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摘 要:目的 使用孟德尔随机化(MR)分析探讨肠道微生物群与口腔癌风险的相关性。方法 从OPENGWAS数据

库与 MiBioGen联盟分别下载口腔癌与肠道微生物群的汇总数据,将IVW 方法作为主要的统计学方式,其他4种 MR-

Egger,Weightedmedian,Weightedmode和simplemode作为补充方式,采用双样本 MR分析探索肠道微生物菌群与口

腔癌风险间的因果关系。此外,敏感性分析用于检测异质性和多效性。结果 采用IVW作为主要的统计方法。结果发

现,Betaproteobacteria(OR =1.001105,P =0.01576412,95%CI:1.0002078~1.002002)、Alcaligenaceae(OR =

1.001249,P=0.01154315,95%CI:1.0002797~1.002219)、Pasteurellales(Pasteurellaceae)(OR =1.000510,P =
0.03808085,95%CI:1.0000280~1.000993)、Eubacteriumfissicatenagroup(OR =1.000488,P =0.03155466,

95%CI:1.0000431~1.000932)和Desulfovibrio(OR=1.000714,P=0.04466106,95%CI:1.0000170~1.001412)对

口腔癌提示有促进作用,而Butyrivibrio(OR =0.9996003,P=0.02473086,95%CI:0.9992516~0.9999492)和Clos-
tridiumsensustricto1(OR =0.9986777,P=0.001871154,95%CI:0.9978452~0.9995109)对口腔癌提示具有保护

作用。结论 MR分析评估肠道菌群与口腔癌之间的因果关系,发现5个菌属(Pasteurellaceae与Pasteurellales同属一

种)促进口腔癌的发展,而2个菌属对口腔癌具有保护作用。
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  Abstract: Objective Toexplorethepotentialcausalassociationbetweengutmicrobiotaandoralcancer
riskusingMendelianrandomization(MR)analysis. Methods Summarizeddataonoralcancerandgutmicro-
biotaweredownloadedfromtheOPENGWASdatabaseandtheMiBioGenconsortium,respectively.Atwo-
sampleMRanalysiswasperformed,employingtheinverse-varianceweighted(IVW)methodastheprimary
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statisticalapproach,complementedbyMR-Egger,weightedmedian,weightedmode,andsimplemodemeth-
ods.Thisanalysisaimedtoinvestigatethecausalrelationshipbetweengutmicrofloraandoralcancerrisk.In
addition,sensitivityanalyseswereusedtodetectheterogeneityandpleiotropy. Results UsingtheIVW
methodastheprimarystatisticalapproach,theresultsrevealedthatBetaproteobacteria(OR =1.001105,P=
0.01576412,95%CI:1.0002078~1.002002)、Alcaligenaceae(OR =1.001249,P =0.01154315,95%CI:

1.0002797~1.002219)、Pasteurellales(Pasteurellaceae)(OR =1.000510,P =0.03808085,95%CI:

1.0000280~1.000993)、Eubacteriumfissicatenagroup(OR =1.000488,P=0.03155466,95%CI:1.0000431
~1.000932)andDesulfovibrio(OR =1.000714,P=0.04466106,95%CI:1.0000170~1.001412)wereassoci-
atedwithanincreasedriskoforalcancer,suggestingapotentialpromotingeffect.Incontrast,Butyrivibrio
(OR =0.9996003,P=0.02473086,95%CI:0.9992516~0.9999492)andClostridiumsensustricto1(OR =
0.9986777,P=0.001871154,95%CI:0.9978452~0.9995109)hadaninhibitoryeffectonoralcancerdevel-
opment. Conclusion TheMRanalysisevaluatingthecausalrelationshipbetweengutmicrobiotaandoral
cancerrevealsthatfivebacterialgenera(includingPasteurellaceaeandPasteurellales,whichbelongtothesame
genus)areassociatedwithanincreasedriskoforalcancer,whiletwogeneraexhibitaprotectiveeffect.
  Keywords: oralcancer;gutmicrobiota;oralcancerrisk;Mendelianrandomization

  头颈部鳞状细胞癌(headandsquamouscellcar-
cinomas,HNSCC)是全球性第六大肿瘤。据2018年

流行病学调查,每年的发生率仍有890000例新增病

例和450000例死亡病例,发病率仍有上升趋势,而生

存率却止步不前[1]。口腔癌(oralcancer,OC)包括

唇、脸 颊、口 底 和 舌 这 些 部 位 范 围 的 肿 瘤[2],是

HNSCC最主要的亚型。目前,关于 OC的发病机制

还尚未完全清楚。其发病机制被认为是多种因素共同

作用,包括基因的突变、吸烟、喝酒及咀嚼槟榔等[1];然
而,由于解剖位置的活动性,它们通常具有早期隐匿性

转移率较高、局部区域复发和预后不良等特征[3]。这

导致近年来口腔癌的生存率及复发率并未发生较大的

改变。相对于传统治疗,目前也越来越多研究关注于

新型的治疗方式及癌前预防当中。
人体内含有许多菌群,肠道是人体内部细菌最大

的所在地,所包含的细菌数与人体细胞数相当[4]。据

报道[5],肠道菌群调节宿主许多代谢过程,通过自身产

生或调节宿主的代谢物,影响着宿主的新陈代谢及健

康。然而,越来越多研究表明,肠道菌群的失调,同样

被列为是包括癌症在内的多种疾病的危险或预防因

素,并证实其在癌症中的关键作用[6-7]。尽管如此,肠
道菌群与口腔癌的之间关系研究甚少,其与口腔癌是

否存在因果关系仍然未知。因此,了解两者之间的关

系,可能有助于治疗及预防口腔癌的发生。然而,目前

大多数研究都限制于对粪便微生物组成及变化的观

察[8],其中涉及环境及异体性多因素的影响,并不能直

接反应其与疾病的最初始关系。
孟德尔随机化(Mendelianrandomization,MR)分

析使用遗传变异构建暴露的工具变量,以估计暴露与

疾病结果之间的因果关系[9]。该方法是基于人类基因

型是以随机分配的方式从父母身上获取的,常见的混

杂因素并不能影响基因变异和结果之间的关联,因果

序列是合理的[10]。因此,近年来,MR成为了探索环

境暴露和疾病之间潜在因果关系最常用的方式。在本

研究中,使用MiBioGen和UKBiobank项目中的全基

因组 关 联 研 究 (genome-wideassociationstudies,

GWAS)汇总统计数据,进行两样本的 MR分析,以评

估肠道菌群和口腔癌之间的因果关系。

1 资料与方法

1.1 数据来源 肠道微生物群的遗传变异是从 Mi-
BioGen联盟迄今为止发表的最大规模的肠道微生物

群组成全基因组荟萃分析中获得的[11]。该研究包括

了美国、加拿大、以色列、韩国、德国、丹麦、荷兰、比利

时、瑞典、芬兰和英国的16个队列的18340名参与者

的24S核糖体RNA基因测序图谱和基因分型数据,
以探索常染色体人类遗传变异与肠道微生物组之间的

关联。共纳入211个类群(131属、35科、20目、16类

和9门)。OC数据GWAS统计汇总数据来源于 UK
Biobank,该 GWAS数据更新于2021年,包含来自

372373名欧洲男性和女性,其中包括357例病例和

372016例对照组。

1.2 工具变量(Ⅳ) 使用以下标准来选择Ⅳ:①选择

显著性阈值(P<1.0×10-5)下与每个属相关的单核

苷酸多态性(SNPs)为潜在IVs;②使用R2<0.01and
clumpingdistance=10000kb基数以去除连锁不平

衡(LD)的SNP;③去除具有回文结构的SNP;④去除

具有多效应的SNPs。

1.3 统计学方法 在该研究中,使用了多种方法,包
括Inversevariance weighted (IVW),MR-Egger,

Weightedmedian,Weightedmode,Simplemode来检
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验肠道菌群和OC之间是否存在因果关系。IVW,结
合每个SNP的 Wald估计,获得肠道微生物群对PE
影响的总体估计,在没有水平多效性的情况下,结果是

无偏移的[12]。据报道[13],IVW 方法在 MR分析中的

准确性比其余方式准确,因此将IVW 作为主要的统

计结果方式,其余4种方法作为补充。MR-Egger方

法评估效应较低,基于 MR-Egger提供回归截距项,因
此多用于检测多效应。当回归截距项等于零,则表明

水平多效性不存在,反之,则存在[14]。

2 结果

根据IVs的筛选条件,共有370个SNPs被用作

211个细菌属的IVs,所选的仪器变量详细信息,见图

1。
采用IVW作为主要统计方式,根据图1发现8种

菌 属,Betaproteobacteria、Alcaligenaceae、Pasteurel-
laceae、Eubacteriumfissicatenagroup、Butyrivibrio、

Clostridiumsensustricto1、Desulfovibrio和Pasteu-
rellales 与 OC 相 关。Betaproteobacteria(OR =
1.001105,P =0.01576412,95%CI:1.0002078~
1.002002)、Alcaligenaceae(OR =1.001249,P =

0.01154315,95%CI:1.0002797~1.002219)、Pas-
teurellales(Pasteurellaceae)(OR =1.000510,P =
0.03808085,95%CI:1.0000280~1.000993)、Eu-
bacteriumfissicatenagroup(OR =1.000488,P =
0.03155466,95%CI:1.0000431~1.000932)和Des-
ulfovibrio(OR = 1.000714,P = 0.04466106,

95%CI:1.0000170~1.001412)对OC提示有促进作

用,而 Butyrivibrio (OR = 0.9996003,P =
0.02473086,95%CI:0.9992516~0.9999492)和

Clostridiumsensustricto1(OR =0.9986777,P =
0.001871154,95%CI:0.9978452~0.9995109)对

OC提示具有保护作用,见图1。此外,8种菌属散点

图,见图2。
在这8个菌属与OC因果关联中,IVWheteroge-

neity检验结果显示这些IVs没有显著的异质性(P
>0.05)。使用pleiotropytest分别检验各8个因果关

联的多效性显示无明显的水平多效性(P>0.05),见
图1。留一法检测未发现明显的离群值,提示结果是

稳定的,见图3。

图1 肠道菌群与口腔癌发生风险的两样本孟德尔随机化研究结果图
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图2 肠道菌群与口腔癌发生风险的散点图

3 讨论

在本次研究中,使用 MiBioGen联盟进行的最大

规模GWAS荟萃分析中的肠道微生物群汇总统计数

据和UKBiobank于2021年发布OC汇总统计数据,
本研究进行了2个样本的 MR分析,以评估肠道微生

物群与 OC之间的因果关系。本研究发现,Betapro-
teobacteria、Alcaligenaceae、Pasteurellales(Pasteurel-
laceae)、Eubacteriumfissicatenagroup 和 Desulfo-
vibrio对OC提示有促进作用,然而,Butyrivibrio及

Clostridiumsensustricto1对OC具有保护作用。

β变形杆菌(Betaproteobacteria)属于革兰阴性细

菌,通常它们具有外脂多糖(LPS)膜。据报道[15],LPS
以其通过与toll样受体4(TLR4)结合而有效激活先

天免疫系统。然而,过度的免疫激活可导致炎症的产

生。有报道表明,其富集于多种炎症性肺部疾病中,包
括哮喘和慢性阻塞性肺疾病[16]。甚至在口腔中产生

炎症反应,长期慢性的炎症是促进口腔癌发生的因素

之一[17]。

Alcaligenaceae被认为是条件致病菌,在免疫力低

下时,可使患者发病,其中包括肺炎[18]。最新的 MR
研究表明,Alcaligenaceae同样与肾细胞癌和膀胱癌存

在因果关系[19],因此,Alcaligenaceae存在导致癌症的

潜能。此外,Alcaligenaceae属于β变形菌纲中一种,
因此人们认为其致病机制也与β变形杆菌类似。
Pasteurellales(巴 斯 德 菌 目)包 含 着 Pasteurel-

laceae(巴斯德菌科),因此导致其 MR分析数值相等。
目前,Pasteurellaceae包含18属和约60种公认物种,
大部分菌种是机会性病原体,主要引起呼吸道和生殖

道感染。仅有几种为主要致病菌,导致人类重大的疾

病和主要流行病[20],在这几种主要致病菌中,其主要

致病机制为多杀性巴氏杆菌毒素(pasteurellamultoci-
datoxin,PMT)与RTX毒素(repeatsinthestructural
toxin,RTX)[21]。一些研究为PMT是癌症启动因素

提供了证据。PMT通过修饰并激活4个异源三聚体

G蛋白家族中的3个家族的成员,所有这些家族被证

明具有致癌的潜在作用。在这些 G蛋白激活下游包

括Rho-GTPase、黏着斑激酶、环氧合酶-2、b-连环蛋白

信号传导和钙信号传导时,位于这些信号通路中的原

癌基因也随之被激活[22],这可能为癌症转化提供了条

件。此外,另一些研究表明,RTX与特定的亚细胞相

互作用,在其中部署一系列分子反应,最终导致细胞发

生障碍,引起炎症和疾病的发生[20]。
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图3 肠道菌群与口腔癌发生风险的留一法图

  Eubacteriumfissicatenagroup被认为与肥胖和

肥胖相关代谢紊乱相关[23],肥胖被证实为 OC的促进

因素[24]。此外,在牙周炎患者中,Eubacteriumfissi-
catenagroup似乎具有促进糖尿病发生的作用[25],与
非糖尿病患者相比,糖尿病状态的存在大大提高患OC
的机会[26]。代谢紊乱参与局部炎症的产生,因此Eu-
bacteriumfissicatenagroup致癌途径也可能是通过促

进局部炎症产生的[27]。目前,Desulfovibrio(脱硫菌

属)已被证实与肝细胞癌相关[28]。其致癌机制认为是

与H2S有关,通过各种底物将硫酸盐还原为 H2S[29]。
产生的H2S可导致细胞的DNA发生损伤并促进癌症

的发生[30]。最近有报道指出Desulfovibrio同样为肥

胖及糖尿病等代谢紊乱的致病菌之一[31-32]。与 Eu-
bacteriumfissicatena一样,通过扰乱代谢程序导致疾

病的发生。在口腔中,直接证据表明Desulfovibrio的

LSP通过增加了牙龈成纤维细胞中IL-6和IL-8的分

泌,促进牙周炎的发生[33],这增加患有OC的风险。
人类肠道维持着最多样化的微生物组,除了一些

致病菌外,也包括对健康有益的细菌,Butyrivibrio便

是其中之一。据报道[34-35],Butyrivibrio是一种产生丁

酸盐的瘤胃菌属,利用抗性淀粉、膳食纤维和低聚果糖

等碳水化合物产生终末代谢产物丁酸盐。最近,一项

研究表明,与结肠癌相比,健康人群的粪便中具有更高

水平的顶酸盐,这暗示较高水平的丁酸盐可能是肠道

的保护 剂,并 于 健 康 患 者 相 关[36]。随 后,GUO M
等[37]的研究提供了直接证据,他们发现丁酸盐的产生

具有预防直肠癌的作用,这可能与丁酸盐可影响细胞

周期蛋白D3的产生,随后导致细胞周期G1期的细胞

停止并向末端分化转变有关[38]。此外,丁酸盐的生产

已被证明可以降低pH 值,这将抑制部分致病菌的生

长[39]。总之,丁酸盐具有预防肠道炎症与癌症的作

用,而分泌其的Butyrivibrio则是一种保护菌属,这与

本研究Butyrivibrio具有预防 OC的基本方向一致。
尽管目前不明确其对 OC的预防作用,其可能是通过

抑制肠道疾病的发生或抑制代谢紊乱的发生而降低

OC的发生。
本研究采用 MR分析以确定肠道菌群与OC之间

的因果关系,从而排除混杂因素带来的干扰,同时,敏
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感性分析并未显示多效性和异质性,表明本研究的结

果具有统计学稳健性。然而,本研究仍有不少的局限

性。为获取更多遗传变异作为工具变量,分析中使用

的SNP没有达到传统的GWAS显著性阈值(P<5×
10-8),相反,采用P<1×10-5。暴露数据中的最低分

类水平是属,这一限制使本研究无法在物种水平上进

一步探索肠道微生物群与OC之间的关系。在结局汇

总数据中,疾病组的样本数远远小于对照组,应该增大

疾病组的样本量,以得到稳定差异的相关SNP。此外,
暴露数据及结局数据均来自于欧洲人群,可能存在种

族层面的差异,并不能完全代表所有种族,未来关于肠

道微生物群与OC之间因果关系的 MR研究,应该在

多种种族中进行,以寻找出更为准确的菌群种类,便于

后面的推广使用。关于Clostridiumsensustricto1对

OC保护作用,目前相关研究较少,尚需进一步探讨与

研究。此外,本研究中并没采用反向的 MR分析,不能

排除是因为 OC所带来的肠道菌群的变化。同时,

Pasteurellaceae,Butyrivibrio也分布于口腔中,并不能

完全排除是口腔中菌群所带来的直接影响。尽管本研

究中获取与OC相关的肠道菌群,但P 值并不是非常

显著,并不排除偏移所带来的影响,需要增加样本量,
以获取更显著的菌群。同时,本研究旨在分析层面,还
需要实验验证其可用性及可靠性。

总之,MR分析评估肠道菌群与 OC之间的因果

关系,发现5个菌属(Pasteurellaceae与Pasteurellales
同属一种)促进OC的发展,而2个菌属对OC具有保

护作用。
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