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肠道菌群及代谢物在不同转移状态肠癌患者中的差异分析
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（1.兰州大学第一临床医学院，兰州 730000；2.兰州市第一人民医院血液科，兰州 730000）

【摘 要】目的：本研究通过对不同转移状态的结直肠癌（colorectal cancer，CRC）患者肠道菌群及粪便代谢物的联合分析，探讨

二者对CRC发生、发展的影响。方法：选取符合纳入标准的CRC患者及本地健康人群为研究对象，分为健康组（C组）、CRC无

远处转移组（S组）、CRC单发转移组（DZ组）、CRC多发转移组（Z组），将患者的粪便样本进行 16S rDNA 和非靶向代谢组学分

析，分析不同组间肠道菌群及代谢物差异，并通过 Spearman相关性分析揭示菌群-代谢物关联。结果：①菌群多样性：四组间

肠道菌群Alpha多样性差异无统计学意义（P>0.05），Beta多样性具有统计学差异（P<0.05）。②菌群组成：变形菌门、厚壁菌门、

拟杆菌门、放线菌门为主要差异菌群。不同组别间肠道菌群组成形成差异，宏基因组序列分析及线性判别分析综合研究发现

除了DZ组与Z组肠间道菌群无明显差异性外，其余组间肠道菌群均存在差异性。③代谢物差异：关键差异代谢物包括：哈帕

吲哚D（S组高表达）、章鱼碱（DZ/Z组高表达）和次黄嘌呤（Z组高表达）。④菌群-代谢物关联：粪便代谢物与肠道差异菌属表

现出明显的相关性，如毛螺菌属 NK4A136 组和韦荣氏球菌属与丙氨酸-亮氨酸呈正相关（P<0.05）；毛螺菌属 NK4A136 组和

F0058与亮肽素呈明显负相关。结论：不同转移状态CRC患者肠道菌群及粪便代谢物存在差异，CRC的发生、发展可能与肠道

菌群及粪便代谢物存在关联。
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Differences in gut microbiota and metabolites between colorectal cancer 
patients with different metastatic statuses
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【Abstract】Objective：To investigate the differences in gut microbiota and metabolites between colorectal cancer（CRC） patients with 
different metastatic statuses，as well as their influence on the development and progression of CRC. Methods：The CRC patients who 
met the inclusion criteria and local healthy individuals were enrolled as subjects，and they were divided into healthy group（group C），

CRC without distant metastasis group（group S），CRC with single metastasis group（group DZ），and CRC with multiple metastases group
（group Z）. Fecal samples were collected，and 16S rDNA sequencing and untargeted metabolomics analysis were performed to investi⁃
gate the differences in gut microbiota and metabolites between groups，while a Spearman correlation analysis was performed to reveal 
the correlation between gut microbiota and metabolites. Results：As for the diversity of gut microbiota，there was no significant differ⁃
ence in alpha diversity between the four groups（P>0.05），but there was a significant difference in beta diversity between the four 
groups（P<0.05）. As for the composition of gut microbiota，Proteobacteria，Firmicutes，Bacteroidetes，and Actinobacteria were the main 
differentially expressed bacteria，and there was a difference in the composition of gut microbiota between groups； metagenome sequenc⁃
ing and linear discriminant analysis showed that there was a significant difference in gut microbiota between all groups except between 
group DZ and group Z. As for metabolites，key differentially expressed metabolites included Hapalindole D（highly expressed in group 
S），Octopine（highly expressed in groups DZ and Z），and Hypoxanthine（highly expressed in group Z）. As for the correlation between 
gut microbiota and metabolites，fecal metabolites were significantly correlated with differentially expressed bacteria in gut microbiota； 
for example，Lachnospiraceae NK4A136 and Veillonella were positively correlated with the alanine-leucine peptide fragment（P<

0.05），while Lachnospiraceae NK4A136 and F0058 were negatively 
correlated with leupeptin. Conclusion：There are differences in gut 
microbiota and fecal metabolites between CRC patients with differ⁃
ent metastatic statuses，and the development and progression of 
CRC may be associated with gut microbiota and fecal metabolites.
【Key words】colorectal cancer；gut microbiota；metabolomics；meta⁃
static status
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）作为常见的

恶性肿瘤，严重影响我国人民的身体健康。根据

2024年发布的中国国家癌症中心的最新数据，2022
年 CRC 在我国男性人群中发病率高达 4.67/10 万，

位列第二位，在女性人群中发病率为 30.32/10万，位

列第四位；死亡率方面，CRC男性死亡率为 19.78/10
万，位列男性恶性肿瘤死亡率第四位，女性死亡率

为 14.1/10 万，位列女性恶性肿瘤死亡率第二位[1]。

CRC患者发展到后期通常伴有远处转移，虽然目前

除了传统的化疗药物，已有众多靶向、免疫药物相

继问世，但 CRC 的整体生存率仍低，尤其是晚期转

移性 CRC 的患者因无法通过手术完全切除原发及

转移灶，预后差生存期短，5年的生存率仅为 14%[2]。

对于同样发生转移的晚期CRC患者，单处转移癌患

者预后强于多处转移癌患者。临床上迫切需要新

的方法和策略来早期诊断，同时也需要新的方法、

手段来预测和干预远处转移。与大多数肿瘤一样，

CRC的发病机制也很复杂，其危险因素主要包括家

族遗传、生活方式和环境因素等[3]。越来越多的证

据表明，肠道菌群失衡与 CRC 的发生、发展之间有

着相关联系[4-6]。

人体肠道内存在大量微小的细菌，这些微生物

可以在人体的消化吸收、免疫防御病原体等生理活

动中起到巨大作用。大量研究表明肠道的菌群平

衡失调可以对肠道的微生态系统以及肠道的细胞

运动产生负面效应，一些肠道病原体可以通过塑造

肿瘤微环境或形成生物膜来推动肿瘤的发生、发

展[7]。越来越多的证据表明肠道菌群失调是CRC发

生及转移的一个重要危险因素。既往研究通过对

CRC患者的肠道菌群分析表明，随着肿瘤的进展一

些菌群的丰度逐渐增加（如具核梭杆菌），具核梭杆

菌可通过激活 TLR4 信号促进 CRC 的转移，提示肠

道菌群可能参与 CRC 的发生、发展[8-9]。此外，肠道

微生物的胆汁酸代谢、氨基酸代谢和短链脂肪酸代

谢也被认为与CRC的发生及转移相关[10]。

尽管宏基因组学研究已发现 CRC 患者肠道菌

群特征性改变（如具核梭杆菌富集），但针对不同转

移状态的菌群-代谢物变化的研究仍存在空白。基

于此现象，研究不同转移状态的肠癌患者的肠道菌

群及代谢物的差异有可能为CRC患者的早期诊断、

转移预测及治疗提供新的手段。

1　对象与方法

1.1　对象

本次研究选取 2021年 11月至 2023年 11月在兰州市第

一人民医院肿瘤科及兰州大学第一医院结直肠外科、肿瘤内

科病理确诊为 CRC 的患者，且病理诊断均为腺癌。此外还

招募本地且同期体检的健康人群，归为 C组，CRC无远处转

移的患者为 S组，CRC单发转移的患者为DZ组，CRC多发转

移的患者为Z组。纳入标准：C组：完善肠镜无消化道肿瘤。

S 组：经病理学检查确诊为 CRC，经影像学检查（CT、MRI 或
PET-CT）确认未发生远处转移。DZ 组：经病理学检查确诊

为CRC，且通过影像学检查确认仅存在一个转移灶，转移部

位主要为肝、肺等其中之一。Z 组：经病理学检查确诊为

CRC，且通过影像学评估确认存在两处或以上的远处转移

灶。排除标准：①患有急性或慢性肠道炎症性疾病。②近 3
个月使用过抗生素、益生菌、免疫抑制剂、化疗药物或有放疗

史。③合并心脏病、肾功能不全、慢性肝病等严重系统性疾

病。④存在其他可能影响肠道菌群的疾病。⑤患有严重的

心理或精神疾病，无法有效配合研究。

1.2　研究方法

1.2.1　资料收集　通过医院电子病历系统，收集研究对象的

一般资料，包括年龄、性别、体重指数、吸烟史、饮酒史、肿瘤

原发灶部位。不同组别研究对象一般资料比较，差异无统计

学意义（P>0.05），具有可比性。本研究经医院伦理委员会审

批同意（2021A-19），所有研究对象均签署知情同意书。

1.2.2　肠道菌群检测　采集研究对象自然排出的新鲜粪便

样本 5~10 g，放入无菌采样管中，用冰盒将其转运至实验室，

于 20 min 内转入-80 ℃冰箱冻存待分析。所有标本标注均

详细记录采样时间及信息，在标本进行检测前均经质控后去

除不合格标本。提取肠道微生物的基因组 DNA：QIAamp 
DNA Stool Mini Kit（Qiagen），使用 16S rDNA 进行扩增：V3-
V4区扩增（引物 338F/806R），并通过 Illumina平台进行高通

量测序。测序数据经过严格的质量控制和过滤处理，采用R
软件和 QIIME软件和生物信息学工具等进行操作性分类单

元聚类，并计算各组样本的Alpha多样性和Beta多样性。利

用宏基因组序列分析、线性判别分析效应大小分析和差异分

析工具比较CRC不同转移状态患者及健康人群的肠道菌群

组成，进一步使用随机森林等机器学习算法筛选出与 CRC
转移相关的特征菌群。

1.2.3　粪便代谢物检测　使用超高压液相色谱仪 Shimadzu
（Nexera X2 LC-30AD）及 ACQUITY UPLC BEH Amide 色谱

柱（Waters公，型号：1.7 µm，2.1 mm× 100 mm column）进行色

谱分析。使用Q Exactive Plus质谱仪（Thermo Scientific）进行

质谱分析。通过 UPLC-Q Exactive Plus 系统（ESI+/ESI-模

式）进行代谢组学分析。
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1.3　统计学方法

将所得数据采用 R4.0.1 软件和 SPSS（v.23.0）进行统计

分析。分类变量采用百分比和频率表示，而连续变量采用

平均值±标准差（x±s）表示。将所得数据采用非参数

检 验（Kruskal-Wallis 检验）及事后检验，多重比较校正

（Benjamini-Hochberg 校正）。采用 Spearman 统计方法计算

明显差异代谢物与明显差异菌群之间的相关系数，并进行明

显性检验。利用 R以及 cytoscape等工具对计算结果进行进

一步的分析，探索菌群与代谢物之间的相互作用关系。检验

水准α=0.05。

2　结 果

2.1　各组一般资料

C组、S组、DZ组、Z组 4组人群在年龄、性别、吸烟史、饮

酒史、体质指数（body mass index，BMI）、肿瘤原发部位等

方面，经卡方检验，结果均差异无统计学意义（P>0.05），

见表 1。
2.2　肠道菌群差异分析

肠道菌群多样性比较：对各样本计算 Chao1、Simpson、
Shannon、Plelou_e、Observed_species、Faith_pd、Goods_cover⁃
age 等，并使用 Kruskal-Wallis 秩和检验和 dunn’test 作为事

后检验，得出 P 值，P 值结果分别为 0.29、0.11、0.062、0.056、
0.096、0.61、0.78，均>0.05，提示各组肠道菌群的 Alpha 多样

性指数没有统计学差异（图 1）。通过对肠道菌群的距离矩

阵和主坐标分析（PCoA分析），发现各样本之间的菌群组成

存在一定的差异。距离矩阵显示，组间距离较远，说明肠道

菌群组成差异较大，提示 4组之间菌群结构存在差异，使用

QIIME2 软件进行差异分析，P 值结果分别为 0.017、0.001、
0.019，均<0.05，说明了 4组间肠道菌群在Beta多样性中差异

有统计学意义，见图2A~C。

对 4组肠道菌群的群落进行了分类学组成成分分析，结

果提示门水平中占比最高的物种为厚壁菌门，纲水平占比最

高的物种为梭菌纲，目水平占比最高的物种为梭菌目，科水

平占比最高的物种为瘤胃球菌科，属水平占比最高的物种为

拟杆菌属，见表2。
通过比较 4组之间肠道菌群的双聚类热图的结果，本课

题组发现了明显的差异，如在C组中大肠埃希菌-志贺菌属、

难辨梭菌属、无害梭菌组的丰度明显升高。在 S组中粪杆菌

属、副拟杆菌属、巨单胞菌属等的丰度明显高于其他 3 组。

在 DZ 组中毛螺菌科_NK4A136 组、融合链球菌属、乳酸菌、

假单胞菌属等丰度明显高于其他组。在 Z 组中丹毒菌科

_UCG−003、梭杆菌属、克雷伯氏菌属等丰度明显高于其他 3
组，见图3。

通过MetagenomeSeq分析发现：C组与 S组进行对比，差

异的肠道菌群主要为厚壁菌门及变形菌门，厚壁菌门门水平

下为乳酸杆菌目、梭菌目、丹毒丝菌目，变形菌门门水平下为

β-变形菌目。C组与 DZ组比较差异主要为拟杆菌门，拟杆

菌目。C组与 Z组之间差异物种为厚壁菌门，门水平下主要

为梭菌目。DZ组与 S组差异的菌群主要为厚壁菌门下乳酸

杆菌目。DZ组与Z组之间的肠道菌群无差异性。

2.3　粪便标本非靶向代谢物差异分析

正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）是另一种有效率

的判别分析统计方法。该方法利用最小偏二乘回归建立了

代谢物表达与样品类别之间关系的模型，从而实现了样品类

别的预测。OPLS-DA模型分析了不同组别之间代谢物的差

异，OPLS-DA 得分显示 C组、S组、DZ组、Z组分布在不同的

区域，结果表明，OPLS-DA 模型拟合良好，具有良好的预测

能力，提示组间代谢物存在明显差异，见图4。
为了深入探究 4组在代谢层面的差异，对各组间的差异

代谢物构建了详细的热图，并借助聚类分析方法，分别对样

本与差异代谢物进行了聚类处理。结果显示，C组中的样本

在聚类图上紧密聚集，表明该组样本的代谢物表达模式具有

较高的相似性。相比之下，其他 3个分组（S组、DZ组、Z组）

的样本在聚类中则呈现出混合状态，暗示这 3组样本的代谢

物表达模式相对接近。进一步观察整体代谢物表达情况，发

表 1　不同组别在一般资料的差异分析

一般资料

性别

吸烟

饮酒

年龄

BMI
肿瘤部位

男

女

不吸烟

吸烟

不饮酒

饮酒

结肠

直肠

组别（%）

C组（n=10）
6（60.00）
4（40.00）
7（70.00）
3（30.00）
6（60.00）
4（40.00）

62.20±9.81

24.62±1.08

-
-

S组（n=14）
8（57.14）
6（42.86）
9（64.29）
5（35.71）
8（57.14）
6（42.86）

60.71±14.74

22.62±3.12

8（57.14）
6（42.86）

DZ组（n=15）
9（60.00）
6（40.00）

10（66.67）
5（33.33）
9（60.00）
6（40.00）

58.20±9.36

23.05±3.15

6（40.00）
9（60.00）

Z组（n=26）
17（65.38）

9（34.62）
17（65.38）

9（34.62）
16（61.54）
10（38.46）

55.00±11.70

21.82±3.26

10（38.46）
16（61.54）

统计量

0.302

0.097

0.073

1.253
2.215
1.402

P值

0.960

0.992

0.995

0.298
0.095
0.496
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现大部分代谢物在C组中呈现高表达状态，而在DZ组、S组、

Z组 3组中仅有少量代谢物表达上调，特别是DZ组，其代谢

物表达普遍偏低。其中C组哥伦比亚苷配基、酪氨酸、β-丙
氨酸明显增加；S组哈帕吲哚D、对丙烯基苯甲醚、甘油三乙

酸酯增加；DZ 组章鱼碱、肌酸增加；Z 组维生素 B2、次黄嘌

呤、亚麻酸增加；通过对差异代谢物聚类热图的细致观察，明

确各组代谢物的表达模式特点，为后续研究提供了重要依

据，见图5。
进一步对差异代谢的通路富集分析发现：ABC转运体、

苯丙氨酸/精氨酸代谢、蛋白质的消化和吸收在各肠癌组（S

图 1　 Alpha 多样性指数的分组箱线图

图 2　四组间主坐标分析图

—— 4



重庆医科大学学报 Journal of Chongqing Medical University

组、DZ组、Z组）中均高于健康组（C组）。在各肠癌组（S组、

DZ组、Z组）中ABC转运体途径、氨基酸代谢、蛋白质的消化

和吸收是共同的主要代谢途径，表明其与 CRC 的转移关联

性强，见图6A~E。

表 2　各水平前 10 位物种组成成分名称

门

厚壁菌门

拟杆菌门

变形菌门

放线菌门

疣微菌门

梭杆菌门

互养菌门

蓝细菌门

螺旋体门

软壁菌门

纲

梭菌纲

拟杆菌纲

γ-变形菌纲

芽孢杆菌纲

放线菌纲

负菌门纲

丹毒丝菌纲

疣微菌纲

梭杆菌纲

红蝽菌纲

目

梭菌目

拟杆菌目

肠杆菌目

乳杆菌目

双歧杆菌目

月形单胞菌目

假单胞菌目

丹毒丝菌目

疣微菌目

β-变形菌目

科

瘤胃球菌科

毛螺菌科

拟杆菌科

肠杆菌科

双歧杆菌科

乳杆菌科

普雷沃氏菌科

韦荣氏菌科

假单胞菌科

链球菌科

属

拟杆菌属

粪杆菌属

埃希氏菌-志贺氏菌属

双歧杆菌属

罕见小球菌属

乳杆菌属

阿加托杆菌属

布劳特氏菌属

普雷沃氏菌属9
假单胞菌属

图 3　双聚类的属水平物种组成热图
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2.4　肠道菌群与代谢产物的关系

为了深入理解菌群与代谢物之间的潜在联系，对前三十

位的差异代谢产物及差异菌属进行 Spearman 相关分析，并

使用聚类相关性热图展示结果。每一行表示 1个代谢物，每

一列表示 1种菌属。上侧树杈表示对菌属进行聚类的结果，

左侧树杈表示对代谢物进行聚类分析的结果，红色代表正相

关性，蓝色则代表负相关性，***表示相关性检验P<0.01,*表
示相关性检验 0.05<P>0.01。结果发现某些代谢物与差异菌

属表现出明显的相关性。其中毛螺菌属 NK4A136 组、韦荣

氏球菌属、臭杆菌属及F0058与代谢物之间联系最密切。毛

螺菌属 NK4A136组和韦荣氏球菌属与丙氨酸-亮氨酸呈正

相关（P<0.05）；毛螺菌属 NK4A136 组和 F0058 与亮肽素呈

明显负相关；臭杆菌属和环三聚藜芦烯呈明显负相关，见

图 7。

图 4　四组间 OPLS-DA 评分图

图 5　四组间差异代谢物的列聚类热图
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图 6　四组间 KEGG 途径富集的气泡图

图 7　差异菌群与差异代谢产物相关性层次聚类热图

—— 7



重庆医科大学学报 Journal of Chongqing Medical University

3　讨 论

人体内有大量的微生物，达到 1 014种以上[11]。

这些微生物群落以非常微妙的关系保持共存，影响

免疫系统，并通过调节宿主的代谢功能和组织结构

防止病原体的入侵，从而帮助维持肠道的平衡[12-14]。

肠道微生物可诱发正常组织的慢性炎症，造成组织

损伤，并产生氧化应激，从而出现不典型增生，最终

导致肿瘤的发生[7,15]。既往的研究提示肠道菌群与

CRC 的发生、转移密切相关，本研究揭示了不同转

移阶段CRC患者存在特异性肠道微生态特征。

通过对 4 组样本进行多样性分析，结果发现 4
组肠道菌群Alpha多样性差异无明显的统计学意义

（P>0.05），但组间呈现下降趋势，Beta多样性分析提

示组间具有差异性（P<0.05），可能由于本研究样本

量较少，故未发现明显的Alpha多样性差异。

本研究发现组间出现了一些独特的双聚类，这

些双聚类中的物种可能与CRC的生物学活性有关，

同时研究通过结果提示C组、S组、DZ组以及Z组的

肠道菌群存在明显差异组成的菌落，其中拟杆菌门

通过异常胆汁酸代谢增加CRC患病风险，还可能参

与肠道免疫功能促进CRC的发展；拟杆菌目通过破

坏肠道微生态平衡参与CRC的发生发展，这也符合

先前的研究结果。研究表明，CRC患者肠道菌群中

厚壁菌门的相对丰度发生了改变，这可能与一些代

谢产物相关如胆汁酸、丁酸等；而梭菌目中的一些

细菌可能具有促炎特性，参与到 CRC 发生进程中，

这与之前研究结论相符合[16]。乳酸菌目对肠道菌群

具有保护作用，当丰度减少可导致菌群失调，间接

影响 CRC 的发生。DZ组与 Z组之间的肠道菌群无

差异性，推测这与肠道菌群在CRC不同转移状态下

可能受到的共同影响因素如饮食、生活方式等有

关，也有可能是样本数量的误差，掩盖了多发与单

发转移之间的差异。增大样本量后，可能会出现不

同的表现。此外这也进一步说明，CRC单发转移或

多发转移的机制比较复杂，可能意味肠道菌群不能

作为区分多发转移或单发转移的指标，需要寻找其

他更有效的生物标志物。

人体的代谢能力主要由人体和肠道菌群共同

影响发挥作用。这些代谢物，如胆汁酸、脂肪酸、氨

基酸和维生素等通过与宿主特定的细胞膜或核受

体结合来调节宿主的肠道代谢平衡[17-19]。肠道细菌

还可以分解多糖、纤维素等无法被人体小肠分解吸

收的物质，产生可以被吸收进入机体循环的小分子

有机物，以实现与宿主的接触，进一步调控人体的

代谢[20]。代谢学是 1项侧重于确定生物样本中宿主

的代谢基础的研究，目的就是发现代谢过程中发生

的某些变化形成的疾病机制。越来越多的证据表

明，CRC的发生及转移受肠道微生物群及其代谢产

物的影响[21-25]。本研究通过粪便非靶向代谢组学分

析 4 组之间的代谢物发现：4 组之间代谢物存在明

显差异，C组以抗氧化、能量代谢相关物质高表达为

特征，而 S组、DZ组、Z组逐渐出现缺氧代谢（如章鱼

碱）、炎症相关代谢物（如亚麻酸）和 DNA 损伤标志

物（次黄嘌呤）；DZ 组、Z 组中厌氧代谢产物（章鱼

碱）和能量代谢增强（肌酸）明显，提示转移灶对微

环境的适应性改变。哈帕吲哚 D（S 组高表达）、章

鱼碱（DZ组、Z组高表达）和次黄嘌呤（Z组高表达）

可能作为区分不同阶段的候选标志物。

肠道微生物组与代谢组的相关性分析发现，某

些代谢物如丙氨酸-亮氨酸或细菌属（如毛螺菌属

NK4A136、韦荣氏球菌属）与多个其他变量有明显

相关性，可能在整个肠道生态系统中起着关键作

用。既往研究提示毛螺菌属 NK4A136 组的丰度在

CRC 患者中明显增加，其可能通过短链脂肪酸（如

丁酸盐）的代谢调控宿主氨基酸代谢[26]。丁酸盐可

通过增强肠上皮细胞能量代谢，促进氨基酸的吸收

与合成，尤其是丙氨酸和亮氨酸。既往关于CRC患

者的代谢组学分析中，韦荣氏球菌属的丰度变化与

短链脂肪酸（如丙酸）水平相关，可能通过微生物-
宿主代谢互作影响氨基酸代谢通路（如可能促进丙

氨酸的生成）[27]这可能暗示了这些代谢物和微生物

之间存在潜在的关联，从而共同促进 CRC 的发生、

发展及转移，但具体机制尚不明确，需要更多的研

究进一步证实。

综上所述，肠道菌群与代谢物在不同转移状态

下的CRC患者中存在差异，提示肠道菌群及其代谢

物可能与 CRC 的发生、发展相关，有利于对 CRC 的

进一步研究。二者联合检测有望成为精准诊疗的

新型生物标志物组合，靶向菌群-代谢物轴的干预

策略（如益生菌联合代谢调节剂）可能成为极具前

景的治疗方向。
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