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Abstract. I��������� �������� ��������� ���� ��� ��� ������I��������� �������� ��������� ���� ��� ��� ������
b���� ������b���� �� ��� ����l�p���� ��� p���������� �f �yp� 2 
���b���� ��ll���� (T2DM). H�w����, l���l� �� k��w� �b��� ��� 
�ff���� �f ��ff����� �����l�b�� A1� (�ly����� �����l�b��; 
HbA1�) l���l� �� ��� ��� �����b����. I� ��� p������ ����y, ��� 
������� �� �����b��l ���p������� ���������� w��� ��ff����� 
HbA1� l���l� �� p������� w��� T2DM w��� ������������. F�� ���� 
p��p���, 30 p������� w��� T2DM w��� ������ly ������� ���� 
����� ����p� ��������� �� ��� HbA1� l���l�: G���p A (HbA1� 
levels, ≥53 but <75 mmol/mol), group B (HbA1c levels, ≥75 but 
≤97 mmol/mol) and group C HbA1c levels, >97.0 mmol/mol). 
16S��DNA ��q������� w�� p��f����� �� ���lyz� ��� �ff���� 
�f ��ff����� HbA1� l���l� �� ��� ��� �����b����. T�� ����l�� 
�����l�� ���� ��� �����b��l �������� ��� ����� ��������y �f ��� 
��� �����b���� w�� �l����ly ��������� �� ��� HbA1� l���l� 
increased. The Firmicutes/Bacteroidetes ratio was reduced 
w��� ��� �������� �� bl��� �l����� l���l�. C�ll������ly, ��� 
findings of the present study demonstrated that there was a 
������� ����������� b��w��� ��� ��� �����b���� ��� HbA1� 
l���l� �� p������� w��� T2DM, ���������� ���� ����l����� ��� 
�����b��l ���p������� ��y b� � p�������l �������y f�� ��p���
���� �l����� �����������.

Introduction

I� ������ y����, ��� w��l�w��� p����l���� �f �yp� 2 ���b���� 
��ll���� (T2DM) ��� ��� ���pl�������� ��� ���������� �� �� 
�l������ ����. T2DM �� � ������� ����b�l�� �������� �����
������z�� by �� �������� �� ��� bl��� �l����� l���l ������ 
by a deficiency in insulin secretion or insulin resistance, or 
b���. T�� ����p����������� �f T2DM �� ���pl�x ��� �� ��� 
y�� f�lly ����������. I� �������� �� b���� �������� by ������� 

��� ������������l f������, �� ��� b��� ������������ ���� ��� 
��� �����b���� pl�y� � ������l ��l� �� ��� ����l�p���� ��� 
p���������� �f T2DM (1). T�� ����������� b��w��� T2DM ��� 
��� ��� �����b���� ��� ������� �� � ����l ��p�� �f �l�����l 
������� ��� ��������.

T�� ��� �����b���� �� �� �������l ���p����� �f ��� ����� 
b��y, p�������� ��p������ f�������� �� ��� ����b�l�� ���l�� �f 
��� ���� (2). T�� ��� �����b���� �� �� ���l�����l ��������y, 
���� ��, ���ll���� �f ��ff����� �p����� �f �������������� ������ 
�� ��� ���������������l ����� (3). T�� �����b��l ���p������� 
��y ���y ��p������ �� ��� ������y, �b����� ����������� 
��� ������� f�������� �f ��ff����� p���� �f ��� ���������. T�� 
composition of the gut microbiota is characterized by a signifi�
���� �����p������l �����b�l��y, �����b����� �� ��� ��ff������� �� 
��������y, ��������, ���, ��x, ������p����l ����, ����, l�f���yl� 
��� ���l�� ������ (4). T��� �������� ���� ���� ���������l ��� � 
���q�� ��� �����b���� p������. A� ������� ����� ���l��, ��� 
��� �����b���� pl�y� �� ��p������ ��l� �� ��� ����������� 
�f ��� p�y���l�����l ����� ��� ��� ����l����� �f f���������l 
����b�l���. Q����������� ��� q��l������� �l��������� �f ��� 
��� �����b���� ����l� �� �y�b�����, �� ��b�l���� �� �����b��l 
�����������, l������ �� ��� ����l�p���� �f � ���b�� �f ������� 
diseases, such as T2DM (5), obesity (6) and cardiovascular 
diseases (7). There is emerging evidence to suggest that the 
dysbiosis of the intestinal microbiota plays a significant role 
in the improvement of glucose metabolism (8,9). Furthermore, 
� ���b�� �f �l������l�w����� ����� ���� b��� ��p����� �� 
�l��� ��� ��� b�������l ��������y, ���� �� ���f����� (10), 
����b��� (11), �l�������l�k� p�p���� 1 (GLP�1) �������� (12) 
��� ��p�p���yl p�p�������4 ����b����� (DPP�4�) (13). H�w����, 
��� ����������� b��w��� ��� ���p������� ����l����� �f ��� ��� 
�����b���� ��� ��� ������� ������� �f bl��� �l����� ������l 
������� �� b� �l��������.

I� ��� p������ ����y, ��� ������� �� ��� �����b��l ���p��
������ �f p������� w��� T2DM w��� ������������ �� ����� �� 
�xpl��� ��� ��ff������� �� ��� �����b��l ��������y ���������� 
w��� ������� �f bl��� �l����� ������l.

Patients and methods

Study design. A ����l �f 30 p������� ��������� w��� T2DM �� ��� 
S����� H��p���l �f H�b�� M�����l U��������y (S��j��z�����, 
C����) f��� J���, 2020 �� S�p���b��, 2020 w��� ��������� 
�� ��� p������ ����y. T�� ���l����� �������� f�� ��� p������� 
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were as follows: i) An age between 18 and 70 years; ii) newly 
�� p�������ly ��������� T2DM, b���� �� ��� W��l� H��l�� 
Organization 1998 diagnostic criteria (14); iii) all patients 
�������� ���f�����, �ly�������� ����b����� �� � ���b������� �f 
b���; ��) �����l�b�� A1� (�ly����� �����l�b��; HbA1�) l���l� 
≥53 mmol/��l; ��� �) ��� �b����� �f ����� ����b�l�� ��������. 
T�� �x�l����� �������� w��� �� f�ll�w�: �) F���l�� w�� w��� 
p�������; ��) p������� w��� �yp� 1 ���b���� ��ll���� (T1DM) �� 
diabetes with identified secondary causes; iii) the presence of 
���������������l ���������; ��) ��y ��� �f ����b������, p��b����� 
agents, probiotics or fiber supplements that could modify the 
�����b���� ������ ��� 3 ������ p���� �� ����ll����; �) p������� 
w�� �������� ��������� w��� ���������������l �� b�l���y ������y; 
��) ��� p������� �f ������ ��p���� ��� ����l �y�f�������, 
��l���������, ��l������ �����; ���) p������� ��������� w��� 
�yp���������, �������y ����� �������, ����b��l ��f������� �� 
other chronic diseases; and viii) the presence of acute inflam�
matory or any infectious disease. A total of 17 males (56.67%) 
and 13 females (43.33%) provided written informed consent. 
T�� ����y ���f����� �� ��� p�����pl�� �f ��� D��l������� 
�f H�l���k� ��� w�� �pp����� by ��� E����� C�������� �f 
��� S����� H��p���l �f H�b�� M�����l U��������y �� C���� 
(Approval no. 2020‑R467). Early‑morning fecal samples were 
��ll����� f��� ��� ����ll�� p������p���� �� �����l� ��p� ��� 
frozen immediately at ‑80˚C for fecal microbial quantifica�
����. P���p����l bl��� ���pl�� w��� �b������ f�ll�w��� 8 � �f 
��������� f������ ��� ���lyz�� ���������ly.

Biochemical analysis and anthropometrics. D������p��� 
��f�������� ��� ������p������� ������������ w��� 
��ll�����, ���l����� ���, ��x, b��y w�����, ������, b��y ���� 
index (BMI), diabetes duration and medical and medication 
history. Body weight was measured with an accuracy of 0.1 kg 
�� l���� ������ �l����� ��� ������ w�� �������� w��� � p�����
sion of 0.5 cm without shoes using an automatic scale. The 
BMI was calculated as the body weight in kilograms divided 
by ��� �q���� �f ������ �� ������ (k�/�2).

HbA1� l���l� �������� ����� � �����p��f������� l�q��� 
chromatography (Tosoh Bioscience). Serum fasting blood 
glucose (FBG), triglyceride (TG), total cholesterol (TC), 
�����������y l�p�p������ ���l������l (HDL) ��� l�w�������y 
l�p�p������ ���l������l (LDL) l���l� w��� �������� ����� 
Roche kits (FBG, 05168791190; TG, 05171407190; TC, 
05168538190; HDL, 07528582190; LDL, 07005768190; 
R���� D���������� G�bH), w��� �� ��������lyz�� ���������� 
(H������, L��.). L���� f������� w�� ���l����� b���� �� ��� ��p���
���� ������������ (AST), �l����� ����������f����� (ALT) 
levels and total serum bile acid (TBA). Renal function was 
determined based on the urea nitrogen (BUN), creatinine and 
���� ���� (UA) l���l� �� �����. L���� ��� ����l f�������� w��� 
�������� ����� �� ��������� b���������l ���lyz�� (AU480; 
Beckman Coulter, Inc.). The urinary albumin‑to‑creatinine 
����� (UACR) w�� �xp������ �� ��/��l �f ����������.

DNA extraction and 16S rRNA gene amplicon sequencing. 
F���l ������� DNA w�� �x������� f��� 200 �� �f ���� 
f��z�� f���l ���pl� ����� ��� TIAN��p S���l DNA k�� 
(cat. no. DP328‑02; Tiangen Biotech Co., Ltd.) according to 
��� ����f�������'� p������l. T�� �x������� DNA ����������
���� ��� p���f������� w��� ���������� ����� � N������p 

spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Inc.), and the 
DNA quality was examined by 1% agarose gel electropho�
resis. The DNA samples of the V4 region of the bacterial 
16S‑rDNA gene were amplified by PCR using the following 
primers: 341F, 5'‑ACTCCTACGGGRSGCAGCAG‑3'; and 
806R, 5'‑GGACTACVV GGGTATCTAATC‑3'. PCR (F547S; 
Thermo Fisher Scientific, Inc.) was performed as follows: An 
initial DNA denaturation step at 95˚C for 1 min, followed 
by 25 cycles of 30 sec at 95˚C, primer annealing at 55˚C for 
30 sec, extension at 72˚C for 40 sec, and a final extension step 
at 72˚C for 2 min. Following amplification, all PCR products 
were purified using the TIANgel Midi Purification lit (cat. 
no. DP209‑03; Tiangen Biotech Co., Ltd.). The concentra�
tion of purified DNA was quantified using Qubit DNA (cat. 
no. 12640ES76; Shanghai Yisheng Biotechnology Co., Ltd.). 
The range of the loading concentration of the final library 
was 7.62‑17.58 ng/µl. P���f��� ��� p��l�� ��pl����� w��� 
sequenced using an Illumina Novaseq6000 (PE250) according 
�� ��� ����f�������'� ������������. R�w ��q����� ����� w��� 
����l��pl�x�� ��� l�w�q��l��y ����� (������� q��l��y ����� 
<20 or read length <200 bp) were filtered. Representative 
��q������ w��� f������ ���lyz�� ����� ��� Q����������� 
I������� ���� M����b��l E��l��y (QIIME ������� 2) ��f�w��� 
package. The quality filtered sequences were clustered into 
operational taxonomic units (OTUs) with a 97% sequence 
����l����y ����� ��� G��������� ����b��� (���p://����������.
lbl.���).

Statistical analyses. Data analyses were performed using IBM 
SPSS 21.0 software (IBM Corporation). All data are presented 
�� ��� ������ (������x) �� ���� ± �������� ��������� (SD). 
All ���� w��� ������ f�� �����l��y ��� �������� ����������y. 
Statistical significance was carried out using one‑way analysis 
of variance (ANOVA) followed by Tukey's post hoc test for 
data such as age, BMI, HbA1c, FBG, TC, TG, HDL, LDL, ALT, 
AST, BUN, creatinine, UA and TBA levels. Non‑parametric 
���ly��� w��� p��f����� ����� ��� K���k�l�W�ll�� ���� f�� 
���� ���� �� UACR l���l� ��� ���b���� ��������. T�� �lp�� 
��������y �f �����b��l ���p������� w�� ��l��l���� ����� ��� 
C���1 ��������y ����x, S������ ��������y ����x ��� S��p��� 
��������y ����x. T�� K���k�l�W�ll�� ���� w�� ���� �� ������fy 
significant differences between alpha diversity in each group, 
and the Mann Whitney U test with the Bonferroni correction 
������ w��� ���� �� p��� ��� �����. T�� b��� ��������y w�� 
��l��l���� ����� ��w������� U��F����b���� p�����p�l ���p��
���� ���ly��� (PCA). T�� l����� ������������ ���ly��� �ff��� 
��z� (LEfS�) ���ly��� w�� ���� �� ������ ��ff�������l �b���
����� ����� ��ff����� ����p�. A ��f��l� �����ff ��l�� �f l����� 
discriminant analysis (LDA) >4.0 and P<0.05 were considered 
to indicate statistically significant differences.

Results

Anthropometric and biochemical parameters of the study 
participants. I� ��� p������ ����y, 30 �������� ��l������� w��� 
�l���bl� f�� ����ll���� �� p�� ��� ���l�����/�x�l����� �������� 
mentioned above. Based on the HbA1c values, all enrolled 
p������p���� w��� �������� �� ����� ����p� (�=10 p�� ����p) 
as follows: Group A (HbA1c levels, ≥53 but <75 mmol/��l), 
group B (HbA1c levels, ≥75 but ≤97 mmol/��l) ��� ����p C 
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HbA1c levels, >97 mmol/mol). There were signifi cant differ‑/mol). There were signifi cant differ‑mol). There were significant differ�
����� �� ��� HbA1� l���l� ����� ��� ����� ����p� (T�bl� I). 
The HbA1c level in group A was 56.00±2.83 mmol/��l, ���� 
in group B was 81.40±3.03 mmol/��l, ��� ���� �� ����p C w�� 
99.80±2.15 mmol/��l. A� ��� b�������� �f ��� �xp�������, 
the mean FBG level in group C (10.76±2.41 mmol/l) w�� 
significantly higher than that in group A (6.71±2.46 mmol/l) 
or group B (8.07±2.20 mmol/l). No significant differences 
were observed as regards age, sex, BMI and diabetes dura�
tion at baseline among the three groups. The TBA level in 
group C (5.57±4.10 µmol/l) w�� �����f�����ly ������ ���� 
that in group B (2.25±1.40 µmol/l). H�w����, �� ����������lly 
significant differences were observed in TBA levels between 
group A (3.39±1.34 µmol/l) and group C. In addition, no statis‑/l) and group C. In addition, no statis‑l) ��� ����p C. I� ��������, �� �������
����lly ��ff������� w��� �b������ �� b���������l ����������, 
such as TC, TG, HDL, LDL, AST, ALT, BUN, creatinine, UA 
��� UACR l���l�. T�� �l�����l ��������������� ��� b���������l 
�����bl�� �f ��� p������� �� ��� ����� ����p� ��� p�������� 
�� T�bl� I.

Association of alpha and beta diversity with HbA1c level. 
Af��� f�l������ �� �b���� ��� �����q��l��y �l��� �����, ��� 
���b�� �f �ff������ ��q������� l������ �b������ �� ���� ����p 
��� p�������� �� T�bl� II. T�� �ff������ ��q����� l����� �������
b����� �� �ll�������� �� F��. 1A. All ��q������ w��� ������� 

into 19,501 OTUs according to 97% similarity, and the Venn 
�������� ���� �����lly ��p�������� ��� ����l ��� ���q�� ������
����� �f ��� OTU ���b��� �f ��� ����� ����p� w��� f�����. 
The OTU numbers of groups A, B and C were 2,754, 3,242 
and 3,501, respectively. A total of 3,664 OTUs were simultane�
ously shared by the three groups (Fig. 1B).

The alpha diversity was quantified using the Chao1 diver�
���y ����x, S������ ��������y ����x ��� S��p��� ��������y 
����x, w���� ��l���� b��� OUT �������� ��� ��������. A� 
shown in Fig. 2A, three outliers in group B were excluded. As 
���w� �� F��. 2C, ��� ���l��� w�� �x�l����. W��� ���p����� 
��� �lp�� ��������y ������������ ����� ����� ����p�, ��� 
�����b��l �������� ��� ����� ��������y �f ��� ��� �����b���� 
w�� �l����ly ��������� �� ��� HbA1� l���l� ���������, �l������ 
this did not reach statistical significance (Fig. 2A‑C).

T� �����l�z� ��� ����p ��ff������� �� b�������l ��������y 
���p�������, ��� b��� ��������y �f ��� �����b��l ���p����
���� w�� ���p����. T�� b��� ��������y w�� ��l��l���� ����� 
��w������� U��F����b���� p�����p�l ���p����� ���l�
y��� (PCA). PCA ������b�� ��� p�����p�l ���p������ (PC�) 
������ �f �����b��l ���p������� ����� ��� ����� ����p�. 
The first principal component (PC1) accounted for 36.3% of 
��� ����l ��������. T�� ������ p�����p�l ���p����� (PC2) 
accounted for 13.2% of the total variance. The data related 
�� ��� ����� ����p� w��� �l������� �������� w��� ��ff����� 

T�bl� I. Cl�����l ��������������� ��� b���������l �����bl�� �f ��� ����y p������p����.

 Group A (n=10) Group B (n=10)  Group C (n=10) P‑value

Sex (female/male) 4/6 6/4 3/7 ‑
Age, years (range) 51 (40‑68) 54 (37‑68) 38 (29‑59) 0.126
BMI, kg/m2 (range) 25.00 (20.40‑34.68) 26.83 (22.77‑33.10) 26.42 (21.11‑30.45) 0.770
Diabetes duration, months (range) 96 (4.00‑240.00) 36 (2.00‑240.00) 47.50 (4.00‑216.00) 0.476
HbA1c (mmol/mol) 56.00±2.83 81.40±3.03� 99.80±2.15�,b 0.001
FBG (mmol/l) 6.71±2.46 8.07±2.20 10.76±2.41�,b 0.003
TC (mmol/l) 4.42±1.00 4.37±1.16 5.33±1.43 0.167
TG (mmol/l) 2.25±1.92 2.06±1.30 2.84±1.71 0.549
HDL (mmol/l) 1.14±0.32 1.00±0.17 0.94±0.16 0.147
LDL (mmol/l) 2.81±0.70 3.02±1.18 3.62±0.97 0.184
ALT (U/l) 22.01±8.11 20.87±10.17 32.29±25.66 0.264
AST (U/l) 17.69±5.52 21.15±11.37 26.90±20.40 0.366
BUN (mmol/l) 5.59±1.52 5.40±1.04 5.14±1.10 0.727
Creatinine (µmol/l) 70.22±14.62 66.60±13.19 63.20±11.26 0.512
UA (µmol/l) 345.89±85.43 299.60±92.40 313.50±82.09 0.505
UACR (mg/mol) 5.63±10.57 4.97±5.36 1.71±1.02 0.241
TBA (µmol/l) 3.39±1.34 2.25±1.40 5.57±4.10b 0.036
Family history of T2DM (%)   50   50   60 ‑
Macrovascular complication (%)   60   50   30 ‑
Peripheral neuropathy (%) 100 100 100 ‑
Diabetic retinopathy (%)   60   30   20 ‑
Diabetic nephropathy (%)   20   40   10 ‑

D��� ��� p�������� �� ��� ������ (������x) �� ��� ���� ± SD. �P<0.05 vs. group A; and bP<0.05 vs. group B. BMI, body mass index; 
FBG, fasting blood glucose; TC, total cholesterol; TG, triglycerides; HDL, high density lipoprotein cholesterol; LDL, low density lipoprotein 
cholesterol; AST, aspartate transaminase; ALT, alanine aminotransferase; BUN, urea nitrogen; UA, uric acid; UACR, urinary albumin‑to‑cre�
atinine ratio; TBA, total serum bile acid. Diabetic nephropathy includes microalbuminuria and macroalbuminuria.
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���������� ��� ����������. T�� ����l�� ��������� ���� ���y��� 
������� �f bl��� �l����� ������l ��y pl�y �� ��p������ ��l� �� 
���p��� ��� b�������l ����������� (F��. 2D).

Associations between gut microbiota components in fecal 
samples and HbA1c levels. T�� �����b��l ��������y ����� 
��� ����� ����p� w�� �������� �� ���l���� ��� p����bl� �ff��� 
�f ��ff����� HbA1� l���l� �� ��� �����b��l �b��������. T�� 
bacterial phyla, Firmicutes, Bacteroidetes and Proteobacteria, 
������b���� ��� ��j����y �f b�������l �����b���� ���p������. 
At the phylum (Fig. 3A) and genus (Fig. 3B) level, the rela�
tive abundance of Bacteroidetes was increased, whereas the 
��l����� �b������� �f F��������� w�� ��������� w��� ��� 
���������� HbA1� l���l�. T�� ���������� (F��. 4A) ��� �l����
grams (Fig. 4B) of LEfSe analysis revealed that the dominant 
p�yl� ��� �l��� �f b�������l ����������� w��� �������� 
b��w��� ����p� A (���) ��� C (�����) ����� ��� l���������� 
LDA ��l�� �f 4 (F��. 4). T�� b�������l ��x� �������� �� 
����p A w�� ��� p�yl� F���������. T�� p�yl� P�����b������� 
and the class Betaproteobacteria were significantly enriched 
�� ����p C.

Discussion

M���������� ������� ���� �����l�� ���� ��� ���� �b������ 
p�yl� �� ��� ��� �����b���� p������ �� b��� ����� ��� ���� 
are Bacteroidetes and Firmicutes, which account for ~90% of 
��� ����l ��������y. I� ��������, ����� ��b�������� p�yl�, 
such as Proteobacteria, Actinobacteria and Verrucomicrobia 
are found in low abundance (15,16). In healthy mammals, the 
����������� b��w��� ��� �w� �������� p�yl�, �xp������ �� ��� 
F���������/Bacteroidetes ratio, is relatively stable. An increase 
�� � �������� �� ��� F���������/Bacteroidetes ratio can lead to 
��� ����l�p���� �f ����b�l�� ���������. I� p������l��, � p������� 
����y ����bl����� ���� ��� F���������/Bacteroidetes ratio was 
associated with the progression of diabetes mellitus (17). The 
��j�� �l��������� �� ���b���� ���l��� � �����f�����ly l�w�� 
�b������� �f F��������� ��� �� ��������� ���������� �f 
Bacteroidetes, which is consistent with the findings of previous 
������� (18�20). L��b��� et al (21) f���� ���� ��� ������ �f 

T�bl� II. Eff������ ��q������� l������ �� ���� ����p.

   A������ GC  Eff������ 
Sample PE_reads Nochimera length (nt) (%) (%)

A1 65,477 46,632 423.44 51.53 71.21
A2 65,239 44,066 419.16 52.82 67.54
A3 74,503 35,485 415.5 53.86 47.62
A4 65,183 49,340 421.39 52.78 75.69
A5 44,764 25,961 413.26 51.51 57.99
A6 49,716 34,425 419.49 52.01 69.24
A7 59,801 37,342 419.88 51.3 62.44
A8 57,893 30,095 419.89 52.58 51.98
A9 42,535 27,077 417.49 53.94 63.65
A10 72,706 53,832 424.64 52.97 74.04
B1 67,444 38,560 419.38 55.04 57.17
B2 69,920 42,089 414.55 53.53 60.19
B3 57,192 36,327 421.08 51.09 63.51
B4 77,800 43,557 414.84 53.37 55.98
B5 85,978 62,974 419.84 48.29 73.24
B6 80,113 42,390 411.32 50.9 52.91
B7 81,950 47,100 418.36 52.72 57.47
B8 61,658 37,550 410.72 51.31 60.9
B9 57,377 33,727 414.47 52.46 58.78
B10 72,343 37,461 406.06 53.17 51.78
C1 76,800 47,882 414.81 49.65 62.34
C2 83,864 56,933 420.29 50.63 67.88
C3 92,174 54,407 414.61 50.87 59.02
C4 64,173 31,935 409.78 52.41 49.76
C5 78,314 59,582 426.38 54.23 76.08
C6 76,436 43,825 412.61 50.26 57.33
C7 61,214 38,689 422.51 49.65 63.2
C8 115,707 77,703 417.43 48.87 67.15
C9 78,223 46,980 414.16 49.8 60.05
C10 80,347 46,224 421.15 51.84 57.53

N�������� ��p������� ��� q������y �f �l��� ���� f�ll�w��� q��l��y 
������l ��� ��� ������l �f ��������, w���� ��� b� ���� f�� ���ly���.

Figure 1. Comparison of gut microbiota composition among the patients in groups A, B and C. (A) Sequence length distribution map. (B) Venn diagram 
���w��� ��� ����l�p �f �p��������l ��x������ ����� �� ��� ����� ����p�. T�� p������� w��� ������� ���� ��� ����� ����p� ��������� �� ��� HbA1� l���l� �� 
follows: Group A (HbA1c levels, ≥53 but <75 mmol/mol), group B (HbA1c levels, ≥75 but ≤97 mmol/mol) and group C HbA1c levels, >97 mmol/mol). 
HbA1�, �����l�b�� A1� (�ly����� �����l�b��).
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Bacteroides/F��������� w��� p�������ly ���������� w��� bl��� 
�l����� l���l�, ������������� ���� ������� �� ��� ��� ������
b���� w��� �l���ly ��l���� �� ���������� �� �l����� ��l������. 
T�� p������ ����y f������ �� ��� ������������ �f ��� ��� ������
b���� w��� ��ff����� HbA1� l���l� �� p������� w��� T2DM. T�� 
16S rRNA V3‑V4 region was sequenced and it was identified 
that the Firmicutes/Bacteroidetes ratio was negatively associ‑/Bacteroidetes ratio was negatively associ‑Bacteroidetes ratio was negatively associ�
ated with HbA1c levels, which is similar with the findings of a 
p������� ����y (22). A ������ ����y �� C������ ���l� p������� 
w��� T1D p����� ���� ��� F���������/Bacteroidetes ratio was 
f���� �� b� �������. M�������, ��� F���������/Bacteroidetes 
����� w�� f���� �� b� ��������ly ���������� w��� ����� l���l� 
�f HbA1� (22).

S�����l ����b�l�� p������� �f ��� �����b���� ����b�l��� 
��� ����l��� �� ��� ����l����� �f �l����� ����b�l���, ���l����� 
����������� f���y ����� (SCFA�), �������yl����� N��x��� 
(TMAO), b�l� ����� ��� ����l� p��p����� ����� (23). SCFA� ��� 
produced by the fermentation of dietary fibers in the human 
��l��, w���� ��� ��� �f ��� ��j�� ��� p������� �f b�������l 
f����������� (24). T�� ���� SCFA� ��� �������, p��p������ 

��� b��y����. SCFA�, p������l��ly b��y����, ��p���� ����l�� 
����������y ��� ��������� by b������ �� G�p������ ���pl�� 
����p���� (GPCR), ���� �� GPCR41 ��� GPCR43, w���� ��� 
expressed in the human colon and the small intestine (25). 
M�������, ����� ����p���� ��� �l�� �xp������ �� ������� ����l�� 
��������� �������, ���� �� ��� l����, p��������� β���ll�, ���p��� 
tissue and skeletal muscle (26,27). SCFAs have been shown to 
�����l��� ����l�� ��������� ��� ��p���� �l����� ����������� 
by �����l����� GLP�1 ��� p�p���� YY (PYY) (28). T���� �� 
increasing evidence to suggest that deficiency in SCFA produc�
���� ��� b��� ���������� w��� ��� ����l�p���� �f T2DM. 
F����������, C������ p������� w��� T2DM ���� b��� ���w� �� 
exhibit a significant decrease in butyrate‑producing bacteria, 
���p���� w��� ���l��y ���������l� (20). A� p�������ly ������
�������, w��� ��� p�������� �f SCFA p��������� �� �������� 
by p������l�z�� ���������, p������p���� w��� ���w� �� �x��b�� 
an improvement in HbA1c levels (29). In the present study, 
����p C �x��b���� � �������� �� ��� F���������/Bacteroidetes 
�����, w���� p���ly �xpl����� ��� �l������ HbA1� l���l �� ���� 
group as SCFA production may be deficient.

Figure 2. Alpha and beta diversity analysis of gut microbiota composition across three groups. (A) Chao1 diversity index. (B) Shannon diversity index. 
(C) Simpson diversity index. (D) Unweighted UniFrac‑based PCA score plots of metabolic profiling. The patients were divided into the three groups according 
to the HbA1c levels as follows: Group A (HbA1c levels, ≥53 but <75 mmol/mol), group B (HbA1c levels, ≥75 but ≤97 mmol/mol) and group C HbA1c levels, 
>97 mmol/mol). HbA1c, hemoglobin A1c (glycated hemoglobin); PCA, principal component analysis; PC, principal component.
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F����� 3. R�l����� �b������� ���p������� �f ��� �����b���� ����� ��� ����� ����p�. (A) R�l����� p��������� �f ���� �b������ p�yl�� �� ���� ���pl� ����� 
three groups. (B) Relative abundance of bacteria at genus level among three groups. The patients were divided into the three groups according to the HbA1c 
levels as follows: Group A (HbA1c levels, ≥53 but <75 mmol/mol), group B (HbA1c levels, ≥75 but ≤97 mmol/mol) and group C HbA1c levels, >97 mmol/mol). 
HbA1�, �����l�b�� A1� (�ly����� �����l�b��).

F����� 4. LEfS� ���ly��� �f ��� ��� �����b���� ����� ��� ����� ����p�. (A) L��� �f ��x� ���� ��ff���� b��w��� ����p� A ��� C, ���k�� ��������� �� ��� �ff��� 
size. (B) Chadogram illustrating taxonomic representation of differences between groups A and C. The patients were divided into the three groups according 
to the HbA1c levels as follows: Group A (HbA1c levels, ≥53 but <75 mmol/mol), group B (HbA1c levels, ≥75 but ≤97 mmol/mol) and group C HbA1c levels, 
>97 mmol/mol). HbA1c, hemoglobin A1c (glycated hemoglobin); LEfSe, linear discriminant analysis effect size.



WORLD ACADEMY OF SCIENCES JOURNAL  3:  44,  2021 7

Bile acids (BAs) are synthesized from cholesterol in the 
hepatocytes as primary BAs and transformed in the intestine 
into secondary BAs by the gut microbiota (30). While BAs 
���� l��� b��� �������� ��l�ly �� f���l����� f�� ��������� ��� 
�b���p���� (31), ����� �� ������ ���p�ll��� �������� �� �������� 
BAs also play an important role in blood glucose homeo�
������ (32,33). S��� ex vivo ��� in vitro ������� ���� ��������� 
that BAs may affect glucose metabolism through interaction 
w��� ��� ���l��� ����p��� f�������� X ����p��� (FXR) (34) 
and Takeda G‑protein‑coupled receptor 5 (TGR5) (35), both 
�f w���� ��� �xp������ �� ��������������� L���ll�. P�bl����� 
studies have demonstrated that the activation of FXR and TGR5 
by BAs increase GLP‑1 secretion to improve hyperglycemia 
and insulin sensitivity (36,37). Recently, BA sequestrants have 
b��� ���w� �� ��p���� �ly����� ������l (38) ��� ���� b��� 
approved for the treatment of T2DM in the USA (39), even 
������ ��� ���������� �f ������ ��� ��� y�� f�lly ����������. 
T���� �� �������� �� ������� ���� ������� �l������l�w����� 
������, ���� �� α��l��������� ����b���� ��� ���f�����, ��b�����
���lly �ff��� ��� ��� �����b���� ��� ��������� w��� �����b��l 
BA metabolism (40,41). In the present study, the TBA level 
in group C was higher than that in groups A and B; however, 
����� w�� �� ����������lly �����f����� ��ff������ b��w��� 
groups C and A. The TBA level was not consistent with the 
������� �� ��� HbA1� l���l, w���� w�� p����p� ���������� 
with glucose‑lowering agents. The change in BA composition 
������� by ��������b���� ���������� ��� �l�� b��� ��p�����, 
w���� ��y ��p���� ����b�l�� ���l�� (42).

H�w����, ����� w��� ������l l���������� �� ��� p������ 
����y. F����ly, �� ����l� b� ��k��wl����� ���� ��� ���pl� ��z� 
w�� ��l�����ly ���ll ��� l������. A������ l��������� �� ���� ��� 
�ff���� �f ��ff����� HbA1� l���l� �� ����b�l�� �������, ���� 
�� SCFA�, TMAO ��� ����l� p��p����� �����, w��� ��� ������
������� �� ��� p������ ����y. T����f���, ����� p����bl� ��l�� ��� 
���������� ���� �� b� ������������ �� f����� �������.

I� ����l�����, ��� p������ ����y ������ly ��������� 
30 p������p���� �� ��� ��p������ w���. Af��� ��� 30 �������� 
��l������� w��� ����ll��, �ll p������p���� w��� �������� �� 
���� ����p ��������� �� ��� HbA1� ��l���. I� ��� D�p������� 
�f E��������l��y �f ��� S����� H��p���l �f H�b�� M�����l 
U��������y, ��� ��j����y �f p������� w��� �������� �� ��� ��p��
����� w��� �w��� �� p��� �ly����� ������l. T�� HbA1� ��l��� 
�f �ll p������p���� w��� ����. T���, ��� ����������� b��w��� 
��� ���p������� ����l����� �f ��� ��� �����b���� ��� ��� 
������� ������� �f bl��� �l����� ������l w��� �x������ ��� 
���������. I� w�� ������������ ���� ��� HbA1� l���l� �����
l���� ��� ���p������� �f ��� ��� �����b����. A� ��� HbA1� 
l���l� ���������, ��� �����b��l �������� ��� ����� ��������y 
�f ��� ��� �����b���� �l����ly ���������. M�������, ��� 
F���������/Bacteroidetes ratio was reduced with the increase 
�� bl��� �l����� l���l�, ���������� � p�������l �������y f�� 
����l����� �l����� ����b�l��� �� ��� f�����. H�w����, ������� 
l��������� �� ��� p������ ����y w�� ���� �� ����p w��� �����l 
HbA1� l���l� w�� ���l����. I� f����� �������, ��� ������� ��� 
�� ����ll ���� p������p���� �� ��� ���p������ ��p������� ��� 
��p������ w���.
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