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摘     要             背景与目的：mutL 同源物 1 （MLH1） 基因的突变会导致 DNA 错配修复 （MMR） 系统失活，从而增加结

直肠癌的发生风险。此外，越来越多的研究表明，肠道菌群的组成和功能异常与结直肠癌的发生和发

展密切相关。然而，MLH1 蛋白表达与肠道菌群是否有关联目前尚不十分明确。因此，本研究通过分

析中国东北地区不同 MLH1 蛋白表型近端散发性结肠癌 （SCC） 患者的肿瘤组织中微生物组的差异，探

讨两者之间的潜在关系。

方法：收集黑龙江省哈尔滨市第一医院和黑龙江省医院 2020—2021 年 407 例近端 SCC 肿瘤组织样本与

临床资料，用 免 疫 组 化 法 筛 选 出 其 中 MLH1 蛋 白 缺 失 病 例 （缺 失 组） 与 MLH1 蛋 白 完 整 病 例 （对 照

组）。采用 16S rRNA 基因测序技术，对提取的肠道肿瘤组织内微生物 DNA，进行生物信息学分析，并

分析临床病理特征以及特定类群的物种与菌群多样性的关系。

结果：共筛选出缺失组病例 20 例，对照组 18 例，初步临床数据分析显示，肿瘤越大，MLH1 蛋白缺失

的风险越高 （P<0.05）。不同 MLH1 状态下肿瘤组织内菌群的 α 多样性除 Shannon 指数外 （P=0.042），其

他 指 数 差 异 均 无 统 计 学 意 义 （均 P>0.05）。 门 类 水 平 的 微 生 物 组 β 多 样 性 分 析 显 示 两 组 之 间 的 菌

群 组 成 无 明 显 差 异 （P=0.076）。 属 类 水 平 上 β 多 样 性 分 析 结 果 显 示 ， 两 组 间 差 异 大 于 两 组 内 差 异

（P=0.04），通过菌属丰度之间的比较，发现粪球菌属的菌群丰度可能会促进 MLH1 蛋白缺失 （校正

后的 P<0.01）。然而，无论各临床病理参数或是不同丰度的关键物种之间，Shannon 指数均无明显差

异 （均 P>0.05）。

结论：近端 SCC 患者 MLH1 蛋白表型与肠道菌群的组成和多样性密切相关。此外，鉴定出粪球菌属可能

成为该人群 MLH1 蛋白表达缺失的关键物种，并为今后该病的研究与防治提供新的切入点。
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Bioinformatics analysis of the relationship between MLH1 protein 
and tumor microflora characteristics in proximal sporadic colon 
cancer
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Abstract             Background and Aims: Mutations in the mutL homolog 1 (MLH1) gene can lead to inactivation of the 

DNA mismatch repair (MMR) system, increasing the risk of colorectal cancer. Additionally, growing 

evidence suggests that alterations in the composition and function of the intestinal microbiota are closely 

associated with the occurrence and development of colorectal cancer. However, the relationship between 

MLH1 protein expression and the intestinal microbiota remains unclear. Therefore, this study aimed to 

explore the potential relationship between them by analyzing the differences in the microbial 

composition of tumor tissues between patients with proximal sporadic colon cancer (SCC) and different 

MLH1 protein phenotypes in Northeast China.

Methods: Tumor tissue samples and clinical data were collected from 407 patients with proximal SCC 

treated in Harbin First Hospital and Heilongjiang Provincial Hospital between 2020 and 2021. 

Immunohistochemistry was used to screen for cases with MLH1 protein deficiency (deficiency group) 

and intact MLH1 protein (control group). Microbial DNA extracted from the intestinal tumor tissues was 

analyzed using 16S rRNA gene sequencing technology for bioinformatics analysis. The relationship 

between clinicopathologic features and the diversity of specific taxa and microbial diversity was 

analyzed.

Results: A total of 20 cases were screened in the deficiency group, and 18 cases were screened in the 

control group. Preliminary analysis of clinical data showed that the larger the tumor, the higher the risk 

of MLH1 protein deficiency (P<0.05). The α-diversity of the microbial community within tumor tissues 

under different MLH1 statuses showed no statistically significant differences except for the Shannon 

index (P=0.042). Other diversity indices had no significant difference (all P>0.05). The β -diversity 

analysis of microbial communities at the phylum level showed no significant differences between the 

two groups (P=0.076). At the genus level, β-diversity analysis showed that the differences between the 

two groups were greater than those within the groups (P=0.04). A comparison of the abundance of 

bacterial genera revealed that the abundance of the genus Coprococcus spp may promote MLH1 protein 

deficiency (adjusted P<0.01). However, there were no significant differences in the Shannon diversity 

index between various clinicopathologic variables or key species with different abundances (all P>0.05).

Conclusion: The MLH1 protein phenotype of proximal SCC patients is closely related to the 

composition and diversity of the intestinal microbiota. Moreover, Coprococcus spp was identified as a 

potential key species associated with MLH1 protein loss in this population, providing a new perspective 

for future research, prevention, and treatment of this disease.
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在 发 达 国 家 ， 结 直 肠 癌 （colorectal cancer，

CRC） 的发病率和病死率呈逐年上升趋势，同时也

是 中 国 的 第 四 大 恶 性 肿 瘤 ， 其 防 治 已 成 为 迫 切 需

要解决的问题[1-2]。从遗传学的观点，可将 CRC 分

为家族遗传性 CRC 和散发性结肠癌 （sporadic colon 

cancer， SCC）。 研 究[3-4] 发 现 ， 微 卫 星 不 稳 定 性

（microsatellite instability， MSI） 大 约 占 SCC 发 病 的

15%~20%， 而 mutL 同 源 物 1 （mutL homolog 1，

MLH1） 基因启动子异常甲基化是 SCC 患者重要的

诊 断 依 据 。 此 外 ， 为 了 更 好 筛 选 SCC 的 人 群 和 评

估预后情况，也可通过确定 BRAF 突变状态和 MSI

状态来实现[5]。对不同部位 （左半或右半） CRC 进

行分子生物学研究，发现 BRAF 突变以及 MSI 在近

端 CRC 的发生率较高[6-7]。近年来，大量的研究发

现 该 肿 瘤 相 关 的 生 物 学 特 征 ， 如 微 生 物 组 、 甲 基

化、共识分子亚型等，是影响预后的重要角色[8]。

其中，微生物组和 MSI 作为肠癌免疫治疗中重要的

标 志 物 [9-10] ， 越 来 越 受 到 人 们 的 关 注 。 另 外 ， 这

两 个 标 志 物 的 研 究 还 被 认 为 可 以 辅 助 判 读 与 该 肿

瘤 有 关 的 治 疗 效 果 。 与 菌 群 失 调 相 关 的 炎 症 和 致

癌 物 的 形 成 是 微 生 物 引 起 癌 变 作 用 的 两 个 主 要 原

因[11]。 而 肠 道 菌 群 产 生 的 代 谢 物 （包 括 胆 汁 酸 和

短链脂肪酸），考虑是参与微生物与宿主之间串扰

的重要成分[12]。但到目前为止，SCC 肿瘤组织中的

MLH1 蛋 白 表 达 与 肠 道 菌 群 是 否 具 有 关 联 性 尚 不

十 分 明 确 。 本 研 究 针 对 中 国 东 北 地 区 人 群 ， 通 过

16S rRNA 基因测序分析近端 SCC 患者在不同 MLH1

状 态 下 的 肿 瘤 组 织 内 微 生 物 组 的 变 化 ， 揭 示 近 端

SCC 患者肠道菌群的差异与 MLH1 蛋白缺失的潜在

关系。

1     材料与方法 

1.1 患者人群与样本收集　

研 究 对 象 为 2020—2021 年 来 自 中 国 东 北 地 区

在 黑 龙 江 省 哈 尔 滨 市 第 一 医 院 和 黑 龙 江 省 医 院 手

术 切 除 的 CRC 患 者 。 收 集 患 者 肿 瘤 石 蜡 包 埋 样 本

和 临 床 数 据 。 根 据 遗 传 性 结 直 肠 癌 临 床 诊 治 和 家

系 管 理 中 国 专 家 共 识[13] 的 诊 断 流 程 ， 以 及 美 国 癌

症 联 合 委 员 会 （American Joint Committee on Cancer，

AJCC） 临 床 分 期[14] 进 行 样 本 的 筛 选 。 患 者 纳 入 和

排除标准为：⑴ 患者在手术标本切除前没有接受

化疗、放射治疗或抗生素治疗；⑵ 基于 AJCC 第 8 版

对 TNM 分类信息进行检索，并根据本版的 TNM 确

定 CRC 的诊断；⑶ 已经或经常使用非类固醇抗炎

药、他汀类药物或益生菌的患者被排除在外；⑷ 排

除 的 其 他 标 准 还 包 括 慢 性 肠 道 疾 病 、 其 他 感 染 迹

象 、 食 物 过 敏 和 饮 食 限 制 。 本 研 究 已 获 得 黑 龙 江

省 哈 尔 滨 市 第 一 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （批 准 号 ：

Q2021-064）。

1.2 免疫组化染色　

采 用 MLH1 （迈 新 公 司 ， 中 国 福 州）、 PMS2

（迈新公司，中国福州），MSH2 （迈新公司，中国

福 州）、 MSH6 （迈 新 公 司 ， 中 国 福 州） 和 BRAF

（基 因 科 技 ， 中 国 上 海） 的 单 抗 经 4 mm 切 片 后 进

行 免 疫 组 化 检 测 。 每 张 切 片 均 配 加 阳 性 对 照 ， 操

作 过 程 参 照 试 剂 说 明 书 完 成 ， 再 使 用 OLYMPUS 

BX51 显微镜对染色的组织切片进行观察判读。染

色 表 达 部 位 为 核 阳 性 ， 所 有 抗 体 都 为 阳 性 判 读 为

错配修复蛋白表达完整，四种抗体中至少有 1 种抗

体 为 阴 性 则 判 读 为 错 配 修 复 （mismatch repair，

MMR） 蛋白表达缺失。所有病理切片的检阅由 2 名

副高职称的病理诊断医师完成。

1.3 DNA提取及细菌16S rRNA测序　

送 检 的 肿 瘤 组 织 用 福 尔 马 林 固 定 ， 再 经 石 蜡

包埋。每个样本采用 8 μm 连续切片 10 张制成蜡膜

并放置在无菌微管中，然后在-20 ℃下保存，直到

用 于 16S rRNA 基 因 测 序 。 所 有 的 磁 珠 、 试 管 和 非

酶 试 剂 在 使 用 前 均 经 过 紫 外 线 消 毒 。 用 FastDNA® 

SPIN Kit （MP Biomedicals，美国） Soil 提取试剂盒，

从 组 织 中 提 取 细 菌 基 因 组 DNA。 然 后 使 用 通 用 引

物 （515F 5'-GTG CCA GCM GCC GCG G-3' 和

806R 5'-GGA CTA CHV GGG TWT CTA AT-3'） 经

PCR 扩增 16S rRNA 基因 V4 区域，同时加入接头和

样品特定的条形码序列。扩增条件为：95 ℃ 3 min，

然后 95 ℃ 30 s 变性，55 ℃ 30 s 退火，72 ℃ 30 s 延

伸，共 30 个循环。聚合酶链式反应产物在 2% 琼脂

糖 凝 胶 上 电 泳 。 用 AxyPrep DNA 凝 胶 回 收 试 剂 盒

（Axygen Biosciences，美国），再次纯化扩增产物并

进 行 定 量 。 磁 珠 回 收 PCR 产 物 得 到 最 终 的 文 库 。

利用 Miseq PE300/NovaSeq PE250 平台 （美吉生物医

药 科 技 有 限 公 司 ， 中 国 上 海） 进 行 测 序 。 参 照

笔 者 之 前 的 研 究 [15] ， 将 本 次 入 组 的 原 始 数 据 上

传 至 新 的 Figshare 数 据 库 （序 列 号 ： 10.6084/m9.

figshare.21153547）。

1.4 生物信息学分析　

使用 USEARCH 11 以 97% 的阈值将序列聚类为

可 操 作 分 类 单 元 （operational taxonomic units，

OTUs）， 去 除 嵌 合 体 后 将 具 有 代 表 性 的 OTUs 通 过

比 对 Silva 138 （http://www.arb-silva.de） 物 种 分 类 数

据 库 得 出 ， 分 类 置 信 度 为 0.7， 以 供 进 一 步 分 析 。

应 用 核 糖 体 数 据 库 项 目 （Ribosomal Database 

Project， RDP） 分 类 器 v. 2.13 对 以 下 数 据 库 中 的

OTUs 代 表 序 列 进 行 分 类 ： Greengene v135 和 RDP 

v11.5。 为 了 揭 示 样 本 中 各 菌 群 在 进 化 过 程 中 的 亲

缘 关 系 ， 采 用 FastTree （version 2.1.3） 软 件 ， 选 择

最 大 简 约 法 MP 挑 选 高 丰 度 OTUs， 并 在 线 比 对

NCBI 数据库，Bootstrap 值设置为 500 次重复。本次

研 究 中 ， 将 相 对 丰 度 的 百 分 比 值 均 <1% 的 菌 群 物

种划定为 Others，进而筛选出优势菌群。主坐标分

析 （principal co-ordinates analysis， PCOA）， 是 一 种

通 过 采 用 不 同 的 距 离 算 法 对 肠 癌 组 织 中 的 菌 群 进

行 降 低 维 度 的 一 种 分 析 方 法 ， 可 以 了 解 两 组 菌 群

的 差 异 性 与 相 关 性 。 选 用 的 距 离 算 法 是 Bray-

Curtis ， 运 用 Mann-Whitney U test 秩 和 检 验 对 两 组

菌 群 进 行 不 同 水 平 的 物 种 丰 度 比 较 ， 并 经 FDR

校 正 后 测 评 物 种 的 显 著 性 差 异 ， 校 正 后 的 P 值

（即 q 值） <0.01。根据阳性病例的相对丰度，以中

位 数 为 分 界 点 ， 将 菌 群 总 数 水 平 分 为 高 、 低 两 个

亚组，未检出特定菌群的病例为阴性。采用 Fisher

检验和单 因 素 方 差 检 验 分 析 各 临 床 参 数 、 特 定 类

群 丰 度 与 物 种 多 样 性 的 关 系 。 统 计 和 作 图 运 用 的

软件是 R 语言 （version 3.3.1）。

1.5 统计学处理　

临 床 参 数 的 采 集 运 用 SPSS 21.0 对 基 本 数 据 进

行 分 析 。 对 符 合 正 态 分 布 的 计 量 资 料 采 用 均 数 ±

标准差 （x̄ ± s） 表示，组间比较采用 t 检验；计数

资 料 用 例 数 （百 分 比） [n（%） ] 表 示 ， 组 间 比 较

采用 Fisher 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2     结　果 

2.1 近端 SCC 患者肿瘤组织中免疫组化染色的

表达

采用免疫组化 SP 法检测显示，MLH1、PMS2、

MSH2 及 MSH6 四 种 蛋 白 抗 体 主 要 表 达 于 细 胞 核 ，

呈 棕 色 （图 1）。 407 例 患 者 中 MMR 蛋 白 表 达 缺 失

的患者为 31 例，占总比的 7.6%。而 MLH1、PMS2、

MSH2、MSH6 蛋白缺失的患者占总 MMR 蛋白表达缺

失 的 比 例 分 别 为 64.5% （20/31）、 22.6% （7/31）、

9.7% （3/31）、 3.2% （1/31）。 在 MMR 修 复 蛋 白 中

MLH1 与 PMS2 偶 联 ， 而 MSH2 与 MSH6 偶 联 。 即

MLH1 （或 MSH2） 蛋 白 缺 失 同 时 PSM2 （或 MSH6）

蛋白也会联合缺失，而 PSM2 （或 MSH6） 蛋白缺失

仅为单蛋白缺失。再对 MLH1 蛋白缺失的所有组织

样本进行 BRAF 染色，均显示为棕色细胞质，呈阳

性表达。

MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

MM
R蛋

白
表

达
缺

失
MM

R蛋
白

表
达

正
常

图1　肿瘤组织中不同MMR蛋白的免疫组化染色 （×200）

Figure 1　Immunohistochemical staining of different MMR proteins in tumor tissues (×200)
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1.4 生物信息学分析　

使用 USEARCH 11 以 97% 的阈值将序列聚类为

可 操 作 分 类 单 元 （operational taxonomic units，

OTUs）， 去 除 嵌 合 体 后 将 具 有 代 表 性 的 OTUs 通 过

比 对 Silva 138 （http://www.arb-silva.de） 物 种 分 类 数

据 库 得 出 ， 分 类 置 信 度 为 0.7， 以 供 进 一 步 分 析 。

应 用 核 糖 体 数 据 库 项 目 （Ribosomal Database 

Project， RDP） 分 类 器 v. 2.13 对 以 下 数 据 库 中 的

OTUs 代 表 序 列 进 行 分 类 ： Greengene v135 和 RDP 

v11.5。 为 了 揭 示 样 本 中 各 菌 群 在 进 化 过 程 中 的 亲

缘 关 系 ， 采 用 FastTree （version 2.1.3） 软 件 ， 选 择

最 大 简 约 法 MP 挑 选 高 丰 度 OTUs， 并 在 线 比 对

NCBI 数据库，Bootstrap 值设置为 500 次重复。本次

研 究 中 ， 将 相 对 丰 度 的 百 分 比 值 均 <1% 的 菌 群 物

种划定为 Others，进而筛选出优势菌群。主坐标分

析 （principal co-ordinates analysis， PCOA）， 是 一 种

通 过 采 用 不 同 的 距 离 算 法 对 肠 癌 组 织 中 的 菌 群 进

行 降 低 维 度 的 一 种 分 析 方 法 ， 可 以 了 解 两 组 菌 群

的 差 异 性 与 相 关 性 。 选 用 的 距 离 算 法 是 Bray-

Curtis ， 运 用 Mann-Whitney U test 秩 和 检 验 对 两 组

菌 群 进 行 不 同 水 平 的 物 种 丰 度 比 较 ， 并 经 FDR

校 正 后 测 评 物 种 的 显 著 性 差 异 ， 校 正 后 的 P 值

（即 q 值） <0.01。根据阳性病例的相对丰度，以中

位 数 为 分 界 点 ， 将 菌 群 总 数 水 平 分 为 高 、 低 两 个

亚组，未检出特定菌群的病例为阴性。采用 Fisher

检验和单 因 素 方 差 检 验 分 析 各 临 床 参 数 、 特 定 类

群 丰 度 与 物 种 多 样 性 的 关 系 。 统 计 和 作 图 运 用 的

软件是 R 语言 （version 3.3.1）。

1.5 统计学处理　

临 床 参 数 的 采 集 运 用 SPSS 21.0 对 基 本 数 据 进

行 分 析 。 对 符 合 正 态 分 布 的 计 量 资 料 采 用 均 数 ±

标准差 （x̄ ± s） 表示，组间比较采用 t 检验；计数

资 料 用 例 数 （百 分 比） [n（%） ] 表 示 ， 组 间 比 较

采用 Fisher 检验。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2     结　果 

2.1 近端 SCC 患者肿瘤组织中免疫组化染色的

表达

采用免疫组化 SP 法检测显示，MLH1、PMS2、

MSH2 及 MSH6 四 种 蛋 白 抗 体 主 要 表 达 于 细 胞 核 ，

呈 棕 色 （图 1）。 407 例 患 者 中 MMR 蛋 白 表 达 缺 失

的患者为 31 例，占总比的 7.6%。而 MLH1、PMS2、

MSH2、MSH6 蛋白缺失的患者占总 MMR 蛋白表达缺

失 的 比 例 分 别 为 64.5% （20/31）、 22.6% （7/31）、

9.7% （3/31）、 3.2% （1/31）。 在 MMR 修 复 蛋 白 中

MLH1 与 PMS2 偶 联 ， 而 MSH2 与 MSH6 偶 联 。 即

MLH1 （或 MSH2） 蛋 白 缺 失 同 时 PSM2 （或 MSH6）

蛋白也会联合缺失，而 PSM2 （或 MSH6） 蛋白缺失

仅为单蛋白缺失。再对 MLH1 蛋白缺失的所有组织

样本进行 BRAF 染色，均显示为棕色细胞质，呈阳

性表达。

MLH1 PMS2 MSH2 MSH6

MM
R蛋

白
表

达
缺

失
MM

R蛋
白

表
达

正
常

图1　肿瘤组织中不同MMR蛋白的免疫组化染色 （×200）

Figure 1　Immunohistochemical staining of different MMR proteins in tumor tissues (×200)
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2.2 临床数据分析结果　

选择上述 20 例 MLH1 蛋白缺失的近端 SCC 肿瘤

组织 （缺失组） 与相同分期 MLH1 蛋白完整的肿瘤

组织 18 例 （对照组），并收集到的临床信息和相应

的临床病理结果。临床数据分析结果显示，MLH1

蛋白缺失与肿瘤大小有关 （P=0.03），即肿瘤最大

直 径 ≥4 cm， MLH1 蛋 白 缺 失 的 风 险 较 高 ， 而 其 他

各项水平上均无统计学意义 （P>0.05）（表 1）。

2.3 近端 SCC 肿瘤组织内菌群高通量测序的数据

结果

根 据 PCR 检 测 结 果 ， 本 项 目 合 格 的 样 本 将 进

入后续建库上机测序。按最小样本 OTUs 序列数据

抽平后，数据统计显示一共获得 2 054 807 条有效

序 列 ， 碱 基 数 为 526 085 287 bp， 序 列 平 均 长 度 为

256。经 OUTs 物种分类信息统计，分类群包括 49 个

菌 群 门 类 ， 153 个 菌 群 纲 类 ， 371 个 菌 群 目 类 ，

646 个菌群科类，1 394 个菌群属类，6 355 个 OTUs。

2.4 近端 SCC 肿瘤组织内菌群的稀释曲线与多样

性分析　

所 有 样 品 的 稀 释 曲 线 （rarefaction curve） 与

Shannon-Wiener 曲线分析在此测序深度上，曲线都

已 经 趋 向 平 坦 （图 2A-B）， 表 明 测 序 的 深 度 足 够

深 ， 可 以 充 分 分 析 肠 道 肿 瘤 组 织 内 菌 群 的 组 成 。

此外，与对照组相比，两组之间菌群关系的 Venn 图

显示，49 个菌群门中有 10 个是缺失组肿瘤组织唯

一的菌群 （图 2C），1 394 个菌群属中有 411 个是缺

失组肿瘤组织唯一的菌群 （图 2D）。

运用 Wilcoxon rank-sum 检验对两组测序的有效

序列做 Sobs、Chao1、Simpson 和 Shannon 指数运算。

如表 2 所示，反映群落丰富度的 Sobs 和 Chao1 指数

在 缺 失 组 中 略 高 于 对 照 组 ， 反 映 群 落 多 样 性 的

Simpson 指数在缺失组中略低于对照组，但差异均

无统计学意义 （均 P>0.05）；而反映群落多样性的

Shannon 指 数 ， 缺 失 组 明 显 高 于 对 照 组 （P<0.05）。

以 上 结 果 表 明 ， 两 组 在 肿 瘤 组 织 内 微 生 物 的 群 落

丰富度类似，而群落的多样性表现不同。

2.5 不同近端 SCC 肿瘤组织内菌群在门类水平上

的菌群组成　

在 菌 群 门 的 分 类 水 平 上 （图 3A）， 利 用 Bray-

Curtis 距离矩阵的算法进行 PCOA 分析 （图 3B），散

点 图 所 示 PC1 解 释 率 为 67.85%， PC2 解 释 率 为

16.79%， 两 组 内 差 异 大 于 两 组 间 差 异 ， 无 明 显 的

统计学意义 （P=0.076）。对照组中菌群的置信椭圆

几 乎 覆 盖 了 缺 失 组 的 置 信 椭 圆 ， 表 明 两 组 间 菌 群

相 似 性 很 高 。 本 实 验 说 明 ， 在 缺 失 组 患 者 与 对 照

组患者的肠道菌群门类水平上组间与组内无差异。

在 缺 失 组 与 对 照 组 中 包 含 的 优 势 菌 门 ， 为 变 形 菌

门 （Proteobacteria）、放线菌门 （Actinobacteria）、厚

壁 菌 门 （Firmicutes） 以 及 拟 杆 菌 门 （Bacteroidetes）

共四个菌群，分别占菌群总数的 96.92% 和 99.55%，

其中两组中相对丰度最高的菌群是 Proteobacteria。

2.6 不同近端 SCC 肿瘤组织内菌群在属类水平上

的菌群组成　

在菌群属的分类水平上，利用 Bray-Curtis 距离

矩阵的算法进行 PCOA 分析 （图 4A），散点图所示

PC1 解释率为 63.18%，PC2 解释率为 11.69%，两组

间 差 异 大 于 两 组 内 差 异 ， 具 有 明 显 的 统 计 学 意 义

（P=0.04）。对照组菌群的置信椭圆与缺失组的置信

椭 圆 有 一 定 的 偏 差 ， 说 明 两 组 间 菌 群 具 有 差 异 。

在缺失组和对照组中优势菌属总共有 11 个 （图 4B），

占 比 分 别 为 93.24% 和 97.76%。 其 中 两 组 中 相 对 丰

度最高的菌属是红球菌属 （Rhodococcus）。通过系

统 发 生 进 化 树 分 析 发 现 ， Rhodococcus 菌 属 和 链 霉

菌 属 （Streptomyces） 来 源 于 Actinobacteriota 菌 门 ，

芽 孢 杆 菌 属 （Bacillus） 来 源 于 Firmicutes 菌 门 ，

表 1　近端SCC患者的临床特征

Table 1　Clinical features of patients with proximal SCC

特征

年龄（岁，x̄ ± s）
性别[n（%）]

男

女

肿瘤大小[cm，n（%）]
<4
≥4

分化程度[n（%）]
高/中
低

T 分期[n（%）]
T1/T2
T3/T4

N 分期[n（%）]
N0
N1/N2

M 分期[n（%）]
M0
M1

缺失组（n=20）
62.8±13.25

11（55.0）
9（45.0）

2（10.0）
18（90.0）

17（85.0）
3（15.0）

3（15.0）
17（85.0）

17（85.0）
3（15.0）

20（100.0）
0（0.0）

对照组（n=18）
63.5±7.73

11（61.1）
7（38.9）

8（44.4）
10（55.6）

12（66.7）
6（33.3）

4（22.2）
14（77.8）

11（61.1）
7（38.9）

16（88.9）
2（11.1）

P

0.85

0.75

0.03

0.26

0.69

0.14

0.22
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Rikenellaceae_RC9_gut_group 菌 属 来 源 于 Bacteroidota

菌 门 ， unclassified_norank_Bacteria 菌 属 来 源 于

unclassified_k__norank_d__Bacteria 菌门，其余菌属都

来源于 Proteobacteria 菌门 （图 4C）。

接下来，通过 Wilcoxon 符号秩检验，具有差异

的 菌 属 总 共 有 127 个 ， 在 11 个 优 势 菌 属 中 最 终 筛

选 出 1 个 具 有 明 显 差 异 的 优 势 菌 属 （q<0.01）， 即

粪 球 菌 属 （Coprococcus）（图 5）。 与 对 照 组 相 比 ，

缺 失 组 中 Coprococcus 菌 属 的 丰 度 明 显 升 高 ， 并 且

发 现 该 菌 属 仅 存 在 于 缺 失 组 。 从 上 述 结 果 中 考 虑

这 类 菌 属 在 SCC 患 者 肿 瘤 组 织 内 的 存 在 ， 可 能 是

影响 MLH1 蛋白缺失的关键 （或核心） 物种。      

2 400
2 200
2 000
1 800
1 600
1 400
1 200
1 000

800
600
400
200

0 0

5 
00

0

10
 0

00

15
 0

00

20
 0

00

25
 0

00

30
 0

00

35
 0

00

———— 缺失组
———— 对照组

6.56.05.55.04.54.03.53.02.52.01.51.00.50 0

5 
00

0

10
 0

00

15
 0

00

20
 0

00

25
 0

00

30
 0

00

35
 0

00

———— 缺失组
———— 对照组

A B

40
20
0

缺失组 对照组

46
39

10 36 3

缺
失

组

对
照

组

1 000
500

0
缺失组 对照组

1 256
983

411 845 138

缺
失

组

对
照

组
C D

图2　缺失组和对照组肿瘤组织内微生物群落丰富度和多样性　　A：Sobs 序列数估计的丰富度之间的稀疏曲线；B：Shannon

序列数估计的丰富度之间的稀疏曲线；C：门类水平上，代表了两组肿瘤组织间共享和独特的分类群的 Venn 图；D：属

类水平上两组的菌群关系的 Venn 图  

Figure 2　Microbial community richness and diversity in tumor tissues of the deficiency and control groups　　A: Rarefaction 

curves of richness estimated by Sobs sequence numbers; B: Rarefaction curves of richness estimated by Shannon sequence 

numbers; C: Venn diagram representing shared and unique taxonomy between the two groups at the taxonomic level; 

D: Venn diagram showing the microbial community relationship between the two groups at the genus level  

表2　两组间α多样性分析

Table 2　Analysis of α-diversity between two groups

指数

Sobs
Chao
Simpson
Shannon

缺失组

312.15±219.68
338.87±223.48

0.16±0.11
3.12±1.26

对照组

204.89±177.18
228.71±179.10

0.30±0.05
2.23±1.47

P

0.081
0.099
0.052
0.042
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图4　菌群属类的物种组成与样本间的分析　　　　A：两组样本间的 PCOA 分析；B：两组菌群的柱状图；C：系统发生进化

树分析

Figure 4　Analysis of species composition of microbial genera between samples　　A: PCOA analysis between the two groups of 

samples; B: Bar chart of microbial communities between the two groups; C: Phylogenetic tree analysis
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图3　菌群门类的物种组成与样本间的分析　　　　A：两组样本间的 PCOA 分析；B：两组菌群的柱状图

Figure 3　Analysis of species composition of microbial phyla between samples　　A: PCOA analysis between the two groups of 

samples; B: Bar chart of microbial communities between the two groups  

2.7 肿瘤临床参数、关键菌群与菌群多样性的关系

在确定了缺失和对照之间的核心微生物组后，

进 行 分 层 分 析 ， 以 调 查 微 生 物 α 多 样 性 （Shannon

指 数） 是 否 与 两 组 的 临 床 病 理 参 数 （肿 瘤 直 径 、

侵 袭 深 度 、 淋 巴 转 移 、 远 处 转 移） 有 关 。 在 临 床

病理参数与组间 Shannon 指数的分析中，均显示无

统计学意义 （均 P>0.05）。随后，分析 Shannon 指数

与 不 同 丰 度 的 关 键 物 种 之 间 的 相 关 性 。 在 缺 失 组

内不同 Coprococcus 菌属的富集程度与 Shannon 指数

的 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0.05）， 而 在 对 照 组 内

Coprococcus 菌属也均为阴性 （表 3）。

3     讨　论 

本研究显示，在 MMR 蛋白表达缺失的病例中

MLH1 蛋白缺失的表达最高。假设缺失组病例的肿

瘤组织内可能存在不同于对照组病例的特定类群，

并 且 这 些 菌 群 在 每 组 病 例 中 物 种 的 组 成 和 多 样 性

之 间 也 存 在 潜 在 的 关 联 。 为 此 ， 采 用 16S rRNA 基

因 测 序 技 术 对 肿 瘤 组 织 内 微 生 物 组 的 组 成 和 多 样

性进行分析。发现在近端 SCC 患者不同 MLH1 蛋白

表达的 α 多样性比较中，除 Shannon 指数外，其他

指 数 均 未 显 示 总 体 物 种 的 含 量 或 多 样 性 的 重 大 变

化 。 然 而 ， 在 两 组 间 同 类 水 平 上 菌 群 的 配 对 分 析

中，显示作为优势菌群的 Coprococcus 菌属相对丰度

存在显著差异。此外，每组内这些关键物种相对丰

度的差异也与 Shannon 多样性指数具有密切的联系。

通过人类癌症基因组的大规模测序发现，MSI

的发生主要是由于 DNA MMR 受损所致[16-17]。在一些

情 况 下 ， 部 分 缺 陷 的 MMR 蛋 白 系 统 是 与 生 命 相

容 ， 实 际 上 可 能 是 对 生 存 有 益 [18]。 目 前 ， 对 于 手

术 切 除 的 样 本 在 国 内 外 均 采 用 免 疫 组 化 的 方 法 进

行 MMR 的检测，作为评估 SCC 患者预后生存状况

和临床免疫治疗的重要标准。在本研究的队列中，

MSI SCC 的发生率为 7.6%，与西方报道的发生率相

比，更接近亚洲其他地区报道的 5.9%~7.8% 的发生

率[3,19-20]。这些 SCC 患者 MMR 基因突变模式存在较

大差异的原因可能与不同种族、不同地域有关[21]。

同 时 发 现 MLH1 蛋 白 缺 失 的 病 例 是 SCC MMR 缺 失

蛋 白 患 者 的 主 要 部 分 ， 结 果 与 其 他 的 人 群 研 究 相

一致[22-24]。同样，在临床肿瘤分期中，与近端 SCC

有关的 MMR 蛋白表达缺失发现主要发生在 Ⅰ期和Ⅱ

期 ， 其 次 是Ⅲ期 ， 并 且 淋 巴 结 转 移 的 发 生 率 也

较低[19,25]。

研 究[26] 发 现 ， 肠 癌 患 者 的 肠 道 微 生 物 群 失 衡

（失调），显示“坏”微生物的数量增加，而“好”

表 3　两组间α多样性与肿瘤特征、关键菌属的关系

Table 3　The relationship between α -diversity and tumor 

characteristics, as well as key bacterial genera, 

between the two groups

注：为了评估不同微生物区系的丰度水平，使用微生物区系的平均

丰度作为分类的分界点
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2.7 肿瘤临床参数、关键菌群与菌群多样性的关系

在确定了缺失和对照之间的核心微生物组后，

进 行 分 层 分 析 ， 以 调 查 微 生 物 α 多 样 性 （Shannon

指 数） 是 否 与 两 组 的 临 床 病 理 参 数 （肿 瘤 直 径 、

侵 袭 深 度 、 淋 巴 转 移 、 远 处 转 移） 有 关 。 在 临 床

病理参数与组间 Shannon 指数的分析中，均显示无

统计学意义 （均 P>0.05）。随后，分析 Shannon 指数

与 不 同 丰 度 的 关 键 物 种 之 间 的 相 关 性 。 在 缺 失 组

内不同 Coprococcus 菌属的富集程度与 Shannon 指数

的 差 异 无 统 计 学 意 义 （P>0.05）， 而 在 对 照 组 内

Coprococcus 菌属也均为阴性 （表 3）。

3     讨　论 

本研究显示，在 MMR 蛋白表达缺失的病例中

MLH1 蛋白缺失的表达最高。假设缺失组病例的肿

瘤组织内可能存在不同于对照组病例的特定类群，

并 且 这 些 菌 群 在 每 组 病 例 中 物 种 的 组 成 和 多 样 性

之 间 也 存 在 潜 在 的 关 联 。 为 此 ， 采 用 16S rRNA 基

因 测 序 技 术 对 肿 瘤 组 织 内 微 生 物 组 的 组 成 和 多 样

性进行分析。发现在近端 SCC 患者不同 MLH1 蛋白

表达的 α 多样性比较中，除 Shannon 指数外，其他

指 数 均 未 显 示 总 体 物 种 的 含 量 或 多 样 性 的 重 大 变

化 。 然 而 ， 在 两 组 间 同 类 水 平 上 菌 群 的 配 对 分 析

中，显示作为优势菌群的 Coprococcus 菌属相对丰度

存在显著差异。此外，每组内这些关键物种相对丰

度的差异也与 Shannon 多样性指数具有密切的联系。

通过人类癌症基因组的大规模测序发现，MSI

的发生主要是由于 DNA MMR 受损所致[16-17]。在一些

情 况 下 ， 部 分 缺 陷 的 MMR 蛋 白 系 统 是 与 生 命 相

容 ， 实 际 上 可 能 是 对 生 存 有 益 [18]。 目 前 ， 对 于 手

术 切 除 的 样 本 在 国 内 外 均 采 用 免 疫 组 化 的 方 法 进

行 MMR 的检测，作为评估 SCC 患者预后生存状况

和临床免疫治疗的重要标准。在本研究的队列中，

MSI SCC 的发生率为 7.6%，与西方报道的发生率相

比，更接近亚洲其他地区报道的 5.9%~7.8% 的发生

率[3,19-20]。这些 SCC 患者 MMR 基因突变模式存在较

大差异的原因可能与不同种族、不同地域有关[21]。

同 时 发 现 MLH1 蛋 白 缺 失 的 病 例 是 SCC MMR 缺 失

蛋 白 患 者 的 主 要 部 分 ， 结 果 与 其 他 的 人 群 研 究 相

一致[22-24]。同样，在临床肿瘤分期中，与近端 SCC

有关的 MMR 蛋白表达缺失发现主要发生在 Ⅰ期和Ⅱ

期 ， 其 次 是Ⅲ期 ， 并 且 淋 巴 结 转 移 的 发 生 率 也

较低[19,25]。

研 究[26] 发 现 ， 肠 癌 患 者 的 肠 道 微 生 物 群 失 衡

（失调），显示“坏”微生物的数量增加，而“好”

表 3　两组间α多样性与肿瘤特征、关键菌属的关系

Table 3　The relationship between α -diversity and tumor 

characteristics, as well as key bacterial genera, 

between the two groups

特征

肿瘤大小（cm）

<4
≥4

分化程度

高/中
低

T 分期

T1/T2
T3

N 分期

N0
N1/N2

Coprococcus spp.
阴性/低丰度

高丰度

α 多样性（Shannon 指数）

缺失组（n=20）

3.09
3.12

3.21
2.58

3.09
3.12

3.34
1.87

2.91
3.75

P

0.97

0.44

0.97

0.06

0.20

对照组（n=18）

2.39
2.10

2.07
3.01

2.59
2.16

2.31
2.10

未检出

未检出

P

0.70

0.33

0.66

0.78

—

注：为了评估不同微生物区系的丰度水平，使用微生物区系的平均

丰度作为分类的分界点

Note: Using the average abundance of microbial communities as the 

cutoff point for classification to evaluate the abundance levels of 

different microbial communities

95% confidence intervals

Difference between proportions (%)
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微 生 物 的 数 量 减 少 。 当 菌 群 失 调 时 ， 不 仅 会 影 响

宿 主 体 内 黏 膜 的 完 整 性 ， 也 会 调 节 炎 症 性 信 号 通

路 和 免 疫 细 胞 的 应 答 ， 说 明 肠 道 菌 群 可 能 与 肿 瘤

的致病机制之间存在一定的因果关系[27]。

在 菌 群 门 类 水 平 上 ， 本 研 究 发 现 缺 失 组 和 对

照 组 在 近 端 SCC 肿 瘤 组 织 中 微 生 物 的 组 成 与 之 前

报 道[28-29] 相 似 ， 均 发 现 优 势 菌 群 为 Proteobacteria、

Firmicutes、Actinobacteria 和 Bacteroidetes 总群落占比

>90%。 研 究[30] 发 现 ， Firmicutes/Bacteroidetes 比 值 的

增 加 会 引 起 低 度 炎 症 ， 导 致 IL-6 基 因 表 达 和 DNA

的损伤增加，并通过增加 MLH1 甲基化状态导致该

基 因 表 达 减 少 。 但 是 ， 本 研 究 中 门 类 水 平 的 微 生

物 组 在 β 多 样 性 分 析 中 ， 显 示 不 同 组 之 间 的 菌 群

组成无显著差异，表示两组间菌群结构相似。Jin

等[28]对 329 例肠癌患者的肿瘤组织分析，发现四个

优势菌属为 Acinetobacter 属、贪铜菌属、鞘脂菌属

和 鞘 脂 单 胞 菌 属 。 但 本 研 究 中 ， 对 近 端 SCC 组 织

样 本 的 属 类 菌 群 的 组 成 分 析 ， 显 示 优 势 菌 属 共 有

11 个，其中丰度最高的菌属是 Rhodococcus。随后，

笔 者 将 两 组 病 例 的 菌 群 属 进 行 物 种 差 异 性 比 较 ，

发 现 Coprococcus 菌 属 与 缺 失 病 例 成 正 比 ， 并 且 与

IMS 病 例 无 关 。 在 菌 群 属 类 水 平 下 ， Ai 等[31] 发 现

Lachnoclostridium 和 Coprococcus 在 CRC 患 者 与 健 康

人 群 之 间 具 有 显 著 差 异 。 因 此 ， 证 实 上 述

Coprococcus 菌属作为关键物种与不同 MLH1 蛋白表

达的近端 SCC 患者具有密切的关联。更重要的是，

考虑在近端 SCC 患者肠道瘤内关键菌属 Coprococcus

的 富 集 ， 对 MLH1 蛋 白 缺 失 可 能 会 存 在 潜 在 的 风

险 ， 但 还 需 要 进 一 步 地 验 证 。 此 外 ， 研 究[32-33] 报

道 ， 有 一 些 产 丁 酸 的 细 菌 ， 如 Coprococcus 菌 属

（属于假单胞菌门） 能够刺激 MSH2 或 MLH1 缺乏的

结 肠 上 皮 细 胞 异 常 过 度 增 殖 ， 并 通 过 提 高 丁 酸 水

平 增 强 β - 连 环 蛋 白 的 活 性 。 基 于 上 述 的 研 究 结

果 ， 我 们 考 虑 肠 道 肿 瘤 组 织 内 微 生 物 组 的 差 异 性

可 能 与 不 同 地 域 的 外 部 环 境 和 个 人 饮 食 习 惯 等 因

素的影响有关。

根 据 微 生 物 多 样 性 的 分 析 结 果 ， 展 示 出 在 缺

失 组 病 例 的 群 落 多 样 性 方 面 ， Shannon 指 数 显 著

高 于 对 照 组 病 例 ， 而 Simpson 指 数 则 相 反 并 且 无

显 著 性 差 异 。 在 群 落 丰 富 度 方 面 ， 缺 失 组 病 例 的

Sobs 指数和 Chao1 指数都仅略高于对照组病例，并

且 均 无 显 著 性 差 异 。 既 往 报 道[34]， 发 现 Chao1 和

Simpson 指 数 在 MMR 蛋 白 表 达 缺 失 组 中 呈 显 著 上

调，但 Shannon 指数仅在 MMR 蛋白表达缺失组中具

有 增 加 趋 势 而 无 显 著 差 异 。 可 以 看 出 ， 肠 癌 患 者

体 内 菌 群 的 多 样 性 可 能 与 肠 道 肿 瘤 微 环 境 具 有 潜

在 的 关 联 。 随 后 ， 为 了 更 深 入 地 揭 示 特 定 肠 道 微

环 境 中 不 同 参 数 的 物 种 状 况 ， 笔 者 再 针 对

Shannon 指数与各组中病理临床数据及特定微生物

群 的 关 系 进 行 研 究 。 但 结 果 表 明 ， 近 端 SCC 患 者

的各个临床病理特征和关键菌属 DNA 可能不会对

瘤内群落多样性产生影响。

目 前 ， 肠 癌 免 疫 治 疗 中 出 现 的 生 物 标 志 物 主

要 分 为 四 种 类 型 ： 肿 瘤 突 变 、 预 先 存 在 的 免 疫 反

应 、 程 序 性 死 亡 受 体 1 （programmed cell death 1，

PD-1） 配体 （programmed death ligand 1，PD-L1） 表

达 和 微 生 物 群[35]。 与 此 同 时 ， 肠 癌 患 者 的 肿 瘤 免

疫 疗 法 已 经 显 示 出 持 续 的 临 床 反 应 ， 并 正 在 引 发

癌症治疗的范式转变。其中，PD-1 及其配体 PD-L1

常 作 为 免 疫 检 查 点 抑 制 剂 治 疗 中 重 要 的 生 物 靶 点

而备受关注。既往已有大量研究证实 MMR 蛋白表

达缺失也对预测 PD-1/PD-L1 抑制剂的治疗反应有一

定价值[36-37]，本研究主要针对 MLH1 蛋白缺失的近

端 SCC 临床患者癌组织的样本进行研究。

由于近年来研究[38-39]报道，一些肠道微生物组

可以通过塑造宿主免疫来诱导 CD8+T 细胞反应，进

而调节 PD-1/PD-L1 抑制剂的抗肿瘤疗效。本研究结

果显示，Coprococcus 菌属是此次研究的关键物种。

此 外 ， 该 菌 群 代 谢 产 物 丁 酸 盐 可 通 过 ID2 依 赖 的

IL-12 信 号 通 路 调 节 抗 肿 瘤 CD8+T 细 胞 应 答 ， 提 示

肠 道 微 生 物 代 谢 物 可 以 促 进 抗 癌 免 疫 ， 从 而 充 分

提高治疗效果[40-41]。笔者认为上述文献，虽然揭示

了 肠 道 微 生 物 代 谢 物 的 操 控 可 能 是 有 效 治 疗 癌 症

的 一 部 分 ， 但 如 何 确 定 丁 酸 盐 对 小 鼠 和 患 者 的 补

充剂量仍有待于进一步的研究。

尽管，本研究设计对假设进行了严格的测试，

但 同 样 也 具 有 一 定 的 局 限 性 。 由 于 不 能 从 这 些 病

例 样 本 中 确 定 关 键 物 种 的 真 实 性 能 ， 未 来 需 要 再

对 SCC 患 者 的 大 样 本 队 列 进 行 验 证 。 同 时 ， 针 对

本次观察性研究中瘤内菌群特征与 MLH1 蛋白缺失

之 间 的 因 果 关 系 也 并 未 涉 及 。 此 外 ， 本 研 究 的 人

群 主 要 来 自 中 国 东 北 地 区 ， 这 可 能 会 限 制 我 们 的

研究结果对其他种族和地区人群的推广。

综 上 所 述 ， 本 次 研 究 主 要 针 对 近 端 SCC 患 者

不同 MLH1 蛋白表达的肿瘤组织内菌群的组成结构

与 物 种 的 多 样 性 进 行 分 析 。 发 现 Coprococcus 菌 属

可 能 是 导 致 该 类 肿 瘤 内 MLH1 蛋 白 缺 失 的 关 键 物

种 ， 并 且 各 项 临 床 病 理 参 数 以 及 不 同 丰 富 度 的 该

物 种 与 菌 群 多 样 性 无 关 。 此 研 究 通 过 探 究 肠 道 菌

群 与 宿 主 肿 瘤 微 环 境 之 间 的 关 系 ， 为 肿 瘤 预 防 和

精准治疗提供了一种新的策略。
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可 能 是 导 致 该 类 肿 瘤 内 MLH1 蛋 白 缺 失 的 关 键 物

种 ， 并 且 各 项 临 床 病 理 参 数 以 及 不 同 丰 富 度 的 该

物 种 与 菌 群 多 样 性 无 关 。 此 研 究 通 过 探 究 肠 道 菌

群 与 宿 主 肿 瘤 微 环 境 之 间 的 关 系 ， 为 肿 瘤 预 防 和

精准治疗提供了一种新的策略。
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