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宫外发育迟缓早产儿肠道菌群携带抗生素耐药基因的分析

樊赛男*，张坤*，吕安平，马亚男，方晓慧，张金萍

(上海交通大学附属第六人民医院儿科，上海 201306)

[摘　要]	 目的：研究发生宫外发育迟缓(extrauterine grow th retardation，EUGR)的早产儿大便菌群中抗生

素耐药基因的携带情况，探讨其临床意义。方法：选择2 0 1 6年1月至2 0 1 9年1 2月7 3例在上海市

第六人民医院住院的胎龄≤34周或体重≤2 kg的早产儿为研究对象，其中50例发生EUGR，作为

EUGR组，余下23例未发生EUGR作为对照组。采用宏基因功能测序的方法，对两组早产儿大便

菌群中抗生素耐药基因的携带情况进行比较分析，并将其与肠道菌群作相关性分析。结果：两组

间出生体重、平均胎龄、性别、剖宫产率的比较，差异无统计学意义(P>0.05)；EUGR组较对照

组抗生素使用时间长、多种抗生素联用率高、有创机械通气率高、静脉营养时间长、住院时间长

(均P<0.05)；EUGR组携带耐药基因277种，高于对照组(P<0.05)，并检测到8个差异性耐药基因

(P<0.05)；耐药基因与菌群存在相关性，其中肺炎克雷伯杆菌、大肠杆菌、屎肠球菌丰度存在与

其成显著正相关及负相关的耐药基因(P<0.05)；产气肠杆菌与耐药基因间的相关性分析中，只检

测到与其呈负相关的耐药基因具有统计学差异(P<0.05)。结论：早产儿的EUGR发生率高，发生

EUGR的早产儿携带的耐药基因种类也增多，且与部分肠道菌群呈显著的正相关或负相关，而这些

早产儿住院期间抗生素的使用种类多、时间长等都可能与耐药基因的携带丰度增高有关，但是否

对于早产儿后期生长发育等造成影响还需要进一步研究。

[关键词]	 宫外发育迟缓；早产儿；肠道菌群；耐药基因

Analysis of antibiotic resistance genes in intestinal flora of 
premature infants with extrauterine growth retardation

FAN Sainan*, ZHANG Kun*, LÜ Anping, MA Yanan, FANG Xiaohui, ZHANG Jinping

(Department of Pediatrics, Shanghai Jiao Tong University Affiliated Sixth People’s Hospital, Shanghai 201306, China)

Abstract Objective: To investigate the clinical significance of carrying the antibiotic resistance genes in fecal flora of 

premature infants with extrauterine growth retardation. Methods: From January 2016 to December 2019, 

73 premature infants with gestational age less than or equal to 34 weeks or weight less than or equal to 2 kg 

hospitalized in Shanghai Sixth People’s hospital were selected as the research objects, 50 cases of which developed 
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随着新生儿救治技术提高，早产儿存活率越

来越高，但存活的早产儿伴随的发育迟缓也越来

越引起人们重视。2001年Clark等 [1]首次提出宫外

发育迟缓(extrauterine growth retardation，EUGR)
概念，指出 E U G R 是指出院时体重低于同胎龄体

重的第1 0百分位数的新生儿，以早产儿为主。在

2000—2013年，美国EUGR的发生率由64.5%降至

5 0 . 3 %，而我国也曾在2 0 0 5年 1月至2 0 0 6年6月，

对国内 1 0 所三甲医院的早产儿进行 E U G R 发生率

调查发现，出院时以体重评价 E U G R 的发生率为

60.1% [2-3]。Lin等 [4]研究2006—2010年美国的一家

新生儿重症监护室(neonatal  intensive care  unit，

N I C U )和中国的2家N I C U，E U G R发生率分别为

35.3%、52.1%、65.2%，建议把EUGR发生率作为

评估目前NICU的一个重要质量指标。发生EUGR
的早产儿后期出现代谢性疾病如肥胖症或糖尿病

的概率高，并容易合并神经系统发育迟缓，如运

动落后、智力缺陷、视力、行为及语言问题 [5-8]。

本课题组前期研究 [9]发现EUGR患儿肠道菌群以及

其代谢改变可能参与EUGR的发生机制，而这些早

产儿住院期间使用大量抗生素，是否会影响肠道

菌群中的耐药基因还未见报道。

随着抗生素在临床广泛的使用，大量耐药菌

出现 [10]。这些耐药菌的出现增加了治疗感染性疾

病的难度。耐药菌携带的耐药基因会通过水平转

移的方式向其他微生物转移，导致敏感菌株获得

耐药性，加快了耐药菌的污染扩散，对人类的健

康造成重大威胁 [ 1 1 ]。因此，笔者拟分析E U G R早

产儿的肠道菌群中是否携带抗生素耐药基因，并

研究EUGR患儿耐药基因的丰度及其与菌群的相关

性，探讨其临床意义。

1  对象与方法

1.1  对象

选取 2 0 1 6 年 1 月至 2 0 1 9 年 1 2 月上海市第六人

民医院7 3例胎龄≤3 4周或体重≤2  k g的在院早产

儿为研究对象，其中5 0例早产儿出院时体重小于

同胎龄新生儿体重的10%，即发生了EUGR，纳为

EUGR组，余23例早产儿体重≥同胎龄新生儿体重

的10%，纳为对照组。排除标准：出生缺陷者；免

疫代谢类疾病者；外科疾病者。

1.2  方法

1.2.1  粪便采集与保存

出院前1 d采集新鲜大便，采集的大便立即放

于−80 ℃冰箱保存。

1.2.2  大便菌群以及功能基因鉴定

抽提DNA，构建文库和质检，建库质检合格

后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量

的需求混合后进行 I l l u m i na  Hi Seq测序(深圳微生

太 科 技 有 限 公 司 ) ， 最 后 进 行 生 物 信 息 分 析 。 主

EUGR as the EUGR group, and the remaining 23 cases of which as the control group. Macrogene functional 

sequencing was used to analyze the carrying status of antibiotic resistance genes in fecal flora and the correlation 

between the resistance genes and intestinal flora of two groups. Results: There was no significant difference 

in birth weight, average gestational age, gender and cesarean section rate between the two groups (P>0.05). 

Compared with the control group, EUGR group had longer antibiotic use time, higher combination rate of 

multiple antibiotics, higher invasive mechanical ventilation rate, longer intravenous nutrition time and longer 

hospital stay (P<0.05). The EUGR group carried 277 drug resistance genes, which were higher than those in 

the control group (P<0.05), and 8 differential drug resistance genes were detected (P<0.05). The abundance of 

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli and Enterococcus faecium had significant positive and negative correlation 

with drug resistance genes (P<0.05). In the correlation between Enterobacter aerogenes and drug resistance genes, 

only negative correlation genes were detected with statistical difference (P<0.05). Conclusion: The incidence of 

EUGR in premature infants is high, and the types of drug resistance genes in premature infants with EUGR are 

also increased, and there is a significant positive or negative correlation with some intestinal microflora. The types 

of antibiotics used for a long time in these premature infants during hospitalization may be related to the increased 

abundance of drug resistance genes. However, whether it affects the growth and development of premature infants 

in the later period needs further study.

Keywords extrauterine growth retardation; premature infants; intestinal flora; drug resistance genes



临床与病理杂志, 2022, 42(4) https://lcbl.csu.edu.cn820

要使用SOAP denovo进行Metagenome组装、采用

MetaGeneMark进行基因预测、使用A R DB数据库

(Antibiotic Resistance Genes Database)的注释，找

到耐药性相关基因的名称。

1.3  统计学处理

采用SPSS 23.0统计软件进行数据分析，服从正

态分布的计量资料以均数±标准差(x±s)表示。 组间

差异性的比较应用Wilcoxon秩和检验，用均数±标

准误(mean±SE)表示。变量间的相关性用Spearman
系数进行评估。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  两组患儿基本情况分析

两 组 患 儿 的 出 生 体 重 、 胎 龄 、 性 别 、 抗 生

素使用率、生产方式等方面的差异无统计学意义

(P>0.05)；抗生素的使用种类和时间、喂养方式、

住院天数、静脉营养天数、机械通气和出院体重

等方面的差异有统计学意义(P<0.05，表1)。

2.2  两组患儿肠道菌群中携带耐药基因分析

两组患儿肠道菌群中共发现携带耐药基因287
种，EUGR组携带耐药基因277种，对照组携带261
种；两组患儿携带的前2 0位耐药基因丰度的情况

为adeF、H-NS、vgaC、CRP、emrR、marA、sul1、
TEM-1、baeR、mdtB、emrB、SHV-98、CTX-M-15、
msbA、ErmB(图1)。两组各自携带的主要耐药基因

中，丰度最高的均为adeF耐药基因(图2)。

2.3  两组患儿间有统计学意义的耐药基因对比

两 组 共 检 测 到 8 个 有 统 计 学 差 异 的 耐 药 基

因 ， 在 丰 度 较 高 的 差 异 性 耐 药 基 因 中 ， 对 照 组
t e t R 、 d f rA 1 2 耐 药 基 因 丰 度 相 对 E U G R 组 患 儿 高

(P<0.05)，EUGR组患儿oqrB、patB、patA耐药基因

丰度较对照组高(P<0.05，图3)。

表1 EUGR组和对照组的基本信息

Table 1 Basic information of EUGR group and control group

变量 EUGR组 对照组 P

患儿人数/例 50 23

出生体重/kg 1.550±0.98 1.65±0.80 >0.05

胎龄/周 29.12±2.25 30.92±2.83 >0.05

男性/[例(%)] 28 (56.0) 17 (73.9) >0.05

使用抗生素/[例(%)] 50 (100.0) 23 (100.0) >0.05

剖宫产/[例(%)] 30 (60.0) 12 (52.2) >0.05

抗生素使用时间/d 28±13 20±8 <0.05

有创机械通气/[例(%)] 22 (42.8) 6 (26.0) <0.05

纯母乳喂养/[例(%)] 19 (38.0) 17 (73.9) <0.05

纯人工喂养/[例(%)] 26 (52) 5 (21.7) <0.05

混合喂养/[例(%)] 5 (10) 1 (4.3) <0.05

静脉营养时间/d 37±8 25±7 <0.05

抗生素使用品种/[例(%)]

1种 11 (21.1) 8 (35.6) <0.05

2种 13 (26.8) 5 (20.5) >0.05

3种 11 (21.9) 4 (19.3) >0.05

4种 15 (30.2) 6 (24.6) <0.05

出院时体重/kg 2.11±0.72 2.48±0.65 <0.05

住院天数 65±7 51±8 <0.05

益生菌使用/[例(%)] 47 (94.0) 22 (95.6) >0.05
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2.4  耐药基因与患儿菌群的相关性分析

在菌种水平，EUGR患儿与对照组患儿的优势

菌主要以肠杆菌、丁酸梭菌、肠球菌、肺炎克雷

伯杆菌、屎肠球菌、产气肠杆菌等为主(图4A)。

其中检测到6个有统计学差异的优势菌( P < 0 . 0 5，

图4B)。不同的菌与耐药基因的丰度相关性不同，

具 体 相 关 性 见 图 5 ( 展 示 了 前 1 0 位 相 关 性 数 据 ) 。

肺炎克雷伯杆菌与 e m rR 、 H - N S 、 C R P 、 m a rA 以

及Escherichia coli EF-Tu mutants conferring ressitance 
ot  pulvomycin耐药基因存在显著正相关(P<0.05)，

与A AC存在显著负相关( P < 0 . 0 5 )；产气肠杆菌与
emrR、H-NS、CR P、marA、adeF以及Escher i chia 
coli EF-Tu mutants conferring ressitance ot pulvomycin耐

药基因存在显著正相关(P<0.01)；大肠杆菌与vgaC

图1 肠道菌群中总耐药基因携带情况

Figure 1 Drug-resistant gene carrying in intestinal flora

(A)EUGR组和对照组主要的耐药基因组成柱状图；(B)EUGR组和对照组主要的耐药基因组成韦恩图。

(A) Histogram of the major drug resistance genes in EUGR group and control group; (B) Venn diagram of the major drug resistance genes 

in EUGR group and control group.
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耐 药 基 因 显 著 正 相 关 ， 与 e m r R 、 m a r A 、 C R P ，
adeF以及Escher ichia  col i  E F-Tu mutants  confer r ing 
ressitance ot pulvomycin耐药基因存在显著负相关；

屎肠球菌与A AC耐药基因显著正相关( P < 0 . 0 1 )，

与emrR、H-NS存在负相关(P<0.05)。在两组间有

统计学差异的优势菌中，与耐药基因有相关性的

仅涉及长双歧杆菌，但相关性差异无统计学意义

(P>0.05)。

图2 两组患儿肠道菌群携带的主要耐药基因丰度图

Figure 2 Abundance of major drug-resistance genes carried by intestinal flora of the two groups

(A)对照组患儿主要耐药基因；(B)EUGR组患儿主要耐药基因。

(A) Major drug resistance genes in control group; (B) Major drug resistance genes in EUGR group.
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Figure 3 Comparison of drug resistance genes between EUGR group and control group

*P<0.05, **P<0.01. 
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图4 组患儿肠道菌群优势菌及差异分析图

Figure 4 Dominant microflora of intestinal flora and difference analysis diagrams of two groups

(A)EUGR组与对照组患儿肠道内优势菌丰度分布柱状图；(B)EUGR组与对照组患儿肠道内优势菌差异性比较。

(A) Histogram of abundance distribution of predominant bacteria in the intestinal tract of children in EUGR group and control group; (B) 

Comparison of predominant bacteria in the intestinal tract of children in EUGR group and control group.
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图5 抗药基因与菌群的相关性分析

Figure 5 Correlation analysis between drug resistance genes and bacterial flora

红色表示正相关，蓝色表示负相关；*P<0.05，**P<0.01。

Red indicates positive correlation, blue indicates negative correlation; *P<0.05, **P<0.01.
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3  讨论

随着早产儿救治技术的提高，EUGR发病率越

来越高 [1]。早产儿出生后入住NICU并接受很多治

疗，比如抗生素治疗感染、呼吸机辅助呼吸、长

期静脉营养等，均会导致生长发育迟缓，与EUGR
的发生有关 [13-14]。本研究中EUGR早产儿使用抗生

素的种类比对照组增多，主要使用的抗生素为内

酰胺类抗生素，如青霉素、三代以及四代头孢类

抗生素；多肽类抗生素，如万古霉素等；碳青霉

系类抗生素，如美平等；同时发现EUGR患儿的抗

生素使用时间较长，较多种和较长时间地使用抗

生素也是导致菌群紊乱的重要原因之一 [15]。本研

究发现EUGR患儿接受静脉营养的时间也较对照组

长，这些患儿肠道喂养的时间会相对偏短，也可

能与菌群的紊乱有关。

细菌耐药性主要为非遗传性和遗传性耐药。

非遗传性耐药取决于细菌的生理状态，而遗传性

耐药的主要原因为遗传物质编码、水平转移和基

因突变等 [16]。微生物对抗生素的耐性是自然界固

有的，因为抗生素实际上是微生物的次生代谢产

物，因此能够合成抗生素的微生物首先应该具有

抗性，否则这些微生物就不能持续生长 [17]，但携

带耐药基因并不代表临床的抗药性 [18]。这些耐药

基因起源于环境微生物，并且在近百万年的时间

里进化出不同的功能 [19]。本研究中的早产儿肠道

菌群中查出有大量的耐药基因，但这些耐药基因

对于早产儿后期的影响如何，需要深入研究。

抗生素的耐药基因有很多种，国际抗生素抗

性 基 因 数 据 库 共 报 道 了 1 . 3 万 耐 药 基 因 型 ， 如 四

环素类(tetM)、β-内酰胺类(CTX-M型、TEM型、

SHV型)、大环内酯类(ermB)、磺胺类(sul)、氨基
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糖苷类 (a a c 6 ’ -I b) 、外排基因 ( 哇诺酮类抗生素外

排泵，msbA等)、整合子转座子移动元件(i nt l i、
int X、 int X )等 [20]。这些耐药基因存在于日常环境

中 [ 2 1 ]。E U G R组和对照组早产儿体内检测出了多

种耐药基因，以控制外排泵的外排耐药基因为主

(adeF、msbA、mdt、emr、marA、H-NS、acrR、
BaeR等)。外排泵是存在于大多数革兰氏阳性和阴

性细菌当中的一种膜蛋白，对细菌起到自我保护

功能，也是细菌多重耐药的重要机制之一 [22]。比

如A B C转运蛋白家族的外排泵msb A基因以AT P作

为能量来源，在革兰氏阴性细菌的多重耐药中起

重要的作用 [23]。本研究发现两组早产儿中adeF基

因含量均增高，这种耐药基因主要针对氟喹诺酮

类、β -内酰胺类抑制剂等。此外，本研究也发现

了大量β-内酰胺类耐药基因，主要是CTX-M型、

T E M 型 、 S H V 型 等 ， 而 C T X - M 型 是 最 常 见 的 类

型。研究 [24]表明：产CTX-M型ESBL s-大肠埃希菌

(E.col i)对大部分抗菌药物耐药，增加抗感染治疗

难度，可引起患儿住院时间延长和病死率上升等

不良后果。新生儿感染的G B S菌携带很多耐药基

因，主要为抗红霉素以及四环素耐药基因 [25]，这

也是临床中的GBS感染患儿药物选择上要特别注意

的方面。本研究在新生儿肠道菌群中也发现了大

量四环素(tetM)、大环内酯类(ermB)类耐药基因、

氨 基 糖 苷 类 耐 药 基 因 、 针 对 金 黄 色 葡 萄 球 菌 的
vgaC耐药基因、磺胺类(sul)等抗药基因。

人类的肠道菌群携带大量耐药基因 [26]，具有

水平转移能力的耐药基因可以在细菌、人类和动

物体内形成传播网络 [27- 28]。有一项研究 [29]比较了

8个国家(包括中国、日本、拉美国家以及欧洲国

家) 2 7 5名参与者的肠道宏基因组，发现中国参与

者肠道内有更多种类的耐药基因亚型，可能与中

国人抗生素使用种类多和频率高密切相关。本研

究群体均100%使用抗生素，这可能也是与其携带

较多的耐药基因有关。

基因突变是细菌产生耐药性的根本原因，突

变只是小概率的偶然事件，如果没有抗生素的选

择作用，细菌的耐药性不会以如此快的速度扩散

开来 [29]。肠道具有复杂的微生物菌群体系，对人

的营养吸收和生理功能有重要影响。随着抗生素

的滥用，人体肠道产生了很多不同种类的耐药菌

以及耐药基因 [30]，这些菌类不仅包括正常在肠道

内定植的共生菌，也包括一些致病菌，特别是多

重耐药致病菌，给新生儿患者的临床治疗带来极

大挑战 [31]。随着对新生儿菌群研究的深入，发现

耐药菌和耐药基因在新生儿粪便中也大量存在，

即使未使用抗生素，也能在粪便中检测得到多种

耐药菌[32]。本研究发现：EUGR组及对照组早产儿

肠道菌群以肠杆菌、肠球菌、肺炎克雷伯杆菌、

屎肠球菌、产气肠杆菌等为主，并且与不同的耐

药基因均有显著相关性。这些耐药基因会对他们

造成哪些影响需要进一步研究。同时，这也是本

课题的局限点，本研究只能通过宏基因测序发现

这些耐药基因，并与肠道菌群作相关性分析，但

我们的检测手段不能明确哪种细菌携带何种耐药

基因，这需要其他实验室手段进一步确认。

耐 药 菌 不 仅 是 因 为 使 用 抗 生 素 而 出 现 在 肠

道，也包括从环境中传播到人体内的，甚至有可

能在胎儿时期就开始定植 [33]，成为肠道内的共生

菌。新生儿所接触的环境中存在着复杂多样的耐

药菌，包括已知的母乳、空气甚至羊水，新生儿

在不断与环境接触的过程中就会不断地从环境中

获得耐药菌及耐药基因[34]。本研究表明：EUGR早

产儿肠道菌群携带耐药基因增加，推测可能与长

时间抗生素的使用等因素有关。不同的NICU的用

药习惯不同，抗生素使用强度也不同，因此针对

一个医院或者NICU，要定期监测耐药基因，了解

耐药性的变迁以及耐药基因的可能的传播规律，

对于NICU合理使用抗生素，预防和控制耐药株的

产生和传播至关重要。

综上所述，发生 E U G R 的早产儿生后携带抗

生素耐药基因增多，建议更加合理使用抗生素、

加强临床患儿护理、提高救治技术、降低机械通

气 率 ， 从 而 可 能 减 少 耐 药 菌 以 及 耐 药 基 因 的 产

生，这些对早产儿的生长发育以及正常的肠道菌

群建立都有很重要的意义。本研究亦有很多不足

之处，如检测到耐药基因及与其有相关性的肠道

菌，不代表临床耐药，而且目前的研究不能区分

具体哪一种菌落携带哪一种具体的耐药基因，这

需 要 体 外 培 养 等 其 他 实 验 方 法 ， 本 研 究 没 有 涉

及。而在不同种类的抗生素的选择压力下，肠道

菌群的组成和耐药基因可能会存在相应的差异，

本研究并未分析这部分差异。此外，这些耐药基

因及与其有相关性的肠道菌群后期会对这些婴儿

生长发育产生的影响需要更深入的研究及随访。
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