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摘要　目的　探讨类风湿关节炎（ＲＡ）、骨关节炎（ＯＡ）及痛风性关节炎（ＵＡ）患者关节腔积液微生物和代谢物的变化，以期
为菌群影响关节炎发病机制的研究提供新思路。方法　收集ＲＡ、ＯＡ、ＵＡ患者关节腔积液各２０例。采用１６ＳｒＲＮＡ基因测序
和非靶向超高效液相色谱－质谱（ＬＣ-ＭＳ）探讨３组患者微生物、代谢物之间的差异，并采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析探究关节积液
微生物群与代谢物的相关性。结果　３组患者关节积液微生物多样性、菌群组成存在差异，以正交偏最小二乘法分析（ＯＰＬＳ-
ＤＡ）的变量权重值ＶＩＰ＞１和Ｐ＜０.０５为标准，两两比较共鉴定出４５种差异代谢物（ＲＡ与ＯＡ组）、３８种差异代谢物（ＵＡ与
ＯＡ组）和１６种差异代谢物（ＲＡ与ＵＡ组）。ＧＯ分析与ＫＥＧＧ通路分析显示３组之间差异代谢途径主要集中在柠檬酸循环、
核苷酸代谢、氨基酸代谢和糖酵解通路。关节腔积液微生物群和代谢物的相关性分析提示，富集在３组关节腔积液中的细菌
如普氏菌属、瘤胃梭菌、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-００１等与许多关键代谢物如溶菌酶、尿酸、葡萄糖、Ｌ-谷氨酰胺存在相关性。结论　
研究发现ＲＡ、ＯＡ、ＵＡ患者关节腔积液中存在多种菌群，其产生的差异代谢物通过影响多种代谢途径参与３类关节炎的发病。
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ｄｙｃｈａｎｇｍｉｎｇ＿ｃｈｅｎ＠１６３．ｃｏｍ

　　关节炎是一种致残性疾病，最常见的关节炎形
式是骨关节炎（ｏｓｔｅｏａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＯＡ），类风湿关节炎
（ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄａｒｔｈｒｉｔｉｓ，ＲＡ）和痛风性关节炎（ｕｒａｒｔｈｒｉ-
ｔｉｓ，ＵＡ），这些疾病会导致滑膜产生过多的滑液，引
起关节内的液体增多即关节腔积液的产生。关节腔

最初被认为是无菌的，而目前越来越多研究［１］发现

滑液和滑膜组织中微生物失调会产生促炎表型导致

关节内发生炎症。关节炎的发病机制可能与“肠 －
关节轴”假说以及来源于肠道的关节腔积液菌群有

关。已有证据［２］表明，在ＲＡ、ＯＡ滑膜或滑液的１８３

个样本中检测到卟啉单胞菌和拟杆菌 ＤＮＡ，说明
ＤＮＡ微生物群体向关节迁移是常态，但尚不清楚这
些细菌ＤＮＡ是否来源于黏膜的免疫细胞。有学者
认为肠道菌群和短链脂肪酸能调节尿酸盐结晶诱导

的ＵＡ炎症反应，基于肠 －关节轴机制可能通过操
纵肠道微生物群和饮食摄入来治疗 ＵＡ［３］。对此采
用１６ＳｒＲＮＡ和代谢组学技术探讨关节腔积液菌群
是否能影响关节炎的发病及其与肠道菌群的关系，

为研究免疫、代谢相关疾病的发病机制提供新思路。

１　材料与方法

１．１　试剂　甲醇、甲酸、水、乙腈均购自德国杜塞尔
多夫科技有限公司，Ｌ-２-氯苯丙氨酸购自上海恒创
生物科技有限公司。

１．２　研究对象、关节腔积液收集及储存　收集
２０２０年 １月—１２月临床诊断符合 ＡＣＲ／ＥＵＬＡＲ
２０１０ＲＡ分类标准的２０例 ＲＡ患者关节腔积液、２０
例ＥＵＬＡＲ２０１０临床诊断标准的 ＯＡ患者关节腔积
液和２０例 ＡＣＲ／ＥＵＬＡＲ２０１５临床诊断标准的 ＵＡ
患者关节腔积液［４－６］。本试验经贵州中医药大学第

二附属医院医学伦理委员会批准（伦理批号：
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Ｌｗ２０２１０７１５），研究对象均已签署知情同意书。所
有患者采样均由统一人员在无菌采样室采样，并在

０.５ｈ内将采样管置于－８０℃超低温冰柜储存。
１．３　１６ＳｒＲＮＡ基因测序　使用ＱＩＡａｍｐ９６Ｐｏｗｅｒ-
ＦｅｃａｌＱＩＡｃｕｂｅＨＴｋｉｔ（德国凯杰公司）按照制造商的
方案对关节腔积液的基因组 ＤＮＡ进行提取。利用
ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计（美国赛默飞世尔科技公
司）和琼脂糖凝胶电泳测定 ＤＮＡ的浓度。将 ＤＮＡ
稀释至１ｎｇ／μｌ，作为１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ模板。采
用通用引物（３４３Ｆ-５′-ＴＡＣＧＧＲＡＧＧＣＡＧＣＡＧ-３′和
７９８Ｒ-５′-ＡＧＧＧＴＡＴＣＴＡＡＴＣＣＴ-３′）ＰＣＲ扩增１６ＳＶ３-
Ｖ４区。ＰＣＲ条件为９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，５６℃
３０ｓ，７２℃ ２０ｓ，２６个循环，最后７２℃延长５ｍｉｎ。
根据制造商的说明，从琼脂糖凝胶中提取ＰＣＲ扩增
子。ＰＣＲ产物使用电泳检测，检测后使用磁珠纯
化，纯化后进行第二轮 ＰＣＲ扩增，并再次使用电泳
检测，检测后使用磁珠纯化，纯化后对 ＰＣＲ产物进
行Ｑｕｂｉｔ定量。使用ＭｉＳｅｑ平台（Ｉｌｌｕｍｉｎａ，美国因美
纳生物科技公司）对纯化的ＰＣＲ扩增子上机测序。
１．４　代谢组学分析　本次实验的分析仪器为 Ｄｉ-
ｏｎｅｘＵ３０００ＵＨＰＬＣ超高效液相串联ＱＥｐｌｕｓ高分辨
质谱仪（美国赛默飞世尔科技公司）组成的液质联

用系统。将－８０℃下保存的样本取出，在室温下解
冻，移取样本 １００μｌ，加入内标（Ｌ-２-氯苯丙氨酸，
０.３ｍｇ／ｍｌ；甲醇配置）１０μｌ涡旋振荡１０ｓ；加入３００
μｌ蛋白沉淀剂甲醇 －乙腈（Ｖ∶Ｖ＝２∶１），涡旋振
荡１ｍｉｎ；冰水浴超声提取１０ｍｉｎ，－２０℃下静置３０
ｍｉｎ；离心１０ｍｉｎ（１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），取３０μｌ上清
液装入ＬＣ-ＭＳ进样小瓶中挥干；用４００μｌ甲醇－水
（Ｖ∶Ｖ＝１∶４）复溶（涡旋３０ｓ，超声３ｍｉｎ）；－２０
℃下静置２ｈ；离心１０ｍｉｎ（１３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃），用
注射器吸取１５０μｌ上清液，使用０.２２μｍ的有机相
针孔过滤器过滤后，转移到进样小瓶，－８０℃下保
存，直到进行ＬＣ-ＭＳ分析。质控样本（ＱＣ）由所有
样本的提取液等体积混合制备而成，ＱＣ的体积与样
本相同。所有提取试剂使用前均在 －２０℃进行预
冷。所有样品均以正离子和负离子模式进行分析。

色谱柱［美国沃特世公司 ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣＨＳＳＴ３
柱（１００ｍｍ×２.１ｍｍ，１.８μｍ）］在４５°Ｃ柱温下使
用。进样体积为２μｌ。流动相：Ａ－水（含０.１％甲
酸），Ｂ－乙腈（含０.１％甲酸）。梯度洗脱模式为：０
～２ｍｉｎ，９５％ Ａ；２～４ｍｉｎ，９５％ ～７０％ Ａ；４～８
ｍｉｎ，７０％～５０％ Ａ；８～１０ｍｉｎ，５０％ ～２０％Ａ；１０～

１５ｍｉｎ，２０％～０％ Ａ；流速为０.３５ｍｌ／ｍｉｎ。
１．５　统计学处理　采用方差分析检测３组或３组
以上的统计学显著性，Ｐ＜０.０５为差异有统计学意
义。采用 ＳＩＭＣＡ-Ｐ１４.１软件进行主成分分析
（ＰＣＡ）、偏最小二乘判别分析（ＰａｒｔｉａｌＬｅａｓｔＳｑｕａｒｅｓ
ＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＬＳ-ＤＡ）和正交 ＰＬＳ-ＤＡ（ｏｒ-
ｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＯＰＬＳ-ＤＡ）分析。基于ＯＰＬＳ-ＤＡ模型将变量权重值
（ｖａｒｉａｂｌｅｉｍｐｏｒｔａｎｃｅｏｆｐｒｏｊｅｃｔｉｏｎ，ＶＩＰ）＞１.０，ｔ检验
双侧Ｐ＜０.０５的代谢物视为差异代谢物。选取排
名前２０的微生物属与代谢物进行关联分析，采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析检测３组间微生物群与代谢物的
相关性。

２　结果

２．１　１６ＳｒＲＮＡ测序结果质控　在本研究中，６０个
关节腔积液样本被用来评估代谢谱在 ＲＡ，ＯＡ和
ＵＡ患者中的变化。测序共获得４４２３７８１个去除
低质量的序列，其中３８３５６０个为有效序列。可操
作分类单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔｓ，ＯＴＵｓ）和物
种多样性 Ｓｈａｎｎｏｎ指数的简要总结和估计值如图
１Ａ、１Ｂ所示。共享的 ＯＴＵ一共有２８个，这些 ＯＴＵ
可视为 ＲＡ、ＯＡ、ＵＡ患者关节腔积液菌群所固有的
细菌类型。本实验对３组进行 ａｌｐｈａ多样性分析，
曲线趋于平坦（图１Ｂ），表明样本的测序深度足够，
可以反映样品中绝大多数的微生物物种信息。

Ｓｈａｎｎｏｎ指数越高表明样品的物种多样性越高，图
１Ｂ结果可以看出各组间没有明显的区分。
２．２　关节腔积液微生物多样性分析结果　采用
ＰＣｏＡ分析（图１Ｃ）和ＮＭＤＳ分析（图１Ｄ）探究 ＲＡ、
ＵＡ和ＯＡ组微生物之间的差异。与上述结果一致，
３组关节腔液细菌未表现出独特的差异特点。表明
难以通过关节腔液内微生物对不同类型关节炎进行

区分。在对４个ａｌｐｈａ多样性指数（ｃｈａｏ１、ｇｏｏｄｃｏｖ-
ｅｒａｇｅ、ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ和 ｓｈａｎｎｏｎ）分析中观察到，
ＲＡ、ＵＡ和ＯＡ类群的细菌多样性存在统计学差异
（图１Ｅ）。其中，ＲＡ在ｃｈａｏ１、ｏｂｓｅｒｖｅｄｓｐｅｃｉｅｓ中的
多样性指数较ＵＡ组更高，差异均有统计学意义（组
间：Ｚ＝－２.４６２、－２.４０７，均 Ｐ＜０.０５），而在 ｓｈａｎ-
ｎｏｎ指数中差异无统计学意义（组间：Ｚ＝－１.０８２，Ｐ
＞０.０５）。在ｇｏｏｄｃｏｖｅｒａｇｅ指数中，观察到３组数值
接近于１，说明测序深度基本覆盖到样品中的所有
物种。根据分类水平，门、属水平的细菌相对丰度前

·８３２２· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



图１　关节腔积液微生物群的ＯＴＵｓ和ａｌｐｈａ、ｂｅｔａ多样性分析

Ｆｉｇ．１　ＯＴＵｓ，ａｌｐｈａａｎｄｂｅｔａｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅｏｆｊｏｉｎｔｅｆｆｕｓｉｏｎ

　　Ａ：ＯＴＵ—ｆｌｏｗｅｒｐｌｏｔ；Ｂ：Ｓｈａｎｎｏｎａｎａｌｙｓｉｓ；Ｃ，Ｄ：ＰＣｏＡｐｌｏｔｓａｎｄＮＭＤＳｐｌｏｔｓ；Ｅ：ＶｉｏｌｉｎｐｌｏｔｏｆＯＴＵｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘｗａｓｃｏｍｐａｒｅｄｂｅｔｗｅｅｎ

ｇｒｏｕｐｓ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＵＡｇｒｏｕｐ．

１５位如图２Ａ、２Ｂ所示。在门水平，约９０％的序列
位于拟杆菌门（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ）、厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉ-
ｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、放线菌门（Ａｃｔｉ-
ｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）和Ｅｐｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ，３组之间没有差异。
在属水平，观察到 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-００１在 ＵＡ组
中丰度最高（５.３％），在ＯＡ组中最低（２.９％）；Ｐｒｅ-
ｖｏｔｅｌｌａ＿９在 ＯＡ组中丰度最高（４.７％），在 ＲＡ组中
最低（１.２％）；毛螺菌科＿ＮＫ４Ａ１３６＿ｇｒｏｕｐ是一种有

益菌，属于厚壁菌门，在３组中无显著差异（分别占
ＲＡ组３.７％、ＵＡ组３.６％、ＯＡ组３.６％）；此外观察
到拟杆菌属在 ３组中都存在，且在 ＲＡ（３.４％）和
ＯＡ（４.１％）中丰度较 ＵＡ（２.９％）高；乳酸菌属在
ＲＡ（２.２％）、ＵＡ（２.４％）中的丰度要高于 ＯＡ
（１.８％）。在其他水平细菌分类有分散趋势，在属、
种水平挑选丰度排名靠前的差异物种做相对丰度箱

式图分析，排名前 １０的属为 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-
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００１、普氏菌属＿９、假单胞菌、鞘氨醇单胞菌、［真杆
菌属］＿ｘｙｌａｎｏｐｈｉｌｕｍ＿ｇｒｏｕｐ、瘤胃梭菌＿５、粪球菌属＿
２、瘤胃球菌＿ＵＣＧ-０１１、Ｓａｃｃｈａｒｏｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ、Ｃｈｒｙｓｅｏ-
ｌｉｎｅａ（组间：Ｆ＝４.５０３、３.６８８、４.１６１、３.２９７、４.３４８、
５.３７０、４.４３０、３.７３８、６.７３３、３.２８１，均 Ｐ＜０.０５）；排
名前８的种为茄科茄属、支原体＿ｈｙｏｓｙｎｏｖｉａｅ、Ａｌｉｓ-
ｔｉｐｅｓ＿ｆｉｎｅｇｏｌｄｉｉ、小杆菌属＿ｐｎｅｕｍｓｉｎｔｅｓ、假白喉杆菌、
消化乳杆菌、短螺旋体属＿ａｎｄｅｒｓｏｎｉｉ、拟杆菌＿ｇｅｎｏｍ-
ｏｓｐ＿ｐ１（组间：Ｆ＝３.５１５、４.４８０、４.２２５、８.１５０、
８.０１４、４.５０９、４.９３１、３.２９０，均Ｐ＜０.０５），３组间差
异显著（图２Ｃ、２Ｄ）。
２．３　关节腔积液代谢物分析结果　根据ＰＣＡ评分
图中的ＱＣ样本，ＬＣ-ＭＳ方法具有良好的重现性（图
３Ａ）。采用 ＰＣＡ和 ＰＬＳ-ＤＡ探讨 ＲＡ、ＵＡ和 ＯＡ组
之间的代谢差异。ＰＣＡ评分图有明显的分离趋势
（图３Ｂ－３Ｄ），ＰＬＳ-ＤＡ模型分离效果较好（图４Ａ－
４Ｃ），说明ＲＡ、ＵＡ和ＯＡ组之间关节腔积液代谢物
存在显著性差异。进行 ＯＰＬＳ-ＤＡ，如（图４Ｄ－４Ｆ）
所示。采用２００次置换检验验证 ＯＰＬＳ-ＤＡ模型的
可靠性（图４Ｇ－４Ｉ），Ｑ２截距值 ＜０，表明模型未过

拟合。

　　结合 ＯＰＬＳ-ＤＡ的 ＶＩＰ＞１和双尾检验的 Ｐ＜
０.０５，Ｌｏｇ２（ＦＣ）正值表示上调，负值表示下调，共鉴
定出ＲＡ与ＯＡ组４５种差异代谢物（２８个上调，１７
个下调）、ＵＡ与 ＯＡ组 ３８种差异代谢物（３２个上
调，６个下调）和 ＲＡ与 ＵＡ组１６种差异代谢物（７
个上调，９个下调），根据 Ｐ＜０.０５且 ＶＩＰ＞１对 ＦＣ
值做排序，ＦＣ＞２，越大越有意义，ＦＣ＜０.５，越小越
有意义，按ＦＣ值找排名靠前的差异代谢物。ＲＡ与
ＯＡ组排名靠前的有 Ｎ-Ａｃｅｔｙｌ-ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ１-ｐｈｏｓ-
ｐｈａｔｅ、３′-ＡＭＰ、单磷酸腺苷、５′-Ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｂｏｓｙｌ-Ｎ-
ｆｏｒｍｙｌｇｌｙｃｉｎａｍｉｄｅ、柠檬酸等。ＵＡ与ＯＡ组排名靠前
的有５-羟色胺、３′-ＡＭＰ、单磷酸腺苷等。ＲＡ与 ＵＡ
排名靠前的有表儿茶素、生物素、甘醇酸、硫酸脱氢

表雄酮等。为了显示代谢物表达的差异，对所有改

变的代谢物进行了聚类分析（图５Ａ－５Ｃ），横坐标
表示样本名称，纵坐标表示差异代谢物，颜色从蓝到

红表示代谢物的表达丰度从低到高。并对差异代谢

物进行ＫＥＧＧ通路分析，找出３组之间差异的代谢
途径。在气泡图（图５Ｄ－５Ｆ）中，圆点的大小代表

图２　不同分类水平下３组关节腔液细菌的丰度比较 （ｎ＝６０）

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｊｏｉｎｔｅｆｆｕｓｉｏｎｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔａｘｏｎｏｍｉｃｌｅｖｅｌｓ（ｎ＝６０）

　　Ａ，Ｂ：Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆｂａｃｔｅｒｉａｉｎｊｏｉｎｔｅｆｆｕｓｉｏｎａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｐｈｙｌｕｍａｎｄｇｅｎｕｓ（Ｔｏｐ１５）；Ｃ，Ｄ：Ｂｏｘｐｌｏｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｓｐｅｃｉｅｓａｂｕｎ-

ｄａｎｃｅａｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｕｓａｎｄｓｐｅｃｉｅｓ．
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图３　ＲＡ、ＵＡ和ＯＡ组间ＰＣＡ模型评分图

Ｆｉｇ．３　ＳｃｏｒｅｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅＰＣＡｍｏｄｅｌａｍｏｎｇｔｈｅＲＡ，ＵＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ

代谢物的数量，横坐标ＲｉｃｈＦａｃｔｏｒ值越大，代表富集
程度越大。ＲＡ组和ＯＡ组间显著富集的前１０条通
路分别是嘌呤代谢、抗坏血酸和醛酸代谢、味觉转

导、嗅觉转导、ｃＧＭＰ-ＰＫＧ信号通路、柠檬酸循环、胰
岛素抵抗、乙醛酸和二羧酸代谢、嘧啶代谢和胰高血

糖素信号通路（Ｐ＜０.０５）。ＵＡ组和 ＯＡ组间显著
富集的前１０条通路分别是：味觉转导、ＡＢＣ转运蛋
白、ＦｏｘＯ信号通路、嘌呤代谢、嗅觉转导、谷氨酸能
突触、ｇａｂａ能突触、ｃＧＭＰ-ＰＫＧ信号通路、间隙连接
和胆碱代谢。ＲＡ组和 ＵＡ组间显著富集的通路为
谷氨酸能突触、ｇａｂａ能突触、ＡＢＣ转运蛋白、嘌呤代
谢、胆碱代谢以及ｄ-谷氨酰胺和ｄ-谷氨酸代谢。
２．４　关节腔积液微生物多样性与代谢物的关联分
析　采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析检测３组间微生物群与
代谢物的相关性。在属水平，３组间微生物与代谢
物谱之间的相关性如图６Ａ－６Ｃ所示，观察到在ＲＡ
与ＯＡ组（图６Ａ）中，溶菌酶ＬｙｓｏＰＣ（１７∶０）与普氏
菌属呈负相关、与分节丝状菌（Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ＿Ａｒｔｈｒｏｍｉ-
ｔｕｓ）呈正相关；尿酸、葡萄糖与普氏菌属呈正相关；
异亮氨酰（Ｉｓｏｌｅｕｃｙｌ-Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ）与普氏菌属呈负相
关、与分节丝状菌呈正相关。在 ＵＡ与 ＯＡ组（图

６Ｂ）中，棕榈酸与未培养的瘤胃细菌（Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄｒｕ-
ｍｅｎｂａｃｔｅｒｉｕｍ）呈正相关；硫酸脱氢表雄酮（Ｄｅ-
ｈｙｄｒｏｅｐｉａｎｄｒｏｓｔｅｒｏｎｅｓｕｌｆａｔｅ）与 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-
００１呈正相关 ；Ｌ-谷氨酰胺与 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-
００１、幽门螺杆菌呈正相关。在 ＲＡ与 ＵＡ组（图
６Ｃ）中，尿酸与普氏菌属＿９、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ-００３
呈正相关；肌酸（Ｃｒｅａｔｉｎｅ）与瘤胃梭菌＿５呈负相关；
Ｌ-谷氨酰胺（ｌ-ｇｌｕｔａｍｉｎｅ）与普氏菌属＿９、瘤胃梭菌＿５
呈正相关。

３　讨论

　　ＲＡ、ＯＡ、ＵＡ是非感染性的骨关节病，三者都会
造成关节疼痛、肿胀和活动受限。滑膜炎、过度劳

损、感染是引起关节腔积液产生的常见病因。近年

来，越来越多的研究［７］将肠道微生物群与关节炎发

病联系起来，提出菌群失调可能导致肠黏膜通透性

增加，从而使肠内微生物通过血液循环到达关节腔。

肠道微生物群是导致关节炎发生的重要环境因素，

目前尚未有研究验证关节腔积液的菌群是否由肠道

迁移而来。本研究收集了６０例患者的关节腔积液，
在３组患者的关节腔积液中发现排名前五的优势菌
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图４　ＲＡ、ＵＡ和ＯＡ组的代谢分析

Ｆｉｇ．４　ＭｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｆｉｌｉｎｇａｍｏｎｇｔｈｅＲＡ，ＵＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ

　　Ａ－Ｃ：ＳｃｏｒｅｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅＰＬＳ-ＤＡｍｏｄｅｌ；Ｄ－Ｆ：ＳｃｏｒｅｓｐｌｏｔｏｆｔｈｅＯＰＬＳ-ＤＡｍｏｄｅｌ；Ｇ－Ｉ：Ｐｌｏｔｏｆｔｈｅｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎｔｅｓｔ（２００ｔｉｍｅｓ）ｏｆｔｈｅＰＬＳ-ＤＡ

ｍｏｄｅｌ．

门为拟杆菌门、厚壁菌门、变形菌门、放线菌门和

Ｅｐｓｉｌｏｎｂａｃｔｅｒａｅｏｔａ。而厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌
门、放线菌门被称为肠道菌群的四大门类，至少有

５００～１０００种不同的细菌物种已被鉴定为存在于人
类胃肠道中［８］。说明在关节腔积液中找到的菌群

在肠道中也存在着相同的菌落。在此基础上，初步

探讨了关节腔积液菌群与肠道菌群存在联系，以及

微生物群与关节炎发病机制的相关性。

　　根据物种注释结果，在门水平上观察到３组间
关节腔积液菌群组成相似，其中厚壁菌门、拟杆菌

门、变形菌门丰度最高。同时在属水平上挑选了排

名前十的差异物种进行相对丰度分析，包括普氏菌

属、瘤胃梭菌属、粪球菌属等，其中瘤胃梭菌属在

ＵＡ中的丰度明显高于其他两组。已有研究［９］表明

瘤胃梭菌是一种常见的肠道厌氧细菌，能降解多糖

和产生短链脂肪酸，从而影响调节免疫反应和抑制

炎症，以及抑制其他有害细菌的生长，维持肠道微生

物群平衡。说明在三种疾病的发病机制中，是由多

种细菌共同参与的结果，菌群失调在关节炎的发病

中占据重要地位，关节炎中也存在着益生菌，当有害
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图５　ＲＡ、ＵＡ和ＯＡ组差异代谢物显著富集的ＫＥＧＧ通路的热图和气泡图

Ｆｉｇ．５　ＨｅａｔｍａｐｓａｎｄｂｕｂｂｌｅｐｌｏｔｓｏｆＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎＲＡ，ＵＡ，ａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ

　　Ａ：Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｈｅａｔｍａｐｓｏｆ４５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＲＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｈｅａｔｍａｐｓｏｆ１６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｐｒｅｓ-

ｓｉｏｎｉｎＲＡａｎｄＵＡｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｈｅａｔｍａｐｓｏｆ３８ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＵＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ；Ｄ－Ｅ：Ｂｕｂｂｌｅｐｌｏｔｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃ

ｐａｔｈｗａｙｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｉｎＲＡ，ＵＡ，ａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ（Ｄ：ＲＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ；Ｅ：ＲＡａｎｄＵＡｇｒｏｕｐｓ；Ｆ：ＵＡａｎｄＯＡｇｒｏｕｐｓ）．

菌比例高于益生菌时会发病。

　　在 ＲＡ与 ＯＡ组之间鉴定出４５种差异代谢物
（２８个上调，１７个下调），ＵＡ与ＯＡ组之间鉴定出差
异代谢物３８个（３２个上调，６个下调），ＲＡ与ＵＡ组
之间鉴定出差异代谢物 １６个（７个上调，９个下
调）。这些代谢物大多可归纳为核苷酸代谢、氨基

酸代谢，核苷酸代谢分为嘌呤和嘧啶代谢。根据ＦＣ
值，观察到５-羟色胺（５-ＨＴ）在 ＵＡ与 ＯＡ中排名靠
前，而 ５-ＨＴ由色氨酸合成，参与氨基酸的代谢途
径。已有研究［１０－１１］证实了 ５-ＨＴ与炎症之间的关
联不仅存在于肠道中，也与血清阳性的 ＲＡ、骨关节

炎存在直接联系，关节内 ５-ＨＴ水平升高会引起关
节炎症和疼痛。

　　ＫＥＧＧ富集分析标记到几个较为重要的代谢途
径，包括嘌呤代谢、ｃＧＭＰ-ＰＫＧ信号通路、柠檬酸循
环、嘧啶代谢、谷氨酸代谢等。微生物群通过不同的

代谢途径产生多种代谢产物，这些差异代谢物在宿

主体内选择性与靶细胞膜上相应受体结合，然后作

用于特定靶点，直接或间接导致靶细胞功能异常或

损伤，从而影响代谢通路，使基因上调或下调，导致

疾病的发生。

　　无论从本研究还是近期国外研究［１２－１４］都表明
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图６　属水平上排名前２０的微生物属与代谢物的关联分析相关性热图，颜色深浅代表相关性大小

Ｆｉｇ．６　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐｏｆａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｏｐ２０ｍｉｃｒｏｂｉａｌｇｅｎｅｒａａｎｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｔｔｈｅｇｅｎｕｓｌｅｖｅｌ，ｗｉｔｈｃｏｌｏｒｓｈａｄｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎｇｔｈｅｍａｇｎｉｔｕｄｅｏｆｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ＲＡ、ＯＡ、ＵＡ患者体内存在差异代谢物。本研究对差异代谢物进行

ＫＥＧＧ通路分析，ＲＡ与ＯＡ组中显著富集的通路包括嘌呤代谢、柠檬

酸循环、胰岛素抵抗和胰高血糖素信号通路等。已有研究［１２］对 ＲＡ

和ＯＡ的滑液进行比较，发现两种关节炎之间差异最大的代谢途径是

糖酵解、氨基酸生物合成，糖酵解和柠檬酸循环的代谢物在 ＯＡ中水

平较高，在ＲＡ中较低，说明 ＲＡ炎症水平及滑膜增生情况与低氧存

在很大联系。Ｋｉｍｅｔａｌ［１３］在ＲＡ和ＯＡ的滑液中鉴定出的关键代谢

物与嘌呤和氨基酸代谢有关。进一步验证柠檬酸循环、糖酵解通路、

嘌呤代谢会影响ＲＡ、ＯＡ的发病。此外，本研究结果显示 ＲＡ与 ＵＡ

组、ＵＡ与 ＯＡ组显著富集的有嘌呤代谢、胆碱代谢以及谷氨酸代谢

等通路。ＵＡ能诱导氨基酸代谢紊乱，加速糖酵解，上调血浆中谷氨

酰胺水平。一项研究［１４］表明，与ＵＡ相比，ＲＡ患者滑液的谷氨酰胺

水平显著升高。Ｌｉｅｔａｌ［１５］使用气相色谱－质谱法对ＵＡ患者和对照

组的尿液代谢组学进行研究发现有３０种特征代谢物存在显著差异，

与氨基酸代谢、嘌呤代谢、脂质代谢和三羧酸循环中的扰动密切相

关。这些研究均表明氨基酸代谢、ＴＣＡ循环、嘌呤代谢、糖酵解参与

了３类关节炎的发病机制，与本实验得出的结论相符。
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