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[摘  要]  目的：探讨绿茶单体表没食子儿茶素没食子酸酯（EGCG）对大鼠肝癌发生过程中肠道菌群结构变化的影响。方法：
建立二乙基亚硝胺（DEN）诱导的肝癌大鼠模型。将26只SD大鼠随机分成3组，分别为正常对照组、肝癌组和EGCG干预组。从

实验开始第1天起，EGCG干预组每日给予EGCG（40 mg/kg）灌胃，正常对照组和肝癌组给予等量生理盐水灌胃，1次/日，持续至

第20周。灌胃结束后，采集大鼠粪便样本，提取DNA，进行高通量16S rRNA V3-V4区测序；处死大鼠，取肝，观察肿瘤形成情况，

并计算肝癌发生率。对测序数据进行生物信息学分析：经质控、聚类获得操作分类单元（OTU）表，据此计算α多样性指数（包括

Observed species、Chao1、Shannon和Simpson指数），并进行β多样性分析。同时，对物种进行分类学注释，比较各组间菌群组成与

丰度差异。结果： EGCG干预组大鼠（8 只）肝脏肿瘤形成率明显低于肝癌组（10 只）（50% vs 100%， P = 0.023），正常对照组

（8只）大鼠无肿瘤发生。在肠道菌群方面，肝癌组操作分类单元（OTU）数量远低于正常对照组（P <0.001），而EGCG干预组OTU

数量总体上高于肝癌组（P = 0.021）。α多样性分析显示，肝癌组Shannon指数低于正常对照组（P < 0.05）；此外，与肝癌组相比，

EGCG干预组的Observed species指数、Chao1指数、Shannon指数和Simpson指数均显著提高（P < 0.05）。β多样性分析及主坐标

分析（PCoA）表明，三组肠道菌群结构存在显著分离（PERMANOVA， R² = 0.3918， P = 0.001），其中EGCG干预组群落结构介于肝

癌组与正常对照组之间，并更接近于正常对照组。肝癌组大鼠较正常大鼠肠道菌群中链球菌等潜在致病菌富集，丁酸产生相关

菌（如丁酸球菌属、瘤胃球菌属等）丰度显著降低（P < 0.05）。相比之下，在EGCG干预肝癌发生过程中，大鼠肠道菌群结构相对

稳定。厚壁菌门/拟杆菌门比值较肝癌组显著提高（P < 0.05），益生菌（如双歧杆菌属、乳杆菌属等）和丁酸产生相关菌（如丁酸球

菌属）富集。结论：EGCG干预可降低DEN诱导的大鼠肝癌发生率，并有助于稳定肠道菌群结构，其作用可能与增加菌群多样

性、促进益生菌及丁酸产生菌富集、恢复菌群平衡有关。
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Effect of epigallocatechin gallate on gut microbiota during hepatocarcinogenesis 
in rats

TANG Yanping, CAI Zhengmin, TANG Yamei, TANG Jiaying, LI Shuang, LI Kezhi (Precision Medicine Center, Guangxi Medical 

University Affiliated Cancer Hospital, Nanning 530021, Guangxi, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the effect of the green tea polyphenol epigallocatechin gallate (EGCG) on the structural changes 

of gut microbiota during hepatocarcinogenesis in rats. Method: A Sprague-Dawley (SD) rat model of hepatocellular carcinoma (HCC)  

induced by diethylnitrosamine (DEN) was established. Twenty-six SD rats were randomly divided into three groups: normal control 

group, HCC model group and EGCG intervention group. Starting from day 1, the EGCG group received daily intragastric 

administration of EGCG (40 mg/kg), while the normal control and HCC model groups received an equal volume of saline, once daily 

for 20 weeks. At the end of the experiment, fecal samples were collected for DNA extraction and high-throughput sequencing of the 

16S rRNA gene V3-V4 region. Rats were then euthanized, livers were collected to observe tumor formation, and the incidence of HCC 

was calculated equencing data were processed to generate an operational taxonomic unit (OTU) table. Alpha diversity (Observed 

species, Chao1, Shannon, Simpson) and beta diversity were analyzed, followed by taxonomic annotation to identify compositional 

differences in gut microbiota among groups. Results: The liver tumor formation rate was significantly lower in the EGCG intervention 

group (n = 8) compared to the HCC model group (n = 10) (50% vs 100%, P = 0.023), with no tumors observed in the normal control 

group (n = 8). In terms of gut microbiota, the number of operational taxonomic units (OTU) in the HCC model group was significantly 
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lower than that in the normal control group (P < 0.001), while the OTU number in the EGCG intervention group was significantly 

higher than that in the HCC model group (P = 0.021). Alpha diversity analysis revealed that the Shannon index was lower in the HCC 

model group compared to the normal control group (P < 0.05). Furthermore, compared to the HCC model group, the EGCG 

intervention group showed significant increases in the Observed species, Chao1, Shannon, and Simpson indices (P < 0.05). Beta 

diversity analysis, based on principal coordinate analysis (PCoA) and PERMANOVA (R² = 0.3918, P = 0.001), indicated a significant 

separation of the gut microbiota structure among the three groups. The microbial community structure of the EGCG intervention group 

was positioned between the HCC model and normal control groups, clustering closer to the normal controls. The HCC model 

group exhibited an enrichment of potential pathobionts (e.g., Streptococcus) and a significant reduction in the abundance 

of butyrate-producing bacteria (e.g., Butyricicoccus, Ruminococcus) (P < 0.05) compared to the normal controls. In contrast, EGCG 

intervention resulted in a more stable gut microbiota structure during hepatocarcinogenesis, characterized by a significantly increased 

Firmicutes/Bacteroidota ratio (P < 0.05), and an enrichment of beneficial bacteria (e.g., Bifidobacterium, Lactobacillus) and 

butyrate-producing bacteria (e. g., Butyricicoccus). Conclusion: EGCG intervention reduces the incidence of DEN-induced HCC in 

rats and helps stabilize the gut microbiota structure. This effect may be associated with increased microbial diversity, promotion of 

beneficial and butyrate-producing bacteria, and restoration of microbial balance. 

[Key words]  epigallocatechin gallate (EGCG); liver cancer; gut microbiota; high-throughput sequencing
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绿茶是全国广泛消费的饮品之一，其潜在的防

癌抗癌功效多年来备受关注。绿茶的主要活性成分

是茶多酚，后者是由黄烷-3-醇类（儿茶素类）、黄酮醇

类、酚酸类等多种有效成分组成的混合物，其中活性

最强且含量最多的成分为表没食子儿茶素没食子酸

酯（epigallocatechin gallate, EGCG）[1]。EGCG可通过

抑制肿瘤相关蛋白的表达，调节抑癌基因甲基化水

平，影响多条信号转导通路以阻滞细胞周期进程、促

进细胞凋亡、抑制肿瘤血管新生等，发挥抗肿瘤作

用[2]。前期已证实EGCG具有良好的抗癌特性[3]。肠

道菌群是近年来研究的热点，研究[4]显示肝脏与肠道

之间存在着特殊解剖联系，且肝癌的发生发展与肠

道菌群的失衡有关。尽管EGCG的抗肝癌功效与肠

道菌群失调的促肝癌作用均已被证实，但两者之间

的潜在联系尚未明确。本研究通过高通量16S rRNA

测序，了解肝癌大鼠肠道菌群的变化情况及EGCG干

预对肝癌大鼠肠道菌群的影响，结合生物信息学分

析，从肠道微生物的角度初步阐释EGCG预防肝癌的

作用机制。

1  材料与方法

1.1  主要试剂

二乙基亚硝胺（diethylnitrosamine, DEN）购自

Sigma-Aldrich®公司，EGCG购自杭州怡倍嘉茶叶科

技有限公司（粉末，25 g/袋，纯度为 99%，使用时称取

1 g粉末溶于 50 mL无菌生理盐水配制成 20 mg/mL

溶液，现配现用），4%多聚甲醛购自合肥白鲨生物科

技有限公司，苏木精-伊红（H-E）染色试剂盒购自北

京索莱宝公司，PV-9000通用二步法免疫组化检测试

剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司，兔抗人

Ki-67多克隆抗体购自武汉赛维尔生物科技有限公

司，HiPure Stool DNA Kits购自广州美基生物科技有

限公司 ，AMPure XP beads 购自 Beckman 公司 ，

Illumina DNA Prep Kit 购自 Illumina 公司，引物购自

生工生物工程（上海）股份有限公司。

1.2  动物建模与处理

26只 4周龄雄性SD大鼠（体质量 100~120 g）由

广西医科大学动物实验中心提供（实验动物生产许

可证号：SCXK 桂 2025-0005；实验动物使用许可证

号 ：SYXK 桂 2025-0005；动 物 实 验 伦 理 批 号 ：

KY2025624），于标准实验环境（温度 24~26℃，相对

湿度 50%~60%，12 h 光照 /12 h 黑暗循环）适应性

饲养1周。随后，将大鼠随机分为正常对照组（8只）、

肝癌组（10只）和EGCG干预组（8只）（由于大鼠肝癌

模型在造模期具有已知的较高死亡率，初始增加肝

癌组动物数量旨在保证最终成功造模的样本数）。

其中，肝癌组和 EGCG 干预组以 DEN 诱导大鼠肝

癌，方法如下：于实验第 6~13 周腹腔注射 DEN，

100 mg/kg，1次/周，正常对照组大鼠同期腹腔注射等

量生理盐水。同时，从实验开始第 1天起，EGCG干

预组大鼠每日接受新鲜配制的EGCG灌胃干预（按

40 mg/kg剂量给药，该剂量基于预实验确定的有效安

全剂量，药物灌胃体积在 0.2~1.0 mL范围），1次/日，

正常对照组和肝癌组给予等量生理盐水灌胃，所有

灌胃持续至第 20周。灌胃结束后，无菌采集所有大

鼠新鲜粪便，置无菌冻存管中于-80℃保存，并采用

过量麻醉法处死大鼠，剖取整个肝组织用于后续分析。

1.3  组织病理学评估大鼠肝癌发生率

每只大鼠每叶肝至少取3处组织块（包括肉眼可

见结节、交界区及正常外观区域），每块约1.0 cm³，立

即放入4%多聚甲醛中固定48 h。组织固定后经梯度

乙醇脱水（依次为 70%、80%、90%、95%、无水乙
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醇，每级浸泡 60~90 min），随后转入二甲苯进行透

明处理，共2次，每次 30 min。浸入 60 ℃液态石蜡

2~3 h，进行石蜡包埋。组织块连续切片，厚度 4 μm，

行H-E染色，具体步骤如下：切片经二甲苯脱蜡和梯

度乙醇水化后，用苏木精染细胞核 5~8 min，随后以

1%盐酸乙醇溶液分化数秒，用流动自来水返蓝5~

10 min，再以伊红染细胞质 1~3 min；切片依次经脱

水、透明、封片。显微镜下阅片，凡任一叶组织检出

肿瘤结节即记为阳性，计算每组阳性大鼠占比作为

肝癌发生率。

1.4  免疫组化法观察肝组织中Ki-67蛋白的表达

石蜡切片经脱蜡和水化后，在pH = 6.0的柠檬酸

盐缓冲液中进行微波热修复（中高火 5 min，停火 5 

min，中低火 15 min）。室温下于 3% H₂O₂溶液反应

15 min以阻断内源性过氧化物酶活性。PBS洗涤（3

次，每次3 min），滴加5%正常山羊血清，于室温封闭30 

min，倾去封闭液。以 PBS代替一抗作为阴性对照，

以已知的阳性组织切片作为阳性对照。滴加兔抗Ki-

67多克隆一抗（工作浓度1∶200），4 ℃反应过夜。切

片经PBS洗涤（3次，每次 5 min），随后严格按照PV-

9000通用二步法免疫组化检测试剂盒说明书操作：

滴加聚合物增强剂，室温反应 20 min；PBS洗涤后滴

加增强酶标山羊抗鼠/兔 IgG聚合物，室温反应30 min。

DAB显色 1~3 min，在显微镜下控制显色深度，苏木

精复染细胞核，脱水透明后中性树胶封片。显微镜

下观察，细胞核内出现棕黄色颗粒判定为Ki-67阳性

细胞。采用 ImageJ软件进行定量分析，每张切片随

机选取 5个不重叠的 200倍视野，计数Ki-67阳性细

胞核占总细胞核的百分比，取平均值作为该样本

的Ki-67阳性指数。

1.5  DNA提取、PCR扩增和 16S rRNA测序检测大

鼠肠道菌群

大鼠粪便样本收集完成后，迅速投入液氮中冷

冻。随后转移至-80 °C超低温冰箱中保存，直至送

检。委托广州基迪奥生物科技有限公司进行 16S 

rRNA V3-V4高变区高通量测序。具体流程为使用

HiPure Stool DNA Kit提取样本总基因组DNA，DNA

质量经琼脂糖凝胶电泳及超微量分光光度计检测，

要求浓度 ≥ 20 ng/μL，D260/D280介于1.8~2.0之间，且电

泳条带清晰无降解。不符合上述质量标准的样本在

此阶段被排除，未进入后续分析。以提取的总DNA

为模板，用带有测序接头的特异引物扩增细菌 16S 

rRNA 的 V3-V4 可变区域。上游引物：341F（5'-CCT 

ACGGGNGGCWGCAG-3'），下游引物：806R（5'-GGA 

CTACNNGGGTATCTAAT-3'）（其中N代表A/T/C/G，

W 代表 A/T）。扩增反应体系（50 μL）：10 μL 5 × 

Q5@Reaction Buffer，10 μL 5 × Q5@High GC 

Enhancer, 1.5 μL dNTPs（2.5 mmol/L），各 1.5 μL上游

与下游引物（10 μmol/L），0.2 μL Q5@High-Fidelity 

DNA Polymerase，50 ng 模板 DNA，纯水补至 50 μL。

反应条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性1 min，60 ℃

退火 1 min，72 ℃延伸 1 min，30 个循环；72 ℃延

伸 7 min。扩增产物经AMPure XP beads纯化，并用

Qubit® 3.0 荧光计定量。接着，使用 Illumina DNA 

Prep Kit 进行文库的构建，文库经 ABI StepOnePlus 

Real-Time PCR System精确定量后，使用 Agilent 2100 

Bioanalyzer进行质检，合格标准为浓度 ≥ 2 nmol/L，且

文库片段主峰约 450 bp，无非特异性扩增产物。最

后，质检合格的文库于 Illumina NovaSeq 6000平台，

进行PE250（双端250 bp）测序。

1.6  数据处理

对于测序得到的原始读数（raw reads），首先采用

USEARCH软件对低质量读数（reads）进行过滤，然后

将双端 reads拼接为标签序列（Tag），再对Tag进行低

质量过滤，获得有效Tags。随后在 97%相似度阈值

下 进 行 聚 类 ，获 得 操 作 分 类 单 元（operational 

taxonomic unit, OTU），并生成OTU丰度矩阵和代表

序列。基于OTU序列信息，利用RDP classifier算法

参照 SILVA 数据库(https://www.arb-silva.de/)进行物

种注释。计算α多样性指数[Shannon指数、观测物种

数（observed species）指数、Simpson 指数、Chao1 指

数]，并绘制稀释曲线。基于Weighted UniFrac距离矩

阵进行主坐标分析（principal coordinate analysis,

PCoA），并采用 PERMANOVA方法检验组间群落结

构差异是否具有统计学显著性，以此估算 β多样性。

为鉴别组间差异显著的菌群，采用统计检验比较具

体菌群的相对丰度。为控制多重假设检验带来的假

阳性，对所有P值进行错误发现率校正，将错误发现

率（false discovery rate, FDR）< 0.05作为差异显著的

标准，以此识别并比较各组间具体菌群相对丰度的

差异。

1.7  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析。符合正

态分布的计量资料，两组间比较采用独立样本 t 检

验；不符合正态分布的计量资料，两组间比较采用

Mann-Whitney 检验；多组间比较则采用 Kruskal-

Wallis检验，进一步进行Dunn's检验两两比较（如组

间F/B比值的比较）。对于分类变量（如成瘤率），当

总样本量≥ 40且所有格子的期望频数≥ 5时使用 χ²检

验，否则采用Fisher精确检验，并计算率的 95%置信

区间（Clopper-Pearson法）。以P < 0.05或P < 0.01表

示差异有统计学意义。
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2  结  果

2.1  EGCG干预降低DEN诱导的大鼠肝癌发生率

在整个实验过程中对大鼠进行体质量监测。第

6周开始注射DEN，1周后观察发现肝癌组大鼠体质

量增长出现明显停滞，而EGCG干预组大鼠体质量仍

保持平稳增长（图 1A）。直到第 20周实验结束，3组

大鼠的体质量并无显著差异。随后处死大鼠，取肝

组织进行病理学分析。经统计，正常对照组无肿瘤

发生（0/8），肝癌组中所有大鼠肝组织均形成肿瘤结

节（100.0%，10/10；95% CI: 72.2%~100.0%），而

EGCG 干预组只有 4 只发生肝癌，肝癌发生率为

（50.0%， 4/8; 95% CI: 15.7%~84.3%），EGCG 干预组

肝癌发生率显著低于肝癌组（P = 0.023，图 1B、C）。通

过免疫组化法检测各组大鼠肝组织中Ki-67蛋白的

表达情况，结果（图1D、E）显示，正常对照组大鼠的肝

组织中Ki-67阳性率为1.74%，而肝癌组中Ki-67阳性

细胞显著增多，阳性率（36.29%）明显高于正常对

照组（P = 0.000 2），反映了肝癌组织的高增殖特性。

与肝癌组相比，EGCG干预后肝癌组织中的Ki-67阳性

细胞显著减少，阳性率（13.45%）明显降低（P =0.003 3），

提示EGCG可有效抑制肝癌细胞的增殖活性。上述

结果表明 EGCG 显著抑制 DEN 诱导大鼠肝癌的

形成。

A：各组大鼠的体质量变化；B：肝癌大鼠和正常大鼠肝组织的H-E染色；C：比较肝癌组与EGCG干预组大鼠的肿瘤发生率；D：免

疫组化法检测各组大鼠肝组织中Ki-67蛋白的表达情况。*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001。

图1    EGCG干预对DEN诱导大鼠肝癌形成的影响

2.2  EGCG增加肝癌大鼠肠道菌群OTU多样性

采集大鼠粪便，提取粪便微生物总DNA，结果显

示 8只正常对照组大鼠、6只肝癌模型组大鼠和 7只

EGCG干预组大鼠的样本符合质量要求，可进行后续

实验。Venn图（图 2）分析显示，正常对照组、肝癌组

和EGCG干预组特有的OTU数目分别为 1 329、103

和118个。此外，各组样本的OTU总数分别为：正常

对照组 2 567个，肝癌组974个，EGCG干预组1 326个。

肝癌组 OTU 数量远低于正常对照组（P < 0.001），

而 EGCG 干预组 OTU 数量总体上高于肝癌组

（P = 0.021），表明EGCG处理可能有助于增加肝癌大

鼠粪便菌群的OTU丰富度。

2.3  EGCG增加肝癌大鼠肠道菌群α多样性

2.3.1  稀释曲线

如图 3A所示，所有样本的 Shannon指数稀释曲

线在测序量达1 000条序列 reads后均趋于平缓，表明

每个样本得到的测序数据量足够大，测序深度已基

本覆盖样本中的微生物多样性，满足后续分析要求。

同时，通过比较曲线平台期高度发现，肝癌组的群落

丰富度显著低于正常对照组，而EGCG干预组的曲线

平台期高度趋近正常对照组，提示EGCG干预可能部

分恢复了因肝癌而降低的菌群丰富度。

图2    各组肠道菌群OTU数目Venn图
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2.3.2  Rank丰度曲线

Rank丰度曲线（等级丰度曲线）可直观地反映样

品中包含的物种丰富度和均匀度。曲线水平跨度

（横轴范围）反映物种丰富度（Observed species值），

垂直分布斜率表征物种均匀度（Shannon 均匀度指

数）。如图 3B所示，与正常对照组相比，肝癌组的曲

线显著左移且陡峭，表明肝癌导致菌群多样性丧失

及优势物种扩增，而EGCG干预组曲线右移趋缓，说

明菌群多样性增加。

A：各组Shannon指数稀释曲线；B：各组Rank丰度曲线。

图3    EGCG对肝癌大鼠肠道菌群α多样性的影响

2.3.3  α多样性指数

α 多样性主要包括 Observed species、Chao1、

ACE、Shannon 和 Simpson 指 数 。 其 中 Observed 

species指数、ACE指数和Chao1指数主要反映样本

中OTU丰富度，Shannon指数和Simpson指数综合反

映群落的丰富度与均匀度。肝癌组中 5个多样性指

数均低于正常对照组。与正常对照组相比，肝癌组

大鼠粪便菌群Observed species指数有降低趋势，但

差异无统计学意义，Shannon 指数明显降低（P < 

0.05）。与肝癌组相比，EGCG干预组大鼠粪便菌群

Observed species 指数、Chao1 指数、Shannon 指数和

Simpson指数均较肝癌组提高，差异具有统计学意义

（P < 0.05），见表1。

表1  各组α多样性指数的比较

组别

正常对照组

肝癌组

EGCG干预组

Observed species指数

1 172.500

967.333

1 216.143△

Chao1指数

1 429.580

 1 305.728

  1 543.001△

ACE指数

1 379.050

1 284.979

1 521.882

Shannon指数

6.459

5.365*

6.301△

Simpson指数

0.960

0.912

  0.966△

与正常对照组比较，* P < 0.05；与肝癌组比较，△ P < 0.05。

根据稀释曲线、Rank丰度曲线和 α多样性指数

的结果，肝癌大鼠肠道菌群丰富度与多样性呈下降

趋势，而EGCG干预与肝癌大鼠肠道菌群丰富度及多

样性的升高有关。

2.4  EGCG改善肝癌大鼠肠道菌群β多样性结构

β多样性指不同生态系统间物种多样性的差异，

其分析旨在比较样本/分组间菌群结构的差异。本研

究基于加权 UniFrac 距离矩阵（weighted UniFrac 

distance）通过PCoA评估各组菌群组成的差异。如图

4所示，正常对照组、肝癌组标本点与EGCG干预组

的 样 本 点 呈 组 内 聚 集 并 组 间 分 离 的 趋 势 。

PERMANOVA分析结果证实，3组间的肠道菌群结构

存在显著差异（R² = 0.3918， P = 0.001）。肝癌组与正

常对照组分离明显，说明肝癌组与正常组相比，菌群

群落发生显著改变，EGCG干预可能在一定程度上调

节肝癌大鼠肠道菌群结构。

图4    PCoA评估各组菌群β多样性
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2.5  EGCG影响肝癌大鼠肠道菌群物种组成

根据物种注释结果，选取所有样本中平均相对

丰度排名前十的菌群绘制物种相对分布堆叠图。图

5展示了各组样本在门水平的菌群相对丰度。在正

常对照组门水平，拟杆菌门（Bacteroidota）、厚壁菌门

（Firmicutes）和变形菌门（Proteobacteria）为优势菌

门。与正常对照组相比，肝癌组中厚壁菌门丰度降

低，同时拟杆菌门丰度升高，厚壁菌门/拟杆菌门比值

（F/B比值）显著降低（正常对照组 vs肝癌组：1.08 vs  

0.32），差异有统计学意义（P < 0.01）。而EGCG干预

组与肝癌组相比，拟杆菌门相对丰度显著下降，同时

厚壁菌门丰度明显增加，F/B比值随之升高（肝癌组 

vs EGCG 干预组：0.32 vs 0.69），差异有统计学意义

（P < 0.05）。

图5    各组肠道菌群物种在门水平的相对丰度堆叠图

2.6  EGCG影响肝癌大鼠肠道关键菌属的丰度

在属水平，分别比较了正常对照组和肝癌组、肝

癌组和EGCG干预组大鼠肠道菌群的差异菌属（图

6A、B）。正常对照组和肝癌组相比，发现有 12个差

异菌属，其中肝癌组丰度显著高于正常对照组的菌

属有2种，分别是拟杆菌门的普雷沃氏菌属UCG-003

（Prevotellaceae_UCG-003）和来自厚壁菌门的链球

菌属（Streptococcus）。肝癌组中丰度显著低于正常

对照组的菌属有 10 种，包括来自厚壁菌门的乳杆

菌 属 （Lactobacillus） 、瘤 胃 菌 科 UCG014 

（Ruminococcaceae_UCG_014)、瘤 胃 梭 菌 属 6

（Ruminiclostridium_6）、泰泽氏菌属（Tyzzerella）、瘤胃

菌科 UCG010（Ruminococcaceae_UCG-010）、丁酸球

菌 属 （Butyricicoccus） 、 罕 见 小 球 菌 属

（Subdoligranulum）；变 形 菌 门 的 螺 杆 菌 属

（Helicobacter）；来自疣微菌门（Verrucomicrobia）的嗜

黏蛋白阿克曼菌属（Akkermansia）；以及放线菌门

（Actinobacteria）的双歧杆菌属（Bifidobacterium）。

肝癌组和EGCG干预组相比，共鉴定出 14种差

异菌属。其中，EGCG干预组丰度显著高于肝癌组的

菌属有 9种，分别是厚壁菌门的乳杆菌属、毛螺菌科

NK4A136 群（Lachnospiraceae_NK4A136_group）、肠

单 胞 菌 属（Intestinimonas）、瘤 胃 梭 菌 属

（Ruminiclostridium）、厌氧棍状菌属（Anaerotruncus）、

瘤胃梭菌属 9（Ruminiclostridium_9）、丁酸球菌属；拟

杆菌门的普雷沃氏菌属NK3B31群（Prevotellaceae_

NK3B31_group）、普雷沃氏菌属 1（Prevotella_1）。

EGCG干预组丰度显著低于肝癌组的菌属有5种，包

括拟杆菌门的普雷沃氏菌属 UCG-003、另枝菌属

（Alistipes）、气味杆菌属（Odoribacter）；厚壁菌门的链

球菌属、优杆菌属（Anaerovorax）。

值得注意的是，在肝癌大鼠粪便中富集的普雷

沃氏菌属UCG-003和链球菌属，经EGCG干预后显

著降低（P < 0.05）；同时，在肝癌大鼠粪便中丰度降低

的乳杆菌属和丁酸球菌属，其丰度在EGCG干预后显

著恢复（P < 0.05）（图6C~F）。

3  讨  论

肝癌患者存在肠道菌群紊乱现象，表现为微生

物多样性降低、菌群结构与特定菌种丰度异常[5-6]。

肠道菌群失调与肝癌发生发展密切关联，其通过多

种机制促进肝癌的发生，包括破坏肠道屏障、释放内

毒素、激活炎症通路、扰乱胆汁酸代谢及免疫失衡[7]。

调节肠道菌群可作为肝癌辅助治疗的潜在新策略[8]。

EGCG具有抗炎、抗氧化及抗肿瘤等生物活性，

可调节肠道微生物发挥其生理效应[9-10]。尽管EGCG

口服生物利用度相对较低，但其消化吸收主要发生

于小肠，能直接与肠道微生物相互作用[11]。EGCG能

够促进益生菌的增殖，抑制致病菌的生长，有助于维

持肠道微生态的稳定性和多样性[12]，如EGCG抑制健

康大鼠肠道嗜黏蛋白阿克曼菌属的过度增殖，增加

益生菌双歧杆菌属的丰度[13]。EGCG还可增强肠道

屏障功能，增加具有抗炎作用的短链脂肪酸（short-

chain fatty acid, SCFA）等有益代谢物的产量，降低促

炎因子表达从而改善肠道微环境[14-15]。

为了探究EGCG潜在的肝脏保护机制与肠道菌

群的关联，本研究收集了大鼠的新鲜粪便，评估

EGCG对大鼠肠道菌群结构的影响。肝癌组大鼠的

肠道菌群群落丰富度显著降低，结构发生显著改变，

提示肝癌发生伴随肠道微生态失衡。经EGCG干预

后，肠道菌群丰富度与多样性指标均显著回升，且其

菌群结构与肝癌组存在明显差异，说明EGCG干预有

效改善并调节了菌群结构。
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A：在属水平，比较正常对照组和肝癌组大鼠肠道菌群的差异菌属；B：在属水平，比较肝癌组和EGCG干预组大鼠肠道菌群的差异

菌属；C~F：普雷沃氏菌属UCG-003、链球菌属、乳杆菌属、丁酸球菌属在正常对照组和肝癌组、肝癌组和EGCG干预组中丰度的比

较，EGCG干预组与肝癌组比较，*P ＜ 0.05。

图6    各组大鼠肠道菌群差异菌属的比较

本研究发现 3组大鼠的肠道优势菌门均为厚壁

菌门、拟杆菌门和变形菌门。这与人类健康肠道中

拟杆菌门和厚壁菌门占绝对优势（> 90%）的组成特

征具有一定相似性[16]。值得注意的是，F/B比值已被

广泛认为是评估人类肠道微生物稳态和宿主健康状

况的有效指标[17]。临床研究[18]证实，肝癌患者肠道F/

B比值会低于健康人群。本研究结果与此相似，肝癌

组大鼠F/B比值明显降低，而EGCG干预则显著逆转

这一降低趋势，说明EGCG在一定程度上改善宿主的

健康状态。

通过组间差异菌属分析，进一步揭示了3组大鼠

肠道菌群在属水平的显著结构性差异。与正常大鼠
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相比，肝癌组大鼠肠道中潜在有害菌属显著富集，如

普雷沃氏菌属UCG-003和链球菌属丰度显著升高。

普雷沃氏菌属 UCG-003 在肝癌大鼠粪便中显著富

集，这与以往研究报道其在食管鳞癌模型大鼠[19]、结

直肠癌患者[20]粪便中富集结果一致。普雷沃氏菌属

UCG-003促癌的潜在机制可能与加剧炎症和代谢紊

乱相关，其可增加肠道通透性并促进细菌移位[21]，加

剧慢性炎症，同时参与初级胆汁酸向次级胆汁酸转

化的过程，导致胆汁酸代谢紊乱，加速肿瘤发展[22]。

链球菌属在肝癌进展中呈现肠道菌群丰度的渐进性

积累[23]，其通过门静脉从肠道迁移至肝脏，破坏肠道

屏障（如闭锁小带蛋白-1下调），增加内毒素易位诱发

肝 内 炎 症[24]；通 过 代 谢 胆 碱 生 成 氧 化 三 甲 胺

（trimethylamine N-oxide, TMAO），抑制法尼醇 X 受

体（farnesoid X receptor, FXR）介导的胆汁酸代谢，导

致次级胆汁酸积累并诱导DNA损伤；同时削弱肝内

NKT细胞的抗肿瘤活性，协同促进肝癌进展[25]。

同时发现多种具有益生潜能的菌属丰度显著降

低，包括乳杆菌属、丁酸球菌属等10个属。作为核心

益生菌，乳杆菌属通过增强短链脂肪酸合成（如乙

酸、丙酸、丁酸）降低肠道 pH，抑制致病菌生长，减少

内毒素释放，从而减轻肝脏炎症和纤维化[26]。乳杆菌

属还可通过 G 蛋白偶联受体 43（G protein-coupled 

receptor 43, GPR43）受体诱导巨噬细胞向M2抗炎表

型转化，增加 IL-10分泌，减少TNF-α、IL-1β等促炎因

子，对抗肿瘤进展[27]。丁酸球菌属的代谢产物丁酸具

有多重抑癌作用，其丰度降低导致丁酸盐合成减少。

丁酸盐缺乏会损害肠黏膜屏障，导致更多菌群代谢

物进入肝脏；同时，LPS升高加剧肝脏炎症与氧化损

伤，两者协同促进肝癌进展[28]。

DEN诱导肝癌形成过程伴随肠道菌群微生态失

衡，表现为潜在致病菌增多而有益共生菌减少。而

EGCG干预显著逆转了上述有害变化趋势，主要表现

在促进多种益生菌属的增殖，如乳杆菌属、毛螺菌科

NK4A136群等 9个属的丰度显著提高，同时抑制多

种有害菌属的生长，包括普雷沃氏菌属UCG-003、另

枝菌属等5个属。上述结果表明，EGCG可抑制致病

菌生长，提升益生菌竞争优势，重塑菌群生态位，可

能通过上述途径改善微环境促癌效应。

综上所述，本研究证实EGCG通过提升大鼠肠道

菌群多样性及优化菌群结构，降低大鼠肝癌发生率。

然而，本研究仍存在部分局限性：一方面，未通过粪

菌移植（fecal microbiota transplantation, FMT）实验验

证菌群变化的因果性；另一方面，缺乏短链脂肪酸、

胆汁酸等关键代谢物的检测，导致无法解析“菌群-代

谢物-宿主”这一完整作用轴。未来研究需结合FMT

技术与代谢组学分析，以深入阐明其作用机制。

利益冲突声明：所有作者均声明不存在利益冲突。
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