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肝细胞癌患者肠道菌群的影响因素分析
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摘   要 背景与目的：肠道菌群与肝细胞癌（HCC）的发生发展密切相关，这种关联提示除了治疗肝脏原发病

变外，肠道菌群的平衡也应作为 HCC 治疗的重要靶点。因此，本研究的目的是探讨 HCC 患者肠道

菌群的影响因素。

方法：共纳入 121 例 HCC 患者。分别提取患者粪便的 DNA，并采用实时荧光定量 PCR 检测肠道菌群丰度。

双歧杆菌 / 肠杆菌（B/E）<1 诊断为肠道菌群失调（ID）。采用单因素与多重线性回归分析 HCC 患者

肠道菌群的主要影响因素。

结果：HCC 患 者 双 歧 杆 菌 的 丰 度 明 显 低 于 肠 杆 菌 [Log5（6.24±1.30）/g vs. Log5（7.59±1.11）/g，

P=0.000]。ID 发生率为 77.69%（94/121）。多重线性回归显示，单核细胞计数是双歧杆菌（P=0.000）

和 ID（P=0.008）的主要影响因素；总胆红素（P=0.011）、性别（P=0.027）、空腹血糖（P=0.038）

是肠杆菌的主要影响因素。

结论：单核细胞计数、总胆红素、性别和空腹血糖可能是影响 HCC 患者的肠道菌群，从而导致 ID 的

重要因素。这些因素与肠道菌群的相关性可能为 HCC 患者肠道菌群的调节提供潜在靶点，同时也为肠

道菌群干预治疗 HCC 提供理论依据。
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Abstract Background and Aims: Gut microbiota is closely related to the occurrence and development of hepatocellular 

carcinoma (HCC). Th is association suggests that gut microbiota balance should also be an important target for 

the treatment of HCC in addition to the treatment of primary liver diseases. Th erefore, this study was aimed to 

explore the infl uencing factors for gut microbiota in patients with HCC. 

Methods: A total of 121 HCC patients were enrolled. Fecal DNA samples of the HCC patients were extracted, 

and the relative abundance of gut microbiota was analyzed by quantitative real-time PCR. Intestinal dysbacteriosis 

(ID) was diagnosed by Bifidobacterium/Enterobacteriaceae (B/E) <1. The major factors affecting the gut 
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）

是 最 常 见 的 原 发 性 肝 癌 [ 1 ]， 也 是 全 球 第 五 大 常 见

恶性肿瘤 [2-3]。此外，由于各种危险因素，HCC的

发病率也有所增加[4]，但目前仍缺乏理想的防治方

法 。 人 体 肠 道 菌 群 存 在 一 定 的 动 态 平 衡 ， 在 维 持

人 体 健 康 方 面 具 有 重 要 的 作 用 。 若 肠 道 菌 群 的 平

衡 受 到 各 种 不 良 因 素 的 影 响 ， 就 会 形 成 肠 道 菌 群

失调（intestinal dysbacteriosis，ID），导致或促

进各种疾病的发生发展[5]。因此，肠道菌群在生理

和病理过程中起着至关重要的作用[6]。近年来，随

着对肝-肠轴认识的逐渐深入，肠道菌群与HCC之

间的重要联系越来越受到重视 [7-8]。一方面，研究

显示ID促进HCC[9]；另一方面，HCC的发生影响肠

道菌群，导致ID的发生[8, 10]，这是一个恶性循环的

过程。因此，肝脏与肠道通过肝-肠轴相关联的特

征 提 示 ， 除 了 治 疗 肝 脏 原 发 病 变 外 ， 肠 道 微 生 态

系统的稳态也应作为HCC治疗的重要靶点[3, 11]。了

解HC C 患者肠道 菌群的影响因素，有助于找到肠

道 菌 群 调 节 的 潜 在 靶 点 。 然 而 ， 目 前 大 多 数 关 于

肠道菌群与HC C 相关性的研究都是动物实验。哪

些因素是HC C 患 者肠道菌群的主要影响因素？根

据HCC的特点，综合考虑各种因素，探讨HCC患

者 肠 道 菌 群 的 主 要 影 响 因 素 鲜 有 报 道 。 因 此 ， 本

研究的目的是探讨HC C 患者肠道菌群的主要影响

因 素 。 这 些 因 素 与 肠 道 菌 群 之 间 的 相 关 性 有 助 于

为HC C 患者肠道 菌群的调控提供潜在靶点以及肠

道菌群干预治疗HCC提供理论依据。

1　材料与方法

1.1  研究对象和数据收集

选取2018年11月—2019年7月广西医科大学

第一附属医院肝胆外科符合条件的121例HCC患者

为 研 究 对 象 。 所 有 患 者 均 自 愿 参 与 本 研 究 ， 并 签

署 书 面 知 情 同 意 书 。 本 研 究 经 广 西 医 科 大 学 第 一

附属医院伦理委员会批准。纳入标准：⑴ 年龄为

18~65岁；⑵ 术后病理确诊为HCC；⑶ 首次进行

HCC肝切除术；⑷ HCC合并乙肝；⑸ 自愿参加本

次研究，并签署知情同意书。排除标准：⑴ 有复

发、转移或合并其他恶性肿瘤；⑵ HCC破裂急诊

手 术 ； ⑶  入 院 前 1 个 月 内 使 用 抗 生 素 或 益 生 菌 制

剂；⑷ 术前未能收集粪便标本。

所 有 数 据 均 由 研 究 人 员 收 集 。 除 肠 道 菌 群

的 检 测 和 焦 虑 的 评 估 外 ， 其 他 数 据 均 在 医 院 系 统

收 集 ， 包 括 性 别 ； 年 龄 ； 肝 功 能 指 标 ： 总 胆 红 素

（tota l  b i l i rub in，TBIL）、白蛋白（albumin，

ALB）、总胆汁酸（tota l  b i le  ac id，TBA）、天

冬氨酸转氨酶（aspartate transaminase，AST）、

丙氨酸氨基转移酶（alanine  amino t rans fe rase，

A L T ） 、 C h i l d - P u g h 评 分 、 I S H A K 炎 症 评 分 、

I S H A K 纤 维 化 评 分 ； 免 疫 炎 性 指 标 ： 超 敏 C 反

应蛋白（hypersens i t i ve  c - reac t ive  pro te in，hs -
CRP）、白细胞计数（white blood cell，WBC）、

中 性 粒 细 胞 计 数 （ n e u t r o p h i l ， N E U ） 、 淋 巴 细

胞 计 数 （ l y m p h o c y t e ， L Y M ） 、 单 核 细 胞 计 数

（monocyte，MONO），空腹血糖（fasting blood 

g l u c o s e ， G L U ） ； 血 脂 、 肥 胖 指 标 ： 高 密 度 脂

蛋 白 胆 固 醇 / 低 密 度 脂 蛋 白 胆 固 醇 （ h i g h - d e n s i t y 

microbiota in HCC patients were determined by univariate and multiple linear regression analysis .

Results: The abundance of Bifidobacterium was significantly lower than that of Enterobacteriaceae in patients 

with HCC [Log5 (6.24±1.30)/g vs. Log5(7.59±1.11)/g, P<0.000]. The incidence of ID was 77.69% (94/121). 

Multiple linear regression analysis showed that monocyte was the only main influencing factor for Bifidobacterium 

(P<0.000) and ID (P=0.008); total bilirubin (P=0.011), sex (P=0.027) and fasting blood glucose (P=0.038) were 

the main influencing factors for Enterobacteriaceae. 

Conclusion: Monocyte, total bilirubin, sex and fasting blood glucose are possibly important factors affecting the 

gut microbiota and thereby cause ID in HCC patients. The correlation between these factors and gut microbiota 

may not only provide the potential targets for modulating gut microbiota in HCC patients, but also give a solid 

theoretical basis for gut microbiota intervention as a therapeutic strategy for HCC.

Key words Carcinoma, Hepatocellular; Gastrointestinal Microbiome; Factor Analysis, Statistical

CLC number: R735.7  
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l ipopro te in  cho les te ro l / low -dens i ty  l iporpro te in 

cholesterol，HDL-C/LDL-C）、高密度脂蛋白胆固

醇/总胆固醇（high-density lipoprotein cholesterol/

total  cholesterol，HDL-C/T-CHO）、体质量指数

（body mass  index，BMI）；HCC分期：巴塞罗

那临床肝癌（Barcelona Cl inical  Liver  Cancer，

BCLC）分期、中国分期（Chinese Stage，CS）。

其 中 ， 使 用 术 前 的 粪 便 标 本 检 测 肠 道 菌 群 ； 入 院

第 2 天 的 外 周 血 检 测 T B I L 、 A L B 、 T B A 、 A S T 、

A L T 、 h s - C R P 、 W B C 、 N E U 、 L Y M 、 M O N O 、

GLU、HDL-C/LDL-C、HDL-C/T-CHO；术后的病

理标本评估ISHAK炎症、纤维化评分。

1.2  肠道菌群失调诊断

双 歧 杆 菌 / 肠 杆 菌 （ B i f i d o b a c t e r i u m /

Enterobacteriaceae，B/E）值>1表示肠道菌群的组

成正常，B/E值<1表示ID，而且B/E值越低，提示

ID越严重[12]。

1.3  焦虑评估和粪便标本收集

研 究 人 员 使 用 状 态 焦 虑 评 估 量 表 评 估 H C C

患 者 术 前 的 焦 虑 水 平 。 并 在 术 前 使 用 粪 便 标 本 采

集 管 留 取 中 段 粪 便 作 为 标 本 ， 避 免 尿 液 污 染 ， 留

取 标 本 后 放 入 装 有 冰 袋 的 泡 沫 盒 中 。 研 究 人 员 尽

快 将 粪 便 样 本 送 往 实 验 室 ， 分 装 成 0 . 2  g / 管 后 放

入-80 ℃的冰箱中保存。

1.4  肠道菌群检测

使 用 粪 便 基 因 组 D N A 提 取 试 剂 盒 （ 离 心 柱

型）（北京天根，DP328 -02）提取粪便标本的总

DNA，具体步骤严格按照说明书进行。本研究使

用的引物[13-14]见表1，由生工生物工程（上海）股

份有限公司合成。双歧杆菌（126 bp）正向：5' -

GCG TGC TTA ACA CAT GCA AG TC-3'，反向：

5' -CAC CCG TTT CCA GGA GCT ATT -3'；肠杆

菌（195 bp）正向：5'-CAT TGA CGT TAC CCG 

CAG AAG AAG C -3 '，反向：5' -CTC TAC GAG 

ACT CAA GCT TGC-3'。

使 用 T B  G r e e n T M  P r e m i x  E x  T a q T M I I （ T l i 

R N a s e H  P l u s ） （ 北 京 T a K a R a ， R R 8 2 0 A ） 在

Appl ied  Biosys tems 7500（美国）进行实时荧光

定 量 P C R 扩 增 ， 扩 增 的 菌 群 包 括 双 歧 杆 菌 和 肠 杆

菌 。 在 冰 上 配 置 P C R 反 应 液 ， 每 1 份 P C R 反 应 液 

（20 μL）包括TB GreenPremix  Ex  Taq  I I（Tl i 

R N a s e H  P l u s ） （ 2 × ） 1 0  μ L 、 P C R  F o r w a r d 

Primer（10 μmol/L）1 μL、PCR Reverse Primer

（10 μmol/L）1 μL、ROX Reference Dye II 0.4 μL、

DNA模板2 μL、灭菌水5.6 μL。扩增程序为：预变

性95 ℃（30 s），变性95 ℃（5 s），退火延伸[双

歧杆菌：60 ℃（34 s），肠杆菌：59 ℃（34 s）]， 

40个循环，融解曲线步骤为仪器默认。引物的特

异 性 通 过 扩 增 产 物 的 融 解 曲 线 来 确 定 。 在 每 1 次

PCR扩增中均构建标准曲线并设置阴、阳性对照。

1.5  标准曲线构建

双 歧 杆 菌 和 肠 杆 菌 的 质 粒 标 准 品 由 生 工 生 物

工 程 （ 上 海 ） 股 份 有 限 公 司 合 成 。 先 检 测 标 准 品

的浓度，计算其DNA拷贝数，然后将质粒标准品

5倍比8个梯度稀释后进行实时荧光定量PCR，以

DNA拷贝数的对数值为横坐标，PCR扩增的结果

CT值为纵坐标来构建标准曲线。最后，粪便样本

中 双 歧 杆 菌 和 肠 杆 菌 的 拷 贝 数 通 过 其 标 准 曲 线 来

定量。

1.6  统计学处理

采用SPSS 22.0进行统计分析。计量资料以均

数±标准差（ x ± s ）表示。采用配对 t 检验比较菌

群的丰度。使用Pearson相关、Spearman秩相关或

两样本 t检验进行单因素分析，然后将单因素分析

结果为P<0.1的变量纳入多重线性回归（逐步回归

法）。以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2　结　果

2.1  标准曲线

双 歧 杆 菌 、 肠 杆 菌 质 粒 标 准 品 构 建 的 标 准 曲

线 的 斜 率 、 决 定 系 数 和 扩 增 效 率 分 别 为 - 2 . 4 6 、

0.99、92%和-2.55、0.99、88%，均达到定量的

标准（图1）。

2.2  肠道菌群的定量分析

H C C 患 者 肠 杆 菌 的 丰 度 明 显 高 于 双 歧 杆 菌

[Log5（6.24±1.30）/g  vs .  Log5（7.59±1.11）/g，

P = 0 . 0 0 0 ] 。 I D （ B / E < 1 ） 的 发 生 率 为 7 7 . 6 9 %

（94/121）。

2.3  单因素分析结果

单 因 素 分 析 显 示 ， 双 歧 杆 菌 中 ， 性 别 、

T B A 、 W B C 、 N E U 、 M O N O 、 H D L - C / L D L - C 、

H D L - C / T - C H O 的 差 异 具 有 统 计 学 意 义 （ 均

P <0.05）。对于肠杆菌，TBIL、性别、GLU的差

异 具 有 统 计 学 意 义 （ 均 P < 0 . 0 5 ） 。 对 于 B / E 值 ，

MONO差异有统计学意义（P<0.05）（表1）。
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图 1　质粒标准品的标准曲线　　A：双歧杆菌标准品的标准曲线；B：肠杆菌标准品的标准曲线
Figure 1　Standard curves of plasmid DNA standards　　A: Standard curve for standard of Bifi dobacterium; B: Standard curve for standard 
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表 1　单因素分析肠道菌群的影响因素
Table 1　Univariate analysis of the infl uencing factors for gut microbiota 

资料 数值
双歧杆菌 肠杆菌 B/E

r/t P r/t P r/t P
性别 [n（%）]
　男 105（86.78）

2.605 0.010 1.829 0.070 0.888 0.376
　女 16（13.22）
年龄（岁，x±s） 47.92±9.06 0.022 0.811 0.086 0.350 -0.024 0.797
TBIL（μmol/L，x±s） 14.17±5.54 0.076 0.407 0.194 0.033 -0.042 0.651
ALB（g/L，x±s） 37.89±4.19 0.034 0.71 0.093 0.311 -0.019 0.836
TBA（μmol/L，x±s） 15.70±23.48 0.210 0.024 0.128 0.173 0.074 0.431
AST（U/L，x±s） 49.93±38.93 0.055 0.548 0.000 0.999 0.034 0.712
ALT（U/L，x±s） 43.24±30.65 -0.068 0.462 -0.056 0.540 -0.026 0.776
Child-Pugh（分，x±s） 5.54±0.82 -0.105 0.253 -0.079 0.387 -0.039 0.674
ISHAK 炎症评分（分，x±s） 5.96±2.65 -0.017 0.854 -0.052 0.568 0.061 0.505
ISHAK 纤维化评分（分，x±s） 4.16±1.53 0.084 0.357 0.009 0.919 0.046 0.613
Hs-CRP [n（%）]
　＜ 1 51（42.15）

0.241 0.810 1.592 0.114 -1.018 0.311
　≥ 1 70（57.85）
WBC（109/L，x±s） 6.37±2.07 -0.242 0.010 -0.042 0.657 -0.141 0.136
NEU（109/L，x±s） 3.77±1.62 -0.210 0.024 -0.009 0.927 -0.130 0.166
LYM（109/L，x±s） 1.77±0.68 -0.053 0.575 -0.084 0.373 0.012 0.895
MONO（109/L，x±s） 0.58±0.24 -0.328 0.000 -0.015 0.872 -0.245 0.008
GLU（mmol/L，x±s） 4.87±1.08 0.105 0.252 0.172 0.059 0.019 0.836
HDL-C/LDL-C（x±s） 0.40±0.15 0.170 0.071 0.153 0.107 0.018 0.855
HDL-C/T-CHO（x±s） 0.24±0.06 0.169 0.073 0.150 0.113 0.019 0.845
BMI（kg/m2，x±s） 23.06±3.09 0.016 0.862 -0.046 0.614 0.038 0.677
BCLC 分期 [n（%）]
　0 13（10.74）
　A 61（50.41）

0.047 0.608 -0.015 0.874 0.054 0.559
　B 9（7.44）
　C 38（31.40）
CS [n（%）]
　Ia 37（30.58）

0.095 0.298 0.022 0.809 0.064 0.484

　Ib 16（13.22）
　IIa 10（8.26）
　IIb 1（0.83）
　IIIa 44（36.36）
　IIIb 13（10.74）
焦虑（分，x±s） 5.43±3.92 0.010 0.917 0.010 0.919 0.015 0.881
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2.4  多重线性回归分析结果

多 重 线 性 回 归 显 示 ， M O N O 是 双 歧 杆 菌

（P <0.000）和ID（P =0.008）的主要影响因素；

T B I L （ P = 0 . 0 1 1 ） 、 性 别 （ P = 0 . 0 2 7 ） 、 G L U

（P=0.038）是肠杆菌的主要影响因素（表2）。

表 2　多重线性回归分析肠道菌群的影响因素
Table 2　Multiple linear regression analysis of the influencing 

factors for gut microbiota 
指标 β t P 95% CI

双歧杆菌
　MONO -0.326 -3.768 0.000 -2.808~-0.874
　性别 -0.167 -1.903 0.060 —
　TBA 0.138 1.548 0.124 —
　HDL-C/LDL-C 0.135 1.554 0.123 —
　HDL-C/T-CHO 0.129 1.482 0.141 —
　NEU 0.019 0.161 0.872 —
　WBC 0.000 0.004 0.997 —
肠杆菌
　TBIL 0.229 2.591 0.011 0.011~0.080
　性别 -0.197 -2.234 0.027 -1.208~-0.073
　GLU 0.183 2.097 0.038 0.010~0.366
B/E
　MONO -0.240 -2.697 0.008 -0.386~-0.059

3　讨　论

健 康 人 的 肠 道 菌 群 主 要 由 专 性 厌 氧 有 益 菌

组 成 ， 如 双 歧 杆 菌 ， 维 持 肠 道 菌 群 的 平 衡 。 本 研

究发现HC C 患者 中双歧杆菌的丰度显著低于肠杆

菌 ， 与 健 康 人 菌 群 的 组 成 相 反 ， 这 与 之 前 的 报 道

是 一 致 的 [ 1 5 ]。 B / E 值 包 括 主 要 的 有 益 菌 双 歧 杆 菌

和 主 要 的 条 件 致 病 菌 肠 杆 菌 ， 构 成 肠 道 的 定 植 抗

性 。 因 此 ， B / E 值 可 以 用 来 代 表 I D 。 B / E < 1 表 示

ID，而且B/E越低，表示ID越严重[12]。本研究还发

现，HCC患者ID的发生率为77.69%。以往研究报

道，HCC患者肠道细菌过度生长的发生率为71.8%，

明显高于肝硬化患者的发生率（41.1%）[16]。

本研究中，TBIL与肠杆菌呈正相关，是肠杆

菌的主要影响因素之一；MONO与双歧杆菌和ID呈

负相关，是双歧杆菌和ID的主要影响因素。其分

子机制为:趋化因子CC家族（C-C motif  chemokine 

l i g and，CCL）如CCL3、CCL4、CCL5等，由肝

肿 瘤 细 胞 分 泌 并 参 与 M O N O 的 激 活 [ 1 7 - 1 9 ]。 作 为 肝

功 能 的 重 要 指 标 ， T B I L 升 高 提 示 肝 功 能 异 常 。

肝 脏 功 能 障 碍 降 低 了 肝 脏 清 除 内 毒 素 的 能 力 ， 其

主 要 活 性 成 分 脂 多 糖 进 入 体 循 环 。 当 脂 多 糖 与

MONO表面的相应受体结合时，一系列的信号转导

可 诱 导 大 量 的 炎 症 介 质 ， 导 致 全 身 炎 症 反 应 综 合

征（systemic inf lammatory response syndrome，

SIRS）的发生 [20-21]。一方面，SIRS导致组织内高

代 谢 状 态 ， 组 织 内 氧 需 求 量 增 加 ， 肠 上 皮 细 胞 氧

分压降低。另一方面，由于SIRS灌注量低，肾素-

血 管 紧 张 素 的 激 活 引 起 小 动 脉 收 缩 ， 而 小 肠 缺 血

又进一步加剧了小动脉的收缩 [ 22]。此外，在 动物

研 究 中 发 现 大 量 的 炎 症 介 质 使 肠 道 黏 膜 的 通 透 性

增加 [ 23]。肠黏膜屏障因缺氧、缺血和肠黏膜 通透

性增加遭到破坏，导致肠道菌群的改变。L i 等 [ 24] 

的 研 究 表 明 ， T B I L 与 内 毒 素 呈 正 相 关 ， 而 血 浆

内 毒 素 水 平 与 慢 性 重 型 肝 炎 患 者 粪 肠 杆 菌 数 量 呈

正相关。研究发现HC C 患者伴随着双歧杆菌的减

少，肠杆菌的增加，循环MONO的激活[14]。此外，

Chen等 [25]的研究证实了肠道菌群与MONO亚群之

间 的 密 切 联 系 。 这 些 结 果 与 本 研 究 结 果 一 致 。 本

研 究 证 明 了 肝 功 能 、 炎 症 指 标 与 肠 道 菌 群 的 相 关

性 ， 提 示 肝 功 能 损 伤 和 炎 症 的 治 疗 有 利 于 促 进 肠

道菌群的平衡，也为肠道菌群干预作为HC C 的治

疗靶点提供了理论依据。

性 别 与 肠 道 菌 群 具 有 相 关 性 ， 女 性 和 男 性 的

肠道菌群存在明显的差异[26]。Huang等[27]发现，兼

性 厌 氧 细 菌 相 对 丰 度 的 增 加 和 厌 氧 细 菌 相 对 丰 度

的降低可以作为女性HC C 的风险指标，但对 于男

性HC C 无效，因为雌性的肠道菌群比雄性对 肝损

伤 更 敏 感 。 本 研 究 结 果 也 发 现 了 类 似 的 现 象 ， 即

兼性厌氧菌肠杆菌在女性HCC中比在男性HCC中

更 为 丰 富 。 男 性 和 女 性 肠 道 菌 群 的 差 异 不 仅 有 利

于建立不同的HC C 预警模型，也为肠道菌群 的调

节提供了不同的针对性干预措施。

此外，本研究结果还提示GLU是HCC患者肠

杆菌的主要影响因素之一，两者呈正相关。HC C

的 发 生 伴 随 着 代 谢 功 能 的 改 变 ， 从 而 引 起 血 糖 的

改变。葡萄糖转运蛋白GLUT2直接参与高血糖对

肠 上 皮 细 胞 的 转 录 重 编 ， 改 变 肠 上 皮 细 胞 紧 密 连

接 和 黏 附 连 接 的 完 整 性 ， 增 加 了 肠 道 屏 障 的 通 透

性，引起肠道菌群的改变 [ 28]。还有研究发现 肠道

菌群与个体化血糖控制相关 [29]。以往研究 [30]和本

研究都证实了血糖与肠道菌群的相关性。这意味着

良好的血糖控制有助于个人保持肠道菌群的平衡。

综上所述，MONO、TBiL、性别和GLU被证

实影响HCC患者的肠道菌群，从而导致ID。这些

因素与肠道菌群的相关性可能为HC C 患者肠 道菌

群 的 调 节 提 供 潜 在 靶 点 ， 同 时 也 为 肠 道 菌 群 干 预
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治疗HCC提供理论依据。
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