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孤独症谱系障碍儿童肠道菌群与行为症状的相关研究

赵锐豪 1　郑鹏远 1　刘思濛 1　汤有才 2　李恩耀 2　孙榛誉 2　江淼淼 2

（郑州大学第五附属医院　1. 消化内科；2. 儿童康复医学科，河南 郑州　450052）

［摘要］　目的　探索孤独症谱系障碍（ASD）儿童肠道菌群的构成及其与行为症状严重程度之间的关系。

方法　选取 30 名 ASD 儿童为 ASD 组，20 名年龄、性别与之匹配的健康儿童为健康对照组，统计两组相关基本信息。

对两组儿童粪便样本中细菌 16S rRNA 基因的 V3-V4 高变区进行测序，并采用孤独症治疗评估量表评估 ASD 儿

童行为症状的严重程度。应用 Spearman 秩相关分析 ASD 儿童肠道菌群与行为症状严重程度的相关性。结果　研

究表明两组儿童肠道微生态菌群结构存在显著差异。与健康对照组相比，ASD 组儿童 α 多样性指数（Shannon

和 Shannoneven）显著降低（P<0.05）；粪便 Firmicutes 比例显著降低，而 Acidobacteria 比例显著增高（P<0.05）。

ASD 组儿童粪便的优势菌群为 Megamonas、Megasphaera、Barnesiella 等；而健康对照组儿童粪便的优势菌群为

Eubacterium_rectale_group、Ezakiella、Streptococcus 等。且 Megamonas 丰度与 ASD 儿童健康 / 身体 / 行为和语言

评分均呈正相关（P<0.05）。结论　ASD 的发展及其行为症状的严重程度与肠道菌群结构密切相关。

［中国当代儿科杂志，2019，21（7）：663-669］
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Abstract: Objective    To investigate the composition of gut microbiota and its correlation with the severity of 
behavior symptoms in children with autism spectrum disorder (ASD). Methods    A total of 30 children with ASD were 
enrolled as the ASD group, and 20 healthy children matched for age and sex were enrolled as the healthy control group. 
Related clinical data were analyzed. The V3-V4 hypervariable regions of the bacterial 16S rRNA gene in fecal samples 
were sequenced. The severity of behavior symptoms in children with ASD was assessed using the autism behavior 
checklist. The Spearman's correlation analysis was used to investigate the correlation between gut microbiota and the 
severity of behavior symptoms in children with ASD. Results    There was a significant difference in the composition 
of gut microbiota between the two groups. Compared with the healthy control group, the ASD group had significant 
reductions in Shannon index and Shannoneven index (P<0.05), as well as a significant reduction in the percentage 
of Firmicutes and a significant increase in the percentage of Acidobacteria in feces (P<0.05). In the ASD group, the 
dominant bacteria were Megamonas, Megasphaera, and Barnesiella, while in the healthy control group, the dominant 
bacteria were Eubacterium_rectale_group, Ezakiella, and Streptococcus. In the children with ASD, the abundance 
of Megamonas was positively correlated with the scores of health/physical/behavior and language communication 
(P<0.05). Conclusions    The development of ASD and the severity of behavior symptoms are closely associated with 
the composition of gut microbiota.                                                          [Chin J Contemp Pediatr, 2019, 21(7): 663-669]
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孤 独 症 谱 系 障 碍（autism spectrum disorder, 

ASD）是一种影响沟通和行为的发育障碍性疾

病，通常在儿童早期出现，其核心症状为：社会

沟通和社交的缺陷，局限的重复的行为、兴趣或

活 动 [1]。ASD 男 女 患 病 比 约 为 4 : 1[2]， 患 病 率 为

14.6/1 000 [3]。该病目前尚无高效的治疗方法，因此

ASD患者及其家庭面临了沉重的精神和经济负担。

ASD 的病因尚不明确，多数研究者认为基因与环

境因素的相互作用影响 ASD 的发生发展。研究报

道过某些产前及新生儿危险因素可能与ASD相关，

如产前抗生素使用、生产方式和新生儿早期抗生

素使用等 [4]。

近年来，大量研究发现肠道微生态在新生儿

免疫系统和内分泌系统的发育成熟中发挥着重要

作用 [5]。肠道微生物稳态的打破与多种疾病的发生

和发展密切相关，包括 ASD，婴儿坏死性小肠结

肠炎等 [6]。肠道微生态通过神经、免疫、内分泌和

代谢途径影响肠道和中枢神经系统，这种复杂的

交互作用被称作微生态 - 肠 - 脑轴 [7]。大量以西

方国家人群为背景的研究发现微生态 - 肠 - 脑轴

的紊乱可能与 ASD 的发病相关。然而西方国家儿

童与我国儿童的种族，生活习惯和饮食习惯不同，

国外的研究结果不能反映我国 ASD 儿童的肠道微

生态结构。此外，ASD 儿童肠道微生态的组成与

产前危险因素和行为症状之间的关系仍未明确。

为了解我国ASD儿童肠道菌群的组成和分布，

并筛选出与行为症状密切相关的菌群，本研究对

ASD 儿童细菌 16S rRNA 基因的 V3-V4 高变区进行

测序，评估其行为症状的严重程度并进行相关分析。

1　资料与方法

1.1　研究对象

于郑州大学第五附属医院招募 30 名（2.5~10

岁）初治 ASD 儿童纳入 ASD 组；同时招募 20 名

年龄和性别与之匹配的健康儿童纳入健康对照

组。由具有资质的儿童神经精神病学医师依据孤

独 症 诊 断 观 察 量 表（autism diagnostic observation 

schedule-second edition, ADOS-2）[8] 和 孤 独 症 诊

断 访 谈 量 表 修 订 版（autism diagnostic interview-
revised, ADI-R）[9] 联合应用进行 ASD 的诊断；依

据孤独症治疗评估量表（autism treatment evaluation 

checklist, ATEC）对 ASD 儿童行为症状的严重程

度进行评分，包括语言、社交、感觉知觉和健康 /

身 体 / 行 为 [10]。 健 康 对 照 组 儿 童 需 经 儿 童 神 经

精神病学医师应用孤独症行为评定量表（autism 

behavior checklist, ABC） 评 估（<31 分 ） 排 除

ASD [11]，且无 ASD 直系亲属（父母或兄弟姐妹）。

排除标准包括神经系统疾病或脑器质性疾病史，

严重头部受伤及其他重大疾病史，特殊饮食（如

麸质，酪蛋白）史，额外营养添加史，通过临床

症状、体征、既往史，必要时采用辅助检查（如

磁共振，脑电图等）进行诊断和鉴别诊断。研究

对象在取样前至少 3 个月未使用抗生素、微生态

调节剂或抗真菌药。本研究经郑州大学第五附属

医院伦理委员会批准（批件号：2016-1001）。受

试者监护人签署知情同意书。

1.2　基本信息

所有受试儿童的母亲需完成关于基本情况的

问卷：孕期抗生素使用、生产方式、喂养方式及

儿童早期抗生素使用（6 个月之内）。双盲下录入

数据，进行后续分析。

1.3　粪便样品收集

留取两组儿童新鲜粪便样本，迅速转运并进

行分装。将 200 mg 粪便保存在粪便细菌 DNA 储存

管中，-80℃储存留待 16S rRNA 测序。

1.4　DNA 抽提和细菌 16S rRNA 基因扩增

使 用 QIAamp Fast DNA Stool Mini 试 剂 盒 从

200 mg 粪便样品中提取微生物 DNA。用 NanoDrop 

2000 检测 DNA 的浓度和纯度。对 16S rRNA 基因

的 V3-V4 区域（338F：5'-ACTCCTACGGGAGGCA-
GCAG-3' 和 806R：5'-GGACTACHVGGGTWTCT-
AAT-3'）进行扩增。提取扩增子并使用 AxyPrep 

DNA 凝胶提取试剂盒进一步纯化和定量。

1.5　Illumina MiSeq 测序

根据 Illumina MiSeq 平台标准操作规程将纯

化后的扩增片段构建 PE 2×300 的文库。原始序

列 经 Trimmomatic 质 控 过 滤， 用 FLASH 软 件 拼

接。 使 用 UPARSE（ 版 本 7.1，http://drive5.com/

uparse/），根据 97% 的相似度对序列进行操作分

类 单 元（operational taxonomic units, OTU） 聚 类；

并用 UCHIME 软件鉴定剔除嵌合序列。使用 RDP

分类器算法（http://rdp.cme.msu.edu/）对序列进行

物种分类注释，比对 Silva（SSU123）数据库，设
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置比对阈值为 70%。

1.6　生物信息学分析

测序数据用美吉生物信息云平台进行分析。

主坐标分析（principal co-ordinates analysis, PCoA）

用 Weight-UniFrac 评估物种组成的差异性。LEfSe

采用线性判别分析（LDA）估计差异丰富的分类群

对差异效果的影响，并区分最具生物学特征的物种。

1.7　统计学分析

使用 SPSS 20.0 统计软件对数据进行统计学分

析。计量资料采用均数 ± 标准差（x±s）表示，

两组间比较采用了两样本 t 检验；不符合正态分

布计量资料采用中位数（四分位间距）[M（P25，

P75）] 表示，两组间比较采用 Wilcoxon 检验。计数

资料采用百分率（%）表示，两组间比较采用卡方

检验。相关分析采用 Spearman 秩相关。P<0.05 为

差异有统计学意义。

2　结果

2.1　两组儿童基本情况

两组儿童在年龄和性别组成上比较差异无统

计学意义（P>0.05）。两组在母亲孕期抗生素使用

及喂养方式上比较差异亦无统计学意义（P>0.05）。

在生产方式上，ASD 组较健康对照组剖宫产率增

高（P=0.035）。此外，ASD 组儿童早期抗生素使

用率高于健康对照组（P=0.015）。见表 1。

2.2　ASD 儿童肠道菌群的构成与分布

应用 Wilcoxon's test 对菌群进行 α 多样性分析

表 1　两组儿童基本情况比较

基本情况
健康对照组

(n=20)
ASD 组
(n=30)

χ2(t) 值 P 值

年龄 (x±s, 岁 ) 4.3±1.0 4.4±1.5 (0.397) 0.693

性别 [ 例 (%)]

男 16(80) 25(83)
<0.001 1.000

女 4(20) 5(17)

孕期抗生素使用
[ 例 (%)]

无 16(80) 23(77)
<0.001 1.000

有 4(20) 7(23)

分娩方式 [ 例 (%)]

阴道分娩 12(60) 9(30)
4.433 0.035

剖宫产 8(40) 21(70)

喂养方式 [ 例 (%)]

母乳喂养 12(60) 11(37)

3.342 0.188混合喂养 4(20) 13(43)

人工喂养 4(20) 6(20)

儿童早期抗生素
使用 [ 例 (%)]

无 15(75) 12(40)
5.918 0.015

有 5(25) 18(60)

显示：两组儿童在反映菌群丰富度指数（Sobs、

Chao、Ace）上比较差异无统计学意义（P>0.05）。

在 OTU 水 平，ASD 儿 童 Shannon 和 Shannoneven

指数较健康对照组显著降低（P<0.05），提示 ASD

儿童粪便的物种多样性和均匀度降低（表 2）。此

外，本研究在 OTU 水平应用 Weighted-UniFrac 距

离算法进行 PCoA 分析（图 1），结果显示 ASD 组

与健康对照组儿童肠道菌群的物种组成存在差异。

表 2　两组儿童 α 多样性指数比较　[M（P25，P75）]

组别 Sobs Chao Ace Shannon Shannoneven

健康对照组 156.5(137.0, 185.0) 179.7(158.7, 212.5) 178.9(151.6, 212.7) 3.2(3.2, 3.8) 0.7(0.6, 0.7)

ASD 组 156.5(122.2, 180.8) 179.1(139.7, 220.8) 175.8(138.1, 203.4) 3.1(2.7, 3.5) 0.6(0.6, 0.7)

Z 值 -1.038 -0.936 -1.119 -2.156 -2.136

P 值 0.299 0.349 0.263 0.031 0.033
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图 2　两组儿童肠道菌群相对丰度　　ASD 组和健康对照组儿童肠道菌群在门水平（上）和科水平（下）的群落结

构和相对丰度。

组（58.82%） 显 著 降 低， 而 Acidobacteria 比 例

（0.011%） 较 健 康 对 照 组（0.004%） 显 著 增

高（P<0.05）。 在 科 水 平， 两 组 儿 童 丰 度 最 高

的 Bacteroidaceae 比例相比较差异无统计学意义

（P>0.05）。与健康对照组相比，ASD 儿童粪便

Veillonellaceae、Enterobacteriaceae 比例显著增高；

而 Ruminococcaceae、Streptococcaceae、Peptostre-
ptococcaceae 和 Erysipelotrichaceae 比 例 显 著 降 低

（P<0.05）。见图 2。

应用 LEfSe 分析两组菌群各成分的丰度差异

并 筛 选 优 势 菌 群 结 果 发 现， 在 属 水 平，ASD 儿

童粪便的优势菌群为 Megamonas、Megasphaera、

Barnesiella、Pseudomonas 等；而健康对照组儿童

粪 便 的 优 势 菌 群 为 Eubacterium_rectale_group、

Ezakiella、Streptococcus、Fusicatenibacter 等。见图 3。

图 1　两组儿童肠道菌群 OTU 水平 PCoA 分析　　图

中两组散点基本分离，提示 ASD 组与健康对照组儿童肠道菌群的

物种组成存在差异。

对 两 组 儿 童 粪 便 菌 群 各 分 类 群 的 平 均 相

对 丰 度 进 行 评 估 发 现， 在 门 水 平，ASD 组 儿

童 粪 便 Firmicutes 比 例（51.91%） 较 健 康 对 照
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2.3　两组儿童肠道菌群与分娩方式和早期抗生素

使用的相关分析

在 OTU 水平，将表 1 中两组差异有统计学意

义的分娩方式和早期抗生素使用与儿童肠道菌群

进行 Spearman 相关分析发现，OTU252（Bacteroides_

uniformis）与儿童早期抗生素使用呈负相关（rs=

-0.393，P=0.039）。OTU184（Prevotella_9，

rs=-0.480，P=0.010） 和 OTU107（Veillonella，

rs=-0.452，P=0.016） 与 剖 宫 产 相 关， 而 OTU335

（Eubacterium_rectale_group） 与 阴 道 分 娩 相 关

（rs=0.383，P=0.044）。见图 4。

2.4　ASD 儿童肠道菌群与行为症状严重程度的相

关分析

根据 ATEC 评估量表，ASD 儿童行为症状的

评分分别为：语言（18±4）、社交（28±4）、

感觉知觉（23±4）和健康 / 身体 / 行为（31±6）。

在属水平，用 Spearman 相关分析 ASD 儿童肠道细

菌丰度与行为症状严重程度的相关性。结果显示：

Clostridium_sensu_stricto_1（rs=0.419，P=0.030）、

Megamonas（rs=0.485，P=0.010） 与 健 康 / 身 体 /

行 为 评 分 呈 正 相 关；Tyzzerella_4（rs=-0.413，

P=0.032）、Blautia（r s=-0.410，P=0.034）、

Eubacterium_hallii_group（rs=-0.405，P=0.036）

与 健 康 / 身 体 / 行 为 评 分 呈 负 相 关。Megamonas

（rs=0.400，P=0.039）和 Phascolarctobacterium（rs=
图 4　两组儿童肠道菌群与分娩方式和早期抗生素使

用的相关性分析　　a 示 P<0.05。

图 3　LEfSe 分析两组儿童的优势菌群　　LEfSe 采用 LDA 分析物种丰度对差异效果的影响。ASD 组的优势菌群为

红色，健康对照组的优势菌群为绿色。LDA 阈值为 2.0。
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0.463，P=0.015） 与 语 言 评 分 呈 正 相 关。

Holdemanella（rs=0.390，P=0.045）与感觉知觉评

分呈正相关。暂未发现在属水平上与社交评分相

关的肠道菌群。见图 5。
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3　讨论

越来越多的证据表明，肠道微生物菌群对新

生儿及儿童阶段的生长发育起重要作用 [12]。出生

时儿童肠道是无菌的，之后开始出现微生物的定

植，并受到分娩方式、喂养方式、饮食、抗生素

使用和环境因素的影响 [13]。本研究结果显示：ASD

儿童剖宫产率和早期抗生素使用率较健康对照组

增高，阴道分娩率较健康对照组降低，表明剖宫

产和早期抗生素使用可能是ASD发病的危险因素。

本研究中剖宫产儿童肠道 Bacteroides_uniformis 比

例较阴道分娩儿童降低，Prevotella_9 和 Veillonella

比 例 较 阴 道 分 娩 儿 童 升 高， 结 果 与 Hesla 等 [14]

的 结 果 相 似， 该 研 究 表 明 剖 宫 产 的 儿 童 肠 道

Bacteroides 和 Bifidobacterium 比例较阴道分娩儿童

下降，而 Veillonella 比例较阴道分娩儿童升高。

图 5　ASD 组儿童肠道菌群与行为症状严重程度的相

关性分析　　a 示 P<0.05。
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此外，Rigsbee 等 [15] 发现肠易激综合征儿童肠道

Veillonella 和 Prevotella 水平较健康对照组升高。

在出生后 1 年中，婴儿的肠道微生物结构趋

于稳定。本研究发现 ASD 儿童肠道菌群的物种均

匀性和多样性较健康对照组儿童降低，且两组儿

童肠道菌群在物种组成上存在显著差异。在门水

平，肠道菌群以 Fimicutes 和 Bacteroidetes 为主，

其次为 Actinobacteria 和 Proteobacteria，与参考文

献 [16] 结果一致；ASD 儿童肠道菌群 Fimicutes 比例

较健康对照组显著降低，而 Acidobacteria 比例较健

康对照组显著升高。具体来说，隶属于 Fimicutes

的 Peptostreptococcaceae、Streptococcaceae、

Ruminococcaceae、Eubacterium 和 Lachnospiraceae_

NC2004_group 在 ASD 儿童的肠道菌群中比例降低。

Barcenilla 等 [17] 的 研 究 发 现 Ruminococcaceae、

Eubacterium_rectale_group 和 Lachnospiraceae 为

产丁酸菌群，属于 Clostridium 菌群 IV 和 XIVa。

其 他 Clostridium 菌 群 也 可 以 产 生 丁 酸， 相 对 于

Clostridium 菌群 IV 和 XIVa 的产丁酸效率低。此外，

Estaki 等 [18] 研究表明 Erysipelotrichacea 也是产丁酸

的关键菌之一。综上所述，本研究表明 ASD 儿童

产丁酸细菌比例较健康对照组降低。

丁酸属于短链脂肪酸，是肠道微生物厌氧发

酵的重要代谢产物之一。大量研究表明丁酸与肠

黏膜通透性 [19]、血脑屏障功能、大脑功能及行为

相关 [20]。Adams 等 [21] 发现 ASD 儿童粪便中短链脂

肪酸水平较正常儿童降低。丁酸作为组蛋白脱乙酰

酶 -1（HDAC-1）抑制剂，可通过调节 TWIK 相关

的钾通道 -1（Trek-1）恢复肠上皮黏膜屏障功能 [22]。

Rose 等 [23] 研究表明丁酸能够改善 ASD 细胞模型中

的氧化应激反应，增强线粒体功能。此外，丁酸

还可以调节 ASD 动物模型额叶皮质内抑制 / 兴奋

基因的转录并改善其行为症状 [24]。

本研究发现肠道菌群与 ASD 儿童行为症状的

严重程度相关。Megamonas 比例在 ASD 儿童中明

显增高，且与健康 / 身体 / 行为和语言障碍的严重

程度均呈正相关。本研究结果为应用菌群移植治疗

ASD 提供了一定的理论依据。目前关于 Megamonas

的研究仍较少，Geng 等 [25] 表明 Megamonas 比例在

Wilson 病患者中较健康对照组明显升高；Kieler 等 [26]

发现的肠道中 Megamonas 的丰度与肥胖犬减重的

速度呈负相关。而关于 Megamonas 在微生态 - 脑 -
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肠轴和 ASD 中的具体作用机制仍需进一步研究。

总之，本研究发现 ASD 儿童与健康对照组儿

童肠道微生态结构存在显著差异。儿童肠道菌群

与分娩方式、早期抗生素使用和 ASD 行为症状的

严重程度均相关。应用微生态调节剂调整肠道菌

群，可能是治疗 ASD 的有效方法。
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