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粪便差异菌群、代谢物联合弥散张量成像对
早产儿脑白质损伤的诊断价值*

刘 玲,罗 晗,李银珊,李承燕,敖 当,林少珠△

(广东医科大学附属医院儿科,广东湛江
 

524000)

  [摘要] 目的 探讨粪便16S
 

rRNA基因测序、代谢组学技术联合弥散张量成像技术(DTI)对早产儿脑白

质损伤(WMI)的诊断价值。方法 选取2022年4—12月该院收治的出生胎龄<32周且体重<1
 

500
 

g的71
例早产儿为研究对象,根据 MRI检查结果分为 WMI组(n=23)和非 WMI组(n=48)。收集出生后24

 

h内及

出生后14、28
 

d的粪便标本,进行16S
 

rRNA基因测序和LC-MS/MS代谢组学分析,纠正胎龄37~40周时完

善头颅 MRI+DTI检查,采用受试者工作特征(ROC)曲线分析肠道菌群结构、差异代谢物及DTI联合对 WMI
的诊断效能。结果 基于属水平诊断 WMI的曲线下面积(AUC)为0.88(95%CI:0.74~<1.00),WMI1和非

WMI1差异代谢物集诊断 WMI的AUC为0.98(95%CI:0.96~0.99)。胼胝体压部的ADC值(r2=0.230
 

2,
P=0.001)、枕叶白质的FA值(r2=0.291

 

0,P=0.001)与肠道菌群结构最相关。差异性菌群、代谢物联合FA
值(侧脑室旁白质和胼胝体压部)诊断 WMI的AUC为0.98(95%CI:0.93~<1.00)。结论 特征性肠道菌

群、差异代谢物和DTI参数可在很大限度上区分 WMI和非 WMI。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

fecal
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing,metabolomics
 

technology
 

combined
 

with
 

diffusion
 

tension
 

imaging
 

(DTI)
 

in
 

premature
 

infants
 

with
 

white
 

matter
 

injury
 

(WMI).Methods A
 

total
 

of
 

71
 

premature
 

infants
 

with
 

gestational
 

age
 

<32
 

weeks
 

and
 

body
 

weight
 

<1
 

500
 

g
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

April
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

subjects
 

and
 

divided
 

into
 

the
 

WMI
 

group
 

(n=23)
 

and
 

non-WMI
 

group
 

(n=48)
 

according
 

to
 

the
 

MRI
 

results.The
 

fecal
 

samples
 

were
 

col-
lected

 

within
 

24
 

h
 

after
 

birth,on
 

14,28
 

d
 

after
 

birth,and
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing
 

and
 

LC-MS/MS
 

metabo-
lomics

 

analysis
 

were
 

performed.All
 

subjects
 

underwent
 

brain
 

MRI+DTI
 

examination
 

when
 

corrected
 

gesta-
tional

 

age
 

was
 

37-40
 

weeks.The
 

diagnostic
 

efficiency
 

of
 

the
 

combination
 

of
 

intestinal
 

flora
 

structure,differ-
ential

 

metabolites
 

and
 

DTI
 

on
 

WMI
 

was
 

studied
 

by
 

receiver
 

operator
 

characteristic
 

curve
 

(ROC).Results The
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

for
 

diagnosing
 

WMI
 

based
 

on
 

the
 

generic
 

level
 

was
 

0.88
 

(95%CI:0.74-<1.00).
AUC

 

of
 

WMI1
 

and
 

non-WMI1
 

differential
 

metabolite
 

set
 

for
 

diagnosing
 

WMI
 

was
 

0.98
 

(95%CI:0.96-
0.99).The

 

ADC
 

value
 

of
 

the
 

splenium
 

of
 

corpus
 

callosum
 

(r2=0.230
 

2,P=0.001)
 

and
 

FA
 

value
 

of
 

occipital
 

white
 

matter
 

(r2=0.291
 

0,P=0.001)
 

were
 

most
 

related
 

to
 

intestinal
 

flora
 

structure.AUC
 

of
 

differential
 

flo-
ra

 

and
 

metabolites
 

combined
 

with
 

FA
 

values
 

(lateral
 

ventricle
 

white
 

matter
 

and
 

corpus
 

callosum
 

pressure)
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

WMI
 

was
 

0.98
 

(95%CI:0.93-<1.00).Conclusion Characteristic
 

intestinal
 

flora,differen-
tial

 

metabolites
 

and
 

DTI
 

parameters
 

could
 

distinguish
 

WMI
 

from
 

non-WMI
 

to
 

a
 

great
 

extent.
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  由于新生儿重症监护病房的技术不断提高,早产

儿数目每年都在不断增加,存活的早产儿患弥漫性脑

白质损伤(white
 

matter
 

injury,WMI)和神经发育不良

的风险较高[1]。WMI是早产儿脑损伤的主要表现形

式,多发生在胎龄<32周白质发育未成熟的早产儿,是
造成慢性神经系统发育不良的主要原因[2-3]。WMI可

引起脑性瘫痪、癫痫、认知障碍、语言及视觉障碍[4-5]。
弥散张量成像(diffusion

 

tensor
 

imaging,DTI)是
一种新的 MRI成像技术,能够可视化白质结构,评估

白质纤维髓鞘化程度,对大脑皮层的微观结构变化更

敏感[6]。对于早产儿 WMI来说,DTI是目前唯一可

用于研究白质纤维的无创技术。本课题组前期研究

也发现,DTI能够早期量化早产儿的 WMI,即FA值

的降低和ADC值的升高能反映神经纤维束的发育和

WMI的程度。
肠道菌群的平衡是维持肠道功能和机体稳态的

关键,肠道菌群与宿主之间的相互作用是当前的热

点。然而,肠道菌群的组成和多样性是不稳定的,极
易受到食物、生活环境、药物、疾病,尤其是抗生素的

影响[7]。微生物-肠-脑轴在神经系统疾病中起着至关

重要的作用。
目前,MRI及超声可检测的非囊性 WMI的比例

较低,轻、中度 WMI患儿的早期诊断仍是一大挑战,
与 WMI相关的潜在的微生物学标志物尚未被确定。
本研究旨在使用受试者工作特征(receiver

 

operating
 

characteristic,ROC)曲线探讨粪便肠道菌群、LC-MS/
MS代谢组学及DTI联合诊断 WMI的灵敏度和特异

度,寻找诊断 WMI的生物学标志物,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2022年4—12月本院收治的71例早产儿为

研究对象。纳入标准:(1)出生胎龄<32周;(2)出生体

重<1
 

500
 

g;(3)入院日龄≤24
 

h;(4)家属签署知情同

意书。排除标准:(1)死亡;(2)住院期间因故未能完成

头颅MRI+DTI检查;(3)合并先天性染色体异常或遗

传代谢病者;(4)先天性大脑畸形;(5)各种原因造成图

像不能分析;(6)已使用微生态制剂。本研究经医院机

构审查伦理委员会批准(PJ2021-097)。
1.2 方法

1.2.1 粪便收集与保存

分别采集研究对象出生后24
 

h内及出生后14、
28

 

d粪便标本,取标本时使用无菌棉拭子从粪便的3
个不同位置采集,每管约0.2

 

g(黄豆大小),贮存于

-80
 

℃冰箱保存至送检。
1.2.2 DNA提取、PCR扩增及Illumina

 

Miseq测序

根据E.Z.N.A.􀆿
 

soil
 

DNA
 

kit(美国Omega
 

Bio-
tek公司)说明书进行微生物群落总基因组DNA抽提,
使用1%的琼脂糖凝胶电泳检测抽提的基因组DNA的

质量,使用 NanoDrop2000(美国 Thermo
 

Scientific公

司)测定DNA浓度和纯度。以上述提取的DNA为模

板,使用携带Barcode序列的上游引物338(正向:5'-

ACT
 

CCT
 

ACG
 

GGA
 

GGC
 

AGC
 

AG-3')和下游引物

806(反向:5'-GGA
 

CTA
 

CHV
 

GGG
 

TWT
 

CTA
 

AT-
3')[8]对16S

 

rRNA基因V3~V4可变区进行PCR扩

增。利用Illumina公司的Miseq
 

PE300/NovaSeq
 

PE250
平台进行测序(上海美吉生物医药科技有限公司)。
1.2.3 高通量测序数据分析

使用CCA 分析临床指标对肠道菌群结构的影

响,采用ROC曲线分析诊断效能。
1.2.4 LC-MS/MS分析

使用超高效液相色谱串联傅里叶变换质谱 UH-
PLC-Q

 

Exactive
 

HF-X系统(美国Thermo
 

Scientific
公司),预处理后的数据上传美吉生物云平台(ht-
tps://cloud.majorbio.com)进行数据分析。
1.2.5 MRI+DTI检查及图像处理

MRI检查采用3.0T磁共振成像仪(美国GE公

司)扫描对所有研究对象头部实施 MRI扫描。常规

MRI扫描序列包括:T1WI轴位(TR
 

2
 

849
 

ms/TE
 

30
 

ms)及矢状位(TR
 

3
 

266
 

ms/TE
 

38
 

ms)、T2WI(TR
 

5
 

454
 

ms/TE
 

92
 

ms)及T2WI
 

FLAIR(TR
 

8
 

500
 

ms/
TE

 

90
 

ms)轴位成像。轴位扫描序列均以听眦线为扫

描基线,层厚为5
 

mm,层间距为1
 

mm,FOV=20×
20。矢状 位 扫 描 层 厚5.0

 

mm,层 间 距0.5
 

mm,
FOV=20×20;DWI及DTI扫描采用单次激发平面

回波成像(EPI)序列,DWI扫描b值为0,1
 

000
 

s/
mm2,FOV=20×20;DTI扫描b值为1

 

000
 

s/mm2,
TR

 

3
 

000
 

ms/TE
 

minimum,层厚5.0
 

mm,层间距

1.0
 

mm,FOV=20×20,弥散梯度方向采用非同一直

线上的25个方向。
利用FLnctool功能软件(美国GE公司)对DTI

原始弥散图像进行后处理得到彩色FA图。感兴趣

区(region
 

of
 

interest,ROI)在T2WI上选定,测量的

8个ROI区域分别为额叶白质、顶叶白质、枕叶白质、
侧脑室旁白质、内囊前肢、内囊后肢、胼胝体膝部、胼
胝体压部。
1.2.6 影像学结果分析

MRI
 

WMI程度[9]划分如下,(1)轻度:≤3个区

域的T1信号异常,每个区域损伤范围<2
 

mm。(2)
中度:>3个区域的 T1信号异常;每个区域损伤范

围≥2
 

mm,但<5%的半球受累。(3)重度:>5%的

半球受累。根据 MRI检查结果,将研究对象分为

WMI组(n=23)和非 WMI组(n=48),再根据 MRI
脑白质损伤程度将 WMI组分为轻度 WMI组(n=
12)和中重度 WMI组(n=11)。
1.3 统计学处理

采用SPSS26.0、R3.5.3软件进行数据分析,符
合正态分布的计量资料以x±s表示,比较采用t检

验或方差分析;不符合正态分布的计量资料以 M
(Q1,Q3)表示,比较采用非参数检验;计数资料以例

数或百分比表示,比较采用χ2 检验或Fisher确切概

率法,以P<0.05为差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 各组一般资料比较

各组一般资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05),见表1。

表1  各组一般资料比较

项目 轻度 WMI组(n=12) 中重度 WMI组(n=11) 非 WMI组(n=48)
胎龄(x±s,周) 30.40±1.64 29.60±2.00 29.90±1.70
出生体重(x±s,kg) 1.32±0.13 1.31±0.28 1.30±0.22
住院天数(x±s,d) 46.17±8.70 54.40±23.30 50.88±13.30
正压通气时间[M(Q1,Q3),d] 6.5(3.0,10.7) 14.0(9.0,19.0) 6.0(6.3,10.5)
抗生素使用时间[M(Q1,Q3),d] 6.0(4.2,8.0) 7.0(4.0,11.0) 5.5(4.6,6.9)

2.2 各组ADC和FA值比较

轻度 WMI组胼胝体压部 ADC值较非 WMI组

升高,中重度 WMI组枕叶白质、脑室旁白质、胼胝体膝

部和压部ADC值较非 WMI组升高(P<0.05)。轻度

WMI组额叶白质、胼胝体压部FA值较中重度 WMI组

升高,中重度 WMI组额叶白质、内囊后肢、胼胝体压部

FA值较非 WMI组降低(P<0.05),见图1。
2.3 DTI值和肠道菌群结构的相关性

CCA分析结果显示,顶叶白质、枕叶白质及胼胝

体压部的ADC值与菌群结构相关(P<0.05),其中

胼胝体压部ADC值的r2 值最大(r2=0.230
 

2,P=
0.001),胼胝体压部与菌群结构相关性较大。此外,
额叶白质、枕叶白质、胼胝体膝部和压部的FA值与

菌群结构相关,其中枕叶白质的 FA 值r2 值最大
(r2=0.291

 

0,P=0.001),见图2。
2.4 肠道菌群对 WMI的诊断价值分析

属水平诊断 WMI的曲线下面积(area
 

under
 

the
 

curve,AUC)为0.88(95%CI:0.74~<1.00)。每个变

量的贡献用变量的重要性得分来表示,葡萄球菌属(g_
Staphylococcus)的得分最高,达5.692

 

56分,见图3。

  A:轻度WMI组、中重度WMI组与非WMI组各ROI的ADC值比较;B:轻度WMI组、中重度WMI组与非WMI组各ROI的FA值比较;①:

额叶白质;②:顶叶白质;③:枕叶白质;④:脑室旁白质;⑤:胼胝体膝部;⑥:内囊前肢;⑦:内囊后肢;⑧:胼胝体压部;a:P<0.05。

图1  各组大脑ROI区域DTI值比较

  A:枕叶白质和胼胝体压部的ADC值明显影响肠道菌群组成;B:枕叶白质、顶叶白质及内囊前肢FA值明显影响肠道菌群组成。

图2  CCA分析

2.5 差异代谢物对 WMI的预测能力

ROC曲 线 分 析 结 果 显 示,在 区 分 WMI与 非

WMI时,几种代谢物具有高灵敏度和特异度,WMI
组和非WMI组AUC前3的代谢物分别是7-Methyl-
hypoxanthine、Gly

 

Gly
 

Leu和2-Aminobenzylstatine。
WMI1和非 WMI1差异代谢物集诊断 WMI的AUC
为0.98(95%CI:0.96~0.99),见图4。

2.6 差异菌群、代谢物及DTI联合对诊断 WMI的

预测能力

ROC曲 线 分 析 结 果 显 示,在 区 分 WMI与 非

WMI时,侧脑室旁白质和胼胝体压部 FA 值诊断

WMI的AUC为0.74(95%CI:0.56~0.92)。差异
菌群和代谢物指标联合诊断 WMI的 AUC为0.94
(95%CI:0.86~<1.00)。差异菌群、代谢物联合FA
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值诊断 WMI的 AUC为0.98(95%CI:0.93~<
1.00)。每个变量的贡献用变量的重要性得分来表

示,Cholic
 

Acid的得分最高,为5.453分,N-Docosa-

hexaenoyl
 

Cysteine得分为5.166分,g_Staphylococ-
cus得分为5.159,见图5。

  A:ROC曲线(属水平);B:物种重要性排序图。

图3  肠道菌群对 WMI的诊断价值分析

  A:AUC最高的前3个代谢物的ROC曲线;B:WMI1
 

vs.
 

非 WMI1代谢物集的ROC曲线。

图4  差异代谢物对 WMI的预测能力

  A:指标重要性排序图;B:FA值诊断 WMI的ROC曲线;C:差异菌群、代谢物联合诊断 WMI的ROC曲线;D:差异菌群、代谢物和FA值联合

诊断 WMI的ROC曲线。

图5  差异菌群、代谢物及DTI联合对诊断 WMI的预测能力
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3 讨  论

  肠道菌群的作用受得越来越多的关注,肠道菌群

失调与糖尿病、代谢综合征、非酒精性脂肪性肝病等

代谢疾病,甚至与阿尔茨海默病、抑郁症等神经精神

疾病有关[10-11]。WMI是与早产相关的常见并发症之

一,是迄今为止早产儿脑损伤最常见的类型,50%以

上发生在极低出生体重儿[12-13],然而目前 WMI的早

期诊断仍有挑战。本研究评估使用粪便16S
 

rRNA
基因测序、代谢组学及DTI联合指标对诊断 WMI的

预测能力。
肠道菌群多样性的减少及肠道微生物种类、数

量、比例和位置的改变被称为菌群失调,在多种疾病

的发病机制中起着重要作用[14-15]。早产儿肠道中潜

在致病菌的定植增加,会使菌群多样性减少[16]。在过

去的十年里,越来越多的学者认识到肠道菌群对大脑

功能的重要性及其在神经系统疾病中的作用,甚至可

能作为影响大脑发育的生物学标志物[17-18]。有研究
发现,克雷伯杆菌属在肠道的过度生长可高度预测脑

损伤[19]。本研究在属水平物种重要性得分排序中,葡
萄球菌属得分最高,可能是 WMI早期诊断的潜在微

生物。葡 萄 球 菌 属 作 为 潜 在 有 害 的 肠 道 细 菌,
ZHANG等[20]研究发现其丰度与血清总胆红素水平

呈正相关。YOU等[14]研究发现,创伤性脑损伤引起

肠道菌群失调后会改变胆汁酸分布而导致胃肠功能

障碍,而葡萄球菌属可能是导致胆汁酸代谢变化的主

要菌群。
本研究通过ROC曲线分析发现可能的生物标志

物,从而将 WMI粪便标本与非 WMI组标本区分开

来,结果显示,7-Methylhypoxanthine、Gly
 

Gly
 

Leu和

2-Aminobenzylstatine可作为诊断 WMI的高灵敏度

和高特异度的代谢物。7-Methylhypoxanthine属于

嘌呤和嘌呤衍生物,2-Aminobenzylstatine属于羧酸

及其衍生物,二者在 WMI组水平降低。Cholic
 

Acid
属于胆汁酸、醇及其衍生物,参与初级胆汁酸生物合

成[21]。葡萄球菌属可能通过下调Cholic
 

Acid和Al-
locholic

 

Acid等代谢物,影响胆汁酸生物合成,从而引

起 WMI。然而,这些代谢物对大脑发育的影响尚未

见公开报道,其功能需要进一步的研究探讨。
DTI是目前唯一量化早产儿脑白质发育和损伤

的方法,它可以识别 MRI无法筛查的损伤[22]。本研

究发现,在 WMI组中,脑髓鞘形成延迟,尤其以侧脑

室旁白质和胼胝体压部表现最明显,二者ADC值增

高及FA值降低可能是早产儿发生 WMI的早期重要

标志。本 研 究 还 发 现,早 产 儿 WMI的 发 生 率 为

32.3%,中重度 WMI的发生率为15.4%,这与GA-
NO等[23]的研究一致,但本研究早产儿胎龄和出生体

重更小。
本研究选取的ROI为双侧额部白质、顶叶白质、

枕叶白质、侧脑室旁白质、内囊前后肢、胼胝体膝部和

压部,包括外周白质和深部白质,这些区域是 WMI最

常见的位置。胼胝体和内囊位于脑组织中心和深部

白质,额叶、顶叶和枕叶白质分别位于周围脑组织的

前、中、后,分析上述ROI影像学变化,可以初步了解

早产儿白质结构的整体特征。FA值由神经纤维密

度、含水量、髓鞘形成和纤维一致性来决定,多项研究

发现,早 产 儿 低 FA 值 和 神 经 系 统 发 育 异 常 有

关[13,24]。本研究发现,根据胼胝体压部的 ADC值和

FA值,可以很好地判断新生儿 WMI及损伤的程度。
连接左右大脑皮层并高度整合高级运动中心和认知

功能的胼胝体,一旦被破坏,就会导致双侧大脑半球

连接断开。MALAVOLTI等[25]研究发现,当校正年

龄为18个月时,胼胝体FA值降低与运动发育延迟有

关。GANO等[23]研究发现,内囊损伤可导致定向障

碍、构音障碍、记忆障碍、语言障碍、行为改变等。中

重度 WMI组内囊后肢的FA 值较非 WMI组明显

降低。
综上所述,本研究首次将早产儿的肠道菌群、代

谢物和脑白质结构相结合,并探讨这些因素对 WMI
的诊断价值,结果扩展了现有的关于微生物-肠-脑轴

的知识,表明特征性肠道菌群、差异代谢物和DTI在

很大程度上有助于区分 WMI和非 WMI,可以作为诊

断和治疗的潜在靶点。但本研究仍有局限性:(1)相
对较小的样本量,未来需要扩大样本量;(2)因为不可

控力因素影响,研究对象出院后无法顺利完成随访;
(3)本研究是单中心研究,这些发现可能不适用于其

他地区,需要前瞻性、多中心研究来验证该结论。
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