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张晨曦，李继娟，张飞程，等． ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征分析 ［Ｊ］． 中国实验动物学报， ２０２５， ３３（１）： ７０
－８１．
ＺＨＡＮＧ Ｃ Ｘ， ＬＩ Ｊ Ｊ， ＺＨＡＮＧ Ｆ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｉｎ ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ［Ｊ］．
Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ， ２０２５， ３３（１）： ７０－８１．
Ｄｏｉ：１０􀆰 ３９６９ ／ ｊ． ｉｓｓｎ． １００５－４８４７􀆰 ２０２５􀆰 ０１􀆰 ００７

［基金项目］河北省自然科学基金（Ｈ２０２３４２３０２９），河北省中医药管理局科研计划项目（２０２２３６１，２０２１０９５），河北中医药大学 ２０２２
年博士科研基金项目（ＢＳＺ２０２２００６）。

Ｆｕｎｄｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （ Ｈ２０２３４２３０２９ ）， Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒａｍ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ
Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ （２０２２３６１， ２０２１０９５）， Ｄｏｃｔｏｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｉｎ ２０２２ （ＢＳＺ２０２２００６）．
［作者简介］张晨曦，女，在读硕士研究生，研究方向：刺灸法效应特异性和灸法的抗肿瘤机制。 Ｅｍａｉｌ： ｚｈａｎｇｃｈｅｎｘｉ＠ ｈｅｂｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ
［通信作者］潘丽佳，女，副教授，硕士生导师，研究方向：刺灸法效应特异性和灸法的抗肿瘤机制。 Ｅｍａｉｌ： ｐａｎｌｉｊｉａ＠ ｈｅｂｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征分析
张晨曦，李继娟，张飞程，高田宇，梁新月，潘丽佳∗

（河北中医药大学针灸推拿学院，石家庄　 ０５０２００）

　 　 【摘要】 　 目的　 分析 Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃硝基⁃Ｎ⁃亚硝基胍（Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｎ’⁃ｎｉｔｒｏ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ， ＭＮＮＧ）胃癌大

鼠与正常大鼠肠道菌群差异、转录组学差异，以探究 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学特征，并分析二者

的相关性，为以 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相关研究提供参考。 方法 　 １２ 只 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠随机分为正常

（Ｎｏｒｍａｌ，ＮＭ）组、胃癌（Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）组，ＧＣ 组给予浓度 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＭＮＮＧ 灌胃，剂量为 １００ ｇ ／ ｍＬ，每
天 １ 次，ＮＭ 组给予相同剂量的生理盐水灌胃，连续干预 １６ 周后取材检测。 取大鼠胃组织，苏木素⁃伊红（ＨＥ）
染色观察两组大鼠胃黏膜形态变化，转录组测序检测差异基因的表达水平；无菌 Ｅｐ 管收集盲肠内容物用于

１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序。 结果　 （１）肉眼观察及 ＨＥ 结果：肉眼观察，ＮＭ 组大鼠胃组织黏膜体积正常，表面有光泽，胃
壁有弹性，黏膜皱襞走向有规律，无增生无出血点，ＧＣ 组大鼠胃组织胃黏膜体积缩小，胃壁变薄，弹性变差，皱
襞走向错乱无规律，出现隆起且伴有黄黑色角质增生；ＨＥ 染色，ＮＭ 组胃黏膜鳞状上皮层、粘膜下层、粘膜肌

层层次清晰，无增生和角化，ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性紊乱，细胞形态不一，鳞状上皮层被破坏，鳞状上皮

细胞增生和角化，并向下增殖侵入肌层，造模成功；（２）肠道菌群测序结果显示，ＭＮＮＧ 胃癌大鼠阿克曼氏菌

和乳杆菌的丰度显著减少，瘤胃球菌科、普雷沃氏菌、布劳特氏菌的丰度显著增加；（３）转录组学测序：京都基

因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路富集分析得到的 ３ 条关键通路分别

是阿米巴病、系统性红斑狼疮和酯酰肌醇 ３ 激酶⁃丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３ ｋｉｎａｓｅ⁃ＲＡＣ⁃α
ｓｅｒｉｎｅ ／ ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ）信号通路，富集到这 ３ 条通路的 ５ 个差异基因分别是 ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃
６、ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ；（４）肠道菌群与转录组学联合分析结果显示，瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏菌＿
ＵＣＧ⁃００３ 和布劳特氏菌可能与阿米巴病、系统性红斑狼疮和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路呈正相关。 结论　 经 ＭＮＮＧ
灌胃形成的胃癌大鼠在肠道菌群丰度方面与正常大鼠之间存在差异，上调的 ＭＣＰＴ８Ｉ２、 ＩＧＨ⁃６、 ＩＧＨＧ１、
ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ 可能是 ＭＮＮＧ 灌胃诱发胃癌的差异基因，肠道菌群与差异基因联合分析推测 ＭＮＮＧ 致癌的

机制可能主要与胃粘膜破坏，引起炎症反应有关。
【关键词】 　 胃癌；胃癌模型；肠道菌群；转录组学
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（Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ａｃｕｐｕｎｃｔｕｒｅ ａｎｄ Ｍａｓｓａｇｅ， Ｈｅｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，
Ｓｈｉｊｉａｚｈｕａｎｇ ０５０２００， Ｃｈｉｎａ）

Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＰＡＮ Ｌｉｊｉａ． Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｐａｎｌｉｊｉａ＠ ｈｅｂｃｍ． ｅｄｕ． ｃｎ

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ 　 Ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｎ⁃
ｍｅｔｈｙｌ⁃Ｎ’⁃ｎｉｔｒｏ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ （ ＭＮＮＧ） ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ ａｎｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｔｗｏ， ｓｏ ａｓ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＭＮＮＧ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ａｓ ａ ｍｏｄｅｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １２ Ｗｉｓｔａｒ ｒａｔｓ ｗｅｒｅ ｒａｎｄｏｍｌｙ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｎｏｒｍａｌ （ＮＭ） ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ （ＧＣ） ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ＧＣ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ２０ ｍｇ ／ ｍＬ ｏｆ ＭＮＮＧ ｂｙ ｇａｖａｇｅ ｗｉｔｈ ａ ｄｏｓｅ ｏｆ １００ ｇ ／ ｍＬ ｏｎｃｅ ａ ｄａｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ
ｗａｓ ｇｉｖｅｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｓａｌｉｎｅ ｂｙ ｇａｖａｇｅ． Ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ａｆｔｅｒ １６ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ
ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｓｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｏｆ ｔｈｅ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｔｈｅ ｃｅｃａｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 （１） Ｖｉｓｕａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ａｎｄ ＨＥ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｉｎ ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｎｏｒｍａｌ， ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅ ｗａｓ ｇｌｏｓｓｙ， ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｗａｌｌ
ｗａｓ ｅｌａｓｔｉｃ， ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｕｃｏｓａｌ ｆｏｌｄｓ ｗａｓ ｒｅｇｕｌａｒ， ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｒ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｉｃ ｓｐｏｔｓ． Ｉｎ ｔｈｅ ＧＣ
ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ， ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｗａｌｌ ｗａｓ ｔｈｉｎｎｅｄ， ｅｌａｓｔｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｐｏｏｒ， ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｔｈｅ ｆｏｌｄｓ ｗａｓ ｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ ａｎｄ ｉｒｒｅｇｕｌａｒ， ａｎｄ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｂｕｌｇｅ ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄ ｂｙ ｙｅｌｌｏｗ⁃ｂｌａｃｋ ｋｅｒａｔｏｔｉｃ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ． Ｉｎ
ｔｈｅ ＮＭ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ， ｓｕｂｍｕｃｏｓａ， ａｎｄ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｗｅｒｅ ｃｌｅａｒ， ｗｉｔｈ
ｎｏ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ａｎｄ ｋｅｒａｔｉｎｉｚａｔｉｏｎ． Ｉｎ ｔｈｅ ＧＣ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ｈａｄ ｄｉｓｏｒｇａｎｉｚｅｄ ｌａｙｅｒｓ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｐｏｌａｒｉｔｙ， ｗｉｔｈ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓ； ｔｈｅ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌａｙｅｒ ｗａｓ ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ， ａｎｄ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ
ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉｃ， ｋｅｒａｔｉｎｉｚｅｄ， ａｎｄ ｈａｄ ｉｎｖａｄｅｄ ｔｈｅ ｍｕｓｃｕｌａｒ ｌａｙｅｒ ｂｙ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｍｏｄｅｌｉｎｇ ｗａｓ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌ． （２） Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ ａｎｄ
Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｉｎ ＭＮＮＧ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｕｍｅｎ ｃｏｃｃａｃｅａｅ
Ｐｒｅｖｏｎｅｌｌａ， ａｎｄ Ｂｌａｕｔｅｒ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ． （３） Ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ｋｅｙ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｅｒｅ ａｍｅｂｉａｓｉｓ， ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｆｉｖｅ ｇｅｎｅｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｔｈｒｅｅ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｔｈｏｓｅ ｆｏｒ ＭＣＰＴ８Ｉ２， ＩＧＨ⁃６， ＩＧＨＧ１，
ＡＣＴＮ２， ａｎｄ ＶＥＧＦ⁃Ｄ． （４） Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＿ＵＣＧ⁃００５，
Ｐｒｅｖｏｎｅｌｌａ ＿ＵＣＧ⁃００３ ａｎｄ Ｂｒａｕｔｅｌｌａ ｗｅｒｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｍｅｂｉａｓｉｓ， ｓｙｓｔｅｍｉｃ ｌｕｐｕｓ ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ， ａｎｄ ｔｈｅ
ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｒａｔｓ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ
ＭＮＮＧ ｇａｖａｇｅ ｉｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｒａｔｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｆｏｒ ＭＣＰＴ８Ｉ２， ＩＧＨ⁃６， ＩＧＨＧ１， ＡＣＴＮ２ ａｎｄ ＶＥＧＦ⁃Ｄ
ｍａｙ ｂｅ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＭＮＮＧ ｇａｖａｇｅ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ａｎｄ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ＭＮＮＧ ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ ｍａｙ ｂｅ ｍａｉｎｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｇａｓｔｒｉｃ ｍｕｃｏｓａ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ； ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｍｏｄｅｌ； ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ； ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｉｃｓ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 胃癌（ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）是全球第五大常见

恶性肿瘤，也是癌症相关死亡的第四大原因［１］，
尽管目前胃癌的发病率下降，但仍是世界上重要

的公共卫生问题［２］。 饮食、环境、遗传和幽门螺

杆菌感染等因素都是胃癌发病的潜在危险因素，
但没有明确的定论［３］。 有研究表明，胃肠道疾病

的致癌性主要归因于微生物失调［４］，肠道共生菌

在生理状态下形成微生物屏障，可以抵御致病菌

的入侵，然而由于肠道菌群的失调，微生物屏障

被破坏，微生物及其代谢产物侵入肠道上皮细

胞，引起炎症甚至凋亡，破坏肠道生理功能，使消

化道功能紊乱，导致胃癌的发生、发展［５⁃６］。 高通

量测序技术的发展和应用为胃癌的诊断和靶向

治疗提供了技术支持，如通过高通量测序发现胃

癌发病过程中的融合基因 ＬＲＰ５⁃ＬＩＴＡＦ，为胃癌辅

助诊断及靶向治疗提供了初步实验依据［７］，半胱

氨酸蛋白酶抑制剂 ＳＮ（ｃｙｓｔａｔｉｎ ＳＮ，ＣＳＴ１）高表达

能够保护胃癌细胞免于铁死亡，促进胃癌转移，

１７
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所以 ＣＳＴ１ 可能作为一种新的肿瘤标志物和胃癌

转移的潜在治疗靶点［８］。 基因测序和转录组测

序的大量应用为学者探究人体生理病理状态下

与胃肠菌群之间的相关性提供了广泛的研究空

间。 以 Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃硝基⁃Ｎ⁃亚硝基胍 （ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃
Ｎ’⁃ｎｉｔｒｏ⁃Ｎ⁃ｎｉｔｒｏｓｏｇｕａｎｉｄｉｎｅ，ＭＮＮＧ） 诱导的胃癌

大鼠模型是研究胃癌最常用的动物模型［９］，然而

目前对 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠的肠道菌群及转录组的

分析研究较少，因此本研究通过分析正常大鼠与

ＭＮＮＧ 胃癌大鼠肠道菌群与转录组学的差异、胃
癌大鼠肠道菌群与转录组学特征及二者的相关

性，旨在为以 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相关研究

提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

健康雄性 ＳＰＦ 级 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠 ２０ 只，体质量

１６０ ～ １８０ ｇ，购于北京维通利华实验动物技术有

限公司【ＳＣＸＫ（京） ２０２１⁃０００６】。 所有动物均饲

养于河北省中医针灸优势病证国际联合研究中

心【 ＳＹＸＫ （冀） ２０２２⁃０１０】，环境温度为 （ ２３ ±
１） ℃，湿度为 ４０％ ～ ７０％，每日 １２ ｈ 交替照明，
适应性饲养 １ 周后进行干预。 所有动物实验程序

都遵循河北中医药大学动物伦理原则并获得批

准（ＤＷＬＬ２０２００１６）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

ＭＮＮＧ（日本东京株式会社），生理盐水（石
家庄思耀有限公司），戊巴比妥钠（美国圣路易

斯），多聚甲醛固定（武汉 Ｓｅｒｖｉｃｅｂｉｏ），ＴＲＩｚｏｌ（美
国 Ｔｈｅｒｍｏ），ＮＥＢＮｅｘｔ􀳏 ＵｌｔｒａＴＭ 文库制备试剂盒

（美国 ＮＥＢ），ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ（德国 Ｑｉａｇｅｎ
Ｈｉｌｄｅｎ）。 Ｌｅｃｉａ 显微镜 （德国 Ｌｅｃｉａ ＤＭ２０００），
Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台（美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ），Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ 平台 （美国 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ）， 转录组测序仪

（Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｇ）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 造模制备和干预

将 ２０ 只大鼠按随机数字表随机分为 ２ 组：正
常（ Ｎｏｒｍａｌ，ＮＭ） 组和胃癌 （ Ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）
组，每组各 １０ 只。 通过灌胃 ＭＮＮＧ 建立胃癌模

型。 ＧＣ 组给予新鲜配制的浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ

ＭＮＮＧ（将 １ ｇ ＭＮＮＧ 溶解于 ５０ ｍＬ 蒸馏水），灌
胃剂量为 １００ ｇ ／ ｍＬ，每天 １ 次［１０］，共 １６ 周。 ＮＭ
组给予相同剂量的 １００ ｇ ／ ｍＬ 生理盐水灌胃。 以

出现胃黏膜层次紊乱，前胃鳞状上皮增生，并向

下侵入肌层为模型成功标准［１１］，连续干预 １６ 周

后取材检测。 在实验过程中， ＧＣ 组大鼠由于

ＭＮＮＧ 造模导致的副作用死亡 ４ 只。
１􀆰 ２􀆰 ２　 取材和检测

肉眼及苏木素⁃伊红（ＨＥ）染色观察胃组织形

态：末次治疗结束后，所有大鼠禁食 ２４ ｈ，禁食期

间不禁水，使用浓度为 １０ ｇ ／ Ｌ 的戊巴比妥钠进行

腹腔麻醉，摘取大鼠全胃，纵切胃大弯，充分暴露

胃腔，氯化钠溶液（０􀆰 ９％）充分清洗，肉眼观察胃

组织形态变化。 沿胃大弯长轴方向于胃窦部和

胃体部剪取 ０􀆰 ２ ｃｍ × １􀆰 ５ ｃｍ 的条状组织标本，氯
化钠溶液冲洗，中性多聚甲醛固定，石蜡包埋，切
片（４ μｍ），将切片脱蜡水化后，苏木素、伊红染

色，乙醇梯度脱水，二甲苯透明后，中性树胶封

片，使用 Ｌｅｃｉａ 显微镜系统对染色标本进行观察

拍照；ＮＭ 组和 ＧＣ 组分别剪取部分胃组织和胃部

瘤体，随后迅速放入液氮中速冻，保存于⁃８０ ℃冰

箱中，用于转录组测序检测；无菌 ＥＰ 管收集盲肠

内容物并储存在 － ８０ ℃ 冰箱中用于 １６Ｓ ｒＲＮＡ
测序。

１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因测序分析：通过 ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ
Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 从粪便样本中提取总细菌基因组 ＤＮＡ。
通过通用引物 ３１９Ｆ 和 ８０６Ｒ：３１９Ｆ：５’⁃ＡＣＴＣＣＴＡ
ＣＧＧＧＡＧＧＣＡＧＣＡＧ⁃３’和 ８０６Ｒ：５’⁃ＧＧＡＣＴＡＣ
ＨＶＧＧＧＴＷＴＣＴＡＡＴ⁃３’扩增总粪便 ＤＮＡ 的 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因的 Ｖ３⁃Ｖ４ 区域［１２］。 对其产物进行纯

化、定量和均一化以形成测序文库，对构建的文

库进行质量测试。 基于 Ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑ 测序平台，
利用双末端测序的方法，进行测序。 聚类序列的

相似性为 ９７％，所有序列中的 ０􀆰 ００５％作为阈值

过滤 ＯＴＵ，并基于 Ｓｉｌｖａ 分类学数据库对 ＯＴＵ 进

行分类学注释。
转录组测序（ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡ⁃Ｓｅｑ） 分

析：将样本用 ＴＲＩｚｏｌ 提取其总 ＲＮＡ，按送检要求

稀释后交由北京百迈克云科技有限公司完成质

检并进行转录组测序。 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｎｏｖａｓｅｑ 平台

进行测序。 使用 ｅｄｇｅＲ ３􀆰 ８􀆰 ６ 软件，参数 ＦＤＲ ＝
０􀆰 ０５，ＦＣ ＝ ２ 对样本进行基因定量分析，以筛选

２７
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出差异表达基因 （ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｅｎｅｓ，
ＤＥＧｓ），通过火山图分析总览 ＤＥＧｓ 分布情况、差
异大小及差异显著性等信息；对 ＤＥＧｓ 进行基因

本体（ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）功能注释、ＫＥＧＧ 通路功

能注释，根据注释结果筛选出相关的 ＤＥＧｓ 进行

富集分析，寻找与肠道菌群相关的信号通路。
１􀆰 ３　 统计学分析

肠道菌群数据分析：使用 Ｍｏｔｈｕｒ （ ｖｅｒｓｉｏｎ
ｖ􀆰 １􀆰 ３０）软件计算 ＡＣＥ、Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数，并
绘制稀释性曲线。 对 α 多样性的组间差异进行

分析。 使用 ＱＩＩＭＥ １􀆰 ８􀆰 ０ 软件计算 Ｕｎｉｆｒａｃ 距离

进行 β 多样性分析，绘制主坐标分析（ ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣｏＡ）图和具有算术平均值

的未加权配对组方法的层次聚类 （ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ
ｐａｉｒ⁃ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎｓ，ＵＰＧＭＡ）。
在属水平上，选择 ＴＯＰ ２０ 的物种丰度进行分类

注释和差异分析，并采用 Ｗｉｌｃｏｘ 检验进行组间比

较。 线 性 判 别 分 析 （ ｌｉｎｅ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｅｆｆｅｃｔ ｓｉｚｅ， ＬＥｆＳｅ） 效应大小 （ ｌｉｎｅａｒ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＬＤＡ）方法用于鉴定每个实验组中具有

相对差异丰度的分类群，通过 ＬＥｆＳｅ 软件完成，设
置 ＬＤＡ ＞ ３􀆰 ５。 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 软件对数据

进行分析处理，计量资料用平均值±标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示，满足正态性和方差齐性检验，采用独立样

本 ｔ 检验方法进行组间数据比较，不符合正态分

布且方差不齐者，采用两个独立样本检验，数据

以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为具有统计学意义。
转录组学数据分析：使用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 对所提

ＲＮＡ 的 浓 度 和 纯 度 进 行 检 测， 采 用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ
Ｎｏｖａｓｅｑ 平台进行文库构建测序。 得到原始测序

数据后，筛选出 Ｑ２０ ＞ ８５％、Ｑ３０ ＞ ８０％的高质量

序列（ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ）。 使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ 对所有样本的

ｃｌｅａｎ ｒｅａｄｓ 进行从头组装，用整合基因组浏览器

（ｉｎｔｅｇｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｖｉｅｗｅｒ，ＩＧＶ）进行可视化浏

览。 通过 ＲＳＥＭ 计算基因表达量。 使用 ｅｄｇｅＲ 进

行组间表达量差异分析，以 ＦＤＲ ＝ ０􀆰 ０５，ＦＣ ＝ ２
作为筛选条件，筛选出两组的 ＤＥＧｓ。 使用 ＧＯｓｅｑ
Ｒ 包对 ＤＥＧｓ 进行 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析。

转录组与肠道菌群联合分析：采用 Ｇｒａｐｈ Ｐａｄ
Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ５􀆰 １ 对差异菌群和差异基因进行 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关性分析。

２　 结果

２􀆰 １　 胃组织形态肉眼观察结果

ＮＭ 组大鼠胃组织胃黏膜体积正常，表面有

光泽、胃壁有弹性、黏膜皱襞走向有规律，无增生

无出血点。 ＧＣ 组大鼠胃组织胃黏膜体积缩小，
胃壁变薄，弹性变差，皱襞走向错乱无规律，出现

隆起且伴有黄黑色角质增生（见图 １）。

图 １　 大鼠胃组织形态肉眼观察

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｇｒｏｓｓ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｒａｔｓ

２􀆰 ２　 ＨＥ 染色观察大鼠胃黏膜病理变化

ＨＥ 染色镜下观察，ＮＭ 组胃黏膜鳞状上皮

层、粘膜下层、粘膜肌层层次清晰，无增生和角

化。 ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性紊乱，细胞形

态不一，鳞状上皮层被破坏，鳞状上皮细胞增生

和角化，并向下增殖侵入肌层，造模成功［１１］，见
图 ２。
２􀆰 ３　 肠道菌群结果分析

２􀆰 ３􀆰 １　 α 多样性分析

α 多样性分析，包括 α 多样性指数、稀释曲

线，如图 ３ 所示。 图 ３Ａ 表明随着测序量的增加，
曲线趋于平缓，表明样品序列充足，可以进行数

据分析。 ＮＭ 组和 ＧＣ 组之间肠道菌群在菌群丰

度方面具有显著性差异（图 ３Ｂ～ ３Ｄ）。 ＡＣＥ 指数

表明 ＧＣ 组大鼠的肠菌菌群在菌群丰度方面与

ＮＭ 组大鼠具有差异性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），即 ＭＮＮＧ 灌

胃能够显著改变肠道菌群的丰度； Ｓｈａｎｎｏｎ 和

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数发现 ＮＭ 组和 ＧＣ 组之间无显著性

差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），表明胃癌大鼠肠道菌群的多样

性与正常大鼠相似。
２􀆰 ３􀆰 ２　 β 多样性分析

β 多样性分析，包括 ＰＣｏＡ 分析、聚类分析

（未加权算术平均法）。 图 ４Ａ 可看出，两组平面

分布区域分界清晰，组间物种多样性存在差异。
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图 ２　 大鼠胃组织 ＨＥ 染色

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｒａｔ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ

注：Ａ：稀释曲线；Ｂ：ＡＣＥ 指数；Ｃ：Ｓｈａｎｎｏｎ 指数；Ｄ：Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数；与 ＮＭ 组相比， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。 （下图同）

图 ３　 ＮＭ 组和 ＧＣ 组肠道菌群的 α 多样性分析（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ． Ｂ． ＡＣＥ ｉｎｄｅｘ． Ｃ． Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ． Ｄ． Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＭ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．
（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 α ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐｓ（ｎ ＝ ６）

注：Ａ：主坐标分析（ＰＣｏＡ 分析）；Ｂ：ＵＰＧＭＡ 样本聚类分析。

图 ４　 β 多样性分析（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ （ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ）． Ｂ． ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 β ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ６）

使用 ＵＰＧＭＡ 对样本进行聚类，以确定样本间物

种组成的相似性。 在图 ４Ｂ 中，正常大鼠与胃癌

大鼠的肠道菌群存在差异，表明 ＭＮＮＧ 给药后，
两组样本的菌群和数量发生了变化。

４７
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注：Ａ：属水平肠道菌群的群落成分；Ｂ：属水平物种丰度。

图 ５　 胃癌对肠道菌群在属水平上的影响（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ． Ｂ． Ｇｅｎｕｓ ｌｅｖｅｌ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｏｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｆｌｏｒａ ａｔ ｔｈｅ ｇｅｎｅｒｉｃ ｌｅｖｅｌ（ｎ ＝ ６）

注：Ａ：１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序分析获得的分类分支图； Ｂ：ＬＤＡ 值分布柱状图。

图 ６　 ＬＥｆＳｅ 分析肠道菌群群落组成特征（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｂｒａｎｃｈｉｎｇ ｄｉａｇｒａｍ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂ． Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＤＡ ｖａｌｕｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＬＥｆＳｅ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ３􀆰 ３　 差异菌群分析

选择属水平上 ＴＯＰ２０ 的物种丰度进行分类

注释和差异分析。 两组之间的阿克曼氏 菌

（Ａｋｋｅｒｍａｎｓｉａ）、乳杆菌（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ）、瘤胃球菌

＿ＵＣＧ⁃００５（Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿ ＵＣＧ⁃００５）、普雷沃

氏菌＿ＵＣＧ⁃００３（Ｐｒｅｖｏｔａｌｌａｃｅａｅ＿ＵＣＧ⁃００３）、布劳特

氏菌（Ｂｌａｕｔｉａ）存在显著性差异（图 ５Ａ）。 ＮＭ 组

中阿克曼氏菌 （ １６􀆰 ２％） （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、乳杆菌

（１􀆰 ７％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）较 ＧＣ 组显著增加。 ＧＣ 组中

瘤胃 球 菌 ＿ ＵＣＧ⁃００５、 普 雷 沃 氏 菌 ＿ ＵＣＧ⁃００３
（５􀆰 ０％）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）、布劳特氏菌（２􀆰 ６％） （Ｐ ＜
０􀆰 ０５）较 ＮＭ 组显著增加（图 ５Ｂ）。 结果表明胃癌

大鼠肠道菌群的组成与正常大鼠有显著性差异，

ＭＮＮＧ 灌胃可以显著减少阿克曼氏菌和乳杆菌

的丰度，并显著增加瘤胃球菌科、普雷沃氏菌、布
劳特氏菌的丰度。
２􀆰 ３􀆰 ４　 优势菌群分析

为了验证和进一步确定每组中各不相同的

显著肠道菌群，进行了 ＬＥｆＳｅ 分析，如图 ６ 所示。
当 ＬＤＡ ＞ ３􀆰 ５ 时 ＮＭ 组中优势菌群为 ｆ＿消化球菌

科（ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｄｃｃａｃｅａｅ）、ｇ＿未培养细菌＿ｆ＿消化球菌

科（ｇ＿ｕｎｃｕｌｔｒｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）、ｓ＿
未培养细菌 ＿ ｆ ＿ 消化球菌科 （ ｓ ＿ ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ ＿
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｆ＿Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃａｃｅａｅ）；ＧＣ 组中的优势菌群

为 ｓ ＿未培养细菌 ＿ ｇ ＿瘤胃球菌 ＿ ＵＣＧ⁃００５ （ ｓ ＿
ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ ｇ ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ ＿ ＵＣＧ⁃
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００５）、ｇ＿瘤胃球菌＿ＵＣＧ⁃００５（ｇ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃａｃｅａｅ＿
ＵＣＧ⁃００５）、ｆ＿普雷沃氏菌科（ ｆ＿Ｐｒｅｙｏｔｅｌｌａｃｅａｅ）、ｇ＿
布劳特氏菌（ｇ＿Ｂｌａｕｔｉａ）、ｓ＿未培养细菌＿ｇ＿布劳特

氏菌（ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｇ＿Ｂｌａｕｔｉａ）、ｓ＿未培

养细菌＿ｇ＿酸乳球菌＿１（ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｆｅｄ＿ｂａｃｔｅｒｉｕｍ＿ｇ＿
Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ＿１）、ｇ＿酸乳球菌＿１（ｇ＿Ｒｕｍｉｎｏｃｏｃｃｕｓ
＿１）、ｓ＿未培养细菌＿ｇ＿昆氏菌属（ ｓ＿ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ＿
ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＿ ｇ ＿ Ｑｕｉｎｅｌｌａ ）、 ｆ ＿ 韦 荣 氏 菌 科 （ ｆ ＿
Ｖｅｉｌｌｏｎｅｌｌａｃｅａｅ）、ｇ＿奎因氏菌（ｇ＿Ｑｕｉｎｅｌｌａ）。 ＬＥｆＳｅ
分析进一步证明了 ＭＮＮＧ 灌胃的胃癌模型改变

了大鼠肠道菌群的种类和丰度。
２􀆰 ３􀆰 ５　 Ｔａｘ４Ｆｕｎ 功能预测

基于 Ｔａｘ４Ｆｕｎ 功能预测（图 ７Ａ），ＮＭ 组和

ＧＣ 组肠道菌群的基因功能主要通过以下途径表

达（按相对丰度由高到低排列）：代谢途径、ＡＢＣ
转运蛋白、次生代谢物的生物合成、抗生素的生

物合成、不同环境下的微生物代谢、双组分系统、
群体感应、氨基酸的生物合成、碳代谢、嘌呤代

谢、氨基糖和核苷酸糖的代谢、核糖体、糖酵解 ／
糖异生、磷酸转移酶系统（ＰＴＳ）、丙酮酸代谢和其

他代谢途径。 其中代谢途径、ＡＢＣ 转运蛋白、次
生代谢物的生物合成、抗生素的生物合成表达最

多。 进一步分析 ＧＣ 组与 ＮＭ 组的特异性差异代

谢途径（图 ７Ｂ），结果发现胃癌大鼠肠道菌群的

差异功能表达主要集中在细菌感染疾病方面（Ｐ
＜ ０􀆰 ０５）。

注：Ａ：功能组成预测；Ｂ：功能差异预测。

图 ７　 ＮＭ 组与 ＧＣ 组的功能预测（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｇｒｏｕｐ（ｎ ＝ ６）

２􀆰 ４　 转录组测序分析

２􀆰 ４􀆰 １　 差异表达基因分析

经 ＮＭ 组与 ＧＣ 组对比分析，共获得 ４４ 个

ＤＥＧｓ，其中 ＧＣ 组高于 ＮＭ 组的上调基因有 １９
个，ＧＣ 组低于 ＮＭ 组的下调基因 ２５ 个（图 ８）。
２􀆰 ４􀆰 ２　 差异表达基因功能富集分析
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注：红色：上调基因；绿色：下调基因。

图 ８　 差异基因火山图（ｎ ＝ ６）
Ｎｏｔｅ． Ｒｅｄ． Ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ． Ｇｒｅｅｎ． Ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ（ｎ ＝ ６）

通过 ＫＥＧＧ 通路富集分析，可以得到三条关

键通路分别是阿米巴病、系统性红斑狼疮和

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（图 ９Ａ）。 其中阿

米巴病、系统性红斑狼疮是上下调通路，而 ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ 信号通路是上调通路。 对关键通路富集的差

异基因进行分析，阿米巴病富集的差异基因包括

注：Ａ：ＫＥＧＧ 通路富集分析（ 代表上调； 代表上调和下调； ●代表基因数量； ｑ 值从紫色到红色表示 ｑ 值越来越低）； Ｂ：横坐标

为差异表达基因，纵坐标为差异肠道菌群；Ｐ ＜ ０ 为二者呈负相关；Ｐ ＝ ０ 为二者无相关性；Ｐ ＞ ０ 为二者呈正相关。

图 ９　 ＤＥＧｓ 在 ＫＥＧＧ 途径的功能富集分析聚类热图和 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 的相关性热图分析

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ． （ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ， ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ，●ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｇｅｎｅｓ， ｔｈｅ ｑ ｖａｌｕｅ ｆｒｏｍ ｐｕｒｐｌｅ ｔｏ ｒｅｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｑ ｖａｌｕｅ ｉｓ ｇｅｔｔｉｎｇ ｌｏｗｅｒ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ） Ｂ． Ａｂｓｃｉｓｓａ ｉｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｏｒｄｉｎａｔｅ ｉｓ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ． Ｐ ＜ ０ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ． Ｐ ＝ ０ ｗａｓ ｎｏ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ． Ｐ ＞ ０
ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ．

Ｆｉｇｕｒｅ ９　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ｉｎ ｔｈｅ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ， ｃｌｕｓｔｅｒ ｈｅａｔｍａｐ ａｎｄ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｈｅａｔｍａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＤＥＧｓ ａｎｄ ＤＧＭｓ

ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃６、ＩＧＨＧ１ 和 ＡＣＴＮ２；系统性红斑

狼疮富集的差异基因与阿米巴病富集的差异基

因相同；ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路富集的差异基因有

ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨ⁃６ 和 ＩＧＨＧ１。
２􀆰 ５　 肠道菌群与转录组学联合分析

为探究大鼠 ＭＮＮＧ 溶液灌胃形成胃癌后关

键通 路 所 富 集 的 ＤＥＧｓ 与 差 异 肠 道 菌 群

（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｕｔ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｓ，ＤＧＭｓ）的交互特征，
选取这 ５ 位差异基因以及具有显著性差异的 ６ 个

菌群进行分析，如图 ９Ｂ 所示。 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关性分

析表明，多个 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 显著相关。 其中，
ＩＧＨＧ１、ＩＧＨ⁃６ 与瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏

菌＿ＵＣＧ⁃００３ 和布劳特氏菌呈显著正相关；ＡＣＴＮ２
与瘤胃球菌＿１、乳杆菌呈正相关，与布劳特氏菌呈

负相关；而 ＭＣＰＴ８Ｉ２ 与瘤胃球菌＿１、乳杆菌无明

显相关性，与布劳特氏菌、普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３、
瘤胃球菌科＿ＵＣＧ⁃００５ 呈负相关；ＶＥＧＦ⁃Ｄ 与阿克

曼氏菌、乳杆菌呈显著负相关，与布劳特氏菌和

普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３ 无明显相关性。 因 ５ 个

ＤＥＧｓ 富集到不同的通路上，而 ＤＥＧｓ 与 ＤＧＭｓ 之

间存在显著的相关性，综合分析显示瘤胃球菌＿
ＵＣＧ⁃００５、普雷沃氏菌＿ＵＣＧ⁃００３、布劳特氏菌分别
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与阿米巴病、系统性红斑狼疮、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通

路呈正相关。

３　 讨论

３􀆰 １　 ＭＮＮＧ 灌胃成功复制大鼠胃癌模型

ＭＮＮＧ 是一种活性的 Ｎ⁃亚硝基化合物，具有

很强的诱变能力，对大鼠前胃有很高的亲和力，
能够直接作用于胃黏膜，使 ＤＮＡ 链上的碱基发生

烷基化，引起癌变［１３⁃１４］。 目前胃癌的发病病理变

化为：正常胃黏膜⁃慢性浅表性胃炎⁃萎缩性胃炎⁃
肠上 皮 化 生⁃异 型 增 生⁃胃 癌［１５］。 ＳＵＧＩＭＵＲＡ
等［１６］以 ＭＮＮＧ 持续性饮用诱导大鼠胃腺癌模型

后，以 ＭＮＮＧ 为基础的造模法便广泛用于建立胃

癌等动物模型。 Ｎ⁃亚硝基化合物主要来源于腌

制、熏制的食物，本研究以持续灌胃 ＭＮＮＧ 模拟

胃中硝酸盐的长期摄入，ＭＮＮＧ 通过 ＤＮＡ 损伤表

现出遗传毒性和致癌作用，是导致胃癌发生的主

要化学物质［１７⁃１８］。 ＧＣ 组与 ＮＭ 组比较，肉眼即可

发现 ＧＣ 组的胃组织黏膜体积缩小，胃壁变薄，皱
襞走向错乱无规律，出现隆起且伴有角质增生；
ＨＥ 病理可观察到 ＧＣ 组胃粘膜层次和细胞极性

紊乱，细胞形态不一，鳞状上皮细胞增生和角化，
并向下增殖侵入肌层，病理观察确认大鼠胃癌模

型成功。
３􀆰 ２　 ＭＮＮＧ 使有益菌减少，增加潜在有害菌的

丰度

本实验通过分析正常大鼠与胃癌大鼠的肠

道菌群，发现 ＭＮＮＧ 灌胃显著减少了阿克曼氏菌

和乳杆菌的丰度，并增加了瘤胃球菌科、普雷沃

氏菌、布劳特氏菌的丰度。 阿克曼氏菌是一种黏

蛋白降解革兰阴性厌氧菌，能够促进杯状细胞分

泌黏蛋白，维持肠腔黏液黏蛋白的动态平衡，增
强肠黏膜的屏障功能，促进黏膜的完整性［１９⁃２０］。
有研究表明胃癌的进展与阿克曼氏菌的耗竭有

关［２１］，因此推测胃癌大鼠由于阿克曼氏菌的减

少，胃内黏膜屏障破坏，影响胃浅层的完整性，促
进胃癌的形成［２２］。 普雷沃氏菌目前发现广泛存

在于人体的各个部位，包括皮肤、口腔、阴道和肠

道等［２３］， 通 过 激 活 Ｔｏｌｌ 样 受 体 ２ （ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２），导致抗原呈递细胞产生 Ｔｈ１７ 极

化细胞因子，引起炎症反应［２４］。 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，如白细胞介素⁃６（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ⁃６，ＩＬ⁃６），
而 ＩＬ⁃６ 的过度表达会使肠道内环境失衡，刺激肠

上皮通透性升高［２５］。 由此推测，ＭＮＮＧ 灌胃增加

了普雷沃氏菌、瘤胃球菌的丰度，二者可能通过

升高胃黏膜通透性，使胃黏膜屏障受损，引起炎

症，而促进胃癌的发生。 通过对 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠

肠道菌群的分析可以得出 ＭＮＮＧ 的致癌效应不

仅表现在直接的 ＤＮＡ 损伤上，还通过调控肠道菌

群，影响机体的免疫反应和炎症状态。
３􀆰 ３　 差异基因和信号通路在胃癌发展中的作用

通过转录组测序共获得了 ４４ 个差异表达基

因和 ３ 条关键通路。 ３ 条关键通路分别是阿米巴

病、系统性红斑狼疮和 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路，而富

集到 ３ 条通路的差异基因有 ＭＣＰＴ８Ｉ２、 ＩＧＨ⁃６、
ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、ＶＥＧＦ⁃Ｄ。 免疫球蛋白 Ｇ１ 重链

（ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｈｅａｖｙ ｃｏｎｓｔａｎｔ ｇａｍｍａ １，ＩＧＨＧ１）
在肿瘤的发生发展中发挥重要作用［２６］，在卵巢癌

中能够通过调节 ＥＭＴ 促进卵巢癌细胞的迁移和

侵袭［２７］，激活 ＡＫＴ 通路促进乳腺癌的恶性发

展［２８］，靶向沉默 ＩＧＨＧ１ 的表达后能够明显抑制

前列 腺 癌 细 胞 的 增 殖 并 诱 发 早 期 凋 亡［２９］。
ＩＧＨＧ１ 上调是胃癌细胞的特征，通过上调 ＡＫＴ ／
ＧＳＫ⁃３β ／ β⁃连环蛋白通路促进胃癌肿瘤细胞增

殖、迁移和化疗耐药［３０］。 血管内皮生长因子 Ｄ
（ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ Ｄ，ＶＥＧＦ⁃Ｄ）也

被称为 ｃ⁃ｆｏｓ 诱导的生长因子 （ ｃ⁃ｆｏｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＦＩＧＦ），能够与血管内皮细胞上的受

体 ＶＥＧＦＲ⁃２、ＶＥＧＦＲ⁃３ 结合，并且通过 ＬｎｃＲＮＡ
ＣＲＡＲＴ１６ ／ ｍｉＲ⁃１２２⁃５ｐ ／ ＦＯＳ 轴上调 ＶＥＧＦ⁃Ｄ 表达

促进胃癌血管生成［３１⁃３２］。 通过对 ＫＥＧＧ 通路的

分析，发现 ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨＧ１ 富集在 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通
路上。 在癌细胞中，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路中致癌基

因重新编程细胞代谢，促进异常生长细胞的合成

代谢［３３］， 因 此 推 测 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通 路 中 上 调 的

ＶＥＧＦ⁃Ｄ、ＩＧＨＧ１ 基因通过促进胃癌中异常细胞

的合成代谢进而促进胃癌的生长、转移。 肌动蛋

白 α２（α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃２，ＡＣＴＮ２）编码 α⁃ａｃｔｉｎｉｎ⁃２，在人

心脏和骨骼肌中表达的蛋白质［３４］。 在头颈鳞状

细胞癌［３５］、肝细胞癌［３６］中被认为是风险基因，对
肿瘤的进展具有促转移作用。 最近的一项研究

发现 ＡＣＴＮ２ 是胃癌细胞中核因子⁃κＢ （ ｎｕｃｌｅａｒ
ｆａｃｔｏｒ⁃κＢ， ＮＦ⁃κＢ）信号转导的直接靶基因，通过
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丝状伪足促进原发肿瘤生长和骨髓转移［３７］，证明

了 ＡＣＴＮ２ 在胃癌发展中的促进作用。
３􀆰 ４　 肠道菌群与差异基因之间的关联

通过对肠道菌群与差异基因的联合分析，发
现普雷沃氏菌、瘤胃球菌科等与系统性红斑狼

疮、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路呈正相关。 有研究表明系

统性红斑狼疮患者的瘤胃球菌总体表现是其他

患者的 ５ 倍［３８］，而乳杆菌菌株对系统性红斑狼疮

具有抗炎和免疫调节作用［３９］。 本研究中瘤胃球

菌与系统性红斑狼疮呈显著正相关，而系统性红

斑狼疮通路富集的 ＡＣＴＮ２ 基因与乳杆菌呈正相

关，推测乳杆菌减少可能抑制 ＡＣＴＮ２ 基因从而对

系统性红斑狼疮的发生发展产生抑制作用。 有

研究证实普雷沃氏菌定植的微生物群小鼠肠道

屏障受损，促进了脂多糖的产生和易位，进而激

活 Ｔｏｌｌ 样受体 ４（ ｔｏｌｌ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４， ＴＬＲ４）依赖

性 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ 信号通路，ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 通路活

化生成的内源性硫化氢，抑制肠道动力、加速肠

道的通透损伤及细菌移位，导致机体严重的炎症

反应和致癌过程［４０⁃４１］。 ＶＥＧＦ 家族成员 （包括

ＶＥＧＦ⁃Ｄ）可以通过与 ＶＥＧＦ 受体结合启动包括

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 在内的下游信号通路，从而促进细胞增

殖、迁移和血管生成等过程［４２］，因此研究人员推

测普雷沃氏菌的增加可能通过增强了 ＶＥＧＦ⁃Ｄ 和

ＩＧＨＧ１ 的表达，激活 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ 信号通路，
从而促进了肿瘤细胞的增殖和血管生成。

综上所述，本实验通过肠道菌群测序和转录

组学的联合分析将微生物与基因及通路进行联

系，证明了经 ＭＮＮＧ 灌胃形成的胃癌大鼠在肠道

菌群丰度方面与正常大鼠之间存在差异，研究推

测 ＭＮＮＧ 通过改变肠道菌群的组成，削弱了肠道

和胃黏膜的屏障功能，进而通过 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ⁃ＮＦ⁃κＢ
信号通路引发炎症反应，最终促进胃癌的发生和

发展。 上调的 ＭＣＰＴ８Ｉ２、ＩＧＨ⁃６、ＩＧＨＧ１、ＡＣＴＮ２、
ＶＥＧＦ⁃Ｄ 可能是 ＭＮＮＧ 致癌作用的核心调控因

素，研究结果可以为 ＭＮＮＧ 胃癌大鼠为模型的相

关机制研究提供依据。
本研究虽然通过 ＭＮＮＧ 灌胃成功复制了胃

癌大鼠模型，并通过转录组学和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序

揭示了肠道菌群与胃癌相关基因的关系，但尚未

通过功能性实验直接验证这些菌群或基因在胃

癌进程中的具体作用机制，在未来的研究中可针

对本研究发现的关键差异菌群和差异基因，通过

基因敲除或过表达等功能性实验，进一步验证其

在胃癌发生和发展的具体作用机制。
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ｋｎｏｗｌｅｄｇｅ ｔｏｗａｒｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ
ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ［Ｊ］． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０２４， ３４５： １２２５６３．

［收稿日期］ 　 ２０２４－０７－１７
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