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口腔鳞癌(OSCC)患者口腔微生群落特征
及临床相关意义*

葛益林,宋喜,宋辉,成嘉明,李殷**

(中南大学湘雅医学院附属长沙医院(长沙市第一医院)耳鼻咽喉头颈外科,湖南长沙450001)

【摘要】 目的 探究口腔鳞状细胞癌(OSCC)患者与健康对照组之间口腔微生物组的差异,并分析这些微生物群落的

变化与OSCC的临床特征之间的关系。 方法 本研究纳入80名经病理确认的OSCC患者,从每位患者的癌变部位及

相应健康口腔位置采集样本。采用高通量16S
 

rRNA基因测序分析微生物组成,并运用 QIIME2软件进行微生物群落

的分类学分析。通过α多样性与β多样性评估,以及LEfSe分析用于识别具有统计学意义的微生物差异。 结果 
OSCC患者的口腔微生物α多样性显著低于对照组,具体表现为Chao1指数(31.22±7.14

 

vs.
 

50.25±8.39,P<0.05)、

Shannon指数(1.95±0.39
 

vs.
 

3.08±0.49,P<0.05)和Simpson指数(0.70±0.06
 

vs.
 

0.90±0.06,P<0.05)。β多样

性分析显示两组间微生物组成存在明显分离。LEfSe分析识别出 OSCC组中显著增多的微生物属包括 Prevotella、

Porphyromonas和Fusobacterium。功能预测分析指出OSCC相关微生物群落在病毒感染机制和癌症相关通路中富集。

 结论 OSCC患者的口腔微生物多样性显著降低,这些微生物的变化可能与OSCC的发展密切相关,未来研究需探讨

这些微生物变化与OSCC临床特征之间的具体联系,以及其潜在的治疗应用。
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【Abstract】 Objective To
 

examine
 

the
 

differences
 

in
 

the
 

oral
 

microbiome
 

between
 

patients
 

with
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(OSCC)
 

and
 

healthy
 

controls,and
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

changes
 

in
 

these
 

microbial
 

communities
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

OSCC. Methods This
 

study
 

included
 

80
 

pathologically
 

confirmed
 

OSCC
 

patients,and
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

each
 

patients
 

cancerous
 

site
 

and
 

corresponding
 

healthy
 

oral
 

location.
 

High-throughput
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequencing
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

microbial
 

composition,and
 

QIIME2
 

software
 

was
 

used
 

to
 

conduct
 

taxonomic
 

analysis
 

of
 

microbial
 

communities.
 

Alpha
 

and
 

beta
 

diversity
 

assessments,and
 

LEfSe
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

identify
 

statistically
 

significant
 

microbial
 

differences. Results The
 

alpha
 

diversity
 

of
 

oral
 

microorganisms
 

in
 

OSCC
 

patients
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,as
 

shown
 

by
 

Chao1
 

index
 

(31.22±7.14
 

vs.
 

50.25±8.39,P<0.05),

Shannon
 

index
 

(1.95±0.39
 

vs.
 

3.08±0.49,P<0.05)
 

and
 

Simpson
 

index
 

(0.70±0.06
 

vs.
 

0.90±0.06,P<0.05).
 

Beta
 

diversity
 

analysis
 

showed
 

a
 

clear
 

separation
 

in
 

microbial
 

composition
 

between
 

the
 

two
 

groups.
 

LEfSe
 

analysis
 

identified
 

significantly
 

increased
 

microbial
 

genera
 

in
 

the
 

OSCC
 

group
 

including
 

Prevotella,Porphyromonas,and
 

Fusobacterium.
 

Functional
 

prediction
 

analysis
 

pointed
 

out
 

that
 

OSCC-related
 

microbial
 

communities
 

were
 

enriched
 

in
 

viral
 

infection
 

mechanisms
 

and
 

cancer-related
 

pathways. Conclusion The
 

oral
 

microbial
 

diversity
 

of
 

patients
 

with
 

OSCC
 

is
 

significantly
 

reduced.
 

These
 

microbial
 

changes
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

development
 

of
 

OSCC.
 

Future
 

research
 

needs
 

to
 

explore
 

the
 

specific
 

connection
 

between
 

these
 

microbial
 

changes
 

and
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

OSCC,as
 

well
 

as
 

its
 

potential
 

therapeutic
 

application.
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  口腔鳞状细胞癌(OSCC)是全球范围内最常见的

口腔恶性肿瘤,近年来其发病率和死亡 率 持 续 上

升[1-2]。虽然目前针对 OSCC的相关医疗方案已经取

得较大进展,但OSCC患者的5年生存率仍然相对较

低[3-5],突显了对 OSCC病理机制进行更深入研究的

重要性。目前,包括生活环境和生活方式在内的多种

因素已经确认与OSCC发生有关[6-7],在此基础上,人
类微生物组的研究能够提供新的视角,越来越多的研

究表明口腔微生物可能在 OSCC的发展中发挥重要

作用[8]。
口腔是微生物活动非常丰富的环境,其中的微生

物群体与宿主的健康状态紧密相关。微生物群落失衡

可能通过促进慢性炎症、影响局部免疫反应或干扰细

胞的正常代谢过程,从而增加癌症的发生风险[9-11]。
对于OSCC,有研究指出某些口腔细菌的过度增长与

癌变过程相关[12,13],可能通过产生致癌代谢产物或直

接影响细胞增殖和凋亡机制来促进肿瘤的发展。
此外,近期的研究报道了通过分析口腔微生物群

落的多样性与OSCC之间的关系,揭示了微生物组成

的显著变化可能与肿瘤的发生发展相关[14-16]。研究发

现,与健康人群相比,OSCC患者的口腔微生物多样性

通常降低,且特定的微生物群体变得更为显著[17,18]。
这些变化不仅可能作为OSCC的潜在生物标志物,也
为开发针对这些微生物的预防和治疗策略提供了可

能[19]。
因此,本研究通过高通量16S

 

rRNA基因测序技

术,旨在深入比较OSCC癌变部位与健康部位口腔微

生物组成差异,并探讨这些差异与临床特征之间的相

关性。通过对 OSCC患者口腔微生物群落的系统分

析,本研究期望能够识别与OSCC发展密切相关的微

生物种群,有助于未来开发新的诊断工具和治疗方法。

对象与方法

1 研究对象

本研究为病例对照研究,选取2021年6月1日至

2023年11月31日80名经中南大学湘雅医学院附属

长沙医院耳鼻咽喉头颈外科诊断为口腔鳞状细胞癌

(OSCC)的患者。参与者的口腔组织活检样本被分为

两组:OSCC组和对照组,每组80例,均来自同一患者

的不同采样部位(癌变区域及相对应的健康口腔位

置)。所有参与者在研究开始前未接受过任何形式的

治疗,包括手术、放疗或化疗。纳入标准:年龄18~80
岁,经病理学确认为口腔鳞状细胞癌,且愿意提供癌变

部位及相对健康的口腔组织样本。排除标准:有其他

类型癌症的历史,接受过任何形式的口腔癌治疗,以及

存在可能影响研究结果的严重全身性疾病如心脏病或

糖尿病等。所有参与者在研究开始前均通过书面形式

提供了知情同意。
本研究得到了本医院伦理委员会的批准,研究过

程遵守《赫尔辛基宣言》的相关规定。

2 样本采集

样本采集工作均由经验丰富的口腔科医生操作。
采集前,对患者口腔使用氯己定漱口液清洁。采集过

程中医生使用无菌拭子分别从每位患者的健康口腔黏

膜(远离肿瘤部位至少2
 

cm)和可视的癌变区域轻轻

擦拭,以收集口腔黏膜细胞。采集后的样本立即置于

含有RNA保存液的无菌试管中,并冷藏运输至实验

室存储于-80
 

℃环境中,以备DNA提取和后续的微生

物组分析。

3 微生物组学检测

本研究采用16S
 

rRNA基因高通量测序技术分析

微生物组的组成。提取样本总DNA后使用定制引物

针对16S
 

rRNA基因的 V3-V4区域进行PCR扩增。
随后对产物进行纯化和定量,以确保测序样品质量。
扩增产物通过桥接扩增方式通过Illumina

 

MiSeq平台

进行,对于测序后的每个样本生成的原始序列,均进行

了去除低质量序列和修剪引物序列等质量控制步骤。
质控后的高质量序列数据随后使用 QIIME2软件包

进行操作分类单元(OTU)的挑选和分类学分析,包括

序列的聚类、物种注释以及多样性指数的计算。本研

究采用Greengenes数据库作为参考,对序列进行物种

级的注释,以获得每个样本中各微生物的相对丰度信

息。

4 统计学分析

所有统计分析均在R语言环境(版本4.3.0)中进

行。对于临床和微生物组数据的描述性统计数据,使
用平均值±标准差(Mean±SD)表述。对于正态分布

的数据,使用独立样本t检验比较两组之间的差异;对
于非正态分布的数据,则采用 Mann-Whitney

 

U 检验。
微生物多样性指数(如Chao1、Shannon和Simpson指

数)的比较通过独立样本t检验进行。使用基于Bray-
Curtis距离的主坐标分析(PCoA)进行β多样性分析,
用于评估和可视化样本间微生物群落结构的差异。组

间微生物的差异分析采用LEfSe分析进行。相关性

分析采用Pearson 相关系数探讨微生物丰度与临床特

征之间的关系。所有统计计算均采用双侧检验,P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 一般资料

本研究共纳入80例经病理学确认的口腔鳞状细

胞癌(OSCC)患者。所有纳入患者年龄分布在中老年
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阶段,平均年龄(61.74±8.85)岁,男性患者略多于女

性,分别占总样本的57.50%(46例)和42.50%(34
例),吸烟和饮酒等生活习惯的人数占比例接近分别为

48.75%(39例)和42.50%(34例),平均肿瘤直径为

(3.95±1.60)cm,中度分化的患者比例最高(37.
50%,30例),其次是低度分化(35.00%,28例)和高度

分化(27.50%,22例)。

2 口腔活检样本菌群多样性分析

本研究通过计算Chao1、Shannon和Simpson指

数比较2组口腔微生物菌群的α多样性,评估微生物

群落的丰富度和均匀度。OSCC 组的 Chao1指 数

(31.22±7.14
 

vs.
 

50.25±8.39,图1A)、Shannon指

数(1.95±0.39
 

vs.
 

3.08±0.49,图1B)和Simpson指

数(0.70±0.06
 

vs.
 

0.90±0.06,图1C)均显著低于对

照组(P<0.05)。见表1。

图
 

1 OSCC组和对照组口腔样本中微生物菌群的Chao1(A)、
Shannon(B)和Simpson(C)指数α多样性比较

Fig.1 Comparison
 

of
 

Chao1(A),Shannon(B)
 

and
 

Simpson(C)
index

 

alpha
 

diversity
 

of
 

microbial
 

flora
 

in
 

oral
 

samples
of

 

OSCC
 

group
 

and
 

Control
 

group

表
 

1 口腔癌变和正常组织样本中微生物菌群的α生物多样性比较

Table
 

1 Comparison
 

of
 

alpha
 

biodiversity
 

of
 

microbial
 

flora
in

 

oral
 

cancer
 

and
 

normal
 

tissue
 

samples

α多样性
指数

OSCC组
(n=80)

对照组
(n=80) T P

Chao1 31.22±7.14 50.25±8.39 15.455 <0.05
Shannon 1.95±0.39 3.08±0.49 16.314 <0.05
Simpson 0.70±0.06 0.90±0.06 21.426 <0.05

此外,本研究使用基于Bray-Curtis不相似性的主

坐标分析(PCoA)进行β多样性分析进一步探索口腔

活检样本中微生物群落的差异。结果显示,2组样本

在微生物组成上存在明显的分离(图2)。第1主坐标

方向(PCoA1)解释了18.32%的变异,而第1主坐标

方向(PCoA2)解释了15.71%的变异。

图
 

2 基于Bray-Curtis不相似性的主坐标分析(PCoA)
展示的OSCC组和对照组口腔样本的β多样性比较

Fig.2 Principal
 

coordinate
 

analysis
 

(PCoA)
 

based
 

on
 

Bray-Curtis
dissimilarity

 

illustrates
 

the
 

β
 

diversity
 

comparison
 

of
 

oral
 

samples
between

 

the
 

OSCC
 

group
 

and
 

the
 

Control
 

group.

3 口腔活检样本微生物组结构和差异分析

口腔 癌 变 和 正 常 组 织 样 本 前 10 优 势 占 比

(Top10)的门水平(Phylum)口腔微生物群落丰度占

比见图3。与对照组相比,OSCC组口腔微生物群落

中 Actinobacteria(5.19%±2.26%
 

vs.
 

7.71%±
1.93%)和Firmicutes(6.55%±2.84%

 

vs.
 

9.21%±
1.43%)的 丰 度 占 比 显 著 降 低 (P <0.05);而

Bacteroidetes(8.38% ±1.87%
 

vs.
 

6.51% ±
2.43%)、Fusobacteria(8.73%±2.54%

 

vs.
 

6.72%
±2.91%)、Proteobacteria(6.25% ±1.75%

 

vs.
 

3.90%±2.73%)和Synergistetes(8.25%±1.58%
 

vs.
 

5.13%±1.61%)的丰度占 比 显 著 增 加(P<
0.05)(表2)。

图
 

3 口腔癌变(OSCC组)和正常组织(对照组)
样本的门水平(Phylum)Top10优势微生物菌落结构(A)和

丰度占比差异比较(B)
Fig.3 Comparison

 

of
 

the
 

colony
 

structure
 

and
 

abundance
 

proportions
of

 

the
 

top
 

10
 

dominant
 

microorganisms
 

at
 

the
 

phylum
 

level
 

in
 

oral
cancer

 

(OSCC
 

group)
 

and
 

normal
 

tissue
 

(Control
 

group)
 

samples
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表
 

2 OSCC组和对照组口腔样本中Top10门水平
(Phylum)微生物菌群百分比丰度比较

Table
 

2 Comparison
 

of
 

the
 

percentage
 

abundance
 

of
 

microbial
 

flora
at

 

the
 

top
 

10
 

phylum
 

level
 

in
 

oral
 

samples
 

between
 

the
 

OSCC
 

group
and

 

the
 

Control
 

group

微生物种类 OSCC组
(n=80)

对照组
(n=80) t P

Actinobacteria 5.19±2.26 7.71±1.93 -3.531 <0.05
Bacteroidetes 8.38±1.87 6.51±2.43 2.322 0.024
Cyanobacteria 7.98±1.86 7.62±1.46 0.593 0.554
Firmicutes 6.55±2.84 9.21±1.43 4.524 <0.05
Fusobacteria 8.73±2.54 6.72±2.91 5.559 <0.05
Verrucomicrobia 5.57±2.90 5.8±1.78 0.662 0.509
Proteobacteria 6.25±1.75 3.90±2.73 6.547 <0.05
Spirochaetes 2.63±2.79 2.03±2.21 0.391 0.697
Synergistetes 8.25±1.58 5.13±1.61 6.368 <0.05
Tenericutes 5.38±2.04 3.03±1.40 1.665 0.098
Others 35.09±2.27 42.34±1.99 4.662 <0.05

对2组口腔组织样本属水平(Genus)微生物群落

的LEfSe分析结果构建的系统发育关系如图4A所

示,指示在OSCC组和对照组中显著富集的微生物属

主要为 Prevotella、Porphyromonas、Fusobacterium、

Streptococcus、Veillonella、Actinomyces、Neisseria 和

Haemophilus。其 中 Prevotella、Porphyromonas、

Fusobacterium、Neisseri和Haemophilus的LDA值

表明其在 OSCC组的口腔样本中显著增加,相应地,

Streptococcus、Veillonella 和Actinomyces 在对照组

的样本中显著增加(图4B)。

4 口腔鳞癌(OSCC)相关的口腔微生物组功能预测

本研究通过PICRUSt的分析结果对OSCC病变

可能参与的京都基因和基因组百科全书
 

(KEGG)信
号通路进行了预测(图5)。基于LEfSe分析的结果,

KEGG富集分析显示 OSCC相关的口腔组织微生物

菌群 显 著 富 集 的 通 路 包 括 病 毒 感 染 机 制 (Viral
 

infection
 

mechanisms)、病 原 菌 入 侵 (Pathogenic
 

bacteria
 

invasion)、微 生 物 群 平 衡 通 路(Microbiota
 

balance
 

pathways)、脂 肪 酸 代 谢 (Fatty
 

acid
 

metabolism)、碳 水 化 合 物 代 谢 (Carbohydrate
 

metabolism)和 癌 症 相 关 通 路 (Cancer-related
 

pathways)。

5 OSCC患者口腔菌群丰度和临床特征相关性分析

基于对OSCC患者属水平(Genus)LEfSe分析结

果,本研究对该结果中显著富集的8种微生物属的丰

度与患者的年龄、性别、吸烟、饮酒、肿瘤大小和病理分

级等临床信息进行了Pearson 相关分析。结果显示未

发现各微生物属的丰度与患者临床特征之间存在显著

相关性,但Veillonella 丰度与肿瘤大小存在正相关趋

势(r=0.364,P=0.102),亦发现 Neisseri 丰度与

OSCC患者的年轻存在正相关趋势(r=0.262,P=
0.461)。同时,Fusobacterium 丰度与 OSCC患者的

吸烟行为存在负相关趋势(r=-0.251,P=0.526),

Haemophilus丰度与 OSCC患者的饮酒习惯亦存在

负相关趋势(r=-0.233,P=0.463)。

图
 

4 OSCC组和对照组口腔样本间的系统发育关系
分支图(A)和LEfSe分析显示OSCC组和对照组属水平(Genus)

上存在显着的微生物差异(B)
Fig.4 Cladogram

 

of
 

phylogenetic
 

relationships
 

between
 

oral
 

samples
from

 

the
 

OSCC
 

group
 

and
 

the
 

Control
 

group
 

(A)
 

and
 

LEfSe
 

analysis
illustrated

 

significant
 

microbial
 

differences
 

at
 

the
 

genus
 

level
 

between
the

 

OSCC
 

group
 

and
 

the
 

Control
 

group
 

(B)

图
 

5 对OSCC组和对照组口腔组织样本中鉴定的微生物群落的

KEGG功能预测分析

Fig.5 KEGG
 

functional
 

prediction
 

analysis
 

of
 

the
 

microbial
communities

 

identified
 

in
 

oral
 

tissue
 

samples
 

from
 

the
 

OSCC
group

 

and
 

the
 

Control
 

group
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图
 

6 LEfSe分析鉴定的最显著微生物菌属

与OSCC患者临床特征的Pearson相关性

Fig.6 Pearson
 

correlation
 

between
 

the
 

most
 

significant
 

microbial
genera

 

identified
 

by
 

LEfSe
 

analysis
 

and
 

clinical
 

traits
 

of
 

OSCC
 

patients

讨 论

本研究深入探讨了口腔鳞状细胞癌(OSCC)患者

与健康对照组之间口腔微生物群落的显著差异,并讨

论了这些差异与 OSCC发展的潜在相关性。通过高

通量16S
 

rRNA基因测序,本研究发现OSCC组的口

腔微生物多样性显著降低,该结果与先前的研究结果

一致,表明微生物多样性的减少可能与肿瘤微环境的

病理生理变化相关[20-21]。
在α多样性指数方面,本研究结果显示,OSCC患

者的Chao1、Shannon和Simpson指数均显著低于健

康对照组。这一结果提示 OSCC可能与特定微生物

的优势增加或某些有益微生物的减少有关,微生物多

样性的降低可能减弱了口腔微环境的稳态,使之更易

受到致病微生物的侵袭,从而可能助长恶性变化的发

展[22]。β多样性分析进一步揭示了 OSCC组与对照

组在 微 生 物 组 成 上 的 明 显 分 离。这 种 基 于 Bray-
Curtis不相似性的主坐标分析结果强调了OSCC口腔

微生物群落的独特性,可能反映了OSCC病理状态下

宿主与微生物相互作用的改变。
从微生物门(Phylum)和属(Genus)的丰度变化来

看,Actinobacteria 和Firmicutes 在 OSCC患者中显

著 降 低, 而 Bacteroidetes、 Fusobacteria、

Proteobacteria 和Synergistetes 的丰度则显著增加。
这些变化可能与这些微生物在细胞代谢、炎症反应及

免疫调控中的不同作用有关。例如,Fusobacteria 的

增加与口腔癌的发展密切相关,可能通过促进炎症或

直接与肿瘤细胞相互作用来影响疾病进程[23]。

LEfSe分析进一步确认了在OSCC组中显著增多

的微生物属,如Prevotella 和Fusobacterium,这与它

们在促进炎症和参与癌症发展的功能一致[24-25]。此

外,本研究的 KEGG功能预测分析显示,OSCC相关

的微生物群落在病毒感染机制、病原菌入侵、微生物群

平衡以及癌症相关通路等方面有所富集,这可能为

OSCC的发病机制提供新的分子生物学见解[26-27]。
虽然本研究没有在微生物丰度与患者临床特征之

间发现显著的相关性,但某些趋势也值得关注,例如

Veillonella 与 肿 瘤 大 小 的 正 相 关 趋 势,以 及

Fusobacterium 与吸烟行为的负相关趋势。这些初步

发现提示微生物丰度与 OSCC的某些临床特征可能

存在复杂的关联。
总之,本研究的发现强调了在OSCC发展中考虑

口腔微生物组的重要性,并为进一步研究OSCC的微

生物诱因和潜在的生物标志物提供了基础。此外,本
研究结果为开发针对特定口腔微生物的靶向治疗策略

提供了可能,可能有助于改善OSCC患者的预后和生

活质量。未来的研究应进一步探索这些微生物变化与

OSCC病理特性之间的因果关系,并评估调节口腔微

生物群落平衡的治疗干预对OSCC治疗效果的影响。
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