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摘 要:目的 对比结直肠肿瘤患者癌变组织和正常组织中菌群变化及代谢产物的变化。方法 菌群采用微生物多样

性分析,代谢产物采用非靶向代谢组学技术分析,比较30例结直肠癌患者病变肠道组织和健康肠道组织菌群和代谢产

物的变化。结果 ①病变组对比正常组之间肠道微生物的丰度有差异(P<0.05)。②通过检测,发现病变组织代谢产

物发生了显著变化,鉴定了20种代谢物作为生物标志,揭示了这些代谢产物在结直肠肿瘤患者中的潜在诊断价值。结

论 结直肠肿瘤患者病变组织相较于正常组织代谢产物及一些菌群种类会发生变化,且有显著差异,继续深入研究有助

于了解和发现菌群与结直肠肿瘤发生、发展及机制的关系,并且还可以发现结直肠肿瘤筛查和治疗的新方向。
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Differentialstudyonintestinalmicrobiotaandmetabolitesbetween
lesionalandnormaltissuesincolorectalcancerpatients
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  Abstract: Objective Tocomparethechangesinintestinalmicrobiotaandmetabolitesbetweenlesional
andnormaltissuesinpatientswithcolorectalcancer. Methods Microbiotawasanalyzedusingmicrobialdi-
versityanalysis,andmetaboliteswereanalyzedusingnon-targetedmetabolomicstechnology.Changesinmi-
crobiotaandmetaboliteswerecomparedbetweenlesionalandhealthyintestinaltissuesfrom30colorectalcanc-
erpatients. Results ① Thereweredifferencesintheabundanceofintestinalmicrobiotabetweenthelesional
groupandthenormalgroup(P <0.05).② Throughdetection,significantchangesinmetaboliteswereob-
servedinlesionaltissues.Twentymetaboliteswereidentifiedasbiomarkers,revealingtheirpotentialdiagnos-
ticvalueincolorectalcancerpatients. Conclusion Comparedwithnormaltissues,lesionaltissuesofcolorec-
talcancerpatientsexhibitsignificantchangesinmetabolitesandcertainmicrobiotaspecies.Furtherresearch
mayhelpclarifytherelationshipbetweenintestinalmicrobiotaandtheoccurrence,development,andmecha-
nismofcolorectalcancer,andidentifynewdirectionsforcolorectalcancerscreeningandtreatment.
  Keywords: colorectalcancer;intestinalmicrobiota;metabolomics;microbialdiversity
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  结直肠癌是一种源自结直肠上皮细胞的恶性肿

瘤,已成为全球第三大常见恶性肿瘤[1]。依据《2020
年中国癌症统计数据》的报告显示,结直肠癌的发病率

在中国位居第二,并呈现出逐年递增的趋势[2]。在特

定条件下,肠道微生物群落与内稳态的紊乱被认为能

够促进结直肠癌发生以及肿瘤的进展。人体肠道内环

境的正常运行,仅在肠道微生物群落的种类多样性、数
量密度以及组成比例处于动态平衡状态时才能得以确

保[3]。所以肠道微生态的紊乱成为了结直肠肿瘤发生

发展的主要环境因素。本研究采用肠道微生物非靶向

代谢组学技术和微生物多样性检测比较结直肠癌患者

病变组织和正常组织代谢产物和菌群的变化,进而了

解肠道微生态失衡在结直肠癌发病过程中的作用原

理,为今后从调控肠道菌群的新角度,探索结直肠癌的

预防策略、早期发现方法以及治疗手段提供了创新思

路。

1 资料与方法

1.1 研究对象 30例结直肠肿瘤患者均来自2023
年1月至2024年5月间内蒙古科技大学包头医学院

第一附属医院胃肠外科住院患者。样本的纳入标准

为:选取30例符合2023年中国临床肿瘤学会指南的

左半结肠肿瘤患者,患者肿瘤的浸润深度、病理类型等

特征尽量相似,且均衡(30例患者TNM分期均为T2-
T3且都是中低分化腺癌);年龄为40~85岁(含40岁

和85岁),性别不限。要求在过去3个月内未腹泻或

便秘。排除标准为:先前已接受放疗或化疗的肿瘤患

者;近1个月内曾使用抗生素或益生菌类药物;同时伴

有炎症性肠病,如:溃疡性结肠炎或克罗恩病;有糖尿

病病史[4];患者有酗酒史。在参与研究之前,每位参与

者均事先获得了充分的知情同意,并理解了其权利与

义务。此项研究经内蒙古科技大学包头医学院第一附

属医院医学伦理委员会的正式许可,伦理审批号:2024
伦理审查第(K022-01)号。

1.2 标本采集 入院后要求患者清淡饮食和禁烟、
酒,手术前均已完善肠道准备,标本均为手术中离体后

30min内采集,收集样本时,用无菌组织剪从标本病

变中央剪取0.5~1cm的肿瘤组织放入无菌标本袋,

-80℃冷冻(后续简称为病变组)。然后取距离病变

组织5cm以内的正常组织0.5~1cm,放入无菌标本

袋,-80℃冷冻(后续简称为正常组)。

1.3 组织菌群分析 病变组和正常组的组织样本由

上海美吉生物医药科技有限公司进行分析,根据Fast-
PureStoolDNAIsolation Kit (MJYH,Shanghai,

China)说明书中微生物群落总基因组 DNA 提取流

程,采用1%琼脂糖凝胶电泳评估DNA完整性,使用

NanoDrop2000测定DNA浓度和纯度[5]。以上述提

取的DNA为模版,采取带有标识序列的5′端引物,针
对16SrRNA基因的V3-V4变异区段执行PCR扩增

操作。整个流程最终步骤是在4℃低温环境下对设备

进行妥善保存(PCR 仪器型号:AppliedBiosystems
GeneAmp○R9700)。4.0ThermoFisherScientific(美
国)进行了针对回收产物的精确检测与量化分析。

1.4 组织代谢物分析 组织代谢产物由上海美吉生

物医药科技有限公司进行分析,将100mg固体样本

置于2mL的离心管内,并投入一颗直径为6mm的

磨砂珠。随后,加入400μL按照4∶1比例(体积比)
混合的提取液(甲醇与水的混合物),其中含有浓度为

0.02mg/mL的内标物质(L-2-氯苯丙氨酸),以提取

代谢产物。接着,把样本溶液放置在冷冻组织研磨器

中,于-10℃、50Hz下研磨6min。研磨完成后,将
样本在5℃的温度下,以40千赫兹的频率进行低温超

声波提取,持续时间为30min。将样本放置于-20℃
的环境中静置30min,随后在4℃条件下以13000g
的力度离心15min,之后取出上层的液体并转移到设

有进样管的专用小瓶里,准备进行仪器分析。之后取

上述制备的样本2μL通过 HSST3色谱柱进行分离

处理,随后导入质谱进行分析,样本在分析过程中,采
用正负离子模式全面扫描采集质谱数据。

1.5 数据处理及分析 组织菌群数据分析:菌群数据

分析工作均在上海美吉生物医药科技有限公司云平台

(https://cloud.majorbio.com)上进行,具体如下:采
用mothur软件[6]计算 Alpha多样性指数等,通过实

施 Wilcoxon秩和检验法来剖析Alpha多样性的组别

间差 异;借 助 bray-curtis距 离 算 法 的 主 坐 标 分 析

(PCoA)来探究样本间微生物群落的相似度,同时运用

PERMANOVA非参数检验法评估样本组别间微生物

群落结构的显著性差异。用LEfSe分析(Lineardis-
criminantanalysisEffectSize)[7](LDA>2,P <
0.05)识别并确定在门到属水平上,不同群体之间细菌

丰度表现出显著差异的菌群类别。基于Spearman相

关性|r|>0.6,P<0.05挑选物种进行相关性网络

图分析[8]。组织代谢产物分析:上机完成之后,将LC-
MS原始数据导入代谢组学处理软件ProgenesisQI
(WatersCorporation,Milford,USA)然后通过 HM-
DB(http://www.hmdb.ca/)和Metlin(https://met-
lin.scripps.edu/)以及上海美吉生物医药科技有限公

司自建库进行匹配,得到代谢物信息。搜库完成后的

数据上传到上海美吉生物医药科技有限公司云平台上

(https://cloud.majorbio.com)进行数据分析。之后

在上海美吉生物医药科技有限公司云平台上进行差异

代谢物的鉴定之后,通过整合利用KEGG(KyotoEn-
cyclopediaofGenesandGenomes)数据库进行深入的
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代谢通路注释,以此揭示这些代谢物在生物体内所参

与的具体代谢途径及其功能作用。采用R软件stats
包进行通路富集分析[8],通过应用Fisher精确检验方

法,旨在识别与特定实验干预措施最为显著相关的生

物学途径[9]。

2 结果

2.1 组织菌群检测结果 将30份肠道组织样本进行

菌群高通量测序总共得到了1884538条reads。病变

组和正常组在门水平上共检测到16个门,其中:厚壁

菌门、变形菌门、拟杆菌门、梭杆菌门、放线菌门为优势

菌,见图1。样本的组织菌群构成不同的个体间有明

显差异,两组样本的菌群门水平上相对丰度相似。检

测的所有样本的优势菌门全部都为厚壁菌门、变形菌

门、拟杆菌门、梭杆菌门、放线菌门,在病变组和正常组

中丰度比较:厚壁菌门(35%比41%,P>0.05)、变形

菌门(28%比31%,P >0.05)、拟杆菌门(15%比

14%,P>0.05)、梭杆菌门(17%比4%,P<0.05)、
放线菌门(2%比5%,P>0.05)。在菌种/属水平,病
变组样本和正常组样本菌群有5种细菌出现显著差

异。在结直肠癌患者病变组织中梭杆菌属(Fusobac-
terium)、鱼 腮 菌 属(Branchiibius)、类 诺 卡 氏 菌 属

(Nocardioides)菌群的比例显著提升,而吞菌弧菌属

属(Peredibacter)、细杆菌属(Microbacterium)丰度显

著降低,但差异无统计学意义(P<0.05),见表1。

图1 结直肠患者病变组织和正常组织菌群结构图

表1 病变组与正常组组织菌群丰度比较表

菌种/属
病变组丰

度均值/%

正常组丰

度均值/%
P

梭杆菌属 15.21 2.91 0.021
鱼腮菌属 3.73 0.27 0.041
吞菌弧菌属 0.32 1.37 0.021
类诺卡氏菌属 1.10 0.03 0.035
细杆菌属 0.88 4.30 0.035

2.2 组织样本代谢组学 组织代谢产物的样本检测

结果显示,病变组与正常组之间的代谢产物相关性低,
见图2。病变组S-半胱氨酸琥珀酸、腐胺、谷氨酸、苯
丙氨酸、牛磺酸、花生四烯酰肉碱、腺苷、棕榈酰肉碱、
缬氨酸和胆碱显著高于正常组,甲噻嘧啶、芥酸酰胺、
乙酰乙酰替苯胺、谷氨酰胺、脯氨酸、亮氨酸、佛手柑内

酯、胸苷、麦角硫因和聚核糖磷酸酯10种产物明显降

低(P 均<0.05),见表2。 注:图中的右侧和下侧为样本名(大写字母为正常组织,小写字

母为同一患者所对应的病变组织),图中每个格子表示两个样

之间的相关性,不同颜色代表样本间相关系数的相对大小,聚
类树枝的长度表示样本间相对距离的远近,同一枝上的样本中

比较相似。
图2 病变组与正常组代谢产物相关性热图

—044—

2025年             右江民族医学院学报              第3期



表2 病变组与正常组组织代谢物比较

代谢产物 病变组升高倍数 P 代谢产物 病变组降低倍数 P

S-半胱氨酸琥珀酸 1.17 <0.05 甲噻嘧啶 0.91 <0.05
腐胺 1.64 <0.05 芥酸酰胺 0.97 <0.05
谷氨酸 1.73 <0.05 乙酰乙酰替苯胺 0.72 <0.05
苯丙氨酸 1.18 <0.05 谷氨酰胺 0.84 <0.05
牛磺酸 1.08 <0.05 脯氨酸 0.84 <0.05
花生四烯酰肉碱 1.12 <0.05 亮氨酸 0.84 <0.05
腺苷 1.10 <0.05 佛手柑内酯 0.95 <0.05
棕榈酰肉碱 1.05 <0.05 胸苷 0.84 <0.05
缬氨酸 1.10 <0.05 麦角硫因 0.82 <0.05
胆碱 1.04 <0.05 聚核糖磷酸酯 0.93 <0.05

3 讨论

该项研究指出,在宏观层面,结直肠癌患者病变部

位与正常组织中的微生物丰富度基本一致。然而,在
微观分类上,病变组织与正常组织间微生物构成差异

显著,众多微生物的种类和数量出现了显著变化,例如

本次试验结果中,梭杆菌属在病变组中明显富集,而吞

菌弧菌属丰度明显低于正常组,这些菌群的变化表明

肠道微生态发生紊乱,而肠道微生态却与结直肠肿瘤

的发生发展有着密切联系。肠道微生态的紊乱可能与

外伤、感染、饮食等多方面的因素有关,这些外界环境

的刺激会使肠道黏膜屏障破坏,但在大部分情况下肠

道屏障会及时的修复,但结直肠肿瘤患者就是在修复

过程中因为外界环境的持续刺激使屏障无法修复,进
而导致微生态的持续紊乱,促进了肿瘤的生成。目前

已知的普雷沃菌能分解膳食纤维,其在病变组织中的

含量降低,可能与患者膳食纤维摄入量不足存在联系。
本研究发现,黏蛋白 降 解 细 菌 Akkermansiamuci-
niphila 在结直肠肿瘤患者癌变组织中富集等。黏蛋

白降解细菌是结直肠微生物中一种常见的共生菌,起
初的研究指出,在肠易激综合症及克罗恩病患者体内,

Akkermansiamuciniphila 的数量有所下降。然而,
最新的研究发现,这种菌类在溃疡性结肠炎患者的隐

窝炎中却呈现出上升趋势,这似乎暗示着它与炎症性

肠病引发的结直肠癌之间可能存在一定的关联。柠檬

酸盐作为独一碳源被Citrobacterfarmeri这一细菌所

利用,且在病态样本中其含量有所上升。此类细菌涵

盖了若干致病性菌株,例如沙门氏菌和志贺氏菌等,它
们能够激活芳基胺N-乙酰转移酶,进而推动结直肠癌

的进程[10]。
液相色谱-质谱联用技术是代谢组学研究的重要

手段,本研究通过此技术有效鉴别出结直肠癌患者与

正常人群组织代谢物之间的差异,对于深入探索结直

肠癌的机制、早期筛查及发掘新型代谢异常途径或靶

标具有显著的应用价值。目前,肠道微生物群失衡在

结直肠癌发病机制中的作用尚不明确,然而,微生物群

的失衡无疑会导致患者体液、排泄物或组织内特定终

末代谢产物的改变。本研究发现病变组织中的氨基酸

代谢产物与正常组织存在显著差异,通过对比分析,病
变组织相较于正常组织在代谢产物中呈现出5种氨基

酸含量的上升,而导致组织氨基酸浓度上升的因素复

杂多样:①炎症作用使得营养素摄取降低;②癌细胞自

体吞噬过程促使肿瘤细胞内自由氨基酸的聚集;③在

结直肠癌患者的肠道末端,特定菌群对膳食蛋白进行

分解,进而导致病变区域某些氨基酸代谢物的生成,如
胺、氨、甲酚和苯酚等;④肿瘤细胞可以表现出导致谷

氨酰胺转化为谷氨酸的谷氨酰胺酶活性增强,结直肠

癌患者谷氨酸增多[11-12]。
关于肠道菌群及代谢产物与结直肠肿瘤关系的研

究取得了一定的进展,但仍存在许多不足之处。在研

究方法上,虽然微生物检测、代谢组学以及宏基因组学

等技术为人们深入了解肠道菌群提供了有力的工具,
但这些技术也存在一定的局限性。测序深度和准确性

可能影响对肠道菌群组成和功能的分析,不同的测序

平台和分析方法可能导致结果的差异。对肠道菌群代

谢产物的检测方法也有待进一步完善,目前的检测技

术可能无法全面准确地分析肠道内复杂的代谢产物

谱。在研究内容上,虽然已经发现了一些与结直肠肿

瘤相关的肠道菌群和代谢产物,但对于它们之间的具

体作用机制仍不完全清楚。所以说,进一步探索结直

肠肿瘤患者肠道微生物群落的结构变异,有望为结直

肠癌的诊断方法、潜在生物标记物的识别以及个性化

治疗策略的制定,提供前所未有的科学依据与创新见

解。梭状杆菌与结直肠肿瘤之间的关联揭示了肠道微

生物组作为结直肠癌及癌前病变早期诊断的潜在生物

标记物的独特价值,其可能助力于识别高风险个体。
借助微生态学和代谢组学的综合分析方法,不仅能够

预见结直肠癌及其癌前病变的发生,而且为这一领域

提供了创新性的预防与治疗策略的方向。此研究进一
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步强调了肠道微生物组在结直肠疾病预防、诊断与治

疗中的重要性,标志着该领域多学科整合研究的新开

端。鉴于肠道菌群数量繁多且受多种复杂因素的影

响[13],这无疑为菌群研究带来了巨大的挑战。然而,
伴随着宏基因组学以及第二代测序技术的持续发展,
对于结直肠肿瘤与肠道微生物群之间的相互作用的认

识有望得到深化,这可能会为结直肠癌的预防和治疗

带来全新的理论基础。在后续研究中,拟通过宏基因

组学技术深入分析结直肠肿瘤患者的肠道微生物群

落,并特别注重增加样本量与细化分层变量,旨在追求

更为精准且具有临床指导意义的发现[15]。

4 结论

①结直肠肿瘤患者的肠道菌群失调,多样性下降;

②结直肠肿瘤患者的菌群代谢产物丰度发生变化;③
结直肠肿瘤患者所特有的差异代谢产物作为生物标志

物,在结直肠肿瘤的早期筛查与诊断中具有巨大的应

用潜力,有助于实现对CRC的早发现、早诊断,从而改

善患者预后。
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