儿童感染性腹泻肠道菌群α多样性与微量元素的动态关联性及临床预后价值
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摘要 目的：探讨儿童感染性腹泻肠道菌群α多样性与微量元素的动态关联性及临床预后价值。方法：选取2022年1月至2025年1月收治的100例感染性腹泻患儿展开前瞻性研究，抽取所有患儿粪便样本，应用十六烷基三甲基溴化铵（Cetyltrimethylammonium bromide method，CTAB）法提取样本基因DNA，进行16Sr-DNA测序，通过QIIME2软件处理测序数据，计算α多样性指标Chao1指数、Simpson指数、Shannon指数及菌种数指标，采用电感耦合等离子体质谱法检测血清中钙、铁、锌、铜水平。治疗后随访2 w依照临床预后情况将100例患儿分良好预后组（n=80）及不良预后组（n=20），采用Logistic回归法分析肠道菌群α多样性对感染性腹泻的预后预测价值。结果：高Chao1组钙、铁、锌、铜表达水平高于低Chao1组（P＜0.05）。高Shannon组钙、铁、锌、铜表达水平高于低Shannon组（P<＜0.05）。高菌种数组钙、铁、锌、铜表达水平高于低菌种数组（P<＜0.05）；相关性分析显示，Chao1指数、Shannon指数和菌种数与四种微量元素均呈正相关（均P<＜0.05）；良好预后组Chao1指数、Shannon指数、菌种数均高于不良预后组（P<＜0.05）；多因素Logistic回归分析显示，Chao1指数、Shannon指数及菌种数对感染性腹泻预后具有独立预测价值（P<＜0.05）。结论：儿童感染性腹泻患儿的肠道菌群α多样性与血液中微量元素水平存在密切关联，也是评价预后的独立预测指标。
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Dynamic correlation and clinical prognostic value of gut microbiota alpha diversity and trace elements in children with infectious diarrhea
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Abstract Objective: To explore the dynamic correlation and clinical prognostic value between the diversity of gut microbiota alpha and trace elements in children with infectious diarrhea. Methods: A prospective study was conducted on 100 children with infectious diarrhea admitted from January 2022 to January 2025. Fecal samples were collected from all children, and their genomic DNA was extracted using the cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method for 16S r-DNA sequencing. The sequencing data were processed using QIIME2 software to calculate α diversity indices, including Chao1 index, Simpson index, Shannon index, and the number of bacterial species. Inductively coupled plasma mass spectrometry was used to detect the levels of calcium, iron, zinc, and copper in serum. After treatment, the 100 children were followed up for 2 weeks and divided into a good prognosis group (n=80) and a poor prognosis group (n=20) based on clinical prognosis. Logistic regression analysis was used to assess the prognostic predictive value of intestinal flora α diversity for infectious diarrhea. Results: The expression levels of calcium, iron, zinc, and copper were higher in the high Chao1 group compared to the low Chao1 group (P<<0.05). The expression levels of calcium, iron, zinc, and copper were also higher in the high Shannon group compared to the low Shannon group (P<<0.05). Additionally, the expression levels of calcium, iron, zinc, and copper were higher in the high bacterial species group compared to the low bacterial species group (P<<0.05). Correlation analysis showed that the Chao1 index, Shannon index, and the number of bacterial species were positively correlated with all four trace elements (all P<<0.05). In the good prognosis group, the Chao1 index, Shannon index, and the number of bacterial species were higher compared to the poor prognosis group (P<<0.05). Multivariate logistic regression analysis indicated that the Chao1 index, Shannon index, and the number of bacterial species had independent prognostic predictive value for infectious diarrhea (P<<0.05). Conclusion: The intestinal flora α diversity in children with infectious diarrhea is closely associated with the levels of trace elements in blood and serves as an independent prognostic indicator
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儿童感染性腹泻是全球范围内严重的公共卫生问题，每年导致约50万5岁以下儿童死亡[1]。近年来，肠道微生态研究揭示了菌群紊乱与感染性腹泻发病机制的密切关联，但关于菌群α多样性与微量元素代谢的动态关系及其临床预后价值的研究仍属空白[2]。
微量元素代谢失衡是感染性腹泻的重要特征。研究表明[3]，腹泻患儿普遍存在钙、铁、锌、铜等必需微量元素的缺乏，这些元素不仅参与免疫调节，还影响肠道屏障功能。然而，传统研究多聚焦于单一元素的补充治疗，忽视了肠道菌群在微量元素吸收和代谢中的关键作用。肠道菌群α多样性作为微生态健康的重要指标，其与宿主营养代谢的相互作用机制日益受到关注。Chao1指数、Shannon指数等参数可全面反映菌群的丰富度和均匀度，但现有研究多局限于菌群组成分析，缺乏对α多样性指标与微量元素动态关联的深入探讨[4]。特别是在感染性腹泻急性期，这种关联性可能对疾病转归产生决定性影响。因此，本研究采用16S rDNA测序技术，系统分析肠道菌群α多样性与微量元素代谢的关联特征，并首次探讨其对临床预后的预测价值。通过建立菌群多样性指标与微量元素水平的动态关联模型，为感染性腹泻的精准营养干预和预后评估提供新的理论依据。
1 临床资料与方法
1.1 一般资料
本研究为前瞻性队列研究，选取2022年1月至2025年1月于本院儿科住院治疗的100例感染性腹泻患儿。其中男58例，女42例；年龄6个月～12岁，平均4.25±2.18岁；病程1~7 d，平均3.12±1.05 d；病原体类型：轮状病毒感染45例，诺如病毒感染28例，细菌感染（沙门菌、致病性大肠杆菌）27例。所有患儿监护人均签署知情同意书，本研究经医院伦理委员会审批。
1.2纳排标准
纳入标准：符合《儿童急性感染性腹泻病诊疗规范》[5]诊断标准：排便次数≥3次·d-1/日，粪便性状改变（稀便、水样便或黏液便），伴或不伴发热、呕吐，病程≤14 d；年龄6个月 m～12岁；入院48 h内未使用抗生素、益生菌或微量元素补充剂；临床资料完整，监护人配合完成随访。
排除标准：非感染性腹泻（如过敏性腹泻、乳糖不耐受、炎症性肠病等）；合并先天性肠道畸形、免疫缺陷病、严重肝肾功能不全；近1个月内 m内有肠道手术史；对粪便标本采集或血液检测存在禁忌证。
1.3方法
1.3.1样本采集与处理
患儿入院当天采集新鲜粪便标本2~3 g，置于无菌冻存管中，-80 ℃超低温冰箱保存，用于肠道菌群检测。入院当天采集空腹静脉血3 mL，3000 r·min-1离心10 min，分离血清，-20 ℃保存，用于微量元素检测。
1.3.2肠道菌群α多样性检测
DNA提取：采用十六烷基三甲基溴化铵（Cetyltrimethylammonium bromide method，CTAB）法提取粪便样本总DNA，Nanodrop 2000检测DNA浓度及纯度（OD260/280值1.8~2.0为合格）。16SrDNA测序：针对细菌16SrDNA基因V4-V5区，使用引物515F（5'-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3'）和907R（5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3'）进行PCR扩增。PCR产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，采用IlluminaMiSeq平台进行高通量测序。α多样性分析：通过QIIME2软件处理测序数据，计算α多样性指标：Chao1指数：反映菌群丰富度（物种总数）；Shannon指数：反映菌群丰富度和均匀度；Simpson指数：反映菌群优势度（值越高，优势菌群越集中）；菌种数：实际检测到的物种数量。按照Chao1指数、Simpson指数、Shannon指数及菌种数的四分位数，将高四分位数和低四分位数分别作为高、低组。
1.3.3微量元素检测
采用电感耦合等离子体质谱法（ICP-MS，型号：Agilent7900）检测血清中钙、铁、锌、铜水平。检测前用1 %硝酸溶液稀释血清样本（1:10），以锗（Ge）、铟（In）为内标，仪器参数：射频功率1550 w，采样深度8 mm，载气流速1.05 L·min-1。每个样本重复检测3次，取平均值。
1.3.4预后评估与分组
治疗后随访2周 w，根据临床结局分为：
良好预后：治疗72 h内腹泻次数减少≥50 %，1周内 w内粪便性状恢复正常，无脱水、电解质紊乱等并发症，随访期间无复发；不良预后：治疗72 h后腹泻无明显缓解，或出现中重度脱水、代谢性酸中毒、肠套叠等并发症，或随访2周内 w内复发[6]。
1.4统计学方法
采取统计学软件SPSS 27.0，计量资料以均数±标准差（[image: 2]±SD）表示，采用t检验；计数资料以例或率（n（%））表示，采用χ2检验；相关性分析采用Pearson直线相关；采用多因素Logistic回归分析肠道菌群α多样性对预后的预测价值；以P<＜0.05有统计学意义。
2 结果
2.1 不同肠道菌群α多样性患儿微量元素比较
高Chao1组钙、铁、锌、铜表达水平高于低Chao1组（P<＜0.05），见表1。高Simpson组与低Simpson组钙、铁、锌、铜表达水平比较无差异（P＞0.05），见表2。高Shannon组钙、铁、锌、铜表达水平高于低Shannon组（P<＜0.05），见表3。高菌种数组钙、铁、锌、铜表达水平高于低菌种数组（P<＜0.05），见表4。
表1 不同Chao1指数组微量元素水平比较（[image: 2]±SD）
	分组
	例n
	钙(μmol·L-1)
	铁(μmol·L-1)
	锌(μmol·L-1)
	铜(μmol·L-1)

	高Chao1组
	68
	2.41±0.43*
	16.35±3.42*
	13.45±2.64*
	19.12±4.18*

	低Chao1组
	32
	2.08±0.35
	12.78±2.91
	9.92±2.28
	16.23±3.75


[bookmark: _Hlk117680818]注：与低Chao1组相比，*P<＜0.05。
表2 不同Simpson指数组微量元素水平比较（[image: 2]±SD）
	分组
	例n
	钙(μmol·L-1)
	铁(μmol·L-1)
	锌(μmol·L-1)
	铜(μmol·L-1)

	高Simpson组
	58
	2.32±0.40
	15.12±3.35
	12.56±2.58
	18.45±4.05

	低Simpson组
	42
	2.25±0.41
	14.56±3.42
	11.89±2.67
	17.92±4.12



表3 不同Shannon指数组微量元素水平比较（[image: 2]±SD）
	分组
	例n
	钙(μmol·L-1)
	铁(μmol·L-1)
	锌(μmol·L-1)
	铜(μmol·L-1)

	高Shannon组
	72
	2.45±0.44*
	17.23±3.56*
	14.12±2.73*
	20.23±4.35*

	低Shannon组
	28
	1.98±0.33
	11.45±2.67
	8.45±2.15
	14.56±3.45


注：与低Shannon组相比，*P<＜0.05
表4 不同菌种数组微量元素水平比较（[image: 2]±SD）
	组
	例n
	钙(μmol·L-1)
	铁(μmol·L-1)
	锌(μmol·L-1)
	铜(μmol·L-1)

	高菌种数组
	65
	2.43±0.42*
	16.78±3.45*
	13.78±2.67*
	19.89±4.23*

	低菌种数组
	35
	2.02±0.36
	12.23±2.89
	9.12±2.32
	15.45±3.67


注：与低菌种数组比较，*P<＜0.05。
2.2 肠道菌群α多样性与微量元素相关性分析
相关性分析显示，Chao1指数、Shannon指数和菌种数与四种微量元素均呈显著正相关（r=0.389~0.689，均P<＜0.05），而Simpson指数与各微量元素的相关性均无统计学意义（P＞>0.05），见表5。
表5 肠道菌群α多样性与微量元素相关性分析
	指标
	钙
	铁
	锌
	铜

	Chao1指数
	0.432*
	0.567*
	0.612*
	0.389*

	Simpson指数
	0.145
	0.178
	0.156
	0.102

	Shannon指数
	0.512*
	0.634*
	0.689*
	0.467*

	菌种数
	0.478*
	0.598*
	0.654*
	0.423*


注：*P<＜0.05。
2.3预后组间肠道菌群α多样性比较
良好预后组Chao1指数、Shannon指数、菌种数均高于不良预后组（P<＜0.05），良好预后组与不良预后组Simpson指数比较无明显差异（P＞>0.05），见表6。
表6 预后组间肠道菌群α多样性比较（[image: 2]±SD）
	分组
	例n
	Chao1指数
	Simpson指数
	Shannon指数
	菌种数

	良好预后组
	80
	325.67±45.23*
	0.85±0.12
	4.56±0.78*
	285.67±42.34*

	不良预后组
	20
	256.34±38.76
	0.82±0.11
	3.45±0.67
	223.45±36.78


注：与不良预后组比较，*P<＜0.05。
2.4肠道菌群α多样性对预后的预测价值分析
将表6中具有统计学差异的指标纳入Logistic回归模型，并以其作为自变量，以预后情况作为因变量，多因素Logistic回归分析显示，Chao1指数、Shannon指数及菌种数对感染性腹泻预后具有独立预测价值（P<＜0.05），见表7。
表7 肠道菌群α多样性对预后的预测价值分析
	变量
	β
	SE（β）
	Waldχ2
	OR（95%CI）

	Chao1指数
	-0.023
	0.006
	14.672
	0.977(0.965~0.989)*

	Shannon指数
	-1.456
	0.342
	18.123
	0.233(0.119~0.456)*

	菌种数
	-0.018
	0.007
	6.782
	0.982(0.969~0.996)*


注：*P<＜0.05。
3讨论
儿童感染性腹泻病理机制复杂，涉及病原体侵袭、肠道屏障损伤、免疫失衡及微生态紊乱等多个环节[7]。近年来，肠道菌群作为“隐形器官”，其结构与功能的改变在感染性腹泻中的作用日益受到关注[8]，而微量元素作为参与机体代谢和免疫调节的关键物质，其与肠道菌群的相互作用已成为研究热点[9]。然而，目前关于儿童感染性腹泻中肠道菌群α多样性与微量元素的动态关联及其对预后的影响尚未形成明确结论，多数研究仅聚焦于单一菌群或单一元素的作用，缺乏系统性分析。本研究通过16SrDNA测序技术和微量元素检测，深入探讨两者的关联性及预后价值，为揭示感染性腹泻的病理机制、优化临床治疗策略提供了新的理论依据。
本研究结果显示，肠道菌群α多样性中的Chao1指数、Shannon指数及菌种数与血清钙、铁、锌、铜水平呈显著正相关，且高多样性组的微量元素水平高于低多样性组，而Simpson指数与微量元素无明显关联。这一结果揭示了肠道菌群丰富度和均匀度与微量元素代谢的密切联系，其机制可能与以下因素相关：首先，肠道菌群通过分泌多种酶（如植酸酶、蛋白酶）参与微量元素的吸收和转化，例如乳杆菌、双歧杆菌等优势菌群可分解食物中的植酸，释放出结合态的钙、铁、锌，提高其生物利用率[10]。本研究中高Chao1指数和Shannon指数代表菌群丰富度高、种类分布均匀，这类菌群可能更高效地促进微量元素吸收，从而使血清水平升高[11]。其次，微量元素对肠道菌群结构具有调控作用，锌作为多种酶的辅酶，可促进有益菌增殖并抑制致病菌生长，维持菌群平衡[12]；铁是细菌代谢的必需元素，其含量变化可能影响菌群的竞争优势，进而改变α多样性[13]。既往研究[14]发现，补充锌可提高腹泻患儿肠道菌群的丰富度，与本研究中锌水平与Chao1指数的正相关结果一致，但本研究进一步证实了这种关联在多种微量元素与多样性指标间的普遍性，并首次排除了Simpson指数的相关性，提示菌群优势度对微量元素代谢的影响较小，丰富度和均匀度才是关键因素。
在预后价值方面，良好预后组的Chao1指数、Shannon指数及菌种数显著高于不良预后组，且多因素Logistic回归显示这三项指标是独立预后预测因子。这一发现的机制可从两方面解释：一方面，高多样性的肠道菌群能更有效地抵抗病原体定植，通过竞争营养、分泌抗菌物质等方式抑制致病菌过度繁殖，减少肠道损伤，从而促进症状缓解[15]。例如，高Shannon指数代表菌群均匀度好，可避免单一致病菌占据优势，降低并发症风险[16]。另一方面，与高多样性相关的高微量元素水平可能通过增强免疫功能间接改善预后，锌和铁参与免疫细胞的增殖与分化，钙维持肠道黏膜屏障完整性，铜参与抗氧化酶合成，这些共同作用可加速肠道修复，降低复发率[17,18]。与既往研究[19]相比，本研究不仅证实了肠道菌群α多样性与预后的关联，还明确了具体的预测指标（Chao1、Shannon指数及菌种数），并排除了Simpson指数的价值，为临床预后评估提供了更精准的标志物，这是本研究的重要创新之处。
总之，儿童感染性腹泻患儿的肠道菌群α多样性与血液中钙、铁、锌、铜等微量元素水平存在密切关联，同时，肠道菌群α多样性中的Chao1指数、Shannon指数及菌种数可作为儿童感染性腹泻临床预后的独立预测指标。
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