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结直肠癌（?LCLXA?;@C ?@*?AX，7E7）是世界范围

内常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率位居第

k 位l'm。7E7 的危险因素包括遗传因素、年龄、性别、

肥胖、生活方式以及环境因素等lim。7E7 是一种多因

素多步骤导致的疾病，约 "jn的肠道肿瘤由腺瘤进

展而来N其病因尚未完全阐明lk$am。近期的研究表明结

直肠癌和肠道菌群关系密切lj$=m。健康的肠道里居住

着大量的微生物，包括细菌、真菌及病毒等，保持在

一个动态平衡中。肠道微生物参与食物的消化吸

收，还能增强肠道防御功能，促进免疫系统成熟l>m。

当动态平衡被打破，紊乱的肠道微生物群落可能会

诱发多种疾病，包括结直肠癌、炎症性肠病及代谢

综合征等l9$'%m。最近的研究表明结直肠癌患者与健康

人的肠道微生物群落有显著差异l''m，但是肠道菌群

失调与结直肠癌的因果关系尚不明确。腺瘤性息肉

病基因（@8A*L(@;LIY WLCBWLY)Y ?LC)N !"$）突变是腺瘤

形成的早期事件lkm，!"$ 基因第 9j% 号密码子发生等

位突变可自发形成肠道多发腺瘤，伴或不伴低级别上

皮内瘤变。因此 !"$

()*+g小鼠是研究肠道肿瘤较为理

想的动物模型。本研究采用粪菌移植的方法探索紊乱

的肠道菌群在肠道腺瘤进展过程的作用及机制。
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'F'F' 菌液制备 收集 '% 名确诊为结直肠癌患者
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的新鲜粪便，每份取等量粪便按 #：" 的比例与无菌

的 $%& 混合，置于搅拌器中，充分搅拌后进行初始

过滤，把滤液转移到匀浆器中进行匀质处理，然后依

次通过孔径为 !'( ))、#'* ))、*+" )) 和 *'!" ))

的滤网进行层层过滤，滤液收集到 "* ), 的离心管

中，以 -**!! 的转速离心 ! )./ 收集上清液，分离纯

化收集粪菌液，分装后保存在0-*"1 冰箱备用2#!0#34。

收集 #* 名健康人的新鲜粪便，同样的方法制备健

康人的粪菌液。每种菌液的制备采用一套独立的设

备，所有材料设备均经高压蒸汽灭菌。

#+#+! 动物分组 5 周龄雌性 "#$

)./67小鼠（3* 只）

购自南京大学模式动物研究所，体质量在 #"##- 8。

小鼠饲养于天津医科大学实验动物中心 &$9 级实

验室，严格按照操作流程进行饲养。小鼠随机分为 3

组：$%& 组:灌服无菌 $%&;，9<=0> 组:灌服健康人

菌液;和 9<=01 组:灌服肠癌患者菌液;?每组 #( 只

小鼠。适应 # 周后，小鼠进行为期 3@ 的预处理，给

予混合抗生素饮用水，去除肠道原籍菌群，构建“伪

无菌”动物模型。抗生素鸡尾酒为 !(( )86, 氨苄西

林、!(( )86, 甲硝唑、!(( )86, 新霉素和 #(( )86,

万古霉素的混合物2#54。预处理后的 - 周共进行 #A 次

9<=。第 # 周 # 天灌胃 # 次，共 B 次；第 ! 周隔天灌

胃，共 3 次；之后的 A 周，# 周灌胃 # 次，每次每只鼠

灌服菌液剂量为 *'! ),（*'! ),C次C只）2#"4。所有小鼠

自由进食饮水，每天观察小鼠状态、饮食及饮水情

况，每周称重 # 次。

#'#'3 动物处理 第 D 周处死小鼠，取出全部肠

道，用 $%& 冲洗干净。把小肠平均分为近、中、远段，

结直肠作为第 5 段。将肠道沿纵行剖开展平，在盲

法下使用光学显微镜测量息肉大小，按最大径（E*'#

F)、*+##*+! F)、G*+! F)）与部位（近、中、远段小肠及

结肠）记录肠道息肉数量并拍照。将肠道远段沿横

轴卷起，用大头针固定置于 5H甲醛溶液中。肠道近

端保存于0-*"1 医用冰箱。

#'! !"#$

#'!'# >I 染色 小鼠肠道组织保存于 5H甲醛溶

液固定 !5 J 后，经脱水、石蜡包埋处理后制成组织

石蜡切片，行 >I 染色。在光学显微镜下观察肠道肿

瘤病理类型。

#+!+! 免疫组化 采用链霉素抗生物素蛋白$过氧

化物酶染色法进行免疫组织化学染色。石蜡包埋的

组织制成厚约 " !) 的切片，经二甲苯脱蜡后梯度

浓度的乙醇脱水，3H>

!

K

!

室温下孵育 #* )./，枸橼

酸盐缓冲液（L>MA+*）进行组织抗原修复后自然冷

却至室温，山羊血清工作液封闭 3* )./，滴加一抗

置于 5%冰箱过夜。次日室温恢复后，滴加二抗 3B%

孵育 3* )./。每步骤均用 $%&冲洗 3 次，每次 " )./。

NO% 反应显色，自来水冲洗后，苏木素复染，脱水干

燥封片。

#+!+3 原位末端转移酶标记技术 使用 P/ &.QR 1STT

NSUQJ NSQSFQ.V/ 试剂盒采用荧光标记法检测肿瘤组

织细胞凋亡。将石蜡包埋后的切片进行脱蜡、水化，

放入 $%& 溶液中洗涤，加入反应液置于湿盒中于

3B %孵育 # J，将玻片置于洗涤缓冲液中终止反应；

滴加 9P=1 反应液避光孵育 #* )./，再次洗涤 $P 复

染后封片。

#+!+5 提取 WXO及实时荧光定量聚合酶链反应 将

冻存于0-* %的组织取出，加入 =WPYVT 细胞裂解液，

冰上研磨，严格按照说明书提取 WXO，检测样本浓

度和纯度保证在可用范围内。使用逆转录试剂盒将

WXO 逆转录成 FNXO。由江苏金维智生物科技有限

公司负责引物合成。引物浓度稀释至 !* !)VTC,。

!* !, 的反应体系由 ! !, 的 FNXO、# !, 的正向引

物、# !, 的反向引物、A !, 的灭菌双蒸水和 #* !,

的 &Z%W [\SS/ $1W <U]QS\ <.^ 组成。

#+3 %&'(

#+3+# 免疫组化 _.0AB 和 1`FT./ N# 正常表达定

位在细胞核，染色后细胞核呈棕黄色即为阳性细

胞。在正常情况下，"0FUQS/./ 表达定位在细胞膜，

沿细胞膜呈棕黄色连续性着色。当在细胞浆和

细胞核出现棕黄色着色时，即为异位表达。出现异

位表达的细胞即为阳性细胞。每张切片随机选取

"个不同视野计数高倍显微镜下阳性细胞数所占

百分比。

#+3+! 原位末端转移酶标记技术 处理后的切片

用荧光显微镜拍照。凋亡细胞被特异性标记，显示

出黄绿色荧光。同一视野下拍摄黄绿色荧光和蓝色

荧光照片。每张切片随机选择 " 个高倍视野，随机

计数视野内 #** 个细胞中凋亡细胞个数，计算凋亡

细胞百分比。

#+5 )*+,- 使用 &$&& !!+* 软件对数据进行

统计学分析。正态分布的计量资料采用 !"# 表示，两

组间参数比较采用独立样本 % 检验，3 组间参数比

较采用单因素方差分析，正态分布的计数资料采用

卡方检验；& E*+*" 认为差异有统计学意义。

! !"

!+# ./01234 小鼠的体质量随周龄缓慢

增长（见图 #）。在 - 周的实验周期里，小鼠耐受良

好。$%& 组无明显肉眼血便，9<=0> 组 ! 只小鼠和

9<=01 组A 只小鼠在第 - 周出现血便及稀便。
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'('() 肠癌患者菌液促进 !"#

*+,-.小鼠肠道腺瘤数

量增加 /0123 组腺瘤总数明显高于 /0145 组和

678组（$ 9:(:;）。与 /0145组相比，/0143组小肠

腺瘤总数增加<（;=(;:!:(>=）个比（;%(;:!;(:$）个，

$ 9:(:?@。其中，小肠中段腺瘤数量增加<（?(%:! :(A:）个

比（B(C: ! :(C:）个，$ 9:(:?@，小肠远段腺瘤数量显著

增加<（C(%:!:(D=）个比（%(=:!:(DA）个，$ 9:(:;@。在小

肠近段，/0143 组腺瘤数量虽然比 /0145 组略有

增加，但是无显著差异<（=(A:!:(?=）个比（=(;:!:("$）个，

$ E:(:?@。在 /0143 组中，不仅小肠腺瘤总数增加，

结肠腺瘤数量也明显增加（$ 9:(:;）（见图 ;）。

%(%(% 肠癌患者菌液对 %"&

*+,-.小鼠肠道腺瘤大小

的影响 小鼠肠道腺瘤数量按照最大径9:(; F*、

:(;":(% F* 和E:(% F* 进行比较。/0143 组最大径

为 :(;":(% F* 及E:(% F* 的腺瘤总数均高于 /0145

组（$ 9:(:?）。/0143 组最大径为 :(;":(% F* 的小肠

腺瘤数量显著增加，差异具有统计学意义（$ 9:(:;）。

在结直肠中，/0143组最大径9:(; F* 和直径E:(% F*

的腺瘤明显增多，差异均具有统计学意义（$ 9:(:;）。

%(%(D 肠癌患者菌液促进 %"&

*+,-.小鼠肠道腺瘤进

展 678 组及 /0145 组小鼠肠道可见些许散在的

小息肉，/0143 组小鼠肠道可见较多息肉，部分小

鼠结肠可见巨大息肉生长，突出腔内。在 /0145

组，小鼠息肉病理分型多为管状腺瘤、绒毛4管状腺

瘤和绒毛状腺瘤伴或不伴低级别上皮内瘤变，仅有

; 只小鼠出现管状腺瘤伴发高级别上皮内瘤变。/0

143 组中 A:G的小鼠出现管状腺瘤、绒毛2管状腺瘤

或绒毛状腺瘤伴发高级别上皮内瘤变（见图 %）。

%(D !"#$%&01 %"&

*+,-H

()!*2,34

56789:; 与 /0145 组相比，/0143 组小

鼠肠道肿瘤组织 I+4=A 阳性细胞百分比明显增加

（$ 9:(:;），肠道肿瘤组织凋亡细胞百分比明显减少
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（! !"#"$）（见图 %）。

&#' !"#$%&'( "#$

()*+,

)*!+,-./

01 -./01 组和 -./23 组小鼠肠道组织 14 染

色未见明显炎症细胞浸润。实时荧光定量聚合酶链

反应显示，与 -./21 组相比，-./23 组中炎性细

胞因子 562$!、5627、/8-2" 均表达上调（! !"#"$）。

&#9 !"#$%&'( "#$

()*+:

)*!+ ;*< 23

4567 -./21 组中 !2=><?*)* 表达多定位于细

胞膜，-./23 组 !2=><?*)* 出现异位表达，阳性细胞

百分比显著增加 （! !"#"$@。与 -./21 组相比，

-./23 组 =A=B)*C$ 阳性细胞百分比显著增加，差异

有统计学意义（! !"#"$）（见图 '）。
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近年来，结直肠癌的患病率越来越高，越来越

多的研究表明肠道菌群紊乱是结直肠癌发生发展

的重要因素，从某种程度上说，结直肠癌可能是一

种细菌相关性疾病。肠道菌群与遗传和环境等因素

协同作用，塑造一个有益于肿瘤发生发展的环境!"#$。

特定细菌的共同作用促进肠道炎症及癌症发生，细

菌形成的生物膜为癌细胞提供了庇护所!%&$。有文献

表明具核梭杆菌与 '(' 关系密切，在肠癌发生、发

展、转移及预后都扮演重要角色。具核梭杆菌产生

的 )*+, 黏附素与 -.钙粘蛋白结合，促进 !./*01232

异位表达，激活 420 信号通路促进 '(' 发生!%5$。本

研究将 '(' 患者的肠道菌群移植到!"#

63278小鼠体

内，免疫组织化学染色结果显示 !./*01232 出现明

显的异位表达，下游的细胞周期蛋白 /9/:32;% 表达

增多，提示结直肠癌患者的肠道菌群激活 420 通路

促进腺瘤进展。

新近研究发现肠癌患者的菌液能诱导化学致

癌剂氧化偶氮甲烷诱导的结肠肿瘤模型小鼠肠道

肿瘤发生以及无菌小鼠结肠细胞增殖，同时还促进

氧化偶氮甲烷诱导的小鼠及无菌小鼠的炎性基因

和致癌因子表达增加及免疫细胞浸润!%<$。本研究将

'(' 患者的肠道菌群移植到 !"$

63278小鼠体内，探索

在遗传因素的背景下，肠道菌群失衡在肠道腺瘤进

展过程中的作用。研究发现肠癌患者的菌液通过诱

导肠道慢性低度炎症，促进肿瘤细胞增殖，抑制细

胞凋亡等途径促进肠道腺瘤进展。

'(' 患者的肠道菌群里脆弱拟杆菌、具核梭杆

菌和消化链球菌等菌株富集及双歧杆菌、罗氏菌和

毛螺旋菌等益生菌及产丁酸菌减少!"=.>?$，益生菌对

肠道腺瘤的预防作用有待进一步研究。本研究采用

粪菌移植的方法从整体水平上初步探索肠道菌群

诱导腺瘤进展的作用，暂未具体到特定菌株及其代

谢产物的作用，有待今后进一步完善。

综上所述，本研究发现 '(' 患者肠道菌群引起

慢性低度炎症，促进肿瘤细胞增殖，抑制细胞凋亡。

紊乱的肠道菌群可以促进 %"$

63278小鼠肠道腺瘤进

展。进一步拟研究某些特定菌株及其代谢产物在肠

道腺瘤进展过程中的作用，以及探索益生菌对肠道

腺瘤进展的预防作用。针对肠道微生物群的 '(' 防

治新策略，肠道微生物群的靶向治疗将成为 '(' 的

一个有前景的治疗策略。
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