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婴幼儿川崎病急性期肠道菌群的特征分析
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［摘要］ 目的　分析婴幼儿川崎病 （Kawasaki disease, KD） 急性期肠道菌群的构成、丰度及功能差异，探索

肠道菌群在 KD 发病机制中的作用。方法　前瞻性选择 2021 年 7—10 月在首都儿科研究所附属儿童医院心血管内

科住院的 6 例 0~3 岁 KD 急性期婴幼儿为 KD 组，选取同期体检的年龄、性别匹配的 6 例健康婴幼儿为健康对照

组。采用宏基因组测序检测并比较两组婴幼儿粪便样本的菌群结构及功能差异。结果　两组样本肠道菌群在结

构组成、多样性分析方面差异有统计学意义 （P<0.05）。KD 组婴幼儿肠道菌群中单核细胞增生李斯特菌 （李斯特

菌科、李斯特氏菌属）、鲁塞蒂双歧杆菌、海氏肠球菌、鸟肠球菌丰度高于健康对照组 （|LDA|>2，P<0.05）。KD

组中类固醇降解和细胞凋亡通路较健康对照组显著升高，而细菌分泌系统、硫代谢、丁酸甲酯代谢、苯甲酸降

解、β 丙氨酸代谢、α 亚麻酸代谢等通路显著减低 （|LDA|>2，P<0.05）。结论　0~3 岁 KD 急性期婴幼儿肠道菌群

在结构及多样性方面与健康婴幼儿相比均有显著差异，提示 KD 急性期存在肠道菌群紊乱，尤其是单核细胞增生

李斯特菌、海氏肠球菌、鸟肠球菌可能通过类固醇降解及细胞凋亡参与 KD 的发病机制。
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Abstract: Objective　To study the composition, abundance, and functional profiles of the intestinal microbiota in 

infants and young children with Kawasaki disease (KD) during the acute phase, and to explore the potential role of 

intestinal microbiota in the pathogenesis of KD. Methods　Six children aged 0-3 years with acute KD admitted to the 

Department of Cardiology, Children's Hospital Affiliated to Capital Institute of Pediatrics from July to October 2021 

were prospectively included as the KD group. Six age- and sex-matched healthy children who underwent physical 

examinations at the hospital during the same period were selected as the healthy control group. Metagenomics 

sequencing was used to detect and compare the differences in the microflora structure and functional profiles of fecal 

samples between the two groups. Results　There were significant differences in the structural composition and diversity 

of intestinal microbiota between the two groups (P<0.05). Compared with the healthy control group, the abundance of 

Listeria_monocytogenes (family Listeriaceae and genus Listeria), Bifidobacterium_rousetti, Enterococcus_avium, and 

Enterococcus_hirae was significantly higher in the intestinal microbiota in the KD group (|LDA| >2.0, P<0.05). The 

steroid degradation and apoptosis pathways were significantly upregulated in the KD group compared with the healthy 

control group, while the Bacterial_secretion_system, Sulfur_metabolism, Butanoate_metabolism, Benzoate_degradation, 

β -alanine metabolism, and α -linolenic acid pathways were significantly downregulated (|LDA| >2, P<0.05). 

Conclusions　There are significant differences in the structure and diversity of intestinal microbiota between children 

aged 0-3 years with acute KD and healthy children, suggesting that disturbances in intestinal microbiota occur during the 
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acute phase of KD. In particular, Listeria_monocytogenes, Enterococcus_avium, and Enterococcus_hirae may be 

involved in the pathogenesis of KD through steroid degradation and apoptosis pathways.
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川崎病 （Kawasaki disease, KD） 好发于 5 岁以

下儿童，是一种急性发热性全身血管炎症性疾病。

1967 年由日本川崎医生首次报道，通常表现为持

续发热、多形性红斑、颈部淋巴结肿大、口唇干

红皲裂及杨梅舌、眼红、手足潮红硬肿，主要累

及中、小血管，特别是冠状动脉，是儿童获得性

心脏病最常见病因［1］。迄今为止，其发病机制尚

未完全阐明。目前大多认为 KD 是感染因素诱发的

超级免疫炎症反应，推测免疫功能紊乱在 KD 发生

发展中起重要作用［2］。复杂多样的肠道微生物在

人体免疫、营养代谢等方面有着重要作用［3］。

近年来，肠道菌群与人类心血管疾病的关系

受到广泛关注。肠道菌群作为“微生物器官”，通

过脂多糖等细胞成分、氧化三甲胺、短链脂肪酸

等代谢物直接调节机体健康状态，也可通过细菌

及其产物影响机体免疫。“肠-心轴”及“脑-肠-

心轴”等假说有望成为心血管疾病防治的新突破

口［4-6］。肠道菌群的组成和功能决定了肠道的免疫

平衡，特别是其产生的各种代谢产物对免疫系统

有着直接影响［7］。

已有关于 KD 肠道菌群的研究提示肠道菌群紊

乱和 KD 全身免疫炎症反应密切相关［8］。既往关于

KD 肠道菌群的研究，多以 3 岁以上儿童为主，忽

略了饮食结构等对肠道菌群带来的影响。在生命

早期，肠道菌群结构相对简单，3 岁后逐渐趋于成

熟，因此，0~3 岁婴幼儿的肠道菌群组成和代谢功

能较为相似［9］，对研究肠道菌群对疾病的影响具

有更重要的意义。本研究通过宏基因组学方法，

对 0~3 岁 KD 患儿肠道菌群进行研究，分析其肠道

菌群的丰度、组成、物种差异及功能差异等，探

索肠道菌群在 KD 发病机制中的作用。

1 资料与方法

1.1　研究对象

前瞻性选择 2021 年 7—10 月在首都儿科研究

所附属儿童医院心血管内科住院的 6 例 KD 急性期

婴幼儿为 KD 组。选取同期于我院体检的年龄、性

别匹配的健康婴幼儿为健康对照组。在 KD 患儿入

院确诊后开始静脉注射人免疫球蛋白标准方案治

疗之前收集粪便样本，通过住院病历系统收集临

床资料，包括年龄、性别、身长、体重及炎性指

标等。

KD 组纳入标准：（1） 首次发病且住院治疗的

KD 急性期患儿，诊断标准符合 2017 年美国心脏协

会诊断指南［10］；（2） 年龄 0~3 岁，顺产，母乳喂

养；（3） 院外应用同一种抗生素 （本研究指头孢

曲松，以避免不同抗生素治疗对肠道菌群的影

响）；（4） 家 长 签 署 知 情 同 意 书 。 排 除 标 准 ：

（1） 发病 1 周内或者住院期间补充肠道益生菌或者

益生元；（2） 有遗传性疾病、代谢性疾病、免疫

性疾病、慢性胃肠道疾病及菌血症病史。

健康对照组纳入标准：（1） 与 KD 患儿年龄、

性 别 匹 配 的 健 康 儿 童 ；（2） 顺 产 ， 母 乳 喂 养 ；

（3） 家长签署知情同意书。排除标准：（1） 近 1 周

内补充过肠道益生菌或者益生元；（2） 近 1 周内有

应用抗生素的病史。

本研究经过首都儿科研究所附属儿童医院伦

理委员会批准 （批准号：SHERLL2021054），并由

家长签署知情同意书。

1.2　样本采集

采用灭菌便盒收集 KD 患儿应用人免疫球蛋白

治疗前的粪便样本，以及健康对照组婴幼儿的新

鲜粪便，于-80℃冰箱保存。在实验室操作台上使

用无菌接种环挖取粪便样本中段里部，并分装到 3

支无菌冻存管内，每管粪便量 3~5 g，-80℃储存

备用。

1.3　粪便DNA提取及纯化

将粪便复融，取 1 g 粪便并加入 1 mL 的 PBS 缓

冲液，混匀，以 3 000 r/min 离心 5 min 并去沉渣，

留取上清液重复离心 3 次，然后收集上清液，以

13 000 r/min 离心 3 min 后弃上清取沉渣；沉渣用

PBS 清洗 4 次，水洗 1 次，然后加入 50 μL 蒸馏水

和 50 μL 1% 聚 乙 二 醇 辛 基 苯 基 醚 ， 100℃ 煮 沸

5 min 后立即将反应管置于冰水中冷却，使用粪便

DNA 提取试剂盒提取粪便 DNA，并用显微分光光

度计和电泳法评价其质量和完整性。
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1.4　宏基因组测序方法

采 用 TruSeq Nano DNA LT Sample Prepararion 

Kit 对以上样本进行基因组 DNA 的提取 （Illumina），

并使用 Covaris S220 仪将其剪切至 300~500 bp，进

行 DNA 片段化和进一步纯化。然后对片段化的

DNA 进行末端修复、a-尾链化、适配器连接等方法

进行文库构建。然后在 Illumina 平台上以 PE150 模

式进行测序。在测序生成后需要对原始测序数据

进行一系列预处理，包括序列的初步质控及去宿

主污染。序列经过质控后，对序列进行更为准确

的功能注释分析，需要进行宏基因组的组装分析。

1.5　生物信息分析

测序数据采用 Trimmomatic 软件切除接头，用

Bowtie2 软件将双端短读原始序列同宿主基因组进

行比对，去宿主污染。随后使用 Megahit 软件进行

宏基因组拼接，使用基因预测软件 Prodigal 对拼接

的较长序列进行开放阅读框架 （open reading frame, 

ORF） 预测，使用 Cdhit 软件对所有样本中预测出

的基因进行非冗余基因集的构建，得到基因集代

表序列后，使用 Bowtie2 软件分别将每个样本精细

过滤后的序列与非冗余基因集进行比对 （95% 置

信区间），统计基因在对应样本中的丰度信息。使

用 Diamond 软件对基因集代表序列与京都基因与基

因 组 百 科 全 书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes, KEGG） 等数据库数据进行对比注释，并

同时获取物种注释，然后在各个分类学水平上统

计物种在各个样品中的丰度，从而构建丰度谱。

使用 R 软件对物种分度谱或功能丰度谱，进行主坐

标分析 （principal coordinates analysis, PCoA） 等。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 25.0 软件进行数据分析。计量资料

符合正态分布时，用均数±标准差 （-
x ± s） 表示，

两组样本比较采用两样本 t 检验。计数资料用例数

和百分率或构成比 （%） 表示，率的比较采用

Fisher 确切概率法。P<0.05 为差异有统计学意义。

运用 Diamond 软件与 KEGG 数据库进行对比物

种组成信息，计算相应信息及丰度，分析相应代

谢通路和蛋白功能类群，并比较两组功能差异；

使用 R 3.2.0 软件对物种丰度谱或者功能丰度谱进

行 相 对 丰 度 分 析 、 主 成 分 分 析 （principle 

component analysis, PCA）、PCoA、非度量多维尺度

分 析 （nonmetric multidimensional scaling, NMDS）

降维分析和基于功能丰度的组间差异 Anosim 分析

等 ； 利 用 线 性 判 别 分 析 （linear discriminant 

analysis effect size, LEfSe） 分析获得具有显著差异

的物种，|LDA|>2.0 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1　临床特征分析

共收集 KD 组 6 例，健康对照组 6 例，两组年

龄、身长、体重、性别比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。两组儿童均来自北京及周边地区的汉

族 ， 饮 食 习 惯 无 明 显 差 异 。 KD 组 患 儿 白 细 胞

（white blood cell, WBC） 计 数 ， 红 细 胞 沉 降 率

（erythrocyte sedimentation rate, ESR）， C 反 应 蛋 白

（C-reaction protein, CRP）， 肿 瘤 坏 死 因 子 （tumor 

necrosis factor- α, TNF- α）， 白 介 素 （interleukin, 

IL） -6 均高于健康对照组，差异有统计学意义 （P

<0.05）。见表 1。

2.2　肠道菌群的多样性分析

共有粪便样本 12 份，各样本基因片段有效数

据量分布在 5.22~9.47 GB，中位非冗余基因集中

ORF 数目为 581 743。采用 PCoA 方法，去除健康对

照组中 1 个聚类较差的样本，结果显示，在属和种

水平，两组在菌群多样性上存在显著不同，差异

有统计学意义 （分别 P=0.046、0.049），见图 1。

表1　两组人口学信息及炎性指标比较

项目

年龄 (-x ± s, 岁)

性别 [例(%)]

男

女

身长 (-x ± s, m)

体重 (-x ± s, kg)

WBC (-x ± s, ×109/L)

ESR (-x ± s, mm/h)

CRP (-x ± s, mg/L)

TNF-α (-x ± s, pg/mL)

IL-6 (-x ± s, pg/mL)

健康对照组
(n=6)

2.0±0.9

4(67)

2(33)

0.89±0.10

12.1±2.0

6.5±1.2

8±3

3.9±1.7

6±3

6±3

KD 组
(n=6)

2.1±0.9

4(67)

2(33)

0.88±0.10

11.8±2.2

16.0±7.5

76±22

70.2±27.4

20±10

50±27

t 值

0.877

-

0.913

1.644

3.237

8.301

5.988

3.502

4.520

P 值

0.421

1.000

0.403

0.161

0.023

0.001

0.002

0.017

0.006

注：［KD］ 川崎病；［WBC］ 白细胞；［ESR］ 红细胞沉降率；
［CRP］ C 反应蛋白；［TNF-α］ 肿瘤坏死因子-α；［IL-6］ 白介素-6。
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2.3　不同种属水平菌群的构成分析

在门水平，KD 组中，厚壁菌门 （35.8%） 丰

度最高，其次分别是拟杆菌门 （27.6%）、放线菌

门 （22.9%）、变形菌门 （7.5%）；健康对照组中，

厚壁菌门 （43.1%） 为优势菌门，其次分别是变形

菌 门 （26.5%）、 拟 杆 菌 门 （17.5%）、 放 线 菌 门

（7.9%），见图 2A。在属水平，KD 组双歧杆菌属

（21.3%）、 肠 球 菌 属 （17.5%） 及 拟 杆 菌 属

（16.7%） 丰度占比较高，健康对照组埃希氏杆菌

属 （11.4%） 丰度较高，见图 2B。在种水平，，KD

组屎肠球菌 （14%） 丰度较高，健康对照组大肠埃

希菌 （11.2%） 丰度较高，见图 2C。

2.4　物种差异分析

采用 LEfSe 对两组样本中差异显著的潜在生物

学标志物进行分析。LEfSe显示KD组中单核细胞增

生李斯特菌 （李斯特菌科、李斯特氏菌属）（|LDA|

=2.69，P=0.025）、鲁塞蒂双歧杆菌 （|LDA|=2.91，

P=0.028）、海氏肠球菌 （|LDA| =3.10，P=0.025）、

鸟肠球菌 （|LDA|=3.87，P=0.025） 丰度高于健康对

照组，差异有统计学意义，而在健康对照组中埃斯

谷菌纲 （|LDA|=4.48，P=0.037）、韦荣氏菌目 （韦

荣氏菌科）（|LDA|=4.43，P=0.025）、布劳特氏菌属

（|LDA|=4.22，P=0.037）、梭菌属 （|LDA|=4.02，P=

0.037）、韦荣氏菌 （|LDA|=3.95，P=0.037） 丰度显

著高于 KD 组，差异有统计学意义，见图 3A。在不

同系统发育水平上的种水平，其中以单核细胞增生

李斯特菌、海氏肠球菌、鸟肠球菌差异最显著 （图

3B），且最可能具有临床意义。

A B

置换多元方差分析 P=0.046
PERMANOVA P=0.046

主
成

分
2

PC
2（

23
.7

6%
）

1.0

0.5

0

-0.5

KD 组
KD group

-1.5 -1.0 -0.5     0      0.5    1.0

主成分 1
PC1（28.68%）

健康对照组
Healthy control group

置换多元方差分析 P=0.049
PERMANOVA P=0.049
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主
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分
2
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2（

18
.6

4%
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PC1（20.57%）

KD 组
KD group

健康对照组
Healthy control group

图1　KD组和健康对照组肠道菌群的PCoA多样性分析  图中每个点代表 1 个样本，图中椭圆为 95% 置信区间，

横坐标代表主成分 1，纵坐标代表主成分 2，图 A 为属水平 PCoA 多样性分析，图 B 为种水平 PCoA 多样性分析，两组聚类分离，

提示两组肠道菌群多样性存在差异。
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表一个组别，不同颜色对应不同菌门，色柱长短代表菌门所占比例大小。两组间各水平菌落结构组成明显不同。
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2.5　基于差异肠道菌群的功能水平分析

KEGG 是一个广泛使用的生物信息学数据库，

用于研究基因组、代谢组、信号通路和生物化学

反应等方面的信息。本研究在 KEGG 代谢通路图功

能水平进行功能丰度数据分析，通过 LEfSe 分析两

组中物种功能差异对差异贡献度大小。结果显示，

KD 组中，类固醇降解 （|LDA|=2.22，P=0.022） 和

细胞凋亡 （|LDA|=2.24，P=0.037） 显著升高；而健

康 对 照 组 则 在 细 菌 分 泌 系 统 （|LDA| =3.19， P=

0.006）、硫代谢 （|LDA|=3.12，P=0.016）、丁酸甲

酯 代 谢 （|LDA| =3.01， P=0.037）、 苯 甲 酸 降 解

（|LDA| =2.90， P=0.037）、 β 丙 氨 酸 代 谢 （|LDA| =

2.688，P=0.025）、α 亚麻酸代谢 （|LDA|=2.17，P=

0.037） 等 方 面 明 显 升 高 ， 差 异 有 统 计 学 意 义 。

见图 4。

3 讨论

KD 为主要发生于 5 岁以下儿童的发热出疹性

疾病，有关 KD 的发病机制目前尚未完全阐明。既

往有关肠道菌群与 KD 发病机制的研究以 16S 高通

量分析的方法发现 KD 肠道菌群存在微生态失调，

其中肠球菌、链球菌、志贺氏大肠菌、埃希菌等

丰度较高，表明肠道菌群紊乱可能是 KD 的致病诱

因［11］。但这些研究未进行年龄分段。肠道菌群在

生命之初由简单微生物开始，随着环境、营养、

生活方式、激素水平及遗传等相关因素的影响，

微生物群逐渐趋于复杂和成熟［12］。通常从 3 岁开

始，微生物群逐渐向类似成人的结构转变［13］。本

研究采用宏基因组学方法分析 3 岁以内婴幼儿肠道

菌群与 KD 发病的可能机制。研究发现，在属水

平，KD 组单核细胞增生李斯特菌、鲁塞蒂双歧杆

菌、海氏肠球菌、鸟肠球菌丰度明显高于健康对

照组，埃斯谷菌纲、布劳特氏菌属、梭菌属、韦

荣氏菌明显降低，提示存在肠道菌群失调。已有

研究报道肠道微生物区系的失衡可能间接干扰先

天性免疫和获得性免疫功能，并且可变的微生物

区系与环境因素相互作用可能选择性地促进遗传

易感儿童 KD 的发生［14］。KEGG 数据库将生物代谢

通路划分为 7 类，即细胞过程、环境信息处理、遗

传信息处理、人类疾病、新陈代谢、生物体系统、

药物发展，其中每类又被系统分类为二、三、四

层。本研究深入到第三层功能水平，即代谢通路

图水平，筛选到功能差异显著的生物标志物。在

A B
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图 3　物种差异分析组图  图 A 柱状图的长度代表差异显著物种影响的大小，|LDA|>2 表示该物种为差异有统计学

意义。图 B 分支图中不同颜色表示不同分组，紫色节点表示在红色组别中丰度相对较高的差异显著物种，黄色节点表示在绿色

组别中丰度相对较高的差异显著物种。

细菌分泌系统
Bacterial swcretion system

硫代谢
Sulfur metabolism

丁酸甲酯代谢
Butanoate metabolism

鞭毛调节
Flagellar assembly

苯甲酸降解
Benzoate degradation

硫接力系统
Sulfur relay systemβ 丙氨酸代谢

Beta_alanine metabolismα 亚麻酸代谢
Alpha_linolenic_acid_metabolism

线性判别分析 分值
LDA Score (lg10)

-3 -2 -1 0   1   2   3   4

KD 组
KD group

健康对照组
Healthy control group

类固醇降解
Steroid degradation
细胞凋亡
Apotosis

图4　物种功能差异组图  柱状图的长度代表差异显著

物种影响的大小，|LDA|>2 表示该物种为差异有统计学意义。
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KD 组中，类固醇降解和细胞凋亡通路显著升高，

而健康对照组则在细菌分泌系统、硫代谢、丁酸

甲酯代谢、苯甲酸降解、β 丙氨酸代谢、α 亚麻酸

代谢等通路较 KD 组显著升高。提示这些通路可能

参与 KD 发病机制。

越来越多的证据表明，稳态微生物群的破坏

会导致病原体富集、促炎代谢物产生和炎症通路

激活［15-16］。研究表明肠道菌群是影响和调节机体

免疫系统免疫应答的重要因素［17］，目前导致 KD 免

疫失衡的具体机制尚未完全阐明。因此对 KD 患儿

肠道菌群进行研究，寻找对相关免疫功能改变产

生关键作用的菌属或菌种，可能为 KD 发生发展的

预防和治疗提供新思路和新策略。

本研究还发现海氏肠球菌、鸟肠球菌在 KD 组

中患儿粪便中明显增加。国内外均有研究显示，

肠球菌在 KD 组较健康对照组有显著富集，可能参

与 KD 的发病［11，18］。研究表明肠球菌可以通过细胞

溶解素、肠球菌表面蛋白、肠球菌胶原蛋白黏附

素等致病［19］，推测肠球菌可能通过黏附素的作用，

分泌细胞溶解素及明胶酶等毒性物质，侵袭宿主

组织细胞，并产生非特异性免疫应答，产生大量

炎症因子，诱发超级免疫炎症反应，从而参与 KD

的发生发展。国外有研究显示，粪肠球菌的定植

可降低小鼠体内内源性糖皮质激素皮质酮的水

平［20］。与此相似，本研究显示肠球菌属的富集与

KD 患儿体内类固醇降解明显相关，可能通过改变

KD 患儿体内激素水平，影响免疫功能状态，进而

参与 KD 的发病机制。

本研究还发现单核细胞增生李斯特菌在 KD 组

明显升高。李斯特菌为侵袭性胞内菌，进入人体

肠道后，可以借助其表面的内化蛋白与肠上皮细

胞表面的钙黏蛋白结合，通过胞饮作用进入肠上

皮细胞，在李斯特自溶素等［21］ 感染机制作用下，

从膜囊泡中释放至细胞质中，并在细胞膜繁殖，

引起败血症［22］。每一步均有特定的毒力因子调控，

最终引起严重感染［23］，同时促进炎性因子 IL-1β 和

IL-18 等的表达和分泌，诱导免疫炎症应答，导致

细胞凋亡［24］。故考虑李斯特菌在肠道富集过度，

引起严重感染，进而诱发全身免疫炎症反应，从

而参与 KD 的发生与发展。本研究中 KD 组肠道菌

群的构成变化，与国外研究相比有所不同［25］，可

能与人群种族的基因、饮食、药物使用等不同有

关。为避免分娩方式和喂养方式可能对肠道菌群

造成的影响，本课题研究对象选择顺产、母乳喂

养的婴幼儿。为避免不同抗生素使用对肠道菌群

构成的影响，本研究中选用 KD 患儿采集粪便之前

均应用同一种抗生素 （头孢曲松）。以上这些严苛

的限制条件在既往的研究中［26-27］尚未报道。

本研究的不足之处在于样本量偏小，且目前

研究提示的结果有待通过基础实验研究验证。

综上所述，婴幼儿 KD 急性期患儿肠道菌群在

物种组成、丰度差异及各种功能水平上，均与健

康儿童存在显著差异；KD 急性期患儿单核细胞增

生李斯特菌、海氏肠球菌和鸟肠球菌丰度升高，

并且可能通过类固醇降解及细胞凋亡通路参与 KD

的发病机制，具体机制有待进一步验证和深入

研究。
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