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摘  要 

类风湿关节炎(Rheumatoid Arthritis, RA)是一种慢性的自身免疫病，会累及全球大约百分之一的人口，

它的主要特征有滑膜炎症、骨侵蚀、免疫激活以及自身抗体产生。虽然现在的治疗手段已经取得了不小

的进步，难治性RA (Difficult-to-treat RA, D2T RA)的治疗却依然是临床管理中一个相当棘手的问题。近

些年，“肠–关节轴”假说指出，肠道菌群失调能够通过破坏肠黏膜屏障、推动细菌代谢产物的易位，

进而把全身免疫反应激活，最终参与到RA的发生和病情进展当中。已有的高通量测序研究已经证实，RA
患者存在菌群多样性下降、产丁酸盐菌减少等特点，但是D2T RA是否会表现出更极端的菌群结构偏移，

仍还不明确。另一方面，现阶段肠道菌群研究对高通量测序技术的依赖程度很高，这项技术本身有成本

高昂、周期偏长等局限，很难在基层临床得到推广。粪便直接涂片革兰染色属于一种快速且廉价的形态

学评估手段，已在多个疾病领域被证明能够有效捕捉到菌群结构的偏移，不过，它在风湿免疫病里的应

用还非常少见。这篇综述将围绕D2T RA面对的临床挑战、它的定义与机制研究、肠–关节轴的研究进展

以及肠道菌群研究技术的现状和局限来展开，同时探讨粪便革兰染色技术向D2T RA转化的潜力，以期为

D2T RA的快速筛查和基层管理提供一些新的思路。 
 
关键词 

难治性类风湿关节炎，肠道菌群，肠–关节轴，革兰染色，形态学评估 
 

 

Review of the Correlation between  
Morphological Characteristics of Fecal  
Gram Staining of Gut Microbiota and  
Disease Activity in Patients with Refractory 
Rheumatoid Arthritis 

 

 

*通讯作者。 

https://www.hanspub.org/journal/acm
https://doi.org/10.12677/acm.2026.1672654
https://doi.org/10.12677/acm.2026.1672654
https://www.hanspub.org/


龙锐，张艺 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2026.1672654 1362 临床医学进展 
 

Rui Long1,2, Yi Zhang2* 
1School of Medicine, Jishou University, Jishou Hunan  
2Rheumatology and Immunology Department, The First Affiliated Hospital of Jishou University, Jishou Hunan 
 
Received: June 15, 2026; accepted: July 9, 2026; published: July 16, 2026 

 
 

 
Abstract 
Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic autoimmune disease affecting approximately 1% of the 
global population, characterized primarily by synovial inflammation, bone erosion, immune activa-
tion, and autoantibody production. Although current treatments have made significant progress, 
difficult-to-treat RA (D2T RA) remains a challenging issue in clinical management. In recent years, 
the “gut-joint axis” hypothesis has suggested that gut microbiota dysbiosis can activate systemic 
immune responses by disrupting the intestinal mucosal barrier and promoting the translocation of 
bacterial metabolites, thereby contributing to the onset and progression of RA. High-throughput 
sequencing studies have confirmed that RA patients exhibit reduced microbial diversity and de-
creased abundance of butyrate-producing bacteria; however, whether D2T RA displays more ex-
treme shifts in microbial composition remains unclear. On the other hand, current research on gut 
microbiota heavily relies on high-throughput sequencing technologies, which are costly and time-
consuming, limiting their widespread application in primary healthcare settings. Fecal Gram stain-
ing, a rapid and inexpensive morphological assessment method, has proven effective in detecting 
microbial community shifts across various diseases, yet its use in rheumatic and immunological 
disorders remains rare. This review will discuss the clinical challenges of D2T RA, its definition and 
underlying mechanisms, advances in gut-joint axis research, and the current status and limitations 
of gut microbiota analysis techniques. It will also explore the potential of fecal Gram staining for 
translating into clinical applications in D2T RA, aiming to provide new insights for rapid screening 
and primary care management. 
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1. 引言 

类风湿关节炎(RA)是一种慢性的自身免疫病，会累及全球大约百分之一的人口[1]，它以滑膜炎症、

骨侵蚀、免疫激活以及自身抗体产生为主要特征[2]。RA 的发病机制相当复杂，目前公认为，遗传上易感

的个体在遇到吸烟、感染这类环境因素触发之后，免疫耐受被打破，从而导致疾病[3]。在此过程里，肠

道菌群属于关键的环境因素，它的失调能够通过破坏肠黏膜屏障、推动自身抗原(如瓜氨酸化蛋白)产生等

方式，以此驱动全身性的自身免疫反应[4] [5]。RA 不仅会影响到关节，还能同时累及关节以外的多个器

官，包括心脏、肾脏、肺、消化系统、眼睛、皮肤和神经系统[6] [7]。该病在老年群体中更为多见，若未

及时治疗，就有造成功能丧失、残疾，并让疾病负担明显加重的风险[8] [9]。 
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近些年来，随着传统合成改善病情抗风湿药(csDMARDs)、生物制剂以及靶向合成药物的广泛使用，

RA 的治疗预后已经得到了极大的改善[10]。2021 年 ACR 发布的治疗指南[11]对不同阶段患者的治疗策

略做了进一步的规范，这就推动了 RA 管理走向规范化。已有证据证实，早期规范治疗能够有效预防不

可逆的关节损伤，为患者带来长期的预后获益[12]。 
不过，仍然有一部分患者对多种规范治疗的反应并不好，表现出持续的高疾病活动与关节破坏进展，

2021 年欧洲抗风湿病联盟(EULAR)正式把这部分患者定义为难治性 RA (Difficult-to-treat RA, D2T RA) 
[11]。D2T RA 患者的医疗成本可达到普通 RA 患者的近两倍[3] [13]，这已经成为当前 RA 疾病管理中一

个待解决的临床难题。传统上的研究大多从宿主遗传、药代动力学等角度去探索 D2T RA 的耐药机制，

但这些还不足以完全解释它的临床异质性。近些年，肠道菌群作为连接宿主与环境的关键接口，其在自

身免疫病里的作用受到了广泛的关注，“肠–关节轴”学说为了解 RA 的环境致病因素提供了一个新的

视角。不过，当前肠道菌群研究大都依赖高通量测序技术，在基层临床很难普及开来。本篇综述将围绕

D2T RA 的研究现状、肠–关节轴的研究进展以及快速菌群评估技术的转化潜力来展开，为 D2T RA 的

临床管理提供一些新的参考。 

2. 难治性类风湿关节炎的定义与临床挑战 

长期以来，对于治疗反应欠佳的 RA 患者，临床上始终缺少一个统一的定义，这限制了相关研究的

可比性与临床转化。直到 2021 年，欧洲抗风湿病联盟(EULAR) EULAR 正式将这类患者定义为“难治性

RA”(D2T RA)，同时提出了统一的诊断标准：一是经过规范治疗仍失败，具体为在 csDMARDs 治疗失

败后，使用至少 2 种不同作用机制的 b/tsDMARDs 治疗仍无应答；二是疾病仍处于活动状态，可表现为

中度以上疾病活动、影像学快速进展、激素无法减量或生活质量受损等；三是医患双方均对当前治疗状

态不满意[11]。这一定义将 D2T RA 从界限模糊的临床表型转化为可标准化诊断的疾病亚型，有力地推动

了一系列相关研究的开展。有研究显示，D2T RA 患者往往伴有更严重的躯体功能障碍与生活质量下降

[11]，其直接及间接医疗成本也明显高过普通 RA 患者[3] [13]，这给社会和家庭都带来了沉重的负担。为

揭示其耐药机制，既往研究多聚焦于宿主遗传因素、药物代谢动力学异常以及免疫通路的异常激活等方

向，但类机制仅能解释一部分患者的治疗无应答，无法完全阐释 D2T RA 的临床异质性。如今，越来越

多的研究开始关注环境因素在 D2T RA 发生发展中的作用，而肠道菌群所扮演的角色，更是逐步变成了

一个研究热点。 

3. 肠–关节轴：RA 发病机制的新视角 

肠道菌群作为连接宿主和环境的关键接口，其生态失调现已被证实跟多种疾病的发生、发展有着密

切的关系。不仅在类风湿关节炎方面，在炎症性肠病(IBD)、代谢性疾病(比如肥胖、糖尿病)、神经系统

疾病(比如自闭症)以及肿瘤(例如结直肠癌)这些领域里，肠道菌群的紊乱也都被视为一个重要的致病或促

进因素[14]-[16]。在自身免疫病这个领域中，“肠–关节轴”学说的提出，为理解环境因素参与 RA 发病

的机制提供了一个很关键的理论框架。该学说认为，肠道菌群失调能够破坏肠黏膜屏障的完整性，推动

细菌和它的代谢产物易位进入循环系统，进而激活全身免疫反应，最终诱发或者加重关节的炎症损伤[4] 
[17]。在 D2T RA 背景下，肠道菌群失调的作用可能更为突出。菌群失调可破坏肠黏膜屏障，使过量 LPS
进入血液循环，触发全身炎症[18]。进入循环的 LPS 与血清 LBP 结合后，被呈递给单核/巨噬细胞表面的

TLR4-MD2 复合体，进而启动 MyD88 依赖和 TRIF 依赖两条信号通路[19] [20]，最终激活转录因子 NF-
κB，上调 TNF-α、IL-6、IL-1β等多种促炎因子的转录[21] [22]。更为关键的是，在 RA 滑膜成纤维样细

胞(FLS)中，TLR4/NF-κB 通路的持续激活可上调 NLRP3 炎症小体的表达与组装，活化的 NLRP3 促进成
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熟 IL-1β的释放，后者又可通过自分泌/旁分泌方式进一步强化 TLR4 信号，形成“TLR4-NF-κB-NLRP3”
正反馈炎症放大回路[21]。与此同时，RA 患者肠道中具有抗炎作用的短链脂肪酸(如丁酸)显著减少，削

弱了对 TLR4 驱动炎症的负调控能力[18] [23]。上述机制共同构成了一个“菌群失衡→LPS 易位→TLR4
持续激活→炎症自我维持→关节炎症难以控制”的病理生理链条，为“G-%升高”与 D2T RA“难治/顽固”

表型之间的关联提供了可检验的理论框架。有研究显示，RA 患者体内能检测到针对这些易位抗原的抗体

水平有所升高，相关的免疫复合物可在关节部位沉积下来，诱发局部炎症反应，这为上述理论提供了直

接的病理生理学证据[24]。 
大量的宏基因组学研究已经证实，RA 患者普遍存在着肠道菌群失调的特征：一是肠道微生物的 α-

多样性出现显著下降，这提示微生态的稳定性受到了损害；二是菌群的组成发生了明显偏移，具有抗炎

作用的丁酸盐产生菌(比如粪杆菌属)明显减少，而潜在的促炎菌(比如链球菌属)则相对增多[4]。从代谢的

层面去看，RA 患者肠道当中产丁酸盐的菌种显著缺乏[5]，而丁酸盐作为关键抗炎代谢物，其不足可能会

造成肠黏膜屏障受损、自身抗体产生增加以及骨侵蚀加重，这跟 RA 的疾病活动度紧密相关[25]。在细菌

形态学层面，有研究发现 RA 患者的肠道菌群表现出革兰阳性菌相对富集、革兰阴性菌相对减少的趋势

[13]。然而，此类研究大多是基于高通量测序技术的，成本高、周期长，在基层医院尤其难以推广开来。

因此，现在迫切需要找到一种既快速又经济的技术手段，用来评估 D2T RA 患者的肠道菌群状态。粪便

直接涂片革兰染色，作为一种经典、廉价而又快速的微生物学方法，能在 30 分钟之内给出一些可以量化

的形态学指标：① 球菌/杆菌比例(C/B)；② 革兰阴性菌百分比(G-%)；③ 芽孢杆菌百分比；④ 0~III 级
菌群失调分级[25]。但是，目前绝大多数关于 RA 肠道菌群的研究，焦点均放在了初治或者混合病程的普

通 RA 群体上，针对 D2T RA 这样一个极端亚群的研究却是十分匮乏。一个被忽视掉的关键问题就是：

在混合 RA 队列里发现的那些菌群特征，是否适用于 D2T RA 亚群？D2T RA 作为 RA 当中的“极端亚

群”，理论上菌群失调也应更为显著。因此，利用革兰染色去捕捉 D2T RA 的菌群形态学偏移，实际上

是对“菌群–屏障–免疫”轴理论在特定临床场景下的一次验证和拓展。这项技术已经在重症感染、结

直肠癌、MRSA 肠炎这些非风湿病领域里被证明，能够有效捕捉到与临床结局相关联的关键菌群结构偏

移[26]-[28]。考虑到 D2T RA 同样被看作是一种伴有极端免疫炎症状态的临床表型，这里提出一个核心的

研究假设：D2T RA 患者会表现出更为显著的肠道菌群形态学偏移(具体可表现为 G-%升高、C/B 倒置)，
而且这种偏移跟疾病活动度(DAS28)是正相关的。目前仅有的少量研究提示，与普通 RA 相比，D2T RA
患者的肠道菌群失调可能会更加显著[29]，但是这类研究还是要依赖高通量测序技术，且样本量有限。

D2T RA 到底是否存在独特的菌群特征，以及这种特征是否与多重耐药表型有关，目前仍不明确，这也是

当前该领域的研究空白之一。 

4. 肠道菌群研究技术的局限与粪便革兰染色技术的转化潜力 

目前，肠道菌群的研究高度依赖高通量测序技术了(如 16S rRNA 测序、宏基因组学)。虽然能够精确

鉴定到菌属甚至菌种的水平，并揭示出很丰富的微生物信息，但本身也存在费用高昂、周期偏长、数据

分析复杂、技术门槛高等固有缺点，极大地限制了其在临床常规筛查，尤其是在基层医院的普及应用。

也造成了当前很多菌群研究的成果难以快速转化为临床能用得上的工具，无法惠及广大基层患者。粪便

直接涂片革兰染色作为一种已有上百年历史的临床微生物学常规技术，恰恰能够在能在这些方面弥补测

序技术的不足。它能在 30 分钟以内可给出可以量化的形态学指标，包括球菌/杆菌比例(C/B)、革兰阴性

菌百分比(G-%)以及菌群失调分级(0~III 级) [25]；这些指标能够很快地反映出肠道菌群整体结构的偏移情

况，而且不需要复杂的数据分析，单个样本的成本低，操作简便，适合在基层医疗机构用于快速筛查。 
近几年来，这项技术的应用场景得到了不断的拓展，在多个疾病领域里，已经被证实能够有效地捕
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捉到跟临床结局相关的菌群结构变化。在危重症领域，Shimizu 等[26]通过粪便革兰染色，把 ICU 患者的

菌群形态划分成了三种模式，发现菌群形态单一或者枯竭的患者，其短链脂肪酸浓度会显著下降，多器

官功能障碍综合征的相关死亡率达到 50%以上，揭示了菌群形态学与全身炎症预后之间有着紧密关联。

感染性疾病领域里，该技术可实现对 MRSA 肠炎的快速床旁诊断，还可为婴幼儿腹泻的抗生素合理使用

提供快速的决策依据[28] [30]；在消化系统疾病当中，这项技术也被用到了结直肠癌、抗生素相关性肠炎

的评估上，显示出了良好的应用价值[25] [27]。这些跨病种的成熟应用全都表明，粪便革兰染色能够有效、

可靠地捕捉到跟疾病状态和临床结局相关的关键性菌群结构偏移。因此，将这一经过验证的、便捷的技

术引入 D2T RA 研究，不单具有方法学上的创新性，更拥有广阔的临床转化前景。 
然而，粪便革兰染色技术在临床应用中亦存在不可忽视的局限性。在特异性方面，粪便样本中丰富

的食物残渣和细胞碎片易造成背景干扰，导致误判[31]；同时，该技术无法区分定植菌与致病菌，也难以

检测病毒等微小病原体[32]。在可重复性方面，传统手工染色受脱色时间、试剂批次及操作者技能影响显

著，不同人员的判读结果间存在较大差异[33]；此外，革兰染色仅能提供球菌/杆菌比例、革兰阴性菌百

分比等粗略的形态学指标，无法精确鉴定细菌的属种水平，也难以全面反映菌群的代谢功能[33]。值得注

意的是，近年来的技术改良为克服上述局限提供了可能。虚拟革兰染色技术通过深度学习将未染色细菌

的暗场图像转换为标准染色效果，避免了传统染色过程中的化学与人为误差，提升了结果的一致性[34]；
此外，标准化操作流程(SOP)的建立与操作人员的统一培训也被证明能有效降低系统性偏差[35]。然而，

现阶段这些改良手段尚未达到完全替代人工判读的成熟度，其临床推广仍需进一步验证。因此，更合理

的定位是将粪便革兰染色作为高通量测序技术的有力补充，在基层筛查和快速评估中发挥其便捷、经济

的优势，而非完全取代现有的精确诊断手段。 

5. 研究空白与未来展望 

综上，当前这个领域的研究依然存在不少空白。首先，D2T RA 特异性的肠道菌群特征数据还十分匮

乏，现有的研究大多聚焦在普通 RA 群体上，无法揭示这一极端亚群所特有的菌群改变；其次，适用于

临床的快速、低成本肠道菌群评估工具在风湿病领域里长期缺失，现有测序技术很难在基层普及开来，

这也就限制了菌群相关成果向临床的转化；最后，利用菌群形态学指标去识别 D2T RA 这一极端表型的

探索，目前尚为一片空白，粪便革兰染色这项成熟技术尚未被应用到该领域当中来。鉴于 D2T RA 是作

为一种伴有极端免疫炎症状态的临床表型，其菌群失调在理论上应该会更加显著。利用革兰染色技术去

捕捉这一亚群的菌群形态学偏移，有望为 D2T RA 的快速筛查提供出一种低成本、可推广的新工具。若

形态学指标(如 G-%升高、C/B 倒置)被证实与 D2T RA 独立相关，未来可推广为标准化初筛工具，有助于

基层医疗机构在无测序条件下，快速识别 D2T RA 相关的菌群失衡，辅助临床治疗决策，为 D2T RA 的

分层管理提供新的手段，也为后续的菌群干预研究奠定基础。 
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