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Abstract
AIM: To investigate the compositional differ-
ences in fecal flora between rats with colorectal 
cancer and normal rats. 

METHODS: A rat model of colorectal cancer 
was developed by intraperitoneal injection of 
1, 2-dimethyl hydrazine (DMH). Fecal samples 
were collected from rats with colorectal cancer 
and normal controls, and the microbiota was 
isolated by PCR-DGGE technique to perform 
flora similarity analysis (cluster analysis) and 
polymorphism analysis (richness, uniformity, 
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肠癌大鼠与正常大鼠粪便菌群的结构性差异

高仁元, 朱庆超, 伍 雯, 秦环龙

®

■背景资料
随着肠癌发生率
的逐年增加, 人们
对肠道内环境的
研究愈加重视. 研
究发现, 肠道微生
态(microbiota)在
肠癌的发生发展
中具有重要作用. 

Shannon-Wiener index, Simpson index) and to 
compare with the GenBank to identify the genus 
so as to study the variation.

RESULTS: Compared with normal rats, the 
abundance of Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, 
Lactobacillus intestinalis, Paraprevotella, Lactobacil-
lus murinus, Lactobacillus, Prevotella, Lactobacillus 
crispatus and Lachnospiracea incertae sedis was 
significantly reduced and that of Coprobacillus 
was significantly increased in rats with colorec-
tal cancer. Although the flora diversity between 
the two groups showed no statistical difference, 
there was a significant difference in flora compo-
sition. 

CONCLUSION: The composition of fecal mi-
croflora changes in rats with colorectal cancer 
compared with normal rats, with the number of 
beneficial bacteria reduced and that of potential 
pathogens increased. 

© 2014 Baishideng Publishing Group Co., Limited. All 
rights reserved. 
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摘要
目的: 研究结肠癌大鼠与正常大鼠粪便菌群
结构性变化. 

方法: 通过1,2-二甲肼(d imethyl hydrazine, 
DMH)腹腔注射构建大肠癌的动物模型, 造模
成功后收集实验组和对照组大鼠肠道粪便, 
利用PCR-DGGE(polymerase chain reaction- 
denaturing gradient electrophoresis)技术分离
菌群, 对两组菌群相似性(聚类分析)和多态
性(丰富度、均一性、Shannon-Wiener指数、

S i m p s o n指数)进行分析 ,  并对目的菌群与
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■研发前沿
基于PCR-DGGE
技术对两种不同
肠道微生态环境
的大鼠菌群进行
比 较 ,  可 以 筛 选
出在肠癌发生发
展过程中特异性
的 肠 道 菌 群 ,  便
于进一步研究其
可能促进肠癌的
机制.

GenBank进行比对, 确定菌群种属, 研究其变
化规律. 

结果:  相较于对照组 ,  实验组中毛螺菌科
(Lachnospiraceae )、Ruminococcaceae科菌、

肠乳杆菌(Lactobacillus intestinalis )、帕拉普氏
菌属(Paraprevotella )、鼠乳杆菌(Lactobacillus  
murinus )、乳杆菌属(Lactobacillus )、普氏
菌属(Prevotella )、卷曲乳杆菌(Lactobacillus  
crispatus )和Lachnospiracea incertae sedis等菌群
丰度显著降低, 而粪芽孢菌属(Coprobacillus )
丰度则明显增加. 尽管两组菌群多样性均较丰
富, 但菌群结构相似性存在明显差异. 

结论: 肠癌大鼠与正常对照组相比出现粪便菌
群结构的偏移, 有益菌减少, 潜在致病菌增加. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 与正常大鼠相比, 肠癌大鼠粪便中菌

群发生明显偏移, 有益菌数量及种类明显下降, 
而致病菌却增加. 
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0  引言

大肠癌的发生发展是伴随着一系列基因突变的

多步骤病变过程, 其发病率在全球范围内高居

第3位, 全球每年新发病例数超过120万例[1]. 随
着经济的发展, 在发展中国家, 大肠癌发生率呈

现快速升高的趋势. 如在中国上海地区, 大肠癌

发病率已猛增至56/10万人, 达到欧美发达国家

发病率水平[2]. 目前, 遗传因素和环境因素被认

为是大肠癌发生发展的重要原因, 而环境因素

中的肠道微生态异常改变及其与肠癌相关性的

研究近几年称为研究的热点, 菌群结构和数量

的异常促进肠癌发生的报道也逐渐增多[3]. 在哺

乳类动物肠道内也存在着种类繁多和数量庞大

的微生物, 他们在宿主肠道营养摄取、维生素

合成、多酚类物质代谢、保护肠上皮细胞、脂

肪贮存、刺激肠道组织血管生成以及肠道免疫

功能形成等多方面具有不可或缺的作用[4,5]. 因
此, 这些微生物构成了维持整个肠道微生态稳

定的重要基础. 而在这些微生物中, 占据了绝大

部分数量的是细菌, 他们的基因组大小是宿主

的150-160倍[6,7]. 因此, 对其肠道菌群结构多样性

及种群动态变化进行研究具有至关重要的意义. 
传统的微生物检测方法主要依赖从宿主新鲜粪

便中分离微生物进行培养, 进而明确菌属性质. 
但是由于技术条件、培养条件的严苛性, 肠道

中可以被培养的菌群较少(不超过20%-30%), 且
并不能代表全部肠道菌群, 更不能明确物种之

间的系统发育学关系[7]. 随着微生态学检测技术

的迅速发展, 特别是应用了PCR-变性梯度凝胶

电泳(polymerase chain reaction- denaturing gradi-
ent electrophoresis, DGGE)等较先进的技术后, 
菌群变化和相关疾病之间的关系研究取得了巨

大的进步. DGGE技术主要原理是基于DNA碱基

配对的基础, 将具有相同长度但不同组成的双

链PCR产物分离, 使具有不同序列的DNA片段

停留在凝胶的不同位置, 形成相互分开的条带

图谱, 从而对菌群进行分离[8]. 该技术不依赖于

培养技术且最低可检测到只占总群数量1%的菌

群[9]. 因此, 本研究我们利用DGGE技术来比较大

鼠肠癌模型与正常对照组之间粪便中菌群的变

化, 并阐述肠道菌群在肠癌发生发展中的结构

变化及潜在作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂Wistar大鼠共计12只, 体质量150-180 
g. 购自上海史莱克实验动物有限公司, 生产许

可证号为SCXK(沪)2007-0005, 使用许可证号为

SYXK(沪)2006-0010. Taq酶等试剂(生工生物工

程股份有限公司); PCR反应扩增仪(加拿大, BBI
公司); DYY-8型稳压稳流电泳仪(上海琪特分析

仪器有限公司); H6-1微型电泳槽(上海精益有机

玻璃制品仪器厂); 凝胶成像系统(Gene Genius
公司); U-3010紫外-可见分光光度计(Hitachi公
司); DGGE仪(美国Bio-Rad公司); DMH(Sigma-
aldrich上海贸易有限公司). 
1.2 方法

1.2.1 构建动物模型及收集标本: 所有大鼠共计

12只被随机分为两组, 一组为正常饮食组, 即对

照组(n 1 = 6). 另一组为1,2-二甲肼(1,2-dimethyl-
hydrazine, DMH)诱导肠癌组[10], 即实验组(n 2 = 
6). 两组均给予啮齿类动物基础饲料. 所有大鼠

自由饮食、水1 wk, 以适应周围环境. 随后, 对实

验组大鼠腹腔注射DMH(剂量为40 mL/kg, 1次
/wk), 连续注射10 wk. 对照组大鼠腹腔注射生理

盐水和乙二胺四乙酸(ethylene diamine tetraacetic 
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■相关报道
目前已有研究发
现肠道菌群与肥
胖、糖尿病以及
心血管疾病等多
种疾病密切相关
甚至是起到关键
作用, 其可能机制
与炎症及肠屏障
功能损伤相关. 通
过调节肠道菌群, 
可以帮助恢复肠
道内环境的稳态, 
减少疾病的发生.
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acid, EDTA). 12 wk肿瘤形成后(肿瘤组织由病理

切片证实), 取其肠道内粪便, 无菌操作收集于冻

存管中, 置于-80 ℃冰箱中保存(实验组标记为

T1-T6, 对照组标记为N1-N6). 该实验已获得上海

市第六人民医院医学伦理委员会批准. 
1.2.2 样品DNA的制备: 离心收集菌体, 溶于5 
mL提取缓冲液中, 37 ℃振荡45 min. 加入0.75 
mL 20%SDS, 65 ℃水浴1 h. 12000 r/min, 离心10 
min, 收集上清. 上清用等体积的酚: 氯仿: 异戊

醇(25∶24∶1)抽提2次, 加入终浓度0.3 mol/L醋
酸钠(pH 5.2)及2倍体积的无水乙醇, 室温沉淀1 
h. 4 ℃, 12000 r/min, 离心20 min, 收集沉淀, 并用

700 mL/L乙醇漂洗2次, 晾干后溶于50 µL TE中. 
1.2.3 16S rRNA gene V3区扩增: 所用引物为细

菌16S rRNA V3高变区F357和R518(表1), 反应

体系总体积为50 µL, ddH2O 41.25 µL, 10×Buf-
fer(含2.0 mmol/L MgCl2)5 µL, dNTP(10 mmol/L)1 
µL, F357-GC(10 µmol/L)1 µL, R518(10 µmol/L)1 
µL, Taq酶(5 U/µL)0.25 µL, 模板DNA 0.5 µL, 设
置阴性对照. 反应程序按照以下进行: 94 ℃预

变性4 min; 94 ℃ 0.5 min; 56 ℃ 1 min; 72 ℃ 0.5 
min; 30个循环, 72 ℃延伸7 min. 取PCR产物各3 
µL, 1.5%琼脂糖凝胶加5%Goldview染液, 120 V
稳压电泳30 min, 用UVI凝胶成像系统拍照. 
1.2.4 变性梯度凝胶电泳(DGGE): 取样品各400 
ng的V3区PCR产物, 采用D-Code突变检测系统

对样品进行DGGE分析. 所用的聚丙烯酰胺凝胶

浓度为8%(丙稀酰胺: 双丙稀酰胺 = 37.5∶1), 变
性剂浓度从30%-60%(100%的变性剂为7 mol/L
尿素+40%甲酰胺). 在180 V电压下, 60 ℃恒温, 1
×TAE中电泳4.0 h. 电泳完毕后, 用超纯水冲洗

胶, 然后将胶放进染液中, 置于摇床上染色后, 
在UVI成像系统拍照. 
1.2.5 PCR扩增及产物回收及克隆: 选取较有代

表性的条带, 用洁净的手术刀片将目标DGGE
条带完整的切下并装入1.5 m L离心管中 ,  按
UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒回收. 对目的

片段进行克隆测序, 与已知GenBank比对获得菌

群的种属名称. 

统计学处理 对D G G E凝胶图进行相似性

和多样性分析. 相似性分析采用聚类分析, 使用

非加权组平均法(unweighted pair-group method 
with arithmetic means, UPGMA)计算系统发育 
图[11]; 多样性分析采用丰富度和生物多样性分

析. 丰富度(S)用DGGE图谱每条泳道的条带数

表示; Shannon-Wiener指数(H')的计算方法为H' =  
-                     , Pi为第i条带的吸光度与该泳道所

有条带吸光度总和的比值, S为总的条带数目; 
均一性(E)表示菌群种属分布的一致性, 计算方

法为E = H'/㏑S[12]. Simpson多样性指数(D)计算

方法为D =  1-                , Pi及S计算方法同上, 该
指数意义与Shannon指数相似[13]. 分析所得数据

使用SPSS19.0进行Student-t检验, 计量资料结果

以mean±SD表示. P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果 

2.1 大鼠体质量 对大鼠体质量按周记录, 结果示

两组之间体质量变化均无明显统计学差异(图1). 
说明两组大鼠之间饮食水、环境等基本情况较

为一致. 
2.2 菌群多样性 PCR扩增结果示各组样本目标

条带及大小合适(图2). 在DGGE指纹图谱中每一

条泳道代表一个样本中的菌群(图3), 不同位置

的条带代表不同的优势菌群. PCR-DGGE电泳结

果显示对照组大鼠粪便中菌群与罹患肠癌的大

鼠粪便中的菌群均有较好的多样性, 且两者的

均一性均较好. Shannon-Wiener指数(H')和Simp-
son指数(D)分析实验组菌群多样性高于对照组, 
但二者并无统计学上的差异(P >0.05)(表2). 
2.3 菌群结构差异性 根据D G G E指纹图谱条

带的亮度不同, 说明代表该样本中菌群的相对

含量也不相同. 由此, 我们筛选了10组处于同

一位置但亮度明显有差异(甚至消失)的条带

进行菌群鉴定 ,  这些菌群主要分布在厚壁菌

门(Firmicutes )和拟杆菌门(Bacteroidetes )(表3). 
其中, 实验组中毛螺菌科(Lachnospiraceae )、
Ruminococcaceae科菌、肠乳杆菌(Lactobacillus  
intestinalis )、帕拉普氏菌属(Paraprevotella )、鼠

乳杆菌(Lactobacillus murinus )、乳杆菌属(Lac-

表  1  PCR引物

     引物                                                                                      序列 扩增片段大小

F357-GC 5'-CCCGCCGCGCCCCGCGCCCGGCCCGCCGCCCCCGCCCCCCTACGGGAGGCAGCAG-3'       230 bp 

R518 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3'

∑i = 1(Pi)(lnPi)s

 ∑i = 1 (Pi)2s
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■创新盘点
本文采用新型检
测技术, 对肠道菌
群进行分离、鉴
定和对比, 初步揭
示了大鼠肠癌模
型中粪便菌群较
正常菌群产生的
偏移, 帮助理解肠
癌发生发展过程
中内环境的改变.

tobacillus )、普氏菌属(Prevotella )、卷曲乳杆菌

(Lactobacillus  crispatus )等菌群丰度显著降低, 而
粪芽孢菌属(Coprobacillus )丰度则明显增加. 此
外, 对两组大鼠粪便菌群DGGE的图谱进行聚类

分析, 结果表明实验组和对照组之间菌群相似

度较低(图4). 

3  讨论

人体肠道含有复杂的微生态系统, 他是由细菌、

古细菌、真菌以及病毒等一系列微生物组成[14,15]. 
肠道内微生物可以看作是人体这个“大器官”

内的一个“小器官”, 他与人体共同进化, 逐渐

形成共栖关系并维持肠道内环境的稳态[16]. 最近

的研究揭示, 肠道菌群的确在肠癌的发生发展中

具有重要的影响. Boleij等[17]研究显示感染牛链

球菌的患者肠道中伴生腺瘤或癌的病例中位数

高达60%, 而感染该链球菌Ⅰ型的患者罹患大肠

癌的风险非常高(合并OR值为7.26). 检测结果也

证实牛链球菌抗原RpL7/L12浓度在早期(Ⅰ/Ⅱ)
肠癌患者中明显增高[18]. Kostic等[19]发现梭形杆

菌属细菌(F. nucleatum、F. mortiferum和F. nec-
rophorum)在肿瘤组织内数量明显多于正常组织, 
且组织学和肿瘤转移灶梭形杆菌属DNA分析也

证实了该结果. Tjalsma等[20]提出了一种大肠癌发

生过程中细菌动态变化的模式, 其认为肠道内有

一部分菌群属于“启动(driver)”菌群, 如肠杆菌

科、梭状芽孢杆菌等, 他们能够损害肠上皮细胞

DNA, 诱导大肠癌的发生. 还有一部分菌群属于
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T1     T2     T3     T4     T5     T6   阴性  M     N1    N2     N3    N4    N5    N6  阴性   M

图  2  PCR扩增结果. T1-T6: 实验

组样本, N1-N6: 正常组样本. 每个

编号对应不同的样本, 每个不同亮

度的条带代表菌群的含量不同. M: 

Marker条带.

T1   T2    T3    T4   T5   T6   N1   N2   N3   N4   N5   N6

图  3  DGGE图谱. T1-T6: 实验组样本, N1-N6: 正常组样本. 

每个编号对应不同的样本, 每个不同亮度的条带代表菌群的

含量不同. 图谱中标记的数字与表3中相对应.
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“过路(passenger)”菌群, 他们能够适应肠道微

环境的改变而大量增殖, 成为肠道内优势菌群, 
包括梭形杆菌属、链球菌科等. 这些有害菌群通

过刺激宿主免疫功能, 引起肠道炎症反应, 并通

过诱导树突细胞和辅助性TH17细胞释放白介素

(interleukin, IL)如IL-23、IL-17, 引起肠上皮细胞

分泌β-防御素(β-defensins)、钙卫蛋白(calprotec-
tin)和脂质运载蛋白-2(lipocalin 2)等抗菌物质, 或
提供黏附界面, 帮助某些细菌定植于肿瘤微环

境, 促进肿瘤生长. 
本研究通过对正常组和实验组大鼠粪便菌

群检测, 发现PCR-DGGE技术能够较清晰地分

离出肠道内的主要菌群. 本试验两份样本均显

示了良好的菌群多样性. 但聚类分析发现, 实验

组大鼠粪便的菌群组成结构与正常组有明显的

差异性. 分析可见, 两组之间出现最显著差异的

为四种菌, 其中毛螺旋菌科、帕拉普氏菌属、

乳杆菌属在对照组中均有明显表达, 而在实验

组中出现不表达. 毛螺旋菌科主要包括丁酸弧

菌属(Butyrivibrio )、毛螺菌属(Lachnospira )和罗

氏菌属(Roseburia )[21]. 在炎症性肠病(innamma-
tory bowel diseases, IBD)患者的肠道组织样本

中, 毛螺旋菌科含量可降至正常含量的1/300[22]. 
研究发现, 该科细菌具有水解多种植物多糖、

脱乙酰基作用以降解毒素、拮抗艰难梭菌感染

等作用[21,23]. 不过, 也有研究认为, 某些产丁酸

■应用要点
随着对肠道微生
态及其致病机制
的深入研究, 相关
研究成果可以为
预防和治疗肠癌
提供新理论依据.
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UPGMA
N6
N3
N5
N2
N4
N1
T6
T4
T2
T5
T3
T1

0.28           0.4           0.52           0.64          0.76          0.88           1.00
Sorensen's coefficient

图  4  两组大鼠粪便菌群DGGE聚类分析
图. T1-T6: 实验组样本, N1-N6: 正常组样本. 

表  2  两组大鼠粪便菌群丰度及多样性指数结果

     多样性指数 实验组 对照组 P 值

丰富度(S) 25.833±5.845 21.500±2.665 0.142

均一性(E) 1.000 1.000 -

Shannon-Wiener指数(H')   3.231±0.222   3.062±0.122 0.133

Simpson指数(D)   0.960±0.089   0.953±0.060 0.149

表  3  代表性条带菌群鉴定结果

     条带编号     菌群(门)                  菌群(属) 种属相似性(%) V3区大小(bp)

3 Spirochaetes Treponema amylovorum   82 194

7 Firmicutes unclassified_Ruminococcaceae   90 172

12 Firmicutes Lactobacillus crispatus   93 193

16 Firmicutes Coprobacillus 1   95 193

18 Firmicutes Lachnospiracea incertae sedis   97 168

20 Bacteroidetes Prevotella   91 189

22 Firmicutes Lactobacillus intestinalis 100 194

26 Bacteroidetes Paraprevotella 100 188

27 Firmicutes Lactobacillus murinus 100 194

35 Firmicutes Lactobacillus   96 194

1代表菌群在实验组中比例升高; 未标记代表实验组菌群比例降低.
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盐的细菌(如毛螺菌科)丰度下降, 导致丁酸盐诱

导凋亡和分化、抑制增生及血管形成等功能下

降, 也可能间接促进了肿瘤的进展[24]. 帕拉普氏

菌属为革兰染色阴性厌氧菌, 一般在动物的瘤

胃内易分离出该菌[25,26]. 近期研究显示该菌也

常存在于人群肠道中. 研究人员对人肠癌组织

及癌旁组织对比显示, 帕拉普氏菌属在癌旁组

织(距离癌组织10-20 cm)中丰度更高[27]. 这种丰

度差异提示其在预防肿瘤发生发展方面具有一

定作用. 乳杆菌属属于厚壁菌门, 是存在于人体

内的益生菌. 研究显示乳杆菌属能够上调结肠

癌细胞中肿瘤抑制基因, 抑制核因子κB抑制蛋

白(nuclear factor of kappa light polypeptide gene 
enhancer in B-cells inhibitor, IκB)的降解, 降低β-
葡萄糖醛酸酶和硝基还原酶的活力, 并且还能

抵抗诱变剂突变的作用, 从而抑制炎症、阻碍

病原微生物定植, 拮抗肿瘤的发生[28-31]. 而在本

实验中, 由于这3种有益菌群数量大幅降低, 导
致菌群明显失调, 可见其丰度降低与肿瘤的发

生发展密切相关. 另外, 实验组还发现粪芽孢菌

属在6组样本中均见明显条带, 而在对照组中条

带消失. 该菌属于厚壁菌门, 既往研究发现该细

菌常在肠道炎症组织和高脂饮食大鼠体内出现, 
而这两者均为肠癌的高危因素, 因此根据本实

验结果, 提示该菌其与肠癌的发生的相关性较

高[3,32]. 因此, 本实验揭示了在正常组织中丰富

较高的菌群(特别是乳杆菌属一般可达总数的

10%-15%), 在肠癌组织中出现了不同程度的比

例降低, 这与文献报道结果一致[33-35]. 实验组大

鼠肠道内菌群谱明显紊乱, 除了受到大鼠个体

的遗传性状的影响外, 还可能与肿瘤生长的微

环境及肿瘤的进展阶段有关. 
总之, 尽管本次实验样本数量较少, 但已基

本阐明肠癌模型大鼠肠道内菌群与正常相比, 
已发生了明显的偏移. 实验结果表明大量有益

菌的下降, 有害菌的增殖, 通过多种途径直接或

间接地促进了肿瘤的发生发展. 但是, 对肠道内

肿瘤组织的侵犯程度与菌群的相关性、肠癌发

生不同时期菌群的结构和数量等的动态变化以

及微生态致肠癌的最终生物学机制仍需要进一

步探索. 
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