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摘 要!%目的& 探讨联合应用益生菌对头颈部肿瘤放化疗患者放射性口腔黏膜炎的治疗作
用' %方法&
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例头颈部肿瘤患者纳入研究"随机分为放疗
@

化疗
@

安慰剂即对照组
AB-CD

和放
疗
@

化疗
@

益生菌联合即实验组
AB-C-E

两组' 对患者口腔黏膜炎的发生(肿瘤反应(免疫功能(

肠道微生物群多样性等进行监测分析' %结果&

B-C-

组患者口腔黏膜炎发生率显著降低
)
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*"而肿瘤反应与
B-C

组相当)
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淋巴细胞比例(
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L

细胞(
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L

细胞数量均增加
MC

均
N<9<?D

' 高通量测序结果表明"益生菌
的摄入显著增加了拟杆菌(志贺氏菌(对映体的种群数量"同时降低了肠道菌群中普雷沃氏菌
和链状杆菌的丰度' %结论& 益生菌联合治疗可通过改变肠道菌群"提高头颈部肿瘤患者的免
疫反应"降低口腔黏膜炎的发生率'
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头颈部肿瘤在恶性肿瘤中相对预后较好' 同步

放化疗是头颈部肿瘤的重要治疗手段" 而同步放化

疗中放射治疗诱发的口腔黏膜炎
A&(*+ Z'3&1/X/1

"

2[E

是一种因为电离辐射导致的发生在口腔( 咽部和喉

部黏膜上皮的损伤" 一般发生在常规放疗的第
!

周

至第
;

周 %

7

&

"同期放化疗引起的口腔黏膜炎发生率

高达
F<G

%
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'口腔黏膜炎会导致一系列的临床表现+

黏膜水肿充血(溃疡形成"甚至伴发感染(进食困难"
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严重的时候导致治疗中断影响疗效!增加住院费用"

%

#
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目前暂无有效的防治口腔黏膜炎的方法$ 寻找安全

有效的方法减轻口腔黏膜炎对于提高患者生活质量

及疗效尤为重要$口腔黏膜炎的发病机制很多%放射

治疗引起的唾液腺损伤是其一% 腺体损伤减少和免

疫相关的免疫蛋白大涎腺糖蛋白
&

如免疫球蛋白
'(

和口腔表面黏膜的粘附从而未能起到保护作用 "

)

#

$

肠道菌群能通过调节机体的免疫功能% 在协同抗肿

瘤治疗和防治抗肿瘤治疗引起的毒副反应中起积极

的作用$ 为探讨肠道菌群能否通过调节机体免疫力

减少口腔黏膜炎的发生% 本研究自
!*#%

年
#*

月至

!*#)

年
+

月观察口服益生菌对头颈部放化疗所致

严重口腔黏膜炎的防治作用%现将结果报告如下$

#

资料与方法

!"!

一般资料

!*#%

年
#*

月至
!*#)

年
+

月%共入组
+*

例头颈部肿瘤患者%其中鼻咽癌
,!

例%口咽

癌
,

例%口腔癌
%

例$ 试验组
-./.&

放疗
0

化

疗
0

益生菌
1%*

例%对照组
-./&

放疗
0

化疗
0

安

慰剂&

%*

例' 剔除
,

例均为鼻咽癌(

23%4

&%脱

落
)

例也均为鼻咽癌(

+3$4

&%最终可评价病

例
,#

例' 试验组
!+

例%鼻咽癌
!#

例%口咽癌

%

例%口腔癌
!

例)临床分期*

!

期
%

例%

"

期

#+

例%

#

期
$

例'对照组
!,

例%鼻咽癌
!!

例%

口咽癌
!

例%口腔癌
#

例)肿瘤分期*

!

期
,

例%

"

期
#)

例%

#

期
+

例' 两组患者性别+年

龄!肿瘤分期!口腔平均剂量比较%差异均无

统计学意义(

56789 :

&'

!"#

病例选择

:3!3:

纳入标准

经组织病理学确诊! 无远处转移的初诊

头颈部肿瘤患者) 行根治性放疗
0

同期化疗)

年龄
:2;$*

周岁% 性别不限)

</=

评分
!$*

分)预计生存期至少
+

个月)自愿参加本试验

并签署知情同意书'

:3!3!

排除标准

妊娠期! 哺乳期妇女及试验期间不能有

效避孕的育龄妇女) 其他疾病所致的口腔黏

膜炎患者)复发或者残留的头颈部肿瘤患者)

同步使用分子靶向治疗患者)患有免疫系统疾病)既

往反复发作的口腔黏膜炎)合并严重心!肝!肾!造血

系统和神经系统疾病)精神病患者)血糖控制不佳的

糖尿病患者) 不能服用药物或消化道不能吸收药物

的患者)对益生菌过敏患者'

!"$

药 物

益生菌
&>?@?AB

%

=C6DEC6? /C6FG6A9HI?A68J =?D9

%

=KL'

批准文号*

=#*M,**%!(

%含有长双歧杆菌%乳杆

菌和粪肠球菌的三联活菌散% 上海信谊药厂有限公

司生产'

!"%

试验设计

采用单中心! 随机! 平行对照的临床试验设计

方法纳入江西省肿瘤医院行同期放化疗的初次治疗

的头颈部肿瘤患者'通过医院伦理委员会同意'受试

者按照
#!#

的比例被随机分配到试验组和对照组'

随机编码的产生采用分层区组随机化% 按中心进行

分层%利用
='=

软件模拟产生' 研究者根据由计算

机产生的随机号编制的药物编号% 根据受试者入组
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时间的先后顺序! 在各中心从最小药物编号开始依

次发放试验用药"从最小编号开始入组"试验组口服

益生菌!一日
!

次
;

早#晚餐后
<

!

=

片
>

次$对照组不服

用" 益生菌从放疗的第一天开始! 直至患者放疗结

束"如患者出现口腔真菌感染!可食用碳酸氢钠漱口

液及抗真菌药物"当患者仅出现
?@7

度口腔黏膜炎!

可给予常规口泰含漱液漱口$ 当患者出现
!

级以上

疼痛时可给予利多卡因漱口" 以上事项需详细记录"

!"#

评价标准

本研究治疗观察周期从放疗第一天起直至患者

出现
=

级口腔黏膜炎或放疗结束" 指定一名副高以

上医师作为观察员! 每天上午查房期间观察放疗过

程中受试者的口腔黏膜炎情况! 采用
AB2C

%

B*D+0

!

&标准记录口腔黏膜炎情况" 记录放疗开始和结束

时间及中断时间!累积放疗剂量$记录药物相关不良

反应及停药时间" 首要的观察终点'

=

级以上急性口

腔黏膜炎的发生情况!其他的观察终点'近期疗效#

免疫指标#粪便菌群变化" 主要评价指标'放射性口

腔黏膜炎客观分级%

AB2C

标准
<

#菌群高通量测序#

免疫相关指标%

-E=

!

-EF

!

-EG

等淋巴细胞免疫分析#

淋巴细胞#白蛋白等&$次要评价指标'因严重放射性

口腔黏膜炎导致放疗中断的发生率!放疗前后体重变

化!近期疗效" 安全性评价指标'不良反应发生率"

!"$

标本采集

治疗前%不接受任何治疗前&'收集患者大便标

本 %送
HG?!

冰箱冷冻&! 查血常规# 小生化#

-E=

#

-EF

#

-EG

" 治疗完成%入院后接受治疗或服用结束

后&'收集大便标本%送
HG?!

冰箱冷冻&!进行查血常

规# 小生化 #

-E=

#

-EF

#

-EG

" 从样本中提取细菌

E:I

基因组
E:I

试剂盒
;

天根
<

"

!"%

放化疗方法

放疗方案!全部患者均接受根治性放射治疗"放

疗技术采用适形调强放疗!肿瘤
CB8)J KK@$?C5>=!

次
;!9?K@!9#LC5>

次
<

! 颈部阳性淋巴结
CB8)M KK@

$?C5>=!

次
;!9?K@!9#LC5>

次
<

!高危
-B8"# K?C5;#9LC5>

次
<

!低危区
-B8"! NNC5;79$C5>

次
<

!

N

次
>

周"

化疗方案!同期化疗方案为顺铂!剂量为
G"O4>O

!

!

M

7

!

!7

天为
7

个周期!同期化疗共
!

个周期"

!"&

总细菌基因组
'()

提取和高通量测序

以样品中总菌群
E:I

为模板 ! 用通用引物

==GP;N"I-B--BI-CCCICC-IC-I"=# <

和
G"KA;N#"

CCI-BI-Q8CCCBRB-BIIB"=#<

与接头序列和条

形码序列组合扩增细菌
7KS(A:I

基因的
8=@8F

区

域" 在总体积
N"!+

的体系中进行
T-A

扩增! 包含

7"!+

缓 冲 液 !

7"!+ Q/4. C- U).*)30(

!

7!+ 79G

M:BT

!

7" !O&+>V

引物和
K?)4

基因组
E:I

" 扩增条

件如下'

LN!

预变性
NO/)

!

LN!

变性
7O/)

!

N?!

退火

7O/)

!

$!!

延伸
7O/)

!一共进行
7N

个循环!最后在

$!!

延伸
$O/)

"第一步的
T-A

产物通过
8IQBSBW

E:I-+0*)X0*M1

纯化" 然后在
F?!+

体系中进行第二

轮
T-A

! 反应所包含
!?!+ !$T.'1/&)QP WW

!

G!+

EEQ

!

2

!上下游引物各
7? !O&+>V

和
7?!+

第一轮的

T-A

产物"扩增条件如下'

LG!

预变性
=?1

!

LG!

变性

7?1

!

KN!

退火
=?1

和
$!!

延伸
=?1

! 一共进行
7?

个

循环!最后在
$!!

延伸
NO/)

" 最后!所有
T-A

产物

混合在一起并通过
Y'*)Z"/BBWM1E:I QS

试剂定量

分析" 使用
[++'O/)* Q/10\!N??

平台
;!$!N?

双端测

序
<

在北京百迈客生物科技股份有限公司对纯化的

样品进行细菌
7KS(A:I

的高通量"

!"*

统计学处理

使用
STSS !=9?

软件对结果进行分析! 采用
P"

B01Z

检验!

T]?9?N

为差异有统计学意义"

!

结 果

+"!

口服益生菌可明显减少严重口腔黏膜炎 !

,

级

以上"发生率

本研究显示!试验组放化疗导致的
=

级#

F

级口

腔黏膜炎的发生率减少
;?!^1!K?_

!

T]?9??7<

%

P/4'(0 7

!

B*D+0 =

&!且整体黏膜炎发生率
;GG9N_ ^1 7??_

!

T`

?9?=$<

降低而放化疗治疗完成率

相似
;7??_ ^1 7??_

!

T`?9G=7<

" 表

明联合应用益生菌可减少放疗引

起的口腔黏膜炎!且不影响肿瘤对

放疗的反应
;7??_ ^1 7??_

!

T`

?9NG=<

%

B*D+0 7

&"

-./01 + 23.41 5367136. 893 93.0 :;59<676<
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'HI

口服益生菌调节放化疗患者的
7

细胞群

与对照组相比#联合应用益生菌组
%23

4

5

细胞

K./">""?=L

$

%28

4

5

细胞
M./<><<?=L

增加#

%28

4

5

细胞
;

%2:

4

5

细胞比例降低
M./<><8!<L

#淋巴细胞比例显著

提高
M./<><<1<LMNGO),& !

#

5F+'& 8L

%

IJ5

微生物群落
"

多样性的差异

利用高通测量法评价益生菌对肠道微生物菌

群的因影响#分析了前
:

个微生物种群的数目!

NGO!

),& 3F

"#其中#

NG,*G6)E&7

$

PF6E&,DGJ&E&7

和
.,DE&D+F6!

E&,GF

是
-%.

和
-%.%

组中三种最常见的主要菌群

! 分 别 为
0#>?!"

和
3:>30"

&

38>?8"

和
31>8$"

&

#<>1:"

和
!#>?8"

"# 占 总 排 序 数 的
?$>08"

和

?1>$1"

% 益生菌组合的使用使
-%.%

组增加了拟杆

菌$埃希氏菌
Q

志贺氏菌和副杆菌的数量#同时减少

了普氏菌和链球菌的数量!

NGO),& 3+

"%

进一步对
R.

组$

-%.

组和
-%.%

组肠道菌群

进行主坐标分析!

NGO),& 8

"#距离

R.

越近的样本# 表明细菌组成与

正常菌群越相似%

R.

组分布远离

-%.

组和
-%.%

组# 表明
-%.

组

和
-%.%

组的微生物群落偏离
R.

组% 通过距离系数
S.ITU

聚类法

分析证实了
-%.

组和
-%.%

组与

正常菌群存在差异% 尽管益生菌组

合增强了宿主免疫力并减少了溃

疡性黏膜炎#但在放疗结束时肠道

菌群多样性未能恢复到正常水平%

'J;

安全性评价

本研究中#两组患者均未出现

和药物相关的严重不良事件%

3

讨 论

口腔黏膜炎是头颈部肿瘤放

疗中最常见且对患者影响明显的

急性反应之一#影响患者的睡眠及

营养摄入#易并发感染#加重经济

负担#严重的还会降低患者的放射

治疗耐受性% 放疗过程中#如何有

效的预防性治疗急性放射性口腔

黏膜炎#对于提高头颈部肿瘤患者
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的放射治疗效果至关重要! 有多项研究分析如何

治疗放射性口腔黏膜炎"如双花百合片#新净界

漱口水#重组人表皮生长因子联合氨磷汀#口腔

溃疡含漱液#重组人白介素
##

联合传统含漱液#

牛奶冰棒加中药茶#口炎清颗粒等等研究 $

;<$

%

"都

表明可以降低头颈部肿瘤放疗过程中口腔黏膜

炎的发生"提高患者的放疗耐受! 但是并没有说

明如何降低患者的口腔黏膜炎发生"而大都是在

发生口腔黏膜炎后的治疗以减轻患者痛苦! 本研

究中"我们发现口服益生菌可提前预防口腔黏膜

炎的发生"不仅可以降低患者
=

#

>

级口腔黏膜炎

的发生率"肿瘤消退反应与对照组相似"而且还

能够增加患者的淋巴细胞数#

-?=

@

A

细胞#

-?>

@

A

细胞和
-?B

@

A

细胞的数目" 增强抗肿瘤免疫反

应"改善患者的肠道菌群分布! 结果显示"服用益

生菌组患者的肠道菌群更接近正常健康人的肠

道菌群!

口腔黏膜炎的发生经过
>

个过程"首先是射

线对
?:C

的直接损伤作用$

B

%

"随后是辐射产生的

活性氧引起机体的氧化应激而对细胞的损伤作

用 $

D

%

"再是辐射激活的转录因子和促炎细胞因子

对细胞损伤的介导作用"其中
:E!!F

被认为是肿

瘤的毒性和耐受性相关最显著的因子之一"

:E!

!F

的激活能够引起某些促炎细胞因子的生成进

而导致组织的早期损伤 $

#G<77

%

"最后是放疗过程中

病原微生物对口腔黏膜的损伤作用"口腔原微生

物对黏膜炎的发展具有推动作用!各类细菌能很快

在黏膜溃疡的表面繁殖" 加重口腔黏膜的损伤$

7!

%

!

肠道菌群的失调对结直肠癌的发生发展也起着

相当重要的作用"在结直肠癌中"肠道菌群的细

菌组成发生了许多变化" 菌群失调对基因毒性#

炎症#宿主防御调制#代谢#氧化应激和氧化防御

调制都有影响$

7=

%

! 本研究中"口服益生菌正是在

这些环节中起到作用"口服益生菌能够调节肠道

的有益菌群在一个平衡范围内!

拟杆菌属是哺乳动物胃肠道中最重要的部

分"它们在将复杂分子加工成宿主肠道中较简单

的分子中发挥重要作用"并通过排除潜在的病原

体使肠道定植而使其受益 $

7>

%

! 本研究中"主要研

究的是口腔黏膜炎"而实验中检测的菌群是肠道

菌群" 那么肠道菌群是否能够影响到口腔的菌
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群!是如何影响的!这些机制目前尚不明确"并且研

究表明口服益生菌能够增加肠道的有益菌群# 具体

是哪种菌群对减轻口腔黏膜炎的发生有作用$ 从而

为患者提供一个精确的个体化的治疗方案$ 还需进

一步深入研究%
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