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肝棘球蚴感染与肝外胆管癌类器官生态微环境的

相关性高通量测序分析

于志清１，２，赵斌２，李培武１，２

（１．兰州大学第二医院急救中心，甘肃兰州７３００３０；２．兰州大学第二医院普通外科）

【摘要】　目的　通过１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术和类器官模型，探讨肝棘球蚴抗原处理对肝外胆管癌（ＣＣＡ）类器官生

态微环境的影响，揭示肝棘球蚴在ＣＣＡ发病机制中的潜在作用。　方法　本研究为前瞻性对照研究，纳入６０例肝外胆

管癌（ＣＣＡ）的患者，分为实验组（暴露于肝棘球蚴抗原）和对照组（暴露于ＰＢＳ），每组３０例样本。通过类器官技术培养

肿瘤组织样本，并使用１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术分析２组样本的微生物群落组成和功能基因丰度。使用线性判别分

析效应量（ＬＥｆＳｅ）方法和ＰＩＣＲＵＳｔ工具进行微生物群落差异分析和功能预测分析，进一步通过ｑＰＣＲ和细胞功能实验

验证关键微生物类群和信号通路的变化。　结果　实验组和对照组的主要微生物门包括厚壁菌门（犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊）、拟杆菌

门（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊）、变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和耐热菌门（犜犺犲狉犿狅狋狅犵犪犲）。实验组中厚壁菌

门和放线菌门的丰度显著高于对照组，而拟杆菌门的丰度显著降低（犘＜０．０５）。α多样性分析显示，实验组的Ｃｈａｏ１指

数（１５０．２５±１５．７５）和Ｓｈａｎｎｏｎ指数（３．５０±０．４５）均显著高于对照组（Ｃｈａｏ１指数：１４０．８０±１４．９５，Ｓｈａｎｎｏｎ指数：３．３１

±０．４０，犘＜０．０５）。β多样性分析基于ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距离的主坐标分析（ＰＣｏＡ）和非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）结果显

示，实验组和对照组在微生物群落组成上存在显著差异（ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ：犉＝２．４２３，犘＜０．００１）。ＰＩＣＲＵＳｔ分析结果显

示，实验组在碳水化合物代谢（２５．３０％±２．５０％ ｖｓ２３．１０％±２．４０％）、能量代谢（１８．７５％±１．９５％ ｖｓ１７．５０％±

２．１０％）、脂类代谢（１５．２０％±１．８０％ｖｓ１４．００％±１．７５％）、氨基酸代谢（１２．５０％±１．６０％ｖｓ１１．２０％±１．５５％）、核苷

酸代谢（１０．００％±１．２５％ｖｓ９．００％±１．２０％）和信号转导（８．７５％±１．１０％ｖｓ７．５０％±１．０５％）等功能路径的基因丰

度上显著高于对照组（犘＜０．０５）。ｑＰＣＲ结果显示，实验组中厚壁菌门（狋＝２．１９１，犘＝０．０３３）、变形菌门（狋＝２．２５３，犘＝

０．０２９）和放线菌门（狋＝２．３１１，犘＝０．０２６）的相对丰度显著增加，而拟杆菌门（狋＝２．４３２，犘＝０．０２１）和耐热菌门（狋＝

２．７３２，犘＝０．００９）的相对丰度显著降低。细胞功能实验显示，实验组在细胞增殖、迁移和侵袭能力上显著增强（犘＜

０．０５）。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析表明厚壁菌门的丰度与患者年龄（狉＝０．４５２，犘＝０．００１）和病史（狉＝０．３２２，犘＝０．０１３）呈

显著正相关，与肿瘤分级呈显著负相关（狉＝－０．４５５，犘＝０．００１），而与肿瘤分期呈显著正相关（狉＝０．３１１，犘＝０．０２４）。

　结论　本研究通过高通量测序和功能预测分析，揭示了肝棘球蚴抗原处理对肝外胆管癌类器官微生态环境的显著影

响，尤其体现在微生物群落组成和功能基因丰度的改变。
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（１０．００％±１．２５％ｖｓ９．００％±１．２０％）ａｎｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ（８．７５％±１．１０％ｖｓ７．５０％±１．０５％）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）．ｑＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆ犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊（狋＝

２．１９１，犘＝０．０３３），犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪（狋＝２．２５３，犘＝０．０２９）ａｎｄ犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪（狋＝２．３１１，犘＝０．０２６）ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ

ｇｒｏｕｐｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＢａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（狋＝２．４３２，犘＝０．０２１）ａｎｄ犜犺犲狉犿狅狋狅犾犲狉犪狀狋

犫犪犮狋犲狉犻犪（狋＝２．７３２，犘＝０．００９）ｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ．Ｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ

ｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｉｅｓ（犘＜０．０５）．Ｓｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆ犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐａｔｉｅｎｔａｇｅ（狉＝０．４５２，犘＝０．００１）

ａｎｄｍｅｄｉｃａｌｈｉｓｔｏｒｙ（狉＝０．３２２，犘＝０．０１３），ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｇｒａｄｅ（狉＝－０．４５５，犘

＝０．００１），ａｎｄｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｕｍｏｒｓｔａｇｅ（狉＝０．３１１，犘＝０．０２４）．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙ

ｒｅｖｅａｌｅｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｆｈｙｄａｔｉｄ ａｎｔｉｇｅｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｔｈｅ ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｏｆｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃ

ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａｏｒｇａｎｏｉｄｓｔｈｒｏｕｇｈｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎｔｈｅ

ｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｇｅｎｅａｂｕｎｄａｎｃｅ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】 　 Ｈｅｐａｔｉｃ ｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ；ｅｘｔｒａｈｅｐａｔｉｃｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｏｒｇａｎｏｉｄｓ；１６Ｓ ｒＲＮＡ ｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ

ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ；ｍｉｃｒｏｂｉａｌｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

　　肝棘球蚴（ｈｅｐａｔｉｃｅｃｈｉｎｏｃｏｃｃｏｓｉｓ）是由棘球绦虫

（犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊狊狆狆．）引起的人兽共患寄生虫病，主要

流行于牧区和少数民族地区［１２］，该疾病不仅对人类健

康构成严重威胁，还对畜牧业造成显著经济损失［３］。

近年来，随着研究的深入，人们逐渐认识到寄生虫感染

对宿主微生态环境的深远影响，尤其是在癌症发生和

进展中的作用。已有研究报道某些寄生虫感染已被证

明能通过改变宿主组织的免疫微环境，促进或抑制肿

瘤 的 发 生 和 发 展［４５］。 肝 外 胆 管 癌

（ｃｈｏｌａｎｇｉｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＣＣＡ）是一种高度侵袭性和预后

极差的恶性肿瘤，其发病机制复杂，涉及多种遗传和环

境因素的交互作用［６］。尽管近年来在ＣＣＡ的诊断和

治疗方面取得了一定进展，但其总体生存率仍然较

低［７８］。因此，探索新的致病机制和治疗靶点对提高

ＣＣＡ患者的预后具有重要意义。类器官（ｏｒｇａｎｏｉｄｓ）

技术的兴起为研究复杂疾病的发病机制提供了新的方

法。类器官是一种源自干细胞或肿瘤细胞，具有自我

更新和多向分化能力的三维细胞培养体系［９，１０］。它能

够在体外重构组织的微环境和功能结构，成为研究肿

瘤生物学［１１］和药物筛选［１２］的理想模型。此外，高通

量测序技术可以全面解析微生态环境在疾病中的作

用，１６ＳｒＲＮＡ基因测序是研究微生物群落结构和多

样性的常用方法，已广泛应用于肠道［１３］、口腔［１４］等多

种体内外微生物群的研究。然而，目前肝棘球蚴感染

对ＣＣＡ类器官生态微环境具体影响机制仍不明确。

本研究旨在通过１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术分析

肝棘球蚴感染对ＣＣＡ类器官生态微环境的影响及其

相关性，比较暴露于肝棘球蚴抗原的ＣＣＡ类器官与

未暴露组之间的微生物群落结构和功能差异，揭示肝

棘球蚴在ＣＣＡ发病机制中的潜在作用，为肝棘球蚴

感染相关ＣＣＡ的预防和治疗提供新的理论依据和研

究思路。

对象和方法

１　研究对象

本研究为前瞻性对照研究，于２０２２年３月至

２０２４年３月在兰州大学第二医院进行。研究对象包

括确诊为肝外胆管癌（ＣＣＡ）的患者，共分为２组：实

验组和对照组，每组３０例样本。实验组类器官暴露于

肝棘球蚴抗原，模拟肝棘球蚴感染环境；对照组类器官
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未暴露于肝棘球蚴抗原，作为基础对照。实验组和对

照组的纳入标准包括：（１）年龄≥１８岁；（２）经病理学

确诊为肝外胆管癌；（３）未接受任何抗癌治疗（如手术、

放疗、化疗或免疫治疗）；（４）无其他严重系统性疾病或

感染。排除标准包括：（１）过去３个月内使用过抗生

素、益生菌或其他可能影响微生物群落的药物；（２）合

并严重的肝、肾功能不全或其他可能显著影响生存期

的恶性肿瘤等疾病；（３）妊娠或哺乳期女性。

患者的肿瘤组织样本在采集后立即进行处理得到

单细胞悬液，用于后续类器官的培养。实验组的类器

官暴露于提取自肝棘球蚴囊液的抗原，对照组类器官

则暴露于等体积的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。所有患者在

入组后接受基线信息采集，包括年龄、性别、病史等临

床资料。

每位患者均签署知情同意书，研究方案获得本医

院伦理委员会批准同意，且研究过程严格遵循《赫尔辛

基宣言》的伦理指导原则。

２　类器官模型的建立

获取患者的肿瘤组织样本后，切割成约１～２

ｍｍ
３ 小块，尽量减少机械损伤。然后，将肿瘤组织块

置于含有胶原酶和透明质酸酶的消化液中，３７℃孵育

１～２ｈ，期间轻柔振荡以促进消化。经过充分消化后，

使用４０μｍ细胞滤网过滤，得到单细胞悬液。单细胞

悬液经ＰＢＳ洗涤２次计数并调整细胞浓度至适合类

器官培养的浓度。随后将单细胞悬液嵌入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ

支架材料中，以形成三维结构。每个样本的细胞悬液

将分装至多个培养孔中，确保实验组和对照组的类器

官数目和条件一致。培养孔板置于３７℃，５％ＣＯ２ 的

培养箱中培养，使用类器官培养基进行定期更换。类

器官培养基的组成包括ＤＭＥＭ 培养基，添加Ｂ２７补

充剂、Ｎ２补充剂、ＥＧＦ、ＦＧＦ和 Ｎｏｇｇｉｎ等生长因子，

以促进类器官的生长和维持其生物特性。实验组类器

官暴露于提取自肝棘球蚴囊液的抗原（１０μｇ／ｍＬ），对

照组类器官则暴露于等体积的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）。

处理过程中，定期观察类器官的生长状态，并及时更换

培养基，以保持最佳的培养条件。

３　１６犛狉犚犖犃高通量测序

对照组和实验组的样本均取自处理后４８ｈ。

ＤＮＡ提取使商业化试剂盒（ＱｉａｇｅｎＤＮｅａｓｙＢｌｏｏｄ＆

ＴｉｓｓｕｅＫｉｔ）进行操作。将类器官样本置于裂解缓冲液

中，进行机械和酶解裂解，释放细菌ＤＮＡ。随后，通过

柱式纯化方法，去除蛋白质和其他杂质，最终得到高纯

度的细菌ＤＮＡ。提取的ＤＮＡ样本通过ＮａｎｏＤｒｏｐ进

行浓度和纯度测定。使用通用引物扩增细菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的 Ｖ３Ｖ４区域，扩增产物经过纯化后，利

用ＩｌｌｕｍｉｎａＴｒｕＳｅｑＤＮＡＳａｍｐｌｅＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎＫｉｔ构

建测序文库，构建完成的文库通过 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００

Ｂｉｏａｎａｌｙｚｅｒ进行质量控制，确保片段大小和浓度符合

测序要求。测序在ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ或 ＨｉＳｅｑ平台上

进行，采用双端测序模式（ｐａｉｒｅｄｅｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ），以

获得高质量的１６ＳｒＲＮＡ基因序列数据。测序运行结

束后，生成的原始数据（ｒａｗｄａｔａ）通过Ｉｌｌｕｍｉｎａ的

ＣＡＳＡＶＡ软件进行基础数据处理，输出ｆａｓｔｑ格式文

件。使用 ＱＩＩＭＥ软件对原始测序数据进行质量过

滤，去除低质量读数和接头序列。高质量序列经过拼

接和去冗余处理，生成代表性序列。随后，将代表性序

列比对至Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ数据库，进行分类注释，确定每

个样本的微生物群落组成。

４　测序数据分析

α多样性分析通过计算Ｃｈａｏ１指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指

数多样性指标，评估样本内微生物群落的丰富度和均

匀度。β多样性分析则使用主坐标分析（ＰＣｏＡ）和非

度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ），评估不同样本间微生物

群落组成的差异。利用线性判别分析效应量（ＬＥｆＳｅ）

方法进行差异分析，确定实验组与对照组间显著差异

的微生物类群。此外，使用ＰＩＣＲＵＳｔ工具进行功能预

测分析，评估肝棘球蚴感染对类器官微生物群功能基

因的潜在影响。最后，通过ｑＰＣＲ和细胞功能实验，进

一步确认关键微生物类群和信号通路蛋白的变化，揭

示肝棘球蚴感染对肝外胆管癌类器官生态微环境的具

体影响机制。

５　相关性分析

对筛选出的差异微生物丰度与患者的临床资料

（年龄、性别、病史）及病理特征（肿瘤分级、分期）进行

相关性分析。使用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关系数评估特异基因

丰度与临床和病理特征之间的关系。

６　统计学分析

统计分析使用Ｒ语言（版本４．１．０）软件进行。α

多样性（Ｃｈａｏ１指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数）、ｑＰＣＲ数据和

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ数据的组间比较采用独立样本狋检验。

β多样性分析通过主坐标分析（ＰＣｏＡ）和非度量多维

尺度 分 析 （ＮＭＤＳ）进 行。使 用 ＰＥＲＭＡＮＯＶＡ

（ＰｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌＭｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｒｉａｎｃｅ）方

法评估不同样本组间的群落组成差异的显著性。使用

ＬＥｆＳｅ分析差异微生物类群，同时结合线性判别分析

（ＬＤＡ）量化不同类群的显著性差异。数据以平均值

±标准差（犕犲犪狀±犛犇）表示，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

结　果

１　一般资料

本研究共纳入６０例确诊为肝外胆管癌（ＣＣＡ）的
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患者，分为实验组和对照组，每组３０例样本。实验组

年龄５６．２０±１０．１５岁，病史３．５０±１．７５年，男、女分

别为１７和１３例，对照组年龄５４．７０±１１．００岁，病史

３．３０±１．６５年，男、女分别为１８和１２例。实验组和

对照组在年龄、病史年限以及性别比例方面差异均无

统计学意义（狋＝０．５７４、０．４５１、χ
２
＝０．０６７，均犘＞

０．０５）。

２　１６犛狉犚犖犃测序结果

测序得到的高质量序列经过拼接和去冗余处理

后，将代表性序列比对至Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ数据库进行分类

注释，结果显示（图１Ａ），实验组和对照组类器官样本

中的微生物门主要包括厚壁菌门（犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊）、拟杆

菌门（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊）、变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、放

线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、耐热菌门（犜犺犲狉犿狅狋狅犵犪犲）、蓝

细菌门（犆狔犪狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、绿弯菌门（犆犺犾狅狉狅犳犾犲狓犻）、酸

杆菌门（犃犮犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和纤维菌门（犉犻犫狉狅犫犪犮狋犲狉犲狊）

等。对２组类器官样本的微生物群落组成进行比较

（图１Ｂ），结果显示样本中本中厚壁菌门（４０．２５％±

３．１５％ｖｓ３８．９０％±３．０５％，狋＝２．６７１，犘＝０．００９）、

拟杆菌门（３０．５０％±２．８０％ｖｓ３２．１０％±２．９５％，狋＝

３．５６２，犘＝０．００７）和放线菌门（８．５０％±１．７５％ ｖｓ

７．７０％±１．６５％，狋＝２．２２０，犘＝０．０３０）微生物群落的

相对丰度存在显著差异（表１）。

表１　实验组和对照组类器官样本中共有的微生物门类相对丰度比较

犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犮狅犿犿狅狀犿犻犮狉狅犫犻犪犾

狆犺狔犾犪犻狀狅狉犵犪狀狅犻犱狊犪犿狆犾犲狊狅犳狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犵狉狅狌狆犪狀犱

狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

微生物类群
实验组

（％，狀＝３０）

对照组

（％，狀＝３０）
狋值 犘 值

厚壁菌门 ４０．２５±３．１５ ３８．９０±３．０５ ２．６７１ ０．００９

拟杆菌门 ３０．５０±２．８０ ３２．１０±２．９５ ３．５６２ ０．００７

变形菌门 ２０．７５±２．６０ ２１．３０±２．５０ ０．６９１ ０．４９３

放线菌门 ８．５０±１．７５ ７．７０±１．６５ ２．２２０ ０．０３０

耐热菌门 ４．５０±１．２０ ５．００±１．３０ ０．２３５ ０．８１５

蓝细菌门 ２．７５±１．１０ ２．９０±１．０５ －０．４４７ ０．６５６

绿弯菌门 １．５０±０．８０ １．８０±０．８５ －１．１４０ ０．２５８

酸杆菌门 １．００±０．６０ １．２０±０．６５ －１．９８１ ０．０５３

纤维菌门 ０．７５±０．５０ ０．８５±０．５５ ０．５８９ ０．５５９

其他 １．５０±０．７５ ２．２５±０．８５ －３．２０２ ０．００２

３　微生物多样性分析

α多样性用于分析样本内微生物群落的丰富度和

均匀度，本研究采用Ｃｈａｏ１指数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数进行

评估。Ｃｈａｏ１指数主要用于估计微生物群落的物种丰

富度，如图２Ａ显示，实验组的Ｃｈａｏ１指数与对照组相

比显著增加（１５０．２５±１５．７５ｖｓ１４０．８０±１４．９５，狋＝

２．１４２，犘＝０．０２１）。Ｓｈａｎｎｏｎ指数反映微生物群落的

多样性和均匀度，结果表明实验组的Ｓｈａｎｎｏｎ指数

（３．５０±０．４５）相较于对照组（３．３１±０．４０）显著增加（狋

＝２．１２３，犘＝０．０３７，图２Ｂ）。

图１　实验组和对照组类器官样本门水平（犘犺狔犾狌犿）共有优势

微生物菌落结构（犃）和丰度占比差异比较森林图（犅）

犉犻犵．１　犉狅狉犲狊狋狆犾狅狋犮狅犿狆犪狉犻狀犵狋犺犲犮狅犿犿狅狀犱狅犿犻狀犪狀狋犿犻犮狉狅犫犻犪犾犮狅犾狅狀狔

狊狋狉狌犮狋狌狉犲（犃）犪狀犱犪犫狌狀犱犪狀犮犲狉犪狋犻狅（犅）犪狋狋犺犲狆犺狔犾狌犿狅犳狅狉犵犪狀狅犻犱

狊犪犿狆犾犲狊犻狀狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊

图２　基于犆犺犪狅１指数（犃）和犛犺犪狀狀狅狀指数（犅）评估实验组和

对照组类器官样本的α多样性分析

犉犻犵．２　犃犾狆犺犪犱犻狏犲狉狊犻狋狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狅狉犵犪狀狅犻犱狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿

狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊犲狏犪犾狌犪狋犲犱犫犪狊犲犱狅狀

狋犺犲犆犺犪狅１犻狀犱犲狓（犃）犪狀犱犛犺犪狀狀狅狀犻狀犱犲狓（犅）

β多样性分析用于评估不同样本间微生物群落组

成的差异。本研究采用主坐标分析（ＰＣｏＡ）和非度量

多维尺度分析（ＮＭＤＳ）方法进行β多样性分析。基于

ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距离矩阵的ＰＣｏＡ结果显示，实验组和对

照组的微生物群落在ＰＣｏＡ轴上的分布存在明显的聚

类趋势，各组样本在主坐标轴１和主坐标轴２上的分

布比较见图３。图３显示了实验组（暴露于棘球绦虫

抗原）和对照组的微生物群落聚类情况。两组之间的

分离表明微生物群落组成存在显著差异（犉＝２．４２３，Ｐ

＜０．００１）。

同时，犖犕犇犛结果显示，实验组和对照组的微生

物群落在犖犕犇犛空间中的分布亦存在明显的聚类趋

势，见图４。图４中显示了实验组（暴露于棘球绦虫抗

原）和对照组的微生物群落聚类情况。每个点代表一

个样本，两组的不同聚类表明微生物群落组成存在显

著差异。此外，使用犘犈犚犕犃犖犗犞犃（犘犲狉犿狌狋犪狋犻狅狀犪犾

犕狌犾狋犻狏犪狉犻犪狋犲犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犞犪狉犻犪狀犮犲）方法对不同样本

组间的群落组成差异进行统计检验，结果表明实验组

和对照组之间的群落组成差异有统计学意义（Ｆ＝

２．４２３，Ｐ＜０．００１）。
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图３　基于犅狉犪狔犆狌狉狋犻狊距离的主坐标分析（犘犆狅犃）图

犉犻犵．３　犘狉犻狀犮犻狆犪犾犮狅狅狉犱犻狀犪狋犲狊犪狀犪犾狔狊犻狊（犘犆狅犃）狆犾狅狋犫犪狊犲犱

狅狀犫狉犪狔犮狌狉狋犻狊犱犻狊狋犪狀犮犲狊

图４　基于犅狉犪狔犆狌狉狋犻狊距离的非度量多维标度（犖犕犇犛）图

犉犻犵．４　犖狅狀犿犲狋狉犻犮犕狌犾狋犻犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾犛犮犪犾犻狀犵（犖犕犇犛）狆犾狅狋犫犪狊犲犱

狅狀犅狉犪狔犆狌狉狋犻狊犱犻狊狋犪狀犮犲狊

４　微生物群落差异分析

本研究使用线性判别分析效应量（ＬＥｆＳｅ）方法对

实验组和对照组微生物群落的差异进行分析，以进一

步探讨肝棘球蚴抗原处理对肝外胆管癌（ＣＣＡ）类器

官微生物群落组成的影响。ＬＥｆＳｅ分析结合非参数检

验和线性判别分析（ＬＤＡ），识别并量化实验组和对照

组之间显著差异的微生物类群见表２，通过ＬＤＡ进一

步验证ＬＥｆＳｅ分析中识别出的差异微生物类群分别

为厚壁菌门（犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊）、拟杆菌门（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊）、

变 形 菌 门 （犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪 ）、 放 线 菌 门

（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和耐热菌门（犜犺犲狉犿狅狋狅犵犪犲）（图５）。

表２　基于线性判别分析（犔犇犃）评分的犔犈犳犛犲方法识别出的

关键微生物类群

犜犪犫犾犲２　犓犲狔犿犻犮狉狅犫犻犪犾犵狉狅狌狆狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犫狔狋犺犲犔犈犳犛犲犿犲狋犺狅犱犫犪狊犲犱

狅狀犾犻狀犲犪狉犱犻狊犮狉犻犿犻狀犪狀狋犪狀犪犾狔狊犻狊（犔犇犃）狊犮狅狉犲狊

微生物门
实验组

（％，狀＝３０）

对照组

（％，狀＝３０）
ＬＤＡ评分 犘 值

厚壁菌门 ４０．２５±３．１５ ３８．９０±３．０５ ３．５２ ０．０２３

拟杆菌门 ３０．５０±２．８０ ３２．１０±２．９５ ３．３１ ０．０３５

变形菌门 ４０．２５±３．１５ ３８．９０±３．０５ ２．８４ ０．０４１

放线菌门 ８．５０±１．７５ ７．７０±１．６５ ２．５２ ０．０４７

耐热菌门 ４．５０±１．２０ ５．００±１．３０ ２．１１ ０．０４９

　　注：每个子图代表不同的微生物门，箱线图显示各组内相对丰度的

分布。使用独立样本狋检验评估统计显著性。

图５　箱线图显示实验组（用棘球绦虫抗原处理）和对照组中

主要微生物门的相对丰度

犉犻犵．５　犅狅狓狆犾狅狋狊狊犺狅狑犻狀犵狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犽犲狔犿犻犮狉狅犫犻犪犾

狆犺狔犾犪犻狀狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犵狉狅狌狆（狋狉犲犪狋犲犱狑犻狋犺犈犮犺犻狀狅犮狅犮犮狌狊犪狀狋犻犵犲狀）

犪狀犱狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

５　功能预测分析

本研究使用ＰＩＣＲＵＳｔ分析将１６ＳｒＲＮＡ测序数

据映射到Ｇｒｅｅｎｇｅｎｅｓ数据库中，推测出样本中微生物

群落的基因功能。根据 ＫＥＧＧ（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ

ｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ）数据库，将预测的基因功能分

类到不同的功能路径中，结果见表３。通过功能预测

分析，研究发现肝棘球蚴抗原处理显著改变了肝外胆

管癌类器官中微生物群落的功能基因丰度，主要包括

碳水化合物代谢（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、能量代

谢 （Ｅｎｅｒｇｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ）、 脂 类 代 谢 （Ｌｉｐｉｄ

ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、氨基酸代谢（Ａｍｉｎｏａｃｉｄｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）、

核苷酸代谢 （Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ）和信号转导

（Ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ）等功能路径。

６　狇犘犆犚和细胞功能验证

基于上述分析中识别出的显著差异的微生物类

群，本研究对上述微生物的特异基因使用ｑＰＣＲ方法

进行 验，包 括 厚 壁 菌 门 （犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊）、拟 杆 菌 门

（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊）、变形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、放线菌

门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和耐热菌门（犜犺犲狉犿狅狋狅犵犪犲）。结果
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显示厚壁菌门（狋＝２．１９１，犘＝０．０３３）、变形菌门（狋＝

２．２５３，犘＝０．０２９）和放线菌门（狋＝２．３１１，犘＝０．０２６）

在实验组样本中均显著升高。拟杆菌门（狋＝２．４３２，犘

＝０．０２１）和耐热菌门（狋＝２．７３２，犘＝０．００９）在实验组

样本中均显著降低（图６Ａ）。为了进一步验证肝棘球

蚴抗原处理对ＣＣＡ类器官功能的影响，本研究使用

ＣＣＫ８试剂盒检测细胞增殖活性、划痕实验检测细胞

迁移能力以及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测细胞侵袭能

力，结果显示上述细胞功能在实验组中均观察到了显

著增加（犘＜０．０５，图６Ｂ）。

表３　实验组和对照组微生物群落的犘犐犆犚犝犛狋功能预测结果比较

犜犪犫犾犲３　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犘犐犆犚犝犛狋犳狌狀犮狋犻狅狀狆狉犲犱犻犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狊狅犳

犿犻犮狉狅犫犻犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋犻犲狊犻狀狋犺犲犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆狊

功能路径 实验组（％） 对照组（％） ＬＤＡ评分 犘 值

碳水化合物代谢 ２５．３０±２．５０ ２３．１０±２．４０ ３．７１ ０．０１５

能量代谢 １８．７５±１．９５ １７．５０±２．１０ ３．２２ ０．０２８

脂类代谢 １５．２０±１．８０ １４．００±１．７５ ３．０２ ０．０３２

氨基酸代谢 １２．５０±１．６０ １１．２０±１．５５ ２．９３ ０．０３７

核苷酸代谢 １０．００±１．２５ ９．００±１．２０ ２．８４ ０．０４１

信号转导 ８．７５±１．１０ ７．５０±１．０５ ２．５１ ０．０４８

　　注：（Ａ）箱线图显示实验组（用棘球绦虫抗原处理）和对照组中特定

微生物门的相对丰度，由ｑＰＣＲ测定。（Ｂ）箱线图显示细胞功能测定的

结果，包括细胞增殖、细胞迁移和细胞侵袭。与对照组相比，实验组在

所有测定中表现出明显更高的活性。使用独立样本狋检验评估统计学

意义，犘＜０．００１，
犘＜０．０１，

犘＜０．０５。

图６　微生物群落组成狇犘犆犚和细胞功能测定的实验验证。

犉犻犵．６　犈狓狆犲狉犻犿犲狀狋犪犾狏犪犾犻犱犪狋犻狅狀狅犳犿犻犮狉狅犫犻犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋狔犮狅犿狆狅狊犻狋犻狅狀

犪狀犱犮犲犾犾犳狌狀犮狋犻狅狀犪狊狊犪狔狊

７　差异微生物与临床特征的相关性分析

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析显示某些差异微生物的丰

度与临床特征之间存在显著相关性（图７）。厚壁菌门

的丰度与患者年龄呈显著正相关（狉＝０．４５２，犘＝

０．００１）。耐热菌门的丰度与患者年龄呈显著负相关（狉

＝－０．２８１，犘＝０．０３２）。此外，放线菌门的丰度与患

者年龄呈显著正相关（狉＝０．３３４，犘＝０．０１１）。结果还

显示，厚壁菌门的丰度与病史呈显著正相关（狉＝

０．３２２，犘＝０．０１３）。肿瘤分级方面，厚壁菌门的丰度

与肿瘤分级呈显著负相关（狉＝－０．４５５，犘＝０．００１）；

而拟杆菌门的丰度与肿瘤分级呈显著正相关（狉＝

０．２７１，犘＝０．０４８）。放线菌门的丰度与肿瘤分级也呈

显著负相关（狉＝－０．３５２，犘＝０．０１５）。在肿瘤分期方

面，厚壁菌门的丰度与肿瘤分期呈显著正相关（狉＝

０．３１１，犘＝０．０２４），而拟杆菌门的丰度与肿瘤分期呈

显著负相关（狉＝－０．２５３，犘＝０．０４１）。

　　注：颜色表示相关系数的强度和方向，红色表示正相关，蓝色表示

负相关。

图７　相关性热图展示差异微生物丰度与临床特征（包括年龄、

病史、肿瘤分级和肿瘤分期）之间的犛狆犲犪狉犿犪狀相关系数

犉犻犵．７　犆狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犺犲犪狋犿犪狆狊犺狅狑犻狀犵犛狆犲犪狉犿犪狀犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋狊

犫犲狋狑犲犲狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犿犻犮狉狅犫犻犪犾犪犫狌狀犱犪狀犮犲犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊

犻狀犮犾狌犱犻狀犵犪犵犲，犿犲犱犻犮犪犾犺犻狊狋狅狉狔，狋狌犿狅狉犵狉犪犱犲，犪狀犱狋狌犿狅狉狊狋犪犵犲

讨　论

本研究通过使用１６ＳｒＲＮＡ高通量测序技术和类

器官模型，探讨了肝棘球蚴抗原处理对肝外胆管癌

（ＣＣＡ）类器官生态微环境的影响。结果显示，肝棘球

蚴抗原处理显著改变了ＣＣＡ类器官的微生物群落组

成和功能基因丰度，揭示了肝棘球蚴感染在ＣＣＡ发

病机制中的潜在作用。本研究发现，暴露于肝棘球蚴

抗原的ＣＣＡ类器官中，厚壁菌门（犉犻狉犿犻犮狌狋犲狊）、拟杆

菌门（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狋犲狊）和放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）的

相对丰度显著变化。具体而言，实验组中厚壁菌门和

放线菌门的丰度显著高于对照组，而拟杆菌门的丰度

则显著降低。这些变化可能反映了肝棘球蚴感染对宿

主微生态环境的深远影响。厚壁菌门和放线菌门的增

加可能与肝棘球蚴抗原引起的炎症反应有关，已有研

究表明，厚壁菌门中的某些菌属可以通过促进炎症反

应，影响肿瘤的发生和发展［１５１６］。放线菌门的增加也

可能与其在调节宿主免疫反应中的作用有关［１７１９］，这

与本研究观察到的实验组类器官中某些炎症相关信号

·９６·
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通路的激活一致。相反，拟杆菌门的减少可能与其在

维持肠道和其他组织微生态平衡中的重要作用有关，

拟杆菌门的减少可能削弱其对炎症和肿瘤发展的抑制

作用，从而促进ＣＣＡ的进展
［２０］。通过ＰＩＣＲＵＳｔ功能

预测分析发现，肝棘球蚴抗原处理显著改变了ＣＣＡ

类器官中微生物群落的功能基因丰度。

本研究实验组中碳水化合物代谢、能量代谢、脂类

代谢、氨基酸代谢、核苷酸代谢和信号转导等功能路径

的基因丰度显著增加。这些功能变化可能在ＣＣＡ的

致癌转化和肿瘤生态微环境的调控中发挥重要作用。

碳水化合物代谢和能量代谢的增加可能为肿瘤细胞提

供了更多的能量和代谢中间产物，促进肿瘤的生长和

增殖［２１２２］。脂类代谢的增加可能与肿瘤细胞膜合成和

信号分子生成有关［２３］，氨基酸代谢的增加可能为肿瘤

细胞提供必要的氨基酸，以支持其快速生长。核苷酸

代谢的增加则可能与肿瘤细胞的ＤＮＡ合成和修复有

关。此外，信号转导通路的激活可能促进肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭［２４］。

为了验证高通量测序和功能预测分析的结果，本

研究进行了ｑＰＣＲ和细胞功能实验。ｑＰＣＲ结果显

示，实验组中厚壁菌门、变形菌门和放线菌门的基因丰

度显著增加，而拟杆菌门和耐热菌门的丰度显著降低。

这些结果与高通量测序结果一致，进一步支持了肝棘

球蚴抗原处理对微生物群落组成的影响。细胞功能实

验结果显示，暴露于肝棘球蚴抗原的ＣＣＡ类器官在

细胞增殖、迁移和侵袭能力方面显著增强。这些功能

变化可能与肝棘球蚴抗原引起的微生物群落和代谢功

能的变化密切相关。推测，肝棘球蚴抗原通过改变微

生态环境，促进肿瘤细胞的恶性行为，从而加速ＣＣＡ

的进展。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析进一步揭示了差异微

生物丰度与临床特征之间的关系。厚壁菌门的丰度与

患者年龄和病史呈显著正相关，与肿瘤分级呈显著负

相关，而与肿瘤分期呈显著正相关。这表明，随着患者

年龄和病史的增长，厚壁菌门的丰度增加，但在肿瘤分

级较高的患者中，其丰度较低，研究结果提示与厚壁菌

门在促进炎症反应和影响肿瘤发生发展中的作用有

关。

但本研究也存在一些局限性。首先，本研究基于

类器官模型，尽管类器官能够模拟体内微环境，但其仍

然不能完全替代复杂的体内环境。其次，本研究的样

本量有限，需要通过更大规模的研究来验证本研究结

果。此外，未来的研究还应进一步探讨肝棘球蚴感染

与ＣＣＡ之间的具体分子机制，以揭示其潜在的治疗

靶点。本次研究揭示了肝棘球蚴抗原处理对肝外胆管

癌类器官生态微环境的显著影响，为理解肝棘球蚴感

染在ＣＣＡ发病机制中的作用提供了新的视角。这些

结果不但丰富了对肝棘球蚴感染和ＣＣＡ发病机制的

理解，还为未来的临床研究和治疗策略提供了参考。
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当或其他原因，容易导致部分菌体的丢失，从而影响最

终的鉴定结果［１５］。因此，在使用Ｐｅｒｃｏｌｌ分离法时，需

要格外注意操作细节，以确保实验的准确性和可靠性。

综上所述，本次研究揭示了医院内血流感染病原

菌的分布特点，对指导合理使用抗生素、防控感染具有

重要意义。在此基础上，医院应进一步强化感染控制

策略，提升病原菌检测能力，确保患者安全。同时，通

过结合 ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ技术的深入应用，持续优化

病原菌检测流程，确保检测结果的准确性和时效性。

通过跨学科合作，强化病原菌信息数据库建设，为临床

医生提供更为全面、精准的病原学参考，助力提升感染

性疾病诊疗水平。
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ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ：ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｓ ［Ｊ］．Ｓｉｇｎａｌ

ＴｒａｎｓｄｕｃｔＴａｒｇｅｔＴｈｅｒ，２０２３，８（１）：１９６．

【收稿日期】　２０２４０８１９　【修回日期】　２０２４１１０８

·６７·
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