人体肺部微生物组 —— 微生物与人类健康和疾病之间的隐秘关联

简题：肺部微生物组

易歆竹，高静远，王璋*

华南师范大学生命科学学院生态科学研究所
广州，510631，中国

 *通讯作者：王璋 (wangz@m.scnu.edu.cn)

摘要
曾经被认为是无菌的肺部，如今被证实存在菌群的定植。在诸多呼吸系统疾病中，肺部微生物组均发生改变，包括慢性阻塞性肺病、哮喘、支气管扩张等慢性呼吸系统疾病；肺炎、脓毒症和COVID-19引起的急性呼吸系统疾病；以及其他呼吸疾病，如肺移植、肺癌和HIV等。同时，肺部微生物组在调控宿主免疫及同远端器官互作方面的作用正被阐明。然而，肺部微生物组与宿主互作的确切机制仍不明确。肺部菌群领域存在许多技术与生物学挑战，以至需要量身定制检测及分析手段来突破这些瓶颈。在本综述中，我们总结概述了肺部微生物组研究的原理与方法。接下来，我们回顾了现阶段已知的肺部微生物组在人类疾病中所扮演的角色，着重突出机制层面的认识。最后，我们讨论了肺部菌群领域所面临的挑战，并分享了我们对这一领域未来研究的思路。
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文章亮点
· 痰液、肺泡灌洗液、支气管刷洗物及肺组织是获取肺部微生物组的常规样本类型。多组学技术已越来越多被用于表征肺部微生物组。
· 肺部微生物组广泛涉及于慢性呼吸系统疾病、急性呼吸系统疾病、肺癌等。
· 目前肺部微生物组研究领域所面临的主要挑战包括微生物/宿主比例低，疾病异质性高，以及精准干预和培养手段的缺乏等。
· 肺部微生物组研究的前景包括了解肺部微生物组作为生物标志物在呼吸疾病诊断中的潜力，肺部微生物组的空间动态性，肺部微生物组与宿主的互作机制，以及肺部与远端器官之间的交互作用。

背景介绍
作为人体的“第二基因组”，人体微生物组在人类健康和疾病中起着至关重要的作用，并在过去几十年中受到广泛关注[1]。与主导人体微生物组研究的肠道菌群相比，我们对人体呼吸道微生物组的关注要少得多。导致这一现象的部分原因是，在过去的一个多世纪里，我们一直认为健康的肺部是一个洁净无菌的器官。随着高通量测序技术的成熟，“肺部无菌论“被彻底推翻，测序技术的运用使得Hilty等在2010年首次发现了气道中的微生物群落[2]。此后，肺部微生物组相关研究便呈现出指数级增长。多项研究表明，肺部微生物组在多种呼吸系统疾病中发生改变，如慢性呼吸系统疾病（哮喘，慢性阻塞性肺疾病[COPD]，支气管扩张症和特发性肺纤维化[IPF]），急性呼吸系统疾病（肺炎，败血症，急性呼吸窘迫综合征[ARDS]和COVID-19），以及肺移植术后并发症，艾滋病、肺结核及肺癌等。随后的动物研究进一步探究了肺部微生物组调节宿主病理生理过程的分子机制，它们共同揭示了肺部微生物组与人类疾病之间的隐秘联系。然而，与肠道微生物组研究的快速发展相比，肺部微生物组领域仍处于起步阶段。由于肺部独特的解剖结构以及肺部较低的生物量（较肠道低几个数量级），肺部微生物组领域面临着一系列挑战。因此，我们需要开发为肺部微生物组研究量身定制的新方法。在这篇综述中，我们总结概述了有关人体肺部或下呼吸道微生物组的系列相关研究，包括其原理和方法、在人类疾病中的应用、当前面临的挑战以及未来的研究前景。我们希望该综述能够激发研究者对肺部微生物组这一新兴领域更大的兴趣。

肺部微生物组的研究方法
肺部微生物组采样
尽管同肠道菌群建立的大多数原则类似，肺部微生物组在分析及测序方法上有其独特的一面，尤其是在采样这一步。从本质上讲，除非存在手术临床指征（即肺移植，肿瘤切除），否则直接获得人体肺组织是不切实际的。因此，几种非侵入性的肺部取样方式作为替代被广泛使用。其中，痰液一直是研究气道微生物组最常用的标本之一，因为它的非侵入性（特别是对于通常能够自发产生痰液的慢性呼吸疾病患者）这一特点有助于样本收集。对于无法自然产生痰液的患者或健康个体，使用雾化盐水来诱导痰液的产生是临床上安全且有效的一种常规手段[3]。因此，痰液是研究健康个体气道微生物组的最可行选择之一。然而，痰液样本能否足够代表下气道菌群组成，一直存在争议[4]。因此，实际操作中，应将痰液样本中的痰栓（痰液的粘液部分）部分从唾液中分离出来，然后对其进行质量评估（即在显微镜下观察白细胞/鳞状上皮细胞的比例），以此来尽量减少口腔内物质对痰液的污染[5]。此外，来自同一个个体的口腔润洗样本可用被用作评估口腔对痰液污染的对照[6]。

支气管肺泡灌洗（BAL）是另一种常用的肺部微生物组采样的方法。BAL可以通过操作支气管镜获得，BAL的获取过程存在侵入性，而且比痰液取样更昂贵耗时，这使得纵向样本的采集存在难度。然而，BAL 相对于痰液的明显优势在于，它与下气道的相似性更高。肺部微生物组采样的其他方法还包括支气管刷洗以及气管抽吸物[7-10]。从理论上讲，肺组织是研究肺部微生物组的最理想标本，并且在捕获菌群在肺部拓扑结构的分布上具有独特的优势[11]。然而，由于在大多数临床条件下无法直接获取肺组织，使得肺组织只能在接受肺切除以及癌症相关手术或活检的患者中得以应用。

肺部微生物组测序
与肠道和口腔相比，呼吸道中的微生物生物量明显较低，因此在对肺部微生物组进行采样，处理和分析时，需格外注意（图1）。对于样品处理，细菌基因组DNA存在于DNA提取液和PCR试剂中[12]。当起始DNA的浓度较低时，试剂的影响将进一步被放大。因此，尽管在肠道微生物组研究中，设置阴性试剂对照这一步骤经常被忽视，但肺部微生物组研究的标准做法中包含了阴性试剂对照的设定[13]。在下游的分析中，从阴性对照中鉴定出的细菌分类群通常被从真实的样品中移除。或者也可以被标记为潜在污染菌，并保留在真实数据中，因为简单地排除它们也可能会导致一些潜在的“真实”信号被消除，并使得观察到的菌群组成出现偏倚[14]。

针对测序策略而言，16S rRNA基因扩增子测序因其较强的易用性和鲁棒性而被广泛应用于肺部微生物组的研究中。16S rRNA基因的V4可变区常被选为测序对象，然而它无法提供更深入的分类分辨率（大部分只到属水平）[15]。在第三代长读长测序技术（PacBio）的推动下，最近研究通过对16S rRNA全长基因进行测序，将肺部微生物组的物种表征至菌种甚至菌株水平，进一步揭示了微生物多样性和异质性[16，17]。16S rRNA基因测序存在一些难以消除的误差，其主要来源于不同细菌16S rRNA基因存在扩增效率的差异。16S rRNA基因拷贝数变异进一步为细胞丰度的估计带来偏差。宏基因组测序技术已经展现出其在分析微生物组功能方面的力量，将科学重点从“有什么”转移到“它们能做什么”[18]。宏基因组方法通常被认为无需扩增。然而，全基因组扩增技术偶尔被应用于低生物量样品以增加DNA起始浓度，但这同时可能液会引入额外的偏差[19]。由于肺部存在着极高的宿主/菌群比例，宏基因组仍较少应用于肺部微生物组的研究中。绝大多数宏基因组测序获得的序列将来自于宿主。目前存在一些方法和试剂盒可以在测序之前去除样本的宿主基因组DNA[20，21]，然而，这些方法和试剂盒的去宿主效率存在较大差异，同时还可能去除掉一些细菌的DNA。目前，对宿主-菌群DNA同时进行测序，并在测序后过滤掉宿主序列是一种可行的方法[22]，然而，为了全面获取菌群信息，需要较深的测序深度，使得这种测序策略存在较高的成本。类似限制也存在于其他无扩增测序手段中，比如宏转录组学。

尽管肺部微生物组中真菌和病毒群落至关重要，但直到目前为止，我们仍缺乏对其准确的认知（图1）。肺部真菌菌群可通过18S rRNA基因或内部转录间隔（ITS）区域测序获得。真菌DNA的提取需要额外的程序（研磨）来破坏真菌的细胞壁[23]。由于真菌分类参考数据库并不完整，这为气道真菌研究带来技术上的瓶颈[24]。不同真菌物种ITS区域的长度变异性使得后期的序列处理以及物种鉴定变得更加复杂[25]。尽管呼吸道致病病毒在临床上已得到较好表征（通过多重qPCR）[26]，但肺部整体病毒群落组成仍不清楚。在提取病毒DNA / RNA之前，需要对病毒颗粒进行纯化和富集并去除非病毒成分。然而，由于肺部样品的独特特征（如高粘度）以及病毒成分的丰度较低而且易损，在气道样品中实施病毒富集依然难度很大。值得注意的是，最近的一项研究证实痰液病毒组测序存在可行性，其同时指出，与细菌菌群相比，哮喘患者肺部病毒组与临床参数之间的关联要强得多[27]。最后，人类肺部依然被证实有古菌的存在，其中，Woesearchaeota（DPANN超门）成员占主导地位[28]。

人类微生物组研究已进入多组学时代[29]。沿着微生物组-宿主的互作途径整合多个组学，如宏基因组学、宏转录组学、宏代谢组及宏蛋白组，使研究人员能够更全面地了解微生物组的功能及其与宿主之间的相互作用（图1）。多组学越来越多地被应用于肠道微生物组的研究中[30，31]，但它在肺部微生物组研究的应用仍较为局限。非靶向代谢组学常被应用于处理一些气道样本（痰液，BAL）[32，33]。针对一些感兴趣的关键代谢物的水平，通常会使用具有参考标准的靶向代谢组学来进行验证。宏蛋白组学可通过表征来自特定微生物分类群和宿主的功能性蛋白，从而获取对微生物组-宿主互作的独特认知[34]。然而，由于其相对较高的成本，宏蛋白组学在肺部菌群中的应用仍然很少[35，36]。

肺部微生物组与人类健康和疾病
健康肺部微生物组
由于肺部长期暴露在与外部相通的环境中，并具备独特的拓扑结构，肺部菌群时刻处于一个动态变化的状态，这主要由三个因素塑造，即微生物迁移（迁入，通过来自上呼吸道的微吸气），微生物的迁移（迁出）或清除，以及微生物的复制[37]。厚壁菌门和拟杆菌门是健康肺部微生物组中的主要门类，普氏菌属，韦氏菌属和链球菌属是最常见的菌属[11，38]。在健康个体中，肺部微生物组的组成由微生物迁入和迁出之间的平衡所决定，而微生物复制对肺部微生物组成的贡献却有限[39]。在疾病状态下，肺部结构及局部微环境的改变，包括肺粘膜pH、氧梯度、营养物质、温度和炎症等，会促进肺部微生物生长并导致肺部微生物组组成的改变（例如变形菌门增加）。

遵循上述提到的原则和方法，许多研究已经表征了人类健康和疾病状态中的肺部微生物组，并发现菌群紊乱与疾病关键临床参数（如疾病严重程度，恶化，表型，内型，炎症及死亡率）显著相关。本节我们回顾了呼吸系统疾病中肺部微生物组的相关认知，涵盖慢性，急性和其他类型的呼吸系统疾病（图2，表1）。

慢性呼吸系统疾病
慢性呼吸系统疾病是肺部微生物组研究广泛关注的一个疾病领域，它包括慢性阻塞性肺疾病（慢阻肺/COPD）、哮喘、支气管扩张症、囊性纤维化、间质性肺纤维化等。这些疾病的一个关键表型是在整个疾病进展过程中持续伴随的慢性气道炎症。在Hilty等人对“肺部无菌论”提出质疑的这一标志性研究中，研究者发现肺部菌群在COPD、哮喘和健康对照之间存在差异，疾病状态下变形菌门的丰度升高[2]。这种差异模式得到了之后许多研究的支持，表明变形菌门成员（如嗜血杆菌，莫拉氏菌和假单胞菌）与疾病关键临床特征存在关联。

本研究团队先前纵向收集了来自87名慢阻肺患者疾病稳定期、急性加重期、治疗后2周和6周恢复期共476份痰液样本，我们发现变形杆菌，特别是莫拉氏菌在急性加重期显著升高，这种趋势在接受治疗后出现逆转[40]。嗜血杆菌在菌群网络中处于中心节点的位置，并与痰液白细胞介素-8呈现正相关[40]。这些结果在我们随后对多中心287名COPD患者，775份痰液样本的更大规模的肺部微生物组研究中得到进一步证实[41]。变形菌门的升高也与COPD患者长期死亡率升高以及抗生素治疗耐药性的增加有关[42，43]。我们最近对1,666个来自公共数据库的样本进行大规模的微生物组荟萃分析，结果表明，与健康对照组相比，COPD中存在嗜血杆菌，链球菌，莫拉氏菌和乳酸杆菌的富集[44]。在我们的一项COPD多组学探索性研究中，嗜血杆菌及莫拉氏菌与不同的宿主免疫及炎症模式相关，表明它们在COPD发病机制起不同的作用[45]。在哮喘患者中，同样也观察到变形菌门的增加，并伴随卟啉单胞菌，梭杆菌和鞘氨醇单胞菌等非变形菌门的升高[46]。并且这一趋势与哮喘严重程度[47]、以及Th17相关基因的表达相关[48]。作为关键的致病因子，假单胞菌的丰度在支气管扩张症（特别是在亚洲人群）中显着升高[49，50]。同时在支气管扩张症中也同时发现真菌成分的改变，比如曲霉菌，青霉菌和隐球菌丰度的增加[51]。Mac Aogain等人最近的一项开创性研究通过整合细菌组，真菌组和病毒组来描绘支气管扩张症中的微生物组，表明它们的相互作用与关键临床特征例如急性加重频率及抗生素治疗等密切相关[52]。嗜血杆菌和假单胞菌也与囊性纤维化[53]及特发性肺纤维化[54，55]存在一定的关联，其他致病菌如葡萄球菌和无节胞菌也通常与这两种疾病有关[56-59]。

疾病的异质性是哮喘和COPD等慢性呼吸道疾病的一个重要特征，它们由不同的临床表型，炎症内型（特定表型背后的炎症模式）以及病理生理学过程所决定。这种异质性使得新的疾病管理模式被提出，即不通过疾病“标签”，而根据“可治疗性状”来诊断和管理疾病[60]。肺部微生物组在同一疾病不同的表型或内型之间存在显著差异，使得疾病特异性微生物组的特征很难被识别。就临床表型而言，由细菌感染所导致的COPD急性加重表型中，变形菌门增加最为明显，但在其他亚型（如病毒感染或嗜酸性粒细胞炎症）中则不显著[40，41]。在炎症内型方面，嗜中性粒细胞和嗜酸性粒细胞炎症是哮喘和COPD的两大主要炎症内型，其各自具有独特的肺部菌群特征。嗜血杆菌在嗜中性粒细胞炎症内型中占主导，而某些低丰度菌（如孪生球菌，颗粒链菌和弯曲杆菌）在嗜酸性粒细胞炎症内型中显著升高[61-63]。随着哮喘炎症内型的变化，真菌的差异也很明显，镰刀菌，克拉多孢菌和曲霉菌在II型哮喘中存在富集64]。我们最近对多中心510名COPD患者共1706份痰液样本进行了大规模综合分析，根据气道菌群组成将嗜中性COPD细分为两个亚组 - “嗜血杆菌优势”和“平衡微生物组”亚组。我们发现这两个亚组具有不同的炎症特征、时间变异性以及微生物组-宿主互作模式，该研究为COPD“菌群-宿主”联合分型提供了理论框架[62]。同时，我们最近一项研究揭示了嗜中性和嗜酸性粒细胞COPD肺部耐药谱（即抗生素抗性基因集）存在差异，这表明在进行抗生素治疗时，需要考虑炎症内型[65]。

急性呼吸系统疾病
急性呼吸系统疾病是由诸如肺炎、脓毒症、以及近年全球爆发的COVID-19等局部或全身性致病性感染引起的肺部急性炎症。急性肺损伤 （ALI） 和更严重的急性呼吸窘迫综合征 （ARDS） 是两类与肺部微生物组存在紧密联系的急性呼吸系统症状。Dickson等人研究表明，脓毒症和ARDS患者的BAL样本中存在肠道特异性细菌（如拟杆菌属）的富集，且其与气道TNF-α显著关联[66]，这一发现为危重症患者的肠道菌群易位提供了证据。该研究小组后续由对91名危重病人的BAL样本进行了研究，发现一些肠道特异菌（包括毛螺菌科和肠杆菌科）的富集与较差的临床结局相关[67]。Panzer等人一致发现，危重患者进展为ARDS这一过程与肠杆菌在肺部的富集以及和一些与吸烟相关的菌属（如普氏菌及梭杆菌）存在关联[10]。通过采集和分析47例机械通气患者BAL样本，Kyo等人发现葡萄球菌，链球菌和肠杆菌科与血清中的白细胞介素-6以及死亡率呈正相关[68]。同样，Kitsios等人发现，气管抽吸物中葡萄球菌和假单胞菌的富集与通气患者临床结局存在关联[69]。这些结果都表明，ALI/ARDS患者中气道生态失调伴随着肠道相关或其他病原菌的富集，并且该趋势与较差的临床结局存在关联。

COVID-19 已在全球范围内感染了5亿多人[70]。早期感染急性SARS-CoV-2会使机体产生不受控的炎症反应以及细胞因子风暴，并发展为ALI和ARDS[71，72]。气道微生态失衡可能是新冠患者的重要特征之一。通过对新冠危重症患者下呼吸道进行采样，Sulaiman等人发现，下呼吸道口腔共生唾液支原体的富集与较差的临床结局存在关联，同时该研究表明继发性细菌感染可能不会导致新冠患者致死率的升高[73]。通过对一系列连续的临床标本（痰液、鼻腔和咽拭子、肛拭子和粪便）进行宏转录组学分析，Zhong等人发现在重症新冠患者中，洋葱伯克霍尔德菌、表皮葡萄球菌以及支原体处于优势地位，研究同时在重症患者中检出多种呼吸道病毒，其在轻症患者中未被发现[74]，该研究表明，针对重症新冠患者，在住院期间应谨防抗生素耐药性的传播。通过对192名COVID-19患者和95名对照组进行纵向采样所获得的588份咽拭子标本进行宏转录组分析，Ren等人阐明新冠患者上呼吸道微生态失调特征，其中链球菌在康复患者上呼吸道中占主导[75]。研究表明，上气道中的副血链球菌可能作为非重度新冠患者预后的生物标志物。

其他呼吸系统疾病
肺部菌群还与其他免疫类呼吸系统疾病有关，包括肺癌，肺移植术后并发症，艾滋病和结核病等。由于慢性气道炎症增加了感染肺癌的几率，气道微生态失衡可能参与肺癌发病过程[76]。一项探索性研究发现肺腺癌患者BALF中共生韦氏菌和巨球型菌富集[77]。Huang等人研究进一步证实了这一发现[78]。随后的多项研究将肺部微生物组与肺癌关键突变位点和信号通路进一步关联。Greathouse等人的研究表明，肺部食酸菌属的增加与TP53突变有关[79]。Tsay等人发现，下气道中口腔类群（如链球菌和韦永氏菌）的富集与ERK和PI3K信号传导有关[80]。进一步机制研究表明，肺部生态失调与肺癌的发展以及较差的预后有关，特别是口腔来源的小韦氏球菌富集会导致肺癌小鼠模型存活率降低、肿瘤负荷增加、IL-17炎症上调以及免疫检查点抑制剂表达上调 [81]。肺部微生物组也与肺癌免疫治疗反应有关[82]。Jang等人的研究表明，殊异韦氏菌在PD-L1较高肺癌患者中占主导地位，而深黄奈瑟氏球菌在对免疫治疗无效的患者中占主导地位[83]。

肺移植是晚期呼吸疾病患者的最后治疗选择。接受肺移植后最常见的并发症包括急性和慢性的移植物功能障碍。Combs等人分析了134名患者移植后1年内收集的BAL，发现肺部载菌量的增加可以作为预测肺移植后出现慢性排斥反应以及死亡的依据，表明肺部菌群失衡可作为移植物失功的风险因子[84]。通过结合扩增子测序以及传统培养学方法，Das等人在肺移植受者中鉴定出了不同的“肺型”，并建立了微生物组，肺功能和临床指标之间的联系[85]。在机制层面，同一研究小组进一步证明了气道生态失调会导致移植肺中巨噬细胞炎症与重塑的失衡[86]。在一项肺移植供受体多组学研究中，对肺部微生物组、代谢组以及脂质组数据的整合分析可以实现对移植患者术后肺功能变化的预测[87]。

在HIV肺部微生物组项目的推动下，HIV是早期肺部微生物组研究所关注的疾病领域之一。研究发现在HIV病毒携带者的下气道中检测到惠普尔养障体细菌，且其含量在经过高活性抗逆转录病毒治疗（HAART）后明显减少[88]。随后研究表明，在经历HAART治疗1年后，HIV病毒携带者肺部的普氏菌和韦氏菌含量增加[89]。同时，在HIV感染的人类与灵长类动物（SIV）中均观察到耶氏肺孢子虫生长[90，91]。对于结核病来说，其致病因子结核菌在结核病患者BAL中含量升高[92]，尽管其在不同研究中检出率存在差异[93]。其他与结核病呈正相关的菌还包括贪铜菌属，卟啉单胞菌以及链球菌[94，95]。曲霉菌和念珠菌在结核病患者肺部也同样存在富集[95]。

肺部微生物组的作用机制
微生物组领域已从探究菌群与疾病的关联关系发展到明确其因果效应。肠道菌群相关机制研究已逐渐完善，与之相比，肺部菌群的功能与机制尚不完全明确[96，97]。微生物组可通过调节宿主免疫和炎症反应来影响慢性呼吸系统疾病进展（图3）。通过比较无菌小鼠和特定病原体消除小鼠的过敏性气道炎症，Herbst等人发现，气道菌群的存在对于宿主正常免疫功能和过敏性气道炎症的控制至关重要[98]。同一研究小组借助滴鼻LPS和弹性蛋白酶的方式建立肺气肿小鼠模型，进一步发现微生物组参与了宿主气道IL-17A炎症反应以及自身免疫过程[99]。Yang等人探究了肺部菌群在IPF中的作用机制，表明肺部生态失调通过TLR-Myd88信号传导驱动白细胞介素-17B的产生以及肺纤维化[101]。吸入性糖皮质激素（ICS）是嗜酸性粒细胞 炎症COPD 的标准治疗手段，但其同时也伴随着细菌感染风险。通过整合人、细胞以及小鼠的数据，Singanayagam等人发现ICS抑制了cathelicidin抗菌肽，导致气道菌群失调及链球菌增殖，这一发现为ICS治疗后肺炎风险增加提供了机制解释[102]。虽然呼吸道病原菌的致病机理较为明确，但我们对肺部共生菌的作用仍了解较少。Rigauts等人最近的一项研究表明，气道微生物组中黏液罗氏菌可以通过抑制NF-κb途径来缓解气道炎症[103]。除炎症外，肺部菌群在调节关键的宿主病理生理过程，如氧化应激、上皮凋亡、胶原沉积、黏液高分泌以及气道重塑中起着重要作用。D'Alessandro-Gabazza等人的研究发现葡萄球菌分泌的corisin肽可诱导肺上皮细胞凋亡和胶原沉积，进而导致IPF急性加重[104]。Mouraux等人的研究表明，肺部微生物组与肺移植后气道合成及分解代谢重塑之间存在差异性关联，这表明菌群-宿主互作可能决定了移植肺的重塑过程[105]。肺部微生物组在塑造宿主的免疫耐受性方面也起着至关重要的作用[106]。Gollwitzer等人研究表明，肺部微生物组促进了调节性T细胞的发育，导致新生小鼠通过PD-L1对过敏原产生耐受性[107]。宿主通过分泌免疫球蛋白（即IgA，IgG，IgM）对微生物定植作出反应，这一过程亦与呼吸系统疾病有关。Collin等人研究显示，在囊性纤维化中，铜绿假单胞菌感染导致IgA增加[108]。Richmond等人研究表明，气道IgA缺失导致宿主对肺部菌群免疫反应持续激活，进而出现COPD进展表型[109]。

肺部微生物组也和肺部与远端器官之间的互作有关（图3）。例如，多项证据表明，口腔菌群在下呼吸道的富集是一种常见现象，其通过增强肺Th17炎症[110，111]、上调ERK和PI3K信号传导[80]以及增加肺肿瘤负荷[81]，对肺部病理学产生复杂的影响。在急性肺损伤中，下呼吸道中存在肠杆菌科和其他肠道相关菌群的富集，表明“肠—肺”轴的存在[112]。同时，更多证据表明肠道菌群失调在呼吸系统疾病中发挥作用，支持“肠—肺”轴理论。Lai等人发现COPD小鼠模型中肠道菌群显著改变，并发现肠道共生菌金氏拟杆菌通过LPS介导的宿主TLR4信号传导的拮抗作用缓解COPD症状[113]。Li等人在接受COPD患者粪便移植的小鼠中观察到更为突出的肺部炎症、气道重塑以及粘液高分泌症状[114]。肥胖人群患哮喘的风险较高，肠道菌群紊乱参与其中。Michalovich等人研究表明，哮喘的严重程度与粪便中的阿克曼菌的丰度呈负相关，并且在哮喘小鼠模型中给予这种细菌可缓解小鼠气道高反应性及炎症[115]。Hosang等人的最近一项开创性研究表明，肺部菌群失调伴随着富含脂多糖菌门的缺失，其增强了宿主大脑自身免疫疾病的易感性，自此首次提出了“肺-脑”轴的概念[116]。

肺部微生物组面临的挑战
尽管肺部菌群领域研究取得了一定进展，但仍然面临着许多挑战。首先，如前所述，肺部菌群较低的生物量以及高宿主污染限制了宏基因组学和宏转录组学手段的应用。因此，我们需要一种高效的样品处理方法及测序手段，以合理的成本获得充足的气道宏组学信息。其次，与其他慢性病相似，慢性呼吸系统疾病存在异质性—不同疾病具有不同的临床表现、疾病表型和气道微生物组组成。解析微生物组与疾病表型和内型之间错综复杂的关系是精确量化气道菌群在疾病中作用的先决条件。第三，微生物组可合成代谢物或肽类物质，其可作为配体与宿主受体进行相互作用并触发下游信号的传导。与已在肠道中获得良好表征的分子（如短链脂肪酸、吲哚衍生物、氨基酸、胆汁酸）相比，人们目前对肺部微生物组特异性代谢分子及其功能的了解仍十分有限。因此，我们需要借助系统生物学手段绘制呼吸系统“微生物-宿主”互作的多组学图谱，精准识别哪些气道微生物能够产生或消耗哪些分子，以及这些分子如何与宿主信号通路及生理过程发生相互作用。第四，实现动物模型中气道菌群的精准调控，对于评估菌群功能及其对宿主的影响至关重要。与广泛应用于肠道菌群功能研究的粪菌移植技术相比，目前我们还缺乏对于气道微生物组的精准调控与干预方式。第五，实现呼吸道微生物的培养对转化研究至关重要。尽管临床培养呼吸道病原菌已较为成熟，对肺部共生微生物组的培养却鲜有尝试。值得注意的是，Whelan等人的研究表明，通过培养组学手段，囊性纤维化病人的痰液中82.1%的分类单元可被培养[117]。

肺部微生物组的未来前景
鉴于存在以上的诸多挑战，针对肺部微生物组量身定制的创新技术对于推动该领域的发展至关重要。纵向、干预以及机制研究可进一步阐明“菌群-疾病”因果关系。我们希望借此回答肺部微生物组相关更多的科学问题，例如：健康肺部微生物组的基线状态如何？肺部微生物组对环境刺激有何反应？肺部微生物组在呼吸系统疾病不同内型中扮演何种角色？具有不同影像学特征患者的肺部微生物组有何不同？微生物组是否可以作为标志物来协助呼吸系统疾病患者的诊断、表型判断和预后？肺部微生物组拓扑学结构和时空动态性如何？呼吸道细菌、真菌和病毒如何相互作用，它们如何共同调节宿主免疫反应？调控宿主炎症或其他病理生理学过程的关键菌群代谢物是什么？哪些远端器官受到肺部菌群的影响，其背后的机制是什么？对这些问题的回答有助于实现我们最终的目标，即监测（作为生物标志物）并操控（作为治疗靶点）肺部菌群，朝着呼吸疾病精准医学的方向迈进。
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图例
图1. 肺部微生物组的原理和方法。包括取样方法、测序策略以及可获得的微生物组与宿主的信息。对于每种测序类型，其难度级别的划分基于作者对相关技术挑战的经验性评估。图中同时展示了肺部菌群领域所面临的挑战，以及针对它们可能的解决方案。

图2. 肺部微生物组在呼吸系统疾病中的应用，按慢性呼吸系统疾病、急性呼吸系统疾病以及其他呼吸系统疾病进行分类。与疾病之间呈正相关（相较于对照组在疾病组中存在富集，或与关键临床指标呈正相关）或负相关（与对照组相比，在疾病组中丰度降低或与关键临床特征呈现负相关）的细菌、病毒或真菌类群分别用向上或向下的箭头表示。在COPD和哮喘中，分别用红色或蓝色箭头区分与其特定炎症内型（嗜中性或嗜酸性粒细胞炎症内型）相关的菌群。

图3. 肺部微生物-宿主互作，及其与远端器官之间的交互联系。在呼吸系统中，病原体或共生菌、真菌以及病毒间存在相互作用，并且这些微生物作为一个整体，与宿主间通过产生或消耗代谢物来进行相互作用，其参与呼吸疾病关键病理生理过程（如肺纤维化、肺气肿、炎症反应、上皮凋亡以及气道重塑）。病原体、共生菌、其潜在代谢物、以及其对宿主代谢途径的调节均显示在通路图中。在肺和远端器官之间，下呼吸道中存在口腔微生物（即普氏菌和韦氏菌）的富集，其对肺部病理学产生了复杂的影响。下呼吸道中肠杆菌科以及其他肠道相关菌群的富集证实了“肠-肺”轴的存在。来自肺部微生物组的产黑素普雷沃菌可调节脑部自身免疫，这意味着“肺-脑”轴存在的可能性。

表1. 慢性、急性和其他类型呼吸系统疾病的肺部菌群研究总结。 
	疾病类型
	文献
	样品种类
	实验分组和样品量
	研究方法
	重要发现

	慢性阻塞性肺疾病
	Wang et al. 2016
	痰液
	稳定期，急性加重期，治疗后期，恢复期，476个样本，87例患者
	16S V3-V5
	· 莫拉氏菌属在急性加重期上升
· 与嗜酸性粒细胞急性加重相比，细菌感染型急性加重亚组中变形菌门增多

	慢性阻塞性肺疾病
	Wang et al. 2018
	痰液
	稳定期，急性加重期，715个样本，287例患者

	16S V4
	· 韦荣氏球菌在急性加重期阶段减少
· 与嗜酸性粒细胞急性加重相比，细菌感染型急性加重亚组中变形菌门增多
· 频繁急性加重患者气道菌群时间变异性增加

	慢性阻塞性肺疾病
	Dicker et al. 2020
	痰液
	稳定期，急性加重期，252例患者
	16S V4
	· 变形菌门在非嗜酸性表型中增加，并与死亡率和嗜中性粒细胞炎症的增加相关

	慢性阻塞性肺疾病
	Wang et al. 2020
	痰液
	1666个微生物组样本，1340个宿主转录组样本
	16S, 宏基因组, 宿主转录组
	· COPD患者中嗜血杆菌、莫拉菌、链球菌和乳酸菌含量升高
· 丁酸、同型半胱氨酸和棕榈酸与COPD宿主基因表达相关

	慢性阻塞性肺疾病
	Wang et al. 2021
	痰液
	稳定期，急性加重期，1706个样本，510患者

	16S V4, V3-V5
	· 嗜中性粒细胞COPD中由嗜血杆菌分化的两种菌群群落与IL-1β和TNFα或IL-17A分别相关
· 弯曲杆菌和颗粒链菌与痰嗜中性粒细胞先关

	哮喘
	Huang et al. 2015
	支气管刷检
	40例患者
	16S 芯片, 宿主转录组
	· 变形菌门与气道白细胞相关
· 放线菌与激素治疗反应指标FKBP5相关

	哮喘
	Taylor et al. 2018
	痰液
	167 例患者
	16S V1-V3
	· 嗜血杆菌在嗜中性粒细胞性哮喘中占优势
· 孪生球菌和卟啉单胞菌在嗜酸细胞粒哮喘中富集

	哮喘
	Abdel-Aziz et al. 2020
	痰液
	100例重度哮喘患者和24例中轻度哮喘患者
	16S, 宏基因组
	· 发现了两个微生物组亚群
· 亚群II的患者存在微生态失衡，中性粒细胞增多，预后较差

	哮喘
	Sharma et al. 2019
	支气管肺泡灌洗液，支气管内刷
	39 例哮喘患者，19 例对照
	16S V4, ITS
	· 镰刀菌、枝孢菌和曲霉在II型哮喘患者中富集 
· 曲霉、镰刀菌和青霉菌与 FEV1相关

	支气管扩张
	Guan et al. 2018
	痰液
	106例患者，17例对照
	16S V4
	· 患者分为三组（PA、PPM和共生组）
· PA组的α-多样性降低
· PPM组中嗜血杆菌增多

	支气管扩张
	Mac Aogain et al. 2018
	痰液
	238例患者，10例对照
	ITS
	· 曲霉、隐球菌和棍孢菌与支气管扩张有关
· 土曲霉与支气管扩张急性加重相关

	支气管扩张
	Mac Aogain et al. 2021
	痰液
	217例患者，30例对照，166例患者验证队列
	16S V3-V4, ITS, 病毒qPCR, 宏基因组
	· 频繁加重患者中微生物网络复杂性降低
· 急性加重期微生物拮抗作用在治疗后得到解决

	囊性纤维化
	Zemanick et al. 2017
	支气管肺泡灌洗
	146例患者，45例对照
	16S V1-V2
	· 链球菌、普雷沃氏菌和韦荣氏球菌与气道炎症相关
· 在两岁以下的患者中，链球菌占主导

	特发性肺纤维化
	Molyneaux et al. 2017
	支气管肺泡灌洗液, 血液
	60例患者，20例对照，患者样本纵向采样
	16S V3-V5, 人体宿主转录组
	· 两个基因模块分别与气道微生物组、细菌负荷和嗜中性粒细胞有关

	急性肺炎
	Kitsios et al. 2018
	气管内吸出物
	56例患者
	16S V4
	· 对病原菌的检测，测序结果比培养更敏感

	脓毒症/急性呼吸窘迫综合征
	Dickson et al. 2016
	支气管肺泡灌洗液
	来自68例患者的100个样本
	16S V4
	· 肺部菌群以肠道相关细菌（拟杆菌属）为主
· 肺泡TNF-α与肺部菌群失调正相关

	急性呼吸窘迫综合征
	Kyo et al. 2019
	支气管肺泡灌洗液
	40例患者, 7例对照
	16S V5-V6
	· ARDS微生物组落多样性降低，细菌负荷增加
· 葡萄球菌、链球菌和肠杆菌与死亡率相关

	急性呼吸窘迫综合征
	Panzer et al. 2018
	气管内抽吸
	74例ICU住院, 30例入院后48小时采样
	16S V4
	· 链球菌、梭杆菌、普雷沃氏菌和密螺旋体菌与吸烟相关
· 急性呼吸窘迫综合征与肠杆菌、普雷沃氏菌和梭杆菌相关

	新型冠状病毒肺炎
	Sulaiman et al. 2021
	支气管镜检
	142例患者
	宏基因组, 宏转录组, 宿主转录组 
	· 临床结局不良与唾液支原体相关
· SARS-CoV-2丰度和宿主转录组可预测死亡率

	新型冠状病毒肺炎
	Zhong et al. 2021
	痰液, 鼻咽拭子, 肛门拭子和粪便
	轻度患者8例，重症患者15例，47份气道样本，20份肛拭子和粪便样本
	宏转录组
	· 洋葱伯克霍尔德菌、葡萄球菌和支原体在重症患者中增加

	新型冠状病毒肺炎
	Ren et al. 2021
	咽拭子
	588份样本, 192例患者和95个对照
	宏转录组
	· 康复患者中链球菌数量增加
· 副溶血链球菌与非重症患者预后相关

	肺癌
	Tsay et al. 2018
	气道刷
	39例肺癌患者, 36例非癌症患者，10例健康对照
	16S V4, 宿主转录组
	· 链球菌和韦荣氏球菌在肺癌患者中增加
· 韦荣氏球菌、普雷沃氏菌和链球菌与ERK和PI3K信号通路相关

	肺癌
	Tsay et al. 2021
	支气管镜，气道刷
	83例肺癌患者
	16S V4, 宿主转录组
	· 小韦荣氏球菌与患者生存率降低、肿瘤负荷增加、IL17炎症和检查点抑制剂标志物的激活相关

	肺移植
	Combs et al. 2021
	支气管肺泡灌洗液
	134例患者
	16S, 微滴数字PCR
	· 细菌负荷增加，但没有细菌类群与CLAD相关

	肺移植
	Bernasconi et al. 2016
	支气管肺泡灌洗液
	来自肺移植术后的112例患者的203份样本 
	16S V1-V2
	· 肺部菌群特征与固有免疫基因表达一致
· “炎症”和“重塑”特征与肺部菌群紊乱有关

	肺移植
	Watzenboeck et al. 2022
	支气管肺泡灌洗液
	78名肺捐赠者和受赠者
	16S V1-V2, 脂质组和代谢组
	· 受体特异性和环境因素塑造了移植后肺部菌群
· 多组学联合可预测术后FEV1的变化

	艾滋病
	Lozupone et al. 2013
	支气管肺泡灌洗液
	82例艾滋病毒阳性，77例艾滋病毒阴性
	16S, 宏基因组
	· 惠普尔养障体在HIV感染患者中增加，HAART治疗后减少

	艾滋病
	Twigg 3rd et al. 2016
	支气管肺泡灌洗液
	30例艾滋病毒阳性，22例艾滋病毒阴性
	16S V1-V3
	· 链球菌在HIV感染患者中增加，黄杆菌在对照组中减少
· 治疗一年后，普雷沃氏菌和韦荣氏球菌数量增加

	肺结核
	Hu et al. 2020
	支气管肺泡灌洗液
	30例阳性, 30例结核分枝杆菌阴性
	16S V3-V4, 宏基因组
	· 结核菌在结核菌阳性样本中占主导地位，并影响微生物功能谱和真菌群落

	肺结核
	Zhou et al. 2015
	支气管肺泡灌洗液
	32例结核分枝杆菌阳性, 24 例结核分枝杆菌阴性
	16S V3
	· 贪铜菌在肺结核患者中增多
· 结核病灶内分枝杆菌和卟啉单胞菌增多
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人体 肺部微生物组   ——   微生物与人类 健康和 疾病之间的 隐秘关联     简题 ：肺 部 微生物组     易歆竹，高静远， 王璋 *     华南师范大学生命科学学院生态科学研究所   广州， 5 10631 ，中国       * 通讯作者： 王璋   ( wangz@m.scnu.edu.cn )     摘要   曾经被认为是无菌的 肺部， 如今被证实存在菌群的定植。 在 诸多 呼吸系统 疾病中 ， 肺部 微 生物组 均 发生改变 ，包括慢性阻塞性肺病、哮喘、 支气管扩张 等慢性呼吸系统疾病； 肺炎、 脓毒 症和 COVID - 19 引起的急性 呼吸系统 疾病 ； 以及 其他 呼吸疾病 ，如肺移植、肺癌和 HIV 等 。 同时，肺部 微生物组在调控 宿主免疫 及 同远端器官互作 方面的作用正 被 阐明。然而， 肺部微生物组与宿主互作的确切 机制 仍不明确 。 肺部菌群领域存在许多技术与生物学 挑战， 以至 需要量身定制检测 及分析手段来突破这些瓶颈。 在本综述中，我们 总结 概述了肺 部 微 生物组 研究 的原理 与 方法。 接下来，我们回顾了 现阶段已知的 肺 部 微生物组在人类疾病中 所扮演的角色 ， 着重 突出 机制 层面 的 认识 。 最后，我们讨论 了 肺部菌群 领域 所面临的 挑战， 并分享 了 我们 对这一 领域 未来 研究的 思路 。     关键词：   肺 部 微生物组，呼吸系统疾病， 微生物 - 宿主相互作用，肠 - 肺轴     文章亮点      痰液、 肺泡灌洗 液 、支气管刷洗 物及 肺组织是 获取 肺 部 微生物组的常规样本类型。多 组学 技术已越来越多 被 用于表征肺 部 微生物组。      肺 部 微生物组广泛涉及 于 慢性呼吸系统疾病、急性呼吸系统疾病、肺癌等 。      目前肺 部 微生物组研究 领域所面临 的 主要 挑战包括微生物 / 宿主比例低，疾病异质性高， 以及精准干预和培养手段的缺乏等 。      肺 部 微生物组研究的前景包括 了 解肺 部 微生物组 作为生物标志物 在 呼吸疾病诊断中的 潜力， 肺 部 微生物组 的 空间动态性 ， 肺部微生物组 与宿主的 互 作 机制 ， 以及肺部与 远 端器官之间的 交互作用 。     背景介绍   作为人体的“第二基因组”，人体 微生物组在人类健康和疾病中起着至关重要的作用，并在 过去几十年中受到广泛关注 [1] 。 与主导人体 微生物组研究的肠道菌群 相比， 我们对 人体呼 吸道微生物组的关注要少得多。 导致这一现象的 部分原因 是， 在过去的一个多世纪里 ，我 们 一直 认为健康 的 肺 部 是一个 洁净无菌的 器官。 随着 高通量测序技术 的 成熟 ， “ 肺 部无菌论 “ 被 彻底 推翻， 测序技术 的运用 使得 Hilty 等 在 2010 年首次发现 了 气道中的 微生物 群落 [2] 。 此后，肺 部 微生物组 相关研究 便 呈 现出 指数级增长。多项 研究表明，肺部微生物组在 多种 呼吸系统 疾病中发生改变， 如慢性 呼吸系统疾病 （ 哮喘，慢性阻塞性肺 疾 病 [COPD] ，支气 管扩张症和特发性肺纤维化 [IPF] ），急性 呼吸系统疾病 （ 肺炎，败血症，急性呼吸窘迫综合 征 [ARDS] 和 COVID - 19 ），以及肺移植 术后 并发症，艾滋病、肺结核 及 肺癌 等 。 随后 的动物

