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摘要：【目的】肠道菌群是位于人体肠道内的微生物菌群，其组成与人类多种疾病相关。例如，已有研

究表明肠道菌群的变化与妊娠期糖尿病(gestational diabetes mellitus，GDM)的发病密切相关。因此本研

究基于 PacBio SMRT 测序技术评估及比较了不同民族(汉族和蒙古族)及是否患 GDM 的孕妇的肠道菌

群。【方法】本研究利用 PacBio SMRT 测序技术对 97 例患有 GDM 及健康的汉族和蒙古族孕妇粪便样

本进行了全长 16S rRNA 测序及分析。【结果】总体来说，处于相同孕期的 4 组孕妇肠道菌群的组成相

似，不同核心菌群展现出不同强弱的相关性。本研究在种的水平上共鉴定到了 44 个种。在汉族人中，

患有妊娠期糖尿病的孕妇肠道菌群中 Akkermansia muciniphila 菌的相对丰度要显著低于健康孕妇；而在

蒙古族人中，健康孕妇与 GDM 孕妇间差异并不明显。在健康对照中发现汉族孕妇肠道菌群中 Bacteroides 

uniformis 菌的相对丰度显著高于蒙古族孕妇；但在患有 GDM 组中未找到不同民族分组间的差异。另外，

功能预测结果发现四组样本菌群功能组成高度相似，大多数功能基因都与能量代谢有关。汉族 GDM 患

者与健康对照组间没有发现显著差异，但在蒙古族 GDM 患者中发现无机离子运输等功能相对丰度显著

高于与蒙古族正常孕妇。【结论】在相同的孕期，妊娠期孕妇的核心肠道菌群结构与功能是相对稳定的，

而民族差异也不会对妊娠期菌群产生显著性影响。但在四组间可以检测到一些低丰度的差异菌群，如

Akkermansia muciniphila，其丰度的变化可能导致了肠道中一些与肠道营养吸收等有关的代谢发生变化，

而这些变化可能与妊娠期糖尿病的发生密切相关。本研究将有助于探究肠道菌群在 GDM 发病机制中的

作用。 
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妊娠期糖尿病(gestational diabetes mellitus，

GDM)是孕妇在妊娠中后期最常见的妊娠期并发

症之一，是一种由于体内产生的胰岛素水平过低

而使血糖升高导致的疾病。随着人们生活质量的

提高以及近年来开放了二胎政策，使得妊娠期糖

尿病的发病率逐年增加[1]。目前，妊娠前期超重、

偏胖或家族有糖尿病史的孕妇是妊娠期糖尿病的

高危人群[2]。妊娠期糖尿病多数产后能恢复正常，

但对孕妇及胎儿的健康有很大影响[3–4]，可能会导

致孕妇流产、早产及新生儿低血糖等疾病的发生。

并且孩子在儿童期、青春期及成年期容易发生肥

胖，是糖尿病的高发人群；孕妇易发生感染、妊

娠期高血压等疾病。患有妊娠期糖尿病的孕妇将

来患Ⅱ型糖尿病的机会也会增加[5]。在孕妇妊娠过

程中，体内会出现一些代谢变化，如血脂异常及

高血压等，这些变化有利于胎儿在母体中的发育，

且可能与孕妇的肠道菌群密切相关。近年来大量

研究表明，肠道菌群在人类免疫、营养和病理过

程中发挥着重要的作用。以往研究报道，肠道菌

群中的菌群类型及其丰度与人类宿主的遗传信息

以及饮食习惯密切相关，与炎症、肿瘤、代谢疾

病等多种疾病相关[6–9]。 

迄今为止，已有多种方法被应用到妊娠期糖尿病

与肠道菌群的相关研究中。如通过荧光原位杂交与流

式细胞法相结合的方法(即 FCM-FISH，fluorescent in 

situ hybridization coupled with flow cytometry)以及

实 时 定 量 PCR 的 方 法 ( 即 qPCR ， quantitative 

real-time polymerase chain reaction)对超重和正常

体重的孕妇肠道菌群进行分析，发现超重孕妇肠

道中的 Bacteroides 和 Staphylococcus 明显高于正

常体重的孕妇[10]。也有基于高通量测序的方法，

Koren 等[11]通过对妊娠期正常孕妇的肠道菌群进

行研究，发现在怀孕过程中，有超过一半的孕妇

肠道菌群中变形菌门和放线菌门的丰度有所增

加；而厚壁菌门和拟杆菌门的丰度基本没有发生

变化。也有研究[12]对产后 3–16 个月的 GDM 患者

和健康对照者的粪便进行 16S rRNA 测序，结果表

明，无论 GDM 患者产后血糖是否正常，其厚壁

菌门的相对丰度均少于健康对照者，两组之间 α

多样性无明显差异。还有研究对 GDM 和健康孕

妇的肠道菌群进行了宏基因组测序分析 [13]，发

现 GDM 患 者 中 Parabacteroides distasonis、

Klebsiella variicola 等富集，而正常孕妇肠道中

Methanobrevibacter smithii 、 Alistipes spp. 、

Bifidobacterium spp.和 Eubacterium spp.富集。 

目前，基于培养的方法是菌群鉴定的“金标

准”，但是由于其培养周期长，难以通过镜检鉴定

特殊形态的微生物以及存在一些特异菌难以培养

等缺点，无法应用于大规模的研究。而基于高通

量测序的方法克服了传统培养方法的缺点。目前

基于高通量测序方法来分析菌群主要包括两种方

法：扩增子测序，即根据 PCR 引物对样本中的

Marker 基因(如 16S rRNA 基因)进行扩增测序；或

者是不进行扩增直接进行宏基因组测序。相比于

宏基因组测序而言，基于扩增子测序的方法更经

济，分析周期相对较短。16S rRNA 是细菌分类学

研究中最常用的“分子钟”，总长约 1.5 kb，其中包

括 9 个可变区和 10 个保守区。不同菌的可变区是

不同的，且其变异的程度与细菌的系统发育密切

相关。通过对 16S rRNA 基因的可变区序列进行测

序，即可对样本中的菌群进行物种鉴定以及多样

性分析。目前常用的高通量测序的方法主要包括

Sanger 测序、Illumina 测序以及 PacBio 测序等。

Sanger 测序方法能够提供接近全长的 16S rDNA
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片段，但是这种方法成本很高并且通量很低，难

以满足复杂环境以及高通量样本的研究需求。以

Illumina 为代表的二代测序技术，成本大大降低，

更适合大规模的测序，但是受到其测序长度的限

制，往往只能选择 1 到 3 个可变区作为扩增片段，

从而导致大部分数据很难有效鉴定到种水平，使

得分类的准确性和一致性存在潜在的问题。而以

PacBio SMRT 为代表的实时单分子测序技术因

其超长的读长优势(平均读长可达到 10–15 kb)，

完全可以覆盖 16S rRNA 基因全长，无需任何组装

即可得到完整的全长 16S rDNA 序列[14]。因此相

比于 Sanger 和 Illumina 测序而言，利用 PacBio 

SMRT 测序技术来进行高质量全长 16S rDNA 序列

测序具有更经济、更高通量、更完整及物种鉴定

更准确的优势 [15–17]，目前已有很多应用 [18–19]。

PacBio SMRT 测序技术能够为微生物群多样性和

结构研究提供一种经济高效的研究方式。 

本研究首次采用三代 PacBio SMRT 测序技术

基于全长 16S rDNA 测序的方法对 97 例患有妊娠

期糖尿病和正常孕妇的肠道菌群进行测序分析，

并根据样本是否患病以及民族差异分成了 4 个组

(表 1)，并研究了 4 个分组中样本肠道菌群的分布

及其核心共有微生物，并在种的水平上以及预测

的功能上对四组样本进行了比较分析。这些结果

将为妊娠期糖尿病的临床诊断、治疗等相关研究

提供重要的参考信息。 

1  材料和方法 

1.1  临床样本 

本研究获得了内蒙古呼和浩特第一医院的伦

理批准。所有研究参与者均获得书面知情同意，

研究方案经呼和浩特第一医院伦理委员会批准。 

1.2  参与者招募和研究设计 

本研究中的受试者来自 2015 年 11 月至 2016 年

12 月期间在中国内蒙古呼和浩特市第一医院接受

检查的孕妇，妊娠期糖尿病孕妇和正常血糖的孕

妇以 1∶1 的比例进行招募。孕妇在妊娠第 23 周

后，GDM 的诊断是基于标准化口服葡萄糖耐量试

验(OGTT)，详细的临床信息如表 1 所示。酗酒或

药物滥用、胰岛素自身抗体阳性以及需要药物治

疗的慢性疾病(甲状腺功能退化除外)的受试者均

被排除(n=13)。所有受试者均未患有任何胃肠道疾

病，并且在临床评估和粪便采集前至少 1 个月内

未服用过任何抗生素或酸奶。我们根据是否患有

GDM 和民族差异将 97 名符合条件的受试者分为

四组(表 1)，其中有 17 名蒙古族和 27 名汉族孕妇

患有 GDM，27 名蒙古族和 26 名汉族为健康孕妇。 

 

表 1.  4 个分组临床信息表 

Table 1.  Clinical information of the four groups 

Group name Numbera 
OGTT test/(mmol/L) 

Fasting blood sugar 1 h after glucose load 2 hrs after glucose load 

GDM+_Meng 17 5.56±1.24 9.95±2.71 8.31±1.39 

GDM+_Han 27 5.92±0.95 10.28±1.68 8.52±2.03 

GDM–_Meng 27 4.37±0.45 7.30±0.84 6.52±0.93 

GDM–_Han 26 4.50±0.30 6.75±1.49 6.86±1.02 

GDM+_Meng, Mongolian pregnant woman with gestational diabetes mellitus; GDM+_Han, Han pregnant woman with gestational 
diabetes mellitus; GDM–_Meng, healthy Mongolian pregnant woman; GDM–_Han, healthy Han pregnant woman. aNumber represents 
the number of samples for a given group. Values are mean±standard deviation. 
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1.3  粪便样本采集和 DNA 提取 

每位受试者在医院均是使用预先填充有粪便

DNA 稳定剂的纸制粪便收集器进行粪便采集。收

集的样品立即被送到内蒙古呼和浩特市第一医院

内分泌科，储存于–80 °C，后干冰低温寄至武汉生

物技术研究院–80 °C 处保存，直至进行 DNA 提

取。细菌 DNA 是按照 PowerFecal® DNA Isolation 

kit (MO BIO)试剂盒标准流程从粪便样本中提取。 

1.4  全长 16S rDNA 序列扩增及 PacBio SMRT

测序 

全长 16S rDNA 扩增使用正向 27F 引物(5′-GA 

GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和反向 1541R 引

物(5′-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3′)。扩增产

物利用 AMpure XP 磁珠(Beckman coulter Gmbh, 

krefeld, Germany) 进 行 纯 化 。 使 用 SMRTbell 

barcode Adapter Complete Prep-96 kit (Pacific 

Bioscience)试剂盒将每个扩增子连接特定的 barcode

序列后等质量混合。扩增子混合物使用 Pacific 

Biosciences SMRTbellTM Template Prep kit 1.0 试剂

盒构建测序文库并在 PacBio RS II 上进行测序。 

1.5  数据处理和分析 

下机 后的原始 数据首先 基于 SMRT Portal 

version 2.3.0 中的 RS_ReadsOfinsert.1 protocol 进

行相应的 barcode 拆分，并得到每个样本的高质量

的 CCS (circular consensus sequencing)序列。然后

我们按照以下条件进行数据过滤：(1) 片段长度范

围：1400–1600 bp；(2) 去除包含“N”碱基的 reads；

(3) 去除包含超过 6 bp homopolymers 的 reads；(4) 

去除平均质量<90 的序列。 

过 滤 后 的 高 质 量 数 据 使 用 Usearch 软 件

(version=6.1.544)[20]进行 OUT (operational taxonomic 

units)聚类及嵌合体去除。Usearch 使用的聚类

identity 参数设为 97%。所有过滤后的原始数据会

重新比对上 OTU 代表序列，用于生成 OTU 丰度

表。每个 OTU 代表序列比对到 RDP 数据库

(Ribosomal Database Project II database)得到其物

种分类信息。α 多样性稀释曲线由 QIIME[21]和 R

软件绘制得到。原始的 OTU 表基于自行编写的脚

本得到，并按照不同的分类层级进行统计(无法分

类到某一层级的数据归为“Others”)。 

基于 16S rDNA 测序数据的宏基因组功能预

测分析是使用 QIIME 和 PICRUSt 软件[22]完成的。

预测的功能主要包括 KEGG (Kyoto Encyclopedia 

of Genes and Genomes pathways)和 COG (Clusters 

of Orthologous Groups of proteins)数据库中的基因。 

本研究中绘图使用的软件为 R 和 GraphPad 

Prism6。 

1.6  统计分析 

本研究使用 STAMP 和 R 软件进行组间差异

分析。R stats 包中的 wilcox.test 函数用于两组间

差异分析，kruskal.test 函数用于多组间差异分析。

STAMP 软件中的 ANOVA 方法用于分析多组之间

的差异，Welch’s t-test 用于分析两组之间的差异。

P 值<0.05 被认为差异有统计学意义。核心肠道微

生物的 Spearman 相关分析采用 R 软件的 corrplot

软件包。 

2  结果和分析 

2.1  组间临床信息差异分析 

四组间的年龄、怀孕次数、生产次数均无差

异，体重有显著差异(P=0.0024<0.01) (表 2)。同时

患 有 妊 娠 期 糖 尿 病 的 分 组 (GDM+ ， 包 括

GDM+_Han 和 GDM+_Meng)的孕妇体重比正常
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孕妇的体重显著升高(P<0.01)。BMI (body mass 

index)指数在四组间没有明显差异，而在 GDM+ 

(包括 GDM+_Han 和 GDM+_Meng)和 GDM– (包

括 GDM–_Han 和 GDM–_Meng)两大组间表现出

有显著差异(P<0.01)。上述结果说明妊娠期高体重

和高 BMI 的孕妇更容易患有妊娠期糖尿病，这也

与之前的文献报道一致[23–24]。 

2.2  序列丰度和多样性统计分析 

本研究基于 PacBio SMRT 测序技术对妊娠期

孕妇的肠道菌群结构进行了解析，序列统计信息

如表 3 所示。经过数据过滤，97 个样本共获得

415139 条 reads，reads 平均长度为 1519 bp，平均

每个样本的含有 4280 条 reads，所有样本中 reads

数最少的含有 1707 条，最多的含有 13250 条，标

准差为 1622.403。 

α 多样性反映了样本中微生物菌群的丰度、均

匀性及多样性的情况。本文通过计算 4 个分组所

有样本的 Shannon 指数、Simpson 指数、Chao1 指

数和 Observed species 指数等 α 多样性指数(表 4)，

发现大多数样本含有较高的物种多样性。 

 
表 2.  四组间的临床信息差异分析 

Table 2.  Differential analysis of clinical characteristics of the four groups 

Variable GDM–_Han GDM–_Meng GDM+_Han GDM+_Meng P-value 

Age/years 27±3 29±4  29±4 29±4 0.1400 

Weight/kg 66±15 65±12 73±13 72±8 0.0024 

BMIa/(kg/m2)     0.0680 

Healthy 18 17 10 5  

Overweight 6 8 12 7  

Obese 2 2 5 5  

Pregnancyb     0.1742 

N1 20 14 15 6  

N2 3 9 9 7  

N3 3 2 2 1  

N4 0 1 1 2  

N5 0 1 0 1  

Birthc     0.1696 

P0 22 19 20 9  

P1 4 8 6 8  

P2 0 0 1 0  
aBMI (body mass index) includes three levels: Healthy (BMI<25), Overweight (25≤BMI≤30), and Obese (BMI>30). bPregnancy 

indicates the number of pregnancies (N1, N2, N3, N4, N5 indicate the first, second, third, fourth and fifth pregnancy, respectively); 
and cBirth indicates the number of children (P0, P1, P2 indicate no child, first child and second child, respectively). 

 
表 3.  序列统计信息 

Table 3.  Statistics of sequences 

Samples Number of Raw reads Number of Clean reads Bases/bp Average length/bp 

97 692792 415139 630514337 1519 
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表 4.  细菌 α多样性 

Table 4.  Bacterial α-diversity 

Group names Number of reads Number of OTUs Shannon index Simpson index Chao1 index Observed species index

GDM+_Meng 92529.00 508 5.96±0.52 0.96±0.02 278.36±39.35 241.47±40.56 

GDM+_Han 93602.00 434 5.29±0.80 0.93±0.05 197.99±49.39 167.52±44.84 

GDM–_Meng 106716.00 515 5.73±0.68 0.95±0.03 228.63±56.01 196.50±49.95 

GDM–_Han 122292.00 522 5.78±0.51 0.96±0.02 243.98±54.15 211.48±47.45 

 

从图 1 可知，各个样本 Shannon 及 Observed 

species 多样性稀释曲线随着数据量的增加趋于平

稳，表明各个样本的测序数据深度都已足够。为

避免因样本数据大小不同而造成分析时的偏差，

本研究对每个样本的测序数据进行随机抽平处理，

选择 reads 抽平数目为 1707。随机抽平处理后的所

有样本共有 576 个 OTUs (operational taxonomic 

units)，平均每个样本的 OTU 数目为 162。 

本研究发现不同分组间的 α 多样性存在一定

的差异(图 2)。汉族患有 GDM 的孕妇和健康孕妇

之间的 Observed species 多样性和 Shannon 多样性

均有显著差异(P<0.05)；蒙古族患有 GDM 的孕妇

和健康孕妇之间 Observed species 多样性有差异

(P<0.05)。这一结果说明患有 GDM 的孕妇和健康

孕妇，无论是蒙古族还是汉族，菌群结构上均有

一定的差异。另外，在 GDM 组中，蒙古族和汉族

孕 妇 肠 道 菌 群 中 Observed species 多 样 性 和

Shannon 多样性均有显著差异(P<0.01)；但在健康

对照组中，不同民族间没有找到显著差异。并且

四组间 Observed species 多样性和 Shannon 多样性

均有显著差异(P<0.05)，说明四组样本间的肠道菌

群结构存在一定差异。 

2.3  肠道菌群的物种组成分析 

本研究分别从界、门、纲、目、科、属、种

这几个水平上对菌群组成进行鉴定及分析，最终

共鉴定到了 9 个门、48 个属、44 个种。如图 3-A

所示，在门的水平上，主要包括拟杆菌门(52.82%)、

厚壁菌门(40.44%)和变形菌门(5.39%)这 3 个门(占 

 

 
 

图 1.  Shannon 及 observed species 多样性稀释曲线 

Figure 1.  Shannon diversity index curves and observed species index curves for the sequenced sample. 
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图 2.  组间 α多样性指数比较分析 

Figure 2.  Comparison of α-diversity indexes among groups. 
 

 
图 3.  四组间菌群门、属水平相对丰度柱状图(A)及种水平热图(B) 

Figure 3.  Bar plots of the relative abundances of intestinal flora at the phylum and genus level (A) and heatmap at 
the species level (B) for the four groups. 
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所有数据的 98.65%)。还有一些低微量的门被鉴定

到，如广古菌门、放线菌门、黏胶球形菌门、柔

壁菌门和疣微菌门等。在属的水平上，本文共鉴

定到 48 个属，其中平均相对丰度大于 1%的优势

属有 Bacteroides (38.02%)、Prevotella (6.44%)、

Faecalibacterium (4.88%)、Lachnospira (4.70%)、

Sutterella (4.10%)、Roseburia (3.74%)、Coprococcus 

(2.99%)、Parabacteroides (2.89%)、Ruminococcus 

(2.44%)、Dialister (1.68%)、Phascolarctobacterium 

(1.62%)、Oscillospira (1.37%)、Blautia (1.29%)等。

图 3-B 显示了各个分组菌群在种的水平上的分布

情况，共鉴定到 44 个不同的种，分别有 Bacteroides 

uniformis (5.47%) 、 Prevotella copri (5.46%) 、

Faecalibacterium prausnitzii (4.87%)、Bacteroides 

plebeius (4.31%) 、 Parabacteroides distasonis 

(1.38%)、Bacteroides ovatus (1.33%)等等，也包括

一 些 低 微 量 的 菌 ， 如 Akkermansia muciniphila 

(0.64%)等。 

2.4  妊娠期孕妇核心肠道菌群分析 

基于 OTU 水平的 Rank Abundance 曲线显示，

4 个分组中所有样本在排序最靠前的 200 个 OTUs

上的曲线高度重合，表明所有分组中优势 OTUs

高度相似(图 4-B)。如图 4-A 韦恩图所示，本研究

发现 4 个分组间共有 398 个 OTUs，占所有 OTU 
 

 
图 4.  妊娠期孕妇核心肠道菌群分析 

Figure 4.  Analysis of the core microbiota of pregnant women. A: Venn diagram of operational taxonomic units 
(OTUs) among the four groups; B: Rank abundance curves of OTUs; C: Spearman correlation analysis between the 
core microbiota at the genus and species levels. 
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数目的 69.3% (398/574)，说明 4 个分组间存在核

心 OTUs。这些 OTUs 可能代表了样本的核心肠道

微生物，对孕妇的健康状态可能有着重要的作用。

本研究对这 398 个核心 OTUs 进行筛选，挑选出

可以分类到属水平和种水平的 OTUs，并对这些

OTUs 代表的核心微生物进行了 Spearman 相关性

系数分析。如图 4-C 所示，核心微生物之间的相

关性大小各有差异，如 Bacteroides 属与 Prevotella

属的呈强负相关，而与 Akkermansia 属呈弱负相

关，说明这些核心微生物之间的相互关系十分复

杂，这种复杂的关系网络可能对肠道菌群的动态

变化起着重要的作用。 

2.5  妊娠期糖尿病人与正常人肠道菌群的结构

与功能比较 

本 研 究 基 于 主 成 分 坐 标 分 析 (principle 

coordinate analysis，PCoA)，探究不同健康状况以

及 不 同 民 族 样 本 的 肠 道 菌 群 之 间 的 关 系 。

Weighted 和 Unweighted UniFrac 距离矩阵均被用

于 PCoA 分析。结果如图 5 所示，Unweighted 

UniFrac 主成分 1 (PC1)、2 (PC2)和 3 (PC3)分别为

17.3%、6.4%和 5.0%；Weighted UniFrac 主成分 1、

2 和 3 分别为 33.2%、15.6%和 9.4%。但无论基于

哪种距离算法，从 PC1 和 PC2、PC1 和 PC3、PC2

和 PC3 维度上均没有发现明显的聚类。 

虽然聚类结果显示 4 组样本肠道菌群的主要

构成没有明显差异，但本研究接着利用 STAMP

软件在种的水平上找到了不同分组间的一些差异

菌株，如图 6-A 所示。GDM–_Han 组疣微菌门

Akkermansia 属的 Akkermansia muciniphila 菌的相

对 丰 度 要 显 著 高 于 GDM+_Han 组 (P<0.05) ；

GDM–_Meng 组中 Blautia obeum 菌的相对丰度要

高于 GDM+_Meng 组，但 P 值接近 0.05，差异并

不极显著。GDM+_Han 和 GDM–_Meng 分组间 A. 

muciniphila 菌和 Faecalibacterium prausnitzii 菌

有差异，且这 2 个菌的相对丰度在 GDM–_Meng

分组中高于 GDM+_Han 组。F. prausnitzii 菌大

约占了肠道菌群的 5%，是一种常见的人类肠道共

生菌。 
 

 
图 5.  基于主成分 1 和 2 的 UniFrac unweighted 和 weighted PCoA 图 

Figure 5.  UniFrac unweighted and weighted principal coordinate analysis (PCoA) scores plot based on principal 
components 1 and 2. 
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图 6.  四组间种水平上菌群结构的比较 

Figure 6.  Comparison of bacterial composition among the four groups at the species level. 
 

此外，在不同民族人群的肠道菌群间也能鉴

定到一些差异菌株。在健康对照组中，健康汉族人

群中拟杆菌门 Bacteroides uniformis 菌(Bacteroides 

uniformis 菌对应的门水平为拟杆菌门)的相对丰度

要高于健康蒙古族人组(P=0.034<0.05)；但在患有

GDM 的蒙古族和汉族孕妇组间没有找到显著差

异。蒙古族人和汉族人间厚壁菌门、拟杆菌门以

及 Ruminococcus 属存在差异，并且汉族人的拟杆

菌门/厚壁菌门比例(即 Bacteroidetes/Firmicutes，

B/F ratio)要大于蒙古族人。以往研究表明，肠道

菌群的 B/F 比例可能与肥胖相关[25–26]。 

为了了解妊娠期肠道菌群的代谢情况，本研

究同时也利用 PICRUSt 软件对肠道菌群进行了功

能预测分析。与菌群结构的结果相同，不同分组

间菌群的功能组成也高度相似，在整体水平上没

有表现出显著差异，碳水化合物代谢是最主要的

功能模块。基于三代 PacBio SMRT 测序得到的高

质量数据，本研究利用 STAMP 软件对 4 组间菌群

功能进行了差异分析，在 4 组间共鉴定到 266 个

差异 KOs (KEGG Orthology)基因和 332 个 COGs
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基因(P<0.05，ANOVA test analysis)。在汉族人中，

患病与正常人之间没有找到显著功能差异；但在

蒙古族人中，GDM 患者肠道菌群中无机离子的运

输 和 代 谢 ([P] Inorganic ion transport and 

metabolism) 及 其 他 氨 基 酸 代 谢 (metabolism of 

other amino acids) 、 细 胞 过 程 和 信 号 (cellular 

processes and signaling)等功能丰度显著高于正常

人(图 7)，但是均非极显著(0.01<P<0.05)。同时我

们也比较了不同民族间肠道菌群的功能差异，发

现在健康对照组中，汉族和蒙古族间其他氨基酸

代谢(metabolism of other amino acids)、新陈代谢

(metabolism) 、 运 输 和 分 解 代 谢 (transport and 

catabolism) 及 信 号 分 子 及 相 互 作 用 (signaling 

molecules and interaction)有差异；但在患有 GDM

的分组中，不同种族间没有发现显著差异。 

3  讨论 

以往研究发现[11]妊娠期孕妇的肠道菌群在不

同的孕期是会发生变化的，如变形菌门和放线菌

门的丰度均会有所增加；但也有一些研究[27]表明

怀孕早期和晚期孕妇的肠道菌群差异并不明显。

而目前关于 GDM 孕妇肠道菌群的相关研究较少，

仅 有 少 量 研 究 报 道 超 重 孕 妇 肠 道 菌 群 中

Bacteroides 和 Staphylococcus 明显高于正常体重

的孕妇[10]。关于 GDM 与健康孕妇的肠道菌群是

否存在明显差异尚未有定论，有待进一步研究。

本研究首次基于三代测序技术测得了妊娠期孕妇

肠道菌群的全长 16S rRNA 序列，其高准确性可以

更精确地将菌群鉴定到种水平，从而有助于更灵

敏地检测到各个分组间一些低丰度菌的差异。 

 

 
图 7.  组间功能预测比较分析 

Figure 7.  Comparison of functional predictions among the four groups. A: COG functional prediction; B: KEGG 
module prediction. 
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3.1  妊娠期孕妇核心肠道菌群分析 

本研究根据不同的健康状态及不同民族将 97 个

孕妇分成了 4 个组(表 1)。通过对 4 个分组的临床

信息进行差异分析，本研究发现妊娠期高体重和

BMI 的孕妇更容易患有妊娠期糖尿病，这也与之

前的文献报道一致[23–24]。另外本研究也发现不同

分组间的 α 多样性有一定的差异，说明不同分组

间肠道菌群的结构有一定的差异。但整体上来看，

4 个分组间样本的肠道菌群的相似性很高，而核心

肠道菌群能够反映妊娠期孕妇肠道菌群的大体状

态，因此我们首先对所有妊娠期孕妇的核心肠道

菌群进行了分析，结果显示四组样本有相似的核

心菌群，共鉴定到 398 个核心 OTUs，占所有 OTU

数目的 69.3%。其中拟杆菌门、厚壁菌门和变形

菌门是最主要的 3 个门，这与以往的 GDM 肠道菌

群的相关研究中报道的一致[28]。在种的水平上，

本研究总共鉴定到了 44 个种，大多数都是人类肠

道菌群中的常见菌，如 Bacteroides uniformis、

Faecalibacterium prausnitzii 及 Prevotella copri

等[29–32]。本研究同时也对不同种属的核心菌进行

了 Spearman 相关性分析，发现不同核心菌之间

的相关性强弱不同，说明核心菌群间的相互关

系十分复杂，这种复杂的关系网络可能对肠道

菌群的动态变化起着重要的作用，有待进一步

的研究。 

3.2  组间差异菌株与妊娠期糖尿病的潜在关系 

基于 PCoA 分析发现 4 个分组在各个主成分

上均没有发现明显聚类，说明 4 个分组整体上是

高度相似的。但基于三代 PacBio SMRT 测序技术

能更准确地将菌群鉴定到种水平的优势，本文首

次在种的水平上发现了 GDM 孕妇和健康孕妇肠

道菌群的一些低微量菌群的差异。GDM–_Han 与

GDM+_Han 组间 A. muciniphila 菌有显著差异，并

且健康对照组中 A. muciniphila 菌的相对丰度要

略高于 GDM 组。而在以往的一项 GDM 相关研

究中[33]，只是在属水平发现 Akkermansia 属与较

低的胰岛素敏感性有一定的关系。上述结果说明

基于三代测序进行菌群分析的方法能够更精确

地鉴定到不同分组间种水平上的差异。以往研究

发现 A. muciniphila 菌可能与肥胖和二型糖尿病

有关[34–35]。A. muciniphila 菌的丰度与胰岛素敏感

性有一定的联系，A. muciniphila 菌与肠道内壁具

有一定的共生关系，可以影响肠道吸收[36]。膳食

中的膳食脂肪可以影响 A. muciniphilia 菌的生长，

从而影响其在肠道菌群的含量，使得肠道的微环

境发生变化 [36]。同时本文也发现 GDM–_Meng

组 中 Blautia obeum 菌 的 相 对 丰 度 要 略 高 于

GDM+_Meng 组，但是 P 值接近 0.05，并不极显

著。另外，我们在 GDM–_Meng 和 GDM+_Han 组

间发现 Faecalibacterium prausnitzii 菌的丰度有显

著差异。以往的医学相关的研究发现，肠道内如

果 F. prausnitzii 菌丰度低于正常水平可能与克罗

恩氏病、肥胖、哮喘、重度抑郁症等相关；丰度高

于正常水平可能与牛皮癣等疾病相关[37–39]。低丰度

的丁酸盐和丙酸盐产生菌，如 F. prausnitzii 菌和 A. 

muciniphila 菌，是炎症性肠病(inflammatory bowel 

disease，IBD)的普遍特征[40–41]。综上，我们推测

A. muciniphilia 菌和 F. prausnitzii 菌丰度的变化在

GDM 的发病过程中可能有着一定的作用。 

3.3  民族与妊娠期孕妇肠道菌群的关联 

本研究通过对不同民族孕妇的肠道菌群进行差

异分析发现，在健康对照组中，汉族人中 B. uniformis

菌的相对丰度显著高于蒙古族人，B. uniformis 菌

与人类肠道菌群异黄酮的降解有关[29]；而在 GDM



舒明月等 | 微生物学报, 2019, 59(9) 1835 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

组中，汉族和蒙古族人间没有找到显著差异。并

且在蒙古族人(即 Meng，包括 GDM+_Meng 和

GDM–_Meng 组 ) 以 及 汉 族 人 ( 即 Han ， 包 括

GDM+_Han 和 GDM–_Han 组)组间也没有找到类

似的差异。并且，本研究发现在同一分组中 B. 

uniformis 的相对丰度存在较大差别，因此，本研

究推测在健康人不同民族间找到的差异可能是由

于分组中存在极值导致的。以往的一些研究中认

为，由于其地理位置以及饮食差异导致不同民族

间的肠道菌群存在一定的差异[42–43]，而在本研究

中，所有孕妇均居住在市区，蒙古族人与汉族人

的饮食习惯等差异较小，另一方面，由于妊娠期

的孕妇在妊娠期的饮食差异上均较为控制，进一

步缩小了饮食上的差异。这也从另一个角度反映

了在 GDM 的发病过程中，孕妇的遗传多样性可能

不会对菌群结构变化产生极大影响。 

3.4  组间差异功能与妊娠期糖尿病的潜在关系 

基于功能预测的结果，本研究发现 4 个分组

的主要功能是高度相似的，大多数都是和能量代

谢相关，这也与我们分析得到 4 个分组间菌群结

构高度相似的结果相吻合。而基于 PacBio SMRT

测序技术得到的高准确性的数据，本研究发现了

不同分组间功能组成上的一些差异。在汉族人

中，患病与健康对照组间没有找到差异；而在蒙

古族人中，患有 GDM 孕妇肠道菌群中无机离子

运输等代谢丰度要显著高于健康孕妇，但均非极

显著(0.01<P<0.05)。人体肠道菌群中无机离子运

输及代谢变化可能会影响人体内无机离子的代

谢平衡，而无机离子在人体内有着极其重要的

作用 [44]。临床研究表明，某些特定无机盐的早

期失衡也会扰乱人体内正常的葡萄糖和胰岛素

的代谢。目前临床上报道了很多单一无机盐或者

某些无机盐的组合对糖尿病的影响 [45–47]。但目

前肠道菌群中的无机离子代谢与人体内无机盐

代谢及糖尿病的相互关系仍需进一步的研究。同

时本研究发现在健康对照组中，汉族和蒙古族孕

妇 肠 道 菌 群 中 其 他 氨 基 酸 代 谢 (metabolism of 

other amino acids)、新陈代谢(metabolism)、运输

和分解代谢 (transport and catabolism)及信号分

子 及 相 互 作 用 (signaling molecules and 

interaction)有差异；但在患有 GDM 的分组中没

有发现显著差异。但本研究发现同一分组中不同

样本个体间肠道菌群代谢功能丰度差异较大，说

明不同个体间肠道菌群代谢相差较大。而在组间

找到的这些差异很可能是由于一些低微量菌群

的丰度变化导致的，说明不同类型的微生物在核

心菌群中所处的功能定位以及与人体产生相互

作用的方式可能并不完全相同。 

3.5  本研究推论 

在怀孕的整个过程中，孕妇的肠道菌群会逐

渐发生变化[48]，以适应怀孕阶段的生理变化。本

研究的结果显示，无论是汉/蒙古族还是 GDM 与

否，在特定的怀孕阶段的孕妇的肠道菌群，尤其

是核心菌群，都是处于相对稳态的，而 GDM 的发

生可能是与一些低微量的菌群，如 A. muciniphilia

菌的丰度变化存在关联。虽然这些低微量的菌在

整个菌群中的绝对比例并不高，但很可能会导致

肠道中一些与肠道营养吸收等有关的代谢发生变

化，从而导致孕妇血糖升高，进而诱发糖尿病。

同时由于每个人体质的不同，其中一些人的代谢

平衡被打破，从而诱发 GDM 或者其他疾病。但是

这一结论还需要进一步的研究加以证明。 
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Abstract: [Objective] The intestinal flora represents the microbial flora located in the human intestine, and its 
composition has been related to the occurrence of various diseases in humans. For example, the intestinal flora 
plays an important role in the pathogenesis of gestational diabetes mellitus (GDM). Therefore, in this study, we 
evaluated and compared the intestinal flora in pregnant women according to ethnicity (Mongolian or Han) and 
GDM status using PacBio SMRT sequencing. [Methods] Ninety-seven fecal samples from pregnant women with or 
without GDM and of Han or Mongolian ethnicity were subjected to full-length 16S rRNA sequencing using the 
PacBio SMRT system. [Results] Overall, the microbial flora compositions of the pregnant women were similar 
during the same pregnant stage, and various microbes exhibited different degrees of correlation with core flora 
levels. We identified 44 species at the species level. The relative abundance of Akkermansia muciniphila was 
significantly higher in the non-GDM pregnant women than in pregnant women with GDM in the Han population, 
while no differences were found in the Mongolian women with and without GDM. The relative abundance of 
Bacteroides uniformis in the intestinal flora of healthy Han pregnant women was significantly higher than that in 
healthy Mongolian pregnant women, while no differences were found in the GDM groups between ethnicities. 
Moreover, the functional prediction results showed that the functional composition of the four groups of flora was 
highly similar, and most of the functional genes were related to energy metabolism. There was no significant 
difference between the GDM patients and controls in the Han population, but the relative abundance of flora related 
to inorganic ion transport in Mongolian GDM patients was significantly higher than that of healthy Mongolian 
pregnant women. [Conclusion] The intestinal flora is generally relatively stable during the same pregnant stage, 
and ethnic differences do not have a significant impact on the flora during pregnancy. However, changes in some 
low-abundance organisms such as Akkermansia muciniphila may contribute to alterations in some metabolic 
activities of the intestinal flora, including those related to intestinal nutrient absorption, which could influence the 
development of GDM. The results of this study can help elucidate the role of intestinal flora in GDM pathogenesis. 
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