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新型冠状病毒肺炎后肺间质纤维化与口咽

部菌群失衡的相关性
陈玉1　周欣佑2　蔡昀朴2　章从恩3　聂秀红1

【摘要】 目的　探索口咽部菌群失衡在新型冠状病毒肺炎后肺间质纤维化（PCPF）发生与发展

中的作用及潜在机制。方法　采用横断面病例对照研究，选择2022年12月至2023年5月因新型冠状病

毒肺炎（COVID-19）于首都医科大学宣武医院住院治疗并完成出院后2年随访的康复患者为研究对

象。根据随访时高分辨率计算机断层扫描影像学表现，将患者分为纤维化组和非纤维化组。Mann-
Whitney U检验比较两组患者口咽部微生物菌群α多样性；采用非度量多维尺度分析（NMDS）与主坐

标分析（PCoA）评估两组菌群β多样性；以Benjamini-Hochberg法进行FDR校正分析门、属、种的丰

度差异，并采用Spearman秩相关分析其与临床症状及运动耐量间的相关性。结果　共纳入83例患者，

其中纤维化组43例，非纤维化组40例。随访2年时，纤维化组患者出现更多的呼吸道症状，mMRC评
分（U = 676.0、P = 0.008）、BCSS评分（U = 625.0、P = 0.029）、CAT评分（t = 2.127、P = 0.036）
和CET评分（U = 538.5、P = 0.002）均显著高于非纤维化组，但6 min步行距离（6MWD）更短

（U = 598.5、P = 0.017）。微生物组分析显示，纤维化组患者口咽微生物α多样性显著升高（Chao1
指数：U = 580.5、P = 0.010；Shannon指数：U = 557.0、P = 0.005；Simpson指数：U = 513.0、
P = 0.001；Faith系统发育多样性指数：U = 579.0、P = 0.010；Simpson e指数：U = 577.0、P = 0.010；
Heip e均匀度指数：U = 529.0、P = 0.035）。β多样性分析显示两组患者菌群结构明显分离。菌群

分类学分析显示，纤维化组患者普雷沃菌属（U = 358.0、P ＜ 0.001）、韦荣菌属（U = 418.0、 
P ＜ 0.001）及链球菌属（U = 538.0、P = 0.003）等潜在促炎性菌群相对丰度较非纤维化组患者

显著增加，而奈瑟菌属（U = 226.0、P ＜ 0.001）显著减少。部分差异显著菌种如Streptococcus 
parasanguinis丰度与mMRC评分（r = 0.24、P = 0.04）和CAT评分（r = 0.27、P = 0.02）呈正相关；

Fusobacterium_C_periodonticum_D的丰度与CAT评分（r =－0.30、P ＜ 0.001）和Warrick评分（r =  
－0.26、P = 0.02）均呈负相关，而与6MWD（r = 0.26、P = 0.02）呈正相关；Veillonella A rogosae及
Streptococcus infantis均与Warrick评分呈负相关（r =－0.30、P ＜ 0.01，r =－0.28、P = 0.01），均具

有统计学意义。结论　PCPF患者存在持续的口咽部菌群失衡，其特征与临床症状及功能受损密切相

关。口咽微生物可能成为PCPF风险评估的潜在非侵入性生物标志物及新型治疗靶点。
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who had been hospitalized for COVID-19 in Xuanwu Hospital, Capital Medical University, from December 
2022 to May 2023, and had completed a 2-year follow-up after discharge. According to high-resolution 
computed tomography findings during follow-up, patients were classified into fibrosis group and non-fibrosis 
group. The α-diversity of the oropharyngeal microbiota between the two groups were compared by Mann-
Whitney U test; β-diversity was assessed by non-metric multidimensional scaling (NMDS) and principal 
coordinates analysis (PCoA). Differences in taxonomic abundance at the phylum, genus and species levels 
were analyzed by Benjamini-Hochberg method with false discovery rate (FDR) correction. Spearman's rank 
correlation was applied to evaluate the associations between microbial taxa and clinical symptoms as well 
as exercise capacity. Results　Total of 83 patients were enrolled, 43 cases in fibrosis group and 40 cases in 
non-fibrosis group. During the 2-year follow-up, patients in fibrosis group had more respiratory symptoms 
and anxiety. Patients in fibrosis group showed significantly higher scores than non-fibrosis group in mMRC 
scale (U = 676.0, P = 0.008), BCSS score (U = 625.0, P = 0.029), CAT score (t = 2.127, P = 0.036), 
CET score (U = 538.5, P = 0.002) and Hamilton Anxiety Rating Scale score (U = 634.0, P = 0.039). The 
6-minute walking distance of patients in fibrosis group was shorter (U = 598.5, P = 0.017). Microbiome 
analysis revealed significantly elevated α-diversity of oropharyngeal microbiota in fibrosis group (Chao1 
index: U = 580.5, P = 0.010; Shannon index: U = 557.0, P = 0.005; Simpson index: U = 513.0, P = 0.001; 
Faith’s phylogenetic diversity: U = 579.0, P = 0.010; Simpson’s evenness index: U = 577.0, P = 0.010; 
Heip’s evenness index: U = 529.0, P = 0.035). β-diversity analysis showed distinct separation of microbial 
community structure between the two groups. Taxonomic analysis demonstrated that the relative abundances 
of potential pro-inflammatory taxa, including Prevotella (U = 358.0, P < 0.001), Veillonella (U = 418.0, 
P < 0.001) and Streptococcus (U = 538.0, P = 0.003), were significantly increased in fibrosis group, whereas 
Neisseria (U = 226.0, P < 0.001) was markedly decreased. Correlation analysis indicated that the abundance 
of Streptococcus parasanguinis was positively associated with mMRC (r = 0.24, P = 0.04) and CAT (r = 0.27, 
P = 0.02). In contrast, Fusobacterium periodonticum abundance was negatively correlated with CAT (r =  
－0.30, P < 0.01) and Warrick score (r =－0.26, P = 0.02), but positively correlated with 6MWD (r = 0.26, 
P = 0.02). Furthermore, Veillonella rogosae and Streptococcus infantis were both significantly negatively 
correlated with Warrick score (r =－0.30, P < 0.01; r =－0.28, P = 0.01). Conclusions　Patients with post-
COVID-19 pulmonary fibrosis exhibited persistent oropharyngeal microbial dysbiosis, which is closely 
associated with clinical symptoms and functional impairment. The oropharyngeal microbiome might serve 
as a potential non-invasive biomarker for risk assessment and a novel therapeutic target for post-COVID-19 
pulmonary fibrosis.

【Key words】Pulmonary fibrosis; Coronavirus disease 2019; Oropharyngeal microbiome; Microbial 
dysbiosis; 16S rRNA gene sequencing

新型冠状病毒肺炎（coronavi rus  d i sease 
2 0 1 9，C O V I D - 1 9）后肺间质纤维化（p o s t -
C O V I D - 1 9  p u l m o n a r y  f i b r o s i s，P C P F）是

COVID-19患者急性期康复后出现的一种严重并

发症，可引起呼吸功能损害及长期呼吸道症状，

严重影响患者的生活质量和远期预后[1]。Han等[2]

从COVID-19住院患者出院后2年随访的胸部CT发
现，39%患者存在肺部异常，其中23%表现为纤维

化样改变（结构扭曲伴牵拉性支气管扩张或蜂窝状

改变），16%表现为非纤维化改变，如磨玻璃影或

网状结构异常。另外一项荟萃分析综合618篇文献

得出PCPF患病率高达44.9%[3]。

新型冠状病毒（severe  acu te  resp i ra tory 
syndrome coronavirus 2，SARS-CoV-2）导致Ⅱ型

肺泡上皮反复损伤为PCPF启动事件[4]。感染诱发

的转化生长因子-β，白细胞介素（interleukin，
IL）-4、IL-6和IL-13等细胞因子的分泌，推动

PCPF的发生和发展[5]。同时，既往研究还发现上

皮间质转化、氧化应激、宿主免疫失调等也参与

PCPF的发病过程中[6-7]，但具体发病机制目前仍不

明确。

近年来，人类微生物组在调节宿主免疫稳

态及慢性炎症性疾病中的作用受到广泛关注 [8]。

“肠-肺轴”这一概念揭示了肠道微生物可通过免
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疫和炎症通路影响呼吸系统疾病的发生发展，既

往研究证实肠道菌群变化与急性COVID-19的疾病

严重程度密切相关[9]。然而，相较于肠道微生态，

口咽部这一直接参与呼吸道防御的关键生态位在

PCPF中的作用仍缺乏系统性研究。

口咽部是SARS-CoV-2的主要入侵门户，也是

整合吸入病原、定植微生物群和宿主免疫反应的重

要免疫界面。咽部菌群可调节局部黏膜免疫，并通

过微量误吸影响下呼吸道微环境[10]。有研究发现，

在COVID-19急性期，患者口咽微生物组稳态被打

破，且这种失衡状态在病毒清除后持续存在，提示

口咽菌群可能在PCPF发生和发展过程中发挥重要

作用[11]。因此，本研究对COVID-19患者康复出院

2年后的口咽微生物组进行系统分析，明确PCPF患
者的口咽部微生物组特征，以期为PCPF的早期诊

断和临床干预提供新的理论依据，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

本研究为横断面病例对照研究，纳入2022年
12月至2023年5月因COVID-19于首都医科大学宣

武医院住院治疗并完成出院后2年随访的患者，

COVID-19诊断及分型依据《新型冠状病毒感染诊

疗方案（试行第十版）》[12]。因SARS-CoV-2感染

住院患者共1 305例，住院期间死亡140例，剔除符

合排除标准的619例（其中大多数为入院前已确诊

或影像学提示存在基础肺间质病变或其他慢性肺

部疾病，或无可用胸部影像学以排除上述基础病

变），342例拒绝随访（含因行动不便无法来院复

查者），最终完成2年随访204例，其中资料完整者

152例，筛选出43例PCPF患者入纤维化组。选择同

期住院、病情程度相似但在2年后肺内病灶完全吸

收的COVID-19患者作为对照（非纤维化组），旨

在控制急性期病情的混杂影响，最大限度减少选择

偏倚。

纳入标准：①年龄≥ 18岁；②符合COVID-19
诊断标准且住院资料完整。③2年随访时完成了检

查及问卷评分。排除标准：①既往患有间质性肺病

或其他慢性肺部疾病者；②活动性恶性肿瘤；③长

期使用免疫抑制剂或抗纤维化药物。④采样前4周
内有急性呼吸道感染或口腔炎症性疾病（如急性咽

喉炎、牙周脓肿）者；⑤近2周内接受过口腔侵入

性治疗或使用过抗菌药物、益生菌者。

本研究经首都医科大学宣武医院伦理委员会

批准（审批号：2025-042-001），所有样品采集及

资料调查均取得患者的知情同意并签字确认。

二、研究方法

1. 收集基线资料：从电子病历系统收集急性

感染期COVID-19患者年龄、性别、身体质量指数

（body mass index，BMI）、是否吸烟、合并症、

急性期临床症状、病情严重程度和治疗情况等。

2. 随访资料收集：患者出院2年随访时，所

有受试者均接受问卷调查、活动耐力测定，高分

辨率计算机断层扫描（high-resolution computed 
tomography，HRCT）及口咽拭子采样。

3. 影像学评估：入组患者住院期间均出现肺

部病毒性肺炎的影像特征。出院2年随访时，所有

患者行HRCT（德国西门子公司生产的64层CT扫
描仪，层厚0.625 mm）。设盲后由两名放射科医

师独立判读，采用Warrick评分系统进行半定量评

估。Warrick评分包括病变类型（磨玻璃影、胸膜

不规则、小叶间隔或胸膜下线样增厚、蜂窝影、胸

膜下气囊：1～5分）及受累范围（1～3段：1分、

4～9段：2分、 ＞ 9段：3分），总分0～30分，

≥ 7分定义为PCPF[13]。

4. 口咽拭子采集与测序：随访患者清水漱口

后，使用一次性无菌棉签采集口咽拭子，样本即刻

保存于－80 ℃冰箱。

使用VAMNE Stool/Soil DNA Extraction Kit
试剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司，中国）

提取总微生物基因组DNA。提取的DNA浓度通

过QubitTM 3.0荧光计（InvitrogenTM，赛默飞世尔

科技公司，美国）和QubitTM dsDNA HS Assay Kit
（InvitrogenTM，赛默飞世尔科技公司，美国）进

行定量，并通过琼脂糖凝胶电泳（使用西班牙进口

琼脂糖及EB红色荧光核酸染料，青岛拓邦生物科

技有限公司，中国）评估其完整性。

采用多重PCR技术构建靶向16S rRNA基因全

长（覆盖V1～V9区）的测序文库。本研究所用16 
S全长扩增引物（27F和1492R）参考Guo等[14]所采

用的引物体系，并由苏州泓迅生物科技股份有限公

司（中国）合成。PCR扩增产物经纯化及连接步骤

后，最终文库质量通过Agilent 2100 Bioanalyzer系
统（安捷伦科技公司，美国）配合High Sensitivity 
DNA Kit（安捷伦科技公司，美国）进行确认。
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高保真循环共识测序产生的测序读段，经QIIME2
生物信息学分析平台的DADA2插件进行去噪和

质控处理，最终生成高质量的扩增子序列变异体

（amplicon sequence variants，ASVs）。所得ASVs
丰度表用于后续的微生物组分析。

三、统计学处理

采用SPSS 26.0软件对研究数据进行统计学分

析。计数资料（性别、吸烟、合并高血压、合并糖

尿病、合并冠心病，有无抗病毒治疗，重-危重病

例，高浓度氧疗）以例（%）表示，采用Pearson卡
方检验。符合正态分布的计量资料，如慢性阻塞性

肺疾病评估测试（chronic obstructive pulmonary 
disease assessment test，CAT）评分以x ± s表示，

两组间比较采用独立样本t检验。年龄、BMI、住

院时长、改良医学研究委员会呼吸困难量表

（modified Medical Research Council dyspnea 
scale，mMRC）评分，气短、咯嗽和痰量综合量表

（breathlessness，cough and sputum scale，BCSS）
评分、咳嗽评估测试（cough evaluation test，
CET）评分以及6分钟步行距离（6-minute walk 
distance，6MWD）评分均呈非正态分布，以中位

数（四分位数）[M（P25，P75）]表示，两组间比较

采用Mann-Whitney U检验。微生物组数据分析

中，α多样性指标包括Shannon指数、Simpson指
数、Simpson e指数、Chao1指数和Faith系统发育多

样性（Faith's PD）指数，两组间比较采用Mann-
Whitney U检验。β多样性基于Bray-Curtis（或

UniFrac）距离构建距离矩阵。采用PERMANOVA
评估组间群落结构差异，差异丰度分析使用

Benjamini-Hochberg法进行FDR校正。Spearman秩
相关用于评估微生物特征与临床变量的相关性。以

P值（或经FDR校正的q值）＜ 0.05为差异具有统

计学意义。

结　　果

一、纤维化组和非纤维化组 COVID-19 患者基

线资料

1 .  基线资料：纤维化组和非纤维化组

COVID-19患者年龄、性别、BMI和吸烟史等基线

人口学特征，以及急性期相关临床特征如合并高

血压、糖尿病、冠心病，入院前发热占比、入院

前症状天数、入院时Warrick评分、给予激素或抗

病毒治疗、重-危重病患者比例、高浓度氧疗和住

院时长等差异均无统计学意义（P均＞ 0.05），见 
表1，提示两组患者基线特征具有良好可比性。

2 .  随 访 资 料 ： 2 年 随 访 时 ， 纤 维 化 组

C O V I D - 1 9 患者 m M R C 评分（ U = 6 7 6 . 0 、

P = 0 . 0 0 8 ） 、 B C S S 评 分 （ U = 6 2 5 . 0 、

P = 0.029）、CAT评分（t = 2.127、P = 0.036）、

CET评分（U = 538.5、P = 0.002）和HRCT的

Wa r r i c k评分（U = 0 . 0 5 5、P ＜ 0 . 0 0 1）均显

著高于非纤维化组患者，而 6 M W D显著缩短

（U = 598.5、P = 0.017），差异均有统计学意义，

表 1　纤维化组和非纤维化组 COVID-19 患者基线资料

基线资料 纤维化组（43 例） 非纤维化组（40 例） 统计量 P 值

年龄 [M（P25，P75），岁 ] 67.00（62.00，69.00） 62.50（49.50，69.75） U = 676.0a 0.093

男性 [ 例（%）] 30（69.77） 21（52.5） χ2 = 2.608b 0.106

BMI [M（P25，P75），kg/m2] 26.44（24.56，29.06） 25.95（22.96，27.76） U = 662.0a 0.071

吸烟 [ 例（%）] 12（27.91） 8（20.00） χ2 = 0.708b 0.400

高血压 [ 例（%）] 32（74.41） 22（55.00） χ2 = 3.438b 0.064

糖尿病 [ 例（%）] 21（48.84） 12（30.00） χ2 = 3.070b 0.080

冠心病 [ 例（%）] 20（46.51） 11（27.50） χ2 = 3.201b 0.074

入院前发热 [ 例（%）] 35（81.40） 34（85.00） χ2 = 1.424b 0.233

入院前症状天数 [M（P25，P75），d] 5.00（3.00，6.00） 5.00（4.00，6.00） U = 829.5a 0.778

入院时 Warrick 评分 [M（P25，P75）] 3.00（2.00，3.00） 3.00（2.00，4.00） U = 676.5a 0.078

激素治疗 [ 例（%）] 36（83.72） 32（80.00） χ2 = 0.194b 0.660

抗病毒治疗 [ 例（%）] 24（55.81） 23（57.50） χ2 = 0.024b 0.877

重 - 危重度病例 [ 例（%）] 25（58.14） 16（40.00） χ2 = 2.728b 0.099

高浓度氧疗（Fio2 ≥ 50）[ 例（%）] 10（23.26） 5（12.50） χ2 = 1.619b 0.203

住院时长 [M（P25，P75），d] 15.00（11.00，21.00） 12.00（8.00，18.00） U = 650.0a 0.055

注：a 为 Mann-Whitney U 检验，b 为 Pearson 卡方检验
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见表2。
二、纤维化组和非纤维化组 COVID-19 患者口

咽微生物菌群

口咽微生物组α多样性分析显示，纤维化组患

者样本内微生物多样性及丰度均显著高于非纤维

化组患者（图1A～F）：Chao1丰度指数显著增加

（U = 580.5、P = 0.010），Shannon和Simpson指数

均显著升高（U = 557.0、P = 0.005，U = 513.0、
P = 0.001），且其Faith系统发育多样性指数显著

升高（U = 579.0、P = 0.010）；另外，PCPF患者

Simpson e均匀度指数和Heip e均匀度指数均高于非

纤维化组患者（U = 577.0、P = 0.010，U = 529.0、

表 2　纤维化组和非纤维化组 COVID-19 患者随访资料

临床参数 纤维化组（43 例） 非纤维化组（40 例） 统计量 P 值

mMRC 评分 [M（P25，P75）] 1（1，2） 1（0，2） U = 676.000a 0.008

BCSS 评分 [M（P25，P75）] 3（1，4） 2（1，2） U = 625.000a 0.029

CAT 评分（x ± s） 11.14 ± 5.48 8.55 ± 5.6 t = 2.127 0.036

CET 评分 [M（P25，P75）] 7（5，8） 5（5，6） U = 538.500a 0.002

6MWD [M（P25，P75），min] 410（365，465） 450（187，540） U = 598.500a 0.017

Warrick 评分 [M（P25，P75）] 9（7，14） 0（0，3） U = 0.055a ＜ 0.001

注：a 为 Mann-Whitney U 检验，b 为独立样本 t 检验。mMRC 评分：改良医学研究委员会呼吸困难量表评分、BCSS 评分：气短、咳嗽和痰量

综合量表评分、CAT 评分：慢性阻塞性肺疾病评估测试评分、CET 评分：咳嗽评估测试评分，6MWD ：6 分钟步行距离

注：图 A ～ F 为 COVID-19 康复患者有 / 无肺间质纤维化者口咽部微生物群的 α 多样性指标，A 为 Chao1 指数、B 为 Simpson 均匀度、C 为

Heip 均匀度、D 为 Simpson 指数、E 为 Shannon entropy 指数、F 为 Faith 系统发育多样性指数。图 G ～ I 为基于 β 多样性排序的样本间群落结构比较，

G 为基于 Bray-Curtis 不相似性的 NMDS、H 为基于加权 UniFrac 距离的 NMDS、I 为主坐标分析（PCoA）。*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01

图 1　纤维化组和非纤维化组 COVID-19 患者口咽微生物菌群分析
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P = 0.035），差异均有统计学意义。

β多样性分析显示，无论基于Bray-Curtis不相

似性和加权UniFrac距离的非度量多维标度分析

（non-metric multidimensional scaling，NMDS），

还是主坐标分析（principal coordinates analysis，
PCoA），两组患者整体菌群结构存在明显分离

（图1 G～I）。

三、PCPF 患者口咽部菌群分类学特征

为明确导致PCPF患者菌群失衡的分类学特

征，多层级的菌群组成结果显示，在门水平，

PCPF患者菌群组成存在显著偏移（图2）。较

非纤维化组COVID-19患者，PCPF患者变形菌门

（Proteobacteria）相对丰度显著降低（U = 191.0、
P ＜ 0.001），而放线菌门（Actinobacteriota）
和拟杆菌门（Bacteroidota）和厚壁菌门部分亚

群（Firmicutes C、Firmicutes D）相对丰度显著

升高，差异有统计意义（U = 523.0、P = 0.002，
U = 531.0、P = 0.002，U = 392.0、P ＜ 0.001，
U = 561.0、P = 0.006）。

在属水平（图3），PCPF患者共鉴定出121个
细菌属，其中27个属的相对丰度较非纤维化组

COVID-19患者差异具有统计学意义（经FDR校

正的q ＜ 0.05）。PCPF患者菌群为潜在促炎性

菌属，如链球菌属（Streptococcus）、普雷沃菌

属（Prevotella）、韦荣球菌属（Veillonella）及

纤毛菌属（Leptotrichia）显著富集（U = 538.0、
P = 0.003；U = 358.0、P ＜ 0.001，U = 418.0、
P ＜ 0.001，U = 356.0、P ＜ 0.001）。相反，通

常被认为属于健康口腔微生物组的菌属，如卡

氏噬毛单胞菌属（Capnocytophaga）和奈瑟菌属

注：A 为门水平相对丰度的堆叠条形图，显示样本中整体群落组成模式；B 为基于微生物谱相似性对样本进行层次聚类的门水平相对丰度热图；

C 为 DESeq2 火山图显示纤维化组与非纤维化组患者间差异丰度的门类 ；D 为柱状图比较各组间选定菌门的绝对数量分析。*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01、
***P ＜ 0.001

图 2　PCPF 患者门水平微生物群组成及差异
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（Neisseria）相对丰度则显著减降低（U = 484.0、
P ＜ 0.001，U = 226.0、P ＜ 0.001）。

在种水平（图4），PCPF患者和非纤维化

组COVID-19患者共鉴定出72个存在显著差异

的物种。PCPF患者中多种普雷沃菌如Prevotella 
histicola、P. vespertina、P. salivae和P. jejuni相对丰

度显著升高（U = 352.0、P ＜ 0.001，U = 444.5、
P ＜ 0.001，U = 218.5、P ＜ 0.001，U = 294.5、 
P ＜ 0.001）。链球菌中的Streptococcus vestibularis
和S .  p a r a s a n g u i n i s显著升高（U = 3 0 9 . 0、 
P ＜ 0.001，U = 276.0、P ＜ 0.001），韦荣球

菌的Veillonella atypica和V. infantium相对丰度显

著升高（U = 251.0、P ＜ 0.001，U = 330.0、
P ＜ 0 . 0 0 1），而V.  ro g o s a e ,  S .  i n f a n t i s和
Porphyromonas 859423 pasteri相对丰度显著降低

（U = 349.0、P ＜ 0.001，U = 393.5、P ＜ 0.001，

U = 182.0、P ＜ 0.001）。

四、PCPF 患者口咽部微生物与临床特征的相

关性

采用Spearman相关性分析PCPF患者和非纤维

化组COVID-19患者临床指标与口咽部差异菌群间

的关系。图5所示，部分丰度差异的物种与随访时

患者的症状负担、运动耐量及影像学纤维化程度

呈显著相关。S. parasanguinis与mMRC（r = 0.24、
P = 0.04）和CAT评分（r = 0.27、P = 0.02）呈正

相关。Fusobacterium C periodonticum D与CAT评分

（r =－0.30、P ＜ 0.01）及随访时HRCT的Warrick
评分（r =－0.26、P = 0.02）呈显著负相关，而与

6MWD（r = 0.26、P = 0.02）呈正相关。V. rogosae
与S. infantis 与随访时HRCT的Warrick评分（r =  
－0.30、P ＜ 0.01、r =－0.28、P = 0.01）均呈显著

负相关，其中S. infantis与BCSS评分（r =－0.22、

注：A 为属水平相对丰度的堆叠条形图，显示样本中整体群落组成模式；B 为基于微生物谱相似性对样本进行层次聚类的属水平相对丰度热图；

C 为柱状图比较各组间选定菌属的绝对数量分析。*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01、***P ＜ 0.001

图 3　PCPF 患者属水平微生物群组成及差异
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P = 0.04），CAT评分（r =－0.25、P = 0.02）也呈

显著负相关，具有统计学意义。

讨　　论

本研究基于COVID-19住院患者出院后2年的

随访人群，比较发生/未发生COVID-19后肺纤维化

患者的口咽微生物组学特征。结果表明，PCPF患
者不仅症状负担更重，运动耐量受损，且其口咽部

微生物组存在持续性失衡。表现为微生物多样性及

群落结构改变，并伴随多种潜在促炎菌群富集。上

述发现提示，SARS-CoV-2感染后长期肺部结构异

常可能与口咽微生态紊乱及其相关免疫炎症反应存

在关联。

本研究发现，PCPF患者口咽微生物组α多样性

显著升高。α多样性升高在肠道微生态研究中通常

被认为是更健康的标志，但在呼吸道疾病的临床意

注：A 为种水平相对丰度的堆叠条形图，显示各样本中最常见的物种；B 为物种丰度的层次聚类热图，基于群落组成展示样本聚类情况；C 为

DESeq2 火山图，识别纤维化组和非纤维化组患者间丰度存在显著差异的物种；D 为选定差异丰度物种的绝对定量分析。*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01、
***P ＜ 0.001

图 4　PCPF 患者种水平微生物群组成及差异

注：细胞颜色编码相关系数（红色为正相关、蓝色为负相关），颜

色越深表示绝对值越大。椭圆表示相关强度，形状越窄表示相关性越强。
*P ＜ 0.05、**P ＜ 0.01

图 5　PCPF 患者差异物种与症状负担 / 运动耐受性 /HRCT
的 Warrick 评分的相关性
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义可能并不相同。气道及口咽部微生物丰富度和

均匀性均增加，可能反映局部微生态受损，部分被

优势菌群抑制的低丰度病原菌大量繁殖。既往研

究也支持这一结论，O’Dwyer等[15]分析511例特发

性肺纤维化患者的口颊拭子微生物组数据，发现低

口腔微生物α多样性与更好的临床结局相关。肺间

质纤维化动物模型亦可见肺部微生物组α多样性显

著增加[16]。COVID-19相关研究也证实，有持续长

新冠症状人群的口腔微生物α多样性显著高于无症

状组，且群落结构存在显著分离[17]。因此，PCPF
患者口咽部菌群α多样性升高不应被解释为健康标

志，更可能是SARS-CoV-2感染后微生态持续恢复

失败的标志。

分类学数据显示，两组患者口咽微生物均以

口腔常驻菌群为主，但PCPF患者中Prevotella、
Veillonella和Streptococcus等菌属富集，而常见共栖

菌Neisseria相对减少。这一模式提示口咽微生态由

相对稳定的共栖状态向偏厌氧、偏炎症驱动的群落

结构迁移。这种偏移可通过“口咽-下气道轴”对

肺部产生持续压力。在COVID-19康复期，气道上

皮受损与黏液纤毛清除能力下降，使来自口咽的异

常菌群通过微量误吸持续输入下气道[18]。这些来自

上游的失衡信号转化为持续的低度免疫刺激，参与

塑造并维持了下气道的促纤维化微环境[19-20]。

Prevotella是革兰阴性厌氧菌，属于肠道、口

腔和阴道微生物群重要成员，可通过激活TLR2
通路，促进抗原递呈细胞分泌IL-23和IL-1，诱导

Th17反应，进一步招募中性粒细胞并加剧局部

炎症[21-22]。中性粒细胞激活后释放弹性蛋白酶、

MMP-8/9及中性粒细胞胞外陷阱，损伤肺泡上皮

细胞、降解细胞外基质成分，诱导成纤维细胞分

化，促进肺间质纤维化形成[23]。同时，有研究发现

Th-17细胞及其分泌的 IL-17 在肺纤维化组织中均

高表达，且与疾病严重程度呈正相关[24]。因此，

Prevotella在PCPF患者口咽部富集，可能与慢性炎

症反应及促纤维化微环境形成有关。

Veillonella是一种机会致病菌，依赖乳酸代谢，

通过改变局部pH与氧化应激状态，间接促进其他病

原菌定植，被视为“辅助病原体”[11]。在COVID-19
急性期和长新冠患者中，均有研究证实口咽部或

上下呼吸道中Veillonella丰度显著增加[25-26]，与本

研究结果一致。本研究还发现韦荣球菌属内不同

物种呈现不同变化，纤维化组中V. A atypica和V. A 

infantium显著富集，而V. A rogosae丰度显著降低。

口腔微生物组学研究曾发现，V. A atypica和V. A 
infantium在龋齿患者口腔丰度更高，而V. A rogosae
则与健康菌斑相关[27]。提示V. A rogosae可能代表相

对健康的口咽微环境，其在纤维化组患者丰度降低

提示口咽部微生态失衡。

Streptococcus在PCPF患者中也呈富集趋势，

进一步凸显PCPF微生物组的促炎特性。链球菌可

激活上皮细胞TLR2/NF-κB通路，促进IL-6、IL-
1β、肿瘤坏死因子-α等促炎因子释放，招募中性

粒细胞并放大炎症[28]。既往研究证实链球菌属在

COVID-19急性期显著升高，并与疾病严重程度相

关[29]，而且COVID-19后残留肺功能异常患者的肺

泡灌洗液中链球菌丰度显著高于健康对照[30]。这提

示Streptococcus富集可能与感染后持续性气道炎症

及肺部异常修复有关。

此外，本研究观察到部分差异菌群与临床指

标（如mMRC、CAT、6MWD及Warrick评分）存

在显著相关性，提示口咽部菌群改变可能与症状

负担、运动功能受损和纤维化程度相关。然而，

PCPF发生常始于急性感染损伤及后续异常修复阶

段[4]，本研究在2年随访时观察到的口咽菌群异常

更适合被解释为与PCPF并存的长期病理状态的伴

随特征，或作为纤维化状态下慢性免疫失衡的放大

因子，而不宜直接解释为纤维化的原发始动因素。

这一点也与本研究的横断面病例对照设计一致，即

本研究能够揭示相关性，但尚不能建立明确的时间

顺序和因果关系。

本研究的优势在于随访时间较长，并采用高

分辨率测序方法对PCPF患者口咽微生物组特征进

行了系统分析。临床意义上，本研究结果提示口咽

微生物组具有成为PCPF远期随访辅助分层指标的

潜力。与支气管镜或肺泡灌洗液相比，口咽拭子采

样具有非侵入性、可重复性强和临床操作简便等

优势，更适用于长期动态监测。然而，本研究仍存

在一定局限。首先，本研究为单中心横断面病例对

照分析，样本量有限，影响结果的外推性。其次，

口咽拭子采样仅在出院后2年，缺乏急性期及恢复

早期的连续微生物学资料，因而无法明确菌群变化

与纤维化形成之间的时间关系。第三，尽管本研究

已尽量控制基线水平的一致性，但仍有很多因素未

纳入分析，例如病毒阳性持续时间，激素累积使用

量，病毒二次感染等可能会干扰口咽部微生物组的
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表型特征。第四，本研究采用16S rRNA测序，主

要从分类学层面描述菌群结构，尚不能解析关键菌

群的功能潜能、代谢产物及其与宿主免疫通路之间

的相互作用。未来应结合宏基因组、转录组、代谢

组及体内外功能实验，进一步验证口咽-下气道轴

在PCPF中的生物学作用。

综上，本研究表明PCPF患者在SARS-CoV-2感染

2年后仍存在持续的口咽微生物菌群失衡，提示口咽

微生物组可能参与PCPF的长期病理进展，其特征性

菌群变化有望作为非侵入性生物标志物，为该类患

者的临床风险评估与长期随访管理提供参考依据。
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