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【摘要】　目的　探讨肝细胞癌患者的肠道微生物组特征，分析其与多种肿瘤标志物水平的关联性，为肝细胞癌的早期
诊断和治疗提供临床思路。　方法　收集２０２３年１０月至２０２４年１０月于医院就诊的６０例肝细胞癌患者（病例组）和
６０例健康志愿者（对照组）的粪便和血清样本。采用１６ＳｒＲＮＡ基因测序技术分析肠道微生物组组成，检测血清中甲胎
蛋白（ＡＦＰ）、ＡＦＰＬ３、异常凝血酶原（ＤＣＰ）、糖蛋白３（ＧＰＣ３）和ＴＦ（ＴＦ）水平。比较２组间菌群多样性和组成差异，应用
Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析和多元线性回归模型评估菌群与肿瘤标志物间的关联。　结果　与对照组相比，病例组肠道菌群的
Ｃｈａｏ１指数显著降低（３２０．４５±３５．２８ｖｓ３５０．６２±３０．１５，犘＜０．００１），Ｓｈａｎｎｏｎ指数显著降低（３．８５±０．４２ｖｓ４．２０±
０．３８，犘＜０．００１），Ｓｉｍｐｓｏｎ指数也显著降低（０．９１８±０．０２５ｖｓ０．９４０±０．０２２，犘＜０．００１）。在属水平上，病例组致病菌属
大肠埃希菌属（１２．５％±２．２％ｖｓ４．０％±１．０％，犘＜０．００１）、肠杆菌属（５．８％±１．５％ｖｓ２．０％±０．８％，犘＜０．００１）相
对丰度显著升高，益生菌属拟杆菌属（１８．０％±３．５％ｖｓ２２．５％±４．０％，犘＜０．００１）、毛螺菌属（３．２％±１．０％ｖｓ６．５％
±１．５％，犘＜０．００１）显著降低。Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析显示，ＡＦＰ水平与大肠埃希菌属相对丰度呈正相关（ρ＝０．５８２，犘＜
０．００１），与拟杆菌属呈负相关（ρ＝０．５６８，犘＜０．００１）。多元线性回归分析表明，大肠埃希菌属增加与ＡＦＰ升高独立相
关（β＝０．４２５，犘＜０．００１）。　结论　肝细胞癌患者的肠道微生物组多样性降低，菌群组成显著改变，致病菌增多、益生
菌减少。肿瘤标志物水平与特定菌属的丰度密切相关。肠道菌群失调可能在肝细胞癌的发生发展中发挥重要作用，调
节肠道微生态或可成为肝细胞癌防治的新策略。
【关键词】　肝细胞癌；肠道微生物组；肿瘤标志物；菌群多样性；相关性分析
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　　肝细胞癌（Ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是全
球范围内发病率和致死率均位居前列的恶性肿瘤［１］。
据统计，肝癌每年导致超过８０万例死亡，严重威胁人
类健康［２］。虽然近年来诊疗技术有所进步，但ＨＣＣ
的早期诊断在临床实践中仍是难点，导致患者预后不
佳。因此，探索ＨＣＣ的发病机制并寻找新的诊断标
志物具有重要的临床意义。传统的肝癌标志物如甲胎
蛋白（ＡＦＰ）等虽被广泛应用，但其敏感性和特异性仍
有待提高［３］。肿瘤标志物在肝癌的诊断、预后评估和
疗效监测中发挥着重要作用，寻找新的肿瘤标志物或
联合多种标志物以提高诊断的准确性目前依然是研究
热点，但单纯依靠血清肿瘤标志物的检测，尚无法完全
满足临床需求［４］。

肠道微生物组作为人体最大的微生物生态系统，
与宿主的健康和疾病状态密切相关。已有研究表明，
肠道菌群失调与多种疾病的发生发展有关，包括肥胖、
糖尿病、炎症性肠病以及多种肿瘤［５］。在肝脏疾病研
究领域，许多研究基于“肠肝轴”理论强调了肠道微生
物及其代谢产物在肝脏疾病中的作用［６］。肠道屏障功
能受损、细菌移位和肠道炎症等因素可通过门静脉系
统影响肝脏，促进肝纤维化和肝癌的发生［７］。一些研
究发现，ＨＣＣ患者的肠道菌群组成与健康人群存在显
著差异，特定菌群的丰度变化可能与肝癌的发生密切
相关［８］。但针对不同肿瘤标志物表达水平的肝癌患
者，其肠道微生物组特征是否存在差异，以及这些差异
是否可用于肝癌的诊断和治疗，尚缺乏系统性的研究。

本研究通过检测肝癌患者多种肿瘤标志物的表达
水平，并结合肠道微生物组的高通量测序，深入分析２
者之间的关联。不同肿瘤标志物表达水平的肝癌患
者，其肠道微生物组特征可能存在显著差异，且这些差
异可能与肿瘤的发生发展相关。本研究期望揭示肠道
微生物组在ＨＣＣ中的潜在作用机制，为肝癌的早期
诊断和个体化治疗提供新的思路和科学依据。

对象与方法

１　研究对象
本研究为前瞻性病例对照研究，招募了自２０２３年

１０月至２０２４年１０月于新乡市中心医院肿瘤科就诊
的肝细胞癌患者及健康志愿者。病例组共纳入６０例
经临床和影像学确诊为原发性肝细胞癌的患者，年龄
１８～７５岁，未接受过手术、放疗、化疗或免疫治疗等抗
肿瘤治疗，无严重心血管、呼吸、肾脏等系统性疾病。
健康对照组共招募６０例同期体检的健康志愿者，与病
例组在年龄、性别和体质指数（ＢｏｄｙＭａｓｓＩｎｄｅｘ，
ＢＭＩ）等方面匹配，无肝脏疾病史、肿瘤史及其他严重
慢性疾病。纳入标准包括：（１）受试者自愿参与本研
究，签署知情同意书；（２）近３个月内未使用抗生素、益
生菌或其他可能影响肠道菌群的药物；（３）无严重感
染、自身免疫性疾病、炎症性肠病、消化道肿瘤等可能
影响肠道微生物组的疾病；（４）非孕妇或哺乳期女性；
（５）无酗酒或药物滥用史。

本研究已获得医院伦理委员会批准同意，且所有
受试者均知晓研究目的和内容，并自愿签署了书面知
情同意书。研究过程严格遵循《赫尔辛基宣言》及相关
伦理规范。
２　临床数据收集

基本临床信息包括年龄、性别、身高、体重、ＢＭＩ、
饮食习惯（高脂、高蛋白饮食摄入情况）、吸烟史、饮酒
史（饮酒频率、酒精摄入量）等生活方式因素。对于病
例组，进一步收集患者的肿瘤分期（依据巴塞罗那临床
肝癌分期系统ＢＣＬＣ分期）、肿瘤大小、肿瘤数目、有
无血管侵犯或远处转移等影像学特征，以及实验室检
查结果，包括肝功能指标（丙氨酸氨基转移酶ＡＬＴ、天
冬氨酸氨基转移酶ＡＳＴ、总胆红素ＴＢｉｌ、白蛋白
Ａｌｂ）、凝血功能、乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）和丙型肝炎病
毒（ＨＣＶ）感染状态等。饮食信息通过标准化的食物
频率问卷（ＦｏｏｄＦｒｅｑｕｅｎｃｙＱｕｅｓｔｉｏｎｎａｉｒｅ，ＦＦＱ）进行
评估。
３　样本采集与处理

包括血液和粪便样本。所有样本的采集均在晨间
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受试者空腹状态下进行，且统一于晨间完成。血液样
本采集外周血５ｍＬ，置于无抗凝剂的真空采血管中。
血样室温静置３０ｍｉｎ，以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分
离血清并分装至无菌离心管，每管５００μＬ，迅速置于
－８０℃冰箱中保存，备用于肿瘤标志物的检测分析。
粪便样本采集时提供统一的无菌取样容器和详细的取
样说明，指导其于当天清晨自行收集新鲜粪便样本约
５ｇ。样本采集后立即送至实验室分装２００ｍｇ至无菌
冻存管，液氮速冻后转移至－８０℃冰箱中保存，以备
后续的微生物组ＤＮＡ提取和测序分析。
４　肿瘤标志物检测

采用酶联免疫吸附试验（ＥｎｚｙｍｅＬｉｎｋｅｄ
ＩｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔＡｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）方法，对所有受试者
的血清样本进行多种肿瘤标志物的定量检测，包括甲
胎蛋白（ＡＦＰ）、ＡＦＰＬ３、异常凝血酶原（ＤＣＰ）、糖蛋白
３（ＧＰＣ３）和ＴＦ（ＴＦ）。

将－８０℃冻存的血清样本于４℃条件下缓慢解
冻后，将血清样本、标准品和质控品分别加入酶标板的
对应孔中，孵育后进行洗涤处理。随后加入酶标二抗，
再次孵育和洗涤。加入显色底物，酶促反应生成有色
产物，最终通过加入终止液停止反应。使用酶标仪在
４５０ｎｍ波长处测定各孔的光密度（ＯｐｔｉｃａｌＤｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）值。依据标准品的ＯＤ值绘制标准曲线，采用四
参数逻辑回归模型（ＦｏｕｒＰａｒａｍｅｔｅｒＬｏｇｉｓｔｉｃ，４ＰＬ）拟
合，计算样本中各肿瘤标志物的浓度。每个样本重复
检测１次，取平均值。
５　肠道微生物组分析
５．１　ＤＮＡ提取　使用ＱｉａｇｅｎＱＩＡａｍｐＦａｓｔＤＮＡ
ＳｔｏｏｌＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒提取粪便样本ＤＮＡ。提取的
ＤＮＡ质量通过１％琼脂糖凝胶电泳检测，ＤＮＡ浓度
和纯度使用ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００分光光度计测定，要求
ＯＤ２６０／２８０比值在１．８至２．０之间，浓度不低于２０ｎｇ／
μＬ。
５．２　１６ＳｒＲＮＡ基因测序　针对细菌１６ＳｒＲＮＡ基
因的Ｖ３Ｖ４高变区，采用ＰＣＲ对提取的ＤＮＡ进行扩
增。ＰＣＲ反应体系２５μＬ，包括２．５μＬ１０×缓冲液、２
μＬｄＮＴＰｓ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、１μＬ正反向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）、０．２５μＬ高保真Ｔａｑ酶、１μＬ模板ＤＮＡ和
适量超纯水。反应条件为：９８℃预变性３ｍｉｎ，随后进
行３０个循环（９８℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延
伸４５ｓ），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。每个样本进行３次
技术重复。ＰＣＲ产物通过２％琼脂糖凝胶电泳检测，
目标片段大小约为４６５ｂｐ。将重复的ＰＣＲ产物混合
后，使用ＡＭＰｕｒｅＸＰ磁珠纯化，去除引物二聚体和小
分子杂质。纯化后的产物使用Ｑｕｂｉｔ２．０荧光计进行
定量，根据浓度等量混合，构建测序文库。文库质量经

Ａｇｉｌｅｎｔ２１００生物分析仪检测。测序在Ｉｌｌｕｍｉｎａ
ＭｉＳｅｑ平台上进行，采用ＭｉＳｅｑＲｅａｇｅｎｔＫｉｔｖ３试剂
盒，进行２×３００ｂｐ的双端测序。
５．３　测序数据分析　使用Ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ软件去除接
头序列和低质量读段，筛选质量值大于２０的高质量序
列。随后，利用ＦＬＡＳＨ软件将双端读长拼接成完整
的标签序列（Ｔａｇｓ）。在ＱＩＩＭＥ２软件平台中，应用
ＤＡＤＡ２插件对序列进行去噪处理，识别并去除嵌合
体，生成高精度的扩增子序列变异（Ａｍｐｌｉｃｏｎ
ＳｅｑｕｅｎｃｅＶａｒｉａｎｔｓ，ＡＳＶｓ）。将所得的ＡＳＶ序列与
ＳＩＬＶＡ１３８数据库进行比对，采用朴素贝叶斯分类器
（ＮａｉｖｅＢａｙｅｓＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ）进行物种注释。按照９９％的
相似性阈值，将序列精确注释到属和种的分类水平。
６　统计学分析

所有数据分析使用ＳＰＳＳ２２．０和Ｒ４．０．３进行。
连续变量符合正态分布的数据组间比较采用独立样本
ｔ检验，不符合正态分布的数据组间比较采用非参数
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验。分类变量以频数和百分比表
示，组间比较采用卡方检验。

对于肠道微生物组分析，α多样性指数（Ｃｈａｏ１指
数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ指数）用于评估物种丰富
度和多样性，组间比较采用Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验。β多
样性分析基于ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距离矩阵，采用主坐标分析
（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏｏｒｄｉｎａｔｅｓＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）和非度量多
维尺度分析（ＮｏｎｍｅｔｒｉｃＭｕｌｔｉｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌＳｃａｌｉｎｇ，
ＮＭＤＳ）进行可视化，使用Ａｄｏｎｉｓ检验（Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌ
ＭｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＶａｒｉａｎｃｅ）评估组间菌群结构
差异的显著性。采用线性判别分析效应量（Ｌｉｎｅａｒ
ＤｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔＡｎａｌｙｓｉｓＥｆｆｅｃｔＳｉｚｅ，ＬＥｆＳｅ）方法识别在
病例组和对照组之间具有显著差异的菌群，线性判别
分析（ＬＤＡ）得分阈值设定为２。

采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关系数分析肿瘤标志物水平
与肠道菌群相对丰度之间的相关性。为控制潜在的混
杂因素，如年龄、性别、ＢＭＩ等，建立多元线性回归模
型，评估肿瘤标志物与菌群特征之间的独立关联性。
模型中肿瘤标志物水平作为因变量，肠道菌群相对丰
度和协变量作为自变量。检验结果以偏回归系数（β）
和９５％置信区间（９５％ＣＩ）表示。

所有统计检验均为双侧检验，犘＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　果
１　一般资料

２组受试者的人口学特征和临床参数见表１。２
组受试者在性别、年龄、ＢＭＩ、吸烟史、饮酒史以及饮食
习惯等方面差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。病例
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组患者的肿瘤分期按照ＢＣＬＣ分期系统进行评估：Ａ
期２２例（３６．６７％），Ｂ期１８例（３０．００％），Ｃ期１５例
（２５．００％），Ｄ期５例（８．３３％）。肿瘤平均直径为
５．８５±２．４７ｃｍ，单发肿瘤４３例（７１．６７％），多发肿瘤
１７例（２８．３３％）。在肝功能指标方面，病例组的ＡＬＴ
（６８．５０［４５．００，９２．７５］ｖｓ２２．００［１８．００，２６．７５］Ｕ／Ｌ，
χ２＝９．１８２）、ＡＳＴ（７２．００［５０．２５，９５．００］ｖｓ２４．５０
［２０．００，２８．７５］Ｕ／Ｌ，χ２＝９．１４１）水平显著升高（均
犘＜０．００１），而Ａｌｂ水平显著低于对照组（３８．２５±
４．１２ｖｓ４４．１０±３．８５ｇ／Ｌ，狋＝８．５２４，犘＜０．００１）。
ＨＢＶ感染率在病例组为６６．６７％（４０／６０），显著高于
对照组５．００％（３／６０）（χ２＝５８．９７１，犘＜０．００１）。

表１　病例组与对照组一般特征比较
犜犪犫犾犲１　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳犵犲狀犲狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犫犲狋狑犲犲狀狋犺犲犆犪狊犲

犵狉狅狌狆犪狀犱狋犺犲犆狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆
特征 病例组

（ｎ＝６０）
对照组
（ｎ＝６０） ｔ／χ２ 犘

性别（男性，ｎ，％） ５０（８３．３３％） ４８（８０．００％）０．２１８０．６４１
年龄（岁，Ｍｅａｎ±ＳＤ） ５５．２０±９．４５ ５４．３５±８．８８０．５２００．６０４

ＢＭＩ（ｋｇ／ｍ２，Ｍｅａｎ±ＳＤ）２３．８５±２．４７ ２４．１０±２．３６－０．５９３０．５５４
吸烟史（是，ｎ，％） ２８（４６．６７％） ２４（４０．００％）０．５２９０．４６７
饮酒史（是，ｎ，％） ３１（５１．６７％） ２８（４６．６７％）０．２７７０．５９９
ＨＢＶ感染（是，ｎ，％） ４０（６６．６７％） ３（５．００％） ５８．９７１＜０．００１

ＡＬＴ
（Ｕ／Ｌ，Ｍｅｄｉａｎ［ＩＱＲ］）

６８．５０
［４５．００，９２．７５］

２２．００
［１８．００，２６．７５］－９．１８２＜０．００１

ＡＳＴ
（Ｕ／Ｌ，Ｍｅｄｉａｎ［ＩＱＲ］）

７２．００
［５０．２５，９５．００］

２４．５０
［２０．００，２８．７５］－９．１４１＜０．００１

Ａｌｂ
（ｇ／Ｌ，Ｍｅａｎ±ＳＤ） ３８．２５±４．１２ ４４．１０±３．８５－８．５２４＜０．００１

２　肿瘤标志物水平比较
病例组患者的ＡＦＰ水平显著高于对照组（１２５．３５

±４５．２０ｎｇ／ｍＬｖｓ７．２５±２．１５ｎｇ／ｍＬ，狋＝１８．６５２，犘
＜０．００１）。ＡＦＰＬ３水平同样显著高于对照组（１２．５０
±４．２６％ｖｓ１．８１±０．９３％，狋＝１７．１４５，犘＜０．００１）。
ＤＣＰ水平在病例组为９４５．５０［７２０．２５，１１８０．７５］
ｍＡＵ／ｍＬ，对照组为２８．５０［２２．００，３５．７５］ｍＡＵ／
ｍＬ，差异具有统计学意义（犣＝９．１８２，犘＜０．００１）。
ＧＰＣ３水平在病例组和对照组分别为５８．２５±１５．７５
ｎｇ／ｍＬ和５．２０±１．８５ｎｇ／ｍＬ，差异有统计学意义（犣
＝２３．２５４，犘＜０．００１）。病例组的ＴＦ水平显著高于
对照组（３１０．５０±５０．７５ｍｇ／ｄＬｖｓ２４０．２５±３５．８０
ｍｇ／ｄＬ，狋＝８．４５２，犘＜０．００１）。见表２。
３　１６狊狉犚犖犃测序数据情况

对２组受试者的粪便样本进行高通量１６ＳｒＲＮＡ
基因测序，共获得原始序列读数（ＲａｗＲｅａｄｓ）
９６２３４９２条。经过质量控制、去除接头序列和低质量
读段后，获得高质量的清洁序列（ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ）
８７６０７２１条，平均序列长度为４５０ｂｐ。利用ＤＡＤＡ２
算法进行去噪和嵌合体去除，最终获得１１５０５个高精

度的扩增子序列变异（ＡＳＶｓ）。在所有样本中，相对丰
度排名前５的细菌门为厚壁菌门（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）、放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）、变
形菌门（犘狉狅狋犲狅犫犪犮狋犲狉犻犪）和疣微菌门
（犞犲狉狉狌犮狅犿犻犮狉狅犫犻犪），其相对丰度分别为４０．５％、３５．
２％、１０．８％、８．７％和２．５％。与对照组相比，病例组
中厚壁菌门的相对丰度显著降低（犘＝０．０３２），而变形
菌门的相对丰度显著升高（犘＝０．０２１）。

表２　病例组与对照组肿瘤标志物水平比较
犜犪犫犾犲２　犆狅犿狆犪狉犻狊狅狀狅犳狋狌犿狅狉犿犪狉犽犲狉犾犲狏犲犾狊犫犲狋狑犲犲狀犎犆犆犵狉狅狌狆

犪狀犱犆狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆
肿瘤标志物 病例组

（ｎ＝６０）
对照组
（ｎ＝６０） 统计值 犘

ＡＦＰ（ｎｇ／ｍＬ） １２５．３５±４５．２０ ７．２５±２．１５ 狋＝１８．６５２＜０．００１
ＡＦＰ－Ｌ３（％） １２．５０±４．２６ １．８１±０．９３ 狋＝１７．１４５＜０．００１
ＤＣＰ（ｍＡＵ／ｍＬ） ９４５．５０

［７２０．２５，１１８０．７５］
２８．５０

［２２．００，３５．７５］犣＝－９．１８２＜０．００１
ＧＰＣ３（ｎｇ／ｍＬ） ５８．２５±１５．７５ ５．２０±１．８５ 狋＝２３．２５４＜０．００１
ＴＦ（ｍｇ／ｄＬ） ３１０．５０±５０．７５ ２４０．２５±３５．８０狋＝８．４５２＜０．００１

４　肠道微生物群α多样性分析
病例组的Ｃｈａｏ１指数显著低于对照组（３２０．４５±

３５．２８ｖｓ３５０．６２±３０．１５，狋＝５．１１７，犘＜０．００１），提
示病例组的物种丰富度降低。病例组的Ｓｈａｎｎｏｎ指
数与对照组相比也显著减少（３．８５±０．４２ｖｓ４．２０±
０．３８，狋＝５．０２０，犘＜０．００１），表明病例组的物种多样
性显著降低。Ｓｉｍｐｓｏｎ指数在病例组略低于对照组
（０．９１８±０．０２５ｖｓ０．９４０±０．０２２）为，差异有统计学意
义（狋＝５．１０７，犘＜０．００１），进一步证实了病例组肠道
菌群多样性的下降。
５　肠道微生物群β多样性分析
５．１　主坐标分析（ＰＣｏＡ）结果　基于ＢｒａｙＣｕｒｔｉｓ距
离矩阵，病例组和对照组的肠道微生物群进行主坐标
分析（ＰｒｉｎｃｉｐａｌＣｏｏｒｄｉｎａｔｅｓＡｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）的结果
表明，ＰＣｏＡ的前２个主坐标轴（ＰＣ１和ＰＣ２）累计解
释了样本间总变异的４２．５％（ＰＣ１：２８．３２％，ＰＣ２：
１４．２５％）。图１示病例组样本与对照组样本在ＰＣ１
和ＰＣ２轴上显示出明显的分离，表明２组肠道菌群结
构存在显著差异。
５．２　非度量多维尺度分析（ＮＭＤＳ）结果　采用
ＮＭＤＳ对２组样本的菌群结构进行可视化的结果见
图１。ＮＭＤＳ分析的应力值（Ｓｔｒｅｓｓ）为０．０８９，低于
０．１，表明模型拟合良好。病例组样本和对照组样本分
别聚集成群，并在空间上明显分离，进一步支持了两组
菌群结构的差异。
５．３　组间菌群结构差异的统计学检验　采用Ａｄｏｎｉｓ
检验（ＰｅｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌＭｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅＡｎａｌｙｓｉｓｏｆ
Ｖａｒｉａｎｃｅ）和ＡＮＯＳＩＭ检验（ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＳｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ）
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定量评估病例组与对照组之间肠道菌群结构的差异。
结果显示，Ａｄｏｎｉｓ检验的犚２值为０．１５２，犘＝０．００１，
表明组间差异显著。ＡＮＯＳＩＭ检验的犚值为０．６３８，
犘＝０．００１，同样支持组间菌群结构存在显著差异。

图１　（犃）基于犅狉犪狔犆狌狉狋犻狊距离的主坐标分析（犘犆狅犃）；
（犅）基于犅狉犪狔犆狌狉狋犻狊距离的非度量多维尺度分析（犖犕犇犛）
犉犻犵．１　（犃）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）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；（犅）犖狅狀犿犲狋狉犻犮犿狌犾狋犻犱犻犿犲狀狊犻狅狀犪犾狊犮犪犾犻狀犵

（犖犕犇犛）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

６　肠道菌群组成差异分析
６．１　各分类水平的相对丰度比较　在门水平，主要细
菌门的相对丰度见表３。２组共同的主要细菌门为厚
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）和放线菌门（犃犮狋犻狀狅犫犪犮狋犲狉犻犪）。
病例组中，变形菌门的相对丰度显著升高（１８．５％ｖｓ．
８．７％，犘＜０．００１），而厚壁菌门的相对丰度显著降低
（３２．０％ｖｓ．４０．５％，狋＝８．０２９，犘＝０．００５）。病例组
的拟杆菌门相对丰度略有降低（３３．０％ｖｓ．３５．２％），
但差异无统计学意义（狋＝１．７２５，犘＝０．０８７）。

表３　犎犆犆病例组与对照组主要细菌门的相对丰度比较（％）
犜犪犫犾犲３　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犿犪犼狅狉犫犪犮狋犲狉犻犪犾狆犺狔犾犪

犫犲狋狑犲犲狀犎犆犆犮犪狊犲犵狉狅狌狆犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆（％）
细菌门 病例组

（ｎ＝６０）
对照组
（ｎ＝６０） 狋 犘

厚壁菌门 ３２．０±５．５ ４０．５±６．０ －８．０２９ ０．００５
拟杆菌门 ３３．０±４．２ ３５．２±４．８ －１．７２５ ０．０８７
变形菌门 １８．５±３．８ ８．７±２．５ １５．２５６ ＜０．００１
放线菌门 １０．２±２．０ １０．８±１．８ －１．７４０ ０．０８４
疣微菌门 ２．８±０．５ ２．５±０．４ ３．５２６ ０．０６２

在属水平，相比于对照组，ＨＣＣ病例组中大肠埃
希菌属（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪／犛犺犻犵犲犾犾犪）、肠杆菌属
（犈狀狋犲狉狅犫犪犮狋犲狉）和肠球菌属（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ）的相对丰
度显著升高（均犘＜０．０５，见表４）。此外，拟杆菌属
（犅犪犮狋犲狉狅犻犱犲狊）、毛螺菌属（犉犪犲犮犪犾犻犫犪犮狋犲狉犻狌犿）和双歧
杆菌属（犅犻犳犻犱狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿）等益生菌属在病例组中相
对丰度显著降低（均犘＜０．０５，见表４）。
６．２　差异菌群的识别（ＬＥｆＳｅ分析）　采用ＬＥｆＳｅ差
异分析进一步识别２组间具有显著差异的菌群，线性
判别分析（ＬＤＡ）得分阈值设定为２．０。结果显示（图
２），共有１６个分类单元在病例组和对照组之间存在显

著差异（ＬＤＡ＞２．０，均犘＜０．０５），其中病例组富集的
菌群包括变形菌门（主要包括大肠埃希菌属、肠杆菌属
和肠球菌属）、韦荣球菌属（Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａ）和链球菌属
（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）。对照组富集的菌群包括厚壁菌门
（主要包括毛螺菌属、鲁氏菌属和粪杆菌属）、拟杆菌门
主要包括（拟杆菌属和普雷沃菌属）和歧杆菌属。

表４　病例组与对照组主要菌属的相对丰度比较（％）
犜犪犫犾犲４　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犿犪犻狀犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵犲狀犲狉犪

犫犲狋狑犲犲狀犮犪狊犲犵狉狅狌狆犪狀犱犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆（％）
菌属 病例组

（ｎ＝６０）
对照组
（ｎ＝６０） 狋 犘

大肠埃希菌属 １２．５±２．２ ４．０±１．０ ２３．２８１ ＜０．００１
肠杆菌属 ５．８±１．５ ２．０±０．８ １５．６９１ ＜０．００１
肠球菌属 ４．５±１．２ １．５±０．７ １６．８８１ ＜０．００１
拟杆菌属 １８．０±３．５ ２２．５±４．０－６．５６５＜０．００１
毛螺菌属 ３．２±１．０ ６．５±１．５－１４．０４３＜０．００１
双歧杆菌属 ２．０±０．７ ４．５±１．２－１３．８１１＜０．００１

图２　犔犈犳犛犲分析识别的差异菌群（犔犇犃＞２．０，犘＜０．０５）
犉犻犵．２　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犫犪犮狋犲狉犻犪犾犮狅犿犿狌狀犻狋犻犲狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱

犫狔犔犈犳犛犲犪狀犪犾狔狊犻狊（犔犇犃＞２．０，犘＜０．０５）

６．３　差异菌群在２组间的分布特征　采用进一步分
析发现，病例组肠道菌群中致病性或条件致病性菌群
的相对丰度显著升高（图３），大肠埃希菌属（包含多种
致病性大肠埃希菌，可能导致内毒素水平升高，诱发慢
性炎症，有助于肝癌的发生发展）、肠杆菌属（与肠道黏
膜屏障功能受损有关，可能促进炎症反应和肿瘤形
成）。相反，病例组中一些益生菌属的相对丰度显著降
低，如毛螺菌属（具有抗炎作用，其减少可能导致肠道
炎症加重）、双歧杆菌属（参与维持肠道微生态平衡，其
减少可能破坏肠道屏障功能）。这些结果表明，肝细胞
癌患者的肠道菌群发生了失调，表现为有益菌减少和
有害菌增多。这种微生物群的变化可能通过影响机体
代谢、免疫和炎症反应，参与肝细胞癌的发生和进展。
７　肿瘤标志物水平与肠道菌群的相关性分析
７．１　Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析　为探讨肿瘤标志物水平
与肠道菌群相对丰度之间的关联，采用Ｓｐｅａｒｍａｎ秩
相关分析对病例组（ｎ＝６０）的肿瘤标志物水平与前述
差异显著的菌属相对丰度进行分析。结果显示，肿瘤
标志物ＡＦＰ、ＡＦＰ＿Ｌ３、ＤＣＰ、ＧＰＣ３和ＴＦ（ＴＦ）水平与
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特定菌属的相对丰度存在显著相关性。肝细胞癌患者
的肿瘤标志物水平与特定菌属的相对丰度存在显著相
关性。其中，ＡＦＰ水平与大肠埃希菌属（ρ＝０．５８２，犘
＜０．００１）、肠杆菌属（ρ＝０．５４０，犘＜０．００１）、肠球菌属
（ρ＝０．５１２，犘＜０．００１）呈显著正相关，与拟杆菌属（ρ
＝０．５６８，犘＜０．００１）、毛螺菌属（ρ＝０．５９０，犘＜
０．００１）、双歧杆菌属（ρ＝０．５５５，犘＜０．００１）呈显著负
相关。其他肿瘤标志物与上述菌属的关系也表现出类
似的趋势（表５）。
７．２　多元回归分析　多元线性回归分析结果见表６
和表７，在调整了年龄、性别、ＢＭＩ等混杂因素后，大肠
埃希菌属相对丰度的增加仍然与ＡＦＰ水平的升高显
著相关（β＝０．４２５，犘＜０．００１），拟杆菌属相对丰度的
降低与ＡＦＰ水平的升高显著相关（β＝０．３９５，犘＜
０．００１）。类似地，肠杆菌属相对丰度的增加与ＡＦＰ＿
Ｌ３水平的升高显著相关（β＝０．３８０，犘＜０．００１），毛螺
菌属相对丰度的降低与ＡＦＰ＿Ｌ３水平的升高显著相
关（β＝０．３５８，犘＜０．００１）。

图３　差异菌属在病例组和对照组中的相对丰度分布
犉犻犵．３　犚犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵犲狀犲狉犪

犻狀狋犺犲犮犪狊犲犵狉狅狌狆犪狀犱狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾犵狉狅狌狆

表５　肿瘤标志物水平与差异菌属相对丰度的犛狆犲犪狉犿犪狀相关性分析
犜犪犫犾犲５　犛狆犲犪狉犿犪狀犮狅狉狉犲犾犪狋犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊犫犲狋狑犲犲狀狋狌犿狅狉犿犪狉犽犲狉犾犲狏犲犾狊犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵犲狀犲狉犪

肿瘤标志物 大肠埃希菌属
ρ 犘

肠杆菌属
ρ 犘

肠球菌属
ρ 犘

拟杆菌属
ρ 犘

毛螺菌属
ρ 犘

双歧杆菌属
ρ 犘

ＡＦＰ ０．５８２＜０．００１ ０．５４０＜０．００１ ０．５１２＜０．００１－０．５６８＜０．００１－０．５９０＜０．００１－０．５５５＜０．００１
ＡＦＰ＿Ｌ３ ０．４６５＜０．００１ ０．４３２ ０．００１ ０．４０８ ０．００２ －０．４７５＜０．００１－０．４９８＜０．００１－０．４７０＜０．００１
ＤＣＰ ０．４３８ ０．００１ ０．４０５ ０．００２ ０．３８２ ０．００３ －０．４５０＜０．００１－０．４７２＜０．００１－０．４４５＜０．００１
ＧＰＣ３ ０．４１０ ０．００２ ０．３８８ ０．００３ ０．３６０ ０．００５ －０．４２８０．００１ －０．４５０＜０．００１－０．４２５０．００１
ＴＦ ０．４９８＜０．００１ ０．４６５＜０．００１ ０．４３８ ０．００１ －０．４７５＜０．００１－０．４９５＜０．００１－０．４７０＜０．００１

表６　犃犉犘水平与菌属相对丰度的多元线性回归分析
犜犪犫犾犲６　犕狌犾狋犻狆犾犲犾犻狀犲犪狉狉犲犵狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃犉犘犾犲狏犲犾狊犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲

犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵犲狀狌狊
自变量 β ９５％ＣＩ 犘

大肠埃希菌属 ０．４２５ ０．２７５～０．５７５ ＜０．００１
拟杆菌属 －０．３９５ －０．５４５～－０．２４５ ＜０．００１
年龄 ０．０１５ －０．０８５～０．１１５ ０．７６８
性别 －０．０２８ －０．２８５～０．２２９ ０．８２７
ＢＭＩ ０．０２２ －０．０８８～０．１３２ ０．６９４

表７　犃犉犘＿犔３水平与菌属相对丰度的多元线性回归分析
犜犪犫犾犲７　犕狌犾狋犻狆犾犲犾犻狀犲犪狉狉犲犵狉犲狊狊犻狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犃犉犘＿犔３犾犲狏犲犾狊

犪狀犱狉犲犾犪狋犻狏犲犪犫狌狀犱犪狀犮犲狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾犵犲狀狌狊
自变量 β ９５％ＣＩ 犘
肠杆菌属 ０．３８０ ０．２３０～０．５３０ ＜０．００１
毛螺菌属 －０．３５８ －０．５０８～－０．２０８ ＜０．００１
年龄 ０．０１８ －０．０８２～０．１１８ ０．７２２
性别 －０．０３１ －０．２８８～０．２２６ ０．８０６
ＢＭＩ ０．０２５ －０．０８５～０．１３５ ０．６５９

讨　论
肝细胞癌是全球主要的癌症死亡原因之一，其发

病机制复杂，早期诊断和治疗仍然具有挑战性。近年

来，肠道微生物组在ＨＣＣ的发生发展中的作用受到
越来越多的关注。研究表明，肠道菌群失调与ＨＣＣ
的发生、进展和治疗反应密切相关，但关于肠道微生物
组与ＨＣＣ肿瘤标志物之间关系的研究仍然有限。本
次研究探讨了ＨＣＣ患者肠道微生物组的特征，并分
析了其与多种肿瘤标志物水平的关联性。

本研究通过对肝细胞癌患者和健康对照者的肠道
微生物组进行高通量测序，并检测多种血清肿瘤标志
物水平，探讨了肝细胞癌患者肠道菌群失调的特点及
其与肿瘤标志物的关联性。我们的研究结果显示，肝
细胞癌患者的肠道微生物多样性显著降低，菌群组成
发生了明显的变化，特别是益生菌属减少和致病菌属
增多。同时，肿瘤标志物水平与特定菌群的相对丰度
存在显著相关性。本研究发现肝细胞癌患者的肠道菌
群α多样性显著降低，Ｃｈａｏ１指数（狋＝５．１１７，犘＜
０．００１）、Ｓｈａｎｎｏｎ指数（狋＝５．０２０，犘＜０．００１）和
Ｓｉｍｐｓｏｎ指数（狋＝５．１０７，犘＜０．０１）均明显低于健康
对照组。这表明肝细胞癌患者的肠道菌群在物种丰富
度和多样性方面受到破坏。类似的结果在其他研究中

·６２４·
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也有所报道，研究发现肝硬化和肝癌患者的肠道菌群
多样性均有不同程度的降低［９１１］。这种多样性的下降
可能导致肠道生态平衡的破坏，进而影响肠道屏障功
能和免疫调节［１２１４］。β多样性分析显示肝细胞癌患者
的肠道菌群结构与健康对照者存在显著差异，病例组
样本在ＰＣｏＡ和ＮＭＤＳ分析中与对照组呈明显分离
（犚２＝０．１５２，犘＝０．００１）。这表明肝细胞癌患者的菌
群组成发生了系统性的改变。在门水平上，变形菌门
（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）的相对丰度在病例组中显著升高（狋
＝１５．２６５，犘＜０．００１），而厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）显著
降低（狋＝８．０２９，犘＜０．００１）。这一结果与既往研究
一致，其在肝癌患者中也观察到了变形菌门的富
集［１５１６］。变形菌门的增加常被认为是肠道菌群失调和
炎症状态的标志［１７１８］，可能通过其产生的内毒素
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）激活炎症反应，促进肿瘤发
生［１９２０］。在属水平上，病例组中致病菌属如大肠埃希
菌属（狋＝２３．２８１，犘＜０．００１）、肠杆菌属（狋＝１５．６９１，犘
＜０．００１）和肠球菌属（狋＝１６．８８１，犘＜０．００１）的相对
丰度显著升高。这些菌属的增加可能导致肠道通透性
增加，促进细菌产物进入门静脉循环，引发肝脏炎症和
免疫反应［２１２２］。同时，益生菌属如拟杆菌属、毛螺菌属
和双歧杆菌属在病例组中显著减少。这些益生菌在维
持肠道屏障完整性、调节免疫响应和抗炎作用中发挥
重要作用［２３２４］。其减少可能加重肠道微生态失衡，进
一步促进肝癌的发生发展。另外，我们的研究表明，肿
瘤标志物水平与特定菌属的相对丰度之间存在显著相
关性。结果显示ＡＦＰ、ＡＦＰ＿Ｌ３等肿瘤标志物水平与
大肠埃希菌属（ρ＝０．５８２，犘＜０．００１）、肠杆菌属（ρ＝
０．５４０，犘＜０．００１）、肠球菌属（ρ＝０．５１２，犘＜０．００１）
等致病菌属呈正相关，与拟杆菌属（ρ＝０．５６８，犘＜
０．００１）、毛螺菌属（ρ＝０．５９０，犘＜０．００１）、双歧杆菌
属（ρ＝０．５５５，犘＜０．００１）等益生菌属呈负相关，表明
肠道菌群的变化可能影响肿瘤标志物的表达，反映了
菌群失调与肿瘤进展之间的联系。一些研究表明，致
病菌属的增加可促进炎症因子和致癌物质的产生，激
活信号通路，促进肿瘤细胞的增殖和侵袭［２５２６］。而益
生菌属的减少可能削弱对有害菌的抑制作用，降低抗
肿瘤免疫功能［２７２８］。

本次研究的结果支持了“肠肝轴”在肝细胞癌发
生发展中的作用机制，肠道菌群失调导致肠黏膜屏障
功能受损，细菌及其产物易位至肝脏，激活Ｋｕｐｆｆｅｒ细
胞和星状细胞，引发慢性炎症和纤维化，最终促进癌
变［２９］。调节肠道菌群，恢复微生态平衡，可能成为肝
细胞癌防治的新策略。既往研究已报道益生元、益生
菌或粪菌移植等干预手段已在一些研究中展现出潜
力［３０３１］。我们此次研究的局限性为样本代表性有限，

需在更大规模、多中心的研究中验证。同时，肠道菌群
的变化可能受多种因素影响，如饮食、药物、生活方式
等，虽然在纳入标准中进行了控制，但仍可能存在潜在
的混杂因素。此外，本研究为横断面研究，无法确定菌
群变化与肿瘤发生之间的因果关系，需进一步开展纵
向研究和机制研究予以证实。
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