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摘要

人体肠道微生物组主要通过使用粪便样本进行研究，这种做法已经得到了关于胃肠道微生物群落的组成
和功能的重要知识。然而，这种对粪便材料的依赖限制了对胃肠道其他位置（原位）微生物动力学的研
究，并且粪便样本不能随时获得，这也阻碍了在更精细的时间尺度（如小时）下进行分析。在我们的研究
中，我们利用结肠途径经内镜肠内导管（一种最初为粪便微生物群移植开发的技术）每天两次对回盲部微
生物组进行采样；然后对这些样品进行宏基因组和宏转录组学分析。从 5名健康志愿者身上共收集了
43份回盲部样本及28份尿液和粪便样本。在5名志愿者中分析的回盲部和粪便微生物组被发现在宏基
因组分析中相似，但它们的活性基因（宏转录组）被发现高度不同。两种微生物组在泻药暴露后都受到干
扰；随着时间的推移，它们表现出与治疗前状态的差异减少，从而证明了作为肠道微生物组的先天特
性——恢复力，尽管它们在我们的观察时间窗口内没有完全恢复。白天和夜间对回盲部微生物组的采样
显示，在一系列细菌种类和功能途径中存在昼夜节律，特别是与短链脂肪酸产生相关的细菌，如痤疮丙酸
杆菌和辅酶A生物合成 II。自相关分析和波动分解进一步表明了昼夜振荡的显著周期性。粪便和尿液
样本中的代谢组学分析反映出了肠道微生物组的扰动和恢复，表明肠道微生物组对参与宿主健康的诸多
关键代谢物的重要贡献。这项研究为人体肠道微生物组及其内在恢复力和昼夜节律以及这些对宿主的
潜在后果提供了新的见解。
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1. 引言

对人体肠道微生物组的研究揭示了微生物群落在宿主

健康和疾病中的关键作用[1]。然而，大多数研究中所采

用的微生物群落来自粪便。尽管这一来源提供了胃肠道

（GI）微生物生态系统的有力表征，但其本身也存在局限

性。粪便微生物组在很大程度上代表了微生物群落沿胃肠

道过渡的最后阶段，大量的生物地理学分析揭示了粪便微

生物与发生重要生物过程的不同GI断面的区别[2]。例如，

位于胃肠道中部的回盲部微生物组的多样性相对高于粪便
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微生物组，尽管二者几乎共享所有主要类群[3‒5]。由于

粪便中的大多数细菌和古菌来自腔管内容物，因此粪便微

生物组也是黏膜微生物组（即位于与宿主串扰的亲密界面

并与免疫系统特异性相互作用的群落）的不良指标[6‒7]。

此外，很少在短时间间隔内连续采集粪便样本；相反，由

于人体生理学的原因，这些样本往往每天都要采集。这阻

碍了以更精细的分辨率对群落动态变化进行研究，如在小

鼠模型中观察到的昼夜循环，并已证明与宿主生理稳态密

切相关[8‒10]。

大多数人体肠道微生物组的时间序列研究避免了有意

的挑战或压力，但人体肠道微生物群中的扰动是常见的，

并影响其组成和功能[11‒12]；此外，随之而来的动态变

化是环境压力下群落稳健性的常见指标。极端的饮食变化

与健康人体肠道微生物组的快速变化有关[11‒12]，而更

长期限的饮食习惯与更广泛的微生物组群（称为肠型）有

关[13‒14]。肠道微生物组会对多种抗生素产生明显的反

应[15‒16]，并且在最后一次给药后数月或数年内可检测

到其影响，尽管此类研究通常是回顾性的[17‒19]。在经

过感染治疗或药物治疗后，在事件或干预后的几天内持续

监测人体肠道微生物组[20]。一项关于粪便微生物群移植

（FMT）的研究表明，外来微生物组可部分建立和取代原

有的肠道微生物组，从而形成原有和新肠道微生物组的嵌

合体[21]。在结肠镜检查前，也可利用渗透性泻药（被广

泛用于治疗便秘），其能够去除大部分胃肠道微生物组

[22‒23]。此外，它们还与小鼠连续给药一周后肠道微生

物群的长期变化有关，对宿主肠道和免疫稳态产生负面

影响[8]。

在临床实践中，健康个体在停用渗透性泻药后的几天

内，其粪便微生物群通常会恢复到此前的生理状态。该重

建过程提供了一个机会，用来检查健康人体肠道微生物组

的动态变化和稳健性，以及量化强烈扰动后微生物组的变

化[24‒25]。结肠途径经内镜肠道植管术（TET）是在内窥

镜检查下，通过肛门将一根导管植入盲肠或回肠末端，以

重复施用FMT或给药[26‒27]。此外，利用TET管还可对

肠道内液体进行采样，并有助于服用渗透性泻药后粪便微

生物组和回盲部微生物组的原位分析。在本研究中，我们

邀请了健康的志愿者入组，并要求志愿者服用渗透性泻

药；随后，通过TET采样以及后续的宏基因组、宏转录

组和代谢组分析，每天检查粪便微生物组的重建动态变

化，以及每隔12 h检查回盲部微生物组的重建动态变化。

这种方法还促进了对可能有助于宿主昼夜节律的精细分辨

率动态的调查。

2. 材料和方法

2.1. TET的准备和程序

在这项研究期间，志愿者被要求留在南京，并继续正

常饮食。所有志愿者的饮食均为混合搭配，包括肉类、蔬

菜和碳水化合物。在进行结肠镜检查的前一天晚上，要求

志愿者口服2000 mL聚乙二醇电解质渗透性泻药溶液用于

肠道准备。志愿者在麻醉下接受常规结肠镜检查。在对整

个结肠进行评估后，将 TET 管（直径为 2.7 mm；FMT-

DT-F-27/1350；南京法迈特科技发展有限公司）通过内窥

镜通道插入盲肠，这是一种已上市的器械。利用两枚内窥

镜夹（ROCC-D-26-195-C；南微医学科技股份有限公司）

将TET管的环固定在盲肠壁上。我们在 2016年之前的报

道首次详细阐述出TET程序[26]。用医用胶带将远端TET

管固定在志愿者左臀部皮肤上。在临床实践中，结肠TET

已被推荐用于洗涤菌群移植[28]。

2.2. 样本采集

样品采集流程图如图1所示。在服用渗透性泻药之前

收集粪便和尿液样本，然后在结肠TET后每天收集粪便

和尿液样本，直到TET管脱落。所有样品在测序前保存

于−80 ℃。每天两次（上午 10:00和晚上 10:00），使用注

射器通过TET管采集盲肠液样本。当通过结肠管进行采样

时，志愿者被指示以右侧卧位躺下。通过TET管快速向盲

肠内注入总量为10~20 mL的37 ℃的生理盐水（静脉注射

使用标准），快速冲洗盲肠壁。然后用5 mL注射器从盲肠

吸出液体。然后保留液体进行进一步处理，以获得微生物

组。根据需要重复这一过程，以收集足够数量的样本。盲

肠液样本在收集后30 min内保存于−80 ℃。本研究获南京

医科大学第二附属医院机构审查委员会批准（[2018]-IIT-

004-LP-01）。获得所有志愿者的书面知情同意。

2.3. 宏基因组和宏转录组测序

为了进行宏基因组测序，根据制造商的说明，使用

QIAamp PowerFecal DNA试剂盒（Qiagen，德国）从所有

5名健康志愿者的 28份解冻粪便样本和 43份回盲样本中

提取总肠道微生物基因组DNA。对于宏转录组测序，使

用RNeasy PowerMicrobiome Kit（Qiagen，德国）从样本

中提取和分离总 RNA，其中，核糖体 RNA (rRNA)使用

RiboMinu转录组分离试剂盒（Thermo Fisher Scientific, 美

国），该试剂盒利用 rRNA互补探针结合和去除 rRNA。提

取的 DNA 和 RNA 分别用 Illumina NovaSeq PE150 平台

测序。
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2.4. 分类和功能分析

通过KneadData 0.7.2 †对获得的原始测序读数进行质

量控制，使用Trimmomatic 0.36软件对低质量读数进行过

滤去除，采用去污算法去除宿主读数[29]。经过质量控

制，样本在宏基因组和宏转录组数据中的平均读数为

2900 万。对于宏基因组分析，所有样本总共使用了

1.21亿个读数，细分到相同的采样深度；7000万个读数用

于宏转录组分析，每个样本的测序深度相同。

利用MetaPhlAn2 2.0和HUMAnN2-0.11.2进行分类和

功能分析。按照Franzosa等[30]报道的宏基因组和宏转录

组分析方法，使用HUMAnN2-0.11.2分析综合读数。在功

能分析和成分分析中，使用MetaPhlAn2 2.0对Bowtie2比

较生成的中间文件进行物种注释和物种丰度计算[31‒32]。

结合HUMAnN2和MetaPhlAn2生成的数据集，分析物种

组成和代谢途径；所有28份粪便样本和43份回盲样本均

用于下游分析。简而言之，从回盲和粪便样本的宏基因组

数据中分别获得220种和245种细菌以及445种和411种已

鉴定的通路。对于宏转录组数据，在回盲部和粪便样本中

分别发现了78个和84个菌种以及269种和231种已鉴定的

通路。

2.5. 粪便和尿液样本中代谢物的鉴定和定量

通过参考Dunn等[33]和Hou等[34]发表的研究，对粪

便和尿液样本中的代谢物进行了鉴定和定量。利用AC‐

QUITY UPLC HSS T3 1.8 μm（2.1 mm×100 mm；Waters，

爱尔兰）色谱柱和Agilent 1290 II UPLC Sciex QTOF 5600 

PLUS（美国）液相色谱质谱仪，全部分析均在以下条件

下采用电喷雾电离（ESI）模式进行：幕气，35；离子喷

† http://huttenhower.sph.harvard.edu/kneaddata

图1. 样本采集、测序及分析流程图。蓝色：回盲；黄色：尿液；棕色：粪便。
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雾电压，5500 V（正离子模式）；离子喷雾电压，−4500 V

（负离子模式）；温度，450 °C；离子源气体 1，50；离子

源气体2，50。

2.6. 统计分析

2.6.1. 宏基因组和宏转录组分析

采用Vegan2.5-6 †（用于生态数据分析的R包）对粪

便和回盲部样本的组成及功能数据集进行主坐标分析

（PCoA）。对每名志愿者分别计算渗透性泻药治疗后粪便

样本与治疗前粪便样本之间的Bray-Curtis不一致性，并利

用ggplot2 3.2.1 ‡（针对长矩阵数据可视化的R包）进行可

视化。对于回盲部样本，由于微生物组多样性和粪便样本

之间的某些相似性，治疗前采集的粪便样本被用作渗透性

泻药治疗前采集回盲部样本的可能替代物。

2.6.2. 人体肠道微生物组的昼夜节律图谱分析

在每12 h采集一次的回盲部样本中，通过特定策略监

测相对丰度的变化，选择具有昼夜振荡的代谢途径。首

先，计算在每一采样时间每条代谢通路的相对丰度值减去

上一个采样时间对应的值，并提取每一志愿者个体中每条

途径的所有值的符号。随后，通过指定替代符号，即

“+，-，…”或“-，+，…”作为参考阵列，生成两个长

度相同的数组。最后，将样本阵列与参考阵列进行了比

较。选择与两个参考阵列中的任何一个完全匹配（100%）

的那些，并选择它们所代表的路径。

利用该策略选择了具有昼夜节律的菌种，并补充了额

外的统计检验，旨在检测节律振荡。利用先前选定相对丰

度的严格昼夜波动，对菌种和代谢通路开展Box-Pierce和

Ljung-Box检验，以考察这些数据是否具有滞后的自相关

性。利用自相关函数（ACF）计算具有显著性的代谢通路

或菌种的自相关系数并进行可视化。此后，利用R包预测

8.13中的傅里叶函数计算外部回归量，并利用 arima.auto

函数构建差分自回归移动平均模型（ARIMA），预测未来

两天的变化。此外，利用R中的 stl ( )函数将波动性分解

为节律性和趋势性波动。

2.6.3. 代谢组学分析以及与宏基因组/宏转录组的相关性

通过偏最小二乘判别分析（PLS-DA）对获得的代谢

组数据集进行分析，以确定粪便和尿液样本中渗透性泻药

治疗所异化的代谢物，投影重要变量性（VIP）大于 1，

p 值小于 0.05（VIP > 1, p < 0.05）。利用 mixOmics 6.6.2 

[35]进行PLS-DA，这是一种用于组学数据分析的R包。R

包 psych 1.8.12 ††中的 corr.test函数用于计算组学之间的相

关系数矩阵，包括宏基因组和宏转录组中菌种和代谢通路

与粪便或尿液中代谢物之间的相关性。随后，选择粪便和

尿液样本中具有相同相关性的交叉对，并利用Cytoscape 

3.7.2对这些相关系数矩阵进行可视化[36]。为研究代谢物

水平上的重建状态，还采用了代谢组的Bray-Curtis距离，

以服用泻药前样本为参考点，对粪便和尿液样本的代谢物

开展了动态变化分析。此外，对粪便和尿液代谢组中代谢

物的Bray-Curtis不一致性，以及粪便宏基因组和宏转录组

中菌种和通路的不一致性，利用Mantel检验，分别评估

组学数据之间的相关性。使用MetaboAnalyst ‡‡的富集分

析模型对渗透性泻药后粪便代谢组中不同的代谢物进行了

富集分析。

3. 结果

对5名健康志愿者进行了渗透性泻药治疗、结肠镜检

查和结肠TET。在泻药治疗前以及在TET保持原位时每

天收集粪便样本（图 1）。每天上午 10:00和晚上 10:00分

别采集回盲液，利用注射器通过TET采集，并用生理盐

水冲洗。从 5名志愿者的总共 28份粪便样本和 43份回盲

部样本中提取宏基因组DNA和RNA，并在 Illumina Nova‐

Seq平台上进行宏基因组和宏转录组测序分析[37‒38]。同

时，对每位志愿者采集尿液样本，并与同一采样时间的粪

便样本一并进行代谢组分析。

3.1. 粪便和回盲部微生物群在组成和功能上存在差异

对固定（基于DNA）和活跃（基于RNA）微生物群

落的分析揭示出它们在粪便样本和回盲部样本中的独特特

征。在渗透性泻药治疗前采集的粪便样本中，固定群落主

要以 Alistipes putredinis、Bacteroides stercoris、Prevotella 

stercorea、Faecalibacterium prausnitzii 和 Bacteroides mas‐

siliensis 等菌种为主。尽管如此，这些微生物菌种/属在

RNA读长中并不总是占多数；相反，在基于RNA的调查

中，Ruminococcus torques、Methanobrevibacter、Subdoli‐

granulum、 Faecalibacterium prausnitzii 和 Ruminococcus 

obeum 等菌种更为突出 [附件 A 中的图 2（a）和图 S1、

† https://cran.r-project.org/web/packages/vegan/
‡ https://cran.r-project.org/web/packages/ggplot2/
†† https://cran.r-project.org/web/packages/psych/
‡‡ https://cran.r-project.org/web/packages/psych/
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图S2]。通过功能通路分析扩展了这一观察结果。宏基因

组DNA中丰度最高的通路是腺苷核糖核苷酸从头生物合

成、尿苷单磷酸（UMP）生物合成、尿苷二磷酸（UDP）

-N-乙酰尿酰五肽生物合成 II（含赖氨酸）、UDP-N-乙酰胞

壁酰-五肽生物合成 I（含内消旋二氨基庚二酸盐），以及

肽聚糖生物合成 I（含内消旋二氨基庚二酸盐）[图 2（a）

和图S1、图S2]。在宏转录组中，腺苷核糖核苷酸从头生

物合成的丰度最高，但另一方面，糖酵解 IV和 III、淀粉

降解V和糖异生 I也出现在RNA读长最高的通路中[图 2

（a）和图S1、图S2]。在回盲部样本和结肠镜检查后的粪

便样本中观察到类似的区别。基于DNA的微生物组成或

功能分析，虽然被广泛使用，但并不代表微生物群落在活

性方面的实际状态。在基于DNA的图谱分析中，诸多高

丰度的类群在RNA转录方面不太活跃，而在宏转录组分

析中高表达的众多代谢通路在宏基因组（DNA）读长中

表达非常低[图 2（b）和（c）]。对于诸多菌种以及代谢

通路而言，反之亦然。

原位采集的回盲部微生物组与粪便微生物组相比，在

分类学和功能通路方面存在本质差异，这些差异主要体现

在主动转录基因（宏转录组）上。在DNA水平上，回盲

部样本和粪便样本之间的菌种组成和通路非常相似，无显

著差异[图2（d）~（g）]。然而，在转录组水平上，粪便

和回盲部样本显示出显著差异。例如，Collinsella_unclas‐

sified、 Bifidobacterium longum、 Bifidobacterium adoles‐

centis和Ruminococcus obeum等菌种在回盲部微生物组中

高度活跃，而Parabacteroides_unclassified、Subdoligranu‐

lum_unclassified、 Faecalibacterium prausnitzii、 Bacteroi‐

des uniformis和Bacteroides vulgatus在粪便中极其活跃[附

件A中的图2（d）~（g）和图S3]。在功能通路方面，腺

苷核糖核苷酸从头生物合成、糖酵解 IV和 III以及鸟苷核

糖核苷酸从头生物合成在粪便微生物组RNA中富集，表

明代谢活动高，而糖异生 I、β-D-葡糖醛酸和D-葡糖醛酸

降解的超级通路、硫氨基酸生物合成的超级通路、tRNA

加工和二磷酸脱氧胸苷（dTDP）-N-乙酰硫胺生物合成可

能是回盲部样本中最活跃的部分（图S3）。

3.2. 渗透性泻药治疗后粪便微生物群动态重建

在渗透性泻药强烈干扰后，每个志愿者的粪便微生物

组（H1、H2、H3、H4和H5）在结肠镜检查后的几天内

表现出动态恢复或重建。与治疗前相比，在DNA和RNA

水平上，泻药治疗后最早采集的粪便样本显示出细菌组成

的差异。在基于DNA的分析中，最早的使用泻药后的粪

便样本中的主要类群是拟杆菌Bacteroides plebeius、Bac‐

teroides massiliensis、 Bacteroides stercoris、 Bacteroides 

vulgatus和Megamonas_unclassified，而在治疗前粪便样本

中则是Alistipes putredinis、Bacteroides stercoris、Prevotel‐

la stercorea、 Faecalibacterium prausnitzii、 Bacteroides 

massiliensis [图3（a）]。这一发现表明，在被冲洗的过程

中，不同物种对泻药的敏感性不同，或者在泻药治疗和下

一次排便之间的短时间内，生长或恢复有所不同。根据

RNA分析提示的活性成员，粪便样本中最活跃的物种在

泻 药 治 疗 前 从 Ruminococcus torques、 Methanobrevi‐

bacter_unclassified、Subdoligranulum_unclassified、Faeca‐

libacterium prausnitzii 和 Ruminococcus obeum 变为 Para‐

bacteroides_unclassified、Ruminococcus torques、Collinsel‐

la_unclassified、Collinsella aerofaciens，在泻药治疗后立

即使用 Dorea longicatena [图 3 （a）]。在基于 DNA 和

RNA的分析中，泻药还导致代谢途径丰度的变化。在停

止泻药治疗后，最丰富的途径立即改变为腺苷核糖核苷酸

从头生物合成、UDP-Nacetylmuramoyl 五肽生物合成 II

（含赖氨酸）、奎辛生物合成、鸟苷核糖核苷酸从头合成和

DNA中的S-腺苷-L-蛋氨酸环 I，以及鸟苷核糖核苷酸从头

生物合成、糖酵解 IV和 III及RNA中的淀粉降解V [图 3

（a）和图S1]。

在随后的几天里，五分之四志愿者的粪便宏基因组和

宏转录组显示出恢复的趋势，这可以通过宏基因组和宏转

录组与原始图谱的差异随时间减少的趋势来证明，特别是

在菌种方面[图3（b）~（e）]。尽管如此，与Bray-Curtis

差异相比，RNA的恢复率没有显著提高。这一发现可能

是由于RNA的变化更大，且RNA恢复存在一定的滞后，

这导致恢复不如在DNA中观察到的那样明显[图 3（b）~

（e）]。PCoA和成分分析均表明，在某些时间点与通便前

粪便微生物群偏离得更远后，通便后粪便微生物组倾向于

变得与通便前微生物组更加相似（附录 A 中的图 S1 和

图S4）。微生物组菌种之间的相互作用，以及宿主的生理

因素，可能有助于微生物组在扰动后的恢复，并可能赋予

微生物群落个体化的恢复能力。

由于对回盲部微生物组无法在没有结肠清洁和TET

管残留的情况下进行分析，因此使用回盲部含量样本测量

微生物组的恢复情况可能不可行。然而，回盲部微生物组

的动态是显著的。此外，更短的采样间隔意味着回盲微生

物组的动力学可以用比粪便样本更精确的时间分辨率进行

研究。尽管在同一个人和同一天的不同样本类型（即回盲

内容物和粪便样本）中观察到成分和功能的差异，但回盲

微生物组在很大程度上反映了粪便微生物组的动态。这一

发现表明，回盲微生物组的变化最终促成了粪便样本中观
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图2. 粪便和回盲部微生物组在组成和功能上存在差异。（a）在菌种和功能通路水平上的相对丰度概述（不同颜色代表不同菌种或通路）。相对丰度是

三组中所有个体的平均值：渗透前的粪便样本（PreF, n = 5）、渗透后的粪便样本（PostF, n = 23）和渗透后的回盲样本（PostI, n = 43）。4个小图分别

显示来自宏基因组（菌种DNA）和宏转录组（spieces_RNA）的菌种组成，以及来自宏基因组的功能通路（pathway_DNA）和来自宏转录组的功能通

路。各组内菌种和通路的贡献量分别按比例求和为 1。宏基因组与宏转录组衍生菌种的组成（b）和功能的比较（c）。x轴和 y轴显示出宏基因组

（DNA）和宏转录组（RNA）中菌种和通路的 lg10相对丰度；前面添加了一个很小的数字（10‒10），以避免负的无限值。（d）~（g）排便和回盲样本

在物种组成和功能通路上的差异。在菌种（d,e）和功能途径（f,g）水平上，宏基因组（DNA）和宏转录组（RNA）组成的PCoA。样本按采样时间和

位置（PreF、PostF、PostI）分组，椭圆显示出95%的置信区间（CI）。UMP：一磷酸尿苷；UDP：二磷酸尿苷。
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图3. 暴露于渗透性泻药后，粪便和回盲部样本的组成和功能的动态重建。（a）在菌种和功能通路水平上，渗透前的粪便微生物组与泻药治疗后的早

期存在明显差异。不同颜色代表两组中每名志愿者（H1、H2、H3、H4、H5）的不同菌种/通路：渗透前（PreF）和结肠镜检查后24 h（PostF24 h），
基于4个数据集，分别为宏基因组的菌种（species_DNA）和宏转录组的菌种（species_RNA）以及宏基因组的通路（pathway_DNA）和宏转录组的通

路（pathway_RNA）。HnD和HnR分别代表个体n的DNA和RNA。在每一个体中，服用渗透性泻药（PostF、PostI）后的（b~e）粪便和（f~i）回盲部

样本与干扰前的粪便样本（PreF）的（b~i）Bray-Curtis差异。HnD和HnR分别代表个体n的DNA和RNA。
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察到的动力学[图 3（f）~（i）]。通过DNA和RNA分析

以及主要代谢途径确定的主要物种在回盲样本和排泄粪便

样本中显示出类似的变化。主要物种的例子包括元基因组

读数中的拟杆菌Bacteroides plebeius、Bacteroides stercoris

和 Faecalibacterium prausnitzii，以及元转录组读数中的

Collinsella aeroffaciens 和 Ruminococcus torque （图 S2）。

显性代谢途径的实例包括腺苷核糖核苷酸从头生物合成途

径、S-腺苷-L-蛋氨酸循环 I、UDP-N-乙酰基壁酰五肽生物

合成 II及L-赖氨酸生物合成VI（在宏基因组读数中）和

淀粉降解V（在宏转录组读数中）（图S1和图S2）。每个

志愿者的回盲样本和使用泻药前排泄的粪便样本之间的相

对差异表明，在至少一个宏基因组/宏转录组测量中，五

分之三的个体呈现下降趋势，反映了泻药治疗后收集的粪

便样本的趋势[图 3（f）~（i）和附录 A 中的图 S5]。因

此，可以假设回盲微生物组也恢复到与泻药治疗前相似的

分类/功能组成，从而证明了其自身对扰动的恢复能

力[24]。

3.3. 细菌组成和功能途径显示盲肠的昼夜节律

每隔12 h收集人体回盲部微生物组样本的能力为原位

研究胃肠道微生物组的昼夜节律提供了独特的机会。使用

每天上午10:00和晚上10:00通过TET管收集的回盲样本，

可以研究DNA和RNA水平上物种组成和代谢途径的动态

变化。

首先，基于宏基因组和宏转录组分析中不同细菌种类

的分类估计，白天采集的样本和晚上采集的样本之间的总

体群落结构存在可检测的差异[图 4（a）~（d）和图S2]。

此外，在每个志愿者中，不同的物种在DNA丰度方面表

现出规律性的波动，其中一些由两个或多个个体共享，包

括 Streptococcus parasanguinis、Dorea longicatena、Propi‐

onibacterium acnes、Ruminococcus lactaris、Lachnospira‐

ceae bacterium_5_1_63FAA 和 Haemophilus haemolyticus。

虽然基于DNA的丰度估计揭示了不同分类群的细胞数量

变化，但基于RNA的分析表明，就总体基因表达（或转

录活性）而言，许多细菌物种具有昼夜节律，即Copro‐

coccus comes、Bifidobacterium pseudocatenulatum、Rumi‐

nococcus lactaris、 Ruminococcus gnavus、 Ruminococcus 

torques、 Subdoligranulum_unclassified 和 Mitsuokella_un‐

classified。志愿者中具有昼夜节律的细菌有一些差异；例

如，H2中发现的数量相对较低，可能是因为从该个体中

采集的回盲样本数量最多。这一发现还表明回盲微生物组

中微生物组动力学的个性化特征，以及不同分类群的不同

繁殖率/代谢活动。

主要是在转录组数据中进行进一步筛选，以确定出具

有显著昼夜节律的通路。该分析再次揭示出代谢途径的个

体化振荡模式，揭示了每名志愿者中发现的 4~41条代谢

通路[图4（e）~（h）]。在这些途径中，嘌呤核苷碱基降

解 I、辅酶A生物合成 II、L-赖氨酸生物合成 I和 III、5-氨

基咪唑核糖核苷酸生物合成 I、蔗糖降解 III（蔗糖转化

酶）以及L-赖氨酸、L-苏氨酸和L-蛋氨酸生物合成 II的超

级通路由两名或更多名志愿者共享，而其余通路则仅限于

一名志愿者。

相比之下，宏基因组数据中相应的代谢通路未显示出

明显的波动模式，表明这些通路的转录调节是昼夜模式的

基础，而不是宏基因组中基因拷贝的增加或减少。代谢途

径的一般类别与短链脂肪酸（SCFA）的产生有关，包括

丙酮酸发酵生成乙酸和乳酸盐 II，乙酰-CoA发酵生成丁

酸盐 II，以及宏转录组数据中的乙炔降解。这些代谢通路

一般在白天比较活跃，而在夜间则不那么活跃。

时间序列滞后自相关检验证明了昼夜节律的显著性；

在DNA和RNA中分别检测到 17条和 15条具有显著昼夜

节律的代谢途径。在这些途径中，不同志愿者中最重要的

是L-异亮氨酸生物合成 II，myo-肌醇、chiro-肌醇和 scillo-

肌醇的降解，鸟苷核苷酸降解的超途径，产酸丙酮丁醇梭

菌发酵的途径以及 DNA 样品中的 L-谷氨酰胺生物合成

III，和辅酶A生物合成 II，3-脱氢奎尼酸的分支酸盐生物

合成，磷酸泛酸生物合成 I，L-天冬氨酸和L-天冬酰胺生物

合成的超途径，以及RNA样品中的嘌呤核碱降解 I（图5和

图S6，附录A）。这些代谢途径中的大多数（7/10）与辅酶

A生物合成有关，辅酶A有助于SCFA的生物合成。此外，

与SCFA生物合成功能相关的物种也发生了显著变化，如

痤疮丙酸杆菌。

此外，将昼夜节律波动分解为昼夜变化和长期趋势，

并观察到昼夜节律波动和趋势之间的密切振幅。此外，长

期趋势似乎是可恢复，而昼夜节律波动表明回盲部微生物

组的周期性（图 5和图S6）。利用傅里叶函数计算得出的

具有外部回归因子的ARIMA模型的预测结果也表明，这

些代谢途径和菌种的相对丰度显示出良好的未来昼夜节

律，但没有恢复的趋势（附件A中的图S7）。

3.4. 结肠镜检查后，粪便和尿液代谢组以及微生物组组成

一同恢复

研究了泻药治疗前收集的粪便和尿液代谢组，以及结

肠镜检查后获得的粪便样本，以进一步证明肠道微生物组

紊乱和恢复对宿主的潜在影响。首先，结肠镜检查后，粪

便代谢组与通便前样品相比显示出显著差异（附录A中的
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图S8）。由于渗透性泻药的作用，代谢产物的丰度显著降

低，特别是瓜氨酸、N-乙酰-L-蛋氨酸、L-谷氨酸、N-乙

酰谷氨酸、异苯脱氧胆酸、亚油酸、油酸、5-羟基吲哚乙

酸、泛酸、黄嘌呤、氧嘌呤醇、4-三甲基氨基丁酸和石胆

酸（VIP＞1, FDR＜0.05）（图S8）。

结肠镜检查后，粪便样本中的代谢组被动态重建，并

与微生物组恢复密切相关，导致与干扰前粪便样本的代谢

组相对相似（图S8和图 6）。结肠镜检查后粪便样本的分

图4. 回盲部样本中肠道微生物组的功能通路和菌种的昼夜节律。（a）~（d）PCoA显示回盲部样本中肠道微生物组在菌种和功能上的昼夜差异。椭圆

显示出 95%的置信区间，椭圆的不同颜色代表不同的采样时间（白天和晚间）。不同点的形状代表不同的志愿者个体。表现为昼夜振荡的代谢途径

（e~f）和菌种（g~h）通过监测其相对丰度的变化来确定。两名或多名志愿者个体共享的通路和菌种用彩色表示，而只有一名个体表现出昼夜振荡的

通路和菌种用灰色表示。TDP：二磷酸胸苷；TCA：三羧酸循环；脂质 IVA：作为脂质A生物合成通路中间体的四酰化脂质A；NAD：烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸；NADH：还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸。
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析揭示了细菌类群/代谢途径和代谢产物之间的诸多关联。

然而，在不同程度上，活性菌种的组成（由宏转录组数据

确定）与代谢组学变化的关联性最强，正如Mantel检验

所揭示的（菌种组成的Bray-Curtis距离 vs代谢物的Bray-

Curtis距离，r = 0.38，p = 0.001），而基于DNA的细菌组

成与粪便代谢物之间的相关性低得多且不显著（r = 0.13, 

p = 0.085）。总之，粪便代谢产物在渗透性泻药治疗期间

也受到干扰，并在治疗停止后与肠道微生物组一起重建；

因此，重建可能影响宿主的代谢。

微生物组也有助于尿液代谢组组成和重建的变化，尽

管程度低于粪便代谢组（图S8和图 6）。随着肠道微生物

的耗尽，尿液代谢组中减少的代谢物较少，最突出的代谢

物只有近乎显著的减少（7-甲基黄嘌呤，VIP > 0，p = 

0.087）。与粪便样本相比，结肠镜检查后收集的尿液样本

的代谢组显示了较少但仍可检测到的恢复，反映了肠道微

生物组的转变（图S8）。确定出代谢物与微生物类群/代谢

通道之间的关联，其中烟酰胺、1-3-二甲基尿酸和4-三甲

基氨基丁酸在尿液和粪便代谢组之间出现重叠（附件A中

的图S9）。再次，如Mantel检验所揭示的，活性菌种组成

与代谢组之间存在显著相关性（r = 0.28，p = 0.001）。尽

图5. 具有最显著昼夜振荡的代谢途径。在Box-Pierce和Ljung-Box检验中选择了具有最显著p值的10条重要代谢通路（分别对应于DNA和RNA中的

H1、H2、H3、H4和H5）作为示例，（a）~（e）宏基因组，（f）~（j）宏转录组。每张图片中从上到下的三个小图分别表示这10条代谢通路时间序

列的滞后ACF、原始相对丰度波动以及原始相对丰度波动的节律分解和趋势分解。在底部基因包中，“趋势”表示除节律振荡之外的长期变化，“节

律”则表示节律振荡。详细分析方法见第2节。
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管如此，这种相关性低于粪便代谢组中的相关性，可能是

微生物组的直接输入较少以及宿主代谢活动的影响较大的

结果。因此，肠道微生物组的紊乱也改变了尿液代谢组，

且其恢复与微生物组重建再次相关。

对粪便中表现为减少的代谢物的进一步富集分析表

明，微生物组衍生代谢物在诸多生理和病理状况中的潜在

重要性。代谢分析[39]表明，这些代谢物的变化与许多代

谢综合征显著相关，包括Hartnup病和短肠病，以及中枢

神经系统疾病，如癫痫和精神分裂症（附件 A 中的

图S10）。这一发现再次证实，肠-脑轴的功能主要是通过

各种微生物组代谢物进行的。富集结果还包括受昼夜变化

影响的代谢物（10倍富集，显著值为15）。由于某些代谢

物在很大程度上取决于肠道微生物组的存在，因此可以假

设肠道微生物组的昼夜变化是代谢物本身昼夜变化的

基础。

4. 讨论

在本研究中，最初设计用于结肠递送粪便微生物群或

药物的结肠TET技术被用于在泻药治疗后连续收集粪便

样本以及原位回盲样本。对收集的样品进行了宏基因组、

宏转录组和代谢组学分析，以描述人体肠道微生物组多层

的组成、功能和动力学。该研究还揭示了微生物组组成和

功能重建的个体性，这通常显示了肠道微生物组内部恢复

力的共同特征。在原位和固定时间点对回盲微生物组进行

采样的能力首次为人类肠道微生物组的昼夜模式或昼夜节

律提供了独特的见解。从特定的细菌群和代谢途径来看，

这种节律发生在整个社区水平。

当在DNA（“固定”）和RNA（“活跃”）水平上

检查细菌种类和代谢途径时，它们可以具有不同的模式

[37‒38]。在排泄粪便样本中，一组细菌物种，包括瘤胃

球菌属、Subdoliggranum属和粪杆菌属的成员，在转录和

代谢方面具有高度活性。这些细菌是丁酸盐的产生者，已

知丁酸盐对宿主的代谢和免疫至关重要，尤其是在几种代

谢紊乱和自身免疫紊乱的情况下[40‒43]。主要的代谢途

径是腺苷核糖核苷酸从头生物合成，这与三磷酸腺苷

（ATP）的产生以及DNA和RNA的能量循环有关。除此

途径外，转录组数据中高度活跃的所有其他代谢途径都与

营养物质代谢（如葡萄糖代谢）有关，而与细胞结构（如

细胞壁成分）有关的途径在DNA样品中最为丰富。这一

发现表明，在针对微生物生理活动不同部分的途径中存在

转录的异质调节。

在使用泻药清洗结肠后，粪便微生物组首先在组成和

功能上显示出成分和功能的显著变化；然而与治疗前的微

生物组相比，这些差异在随后的时间点逐渐减少。考虑到

同时采集的回盲部样本与粪便样本之间的紧密联系，可以

得出回盲部微生物组也在动态重建的结论。这种重建具有

高度个体特异性的特征，即不同的菌种/代谢通路在每名

志愿者个体中恢复到更相似的丰度。尽管如此，微生物组

重建也显示出微生物恢复力的共同特征，即它们与服用泻

药前的微生物组在总体上变得越来越相似。诸多研究已报

道出肠道微生物组在急性紊乱后的长期稳定性和恢复力，

包括饮食干预、药物治疗等[24,44‒46]。服用一剂泻药后

微生物组的变化再次证明了这种恢复力，其建立在微生物

物种内部相互作用的基础上[47‒49]。

每天两次定期的回盲部采样为人体消化道微生物组的

昼夜模式提供了有意义的见解。在回盲部样本的宏转录组

分析中，产生丁酸盐的细菌再次构成了显示出强烈昼夜模

图6. 暴露于渗透性泻药后，粪便和尿液样本中代谢物的动态重建。（a）在每一采样时间每一名个体志愿者（H1、H2、H3、H4和H5）中相对丰度最

高的10种主要代谢物的柱状图，包括渗透前和渗透后收集的粪便和尿液样本；（b）服用渗透性泻药后（Post）粪便或尿液样本与干预前（Pre）样本

的Bray-Curtis差异。
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式特征的大多数菌种。这可能是对食物摄入和（或）胃肠

道内宿主生理移位的反应[50]。与短链脂肪酸产生相关的

代谢通路属于最突出的昼夜模式之一，这些短链脂肪酸已

被认为是影响宿主昼夜节律的关键因素[10,51]。最近有报

告指出，宿主肠道上皮细胞的昼夜节律可受MyD88依赖

性组蛋白脱乙酰酶3（HDAC3）基因表达变化的影响，众

所周知，HDAC 的活性也受短链脂肪酸的影响[52‒54]。

这些发现不仅揭示出菌群在白天或夜间的复制动力学和代

谢活动，而且还可为肠道微生物群这一通路——宿主串

扰——提供最终的微生物线索。

与之前对小鼠进行的一项研究相比[8]，本研究中的志

愿者在结肠镜检查前只服用了一剂结肠清洁泻药。因此，

肠道微生物组显示出恢复，而非长期的菌群失调——这一

发现与临床观察一致，即结肠镜检查通常与消化系统的长

期不良反应无关。在本研究中，由于TET管脱落后，相应

的回盲肠采样不再可行，因此没有采集足够长时间的粪便

样本来确定肠道微生物组是否显示完全恢复。如果采用2~

4枚夹子进行内窥镜固定，结肠TET管在结肠内停留的时间

通常为1~2周[55]。对回盲部样本代谢组的分析也存在局限

性，因为回盲部样本经过冲洗处理，稀释程度无法确定，

这增加了代谢物量化的难度。最后，宿主反应只能通过粪

便和尿液样本的代谢组来推断；尽管如此，依然观察到与

微生物组相似的恢复，这一发现再次证实了肠道微生物组

对代谢物的贡献。此外，大部分微生物组衍生代谢物可能

是重要的代谢和中枢神经系统功能的基础，再次证实了肠

道微生物组对宿主代谢和肠-脑轴的贡献。尽管如此，对宿

主反应的更直接测量，包括宿主肠道上皮基因的表达，目

前在人类中尚无法实现，只能在动物实验中进行研究。

总之，本研究以比以往观察更精细的时间分辨率，调

查了泻药干预后肠道微生物组重建以及相应的回盲部微生

物组的原位重建。首次提供了人体回盲部微生物组在组成

和功能水平上昼夜模式的直接证据。在多组学水平上对粪

便和回盲部微生物组动态变化的解读，有助于理解肠道微

生物生态系统本身，以及其如何潜在地影响包括昼夜节律

在内的宿主生理过程。
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