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基于16S rDNA 测序的皮脂溢出患者肠道菌群分析
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摘 要：目的 探讨皮脂溢出患者肠道菌群变化。方法 收集 10例皮脂溢出患者（研究组）及 10例健康对照者

（对照组）粪便样本，提取菌群DNA，对V3-V4可变区进行扩增及文库构建，采用 Illumina Miseq测序平台进行测序，对

样本物种丰度和样本间门、科、属、种等水平上的差异进行统计分析，并用 PICUSt 软件预测差异功能通路。结果 研

究组肠道微生物群落丰度、多样性相对降低。研究组梭杆菌门（Fusobacteria）、拟杆菌科（Bacteroidaceae）、拟杆菌属

（Bacteroides）、布氏瘤胃球菌（Ruminococcus bromii）丰度显著降低，而肠杆菌科（Enterobacteriaceae）、粪便杆菌属

（Faecalibacterium）、普拉氏梭杆菌（Faecalibacterium prausnitzii）、活泼瘤胃球菌（Ruminococcus gnavus）、大肠杆菌

（Escherichia coli）升高。5条功能通路（ATP结合盒转运蛋白、嘌呤代谢、精氨酸和脯氨酸代谢、精氨酸生物合成、癌症

中枢碳代谢）在两组间存在显著差异（P<0.05）。结论 胃肠功能紊乱、抑郁与中年皮脂溢出可能有着密切关系。
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Analysis of intestinal flora in seborrheic patients using 16S rDNA sequencing

YE Qiao-yuan1, DING Yuan-ling1, ZHU Jian2, JIANG Hao-bo2, WANG Lin2* (1. Guangdong Medical University,

Dongguan 523808, China; 2.Donghua Hospital, Dongguan 523110, China)

Abstract:Objective To study the change of intestinal flora in seborrheic patients. Methods The fecal samples were

collected from 10 seborrheic patients and 10 healthy controls. The V3-V4 variable region was amplified from extracted

bacterial DNA, followed by library construction and Illumina Miseq sequencing. The Phyla, family, genus and species, as

well as species abundance were compared between two groups. The functional pathways were predicted by PICUSt software.

Results The species abundance and diversity of intestinal microflora were decreased in seborrheic patients. Compared

with control group, the abundance of Fusobacteria, Bacteroidaceae, Bacteroides, and Ruminococcus bromii were lower,

while Enterobacteriaceae, Faecalibacterium, Faecalibacterium prausnitzii, Ruminococcus gnavus, and Escherichia coli

were higher in seborrheic patients. Five functional pathways (ABC transporters, purine metabolism, arginine and proline

metabolism, arginine biosynthesis, and central carbon metabolism in cancer) were different between two groups (P<0.05).

Conclusion Gastrointestinal dysfunction and depression may be associated with seborrhea in middle-aged individuals.

Key words:seborrhea; intestinal flora; 16S rDNA

皮脂溢出是指在前额、鼻部、头皮、背部这些皮脂

腺分布密集的部位油腻，其确切病因和发病机制尚未

完全明了，有研究认为遗传因素及雄激素水平增高是

导致皮脂腺分泌增加的核心因素[1-3]。皮脂腺细胞具

有促肾上腺皮质激素释放激素、雄激素以及多种神经

肽的多种受体[4-5]，精神刺激、某些疾病如抑郁症、肾上

腺肿瘤会使机体的皮脂分泌明显增加，糖尿病、动脉

硬化、肥胖、乳腺癌、高脂饮食也可令皮脂分泌增加。

肠道菌群失调可引起雄激素水平变化、脂质代谢紊

乱，与肥胖、代谢综合征、生殖、妇科肿瘤等疾病有极

为重要的关系[6-9]。为了解肠道菌群失调与皮脂溢出

的联系，本研究基于 16S rDNA 测序的技术手段，对

皮脂溢出患者及健康对照人群肠道菌群进行了初步

分析。

1 资料和方法

1.1 研究对象

纳入 2019 年 10 月‒2020 年 4 月东莞东华医院皮

肤科收治的皮脂溢出患者 10 例（研究组），均符合以
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下纳入标准：面部皮肤和头发多脂、油腻鳞屑增多，同

时伴有脂溢性皮炎、痤疮及毛囊炎；愿意配合研究收

取合格的粪便标本；在东莞市定居超过 2 a。同期随

机抽取健康对照者 10例（对照组），均符合以下标准：

无皮脂溢出症状，在东莞定居超过 2 a。两组均已排

除以下人员：6个月内服用过糖皮质激素、抗生素、益

生菌、免疫抑制剂、维甲酸类药物、中药者；哺乳期者；

吸烟酗酒者；恶性肿瘤或严重内科疾病者；肠道疾病

患者；有胃及下消化道手术史者。研究组中，男 6例，

女 4 例；年龄 31～57 岁，平均（44.7±5.2）岁。对照组

中，男6例，女4例；年龄34～58岁，平均（45.9±5.9）岁。

两组患者的性别、年龄差异无统计学意义（P>0.05)。

1.2 主要仪器及试剂

CR 仪（美国 Biorad 公司）、QuantiFluor TM-ST 定

量仪（美国Promega）、Qubit 3.0（美国Life Invitrogen）、

凝胶成像系统（美国 Biorad 公司）、冷冻高速离心机

（德国Sigma）、核酸电泳仪（美国Biorad公司）、Illumina

Hiseq 测序平台（美国 SeqHealth）。AxyPrep DNA 凝

胶提取试剂盒（美国 Axygen Biosciences）、溴化乙锭

（上海生工）、50×TAE电泳缓冲液（上海生工）、FastPfu

高保真酶（美国NEB）、Illumina基因组DNA文库制备

试剂盒（美国 Illumina）。

1.3 粪便标本采集及DNA 提取

受试人员在医院用粪便收集器采集新鲜粪便样

本2~3 g，迅速放入−80 ℃环境中保存。采用CTAB或

SDS方法对样本的基因组 DNA进行提取，并对 DNA

的纯度和浓度进行检测。

1.4 16S rDNA 基因扩增及高通量测序

根据测序区域的选择，使用带 Barcode的特异引

物和高保真 DNA 聚合酶对选定的 V3-V4(上下游引

物序列分别为 5′-X-ACTCCTACGGGAGGCAGCA-3′

和 5′-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3′可变区进行

PCR 扩增。PCR 产物用 2% 琼脂糖凝胶电泳进行检

测，并对目标片段进行切胶回收，胶回收采用AxyPre‐

pDNA 凝胶回收试剂盒（AXYGEN 公司）。参照电泳

初步定量结果，对 PCR 扩增回收产物用 QuantiFluor

™-ST蓝色荧光定量系统（Promega公司）进行检测定

量，按照每个样本的测序量要求，进行相应比例的混

合。使用NEB Next® Ultra™DNA Library Prep Kit建

库试剂盒进行文库构建。构建好的文库通过 Agilent

Bioanalyzer 2100和 Qubit进行质检，文库质检合格后

进行上机测序。

1.5 数据分析

对原始测序数据通过 barcode分配 reads，获取有

效序列。运用 Mothur 软件对序列进行质量控制、过

滤、去除嵌合体，得到优化序列。通过 USEARCH 软

件 对 序 列 进 行 分 类 单 元（Operational Taxonomic

Units）聚类，将序列相似度≥97% 的序列归为同一

OTU，然后通过 OTU 与数据库比对，对 OTU 进行物

种注释。通过 Alpha Diversity(α 多样性分析)，Beta

Di-versity(β多样性分析)，等数据分析手段，最终得到

粪便菌群的物种丰度信息。采用独立样本 t检验(双

侧)方法，对样本有效序列的群落丰富度指数和群落

多样性指数进行比较分析。

2 结果

2.1 样本测序数据分析

从研究人群中共获得 20 个粪便样本进行测序，

其中研究组和对照组各 10个样本。高通量焦磷酸测

序共产生 1 326 101条有效序列，其中，10个研究组样

本共获得 652 492 条有效序列(平均每个样品序列数

为 65 249±381)。对照组 10 个样本获得 673 609 条有

效序列(平均每个样品序列数为67 361±359)。

将测序得到的下机数据（Raw PE）进行拼接、质

控及去嵌合体。得到 Q20，Q30均在 90% 以上，表明质

控数据良好，能够满足实验分析要求。通过 Rarefac‐

tion Curve 及 Shannon 曲线（图 1~3)，可以看出，样品
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测序数据量合理，可以反映样本中绝大多数的微生

物信息。图 3 显示研究组与对照组拥有 856 个相同

OTUs，研究组、对照组特有的 OTUs 分别有 35、

60个。

2.2 肠道微生物α多样性分析

α多样性指标用于表征样品内的微生物群落多

样性。 α 多样性指数包括 Observed species、ace、

Chao、Shannon 和 Simpson 等 5 个指数。反映群落丰

富度的 Observed species、ace 和 Chao 指数，以及反映

群落多样性的 Shannon 和 Simpson 指数，研究组均低

于对照组(P<0.05)。表 1及图 4~7显示研究组比对照

组的肠道菌群群落丰富度和多样性均发生了一定

变化。

2.3 肠道微生物β多样性分析

采用 weighted UniFrac 指数衡量 β多样性。β多

样性分析(β diversity)是用来比较物种多样性方面存

在的差异大小。如果样品距离越接近，表示物种组成

结构越相似，因此群落结构相似度高的样品倾向于聚

集在一起，群落差异很大的样品则会远远分开。主坐

标分析 PCoA 图显示，除个别样本存在偏差，研究组

和对照组基本呈现在不同区域（图8）。

2.4 研究组与对照组间的细菌种群差异

采用 LefSe分析法，进一步探讨各组间的分类区

别。我们在研究组和对照组发现了 48个差异显著的

种群，所有这些分类群的LDA均大于 2。与研究组样

本相比，健康组中的细菌类群较丰富，有 26条富集于

健康组，20条富集于研究组（图9）。

2.5 门水平肠道菌群序列分类分析

在门水平上，厚壁菌门（Firmicutes）及拟杆菌门

（Bacteroidetes）为绝对优势菌群，约占总序列数 85%。

研究组、对照组中肠道菌群物种丰度较高的厚壁菌门

（Firmicutes，74.51% vs 70.13%）、拟杆菌门（Bacte‐

roidetes，10.43% vs 15.61%）、变形菌门（Proteobacte‐

ria，11.64% vs 7.25% ）、放线菌门（Actinobacteria，

3.31% vs 3.11%）差异均无统计学意义（P>0.05）。研

究组中梭杆菌门（Fusobacteria）比对照组降低了

84.5%（0.43% vs 2.78%，P<0.05）（图10）。

2.6 科水平肠道菌群序列分类分析

在科水平上，螺旋藻科、瘤胃球菌科是相对优势

图3 研究组和对照组之间的OTUs组成
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菌群，约占总序列数 60%。与对照组相比，肠道菌群

物种丰度较高的螺旋藻科（Lachnospiraceae，32.02%

vs 32.11%）、瘤胃球菌科（Ruminococcaceae，28.61%

vs 26.26%）差异均无统计学意义(P>0.05)。研究组拟

杆 菌 科（Bacteroidaceae）降 低 了 33.12%（7.46% vs

11.12%）而 肠 杆 菌 科（Enterobacteriaceae）升 高 了

36.65%（10.15% vs 6.43%）（图11）。

2.7 属水平肠道菌群序列分类分析

在属水平上，研究组粪杆菌属（Faecalibacterium）

升高了 45.07%（18.25% vs 12.58%），拟杆菌属（Bacte‐

roides）降低了 32.91%（7.46% vs 11.12%），而劳特氏

菌属（Blautia，10.09% vs 9.95%）、罗斯氏菌属（Rose‐

buria，6.19% vs 7.43%）差异均无统计学意义(P>0.05)

（图12）。

2.8 种水平肠道菌群序列分类分析

在种水平上，研究组普拉氏梭杆菌（Faecalibacte‐

rium prausnitzii）、活泼瘤胃球菌（Ruminococcus gna‐

vus）、大肠杆菌（Escherichia coli）分别升高了 45.07%

（18.25% vs 12.58%）、39.01%（3.35% vs 2.41%）、155.12%

（3.98% vs 1.56%），而布氏瘤胃球菌（Ruminococcus bro‐

mii）下降了372.54%（0.51% vs 2.41%）（图13）。

2.9 PICUSt肠道菌群功能预测分析

采用 PICUSt软件对 16S测序样本中可能存在的

各级 KEGG 通路及丰度值进行预测。研究组有 5 条

通路与对照组差异有统计学意义（P<0.05）（图 14），

分别为 ATP结合盒转运蛋白(ABC transporters)、嘌呤

代谢(Purine metabolism)、精氨酸和脯氨酸代谢(Argi‐

nine and proline metabolism)、精氨酸生物合成（Argi‐

图9 LefSe分析图
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nine biosynthesis）和癌症中枢碳代谢 (Central carbon

metabolism in cancer)。

3 讨论

人体是由自身器官和微生物组成的超级生物体，

微生物与宿主共同进化，并且与宿主之间不断地进行

物质交换和信息交流，其中约有80%的微生物存在于

肠道，参与了肠道营养物质的吸收、分布、代谢和排

泄，微生物与宿主之间互相依存互相制约，处于一个

动态平衡的状态。当肠道菌群发生改变，可引起肠道

吸收屏障的变化，引起肠道免疫系统的应答异常，从

而参与多种疾病的发生及转归。肠道菌群根据对人

体是否有益分为益生菌、有害菌。根据菌群代谢途径

的特点，拟杆菌和瘤胃球菌属可主导蛋白质和动物脂

肪的吸收，普氏菌属可提高糖类饮食的吸收[10]。根据

疾病的发病结果来看，高丰度的拟杆菌门和硬壁菌可

引起能量过度吸收，引起肥胖。高丰度拟杆菌、瘤胃

球菌促进肠道炎症反应，而普拉梭菌、柔嫩梭菌可产

生短链脂肪酸减少肠道炎症反应[11]。肠道益生菌减

少，大肠杆菌增多，肠道革兰阴性菌增多、肠道菌群丰

度降低与胰岛素抵抗有关[12]。

本文中，研究组的肠道菌群群落丰度和多样性均

低于对照组，在门、科、属水平拟杆菌下降，表示肠道

的蛋白质、脂肪以及能量吸收较对照组低。研究组的

厚壁门/梭杆菌比值发生变化，说明皮脂溢出患者肠

道处于病理炎症状态。但另外一方面普拉氏梭杆菌

科升高，可产生较多短链脂肪酸，其中丁酸对肠道的

有保护作用。闫慧敏等[13]对 10位重度痤疮的青年患

者（平均年龄 24.4岁）进行 16S测序结果显示厚壁门/

拟杆菌比值正常，但产生丁酸盐的细菌减少，与本研
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究结果恰好相反，这可能和选取的年龄阶段不一致有

关，提示不同年龄阶段的皮脂溢出患者的发病原因不

同。此外肠道内拟杆菌、瘤胃球菌增高的患者体内往

往伴有更多的体内脂肪含量、高胰岛素血症以及血清

甘油三酯和游离脂肪酸增高，肥胖、糖尿病和心血管

疾病的风险增加，革兰阴性菌增加可引起胰岛素抵

抗[14]。但本文结果相反，拟杆菌科下降，革兰阴性菌

明显下降，提示不同基础病的皮脂溢出患者代谢通路

存在差异。

革兰阴性菌丰度增加可产生大量的脂多糖，会引

起肠黏膜通透性改变，产生内毒素，引起肝细胞损伤，

同时脂多糖激活TLRs通路促进肝星状细胞 (HSC)活

化，从而导致炎症和纤维化，诱发肝硬化[15]。本文研

究组的革兰阴性菌（梭杆菌门、拟杆菌属）显著下降，

说明中年皮脂溢出患者的肠道中有绝对优势的革兰

阳性菌群对肝脏有保护作用。但同时我们发现，研究

组条件致病菌肠杆菌明显增加，肠杆菌科主要参与糖

代谢，通过两条代谢途径，一方面产生有机酸，如琥珀

酸、乙酸、乳酸、甲酸；另一方面代谢产生内生性的乙

醇和丁二醇，对肝细胞有损伤作用。我们知道补充益

生菌可抑制肠杆菌的滋生，所以我们推测中年皮脂溢

出的患者，长期口服益生菌可抑制体内肠杆菌，保留

了革兰阳性菌的优势，通过影响肠道菌群分布，可能

会起到保肝作用。

厚壁门/拟杆菌的比值改变，肠杆菌增多，可引起

肠道的炎症反应，消化道功能紊乱可影响锌、铜等微

量元素吸收，当体内锌含量下降时, 表皮脂类代谢障

碍、表皮角化过度, 皮脂分泌增多,同时嗜脂性糠秕马

拉色菌繁殖增加；角质层屏障功能下降又会加重原有

的皮脂溢出[16]。

我们采用 PICUSt软件对 16S 测序样本中可能存

在的各级 KEGG 通路及丰度值进行预测。研究组有

5条通路与对照组存在差异，其中精氨酸和脯氨酸代

谢通路也是抑郁症患者的肠道菌群高频代谢通路，说

明不良情绪在中年皮脂溢出得发病中起着重要作用。

肠道菌群通过多种途径与体内支配胃肠道的中枢神

经系统发生相互作用，细菌通过直接或间接作用，参

与合成激素和神经递质“脑-肠”作用，具体参与的肠

道细菌种类以及代谢机理，需要进一步进行更为深入

的代谢产物检测，采用大数据关联分析，以得出更为

准确、详尽的研究结果。
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