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杨 宾1,梁 飞1,董 明2,杨得振2,王亚娟1

1.陕西省咸阳市泾阳县医院普通外科,陕西咸阳
 

713700;2.陕西中医药大学附属医院肿瘤外科,陕西咸阳
  

712000

  摘 要:目的 探讨维生素D对肠道菌群结构及结直肠癌的发病风险的影响。方法 选择清洁级健康雄

性 Wistar大鼠45只,将大鼠随机分为3组,每组15只。对照组大鼠正常饲养,模型组、干预组大鼠建立结直肠

癌动物实验模型后,模型组大鼠给予生理盐水灌胃,干预组给予维生素D灌胃。分别在2、4、6、10周时检测大

鼠体质量变化,比较3组大鼠结直肠成瘤率及肿瘤数目,粪便菌群及结直肠黏膜中菌落分布情况和OTU丰度

变化,以及结直肠癌相关微小RNA(miRNA)表达水平、波形蛋白(Vimentin)表达水平。结果 从第4周开始,
模型组与干预组大鼠体质量明显低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。模型组与干预组大鼠成瘤率均为

100%,但模型组肿瘤数量[(7.68±1.89)个]明显高于干预组[(2.79±0.51)个],差异有统计学意义(t=
9.675,P<0.001)。与对照组相比,模型组粪便菌群中拟杆菌门明显升高,放线菌门、厚壁菌门明显降低(P<
0.05);与模型组相比,干预组拟杆菌门数量明显降低,厚壁菌门数量明显升高(P<0.05)。与对照组相比,模型

组结直肠黏膜菌群中放线菌门、拟杆菌门明显升高,厚壁菌门、梭杆菌门明显降低(P<0.05)。与对照组相比,
模型组粪便菌群及结直肠黏膜菌群OTU丰度明显升高(P<0.05);与模型组相比,干预组粪便菌群及结直肠

黏膜菌群OTU丰度明显降低(P<0.05)。与对照组相比,模型组大鼠结肠组织miRNA-155、miRNA-21a水平

明显升高(P<0.05);与模型组相比,干预组miRNA-155水平明显降低(P<0.05)。与对照组相比,模型组Vi-
mentin水平明显升高(P<0.05);与模型组相比,干预组Vimentin蛋白水平明显下降(P<0.05)。结论 维生

素D可能通过影响肠道菌群结构、降低Vimentin水平进而降低结直肠癌的发病风险。
关键词:维生素D; 肠道菌群结构; 结直肠癌; 发病风险
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Abstract:Objective 

 

To
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

vitamin
 

D
 

on
 

the
 

risk
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

by
 

affecting
 

intes-
tinal

 

flora
 

structure.Methods Forty-five
 

healthy
 

male
 

Wistar
 

rats
 

of
 

clean
 

grade
 

were
 

selected,and
 

divided
 

into
 

three
 

groups,15
 

rats
 

in
 

each
 

group.The
 

rats
 

in
 

model
 

group
 

and
 

intervention
 

group
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

an
 

experimental
 

model
 

of
 

colorectal
 

cancer.The
 

rats
 

in
 

control
 

group
 

were
 

given
 

normal
 

feeding,model
 

group
 

were
 

given
 

drinking
 

water
 

containing
 

physiological
 

saline
 

solution,and
 

intervention
 

group
 

were
 

given
 

vitamin
 

D.Weight
 

changes,colorectal
 

tumorigenesis
 

rate,number
 

of
 

tumors,distribution
 

of
 

faecal
 

flora,colonies
 

in
 

colorectal
 

mucosa
 

and
 

OTU
 

abundance
 

were
 

measured
 

at
 

2,4,6
 

and
 

10
 

weeks,respectively.The
 

effects
 

of
 

vita-
min

 

D
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

colorectal
 

cancer-related
 

genes
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Vimentin
 

protein
 

in
 

colorectal
 

tissues
 

were
 

also
 

examined.Results From
 

the
 

4th
 

week,the
 

body
 

weight
 

of
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

tumorigenesis
 

rate
 

of
 

model
 

group
 

and
 

intervention
 

group
 

was
 

100%,but
 

the
 

number
 

of
 

tumors
 

in
 

model
 

group
 

(7.68±1.89)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

intervention
 

group
 

(2.79±0.51),difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(t=9.675,P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

number
 

of
 

Bacteroides
 

in
 

the
 

model
 

group
 

were
 

significantly
 

higher,while
 

Firmi-
cutes

 

and
 

Actinomycetes
 

were
 

significantly
 

lower
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

number
 

of
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Bacteroides
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

and
 

the
 

number
 

of
 

Firmicutes
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

number
 

of
 

Actinomycetes
 

and
 

Bacteroides
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

while
 

the
 

number
 

of
 

Firmicutes
 

and
 

Fusobacteria
 

was
 

significantly
 

lower
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

OTU
 

abundance
 

of
 

fecal
 

flora
 

and
 

colonic
 

mucosa
 

flora
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

OTU
 

abundance
 

of
 

fecal
 

flora
 

and
 

colonic
 

mucosa
 

flora
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

levels
 

of
 

microRNA-155
 

and
 

microRNA-21a
 

in
 

the
 

colon
 

tissue
 

of
 

the
 

model
 

group
 

increased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

model
 

group,the
 

levels
 

of
 

microRNA-155
 

in
 

the
 

inter-
vention

 

group
 

decreased
 

significantly
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

Vimentin
 

in
 

the
 

intervention
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05).And
 

the
 

level
 

of
 

Vimentin
 

in
 

the
 

model
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

model
 

group
 

(P<0.05).Conclusion 
 

Vitamin
 

D
 

may
 

reduce
 

the
 

risk
 

of
 

color-
ectal

 

cancer
 

by
 

affecting
 

intestinal
 

flora
 

structure
 

and
 

reducing
 

Vimentin
 

protein
 

level.
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  结直肠癌又称大肠癌,主要发生在直肠及直肠与

乙状结肠交界部位,是临床上常见的恶性肿瘤之一。
据统计,结直肠癌病死率位于我国恶性肿瘤病死率的

第5位[1]。随着社会的发展,人们生活水平的提高,
结直肠癌的发病率正呈逐年上升的趋势,对人们的生

命健康产生了严重影响。结直肠癌的诊断常以临床

症状为根据,但由于结直肠癌的早期症状与炎症性肠

炎、慢性腹泻等疾病具有一定相似性,误诊率较高[2]。
结直肠癌的发病原因及发病机制尚不清楚,有研究认

为,结直肠癌的发生、发展是环境因素和遗传因素共

同作用的结果,肠道稳态、饮食结构等环境因素在结

直肠癌的发生、发展中具有重要作用[3]。肠道菌群及

其代谢产物构成肠道微生态,是人体最复杂的系统之

一[4]。研究表明,肠道菌群失调与结直肠癌的发生、
发展有密切关系,人体肠道内拥有多种共生微生物,
统称肠道菌群,它们共同作用维持机体的各项功

能[5]。据报道,维生素D可能通过抑制结肠癌细胞增

殖、促进癌细胞分化、诱导癌细胞凋亡等途径发挥对

结直肠癌的保护作用[6]。本研究主要分析维生素D
对肠道菌群结构及结直肠癌发病风险的影响,旨在为

结直肠癌的相关预防及治疗提供更多依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择清洁级健康雄性Wistar大鼠共

45只为研究对象[上海睿太莫斯生物科技有限公司提

供,生 产 许 可 证:SCXK(沪)2018-0001],体 质 量

(215±25)g。于温度(23±1)℃,湿度56%±14%,光
暗交替各12

 

h的环境下饲养,自由摄食、饮水。适应

性喂养2周。按照随机数字表法将大鼠分为3组,每
组15只。

1.2 仪器与试剂 离心机(湖南湘仪离心机仪器有

限公司,型号:TGL16E);低温冰箱(厦门国仪科学仪

器有限公司,型号:GYCX-650);烤箱(南京泰斯特实

验设备有限公司,型号:DGH-9023A);显微镜(上海

光学仪器有限公司,型号:XSZ-480AT);切片机(广州

维格斯生物科技有限公司,型号:M3050);磷酸盐缓

冲液(上海赛默飞世尔科技有限公司);DAB显色剂

(上海嵘崴达实业有限公司,货号:CTS010);无水乙

醇(国药集团化学试剂有限公司);DNA提取试剂盒

[中科瑞泰(北京)生物科技有限公司];2%琼脂糖凝

胶(上海赛默飞世尔科技有限公司);FastPfu
 

DNA聚

合酶(合肥吉象生物技术有限公司);AxyPre
 

DNA
 

凝

胶提取试剂盒(武汉默沙克生物科技有限公司);25-羟
维生素D检测试剂盒(上海晶抗生物工程有限公司)。

1.3 方法 对照组大鼠正常饲养。模型组、干预组

大鼠建立结直肠癌动物实验模型:大鼠适应性喂养2
周后,给予大鼠腹腔注射氧化偶氮甲烷7.5

 

mg/kg,1
周后给予大鼠含3%葡聚糖硫酸钠的饮用水,共6

 

d,

6
 

d后换回正常饮用水。建模后,模型组大鼠给予生

理盐水灌胃,干预组给予维生素D灌胃方法为换回正

常饮用水的第1天给予大鼠50
 

IU/g维生素D灌胃,
每周2次,直至处死。所有大鼠在腹腔注射氧化偶氮

甲烷前、更换葡聚糖硫酸钠饮用水前、维生素D干预

前以及处死前,均留取粪便标本,放入低温冰箱中保

存待检。将大鼠处死后,分离大鼠结直肠癌组织及正

常癌旁组织,放入液氮中保存。分别在2、4、6、10周

时检测大鼠体质量变化。采用Illumina
 

Miseq平台

PE300宏基因组测序方法检测 V3~V4区的序列变

异和丰度,分析粪便标本的细菌分类及丰度、种群结

构及群落等信息。采用荧光定量PCR检测法检测大

鼠结直肠组织中波形蛋白(Vimentin)表达水平。

1.4 观察指标 (1)各组大鼠体质量变化;(2)各组

大鼠结直肠成瘤率及肿瘤数目;(3)各组大鼠粪便菌

群及结直肠黏膜中菌落分布情况及OTU丰度;(4)维
生素D对结直肠癌相关微小RNA(miRNA)表达影
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响;(5)各组大鼠结直肠组织中Vimentin表达水平。

1.5 统计学处理 采用SPSS22.0软件对数据进行

统计学分析。计量资料采用x±s表示,两组间比较

采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差分

析,组间两两比较采用
 

LSD-t检验。非正态分布的计

量资料采用中位数和四分位数间距[M(P25,P75)]表
示,组间比较采用秩和检验。计数资料采用百分数表

示,组间比较采用χ2 检验。以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 3组大鼠体质量变化 在第2周时,3组大鼠体

质量差异无统计学意义(P>0.05)。从第4周开始模

型组与干预组大鼠体质量明显低于对照组,差异有统

计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 各组大鼠结直肠成瘤率及肿瘤数量比较 模型

组与干预组大鼠成瘤率均为100%,但模型组肿瘤数

量[(7.68±1.89)个]明显高于干预组[(2.79±0.51)
个],差异有统计学意义(t=9.675,P<0.001)。

2.3 3组大鼠粪便菌群及结直肠黏膜中菌落分布情

况比较 结果显示,与对照组相比,模型组粪便菌群

中拟杆菌门明显升高,放线菌门、厚壁菌门明显降低

(P<0.05);与模型组相比,干预组拟杆菌门数量明显

降低,厚壁菌门数量明显升高(P<0.05)。与对照组

相比,模型组结直肠黏膜菌群中放线菌门、拟杆菌门

明显升高,梭杆菌门、厚壁菌门明显降低(P<0.05)。
见表2。

表1  3组大鼠体质量变化(g,x±s)

组别 n 2周 4周 6周 8周 10周

对照组 15 22.46±2.17 23.56±1.59 25.24±2.03 27.49±2.35 31.76±2.67

模型组 15 21.89±1.68 16.54±1.76* 17.74±1.98* 19.52±1.99* 21.71±2.14*

干预组 15 23.02±2.33 17.28±1.69* 19.57±2.01*# 21.94±2.55*# 24.26±1.89*#

F 1.110 78.931 56.962 47.001 80.373

P 0.339 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

表2  3组大鼠粪便及结直肠黏膜中菌落分布情况比较

组别 放线菌门(%,x±s) 拟杆菌门(%,x±s) 厚壁菌门(%,x±s) 梭杆菌门[%,M(P25,P75)]

粪便菌群

 对照组 0.32±0.16 49.51±7.26 48.22±7.74 0.007(0.004,0.018)

 模型组 0.16±0.11* 54.57±4.88* 40.57±5.14* 0.003(0.002,0.008)

 干预组 0.14±0.08 43.12±1.66*# 53.79±4.21*# 0.005(0.002,0.012)

结直肠黏膜菌群

 对照组 1.65±0.77 22.04±6.97 67.94±2.47 2.88(1.11,4.65)

 模型组 3.64±1.73* 28.48±4.47* 62.25±5.39* 1.73(1.29,4.75)*

 干预组 3.57±1.22 24.62±7.69 66.28±2.75 2.04(0.11,3.97)

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

2.4 各组大鼠粪便菌群及结直肠黏膜中菌群 OTU
丰度比较 与对照组相比,模型组粪便菌群及结直肠

黏膜菌群OTU丰度明显升高(P<0.05);与模型组

相比,干预组粪便菌群及结直肠黏膜菌群 OTU丰度

明显降低(P<0.05)。且3组大鼠结直肠黏膜菌群

OTU丰度明显低于粪便菌群。见表3。
表3  3组大鼠粪便菌群及结直肠黏膜中菌群OTU

   丰度比较(x±s)

组别 n 粪便菌群 结直肠黏膜菌群

对照组 15 68
 

485.77±4
 

958.23 61
 

502.11±5
 

422.87
模型组 15 78

 

833.26±8
 

568.88* 51
 

865.67±15
 

711.76*

续表3  3组大鼠粪便菌群及结直肠黏膜中菌群OTU
   丰度比较(x±s)

组别 n 粪便菌群 结直肠黏膜菌群

干预组 15 74
 

178.51±5
 

352.24*# 38
 

648.66±13
 

825.89*#

F 11.442 12.668

P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

2.5 3组大鼠结直肠组织中 miRNA表达的比较 
与对照组相比,模型组大鼠结肠组织 miRNA-155、

miRNA-21a水平明显升高(P<0.05),两组 miRNA-
126水平比较,差异无统计学意义(P>0.05);与模型
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组相比,干 预 组 miRNA-155水 平 明 显 降 低(P<
0.05)。见表4。
表4  3组大鼠结直肠组织中 miRNA表达的比较(x±s)

组别 n miRNA-126 miRNA-155 miRNA-21a

对照组 15 0.62±0.17 1.02±0.06 1.24±1.02

模型组 15 1.24±1.78 4.28±1.35* 28.74±3.16*

干预组 15 0.47±0.11 1.69±1.18*# 25.48±8.66*

F 2.343 49.522 121.916

P 0.109 <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

2.6 3组大鼠结直肠组织中Vimentin水平 与对照

组相比,模型组Vimentin水平明显升高(P<0.05);
与模型组相比,干预组Vimentin水平明显降低(P<
0.05)。见表5。

表5  3组大鼠结直肠组织中Vimentin
   表达水平

组别 n Vimentin水平(x±s)

对照组 15 1.04±0.52
模型组 15 4.26±1.74*

干预组 15 2.16±1.49*#

F 21.793

P <0.001

  注:与对照组比较,*P<0.05;与模型组比较,#P<0.05

3 讨  论

  结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤,包括结肠癌

及直肠癌,其发病率占胃肠道肿瘤的第2位。根据相

关资料显示,在我国,结直肠癌的发病率位于恶性肿

瘤的第5位,且发病率呈逐年上升的趋势[7]。肠道菌

群失调、饮食结构的改变等是结直肠癌发生、发展的

重要影响因素[8]。
肠道菌群及其代谢产物构成了人体最复杂的肠

道微生态系统之一。在正常情况下,肠道菌群与宿主

保持相对稳定的状态,对抵抗病原体入侵,促进和维

持正常的免疫功能发挥重要作用[9]。人类肠道菌群

具有多样性、稳定性和重复性的特点。当肠道微生态

系统的平衡被打破时,肠道菌群出现紊乱,会引起内

分泌系统、神经系统、消化系统疾病[10]。有研究报道,
维生素D在结直肠癌的发生、发展中具有重要的保护

作用,但其对肠道菌群结构及结直肠癌发病风险的影

响尚不明确[11]。
维生素D是一种固醇类衍生物,可以与细胞核中

的维生素D受体结合,具有调节免疫功能及抑癌作

用[12]。SHUWEN等[13]在大鼠的研究中发现,结直

肠癌组织中维生素D受体水平明显降低,25-羟维生

素D缺乏会导致大鼠肠道菌群失调,进而增加肠道损

伤的易感性。

本研究采用Illumina
 

Miseq平台对对照组、模型

组及干预组大鼠的粪便标本及结直肠黏膜组织16s
 

rDNA基因的V3~V4区进行检测,结果发现拟杆菌

门和厚壁菌门在其中占主要地位。结直肠黏膜菌群

OTU丰度明显低于粪便菌群(P<0.05)。同时,本
研究显示,与对照组相比,模型组粪便菌群中拟杆菌

门明显升高,放线菌门、厚壁菌门明 显 降 低(P<
0.05);与模型组相比,干预组拟杆菌门数量明显降

低,厚壁菌门数量明显升高(P<0.05)。说明维生素

D能够明显降低拟杆菌门比例,与国外研究报道结果

相似[14]。

miRNA是在真核生物中发现的一类内源性具有

调控功能的非编码RNA,与细胞代谢、免疫反应、炎
症甚至肿瘤的发生、发展关系密切[15]。本研究显示,
与对照组相比,模型组大鼠结直肠组织中 miRNA-
155、miRNA-21a水平明显升高(P<0.05);与模型组

相比,干预组miRNA-155水平明显降低(P<0.05)。
提示,维生素D可能通过抑制 miRNA-155水平来抑

制结直肠癌的发生。

Vimentin是一种中间纤维蛋白,它能够提供微管

及肌动蛋白所没有的弹性,可维持细胞骨架的完整

性。NGAN等[16]研究报道,Vimentin表达水平的升

高与宫颈癌、前列腺癌及结直肠癌等恶性肿瘤的临床

分期等具有一定相关性,是上皮细胞间质化的标志性

蛋白。本研究显示,与对照组相比,模型组 Vimentin
水平明显升高(P<0.05);与模型组相比,干预组Vi-
mentin水平明显下降(P<0.05)。提示维生素D可

能通过降低Vimentin水平来抑制结直肠癌的发展。
综上所述,维生素D

 

能够明显降低肠道菌群数比

例,可能通过抑制 miRNA-155及Vimentin水平的表

达进而抑制结直肠癌的发生和发展。
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