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食管癌患者肠道菌群分布特征与ERCC1基因 rs3212986
多态性的相关性研究
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摘  要：目的 分析食管癌患者肠道菌群分布特征与切除修复交叉互补基因1（ERCC1）基因 rs3212986多态性的相关性

研究。方法 选取安康市中心医院2021年4月～2024年4月收治的93例食管癌患者为观察组，同期70例健康志愿者为对

照组，采用16S核糖体DNA（16S rDNA）鉴定技术检测肠道菌群，分析肠道菌群Beta、Alpha多样性、物种组成及组件丰度

的变化，对比ERCC1 rs3212986位点分布状况；Spearman相关分析肠道菌群与ERCC1 rs3212986多态性的关系。结果 与

对照组相比，观察组基于丰度的覆盖估计值（ACE）指数、肠球菌属、酵母菌属、大肠埃希菌升高（t=2.475～12.188），覆盖率

（Goods_coverage）指数、香农（Shannon）指数、Chao1丰富度（Chaol）指数、辛普森（Simpson）指数、乳杆菌属、双歧杆菌属、消

化球菌属和葡萄球菌属降低（t=2.689～27.899），差异具有统计学意义（均P<0.05）。主坐标分析（PCoA）图显示，观察组与对

照组样本整体相距较远，群落结构存在差异，相比对照组属水平，观察组栖粪杆菌属、双歧杆菌属比例降低，从门水平分

析观察组放线菌门、拟杆菌门比例提升，疣微菌门、厚壁菌门丰度降低（χ2=42.363、25.494，均P<0.05）。且与对照组相比，观

察组ERCC1 rs3212986位点AA基因型、等位基因A频率升高，差异具有统计学意义（χ2=33.951、27.866，均P<0.05）；Spear-
man秩相关性分析显示ERCC1 rs3212986 A等位基因与放线菌、梭杆菌属、变形菌门呈正相关（r=0.173、0.407、0.202，均

P<0.05）。与拟杆菌门、厚壁菌门呈负相关（r=-0.337、-0.219，均P<0.05）。结论 在食管癌患者中肠道菌群分布特征异常表

达，并发现部分肠道菌群分布特征可能与食管癌ERCC1 rs3212986多态性有关。
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Abstract: Objective  To analyze the correlation between the distribution characteristics of intestinal flora and the rs3212986 
polymorphism of the excision repair cross complement 1 (ERCC1) gene in esophageal cancer patients. Methods  93 esoph-
ageal cancer patients admitted to Ankang Central Hospital from April 2021 to April 2024 were selected as the observation 
group, and 70 healthy volunteers were selected as the control group during the same period. 16S ribosomal DNA (16SrDNA) 
sequencing technology was used to detect the intestinal flora. The changes in intestinal flora Beta, Alpha diversity, species com-
position and component abundance changes were analyzed and the distribution status of ERCC1 rs3212986 loci was compared. 
Spearman correlation coefficient analysis was used to examine the relationship between intestinal flora and ERCC1 rs3212986 
polymorphism. Results  Compared to the control group, the observation group had higher Abundance-based Coverage Esti-
mator (ACE) index, Enterococcus spp, Saccharomyces spp, and Escherichia coli spp (t=2.475~12.188), while the coverage 
index (Goods_coverage), Shannon index, Chao1 enrichment index (Chaol), Simpson index (Simpson), Lactobacillus spp, Bi-
fidobacterium spp, Digestive Coccus spp, Staphylococcus spp decreased (t=2.689~27.899), with statistically significant differ-
ences (all P<0.05). The Principal Coordinate Analysis (PCoA) plots showed that the overall distance between samples in the 
observation group and the control group was relatively large, indicating distinct community structure. Compared to the control 
group at the genus level, the proportions of the peritrophic E. faecalis and Bifidobacterium spp decreased in the observation 
group. At the phylum level, the proportions of the Actinobacteria and Bacteroidetes increased, while the abundance of the Wart 
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Micronuclei and Thick-walled Bacteria decreased(χ2=46.363, 25.494, all P<0.05). Furthermore, compared with the control group, 
the observation group exhibited a statistically significant increase in the frequency of the A allele at the ERCC1 rs3212986 AA 
genotype (χ2=33.951, 27.866, all P<0.05). Spearman’s rank correlation analysis showed that the ERCC1 rs3212986 A allele posi-
tively correlated with the phyla of Actinobacteria, Clostridium, and Proteobacteria (r=0.173, 0.407, 0.202, all P<0.05), while 
negatively correlated with Bacteroidetes and Firmicutes (r=-0.337, -0.219, all P<0.05). Conclusions  Abnormal intestinal flora 
distribution features ware observed in patients with esophageal cancer, and some of the intestinal flora distribution features may 
be associated with the ERCC1 rs3212986 polymorphism in esophageal cancer.

Keywords：esophageal cancer; intestinal flora; excision repair cross-complementary gene 1; gene polymorphism
食管癌（esophageal cancer, EC）属于消化道恶性

肿瘤，发病率居世界第6位，每年新增病例超过全球

半数，病死率高居全球首列，对患者和社会造成经济

负担 [1-2]。目前研究多关注于遗传、外部环境因素，了

解机体内环境与多种疾病维持肠道微生态平衡相关。

肠道微生物是机体稳态主要构成，因机体正常肠道

中含有大量微生物群落，即肠道菌群。健康体内以益

生菌为主，利于保护肠黏膜，抵御寄生虫、致病菌、

病毒等入侵，是维护宿主健康的重要手段，也是肠道

中天然生物屏障。此外，肠道微生态失衡会降低对宿

主保护，造成机体出现代谢障碍，促进疾病发生 [3-4]。

切除修复交叉互补基因 1（excision repair crossover 
complementary gene, ERCC1）为核苷酸外切修复酶

家族的成员之一，位于 19q13.2，涉及脱氧核糖核酸

（DNA）损伤修复，与细胞存活相关，其低表达与基因

不稳定性及肿瘤恶性表型有关。研究表明 DNA 损伤

修复过程中相关基因发挥着调控作用，单核苷酸多

态性（SNP）可以改变 DNA 修复蛋白功能，对损伤修

复能力产生影响 [5]。但目前关于 EC 患者肠道菌群分

布特征与 ERCC1 基因 rs3212986 多态性的研究机制

阐释尚不充分。基于此旨在探讨 EC 患者肠道菌群分

布特征与 ERCC1 基因 rs3212986 多态性的相关性。

1 材料与方法

1.1 研究对象 选 择 安 康 市 中 心 医 院 2021 年 4
月～2024 年 4 月收治的 EC 患者 93 例为观察组，其中

男性 50 例，女性 43，平均年龄 60.05±8.63 岁，体质

量指数（BMI）23.52±0.57kg/m2，饮食习惯：嗜辣 20
例，嗜冷 18 例，油炸 33 例，其他 22 例；同期 70 例体

检健康志愿者为对照组，其中男性 40 例，女性 30 例，

平均年龄 58.77±8.92 岁，BMI 23.44±0.69kg/m2，饮

食习惯：嗜辣15例，嗜冷14例，油炸22例，其他19例。

两组基础资料相比差异无统计学意义（均 P>0.05），有

可比性。纳入标准：①经内镜检查与病理检查确诊为

食管癌；②术中探查或术前影像学未见明确远处转

移征象及种植转移；③临床资料完整，无放疗禁忌证

者。排除标准：①影像学显示存在远处转移；②患有

精神类疾病，不能配合治疗的患者；③患有胃肠疾病

或慢性便秘或腹泻；④临床资料不完整者；⑤合并其

他部位的肿瘤；⑥近一个月使用益生菌、抗生素或其

他影响肠道菌群的药物。所有研究对象均签署知情

同意书，本研究经安康市中心医院医学伦理委员会

审核批准［（2021）伦审第（52）号］。

1.2 仪器与试剂 仪器：台式离心机（沃信仪器有限

公司，无锡），QuantiFluorTM 荧光计（美国 Promega 公

司），Qubit® 3.0 荧光定量仪（赛默飞世尔科技），漩涡

震荡仪（英国 BIBBY 公司）。试剂：DNA 提取试剂盒

（纽思格生物医学科技有限公司，上海），SNP 基因分

型试剂盒（Thermo Fisher Scientific，美国），EDTA 抗

凝采血管（索莱宝科技有限公司，北京），磷酸盐缓冲

液（希言科学仪器有限公司，上海）。

1.3 方法

1.3.1 肠道菌群检测：收集研究对象新鲜粪便标本

2g，于具盖粪便样本盒中，注意避免粪便样本污染，

密封冷链转运至实验室，-80℃冰箱保存。16S 核糖

体 DNA 鉴定 (16S rDNA) 检测肠道菌群：① DNA 提

取：取出待测样本，用无菌氯化钠溶液溶解，振荡器

震荡混匀后用生理盐水以 10 倍连续法将标本稀释为

10-1～10-8 的梯度浓度，加入缓冲液，混匀，在 80℃

水浴锅内孵育 10min 离心处理，静置 10min，加缓冲

液，离心 5min，将抑制剂吸附片 InhibitEX 放入离心

管中，室温浸泡 2min，待吸附片重悬，彻底打开，1 
200r/min 离心 5min，吸取上层液体转移至新 1.5ml 
EP 管中，加蛋白酶 K 溶解液与缓冲液 GB，上涡旋

震荡仪混匀 10s，75℃水浴孵育 5min，并转移到吸附

柱内，加缓冲液 GD（确定已加无水乙醇），加入漂洗

液，离心 30s，倒掉废液，静置 5min，晾干吸附材料

中残余漂洗液，用粪便基因组 DNA 提取试剂盒进行

粪便标本微生物 DNA 提取，在核酸微量检测仪上用

焦碳酸二乙酯 (diethyl pyrocarbonate, DEPC) 水调零

后，回收 DNA 片段在 A260nm 处有显著吸收峰，A260nm

值为 1，约 40μg/ml 单链 DNA，50μg/ml 双链 DNA。

② DNA 测序分析：带有 barcode 的特异引物扩增 16S 
rDNA 的 V3 +V4 区；聚合酶链式反应（PCR）扩增产

物切胶回收，用 QuantiFluorTM 荧光计定量。将纯化

扩增产物等量混合，连接测序接头，构建测序文库，

Hiseq2500PE250 上 机 测 序。③ PCR 扩 增：DNA 用

Qubit®3.0 荧光定量仪定量后，在 16S（V3+V4）区域

扩增建库，将 DNA 合格片段回收定量，纯化，DNA
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大小行磁珠筛选，用达瑞 DA8600 平台开展实验测序

和探针杂交捕获。并通过测序列拼接对序列质量进

行过滤与质控，分类操作单元（operationaltaxonomic 
units, OTUs）聚类分析：将成对的 reads 合并成 1 条

序列后，利用 usearchglobal 合并相似度在 97% 以上

的序列，生成 OTUs。④以 OTUs 聚类分析结果为依

据，统计覆盖率（Goods_coverage 指数）描述测序深

度，取 Alpha 多样性，基于丰度的覆盖估计值 (Abun-
dance-based Coverage Estimator, ACE) 指 数、Chao1
丰富度指数 (Chao1 richness index)、辛普森 (Simpson)
指数、香农 (Shannon) 指数分析两组样本物种分布丰

富度与多样性，并直观展示测序深度，数值越大表示

样本中物种含量越丰富。

1.3.2 ERCC1 rs3212986位点SNP检测：对所有研究对

象采集4ml静脉血置于EDTA真空抗凝管，按照试剂

说明提取患者DNA，在-85℃冷藏。用限制性片段长

度多态性聚合酶链反应（PCR-RFLP）技术检测ERCC1
基因型，通过对SNP位点突变频率、突变类型及功

能筛选出功能性位点，找出 rs3212986位点的基因组

序列，设计特异性引物行PCR扩增，反应体系13μl，
将设计好的引物和探针各取0.5μl，DNA取2μl，灭

菌双蒸水补至10μl，扩增条件：在荧光PCR检测仪

器中设置95℃预变性1min，95℃变性40s，60℃复性

1min，72℃延伸5min，共45个循环。ERCC1下游引

物：5’-CTCATGTAGTGGTCGTCGTAG-3’，上游引物：

5’-CCGTCATTAGGCGGTCGGAA-3’。
1.4 统计学分析 用SPSS25.0统计分析，正态分布

计量资料以均数±标准差（x±s）表示，组间对比用 t
检验；计数资料以n（%）表示，采用χ2 检验；Spearman
相关性分析患者肠道菌群与ERCC1基因多态性的

关 系，利 用 Hardy-Weinberg 平 衡 定 律 处 理 ERCC1 
rs3212986的理论值公式为p2+2pq+q2=1，p、q为该位

点2个等位基因频率，P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 两 组 人 群 肠 道 菌 群16S rDNA基 因 测 序 分

析 共采集 163 个样本，每个样品 reads 平均 28 条，

其最少的 4 755 个，最多为 4 911 个，经质控过滤处理

共获 3 820 个 reads，非靶区域的序列数目去除，构建

了扩增子序列变量表，共生成 ASVs 1 775 个。从分类

注释中共识别 28 个门，92 个纲，135 个目，211 个科，

355 属的细菌。

2.2 两组人群Alpha多样性结果 见表 1。与对照组

比较，观察组 ACE 指数升高，Goods_coverage 指数、

Shannon 指数、Chaol 指数、Simpsom 指数降低，差异

具有统计学意义（均 P<0.05）。

2.3 两组人群肠道菌群β多样性分析 见图 1。采

用 PCoA 图分析比较观察组与对照组的肠道菌群的

组成差异，同时用 Anosim 分析二组间差异的统计关

系，结果显示观察组与对照组样本中菌群结构存在

差异，组间差异大于组内差异（r=0.073，P=0.021）。

表 1 对比两组人群 Alpha 多样性（x±s）

项目 对照组（n=70） 观察组（n=93） t P

ACE 指数 611.77±255.19 722.39±301.25 2.475 0.014

Shannon 指数 5.28±1.02 4.72±0.90 3.787 0.001

Chaol 指数 728.04±301.27 611.18±252.79 2.689 0.007

Simpsom 指数 1.04±0.08 0.88±0.05 16.634 <0.001

Goods_coverage
指数

1 605.11±107.66 844.04±208.13 27.899 <0.001

图 1 两组人群肠道菌群 β 多样性

2.4 两组人群肠道菌群数量 见表 2。与对照组比

较，观察组肠球菌属、酵母菌属、大肠埃希菌升高，

乳杆菌属、双歧杆菌属、消化球菌属、葡萄球菌属降

低，差异具有统计学意义（均 P<0.05）。

表 2 对比两组肠道菌群数量（x±s）

菌属 对照组（n=70） 观察组（n=93） t P

乳杆菌属 8.28±1.80 5.61±1.52 10.252 <0.001

双歧杆菌属 8.17±1.58 6.22±1.14 9.154 <0.001

消化球菌属 5.29±1.07 4.10±0.62 9.179 <0.001

葡萄球菌属 5.77±1.34 3.52±0.41 15.283 <0.001

肠球菌属 8.20±1.63 9.58±2.05 4.635 <0.001

酵母菌属 5.60±0.74 6.90±0.62 12.188 <0.001

大肠埃希菌 6.91±1.11 8.26±1.51 6.305 <0.001

2.5 两组人群肠道菌群OTUs聚类分析 见表3。对

肠道菌群属水平分布占丰度排名前10物种分析，与

对照组比较，观察组患者中葡萄球菌属、肠球菌属分

布升高，栖粪杆菌属、双歧杆菌属比例降低；从门水

平分析，观察组放线菌门、拟杆菌门比例提升，而疣

微菌门、厚壁菌门丰度比例降低，差异具有统计学意

义（均P<0.05）。
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表 3 对比两组肠道菌群在门、属水平的分布情况  [n（%）]

细菌门属 观察组 对照组 χ2 P

属水平分布 双歧杆菌属 4（4.30） 22（31.43） 21.993 ＜ 0.001

栖粪杆菌属 2（2.15） 14（20.00） 12.999 ＜ 0.001

乳杆菌属 8（8.60） 9（12.86） 0.774 0.379

梭杆菌属 7（7.53） 8（11.43） 0.728 0.394

葡萄球菌属 18（19.35） 4（5.71） 6.395 0.012

肠球菌属 24（25.81） 2（2.86） 15.690 ＜ 0.001

克雷伯菌属 7（7.53） 1（1.43） 3.345 0.067

普雷沃菌属 6（6.45） 2（2.86） 1.106 0.293

大肠埃希菌属 9（9.68） 3（4.29） 1.702 1.192

罗氏菌属 8（8.60） 5（7.14） 0.116 0.734

门水平分布 放线菌门 30（32.26） 9（12.86） 8.259 0.004

拟杆菌门 27（29.03） 8（11.43） 7.398 0.007

变形菌门 14（15.05） 11（15.71） 0.013 0.908

厚壁菌门 9（9.68） 20（28.57） 9.748 0.002

疣微菌门 13（13.98） 22（31.43） 7.213 0.007

2.6 两组人群肠道菌群LEfSe物种差异分析 见图

2。通过LEfSe差异分析筛选出14个有显著差异的肠菌

丰度，线性判别分析其中肠杆菌、肠杆菌E.20、乳杆菌、

芽孢杆菌纲、变形杆菌、马赛拟杆菌、消化链球菌科在

观察组明显高于对照组；而厚壁菌纲、颤螺旋菌目、瘤

胃菌科、唾液链球菌、罗氏菌属、大肠埃希菌-志贺菌

属、栖粪杆菌属在观察组低于对照组（均P<0.05）。

2.7 两组人群ERCC1 rs3212986多态性分析 见表4。

两组ERCC1rs3212986位点基因型和等位基因分布均符

合Hardy-Weinberg平衡（P>0.05），与对照组相比，观察组

ERCC1rs3212986位点AA基因型和等位基因A频率升

高，差异具有统计学意义（均P<0.05）。

图2 两组人群肠道菌群LEfSe分析柱状图（A）及进化分支图（B）

表 4 对比两组人群 ERCC1 rs3212986 多态性分析

基因型 对照组（n=70） 观察组（n=93） χ2 p

ERCC1 基因型 AA 11（15.71） 28（30.11）

33.951 <0.001CA 16（22.86） 49（52.69）

CC 43（61.43） 16（17.20）

ERCC1 等位基因 A 38（27.14） 105（56.45）
27.866 <0.001

C 102（72.86） 81（43.55）
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2.8 EC患者肠道菌群与ERCC1 rs3212986基因型

的相关性分析 Spearman秩相关性分析显示ERCC1 
rs3212986 A 等位基因与放线菌、梭杆菌属、变形菌

门呈正相关（r=0.173、0.407、0.202，均 P<0.001），与

拟杆菌门、厚壁菌门呈负相关（r=-0.337、-0.219，均

P<0.05）。

3 讨论

临床研究显示 [7-8]，疾病中肠道菌群动态变化存

在差异，并且差异菌属与抗结核药物性肝损伤发生

有关，说明了肠道菌群多样性越高，机体越健康，当

肠道菌群多样性下降与疾病发生有关，说明了肠道

菌群变化会影响机体生长代谢，免疫调节系统。也

有学者指出 [9-10]，EC 患者化疗前后肠道菌群有变化，

其中受益菌群罗氏菌属、乳杆菌的产短链脂肪酸菌

属增多，并发现其紊乱程度与口腔微生态极有相似

性，在不同区域有不同特点，共同促进 EC 进展。文献

[11-12] 报道，食管鳞状细胞癌患者与健康者肠道菌

群明显不同，特异性变化菌群与 EC 发病相关，为 EC
诊断与治疗提供新思路。可能机制为健康情况下肠

道菌群处于动态平衡中，可维持肠道内稳态，一旦菌

群种类与数量产生变化将激活免疫及炎症反应，而

EC 肠道微生物菌群异常会对预后存在潜在区分能

力，随二代测序技术发展，肠道菌群数量在正常机体

中约有百万个，不但在体内发挥作用，还参与了多种

组织器官生理病理过程。此外，体内致病菌与益生菌

失调、造成肠道菌群不能与黏膜上特定受体结合产生

定殖抵抗，削弱了病原菌防御作用，促进疾病进展 [13]。

本结果显示，较对照组、观察组 Alpha 多样性、肠道

菌群数量、肠道菌群门、属水平分布存在差异，表明

EC 患者肠道内环境稳态被打破，致病菌与益生菌失

去动态平衡。认为肠道菌群紊乱促使机体中致病菌

通过削弱宿主免疫力，发挥致病作用，造成免疫力下

降，抵抗病原菌侵入能力降低，加速疾病进展。

ERCC1 rs3212986 是种高度保守的单链 DNA 内

切酶，突变可导致 8 092 位碱基 C 被 A 替换，其表达

产物与 DNA 切除修复酶通过互补基因相互结合而

生成 XPF-ERCC1 核酸酶复合物，是种特异性内切

酶，反映了核苷酸切除修复（NER）途径中 DNA 损伤

识别、切除的双重作用 [14]。研究显示 [15-17]，ERCC1 基

因型通过抑制增殖相关基因表达（Cyclin D1 等），上

调凋亡相关基因表达（PTEN 等）在修复癌细胞 DNA
损伤中发挥抑制 EC 病情进展作用，同时通过调控

ERCC1 表达及功能，降低内切酶活性，引起基因组

不稳定性，使肿瘤恶性转化。另外低氧使机体激活

ERCC1 基因功能受到抑制，无法诱导 ERCC1 基因

表达，造成 NER 系统修复和修复效率下降，使损伤

处大量受损 DNA 分子堆积，影响基因组稳定性，加

剧细胞组织损伤促进疾病进展 [18]。本研究发现，对照

组与观察组患者 ERCC1 基因多态性分布存在差异，

EC 组 AA 基因型和等位基因 A 频率升高。究其原因

认为 AA 基因型患者更易发生肿瘤恶化，CA、CC 基

因型生存预后较好，是由于疾病进展为多基因共同

调控生理过程，抑癌基因与癌基因失衡是患者的病

机，以此对预后发展产生影响。此外肠道菌群能够

调控免疫系统 - 微生物 - 肿瘤轴，介导炎症，不仅影

响肠道营养物质吸收、分解，还影响新陈代谢，促进

肿瘤微环境变化，缓解病情进展，两者可能存在关

系 [19-20]。同时进行 Spearman 秩相关性分析，ERCC1 
rs3212986A 等位基因与放线菌、梭杆菌属、变形菌门

呈正相关，与拟杆菌门、厚壁菌门呈负相关。表示肠

道菌群紊乱还可能与 ERCC1 基因多态性结合共同

参与疾病进展。提示临床应早期监测肠道菌群特征，

关注 ERCC1 基因多态性以改善患者预后风险。然而

因本研究样本量较小，且未考虑地域、民族等因素，

故未来可通过扩大样本量，收集不同患者深入研究

ERCC1 基因多态性，并从肠道微生物角度出发，探

索机体肠道菌群是否发生改变，进一步了解 ERCC1
基因多态性与肠道菌群变化的关联性，阐明其具体

机制。

综上所述，肠道菌群特征、ERCC1 基因多态性

在 EC 患者中变化异常及存在部分相关性，体现了对

ERCC1 基因多态性检测可能对 EC 诊断及治疗提供

参考具有积极意义。
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