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微生物组学方法评估介入超声引导下的前列腺癌活检
对患者肠道菌群的影响*
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(1.西南医科大学附属医院超声科,四川泸州
 

646000;2.德阳市人民医院超声科)

【摘要】 目的 评估介入超声引导下的前列腺活检(TPPBx)对患者肠道菌群结构的影响。 方法 本前瞻性队列研

究选取2023年3月1日至10月30日在德阳市人民医院泌尿科就诊的15名因前列腺特异性抗原(PSA)升高建议行

TPPBx的患者。采集患者TPPBx前后的粪便样本,并通过16S
 

rRNA基因测序分析肠道微生物组成。 结果 放线菌

门、拟杆菌门、厚壁菌门、变形菌门、疣微菌门和古菌门是肠道菌群的主要组成部分,占比超过80%。与Pre-TPPBx组相

比,Post-TPPBx组中拟杆菌门的比例显著降低(16.20%±7.57%
 

vs.
 

13.12%±8.13%,t=2.583,P=0.013),而厚壁

菌门的比例显著增加(14.29%±6.49%
 

vs.
 

16.51%±7.54%,t=2.962,P=0.029)。在多样性分析中,与Pre-TPPBx
组相比,Post-TPPBx组患者的肠道菌群 Alpha多样性指数有显著下降,包括Shannon指数(1.94±0.62

 

vs.
 

1.54±
0.54,t=-3.100,P=0.004)、Simpson指数(0.79±0.09

 

vs.
 

0.55±0.09,t=4.751,P=0.001)和Chao1指数(31.51±
11.36

 

vs.
 

27.68±9.27,t=2.964,P=0.007)。Beta多样性分析也显示了两组之间明显的差异分布。LEfSe分析显示,

Post-TPPBx样本中与缓解炎症相关的细菌属如Eubacterium
 

eligens
 

group、Lachnospira和Butyricicoccus的相对丰度更

高,Pre-TPPBx样本中富集了多个与炎症和焦虑有关的细菌属。 结论 TPPBx可能会改变患者的肠道微生物群结

构,具体表现为增加有益菌属和与减少炎症相关的菌属。本研究强调了在前列腺癌诊断中考虑微生物组的重要性,并为

未来的研究提供了新的方向。
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【Abstract】 Objective To
 

evaluate
 

the
 

impact
 

of
 

interventional
 

ultrasound-guided
 

prostate
 

biopsy
 

(TPPBx)
 

on
 

the
 

structure
 

of
 

patients
 

intestinal
 

microbiota. Methods This
 

prospective
 

cohort
 

study
 

selected
 

15
 

patients
 

who
 

were
 

recommended
 

to
 

undergo
 

TPPBx
 

due
 

to
 

elevated
 

prostate-specific
 

antigen
 

(PSA)
 

in
 

the
 

Urology
 

Department
 

of
 

Deyang
 

Peoples
 

Hospital
 

from
 

March
 

1
 

to
 

October
 

30,2023.
 

Fecal
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

patients
 

before
 

and
 

after
 

TPPBx,

and
 

the
 

intestinal
 

microbial
 

composition
 

was
 

analyzed
 

by
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing. Results Actinobacteria,

Bacteroidetes,Firmicutes,Proteobacteria,Verrucomicrobia
 

and
 

Archaea
 

were
 

the
 

main
 

components
 

of
 

the
 

intestinal
 

flora,accounting
 

for
 

more
 

than
 

80%.
 

Compared
 

with
 

the
 

Pre-TPPBx
 

group,the
 

proportion
 

of
 

Bacteroidetes
 

in
 

the
 

Post-
TPPBx

 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(16.20%±7.57%
 

vs.
 

13.12%±8.13%,t=2.583,P=0.013),while
 

the
 

proportion
 

of
 

Firmicutes
 

was
 

significantly
 

increased
 

(14.29%±6.49%
 

vs.
 

16.51%±7.54%,t=2.962,P=0.029).
 

In
 

the
 

diversity
 

analysis,compared
 

with
 

the
 

Pre-TPPBx
 

group,the
 

intestinal
 

flora
 

Alpha
 

diversity
 

index
 

of
 

patients
 

in
 

the
 

Post-TPPBx
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced,including
 

the
 

Shannon
 

index
 

(1.94±0.62
 

vs.
 

1.54±0.54,t=-3.100,P=
0.004),Simpson

 

index
 

(0.79±0.09
 

vs.
 

0.55±0.09,t=4.751,P=0.001)
 

and
 

Chao1
 

index
 

(31.51±11.36
 

vs.
 

27.68±
9.27,t=2.964,P=0.007).

 

Beta
 

diversity
 

analysis
 

also
 

showed
 

clear
 

differential
 

distribution
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

LEfSe
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

abundance
 

of
 

bacterial
 

genera
 

related
 

to
 

alleviating
 

inflammation,such
 

as
 

Eubacterium
 

eligens
 

group,Lachnospira,and
 

Butyricicoccus,was
 

higher
 

in
 

Post-TPPBx
 

samples,and
 

multiple
 

bacterial
 

genera
 

related
 

to
 

inflammation
 

and
 

anxiety
 

were
 

enriched
 

in
 

Pre-TPPBx
 

samples. Conclusion TPPBx
 

may
 

change
 

the
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intestinal
 

microbiota
 

structure
 

of
 

patients,specifically
 

by
 

increasing
 

beneficial
 

bacterial
 

genera
 

and
 

bacterial
 

genera
 

related
 

to
 

reducing
 

inflammation.
 

This
 

study
 

highlights
 

the
 

importance
 

of
 

considering
 

the
 

microbiome
 

in
 

prostate
 

cancer
 

diagnosis
 

and
 

provides
 

new
 

directions
 

for
 

future
 

research.
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  胃肠道拥有复杂而多样的微生物生态系统,研究

表明,肠道微生物系统由超过一千多种菌落组成,其中

包括了超过七千多种不同水平的菌株[1]。在健康个体

中,这种共生细菌群落在肠道环境中以微妙的平衡共

存。肠道微生物群的组成不是静态的,而是一个由一

系列因素相互作用共同组成的动态实体,这些因素主

要包括饮食习惯、地理位置、环境相互作用、医疗干预

和遗传。同时,年龄、性别、饮食选择、药物以及益生菌

和益生元的使用等多种因素都有助于人体肠道微生物

群的建立和持续地动态变化[2-4]。
在复杂的肠道器官中,厚壁菌门(Firmicutes)和

拟杆菌门(Bacteroidetes)在健康状态下是微生物组菌

群 的 主 要 组 成 部 分, 此 外, 疣 微 菌 门

(Verrucomicrobia)和放线菌门(Actinobacteria)的比

例也占据主导部分[4-5]。这些微生物在维持宿主的生

理健康方面发挥着至关重要的作用,能够参与多种生

理功能和代谢活动,包括维生素的合成、营养物质的代

谢、免疫反应的调节以及针对病原体入侵的保护[5]。
同时,微生物群落内部的不平衡(称为生态失调)可能

也会导致全身免疫功能受损和抵御感染的能力下降。
此外,越来越多的研究将这种失衡与各种健康问题联

系起来,包括抑郁和焦虑等精神健康疾病[6],以及糖尿

病和肥胖等代谢疾病[7]。
肠道微生物组的重要性还体现在其对疾病进展和

治疗结果的潜在影响。侵入性医疗程序,例如取活检

(Biopsy)也是一种潜在的危险,可能会破坏肠道微生

物群的微妙平衡并导致菌群失调。然而,肠道微生物

群对扰动的敏感程度或在侵入性手术后能够恢复的程

度仍有待探索。研究报道肠道微生物可能对胆石症和

腹膜炎等外科疾病的恢复有重要影响[8],已有研究表

明使用抗生素或无菌条件可以减少手术患者肠梗阻和

粘连形成等并发症的发生率[9-11]。研究还发现,特定

的肠道微生物组模式与胰腺手术后较高的术后并发症

发生率相关,在观察期间至少一次微生物组成相似(阿
克曼氏菌、肠杆菌科和拟杆菌增加,毛螺菌科、普雷沃

氏菌和拟杆菌减少)的患者发生术后并发症的风险明

显更高[12]。提示侵入性医疗刺激对微生物组的影响

能够帮助阐明疾病的机制以及新治疗方案的开发。
经 直 肠 超 声 引 导 下 的 经 会 阴 前 列 腺 活 检

(Transperineal
 

ultrasound-guided
 

prostate
 

biopsies,

TPPBx)
 

已 成 为 优 于 传 统 经 直 肠 前 列 腺 活 检

(Transrectal
 

ultrasound
 

guided
 

prostate
 

biopsy,

TRUS+Bx)的首选诊断方法,特别是对于前列腺特异

性抗原(Prostate-specific
 

antigen,PSA)水平升高的患

者。研究表明 TPPBx的术后感染率约为1%[13],感
染率低,无需对患者预防性使用抗生素,可以减轻抗生

素过度使用的相关风险。
因此,本研究探讨了在未常规使用抗生素的情况

下,TPPBx对肠道微生物群的潜在影响。利用针对

V4区域的16S
 

rRNA基因测序,本研究收集并分析了

接受TPPBx的患者在手术前和术后收集的粪便样

本,以辨别这种干预措施是否可以改变肠道微生物组

的菌落结构,从而有助于了解微生物组在面对前列腺

活检等侵入性医疗应激后的变化。

对象和方法

1 研究对象

于2023年3月1日至2023年10月30日在德阳

市人民医院泌尿科招募15名患者作为研究对象,采用

前瞻性队列研究设计。所有患者均因前列腺特异性抗

原(Prostate-specific
 

antigen,PSA)增高(>4.0
 

ng/

mL)而行TPPBx。纳入标准:年龄在50~75岁之间

的男性,PSA水平升高但尚未接受过前列腺活检。排

除标准:过往有严重免疫缺陷疾病史、长期使用免疫抑

制剂或广谱抗生素的患者,以及近期内接受过其他可

能影响肠道微生物群平衡治疗的患者。
在本研究中,患者在接受 TPPBx前后采集新鲜

粪便样本进行16S
 

rRNA基因测序分析,该技术专门

针对微生物群中的 V4区域,以确保高精度的菌群鉴

定和分类。通过对比手术前后的微生物群组成,评估

TPPBx对肠道微生物群结构的影响,进而探讨在未使

用抗生素预防的情况下,微生物群的变化是否与手术

相关的感染风险增加有关。
本研究符合遵循《赫尔辛基宣言》的伦理原则,患

者知情同意且签署知情同意书,并获得医院伦理委员

审核同意(伦理批号:2022-04-085-K01)。

2 样本收集

样本收集程序严格遵循操作流程以确保数据的一

致性和可靠性。样本收集分为 TPPBx手术前(Pre-
TPPBx)和 TPPBx手术后(Post-TPPBx)2个阶段。
对于Pre-TPPBx阶段,对患者进行了详细指导后,在
术前48

 

h内于医院内取样粪便标本,24
 

h内送实验
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室,样本-80
 

℃冰箱中保存。对于Post-TPPBx阶

段,术后第7
 

d收集样本,采样方法与Pre-TPPBx相

同。行TPPBx检查时使患者采取仰卧位对会阴区域

进行消毒并局部麻醉,医生使用超声设备定位前列腺

并通过穿刺模板引导穿刺针,从前列腺的不同区域进

行组织取样(图1)。

图
 

1 经直肠超声引导下的经会阴前列腺活检(TPPBx)
Fig.1 Transperineal

 

perineal
 

prostate
 

biopsy
 

guided
by

 

transrectal
 

ultrasound

3 文库构建和16S
 

rRNA测序

使 用 QIAamp
 

PowerFecal
 

Pro
 

DNA 试 剂 盒

(Qiagen)提取微生物DNA,严格按操作说明进行。使

用特异性引物515F-806R(组合双条形码)扩增16S
 

rRNA基因的 V4区域,其中515F正向引物为:5'-
GTGCCAGCMGCCGCGTAA-3',806R反向引物为:

5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3'。所 有 PCR
反应均根据说明书操作(Phusion

 

High-Fidelity
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

(New
 

England
 

Biolabs))进行。文库制备

采用组合双索引。使用 NEBNext
 

UltraTM
 

DNA
 

Library
 

Prep
 

Kit构建文库,通过Illumina
 

NovaSeq
 

6000测序系统进行配对测序。

4 数据处理

测序完成后首先将原始序列读数转换为高质量、
可分析的数据。根据读取的特有条形码标识符分离读

取进行解复用(Demultiplexing),然后切除引物序列

以分离纯序列信息。随后,根据软件提供的操作指南,
采用QIIME2生物信息学平台(版本2019.7)提供的

q2-dada2插件对清理后的读数进行一系列的质量控

制[14]。最终生成的特征表中包括对扩增子序列变体

(Amplicon
 

sequence
 

variants,ASV)进行了分类,将其

作为后续分析样本中存在的微生物序列的列表。根据

dada2插件的建议,本研究在生物多样性评估时将测

序深度阈值指定为29000,以最大限度地保留每个样

本的序列,同时最大限度地减少分析中任何样本的排

除。使用q2-diversity工具计算alpha多样性(样本内

多样性)和beta多样性(样本间多样性)指标。采用主

坐标分析(Principal
 

coordinate
 

analysis,PCoA)对样

本之间的生态距离进行可视化。

5 LEfSe分析

鉴于微生物群数据相对丰富,本研究利用线性判

别分析效应大小分析(Linear
 

discriminant
 

analysis
 

effect
 

size,LEfSe)[15]分辨不同条件或群体中微生物

群组成的统计显着差异,该方法能识别丰度不同的特

定细菌类群,以深入了解变异的生物学意义。

6 统计分析

使用R软件(v
 

4.1.2)进行统计学分析。使用配

对t检验分析Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组样本间

的 Alpha多 样 性 差 异;采 用 非 度 量 多 维 尺 度 分 析

(Non-metric
 

multidimensional
 

scaling
 

analysis,

NMDS)以及主坐标分析的方法分析两组粪便样本中

肠道菌群成分之间的差异;差异代谢通路分析使用

LEfSe分析进行。以均值±标准差(Mean±SD)表示

符合正态分布的数据,以P<0.05为差异有统计学意

义。

结 果

1 一般资料

本研究共纳入15例行TPPBx的患者,平均年龄

为72±9.36岁,身体质量指数(Body
 

mass
 

index,

BMI)平均为25.2±2.7,平均PSA为10.81±3.15
 

ng/mL,经过检查确诊前列腺癌的患者数量为5例

(33.3%),良性病例10例(66.7%)。

2 肠道微生物组结构分析

基于对Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组各15例

粪便样本的16s
 

rRNA测序的结果,经过注释后本研

究得到了两组各自的肠道菌群的微生物组成结构,其
中 放 线 菌 门 (Actinobacteria)、 拟 杆 菌 门

(Bacteroidetes)、厚 壁 菌 门(Firmicutes)、变 形 菌 门

(Proteobacteria)、疣微菌门(Verrucomicrobia)、古菌

门(Archaea)在TPPBx术前、术后两组样本的占比均

超过了80%(图2)(表1)。患者行TPPBx后,肠道的

拟杆菌门占比显著降低(P<0.05),而厚壁菌门的占

比相对显著增加(P<0.05)(图3)。

表
 

1 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组肠道菌群占比(%)
Table

 

1 Proportion
 

of
 

intestinal
 

flora
 

in
 

Pre-TPPBx
 

group
and

 

Post-TPPBx
 

group
肠道菌群种类
Intestinal

 

flora
species

Pre-TPPBx组
Pre-TPPBx
Group

Post-TPPBx组
Post-TPPBx
Group

t P

放线菌门 13.13±11.11 12.45±8.15 0.452 0.658
拟杆菌门 16.20±7.57 13.12±8.13 2.583 0.013
厚壁菌门 14.29±6.49 16.51±7.54 2.962 0.029
变形菌门 13.43±8.34 13.15±5.27 -0.761 0.452
疣微菌门 14.47±6.11 14.51±5.78 1.054 0.301
古菌门 12.74±8.35 12.67±8.89 -0.340 0.735

绿弯菌门 3.80±1.99 4.16±3.50 0.662 0.514
蓝细菌门 5.46±2.34 4.30±2.58 -0.913 0.376

脱硫杆菌门 3.92±2.42 3.59±3.43 0.153 0.881
其他 4.56±2.91 5.56±2.43 -0.472 0.641
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图
 

2 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组肠道菌群结构占比

Fig.2 Intestinal
 

flora
 

structure
 

proportion
 

of
 

Pre-TPPBx
 

group
and

 

Post-TPPBx
 

group

图
 

3 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组肠道菌群的结构占比差异

Fig.3 Difference
 

in
 

structural
 

proportion
 

of
 

intestinal
 

flora
 

between
Pre-TPPBx

 

group
 

and
 

Post-TPPBx
 

group

3 肠道菌群微生物多样性分析

与Pre-TPPBx组样本相比,患者进行TPPBx活

检后(Post-TPPBx组)Shannon指数(1.94±0.62
 

vs.
 

1.54±0.54)、Simpson指数(0.79±0.09
 

vs.
 

0.55±
0.09)和 Chao1指数(31.51±11.36

 

vs.
 

27.68±
9.27)等3项 Alpha多样性指数均显著降低(P<
0.05,图4)。采用基于Bray-Curtis距离矩阵的非度

量多维尺度分析(NMDS)主坐标分析(PCoA)方法对

Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组的肠道菌群进行分

析,结果见图5。对于Beta多样性分析,两种分析的

结果一致,提示两组样本之间的肠道菌群分布和结构

存在明显差异。

图
 

4 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组的Alpha多样性分析比较

Fig.4 Comparison
 

of
 

Alpha
 

diversity
 

analysis
 

between
Pre-TPPBx

 

group
 

and
 

Post-TPPBx
 

group

图
 

5 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组的(A)非度量多维尺度分析
和(B)主坐标分析结果

Fig.5 Results
 

of
 

(A)
 

non-metric
 

multidimensional
 

scaling
 

analysis
and

 

(B)
 

principal
 

coordinate
 

analysis
 

of
 

Pre-TPPBx
 

and
 

Post-TPPBx
 

groups

4 差异微生物组分析

LEfSe分析结果揭示了前列腺活检前后肠道微生

物群中的显著变化(图6)。在接受前列腺活检之后

(Post-TPPBx)的样本中,与缓解炎症相关的细菌属,
如 Eubacterium

 

eligens
 

group、Lachnospira 和

Butyricicoccus,表现出更高的相对丰度。这些属通常

与生产有益的短链脂肪酸(SCFAs)相关联,SCFAs已

知能够促进肠道健康并具有抗炎作用。相反,活检前

(Pre-TPPBx)的样本中富集了一系列与炎症和焦虑有

关的细菌属。包括Desulfovibrio
 

spp,它与肠道炎症

紧密相关;Escherichia/Shigella
 

spp,它们在胃肠道

疾 病 中 往 往 过 度 丰 富;以 及 Enterobacteriaceae
 

family 和Fusobacterium
 

spp,该两个属常与肠道炎

症和全身性炎症状态有关。这些变化可能指示了肠道

菌群组成的不利转变,可能与系统性炎症状态和焦虑

情绪有关联。
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图
 

6 Pre-TPPBx组和Post-TPPBx组的之间的LEfSe分析
(仅展示LAD

 

>2.0且P<0.05的差异富集微生物群)
Fig.6 LEfSe

 

analysis
 

between
 

the
 

Pre-TPPBx
 

group
 

and
the

 

Post-TPPBx
 

group
 

(showing
 

only
 

differentially
 

enriched
 

microbiota
 

with
 

LAD>2.0
 

and
 

P<0.05)

讨 论

本研究初步探讨了介入超声引导下的前列腺活检

(TPPBx)对前列腺癌患者肠道微生物组的影响。研

究结果显示,TPPBx前后患者肠道微生物组结构,特
别是在与炎症相关的细菌属的相对丰度上发生了显著

变化。LEfSe分析表明,在TPPBx后,与缓解炎症相

关 的 细 菌 属 如 Eubacterium
 

eligens
 

group、

Lachnospira 和Butyricicoccus的丰度增加,而与炎症

和 焦 虑 相 关 的 细 菌 属 如 Desulfovibrio
 

spp、

Escherichia/Shigella
 

spp、 Enterobacteriaceae
 

family 和Fusobacterium
 

spp 的丰度减少。这些发现

与以往研究结果相符,研究表明肠道微生物组与宿主

的免疫反应和炎症状态密切相关[16-17]。Eubacterium
 

eligens和Lachnospira 等产生短链脂肪酸(SCFAs)
的细菌,已知具有调节宿主免疫反应和抗炎作用[18-19]。
这些短链脂肪酸,如丁酸和丙酸,是肠道上皮维持屏障

功能和调节炎症反应的重要能源物质[20]。与此相反,

Desulfovibrio
 

spp 等硫酸盐还原菌的增加与肠道屏

障功能障碍和系统性炎症状态有关[21-22]。
此次研究中发现TPPBx后拟杆菌门的下降和厚

壁菌门的上升,可能反映了肠道微生物组应对侵入性

医疗程序的一种适应性调整。这种调整可能与应激反

应、抗生素使用、饮食改变或直接的肠道操作有关。虽

然此次研究没有按常规使用抗生素,但患者的应激状

态可能足以引起微生物组的这种变化。另外,相关研

究表明,厚壁菌门的增加与肥胖、2型糖尿病和心血管

疾病的风险增加有关,而拟杆菌门的减少可能与减少

这些疾病的风险相关[23]。
这次前瞻研究的结果仅基于小规模样本,未来需

要在大样本队列研究中进一步验证。此外由于肠道微

生物组的复杂性,仅依靠16S
 

rRNA基因测序可能无

法完全揭示所有微生物组成的变化,尤其是功能上的

变化。未来的研究应该结合宏基因组测序和代谢物分

析,以便更全面地理解TPPBx对肠道微生物组功能

的影响。
虽然本次研究观察到了肠道微生物组的变化,但

这些变化如何影响患者的长期健康尚未明了。是否这

些微生物组的变化会影响患者恢复的速度、并发症的

发生率或肿瘤复发等等,仍需进一步的前瞻性研究来

评估。同时,可以探讨是否通过预防性的益生菌或益

生元介入,以改善患者的微生物组结构及临床结局。
本次研究虽然为理解肠道微生物群在前列腺癌活

检中的变化进行了分析和探讨,但存在一些限制。首

先,样本量较小,这可能会影响研究结果的统计显著性

和外推性。其次,研究方法限于16S
 

rRNA基因测序,
未能提供微生物种群的功能性信息。另外,未能充分

控制可能影响肠道微生物组的混杂因素,如饮食和生

活方式。最后,由于研究的观察性质,无法确立因果关

系。下一步需要扩大样本规模,采用功能性微生物组

学方法,并控制相关变量,以验证本研究的结论。
最后,本研究揭示了介入超声引导下的前列腺活

检对肠道微生物组结构的影响,为未来的前列腺癌诊

疗提供了新的微生物组学视角。这些初步结果强调了

在介入性医疗程序中考虑微生物组的重要性,以及在

肠道微生物组研究中采用综合性方法的必要性。未来

的工作应该集中于验证这些发现、探索微生物组变化

的机制,以及评估这些变化对患者长期健康的潜在影

响。
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