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肠道菌群失调与原发性肝癌的关系研究
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摘要：目的 探讨原发性肝癌患者中小肠细菌过度生长（small intestinal bacterial overgrowth，SIBO）

情况及肠道菌群和Toll样受体4（TLR4）在原发性肝癌发生、发展中的作用。方法 选取青岛大学

医学院附属青岛市市立医院2013年7月至2015年7月原发性肝癌患者51例，其中男性38例，女性13
例，年龄36～73岁，平均（55.71 ± 8.99）岁，选取同期20例健康体检者为对照，行葡萄糖氢呼气

试验（GHBT）检查小肠细菌过度生长情况，并用免疫组织化学的方法检查肝癌患者和健康体检

者肝脏组织中TLR4的表达情况。结果 51例肝癌患者中GHBT阳性37例（72.6%），GHBT阴性14例
（27.4%）；对照组中无GHBT阳性者，肝癌患者与对照组SIBO发生率差异有统计学意义（χ2 = 30.3，
P = 0.000）。Toll样受体4（Toll-like receptor 4，TLR4）在肝癌组织中均有不同程度的表达，而在正常

肝组织中仅有少量表达，差异有显著统计学意义，且肝癌患者中GHBT阳性者肝癌组织TLR4的表达

水平高于GHBT阴性者（χ2 = 5.088，P = 0.024）。结论 原发性肝癌患者容易发生SIBO，且肠道菌群

可能通过TLR4的表达促进肝癌的发生。
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Abstract: Objective To discuss the condition of small intestinal bacterial overgrowth (SIBO) in patients 
with primary liver cancer and the roles of intestinal flora and toll-like receptor 4 (TLR4) in the occurrence 
and development of primary liver cancer. Methods Total of 51 patients with primary liver cancer in Qingdao 
Municipal Hospital Affiliated to Qingdao University from July 2013 to July 2015 and 20 healthy controls 
were selected. Among the 51 patients with primary liver cancer, 38 cases were male and 13 cases were female, 
the average age was (55.71 ± 8.99) years old. The glucose hydrogen breath test (GHBT) was used to detect 
the condition of SIBO  and the immunohistochemical method was used to detect the expression of TLR4 in 
liver tissue of all subjects. Results Of 51 patients with patients with primary liver cancer, 37 (72.6%) were 
GHBT positive and 14 (27.4%) were GHBT negative, while in the control group, none was GHBT positive. 
The difference in the incidence of SIBO between liver cancer patients and control group was statistically 
significant (χ2 = 30.3, P = 0.000). The expressions of TLR4 were different in all liver cancer tissues, and in 
normal liver tissue it had only a small amount of expression. In patients with liver cancer, the expression 
level of TLR4 in GHBT positive patients was higher than that of GHBT negative (χ2 = 5.088, P = 0.024). 
Conclusion Patients with primary liver cancer are prone to SIBO, and the intestinal flora may promote the 
occurrence of liver cancer through the expression of TLR4.
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肠道细菌移位是慢性肝病的常见表现，它可

促进肝炎、肝纤维化的发展
[1]
。而病毒性肝炎、肝

硬化是原发性肝癌的主要病因。研究表明
[2-4]

，肝

病患者小肠细菌过度生长（small intestinal bacterial 
overgrowth，SIBO）的发生率较高。肝病患者特别

是发生肝功能衰竭时，肠道细菌明显上移，造成胃

及小肠内的细菌大量繁殖，产生大量代谢产物及内

毒素，破坏肠黏膜屏障，从而引起肠道菌群移位、

过度生长和内毒素血症。而细菌内毒素则可通过介

导TLR4依赖的胞内信号转导途径导致炎性因子大

量释放，从而造成组织和器官的进一步损伤。有动

物实验
[5]
显示：肠道菌群和TLR4可引发慢性肝损

伤、肝炎、肝纤维化进而促进肝细胞癌的发生。然

而，在临床实践中相关的研究却鲜见报道。为此，

本研究检测原发性肝癌患者中SIBO发生情况及

TLR4在肝癌组织中的表达及意义。

1 材料与方法

1.1 一般资料 收集青岛大学医学院附属青岛市市立

医院肝胆外科2013年7月至2015年7月手术切除经病

理证实的原发性肝癌51例，其中男性38例，女性13
例，年龄36～73岁，平均（55.71 ± 8.99）岁，血

清学检测证实患者均有乙型肝炎病毒感染史。所有

原发性肝癌患者术前未行放射治疗和化疗治疗，且

在近1个月内未使用抗生素或其他影响胃肠动力的

药物如多潘立酮、美托洛尔等；未使用泼尼松、抗

抑郁药、阿片类药物；无糖尿病、甲状腺疾病、硬

皮病、假性肠梗阻、功能性胃肠病等引起胃肠动力

改变的疾病；无结肠镜检查及灌肠治疗史。所有标

本手术切除后经10%甲醛固定石蜡包埋切片行免疫

组化染色。选择20例健康体检者作为对照组，男性

10例，女性10例，年龄32～60岁，平均（51.23 ± 
10.07）岁。

1.2 方法

1.2.1 葡萄糖氢呼气试验（glucose hydrogen breath 
test，GHBT） 所有患者在接受治疗前均进行葡萄

糖氢呼气试验，采用HHBT-01型呼气氢测试仪（深

圳市中核海得威生物科技有限公司），按其操作规

程进行检测。先测空腹氢气浓度，然后口服葡萄糖

50 g（50%葡萄糖液100 ml），每20分钟测试1次呼

气氢浓度，共2小时，试餐后呼气氢浓度上升超过

12 × 106
为SIBO阳性，反之为阴性。

1.2.2 主要试剂 兔抗人TLR4多克隆抗体购自湖北武

汉Elabscience公司，辣根酶标羊抗小鼠/兔IgG聚合

物购自北京中杉金桥生物技术有限公司，免疫组化

试剂盒和DAB显色试剂盒购自福州迈新生物技术开

发有限公司。

1.2.3 免疫组织化学分析 所有标本蜡块做4 μm连续

切片，用二甲苯及乙醇脱蜡处理，PBS洗片后，用

柠檬酸高压法进行抗原修复，后滴加3%过氧化氢溶

液以阻断内源性过氧化物酶的作用，PBS洗片后加

入一抗稀释液（1∶200）4 ℃冰箱过夜，二抗37 ℃
孵育30分钟，PBS洗片，DAB显色，苏木精复染，

组织透明，树胶封片。设立阴性对照，以PBS代替

一抗。

免疫组织化学染色及结果判定：出现黄色或

棕黄色颗粒为阳性，评分标准采用综合评价法，

每张切片随机观察100个细胞。染色范围评分标

准：无阳性细胞为0分，0～30%阳性细胞为1分，

31%～60%阳性细胞为2分，＞ 60%阳性细胞为3
分。染色强度评分标准：无染色为0分，染色颗粒

黄、细、成堆为1分，染色颗粒深黄、粗、成片为2
分，染色颗粒棕黄、粗大、成片为3分。两个评分

相加即为肿瘤细胞的免疫组织化学染色得分，0～3
分为低表达，4～6分为高表达

[6]
。

1.3 统计学方法 应用SPSS 19.0软件对结果进行统计

学分析，计量资料以均数±标准差﹙ x ± s﹚表示，

其中两组独立样本均数比较用t检验，样本率比较

用χ2
检验，P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 GHBT检测结果 51例肝癌患者经GHBT检测，37
例（72.6%）为SIBO阳性，14例（27.4%）为SIBO
阴性，20例健康对照组中无SIBO阳性者，差异有

统计学意义（χ2 = 30.3，P = 0.000）
2.2 免疫组织化学染色结果分析

2.2.1 染色情况 TLR4主要表达于细胞质及部分细胞

膜上，而细胞核及汇管区无表达。所有肝癌组织标

本均可见不同程度TLR4的表达，其中TLR4蛋白高表

达31例（60.8%），低表达20例（39.2%）。正常肝

组织中TLR4蛋白仅有极低量的表达。见图1、图2。
2.2.2 肝癌组织中TLR4的表达与临床病理参数的关

系 从表1中可看出，肝癌组织中TLR4的表达水平与

患者性别、年龄及肿瘤大小无关（P ＞ 0.05），而

与TNM分期、肿瘤分化程度、SIBO及是否伴有肝

炎、肝硬化等因素相关（P ＜ 0.05）。

3 讨论

原发性肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一。国内

有文献报道，肝癌患者容易发生SIBO[7]
。胃肠道是

肝病影响最早也是最严重的肝外器官，肝病越重，
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胃肠功能障碍越明显。目前肝癌的病因及发病机制

尚不明确，一般认为病毒性肝炎、肝硬化与肝癌的

发生发展有密切关系。肝癌患者，特别是合并肝硬

化时，门脉高压使胃肠道淤血、水肿，影响胃的消

化吸收功能，从而为肠道细菌的繁殖提供了适宜的

环境；肝功能障碍，蛋白质合成减少，进一步加重

胃肠道淤血、水肿，且通过神经-体液因素的调节

抑制了消化道运动，抑制胃肠黏膜的分泌、吸收，

抑制食欲，上述因素均可破坏肠道屏障功能，使

肠黏膜通透性增加，引发肠道菌群的移位及过度

生长。本研究亦显示，肝癌患者的SIBO阳性率为

72.6%，而健康对照组SIBO全为阴性。此结果进一

步证实了原发性肝癌患者容易发生SIBO。

小肠细菌过度生长（SIBO）主要表现为肠道

益生菌的减少和致病菌的增多，通过益生菌的治疗

可调节肠道菌群失调，抑制小肠细菌过度生长
[8]
。

在肝癌患者中，小肠细菌尤其是G-需氧菌过度繁殖

或生长，可产生大量内毒素，导致肠黏膜通透性增

高，屏障功能减弱
[9,10]

。肝癌患者因正常肝实质细

胞大量减少，致使肝库弗细胞和肝巨噬细胞清除和

结合内毒素的能力大大降低，导致大量的内毒素通

过破损的肠道黏膜和侧枝循环进入体循环，形成肠

源性内毒素血症。

内毒素是革兰性阴性菌细胞壁外膜上的一种脂

多糖（lipopolysaccharides，LPS）与微量蛋白质的

复合物，LPS是内毒素的活性成分。有研究显示，

表 1  51 例原发性肝癌患者肝癌组织中 TLR4 的表达与临床病理参数的关系（例）

临床病理 例数
TLR4 χ2

值 P 值
低表达 高表达

性别

男 38 16 22 0.522 0.470
女 13 4 9

年龄（岁）
≥ 50 36 14 22 0.005 0.941
＜ 50 15 6 9

肿瘤大小（cm）
≥ 4 27 9 18 0.833 0.361
＜ 4 24 11 13

TNM 分期
Ⅰ + Ⅱ 38 18 20 4.157 0.041
Ⅲ + Ⅳ 13 2 11

组织学分化
高、中分化 36 18 18 5.972 0.015
低、未分化 15 2 13

SIBO
阳性 37 11 26 5.088 0.024
阴性 14 9 5

乙型肝炎、肝硬化
有 28 6 22 8.241 0.004
无 23 14 9

  

    

 图 1 TLR4 在肝癌组织中的阳性表达（SP 染色，100×） 图 2 TLR4 在正常肝组织中的阴性表达（SP 染色，100×）
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肝脏受损后，肝门脉系统和体循环系统的LPS水平

明显增加
[11]
。

Toll样受体4（TLR4）是能被某些病原微生物

保守分子激活的一种模式识别受体，它可以识别病

原体的病原相关分子模式（PAMPs），在天然免疫

防御中起重要作用，并最终激活获得性免疫系统，

其配体主要是LPS。有研究显示TLR4在肝脏各种

疾病如HBV感染、酒精性肝损害、肝脏纤维化、肝

脏缺血/再灌注损伤中有着重要作用
[12]

。最初认为

TLR4主要表达于免疫细胞尤其是巨噬细胞和树突

状细胞表面
[13]

，然而目前有大量研究表明，TLR4
在多种肿瘤细胞表面也有表达

[14]
。Yu等[15]

首次对肠

源性LPS在肝细胞癌发生中的作用进行了综合的研

究，发现肠道的灭菌和TLR4的消耗可以降低肝细

胞癌肿瘤的发生率和肿瘤的增长，并得出在用二乙

基亚硝胺（DEN）诱导的动物模型中LPS的累积促

进了肝细胞癌的发生。Dapito等[5]
运用二乙基亚硝

胺（DEN）/四氯化碳（CCl4）的小鼠模型进一步

阐释了肠道菌群和TLR4在肝细胞癌发生中的特有

作用，同时也证实了应用抗生素清除肠道菌群可使

高达90%肝细胞癌的发生进展受到抑制。在本实验

中，通过免疫组织化学法测得所有肝癌组织都不同

程度的表达TLR4，而正常肝组织中仅有少量TLR4
的表达。此结果与Wang等[16]

的研究结果相符。

另外，本研究亦显示，TLR4的表达水平与

原发性肝癌患者是否存在SIBO及是否伴有乙型肝

炎、肝硬化等因素有关。其机制可能是肝病患者常

存在肠道菌群失调，进而通过TLR4信号转导通路

的激活，导致持续的慢性肝功能损伤、肝炎、肝纤

维化，最终发展成肝癌。上述研究结果均说明肠道

菌群和TLR4在肝癌的发生、发展过程中有着重要

作用。

因此，可将调节肠道菌群、阻止肠道细菌移位

或阻断炎症信号通路等作为治疗靶点，来预防某种

癌症的发生和发展，以避免其对人体健康造成重大

危害。然而，目前尚存在很多问题，大多数国内外

的研究只限于动物模型或体外细胞培养，在人体内

的确切作用尚无法得到明确，还需大样本、多中心

的临床研究来获取循证医学的证据。
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