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摘  要 

目的 本研究通过检测胆管癌(CCA)患者小肠细菌过度生长(small intestinal bacterial overgrowth, 
SIBO)及胆管癌组织中细胞因子(IL-1β、IL-6和TNF-α)的表达水平，来探讨胆管癌患者中小肠细菌过度生

长的发病率及其与炎症介质水平的关系。方法：在30例胆管癌患者及30例健康对照中使用葡萄糖氢呼气

实验(glucose hydrogen breath test, GHBT)检测小肠细菌过度生长的发生情况；采用免疫组织化学技术

(immunohistochemistry, IHC)检测胆管癌组织中IL-1β、IL-6和TNF-α的表达情况。结果：1) 胆管癌组

SIBO阳性率为53.3%，健康对照组SIBO阳性率为16.7%，胆管癌组SIBO阳性率明显高于对照组(χ2 = 
8.864, P < 0.05)。2) 在胆管癌患者SIBO阳性组和阴性组间IL-1β、IL-6、TNF-α的表达水平有显著差异

(P = 0.03, 0.024, 0.01)。结论：胆管癌患者较健康人群更容易发生SIBO，SIBO可能通过促进IL-1β、IL-6
及TNF-α的表达影响胰腺癌的发生发展。 
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Abstract 
Objective: In this work, we investigated the morbidity of small intestinal bacterial overgrowth 
(SIBO) and the expression of cytokines (IL-1β, IL-6 and TNF-α) level in CCA, to analyze the changes 
between SIBO and inflammatory medium level. Methods: 30 patients with CCA and 30 healthy 
controls were included in this study. Glucose hydrogen breath test (GHBT) was used to detect SIBO. 
The immunohistochemistry (IHC) was used to detect the expression of IL-1β, IL-6 and TNF-α in 
CCA tissues. Results: 1) The SIBO positive rate was 53.3% in 30 patients with CCA, and 16.7% in 30 
healthy controls. The SIBO positive rate was significantly higher in the CCA group than in the con-
trol group (χ2 = 8.864, P < 0.05). 2) The expression levels of IL-1β, IL-6, TNF-α were significantly 
different between the SIBO(+) group and the SIBO(−) group in patients with CCA (P = 0.03, 0.024, 
0.01). Conclusions: Patients with CCA were more likely to develop SIBO than healthy people. SIBO 
may influence the development of CCA by promoting the expression of IL-1β, IL-6 and TNF-α.  
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1. 引言 

胆管癌(cholangiocarcinoma, CCA)是最常见的胆道恶性肿瘤，也是第二常见的肝脏恶性肿瘤。由于胆

管癌的细胞性质、解剖位置和早期不明显的临床特征，胆管癌的治疗方案有限，总生存率低。在一个大

型队列研究中发现，胆管癌患者术后复发率高，对全身化疗治疗反应差，5 年生存率不到 5%。对胆管癌

的理解不足，阻碍了对有效化疗和分子靶向治疗的探索。在健康宿主中，微生物存在于整个胃肠道，是

肠道屏障功能、消化吸收和维持免疫稳态所必需的。近年来，细菌感染引起的炎症已被认为与多种消化

道肿瘤相关。小肠细菌过度生长(small intestinal bacterial overgrowth, SIBO)是肠道微生物群失调的病理过

程，研究显示小肠细菌过度生长可以通过多种机制破坏肠粘膜结构，干扰营养物质吸收，产生代谢物和

毒素。另有研究显示炎症介质在消化道肿瘤微环境中发挥了重要的作用，其中起主要作用的细胞因子是

肿瘤坏死因子-α (tumor necrosis factor-α, TNF-α)、白介素-1β (intelukin-1β, IL-1β)、白介素-6 (intelukin-6, 
IL-6)等。我们采用葡萄糖氢呼气试验(glucose hydrogen breath test, GHBT)检测胆管癌患者的小肠细菌过度

生长，应用免疫组化(immunohistochemistry, IHC)实验方法检测胆管癌组织标本中 IL-1、IL-6、TNF-α的

表达情况，研究了小肠细菌过度生长与胆管癌炎症介质、细胞因子水平改变的关系。 

2. 资料 

2.1. 研究对象 

选择 2019 年 1 月至 2020 年 1 月在青岛大学附属青岛市市立医院肝胆外科确诊为胆管癌的住院患者

30 例(所行检查均提前告知患者，获得患者知情同意并签署知情同意书后进行)，并将其列为胆管癌组，

Open Access

https://doi.org/10.12677/acm.2021.111003
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/


刘亚楠 等 
 

 

DOI: 10.12677/acm.2021.111003 18 临床医学进展 
 

这些患者均有术后病理支持。同时间段内随机选择健康查体的健康人群 30 例，将其列入对照组。胆管癌

组，男性 18 例，女性 12 例，年龄 44~79 岁，平均年龄 63.13 ± 9.62 岁；对照组，男性 19 例，女性 11
例，年龄 42~77 岁，平均年龄 60.50 ± 9.39 岁；两组年龄及性别均无统计学差异(P = 0.288 > 0.05)。 

所有研究对象符合以下条件：1) 无炎症性肠病、功能性肠病、代谢性疾病等引起胃肠动力不良的疾

病；2) 近 4 周内没有使用激素、抑酸药、抗生素和益生菌制剂；3) 没有长期大量吸烟、饮酒史；4) 近
30 天内没有进行消化道侵入性检查及治疗；5) 没有其他可以解释胃肠道症状的胃肠道和肠外疾病；6) 经
患者及本院伦理委员会同意并签署相关知情同意书。 

2.2. 标本 

术中取 30 例胆管癌的肿瘤组织 2 g 以上，先经过 10%的甲醛液进行固定，再常规进行石蜡的包埋、

切片，然后进行免疫组化染色。 

2.3. 实验仪器与设备 

石蜡切片机(德国莱卡公司)；呼气氢测试仪(深圳市 HHBT-01)；光学显微镜(日本 Olympus 公司)；
HHBT-01 型呼气氢测试仪(深圳市中核海得威生物科技有限公司)。 

2.4. 实验试剂 

口服葡萄糖(批号：H51020441)：四川长威制药有限公司；IL-1β 抗体、IL-6 抗体、TNF-α 抗体：北

京博奥森生物技术有限公司；液体 DAB 酶底物显色试剂盒：北京博奥森生物技术有限公司。 

3. 方法 

3.1. 葡萄糖氢呼气试验(Glucose Hydrogen Breath Test, GHBT) 

3.1.1. 检查前准备 
1) 检查前至少 1 周停止促胃肠动力药物和泻药的使用。2) 检查前 1 天禁食可发酵的食物，如复杂的

碳水化合物。3) 呼吸检测前禁食 8~12 小时。4) 检查当天禁止吸烟。5) 在呼吸测试期间保持安静，避免

剧烈活动。 

3.1.2. 检测方法 
首先检测空腹时呼气氢的基础值，然后在 200 mL 温开水中溶入葡萄糖(1.0 g/kg，最多 60 g)，完

全溶解后嘱受检者在 5 min 内将其全部喝完，在接下来的 2 h 内每隔 20 min 检测一次呼气氢浓度，共

7 次。 

3.1.3. SIBO 诊断标准 
基础呼气氢浓度 ≥ 20 ppm 或摄入葡萄糖后呼气氢浓度较基线升高 ≥ 12 ppm 时，认为存在小肠细菌

过度生长(SIBO)，反之则为阴性[1]。 

3.2. 免疫组化法检测 IL-1β、IL-6、TNF-α的表达 

采用 SP 法，操作按试剂盒说明书进行。结果判断参照 Shimizu 方法，在光学显微镜下对切片染色结

果进行评估，选择 10 个高倍视野，根据染色程度和细胞着色分布范围进行半定量积分判定。切片标本基

本不着色记 0 分，着色基本为浅黄色记 1 分，着色基本为棕黄色记 2 分，着色基本为棕褐色记 3 分；染

色细胞所占百分率 < 10%记为 0 分，10%~30%之间记为 1 分，30%~50%之间记为 2 分，比例在 50%以上

记为 3 分。上述两项得分之和作为最后评分标准，二者计分之和 ≤ 2 分为阴性(−)，2~3 分为弱阳性(+)，
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4~5 分为中等阳性(++)，6~7 分为强阳性(+++) [2]。 

3.3. 统计方法 

通过使用 SPSS25．0 统计软件进行统计学分析，计量资料采用均数 ± 标准差(x ± s)表示，计数资料

采用 X2 检验，相关性分析采用 X2 检验，组间比较采用 KS-检验和卡方检验，P < 0.05 认为差异有统计学

意义。 

4. 结果 

4.1. 胆管癌组与健康对照组 SIBO 检测结果比较 

分别对 30 例胆管癌患者和 30 例健康人群通过葡萄糖氢呼气试验进行 SIBO 的检测，根据时间、呼

气氢浓度绘制曲线图，在 20 min 处呼气氢浓度快速上升，随时间的推移，呼气氢浓度逐渐下移(图 1)。
在 30 例胆管癌患者中，其中 16 例诊断为 SIBO 阳性(53.3%)，在 30 例健康对照组中，有 5 例诊断为 SIBO
阳性(16.7%)，胆管癌组 SIBO 阳性率明显高于对照组(P < 0.05) (表 1)。 
 
Table 1. Comparison of SIBO positive rate in cholangiocarcinoma group and control group 
表 1. 胆管癌组和对照组 SIBO 阳性率的比较 

 SIBO   

 阳性(例数) 阴性(例数) 合计 阳性率 

胆管癌组 16 14 30 53.3% 

对照组 5 25 30 16.7% 

χ2 = 8.864，P < 0.05。 
 

 
Figure 1. Time-expiratory hydrogen concentrations curve (grey curve represents the control group, orange curve represents 
the CCA group, the difference was statistically significant (P < 0.05)) 
图 1. 时间–呼气氢浓度曲线图(灰色曲线为对照组，橙色曲线为胆管癌组，差异有统计学意义(P < 0.05)) 
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4.2. 胆管癌患者癌组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α的表达 

通过免疫组化的方法，对 30 例胆管癌标本的 IL-1β、IL-6、TNF-α 的表达水平进行检测。在胆管癌

患者 SIBO 阳性组中，有 12 例患者癌组织中 IL-1β为中–强阳性表达，有 10 例患者癌组织中 IL-6 为中–

强阳性表达，有 11 例患者癌组织中 TNF-α 为中-强阳性表达，而在 SIBO 阴性组中，有 5 例患者癌组织

中 IL-1β为中–强阳性表达，有 3 例患者癌组织中 IL-6 为中–强阳性表达，有 3 例患者癌组织中 TNF-α
为中–强阳性表达，两组间 IL-1β、IL-6、TNF-α表达水平有显著差异(P < 0.05) (表 2、图 2)。 
 
Table 2. The expression of IL-1β, IL-6, TNF-α in 30 CCA tissue samples 
表 2. IL-1β、IL-6、TNF-α在 30 例胆管癌组织中的表达 

 IL-1β IL-6 TNF-α 

 −~+ ++~+++ −~+ ++~+++ −~+ ++~+++ 

SIBO 阳性(16 例) 4 12 6 10 5 11 

SIBO 阴性(14 例) 9 5 11 3 11 3 

P 值 0.03 0.024 0.01 

 

 
Figure 2. The immunohistochemical analysis of IL-1β (a), IL-6 (b), TNF-α (c) in CCA tissue samples (×100) 
图 2. IL-1β (a)、IL-6 (b)、TNF-α (c)在胆管癌组织的免疫组化分析(×100) 

5. 讨论 

胆管癌(CCA)是以胆管细胞分化为特征的肝胆恶性肿瘤，其发病率和死亡率在过去 30 年持续上升，
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只有极少数患者可以存活到诊断后的 5 年。肿瘤组织的侵袭可以促进炎症的发展，而炎症的发展同样也

会增加某些癌症的发病率。继发于结石的慢性胆道炎[3]以及小肠细菌过度生长[4]已被提出可以增加胆道

恶性肿瘤的患病风险。并且目前大量研究证实，细胞因子 IL-1β、IL-6、TNF-α在消化道肿瘤的炎症反应

中发挥了重要作用。在本研究中，我们观察到 CCA 患者 SIBO 阳性率为 53.3%，并且 SIBO 阳性患者癌

组织中 IL-1β、IL-6、TNF-α的表达明显高于 SIBO 阴性患者。 
在健康的宿主中，微生物存在于整个胃肠道，是维持肠道屏障功能、消化吸收和免疫稳态所必需的。

小肠细菌过度生长(SIBO)是一种实体性疾病，它与小肠中大肠典型细菌数量的增加有关[5]。在生理状态

下，多种因素限制了大肠细菌在小肠中的异常定植，如低胃酸 pH、肠道的正常蠕动、肠粘膜和保护性粘

液层的完整、回盲瓣的抗回流特性、共生菌群的保护作用以及局部和全身免疫。如果其中一种因素受到

干扰，就有可能导致 SIBO 的发展。肠道微生物在小肠中的过度生长会损伤小肠绒毛，使消化酶的产生

受损，肠道屏障功能障碍，导致吸收不良和营养物质的丢失。此外 SIBO 还会导致肠道通透性的改变，

使细菌产物通过受损肠壁进入全身循环，引起全身炎症状态。一直以来，小肠液体抽吸液的培养及随后

的细菌计数(>105 CFU/ml)被认为是诊断 SIBO 的金标准[6]。然而，由于这种方法的侵袭性及高风险，目

前普遍认为无创、操作方便、并且快速的葡萄糖氢呼气试验在临床实践中优于小肠细菌培养。来自 2017
年的北美共识同样建议采用呼气试验检测 SIBO [7]，这也是我们使用 GHBT 检测 CCA 患者 SIBO 患病率

的重要依据。在过去的几十年里，许多研究在消化道肿瘤[8] [9]、慢性肝病和肝硬化患者中报告了肠道微

生物组成的显著变化[10]。Quigley 等人的研究发现 SIBO 与肝脏疾病的严重程度、病程及并发症的出现

密切相关，特别是腹水、肝性脑病、自发性细菌性腹膜炎、门脉高压，以及伴随的失代偿性肝硬化[11]。
Xiaoying Ma等人的研究表明 SIBO在胰腺癌和胆管癌中的患病率明显高于健康对照，并且 SIBO 与TLR-4
的表达呈正相关，提示 SIBO 可能是胰腺癌和胆管癌发病的危险因素，TLR-4 信号通路可能参与其中[1]。
我们的研究发现，SIBO 阳性率在胆管癌组明显高于健康对照组，差异显著，表明胆管癌患者与健康人群

相比更容易发生 SIBO。早期诊断 SIBO，并对肠道微生物紊乱进行调节，对于胆管癌患者的临床症状、

生活质量以及远期预后有着重大意义。 
胆管癌的发生与炎症反应密切相关，多种细胞因子、生长因子、酪氨酸激酶和胆汁酸已被证明与胆

管癌发生相关的细胞增殖、凋亡、衰老和细胞周期的改变有关。既往研究已经发现炎症细胞因子可以通

过激活诱生型一氧化氮合酶，使一氧化氮产能过量，进而导致单链、双链和氧化 DNA 损伤参与胆管癌的

发展。 
白细胞介素-1β (IL-1β)是由单核－巨噬细胞分泌的重要炎性因子，能活化多种细胞因子，产生炎症介

质，促进白细胞聚集、浸润，放大炎症效应，触发机体免疫反应，增加机体的免疫应答能力。IL-1β的过

表达会导致炎症和免疫之间的失衡进而促进肿瘤的发生、发展。许春蕾等人的研究发现炎性因子 IL-1β
能够促进胃癌细胞中细胞分裂周期蛋白 42 (CDC42)的表达，过表达的 CDC42 可以通过调控 NF-κB 信号

通路中的 Slug、MMP-9 蛋白来提高肿瘤细胞的增殖、迁移及浸润能力，从而促进胃癌的发生、发展[12]。
陆兴热等人研究发现，胃腺癌患者血清中 IL-1β水平显著升高，且胃癌患者癌组织中 IL-1β的升高水平与

患者的 5 年生存率、胃癌的浸润深度以及淋巴结转移均相关[13]。此外，Benjaporn Buranrat 等人发现促

炎细胞因子(IL-γ, IL-1β, TNF-α)可以通过抑制N-乙酰转移酶(NAT1)的解毒作用影响KKU-100胆管癌细胞

的增殖、分化，并且这种作用与一氧化氮供体的处理效果类似[14]。 
胆管癌细胞及基质炎性细胞可以以自分泌或旁分泌的方式产生 IL-6，促进细胞存活，提供细胞有丝

分裂信号。髓细胞白血病序列 1 (MCL1)是抗凋亡 BCL2 家族中的一员，在胆管癌中调节肿瘤坏死因子相

关的抗凋亡配体。IL-6 通过信号转导，转录激活因子(STAT)通路和蛋白激酶 B(Akt)的本构激活可以使

MCL1 的表达增加[15]。MCL1 的转录则由 IL-6 通过 p38 丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)依赖的信号通路激
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活。IL-6 与 gp130 受体结合，导致随后的 gp130 相关 JAK 激酶(JAK 激酶 1 和 JAK 激酶 2)的二聚作用及

活化，进一步导致 STAT3 的激活。持续的 IL-6/STAT3 信号通路进一步导致细胞因子信号传导抑制因子-3
的表观遗传沉默[16]。这些研究都表明 IL-6介导的炎症信号通路似乎可以通过引起DNA损伤和阻断DNA
损伤反应诱导的凋亡来促进 CCA 的发展。Bei Lv 等人在临床胆管癌标本中，发现 IL-6 水平与胆汁酸内

源性受体–法尼酯 X 受体(FXR)的表达呈负相关。FXR 通过抑制 IL-6 抑制胆管细胞的增殖、迁移、侵袭

和上皮细胞间充质转换。FXR 激动剂 OCA 在未来可能是治疗胆管癌的一种新药物[17]。Chiara Braconi
等人还评估了 IL-6 在胆管癌生长调节和化疗反应中的作用[18] [19]，根据 IL-6 表达相关的表型变化，有

助于在胆管癌的治疗中靶向选择更合适的治疗药物[20]。 
TNF-α 是由单核–巨噬细胞、肿瘤细胞产生的一种多肽细胞因子。在多种生理和免疫过程中可以刺

激急性期反应，介导早期炎症反应，调节其他细胞因子、血细胞因子和内皮粘附分子的产生。TNF-α 可

以增加血管通透性，导致活化白细胞在感染或损伤部位的聚集，增强癌基因活化、肿瘤细胞侵袭和血管

生成。肿瘤细胞 TNF-α的表达可能是一种有效的免疫逃逸机制，通过诱导免疫细胞凋亡，导致肿瘤免疫

反应的下调。最近关于 TNF-α 作用的实验和临床研究表明，TNF-α 是人类结直肠癌(CRC)进展的关键因

素[21]。Noyko Stanilov 等人研究发现，结直肠癌患者血清 TNF-α的水平明显高于对照组(P = 0.0000001)，
在肿瘤淋巴结转移的亚组分析中，IV 期 TNF-α的血清水平与结直肠癌早期组和对照组相比明显升高。低

TNF-α血清水平的 CRC 患者的生存率(中位生存期)与高 TNF-α血清水平的患者相比明显延长[22]。这表

明内源性 TNF-α在 CRC 患者中起着负面作用，在 CRC 的生长和肿瘤的进展中更大可能是作为肿瘤促进

因子在发挥作用，而不是抗肿瘤活性的细胞因子。 
目前国内外关于小肠细菌过度生长与炎症介质的关系进行了一些研究。Srivastava D 等人在印度的一

项研究发现肠易激综合征(IBS)可能与小肠细菌过度生长(SIBO)引起的炎症反应有关。IBS 患者血清 IL-1α
和 IL-1β 水平的升高与 SIBO 相关，并且粪便呈 Bristol 6 型的患者血清中 IL-1β 的水平明显高于粪便呈

Bristol1-2 型(P = 0.002)和 Bristol3-5 型(P = 0.007)的患者[23]。王锦辉等人在一项肝硬化患者的研究中发现，

SIBO 阳性患者的 TNF-α、IL-6 水平与 SIBO 阴性患者相比明显增高，提示 SIBO 与 TNF-α及 IL-6 等细胞

因子水平有关[24]。目前关于胆管癌患者 SIBO 与细胞因子的相关研究还较少。我们的研究发现 SIBO 阳

性患者 IL-1β、IL-6、TNF-α的表达明显高于阴性患者，提示小肠细菌过度生长在胆管癌的致病机制可能

与菌群紊乱所致上述炎症因子过表达相关。 

6. 结论 

综上所述，我们的研究表明在胆管癌中，SIBO 和微生物区系失调的发病率很高，提示微生物区系失

调可能是胆管癌发病的危险因素。通过免疫组化方法进一步发现 SIBO 阳性的胆管癌组织中 IL-1β、IL-6、
TNF-α 的表达明显升高，表明 SIBO 在胆管癌的致病机制可能与 IL-1β、IL-6、TNF-α 的表达相关。我

们的研究为胆管癌的防治和病因学探讨提供了新的见解，SIBO 在胆管癌中的具体作用机制还需进一步

研究。 
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