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牙龈卟啉单胞菌通过 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β通路诱导 ＥＭＴ 促进
食管鳞癌进展及增强对西妥昔单抗耐药的研究
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摘要　 目的　 探讨牙龈卟啉单胞菌（Ｐｇ）感染对表皮生长因子受体 ／糖原合酶激酶 ３β（ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β）信号轴的调控作用，以
及对食管鳞癌（ＥＳＣＣ）上皮间质转化（ＥＭＴ）和 ＥＧＦＲ 抑制剂———西妥昔单抗（Ｃｔｘ）耐药的影响。 方法　 应用单细胞 ＲＮＡ 测序

进行细胞亚群差异分析，筛选出感染和非感染 Ｐｇ 的 ＥＳＣＣ 组织中差异表达的基因。 ＩＨＣ 检测 ＥＳＣＣ 组织中 Ｐｇ 和 ＥＧＦＲ 的表达

情况。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＲＴ⁃ＰＣＲ 和 ＩＦ 检测 Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细胞 ＫＹＳＥ７０ 和 ＴＥ１ 中 ＥＧＦＲ 的表达情况。 用 Ｐｇ 和 Ｃｔｘ 处理 ＥＳＣＣ 细

胞，分为 ４ 组：对照（ＮＣ）组、Ｐｇ 组、Ｃｔｘ 组和 Ｐｇ ＋ Ｃｔｘ 组，采用 ＣＣＫ⁃８、平板克隆、细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测细胞的增殖、迁
移和侵袭能力。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ 和 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 信号通路相关蛋白及其磷酸化的表达。 转化生长因子 β１（ＴＧＦ⁃β１）
处理 ＥＳＣＣ 细胞诱导 ＥＭＴ，使细胞由上皮表型转变为间充质样表型，比较 Ｃｔｘ 对两种表型细胞的作用差异。 结果　 Ｐｇ 阳性的

组织中主要富集上皮细胞，Ｐｇ 感染促进 ＥＳＣＣ 细胞中 ＥＧＦＲ 的表达上调。 与对照组相比，Ｐｇ 处理后增强 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、侵
袭和迁移能力，同时增强 ＥＳＣＣ 细胞对 Ｃｔｘ 的耐药抵抗降低其抑制肿瘤的作用；Ｐｇ 通过 ＥＧＦＲ ／ ＧＳ３Ｋβ 信号通路诱导 ＥＳＣＣ 细

胞发生 ＥＭＴ；与 ＥＳＣＣ 上皮细胞相比，Ｃｔｘ 对间充质样细胞的抑制作用不明显。 结论　 Ｐｇ 通过 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 信号通路诱导

ＥＭＴ 促进 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、侵袭和迁移，并增强对 Ｃｔｘ 的耐药。
关键词　 牙龈卟啉单胞菌；ＥＳＣＣ；ＥＧＦＲ；ＥＭＴ；西妥昔单抗；肿瘤耐药

中图分类号　 Ｒ ７３５． １
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２５）１０ － １９０８ － １０
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２５． １０． ０１７

２０２５ － ０７ － ２９ 接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８１９７２５７１）；河南省医学科

技攻关计划项目（编号：ＬＨＧＪ２０２３０４５５）；河南科技大学第

一附属医院科技攻关项目（编号：ＺＬＫＦＪＪ２０２３０５０２）
作者简介：郎耀武，男，硕士研究生；

高社干，男，教授，主任医师，博士生导师，通信作者，Ｅ⁃
ｍａｉｌ：ｇｓｇ１１２２５８＠ １６３． ｃｏｍ

　 　 食管癌（ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ，ＥＣ）作为最常见的

消化道恶性肿瘤，其发病率和病死率在全球范围内

较高。 中国更是一个食管癌高发大国，食管鳞癌（ｅ⁃
ｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）发病率占

到 ９０％以上，是癌症死亡的第 ４ 大原因［１］。 牙龈卟

啉单胞菌（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，Ｐｇ）作为慢性牙

周炎和牙齿脱落的关键病原体，可引起慢性炎症和

多种感染性疾病并与恶性肿瘤密切相关［２］。 课题

组前期研究［３］ 结果表明，Ｐｇ 感染与 ＥＳＣＣ 的发展、
预后相关，且 Ｐｇ 可作为 ＥＳＣＣ 早期诊断和预后的生

物标志物。 表皮生长因子受体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）作为一种典型的跨膜受体，扩
增和过表达在 ＥＣ 中很常见，其中 ＥＳＣＣ 占比就达到

了 ８０％ ［４］，其异常激活可通过磷脂酰肌醇 ３⁃激酶 ／
蛋白激酶 Ｂ ／糖原合成激酶 ３β（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｉｄｅ
３⁃ｋｉｎａｓｅｓ ／ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ ／ ｇｌｙｃｏｇｅｎ ｓｙｎｔｈａｓｅ ｋｉｎａｓｅ
３β，ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β） 等下游通路驱动肿瘤增殖、
侵袭及化疗抵抗［５］。 尽管 ＥＧＦＲ 靶向药物已应用于

临床，但其靶向治疗 ＥＳＣＣ 的效果似乎并不理想。
上皮 间 质 转 化 （ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）不仅是肿瘤转移的核心机制，还可通过重塑细

胞表型降低治疗敏感性［６］。 然而，Ｐｇ 感染如何调控

ＥＳＣＣ 恶性表型及耐药性的分子机制鲜有报道，该
研究主要探讨 Ｐｇ 感染对 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 通路的调控

和对 ＥＳＣＣ 的 ＥＭＴ 表型及耐药性的作用机制，旨在

为 ＥＳＣＣ 的临床治疗提供理论依据和新方向。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 细胞与 Ｐｇ　 ＥＳＣＣ 细胞 ＫＹＳＥ７０、ＴＥ１ 及 Ｐｇ
菌株 ＡＴＣＣ ３３２７７ 均来自河南省肿瘤表观遗传重点

实验室。
１． １． ２　 组织样本　 ７ 例单细胞测序样本以及 ４５ 例
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ＥＳＣＣ 组织样本来自河南科技大学第一附属医院，
所有患者均术后病理学诊断为原发性 ＥＳＣＣ。 该研

究经河南科技大学第一附属医院医学伦理委员会批

准（伦理编号：Ｋ⁃２０２５⁃Ｂ０３１）。
１． １． ３　 试剂　 细胞培养基 ＲＰＭＩ １６４０、胎牛血清购

自武汉普诺赛生命科技有限公司；胰蛋白酶购自北

京索莱宝科技有限公司；预染蛋白分子（ＷＪ１０３）、超
灵敏化学发光检测试剂盒（ＳＱ２０１）、一步法 ＰＡＧＥ
凝胶快速制备试剂盒均购自上海雅酶生物科技有限

公司；ＥＧＦＲ 抗体（ＧＢ１１１５０４ ）购自武汉塞维尔生物

科 技 有 限 公 司； Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （ ３１９５Ｔ ）、 ｐ⁃ＥＧＦＲ
（３７７７Ｓ ）、 ＰＩ３Ｋ （ ４２６３Ｓ ）、 Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ （ ４２２８Ｓ ）、 ＡＫＴ
（４６９１Ｔ ）、 Ｐ⁃ＡＫＴ （ ４０６０Ｓ ）、 ＧＳＫ３β （ ９３１５Ｓ ）、 ｐ⁃
ＧＳＫ３β （ ９３２３Ｓ ）、 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （ １４２１５Ｓ ）、 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
（５７４１Ｓ）均购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；
ＢＣＡ 定量试剂盒 （ ＣＷ００１４Ｓ）、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ Ｌｏａｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ（５ × ） （ＣＷ００２７）、ＧＡＰＤＨ（ＣＷ０１００Ｓ）均购自

江苏康为世纪生物科技有限公司；ＲＩＰＡ 裂解液

（８９９０１）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；Ｐｇ
抗体（ＡＮＴ００８５）购自意大利 ＤＩＡＴＨＥＶＡ 公司；免疫

组化试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司；
Ｍａｔｒｉｇｅｌ 凝胶 （ Ｂ⁃Ｐ⁃００００２⁃４） 购自美国 Ｂｉｏｚｅｌｌｅｎ 公

司；西妥昔单抗（Ａ２００００９）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ Ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌｓ ＬＬＣ 公 司； 重 组 人 ＴＧＦ⁃β１ 蛋 白 （ Ａｃｔｉｖｅ ）
（ａｂ５００３６）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；ＲＴ⁃ＰＣＲ 实验所需

引物合成于上海生工生物工程股份有限公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞及细菌培养　 ＥＳＣＣ 细胞均选用 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基（１０％ ＦＢＳ），于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的恒温

培养箱中培养。 ＫＹＳＥ７０ 和 ＴＥ１ 细胞的 ＥＭＴ：完全

培养基中加入 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 转化生长因子 β１（ ｔｒａｎｓｆｏｒ⁃
ｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１，ＴＧＦ⁃β１），换液传代至第 ５ 代

用于实验。 Ｐｇ 于 ３７ ℃厌氧条件下（８５％ Ｎ２、１０％
Ｈ２ 和 ５％ ＣＯ２）培养。 取对数生长期的菌液以 ＭＯＩ
１０ 感染 ＥＳＣＣ 细胞。
１． ２． ２　 单细胞测序　 按照 Ｐｇ 含量高低比 ４ ∶ ３ 收

集 ＥＳＣＣ 样本，将样本解离为单细胞后建立文库后

测序，利用生信分析技术对单细胞 ｍＲＮＡ 测序结果

进行聚类分群和差异基因分析。
１． ２． ３　 免疫组化　 免疫组化检测 ＥＳＣＣ 组织中 Ｐｇ
（抗体浓度 １ ∶ ４００）与 ＥＧＦＲ（抗体浓度 １ ∶ １ ０００）表
达。 免疫组化评分采用文献［７］方法。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 　 实验各组细胞用 ＲＩＰＡ
裂解液提取总蛋白，ＢＣＡ 法测定蛋白浓度，定量后

加入 Ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 金属浴 １００ ℃变性。 取 ３０ μｇ 蛋

白上样，经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离，转至 ＰＶＤＦ 膜

上，５％脱脂奶粉封闭，孵育相应一抗（１ ∶ １ ０００ ～
１ ∶ ２ ０００），４ ℃孵育过夜；ＴＢＳＴ 清洗后室温孵育对

应二抗（１ ∶ ２ ０００）１ ｈ，ＥＣＬ 超敏显色液曝光，使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰度值。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ＰＣＲ　 Ｐｇ 感染细胞后于 ２４ ｈ 收集细胞，
用 ＴＲＩｚｏｌ 法提取细胞的总 ＲＮＡ，测定浓度后将 ＲＮＡ
逆转录成为 ｃＤＮＡ 以此为模板进行 ＰＣＲ。 以 ＧＡＰ⁃
ＤＨ 作为内参，采用 ２ － ΔΔＣＴ法计算目的基因的 ｍＲＮＡ
相对表达量。 具体引物序列见表 １。

表 １　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 引物序列表

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＲＴ⁃ＰＣＲ

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ （５′⁃３′）
ＥＧＦＲ Ｆ： ＧＴＧＴＧＣＣＡＣＣＴＧＴＧＣＣＡＴＣＣ

Ｒ： ＧＣＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＡＧＣＡＡＧＡＧ
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＧＴＧＧＡＣＣＴＧＡＣＣＴＧＣＣＧＴＣＴＡＧ

Ｒ： ＧＡＧＴＧＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＣ

１． ２． ６　 免疫荧光实验　 取对数生长期的 ＥＳＣＣ 细

胞，２ × １０３ 个 ／皿接种于共聚焦皿中，Ｐｇ 感染 ２４ ｈ，
洗涤、固定、透化、封闭，孵育 ＥＧＦＲ 一抗（１ ∶ ５００）和
荧光标记的二抗（１ ∶ ２００），ＤＡＰＩ（１ ∶ １００）复染细胞

核，共聚焦显微镜下观察、拍照。
１． ２． ７　 ＣＣＫ⁃８ 增殖实验　 将 ＥＳＣＣ 细胞以 １ × １０３

个 ／孔接种于 ９６ 孔板中，经不同处理后在不同时间

点加入 １０ μＬ ／孔的 ＣＣＫ⁃８ 试剂，３７ ℃下避光孵育

２ ｈ，测量并记录 ４５０ ｎｍ 处吸光度值。
１． ２． ８　 平板克隆实验　 将不同处理组细胞（８ × １０２

个 ／孔）接种于 ６ 孔板中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 条件下

持续培养 ２ 周，４％甲醛室温固定 １ ｈ，结晶紫染液染

色 ３０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 清洗，拍照。
１． ２． ９　 划痕实验 　 将 ＥＳＣＣ 细胞（７ × １０５ 个 ／孔）
接种于 ６ 孔板，融合度达到 １００％ 后，用 ２００ μＬ 无

菌移液管尖在细胞层划线，ＰＢＳ 清洗细胞碎片，更换

为无血清培养基，分别于 ０、２４、４８ ｈ 对同一标记位

置拍照。 通过 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件统计划痕愈合变化。
１． ２． １０　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭迁移实验 　 在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室基底膜上室铺稀释好的 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 凝胶放培养箱凝

固后，上室加入不同处理组细胞 （５ × １０４ 个 ／ ３００
μＬ）无血清悬液，下室加入 １０％ 血清的 １６４０ 培养

基。 培养 ２４ ～ ４８ ｈ 后，ＰＢＳ 清洗 ３ 次、４％ 甲醇固

定，并用结晶紫进行染色、拍照。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 计算通过

微孔膜的下层细胞数。

·９０９１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



１． ３　 统计学处理　 用 ＳＰＳＳ ２６. ０ 和 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ
软件进行数据统计分析并绘图，两组间比较采用独

立样本 ｔ 检验，多组间比较采用单因素方差分析，Ｐｇ
和 ＥＧＦＲ 表达的相关性分析采用 χ２ 检验，Ｐ ＜ ０. ０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 Ｐｇ 感染促进 ＥＳＣＣ 中 ＥＧＦＲ 的表达上调 　
通过对单细胞测序结果进行组织偏好性分析（ＲＯ ／
Ｅ 指数），结果显示，Ｐｇ 阳性的肿瘤组织中主要富集

上皮细胞（图 １Ａ），随后对上皮细胞进行差异表达

分析，显示 ＥＧＦＲ 在 Ｐｇ 阳性的上皮细胞中表达上调

（图 １Ｂ）， 免疫组化结果显示， 在 Ｐｇ 感染阳性

（４６. ７％ ，２１ ／ ４５）的 ＥＳＣＣ 组织中 ＥＧＦＲ 的表达阳性

率提高（８０. ９％ ，１７ ／ ２１），且 Ｐｇ 感染与 ＥＧＦＲ 的表达

相关（Ｐ ＜ ０. ０１）（图 １Ｃ 和表 ２）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

ＫＹＳＥ７０ 和 ＴＥ１ 细胞感染 Ｐｇ 后 ＥＧＦＲ 的蛋白表达

升高，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＥＧＦＲ ｍＲＮＡ 表达水平也显著升

高（图 １Ｄ、１Ｅ）。 此外，免疫荧光结果显示 Ｐｇ 感染

后增强胞膜区 ＥＧＦＲ 的聚集（图 １Ｆ）。
２． ２　 ＥＧＦＲ 抑制剂 Ｃｔｘ 对 ＥＳＣＣ 细胞的抑制作用

　 Ｐｇ感染可以促使ＥＳＣＣ中ＥＧＦＲ的表达升高，为

图 １　 Ｐｇ 感染提高 ＥＧＦＲ 的表达水平

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＥＧＦＲ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ Ｐｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　 　 Ａ： ＲＯ ／ Ｅ ｉｎｄｅｘ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｓｕｂ⁃
ｇｒｏｕｐｓ； Ｂ： Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ； Ｃ： ＩＨＣ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｇ ａｎｄ ＥＧＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ × ２００； Ｄ，Ｅ： Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎｄ
ＲＴ⁃ＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； Ｆ： ＩＦ ｄｅｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＥＧＦＲ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ Ｐｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ × ４００； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ
Ｐｇ Ｌｏｗ ｇｒｏｕｐ；＃ Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｐｇ （ － ）
ｇｒｏｕｐ．
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表 ２　 ＥＳＣＣ 组织中指标间的关系［ｎ （％ ）］
Ｔａｂ． ２　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ ｉｎｄｉｃａｔｏｒｓ ｉｎ ＥＳＣＣ

ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ［ｎ （％ ）］

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｇ

（ ＋ ） （ － ）
χ２ ｖａｌｕｅ Ｐ ｖａｌｕｅ

ＥＧＦＲ

（ ＋ ） １７（３７． ８） ７（１５． ５） １２． ０６８ Ｐ ＜ ０． ０１

（ － ） ４（８． ９） １７（３７． ８）

明确 Ｐｇ 通过 ＥＧＦＲ 调控 ＥＳＣＣ 的进展机制。 因此，
选取 ＥＧＦＲ 抑制剂 Ｃｔｘ 来处理 ＥＳＣＣ 细胞，探明 Ｃｔｘ

对 ＥＳＣＣ 细胞的作用。 采用不同浓度的 Ｃｔｘ 来处理

ＥＳＣＣ 细胞，ＣＣＫ⁃８ 结果显示，与对照组相比，Ｃｔｘ 处

理后可显著减缓细胞增殖（图 ２Ａ）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测不同浓度 Ｃｔｘ 处理下对 ＥＳＣＣ 细胞 ＥＧＦＲ ／ Ｐ⁃ＥＧ⁃
ＦＲ 的影响。 结果显示，在浓度为 ５ μｇ ／ ｍＬ 时，ＥＧ⁃
ＦＲ 及其磷酸化（Ｐ⁃ＥＧＦＲ）水平下降（图 ２Ｂ、２Ｃ）。
２． ３　 Ｐｇ 促进 ＥＳＣＣ 细胞增殖、侵袭和迁移并增强

对 Ｃｔｘ 的抗性 　 用 Ｐｇ 和 Ｃｔｘ（５ μｇ ／ ｍＬ）来处理细

胞，采用 ＣＣＫ⁃８、平板克隆、细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验，分别检测Ｐｇ和Ｃｔｘ对细胞的增殖和侵袭迁移能

图 ２　 ＥＧＦＲ 抑制剂西妥昔单抗对 ＥＳＣＣ 细胞的作用

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＧＦＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｔｘ ｏｎ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＣＣＫ⁃８； Ｂ，Ｃ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ／ Ｐ⁃ＥＧＦＲ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，
∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｔｘ ０ μｇ ／ ｍＬ ｇｒｏｕｐ．
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力的影响。 结果显示（图 ３），Ｐｇ 感染后细胞的增殖

和侵袭迁移能力显著增加，Ｃｔｘ 抑制 ＥＧＦＲ 后，Ｐｇ 对

细胞的影响作用下降，说明 Ｐｇ 可通过 ＥＧＦＲ 促进

ＥＳＣＣ 细胞的增殖、侵袭和迁移。 但与单纯 Ｃｔｘ 处理

组相比，Ｐｇ 感染也降低了 Ｃｔｘ 抑制 ＥＳＣＣ 细胞的增

殖、侵袭和迁移的能力，由此可见，Ｐｇ 感染 ＥＳＣＣ 细

胞后，使其增强了对 Ｃｔｘ 的耐药抵抗。
２ ． ４ 　 Ｐｇ通过ＥＧＦＲ ／ ＧＳ３Ｋβ信号轴诱导ＥＭＴ增

图 ３　 ＣＣＫ⁃８、平板克隆、细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验检测 Ｐｇ 和 Ｃｔｘ 对细胞的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｐｇ ａｎｄ Ｃｔｘ ｏｎ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８， ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｉｎｇ， ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
　 　 Ａ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＣＣＫ⁃８；Ｂ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｉｎｇ； Ｃ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ； Ｄ： Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ × １００； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜
０. ０００ １ ｖｓ Ｃｔｘ ｇｒｏｕｐ．
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强 Ｃｔｘ 耐药　 ＥＭＴ 被认为是多种癌症中细胞迁移、
侵袭和耐药性的关键因素，因此，为阐明 ＥＳＣＣ 中 Ｐｇ
感染与 Ｃｔｘ 耐药的机制，用 Ｐｇ 和 Ｃｔｘ 处理 ＥＳＣＣ 细

胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ 相关分子表达。 结果

显示（图 ４Ａ、４Ｃ），与对照组相比，Ｐｇ 处理后使 ＥＳＣＣ
细胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达降低，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉ⁃
ｍｅｎｔｉｎ 表达升高，提示 Ｐｇ 可诱导 ＥＳＣＣ 细胞发生

ＥＭＴ； 与单纯 Ｃｔｘ 处理组相比， Ｐｇ 与 Ｃｔｘ 的作用相

反，Ｐｇ 减弱了 Ｃｔｘ 对 ＥＳＣＣ 细胞 ＥＭＴ 现象的作用效

果。 由此可见，ＥＭＴ 不仅和 ＥＧＦＲ 通路相关 ，而且

Ｐｇ 在 ＥＭＴ 相关过程也起着关键作用。
　 　 在此基础上，又通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测了 Ｐｇ 作

用下 ＥＧＦＲ ／ ＧＳ３Ｋβ 通路相关蛋白 ＥＧＦＲ、Ｐ⁃ＥＧＦＲ、
ＰＩ３Ｋ、Ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、Ｐ⁃ＡＫＴ、ＧＳＫ３β、Ｐ⁃ＧＳＫ３β 的表

达情况。 与预期结果一致，结果显示，Ｐｇ 处理后，
ＥＳＣＣ 细胞中 ＥＧＦＲ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ＧＳ３Ｋβ 蛋白的磷酸

化水平表达升高，而 ＧＳ３Ｋβ 蛋白磷酸化后会抑制其

自身酶活性，从而诱导 ＥＭＴ 的发生；与单纯 Ｃｔｘ 组

比较，Ｐｇ 逆转了 ＥＧＦＲ ／ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 蛋白的表达降

低、ＧＳ３Ｋβ 蛋白的表达升高，恢复了其磷酸化水平，
增强了对 Ｃｔｘ 抑制 ＥＧＦＲ 的信号级联反应的抗性作

用（图 ４Ｂ、４Ｄ）。 以上结果提示，ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 信号

通路参与了 Ｐｇ 诱导的 ＥＭＴ 过程，此过程是 Ｐｇ 增强

Ｃｔｘ 耐药的关键。

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＭＴ 和 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β通路相关蛋白分子

Ｆｉｇ． ４　 ＥＭＴ ａｎｄ ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｐａｔｈｗａｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
　 　 Ａ，Ｃ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ，Ｄ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅ⁃
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＃ Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃ Ｐ ＜ ０. ０１， ＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ００１， ＃＃＃＃ Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｃｔｘ
ｇｒｏｕｐ．

·３１９１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



２． ５　 间充质样细胞显示出对 Ｃｔｘ 的耐药抗性　 为

了进一步证实 ＥＭＴ 可以增强对 Ｃｔｘ 的耐药，首先用

ＴＧＦ⁃β１（５ ｎｇ ／ ｍＬ）处理 ＥＳＣＣ 细胞诱导 ＥＭＴ，使 ＥＳ⁃
ＣＣ 细胞由原来的上皮表型（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）转
变间充质样表型（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ⁃ｌｉｋｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ） （图
５Ａ）：细胞由紧密连接的椭圆形转变为疏松的梭形；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示（图 ５Ｂ），ＴＧＦ⁃β１ 处理后其 Ｅ⁃
ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达缺失，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 蛋白

表达升高表明间充质样表型诱导成功；ＣＣＫ⁃８ 实验

表明 Ｃｔｘ 可以抑制 ＥＳＣＣ 细胞的增殖，但对间充质

样细胞作用不显著（图 ５Ｃ）；细胞划痕和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验表明， ＥＳＣＣ 上皮细胞的迁移、侵袭能力受到

Ｃｔｘ 抑制，而与加入 Ｃｔｘ 的上皮细胞相比，间充质样

细胞未受到 Ｃｔｘ 的抑制效果（图 ５Ｄ、５Ｅ）；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，与对照组相比，Ｃｔｘ 可降低 ＥＳＣＣ 上

皮细胞 ＥＧＦＲ 和其磷酸化的表达，与此相反，间充质

样细胞 ＥＧＦＲ 的相关表达并未受到影响（图 ５Ｆ）。

３　 讨论

　 　 ＥＣ 是全球第 ８ 大最常见的癌症，也是全球第 ６
大癌症死亡原因［８］。 ＥＣ 在组织学上分为两类，腺
癌 （ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＥＡＣ） 和 ＥＳＣＣ， 而

ＥＳＣＣ 仍然是世界上最常见的 ＥＣ 类型［９］。 而食管

与口腔紧邻，上皮均为鳞状上皮，不可避免成为口腔

图 ５　 Ｃｔｘ 对上皮细胞和间充质样细胞的不同作用

Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃｔｘ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ：Ｃｅｌｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ ＴＧＦ⁃β１ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ；Ｂ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ；Ｃ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｂｙ ＣＣＫ⁃８；Ｄ：Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ；Ｅ： Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ × １００ ；Ｆ：Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ／ Ｐ⁃ＥＧＦＲ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｅｐｉ ｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １ ｖｓ Ｅｐｉ ＋ Ｃｔｘ ｇｒｏｕｐ．
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细菌的定植场所。 上消化道的微生物生态失调是

ＥＳＣＣ 的一个重要的风险因素，Ｐｇ 作为口腔重要致

病菌，不仅对牙周健康造成巨大影响，还会促进 ＥＳ⁃
ＣＣ 的生长和发展［１０］。 此外，Ｐｇ 不仅与 ＥＳＣＣ 更差

的预后相关，还能增强 ＥＳＣＣ 的侵袭性，促进对新辅

助化疗的耐药性［１１］。 因此，明确 Ｐｇ 感染对 ＥＳＣＣ
恶性生物学行为发生的分子机制是十分必要的。
　 　 ＥＧＦＲ 作为一种酪氨酸激酶，通过 ＥＧＦ 和 ＴＧＦ
等多种配体来激活磷酸化反应，从而在正常的组织

发育和功能中发挥着重要的作用。 但当 ＥＧＦＲ 的表

达或活性失控时，就会导致细胞增殖过度、抗凋亡、
血管生成、侵袭和转移等癌症相关的现象。 研究［１２］

表明，ＥＧＦＲ 过表达与 ＥＣ 恶性表型有关，ＥＧＦＲ 参

与了 ＥＣ 的发生，在肿瘤进展、预后等方面也有一定

的作用。 近年来，ＥＧＦＲ 作为靶向药物广泛应用于

多种癌症，虽然靶向 ＥＧＦＲ 的治疗在临床试验中显

示疗效，但耐药问题突出。 本研究表明，Ｐｇ 感染阳

性的 ＥＳＣＣ 组织中 ＥＧＦＲ 表达上调，而且 Ｐｇ 感染可

以促进 ＥＳＣＣ 细胞中 ＥＧＦＲ 的表达。 此外，Ｐｇ 感染

明显增强了 ＥＳＣＣ 细胞的增殖和侵袭迁移能力，与
之相反，Ｃｔｘ 的干预抑制了 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、侵袭

和迁移。 但 Ｐｇ 的存在，降低了 Ｃｔｘ 对 ＥＳＣＣ 细胞的

抑制作用，可见，Ｐｇ 可通过一些方式增加了 ＥＳＣＣ
细胞对 Ｃｔｘ 耐药抵抗。 关于肿瘤耐药，大多数研究

集中于基因突变或旁路激活，而对微生物介导的耐

药机制关注不足。 研究［１３］表明 ＥＭＴ 不仅在上皮细

胞性肿瘤侵袭和转移过程中均起到关键作用，而且

在化疗或放疗耐药的肿瘤组织和细胞中也发现了不

同的 ＥＭＴ 过程，这表明 ＥＭＴ 与肿瘤恶性进展和耐

药有内在联系［１４ － １５］。 有研究［１６］ 表明，长期反复的

Ｐｇ 感染可诱导 ＥＭＴ 并增强口腔鳞癌对紫杉醇的耐

药性。 本研究中，单细胞测序结果显示，Ｐｇ 感染不

仅上调 ＥＧＦＲ，而且 Ｗｎｔ 通路也被激活，提示 Ｐｇ 可

能激活下游通路促进 ＥＭＴ 驱动。 随后检测了 Ｐｇ 处

理 ＥＳＣＣ 细胞后 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 信号通路和 ＥＭＴ 相

关分子的表达，结果显示，Ｐｇ 感染激活了 ＥＧＦＲ ／
ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 通路，使下游分子 ＧＳ３Ｋβ 磷酸化失活，从
而诱导 ＥＳＣＣ 细胞发生 ＥＭＴ。 Ｐｇ 不仅减弱了 Ｃｔｘ 抑

制 ＥＧＦＲ 后的信号级联反应，而且通过诱导 ＥＭＴ 使

ＥＳＣＣ 细胞对 Ｃｔｘ 耐药。 为了进一步证实 Ｐｇ 导致的

ＥＭＴ 与 Ｃｔｘ 耐药相关，本研究又通过 ＴＧＦ⁃β１ 诱导

ＥＳＣＣ 细胞产生 ＥＭＴ，使作为上皮表型的 ＥＳＣＣ 细胞

转变为间充质样表型，结果显示，Ｃｔｘ 并不能降低间

充质样细胞 Ｐ⁃ＥＧＦＲ 的表达，相比于上皮细胞，对间

充质样细胞没有明显的抑制作用。 Ｙｏｓｈｉｏｋａ ｅｔ ａｌ［１７］

研究表明，表型异质性可能是影响 ＥＧＦＲ 抑制剂疗

效的关键因素，这一观点与本研究的结果保持一致。
本研究从细胞层面探讨了 Ｐｇ 感染对 ＥＳＣＣ 恶性进

展的调控机制，初步表明 Ｐｇ 可诱导 ＥＳＣＣ 细胞发生

ＥＭＴ 引起表型转变，从而促进 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、侵
袭迁移以及对 Ｃｔｘ 耐药。 而 Ｐｇ 通过其他机制（比如

旁路信号激活、免疫调控等）引起 ＥＳＣＣ 的进展和耐

药，则需要更深层的研究。
　 　 综上所述，Ｐｇ 可通过 ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β 信号通路

诱导 ＥＳＣＣ 细胞发生 ＥＭＴ，促进 ＥＳＣＣ 的恶性进展

的同时增强了对 Ｃｔｘ 的耐药。 Ｐｇ 对 ＥＳＣＣ 的防治及

药物疗效具有重大意义，可能是克服耐药性的重要

因素，也有望为 ＥＧＦＲ 抑制剂对 ＥＳＣＣ 的临床治疗

提供新见解。
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ｅｘａｃｅｒｂａｔｅｓ ｏｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｎｅｏａｄｊｕ⁃
ｖａｎｔ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｂｒ Ｊ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， １２５（３）： ４３３ － ４４．
ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１６ － ０２１ － ０１４１９ － ５．

［１２］ Ｗａｎｇ Ｂ， Ｌｉ Ｍ， Ｓｕ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＧＰＮＭＢ， ＥＧＦＲ，
ｐ⁃ＰＩ３Ｋ， ａｎｄ Ｋｉ⁃６７ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒ⁃
ｃｉｎｏｍａ［Ｊ］ ． Ａｎａｌ Ｃｅｌｌ Ｐａｔｈｏｌ， ２０２２， ２０２２： ９３０３０８１． ｄｏｉ：１０．
１１５５ ／ ２０２２ ／ ９３０３０８１．

［１３］ Ｄｏｎｇｒｅ Ａ， Ｗｅｉｎｂｅｒｇ Ｒ Ａ． Ｎｅｗ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ．

Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｍｏｌ Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ， ２０１９， ２０（２）： ６９ － ８４． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／
ｓ４１５８０ － ０１８ － ００８０ － ４．

［１４］ Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｘ， Ｌｉ Ｚ， ｅｔ ａｌ． ＰＩＭ１ ｋｉｎａｓｅ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＥＭＴ⁃ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｏｓｉｍｅｒｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｖｉａ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＧＳＫ３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｉｎ ＥＧＦＲ⁃ｍｕｔａｎｔ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｓ，
２０２４， １５（９）： ６４４． ｄｏｉ：１０． １０３８ ／ ｓ４１４１９ － ０２４ － ０７０３９ － ０．

［１５］ Ｌｕｏ Ｍ， Ｗｕ Ｃ， Ｇｕｏ Ｅ， ｅｔ ａｌ． ＦＯＸＯ３ａ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｒａ⁃
ｄｉｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｂｙ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ， ２０１９， ４５５： ２６ － ３５． ｄｏｉ：１０． １０１６ ／ ｊ． ｃａｎｌｅｔ．
２０１９． ０４． ０１９．

［１６］ Ｗｏｏ Ｂ Ｈ， Ｋｉｍ Ｄ Ｊ， Ｃｈｏｉ Ｊ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｏｒａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｓｕｓｔａｉｎｅｄｌｙ
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ ｅｘｈｉｂｉｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｔａｘｏｌ
ａｎｄ ｈａｖｅ ｈｉｇｈｅｒ ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８
（２９）： ４６９８１ － ９２． ｄｏｉ：１０． １８６３２ ／ ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ． １６５５０．

［１７］ Ｙｏｓｈｉｏｋａ Ｍ， Ｏｈａｓｈｉ Ｓ， Ｉｄａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＥＧＦＲ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｓ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ ａｎｄ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ⁃ｌｉｋｅ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ
ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１７， ３６（１）：
１０１． ｄｏｉ：１０． １１８６ ／ ｓ１３０４６⁃０１７ － ０５７２ － ７．

Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｖｉａ

ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｐａｔｈｗａｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ＥＭＴ
Ｌａｎｇ Ｙａｏｗｕ， Ｃｈｅｎ Ｐａｎ， Ｚｈａｎｇ Ｚｉｃｈａｏ， Ｌｉｕ Ｋｅ， Ｓｈｉ Ｌｉｎｌｉｎ， Ｇａｏ Ｓｈｅｇａｎ

（Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｏｎｃｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｉｎ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ Ｔｕｍｏｒｓ ｉｎ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｌｕｏｙａｎｇ　 ４７１００３）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ （Ｐｇ） ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＥＧＦＲ ／
ＧＳＫ３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｘｉｓ， ａｎｄ ｉｔｓ ｉｍｐａｃｔ ｏｎ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ （ＥＭＴ） ａｎｄ ｃｅｔｕｘｉｍａｂ （Ｃｔｘ） ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ （ＥＳＣＣ）． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｐｅｒｆｏｒｍ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｂｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ， ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＥＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ａｎｄ ｎｏｎ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｇ． ＩＨＣ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ａｓｓｅｓｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｇ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ
（ＥＧＦＲ） ｉｎ ＥＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ＲＴ⁃ＰＣＲ， ａｎｄ ＩＦ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ＥＧＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ
Ｐｇ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ＫＹＳＥ７０ ａｎｄ ＴＥ１． ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｐｇ ａｎｄ ＥＧＦＲ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｃｔｘ， ａｎｄ ｄｉ⁃
ｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｆｏｕｒ ｇｒｏｕｐｓ： ｃｏｎｔｒｏｌ （ＮＣ） ｇｒｏｕｐ， Ｐｇ ｇｒｏｕｐ， Ｃｔｘ ｇｒｏｕｐ， Ｐｇ ＋ Ｃｔｘ ｇｒｏｕｐ． Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＣＣＫ⁃８， ｐｌａｔｅ ｃｌｏｎｉｎｇ， ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ ａｎｄ ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ． Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ⁃β１ （ ＴＧＦ⁃β１） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｎｄｕｃｅ ＥＭＴ ｉｎ ＥＳＣＣ
ｃｅｌｌｓ， ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ａ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｔｏ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ⁃ｌｉｋｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ． Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆ Ｃｔｘ ｏｎ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｓｔａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙ
ｅｎｒｉｃｈｅｄ ｉｎ Ｐｇ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ Ｐｇ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＧＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ．
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＮＣ ｇｒｏｕｐ， Ｐｇ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｃａｐａｂｉｌｉ⁃
ｔｉｅｓ ｏｆ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｃｔｘ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｔｓ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ｅｆｆｉｃａｃｙ． Ｐｇ ｉｎｄｕｃｅｄ

·６１９１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｏｃｔ；６０（１０）



ＥＭＴ ｉｎ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ｔｈｅ ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｎｏｔａｂｌｙ， Ｃｔｘ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｍａｒｋｅｄｌｙ ｗｅａｋｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｎ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ⁃ｌｉｋｅ ｃｅｌｌｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｐｇ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＥＳＣＣ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆ⁃
ｅｒａｔｉｏｎ， ｉｎｖａｓｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ＥＭＴ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ＥＧＦＲ ／ ＧＳＫ３β ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ａｎｄ ｅｎｈａｎｃｅｓ
ｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｃｔｘ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓ ｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ；ＥＳＣＣ；ＥＧＦＲ；ＥＭＴ；Ｃｔｘ；ｃａｎｃｅｒ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
Ｆｕｎｄ ｐｒｏｇｒａｍｓ　 Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ （Ｎｏ． ８１９７２５７１）；Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏ⁃
ｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｌａｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ （Ｎｏ． ＬＨＧＪ２０２３０４５５）； Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ
Ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｎａｎ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ＆ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ （Ｎｏ． ＺＬＫＦＪＪ２０２３０５０２）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ　 Ｇａｏ Ｓｈｅｇａｎ，Ｅ⁃ｍａｉｌ： ｇｓｇ１１２２５８＠ １６３． ｃｏｍ

网络出版时间：２０２５ － ０８ － ２７ １３：５８：５２　 网络出版地址：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｌｉｎｋ． ｃｎｋｉ． ｎｅｔ ／ ｕｒｌｉｄ ／ ３４． １０６５． Ｒ． ２０２５１０２８． １１２９． ０１８

◇临床医学研究◇

肺泡灌洗液宏基因组
二代测序在检测肺部感染病原菌中的应用

张　 鹤，罗欣悦，衡　 鑫，张　 沄，王宋平，邓　 俊

（西南医科大学附属医院呼吸与危重症医学科，泸州　 ６４６０００）

摘要　 目的　 探讨宏基因组二代测序（ｍＮＧＳ）对肺部感染患者病原学检测的应用价值。 方法　 回顾性分析近 ４ 年收治的 ４３４
例肺部感染患者资料，根据有无基础疾病，分为基础疾病组（ｎ ＝ ２６２）和无基础疾病组（ｎ ＝ １７２）。 分别采用 ｍＮＧＳ 和常规检测

获取各组患者的病原菌，分析患者的临床及实验室资料、影像学资料及病原菌检测结果，比较两种检测方法对肺部感染病原

菌的诊断效能。 结果　 ４３４ 例患者 ｍＮＧＳ 检出阳性率高于常规检测，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ｍＮＧＳ 检出细菌、病毒效

能明显高于常规检测，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；而 ｍＮＧＳ 真菌检出率虽高于常规检测，但差异无统计学意义。 其中结核

分枝杆菌、肺炎支原体、流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、星座链球菌及金黄色葡萄球菌、烟曲霉检出率明显高于常规检测，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 亚组分析显示，基础疾病组的男性比例、住院时间、吸烟率及平均年龄均高于无基础疾病组，差异有

统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），而两组抗生素使用及气管插管率差异无统计学意义。 ｍＮＧＳ 检出基础疾病组最常见病原菌为结核分

枝杆菌、流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、铜绿假单胞菌、人类疱疹病毒 ４ 型及烟曲霉，无基础疾病组最常见病原菌为结核分枝杆

菌、流感嗜血杆菌、肺炎链球菌、肺炎支原体及肺炎克雷伯菌。 两组 ｍＮＧＳ 阳性率均显著高于常规检测，差异有统计学意义（Ｐ
＜０. ０５），而两组 ｍＮＧＳ 阳性率对比差异无统计学意义。 结论　 ｍＮＧＳ 在肺部感染病原菌检测中较常规检测具有显著优势，受
基础疾病的影响小，可为肺部感染提供病原学依据。
关键词　 肺部感染；宏基因组二代测序；ｍＮＧＳ；常规检测；肺泡灌洗液；基础疾病；病原体
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　 　 肺部感染是最常见的感染性疾病，严重威胁人

类健康，尽早明确肺部感染的病原体及确定抗感染

方案对改善患者预后、减轻医疗负担有极大的帮

助［１］。 临床上对病原体的常规检测包括一般细菌 ／
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基金项目：四川省自然科学基金项目（编号：２０２２ＮＳＦＳＣ１３０６）

作者简介：张　 鹤，女，硕士研究生，住院医师；

邓　 俊，女，副主任医师，硕士生导师，通信作者，Ｅ⁃ｍａｉｌ：

ｄｊ２８８２＠ ｓｉｎａ． ｃｏｍ

真菌培养、抗原抗体检测或基于 ＰＣＲ 技术等。 病原

体培养通常时间长，阳性率低，尤其是使用抗生素

后，较多病原体无法培养，阳性率更低，ＰＣＲ 检测虽

然灵敏度和特异度较高，但仅针对有限的病原体，存
在较多病原体无法确定，多种病原体混合感染难以

鉴定等缺点［２］，因此需要一种更快速、准确的检测

方法。 宏基因组二代测序（ｍｅｔａｇｅｎｅ ｎｅｘｔ⁃ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ， ｍＮＧＳ）能够覆盖更广泛的病原体，结合

病原微生物数据库及特定算法，快速检测样本中的
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