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粪便 Fn与 miR-20a在结直肠癌患者中的表达

及对其发生的预测价值

陈卫丰，谢何杰，熊燕，陈芳玲

【摘要】目的 探讨粪便具核梭杆菌（Fn）与 miR-20a在结直肠癌（CRC）患者中的表达及对其发生的预测价值。方

法 收集 2023年 1月至 2024年 2月丽水市第二人民医院收治的CRC患者 100例（CRC组），化疗疗效评估结束

后入组。另选同期来院就诊的结直肠良性腺瘤患者 100例（良性组）及健康体检者 100例（对照组）。采用 qRT-
PCR检测 3组受试者粪便 Fn相对丰度和 miR-20a的水平；3组分别随机抽取 20例，采用 16S rRNA对粪便肠道菌

群进行测序，分析粪便肠道菌群多样性（Chao1指数、Ace指数及 Shanon指数）；采用酶联免疫吸附法检测 3组血清

肿瘤坏死因子（TNF- ）、白细胞介素-6（IL-6）和 IL-1 的表达水平；采用受试者工作特征曲线（ROC）分析粪便 Fn和
miR-20a水平对 CRC发生的预测效能。结果 对照组、良性组及 CRC组 Chao1指数依次降低，但差异无统计学意

义（ ＞ 0.05），Simpson指数依次升高（ ＜ 0.05），Shannon指数依次降低（ ＜ 0.05）。对照组有分类操作单元 540

个，良性组 473个，CRC组 841个；相对于对照组和良性组，CRC组肠道最优势菌为 Fn。3组粪便总细菌含量差异无

统计学意义（ ＞ 0.05），CRC组 Fn含量及miR-20a水平均显著高于对照组及良性组（均 ＜ 0.05）。 CRC组血清

TNF- 、IL-6及 IL-1 水平均显著高于对照组与良性组（均 ＜ 0.05）。ROC曲线分析显示，粪便 Fn、miR-20a单独及

两者联合预测 CRC发生的 分别为 0.842、0.888及 0.912，两者联合预测 CRC发生的价值更高。结论 CRC患

者粪便肠道菌群多样性显著下降，Fn可能调控慢性炎症和miR-20a表达参与CRC发生、发展；粪便Fn含量及miR-20a

水平对 CRC发生预测准确率较高，两者联合有助于提高 CRC早期无创诊断效率。
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是全世界癌

症死亡的第二大病因[1]，一般需经历结直肠良性腺瘤、慢

性炎症后才转变为恶性腺瘤，故早期诊断意义重大[2]。

研究证实，肠道菌群在 CRC的发生、发展和转移中

扮演重要角色[3]。高通量测序分析结果显示，肠道关

键功能菌具核梭杆菌（fusobacterium nucleatum，Fn）
在CRC患者肠道菌群中含量升高，其能长期介导宿

主肠道黏膜炎症级联反应，可能在CRC炎癌转变过

程中发挥重要作用，且 Fn高含量与 CRC患者化疗

耐药程度具备一定相关性[4]。MicroRNA（miRNA）
芯片检测结果表明，与癌旁组织相比，miR-20a在CRC

组织中明显升高。肠道中 Fn丰度变化可能加速 CRC

的形成，从而改变miR-20a在粪便中的含量 [5]。本研

究拟探讨粪便 Fn与miR-20a在 CRC患者中的表达

及对其发生的预测价值，现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集 2023年 1月至 2024年 2月丽

水市第二人民医院收治的 CRC 患者 100例（CRC

组），纳入标准：（1）临床资料完整，（2）经病理检查确

诊为CRC，（3）近 3个月内未接受过抗生素治疗，（4）
认知功能正常。排除标准：（1）近 3个月内接受过侵

入性医疗干预者，（2）长期素食者，（3）合并肠道炎性

疾病或其他类型癌症者，（4）合并其他重大器官障碍

性疾病者。另选同期来院就诊的结直肠良性腺瘤患

者 100例（良性组）及健康体检者 100例（对照组），良

性组均经结肠镜检查及病理活检检查确诊。CRC组

患者均采用统一的标准化疗方案（mFOLFOX6方案），

定期监测血液学指标，化疗疗效评估结束后入组。本
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1.2 方法

1.2.1 标本采集 采集每位受试者晨起粪便样本30g，
置于无菌采集管中，并立即转移至–80℃储存。

1.2.2 粪便细菌 DNA 和 miRNA 提取 采用

QIAamp® DNA Stool Mini Kit No. 51504（德国凯杰

生物工程有限公司）抽提粪便样本（0.2 g）的细菌

DNA，实验过程操作参照试剂盒说明书。采用琼脂

糖电泳检测粪便总DNA的完整性，抽提获得的DNA

保存于–20℃备用。将粪便样本在 Trizol LS试剂中

匀浆化，再加入 200 l氯仿，涡旋混匀。参照miRNeasy

Mini试剂盒（德国凯杰生物工程有限公司）说明书，从

Trizol LS-氯仿混合物中提取总 RNA（含miRNA）。使
用 50 l RNase-free水洗脱溶解获得的总 RNA。
1.2.3 qRT-PCR 检测粪便 Fn 相对丰度 采用定制

TaqMan 探针/引物对 Fn 进行荧光定量 PCR 分析，

FAM探针：5’-GTTGACTTTACAGAAGGAGATT-
ATGTAAAAATC-3’；实验使用引物为 F：5’-CAAC-
CATTACTTTAACTCTACCATGTTCA-3’，R: 5 ’-
GTTGACTTTACAGAAGGAGATTATGTA-

AAAATC-3’。以 E.coli ATCC 25922作为参考进行

定量，构建标准曲线，以总细菌作为参照计算 Fn的
相对丰度，总细菌引物为F：5’- TCCTACGGGAGG-
CAGCAGT-3’，R：5’-GGACTACCAGGGTAT-

CTATCCTGTT-3’。使用 ABI 7900HT定量 PCR仪

（美国赛默飞世尔科技公司）进行扩增和检测。每个

样本进行 3次重复检测，取平均值。

1.2.4 qRT-PCR 检测粪便 miR-20a 的水平 采用

TaqMan miRNA 逆转录试剂盒（美国赛默飞世尔科

技公司）对粪便提取的 DNA进行逆转录。使用 Ta-
qMan has-miR-20a 方 法（成 熟 序 列：UAAAG-
UGCUUAUAGUGCAGGUAG；测试 ID：000580）
（美国赛默飞世尔科技公司）进行miR-20a表达水平

检测，并使用 7500实时定量 PCR系统（美国赛默飞

世尔科技公司）进行扩增和检测。每个样本进行 3

次重复检测，依据 Ct值计算相对表达水平。

1.2.5 粪便菌群高通量测序 3组分别随机抽取 20

例，将 1 g患者粪便样本转移至采样管，后转移至厌

氧箱中操作，添加 0.9%氯化钠注射液（1 g∶10 ml）
后涡漩混匀。对菌悬液进行过滤后提取菌液基因组

DNA，采用 16S V3～V4区特异性引物进行PCR扩

增。使用建库试剂盒（美国 illumina公司）构建文库，

质检合格后，在 Nova Seq 6000测序仪中进行测序。

对测序序列进行质控、拼接、过滤和物种注释，以

97%一致性标准将测序序列聚类为分类操作单元

（operational taxonomic units，OTU）。采用 QIME2

软件分析Alpha多样性（包括 Chao1指数、Ace指数

及 Shanon指数）和群落组成。采用 LEfSe法探究组

间差异菌群。肠道菌群 16S rRNA测序由北京百迈

客生物科技有限公司完成。

1.2.6 炎症因子检测 患者血清肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor ，TNF- ）、白细胞介素-6（in-
terleukin- 6，IL-6）和 IL-1 的表达水平采用酶联免疫

吸附法检测，使用试剂盒购自武汉伊莱瑞特生物科

技股份有限公司。

1.3 统计方法 数据采用 SPSS 20.0软件分析，正

态分布计量资料采用均数±标准差表示，采用 检验

或LSD- 检验；非正态分布计量资料采用 （ 25，75）

表示，采用Wilcoxon秩和检验。计数资料采用例数

表示，采用 2检验。采用受试者工作特征曲线（ROC）

分析粪便 Fn和miR-20a水平对 CRC发生的预测效

能。 ＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 基线资料比较 3组性别、年龄及体质量指数

（BMI）差异均无统计学意义（ ＞ 0. 05），见表 1。
2.2 肠道菌群 Alpha多样性分析 对照组、良性组

及CRC组Chao1指数依次降低，但差异无统计学意

义（ ＞ 0.05），Simpson指数依次升高（ ＜ 0.05），
Shannon指数依次降低（ ＜ 0.05），见表 2。
2.3 肠道菌群 OTU 分析 对照组有 OTU 540个，

良性组 473个，CRC组 841个。相对于对照组和良

性组，CRC组肠道最优势菌为 Fn，见图 1。
2.4 粪便 Fn 和 miR-20a 水平比较 3组粪便总细

菌含量差异无统计学意义（ ＞ 0.05）。CRC组 Fn

含量及miR-20a水平均显著高于对照组及良性组（均

＜ 0.05），见图 2。
2.5 血清炎症因子水平比较 3组 TNF- 、IL-6及
IL-1 水平差异均有统计学意义（均 ＜ 0.05），CRC

组血清TNF- 、IL-6及 IL-1 水平均显著高于对照组

与良性组（≥13.88，均 ＜ 0.05），见表 3。
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表 2 3组肠道菌群 Alpha多样性分析

组别 例数 Chao1指数 Simpson指数 Shannon指数

对照组 20 945.79±289.45 0.77（0.65，0.86） 6.89±1.46
良性组 20 937.38±274.17 0.86（0.74，0.92） 6.57±1.43
CRC组 20 924.52±268.32 0.95（0.91，0.99） 5.78±1.41
（ ）值 0.03 （3.65） 3.17
值 ＞ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

表 1 3组基线资料比较

组别 例数 性别（男/女，例） 年龄（岁） 体质量指数（kg /m2）

对照组 100 58/42 53.5±12.3 26.51±3.52
良性组 100 64/36 53.4±12.5 26.36±3.47
CRC组 100 67/33 53.3±12.6 26.48±3.49
（ 2）值 （1.80） 0.00 0.05
值 ＞ 0.05 ＞ 0.05 ＞ 0.05

注：A为 OTU交集韦恩图，B为组间差异分析

图 1 粪便菌群高通量测序 OTU情况和差异分析
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图 2 3组粪便总细菌、Fn及 miR-20a水平比较
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2.6 粪便 Fn 及 miR-20a 水平对 CRC 发生的预测

价值 结果显示，粪便Fn、miR-20a单独及两者联合

预测 CRC发生的 分别为 0.842（95% ：0.804

～ 0.879）、0.888（95% ：0.856～ 0.920）及 0.912

（95% ：0.896～ 0.923），敏感度对应为 0.736、0.748

及 0.853，特异度对应为 0.822、0.846及 0.818，准确

率对应为 0.779、0.797及 0.836。粪便 Fn和 miR-20a

水平对预测CRC发生准确性较高，两者联合可进一

步预测价值（ ＜ 0.05），见图 3。

3 讨论

CRC是临床常见恶性肿瘤[6]，83%患者确诊时已

属中晚期，其中 44%患者已发生肺、肝等组织转移，

较低的早期诊断率是提高 CRC 预后的瓶颈 [7]。目

前，结肠镜联合病理检查是 CRC筛查的“金标准”，

但不适合大规模人群筛查。肠道菌群也是肠道肿瘤

微环境的重要组成部分，其与CRC的生长和扩散密

切相关。国内外学者通过分子生物学手段发现，CRC

患者呈现肠道菌群显著失衡状态[8]。

Alpha多样性主要通过 Chao1、shannon及 Sim-
pson指数来反映物种均匀性和丰富度。Chao1指数

为估计物种总数的生态学常用指标，可用于估计群

落 OTU数目 [9]。本研究结果显示，对照组有 OTU

540个，良性组 473个，CRC组 841个。相对于对照

组和良性组，CRC组肠道最优势菌为 Fn。Simpson

指数是用来估算微生物多样性的指数之一，其值越

大，表明群落物种多样性越低。Shannon指数同样也

是反映微生物多样性的指数之一，其值越大，表明群

落物种多样性越高。本研究结果显示，对照组、良性

组及CRC组Chao1指数依次降低，但差异无统计学

意义（ ＞ 0.05），Simpson指数依次升高（ ＜ 0.05），
Shannon指数依次降低（ ＜ 0.05）。这表明相对于

对照组，CRC组患者肠道菌群物种多样性下降，肠道

菌群生态失调。

Fn被发现在 CRC患者结肠黏膜和粪便中高度

富集，Fn能入侵机体肠道组织，诱发肠道炎症疾病

的发生 [10]。部分研究表明，CRC患者的肠道组织中

Fn水平显著升高。另外，Fn可通过调控细胞自噬促

进 CRC化疗耐药[11]。本研究显示，CRC组肠道最优

势菌为 Fn。miRNA在 CRC的发生、发展中也发挥

着非常重要的调节作用，约半数miRNA的上游基因

位于染色体内与肿瘤相关的区域中[12]。表达谱芯片

研究发现，miR-20a可能是 CRC一种潜在的生物标

志物，miR-20a可通过下调 E-钙黏蛋白诱导上皮-间
质转化，从而介导结直肠癌细胞迁移和肿瘤转移。本

研究结果显示，CRC组 miR-20a水平显著高于对照

图 3 粪便 Fn和 miR-20a水平预测 CRC发生的 ROC曲线
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表 3 3组血清炎症因子水平比较 ng/L
组别 例数 TNF- IL-6 IL-1
对照组 100 12.67±3.27 21.38±4.79 14.38±2.12
良性组 100 12.64±3.38 22.04±4.68 14.26±2.34
CRC组 100 19.79±3.95 34.78±6.52 26.42±4.31
值 134.96 195.92 512.92
值 ＜ 0.05 ＜ 0.05 ＜ 0.05

注：TNF- 为肿瘤坏死因子，IL-6为白细胞介素-6，IL-1 为白细胞介素-1



现代实用医学 2024 年 10 月 第 36 卷 第 10 期
· 1289·

组和良性组，说明miR-20a在 CRC的发病机制中起

作用。miR-20a 的表达是否与肠道菌群如 Fn 等的

变化有关尚不明确，miR-20a与 Fn联合检测可能在

CRC诊断和预后评估中具有重要的应用价值。本研

究结果显示，粪便 Fn水平单独、miR-20a水平单独

及两者联合预测 CRC 发生的 分别为 0.842、
0.888及 0.912，两者联合预测可显著提高粪便Fn和
miR-20a 对 CRC 的临床预测价值。Fn 不仅本身能

作为一种致癌的因素，引起宿主炎症反应，而且还能

改变微生物菌群的结构并使之作为一个整体进一步

促进宿主炎症反应，诱发上皮细胞恶性增殖[13]。酶联

免疫分析结果显示，CRC组血清TNF- 、IL-6及 IL-1

水平显著高于对照组与良性组（均 ＜ 0.05）。
综上所述，CRC患者粪便肠道菌群多样性显著

下降，Fn 可能调控慢性炎症和 miR-20a 表达参与

CRC发生、发展；粪便 Fn含量及 miR-20a水平对

CRC 发生预测准确率较高，两者联合有助于提高

CRC早期无创诊断效率。
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