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苗慧芳1，2，武娜3，栾春光2，杨犀2，张瑞芬2，律娜2，朱宝利2*

1安徽大学生命科学学院，安徽 合肥 230039
2中国科学院微生物研究所，北京 100101
3北京大学人民医院，北京 100044

摘要:【目的】通过观察梭杆菌属(Fusobacterium spp． )和两株产丁酸菌(Eubacterium rectale、Faecalibacterium
prausnitzii)在结直肠癌患者及结直肠腺瘤患者粪便样品中的丰度差异，研究梭杆菌属和产丁酸菌数量变化
在结直肠腺瘤和结直肠癌发生发展中的作用和意义。【方法】收集结直肠癌患者( n = 19)、结直肠腺瘤患者
(n = 12)及健康人(n = 19)3 组粪便样品，提取细菌基因组 DNA，利用实时荧光定量 PCＲ 技术定量检测 3 组
样品中梭杆菌属 ( Fusobacterium spp． )、直肠真杆菌 ( Eubacterium rectale )、普拉梭菌 ( Faecalibacterium
prausnitzii)以及总菌的 16S rＲNA 基因的拷贝数，然后利用秩和检验两两比较 3 组样品中目标菌群的数量和
丰度差异。【结果】结直肠癌组的梭杆菌属丰度显著高于结直肠腺瘤组(P = 0. 013)和健康组(P = 0. 000)，
结直肠腺瘤组的梭杆菌属丰度显著高于健康组(P = 0. 002);结直肠腺瘤组普拉梭菌的丰度显著低于健康组
(P = 0. 033);结直肠腺瘤组的总菌 16S rＲNA 基因拷贝数也显著低于健康组(P = 0. 002);直肠真杆菌的水
平在 3 组样品间没有显著差异。【结论】与健康人的粪便样品相比，结直肠腺瘤病人的粪便中产丁酸菌普拉
梭菌数量下降，而结直肠腺瘤和结直肠癌病人的粪便样品中梭杆菌属数量增加;梭杆菌属和产丁酸菌数量上
的变化提示它们可能与结直肠腺瘤和结直肠癌的发生密切相关。
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结直肠癌 ( colorectal cancer)是常见的恶性肿
瘤，其发病率在欧美等发达国家居第二位［1］;在我
国居第三位，并有不断上升的趋势［2］。结直肠癌发
病因素分为两类:家族遗传性和散发性结直肠癌，散
发性结直肠癌约占结直肠癌总数的 95%［3］。而散
发性 的 结 直 肠 癌 80% 以 上 是 由 结 直 肠 腺 瘤
( colorectal adenoma) 转化而来［4 － 6］。然而，结直肠
腺瘤和结直肠癌的病因学还不明确。

肠道微生物组被称为人类第二基因组，含约有

500 － 1000 种微生物，聚集多于人类 100 倍的基因
组［7 － 8］。肠道微生物与人体免疫系统共同进化，在维
持肠道健康水平起着举足轻重的作用［8］。研究表明
肠道菌群失调与结直肠癌形成有关［9 － 11］，尤其是梭
杆菌属 (Fusobacterium) 与结直肠癌密切相关［9，12］。
梭杆菌属(Fusobacterium)是口腔、上呼吸道、胃肠道、
阴道粘膜的正常菌群［13］，能引起牙周炎、扁桃体炎、
雷米尔氏综合征(Lemierre's syndrome)等疾病。近年
来，Amber 等证实腺瘤病人直肠粘膜组织梭杆菌属数
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量显著增加［14］。Aleksandar 等通过高通量测序发现
梭杆菌属在结直肠癌患者肠粘膜中明显富集［9］。
Mauro Castellarin 等通过 ＲNA-seq 进一步发现梭杆菌
属在结直肠癌粘膜样品中普遍存在［12］。近年来产丁
酸菌在结直肠癌发生发展中的作用也是相关研究的
热点之一［10，15］。产丁酸菌的命名源于其在代谢过程
可产生丁酸，丁酸可为结肠上皮细胞提供能量［16］，并
具有抑制炎症［17］，调节基因表达，防止癌变［18］等保护
作用。肠道中产丁酸菌主要 包括直 肠真杆菌
(Eubacterium rectale)和普拉梭菌 ( Faecalibacterium
prausnitzii)［19］，都属于厚壁菌门。直肠真杆菌在肠道
中的相对丰度可随着饮食的改变而发生变化［20］。要
素饮食(elemental diet)能够增加直肠真杆菌数量，从
而可以缓解慢性结肠炎的症状［21］。研究表明普拉梭
菌在克罗恩病(Crohn’s disease ，CD)患者肠道中的
数量显著低于健康人［22］。虽然梭杆菌属分别富集于
结直肠癌和结直肠腺瘤组织中［9，14］，而产丁酸菌在克
罗恩［22］和结直肠癌病人［15］肠道中相对缺乏，但梭杆
菌属和产丁酸菌在粪便样品中数量的变化与结直肠
腺瘤和结直肠癌的发展关系还尚未有报道。本研究
拟通过实时荧光定量 PCＲ 方法定量检测健康人、结
直肠腺瘤和结直肠癌患者的粪便样品中梭杆菌属和
两种产丁酸菌的数量差异，探讨其在结直肠癌发生发
展中的作用。这将对揭示结直肠癌的发病机制具有
一定的意义，并可为结直肠癌的早期诊断提供新的检
测方法。

1 材料和方法

1. 1 主要试剂和仪器
肠道粪便细菌元基因组 DNA 提取试剂盒

QIAamp DNA Stool Mini kit 购于德国 QIAGEN 公司;
TaqDNA 聚合酶购于宝生物工程(大连)有限公司;
PCＲ 产物纯化试剂盒 MinElute Gel Extraction Kit 购
于德国 QIAGEN 公司; TA 克隆试剂盒 pEASY-T3
Cloning Kit 购于北京全式金生物技术有限公司;荧
光定量混合试剂 KAPA SYBＲ  FAST qPCＲ Kit
Master Mix ( 2 × ) ABI PrismTM 购 于 KAPA
BIOSYSTEMS 公司;引物合成于生工生物工程(上
海)股份有限公司，HPLC 纯化合成方法;荧光定量
八连管(MicroAmpTM Optical 8-Tube Strip)和八连管
盖(MicroAmpTM Optical 8-Cap Strip)均购自 Applied
Biosystems 公司;高速冷冻离心机(Z216MK 型)购自
德国 HEＲMLE 公司;微量核酸定量仪(ND-1000 型)

购自 美 国 Nanodrop Technologies 公 司; 电 泳 仪
PowerPac Basic 购自 BIO-ＲAD 公司;凝胶成像系统
Alphalmager EC 购自美国 Alpha Innotech 公司;
PCＲ 仪 2720 Thermal cycler 购自 Applied Biosystems

公司;实时荧光定量 PCＲ 仪 7300 Ｒeal Time PCＲ
System 购自 Applied Biosystems 公司。
1. 2 研究对象

结直肠癌(Colorectal cancer，C)患者粪便样品
(n = 19)来自中国医学科学院肿瘤医院，结直肠腺
瘤( colorectal adenomas，A)患者粪便样品( n = 12)

来自北京大学人民医院，健康人(Healthy People，
H)粪便样品(n = 19)来自北京中老年志愿者。3 组
人群的基本统计资料如表 1 所示。所有病人均确诊
为结直肠腺瘤或结直肠癌，已排除糖尿病、高脂血症
等代谢性疾病史以及结直肠癌家族史，近 3 个月内
无服用抗生素史。新鲜的粪便样品采集放入冻存
管，迅速冻存于 － 80℃冰箱。

表 1． 研究人群的统计资料
Table 1． Characteristics of the subjects

final cohort age male: femal hight weight BMId

group Ha ( n = 19) Median (Min to Max) 54. 0 (41 to 62) 11:08 1. 65 (1. 54 to 1. 75) 65 (45 to 93) 24. 2 (19. 0 to 31. 8)

group Ab ( n = 12) Median (Min to Max) 55. 5 (48 to 65) 9:03 1. 67 (1. 58 to 1. 80) 69. 5 (49 to 85) 23. 9 (19. 1 to 28. 4)

group Cc ( n = 19) Median (Min to Max) 58. 0 (43 to 76) 9:10 1. 62 (1. 47 to 1. 76) 67 (49 to 85) 24. 3 (19. 5 to 34. 9)
a : H represents healthy people;b : A represents colorectal adenomas patients;c : C represents colorectal cancer patients;d : BMI represents Body Mass

Index．

1. 3 肠道菌群细菌元基因组 DNA 的提取
称取 200 mg 样品采用 QIAamp DNA Stool Mini kit

提取细菌元基因组，微量核酸定量仪检测 DNA浓度。

1. 4 引物及 PCＲ 扩增
研究所用的 4 对引物信息如表 2 所示。采用这

4 对引物分别进行梭杆菌属，直肠真杆菌，普拉梭菌
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和总菌的 16S rＲNA 基因的特异性 PCＲ 扩增。PCＲ
的反应体系 20 μL: TaKaＲa Premix Taq 10 μL，上下
游引物各 1 μL ( 10 μmol /L)，模板 50 － 100 ng。

PCＲ 反应条件:94℃ 5 min;94℃ 30 s，退火 30 s(不
同引物退火温度见表 2)，72℃ 45 s，30 个循环;72℃
7 min。PCＲ 产物用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳检测。

表 2．引物序列
Table 2． Primer sets used in this study

primer set sequence(5'→ 3') product size / bp annealing temp /℃ reference

Fusobacterium spp．
F: C(A /T)AACGCGATAAGTAATC

Ｒ: TGGTAA CATACGA(A /T)AGGG
274 54 ［23］

Eubacterium rectal
F: AAGGGAAGCAAAGCTGTG AA

Ｒ: TCG GTTAGGTCACTGGCTTC
203 61 ［24］

Faecalibacterium prausnitzii
F: GGA GGATTG ACCCCTTCAGT

Ｒ: CTGGTCCCGAAGAAACACAT
204 61 ［24］

total bacteria
F: TCCTACGGGAGGCAGCAGT

Ｒ: GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT
463 60 ［25］

1. 5 标准曲线的建立
纯化的扩增产物通过 TA 克隆与 pEASY-T3 载

体连接，随后将其转入 Trans1-T1 Phage Ｒesistant 化
学感受态细胞。随机挑取克隆，分别采用 4 对相应
的特异引物进行阳性克隆筛选，接种到氨苄-LB 液
体培养基中，37℃摇菌过夜。送华大基因(BGI)进
行测序，测序结果与 NCBI 的 16S ribosomal ＲNA
sequences 数据库进行比对。利用鉴定正确序列的
克隆提取质粒 DNA，测定其浓度，计算具体拷贝数
( copies /μL)。将 10 倍梯度稀释的质粒 DNA 作为
标准品(102 － 108)，real- time PCＲ 反应建立标准曲
线。
1. 6 Ｒeal-time PCＲ 定量分析菌群变化

Ｒeal-time PCＲ 反应体系 20 μL:上下游引物均
为 1 μL (10 μmol /L)，模板 DNA 为 1 μL (10 ng /
μL)，KAPA SYBＲ FAST qPCＲ Kit Master Mix(2
× ) ABI PrismTM 10 μL，双蒸水为 7 μL。Ｒeal-time
PCＲ 反应条件:95℃，10 min;95℃ 30 s，60℃ 1 min
(总菌的退火和延伸步骤分为两步:60℃ 30 s，72℃
45 s)，35 个循环;熔解曲线:95℃ 15 s，60℃ 1 min，
95℃ 15 s。使用 7300 system software 软件对反应结
果进行分析。
1. 7 数据分析

将定量得到的数值转换成每个样品每 1 g 湿重
粪便样品中目标菌群的 16S rＲNA 基因拷贝数，取
以 10 为底的对数值( lgX)，并分别计算梭杆菌属、直
肠真杆菌、普拉梭菌在总菌中的相对丰度，计算每组
平均数、标准离差、中位数、最大值和最小值。采用
SPSS 软件( version 13. 0)进行统计分析，组间比较采

用秩和检验(Mann -Whitney U test)。

2 结果

2. 1 克隆质粒鉴定
克隆测序结果的目标产物长度见表 2，经

BLAST 比 对，检 索 结 果 与 梭 杆 菌 属 中 的 F．
necrophorum strain ATCC 25286、F． canifelinum strain
ＲMA 12708、F． simiae 和 F． ulcerans strain NCTC
12111 的同源性均达到 99%，与 E． rectale ATCC
33656 strain ATCC 33656 和 F． prausnitzii strain
ATCC 27768 的同源性分别达到 100% 和 99%。结
果表明引物特异性良好，重组质粒可作为模板用于
标准曲线的建立。
2. 2 标准曲线建立

梯度稀释的标准品(102 － 108 )经实时荧光定量
后标准曲线的 Ｒ2 值分别为:0. 997736，0. 997559，
0. 988071，0. 995127;斜 率 分 别 为: － 3. 478778，－
3. 268145，－ 3. 429358，－ 3. 425498。所有标准曲线的
Ｒ2 值均 ＞ 0. 980，斜率均接近 － 3. 32，扩增效率均介于
93% － 103%之间。结果说明所建立的标准曲线具有
较强的参考价值。而且标准品的熔解曲线均为单峰，
说明扩增产物单一，几乎没有引物二聚体的干扰。
2. 3 肠道菌群 real-time PCＲ 定量结果

每克湿重粪便样品中目标菌群 16S rＲNA 基因
拷贝数对数的平均值如表 3 所示。结直肠腺瘤组
(10. 9)及结直肠癌组(11. 4)的总菌数量均低于健
康对照组(11. 5)，尤其是结直肠腺瘤组的总菌数量
比健康组显著降低(P = 0. 002 ＜ 0. 01);结直肠腺瘤
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组的梭杆菌属数量(7. 3)略高于健康组(7. 2)，结直
肠癌组的梭杆菌属数量 ( 9. 1 ) 显著高于健康组
(7. 2)，平均高出将近两个数量级;结直肠癌组
(9. 2)的直肠真杆菌数量与另两组相比没有显著差

异;普拉梭菌在 3 组人群中的数量由高到底依次为
健康组 (9. 6 )、结直肠癌组 ( 8. 9 )、结直肠腺瘤组
(8. 2)，其中结直肠腺瘤组的普拉梭菌数量显著低
于健康组(P = 0. 032 ＜ 0. 05)。

表 3． 三组人群(每 1 克湿重)粪便中不同菌群 16S rＲNA 基因拷贝数的对数值
Table 3． Ｒeal-time PCＲ quantitation of lg16S rＲNA gene copies (per gram of wet weight) in feces of different subjects

target bacteria
group Ha ( n = 19) group Ab ( n = 12) group Cc ( n = 19)
M ± SDd M ± SD P (H vs． A) e M ± SD P (H vs． C) P (A vs． C)

Fusobacterium spp． 7. 2 ± 1. 5 7. 3 ± 1. 1 0. 649 9. 1 ± 1. 4 0. 002＊＊ 0. 023 *

Eubacterium rectale 9. 2 ± 1. 3 9. 0 ± 1. 2 0. 703 9. 2 ± 1. 2 0. 840 0. 899
Faecalibacterium prausnitzii 9. 6 ± 0. 9 8. 2 ± 1. 6 0. 023 * 8. 9 ± 1. 7 0. 234 0. 350
total bacteria 11. 5 ± 0. 5 10. 9 ± 0. 4 0. 002＊＊ 11. 4 ± 0. 8 0. 954 0. 023 *

a : H represents healthy people;b : A represents colorectal adenomas patients;c : C represents colorectal cancer patients;d : M ± SD represents Mean ±

Standard deviation;e : P represents P-value． Mann-Whitney U test was used for pairwise comparison of the subject groups; * : P ＜ 0. 05; ＊＊ : P ＜ 0. 01．

2. 4 三组样本中目标菌 16S rＲNA 基因的相对丰
度比较

将梭杆菌属、直肠真杆菌和普拉梭菌的 16S
rＲNA 基因拷贝数与总菌的 16S rＲNA 基因拷贝数
相比作为 3 个目标菌的相对丰度，其丰度在 3 组人
群中的比较结果(图 1)显示，结直肠腺瘤组 ( P =
0. 002 ＜ 0. 01 )和结直肠癌组 ( P = 0. 000 ＜ 0. 01 )
中的梭杆菌属丰度显著高于健康组。另外，结直
肠癌组中的梭杆菌属丰度显著高于结直肠腺瘤组
(P = 0. 013 ＜ 0. 05)。直肠真杆菌的丰度在结直肠
腺瘤组中较高，但与健康组( P = 0. 714 ＞ 0. 05 )及
结直肠癌组(P = 0. 595 ＞ 0. 05)相比都没有显著差
异。结直肠腺瘤组中的普拉梭菌丰度显著低于健
康组(P = 0. 033 ＜ 0. 05)，结直肠癌组中的普拉梭
菌丰度比健康组低( P = 0. 257 ＞ 0. 05)，结直肠腺
瘤组的普拉梭菌丰度低于结直肠癌组，但差异不
显著(P = 0. 251 ＞ 0. 05)。

3 讨论

肠道微生物与人体的健康密切相关。它们在促
进营养物质的消化与吸收，促进宿主免疫器官的成
熟，调节肠上皮细胞的损伤反应中发挥着重要作用，
其中的益生菌和 /或共生菌在肠粘膜上的定植还可
以抵制病原菌的入侵［8］。但当肠道菌群组成结构
发生改变，便有可能导致肥胖［26］、炎症性肠病［4，27］、
糖尿病［28］等疾病。近年来的研究表明肠道菌群结
构的改变可能在结直肠癌发生和发展中发挥着重要

图 1．健康样品、结直肠腺瘤样品和结直肠癌样品中目标

菌群的相对丰度
Figure 1． The relative abundance of 16S rＲNA gene of the target

bacteria in healthy subjects(H)，colorectal adenomas subjects( A)

and colorectal cancer subjects(C) ． The value was calculated for each

individual，and the median was determined for each subject group． A

nonparametric Mann-Whitney U test was used for pairwise comparison

of the subject groups． H represents healthy people; A represents

colorectal adenomas patients; C represents colorectal cancer patients;

The median and error bar are plotted． The highest and lowest points

of the error bar represent maximum and minimum respectively．

Different asterisks ( * ) indicate significant differences ( * ，P ＜

0. 05，＊＊ ，P ＜ 0. 01) ．

的作用［9，11 － 12，29］。而肿瘤发展过程中引起的微环境
改变可能会导致某种条件致病菌在肠道中的过量富
集［9］和益生菌丰度的降低［10］。

本研究对结直肠癌患者及结直肠腺瘤患者粪便
中的梭杆菌属、产丁酸菌和总菌进行定量分析，发现
结直肠腺瘤患者的总菌数量明显低于健康人(表

1321



Huifang Miao et al． / Acta Microbiologica Sinica(2014)54(10)

3);梭杆菌属的丰度在健康人、结直肠腺瘤患者、结
直肠癌患者的粪便样品中呈逐渐增高的趋势 (图
1)，且在结直肠癌形成前期的结直肠腺瘤组其丰度
已经显著高于健康组，在结直肠癌组中其丰度又显
著高于结直肠腺瘤组;相反，主要的产丁酸菌普拉梭
菌的丰度在结直肠腺瘤样品中显著低于健康人(图
1)。研究结果提示，在结直肠癌发展的初级阶段即
结直肠腺瘤阶段，肠道菌群数量和结构已经发生了
变化。这种变化可能引起肠道微生态的失衡，导致
病原菌或肠道条件致病菌的侵入，进而促发肠粘膜
炎症反应［30 － 31］。梭杆菌属作为一种与结直肠癌发
病密切相关的肠道微生物近年来引起了广泛的重
视［9，12，14］。本研究结果与 Aleksandar［9］和 Amber［14］

的研究结果类似，他们发现结直肠癌和结直肠腺瘤
患者肠粘膜组织中梭杆菌属丰度明显增加。Mauro
Castellarin 等通过免疫荧光技术发现梭杆菌属的
Fusobacterium nucleatum 对于结肠癌细胞系 Caco-2
具 有 侵 袭 性［12］; Aleksandar 等 证 实 喂 食 F．
nucleatum 的 ApcMin / + 小鼠可促进其结肠肿瘤的发
生，这与 F． nucleatum 可刺激增加 CD11b +髓样细胞
(促进肿瘤发展和血管形成)数量，以及促进 Ptgs2，
Scyb1，ll6，Tnf，Mmp 等促炎因子的表达有关。然
而这些促炎因子都属于 NF-κB 信号通路，是粘膜上
皮细胞炎症和癌变的中心环节［32］。以上研究结果
提示，梭杆菌属在结直肠腺瘤和结直肠癌患者肠道
中的逐渐富集，对结直肠癌的发生发展可能起到了
促进作用。

本研究的另一主要发现，产丁酸菌普拉梭菌丰
度在结直肠腺瘤样品中显著低于健康人(图 1)。普
拉梭菌具有抗炎的功效，这与促进 IL-10 分泌和抑
制 TNF-α、IL-12 分泌有关［33］。研究表明结直肠癌
的发生发展与炎症相关［29］，结直肠腺瘤样品中普拉
梭菌数量及丰度的减少将不利于炎症的缓解。赵立
平课题组通过焦磷酸测序及丁酰-CO A 转移酶基因
的定量研究也观察到产丁酸菌在结直肠癌患者肠道
菌群中的丰度降低［10］。产丁酸菌的减少有可能增
加条件致病菌的侵入进而导致肠道菌群紊乱、促成
结直肠癌的发生发展。Daniel Scharlau 总结了丁酸
在结肠癌发展过程中可能起到的作用，即丁酸可降
低正常肠道上皮细胞的基因突变，从而降低癌症发
生的风险;丁酸还能抑制结肠癌细胞的生长并诱导
其凋亡［18］。因此产丁酸菌普拉梭菌的减少有可能

诱发结直肠癌的发生发展。
本研究中，作为另一种肠道内的主要产丁酸菌，

直肠真杆菌的丰度在 3 组中没有明显差异。研究提
示直 肠 真 杆 菌 的 丰 度 水 平 容 易 受 饮 食 的 影
响［20 － 21］。这也许与选取人群的饮食习惯相关，具
体机制值得进一步探讨。

综上所述，本研究建立了粪便样品梭杆菌属及
两种产丁酸菌的实时荧光定量 PCＲ 检测技术，发现
梭杆菌属的丰度在结直肠癌和结直肠腺瘤患者肠道
中显著增加，普拉梭菌丰度在结直肠腺瘤患者肠道
中显著下降;提示肠道菌群的改变可能与结直肠癌
发生发展密切相关。进一步建立并完善梭杆菌属及
产丁酸菌快速高效的分子学检测方法，有可能用于
结直肠癌的早期诊断。
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Quantitation of intestinal Fusobacterium and butyrate-
producing bacteria in patients with colorectal adenomas
and colorectal cancer
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Abstract:［Objective］ To compare the abundance of 16S rＲNA gene of intestinal Fusobacterium and butyrate-producing
bacteria in patients with colorectal adenomas patients and colorectal cancer and to reveal the correlation between the target
bacteria and the development of colorectal cancer． ［Methods］Feces were collected from colorectal cancer patients (n =
19)，colorectal adenomas patients (n = 12) and healthy subjects (n = 19) ． Bacteria genome DNA from the fecal samples
was used to quantitate the Fusobacterium，two butyrate-producing bacteria Eubacterium rectal，Faecalibacterium prausnitzii
and total bacteria by real-time polymerase chain reaction． Then the variation of the target bacteria among different groups
were assayed using Mann-Whitney U test． ［Ｒesults］ The abundance of Fusobacterium was significantly higher in
colorectal cancer patients than that in healthy subjects (P = 0. 000) and colorectal adenomas patients (P = 0. 013)，and
it was significantly higher in colorectal cancer patients than that in colorectal adenomas patients ( P = 0. 002 ) ． F．
prausnitzii was significantly lower in colorectal adenomas patients compared to healthy subjects ( P = 0. 033) ． The total
bacteria count was significantly lower in the colorectal adenomas samples than that in the healthy samples (P = 0. 002) ．
There was no significantly difference of E． rectal between the three groups． ［Conclusions］ The shifts in the colonic
bacterial population may potentially contribute to the development of colorectal cancer．
Keywords: colorectal cancer，colorectal adenomas，Fusobacterium，butyrate-producing bacteria，real-time PCＲ
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