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不同液体复苏策略对脓毒症患儿肠道菌群及预后的影响
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(河北省儿童医院 重症医学一科,河北 石家庄 050000)

[摘要]目的:探讨平衡盐溶液与 0. 9%氯化钠溶液复苏策略对脓毒症患儿肠道菌群及预后的影响。 方法:选择 2020 年 1 月至

2022 年 2 月 PICU 的 47 例脓毒症患儿,随机分为 A 组 22 例和 B 组 25 例,A 组接受标准治疗加 0. 9%氯化钠溶液复苏,B 组接

受标准治疗加乳酸林格溶液复苏。 收集并比较氧合指数、血清肌酐、尿素、乳酸、炎性细胞因子[白细胞介素(IL)鄄6、IL鄄10 和肿

瘤坏死因子(TNF)鄄琢)]、儿童死亡风险(PRISM)芋评分和 28 d 死亡率。 通过 16S rDNA 测序分析肠道微生物群的组成。 结

果:2 组患儿 28 d 死亡率差异无统计学意义(P > 0. 05)。 与 0 h 相比,A 组患儿液体复苏 72 h 时 IL鄄6 和 PRISM芋降低(P <
0. 05和 P < 0. 01),其他指标变化均无统计学意义(P > 0. 05);B 组患儿 8 项指标均有不同程度的改善(P < 0. 05 ~ P < 0. 01),
且 B 组改善程度高于 A 组(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 此外,治疗 72 h 后,B 组患儿血清肌酐、血尿素、IL鄄6、IL鄄10、TNF鄄琢 浓度低于

A 组(P < 0. 05)。 主坐标分析揭示了 2 组样本的显著不同聚类;按 LDA 评分排序物种:A 组依次为梭菌目、梭菌属、厚壁菌门、
瘤胃球菌科和粪杆菌,B 组依次为拟杆菌门、拟杆菌目和厚壁菌门。 结论:平衡盐溶液是脓毒症儿童有效的液体复苏策略,其
可能通过改变患儿胃肠道内的细菌生态学发挥作用。
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Effect of different fluid resuscitation strategies
on the intestinal flora and prognosis in children with sepsis
SHI Haiyan,XU Meixian,GENG Wenjin,YUE Yanke,XU Xiaolei,GUO Sha,LIU Yan

(Department of Critical Care Medicine,Hebei Children忆s Hospital,Shijiazhuang Hebei 050000,China)

[Abstract] Objective:To investigate the effects of balanced salt solution and normal saline resuscitation strategies on the intestinal
flora and prognosis of children with sepsis. Methods:A total of 47 children with sepsis from the PICU to February 2022 were randomly
divided into the group A (22 cases) and group B(25 cases). The group A were treated with standard treatment combined with 0. 9%
sodium chloride fluid resuscitation,while the group B were treated with standard treatment combined with lactated Ringer忆s solution
resuscitation. The oxygenation index,serum creatinine,urea,lactate,inflammatory cytokines( IL鄄6,IL鄄10 and TNF鄄琢),child mortality
risk 芋(PRISM 芋) score and 28鄄day mortality were compared betwteen two groups. The composition of gut microbiota was analyzed by
16S rDNA sequencing. Results:There was no statistcial significance in the 28鄄day mortality between two groups(P > 0. 05). Compared
with 0 h,the IL鄄6 and PRISM芋 in group A decreased after 72 h of fluid resuscitation(P < 0. 05 and P < 0. 01),and there was no
statistical significance in other indexes(P > 0. 05). The 8 indexes in the group B were improved to varying degrees (P < 0. 05 to P <
0. 01),and the improvement degree of which in the group B was higher than that in group A(P < 0. 05 to P < 0. 01). After 72 h of
treatment,the serum creatinine,blood urea,IL鄄6,IL鄄10 and TNF鄄琢 concentrations in the group B were lower than those in group A(P <
0. 05). The results of principal coordinate analysis revealed significantly different clusters of two groups. According to the LDA score,
the species in the group A were Clostridium,Clostridium,Firmicutes,Ruminococcaceae and Faecalis,and the species in the group B
were Bacteroidetes,Bacteroidetes and Firmicutes,respectively. Conclusions:Balanced salt is an effective fluid resuscitation strategy in
children with sepsis,which may play a role by altering the bacterial ecology in the children忆s gastrointestinal tract.
[Key words] sepsis;balanced salt;normal saline;fluid resuscitation;children;gut flora

摇 摇 初始液体复苏是脓毒症患儿的基本管理。 静脉

输液用于增加血管内容量,从而增加氧气输送[1]。
然而,关于等渗晶体的类型没有明确的共识。 0. 9%
氯化钠溶液(normal saline,NS)是一种富含氯化物
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的液体,可改变酸碱平衡并降低强离子差,而平衡盐

溶液(balanced salt,BS)包括乳酸林格或醋酸林格的

强离子差与血浆相似[2]。 在重症成人中,BS 和 NS
的急性肾损伤结局和死亡率没有差异[3]。 而在小

儿休克中,比较 NS 和 BS 之间临床结果的数据有

限。 为了确定一种相对安全的液体作为初始复苏

液,本研究比较 NS 和 BS 两种流体复苏方案对小儿

脓毒症患儿预后的影响。 此外,最近研究[4] 表明,
不同液体复苏策略会对肠道微生物组成产生影响。
在脓毒症期间,肠道通常被单一细菌属所侵占,包括

几种致病性和抗生素抗性物种,如梭菌属和肠球菌

属[5]。 因此,本研究也将进一步考察不同流体复苏

方案对脓毒症患儿的肠道菌群影响。 现作报道。

1摇 资料与方法

1. 1摇 研究对象摇
选择 2020 年 1 月至 2022 年 2 月我院 PICU 住

院的脓毒症患儿 47 例。 入组标准:(1)年龄臆18
岁;(2)危重病需入住 ICU;(3)脓毒症诊断符合《脓
毒症和脓毒性休克第三次肠道共识定义 ( Sepsis鄄
3)》的标准[6];(4)获得知情同意。 排除标准:(1)
脓毒症诊断后 72 h 内未抽取粪便样本。 患儿被随

机分配接受标准治疗加 0. 9% 氯化钠溶液复苏(A
组)和标准治疗加乳酸林格溶液复苏(B 组)。 本研

究使用随机区组设计进行分组:每 4 例患儿中,2 例

被分配到 A 组,2 例被随机分配到 B 组。 研究方案

经我院伦理委员会批准同意(批件号:伦审 2019鄄
055)。
1. 2摇 液体复苏方案摇

使用留置针和带有 Y 型连接器的精密输液。
应用 TMMU 协议计算晶体 /胶体 /水的总体积。 患

儿在 15 min 内接受 20 mL / kg 静脉溶液等渗晶体

液,至少 2 ~ 3 次,按照治疗医师的规定:0. 9% 氯化

钠注射液(A 组)与乳酸林格溶液(B 组)。 关于频

率、初始液体复苏总量和维持液体类型的决定由主

治医师决定。 遵循《拯救脓毒症运动:脓毒症与脓

毒性休克治疗国际指南(2016 版)》,给予正性肌力

药和血管加压药,并进行支持治疗,如机械通气、抗
菌药物、营养、肾脏替代治疗等。
1. 3摇 结局指标摇

主要终点是随机分组后 28 d 内因任何原因死

亡。 次要终点包括治疗后细胞因子[白细胞介素

(IL)鄄6、IL鄄10 和肿瘤坏死因子(TNF)鄄琢)]水平、氧
合指数、乳酸、血清肌酐、尿素和儿童死亡风险

(PRISM)芋评分。
1. 4摇 数据收集和测量摇

在治疗前和治疗后 24 h、48 h 和 72 h,记录我们

氧合指数、动脉血乳酸浓度、血清肌酐和血尿素浓度

以及血清炎性细胞因子浓度( IL鄄6、 IL鄄10 和 TNF鄄
琢)。 记录 2 组死亡率及治疗前后的 PRISM 芋评分。
通过人 Th1 / Th2 细胞因子试剂盒 域 (美国 BD
Biosciences 公司) 测定血清 IL鄄6、 IL鄄10 和 TNF鄄琢
水平。
1. 5摇 样本采集和 DNA 提取摇

从所有招募的受试者收集新鲜粪便样本并储存

在 - 80 益直至进一步处理。 对于 16S rDNA 测序,
使用 QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit(德国 Qiagen
公司)根据制造商的方案从每个粪便样本中提取基

因组 DNA。 使用 1%琼脂糖凝胶电泳评估每个粪便

样本中基因组 DNA 的完整性和大小。 DNA 在测序

前储存在 - 80 益。
1. 6摇 16S rDNA 扩增和测序摇

粪便样本中肠道微生物组的组成通过 16S
rDNA 测序确定。 通过用引物 515F (5忆鄄GTG CCA
GCM GCC GCG GTA A鄄3忆)和 806R (5忆鄄GGA CTA
HVG GGT WTC TAA T鄄3忆)扩增,为每个样品独立生

成细菌 16S rDNA 基因文库。 PCR 条件包括 95 益
初始变性 5 min、98 益 变性 20 s、58 益 退火 30 s、
72 益延伸 30 s、20 个循环和最终在 72 益 下延伸

5 min。 PCR 扩增使用 50 滋L 反应体系,包括使用

10 pmol正向和反向引物和 100 ng 模板。 使用1. 5%
琼脂糖凝胶电泳分析扩增子,并使用 QIAquick Gel
Extraction Kit(德国 QIAGEN 公司)纯化具有所需大

小的产物。 产品提交北京基因组研究所二代测序实

验室,在 Illumina HiSeq 2500 平台上进行 250 bp 双

端测序。
1. 7摇 16S rDNA 的数据分析摇

使用 QIIME(Quantitative Insights Into Microbial
Ecology,1. 9. 1 版)软件处理分析原始测序数据。 每

个单独样本的正向和反向读数都经过多路分解、连
接和质量过滤。 在 3 bp 滑动窗口内平均质量得分

< 20 的任何站点都会截断读数,并且丢弃短于原

始读数 75% 的截断读数。 去除引物序列中包含不

明确字符或包含多于两个核苷酸错配的序列。 将具

有至少 97%相似性的序列聚集在一起,每个簇的代

表性序列用于从 Greengenes 数据库中识别细菌分类

群。 包含少于 2 个序列或总体相对丰度 < 0. 00 005
的 OTU 被排除在进一步分析之外。 QIIME 用于计
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算 琢 多样性。 线性判别分析 ( LDA) 效应大小

(LEfSe)用于识别不同的标记,Wilcoxon 秩和检验采

用 琢 =0. 05,LDA 分析的 log 值设置为 < 2. 0。
1. 8摇 统计学方法摇

采用方差分析、t 检验和 字2 检验。

2摇 结果

2. 1摇 2 组患儿一般资料比较摇
2 组患儿性别、年龄和体质量差异均无统计学

意义(P > 0. 05) (见表 1)。 2 组患儿的基础疾病见

表 1。

2. 2摇 2 组结局比较摇
A 组 22 例患儿中,死亡 9 例,离开 PICU 13 例。

B 组 25 例患儿中,死亡 5 例,离开 PICU 20 例。 A
组患儿 28 d 死亡率(40. 91% ),与 B 组的 20. 00%
比较差异无统计学意义(字2 = 2. 45,P > 0. 05)。

与 0 h 相比,A 组患儿液体复苏 72 h 时 IL鄄6 和

PRISM 芋 降低(P < 0. 05 和 P < 0. 01),其他指标变

化均无统计学意义(P > 0. 05);B 组患儿 8 项指标

均有不同程度的改善(P < 0. 05 ~ P < 0. 01)。 此外,
治疗 72 h 后,B 组患儿血清肌酐、血尿素、IL鄄6、IL鄄
10、TNF鄄琢 浓度明显低于 A 组(P < 0. 05)(见表 2)。

表 1摇 2 组患儿一般资料比较[n;百分率(% )]

分组 n 男性 年龄 / 岁 体质量 / kg
感染源

摇 肺炎摇 摇 脑炎摇 摇 肠炎摇 肾脏疾病摇 蜂窝织炎摇 腹膜炎摇 心内膜炎摇

A 组 22 12 (54. 5) 2. 6 依 2. 0 13. 5 依 11. 0 15 2 3 1 1 0 0

B 组 25 14 (56. 0) 3. 1 依 2. 2 16. 3 依 15. 3 13 4 2 2 2 1 1

字2 — 0. 01 0. 74* 1. 24* —

P — >0. 05 > 0. 05 > 0. 05 N / A

摇 摇 *示 t 值

表 2摇 2 组患儿次要结局指标比较(x 依 s)

分组 时间 氧合指数 乳酸 / (mmol / L) 肌酐 / (mmol / L) 尿素 / (mmol / L) IL鄄6 / (ng / L) IL鄄10 / (ng / L) TNF鄄琢 / (ng / L) PRISM 芋/ 分

A 组

0 h 232. 0 依 130. 6 3. 6 依 1. 9 156. 7 依 52. 0 8. 2 依 5. 0 146. 5 依 123. 5 99. 9 依 118. 9 8. 4 依 8. 3 19. 7 依 2. 1

24 h 260. 5 依 130. 6 3. 4 依 1. 3 194. 3 依 95. 9 10. 5 依 6. 4 130. 6 依 128. 8* 134. 2 依 107. 0 8. 8 依 9. 0 —

48 h 277. 2 依 112. 5 3. 7 依 1. 5 165. 7 依 85. 3 10. 0 依 6. 7 120. 1 依 101. 9吟 85. 7 依 34. 2 7. 9 依 6. 5 —

72 h 316. 7 依 142. 2 2. 8 依 1. 3 151. 0 依 71. 0 9. 4 依 7. 6 128. 0 依 118. 4# 74. 2 依 48. 8 7. 2 依 3. 8 14. 8 依 1. 4

F 1. 64 1. 55 1. 34 0. 52 4. 18 2. 04 0. 43 9. 11

P > 0. 05 > 0. 05 > 0. 05 > 0. 05 < 0. 05 > 0. 05 > 0. 05 < 0. 01
MS组内 16 747. 453 2. 310 6 054. 475 41. 403 14 060. 965 7 284. 3225 31. 526 —

B 组

0 h 258. 5 依 114. 3 3. 4 依 1. 8 176. 2 依 83. 2 7. 9 依 5. 5 129. 3 依 110. 1摇 76. 2 依 84. 5摇 7. 3 依 7. 1摇 摇 20. 3 依 1. 7

24 h 294. 9 依 108. 41 3. 1 依 1. 2 144. 3 依 72. 1 7. 4 依 4. 4 118. 7 依 99. 0 109. 3 依 96. 9 5. 4 依 4. 3* —

48 h 346. 9 依 119. 1**吟吟 2. 2 依 1. 6*吟 100. 1 依 65. 3**吟 5. 7 依 4. 6* 79. 1 依 83. 1* 56. 5 依 45. 4吟 5. 1 依 5. 0* —

72 h 406. 9 依 103. 0**吟吟## 1. 3 依 1. 0**吟吟# 86. 9 依 28. 4**吟银 4. 6 依 4. 0**银 51. 2 依 33. 8**银 16. 3 依 31. 9*吟#银 3. 1 依 3. 4**银 11. 2 依 2. 0

F 7. 39 10. 92 9. 79 2. 7 4. 35 7. 7 2. 8 17. 33

P < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 05 < 0. 01 < 0. 01 < 0. 05 < 0. 01
MS组内 12 402. 215 2. 060 4 297. 825 21. 693 7 492. 765 4 90 2. 158 26. 365 —

摇 摇 q 检验:与 0 h 比较*P < 0. 05,** P < 0. 01;与 24 h 比较吟P < 0. 05,吟吟P < 0. 01;与 48 h 比较#P < 0. 05,## P < 0. 01;与 A 组比较银P < 0. 05,银银P < 0. 01

2. 3摇 16S rDNA 测序肠道微生物群摇
琢 多样性分析指数包括反映单个样本内物种多

样性的 Chao1、 Shannon 和 Simpson。 A 组 Chao1、
Shannon 和 Simpson 指数分别为 139. 2、4. 2 和 0. 9,
B 组分别为 126. 2、3. 9 和 0. 8。 2 组间 琢 多样性指

数差异无统计学意义(P > 0. 05)。 为了可视化和比

较来自不同组的微生物组,使用主坐标分析(PCoA)

显示样本之间的距离。 PCoA 揭示了 2 组样本的显

著不同聚类,2 组的物种组成存在显著变化(见图

1A)。 随后,使用 LDA EffectSize (LEfSe) 算法来识

别在每个组中差异表示的特定分类群。 2 组显著差

异的物种如图 1B 所示。 按 LDA 评分排序物种:A
组依次为梭菌目、梭菌属、厚壁菌门、瘤胃球菌科和

粪杆菌,B 组依次为拟杆菌门、拟杆菌目和厚壁
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菌门。

3摇 讨论

摇 摇 脓毒症一直是重症监护医学的一个挑战。 严重

脓毒症的主要病理生理学是大量炎症介质的“瀑布

状冶释放,导致 SIRS 和多器官功能障碍综合征[7]。
初始液体复苏是小儿感染性休克的基础治疗。 一项

荟萃分析回顾了成人重症患儿不同液体复苏的有效

性;结果显示,平衡盐溶液和 0. 9%氯化钠溶液的死

亡率结果无显著差异(OR = 0. 91,95% CI:0. 79 ~
1. 05) [8]。 最近一项针对儿童严重脓毒症的大型队

列研究显示,与仅使用 NS 相比,仅使用 BS 长达

72 h与提高生存率相关;然而,与仅接受 24 h BS 和

NS 的患儿相比,死亡率和急性肾损伤的发生率没有

差异[9]。 在本研究中,B 组第 28 d 死亡率低于 A
组,但差异无统计学意义。 最近在 50 例脓毒症儿童

中进行的开放标签使用随机对照试验显示,乳酸林

格氏液和 NS 在死亡率和不良事件方面没有差

异[10]。 由于年龄分布和疾病的严重程度,脓毒症平

衡盐溶液和 0. 9%氯化钠溶液复苏的临床研究显示

了不同的结果,表明平衡盐溶液复苏可能在选定人

群中受益。
先前已有研究提出通过 BS 复苏增加可溶性细

胞因子清除率的可能性[11]。 本研究中,治疗 72 h
后,与 A 组相比,B 组循环 TNF鄄琢、IL鄄6、IL鄄10 水平

显著下降,表明 BS 复苏有效抑制了循环炎症细胞

因子产生。 本研究评估的血清细胞因子水平略低于

最近报道的脓毒症患儿细胞因子水平[12]。 我们认

为,检测方法和患儿状况的差异是造成这种差异的

主要原因。 本研究表明,B 组患儿血清肌酐和血尿

素浓度呈逐渐下降趋势。 但 A 组和 B 组治疗前后

血清肌酐和血尿素浓度无显著差异。 对于脓毒症患

儿,早期液体复苏可以快速有效地清除代谢物,如肌

酐和尿素。 在脓毒症中,血清乳酸浓度升高反映了

组织灌注不足和供氧不足,这可以预测疾病的预后。
乳酸浓度升高是导致器官功能障碍综合征死亡的关

键。 乳酸浓度越高,疾病越严重。 先前研究发现,脓
毒症早期乳酸水平可作为评估脓毒症预后的指

标[13]。 本研究中,B 组乳酸浓度在 48 h 时显著降

低,72 h 恢复正常浓度,而 A 组 72 h 乳酸浓度较治

疗前明显下降。 这些发现表明,BS 加速了血液乳酸

的清除,并且由于乳酸的减少而改善了血液的 pH
值,从而改善了患儿的体内微循环和血管活性药物

的效率。
近年来,肠道微生物群已成为医学研究中非常

感兴趣的话题[14]。 在这项研究中,我们通过 16S
rDNA 测序分析了 2 组患儿的肠道微生物群组成,并
发现不同液体复苏策略后肠道微生物群的组成发生

了显著变化。 琢 多样性指数反映了单个样本内的物

种丰富度和多样性,2 组间 琢 多样性指数无显著差

异,表明 2 组患儿肠道菌群的多样性和丰富度相似。
值得注意的是,B 组与 A 组患儿肠道菌群的组成存

在显著差异。 细菌在门水平上,超过 90% 的肠道微

生物群属于厚壁菌门、拟杆菌门、变形菌门和放线菌

门[15]。 我们发现 B 组在 BS 处理后拟杆菌门的丰度

比显著增加,而厚壁科和放线菌的丰度明显降低。
然而,脓毒症 BS 和 0. 9%氯化钠溶液复苏如何改变

的肠道细菌需要进一步研究。
在脓毒症患儿中,BS 复苏可有效抑制炎症介

质,减轻脓毒症患儿过度炎症,改善组织代谢,稳定

体内微循环。 这个过程改善了脓毒症儿童的预后。
BS 复苏可能通过改变患儿胃肠道内的细菌生态学

发挥作用。 然而,本研究结果是初步数据,应通过进
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一步研究说明其中机制。
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