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　 　 【摘要】 　 目的　 优化氧化偶氮甲烷（ａｚｏｘｙｍｅｔｈａｎｅ，ＡＯＭ）联合葡聚糖硫酸钠（ｄｅｘｔｒａｎ ｓｏｄｉｕｍ ｓｕｌｆａｔｅ，ＤＳＳ）造模

结肠炎相关性结肠癌（ ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）方法并探究肠道菌群在 ＣＡＣ 中的发病机制。 方法

通过 ＡＯＭ 不同注射次数联合自由饮用 ＤＳＳ 的方法建立 Ａ（ＡＯＭ １ 次注射）和 Ｂ（ＡＯＭ ２ 次注射）模型组，正常组采

用腹腔注射生理盐水联合饮用纯净水，每组 １０ 只。 造模结束后通过 ＤＡＩ 评分、结肠长度、成瘤率及死亡率等指标

综合评估，选择最佳的造模方案。 然后对 Ｂ 模型组小鼠进行实验，取血清以 ＥＬＩＳＡ 法检测白细胞介素⁃６（ ＩＬ⁃６）、肿
瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）及肿瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＣＡ７２４ 含量；同时进行 ＨＥ 染色观察结肠病变；并对小鼠粪便进

行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 高通量基因测序法分析，以探究 ＣＡＣ 小鼠肠道菌群的变化。 结果　 单次和加强 ＡＯＭ 注射联合 ＤＳＳ
均能诱导 ＣＡＣ 小鼠模型。 但与 Ａ 模型组相比，Ｂ 模型组小鼠结肠内增生物较大，排列紧密且形态大小较一致，成瘤

率达到 １００％。 与正常组相比，Ｂ 模型组 ＩＬ⁃６ 显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），ＴＮＦ⁃α 含量升高（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）；肿瘤标志物除

ＣＡ７２４ 外，ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 含量均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；ＨＥ 病理结肠内炎性细胞的浸润，并伴有管腔表面显示出高

级别上皮内肿瘤样改变。 菌群结果显示，与正常组相比，ＣＡＣ 小鼠肠道菌群物种多样性及丰度降低，疣微菌门和放

线菌门增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），拟杆菌门和弯曲菌门减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 阿克曼菌、普雷沃菌、瘤胃球菌、双歧杆菌等显著

增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；罗氏菌属、Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、理研菌属、厌氧原体属等显著减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 ＡＯＭ ２ 次注射

联合自由饮用 １􀆰 ５％（１􀆰 ５ ｇ ／ １００ ｍＬ）ＤＳＳ 诱导的 ＣＡＣ 模型小鼠结肠成瘤率高、肿瘤形态大小均一、死亡率低，可作

为药效学实验评价的优选造模方案。 多种肠道菌群紊乱或功能失调，造成的通透性增高，肠黏膜屏障功能破坏，进
而诱发肠源性内毒素释放，导致持续的炎症反应或是诱发 ＣＡＣ 发病的间接或直接原因。
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ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｗｅｒｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｍｉｃｅ： ｐｈｙｌａ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ
ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ ａｎｄ Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）．
Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ， Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ， Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ， ａｎｄ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ａｎｄ Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ，
Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ， Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ， ａｎｄ Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｔｗｏ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＯＭ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ １􀆰 ５％ （ １􀆰 ５ ｇ ／ １００ ｍＬ） ＤＳＳ ｉｎｄｕｃｅｄ ＣＡＣ ｍｏｄｅｌ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｃｏｌｏｎ⁃
ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｒａｔｅ， ｕｎｉｆｏｒｍ ｔｕｍｏｒ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ， ａｎｄ ｌｏｗ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ， ａｎｄ ｍａｙ ｔｈｕｓ ｂｅ ｔｈｅ ｐｒｅｆｅｒｒｅｄ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｓｃｈｅｍｅ ｆｏｒ
ｐｈａｒｍａｃｏｄｙｎａｍｉｃ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ． Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｍａｙ ｌｅａｄ ｔｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ， ｌｏｓｓ ｏｆ
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｇｅｎｉｃ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｓ， Ｒｅｓｕｌｔｓｉｎｇ ｉｎ ａ ｓｕｓｔａｉｎｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｒｅｓｐｏｎｓｅ， ａｓ ａｎ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｏｒ ｄｉｒｅｃｔ ｃａｕｓｅ ｏｆ ＣＡＣ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ； ａｎｉｍａｌ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｕｃｏｓａｌ ｂａｒｒｉｅｒ； ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的恶

性癌症，据统计，我国 ２０２２ 年 ＣＲＣ 新发病例，在全

球占新发癌症病例数的第三位。 ＣＲＣ 发病率及病

死率均居于全球恶性肿瘤前三位［１－２］。 炎症性肠病

（ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｂｏｗｅｌ ｄｉｓｅａｓｅ，ＩＢＤ）是诱发结直肠癌

的重要危险因素， 与健康人群相比， 克罗恩病

（Ｃｒｏｈｎ’ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＣＤ）和溃疡性结肠炎（ ｕｌｃｅｒａｔｉｖｅ
ｃｏｌｉｔｉｓ，ＵＣ）等炎症性肠病患者患结直肠癌的风险更

高［３］。 现阶段 ＩＢＤ⁃ＣＲＣ 动态演进过程的有关机制

是科学研究的聚焦点。 结肠炎相关性结直肠癌

（ｃｏｌｉｔｉｓ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＣＡＣ）的发病中，
肿瘤微环境的存在是诱发肿瘤细胞增殖的关键，而
要模拟肿瘤微环境的发生，开展体内动物模型的研

究很有必要［４］。 ＣＡＣ 的发病涉及多个阶段，呈现

“炎症⁃不典型增生⁃癌变” 的发展规律［５］。 ＡＯＭ ／
ＤＳＳ 诱导的小鼠模型是 ＣＡＣ 的常见实验肿瘤模型，
可以在正常上皮⁃腺瘤⁃癌进展方面模拟 ＣＡＣ 的非遗

传特征［６－７］，是研究结直肠癌发生和发展潜在机制

的重要工具。 但 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠模型构建易受到小

鼠品系、造模浓度的影响，死亡率和成瘤率并不稳

定［８－９］。 因此有必要在相关指南的基础上对 ＡＯＭ ／
ＤＳＳ 模型构建方法进一步优化。

研究证明，肠道菌群改变可增加肠黏膜通透

性，使肠黏膜免疫功能受损，加剧炎症反应，进而创

造利于肿瘤发生的免疫微环境［１０－１１］。 此外，肠道菌

群的改变也可通过促进结肠细胞的过度增殖来驱

动癌变。 肠道细菌在定植和繁殖过程中产生一系

列代谢物，这些代谢物对宿主的代谢和免疫反应有

直接或间接的影响。 肠道微生物群的扰动能促进

有害细菌致癌产物的产生。 因此，肠道菌群失衡可

以作为结直肠癌的一个直接病因［１２］。 故建立适当

的结肠炎癌转化模型，明确肠道微生物在 ＣＡＣ 中的

作用，对 ＣＡＣ 的预防和临床治疗均具有重要意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

本研究选用 ３０ 只 ５ ～ ６ 周龄 ＳＰＦ 级雄性
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Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ 小鼠，体重 ２０ ～ ２１ ｇ，由北京维通利华实

验动物技术有限公司提供【ＳＣＸＫ（京）２０２１－０００６】。
所有小鼠均在中国中医科学院中药研究所动物实

验室饲养【ＳＹＸＫ（京）２０１９－０００３】，各组小鼠饲喂普

通维持饲料由科澳协力（天津）饲料有限公司提供。
饲养环境：温度 ２３􀆰 ０ ± １􀆰 ５ ℃，相对湿度 ４５％ ±
１５％，符合标准的日夜交替养殖环境。 动物实验通

过中国中医科学院中药研究所伦理委员会批准

（２０２２Ｂ１１７）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＡＯＭ（麦克林，Ｃ１４４５３８５８，纯度 ９５％）；葡聚糖

硫酸钠（ＤＳＳ，分子量 ３６ ０００ ～ ５００００，Ｓ７７０８，美国

ＭＰ 公司）；４％组织细胞固定液（２０２２１２２０）和 ＰＢＳ
（２０２２０７２６）购自北京索莱宝科技有限公司；肿瘤标

志 物 检 测 试 剂 盒 ＣＡ７２４ （ Ｓｅｐ２０２２ ）、 ＣＡ１９９
（Ｏｃｔ２０２２）和 ＣＥＡ（ｍｌ０６３１０７）均购自上海酶联生物

科技有限公司； ＩＬ⁃６ （ Ｐ３３４４７３） 和 ＴＮＦ⁃α 试剂盒

（Ｐ３４２２９０）购自美国 ＲＤ 公司。
ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｐａｒａｄｉｇｍ 􀅺 Ｐｌｕｓ ３８４ 酶 标 仪

（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司，美国）；－８０ ℃超低温冰箱

（ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公 司， 美 国 ）； Ｊ⁃３０Ｉ
Ｂｅｃｋｍａｎ 型高效冷冻离心机（Ｂｅｃｋｍａｎ 公司，美国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 分组及模型构建

经过 １ 周适应性饲养后，按体重随机分为 ３ 组：
正常组、Ａ 模型组（注射 １ 次 ＡＯＭ）及 Ｂ 模型组（注
射 ２ 次 ＡＯＭ），每组 １０ 只。 Ａ 模型组给予单次 １
ｍｇ ／ ｍＬ ＡＯＭ 溶液（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射；Ｂ 模型组在

１ 周内分别于第 １、５ 天进行 １ ｍｇ ／ ｍＬ ＡＯＭ 溶液（１０
ｍｇ ／ ｋｇ）腹腔注射。 Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠均在

进行首次 ＡＯＭ 注射 ７ ｄ 后给予 １􀆰 ５％（１􀆰 ５ ｇ ／ １００
ｍＬ）ＤＳＳ 溶液 １ 周，之后将 ＤＳＳ 替换为纯净水饮用 ２
周，此为 １ 个循环，如此共重复 ３ 个循环。 正常组小

鼠同体积 ＡＯＭ 腹腔注射生理盐水，自由饮水。
１􀆰 ２􀆰 ２　 炎性因子和肿瘤标志物的测定

３ 个循环结束后，采集正常组和 Ｂ 模型组小鼠

血液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ，４ ℃ 离心 １５ ｍｉｎ，取上清，ＥＬＩＳＡ
法检测小鼠血清中的炎性因子 ＩＬ⁃６、ＴＮＦ⁃α 以及肿

瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ、ＣＡ７２４ 的表达。
１􀆰 ２􀆰 ３　 结肠组织病理学检验

３ 个循环结束后，处死所有小鼠，切除包括肛门

在内的结肠组织，进行结直肠部位肿瘤计数。 并将

正常组和 Ｂ 模型组小鼠结肠浸泡于 ４％多聚甲醛中

固定，按规定步骤进行包埋切片，切片厚度为 ４ μｍ，
其后进行 ＨＥ 染色，在 ４００ 倍高倍镜下进行观察。
依据溃疡区域、炎性浸透情况、整体完整程度、组织

病变等指标对结肠组织的病变程度进行评价。
１􀆰 ２􀆰 ４　 粪便样品采集

完成 ３ 个循环后，小鼠处死前收集正常组和 Ｂ
模型组小鼠的新鲜粪便，取 ３ ～ ５ 粒，立即放入已灭

菌的离心管中，并在超低温下保存，以便进行肠道

菌群分析。
１􀆰 ２􀆰 ５　 高通量测序检测肠道菌群组成结构与丰度

差异

对于每个组别，提取粪便 ＤＮＡ 并进行 ＰＣＲ 扩

增。 扩增的目标区域为 １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 Ｖ３ ～ Ｖ４ 可变

区，反应体系为 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 扩增的条件为：９５ ℃
解链 ３ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ，５５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ４５ ｓ，２５ 个

循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 引物序列 ３３８Ｆ：５’⁃ＡＣＴＣ
ＣＴＡＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３’，８０６Ｒ：５’⁃ＧＧＡＣＴＡＣ
ＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３’。 扩增过程重复 ３ 次。 使

用 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ 测序平台进行双末端测序，并使用

ＵＰＡＲＳＥ７􀆰 １ 软件聚类生成操作分类单元（ＯＵＴ），相
似度为 ９７％。 本实验使用了 Ｓｉｌｖａ（ＳＳＵ１１５１６Ｓ）核糖

体 ＲＮＡ 数据库进行分类学比对，采用的算法是

ＲＤＰ Ｃｌａｓｓｉｆｉｅｒ，置信阈值设置为 ７０％。
１􀆰 ３　 统计学分析

本实验使用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学分析。
如果数据符合正态分布且方差齐，则采用单因素方

差分析进行统计检验；如果数据不符合正态分布或

方差不齐，则采用秩和检验进行统计检验。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。

２　 结果

２􀆰 １　 生存情况分析

２􀆰 １􀆰 １　 造模情况与疾病活动指数评估

Ａ 模型组和 Ｂ 模型组首次注射 ＡＯＭ 后，体重

３ ｄ 内均明显下降，而后呈现上升趋势，说明 ＡＯＭ
注射对小鼠体重有一定影响。 Ａ 模型组和 Ｂ 模型

组在第一循环自由饮用 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 后，先后出现肉

眼可见黏脓血便，部分伴有毛发色泽灰暗、精神萎

靡、懒动状况。 Ａ 模型组在服用了第 １ 个周期 ＤＳＳ
后，体重有所降低，多数呈稀软便，仅有极少数呈脓

血之便；Ｂ 模型组体重较 Ａ 组下降明显（图 １Ａ），大
部分小鼠出现脓血便，严重者伴随脱肛症状，与临

床发病情况符合度较高（图 １Ｂ）。
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注：与正常组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图 ／ 表同）

图 １　 ＣＡＣ 小鼠体重变化及大便情况

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ ａｎｄ ｔａｂｌｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ａｎｄ ｓｔｏｏｌ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ

表 １　 ＣＡＣ 小鼠成瘤率及死亡率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ
分组
Ｇｒｏｕｐｓ

ＡＯＭ ｉｐ 次数
ＡＯＭ ｉｐ ｔｉｍｅｓ ＤＳＳ 结肠长度

Ｃｏｌｏｎ ｌｅｎｇｔｈ
成瘤数目

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｕｍｏｒｓ
成瘤率 ／ ％

Ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ｒａｔｅ ／ ％
死亡率 ／ ％
Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ／ ％

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

－ － ９􀆰 ２８ ± ０􀆰 ６２ ０􀆰 ００ ± ０􀆰 ００ ０􀆰 ０ ０􀆰 ０

Ａ 模型组
Ａ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ １ １􀆰 ５％ ６􀆰 ９６ ± ０􀆰 ９６∗ ３􀆰 ７８ ± ３􀆰 ４２ ７０􀆰 ０ ０􀆰 ０

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ２ １􀆰 ５％ ６􀆰 ８９ ± ０􀆰 ６５∗ ６􀆰 ８９ ± １􀆰 ８３ １００􀆰 ０ ０􀆰 ０

２􀆰 １􀆰 ２　 ＣＡＣ 模型小鼠成瘤率及死亡情况

Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠在给予 ＤＳＳ 自由饮

用的初期均表现出结肠炎的症状，包括腹泻、嗜睡、
食欲不振、体重减轻等，后期逐渐出现黏液便和血

便；给予第二循环 ＤＳＳ 后，小鼠开始出现一定的 ＤＳＳ
耐受，症状表现较第一循环轻微；第三循环时，随着

ＤＳＳ 在体内蓄积量的增加，小鼠便血状况加重。 至

造模结束，Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠均无死亡。 解

剖小鼠并取出同位置肠段进行对比后发现，正常组

小鼠结肠弹性良好，肠壁光滑无增生，肠内容粪便

性状正常；Ａ 模型组和 Ｂ 模型组小鼠结肠弹性丧

失，肠壁变薄皱缩，且长度均短于正常组；Ａ 模型组

和 Ｂ 模型组两组小鼠之间结肠长度无明显变化，且
偶见明显血丝，肠壁有大块成形的“菜花状”增生

物，肠内容粪便质地黏稀伴血。 Ａ 模型组小鼠结肠

内增生物少，成瘤大小不一致，成瘤率 ７０％；Ｂ 模型

组小鼠结肠内增生物较大，多数形态大小较一致，
且排列较密，成瘤率达到了 １００％（见表 １，图 ２）。
与 Ａ 模型组相比，Ｂ 模型组小鼠成瘤率更高，且较

一致的肿瘤形态更有利于药效实验的评价。 因此，
本实验优选 Ｂ 模型组小鼠开展 ＣＡＣ 相关发病机制

研究及指标测定。

图 ２　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠造模变化

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｃｈａｎｇｅｓ

２􀆰 ２　 ＣＡＣ 小鼠模型结肠组织的病理学

小鼠结肠进行 ＨＥ 染色并镜下观察，发现正常

组小鼠结肠组织内腺体排列规律整齐并呈长管状，
空泡杯状细胞及隐窝结构正常（见图 ３Ａ）；Ｂ 模型组
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小鼠大多数显示深达肌层的溃疡，结肠隐窝结构的

紊乱，失去了原有的管状结构且部分腺体萎缩坏

死，异质细胞和深核染色出现，且管腔表面显示出

高级别上皮内肿瘤样改变；组织内炎性细胞浸润明

显，主要表现为基底浆细胞增多，大量淋巴细胞和

中性粒细胞数量也明显增加（见图 ３Ｂ）。

图 ３　 小鼠结肠组织病理

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｕｓｅ ｃｏｌｏｎ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ

图 ４　 ＣＡＣ 小鼠肿瘤标志物和炎性因子的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＣＡＣ ｍｉｃｅ

２􀆰 ３　 ＣＡＣ小鼠血清中肿瘤标志物和炎性因子的表达

肿瘤标志物可以反映肿瘤存在和生长，是肿瘤

诊断和治疗的重要指标之一。 结直肠癌的早期诊

断和判断预后常用 ＣＡ１９９、ＣＥＡ 和 ＣＡ７２４ 等标志

物。 这些标志物在结直肠癌患者的血液和尿液中

存在，并随着疾病的进展而升高，因此可以用于监

测疾病的进展和预后。 与正常组相比，Ｂ 模型组小

鼠中肿瘤标志物除 ＣＡ７２４ 外，ＣＡ１９９ 和 ＣＥＡ 含量

均明显升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ４Ａ），这提示 ＣＡＣ 小鼠

体内肿瘤的发生与形成。 炎性因子测定发现，Ｂ 模

型组小鼠血清中 ＩＬ⁃６ 含量显著高于正常组（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ＴＮＦ⁃α 含量高于正常组，但无统计学意义（Ｐ
＞ ０􀆰 ０５）（图 ４Ｂ）。 结合结肠病理组织中观察到的大

量炎性细胞浸润及血清中升高的炎性因子，说明

ＣＡＣ 小鼠肿瘤的形成伴有炎性发生的特征，这也从

某种程度上体现了炎⁃癌的转化进程。
２􀆰 ４　 ＣＡＣ 小鼠菌群分析

２􀆰 ４􀆰 １　 菌群的多样性分析

通过 ａｌｐｈａ 和 ｂｅｔａ 多样性分析，对正常组和 Ｂ
模型组小鼠菌群进行全面的表征和评估。 香农指

数（Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ）是评估样品中微生物多样性的指

标，其数值越大，表示群落多样性越高［１３］。 与正常

组相比，Ｂ 模型组的群落多样性明显降低。 Ｃｈａｏ 和

Ａｃｅ 指数是对细菌种群数量的评价，结果显示，Ｂ 模

型组的种群数量低于正常组 （见表 ２，图 ５Ａ）。
ＰＣｏＡ 主坐标分析的结果表明，两组菌群结构存在

显著性差异（图 ５Ｂ）。 基于 β 多样性距离的非度量

多维尺度分析（ＮＭＤＳ），通过点与点间的距离体现

对不同样本间的差异程度，正常组和 Ｂ 模型组组间

样本未重叠（图 ５Ｃ），表明组间肠道菌群构成有明

显差异［１４］。
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表 ２　 菌群多样性指数分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ
组别
Ｇｒｏｕｐｓ

Ａｃｅ 指数
Ａｃｅ ｉｎｄｅｘ

正常组
Ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ３７５􀆰 ４０ ± ３７􀆰 ９１

Ｂ 模型组
Ｂ ｍｏｄｅｌ ｇｒｏｕｐ ３４６􀆰 ４１ ± ５１􀆰 ７６

图 ５　 香农指数、Ｃｈａｏ 指数分析及 ＰＣｏＡ 分析和 ＮＭＤＳ 分析

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ Ｃｈａｏ ｉｎｄｅｘ， ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ＮＭＤＳ ａｎａｌｙｓｉｓ

２􀆰 ４􀆰 ２　 肠道菌群物种组成分析

如图 ６ 所示，在门水平上，正常组和 Ｂ 模型组

优势菌门为厚壁菌门 （ Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ） 和拟杆菌门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ），共占 ９０％以上。 其次为疣微菌门

（Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ）、放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ）、弯
曲菌门（Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）和其他菌门（图 ６Ａ）。 属

水平上，Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、乳杆菌属（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、梭
菌属（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉａ）、拟杆菌属（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ）、普雷沃氏

菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）和阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）为
主要优势菌属（图 ６Ｂ）。

模型组中在所有样本中均检测出 ｎｏｒａｎｋ＿ ｆ＿＿
Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、螺杆菌属（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）、普雷沃菌属

（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、阿克曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、瘤胃球

菌（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、双歧杆菌属（Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ），这
６ 种菌属丰度之和在每个样本中均超过 ２０％，但无

论是组内还是组间均存在明显的差异。 这也说明

了微生物群落的构成存在着较大的个体差异。
２􀆰 ４􀆰 ３　 肠道菌群差异物种检验

如图 ７ 所示，在门水平上，与正常组相比，Ｂ 模

型组 疣 微 菌 门 （ Ｖｅｒｒｕｃｏｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ）、 放 线 菌 门

（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉｏｔａ ） 增 多 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 拟 杆 菌 门

（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｏｔａ）、弯曲菌门（Ｃａｍｐｉｌｏｂａｃｔｅｒｏｔａ）门减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ａ）。 属水平上，Ｂ 模型组的阿克曼

菌属 （ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、 普雷沃菌属 （ Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿
ＮＫ３Ｂ３１＿ｇｒｏｕｐ）、Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００１、瘤胃球菌

属（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ）、双歧杆菌属 （ Ｂｉｆｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、
ＲＦ３９、肠杆菌属（Ｅｎｔｅｒｏｒｈａｂｄｕｓ）、Ｇａｓｔｒａｎａｅｒｏｐｈｉｌａｌｅｓ、
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图 ６　 门和属水平的群落结构柱形图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｔ ｐｈｙｌｕｍ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ

Ａｄｌｅｒｃｒｅｕｔｚ 显著增多（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ、理

图 ７　 物种差异分析图

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

研菌属（Ｒｉｋｅｎｅｌｌａｃｅａｅ＿ＲＣ９＿ｇｕｔ＿ｇｒｏｕｐ）、螺杆菌属

（ Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ ）、 Ｏｄｏｒｉｂａｃｔｅｒ、 厌 氧 原 体 属

（Ａｎａｅｒｏｐｌａｓｍａ）、罗氏菌属（Ｒｏｓｅｂｕｒｉａ）等显著减少

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）（图 ７Ｂ）。 这些结果说明，ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 联

合造模形成的 ＣＡＣ 小鼠模型肠道菌群发生紊乱。
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ＬＥｆＳｅ（ＬＤＡ ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ）是一种差异分析方法，
可以对所有微生物分类水平同时进行差异分析，并
强调寻找组间稳健的差异物种，即生物标志物。 这

种方法可以更好地理解肠道微生物群落中的差异

性，并发现潜在的生物标志物，从而为肠道微生物

群落的研究提供新的思路和方法。 如图 ８，对 ＬＤＡ
值前 １５ 的 ＬＥｆＳｅ 分析进行展示，定义 ＬＤＡ 值 ＞ ４ 为

正常组和模型组两组间具有显著差异生物标志物，
在属水平上检测出可以作为生物标志物主要是阿克

曼菌属（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、普雷沃菌属（Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿
ＮＫ３Ｂ３１ ＿ ｇｒｏｕｐ ）、 Ｐｒｅｖｏｔｅｌｌａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃００１ 及

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ。

图 ８　 ＬＤＡ 值分布柱状图

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ

３　 讨论

ＡＯＭ 联合 ＤＳＳ 共同构建的小鼠结肠炎癌转化

模型是研究 ＣＡＣ 的有效工具。 不同品系的小鼠对

ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 耐受性、敏感性存在差异［８］。 Ｃ５７ＢＬ ／ ６
小鼠对 ＤＳＳ 的耐受力低，诱发的炎症易持续，且迁

延难 愈， 最 终 转 变 为 慢 性 结 肠 炎［１５］。 此 外，
Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 具有高度稳定的遗传背景，保证了实验数

据的一致性［１６］，为此，采用 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠构建 ＣＡＣ
研究模型。 前期预实验发现，２％（２ ｇ ／ １００ ｍＬ）及以

上 ＤＳＳ 浓度给药，小鼠第三循环自由饮用时会出现

不同程度的死亡，为此设置 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 给药浓度。
检索文献发现［１７－１８］，不同的 ＡＯＭ 注射次数会影响

小鼠成瘤情况。 为此本实验通过不同 ＡＯＭ 注射次

数对 ＣＡＣ 造模方法进行了优化，结果发现，同为

１􀆰 ５％ ＤＳＳ 浓度自由饮用的条件下，单次注射 ＡＯＭ

注射小鼠成瘤率为 ７０％，而 ＡＯＭ 加强注射 １ 次后，
实现了 １００％成瘤率，且没有小鼠死亡。 同时 ＨＥ 染

色显示，Ｂ 模型组小鼠结肠内管腔表面出现高级别

上皮内肿瘤样改变；血清中肿瘤标志物 ＣＡ１９９、ＣＥＡ
显著性升高，验证 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 联合成功构建了 ＣＡＣ
小鼠模型。 为此，两次 ＡＯＭ 腹腔注射（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）
联合 １􀆰 ５％ ＤＳＳ 自由饮用的给药方式可作为 ＣＡＣ
造模的优选方案。

结直肠是人体中微生物大量聚集的部位，代谢

尤为活跃。 动物实验证实，无菌动物体内植入失调

的肠道菌群，则罹患结肠炎和结肠癌的风险明显增

加［１９］。 本实验旨在研究 ＣＡＣ 小鼠肠道微生物群落

的变化，通过对 ＣＡＣ 小鼠粪便进行肠道菌群分析，
发现模型组与正常组之间存在显著性差异。 结果

显示，在模型组中，厚壁菌门和拟杆菌门是相对于

正常组更为丰富的优势菌门，占比超过 ９０％，其次

是疣微菌门、放线菌门和弯曲菌门，这与其他研究

基本一致［２０－２１］。 ＣＡＣ 模型小鼠肠道菌群的丰度和

多样性降低，尤其拟杆菌门降低明显，作为肠道的

优势菌群，拟杆菌门能够预防肠道炎症，维持肠道

稳态等［２２］，这提示 ＣＡＣ 模型小鼠体内维持机体健

康的菌群紊乱。
结肠微生物中，阿克曼菌属是疣微菌门唯一的

菌属。 作专性黏蛋白降解菌，小鼠肠道内增多的阿

克曼菌消耗黏蛋白 ＭＵＣ１，导致黏液层变薄，使得黏

膜屏障通透性增加，病原体进一步入侵［２３－２４］。 推测

ＣＡＣ 患者腹痛腹泻，黏液脓血便临床症状的发生与

艾克曼菌丰度升高密切相关。 普雷沃菌丰度和一

系列的黏膜炎症因子如 ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃２３ 等呈正相关［２５］，
并且是催化 ＩＬ⁃１β 成熟的关键［２６］。 此外，普雷沃菌

增加还与黏蛋白 ＭＵＣ 的降解呈现一定的正相

关［２７］。 为此，ＣＡＣ 或许是肠道通透性增加和 ／或低

度黏膜炎症的结果。 瘤胃球菌能够作用于肠道屏

障，激发肠道免疫细胞释放大量促炎细胞因子，具
有很强的促炎作用［２８－２９］。 本研究发现 ＣＡＣ 模型结

肠组织内以淋巴细胞和中性粒细胞增多为特征的

炎性细胞浸润，同时，ＣＡＣ 模型小鼠血清中炎性因

子 ＩＬ⁃６ 和 ＴＮＦ⁃α 升高。 作为强促炎细胞因子，过度

表达的 ＩＬ⁃６ 使得肠道内环境失衡，刺激肠上皮通透

性升高，进而募集大量中性粒细胞到肠道炎症部

位［３０］。 在炎症环境下 ＩＬ⁃６ 能够抑制细胞凋亡，促
进肠上皮细胞增生及肿瘤细胞增殖［３１－３２］。 临床研

究证实，ＩＬ⁃６ 在结肠癌患者血清和肿瘤组织中高表

８５１
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达［３３］。 由此可见，普雷沃菌 ／瘤胃球菌参与 ＣＡＣ 的

发病作用机制可能与其诱导的肠粘膜通透性增高，
导致肠黏膜屏障功能受损，进而引发持续的炎症反

应密切相关。
研究 证 实， 主 要 由 罗 氏 菌 属 及 毛 螺 菌 科

（Ｌａｃｈｎｏｓｐｉｒａｃｅａｅ）产生的短链脂肪酸具有一定的抗

肿瘤特性，如抑制肿瘤细胞的增殖、介导其凋亡、维
持 Ｔ 细胞稳态等功能［３４］。 丁酸盐是短链脂肪酸的

一种，有研究发现，人肠道内罗氏菌属参与丁酸盐

生成，从而推断罗氏菌属数量的减少可能间接促进

了结直肠癌的发展［３５］。 Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 同样被认为

是一种与短链脂肪酸产生相关的菌群，其丰度降低

会 诱 导 肠 癌 的 发 生［３６］。 此 外， 炎 症 可 以 使

Ｍｕｒｉｂａｃｕｌａｃｅａｅ 耗竭［３７］。 值得研究的是，通常被认

为在 ＣＡＣ 中起作用的其他益生菌，如双歧杆菌，在
肿瘤组中并没有显示出丰度降低，这表明炎症诱导

的结直肠肿瘤发生过程中，肠道微生物组成的变化

可能与传统 ＣＲＣ 发生的变化不同。 这些“异常”肠
道菌群变化在 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 诱导的炎症 ＣＡＣ 模型的

背景下需进一步研究和讨论。
肠道的微生物群变化可能影响疾病的发生或

发展，肠道菌群失调以及这种表型背后的机制需要

阐明，在动物模型和人体中的诱发肿瘤作用尚需进

一步证实。 本研究进一步优化了 ＡＯＭ ／ ＤＳＳ 小鼠模

型，研究了结肠直肠肿瘤的肠道微生态，展示了肠

道中不同丰度的微生物群，并确定与 ＣＡＣ 之间的潜

在关键关系。 这些发现为阐明炎症介导的结直肠

肿瘤的发病机制提供指导。
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ｍｏｄｅｌ ｏｆ Ｌｙｎｃｈ ｓｙｎｄｒｏｍｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２０， １４７（８）：
２３１６－２３２６．

［收稿日期］ 　 ２０２３－０９－１１
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