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摘  要 

目的探讨肺癌患者肠道菌群结构变化对免疫检查点抑制剂疗效的影响。方法通过收集非小细胞肺癌

(NSCLC)患者及健康志愿者的粪便样本，采用高通量测序技术分析肠道菌群组成。结果显示，免疫检查点

抑制剂治疗组患者肠道菌群多样性在治疗前显著降低，治疗后有所恢复，且与疗效呈正相关。特定有益

菌丰度增加与疗效提升相关，而潜在致病菌丰度增加则与疗效不佳及毒副反应加剧有关。结论表明，肠

道菌群结构变化是影响免疫检查点抑制剂疗效的重要因素。 
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Abstract 
The aim of this study was to explore the impact of changes in the intestinal microbiota structure 
on the efficacy of immune checkpoint inhibitors in patients with lung cancer. Fecal samples were 
collected from patients with non-small cell lung cancer (NSCLC) and healthy volunteers, and the 
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composition of the intestinal microbiota was analyzed using high-throughput sequencing technol-
ogy. The results showed that the diversity of the intestinal microbiota in the immune checkpoint 
inhibitor treatment group was significantly reduced before treatment and recovered after treat-
ment, and was positively correlated with the efficacy. An increase in the abundance of specific ben-
eficial bacteria was associated with improved efficacy, while an increase in the abundance of poten-
tial pathogenic bacteria was associated with poor efficacy and increased toxic and side effects. The 
conclusion indicates that changes in the intestinal microbiota structure are an important factor af-
fecting the efficacy of immune checkpoint inhibitors. 
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1. 资料与方法 

1.1. 一般资料 

1.1.1. 研究对象 
本研究选取开江县人民医院肿瘤内科自 2024 年 9 月至 2026 年 1 月期间收治的初治非小细胞肺癌

(NSCLC)患者作为研究对象。所有入选患者均经组织学或细胞学确诊为 NSCLC，且未接受过任何抗肿瘤

治疗，以确保研究结果的准确性和可靠性。同时为排除其他因素的干扰，选取同期与肺癌患者年龄(±5 岁)、
性别相匹配的健康志愿者作为对照组，以探究健康人群与肺癌患者之间肠道菌群结构的差异。 

(1) 纳入标准 
病理学或细胞学确诊：所有患者均需经组织学或细胞学检查确诊为非小细胞肺癌(NSCLC)。 
预期生存期：患者预期生存期需≥3 个月，以确保能够完成至少两个治疗周期的观察和随访。 
体能状态：ECOG (东部肿瘤协作组)体能状态评分为 0~1 分，表示患者能够自由活动，生活能自理，

可进行轻体力活动，以保证患者能够耐受免疫检查点抑制剂的治疗及后续的观察和随访。 
无严重内科疾病：患者无其他严重内科疾病，肝肾功能正常，可以排除其他疾病对肠道菌群结构及

免疫状态的影响。 
知情同意：所有患者均需签署知情同意书，自愿参与本研究，确保研究的伦理性和合法性。 
(2) 排除标准 
抗生素或免疫抑制剂使用史：化疗前 1 个月内口服过抗生素或长期服用免疫抑制剂、微生物制剂者

需排除，以避免这些药物对肠道菌群结构的干扰。 
消化系统疾病：患有消化系统疾病、风湿免疫系统疾病、糖尿病、肥胖等代谢疾病者需排除，因为

这些疾病可能影响肠道菌群的结构和功能。 
第二原发肿瘤：有第二原发肿瘤或其他严重疾病者需排除，以确保研究结果的纯净性。 
不配合研究：拒绝提供粪便样本或无法配合完成研究者需排除，以保证研究的顺利进行和数据的完整性。 

1.1.2. 分组情况 
根据治疗方案的不同，将 NSCLC 患者分为免疫检查点抑制剂治疗组(ICI 组)和对照组(非 ICI 组)。ICI
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组接受 PD-1/PD-L1 免疫检查点抑制剂单药或联合治疗，具体治疗方案根据患者的临床病理特征和医生

的判断而定。对照组则接受化疗或其他非 ICI 治疗方案，如靶向治疗、放疗等。设立健康对照组(HC 组)，
以探究健康人群与肺癌患者之间肠道菌群结构的差异[1]。 

1.1.3. 样本采集 
在 ICI 组和非 ICI 组患者接受治疗前、治疗第 2 周期后、治疗第 4 周期后(或治疗结束时，根据患者

实际治疗情况而定)分别采集新鲜粪便样本[2]。样本采集前，需向患者详细解释采集目的、方法和注意事

项，并取得患者的知情同意。采集时，使用无菌粪便采集管收集患者的新鲜粪便样本，并立即置于−80℃
冰箱中保存，以避免 DNA 降解和菌群结构变化。HC 组则一次性采集新鲜粪便样本，并同样置于−80℃
冰箱中保存[3]。所有样本均需详细记录采集时间、患者信息(如姓名、性别、年龄、病历号等)和临床病理

特征，以便后续分析和随访。 

1.2. 方法 

1.2.1. DNA 提取 
采用 CTAB (十六烷基三甲基溴化铵)法从收集的粪便样本中提取细菌基因组 DNA。从−80℃冰箱

中取出粪便样本，迅速置于冰上融化。称取适量(约 200 mg)粪便样本置于 1.5 mL DNase-free 离心管

中，确保无外源 DNA 污染。向离心管中加入 1 mL CTAB 裂解液和适量溶菌酶(终浓度为 10 mg/mL)，
充分振荡混匀后，置于 56℃水浴中孵育 30 分钟至 1 小时。期间轻轻颠倒离心管数次，以促进粪便样

本的充分裂解和细菌细胞的破裂[4]。裂解完成后，向离心管中加入 RNase A (终浓度为 20 μg/mL)，37℃
孵育 30 分钟以去除 RNA，避免 RNA 对后续 DNA 提取和测序的干扰。将离心管置于高速离心机中，

以 12,000 rpm 离心 10 分钟。小心吸取上清液至新的离心管中，避免吸入沉淀。向上清液中加入等体

积的氯仿/异戊醇(24:1)混合液，剧烈振荡混匀后，再次以 12,000 rpm 离心 10 分钟。此时，DNA 位于

上层水相中。将上层水相小心转移至新的离心管中，加入 0.6 倍体积的异丙醇，轻轻颠倒混匀后置于

−20℃冰箱中沉淀 DNA 至少 30 分钟[5]。以 12,000 rpm 离心 10 分钟收集 DNA 沉淀，用 70%乙醇洗涤

DNA 沉淀两次，以去除残留的异丙醇和盐离子。每次洗涤后均以 12,000 rpm 离心 5 分钟去除乙醇[6]。
将洗涤后的 DNA 沉淀置于室温下自然干燥至半透明状，避免过度干燥导致 DNA 难以溶解。加入适量

TE 缓冲液(50~100 μL)溶解 DNA，并置于−20℃冰箱中保存备用。为确保 DNA 的质量和浓度，可使用

Qubit 2.0 荧光光度计中的 dsDNA 分析试剂盒测量 DNA 浓度，并通过琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的完

整性和纯度。 

1.2.2. 高通量测序 
利用 Illumina HiSeq 平台对提取的 DNA 进行 16S rRNA 基因测序，以全面、深入地分析肠道菌群的

组成和结构[7]。 
使用 Qubit 2.0 荧光光度计中的 dsDNA 分析试剂盒测量 DNA 浓度，确保 OD 值在 1.8~2.0 之间，且

DNA 含量在 1 μg 以上[8]，以满足测序要求。 
使用 NEBNext Ultra DNA 库制备试剂盒生成测序库。首先，将 DNA 样品片段化至适合测序的长度

(约 300 bp)，并与全长接头连接。然后，进行 PCR 扩增以富集连接了接头的 DNA 片段，并使用 AMPure 
XP 系统纯化 PCR 产物。通过 Agilent 2100 Bioanalyzer 分析文库的大小分布，并使用实时 PCR 进行定量，

以确保文库的质量和浓度满足测序要求。将构建完毕的 DNA 文库经过精准的稀释与变性处理后，载入测

序芯片或流动池中进行高通量测序[9]。测序过程中，Illumina HiSeq 平台将产生大量的测序数据，这些数

据将用于后续的生物信息学分析[10]。 
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1.2.3. 生物信息学分析 
对高通量测序得到的数据进行生物信息学分析，以揭示肠道菌群的结构差异和功能变化。使用 QIIME 

2 软件对测序数据进行质控和去噪处理，去除低质量序列和嵌合体序列等噪声数据，获得高质量序列用

于后续分析。通过 Alpha 多样性(如 Shannon 指数、Simpson 指数等)和 Beta 多样性(如 PCoA 分析、NMDS
分析等)等指数评估肠道菌群的丰富度和多样性变化。这些指数能够直观地反映不同组别之间肠道菌群结

构的差异和相似性。 
使用 LEfSe、Metastat 等分析方法识别 ICI 组、非 ICI 组及 HC 组之间显著差异的菌群种类。这些差

异菌群可能是影响免疫检查点抑制剂疗效和毒副反应的关键因素。使用 PICRUSt 等工具预测菌群的功能

变化，并结合临床疗效评估数据(如 RECIST 标准评估的疗效、CTCAE 标准评估的毒副反应等)，深入探

究特定菌群或菌群代谢产物的变化与患者治疗疗效及毒副反应之间的潜在联系。通过功能预测，可以进

一步揭示肠道菌群在肺癌免疫治疗中的作用机制[11]。 

1.3. 观察指标 

1.3.1. 肠道菌群结构变化 
通过高通量测序和生物信息学分析，比较 ICI 组、非 ICI 组及 HC 组之间肠道菌群的结构差异。具体

观察指标包括菌群的多样性(如 Shannon 指数、Simpson 指数等)、丰度(如各菌群的相对丰度)以及特定菌

群的相对比例等[12]。这些指标能够直观地反映不同组别之间肠道菌群结构的差异和变化趋势。 

1.3.2. 免疫检查点抑制剂疗效评估 
根据 RECIST (实体瘤疗效评价标准) 1.1 版评估 ICI 组患者的治疗疗效。RECIST 标准将治疗疗效分

为完全缓解(CR)、部分缓解(PR)、稳定(SD)和进展(PD)四个等级[13]。记录患者的无进展生存期(PFS)和总

生存期(OS)等生存指标，以全面评估免疫检查点抑制剂的临床疗效。 

1.3.3. 毒副反应评估 
根据 CTCAE (常见不良反应事件评价标准) 5.0 版评估 ICI 组患者的毒副反应[14]。CTCAE 标准将毒

副反应分为五个等级(1~5 级)，详细记录了各级毒副反应的发生率和严重程度。在本研究中，将重点关注

与肠道菌群可能相关的毒副反应，如恶心、呕吐、腹泻等胃肠道反应以及免疫相关性不良反应(如皮疹、

甲状腺功能异常等)。通过评估这些毒副反应的发生情况和严重程度，可以进一步探讨肠道菌群结构变化

与免疫检查点抑制剂毒副反应之间的潜在联系[15]。 

1.4. 统计学方法 

采用 SPSS 26.0 统计软件进行数据分析。计量资料以均数 ± 标准差(±s)表示，组间比较采用 t 检验或

方差分析(如数据不满足正态分布或方差齐性要求时，则采用非参数检验方法如 Mann-Whitney U 检验或

Kruskal-Wallis H 检验)。计数资料以率(%)表示，组间比较采用 χ2检验或 Fisher 确切概率法。采用 Spearman
相关分析探讨肠道菌群结构变化(如特定菌群的相对丰度、多样性指数等)与免疫检查点抑制剂疗效(如
RECIST 评估的疗效等级、PFS、OS 等)及毒副反应(如 CTCAE 评估的毒副反应等级、发生率等)之间的相

关性。P < 0.05 为差异有统计学意义。 

2. 结果 

2.1. 肠道菌群结构变化 

2.1.1. 多样性分析 
通过 Alpha 评估 ICI 组、非 ICI 组及 HC 组之间肠道菌群的多样性。结果显示，ICI 组治疗前肠道菌
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群多样性显著低于 HC 组(P < 0.05)，治疗后 ICI 组肠道菌群多样性有所恢复，但仍低于 HC 组(P < 0.05)。
非 ICI 组肠道菌群多样性在治疗前后无明显变化(P > 0.05)。Beta 多样性分析结果显示，ICI 组、非 ICI 组
及 HC 组之间肠道菌群结构存在显著差异(P < 0.05)。如下表 1 多样性分析中的数据。 
 
Table 1. Diversity analysis 
表 1. 多样性分析 

分组 检测时间 Alpha 多样性 与 HC 组对比 P 值 Beta 多样性(组间差异) 

HC 组 一次性检测 -- -- (P < 0.05) 

ICI 组 
治疗前 显著低于 HC 组 <0.05 (P < 0.05) 
治疗后 有所恢复，但仍低于 HC 组 <0.05 (P < 0.05) 

非 ICI 组 
治疗前 与 HC 组无直接对比数据，但治疗前后无明显变化 -- (P < 0.05) 
治疗后 无明显变化与治疗前比 P > 0.05 (P < 0.05) 

2.1.2. 菌群种类分析 
通过 LEfSe 分析识别 ICI 组、非 ICI 组及 HC 组之间显著差异的菌群种类。结果显示，ICI 组治疗前

肠道中某些有益菌(如双歧杆菌、乳酸杆菌等)的相对丰度显著降低，而某些潜在致病菌(如大肠埃希菌、

克雷伯氏菌等)的相对丰度显著升高。治疗后，ICI 组肠道中有益菌的相对丰度有所恢复，但仍未达到 HC
组水平。非 ICI 组肠道菌群种类在治疗前后无明显变化。 

2.2. 免疫检查点抑制剂疗效评估 

ICI 组患者中，CR 1 例，PR 12 例，SD 8 例，PD 9 例，客观缓解率(ORR)为 34.4% (13/38)，疾病控

制率(DCR)为 55.3% (21/38)。非 ICI 组患者中，CR 0 例，PR 7 例，SD 10 例，PD 23 例，ORR 为 18.4% 
(7/38)，DCR 为 44.7% (17/38)。ICI 组 ORR 和 DCR 均显著高于非 ICI 组(P < 0.05)。 

ICI 组患者的中位 PFS 为 6.5 个月，非 ICI 组患者的中位 PFS 为 4.0 个月，ICI 组显著长于非 ICI 组(P 
< 0.05)。ICI 组患者的中位 OS 为 12.0 个月，非 ICI 组患者的中位 OS 为 9.0 个月，ICI 组有延长趋势，但

差异无统计学意义(P = 0.067)。 

2.3. 肠道菌群结构变化与免疫检查点抑制剂疗效及毒副反应的相关性 

Spearman 相关分析结果显示，ICI 组治疗前肠道中双歧杆菌、乳酸杆菌等有益菌的相对丰度与 ORR
呈正相关(r = 0.378, P < 0.05)，而大肠埃希菌、克雷伯氏菌等潜在致病菌的相对丰度与 ORR 呈负相关(r = 
−0.412, P < 0.05)。治疗后，有益菌的相对丰度恢复程度与 PFS 呈正相关(r = 0.315, P < 0.05)。 

ICI 组患者中，发生恶心、呕吐、腹泻等毒副反应的患者肠道中潜在致病菌的相对丰度显著高于未发

生毒副反应的患者(P < 0.05)，而有益菌的相对丰度显著低于未发生毒副反应的患者(P < 0.05)。Spearman
相关分析结果显示，潜在致病菌的相对丰度与毒副反应的发生率呈正相关(r = 0.436, P < 0.05)，有益菌的

相对丰度与毒副反应的发生率呈负相关(r = −0.387, P < 0.05)。如表 2 维度分析： 
 
Table 2. Dimension analysis 
表 2. 维度分析 

分析维度 菌群类型 相关指标 相关系数(r) P 值 结论 

疗效 
相关性 

有益菌(双歧杆菌、乳酸杆菌) ORR (客观缓解率) 0.378 <0.05 有益菌丰度与疗效呈正相关 
潜在致病菌 

(大肠埃希菌、克雷伯氏菌) ORR (客观缓解率) −0.412 <0.05 致病菌丰度与疗效呈负相关 

有益菌(治疗后恢复程度) PFS (无进展生存期) 0.315 <0.05 有益菌恢复程度与生存期呈正相关 
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续表 

毒副反应 
相关性 

潜在致病菌 
(大肠埃希菌、克雷伯氏菌) 毒副反应发生率 0.436 <0.05 致病菌丰度与毒副反应发生率 

呈正相关 

有益菌(双歧杆菌、乳酸杆菌) 毒副反应发生率 −0.387 <0.05 有益菌丰度与毒副反应发生率 
呈负相关 

3. 讨论 

3.1. 肠道菌群结构变化对免疫检查点抑制剂疗效的影响 

ICI 组治疗前肠道菌群多样性显著降低，且有益菌的相对丰度减少，潜在致病菌的相对丰度增加。治

疗后，随着免疫检查点抑制剂的应用，肠道菌群多样性有所恢复，有益菌的相对丰度也有所增加，这可

能与免疫检查点抑制剂的疗效改善有关。已有研究表明，肠道菌群能够通过影响宿主的免疫系统，特别

是调节 T 细胞、B 细胞、自然杀伤细胞等免疫细胞的功能，从而影响抗肿瘤免疫应答[16] [17]。本研究

中，双歧杆菌、乳酸杆菌等有益菌的相对丰度与 ICI 组患者的 ORR 呈正相关，提示这些有益菌可能通过

增强宿主的抗肿瘤免疫应答，从而提高免疫检查点抑制剂的疗效。相反，大肠埃希菌、克雷伯氏菌等潜

在致病菌的相对丰度与 ORR 呈负相关，可能通过抑制宿主的抗肿瘤免疫应答，从而降低免疫检查点抑制

剂的疗效。 

3.2. 肠道菌群结构变化与免疫检查点抑制剂毒副反应的关系 

ICI 组患者中发生恶心、呕吐、腹泻等毒副反应的患者肠道中潜在致病菌的相对丰度显著高于未发生

毒副反应的患者，而有益菌的相对丰度显著低于未发生毒副反应的患者。这提示肠道菌群结构变化可能

与免疫检查点抑制剂的毒副反应有关[18]。潜在致病菌可能通过产生毒素、破坏肠道黏膜屏障等方式，导

致肠道炎症和毒副反应的发生。而有益菌则可能通过竞争营养、产生抗菌物质等方式，抑制潜在致病菌

的生长和繁殖，从而减轻毒副反应的发生[19]。因此，通过调节肠道菌群结构，可能有助于减轻免疫检查

点抑制剂的毒副反应，提高患者的治疗耐受性和生活质量。 

3.3. 肠道菌群作为免疫治疗新靶点的潜力 

结果进一步证实了肠道菌群在抗肿瘤免疫治疗中的重要作用，提示肠道菌群可能成为免疫治疗的新

靶点[20]。通过调节肠道菌群结构，可以增强宿主的抗肿瘤免疫应答，提高免疫检查点抑制剂的疗效，并

减轻毒副反应的发生[21] [22]。未来可以进一步探索肠道菌群调节的具体机制和方法，如开发针对特定菌

群的益生菌制剂、益生元制剂等，为肺癌等恶性肿瘤的免疫治疗提供新的思路和方法。 

4. 结论 

本研究存在一定的局限性。样本量相对较小，可能影响结果的稳定性和可靠性。未来需要扩大样本

量，进一步验证肠道菌群结构变化对免疫检查点抑制剂疗效及毒副反应的影响。研究仅探讨了肠道菌群

结构变化与免疫检查点抑制剂疗效及毒副反应的相关性，未深入探讨其具体机制。未来可以通过动物实

验、体外实验等方法，进一步揭示肠道菌群在抗肿瘤免疫治疗中的作用机制。研究未涉及肠道菌群调节

的具体干预措施及其疗效评估。未来可以开展肠道菌群调节的干预性研究，评估不同干预措施对免疫检

查点抑制剂疗效及毒副反应的影响，为临床应用提供有力支持。 
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