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胃癌患者肠道细菌的探讨
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摘 要 目的 利用PCR—DGGE基因指纹技术，建立一种新的胃癌患者肠道细菌鉴定方法。研究胃癌患

者肠道菌群多样性，比较肠道微生物种群的差异，进一步找到肠内某些细菌与胃癌发生的关系。方法 运用无

需分离培养的16s rDNA PCR—DGGE基因指纹技术，对济宁医学院附属第一人民医院胃癌患者肠道细菌进行测

序鉴定。结果 提取的肠道菌群DNA PCR产物为16S rDNA片段。经DGGE指纹图聚类分析研究，胃癌患者

不同个体之间肠道菌群组成差异性较大。结论建立基于16s rDNA PCR—DGGE基因指纹的胃癌患者肠道菌

群组成揭示方法。对于探讨胃癌患者肠道菌群谱的结构组成具有重要意义。
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胃癌是常见恶性肿瘤之一，在我国，胃癌死亡

人数居各类癌症之首，占消化道肿瘤死亡人数的

1／2。胃癌任何年龄均可发生，以50～60岁多发，

但青年人胃癌并不罕见，且有增加趋势。胃癌发病

率和病死率迅速上升，发病年龄逐渐提前已引起普

遍关注[1。2]。近年来兴起的基于PCR—DGGE基因

指纹技术可用于鉴定胃肠道细菌群落的多样性，也

可提供分类法来预测种系发育关系[3]。本实验从

分子生物学角度，应用变性梯度胶电泳(denatu—

ring gradient gel electrophoresis，DGGE)技术，以

济宁医学院附属第一人民医院胃癌患者为对象，直

接从胃癌患者粪便标本中提取细菌总DNA，PCR

扩增，获取肠道细菌结构特征的DNA指纹图谱。

通过研究肠道菌群结构特征，分析肠道微生物种群

的差异，进一步找到肠内某些与肿瘤有重要关系的

菌群，从而进一步认识何细菌种菌属有益于胃癌的

诊断。

l对象与方法

1．1研究对象

选择2009年5月至2010年5月在济宁医学

院附属第一人民医院接受治疗的胃癌患者42例，

其中男28例，女14例，年龄35～72岁，平均58．5

岁，均为志愿者。

1．2 方法

1．2．1 标本采集 胃癌患者清晨空腹留取粪便

19，装入无菌采便管，放入冰盒内，l h内送回实验

室，一70℃冰箱备用。

1．2．2肠道菌群基因组总DNA的提取 细菌基

因组总DNA的提取采用北京天根生物技术有限

公司生产的粪便基因组DNA快速提取试剂盒，按

说明书使用操作。

1．2．3 基因组DNA的PCR扩增 在16S rDNA

的可变序列区间设计1对细菌通用引物，用于引导

16S rDNA第V3可变区的PCR反应【4]。引物由

上海生工生物有限公司合成。引物F968f—GC：5，_

CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG

GGG GCA CGG GGG GAACGC GAA GAA CCT

TAC一3’；R140l：5 7一CGG TGT GTA CAA GAC

CC一3’。体系为50_￡上l，其中dNtp 4弘l，Buffer 5pl，

Taq酶O．2肛l，ddH20 37．8耻l，上、下游引物及模板

各l“l。PCR反应条件：94℃预变性5min；94℃

30 s，55℃30 s，72℃1min共30个循环；最后

72℃延伸5min。1．0％琼脂糖凝胶(含O．5mg／ml

溴化乙锭)电泳检测扩增产物，Uvl凝胶成像系统

照相。目的片段长度约490bp。

1．2．4 修复PCR扩增 引物及序列[5j同上。

PCR反应：94℃预变性5min；94℃30s，55℃30s，

72℃1min共30个循环；最后72℃延伸5min。

PCR体系为50肛l，其中上述PCR产物5肛l，dNtp

4肛l，Buffer 5肛1，Taq酶O．2肛l，ddH20 37．8肛l，上、

下游引物各1址l。

1．2．5 DGGE电泳 预热缓冲液为7L l×TAE

缓冲液。上样前将缓冲液加热至60℃，取40肛l

PCR纯化产物与10“l加样缓冲液混合，注入加样

孔中，进行DGGE电泳。电泳采用35％～50％变
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性剂浓度，电压210v，电泳时间180⋯。采用镊
染色。

2结果

2．1 胃癌惠者肠道茵群基目组总DNA的挺取

对胃癌患者粪便标本提取肠道细菌菌群基因

组总DNA，其中对l～13号标本的总DNA进行

1_o％琼脂糖凝胶电泳．均见有490bp的DNA条

带(嗣1)。余29份样品检测未成功。

2．2 16S rDNADNA的PCR扩增

以提取的肠道细菌总DNA为模板，PcR扩增

出相应的16s rDNA片段(团2)。

口l目{目##日目≈DNA*m*1％《■#*＆tR目

I～13．16s㈣w{ER＆∞PcRP*
ldtDN^m^-rk 5000

目2*∞目＆PcRP#琼m#t诛目

l～”：16srDNA v6 8 BH&*P【：R，*

HzDNAma^aTk 5000

2．3 DGGE电泳

肠道苗DNA PcR产物DGGE电泳后发现．

每一条带显示一种来潭的肠道细菌样品的Ix；GE

指纹图，不同部他的条带代表不一样的优势细菌．

亮度的强度反映细茼相对量的太小，10个泳遭均

有条带存在，每个泳道中的条带数目、位置和亮度

各不相同，表明每个患者体内的肠道细菌都有着丰

富的多样性，细菌种类基本不相同。有些条带是某

一个样品所特有的．也有共同的条带存在干不同的

样品中(图3)。

目3*4*#DNA PcRP*DGGE自诛目

3讨论

近年来，随着分子生物学的快速发展，一些新

的分子生物学技术不断出现，为检测和分析胃肠道

微生物菌群的分布特点及阐明其中不同微生物菌

群间的相互关系提供了必要的手段。肠道微生物

群落是指在宿主消化道部位，井隧宿主长期进化过

程形成的，它们与宿主匣环境形成相互依赖、相互

制约的统一体。肠道微生物与人类的健康和疾病

关系密切，但肠道菌群其庞大．复杂，一方面丰富了

肠道微生物研究的内容。另一方面也阻碍了人类对

肠道菌群的认识。随着对其研究的认识和深人，人

类已经认识到肠道微生物对宿主的消化、营养，代

谢．免疫等诸多方面影响着人体的健康状况”⋯。

PcRfDGGE技术是近年来应用于多种生态环

境微生物区系研究的主要分子生物学手段之一，其

优势在于这种技术无需平板培养就町直接反映环

境样品中细菌种粪的多样性“1。胃癌是目前病死

率较高的一类消化系统恶性肿瘤．其形成因素较复

杂，一般与饮食结构，暖烟、傲酒及遗传因素有

凳“⋯。本实验采用PcR—DGGE技术研究了胃癌

患者肠道菌群的结构特征．显示不同个体问肠道茁

群呈多样性，表明PcR-DGGE在研究胃癌患者粪

样微生物区系变化规律上是一种非常有效的技术

手段。胃磕患者肠道菌群的组成结梅至今未见报

道，相信随着实验方法和分子生物学技木的完善，

人们将会进一步认识到胃癌患者肠道菌群的多样

性。而且．在对群落菌群结构分析(T持第l 82页)
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的基础上进行微观研究，进一步了解环境因素及神

经递质等与微生物之间的相互关系。不远的未来，

分子生物学在肠道菌群领域的应用对菌群功能和

活性的研究会更加迅速，该研究将会向人们展示体

内菌群的功能与作用。

虽然迄今尚未发现特异的细菌与胃癌的发病

有关，亦未发现胃癌患者特征性的肠道菌群变化，

但胃癌患者粪便菌群和肠黏膜菌群的组成的确与

健康个体存在差异，故认为肠道细菌在胃癌的发病

机制中起重要作用，可能是参与胃癌发病的始动和

持续因素。随着实验方法和技术的不断发展和应

用，以及对肠道微生态在胃癌发病中作用研究的深

入，将有可能对胃癌患者进行微生态的靶向治疗，

从而为胃癌的治疗提供新的途径。
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