
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2016
 

to
 

April
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

study
 

subjects
 

and
 

divided
 

in-
to

 

the
 

survival
 

group
 

(n=165)
 

and
 

death
 

group
 

(n=58)
 

according
 

to
 

whether
 

the
 

patients
 

died
 

in
 

ICU.The
 

general
 

data,blood
 

biochemical
 

test
 

results,bacterial
 

16S
 

rDNA
 

copy
 

number,richness
 

(by
 

chao,sobs,ace
 

in-
dexes)

 

and
 

diversity
 

(by
 

simpson
 

and
 

shannon
 

indexes)
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

were
 

comparanalyzed
 

between
 

the
 

two
 

groups.The
 

univariate
 

analysis
 

was
 

performed
 

on
 

above
 

indicators,and
 

the
 

logistic
 

multiple
 

factors
 

regression
 

was
 

adopted
 

to
 

analyse
 

the
 

death
 

related
 

factors.Results The
 

acute
 

physiology
 

and
 

chronic
 

health
 

evaluation
 

(APACHEⅡ)
 

score,sequential
 

organ
 

failure
 

assessment
 

(SOFA)
 

score
 

and
 

proportion
 

of
 

a-
cute

 

kidney
 

injury
 

in
 

the
 

death
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

survival
 

group
 

(P<0.05);the
 

16S
 

rDNA
 

copy
 

number
 

and
 

simpson
 

index
 

in
 

the
 

death
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

survival
 

group,the
 

chao,
sobs,shannon,ace

 

indexes
 

in
 

the
 

death
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

survival
 

group
 

(P<0.05);the
 

A-
PACHEⅡ

 

score,SOFA
 

score
 

and
 

16S
 

rDNA
 

copy
 

number
 

were
 

the
 

risk
 

factors
 

of
 

death
 

in
 

ICU
 

patients
 

(P<
0.05),while

 

the
 

chao
 

index,sobs
 

index,shannon
 

index
 

and
 

ace
 

index
 

were
 

the
 

protective
 

factors
 

(P<0.05).
Conclusion Bacterial

 

load
 

and
 

diversity
 

in
 

respiratory
 

tract
 

of
 

ICU
 

patients
 

are
 

correlated
 

to
 

the
 

mortality
 

rate,and
 

pulmonary
 

micro-ecological
 

disorder
 

may
 

affect
 

the
 

patients'
 

prognosis.
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  随着人们对微生态的认识加深,不同器官部位微

生态变化与相应疾病进展的相关性逐渐得到关注,许
多有价值的发现给临床工作带来了宝贵的启示[1]。
呼吸道菌群由共生和病原微生物组成,年龄、病情严

重程度、机体生理功能可影响肺部菌群的负荷、丰度

和多样性[2],菌群特点变化在许多肺部疾病发生、进
展、急性发作中起到重要作用[3-4],但具体机制尚不明

确。研究 表 明,呼 吸 道 菌 群 与 慢 性 阻 塞 性 肺 疾 病

(COPD)进展、急性呼吸窘迫综合征(ARDS)发生和

住院病死率相关,微生态平衡对疾病预后的作用不可

忽视[5]。重症监护室(ICU)患者原发病重、全身情况

差、常伴有感染,导致肺部微生物群落改变,后者反过

来促进病情进展和不良预后发生[6]。然而,国内目前

在这一领域少有相关研究,本文旨在深入探索ICU患

者呼吸道菌群与死亡率相关性,丰富人体微生态研

究,为ICU临床工作带来启示,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2016年1月至2020年4月天津医科大学第

二医院ICU收治的232例患者为研究对象。纳入标

准:(1)因呼吸、心血管、神经系统疾病,以及肿瘤、中
毒等引起的器官功能障碍、呼吸衰竭、顽固性心力衰

竭等病情危重者;(2)年龄大于18岁;(3)ICU住院时

间大于3
 

d至小于28
 

d;(4)因肺部感染、肺间质性疾

病、痰液滞留等原因必要或自愿行支气管肺泡冲洗

者;(5)患者或家属已签署知情同意书。排除标准:
(1)具有近期活动性大咯血、活动性肺结核等支气管

肺泡灌洗禁忌证者;(2)妊娠、近期有糖皮质激素或免

疫抑制剂应用史者;(3)预计生存时间小于或等于24
 

h者;(4)严重创伤者。根据是否在ICU死亡分为存

活组和死亡组。所有患者中男125例,女107例,平
均年龄(49.78±17.26)岁;入ICU病因:呼吸系统疾

病95例(40.95%),神经系统疾病31例(13.36%),
心血管系统疾病43例(18.53%),消化系统疾病24
例(10.34%),其他39例(16.81%)。本研究经过医

院伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 病例采集

排除临床资料不全和自动出院病例,收集患者入

院病历中相关资料,包括:年龄、性别、既往史、急性生

理功能和慢性健康状况评分系统Ⅱ(APACHEⅡ)评
分、序贯器官衰竭估计(SOFA)评分、血生化检查结果

等。所有患者于入ICU第1天行支气管肺泡冲洗,回
收冲洗液以行DNA提取。

1.2.2 APACHEⅡ和SOFA评分[7]

根据患者年龄、血压、肝肾功能、手术史等资料进

行APACHEⅡ评分,评分越高表示全身情况越差。

SOFA评分涉及呼吸、凝血、肝脏、神经、泌尿、循环系

统,每个系统0~4分,总分24分,评分越高则器官功

能越差。

1.2.3 呼吸道菌群标本采集与DNA提取

入ICU
 

24
 

h内应用生理盐水对患者行支气管肺

泡冲洗操作,回收冲洗液,4
 

℃保存。将冲洗液于

14
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃去上清液,沉淀物用200
 

μL的无菌磷酸盐缓冲液(PBS)重悬。应用DNA提

取试剂盒(德国 QIAGEN公司)和PCR扩增试剂盒

(加拿大Fermentas公司)抽提悬浮物中DNA,操作

依据说明书。

1.2.4 引物设计和PCR扩增

细菌基因组16S
 

rDNA 的 V3~V5区序列由

GenBank数据库[8]提供,片段长度550
 

bp,引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成。应用上述引

物进行PCR扩增,PCR反应程序为预变性(95
 

℃、3
 

min),变性(95
 

℃、30
 

s),退火(56
 

℃、30
 

s),延伸

(72
 

℃、30
 

s),行35个循环,于4
 

℃下保存。

1.2.5 测序结果

行16S
 

rDNA拷贝数、丰度、多样性分析,扩增产

物经纯化后由深圳华大基因研究院完成16S
 

rDNA
宏基因组测序与定量,在PCR产物中加入样品标签

序列,然后行混合测序,根据基因表达标签分类细菌

物种、分析群落丰度、多样性等。菌落多样性采用

Mothur软件计算,应用 Alpha多样性分析根据实际

观测到的 OTU 数目评估,群落丰度观察指标选取

chao、sobs、ace指数,数值越大则丰度越高;群落多样

性采用simpson和shannon指数评估,前者数值越大

则多样性越低,后者反之。

1.3 统计学处理

采用SPSS25.0软件进行数据分析,计量资料以

x±s表示,组间比较采用两独立样本t检验;计数资

料以频数或百分率表示,比较采用χ2 检验;采用lo-
gistic回归分析影响因素,以P<0.05为差异有统计

学意义。

2 结  果

2.1 两组一般资料比较

存活组和死亡组各排除资料不完整或自动出院

者7例和2例,最终纳入223例。58例(26.01%)于
ICU内死亡,其中11例直接死因为感染,其余死于原

发病进展;死亡组 APACHEⅡ评分、SOFA评分、急
性肾损伤比例均高于存活组(P<0.05),见表1。

2.2 两组呼吸道菌群负荷和多样性比较

死亡组16S
 

rDNA拷贝数、simpson指数高于存

活组,chao、sobs、shannon、ace指数低于存活组,差异

有统计学意义(P<0.05),见表2。

2.3 ICU患者死亡相关因素logistic回归分析
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APACHEⅡ评分、SOFA评分、16S
 

rDNA拷贝

数为ICU患者死亡危险因素(P<0.05);chao指数、
sobs指数、shannon指数、ace指数为保护因素(P<
0.05),见表3。

表1  两组一般资料比较

项目 存活组(n=165) 死亡组(n=58) t/χ2 P

年龄(x±s,岁) 48.83±14.42 53.27±16.94 -1.925 0.056

男[n(%)] 87(52.73) 33(56.90) 0.300 0.584

BMI(x±s,kg/m2) 21.79±3.57 22.63±3.16 -1.586 0.114

APACHEⅡ评分(x±s,分) 18.90±5.31 22.46±6.22 -4.195 <0.001

SOFA评分(x±s,分) 5.20±1.59 6.85±2.24 -6.071 <0.001

急性肾损伤[n(%)] 59(35.76) 30(51.72) 4.562 0.033

糖尿病[n(%)] 21(12.73) 9(15.52) 0.287 0.592

高血压[n(%)] 29(17.58) 15(25.86) 1.861 0.173

ARDS[n(%)] 30(18.18) 17(29.31) 3.195 0.074

肺部感染[n(%)] 46(27.88) 24(41.38) 3.632 0.057

COPD[n(%)] 12(7.27) 5(8.62) 0.111 0.739

ICU院内感染[n(%)] 24(14.54) 15(25.86) 3.809 0.051

机械通气[n(%)] 127(76.97) 51(87.93) 3.201 0.074

紧急气管插管[n(%)] 43(26.06) 22(37.93) 2.928 0.087

入ICU前应用抗生素[n(%)] 27(16.36) 13(22.41) 1.729 0.189

清蛋白(x±s,mg/L) 31.62±6.34 29.95±5.17 1.805 0.072

C反应蛋白(x±s,mg/L) 30.62±11.56 33.67±10.31 -1.776 0.077

降钙素原(x±s,μg/L) 4.68±1.42 5.14±2.03 -1.884 0.061

ICU治疗时间(x±s,d) 11.59±3.27 12.64±4.16 -1.953 0.052

机械通气时间(x±s,d) 8.04±3.24 8.97±2.73 -1.955 0.052

血乳酸(x±s,mmol/L) 3.74±1.05 4.07±1.27 -1.946 0.053

血肌酐(x±s,μmol/L) 108.87±36.45 119.78±39.24 -1.922 0.056

表2  两组呼吸道菌群负荷和多样性比较(x±s)

项目 存活组(n=165) 死亡组(n=58) t P

16S
 

rDNA拷贝数(copies/L) 113.46±36.68 145.84±57.92 -4.914 <0.001

chao指数 186.22±73.72 140.45±63.51 4.210 <0.001

sobs指数 222.36±81.33 163.74±65.64 4.949 <0.001

simpson指数 0.63±0.15 0.71±0.18 -3.311 <0.001

shannon指数 2.26±0.85 1.64±0.67 5.030 <0.001

ace指数 285.56±87.57 227.84±46.89 4.780 <0.001

表3  ICU患者死亡相关因素logistic回归分析

项目 β 标准误 wald P OR 95%CI

APACHEⅡ评分 0.184 0.052 12.728 <0.001 1.202 1.087~1.330

SOFA评分 0.615 0.150 16.806 <0.001 1.849 1.378~2.481

16S
 

rDNA拷贝数 0.020 0.006 10.366 0.001 1.020 1.008~1.032

chao指数 -0.012 0.004 7.938 0.005 0.989 0.981~0.996

sobs指数 -0.011 0.004 9.727 0.002 0.989 0.982~0.996

shannon指数 -1.084 0.320 11.454 0.001 0.338 0.181~0.634

ace指数 -0.013 0.004 13.808 <0.001 0.987 0.980~0.994
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3 讨  论

  呼吸道拥有复杂的菌群系统,越来越多的学者发

现肺部微生态平衡遭到破坏后,促进了肺部疾病和不

良结局的发生[9-10]。ICU患者作为一个预后普遍较差

的群体,所具有的病情不稳定、生理紊乱严重、致病机

制复杂等因素严重破坏了人体微生态平衡,既往研究

多集中于肠道菌群,而失衡的肺部菌群环境推动了

ARDS、呼吸机相关性肺炎、不良预后的发生[11-12],呼
吸道微生态或在促进患者死亡中扮演着特殊的角

色[13]。因此,本文基于此点,挖掘ICU患者呼吸道菌

群与死亡率的相关性,旨在为干预患者预后带来新的

思路。
良好的生理状态和器官功能是支撑ICU患者好

转的基础,本研究中死亡组 APACHEⅡ评分和SO-
FA评分均高于存活组,APACHEⅡ评分和SOFA评

分为ICU 患者死亡危险因素。APACHEⅡ评分和

SOFA评分可准确反映患者机体状态和器官功能,与
预后相关,两者已被广泛应用于许多疾病和危重病患

者的预后评估中[14-15]。王力鹏等[16]报道APACHEⅡ
和SOFA评分与急诊重症患者死亡风险相关,可有效

预测预后,支持了本研究结论。
本研究对比ICU内死亡患者和存活患者的呼吸

道菌群负荷,观察到死亡组16S
 

rDNA拷贝数高于存

活组,16S
 

rDNA拷贝数为ICU患者死亡危险因素。

ICU患者在身体机能欠佳、生理状态改变、感染风险

高的基础上长时间接触大量病原体,这些都可能是呼

吸道细菌数量增多的原因,不论是哪一者都将影响患

者预后。DICKSON等[17]报道在脓毒症、ARDS、重症

疾病状态下,肺部菌群负荷增多、群落组成改变,其中

最突出的变化是肺内肠杆菌科成为优势菌群,而本研

究未对ICU患者呼吸道菌群成分进行分析、未明确呼

吸道菌群负荷增多原因,有待完善。
肺部微生态的稳定主要取决于菌群的组成、丰度

和多样性,本文中死亡组simpson指数高于存活组,

chao、sobs、shannon、ace指数均低于存活组;chao指

数、sobs指数、shannon指数、ace指数为ICU内死亡

的保护因素。死亡组入ICU
 

24
 

h内菌群丰度和多样

性较低,可能是由致病菌繁殖和共生菌减少引起,并
与预后相关。BUDDEN等[18]报道发生肺炎、肺囊性

纤维化、ARDS等疾病时,患者呼吸道优势菌群和菌

群多样性发生改变,这种改变与感染、病情进展可能

存在相互作用的关系。另有研究表明肺部菌群负荷、
组成成分、多样性与ICU 患者未使用呼吸机时间相

关,肺内肠杆菌的富集与患者发生 ARDS有关,肺部

菌群负 荷、组 成 成 分、多 样 性 可 预 测ICU 患 者 预

后[19]。这些结论均给本研究提供了一定理论支持。

本文通过细菌载量、丰度、多样性证实ICU死亡患者

肺部菌群变化,升高的细菌载量和降低的多样性反映

了菌群组成变动,可能伴随着优势菌群的改变,但本

文未探索患者肺部菌群组成,此乃不足之处。同时本

研究论证了危重病患者肺内菌群状态与预后相关,关
于人体微生态的研究往往集中于肠道菌群,下呼吸道

菌群由于采样困难常被忽视,但越来越多的证据指出

肺部微生态平衡可能是改善许多疾病患者预后的重

要途径[20]。然而,呼吸道菌群在ICU 患者发病、进
展、死亡过程中的具体机制尚未明确,可能是通过推

动感染和ARDS发生加重器官功能负担,亦或是危重

病情与肺部菌群相互作用的结果,需更多研究加以

证实。
综上所述,呼吸道微生态平衡和ICU患者病死率

相关,深入对肺部菌群变化的探索,有助于为危重病

患者提供更多改善方案。
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