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【摘要】 目的 分析河南省HIV感染者/AIDS病例（HIV/AIDS）肠道微生物群落结构的相关因

素。方法 在河南省采取方便抽样方法抽取 122例抗病毒治疗和未抗病毒治疗的病例，采集全血和

粪便标本。提取粪便样本的基因组DNA，采用 Illumina NovaSeq 6000高通量测序系统对 16S rRNA的

V3~V4高变区域进行测序。主要在菌群的属水平进行分析，选取丰度最高的30个属作为肠道微生物群

落结构的衡量指标。使用冗余分析和Envfit函数对群落结构和各因素之间的相关性进行分析。结果

本研究完成了 122例病例的 16S rRNA测序和分析，其基本情况为：平均BMI为（23.62±2.78）kg/m2，年

龄（47±13）岁，男性占 66.39%（81/122），以异性性传播为主要感染途径（51.64%，63/122），有 36例
（29.51%，36/122）病例未接受抗病毒治疗。在 122例总人群病例样本中，前 5位优势菌属是Prevotella、

Roseburia、Megamonas、Bacteroides和Faecalibacterium。在 86例接受抗病毒治疗的病例样本中，前 5位
优势菌属是Prevotella、Megamonas、Bacteroides、Roseburia和Faecalibacterium。在 36例未抗病毒治疗病

例样本中，前 5位优势菌属是Prevotella、Faecalibacterium、Roseburia、Bacteroides和Megamonas。在总人

群中，抗病毒治疗（P<0.001）是群落结构最显著的相关因素。其他显著因素有：确诊时间（P=0.009）、

病毒载量（P=0.022）和 HCV抗体（P=0.018）。抗病毒治疗与 Megamonas呈正相关，与 Prevotella、

Roseburia和 Faecalibacterium呈负相关，而确诊时间、病毒载量和HCV抗体 3个因素则与 Prevotella、

Roseburia和 Faecalibacterium呈正相关，与Megamonas呈负相关。在未抗病毒治疗人群中，确诊时间

（P=0.003）是与群落结构显著相关的因素。确诊时间与 Roseburia、Faecalibacterium、Megamonas和

Prevotella呈正相关，与Bacteroides呈负相关。结论 抗病毒治疗和确诊时间是与肠道微生物群落结

构显著相关的因素，并且对多个高丰度菌属有着重要影响。
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The convenience sampling method was used to select 122 cases who were receiving Antiviral
Treatment (ART) or ART-naive in Henan. Whole blood and stool specimens were collected. Genomic
DNA of stool samples was extracted, and the V3-V4 hypervariable regions of the 16S rRNA gene were
sequenced using Illumina NovaSeq 6000 high-throughput sequencing system. The analysis was
performed mainly at the genus level, and the 30 genera with the highest abundance were selected as
a measure of the gut microbial community structure. The correlation between community structure
and related factors was analyzed using redundancy analysis and Envfit function. Results 122 cases
were finally completed sequencing and analysis, the average BMI was (23.62±2.78) kg/m2 and the
average age was (47±13) years. Among them, male accounted for 66.39% (81/122), and
heterosexual transmission route constituted the largest ratio, accounting for 51.64% (63/122). 36
cases were treatment naive (29.51%, 36/122). The top five dominant genera of the total population
(122 cases) were Prevotella, Roseburia, Megamonas, Bacteroides and Faecalibacterium and the top
five dominant genera of the ART population (86 cases) were Prevotella, Megamonas, Bacteroides,
Roseburia and Faecalibacterium. The top five dominant genera of the ART-naive population (36
cases) appeared as Prevotella, Faecalibacterium, Roseburia, Bacteroides and Megamonas. In the total
population, ART (P<0.001) was the most significant factors of community structure. Other significant
factors were: duration of diagnosis (P=0.009), viral load (P=0.022) and anti-HCV (P=0.018). ART was
positively correlated with Megamonas and negatively correlated with Prevotella, Roseburia and
Faecalibacterium, while the other three factors of duration of diagnosis, viral load and anti-HCV were
positively correlated with Prevotella, Roseburia and Faecalibacterium and negatively correlated with
Megamonas. In the ART-naive population, duration of diagnosis (P=0.003) were the factors
significantly associated with community structure. Duration of diagnosis was positively correlated
with Roseburia, Faecalibacterium, Megamonas and Prevotella and negatively correlated with
Bacteroides. Conclusion ART and duration of diagnosis were factors significantly associated with
gut microbial community structure and had a significant impact on multiple high-abundance genera.
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了解肠道微生物和宿主的相互作用可能为疾

病的发病机制提供新的见解［1-2］。HIV的感染使宿

主的肠道微生物易位和失调，从而影响宿主的免疫

平衡和恢复，尤其是持续的免疫激活和炎症会加快

疾病的进展［3-5］。近年有研究发现，HIV感染引起的

宿主肠道微生物的改变由于年龄、性别、性取向、感

染时间、抗病毒治疗、CD4+T淋巴细胞（CD4）计数和

病毒载量等因素变得复杂［6-9］，同时由于受试者特

征、队列规模、地理区域、采样方法以及测序深度等

的差异也有可能导致结果之间的不一致。因此，对

于 HIV感染者/AIDS病例（HIV/AIDS）肠道微生物

变化的相关因素尚存在很多争议。肠道微生物可

能受到生活环境和饮食等因素的影响，因而不同国

家/地区人群之间的差别是显著的［10-12］。本研究分

析河南省部分地区HIV/AIDS肠道微生物群落结构

的相关因素，为提高HIV/AIDS生存质量相关干预

研究提供参考。

对象与方法

1.研究对象：根据我国艾滋病综合防治信息系

统查询河南省 HIV/AIDS信息（数据截至 2019年

1月 1日）。纳入标准：①年龄范围 18~60岁的HIV/
AIDS；②BMI为 18.5~30.0 kg/m2；③最近 1个月内未

使用抗生素或者益生菌；④无消化道症状；⑤无机

会性感染。对于HIV/AIDS抗病毒治疗≥1年者，则

要求最近 1次 CD4>500个/μl，病毒载量低于检测

限。对于抗病毒治疗<1年者则不限制CD4和病毒

载量。研究对象均签署知情同意书。本研究通过

河南省CDC伦理委员会审批（批准文号：2019-KY-

005-02）。

2. 研究现场：2019年 3月 1日至 5月 1日在河

南省许昌市、新乡市、永城市和确山县采用方便抽

样方法预计选取HIV/AIDS 150例，其中，接受抗病

毒治疗 100例，未接受抗病毒治疗 50例。通过现场

调查的方式核实研究对象的社会人口学特征、感染

途径、确诊时间和起始治疗时间等信息。

3. 样本采集和检测：使用 EDTA-K2抗凝真空

采血管采集8~10 ml全血标本，立即混匀，分出部分全

血用于 CD4检测，剩余全血离心（2 000 g×10 min）
后，分离出血浆，用于HIV病毒载量、HCV抗体和

HBsAg的检测。由患者自己使用灭菌拭子采集粪

便样本（样本体积为黄豆大小），放入采样盒-70 ℃
保存。所有样本在检测前均-70 ℃保存。
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使用FACSCalibur/FACSCount流式细胞仪和配

套试剂（BD，美国）进行 CD4绝对计数。使用的

COBASAmpliPrep/COBAS TaqMan HIV-1 test
（Taqman）（美国罗氏制药有限公司）和HIV-1核酸

定量检测试剂盒（中国东北制药集团）进行HIV病

毒载量检测，最低检测限分别为 20 拷贝/ml和
28拷贝/ml。使用胶体金法（中国广州万孚生物技

术有限公司）检测HCV抗体和HBsAg。
4.粪便的核酸提取和 16S RNA基因测序：使用

E.Z.N.ATM Mag-Bind Soil DNA Kit试剂盒（OMEGA，
中国广州）提取粪便的基因组DNA，完全按照试剂

盒操作。使用Qubit® 2.0荧光检测仪（life，美国）对

DNA的质量和浓度进行检测。粪便样本微生物

16S V3~V4 高变区域采用通用引物 16S-341F：
CCTAYGGGRBGCASCAG 和 16S-806R：GGACTA
CNNGGGTATCTAAT扩增，扩增产物经纯化后，采

用 Qubit® 2.0荧光检测仪对纯化后的扩增产物

DNA进行精确定量。根据美国 Illumina公司提供

的标准建库流程对定量后的扩增产物构建双端

（PE，paired-end）测 序 文 库 ，最 后 采 用 NovaSeq
6000高通量测序系统（美国 Illumina公司）进行 2×
250 bp双端（PE）测序。

5.测序结果的处理和统计分析方法：高通量测

序下机数据经过质量评估和过滤后利用 QIIME2
v2019.7软件进行分析。使用 fastq-join方法进行序

列拼接，使用 deblur方法进行去冗余并生成扩增序

列变体（amplicon sequence variant，ASV），并基于

greengenes参考数据库对每个样品的ASV进行分类

学注释以及门、纲、目、科和属水平的统计。

为确定群落结构与多个因素（人口学信息/临
床状态）的相关性，选取丰度最高的 30个属作为肠

道微生物群落结构分析的衡量指标。使用 R
v4.0.3软件中 vegan包进行冗余分析（redundancy
analysis，RDA），同时使用EnvFit函数（permu = 999）
确定每个协变量的效应大小（R2）和P值，R2表示相

关因素与物种分布的决定系数，该值越小则该因素

对物种分布的影响越小；P表示相关因素与物种分

布相关性的显著性检验值。以P<0.05为差异有统

计学意义。

结 果

1. 基本情况：实际调查 164例HIV/AIDS，其中

采集粪便样本 152例，剔除不合格及信息缺失的样

本30例，最终纳入122例。BMI为（23.62±2.78）kg/m2，

年龄（47±13）岁，男性占 66.39%（81/122），已婚占

59.84%（73/122），小学和初中文化程度分别占

31.15%（38/122）和 40.16%（49/122）。异性性传播

占 51.64%（63/122）。CD4<250 个/μl的占 15.57%
（19/122），病毒载量低于检测限占 55.74%（68/
122）。HCV抗体阳性占 17.21%（21/122），HBsAg阳
性 占 2.46%（3/122），未 接 受 抗 病 毒 治 疗 者 占

29.51%（36/122）。见表1。
2.肠道微生物群落结构特征分析：122例样本

表1 河南省部分地区HIV/AIDS的特征

特 征

BMI（kg/m2，x±s）
年龄（岁，x±s）
性别

男

女

婚姻状况

已婚

未婚/离异/丧偶

文化程度

文盲

小学

初中

高中/中专

大专及以上

感染途径

异性性传播

采血（浆）/输血

同性性传播

确诊时长（年）

<4
4~
>8

CD4+T淋巴细胞
计数（个/μl）
<250
250~
>500

病毒载量（拷贝/ml）
低于检测限 a

检测限~10 000
>10 000

HCV抗体

阴性

阳性

HBsAg
阴性

阳性

抗病毒治疗

否

是

研究对象
（n=122）
23.62±2.78
47±13

81（66.39）
41（33.61）
73（59.84）
49（40.16）
9（7.38）
38（31.15）
49（40.16）
12（9.84）
14（11.48）
63（51.64）
30（24.59）
29（23.77）
63（51.64）
22（18.03）
37（30.33）

19（15.57）
25（20.49）
78（63.93）
68（55.74）
34（27.87）
20（16.39）
101（82.79）
21（17.21）
119（97.54）
3（2.46）
36（29.51）
86（70.49）

抗病毒治疗者
（n=86）
23.03±2.60
50±11

57（66.28）
29（33.72）
57（66.28）
29（33.72）
5（5.81）
30（34.88）
37（43.02）
9（10.47）
5（5.81）
43（50.00）
24（27.91）
19（22.03）
47（54.65）
12（13.95）
27（31.40）

7（8.14）
15（17.44）
64（74.42）
63（73.26）
21（24.42）
2（2.33）
67（77.91）
19（22.09）
85（98.84）
1（1.16）
0（0.00）
86（100.00）

未抗病毒治疗者
（n=36）
23.58±3.13
45±17

24（66.67）
12（33.33）
20（55.56）
16（44.44）
4（11.11）
8（22.22）
12（33.33）
3（8.33）
9（25.00）
20（55.56）
6（16.67）
10（27.78）
16（44.44）
10（27.78）
10（27.78）

12（33.33）
10（27.78）
14（38.89）
5（13.89）
13（36.11）
18（50.00）
34（94.44）
2（5.56）
34（94.44）
2（5.56）
36（100.00）
0（0.00）

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比（%）；a检测限为

20或28拷贝/ml
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中，聚类分析共得到 13 367个ASV，注释到 30个门

水平物种和 336个属水平物种。前 5位优势菌门是

Firmicutes、Bacteroidetes、Proteobacteria、Fusobacteria
和 Actinobacteria，前 5位优势菌属及其平均相对丰

度占比是 Prevotella（17.42%）、Roseburia（7.96%）、

Megamonas （7.87%） 、 Bacteroides （7.71%） 和

Faecalibacterium（7.57%）。在 86例接受抗病毒治

疗的病例样本中，聚类分析共得到 10 679个ASV，
注释到 29个门水平物种和 312个属水平物种。前

5 位 优 势 菌 门 是 Firmicutes、Bacteroidetes、
Proteobacteria、Fusobacteria和 Actinobacteria，前 5位
优势菌属及其平均相对丰度占比是 Prevotella
（17.05%） 、 Megamonas （9.19%） 、 Bacteroides
（8.48%）、Roseburia（7.21%）和 Faecalibacterium
（5.57%）。在 36例未接受抗病毒治疗的病例样本

中，聚类分析共得到 4 242个ASV，注释到 20个门

水平物种和 212个属水平物种。前 5位优势菌门是

Firmicutes、Bacteroidetes、Proteobacteria、Fusobacteria
和 Actinobacteria，前 5位优势菌属及其平均相对丰

度 占 比 是 Prevotella（18.29%）、Faecalibacterium
（12.35%）、Roseburia（9.77%）、Bacteroides（5.87%）和

Megamonas（4.73%）。以上菌属仅列明确属分类水

平的物种。

3.肠道微生物群落结构的相关因素：本研究使

用RDA和 Envfit对肠道微生物群落结构和各因素

的相关性进行分析。Envfit分析结果显示，抗病毒

治疗（P<0.001）是群落结构最显著的相关因素。其

他显著因素有：确诊时间（P=0.009）、病毒载量（P=
0.022）和HCV抗体（P=0.018）（表2）。

RDA显示抗病毒治疗与其他 3个显著因素在

群落结构的构建过程中呈负相关性。RDA同时还

显示了特定的属与这些因素的相关性。抗病毒治

疗与高丰度的Megamonas和 Bacteroides呈正相关，

与 Prevotella、Roseburia 和 Faecalibacterium 呈负相

关，而确诊时间、病毒载量和HCV抗体 3个因素则

与高丰度的Prevotella、Roseburia和Faecalibacterium
呈 正 相 关 ，与 Megamonas 和 Bacteroides 呈 负 相

关（图1）。

4.未抗病毒治疗HIV感染者中肠道微生物群

落结构的相关因素：上述分析显示抗病毒治疗是

与肠道微生物结构最相关的因素。为了探讨其他

因素，本研究分析其中的 36例未抗病毒治疗HIV
感染者病例。见表1。

Envfit分析结果显示，确诊时间（P=0.003）是与

未抗病毒治疗HIV感染者肠道微生物群落结构显

著相关的因素（表 2）。RDA显示确诊时间与高丰

度 的 Roseburia、Faecalibacterium、Megamonas 和

Prevotella呈正相关，与 Fusobacterium和 Bacteroides
呈负相关（图2）。

讨 论

本研究对河南省HIV/AIDS肠道微生物群落结

构的特征进行了描述，并重点探讨了肠道微生物群

表2 河南省部分地区HIV/AIDS肠道微生物群落结构与相关因素的Envfit函数分析

变量

感染途径

性别

年龄

婚姻状况

文化程度

确诊时间（年）

CD4+T淋巴细胞计数

病毒载量

BMI（kg/m2）
HCV抗体

HBsAg
抗病毒治疗

抗病毒治疗时间（年）

总人群（n=122）
RDA1
-0.493
-0.558
-0.780
0.996
-0.513
-0.981
0.972
-0.776
-0.146
-0.973
0.396
0.870
0.917

RDA2
0.870
0.830
0.625
0.094
0.858
0.192
-0.236
0.631
0.989
-0.232
0.918
-0.493
-0.398

R2值
0.028
0.029
0.020
0.024
0.002
0.071
0.001
0.071
0.016
0.061
0.004
0.118
0.042

P值

0.194
0.201
0.310
0.241
0.914
0.009b
0.975
0.022a
0.406
0.018a
0.778
0.001c
0.077

未治疗人群（n=36）
RDA1
0.752
-0.765
-0.837
0.748
-0.617
-0.681
-0.780
0.187
-0.778
0.251
1.000
-
-

RDA2
0.659
-0.644
-0.548
-0.664
-0.787
0.732
-0.626
-0.982
0.628
0.968
0.008
-
-

R2值
0.055
0.006
0.161
0.016
0.066
0.276
0.072
0.137
0.017
0.064
0.002
-
-

P值

0.393
0.910
0.051
0.751
0.323
0.003b
0.278
0.074
0.766
0.326
0.971
-
-

注：RDA：冗余分析；RDA1和RDA2表示相关因素与排序轴之间的相关性；R2：相关因素与物种分布的决定系数，该值越小则该因素对物

种分布的影响越小；aP<0.05；bP<0.01；cP<0.001
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落结构和各因素之间的相关性，同时也对高丰度的

属与这些因素的相关性进行了分析。

既往大多数研究都提供了抗病毒治疗改变肠

道微生物群的证据［9，13-14］，不过在具体的影响以及

细节上尚未达成共识［15］。本研究发现，在总人群中

抗病毒治疗是与群落结构最显著的相关因素，因此

除了对总人群进行分析，也对其中的抗病毒治疗和

未抗病毒治疗的人群都进行了分析和比较。在总

人群中，前 5位优势菌属为：Prevotella、Roseburia、
Megamonas、Bacteroides和 Faecalibacterium，抗病毒

治 疗 人 群 中 的 是 Prevotella、Megamonas、
Bacteroides、Roseburia和 Faecalibacterium，未抗病毒

治 疗 人 群 中 的 是 Prevotella、Faecalibacterium、

Roseburia、Bacteroides 和 Megamonas。 3 个人群前

5位优势菌属的种类一样，但是丰度排序不同，主

要体现在Faecalibacterium和Megamonas，因此推测

这种差别可能与抗病毒治疗有较强的相关性。随

后的 RDA 也印证了这一推测，抗病毒治疗与

Megamonas呈正相关，与 Faecalibacterium呈负相

关，且这种相关性较之其他菌属更强。更进一步的

证据表现在确诊时间与Megamonas的正负相关性

的不同上，在未抗病毒治疗人群中，确诊时间与

Megamonas呈正相关，而在总人群中，确诊时间与

Megamonas呈负相关，其他主要高丰度菌属的正负

相关性在两个人群中都一致，这说明抗病毒治疗可

能逆转其他因素对于Megamonas的影响。因此，抗

病毒治疗不仅是影响肠道微生物群落结构的重要

因素，影响着多个主要菌属的丰度，而且可能对

Megamonas有着更为重要的影响。

HIV感染能够改变宿主的肠道菌群，但是有一

些研究发现：未抗病毒治疗的HIV感染者没有明显

改变直肠微生物群［16］，并且在中国人群的研究也发

现HIV感染者和健康对照之间的α-多样性并没有

显著性差异的情况［17］。这种情况被研究者解释为

肠道菌群的改变可能是与疾病进展和感染持续时

间有关。确有研究发现在HIV感染的早期，肠道细

注：箭头代表各因素，射线越长表示该因素的相关性越显著；

各因素之间的夹角为锐角时表示两个因素之间呈正相关关系，夹

角为钝角时呈负相关关系

图2 河南省部分地区未抗病毒治疗HIV感染者肠道微

生物群落结构与相关因素冗余分析

注：箭头代表各因素，射线越长表示该因素的相关性越显

著。各因素之间的夹角为锐角时表示两个因素之间呈正相关关

系，夹角为钝角时呈负相关关系

图1 河南省部分地区HIV/AIDS肠道微生物群落结构

与相关因素的冗余分析
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菌的丰富度和组成未发生HIV特异性变化，而在慢

性HIV感染者中，最终可以发现肠道细菌组中的

HIV特异性特征［18］。这些研究提示了感染时间与

HIV感染者肠道微生物之间存在关联。本研究发

现确诊时间是未抗病毒治疗人群中与群落结构显

著相关的因素之一，而且在总人群中，确诊时间也

是除抗病毒治疗之外与群落结构显著相关的因素。

RDA显示，在未抗病毒治疗人群中，确诊时间与高

丰度的 Roseburia、Faecalibacterium、Megamonas 和
Prevotella呈正相关，与Bacteroides呈负相关。在总

人群中，确诊时间与高丰度的 Prevotella、Roseburia
和 Faecalibacterium 呈 正 相 关 ，与 Megamonas 和
Bacteroides呈负相关。这反映了确诊时间对于诸多

高丰度菌属的影响是广泛的，在HIV/AIDS肠道微

生物群落构建过程中起着重要的作用。因此，在设

计肠道微生物研究时，应将病例的确诊时间作为重

要的考虑因素。

近来很多研究发现MSM状态或性偏好是HIV/
AIDS肠道微生物改变的影响因素［7-8，19］。更有Meta
分析认为MSM状态对于肠道微生物的影响更甚于

HIV感染［9，20］。我国一项研究中也发现HIV感染者

中的肠道微生物的改变与HIV的传播途径有关［21］。

本研究中未发现感染途径与HIV/AIDS肠道微生物

群落结构的相关性。这为HIV/AIDS的性偏好对肠

道微生物影响的研究提供了不一样的证据。

本研究存在局限性。尚不能准确知晓病例真

正的感染时间，因此本研究用确诊时间代表感染时

长进行了讨论，这可能使结果存在一定的误差。本

研究使用丰度最高的 30个属作为肠道微生物群落

结构分析的衡量指标，与一些研究中使用的β多样

性略有差别。本研究仅对各因素的相关性进行了

分析，要证明这些因素的因果关系还需要更合理的

人群设计以及更多临床数据才能说明。

综上所述，抗病毒治疗和确诊时间是河南省部

分地区HIV/AIDS肠道微生物群落结构显著相关的

因素，并且对多个高丰度菌属有着重要影响。
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