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[摘要]     目的   探讨涎腺腺样囊性癌（SACC）患者口腔微生物的多样性和群落差异。方法   采集13例SACC患者与

10例健康人的唾液样本，提取其口腔菌群的总DNA，经通用引物扩增16s rRNA基因，利用高通量测序平台进行细

菌16S rRNA基因（V3-V4）区高通量测序分析后，利用Mothur软件分析微生物的多样性和群落结构。结果   SACC组

优势种群有16种（相对丰度>1%），依次是：链球菌属（36.68%），奈瑟菌属（8.55%)，普雷沃菌属_7（7.53%），

韦荣球菌属（6.37%）等。对照组优势种群有15种，依次有：链球菌属（18.41%），奈瑟菌属（18.20%），普雷沃

菌属_7（8.89%），卟啉单胞菌属（6.20%），梭杆菌属（5.86%），韦荣球菌属（5.82%）等。2组间有统计学差异

的菌门包括厚壁菌门、变形菌门、梭杆菌门（P<0.05）。有统计学差异的菌属包括链球菌属、奈

瑟菌属和卟啉单胞菌属（P<0.05），而嗜二氧化碳噬细胞菌属仅在SACC患者中检出。结论   SACC

患者的唾液微生物与健康人群唾液微生物的种群结构存在明显差异。
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[Abstract]     Objective   The aim of this study was to identify the differences in microbial diversity and community in patients 

with salivary adenoid cystic carcinoma (SACC). Methods   Saliva was collected from 13 patients with SACC confirmed by 

histopathological diagnosis and 10 healthy control subjects. Total metagenomic DNA was extracted. The DNA amplicons of 

the V3–V4 hypervariable regions of the 16S rRNA gene were generated and subjected to high-throughput sequencing. Microbial 

diversity and community structure were analyzed with Mothur software. Results   A total of 16 genera of dominant bacteria 

in the SACC group were found, including Streptococcus (36.68%), Neisseria (8.55%), Prevotella_7 (7.53%), and Veillonella 

(6.37%), whereas 15 dominant bacteria in the control group were found, including Streptococcus (18.41%), Neisseria (18.20%), 

Prevotella-7 (8.89%), Porphyromonas (6.20%), Fusobacterium (5.86%) and Veillonella (5.82%). The statistically different 

phyla between the two groups were Firmicutes, Proteobacteria and Fusobacterium (P<0.05). The statistically different genera 

between the two groups were Streptococcus, Neisseria and Porphyromonas (P<0.05), and Capnocytophaga was only detected 

in patients with SACC. Conclusion   Significant differences were observed in the oral microorganisms between the two groups. 
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研究证实，20%的癌症与微生物感染有关[1]，如

幽门螺杆菌感染是胃癌的主要致病因素之一[2]；EB
病毒感染与Burkitt淋巴瘤、鼻咽癌[3-4]的发生密切相
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关；伤寒沙门氏菌感染也已证实与胆囊癌的发生确

切相关[5]。口腔作为微生物重要的栖息环境之一，

包含有多种微生物定居，如细菌、真菌、螺旋体及

病毒等。已有大量实验研究证实口腔疾病的发生、

发展与口腔微生物群落结构的改变密切相关。除龋

病与牙周炎外，口腔微生物与肿瘤也密切相关，如

口腔中的幽门螺杆菌对胃部肿瘤的发生和发展有着

重要作用[6]，口腔链球菌属在鳞状细胞癌组织中的定

植增加已被大量实验所证实[7-8]。腺样囊性癌（ade
noid cystic carcinoma，ACC）是临床常见的一种涎

腺肿瘤，发病率居涎腺恶性肿瘤的第2位。其多发生

于涎腺组织，且侵袭性强，具有嗜神经生长的生物

学特点，早期即可发生神经侵袭和远处转移，出现

面瘫、疼痛、麻木等神经损伤症状[9]。研究[10]证实当

腮腺发生慢性炎症时，在腺体中可检测出细菌，而

在复发性腮腺炎临床缓解期时，腺体内也存在隐性

的感染。在对青少年复发性腮腺炎的研究中，静止

期唾液标本中80%的唾液标本可培养出细菌，且唾

液中的检测出的优势致病菌与其活动期标本中检测

出的优势菌相同，由此可见唾液腺与口腔微生物紧

密相关。本实验利用高通量测序平台对涎腺腺样囊

性癌（salivary adenoid cystic carcinoma，SACC）患

者及健康受试者的唾液微生物群落结构进行研究，

以求能够初步认识SACC患者与健康人群口腔微生物

的多样性和群落差异，为后期的研究提供参考依据。

1   材料和方法

1.1   样本采集对象和方法

采集重庆医科大学附属口腔医院经组织学检查

确诊的13例SACC患者，年龄（57.26±5.34）岁。其

中男性7例，女性6例；肿瘤发生在腮腺、颌下腺、

舌下腺、上腭者分别为5、2、4、2例；抽烟者5例，

饮酒者4例。SACC组纳入标准：1）根据组织病理学

最新确认的SACC患者；2）无其他口腔疾病，如黏

膜疾病、龋病、牙周炎、急性口腔感染、口腔念珠

菌感染等。排除标准：1）接受过抗肿瘤治疗，包括

放化疗及手术治疗；2）系统性疾病及先天性疾病

（如糖尿病、肝炎）；3）3个月内抗生素使用史，

2周内局部抗菌治疗史；4）妊娠期或哺乳期妇女。

随机收集10例健康者作为对照组，年龄（57.60±
5.32）岁。男性和女性各5例；抽烟者5例，饮酒者4
例。纳入标准：1）与SACC组年龄、性别相当；2）

无其他口腔疾病，如黏膜疾病、龋病、牙周炎、急

性口腔感染、口腔念珠菌感染等。排除标准：1）3
个月内抗生素使用史，2周内局部抗菌治疗史。2）

系统性疾病及先天性疾病（如糖尿病、肝炎、HIV
等）；3）妊娠期或哺乳期妇女。

受试者唾液采集前1 h内不进食、饮酒、喝含咖

啡因的饮料等，且12 h内未实施口腔保健。该研究

得到重庆医科大学医学伦理道德委员会批准，受试

者签署知情同意书。于当日早上8~9点收集无刺激性

唾液，将每次收集的唾液置于5 mL的预装新鲜TD液

的EP管中，封口膜封闭管口，放置冰袋后运送到实

验室并-80 ℃下储存，直到下一步的DNA提取和磷

酸测序分析。

1.2   DNA提取

利用Promega基因组DNA提取试剂盒（Promega
公司，美国）提取唾液样本微生物总DNA，提取方

法严格按照说明书进行，提取DNA于-80 ℃冻存，

备用。

1.3   聚合酶链反应（polymerase chain reaction，PCR） 

          扩增16S rRNA基因V3-V4区

使用通用引物V3-V4（338F-806R）进行细菌

16S rRNA基因V3-V4区的扩增，338F：ACTCCTAC
GGGAGGCAGCA；806R：GGACTACHVGGGT
WTCTAAT。采用Axyprep DNA Gel Extraction Kit
（Axy gen scientific公司，美国）进行PCR扩增，全

部样本按照要求重复3遍。之后对PCR产物行2%琼

脂糖电泳检测产物，AxyPrep DNA凝胶试剂盒回收

PCR产物，使用Tris-HCl洗脱，然后使用QuantiFluor-
ST荧光定量系统对PCR产物进行定量测定。检测合

格的PCR纯化产物进行16S rDNA高通量测序，由上

海美吉生物科技有限公司完成。

1.4   测序结果分析

每个样本测序获得双端序列，双端序列之间依

据重叠关系进行拼接，同时对序列质量和拼接效果

进行质控过滤。根据序列首尾两端的条码和引物序

列区分，优化有效序列。使用QIIME 1.8.0软件对原

始数据进行处理，采用RDP classifier贝叶斯算法对

97%相似水平的可操作分类单元（operational taxo
nomic units，OTU）代表序列进行分类学分析，比对

Silva数据库（Release128 http://www.arb-silva.de），

根据分类学层次[门（Phyla）、属（Genera）]分析微

生物的群落结构和物种丰度。通过主成分分析（prin
cipal component analysis，PCA），以展示两组间的

物种结构特征（β多样性）。计算菌群多样性Simpson
指数和丰富度ACE指数以展示口腔唾液菌群的多样

性。

1.5   统计学分析

采用SPSS 19.0软件对实验数据进行统计分析，

组间样本在不同分类水平上进行单一因素方差和检
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验差异性分析，检出率比较采用卡方检验，两组样

本均数的比较采用t检验，检验水准α=0.05。

2   结果

2.1   稀释曲线

根据获得的OTU数据绘制稀释曲线，每个样品

的稀释曲线见图1。由稀释曲线可知，当序列超过

20 000后，随着样本序列的增加，获得的OTU数目

变化不大，说明本次实验数据可靠，测序数目达到

要求。

图  1    稀释曲线

Fig  1    Rarefaction curves

2.2   高通量测序基本分析

通过Illumina MiSeq测序平台对SACC患者和对

照组口腔唾液样本进行生物多样性检测，共获得

404 647条平均读长为444 bp的优质序列（平均每样

本读取17 592条）。按照最小样本序列数抽平后，

在相似度97%水平上聚类OTU，获得SACC患者、对

照组的微生物物种注释数目分别为289、282 OTUs，

SACC组的总观察物种数量多于对照组。

2.3   群落结构分析

通过Ribosomal Database Project（RDP）数据库

进行相似性比对和物种注释，在门、属分类层次下对

各样品物种丰度进行统计（图2）。分析表明SACC组

的优势菌门（相对丰度>1%）是厚壁菌门（52.17%），

拟杆菌门（19.70%），变形菌门（13.18%），放线菌

门（6.72%），梭杆菌门（6.03%）。对照组的优势菌

门主要是厚壁菌门（34.30%），变形菌门（23.66%），

拟杆菌门（21.67%），梭杆菌门（10.09%），放线

菌门（7.68%）。有统计学差异的依次为厚壁菌门

（P=0.006），变形菌门（P=0.024），梭杆菌门

（P=0.017）。

2.4   优势菌属比较分析

基于97%的相似性类聚进行物种注释，分析微

生物的物种组成比例及丰度。结果显示，SACC组

优势种群有16种（相对丰度>1%），主要依次是：

链球菌属（36.68%），奈瑟菌属（8.55%），普雷

沃菌属_7（7.53%），韦荣球菌属（6.37%），放线

菌属（4.42%），普雷沃菌属（4.10%），梭杆菌属

（3.39%）等。对照组优势种群有15种（相对丰度> 
1%），主要依次是：链球菌属（18.41%），奈瑟菌

属（18.20%），普雷沃菌属_7（8.89%），卟啉单

胞菌属（6.20%），梭菌属（5.86%），韦荣球菌属

（5.82%），放线菌属（4.82%），纤毛菌属（4.16%）

等。有统计学差异的依次为链球菌属（P=0.005），

奈瑟菌属（P=0.012），卟啉单胞菌属（P=0.044），

而嗜二氧化碳噬细胞菌属仅在SACC组中检出。

*0.01<P≤0.05，**0.001<P≤0.01。

图  2    优势菌门比较

Fig  2    Comparison of dominant bacteria phyla

2.5   微生物群落结构分析

通过PCA对SACC患者和对照组口腔唾液样本进

行β多样性分析，以比较微生物群落的构成，评估微

生物群落间的差异。由图3可见2组人群的分离趋向，

表明SACC患者和对照组口腔唾液样本的细菌群落组

成存在明显差异。
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图  3    SACC组和对照组唾液微生物群落结构比较

Fig  3    Comparison of saliva microbial community structure between 

                      SACC group and control group

2.6   微生物多样性分析

基于OTU统计进行微生物多样性和丰度分析表

明，SACC组检出的可观察物种数量（289个OTUs）

多于对照组（282个OTUs），此结果与高通量测序

获得的Simpson多样性指数结果相一致，SACC组OTU
数及Simpson多样性指数（0.12±0.08）高于对照组

（0.09±0.05），但二者间差异均无统计学意义（P> 
0.05）。SACC组和对照组ACE指数分别为176.87±
23.54、186.76±36.78，对照组的微生物丰富度高于

SACC组，但二者间差异无统计学意义（P>0.05）。

3   讨论

唾液是一种混合性液体，包含了唾液腺分泌液、

龈沟液和黏膜渗出液等，储存了大量的人类口腔微

生物和口腔局部组织以及身体其他部位感染微生物

和病毒的RNA和DNA等基因信息。口腔微生物可以

以群体的方式引起各种口腔疾病，群体中的每一个

个体均参与了疾病的发生发展过程，即使是低丰度

的成员依然可能作为复杂的群落行为表现的关键物

种[11]。研究[12-14]发现，微生物及其产物，包括内毒

素、酶和代谢副产品，对宿主细胞有毒性作用，可

以通过引起基因突变或信号通路的改变直接影响上

皮细胞的增殖和生存。此外，微生物还可通过激活

宿主细胞来产生间接影响，比如中性粒细胞、巨噬

细胞、单核细胞、淋巴细胞、成纤维细胞和上皮细

胞，产生活性氧、反应性氮、活性脂质和代谢物及

基质金属丙基酶，可引起DNA的损伤上皮细胞[15-17]。

本研究利用高通量测序技术对SACC患者和健康受

试者唾液中细菌DNA的16S rRNA进行测序，通过找

出序列的差异来分析微生物群落结构的组成，可以

快速鉴定出尚不能人工培养的微生物。而且，对于

样本中含量较低的种属，高通量测序技术也可以进

行测序[18]，并具有覆盖度高的优点。

测序后对物种进行注释筛选，统计了SACC组与

对照组门水平和属水平两个分类学水平的数量，以

及分析了两组的微生物多样性、丰度及群落结构。

研究发现，SACC组OTU数量高于对照组，但二者

间差异无统计学意义。Wolf等[19]运用Illumina MiSeq
测序平台对13名口咽鳞状细胞癌患者和11名健康受

试者的唾液样本进行微生物多样性分析，发现2组间

微生物多样性和丰度无统计学差异，与本研究结果

相同。虽然SACC患者与健康受试者唾液微生物多样

性和丰度无统计学差异，但不能代表2组的微生物结

构无差异。与Ahn等[20]采用16S rRNA基因焦磷酸测

序分析健康人唾液微生物的多样性，发现唾液中最

主要的类群是厚壁菌门一样，本研究发现厚壁菌门

在SACC组和对照组里为丰度最高的菌门，但SACC
组厚壁菌门的丰度明显高于对照组。这与Pushalkar
等[21]运用454焦磷酸测序技术检测口腔鳞状细胞癌患

者唾液的结果一致。推测厚壁菌门中可能含有更多

的与癌症相关的菌属。

与门水平差异结果相对应的是，SACC患者唾液

中链球菌属（属于厚壁菌门）为丰度最高的菌属，

与Pushalkar等[21]在口腔鳞状细胞癌患者唾液中发现

的链球菌属的丰度高于其他菌属一样。2组研究还发

现在口腔鳞状细胞癌和SACC患者唾液中，链球菌属

的含量均高于健康对照组。同时，Nagy等[22]检测口

腔鳞状细胞癌癌组织表面的生物膜，发现链球菌属

在癌组织表面的检出量高于健康组织表面。推测这

种变化可能是由于口腔微环境的改变干扰正常的微

生物群，从而有利于条件致病菌的繁殖。

本实验结果还发现，奈瑟菌属和卟啉单胞菌属

在对照组的含量高于SACC组。Wolf等[19]在对口咽鳞

状细胞癌患者和Pushalkar等[21]对口腔鳞状细胞癌患

者唾液的研究中，同样发现奈瑟菌属在健康对照组

的含量高于癌症组。与本实验结果相反的是，Pushal
kar等[21]发现卟啉单胞菌属在口腔鳞癌患者唾液中的

含量高于健康对照组。值得注意的是嗜二氧化碳噬

细胞菌属，作为一种厌氧菌，虽然在SACC组唾液

中的含量不高，但只能从SACC组的唾液中检出，

而Sakamoto等[23]研究发现能够从口腔癌患者的颈部

淋巴结中分离出该种细菌。然而以上2组间有统计

学差异的菌属是否是SACC和口腔癌的致病菌以及

在口腔癌症的发生发展过程中所起的作用还需进一

步的研究来证明，以期为后期的预防和诊治提供理

论依据。
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综上所述，本文初步研究了SACC患者口腔微生

物的基本组成和种群差异，发现了SACC患者口腔微

生物与健康受试者在唾液微生物群落结构上存在明

显差异。应该注意的是16S rRNA基因分析有其自身

的局限性，如目前检测16S rRNA序列并不能检测活

细菌。因此，接下来的研究会将16S rRNA基因分析

和传统培养的检测方法相结合，或是通过进一步队

列研究以阐明口腔微生物与疾病的关系。
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