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要"目的
!

研究具核梭杆菌在结直肠癌放疗患者中的感染率!以及放疗前后%肿瘤复发后的体内变化情况$方法
!

经肠

镜证实无肠道疾病体检者
$&

例纳入对照组!收集粪便标本$

%&

例结直肠癌患者纳入研究组!术前
!,

%术后
A,

%术后放疗
',

%放

疗
!&,

均收集粪便标本!随访
#

年!复发者也收集粪便标本$采用过滤收集菌液沉淀!进行实时荧光定量
<3a

方法检测粪便标本

中的核梭杆菌基因相对表达量$结果
!

%&

例结直肠癌患者中粪便具核梭杆菌的阳性率为
!&?&@

!对照组阳性率为
A?&@

$

#$

例

结直肠癌阳性患者在术前
!,

%术后
A,

%术后放疗
',

%放疗
!&,

基因相对表达量分别为
1?A&S&?%A

%

#?$&S&?$$

%

A?$S&?!%

%

&?$&S&?#A

$

#$

例
\G

阳性患者在术后
A,

的
\G

基因相对表达量明显高于术前
!,

!差异有统计学意义"

7W#&?%#B

!

2W&?&&#

#!

放疗
',

%放疗
!&,

的
\G

基因相对表达量明显低于术前
!,

!差异均有统计学意义"

7W#$?'$1

!

2W&?&&#

&

7W$A?11B

!

2W&?&&#

#$

C

例患者在手术后
#

年内复发!

\G

基因相对表达量为
'?$&S&?AC

!复发时的
\G

基因相对表达量较放疗后
',

明显升高!差异有统

计学意义"

7W#%?%$'

!

2W&?&&#

#$结论
!

具核梭杆菌感染可能是结直肠癌的高危因素!其基因相对表达量的升高可能作为疾病

复发的预警指标$

关键词"结直肠癌&

!

具核梭杆菌&

!

放疗&

!

实时荧光定量
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结直肠癌$

3a3

%是西欧'北美等发达国家最常见的恶性肿

瘤#也是我国常见恶性肿瘤之一*在过去
!&

多年的时间里#包

括我国在内的多数国家或地区
3a3

发病率呈上升趋势#我国

$&#A

年统计数据显示#

3a3

发病率位居恶性肿瘤第
!

位#病死

率位居第
A

位(

#

)

*从流行病学的观点看#

3a3

的发病与社会

环境'生活方式$尤其是饮食习惯'缺乏体力活动%'遗传因素有

关*年龄'结直肠息肉史'溃疡性结肠炎及胆囊切除史也是

3a3

的高危因素#结直肠的非典型增生被认为是
3a3

的癌前

病变*但总体而言#

3a3

的病因仍不十分清楚*具核梭杆菌

$

\G

%是一种革兰阴性'无芽孢'专性厌氧菌(

$

)

#是广泛存在于

人及多种动物消化道黏膜处的条件致病菌#可引起牙周病#与

食管癌患者的预后相关#与慢性阻塞性肺疾病$

3V<_

%的发病

也相关*存在于肠道组织中的
\G

能黏附和侵入结肠上皮细

胞#促进细胞增殖#抑制细胞凋亡#介导炎症过程#促进肿瘤形

成#且其在肠道中的丰度与
3a3

相关#与
3a3

的发生和转移

密切相关*手术治疗和术后放疗是
3a3

治疗首选方法#但其

是否能影响
\G

的水平鲜有研究报道*本研究采用粪便富集

的方法制备标本#以实时荧光定量
<3a

检测肠道粪便中的

+

#A&$

+

国际检验医学杂志
$&#'

年
1

月第
!1

卷第
#A

期
!

*GIZ).MT0,

!

+L

>

LFI$&#'
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作者简介"连建春#男#在读硕士研究生#主要从事分子生物学与干细胞研究方向*
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\G

#研究
3a3

放疗过程中
\G

的变化情况*

D

!

资料与方法

D?D

!

一般资料
!

本院
$&#%

年
!

月至
$&#C

年
%

月收治的
%&

例
3a3

患者纳入研究组#其中结肠癌患者
$&

例#平均$

A&?'S

A?C

%岁#男'女各
#&

例#包括结肠癌
%

期患者
#&

例#

+

期患者

%

例#

,

期患者
C

例&直肠癌患者
$&

例#平均$

%1?'S%?1

%岁#

男'女各
#&

例#包括直肠癌
%

期患者
%

例#

+

期患者
C

例#

,

期

患者
#&

例*研究组患者均留取放疗期间的粪便标本
$&

>

*经

肠镜证实无肠道疾病体检者
$&

例纳入对照组#平均$

A$?!S

!?C

%岁#其中男'女各
#&

例#均留取粪便标本
$&

>

*

D?E

!

治疗方法
!

研究组患者均先采用手术治疗#手术治疗
',

后实行放疗#并定期随访#预约返院复查#复查内容包括血常

规'粪便常规及隐血#并于术后
!

个月'

C

个月和
#

年行肠镜

复查*

D?E

!

仪器与试剂
!

核酸提取采用
26I.9a4+

提取试剂盒#反

转录采用日本
2+e+a+

公司
</E70"-/E

H

Ia2<3a

试剂盒

$

_aa&$A+

%#实时荧光定量
<3a

采用日本
2+e+a+

公司试

剂盒$

_aa&1C+

%#

<3a

引物委托大连宝生物有限公司设计#上

海
*G8EI/6

>

0G

公司合成*实时荧光定量
<3a

采用美国
+

>

E90GI

"I/.I.

>

0G0

公司
T[!&&&<

型
a0.9IE70<3a

仪#核酸定量采用

德国
*T<)(4

公司
4.G6

H

J6I670I0/<0./9

型微量核酸'蛋白

分析仪*

D?F

!

方法

D?F?D

!

标本留取
!

收集
$&

>

粪便标本#采用
A&7)

灭菌生理

盐水稀释后过
!&&

目无菌滤网#去除杂质后#

!&&&/

"

7EG

离心

#&7EG

收集菌液沉淀*样品液氮速冻
AF

#置于
`1& j

冰箱

保存*

D?F?E

!

a4+

提取方法
!

采用
26I.9a4+

提取试剂盒提取

a4+

#具体实验步骤!$

#

%标本加入
#7)2/E;69

试剂反复用加

样枪吹打以裂解细胞&$

$

%

#7)2/E;69

后加
&?$7)

氯仿的量

加入氯仿#盖上
(<

管盖子#在手中用力振荡
#AF

#在室温下放

置
$

)

!7EG

后#

#$&&&Y

>

$

$

)

1j

%离心
#A7EG

&$

!

%取上层水

相置于新
(<

管中#按照每
#7)2/E;69

加
&?A7)

异丙醇的量

加入异丙醇#在室温下放置
#&7EG

后#

#$&&&Y

>

$

$

)

1j

%离心

#&7EG

&$

%

%弃上清#按照每
#7)2/E;69

加
#7)'A@

乙醇进行

洗涤#涡旋混合#

'A&&Y

>

$

$

)

1j

%离心
A7EG

#弃上清&$

A

%让

沉淀的
a4+

在室温下自然干燥&用无
a4+

酶灭菌水溶解

a4+

沉淀*

D?F?E

!

反转录合成
-_4+

!

以
$

'

>

a4+$A

'

)

反转录体系

合成
-_4+

#反转录条件为!

!'j#A7EG

#

1Aj#AF

*

D?F?F

!

实时荧光定量
<3a

!

实时荧光定量
<3a

条件为!预变

性
BAj$7EG

&

BAj!&F

#

AAj!&F

#

'$j#7EG

#扩增
$A

个循

环*

\G

引物序列#

\

!

Ab=322+cc++2 c+c+3+c+c+2c=

!b

&

a

!

Ab=2c+2cc2++ 3+2 +3c+++cc=!b

*管家基因
$

=

.-IEG

引物序列#

\

!

Ab=2cc3+333+c3+3++2c++=!b

&

a

!

Ab=32+ +c23+2 +c233c332+c++c3+=!b

*

D?G

!

统计学处理
!

采用
"<""#B?&

统计软件进行数据处理及

统计学分析*计量资料以
HSA

表示#组间比较采用
7

检验#计

数资料以例数或百分率表示#组间比较采用
!

$ 检验#

2

$

&?&A

为差异有统计学意义*

E

!

结
!!

果

E?D

!

$

组研究对象
\G

检出率比较
!

研究组中
#$

例检出
\G

#

阳性率为
!&?&@

#对照组中
#

例检出
\G

#阳性率为
A?&@

#

$

组

研究对象
\G

检出率比较#差异有统计学意义$

!

$

W%?#!A

#

2W

&?&%C

%*

E?E

!

#$

例
\G

阳性患者在各不同检测时间点
\G

基因相对表

达量
!

#$

例
\G

阳性患者术后
A,

的
\G

基因相对表达量明显

高于术前
!,

#差异有统计学意义$

7W#&?%#B

#

2W&?&&#

%*放

疗
',

'放疗
!&,

后的
\G

基因相对表达量明显低于术前
!,

#

差异均有统计学意义$

7W#$?'$1

#

2W&?&&#

&

7W$A?11B

#

2W

&?&&#

%*在各时间点的基因相对表达量具体见表
#

及图
#

*

表
#

!!

#$

例
\G

阳性患者在不同检测时间点
\G

!!!

基因相对表达量#

HSA

&

-W#$

$

检测时间
\G

基因相对表达量

术前
!, A?$&S&?!%

术后
A, 1?A&S&?%A

放疗
', #?$&S&?$$

放疗
!&, &?$&S&?#A

图
#

!!

#$

例
\G

阳性患者在不同检测时间点

\G

基因相对表达量

E?F

!

复发的
3a3

患者
\G

基因相对表达量
!

C

例患者在手术

后
#

年内复发#

\G

基因相对表达量为
'?$&S&?AC

#回顾这
C

例

复发患者在术前
!,

'术后
A,

'放疗后
',

的
\G

基因相对表达

量分别为
A?%&S&?%!

'

1?&&S&?A$

'

#?A&S&?!%

#复发时的
\G

基因相对表达量较放疗后
',

明显升高#差异有统计学意义

$

7W#%?%$'

#

2W&?&&#

%*

F

!

讨
!!

论

!!

在人类肠道中有超过
#&&&

种微生物#包括有益菌和有害

菌#在人类的健康和疾病中扮演着重要的角色*与健康人群相

比#

3a3

患者的优势菌主要包括肠球菌属'埃希菌属"志贺菌

属'克雷伯菌属'链球菌属'拟杆菌属
=

普氏菌属&而劣势菌包括

产丁酸盐菌属$如罗氏菌属%'梭状芽孢杆菌等*肠道菌群紊乱

可导致多种疾病#其中肠病$如
3a3

%最为直接#但尚没有特定

细菌被证实是
3a3

的病因(

!=%

)

*至今#

\G

促进
3a3

的发病机

制还未确定#

\G

是一种黏膜附着菌#可直接作用于宿主细胞#

也可介导非侵入性细菌$如链球菌属和弯曲杆菌属等%进入细

胞#导致炎症发生(

A

)

#

\G

可能通过释放黏附素
\.,+

进入细

胞#

\.,+

与上皮细胞钙黏蛋白结合#激活
$

=

连环蛋白通路促

进癌基因表达#

\G

在宿主细胞内存活#释放
a4+

#可激活核因

子
=

-

O

(

C=1

)

*

大量的肿瘤浸润
2

细胞已经被用于提高肿瘤患者的生

存(

B

)

#即使确切机制尚不清楚#但是适应性免疫系统可能扮演

+

$A&$

+
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了抑制肿瘤的重要角色*肿瘤浸润性
2

细胞是机体对于肿瘤

反应的指标#也可能成为肿瘤免疫治疗的方向#以及无痛肿瘤

治疗的信息网*文献(

#&

)报道
2

细胞亚群$

3_!

X

'

3_1

X

'

3_%AaV

X和
\Vg<!

X

%与
3a3

患者的预后相关#同样
\G

在结

肠癌中的作用机制可能通过
7E-/6a4+=$#

增加白细胞介素

$

*)

%

=#&

和前列腺素
(

$

的分泌#抑制
2

细胞的增殖#促进
2

细

胞的凋亡*此外#

\G

的致癌作用可能与自噬作用相关#自噬是

由
+FJ56/,

和
<6/I0/

在
#BC$

年发现细胞内有,自己吃自己-的

现象后提出的#是指从粗面内质网的无核糖体附着区脱落的双

层膜包裹部分胞质和细胞内需降解的细胞器'蛋白质等成分形

成自噬体#并与溶酶体融合形成自噬溶酶体#降解其所包裹的

内容物#以实现细胞本身的代谢需要和某些细胞器的更新*在

3.-6=$

细胞模型中#

\G

感染引起自噬功能受损#通过使用自噬

药物抑制剂$

!=

甲基腺嘌呤#巴弗洛霉素
+#

%或
3.-6=$

细胞中

基本自噬基因$

+2cA

或
+2c#$

%中的
a4+

干扰等方法证明

了
\G

诱导的自噬损伤机制是增强
aV"

在
3.-6=$

细胞中促炎

细胞因子的表达*

本研究中
\G

在
3a3

组中的检出率为
!&?&@

#高于相关

文献报道(

##

)

#可能原因为
\G

与
3a3

的淋巴转移相关*对于

口腔菌群如何定居到
3a3

中#有研究认为是由于
3a3

肿瘤组

织能够表达特异性糖链#可以与
\G

结合#从而引起其在
3a3

周围富集(

#$

)

*

本研究发现在手术后
A,

粪便中的
\G

基因相对表达量增

加#可能原因是局部的微环境变化#更有利于厌氧菌的短期增

殖#同时放疗能明显降低患者的
\G

基因相对表达量*但放疗

是否对肠道中的菌群结构和有益菌有影响#是下一步的研究方

向#故对手术患者术前及术后肠道微生物的比较#以及放疗前

与放疗后肠道微生物的比较可能会很有意义*同时有研究显

示血清抗
\G*

>

+

和
*

>

c

抗体在
3a3

患者体内明显升高#其联

合传统的癌胚抗原$

3(+

%和糖类抗原$

3+

%

#BB

可以增加对

3a3

诊断的灵敏度(

#!

)

*

本研究对复发患者的
\G

感染情况也进行了研究#复发患

者均检测到
\G

的再感染*有研究认为
3a3

组织中
\G

的

_4+

量与较短的存活相关#

\G

的感染与疾病的临床分期相

关#因而其可能作为潜在的判断预后的生物标志物#与本研究

结果相一致(

#%=#A

)

*但在化疗同时口服抗菌制剂是否能够降低

复发率#值得后续研究*

综上所述#

\G

感染可能是
3a3

的高危因素#其基因相对

表达量的升高可能作为疾病复发的预警指标*
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