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摘 要：【目的】探究具核梭杆菌是否会促进肺癌的发展及其潜在机制。【方法】通过细胞实验

证实具核梭杆菌能促进肺癌细胞的增殖和转移；通过动物实验验证具核梭杆菌能促进肺癌的发

展。对肺癌小鼠的肺泡灌洗液进行 16S rRNA 基因测序，以及对肺组织进行转录组测序，分析具

核梭杆菌对肺癌小鼠肺部菌群的影响及肺组织相关通路的激活情况。【结果】具核梭杆菌促进了

肺癌上皮细胞 A549 的增殖和转移。在体内动物实验中，具核梭杆菌感染肺部后肺部结节数量增

加，肺组织荧光强度增强。16S rRNA 基因测序结果显示，感染小鼠肺部鼠杆状菌属(Muribaculum)、

简单螺旋形菌属(Simplicispira)等富集。肺组织转录组结果显示，肺癌小鼠感染具核梭杆菌后激活

了 IL-17 信号通路、细胞因子-细胞因子受体相互作用、金黄色葡萄球菌感染通路、TNF 信号通

路等与炎症或免疫相关的信号通路。【结论】具核梭杆菌感染导致肺部微生物群紊乱，肺组织中

多个与炎症和免疫相关的信号通路被激活，从而促进了小鼠肺癌的转移。
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Abstract: [Objective] To investigate whether Fusobacterium nucleatum promotes the 
development of lung cancer and find out the underlying mechanisms. [Methods] The cell 
experiment proved that F. nucleatum can promote the proliferation and metastasis of lung cancer 
cells; Animal experiments showed that F. nucleatum can promote the development of lung cancer; 
16S rRNA gene sequencing of alveolar lavage fluid and transcriptome sequencing of lung tissue 
were performed to analyze the effects of F. nucleatum on the lung flora of mice with lung cancer 
and the activation of relevant pathways in lung tissue. [Results] The cell experiment showed that 
F. nucleatum significantly promoted the proliferation and metastasis of A549 cells. The animal 
experiments confirmed that F. nucleatum infection in the lungs increased the number of nodules 
and enhanced the fluorescence intensity in the lung tissue. The 16S rRNA gene sequencing 
revealed the enrichment of Muribaculum and Simplicispira in the lung of infected mice. The 
transcriptome sequencing results showed that the mouse model of lung cancer activated the 
interleukin-17 signaling pathway, cytokine-cytokine receptor interactions, Staphylococcus aureus 
infection pathway, tumor necrosis factor signaling pathway, and other signaling pathways related to 
inflammation or immunity after being infected with F. nucleatum. [Conclusion] F. nucleatum 
infection in mice with lung cancer disrupts the microbiota and activates the immunity- and 
inflammation-related signaling pathways in the lung, thereby promoting the metastasis of lung 
cancer in mice.
Keywords: Fusobacterium nucleatum; lung cancer; lung microbiota; 16S rRNA gene sequencing; 
transcriptome

肺癌严重威胁着人类的身体健康。每年有

100 万至 800 万人被诊断出患有肺癌，其中约

100 万至 600 万人死于肺癌[1]。虽然导致肺癌的

原因很多，但吸烟仍是主要的风险因素。其他

非吸烟因素包括环境和职业暴露、慢性肺部疾

病、肺部感染以及不良生活方式等[2]。相关研究

发现，在非吸烟人群中肺癌与以慢性气道炎症

为特征的疾病密切相关，如慢性阻塞性肺疾病、

肺炎衣原体感染、结核分枝杆菌引起的肺结核

和呼吸道病毒感染等[3]。这些结果表明，肺部微

生物可能在肺癌的发生和发展中发挥重要作用。

具核梭杆菌是口腔中常见的革兰氏阴性厌氧菌。

它与牙龈卟啉单胞菌及其他微生物共同破坏宿

主与微生物之间的平衡，诱发牙周炎[4-5]。随着
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测序技术的发展，研究人员发现具核梭杆菌也

能在结直肠癌组织中富集。进一步研究表明，

具核梭杆菌能够促进结直肠癌的发展[6-7]。在

ApcMin/+小鼠模型中，通过灌胃方式将具核梭杆

菌引入小鼠体内，结果显示其会促进结直肠癌

的发生[8]。此外，研究人员利用培养组学技术从

肺癌患者的肺泡灌洗液中分离出具核梭杆菌，

并通过分析口腔微生物、牙周病与肺癌之间的

关联，发现具核梭杆菌可能是肺癌标志物的潜

在微生物之一[9-11]。

本研究探讨了具核梭杆菌促进肺癌发展的

潜在机制。

1　材料与方法　材料与方法

1.1　实验菌株与细胞

具核梭杆菌(Fusobacterium nucleatum) ATCC 

25586 购自广东省微生物菌种保藏中心。具核梭

杆菌(Fusobacterium nucleatum) strain-9 从北京大

学肿瘤医院肺癌患者的肺泡灌洗液中分离并在

本实验室保存[9]。以上菌株分别命名为 Fn-ATCC

和 Fn-9。

肺癌上皮细胞 A549、人单核细胞白血病

THP-1 细胞、带有绿色荧光蛋白的小鼠 Lewis 肺

癌细胞(LLC-GFP)均为本实验室保存。

1.2　实验动物

选择 8 周龄、雌性野生型无特定病原体

(specific-pathogen-free, SPF) 级 C57BL/6N 小 鼠

(北京维通利华实验动物技术有限公司)，饲养于

军事医学研究院实验动物中心。

1.3　主要试剂和仪器

MTT 试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司；

Transwell 孔板购自康宁公司；ELISA 试剂盒购

自达科为生物技术股份有限公司；RNA 提取试

剂盒 FastPure Cell/Tissue Total RNA Isolation Kit 

V2、逆转录试剂盒 Taq Pro Universal SYBR qPCR 

Master Mix、HiScript III RT SuperMix for qPCR

试剂盒和 SYBR Green qPCR Master Mix 均购自

南京诺唯赞生物科技股份有限公司。

IVIS Spectrum 小动物活体光学成像系统、

PerkinElmer Operetta CLSTM 高内涵成像分析系

统均购自 PerkinElmer 公司。

1.4　细菌生长曲线的测定

将 Fn-9 和 Fn-ATCC 菌液的 OD600 值调至

1.0 时 ， 菌 液 浓 度 分 别 为 5×107 CFU/mL 和

1×108 CFU/mL。在 24 孔板中加入 2 mL BHI (脑

心浸液肉汤)培养基，并加入 50 μL 上述调好的

菌液。培养 12 h 后取出菌液检测 OD600 值，之

后每隔 2 h 取出孔板中的菌液测量 OD600 值，直

至 36 h 结束。将数据导入 GraphPad Prism 软件

中绘制曲线图。

1.5　MTT 细胞增殖实验

每孔培养 2×104 个 A549 细胞，在 37 ℃、

5% CO2 条件下培养 4 h。在平板中分别加入感

染复数(multiplicity of infection, MOI)为 20 或 40

的 Fn-ATCC 或 Fn-9 菌株。细胞与细菌共培养

48 h 后，使用 MTT 细胞增殖和细胞毒性检测试

剂盒检测细胞，并在酶联免疫测定仪上以 490 nm

波长测量各孔的吸光度值。PBS 用作空白对照。

1.6　Transwell 实验

使用带有 8 μm 孔径膜的 24 孔 Transwell 小

室评估细胞迁移能力。在 Transwell 小室的上室

加入 200 μL A549 细胞悬液，下室分别加入

800 μL 含 Fn-9 或 Fn-ATCC 的细菌溶液(细菌重

悬于含 10% 胎牛血清的 1640 培养基中，MOI

为 100)、800 μL 含 10% 胎牛血清的 1640 培养

基或 200 μL 10 μg/mL 脂多糖溶液以吸引细胞迁

移。将 Transwell 小室置于 37 ℃、5% CO2 培养

箱中培养 48 h。随后用 4% 甲醇固定穿透膜的细

胞 30 min。随用 0.1% 结晶紫染色 25 min，最后

在显微镜下拍照。通过观察并拍摄每个孔的

5 个随机区域，统计每个孔中迁移细胞的数量。

每个实验设置 4 个技术重复孔。4 孔计数的平均

值作为一次生物实验的结果。生物重复实验重

复 3 次。
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1.7　ELISA 检测炎症因子的表达

用 PMA 试剂刺激 THP-1 细胞 48 h 后，分

别加入 Fn-9 和 Fn-ATCC 2 种菌株的上清液，继

续培养 4 h。按照试剂盒说明书使用 ELISA 试剂

盒检测 IL-1β 和 TNF-α 细胞因子的表达水平。

1.8　动物实验

将 8 周龄雌性 C57BL/6N 小鼠混养 1 周后随

机分为 3 组：Fn-ATCC 组、Fn-9 组和 PBS 组。

将 LLC-GFP 细胞分别与 Fn-ATCC 和 Fn-9 2 种

具核梭杆菌的上清液或 PBS 共同培养 12 h。收

集细胞后，通过经尾静脉将 2.5×106 个细胞/只注

射到小鼠体内。造模后第 7 天和第 14 天使用小动

物微喷雾化器将 Fn-9、Fn-ATCC 或 PBS 雾化至

小鼠支气管分叉处。第 21 天处死小鼠，提取

血清用于细胞因子检测，利用 IVIS Spectrum

系统检测肺部荧光强度，并对小鼠肺结节进行

计数，同时收集肺泡灌洗液。

本研究所有动物实验通过军事医学研究院伦

理委员会批准，编号为 IACUC-DWZX-2024-015。

1.9　病理检测

将新鲜肺组织在 4% 多聚甲醛中固定 24 h，

随后将肺组织包埋于石蜡块中，切成薄片，经

苏木精-伊红染色(HE 染色)后进行肺组织病理学

诊断。

1.10　实时定量聚合酶链式反应(qPCR)

提取肺组织总 RNA，使用逆转录试剂盒将

RNA 逆转录为 cDNA。在 LightCycler 480 II 实

时荧光定量 PCR 系统中，使用 SYBR Green qPCR 

Master Mix 进行 qPCR 检测。数据以 2−ΔΔCt 方法

表示相对表达量的变化倍数。所用引物序列如

表 1 所示。

1.11　小鼠肺泡灌洗液 16S rRNA 基因

测序

动物实验结束后，立即收集小鼠新鲜肺泡

灌洗液，迅速放入−80 ℃冰箱保存。将样本送至

北京诺禾致源科技股份有限公司进行 16S rRNA

基因测序。

1.12　肺组织转录组测序

将肺组织样本保存于−80 ℃冰箱，随后送至

北京诺禾致源科技股份有限公司进行转录组

测序。

1.13　数据分析

对于多组数据的比较，首先确认每组数据

是否符合正态分布及方差齐性。若数据呈正态

分布且方差齐性，则采用单因素方差分析

(analysis of variance, ANOVA)或双尾非配对 t 检

验(two-tailed unpaired t-test)；若数据不符合正态

分布或方差不齐，则采用 Kruskal-Wallis 检验进

行分析。显著性水平设定为 P<0.05。所有统计

分析均使用 GraphPad Prism 软件(v9.0.0)完成。

2　结果与分析　结果与分析

2.1　具核梭杆菌体外促细胞增殖和细胞

因子分泌

生长曲线显示，2 株具核梭杆菌在生长 30 h

后达到平稳期(图 1A)，处于对数期的细菌被用

于后续实验。用 2 种菌株感染 A549 细胞 48 h，

与空白对照组相比，在 MOI=40 和 MOI=20 的

条件下，Fn-ATCC 能显著促进 A549 细胞的增

殖，而当 MOI=20 时 Fn-9 和 Fn-ATCC 均能显著

促进 A549 细胞的增殖(图 1B)。在 Transwell 实

表1　小鼠炎症因子的引物序列

Table 1　 Primer sequences of mouse inflammatory 

factor 

Primers name

GAPDH-F

GAPDH-R

IL-1β-F

IL-1β-R

IL-6-F

IL-6-R

TNF-α-F

TNF-α-R

Primer sequences (5′→3′)

CATCACTGCCACCCAGAAGACTG

ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG

GCAACTGTTCCTGAACCCAACT

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

TGTTCTCTGGGAAATCGTGGA

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

CCCTCACACTCAGATCATCTTCT

GCTACGACGTGGGCTACAG
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验中，当 MOI=100 时与空白对照组相比，经具

核梭杆菌刺激后的 A549 细胞过膜数量显著增加

(图 1C、1D)。

THP-1 细胞经 2 株菌株的培养上清刺激后，

细胞分泌的 TNF-α 与对照组(大肠杆菌 DH5α 刺

激组)相比显著增加(图 1E)，而 IL-1β 的分泌量

差异无统计学意义(图 1F)。这些结果表明，在

体外实验中具核梭杆菌可促进肺上皮细胞的增

殖和转移，并刺激免疫细胞分泌细胞因子。

2.2　具核梭杆菌促进小鼠肺癌转移

采用 C57 小鼠进行尾静脉注射造模实验，

通过肺部递送 2 种具核梭杆菌或 PBS (图 2A)。

造模成功后收集 3 组小鼠的肺组织，并使用

IVIS Spectrum 系统进行拍照(图 2B)。结果显示，

Fn-9 组和 Fn-ATCC 组肺组织的荧光强度显著高

于 PBS 组(图 2C)。统计肺结节数量发现，Fn-9

图1　具核梭杆菌促进A549细胞的增殖和转移。A：2株菌株的生长曲线；B：MTT实验检测细胞增殖；

C、D：Transwell实验检测细胞转移；E、F：2种菌株与大肠杆菌DH5α的促炎能力比较。

Figure 1　Fusobacterium nucleatum promotes proliferation and metastasis of A549 cells. A: Growth curves of 

two strains of F. nucleatum; B: MTT assay of cell proliferation; C, D: Transwell assay of cell transfer; E, F: 

Comparison of the pro-inflammatory capacity of two strains of F. nucleatum and Escherichia coli DH5α. ns: Not 

statistically significant; *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. Data are expressed as mean±SD.
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组和 Fn-ATCC 组的数量显著高于对照组(图 2D)。

同时，2 组的肺器官系数也均高于 PBS 组(图 2E)。

这些结果表明，具核梭杆菌可能促进了肿瘤细

胞的增殖与转移。

为了进一步了解 3 组小鼠的肺损伤情况，

对肺切片进行了 HE 染色分析。病理结果显示，

3 组小鼠的肺部均有炎症细胞浸润，但 Fn-9 组

和 Fn-ATCC 组的肺泡间隔破坏更为严重，部分

气道黏膜上皮也出现萎缩(图 3A)。值得注意的

是，2 组的肺肿瘤面积明显增大，肺结节数

量明显增多(图 3A)。同样地，qPCR 检测 3 组

小鼠肺组织中炎症因子的表达发现，Fn-9 组

和 Fn-ATCC 组的 IL-1β 和 TNF-α 表达量更高

(图 3B、3C)，而 IL-6 的表达在 3 组之间无显著

差异(图 3D)。综上所述，在动物水平上证明了

具核梭杆菌促进了肺癌的转移和进展。

2.3　具核梭杆菌对小鼠肺部微生物群的

影响

收集上述各组及正常小鼠的肺泡灌洗液，

探讨具核梭杆菌对肺微生物群的影响。在属水

平，Fn-9 组和 Fn-ATCC 组细菌组成明显不同于

PBS 组(图 4A)。Chao1 指数表明，Fn-9 组的 α

多样性显著高于空白组(图 4B)。然而，4 组间的

β 多样性无显著差异(图 4C)。MetagenomeSeq 分

图2　具核梭杆菌促进小鼠肺癌转移。A：实验流程图；B、C：Fn-9、Fn-ATCC和PBS 3组荧光强度比较；

D、E：3组肺结节数量和肺器官系数。

Figure 2　Fusobacterium nucleatum promotes lung cancer metastasis in mice. A: The experimental flow graph; 

B, C: Comparison of fluorescence intensity among three groups of Fn-9, Fn-ATCC and PBS; D, E: Number of 

lung nodules and lung organ coefficients in three groups. ns: Not statistically significant; *: P<0.05; **: P<0.01. 

Data are expressed as mean±SD.
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析显示，Fn-9 组和 Fn-ATCC 组中 Muribaculum

的丰度显著低于PBS组，而Fn-9组中 Simplicispira

的丰度显著高于PBS组(图4D)。

2.4　肺组织转录组分析

转录组测序用于描述肺组织变化的特征。

主成分分析(principal components analysis, PCA)

结果显示，Fn-9 组、Fn-ATCC 组和 PBS 组的转

录组基因存在显著差异(图 5A)。进一步通过火

山图比较其差异基因的变化，发现与 PBS 组相

比，Fn-ATCC 组共有 1 855 个差异基因表达上

调，1 185 个差异基因表达下调(图 5B)；而在

Fn-9 组与 PBS 组的比较中，Fn-9 组共有 864 个

差异基因表达上调，640 个差异基因表达下调

(图 5C)。随后，分析了 3 组小鼠肺组织中 KEGG

通 路 差 异 基 因 的 富 集 情 况 。 在 Fn-9 组 、

Fn-ATCC 组和 PBS 组的比较中，差异基因主要

富集在 IL-17 信号通路、细胞因子-细胞因子受

图3　病理切片图和定量聚合酶链反应(qPCR)。A：Fn-9、Fn-ATCC和PBS 3组肺组织切片；B−D：IL-1β、

TNF-α和IL-6在小鼠肺组织中的表达(ns：无统计学意义；*：P<0.05；**：P<0.01。数据以平均值±SD

表示)。

Figure 3　 Pathologic section diagrams and quantitative polymerase chain reaction (qPCR). A: Lung tissue 

sections of three groups of Fn-9, Fn-ATCC, and PBS; B−D: Expression of IL-1β, TNF-α, and IL-6 in mouse lung 

tissue. ns: Not statistically significant; *: P<0.05; **: P<0.01. Data are expressed as mean±SD.
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图4　具核梭杆菌对肺部微生物群的影响。A：4组菌属水平前20个丰度的群落条形图；B：4组肺泡灌洗

液的Chao1指数(P值通过Kruskal-Wallis检验计算，*：P<0.05)；C：4组肺泡灌洗液的PCoA图(ANOSIM用

于统计评估显著差异)；D：MetagenomeSeq检测4组之间的差异物种(*：P<0.05)。

Figure 4　Effect of Fusobacterium nucleatum on the lung microbiota. A: Community bar plots for the top 20 

abundant genera in level for the four groups; B: Chao1 index of the four groups of alveolar lavage fluid (P-value 

calculated by Kruskal-Wallis test, *: P<0.05); C: PCoA plots of the four groups of alveolar lavage fluid 

(ANOSIM was used to statistically evaluate significant differences); D: MetagenomeSeq detects differential 

species between the four groups (*: P<0.05).
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体相互作用、细胞周期和运动蛋白等信号通路上，

这提示 Fn-9 组和 Fn-ATCC 组 2 种菌株可能通过

调节免疫反应来促进肺癌的进展(图 5D、5E)。

3　讨论与结论　讨论与结论

传统上，肺一直被认为是一个无菌器官，

随着分子测序技术的发展证实肺中实际上存在

少量微生物，这可能是由于口腔、上呼吸道、

下呼吸道和肺直接接触导致呼吸道或口腔中的

微生物进入呼吸道并在肺中定殖[12-14]。根据目

前的理论，大多数微生物通过上呼吸道以及微

量吸入的方式进入肺部[14-16]。相比之下，某些

微生物已被证实会增加患肺癌的风险[17]。作为

口腔中常见的条件致病菌，具核梭杆菌已被证
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明与多种疾病相关[18-20]。具核梭杆菌与牙龈卟

啉单胞菌协同作用可诱发牙周炎，并促进口腔

癌的发展[4,21-22]。除口腔疾病外，研究人员还在

结直肠癌患者的组织中检测到高丰度的具核梭

杆菌[23-24]，并进一步证实具核梭杆菌对结直肠

癌有促进作用[6,25]。从作用机制上看，具核梭杆

菌能激活 Apcmin/+小鼠的 NF-κB 信号通路，并诱

导 TNF、 IL-6、 IL-8 和 IL-1β 等促癌通路[8,26]。

然而，目前尚无直接证据表明具核梭杆菌与肺

癌有关。

本研究首先选择了 2 种不同来源的具核梭

杆菌菌株：一种是 ATCC 25586 标准菌株，另一

种是从肺癌患者肺泡灌洗液中提取的具核梭杆

菌动物亚种。与其他亚种相比，动物亚种具核

梭杆菌在结直肠癌生态区域中占主导地位[27]。

在动物实验中，发现向小鼠肺部递送具核梭杆

菌可促进肺结节数量的增加，并且实验组的肺

组织在荧光成像下比对照组的荧光强度更强。

通过 qPCR 检测发现，小鼠肺组织中 TNF-α 和

IL-1β 基因的表达显著增加。研究也表明，TNF-α

在肺癌的上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 

transition, EMT)、侵袭、转移和进展过程中起着

重要作用，这在 TNFR2-KO 小鼠植入 Lewis 肺

癌(LLC)模型中也得到了证实[28-29]。IL-1β 也被

图5　感染后肺癌组织的转录组。A：3组样本间的主成分分析；B、C：差异基因表达分析的火山图；D：

Fn-ATCC与PBS之间RNA-seq数据中差异基因的KEGG通路富集分析；E：Fn-9与PBS之间RNA-seq数据中

差异基因的KEGG通路富集分析。

Figure 5　Transcriptome of infected lung cancer tissues. A: Principal component analysis between three groups 

of samples; B, C: Volcano plots of differential gene expression analysis; D: KEGG pathway enrichment analysis 

of differential genes in RNA-seq data between Fn-ATCC and PBS; E: KEGG pathway enrichment analysis of 

differential genes in RNA-seq data between Fn-9 and PBS.
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证实在肿瘤微环境中的表达升高，并在肺癌的

转移发展中发挥重要作用[30-31]。

根据肺泡灌洗液的 16S rRNA 基因测序结

果，在实验组和 PBS 组之间发现了 2 个不同的

属：简单螺旋形菌属(Simplicispira)和鼠杆状菌

属(Muribaculum)。简单螺旋形菌属是一种常见

于土壤、水库和污泥中的细菌，尚未见与癌症

相关的报道[32-33]。鼠杆状菌属与肠道微生物群

中的脂质代谢以及结直肠癌中的肠道微生物菌

群失调有关[34-35]。肺组织转录组 KEGG 结果表

明，具核梭杆菌可能通过免疫相关信号通路促

进肺癌转移。细胞因子-细胞因子受体相互作用

通路与肿瘤密切相关，研究证实齐墩果酸可通

过调节细胞因子-细胞因子受体相互作用通路来

调控乳酸菌抑制肿瘤的发展，TRIM6 也通过该

通路促进胶质瘤的发展[36-37]。同样地，TNF 信

号通路也参与了细胞凋亡及其对癌症疾病的影

响[38-39]。具核梭杆菌进入小鼠肺部后，激活了

金黄色葡萄球菌感染途径，而金黄色葡萄球菌

具有很强的促炎能力，能引起肺炎等疾病[40-41]。

肺部炎症会诱发肺部微环境的改变，从而导致

肺癌病变[42]。此外，尽管在结直肠癌研究中已

显示具核梭杆菌能够进入肠上皮细胞发挥作用，

但对于具核梭杆菌是否能进入肺上皮细胞尚无

相关报道，这也是后续机制研究的方向之一。

综上所述，通过细胞实验验证了具核梭杆

菌能促进 A549 细胞的增殖和转移，并通过体内

实验进一步验证了它能促进肺癌的转移和恶化。

根据 16S rRNA 基因测序结果和肺组织转录组结

果，具核梭杆菌进入小鼠肺部后扰乱了肺部菌

群的组成，激活了肺组织中多个与炎症和免疫

相关的信号通路，这可能是具核梭杆菌促进肺

癌的潜在机制。
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