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食管鳞癌原位模型小鼠肠道菌群分析

张玉双 1，于富洋 2，吴忠冰 2，王一然 2，李晶 1，2*

【摘要】　背景　随着肠道菌群高通量测序技术的应用与发展，越来越多的研究证实肠道菌群与多种肿瘤的发

生、发展密切相关。食管鳞癌是威胁我国人民健康的常见肿瘤，其与肠道菌群的关系备受关注。目的　分析比较食管

鳞癌原位模型小鼠与正常小鼠肠道菌群的多样性，筛选出食管鳞癌特异性改变的菌属。方法　2020 年 8 月至 2021 年

5 月，将 20 只雌性 SPF 级 C57BL/6 小鼠适应性喂养 1 周后随机分为对照组（DZ 组）和模型组（MX 组），每组 10 只。

DZ 组小鼠常规喂养并给予普通饮用水 32 周，MX 组小鼠按照造模方法常规喂养并给予含 0.1 mg/ml 诱癌剂 4- 硝基喹

啉 -1- 氧化物（4NQO）的饮用水喂养 16 周，之后给予普通饮用水喂养至 32 周。收集两组小鼠粪便，提取 DNA，应

用聚合酶链式反应（PCR）扩增后进行高通量测序，获得的测序数据聚类成为基于序列间相似度的分类操作单元（OTU），

并根据物种注释情况进一步分析 Alpha 多样性、Beta 多样性、物种丰度。结果　两组小鼠在实验过程中未出现死亡，

MX 组小鼠均造模成功。MX 组与 DZ 组相比，拟杆菌门（Bacteroidota）及厚壁菌门（Firmicutes）比例升高，而疣微菌

门（Verrucomicrobiota）及变形菌门（Proteobacteria）比例降低。Alpha 多样性结果显示，MX 组小鼠肠道菌群 Shannon

指数低于 DZ 组（P<0.05）。Beta 多样性分析中 PCoA 图显示，MX 组与 DZ 组样本分别聚集在不同的象限，相距较远，

样本间多样性差异较大（t=22.444，P=0.004）。在门水平，MX 组 Unidentified_ Bacteria、蓝细菌（Cyanobacteria）、易

感微生物（Elusimicrobia）、弯曲杆菌（Campilobacterota）丰度高于 DZ 组（P<0.05）。在属水平，MX 组普雷沃菌科

_UCG-003（Prevotellaceae_UCG-003）、拟杆菌属（Bacteroides）、毛螺菌科 NK4A136 组（Lachnospiraceae_NK4A136_

group）、瘤胃球菌属（Ruminococcus）、普雷沃菌科 _UCG-001（Prevotellaceae_UCG-001）、普雷沃菌属（Prevotella）、

大肠埃希菌（Colidextribacter）、毛螺菌科 _UCG-006（Lachnospiraceae_UCG-006）丰度高于 DZ 组，罗姆布茨菌（Romboutsia）、

土杆菌属（Turicibacter）丰度低于 DZ 组（P<0.05）。LEfSe 分析结果显示，在属水平上，Prevotellaceae_UCG-003、埃

希菌 - 志贺菌属（Escherichia-Shigella）、Bacteroides、Lachnospiraceae_ NK4A136_group 在 MX 组丰度增高（P<0.05）；

而 Romboutsia 丰度在 DZ 组增高（P<0.05）。结论　食管鳞癌原位模型小鼠与正常小鼠相比肠道菌群物种多样性降低，

存在特异性差异菌属，其中 Prevotellaceae_UCG-003、Bacteroides、Lachnospiraceae_NK4A136_group 和 Romboutsia 可作

为食管鳞癌诊断的生物标志物。
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【Abstract】　Background　With the application and development of high-throughput sequencing-based approaches 

for gut flora analysis，increasing studies have confirmed that gut flora is closely related to the development of various cancers. 

The relationship of gut floras with esophageal squamous cell carcinoma （ESCC），a common cancer threatening the health of 

Chinese people，has attracted extensive attention. Objective　To analyze the diversity of gut floras between a rat model of ESCC 

in situ and normal mice，to identify the carcinoma-specific bacterial genus in ESCC. Methods　 From August 2020 to May 

2021，20 female SPF C57BL/6 mice were randomly and equally divided into control group and model group. Rice in control group 
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最新的《全球癌症统计报告》数据显示，2020 年

全球食管癌新发病例数为 60.4 万例，死亡病例数为

54.4 万例，分别占全球癌症新发、死亡总病例数的 3.1%、

5.5%［1］。食管癌发病风险地域差异较大，我国是食管

癌发病高风险国家，据统计 2020 年我国新发食管癌病

例数为 32.4 万例，死亡病例数为 30.1 万例，分别占全

球食管癌新发、死亡总病例数的 53.7%、55.3%［2］。我

国食管癌患者病理类型以鳞癌为主，早期行根治术后预

后较好，但由于相当多的食管癌患者确诊时已处于中晚

期，失去了手术机会，因此提高食管癌早期诊断率仍具

有十分重要的意义。

随着高通量测序技术的应用与发展，肠道微生态研

究已成为目前肿瘤领域研究的热点之一。有研究证实肠

道菌群在肿瘤的发生、发展中具有重要作用，食管鳞癌

患者口腔、癌组织及癌旁正常组织中菌群结构发生了改

变并与食管癌的发生有关［3-4］。因肠道菌群的影响因素

较多，本研究特选取饲养环境可控的食管鳞癌原位模型

小鼠，以观察与食管鳞癌相关的肠道菌群结构变化、筛

选出特异性改变的肠道菌属，为食管鳞癌的早期筛查提

供参考。

1　材料与方法

1.1　实验动物　从北京维通利华实验动物技术有限公

司 购 买 雌 性 SPF 级 C57BL/6 小 鼠 20 只〔 合 格 证 号：

SCXK（京）2016-0006〕，体质量 14~17 g，鼠龄 6 周。

适应性喂养 1 周后将所有小鼠随机分为对照组（DZ 组）

和模型组（MX 组），每组 10 只。所有实验操作严格

遵照河北医科大学实验动物中心指南执行，遵守动物保

护、动物伦理原则及相关规定。本实验时间为 2020 年

8 月至 2021 年 5 月。

1.2　干预方法　DZ 组小鼠常规喂养 32 周，全程给予

普通饮用水；MX 组小鼠按照造模方法常规喂养并给予

含 0.1 mg/ml 的诱癌剂 4- 硝基喹啉 -1- 氧化物（4NQO）

饮用水喂养 16 周，之后给予普通饮用水喂养至 32 周。

4NQO 饮用水制备方法：将诱癌剂 4NQO（购自 Sigma-

Aldrich 公司，型号：N8141）溶解于 1，2 丙二醇，配

were routinely fed and given ordinary drinking water for 32 weeks，and those in model group were routinely fed and received water 

containing 0.1 mg/ml cancer inducer 4-nitroquinoline-1-oxide for 16 weeks，and then only fed with ordinary drinking water for 

another 16 weeks. Stool samples of both groups were collected，and DNA in faeces was extracted and amplified by PCR，followed 

by high-throughput sequencing. The obtained sequencing data were divided into operational taxonomic units （OTU） based 

on the similarity between sequences. The α-diversity，β-diversity and species abundance were further analyzed according 

to species annotation. Results　No death occurred in the experiment，and the modeling of ESCC was successfully established 

in model group. Compared with control group，the proportion of Bacteroidota and Firmicutes increased，while the proportion 

of Verrucomicrobiota and Proteobacteria decreased in model group. Analysis showed that the α-diversity measured by Shannon 

Diversity Index in model group was lower than that of control group （P<0.05）. As for β-diversity analysis，PCoA diagram 

showed that the gut floras of control and model groups clustered in different quadrants，suggesting a significant discrepancy 

between the groups（t=22.444，P=0.004）. At the phylum level，the abundances of unidentified bacteria，Cyanobacteria，

Elusimicrobia and Campilobacterota were higher in model group than those in control group （P<0.05）. At the genus level，the 

abundances of Prevotellaceae_UCG-003，Bacteroides and Lachnospiraceae_NK4A136_group，Ruminococcus，Prevotellaceae_
UCG-001，Prevotella，Colidextribacter，Lachnospiraceae_UCG-006 were higher while those of Romboutsia and Turicibacter 
were lower in model group than those in control group （P<0.05）. LEfSe analysis showed that，at the genus level，the 

abundances of Prevotellaceae_UCG-003，Escherichia-Shigella，Bacteroides，Lachnospiraceae_NK4A136_group were increased 

significantly in model group （P<0.05），but the abundance of Romboutsia was increased significantly in control group DZ（P<0.05）. 

Conclusion　 By comparing the composition of gut flora，we identified the rat model of ESCC may have less diversity of species 

and specially differentiated bacteria，and Prevotellaceae_UCG-003，Bacteroides，Lachnospiraceae_NK4A136_group，and 

Romboutsia could be used as biomarkers for ESCC.

【Key words】　Esophageal squamous cell carcinoma；Esophageal neoplasms；Gastrointestinal microbiome；Intestinal 

flora；Mice；Biodiversity

本研究背景：

已有研究表明肠道菌群与多种肿瘤的发生、发展

和治疗密切相关，尤其在结直肠癌、肝癌方面的研究

较多。食管癌是我国的高发肿瘤，其发病率与死亡率

均为世界平均水平的 2 倍以上。我国以食管鳞癌为主，

早期行根治术后预后较好，但相当多的患者就诊时已

处于中晚期，失去手术机会。因此寻找简便易取材的

检验方法，提高食管癌早期诊断率并给予干预措施十

分重要。

本研究创新点：

（1）高比例成功制备了食管鳞癌原位模型小鼠，

模拟了食管鳞癌发生、发展的过程，为同类研究提供

了基础。（2）选择饲养环境一致的小鼠作为研究对象，

可以减少因为饮食、环境等因素对菌群研究结果造成

的误差。（3）通过初步对食管癌差异菌属的筛选，

为下一步探讨机制研究提供基础。
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制成浓度为 2% 的母液并保存于 -20 ℃冰箱，使用时按

照 0.1 mg/ml 浓度比例混入饮用水中。

1.3　粪便的无菌收集与处理　喂养 32 周后收集两组小

鼠粪便：在笼具里面放入干净的滤纸后将小鼠依次放入，

每笼 1 只；用镊子轻轻刺激小鼠下腹和肛门，待小鼠排

便后立即用冻存管进行收集；将冻存管做好标记后放入

液氮中，5 min 后再将冻存管放入 -80 ℃冰箱中保存。

最终共收集到 20 个粪便标本，每组 10 个。上述操作均

在灭菌超净台上进行，且所用材料均采用紫外线灭菌 

处理。

1.4　粪便样本检测与数据分析　采用十六烷基三甲基

溴化铵（CTAB 法）提取粪便标本基因组 DNA，应用

16SV34 区域引物序列 341F：CCTAYGGGRBGCASCAG、

806R：GGACTACNNGGGTATCTAAT 进行聚合酶链式反

应（PCR）扩增；将 PCR 产物进行磁珠纯化，并根据

PCR 产物浓度进行等量混样，充分混匀后使用 2% 琼

脂糖凝胶电泳，然后采用胶回收试剂盒回收目的条带

以纯化产物；最后使用 TruSeq® DNA PCR-Free Sample 

PreParation Kit 建库试剂盒进行文库构建，经 Qubit、

Q-PCR 定量检测构建文库合格后使用 NovaSeq6000 进

行上机测序。

通过对测序序列（Reads）进行拼接、质控和过滤，

以 97% 的一致性将序列聚类成为基于序列间相似度的

分类操作单元（operational taxonomic units，OTU），然

后参照 Silva138 数据库对得到的 OTU 序列进行物种注

释，并根据物种注释情况进一步分析 Alpha 多样性、

Beta 多样性、物种丰度。

Alpha 多样性分析包括：（1）稀释曲线：是描述

样本多样性的曲线，能够直接反映样本相关测序数据量

的合理性，并间接反映样本中物种的丰富程度。（2）

Shannon 指数：为菌群物种 Alpha 多样性分析常用的

指数，反映不同样本间物种多样性和均一性的差别，

Shannon 指数越大说明菌群多样性越高。

Beta 多样性分析：是对两组样品间的菌群构成情

况进行比较分析。主坐标分析（PCoA）是常用的 Beta

多样性分析方法，其基于 Unweighted Unifrac 距离来进

行分析，样本间距离越远代表样本间多样性差异越大。

物种丰度分析采用 T-test 检验和 LEfSe 分析，其中

LEfSe 分析是一种软件分析，其能够找到组间有统计学

差异的生物标志物。

1.5　食管组织苏木素 - 伊红（HE）染色　完成粪便收

集后处死两组小鼠，剥取其食管组织并采用 4% 多聚甲

醛溶液固定，之后进行石蜡包埋、切片、HE 染色，观

察两组小鼠食管组织病理改变。

1.6　统计学方法　采用 SPSS 21.0 统计学软件进行数据

分析。符合正态分布的计量资料以（ ±s）表示，先进

行方差齐性分析，之后进行 T-test 检验。Anosim 相似

性分析用于检验组间差异是否大于组内，判断实验分组

是否存在意义。基于两两样本间的距离值排序获得的秩

（组间的为 Between，组内的为 Within），这样任一两

两样本的比较可以获得 3 个分类的数据，并进行箱线图

的展示（若两个箱的凹槽互不重叠，则表明两样本的中

位数有显著差异）。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　食管组织病理改变　两组小鼠在实验过程中未出

现死亡，MX 组小鼠均造模成功。DZ 组小鼠食管组织

正常，MX 组小鼠食管组织可见鳞状上皮增殖、癌巢形

成且癌巢内可见角化珠（图 1）。

2.2　肠道菌群测序数据质量评估与 OTU 分析　对两组

小鼠共 20 例粪便标本进行 16Sr DNA 基因测序，对检

测的原始数据进行拼接、过滤，得到有效数据，平均

每样品测得 86 110 条 tags，经过质控平均得到 83 261

条有效数据，质控有效数据量达 54 489，质控有效率

达 63.16%。然后基于有效数据进行分析共得到 2 314 个

OTU，再用 OTU 序列进行物种注释。结果共有 862 个

OTU 注释到物种属水平。

基于 OTU 的 Venn 图中，2 种不同颜色的圆对应两

组小鼠粪便所含的菌群，重叠部分则为两组共同含有的

菌群，DZ 组较 MX 组肠道菌群物种丰富程度明显增加，

两组小鼠的肠道菌群结构存在差异，见图 2。同时选择

DZ 组与 MX 组在门水平上丰度排名前 10 的物种，绘制

物种相对丰度柱状图（图 3），由图可见，在门水平上

两组小鼠样本部分物种丰度存在明显差异，MX 组与 DZ

组相比，拟杆菌门（Bacteroidota）及厚壁菌门（Firmicutes）
比例升高，而疣微菌门（Verrucomicrobiota）及变形菌门

（Proteobacteria）比例降低。

2.3　两组小鼠肠道菌群 Alpha 多样性分析

2.3.1　两组小鼠肠道菌群物种多样性曲线　两组小鼠菌

群稀释曲线均趋于平坦，则说明目前样本测序数据量渐

进合理，即使增加数据量也只会产生少量新的物种，见

图 4。

2.3.2　两组小鼠肠道菌群 Alpha 多样性指数组间差异分

析　MX 组肠道菌群 Shannon 指数低于 DZ 组，差异有

统计学意义（P<0.05），见表 1。

A B

注：A 为对照组（DZ 组），B 为模型组（MX 组）；HE 染色 =

苏木精 - 伊红染色

图 1　两组小鼠食管组织 HE 染色结果（×200）
Figure 1　HE staining results of esophagus tissues two groups of mice
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2.4　两组小鼠肠道菌群 Beta 多样性指数组间差异分

析　PCoA 图显示，MX 组与 DZ 组样本基本上分别聚

集在不同的象限，相距较远，样本间多样性差异较大

（t=22.444，P=0.004），见图 5。

2.5　两组小鼠肠道菌群组间差异物种分析

2.5.1　两组小鼠肠道菌群组间与组内差异性分析　

Anosim 相似性分析结果显示，两组小鼠肠道菌群差

异 组 间 大 于 组 内， 差 异 有 统 计 学 意 义（R=0.476，

P=0.001），见图 6。

2.5.2　肠道菌群差异物种分析　在门水平，MX 组未明

确细菌（Unidentified_ Bacteria）、蓝细菌（Cyanobacteria）、

易感微生物（Elusimicrobia）、弯曲杆菌（Campilobacterota）
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图 3　两组小鼠肠道菌群门水平物种相对丰度柱状图
Figure 3　Relative abundance of species at phylum level intestinal flora of 
mice between two groups

表 1　两组小鼠肠道菌群 Shannon 指数比较（ ±s）
Table 1　Shannon Diversity Index analysis of intestinal flora between two 
groups of mice 

组别 只数 Shannon 指数

DZ 组 10 5.807±0.461

MX 组 10 4.549±1.450

t 值 2.614

P 值 0.024

注：DZ 组 = 对照组，MX 组 = 模型组
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注：A 为按样品分析物种稀释曲线，B 为按组分析物种稀释曲线；

OTU= 分类操作单元

图 4　两组小鼠菌群物种稀释曲线 
Figure 4　Rarefaction curve of intestinal flora between two groups of mice 

图 2　两组小鼠肠道菌群 Venn 图
Figure 2　Venn diagram of intestinal flora between two groups of mice 

丰度高于 DZ 组，差异有统计学意义（P 均 <0.05），见

图 7。

在属水平，共有 27 类菌的丰度在两组小鼠肠道菌

群内有差异（P 均 <0.05）。丰度较高的前 10 位肠道菌

群：MX 组普雷沃菌科 _UCG-003（Prevotellaceae_UCG-

003）、拟杆菌属（Bacteroides）、毛螺菌科 NK4A136

组（Lachnospiraceae_NK4A136_group）、 瘤 胃 球 菌 属

（Ruminococcus）、普雷沃菌科 _UCG-001（Prevotellaceae_
UCG-001）、 普 雷 沃 菌 属（Prevotella）、 大 肠 埃 希 菌

（Colidextribacter）、毛螺菌科 _UCG-006（Lachnospiraceae_
UCG-006）丰度高于 DZ 组，罗姆布茨菌（Romboutsia）、

土杆菌属（Turicibacter）丰度低于 DZ 组，差异有统计

学意义（P<0.05），见图 8。

2.5.3　两组小鼠肠道菌群 LEfSe 分析　LEfSe 分析结果

显示，两组共有 21 种肠道菌群丰度有差异，其中梭状

芽孢杆菌纲（Clostridia）、普雷沃菌科（Prevotellaceae）、
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毛螺菌科（Lachnospiraceae）、毛螺菌目（Lachnospirales）、

Prevotellaceae_UCG-003、肠杆菌目（Enterobacterales）、

肠 杆 菌 科（Enterobacteriaceae）、 埃 希 菌 - 志 贺 菌 属

（Escherichia-Shigella）、 大 肠 埃 希 菌 种（Escherichia_
coli）、 颤 螺 旋 菌 目（Oscillospirales）、 拟 杆 菌 科

（Bacteroidaceae）、Bacteroides、Lachnospiraceae_ 

NK4A136_group、 颤 螺 旋 菌 科（Oscillospiraceae）、 瘤

胃 球 菌 科（Ruminococcaceae） 丰 度 在 MX 组 升 高， 另

外 Peptostreptococcales_Tissierellales、Romboutsia_ilealis、

Romboutsia、 消 化 链 球 菌 科（Peptostreptococcaceae）、

丹 毒 丝 菌 科（Erysipelotrichaceae）、 丹 毒 丝 菌 目

（Erysipelotrichales） 丰 度 在 DZ 组 升 高（P<0.05）。

在 属 水 平 上，Prevotellaceae_UCG-003、Escherichia-
Shigella、Bacteroides、Lachnospiraceae_ NK4A136_group

在 MX 组 丰 度 增 高；Romboutsia 丰 度 在 DZ 组 增 高

（P<0.05），见图 9。

3　讨论

肠道是一个复杂的微生态系统，其拥有一个密集而

多样的微生物群落，称之为肠道菌群，该菌群与宿主共

同进化以建立相互关系［5］。肠道菌群对宿主健康的主

要作用表现在分解不可消化的碳水化合物［6］、合成维

生素［7］、调节宿主防御［8］及调控肿瘤［9］，尤其在肿

瘤生长过程中发挥了重要作用。已有研究表明肠道菌群

与多种肿瘤的发生、发展和治疗效果密切相关，如结

直肠癌［10-11］、肺癌［12］、胃癌［13］、肝癌［14］、黑色素

瘤［15-16］等。目前有关肠道菌群在结直肠癌方面的研究

组间平均值 组间差异

95% 置信区间 P 值

注：Prevotellaceae_UCG-003= 普 雷 沃 菌 科 _UCG-003，
Bacteroides= 拟 杆 菌 属，Romboutsia= 罗 姆 布 茨 菌，Lachnospiraceae_
NK4A136_group= 毛 螺 菌 科 NK4A136 组，Ruminococcus= 瘤 胃 球 菌
属，Prevotellaceae_UCG-001= 普 雷 沃 菌 科 _UCG-001，Prevotella= 普
雷 沃 菌 属，Colidextribacter= 大 肠 埃 希 菌，Turicibacter= 土 杆 菌 属，
Lachnospiraceae_UCG-006= 毛 螺 菌 科 _UCG-006，［Eubacterium］
_ruminantium_group= 真 杆 菌 属 - 反 刍 动 物 组，Oscillibacter= 颤 杆
菌 克，［Eubacterium］_xylanophilum_group= 嗜 木 聚 糖 真 杆 菌 属，
Parabacteroides= 副杆菌属，Desulfovibrio= 脱硫弧菌属，Streptococcus=
链 球 菌 属，Lachnoclostridium= 腔 隙 杆 菌，Elusimicrobium= 淋 溶 菌，
Helicobacter= 幽门螺杆菌，Roseburia= 罗斯菌属

图 8　两组小鼠肠道菌群属水平差异分析
Figure 8　Differential species analysis of intestinal flora at the genus level 
between two groups of mice 
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图 5　两组小鼠肠道菌群 Beta 多样性 PCoA 图

Figure 5　PCoA diagram of Beta diversity in intestinal flora between two 
groups of mice 
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图 6　两组小鼠肠道菌群 Anosim 组间差异分析

Figure 6　Analysis of similarities （ANOSIM） of intestinal flora between 

two groups of mice
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图 7　两组小鼠肠道菌群门水平差异分析
Figure 7　Differential species analysis of intestinal flora at the phylum level 
between two groups of mice
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较多，已发现部分特异性差异菌群，并进行了深入的

机制研究，如研究发现 Colidextribacter 通过增加癌基因

bcl-2 和 bcl-xl 的表达，抑制结肠细胞凋亡，从而促进

肿瘤的形成［17］。产肠毒素脆弱拟杆菌可产生脆弱拟杆

菌毒素，与结肠上皮细胞相互作用，激活调节性 T 淋巴

细胞并降低白介素（IL）-2 水平，随着 IL-2 水平的下降，

辅助性 T 淋巴细胞（Th17）的产生导致 IL-17 水平升高，

促进癌细胞存活和增殖［18］。双歧杆菌能增强树突状细

胞功能，导致肿瘤微环境中 CD8
+ T 细胞的启动和聚集

介导效应，从而增加程序性死亡受体 - 配体 1（PD-L1）

特异性抗体治疗效果，抑制结肠癌的发展［19］。

关于肠道菌群和食管鳞癌相关性的研究较少，目

前文献已报道的差异菌群多为从口腔取材，肠道菌群

报道较少。位俊敏等［20］研究发现食管癌患者口腔中

卟啉菌属表达升高。ZHAO 等［4］报道食管癌患者唾液

菌群中显著增加的菌群为 Firmicutes、革兰阴性菌门

（Negativicutes）、 硒 单 胞 菌 门（Selenomonadales）、

Prevotellaceae、Prevotella 和韦荣菌科（Veillonellaceae），

而 Proteobacteria、β- 变形杆菌门（Betaproteobacteria）、

奈 瑟 菌 目（Neisseriales）、 奈 瑟 菌 科（Neisseriaceae）

和奈瑟菌属（Neisseria）则显著减少。而 DENG 等［21］

研究发现在属水平上，食管鳞癌患者粪便中链球菌

（Streptococcus）、 双 歧 杆 菌（Bifidobacterium）、

Subdoligranulum、布劳特菌属（Blautia）、Romboutsia、

柯林斯菌属（Collinsella）、Paeniclostridium、多尔菌属

（Dorea）和阿托波菌属（Atopobium）丰度显著增加，

而毛螺菌属（Lachnospira）、Bacteroides、Agathobacter、
Lachnoclostridium、副拟杆菌属（Parabacteroides）、帕

拉普菌属（Paraprevotella）等菌属丰度降低。可见上述

研究报道的菌群存在很大差别，纵观之前文献报道的虽

为同一类型肿瘤患者，但肠道菌群中检测出的具有统计

学意义的菌群差别也较大，考虑肠道菌群是一个复杂的

微环境，容易受到患者饮食、情志、基础疾病及药物等

的影响，故本研究选取 4NQO 原位诱导食管癌模型小鼠

粪便为检测标本，最大限度使饮食、环境等外界因素达

到统一性，尽量避免误差。

本研究结果显示，MX 组与 DZ 组相比肠道菌群的

物种丰富度和多样性明显降低。两组肠道菌群差异物

种 分 析 显 示，MX 组 小 鼠 粪 便 中 Prevotellaceae_UCG-

003、Bacteroides、Lachnospiraceae_NK4A136_group、

Ruminococcus、Prevotellaceae_UCG-001、Prevotella、

Colidextribacter、Lachnospiraceae_UCG-006 丰度高于 DZ

组，Romboutsia、Turicibacter 丰度低于 DZ 组。LEfSe 分

析结果显示，在属水平上，Prevotellaceae_UCG-003、埃

希菌 - 志贺菌属（Escherichia-Shigella）、Bacteroides、
Lachnospiraceae_ NK4A136_group 在 MX 组 丰 度 明 显

增 高，Romboutsia 丰 度 在 DZ 组 明 显 降 低。 两 种 检 验

分析中均有统计学差异的菌属为 Prevotellaceae_UCG-

003、Bacteroides、Lachnospiraceae_NK4A136_group 和

Romboutsia，这 4 种菌属可能更具有生物标志物意义。

Bacteroidota 是 肠 道 菌 群 的 主 要 成 分， 其 与 Firmicutes
约 占 肠 道 菌 群 的 90% 以 上， 研 究 证 实 拟 杆 菌 属

（Bacteroidetes）在结直肠癌患者粪便菌群中丰度明显增

高［22-23］，并有研究发现拟杆菌属在食管鳞癌诊断中准

确率较高［21］；Prevotellaceae 在食管癌患者口腔菌群中

及结直肠癌患者粪便菌群中丰度虽有明显增高［4，24］，

但本研究结果与其一致。但 Lachnospiraceae_NK4A136_

group 及 Romboutsia 在结直肠癌及胃癌等肿瘤患者中丰

度虽有明显变化［21，25-26］，但本研究结果与之不同，因

此还需进一步研究检测确定。

综上所述，食管鳞癌原位模型小鼠肠道菌群物种多

样性降低，存在特异性差异菌属，可为食管癌的诊断提

供参考。虽然本研究发现了 MX 组较 DZ 组小鼠肠道菌

群显著改变，但 16SrDNA 为半定量检测，故仍需宏基

因组学或靶向微生物学的研究进一步明确差异菌群，并

进行更加深入的机制研究来进行验证，寻找食管鳞癌特

异性的靶菌群。

DZ 组 MX 组

LDA 值（log 10）
-6.0 6.0-3.6 3.6-4.8 4.8-2.4 2.4-1.2 1.20

注： 柱 状 图 显 示 LDA 值 >4 的 菌 群， 即 有 统 计 学 差 异 的 生
物 标 志 物；Clostridia= 梭 状 芽 孢 杆 菌 纲，Prevotellaceae= 普 雷
沃 菌 科，Lachnospiraceae= 毛 螺 菌 科，Lachnospirales= 毛 螺 菌
目，Enterobacterales= 肠 杆 菌 目，Enterobacteriaceae= 肠 杆 菌 科，
Escherichia_ Shigella= 埃 希 菌 - 志 贺 菌 属，Escherichia_coli= 大
肠 埃 希 菌，Oscillospirales= 颤 螺 旋 菌 目，Bacteroidaceae= 拟 杆 菌
科，Lachnospiraceae_NK4A136_group= 毛 螺 菌 科 NK4A136 组，
Oscillospiraceae= 颤 螺 旋 菌 科，Ruminococcaceae= 瘤 胃 球 菌 科，
Peptostreptococcaceae= 消化链球菌科，Erysipelotrichaceae= 丹毒丝菌科，
Erysipelotrichales= 丹毒丝菌目

图 9　两组小鼠肠道菌群 LEfSe 分析柱状图
Figure 9　Histogram of LEfSe analysis of intestinal flora between two 
groups of mice 
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