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摘  要 

背景：中晚期结直肠癌(CRC)常建议新辅助放疗来达到缩小肿瘤，以便有助于手术，降低肿瘤分期。术前

行新辅助放疗势必会造成肠道菌群紊乱，进而引起放射性肠炎，有文献报道CRC患者口腔菌群也会发生

相应的变化，现有研究表明，CRC患者的口腔微生物组成与健康人群存在显著差异。本研究旨在分析放

疗后不同时间间隔肠黏膜样本中炎症因子的比例，来推测放疗后不同时间患者肠道炎症的严重程度。以

及通过高通量测序患者唾液微生物群落中细菌的16sRNA，探究新辅助放疗后结直肠癌患者口腔微生物

群的变化。方法：选取本中心21例未接受放疗、放疗后不同时间间隔接受手术治疗的患者的肠黏膜样本

和唾液样本。采用酶联免疫吸附法(ELISA)定量检测肠黏膜组织中肿瘤坏死因子-α (TNF-α)、白细胞介素

-4 (IL-4)和白细胞介素-6 (IL-6)的表达水平。通过16s rRNA测序检测唾液样品中微生物群落的变化。结

果：在接受放疗的个体中，肠道黏膜内的炎性细胞因子浓度升高，同时白细胞介素-4水平呈动态变化。

尽管放疗后，各类炎症标志物的浓度会随时间推移逐渐下降，但在放疗后约12周时，其浓度仍高于未接

受放疗的患者。微生物组分析结果显示，放疗患者与未接受放疗的患者口腔菌群存在一定的差异，但也

存在一定局限性。结论：新辅助放疗结束至手术的这一段时间，虽然放射性肠炎有所恢复，仍高于未接

受放疗的患者。同时，患者口腔菌群发生了改变，这为探索肠道疾病的早期诊断指标提供了线索。 
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Abstract 
Background: Neoadjuvant radiotherapy is commonly recommended for locally advanced Colorectal 
Cancer (CRC) to downstage tumors and facilitate surgical resection. However, preoperative radiother-
apy inevitably disrupts the intestinal microbiota and may induce radiation enteritis. Studies have re-
ported corresponding changes in the oral microbiota of CRC patients, with existing evidence indicat-
ing significant differences in oral microbial composition between CRC patients and healthy individu-
als. This study aims to evaluate the severity of intestinal inflammation at different post-radiotherapy 
intervals by analyzing inflammatory cytokine levels in intestinal mucosal samples, and to explore 
changes in the oral microbiota of CRC patients following neoadjuvant radiotherapy through high-
throughput sequencing of bacterial 16S rRNA in saliva samples. Methods: Intestinal mucosal and sa-
liva samples were collected from 21 patients in our center who either did not receive radiotherapy or 
underwent surgery at varying intervals after radiotherapy. The expression levels of Tumor Necrosis 
Factor-alpha (TNF-α), Interleukin-4 (IL-4), and Interleukin-6 (IL-6) in intestinal mucosal tissues were 
quantitatively measured using Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Changes in the salivary 
microbial community were assessed via 16S rRNA sequencing. Results: In patients who received radi-
otherapy, the concentrations of inflammatory cytokines in the intestinal mucosa were elevated, with 
dynamic changes observed in IL-4 levels. Although the levels of these inflammatory markers gradually 
decreased over time after radiotherapy, they remained higher than those in non-radiotherapy pa-
tients even at approximately 12 weeks post-radiotherapy. Microbiome analysis revealed certain dif-
ferences in oral microbiota composition between radiotherapy and non-radiotherapy patients, alt-
hough some limitations were noted. Conclusion: During the interval between the completion of neo-
adjuvant radiotherapy and surgery, although radiation enteritis shows some recovery, the inflamma-
tory status remains higher than that in patients who did not receive radiotherapy. Additionally, dif-
ferences in the oral microbiota were observed, providing clues for the exploration of early diagnostic 
markers for intestinal diseases.  
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1. 介绍 

结直肠癌在全球恶性肿瘤发病率中位居第三，其致死率在所有癌症中排名第二[1]。肠道对辐射特别

敏感，这是由于肠道上皮细胞的更新速度快[2]。放射性治疗在杀死肿瘤细胞的同时，对于正常的组织、

肠道菌群都具有杀伤作用。放射治疗的辐射波不可避免地会损害健康细胞，从而引起一些辐射毒性[3]。
具体而言，放射治疗会造成肠上皮细胞损伤凋亡，随后出现粘膜炎症，对于疾病治疗来说，这不利于患

者的预后，同时加剧了患者临床结局的恶化，根据 Hauer-Jensen 的统计，高达 90%的患者在接受腹盆区

放射治疗后的最初几周内会出现胃肠道症状或不适[4]。 
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越来越多的研究表明，肠道菌群失调与某些肠道疾病甚至癌症的发生都密切相关，微生物群的代谢

物也在癌症和肿瘤相关疾病中发挥着重要作用[5] [6]，因此，维持微生物群的稳定对于肿瘤的治疗也具有

重要的作用。口腔微生物群作为消化道微生物群落的组成之一，与肠道微生物群存在一定联系，许多报

告指出，结肠直肠肿瘤或 CRC 或腺瘤患者的粪便中富含口腔型细菌[7]-[9]。核梭杆菌是一种存在于口腔

内的机会性共生厌氧菌，可引起牙周病[10]，同时它还会引发炎症和肿瘤发生，从而促进 CRC 的发展和

进展[11] [12]。分析与口腔相关的细菌可能对 CRC 的检测有价值[13]。综上所述，口腔菌群紊乱，对于

CRC 的发生及发展造成了难以忽视的影响。 
新辅助放疗后的手术通常根据肿瘤反应和技术因素来决定，间隔至少 8~12 周，但关于这一时期肠道

炎症和口腔菌群恢复情况的数据有限。深入了解这些过程可能有助于为围手术期决策提供更多依据，并

有助于研究能够加速肠道恢复的辅助疗法。 
本实验对于未放疗直接手术患者及放疗后 8~12 周进行手术的直肠癌患者的肠黏膜样本进行收集，并

测量了样本中 TNF、IL-4、IL-6 炎症因子的水平。同时采用高通量测序技术，对 16 例直肠癌患者(11 例

接受放疗，5 例未接受放疗)的唾液样本进行 16s rRNA 基因分析。旨在探究放疗后肠道炎症的恢复情况以

及口腔菌群的变化，并为临床管理提供初步的生物学见解。 

2. 材料与方法 

2.1. 实验材料与分组 

见图 1，本文选取 21 名直肠癌患者。这些患者在过去 12 个月内曾在我们中心接受过腹部手术，所

有手术均由同一团队完成，术中收集切除的肠黏膜组织。根据放疗情况将样本分为四组：A 组(未放疗直

接手术)、B 组(放疗后 4 ± 1 周手术)、C 组(放疗后 8 ± 1 周手术)、D 组(放疗后 12 ± 1 周手术)。另在术前

禁食状态下采集 16 例患者(11 例放疗，5 例未放疗)的唾液样本。排除标准包括：既往肠道造口史、两周

内有炎症性肠病活动、近期接受化疗/靶向治疗/免疫抑制治疗/激素或抗生素使用史。两组患者在性别和

年龄分布上无统计学差异。 

2.2. 采用酶联免疫吸附法检测 TNF-α、IL-4、IL-6 水平 

取 0.2 克肠道黏膜样本，使用磷酸盐缓冲液(PBS)进行三次清洗处理，获得肠道组织样本。所有操作

步骤均在冰浴环境中完成。将细胞裂解液与蛋白酶抑制剂按 100:1 (v/v)的比例充分混匀。将处理好的肠道

黏膜组织转移至 2.5 毫升离心管中，加入 1 毫升预混液并放入钢珠。采用超声破碎仪进行组织匀浆处理，

随后在 3000 rpm 条件下离心 15 分钟，收集上清液备用。使用酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测肿瘤坏死

因子-α、白细胞介素-4 和白细胞介素-6 的浓度，具体操作步骤参照试剂盒说明书(晶美生物，中国江苏)。 

2.3. 肠黏膜组织 HE 染色 

取部分肠黏膜组织经 4%多聚甲醛固定，石蜡包埋切片，行苏木精–伊红(H&E)染色。采用盲法由两

位病理医师独立评估放射性肠损伤程度，从黏膜结构破坏、炎症细胞浸润、隐窝损伤、黏膜下层水肿四

个维度进行半定量评分(0~3 分)，总分 0~12 分。 

2.4. 16sRNA 测定口腔菌群 

采用细菌基因组提取试剂盒(DP302-02/TIANGEN)提取样品的基因组 DNA，并采用 Qubit (Invitrogen, 
USA)对 DNA 进行定量。根据测序区域的选择，使用相应的特异性引物。引物对应区域： 
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评估直肠癌患者新辅助放疗后口腔微生物群变化的研究设计和分析流程图。 

Figure 1. Study design and analysis flowchart 
图 1. 研究设计和分析流程图 
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V3-V4 
341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') 
805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') 
古菌 
F(5'-GYGCASCAGKCGMGAAW-3') 
R(5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 
V4 
515F (5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3') 
806R (5'- GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3') 
V4-V5 
F(5'-GTGCCAGCMGCCGCGG-3') 
R(5'-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3') 
PCR 产物由 AMPure XT beads (Beckman Coulter Genomics, Danvers, MA, USA)纯化，Qubit (Invitrogen, 

USA)定量。 
对纯化后的 PC 产物使用Agilent 2100 生物分析仪(Agilent，美国)和 Illumina (Kapa Biosciences，Woburn，

MA，美国)的文库定量试剂盒进行评估，合格的文库浓度应在 2 nM 以上。将合格的各上机测序文库(Index
序列不可重复)梯度稀释后，根据所需测序量按相应比例混合，并经 NaOH 变性为单链进行上机测序；使用

NovaSeq6000 测序仪进行 2 × 250 bp 的双端测序，相应试剂为 NovaSeq 6000 SP Reagent Kit (500 cycles)。 

2.5. 统计方法 

本研究采用 SPSS 统计软件对各组数据进行了差异性检验。正态分布和均方差计量资料用均数±标

准差表示，炎症因子多组间比较采用单因素方差分析。基于得到的物种丰度统计信息，根据样本情况选

择不同的统计学方法：采用 Mann-Whitney U test 对有生物学重复两组样品差异比较，筛选阈值：P < 0.05。
采用 Spearman 秩相关分析评估门水平菌群相对丰度与肠黏膜 TNF-α、IL-4、IL-6 浓度的相关性，相关系

数以 ρ表示。使用 R 语言绘制相关性热图。 

3. 结果 

3.1. 放疗后肠黏膜出现了持久的炎症 

见图 2，与未接受放疗组相比，新辅助放疗显著提高了肠黏膜中促炎细胞因子 TNF-α和 IL-6 的水平。

尽管在 12 周内观察到其水平呈时间依赖性下降趋势，但在最后一个时间点(约 12 周)，这两种细胞因子的

水平仍显著高于对照组。与之不同的是，抗炎细胞因子 IL-4 在中间时间点出现短暂升高，随后恢复至基

线水平。 
H&E 染色显示(见图 3)，放疗组(EG01-EG10)患者肠黏膜呈现不同程度的隐窝结构紊乱、炎性细胞浸

润及黏膜下层水肿，从黏膜结构破坏、炎症细胞浸润、隐窝损伤、黏膜下层水肿四个维度进行半定量评

分。Pearson 相关性分析表明，组织学评分与 TNF-α水平呈正相关(r = 0.89, P < 0.05)，与 IL-6 水平亦呈正

相关(r = 0.83, P < 0.05)。 

3.2. 放疗后唾液菌群存在差异 

本研究从 16 例直肠癌患者获取其唾液样本，并将患者分为两组：放疗组(EG, n = 11)和非放疗组

(CG, n = 5)。见图 4，图 4 Alpha 多样性(Alpha Diversity)中，Chao1 指数用于估计群落中物种的总数，  
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新辅助放疗后肠黏膜中促炎细胞因子水平持续升高。采用 ELISA 法检测未接受放疗患者(第 1 组，n = 7)以及放疗结

束后 4 ± 1 周(第 2 组，n=5)、8 ± 1 周(第 3 组，n = 5)和 12 ± 1 周(第 4 组，n = 4)患者的肠黏膜中 TNF-α、IL-4 和 IL-
6 的浓度。*数据以均值±标准差表示。统计分析采用单因素方差分析，并进行检验。与未接受放疗组(第 1 组)相比，
*P < 0.05，**P < 0.01 表示差异具有统计学意义。 

Figure 2. Changes in inflammatory cytokine levels in intestinal mucosa after neoadjuvant radiotherapy 
图 2. 新辅助放疗后肠黏膜炎症因子水平变化 

 

 
放疗后患者肠黏膜组织的 HE 染色代表性图像(放大倍数 × 100)。 

Figure 3. Representative HE staining images of intestinal mucosa from patients after radiotherapy 
图 3. 放疗后患者肠黏膜组织 HE 染色代表性图像 

 
尤其对稀有物种敏感，而且数值越高，表示群落物种丰富度越高。从图中可看出，EG 组的箱体(包括

中位数、上下四分位数)位置明显 CG 组。说明 EG 组的物种丰富度普遍高于 CG 组。而且根据图 3 
Unweighted Unifrac ANOSIM 分析结果，Between 箱线位置要高于组内，表示两组间的组间差异大于

组内差异。该图提示在不考虑丰度，仅基于物种有无和系统发育关系的情况下，CG 和 EG 两组群落

结构存在显著差异(P = 0.022，P 值 < 0.05，说明组间差异显著。R = 0.2461 R 统计量接近 0.25，表示

组间有一定差异)。 
见图 5，展示了门水平微生物群落组成的相对丰度分布情况，基于操作分类单元(OTUs)进行分析。

其中，根据图 4(b)可看出，在两组间，优势种群的丰度有明显的区别。采用 Mann-Whitney U 检验，厚壁

菌门和变形菌门的差异具有统计学意义(P < 0.05)。OTU 的定量数据热图见图 6，直观呈现了不同微生物
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物种在各样本中的分布特征及聚类模式。 
LEfSe (线性判别分析效应量)方法通过结合统计学差异和生物学意义，有效识别组间具有显著差异的

生物标志物。见图 7(a)，OTU 的 LDA 值分布直方图，见图 7(b)，OTU 的进化分支图。根据分析显示， 
 

 
(a) 基于 Chao1 指数的物种丰富度箱线图。Chao1 指数用于估计物种丰富度，数值越高表示群落丰富度越高。如图所示，EG
组的 Chao1 中位数明显高于 CG 组，EG 微生物群落的物种丰富度可能更高。(b) 基于 Unweighted Unifrac 距离的 ANOSIM
分析箱线图。图中“Between”表示 CG 与 EG 组间差异，ANOSIM 分析结果显示两组间存在显著差异(P = 0.022, R = 0.2461)，
且组间差异大于组内差异，表明两组在物种组成及其系统发育结构上具有显著区别。 

Figure 4. Alpha diversity and between-group differences analysis of salivary microbiota 
图 4. 唾液菌群 Alpha 多样性和组间差异分析 
 

 
通过对检测数据的分析，选取各样本在门分类层级上丰度排名前十的微生物类群，绘制物种组成比例的可视化图表。该柱状

图采用堆叠形式展示，能够清晰呈现不同样本中优势菌群的分布状况及其在分类学上的构成比例。(a) 展示了基于 OTU 分

析的门水平物种组成柱状图，其中 x 轴表示样本名称，y 轴(相对丰度)表示相对丰度，“Others”表示图中除这 10 个门外所

有其他门的相对丰度之和。(b) 分组堆叠条形图，其中 x 轴表示分组，y 轴(相对丰度)表示相对丰度，“Others”表示图中除

这 10 个门外所有其他门的相对丰度之和。 

Figure 5. Relative abundance of microbial communities at phylum level 
图 5. 门水平微生物群落相对丰度 
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采用 OTU 定量数据构建的热力图及差异显著性分析图。筛选所有样本中丰度值排名前 30 位的微生物分类单元，依

据其在各样本中的定量分布特征，同时进行物种和样本两个维度的聚类分析生成热图。该可视化方法有助于揭示不

同样本中特定微生物的富集或缺失情况，并反映样本间的相似性关系。图中纵轴标注样本信息，横轴显示物种分类

信息，聚类树状图展示物种聚类结果。热图数值采用 Z-Score 标准化处理，右侧色阶表示各组微生物差异的统计学显

著性水平。 

Figure 6. Heatmap of microbial abundance based on OUT 
图 6. 基于 OTU 的微生物丰度热图 

 
CG 组以厚壁菌门(Firmicutes)核心，富集大量发酵、产酸、共生菌群，如普雷沃氏菌、链球菌、乳杆菌、

巨球形菌等。EG 组以变形菌门(Proteobacteria)为核心，富集机会致病菌、口腔/肠道炎症相关菌群，如噬

二氧化碳菌属、紫单胞菌属等。 

3.3. 口腔菌群与肠道炎症因子的相关性分析 

为探究口腔菌群变化与肠道炎症的潜在关联，我们对 16 例患者的唾液菌群(门水平)与肠黏膜 TNF-
α、IL-4、IL-6 浓度进行了 Spearman 相关性分析。见图 8，各菌门与炎症因子的相关系数存在较大差异。 

结果显示，硝化螺旋菌门(Nitrospira)与三种炎症因子均呈较强的正相关，其中与 TNF-α的相关系数最高

与 IL-6 和 IL-4 亦呈中度正相关。厚壁菌门(Firmicutes)与 IL-4 呈弱正相关，与 IL-6 和 TNF-α的相关性较弱。 
同时，多个菌门与 TNF-α 呈负相关趋势，包括弯曲杆菌门 (Campylobacterota)、酸杆菌门

(Acidobacteriota)、梭杆菌门(Fusobacteriota)等，但相关系数绝对值均小于 0.25，提示相关性较弱。其余菌

门与炎症因子的相关系数均接近零。 
该结果表明，口腔中少数菌门(如硝化螺旋菌门)的丰度可能与肠道炎症状态存在一定关联，但整体上

口腔菌群在门水平与肠道炎症因子的直接线性关系较弱，未来需在更细分类水平上进一步分析。 
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(a) 该直方图筛选出 LDA 评分超过预设阈值(通常设为 3)的微生物类群，这些类群在组间比较中显示出统计学意义的

差异。图中柱状体的高度直观反映了各微生物类群对组间差异的贡献程度。(b) 是基于 OTU 的进化分支图，从内至

外依次代表门、纲、目、科、属、种六个分类层级。节点大小反映该物种的 LDA 评分高低，节点颜色表示富集组别。

结果显示，CG 组显著富集厚壁菌门(Firmicutes)及其下属的梭菌目(Clostridiales)、乳杆菌科(Lactobacillaceae)、普雷

沃氏菌属 (Prevotella_7)等发酵相关菌群；EG 组显著富集变形菌门 (Proteobacteria)及其下属的 γ-变形菌纲

(Gammaproteobacteria)、黄杆菌目(Flavobacteriales)、噬二氧化碳菌属(Capnocytophaga)以及紫单胞菌属(Porphyromo-
nas)包括牙周致病菌(P. gingivalis)等机会致病菌群。 

Figure 7. LEfSe analysis of differential species 
图 7. LEfSe 差异物种分析 
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口腔菌门与肠黏膜炎症因子浓度的 Spearman 相关性热图。热图中每个格子颜色表示该菌门(行)与相应炎症因子(列)
的 Spearman 相关系数(ρ)，红色代表正相关，蓝色代表负相关，颜色越深相关性越强。*P < 0.05，**P < 0.01。 

Figure 8. Spearman correlation heatmap between oral phyla and intestinal inflammatory cytokines 
图 8. 口腔菌门与肠道炎症因子的 Spearman 相关性热图 

4. 讨论 

放射性肠炎是直肠癌放疗中常见的并发症。肠道上皮细胞更新迅速，这一特性使其对电离辐射更加

敏感。因此，相当一部分患者在放疗后会出现肠道损伤，无论是在放疗刚结束还是在几个月后仍存在炎

症反应[4] [14]。本研究检测了炎症标志物，重点关注新辅助放疗后口腔微生物特征的变化。我们发现接

受放疗的患者肠道炎症持续存在，且口腔菌群相比未接受放疗的患者也发生了变化。 
接受放疗的患者黏膜中 TNF-α和 IL-6 水平较高。这两种细胞因子均与肠道炎症和上皮屏障损伤密切

相关。既往研究已证实这些细胞因子对紧密连接完整性和肠道通透性的影响[15]-[17]。在本研究中，这些

促炎细胞因子的水平在后期有所下降。然而，在整个观察期(长达 12 周)内，其水平仍高于非放疗组。IL-
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4 的变化模式则有所不同。IL-4 参与免疫和 Th1/Th2 平衡[18]-[20]。IL-4 水平在中期有所升高。这一结果

可能是一种抗炎反应。然而，这种反应不足以对抗增加的促炎信号。临床指南通常建议在新辅助放疗结

束后 8 至 12 周进行手术切除[21]。本研究并未质疑这一建议，而是提供了一些描述性的生物学观察结果。

在此期间，肠道炎症和菌群失衡现象均可被检测到。这些发现的临床意义尚不明确，需要进一步研究来

阐明这些变化是否会影响术后结局。 
接受放射治疗的直肠癌患者与未接受放射治疗的患者在口腔微生物群落构成上表现出显著差异。

Dong 等人在直肠癌小鼠模型中的研究表明，口腔和肠道微生物群之间的相互作用可能对直肠癌放疗的疗

效和预后有影响[22]。我们同时观察对比了放疗与非放疗患者口腔菌群的组成，二者之间存在一定差异，

这为今后开展肠道菌群与口腔菌群关联的相关实验提供了理论基础，而且为通过口腔菌群来提前预防肠

道疾病提供了依据。 
菌群与炎症因子相关性分析显示，口腔硝化螺旋菌门丰度与肠黏膜 TNF-α、IL-6、IL-4 水平呈正相

关，提示该菌门可能与放疗后肠道炎症的持续存在有关。然而，多数菌门与炎症因子的相关性较弱，说

明口腔菌群在门水平上难以直接反映肠道炎症程度，可能需要更高分辨率的分类分析或结合功能代谢物

进行研究。 
本文旨在探究放射性治疗对于肠道炎症的影响，进而与口腔菌群相关联，并进一步探究菌群失调对

于患者预后的不利影响。是否能够通过口腔菌群变化进而预测肠道的恢复，本文在这一领域做出了一定

贡献。通过对口腔菌群进行检测，进而对不同患者进行个体化治疗，补充相对应的益生菌。减轻患者术

后的并发症，促进患者快速康复以及更好的预后结局奠定了基础。 
本文章也存在很多局限性。比如样本量有限，极端个体对结果影响较大。本研究采用横断面设计，

不同患者在不同时间点进行比较，并未评估个体纵向变化。因此，不应将研究结果解释为同一患者体内

恢复情况的证据。而且本研究为单中心研究，也对结果产生了一定影响。 

5. 结论 

本研究探讨了接受新辅助放疗的直肠癌患者肠道的炎症恢复及口腔微生物特征。结果显示，接受新

辅助放疗的患者肠道炎症标志物和口腔菌群的组成与未接受放疗的患者存在差异，且这些差异在放疗后

12 周仍可检测到。这些结果提供了放疗后肠道和口腔生物学状态的描述性数据。本研究并未评估临床结

局。未来需要开展更大样本量和纵向研究，以更好地阐明这些观察结果。 
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