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摘要 目的：通过 16S rRNA测序技术检测研究对象肠道菌群，探讨 2型糖尿病足患者肠道菌群特征及其与主要临床生化指标的

相关性，为基于肠道菌群途径治疗糖尿病足提供新的理论基础。方法：选取研究对象分为糖足组（A组，n=32）、糖尿病组（B组，

n=32）、对照组（C组，n=31）三组，收集三组研究对象粪便标本及空腹血糖、糖化血红蛋白、炎症指标等主要临床生化指标，采用

16S rRNA测序技术检测受试者肠道菌群，分析 2型糖尿病足患者肠道菌群特征及其与主要临床化验指标的相关性。结果：1.与糖

尿病组和对照组比较，糖足组血糖、血脂水平、炎性指标明显升高（P<0.05）。2.糖足组物种丰富度明显小于其他两组（P<0.05），三
组间琢多样性和 茁多样性存在差异（P<0.05）。3.糖足组中，弧菌属（尤以脱硫弧菌）、粪球菌属、厌氧棍状菌属等有害标志性物种丰
度较其他两组增加，而双歧杆菌属、阿克曼菌属、普氏栖粪杆菌属、乳杆菌属等有益标志性菌种较其他两组减少。4.Spearman相关

性分析表明瘤胃球菌属与 FPG、HbA1c、WBC、NE%、CRP、ESR等指标成负相关（P<0.05），志贺菌属与WBC、NE%、CRP、ESR等

指标成正相关（P<0.05），脱硫弧菌属与 FPG、HbA1c、TG、WBC、NE%、CRP等指标成正相关（P<0.05）。结论：糖足组肠道菌群更加
紊乱，而紊乱的肠道菌群特征与糖足组更加紊乱的糖代谢、脂质代谢以及更严重的炎症状态有关。因此，肠道菌群紊乱可能与 2

型糖尿病足的发生发展密切相关。
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A Study on the Distribution Characteristics of Intestinal Flora in Type 2
Diabetic Foot Patients and its Correlation*

16S rRNA sequencing technology was used to detect the intestinal flora of the research subjects, explore the

intestinal flora characteristics and its correlation with Clinical biochemical index in patients wihe type 2 diabetic foot, and provide a new

theoretical basis for the treatment of diabetic foot based on intestinal flora. The research objects were divided into three groups:

diabetic foot group (A, n=32), diabetic group (B, n=32), and control group (C, n=31), and collected fecal samples and clinical biochemical

indexes such as fasting blood glucose, HbA1c and inflammatory indexes. 16S rRNA sequencing technology was used to detect the

intestinal flora of the objects and analyze the intestinal flora characteristics of patients with type 2 diabetic foot and its correlation with

clinical biochemical indexes. 1. Compared with the diabetic group and control group, blood glucose, lipid levels and inflamma-

tory indexes were significantly increased in the diabetic foot group (P<0.05). 2. The species richness of the diabetic foot group was signifi-
cantly lower than that of the other two groups (P<0.05), and there were differences in alpha diversity and 茁 diversity among the three

groups (P<0.05). 3. In the diabetic foot group, the abundance of harmful iconic species such as Vibrio (especially desulfovibrio), Copro-
coccus and anaerobic Claviculus increased compared with the other two groups, while the beneficial iconic species such as bifidobacteri-

um, Akkermania, Coprobiotic and Lactobacillus decreased compared with the other two groups. 5.Spearman correlation analysis showed

that Ruminococcus was negatively correlated with FPG, HbA1c, WBC, NE%, CRP and ESR (P<0.05), while Shigella was positively corre-
lated with WBC, NE%, CRP and ESR (P<0.05). Desulfovibrio was positively correlated with FPG, HbA1c, TG, WBC, NE% and CRP

(P<0.05). The intestinal flora in the diabetic foot group was more disordered, and the characteristics of the disordered in-

testinal flora were associated with more disordered glucose metabolism, lipid metabolism and more severe inflammation in the diabetic

foot group. Therefore, intestinal flora disorders may be closely related to the occurrence and development of type 2 diabetic foot.
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前言

根据《2021IDF全球糖尿病地图（第 10版）》显示，目前糖

尿病患病率高，且增长速度仍进一步增加，预计到 2045年全球

患病情况将达到 7.83亿，而中国仍旧是世界上糖尿病患者人

数最多的国家[1]。糖尿病足是糖尿病的一个慢性并发症，其患病

率较以往也明显增加。据估计，糖尿病足病在我国 50岁以上糖

尿病患者中发病率高达 8.1%[2]。CHEN等对之前有关糖尿病足

死亡率相关研究进行了系统评价及Meta分析表明全球糖尿病

足患者 1年死亡率为 13.1%，5年死亡率高达 49.1%[3]。并且糖

尿病足花费巨大，是当今社会严重公共卫生问题之一。

目前，越来越多的研究已经证实局部或口服益生菌制剂对

糖尿病伤口等慢性创面的愈合有促进作用。如 Sima等[4]研究证

实了肠道益生菌与糖尿病患者血糖、伤口大小、抗氧化能力方

面有关，从而支持益生菌在糖尿病患者伤口愈合过程中的重要

作用。最近一项小鼠实验研究结果显示，枯草芽孢杆菌

WB800N可能通过调节肠道微生物群而加速糖尿病小鼠伤口

愈合并增加创面再上皮化[5]。并且有关肠道 -皮肤轴的研究也

强调了益生菌在肠道微生物群、皮肤稳态以及伤口愈合方面的

重要性，包括糖尿病足创面的愈合[6]。然而有关肠道菌群与糖尿

病足人群的直接性、相关性的研究仍较少涉及，但最近李建赤

等[7]一项关于 2型糖尿病足患者的肠道菌群研究认为肠道菌群

紊乱与 2型糖尿病足病的发生、发展有重要相关性。本研究便

旨在通过 16S rRNA测序技术进一步探讨 2型糖尿病足患者

肠道菌群特征及与主要临床生化指标的相关性，为糖尿病足的

诊治提供新的理论基础。

1 对象与方法

1.1 研究对象及分组

收集 2020年 11月至 2021年 11月期间在太原市中心医

院内分泌科住院的 2型糖尿病患者 64例，根据患者有无糖尿

病足分为糖足组（A组，n=32）、糖尿病组（B组，n=32），同时招

募健康志愿者为对照组（C组，n=31）。

纳入标准：（1）年龄 30-70岁，性别不限；（2）符合糖尿病、

糖尿病足诊断标准及同期在我院体检结果良好的志愿者，三类

人群吸烟、饮酒史及其他既往史等与本研究无关情况尽可能接

近；（3）入选糖尿病组患者均为 2型糖尿病患者并且无足部溃

疡或曾出现慢性溃疡，双足感觉、血运无明显异常；（4）入选糖

足组患者均为 2型糖尿病足患者，其 Wagner分级为 0-3级；

（5）所有研究对象均已签署知情同意书，并获我院伦理委员会

批准。排除标准：（1）孕妇、哺乳期妇女；（2）有手术及其他应激

情况；（3）排除患有严重糖尿病并发症（足并发症除外）、恶性肿

瘤、消化系统疾病、免疫系统疾病、精神疾病患者；（4）近 1月内

使用过抗生素、益生菌产品，以及近 1月内饮食不规律者；（5）

存在严重疾病或无法提供研究样本。

1.2 临床人口学特征及基线资料收集

收集患者基本资料，包括性别、年龄、身高、体重、健康情

况、既往史、药物应用史、家族史、吸烟饮酒史等。收集主要临床

生化指标 FBG、HbA1c、TC、TG、HDL、LDL、WBC、NE%、CRP、

PCT、ESR等。

1.3 粪便菌群生物信息学数据分析

本研究收集三组研究对象的粪便标本，通过 Stool DNA

Kit（Omega Biotek，D4015）试剂盒提取每组粪便样本中的细菌

基因组 DNA，利用 Nanodrop NC2000紫外分光光度计（Thermo

Scientific，NC2000）对所提取的 DNA进行定量；采用 0.8%琼脂

糖凝胶电泳进行 DNA分子大小判断。通过利用 16S rRNA基

因中保守区域来设计引物，随后通过设计好的引物进行 16S

rRNA基因中具有物种差异性的高度可变区的目的片段扩增。

扩增结束后进行 2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物。利用

TruSeq纳米 DNA LT文库制备试剂盒（Illumina，24 samples）进

行 PCR扩增产物建库并对产物进行提纯，再次通过 2%琼脂糖

凝胶电泳来对文库做最终的片段选择与纯化（结果如图 3）。通

过 DADA2方法对所得序列进行去噪或聚类后得到特征序列

（amplicon sequence variants，ASVs），对应 Vsearch方法获得的

可操作分类单元（Operational Taxonomic Units，OTUs），并通过

使用美国 Illumina公司的 Novaseq-PE250平台（由上海派森诺

生物科技股份有限公司提供）进行测序，每个样品测序 6万条

reads数据量。采用 QIIME2 的 classify-sklearn 算法与 Green-

genes数据库对比从域、门、纲、目、科、属、种七个分类水平对

ASVs代表序列进行物种注释分析。使用 QIIME2、R软件计算

Chao1、Observed species、Shannon、Simpson等指数对样本进行

alpha 多样性指数差异分析。可通过非度量多维尺度分析

（Nonmetric Multidimensional scaling，NMDS）等非约束排序手

段对多维的微生物数据进行适当的降维，从低维度的角度体现

不同群落间物种组成的差异，从而对样本进行 beta多样性指数

差异分析。而为了更进一步了解造成三组样本间群落差异性的

具体物种差异来源，可通过随机森林图等进行物种差异与标志

物种分析。最后对三组肠道菌群中的差异菌属与主要临床生化

指标做相关分析。

1.4 统计分析

采用 SPSS 26.0统计学软件及 R软件（3.3.2）进行数据整理

分析，各组计量资料进行正态检验，符合正态分布数据以 x± s
表示；偏态分布数据以中位数等表示。对于连续变量，在三组间

进行统计检验时，符合正态分布数据采用单因素方差分析，偏

态分布数据采用 Kruskal-Wallis检验。在任意两组间进行统计

检验时，符合正态分布数据采用 LSD事后检验，偏态分布数据

采用 Mann-Whitney U检验。对分类变量采用 x2检验。通过
ANOSIM相似性分析、随机森林分析及分层交叉检验等比较组

间菌群差异。采用 Spearman相关性分析对三组肠道菌群中的

差异菌属与主要临床生化指标做相关分析。以琢=0.05作为检验
水准，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果
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2.2.2 三组研究对象肠道菌群多样性 在三组 alpha多样性中

Chao1、Observed species指数提示对照组样本物种丰富度高于

其他两组，并且糖足组样本物种丰富度最低（P<0.05），见图 3；

三组 Shannon、Simpson指数提示对照组物种多样性高于其他

两组，并且糖足组样本物种多样性同样是最低（P<0.05），见图4。

2.1 三组研究对象人一般临床特征及主要生化指标

与对照组相比，糖尿病组及糖足组年龄、体重增加（P<0.05），
收缩压升高（P>0.05），舒张压降低（P<0.05）；FPG、HbA1c、TC、
TG、WBC、NE%、CRP、PCT、ESR等代谢指标及炎症指标均升

高（P<0.05）。与糖尿病组比较，糖足组年龄增加（P<0.05），收缩
压升高（P>0.05），体重、舒张压降低（P<0.05）；FPG、HbA1c、TC、
TG、WBC、NE%、PCT、ESR 等代谢指标及炎症指标均升高

（P<0.05）。
2.2 粪便肠道菌群生物信息学数据分析结果

2.2.1 三组研究对象肠道菌群物种丰度 结合本研究物种注

释结果，通过选取三组丰度排名前 10的门 /属分类水平，其它

门 /属水平归为 Others，作出物种组成的门 /属水平上的堆叠

柱状图。

不论是对照组、糖尿病组还是糖足组患者，体内的优势菌

群都集中在厚壁菌门（Firmicutes），拟杆菌（Bacteroidetes），变

形菌（Proteobacteria），放线菌门（Actinobacteria）这四个类群上，

见图 1。三组研究对象粪便肠道菌群属水平上的前 10位主要

由双歧杆菌属（Bifidobacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）、志

贺菌属（Shigella）、经黏液真杆菌属（Blautia）、链球菌属（Strep-

tococcus）、肠球菌属（Enterococcaceae）、粪球菌属（Coprococ-

cus）、拟杆菌属（Bacteroides）、普氏栖粪杆菌属（Faecalibacteri-

um）、瘤胃球菌属（Ruminococcus）所构成。其中乳杆菌属、经黏

液真杆菌属、链球菌属、肠球菌属、粪球菌属、普氏栖粪杆菌属、

瘤胃球菌属均属于厚壁菌门菌，双歧杆菌属属于放线菌门菌，

志贺菌属属于变形菌门菌，拟杆菌属属于拟杆菌门菌。我们发

现，糖足组与其他两组相比较，双歧杆菌属、乳杆菌属、经黏液

真杆菌属、普氏栖粪杆菌属、瘤胃球菌属等丰度均有下降，而肠

球菌属及志贺菌属等菌属丰度确增加，见图 2。

图 1 三组门水平

Fig.1 Phylum level of three groups

图 2 三组属水平

Fig.2 Genus level of three groups

图 3 三组 Chao1、Observed species指数

Fig.3 Chao1 index and Observed species index of three groups

图 4 三组 Shannon、Simpson指数

Fig.4 Shannon index and Simpson species index of three groups

NMDS分析是适用在相对复杂的群落间物种的 beta多样

性分析形式，通 NMDS分析三组 beta多样性结果示三组物种

组成上是有所差异的，其中 C 组物种组成上差异最小，B 组

次之，A组差异最明显，见图 5。以 ANOSIM非参数检验方法验

证三组上述的组间差异，结果为 R=0.185222>0，P=0.001，说明
组间差异显著大于组内差异，这与上述排序分析结果一致，见

图 6。
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图 5 NMDS分析

Fig.5 NMDS Analysis

图 6 ANOSIM检验

Fig.6 ANOSIM Test

2.2.3 三组研究对象肠道菌群物种差异与标志物种分析 通

过使用未抽平的 ASVs/OTUs表产生的属水平上的分类单元绝

对丰 度表 ， 调 用 q2-sample-classifier 中 的 "classify_sam-

ples_ncv"函数进行随机森林分析以及巢式分层交叉检验作出

随机森林图进行形象地分析哪些物种导致了群落间的差异，并

且这些物种差异在群落间的差异上的贡献或者是重要程度上

有什么区别。我们发现，优 /真杆菌菌属（Eubacterium）、弧菌属

（Vibrio）、芽殖菌属（Gemmiger）、双歧杆菌属（Bifidobacteri-

um）、粪球菌属（Coprococcus）、另枝菌属（Alistipes）、厌氧棍状

（anaerotruncus）、阿克曼菌属（akkermansia）、普氏栖粪杆菌属

（Faecalibacterium）、乳杆菌属（Lactobacillus）等在组间存在差

异，并且差异的重要性依次递减，并且我们认为靠前的可能是

组间差异的标志性物种；另外，在糖足组中，弧菌属（尤以脱硫

弧菌）、粪球菌属、厌氧棍状菌属丰度较其他两组增加，而双歧

杆菌属、阿克曼菌属、普氏栖粪杆菌属、乳杆菌属较其他两组减

少，并且值得注意的是优 /真杆菌属在糖足组丰度水平明显高

于其他两组，见图 7。

图 7 随机森林图

Fig.7 Random Forest Map

2.2.4 三组研究对象肠道菌群中的差异菌属与主要临床生化指

标的相关性 在属水平上，将三组间差异显著的部分菌属与

主要临床生化指标 FBG、HbA1c、TC、TG、HDL、LDL、WBC、

NE%、CRP、PCT、ESR等进行 Spearman相关性分析（见表 1、表

2）。结果显示，瘤胃球菌属与 FPG、HbA1c、WBC、NE%、CRP、

ESR等指标成负相关（P<0.05），志贺菌属与WBC、NE%、CRP、

ESR等指标成正相关（P<0.05），脱硫弧菌属与 FPG、HbA1c、

TG、WBC、NE%、CRP等指标成正相关（P<0.05）。

3 讨论

肠道菌群作为人体最重要的微生物系统，对人体健康至关

重要。当人体肠道菌群发生紊乱时可以导致许多消化系统、代

谢性、免疫性、精神类疾病的发生发展[8]。其中研究表明肠道菌

群紊乱可主要通过短链脂肪酸代谢、胆汁酸代谢、支链氨基酸

代谢、脂多糖分泌引发慢性炎症、饮食不洁、基因缺陷等多种途

径导致 T2DM的发生与发展[9-14]。并且肠道菌群紊乱引起多种

炎症因子释放（如 IFN-琢、TNF-琢、IL-1等）致使胰腺炎症慢性
化，这在 T2DM发生发展过程中发挥着更加重要的作用[15-17]。

而糖尿病足难以愈合是因持续暴露的伤口、炎症反应以及感染

等因素所致[18]。从神经病变到缺血坏疽的过程遵循一个渐进的
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感染途径，最终将会导致创面较高的病原微生物负担[19]。而肠

道菌群作为益生菌在调控宿主的炎症反应中起着至关重要的

作用，在糖尿病足感染中，皮肤的共生微生物(如表皮葡萄球菌

等)与肠道微生物群直接协调，并在皮肤病原体感染过程中调

控炎症反应[20]。另外，在给予糖尿病及糖尿病足患者连续 2月

补充肠道益生菌治疗后，其血糖水平、胰岛素抵抗情况及血清

炎症指标均有所好转，且糖尿病足的创面也得到了一定的改

善[4,6]。因此本研究推测肠道菌群紊乱相关的炎症状态及糖代谢

紊乱不仅参与了糖尿病的发生发展，同时也可能参与了糖尿病

足的发生发展。

本研究结果表明三组研究对象的优势菌群一般都集中在

厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门及放线菌门这四个类群上。在属

水平上，糖足组与糖尿病组肠道菌群较对照组一致性的表现为

双歧杆菌属、乳杆菌属、经黏液真杆菌属减少以及肠球菌属相

应增多，而糖足组较糖尿病组表现为普氏栖粪杆菌属、瘤胃球

菌属等减少及志贺菌属相应增多。而在 琢/茁多样性分析中，我
们进一步发现糖足组内部物种丰度明最低，并且糖足组内部物

种差异性最为明显，由此导致三组间群落差异。而对造成三组

群落差异的物种差异与标志物种分析中，糖足组中弧菌属（尤

以脱硫弧菌）、厌氧棍状菌属等有害菌属较其他两组增加，而双

歧杆菌属、阿克曼菌属、普氏栖粪杆菌属、乳杆菌属等有益菌属

较其他两组减少。其中瘤胃球菌属参与了 SCFA的合成，SCFA

主要包含乙酸、丙酸和丁酸[21]。研究表明在宿主肠道中经肠道

菌群代谢产生的 SCFA对宿主某些生理功能及健康有重要意

义，如乙酸、丙酸可以直接影响控制着的机体糖代谢，丁酸是肠

道上皮细胞的代谢的主要能源之一，并且丁酸还可以调节氧化

应激可显著抑制 TNF-琢、IL-6等促炎因子的分泌进而改善胰岛
素抵抗[22,23]。殷瑞霞等[24]研究表明志贺菌属与脂多糖、TNF-琢、单
核细胞趋化蛋白 -1等水平成显著正相关，认为志贺菌属可能

与糖尿病肾病的炎症机制相关。张培培等[25]研究表明，肠道脱

硫弧菌属丰度与而与高密度脂蛋白呈显著负相关，与空腹血

糖、体重、BMI、腰围呈显著正相关，与 IL-1茁、IL-6、TNF-琢等炎

症因子水平成正相关。而本研究通过将三组间差异显著的部分

菌属（瘤胃球菌属、志贺菌属、脱硫弧菌属）与主要临床生化指

标进行 Spearman 相关性分析显示，瘤胃球菌属与 FPG、

HbA1c、WBC、NE%、CRP、ESR等指标成负相关（P<0.05），志
贺菌属与WBC、NE%、CRP、ESR等指标成正相关（P<0.05），脱
硫弧菌属与 FPG、HbA1c、TG、WBC、NE%、CRP等指标成正相

关（P<0.05）。由此，我们认为在本研究中糖足组瘤胃球菌属的
丰度减少，影响了短链脂肪酸的合成，进而短链脂肪酸的调节

糖代谢、抑制炎症反应的作用减弱；而糖足组志贺菌属及脱硫

弧菌属的丰度增加，可增加胰岛素抵抗情况，以及增加炎症因

子的释放。而上述这些因素可能导致了糖尿病足的发生发展，

这也与本研究中糖足组患者血糖水平控制最差、炎症指标

（WBC、NE%、CRP、ESR等）明显高于其他两组的结果相符。

综上，我们更加确信肠道菌群紊乱在糖尿病足发生发展过

程中可能起到重要的作用。然而目前尚缺乏有关肠道菌群与糖

尿病足人群的直接性、相关性的研究，因此无法进行更进一步

的参考与对比，并且本研究也尚处于摸索阶段，因受限于当前

样本量相对不足的局限性，而未能进一步阐明肠道菌群可能参

与糖尿病足发生发展的具体机制，而基于肠道菌群与糖尿病足

的研究仍需后续更大规模以及更深入的探讨。

4 结论

糖足组肠道菌群更加紊乱，而紊乱的肠道菌群特征与糖足

组更加紊乱的糖代谢、脂质代谢以及更严重的炎症状态有关。

因此，肠道菌群紊乱可能与 2型糖尿病足的发生发展密切相关。
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