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肠道菌群失调对2型糖尿病患者生物钟信号通路的影响*
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【摘要】目的 通过比较2型糖尿病患者与健康人群的肠道菌群，探索其对宿主本身生物钟信号通路相关基因表达的影响。方法 通过肠道菌群16S rRNA测序对2型糖
尿病患者和健康志愿者肠道菌群测序及粪菌移植后小鼠的RNA测序。结果 糖尿病患者肠道菌群不仅多样性下降，而且厚壁菌门、双歧杆菌门等含量大幅
减少。比较糖尿病患者粪菌移植小鼠和健康人群粪菌移植小鼠移植后的基因表达差异发现，生物钟信号通路明显富集。 结论 糖尿病患者与健康人肠道菌
群差异明显，且肠道菌群可能通过调节时钟基因代谢通路影响宿主内分泌。
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The Impact of Dysbiosis of Gut Microbiota on the Circadian 
Signaling Pathway in Patients with Type 2 Diabetes*
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Abstract: Objective This study aims to explore the effects of gut microbiota on the expression of host circadian signaling pathway-related genes by 
comparing the gut microbiota of patients with type 2 diabetes and healthy individuals, Methods Gut microbiota 16S rRNA sequencing was 
performed on patients with type 2 diabetes and healthy volunteers, as well as on mice after fecal microbiota transplantation. RNA sequencing 
was conducted on the mice after transplantation, Results The gut microbiota of patients with type 2 diabetes exhibited not only reduced diversity 
but also significant decreases in the abundance of Firmicutes and Bacteroidetes. Comparative analysis of gene expression after fecal microbiota 
transplantation in mice from patients with diabetes and healthy individuals revealed a significant enrichment of the circadian signaling pathway, 
Conclusion There are notable differences in gut microbiota between patients with type 2 diabetes and healthy individuals, and gut microbiota may 
influence host endocrine function by regulating clock gene metabolic pathways.
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　　2型糖尿病是最常见的多病因的代谢性疾病，发病率高，易
引起严重的微血管、大血管并发症，造成多重器官损伤[1-2]，缺乏
有效的治疗手段，患者生存质量普遍偏低，致残率、致死率高。
近年来随着国民生活水平的提高及生活方式的改变，2型糖尿病
患病率逐年上升。2017年，国际糖尿病联盟(IDF)第八版糖尿病
地图集显示，全球目前约有4.25亿糖尿病患者，中国糖尿病的发
病率约为10％[3]，糖尿病患者已达1.14亿，占全球糖尿病患者总
数的1/3。据估计，到2045年，糖尿病患者的人数将增加到7亿
[4]。因此，研究预防以及治疗2型糖尿病的病理生理机制迫在眉
睫。有研究表明，其发病原因除了遗传因素外，激素水平异常、
免疫功能紊乱、微生物感染及其毒素等也可能是其重要的致病因
素[5]。近年来，肠道菌群(gut microbiota)在内分泌系统、神经
系统、心血管系统等疾病发生发展中的作用受到高度关注[6-7]。并
被研究证明在2型糖尿病的发生发展中起着至关重要的作用，地
位等同于遗传、环境、饮食因素等[8-9]。其中神经内分泌功能紊乱
(特别是褪黑素)被视为糖尿病致病的重要因素[10]。本研究通过比
较2型糖尿病患者与健康人群的肠道菌群差异，探索其对宿主本
身生物钟信号通路相关基因表达的影响，从而窥探出肠道菌群影
响2型糖尿病的可能机制。

1  资料与方法
1.1 样本来源  2型糖尿病患者(9人)和健康志愿者(9人),二者年
龄、性别、BMI等均无统计学差异。
1.2 方法  肠道菌群16S rRNA测序：采集新鲜中后段的粪便样本
1-5g提取微生物基因组DNA，扩增其16S rRNA的V3、V4高变区

后进行建库及标记。通过Illumina MiSeq平台对成功建库的样本
进行高通量测序分析，以研究样本中微生物的种类、对应的丰
度、微生物菌群的多样性、功能活性等特征。
　　ELISA方法检测血浆中褪黑素的浓度：在已包被好的ELISA的
反应孔中加入一定稀释的血浆样本100μL，37℃孵育1小时后加
入新鲜稀释的酶标抗体。加入新鲜配置的TMB底物溶液100μL，
3 7 ℃ 孵 育 后 于 各 反 应 孔 中 加 入 2 M 硫 酸 5 0 μ L ， 通 过 酶 标 仪 在
450nm处读取各孔的OD值。
　　RNA-seq筛选可能相关作用通路：提取2型糖尿病患者和
健康志愿者肠道菌群分别移植到无菌小鼠(每组3只)中，提取脑
组织总RNA，交于基因测序公司进行RNA转录组测序检测。检
测结果通过标准化处理、通过DESeq2获得差异基因后，使用
GSEA(Gene Set Enrichment Analysis)软件进行功能富集。
　　qPCR和Western blot方法验证 RNA-seq 筛选出的信号通
路：提取2型糖尿病患者和健康志愿者肠道菌群移植的无菌小鼠(3
只)的脑组织总RNA和总蛋白，通过实时荧光定量 PCR和Western 
blot 的方法对 RNA-seq 筛选出的相关性最大的生物钟信号通路
中重要蛋白的转录和表达进行检测。

2  结   果
2.1 糖尿病患者与健康人肠道菌群差异  通过16S rRNA测序结
果显示(图1)，结果分析发现，糖尿病患者肠道菌群不仅多样性下
降，而且厚壁菌门的比例也显著降低，具有保护作用的双歧杆菌
含量大幅减少。
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2.2 糖尿病人组与健康人群组的粪菌对小鼠血糖有影响  将糖
尿病人组与健康人群组的粪菌分别移植到无菌小鼠小肠内，14天
后检测小鼠日间的各项血糖指标，发现接受糖尿病患者肠道菌群
移植的无菌小鼠相较于接种了健康人肠道菌群的无菌小鼠，其血
浆褪黑素水平升高，胰岛素水平降低而且小鼠血糖浓度升高(图
2),提示肠道菌群可能通过影响肠/脑轴-神经内分泌功能在糖尿病

发生、发展过程中发挥作用。
2.3 肠道菌群可能通过调节时钟基因代谢通路影响宿主内分泌  
通过RNA-seq检测2型糖尿病患者和健康志愿者肠道菌群移植的
无菌小鼠在日间的脑组织基因转录水平的变化发现，二者在转录
水平有着较大的差异。通过GSEA富集时钟基因相关通路时发现，
生物钟信号通路在此二者中的差异尤为显著(图3)。

图1A 糖尿病患者与健康人群16S rRNA测序结果相关性图；图1B 糖尿病患者与健康人群肠道菌群shannon
指数；图1C 糖尿病患者与健康人群肠道菌群组成。图2A 糖尿病人组与健康人群组的粪菌移植后，小鼠血
浆中褪黑素的差异；图2B 糖尿病人组与健康人群组的粪菌移植后，小鼠血浆中胰岛素与血糖的差异。图
3A 糖尿病人组与健康人群组的粪菌移植后，小鼠脑组织基因表达火山图；图3B GSEA分析RNA-seq结果。

3  讨   论
　　人体神经内分泌系统如下丘脑-垂体-肾上腺皮质轴功能是
受自主的、不依赖于环境变化的生物节律调节，即所谓生物钟
调节。通过高通量测序，研究发现肠道菌群可能通过干扰宿主
时钟基因的节律影响肠/脑轴-神经内分泌功能。肠道菌群(gut 
microbiota)与多种疾病关系密切。有研究通过对345个中国人(2
型糖尿病患者和健康对照) 肠道微生物DNA进行的基于鸟枪法深
度测序技术的两阶段宏基因组相关性分析，发现了近60000种2型
糖尿病相关的基因标志物[11]。肠道菌群在2型糖尿病发病机制中
所起的作用可能更趋向于一种“功能性失调”，而非传统上认为
的存在某些特定菌种，直接参与到疾病的发生。我们的结果也进
一步证实糖尿病患者肠道菌群的失调可能是该病发生发展的原因
之一。生物钟通过元件基因(period/PER, TIM, CLK, CYC, VRI等)
构成生物钟信号通路，并形成一个以 24小时为周期的负反馈基因
转录和翻译的振荡过程。生物钟失调会导致失眠、体乏、抑郁、
免疫功能低下等各种疾病，其正常工作对人体神经内分泌如下丘
脑-垂体-肾上腺皮质轴功能的维持非常重要[12]。而且已有实验证
明功能性生物钟对于胰岛功能和葡萄糖稳态至关重要[13]。值得注
意的是，肠道菌群与宿主生物钟通路存在着密切联系。近期研究
表明，在人类和小鼠中，肠道菌群的组成和功能是受昼夜节律的
摄食行为和宿主时钟基因的表达所调控的[14]。干扰时差或生物钟
等会导致肠道菌群失调。这为肠道菌群如何调节身体组成提供了
更深一步的分子学机理，同时也对为何干扰肠道菌群-生物钟相互
作用会导致代谢性疾病提供了新的研究方向。大量的前期研究也
表明，生物钟可调节神经内分泌因子的水平，并调控组织对这些
刺激的反应[15]。我们的研究结果也发现，接受糖尿病患者肠道菌
群移植的无菌小鼠相较于接种了健康人肠道菌群的无菌小鼠，其
肠上皮细胞时钟基因相关通路表达节律失调，提示肠道菌群可能
通过影响宿主生物钟信号通路干扰肠/脑轴-神经内分泌功能在糖
尿病进程中发挥作用。
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