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[摘　要]目的　探讨孤独症谱系障碍(ASD)儿童不同维生素 D(VD)水平与肠道菌群分布特点,通过补充 VD治疗对其肠道

菌群分布调节及对临床症状改善.方法　选取２０２３年５月至２０２３年９月就诊于西安市人民医院儿童保健科且符合纳入排除标

准的 ASD儿童７７例为研究对象,进行临床症状评估、１６SrRNA肠道菌群检测、血清２５Ｇ羟维生素 D[２５(OH)D]水平检测.按照

血清２５(OH)D水平将 ASD儿童分为维生素 D正常组及维生素 D不足组,给予不足组 VD补充治疗３月后完成随访复查.采用

t检验、Wilcoxon秩和检验进行统计分析及生物信息学方法分析菌群差异.结果　不同 VD 水平 ASD 儿童 Faecalibacterium、

Streptococcus、Lachnospira、Dialister、Fenollaria、Agathobaculum、Coprococcus菌 群 丰 度 差 异 有 统 计 学 意 义 (Z＝２．１４１、２．８５４、

－３．０５４、－２．０８４、－２．４７９、－２．００３、－２．８０５,P＜０．０５).VD补充治疗前后 Lachnospira、Ezakiella及 Faecalibacterium 丰度差异有

统计学意义(Z＝３．２９６、２．６６８、－３．０５９,P＜０．０５).维生素 D不足组孤独症行为评定量表(ABC)、儿童孤独症评定量表(CARS)、

社交反应量表(SRS)分值(５４．２６±２１．７６、３３．４０±３．８６、９４．９１±２２．６４２)较维生素 D 正常组高(４６．１２±１９．０２、３１．９４±３．８２、９３．４１±

１９．９２),但无统计学差异(t＝０．８８０、１．３７０、０．２４７,P＞０．０５).补充 VD治疗后 ASD儿童 ABC、CARS、SRS分值降低,但无统计学

差异(t＝－０．３７２、－０．０５７、－０．８０９,P＞０．０５).结论　VD不足影响 ASD儿童肠道微生态及其临床症状,通过 VD补充治疗可能

通过调节 ASD儿童肠道微生态,进而改善其临床症状.
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[Abstract]ObjectiveToexploretherelationshipbetweendifferentlevelsofvitaminD (VD)andthedistributioncharacteristicsof

intestinalmicrobiotainchildrenwithautismspectrum disorder (ASD),andinvestigatetheregulationofintestinalmicrobiota

distributionandimprovementofclinicalsymptomsthroughVDsupplementationtherapy．Methods７７childrendiagnosedwithASD

whowereadmittedtotheDepartmentofChildren􀆳sHealthCareofXi′anPeople􀆳sHospitalfrom May２０２３toSeptember２０２３,and

whomettheinclusionandexclusioncriteria,wereselectedasthestudyobject．Clinicalsymptom assessment,１６SrRNA gut

microbiotadetectionandserum２５ＧhydroxyvitaminD[２５(OH)D)]leveldetectionwereperformed．ChildrenwithASDweredivided

intonormalVDgroupandinsufficientVDgroupaccordingtoserum２５(OH)Dlevels．IntheinsufficientVDgroup,followＧup

examinationswerecompletedafter３monthsofVDsupplementationtherapy．Statisticalanalysisandbioinformaticsmethodswere

usedtoanalyzethedifferencesinmicrobiotathroughtＧtest,WilcoxonrankＧsumtest．ResultsThedifferencesintheabundanceof

Faecalibacterium,Streptococcus,Lachnospira,Dialister,Fenollaria,Agathobaculum,andCoprococcusmicrobiotainASDchildren

withdifferentVDlevelswerestatisticallysignificant(Z＝２．１４１,２．８５４,－３．０５４,－２．０８４,－２．４７９,－２．００３and －２．８０５,

respectively,P＜０．０５)．ThedifferencesintheabundanceofLachnospira,EzakiellaandFaecalibacterium microbiotabeforeandafter
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VDsupplementationtreatmentwerestatisticallysignificant(Z＝３．２９６,２．６６８and －３．０５９,respectively,P＜０．０５)．Theautism

behaviorchecklist(ABC),childhoodautismratingscale(CARS),andsocialresponsivenessscale(SRS)intheinsufficientVD

group(５４．２６±２１．７６,３３．４０±３．８６and９４．９１±２２．６４２,respectively)werehigherthanthoseinthenormalVDgroup (４６．１２±

１９．０２,３１．９４±３．８２and９３．４１±１９．９２,respectively),butthedifferenceswerenotstatisticallysignificant(t＝０．８８０,１．３７０and０．２４７,

respectively,P＞０．０５)．AfterVDsupplementationtherapy,theABC,CARSandSRSscoresinchildrenwithASDdecreased,but

thedifferenceswerenotstatisticallysignificant(t＝－０．３７２,－０．０５７and－０．８０９,respectively,P＞０．０５)．ConclusionVDdeficiency

canaffecttheintestinalmicrobiotaandclinicalsymptomsofchildrenwithASD．VDsupplementationtherapymayimproveclinical

symptomsbyregulatingthegutmicrobiotainchildrenwithASD．
[Keywords]autismspectrumdisorder;intestinalmicrobiota;２５ＧhydroxyvitaminD;children

　　 孤独症谱系障碍 (autismspectrum disorder,

ASD)是一种发生于儿童早期的神经发育障碍性疾

病,其主要临床症状包括社交障碍、兴趣狭窄、刻板

行为以及不同程度的认知损害等[１].近年来 ASD
发病率急剧上升,２０２３年美国疾控中心发布的数据

显示８岁以下儿童的发病率为１/３２[２],２０２０年我国

研究报道 ASD患病率为０．７％[３].

ASD发病机制目前尚不清楚,但越来越多的研

究发现肠道菌群在 ASD 发病中起着重要作用[４Ｇ５],

以及维生素D补充治疗可改善 ASD核心症状[６],使

维生素 D成为 ASD发病机制的研究热点.维生素

D是人体重要的脂溶性微量营养素,除调节钙磷代

谢影响骨骼健康外,活性维生素 D亦通过调节维生

素D受体,影响机体的代谢及免疫,并对肠道菌群起

到调节作用[７].但维生素 D 是否可通过调节 ASD
儿童肠道菌群来改善其临床症状,仍缺乏相关研究

报道.

１研究对象与方法

１．１研究对象

选取２０２３年５月至２０２３年９月就诊于西安市

人民医院(西安市第四医院)儿童保健科的 ASD 儿

童为研究对象.纳入标准:①年龄３~７岁;②符合

«精神障碍诊断与统计手册(第５版)»的 ASD 诊断

标准,由两名以上心理行为专业医师(其中至少有

１名副高以上职称)共同诊断;③汉族.排除标准:

①粪便样本采集前一月内使用各类抗生素及其他对

肠道微生物有影响的药物或干预措施;②有克罗恩

病、炎症性肠病等胃肠道疾病;③合并有代谢性疾

病、脑性瘫痪及其他脑器质性疾病.所有入组儿童

均由其法定监护人签署知情同意书,本研究通过西

安市人民医院(西安市第四医院)伦理委员会批准

(２０２２００２７).

１．２研究方法

１．２．１ASD儿童临床症状评估

测评人员使用儿童孤独症评定量表(childhood

autismratingscale,CARS)对 ASD儿童进行临床症

状评估,心理行为医师使用孤独症行为评定量表

(autismbehaviorchecklist,ABC)和社交反应量表

(socialresponsivenessscale,SRS)对 ASD儿童主要

照护人进行访谈式评估.ABC、CARS、SRS分值越

高,ASD临床症状越严重.

１．２．２２５羟基维生素 D[２５ＧhydroxyvitaminD,

２５(OH)D)]检测

使用促凝管采集儿童清晨空腹静脉血３ml,送至

西安市人民医院(西安市第四医院)优生遗传代谢实

验室,采用液相色谱串联质谱法检测血清２５羟基维

生素２５(OH)D水平.根据２５(OH)D将维生素 D
营养状况分为维生素D缺乏[２５(OH)D＜３０nmol/L]、

维生素D不足[３０nmol/L≤２５(OH)D＜５０nmol/L]及

维生素D正常[２５(OH)D≥５０nmol/L][８].

１．２．３肠道菌群检测

粪便样本采集:留取入组儿童的新鲜粪便样本,

将约２００mg粪便置于细菌 DNA 存储管中,－８０℃
储存留待测序.

质量检测和１６SrRNA 基因扩增:对粪便微生

物DNA的浓度和纯度进行监测,并对合格样本１６S

rRNA基因 V３ＧV４区域(３３８F:５′ＧACTCCTACGGG

AGGCAGCAGＧ３′;８０６R:５′ＧGGACTACHVGGGT

WTCTAATＧ３′)进行扩增.使用 AxyPrepDNA 凝

胶提取试剂盒对扩增子进一步纯化和定量.

MiSeq测序:采用 Miseq平台２×１５０bp双端测

序进行测序,后续进行生物信息学分析.
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１．３维生素D补充治疗及随访

参考«中国儿童维生素 D营养相关临床问题实

践指南»[８]对于维生素 D缺乏及不足患儿给予间断

大剂量维生素 D 口服(１０万IU/次,１次/月)治疗,

治疗３月后随访复查临床症状、检测２５(OH)D水平

及肠道菌群.

１．４统计学处理

１．４．１一般临床资料

采用SPSS２５．０软件进行统计学分析,计量资料

以x－±s,M(P２５,P７５)表示,采用独立样本或配对样

本t 检验、Wilcoxon秩和检验进行组间比较分析.

以P＜０．０５为差异具有统计学意义.

１．４．２生物信息学分析

使 用 Vsearch ２．１５ (https://github．com/

torognes/vsearch)进行双端合并、引物切除及质控,

Usearch１０．０(http://www．drive５．com/usearch/)进

行 OUT聚类分析(阈值９７％)及物种注释,线性判

别效应值(lineardiscriminantanalysiseffectsize,

LEfSe)识 别 组 间 生 物 标 志 物,使 用 R 语 言 的

“ggplot２”包绘图.

２结果

２．１研究对象纳入及随访情况

共纳入 ASD 儿童７７例(男６８例,月龄５４±

１．６４),维生素D不足１５例(１９．４８％),维生素D缺乏

１例(１．３０％).因维生素D缺乏者仅１例,故将其与

维生素D不足者共同纳入维生素 D不足组,最终维

生素D不足组１６例,维生素 D正常组６１例.维生

素D不足组在维生素 D补充治疗３月后,完成随访

复查１４例,２人失访(原因:口服抗生素１人、外伤住

院１人),见图１.

２．２不同维生素D水平 ASD儿童临床症状

维生素D不足组 ABC、CARS、SRS分值高于维

生素 D 正常组,但差异无统计学意义(t＝０．８８０、

１．３７０、０．２４７,P＞０．０５),见表１.

２．３不同维生素D水平 ASD儿童肠道菌群多样

性及差异性分析

２．３．１多样性分析

不同维生素 D水平 ASD儿童肠道菌群α多样

性(香农指数)及β多样性分析(基于BrayＧCurtis距

离的 主 坐 标 分 析 (principalcoordinatesanalysis,

PCoA))显示两组间物种组成无统计学差异(图２A:

Z＝－１．２１８,P＝０．２２３;图２B:R２＝０．０２３,P＝０．４１８).

图１　研究流程图

Fig．１　Flowchartofstudy

表１　不同维生素D水平 ASD儿童临床症状比较(x－±s)

Table１　Comparisonofclinicalsymptomsin

ASDchildrenatdifferentvitaminDlevels(x－±s)

项目 维生素 D正常组 维生素 D不足组 t P

ABC(分) ４６．１２±１９．０２ ５４．２６±２１．７６ ０．８８０ ０．３８２

CARS(分) ３１．９４±３．８２ ３３．４０±３．８６ １．３７０ ０．１７５

SRS(分) ９３．４１±１９．９２ ９４．９１±２２．６４ ０．２４７ ０．８０６

２．３．２差异性分析

对两组儿童肠道菌群属水平相对丰度比较显

示,维生素 D 不足组 Faecalibacterium、StreptococＧ

cus相 对 丰 度 显 著 增 高,Lachnospira、Dialister、

Fenollaria、Agathobaculum、Coprococcus相对丰度

显著降 低 (Z ＝２．１４１、２．８５４、－３．０５４、－２．０８４、

－２．４７９、－２．００３、－２．８０５,P＜０．０５),见图 ３A).

LEfSe分析发现,在维生素 D 正常组肠道优势菌群

为Lachnospira和 Coprococcus,维生素 D不足组肠

道优势菌群为Streptococcus、Faecalibacterium,见图

３B.
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注:A为香农指数,即肠道菌群α多样性;B为基于BrayＧCurtis距离的PCoA,即肠道菌群β多样性.

图２　不同维生素D水平 ASD儿童肠道菌群α多样性(A)及β多样性分析(B)

Fig．２　αdiversity(A)andβdiversity(B)analysisofintestinalmicrobiotainASDchildrenatdifferentvitaminDlevels

图３　不同维生素D水平 ASD儿童属水平肠道菌群相对丰度比较(A)及LEfSe分析(B)

Fig．３　Comparisonofintestinalmicrobiotarelativeabundanceatgenuslevel(A)and

LEfSeanalysis(B)inASDchildrenwithdifferentvitaminDlevels

２．４维生素D补充治疗前后临床症状比较

维生素 D 不足组补充治疗后复查２５(OH)D
均≥５０nmol/L.维生素D治疗后ABC、CARS、SRS
分值均较治疗前降低,但差异无统计学意义(P＞

０．０５),见表３.

　　２．５维生素D治疗前后肠道菌群多样性及差异

性分析

２．５．１多样性分析

维生素 D治疗前后 ASD儿童肠道菌群α多样

性(香农指数)及β多样性分析(基于BrayＧCurtis距

离的 PCoA)发现两组间物种组成无统计学差异

(图４A:Z＝－１．７９０,P＝０．０７３;图４B:R２＝０．０５０,

P＝０．１９０).

２．５．２差异性分析

对维生素D治疗前后 ASD儿童属水平肠道菌

群相对丰度比较发现,维生素 D治疗后 LachnospiＧ

ra、Ezakiella相对丰度显著增高,Faecalibacterium
相对丰度显著降低,差异有统计学意义(Z＝３．２９６、

２．６６８、－３．０５９,P＜０．０５),见图５A.LEfSe分析发

现,维生素 D治疗前优势菌群为 Ruminococcaceae、

Faecalibacterium,维生素D治疗后优势菌群为EzaＧ

kiella、Lachnospira,见图５B.

表２　维生素D治疗前后临床症状比较(x－±s)

Table２　Comparisonofclinicalsymptomsbetween

preandaftervitaminDtreatment(x－±s)

项目 维生素 D治疗前 维生素 D治疗后 t P

ABC(分) ５３．７１±１６．６４ ５０．４３±１３．９８ －０．３７２ ０．１２５

CARS(分) ３２．９３±２．２１ ３１．８２±２．５２ －０．０５７ ０．１００

SRS(分) ９４．６４±２０．１９ ９０．５０±１９．５１ －０．８０９ ０．４３３
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注:A为香农指数,即肠道菌群α多样性;B为基于BrayＧCurtis距离的PCoA,即肠道菌群β多样性.

图４　维生素D补充前后肠道菌群α多样性比较(A)及β多样性分析(B)

Fig．４　αdiversity(A)andβdiversity(B)analysisofintestinalmicrobiotabeforeandaftervitaminDtreatment

图５　维生素D治疗前后属水平肠道菌群相对丰度比较(A)及LEfSe分析(B)

Fig．５　Comparisonofintestinalmicrobiotarelativeabundanceatgenuslevel(A)and

LEfSeanalysis(B)beforeandaftervitaminDtreatment

３讨论

３．１维生素D对 ASD儿童的影响

ASD儿童维生素D不足/缺乏发生率普遍高于

健康儿童,但不同地区存在差异.本研究中 ASD儿

童维生素 D 不足/缺乏率(１９．４８％/１．３０％)与海南

地区的 ASD 儿童相当(１８．４％/１．７％),低于重庆

(４９．７％/８．８％)[９],其原因可能是本研究样本采集时

间为夏季,白昼长且阳光充足,儿童户外活动时间增

多,维生素D不足/缺乏情况可得到改善,但发生率

仍高于我国７岁以下儿童维生素D不足及缺乏的检

出率１４．０％[１０].
在本研究中维生素 D不足 ASD儿童的临床症

状更重,通过补充治疗其临床症状得到改善,提示维

生素 D 作为一种人体必需的脂溶性维生素参与

ASD的发病机制.这与 ASD儿童生长发育不同阶

段的研究结果一致,胎儿期母亲维生素 D 缺乏与

ASD发生风险存在相关性[１１],新生儿期维生素D水

平与 ASD 发生率存在相关性,幼儿期、学龄前期

ASD儿童维生素 D水平均低于健康儿童并与其核

心症状存在相关性[６,１２].而维生素 D参与 ASD 发

生的可能原因包括:①生命早期维生素 D缺乏改变

大脑的正常发育过程;②维生素 D缺乏使大脑中的

神经递质失调;③维生素 D缺乏降低身体和大脑的

抗氧化能力,使其更容易受到环境和金属毒性的影

响;④维生素D缺乏影响免疫系统及免疫反应,从而

影响大脑发育[１３],但具体作用机制及通路尚不清楚.

３．２维生素D对ASD儿童肠道菌群的调节作用

多样性分析结果发现不同维生素 D 水平 ASD
儿童间肠道菌群物种组成无显著差异,但在菌群丰

度比较中维生素 D 不足组儿童 Peptoniphilaceae、

Streptococcaceae、Faecalibacterium 相对丰度增高,

Lachnospira、Dialister、Fenollaria、Agathobaculum、

Coprococcus相对丰度降低,提示 ASD 儿童肠道菌

群结构组成的影响因素可能十分复杂,维生素 D可

能影响其中一些菌种的物种丰度.而维生素D补充

治疗后 Lachnospira、Ezakiella、Faecalibacterium 丰

度变化,及维生素D水平正常和补充治疗后 ASD儿

童 肠 道 优 势 菌 群 均 包 含 Lachnospira,验 证 了

２５(OH)D对这些菌种丰度的影响.

维生素D影响 ASD儿童肠道菌群丰度[１４].这
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些菌群中 Lachnospira、Ezakiella为毛螺杆菌科,能
够在分解植物纤维的过程中产生短链脂肪酸,如丙

酮和丁酸.这些短链脂肪酸对人体的肠道健康和能

量供应有重要作用,可以促进糖代谢、控制体重及降

低结肠癌发生率等[１５].其中,丁酸可能在 ASD 的

发病机制中起着重要作用[１６].Rose等[１７]发现在

ASD细胞模型中丁酸能够改善其氧化应激反应从

而增强线粒体功能.Kratsman等[１８]则发现丁酸可

以调节 ASD动物模型的额叶皮质内抑制/兴奋基因

的转录,从而改善其行为症状,其作用机制可能是可

通过调节 TWIK 相关的钾通道Ｇ１调节肠黏膜屏障

功能,从而改善肠道粘膜通透性、血脑屏障、大脑功

能及行为症状[１９Ｇ２０].而２５(OH)D影响FaecalibacＧ
terium 丰度并非仅出现在 ASD 儿童中,Thomas
等[２１]在老年男性中发现２５(OH)D与FaecalibacteＧ
rium 呈负相关,而Singh等[２２]在健康女性中亦发现

维生素 D 补充治疗后 Faecalibacterium 丰度降低,

这意味着２５(OH)D对不同人群肠道菌群的影响存

在共性及特异性.因此,本研究认为维生素 D可能

通过调节 ASD儿童肠道菌群特定物种的相对丰度

(Lachnospira、Ezakiella及Faecalibacterium)来改善

ASD儿童的临床症状.

３．３小结

本研究的局限性在于样本收集时间在夏季,这
对２５(OH)D 水平有一定的影响,这也是研究中

ASD儿童维生素 D不足/缺乏发生率偏低原因,对
研究结果产生一定的偏倚.下一步研究将规范样本

采集时间,并增加样本量,以提供更客观、准确的数

据来评估 ASD儿童维生素D不足/缺乏发生率及维

生素D治疗前后肠道菌群的差异.

综上,本研究发现维生素 D 水平不足可影响

ASD儿童肠道微生态并加重其临床症状,而维生素

D补充治疗可能通过影响 Lachnospira、Ezakiella及

Faecalibacterium 菌群相对丰度,对 ASD 儿童起到

一定治疗作用.维生素 D补充治疗调节 ASD儿童

肠道菌群并改善 ASD 临床症状,为维生素 D 参与

ASD儿童发病机制的理论研究提供了新的思路.
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加强编辑部诚信建设的要求

为了落实«关于进一步加强科研诚信建设的若干意见»,我刊特提出以下要求:

１．«中国妇幼健康研究»编辑部的全体成员应认真学习文件精神,全面落实文件提出的要求;为进

一步加强科研诚信建设,营造诚实守信的良好科研环境而努力.

２．认真贯彻文件精神,坚持自律与监督并重,认真自查本刊在既往工作中是否存在违背科研诚信

要求的行为,立即进行整改工作.

３．加强论文的质量把关、审核工作.对抄袭、剽窃他人论文、纂改研究数据、弄虚作假的文章,一经

发现,立即撤回,并将情况反馈到作者单位.该作者两年内不得在本刊发表论文.

４．要求文章作者在投稿的同时,应对论文的诚信签署“承诺书”,明确承诺文章的真实性和实践性.

对待存在有疑问数据的文章,本刊有责任要求作者所在单位附上证明文书.

５．«中国妇幼健康研究»对有关涉及伦理方面的文章,必须经该单位“医学伦理委员会”审核通过,

并征得患者和家属的知情同意.

６．作者投稿需在我刊官网进行在线注册,坚决杜绝从事论文买卖、代写代投以及伪造、虚构数据的

中介服务稿件来源.如果发现编辑部有人有此行为,将严肃处理.

７．加强编辑部自身建设,进一步完善编辑部审稿程序,扩大专业审稿队伍,切实提高审稿质量,加

强对学术论文的审核把关.完善责任追究制度,对编辑部审稿、刊发过程中出现的违背诚信、造成后

果的事实,将严格追究当事人员的责任.

«中国妇幼健康研究»编辑部　　

２０２５年１月１２日
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