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结直肠癌患者肠道菌群及粪便 SDC2 基因甲基化
检测意义及其关系研究
钟莉华1,张德文1,朱喜丹2,刘摇 霞1,胡家业1

1. 四川省自贡市第三人民医院检验科,四川 自贡 643000;2. 西南医科大学附属医院检验科,四川 泸州 646000

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨粪便 Syndecan鄄2(SDC2)甲基化与肠道菌群失调在结直肠癌(CRC)中的意义。 方法摇 将 70 例 CRC
患者(CRC 组)、65 例结直肠腺瘤性息肉(CAP)患者(CAP 组)及 50 例健康志愿者(对照组)作为研究对象,检测其粪便 DNA
SDC2 甲基化与肠道菌群失调情况,实时荧光定量 PCR 法定量分析粪便菌群,Spearman 相关系数分析 CRC 患者粪便 SDC2 甲

基化与其定量分析结果之间的相关性。 结果摇 实时荧光定量 PCR 法在分析粪便菌群中的稳定性及特异性良好,CRC 组粪便

SDC2 甲基化阳性率及肠道菌群失调率均高于对照组与 CAP 组(P<0郾 05);与对照组相比,CRC 组及 CAP 组有益菌定量分析

水平降低,CRC 组肠道菌群中有害菌水平上升(P<0郾 05)。 CRC 患者粪便 SDC2 甲基化与肠道乳酸杆菌、双歧杆菌定量水平呈

负相关(P<0郾 05),与大肠杆菌、粪肠球菌以及脆弱拟杆菌定量分析水平呈正相关(P<0郾 05)。 结论摇 CRC 患者存在明显的肠

道菌群紊乱表现及高水平 SDC2 甲基化阳性率,肠道菌群可能通过影响 SDC2 甲基化参与 CRC 发生与发展。

揖关键词铱 摇 结直肠癌;SDC2 甲基化;肠道菌群失调
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The significance and relationship of detection of gut microbiota and fecal SDC2 gene
methylation in colorectal cancer patients摇 ZHONG Li鄄hua1, ZHANG De鄄wen1,ZHU Xi鄄dan2, LIU Xia1,
HU Jia鄄ye1 摇 1. Department of Clinical Laboratory, Zigong Third People爷 s Hospital, Zigong 643000,
Sichuan, China; 2. Department of Clinical Laboratory, The Affiliated Hospital of Southwest Medical
University, Luzhou 646000, China

揖Corresponding author铱摇 HU Jia鄄ye
揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the significance of fecal Syndecan鄄2 (SDC2) methylation and intestinal flora disorder in

patients with colorectal cancer (CRC). Methods摇 Seventy patients with CRC were selected as a CRC group. Sixty鄄five patients with
colorectal adenomatous polyp (CAP) were selected as a CAP group. Another 50 healthy volunteers were selected as a control group.
The fecal DNA SDC2 methylation and intestinal flora disorder were detected. Real鄄time fluorescence quantitative PCR was used to
quantitatively analyze the fecal flora. Spearman correlation coefficient was used to analyze the correlation between fecal SDC2
methylation and quantitative analysis results of fecal flora in the CRC patients. Results 摇 Real鄄time fluorescence quantitative PCR
method had good stability and specificity in quantitative analysis of fecal flora. The positive rate of fecal SDC2 methylation and
intestinal flora disorder rate in the CRC group were higher than those in the control group and the CAP group(P<0郾 05). Compared
with the control group, the quantitative analysis levels of beneficial bacteria in the CRC group and the CAP group were decreased, and
the levels of pernicious bacteria were risen in the CRC group (P<0郾 05). The fecal SDC2 methylation was negatively correlated with
quantitative levels of intestinal Lactobacillus and Bifidobacterium in the CRC group (P<0郾 05). However, it was positively correlated
with quantitative levels of Escherichia coli, Enterococcus faecalis and Bacteroides fragilis (P<0郾 05). Conclusions摇 CRC patients have
obvious intestinal flora disorder and high positive rate of SDC2 methylation. Intestinal flora may participate in the occurrence and devel鄄
opment of CRC by affecting SDC2 methylation.
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摇 摇 结直肠癌(colorectal cancer, CRC)的发病机制

复杂,有研究表示,饮食习惯、生活环境、免疫炎症、
肠道菌群、表观遗传等多种因素与 CRC 发生及发展

之间均具有联系[1,2]。 其中肠道菌群及表观遗传学

与 CRC 之间的关系是当前研究的热点。 有研究发

现,CRC 患者肠道中有益菌减少,致病菌增加,菌群

多样性及其功能代谢均发生了改变[3]。 DNA 甲基

化异常将影响基因转录,导致细胞分化及增值异

常,是促进 CRC 发生的重要机制[4]。 Syndecan鄄2
(SDC2)是导致 CRC 细胞迁移的重要物质[5]。 当

前,较多的研究表示粪便 SDC2 甲基化检测在 CRC
筛查中具有良好的临床应用价值[6]。 而关于其是

否与肠道菌群之间存在联系尚不清楚。 本研究探

讨 CRC 患者 SDC2 甲基化状况与肠道菌群之间的

关系,有助于 CRC 致病机制的探究,现报道如下。
1摇 资料与方法

1. 1摇 一般资料摇 四川省自贡市第三人民医院 2020
年 6 月至 2022 年 6 月收治的 70 例 CRC 患者纳为

CRC 组,65 例结直肠腺瘤性息肉(colon adenomatous
polyps, CAP)患者纳为 CAP 组,50 例健康志愿者纳

为对照组。 纳入标准:淤CRC 及 CAP 患者均经肠镜

检查发现病灶,结合病理学或经病理学检查确定;
于健康志愿者为体检合格,无胃肠道疾病及手术史

者;盂所有研究对象参与研究前 6 个月内未服用抗

生素。 排除标准:淤合并其他胃肠道疾病史者;于
不能耐受肠镜检查者;盂合并其他恶性肿瘤者;榆

粪便标本采集前行肠镜治疗、手术或放化疗者。 其

中 CRC 组中男 39 例,女 31 例,年龄 46 ~ 78 岁

[(63郾 15依11郾 45)岁],肿瘤直径 1 ~ 5 cm[(2郾 64 依
0郾 56) cm], TNM 分期:玉 ~ 域期 29 例,芋 ~ 郁期

41 例,低分化 19 例,中高分化 51 例,16 例出现远处

转移;CAP 组中男 35 岁,女 30 例,年龄 48 ~ 80 岁

[(64郾 87依10郾 15)岁],腺瘤直径 1 ~ 6 cm[(2郾 91 依
0郾 61)cm],发生部位:盲肠鄄升结肠 16 例,横结肠 10
例,降乙结肠 26 例,直肠 13 例;对照组中男 28 例,
女 22 例,年龄 49 ~ 81 岁[(65郾 78依9郾 48)岁]。 三组

年龄及性别比较差异无统计学意义(P>0郾 05)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 粪便 SDC2 甲基化检测摇 淤粪便采集:定量

粪便采集装置采集 4郾 5 g 粪便。 于样本预处理:进
行粪便均质化与离心处理后收集其上清液。 盂DNA
提取转化及荧光 PCR:磁珠捕获法提取粪便样本中

SDC2 与 茁鄄肌动蛋白(茁鄄actin, ACTB)基因,亚硫酸

盐转化未发生甲基化的 DNA。 使用双重荧光 PCR
法,在同一个反应孔中检测甲基化 SDC2 基因及

ACTB 基因保护序列,检测仪器为 Roche Light Cycler
480域仪,扩增条件:95 益 5min 变性,95 益 15s,58
益 30s,72 益 30s,循环 48 次,40 益 30s 冷却。 甲基

化 SDC2 的 TaqMan 探针互补链用于计算标记性能

(引物序列见表 1)。 榆结果判定:根据试剂盒相关

标准见表 2。

表 1摇 SDC2 基因甲基化检测引物序列

基因名称 引物(5爷鄄3爷) 片段长度(bp)

SDC2 上游引物 GAGGAGGGGCGTAGTCGC 18

SDC2 下游引物 CCGCGCGACTAAAACTCCGA 20

ACTB 上游引物 TTTGTTTTTTTGATTAGGTGTTTAAGA 27

ACTB 下游引物 CACCAACCTCATAACCTTATC 21

表 2摇 结果判定

判定结果 ACTB 基因 Ct 值 甲基化 SDC2 基因 Ct 值

阳性 臆36 臆38

阴性 臆36 >38

样本不合格 >36 或无 —

揖基金项目铱自贡市科学技术局科研基金资助项目 (编号:
2020ZC20)

揖通讯作者铱胡家业

1. 2. 2摇 肠道菌群检测摇 淤粪便涂片:将收集到的新

鲜粪便涂抹在滴有等渗盐水的清洁载玻片上,推片

将样本推成厚薄如血膜样,大小为 1郾 5 cm伊2郾 0 cm

左右,待干燥后置于酒精灯上固定。 于粪便革兰染

色。 盂使用油镜观察每个视野下各病原菌占比,观
察 5 个视野。 榆结果判断:参照《肠道菌群粪便涂

片检查图谱》 [7]分为正常、玉、域及芋度失调。
1. 2. 3摇 肠道菌群定量分析摇 采集受试者新鲜大便

3 g,置于无菌离心管内,-80 益冰箱内保存,试验仪

器有 9700 型 PCR 扩增仪(美国 ABI 公司),核酸蛋

白检测仪,电泳仪 Power PAC 3000,ABI 7300 荧光定

量 PCR 仪(美国 ABI 公司)。 试验试剂包括 DNA 提

取试剂盒、 DNA 产物纯化试剂盒、 RNA 酶制剂、
Oligo dNTPs 等均购自中国天根公司。 引物设计与

合成参照等 Rinttila 等[8] 设计的肠道菌株特异性引
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物序列,由上海工生物技术股份公司合成。
实验步骤:粪便 DNA 提取:0郾 5 g 粪便样本加入

0郾 1 mol / L PBS 中充分混匀,超低温离心,取上清液,
重复离心 3 次,保留上清液于 EP 管内,超低温

12000 r / min 离心 10 min,收集沉淀。 按照试剂盒相

关说明提取 DNA,提取完毕后采用 DNA 纯化试剂

盒纯化 DNA,核酸蛋白检测仪检测 DNA 浓度,
0郾 8%琼脂糖凝胶电泳仪检测提取 DNA 片段大小及

完整性,凝胶成像系统中观察结果。 实时荧光 PCR
反应:Real鄄time PCR Master Mix(2伊)10 滋l,上下游

引物各 1郾 0 滋l,cDNA 模版(300 ng)2 滋l,加入焦炭

酸二乙酯至 20 滋l。 PCR 循环参数:95 益预变性 10
min,95 益变性 15 s,60 益退火 10 s,68 益延伸 40 个

循环,72 益 延伸 30 s。 以常规 PCR 扩增出的 16S
rRNA 部分基因片段制作标准品,每次试验均设置

标准品与阴性对照,试验完成后采用 Light Cyler
PCR 仪分析粪便标本所含细菌拷贝数 Ct 值,并与标

准曲线对比,求得粪便样本中菌群定量结果。
1. 3摇 实时荧光定量 PCR 检测效果评价摇 淤敏感性

试验:根据可检测到的标准品最低拷贝数计算反应

灵敏性,将各种细菌的标准品按照 10 倍梯度稀释,
分别进行荧光定量 PCR,根据所能检测出的最低浓

度的标准品评价反应灵敏性。 于特异性试验:通过

对引物 BLAST 分析,观察定量 PCR 产物溶解曲线

对定量 PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳,观察有无特

异条带,间接观察各细菌引物的特异性。 盂稳定性

试验:重复检测梯度稀释的标准品,用相同浓度标

准品的 Ct 值变异系数( coefficient of variation, CV)
评价反应稳定性。
1. 4摇 统计学方法摇 采用 SPSS 19郾 0 统计软件处理

数据。 计量资料以均数依标准差表示,两组间比较

行独立样本 t 检验,三组及以上比较采用方差分析,
组内比较采用 LSD 分析;计数资料用例数(% )表

示,两组间比较行 字2 检验,Spearman 相关系数分析

CRC 患者粪便 SDC2 甲基化与其粪便菌群定量分析

结果之间的相关性。 P<0郾 05 为差异有统计学意义。
2摇 结果

2. 1摇 实时荧光定量 PCR 检测效果评价摇 将检测细

菌的标准品按 10 倍梯度稀释,当稀释为 1 颐 109时,
各细菌的荧光扩增曲线仍按比例的分布,各检测细

菌的实时荧光定量 PCR 最低检测限度范围在每个

反应 79 ~ 266 拷贝;各细菌的标准品按照 1 颐 105 ~ 1
颐 109稀释,对应 Ct 值的变异系数 CV 最大变化范围

在 0郾 021 ~ 0郾 051,提示稳定性好;各细菌的溶解曲

线均呈单峰,提示特异性良好。
2. 2摇 CRC 组、CAP 组及对照组粪便 SDC2 甲基化

检测结果比较摇 CRC 组粪便 SDC2 甲基化检测阳性

率高于 CAP 组(字2 =48郾 714,P<0郾 001)及对照组(字2

=65郾 040,P<0郾 001), CAP 组粪便 SDC2 甲基化阳

性率高于对照组(字2 =5郾 528,P<0郾 05)。 见表 3。
表 3摇 CRC 组、CAP 组及对照组粪便 SDC2 甲基化检测结果

比较 [n(% )]

组别 n 阳性 阴性

CRC 组 70 55(78郾 57) 15(21郾 43)

CAP 组 65 12(18郾 46) 53(81郾 54)

对照组 50 2(4郾 00) 48(96郾 00)

2. 3摇 CRC 组、CAP 组及对照组肠道菌群失调情况

比较 摇 CRC 组肠道菌群失调率高于 CAP 组( 字2 =
4郾 991,P<0郾 05)及对照组( 字2 = 31郾 913,P<0郾 001),
同时 CAP 组肠道菌群失调率也高于对照组( 字2 =
13郾 195,P<0郾 001)。 见表 4。
表 4摇 CRC 组、CAP 组及对照组肠道菌群失调情况比较 [n(% )]

组别 n 正常 肠道菌群失调

CRC 70 12(17郾 14) 58(82郾 86)

CAP 65 22(33郾 85) 43(66郾 15)

对照组 50 34(68郾 00) 16(32郾 00)

2. 4摇 CRC 组、CAP 组及对照组肠道菌群定量分析

结果摇 CRC 组、CAP 组及对照组肠道双歧杆菌、乳
酸杆菌、大肠杆菌、粪肠球菌、屎肠球菌、拟杆菌属、
脆弱拟杆菌、单形拟杆菌、多形拟杆菌、梭杆菌属、
梭菌属、内毒梭菌以及艰难梭菌定量分析结果比

较,差异均有统计学意义(P<0郾 05),其中 CRC 组双

歧杆菌、乳酸杆菌低于对照组及 CAP 组,CAP 组双

歧杆菌、乳酸杆菌水平低于对照组(P<0郾 05),CRC
组大肠杆菌、粪肠球菌、屎肠球菌、拟杆菌属、脆弱

拟杆菌、单形拟杆菌、多形拟杆菌、梭杆菌属、梭菌

属、内毒梭菌以及艰难梭菌水平均高于对照组(P<
0郾 05)。 见表 5。
2. 5摇 CRC 合并肠道菌群失调者与肠道菌群正常者

的粪便菌群定量分析结果比较 摇 CRC 合并肠道菌

群失调者的双歧杆菌及乳酸杆菌水平低于肠道菌

群正常者,大肠杆菌、粪肠球菌、屎肠球菌、拟杆菌

属、脆弱拟杆菌、单形拟杆菌、多形拟杆菌、梭杆菌

属、梭菌属、内毒梭菌以及艰难梭菌水平高于正常

者,差异有统计学意义(P<0郾 05)。 见表 6。
2. 6摇 CRC 患者肠道菌群与粪便 SDC2 甲基化之间

的相关性分析摇 Spearman 相关性分析提示,CRC 患

者肠道乳酸杆菌、双歧杆菌定量水平与粪便 SDC2
甲基化呈负相关(P<0郾 05),大肠杆菌、粪肠球菌以

及脆弱拟杆菌定量水平与粪便 SDC2 甲基化水平呈

正相关(P<0郾 05)。 见表 7。
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表 5摇 CRC 组、CAP 组及对照组肠道菌群定量分析结果

肠道菌群 CRC(n=70) CAP(n=65) 对照组(n=50) F P

双歧杆菌 4郾 03依0郾 85*# 5郾 38依1郾 16* 6郾 46依1郾 23 76郾 428 <0郾 001

乳酸杆菌 4郾 13依0郾 67*# 5郾 69依0郾 98* 6郾 67依1郾 43 87郾 713 <0郾 001

大肠杆菌 7郾 06依1郾 13*# 4郾 46依0郾 85 4郾 32依0郾 76 170郾 609 <0郾 001

粪肠球菌 11郾 35依2郾 69*# 4郾 23依0郾 87 4郾 16依0郾 91 357郾 213 <0郾 001

屎肠球菌 6郾 43依1郾 27*# 4郾 51依0郾 93 4郾 46依0郾 86 72郾 402 <0郾 001

拟杆菌属 10郾 33依1郾 93*# 7郾 51依1郾 28 7郾 46依1郾 33 69郾 862 <0郾 001

脆弱拟杆菌 7郾 46依1郾 36*# 3郾 34依0郾 52 3郾 22依0郾 46 461郾 494 <0郾 001

单形拟杆菌 8郾 91依1郾 26*# 5郾 21依0郾 77 5郾 16依0郾 83 297郾 659 <0郾 001

多形拟杆菌 10郾 37依2郾 17*# 5郾 37依0郾 71 5郾 26依0郾 77 270郾 973 <0郾 001

梭杆菌属 10郾 79依1郾 86*# 7郾 22依0郾 86 7郾 16依0郾 79 160郾 633 <0郾 001

梭菌属 10郾 23依1郾 84*# 7郾 33依1郾 63 7郾 19依1郾 71 60郾 647 <0郾 001

内毒梭菌 5郾 46依1郾 32*# 2郾 21依0郾 32 2郾 16依0郾 33 337郾 940 <0郾 001

艰难梭菌 4郾 15依0郾 65*# 1郾 38依0郾 56 1郾 41依0郾 54 454郾 854 <0郾 001

*与对照组比较,P<0郾 05;#与 CAP 组比较,P<0郾 05.

表 6摇 CRC 合并肠道菌群失调者与肠道菌群正常者的粪便菌群定量分析结果比较

肠道菌群 失调者(n=58) 正常者(n=12) t P

双歧杆菌 3郾 87依0郾 63 4郾 86依1郾 15 4郾 222 <0郾 001

乳酸杆菌 3郾 95依0郾 96 4郾 97依0郾 87 3郾 400 0郾 001

大肠杆菌 7郾 26依1郾 26 6郾 11依1郾 16 2郾 914 0郾 005

粪肠球菌 12郾 13依2郾 64 7郾 58依1郾 43 5郾 775 <0郾 001

屎肠球菌 6郾 71依1郾 19 5郾 11依1郾 23 4郾 216 <0郾 001

拟杆菌属 11郾 14依1郾 39 6郾 45依1郾 09 10郾 987 <0郾 001

脆弱拟杆菌 7郾 89依1郾 32 5郾 44依1郾 08 6郾 016 <0郾 001

单形拟杆菌 9郾 28依1郾 69 7郾 07依1郾 61 4郾 155 <0郾 001

多形拟杆菌 10郾 84依1郾 36 8郾 07依1郾 21 6郾 533 <0郾 001

梭杆菌属 11郾 23依2郾 43 8郾 66依2郾 06 3郾 413 0郾 001

梭菌属 10郾 77依2郾 41 7郾 65依1郾 96 4郾 199 <0郾 001

内毒梭菌 5郾 76依1郾 39 4郾 07依1郾 24 3郾 899 0郾 001

艰难梭菌 4郾 73依1郾 37 3郾 47依0郾 84 3郾 059 0郾 003

表 7摇 CRC 患者肠道菌群与粪便 SDC2 甲基化之间的相关性分析

菌群
SDC2 甲基化

r P

乳酸杆菌 -0郾 336 0郾 021

双歧杆菌 -0郾 317 0郾 031

大肠杆菌 0郾 312 0郾 034

粪肠球菌 0郾 346 0郾 016

屎肠球菌 0郾 224 0郾 086

拟杆菌属 0郾 244 0郾 063

脆弱拟杆菌 0郾 468 0郾 007

单形拟杆菌 0郾 131 0郾 363

多形拟杆菌 0郾 128 0郾 425

梭杆菌属 0郾 078 0郾 561

梭菌属 0郾 134 0郾 311

内毒梭菌 0郾 237 0郾 079

艰难梭菌 0郾 168 0郾 155

3摇 讨论

临床总结发现大部分 CRC 病灶呈散发性,说明

除了遗传因素外,环境因素在 CRC 发生及发展中也

扮演重要角色。 肠道菌群失调是影响 CRC 发生及

发展过程中的重要环境因素。 健康机体内,肠道内

各菌群之间相互作用,相互制约,保持着动态平衡,
与机体共生。 而大量研究表示,CRC 患者肠道菌群

组成、分布及代谢情况较健康志愿者均发生改

变[9,10]。 本研究发现,CRC 组肠道菌群失调率明显

高于 CAP 组及对照组,进一步采用荧光定量 PCR
法分析对被研究者肠道菌群进行定量分析发现,
CAP 组患者肠道菌群仅出现有益菌包括双歧杆菌

及乳酸杆菌水平下降表现,而 CRC 组患者除双歧杆

菌及乳酸杆菌水平下降外,其大肠杆菌、粪肠球菌、
屎肠球菌、拟杆菌属、脆弱拟杆菌、单形拟杆菌、多
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形拟杆菌、梭杆菌属、梭菌属、内毒梭菌以及艰难梭

菌等有害菌水平也较健康对照组明显上升,且合并

肠道菌群失调的 CRC 患者中,其肠道有益菌双歧杆

菌及乳酸菌水平低于肠道菌群正常者,各类有害菌

水平均高于肠道菌群正常者。 说明 CRC 患者肠道

菌群失调率高,各种类菌群数量明显异常,且合并

肠道菌群失调的 CRC 患者还存在有益菌数量进一

步下降,有害菌数量进一步上升表现。
随着分子生物学技术的不断发展,表观遗传学

变异在 CRC 中的作用也逐渐受到临床的广泛关

注[11]。 DNA 甲基化异常是重要的表观遗传学变异

表现,其中 CpG 岛甲基化异常是 CRC 中较为普遍。
SDC2 属于 Sydecans 家族,是癌症进展过程中重要

的调节因子,在结直肠癌细胞粘附于细胞外基质中

发挥重要作用[12]。 很多研究表示,CRC 患者血液、
癌灶组织及粪便样本中 SDC2 基因启动子区 CpG 岛

均有高甲基化异常表现[13,14]。 而有研究报道,肠道

微生物对宿主基因的调控与表达可体现在表观遗

传上,肠道微生物可通过改变宿主上皮细胞甲基化

模式直接实现胞内调控功能,还可通过其代谢产物

如叶酸、短链脂肪酸、维生素 B 等参与宿主主观修

饰与生理功能调节[15]。 本研究发现,CRC 患者肠道

乳酸杆菌、双歧杆菌定量水平与粪便 SDC2 甲基化

呈负相关,而大肠杆菌、粪肠球菌以及脆弱拟杆菌

等有害菌定量水平与其粪便 SDC2 甲基化水平呈正

相关。 提示肠道内乳酸杆菌、双歧杆菌以及大肠杆

菌、粪肠球菌以及脆弱拟杆菌等可能通过影响 SDC2
甲基化参与 CRC 发生与发展。 其中的具体作用机

制尚不清楚,还需开展进一步研究。 但基于现有的

研究,Driver鄄passenger 模型认为[16],产肠毒毒素脆

弱拟杆菌及 pks+大肠杆菌可诱导上皮细胞 DNA 损

伤,率先改变肠道微生态,促进慢性炎症反应及免

疫异常,进而诱导 CRC。 还有研究表示肠道菌群可

能直接影响肠上皮细胞内组蛋白甲基化及乙酰化

修饰[17]。
综上,CRC 患者存在明显的肠道菌群紊乱表

现,且肠道有益菌包括双歧杆菌及乳酸杆菌定量结

果与其 SDC2 甲基化之间呈负相关,有害菌包括大

肠杆菌、粪肠球菌以及脆弱拟杆菌定量水平与其

SDC2 甲基化之间呈正相关,推测肠道菌群可能通

过影响 SDC2 甲基化参与 CRC 发生与发展。
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