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摘要 目的 探讨牙龈卟啉单胞菌( Pg) 与食管癌细胞线粒

体自噬的相关性，挖掘食管癌治疗新靶点。方法 ① 采用

Western blot 法检测 Pg 感染对食管癌细胞线粒体 UNC-51-样
自噬激活激酶 1 ( ULK1) 磷酸化影响，采用免疫组化法检测

食管癌组织中 Pg 表达和 ULK1 磷酸化水平的相关性; ② 利

用 Western blot、ICC、ELISA 等方法检测 Pg 感染对食管癌细

胞 NOD 样受体家族成员 X1( NLＲX1) 由胞质向线粒体转位、
线粒体自噬及白介素( IL) -6 和活性氧( ＲOS) 分泌水平的影

响;③ 通过 qPCＲ 及 ＲNAscope 分别检测线粒体自噬抑制剂

及 ULK1 抑制剂处理对 C57 小鼠食管组织中和食管鳞状上

皮细胞中 Pg 定植情况的影响。结果 与未处理组相比，食

管癌细胞经 Pg 感染后，其线粒体 ULK1 的磷酸化水平升高

( P ＜ 0. 01) 、NLＲX1 表达升高( P ＜ 0. 001 ) 且自噬增强( P ＜
0. 001) 。动物实验结果表明，与对照组相比，联合干预组可

抑制 Pg 在小鼠食管组织及食管鳞状上皮细胞中的定植( P
＜ 0. 001) 。结论 Pg 通过上调食管癌细胞线粒体 ULK1 磷

酸化水平，从而促进 NLＲX1 由细胞质向线粒体转位，进而诱

导线粒体自噬，导致 IL-6 和 ＲOS 分泌减少，最终维持 Pg 定

植。
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食管鳞癌( esophageal squamous cell carcinoma，

ESCC) 是最常见的恶性肿瘤之一［1］。牙龈卟啉单胞

菌( Porphyromonas gingivalis，Pg ) 是 重 要 牙 周 致 病

菌［2］。Pg 感染与 ESCC 分化、淋巴结转移、TNM 分

期和生存时间缩短呈正相关［3］。线粒体是宿主防

御细菌感染的关键步骤，当病原体入侵时，线粒体可

通过促进白介素( interleukin，IL) -6 等细胞因子以及

活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 的分泌，清除

病原体［4 － 5］。但某些病原体可通过诱导线粒体发生

自噬 而 避 免 被 清 除，实 现 其 在 体 内 的 定 植 和 存

活［4］。然而，Pg 是否可引起食管癌细胞线粒体自噬

目前尚未见报道。UNC-51-样自噬激活激酶 1 ( unc-
51-like authophagy activating kinase1，ULK1 ) 常受磷

酸化调控［6］，并参与线粒体自噬 ［7］。核苷酸结合寡

聚结构域样受 体 家 族 成 员 X1 ( nucleotide blinding
domain and leucine rich repeat containing family mem-
ber X1，NLＲX1) 是一种新型的线粒体自噬受体 ［8］。
然而，目前关于 NLＲX1 如何被上游信号调节以激活

受体介导的线粒体自噬作用以及 NLＲX1 调控肿瘤

发生发展的具体机制尚未明确。
该研究在课题组前期研究基础上，探讨 Pg 感染

与食管癌细胞线粒体自噬之间的相关性，深入解析

Pg 通过上调食管癌细胞线粒体 ULK1 磷酸化，促进

NLＲX1 由胞质向线粒体转位，进而诱导线粒体自

噬，引起 IL-6 和 ＲOS 分泌减少从而维持 Pg 体内定

植的分子机制。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 选用北京维通利华实验动物技术

有限公司 SPF 级 C57BL /6 雄性小鼠，6 ～ 8 周龄( 18
～ 20 g) ，饲养于河南科技大学第一附属医院实验动

物中 心，室 温 ( 24. 0 ± 0. 8 ) ℃，相 对 湿 度 40% ～
60%，光照采用 12 h 明暗交替。经适应性喂养 1 周

后，根据要求开展实验，许可证号: 20211208AbZZ-
0619000657。
1． 2 主 要 试 剂 人 食 管 鳞 癌 细 胞 系 KYSE150，

ULK1 抗兔一抗( 美国 Cell Signaling 公司) ，P-ULK1
( Ser317) 抗兔一抗( 美国 Cell Signaling 公司) ，NL-
ＲX1 抗兔一抗( 美国 Thermo Fisher Scientific 公司) ，

线粒体红色荧光探针 ( 上海翊圣生物科技有限公

司) ，ULK1 ( WT ) 质 粒、ULK1 ( S317D ) 质 粒、ULK1
( S317A) 质粒( 广州易锦生物技术有限公司) ，高纯
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度线 粒 体 提 取 试 剂 盒 ( 德 国 Qiagen 公 司) ，SBI-
0206965、Mdivi-1( 美国 selleck 生物科技有限公司) ，

ＲOS 检测试剂盒( 上海东仁化学科技有限公司) ，Pg
引物和探针序列( 苏州金唯智生物科技有限公司) 。
1． 3 Western blot 实验 将细胞沉淀或提取的线

粒体或胞质加入配置好的蛋白裂解液、吹打均匀后

冰上裂解、用 BCA 法进行蛋白定量，电泳，转膜，脱

脂奶粉封闭，TBST 洗膜，加入一抗，4 ℃ 过夜孵育，

TBST 清洗，加入二抗 室 温 孵 育，TBST 洗 膜，采 用

ECL 检测目的蛋白条带，凝胶成像系统采集图像并

进行定量分析。
1． 4 免疫组化实验 将组织进行包埋、切片、烤片、
脱蜡、水化、抗原修复，使用过氧化物酶阻断剂封闭，

加入一抗孵育，PBS 冲洗，二抗孵育，使用辣根酶标

记链霉卵白素工作液封闭，使用 DAB 显色试剂盒进

行显色，将显色后的组织进行苏木精衬染，脱水，透

明，中性树胶封片。
1． 5 免疫荧光实验 培养细胞，加入线粒体红色荧

光探针孵育，PBS 洗涤，甲醛固定，Triton X-100 透

化，BSA 封闭，加入一抗，4 ℃过夜孵育，加入荧光二

抗孵育，加入 DAPI 染液孵育，共聚焦显微镜下观

察。
1． 6 ＲOS 的检测 细胞在结束前期预处理后，去

除细胞培养液，加入稀释好的 DCFH-DA，孵育 30
min，使用流式细胞仪检测不同处理组 DCF 荧光信

号。
1． 7 动物实验 将 C57 小鼠分为对照组和实验

组，每组 6 只，对照组正常饲养，实验组每天 Pg 灌胃

1 次，灌注 30 d，建立 Pg 感染食管模型。在此基础

上，分别设置腹腔注射 Mdivi-1 ( 线粒体自噬抑制

剂) 组、SBI-0206965 ( ULK1 抑制剂) 组及二者联合

注射给药组。在治疗终点，剥离各组小鼠食管组织，

进行后续实验。
1． 8 qPCＲ 检测实验小鼠食管组织中 Pg 定植情况

将实验各组小鼠食管黏膜组织剪成绿豆大小，使

用 TIANamp Genomic DNA Kit 组织基因组提取试剂

盒提取 DNA，Pg 特异性引物探针物序列参考 Ku-
boniwa et al［9］文献 ，反向引物序列为: 5'-CAACCAT-
GCAGCACCTACATAGAA-3'，正 向 引 物 序 列 为: 5'-
ACCTTACCCGGGATTGAAATG-3'。对标准品及受测

样本进行 qPCＲ 扩增，利用 CFX MaestroTM software
软件分析扩增结果。
1． 9 ＲNAscope 检测实验小鼠食管鳞状上皮细胞

中 Pg 定植情况 将使用 Pg 灌胃的小鼠安乐死后

进行食管剥离，组织食管石蜡包埋，以 2 μm 连续切

片; 烤片后二甲苯脱蜡。靶标修复试剂及 ＲNAscope
双氧水处理，画疏水圈，ＲNAscope 蛋白酶 Plus 处

理，进行 ＲNAscope 显色检测( 含 Pg 特异性探针杂

交) 。
1． 10 统计学处理 应用 SPSS 26. 0 软件进行统计

分析。实验数据以 �x ± s 表示，两组间比较采用 t 检

验，多组间比较采用单因素方差分析，ESCC 中 P-
ULK1 表 达 与 Pg 的 相 关 性 采 用 χ2 检 验，以 α =
0. 05 为检验水准，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意

义。

2 结果

2． 1 Pg 感染对食管癌细胞线粒体 ULK1 磷酸化水

平的影响 在 Pg 感染 24 h 后，KYSE150 细胞线粒

体 ULK1 磷酸化水平( 即 P-ULK1 和 ULK1 的比值)

高于未感染组( t = 3. 962，P ＜ 0. 01) ( 图 1) 。通过免

疫组化分析 ESCC 中 Pg 与 P-ULK1 的表达水平，使

用 χ2 检验分析二者相关性。结果如图 2 所示，ES-
CC 中 P-ULK1 表达与 Pg 的表达水平呈正相关( χ2

= 24. 09，P ＜ 0. 01) 。

图 1 Pg 感染对食管癌细胞线粒体 ULK1 磷酸化水平的影响

A: Western blot 检测 Pg 感染前后 KYSE150 细胞线粒体 ULK1 磷

酸化水平; B: Pg 感染前后 KYSE150 细胞线粒体 ULK1 磷酸化水平定

量分析; 与未感染 Pg 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 2 Pg 感染对食管癌细胞 NLＲX1 由细胞质向线

粒体转位的影响 将KYSE150细胞分别设置对照
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图 2 ESCC 中 Pg 与 P-ULK1 表达水平的免疫组化分析

A: ESCC 患者肿瘤组织中 Pg 和 P-ULK1 表达的代表 性图 片

× 400; B: P-ULK1 表达与 Pg 表达水平的相关性分析

组、Pg 感染组、转染 ULK1 野生型质粒 ULK1 ( WT)

组、转 染 模 拟 ULK1 317 位 点 磷 酸 化 质 粒 ULK1
( S317D) 组、Pg 感染并转染 ULK1 317 位点磷酸化

突变体质粒 ULK1( S317A) 组。结果如图 3 所示，与

未处理组相比，经 Pg 感染的 KYSE150 细胞，其线粒

体和 细 胞 质 中 NLＲX1 表 达 量 比 值 升 高 ( P ＜
0. 001 ) 。与 转 染 ULK1 ( WT ) 质 粒 组 相 比，转 染

ULK1( S317D) 质粒组细胞线粒体和细胞质中 NL-
ＲX1 表达量比值升高( P ＜ 0. 001 ) ( 图 3 ) 。激光共

聚焦结 果 显 示，与 未 处 理 组 相 比，经 Pg 感 染 的

KYSE150 细胞 NLＲX1( 绿色荧光) 与线粒体特异性

红色荧光探针的共定位增加( 图 4) 。
2． 3 Pg 感染对食管癌细胞线粒体自噬的影响 结

果如图 5 所示，与转染 ULK1 ( WT) 质粒组细胞相

比，转染 ULK1( S317D) 质粒组线粒体自噬特异性荧

光染料 Mtphagy Dye 荧光强度增强( P ＜ 0. 001 ) ，而

转染 ULK1( S317A) 质粒组荧光强度则无明显变化。
2． 4 Pg 感染对食管癌细胞抑制 IL-6 分泌的影响

与 Pg 感染的转染 ULK1 ( WT) 质粒细胞相比，转

染 ULK1 ( S317A) 质粒组细胞 IL-6 分泌增加( P ＜
0. 01) ; 而转染 ULK1( S317D) 质粒组细胞经 Pg 感染

后，IL-6 分泌降低( P ＜ 0. 01) ( 图 6) 。
2． 5 Pg 感染对食管癌细胞 ＲOS 分泌的影响 与

未感染 Pg 组相比，感染 Pg 组 ＲOS 分泌降低( P ＜
0. 001) ; 与 Pg 感染的转染 ULK1 ( WT) 质粒细胞相

比，转染 ULK1 ( S317A) 质粒组细胞 ＲOS 分泌增加

( P ＜ 0. 001) ; 而转染 ULK1 ( S317D) 质粒组细胞经

Pg 感染后，ＲOS 分泌降低( P ＜ 0. 01) ( 图 7) 。
2． 6 线粒体自噬抑制剂 Mdivi-1 联合 ULK1 抑制

剂 SBI-0206965 对 Pg 在体内定植的影响 利用

qPCＲ 检测各组小鼠食管组织中 Pg 的定植情况。结

果显示，与对照组相比，腹腔注射 Mdivi-1 或 SBI-
0206965 可降低 Pg 的定植( P ＜ 0. 001) ( 图 8) ; 而二

者联合用药组与单独处理组相比，食管组织中 Pg 定

植量进一步下降( P ＜ 0. 05 ) ( 图 8 ) 。进一步采用

ＲNAscope 检测 Pg 在小鼠食管鳞状上皮细胞内定

植 情 况 ，与 对 照 组 相 比 ，腹 腔 注 射 Mdivi -1 或

图 3 Pg 感染对 KYSE150 细胞 NLＲX1 由细胞质向线粒体转位的影响

A: Western blot 法检测不同处理组细胞裂解液、细胞质、线粒体中 NLＲX1 的表达量; B: 不同处理组 NLＲX1 在线粒体和细胞质中表达量的

比值分析; 1: 对照组; 2: Pg 感染组; 3: 转染 ULK1( WT) 质粒组; 4: 转染 ULK1( S317D) 质粒组; 5: Pg 感染并转染 ULK1( S317A) 质粒组; 与对照组

比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与转染 ULK1( S317D) 质粒组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001
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图 4 细胞免疫荧光法检测 Pg 对 NLＲX1 线粒体转位的影响 × 630

A: 对照组; B: Pg 感染组; C: 转染 ULK1( WT) 质粒组; D: 转染 ULK1( S317D) 质粒组; E: Pg 感染并转染 ULK1( S317A) 质粒组

图 5 细胞免疫荧光法检测 Pg 对 KYSE150 细胞线粒体自噬的影响

A: 不同分组 KYSE150 细胞线粒体自噬情况的免疫荧光图 × 630;

B: 免疫荧光相对强度定量分析; 1: 对照组; 2: Pg 感染组; 3: 转染 ULK1

( WT) 质粒组; 4: 转染 ULK1 ( S317D) 质粒组; 5: Pg 感染并转染 ULK1

( S317A) 质粒组; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与转染 ULK1 ( S317D)

质粒组比较: ###P ＜ 0. 001
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图 6 ELISA 法检测 Pg 对 KYSE150 细胞上清液 IL-6 分泌量的影响

1: 对照组; 2: 转染 ULK1( S317A) 质粒组; 3: 转染 ULK1 ( WT) 质

粒组; 4: 转染 ULK1( S317D) 质粒组; 5: Pg 感染组; 6: Pg 感染并转染

ULK1( S317A) 质粒组; 7: Pg 感染并转染 ULK1( WT) 质粒组; 8: Pg 感

染并转染 ULK1( S317D) 质粒组; 与 Pg 感染并转染 ULK1 ( WT) 质粒

组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

SBI-0206965 可降低 Pg 的胞内定植量( F = 38. 746，

P ＜ 0. 001) ( 图 9 ) ; 而二者联合用药组与单独处理

组相比，Pg 定植量进一步下降 ( F = 15. 116，P ＜
0. 05) ( 图 9) 。

3 讨论

食管癌具有早诊率低、预后差、致死率高等特

点，因其病因及演进机制尚不明确，导致目前国内外

在食管癌早期诊疗及精准防控方面并未取得突破性

进展。此外，Pg 感染作为 ESCC 的重要危险因素之

一，可促进 ESCC 的恶性进展［10］。该研究旨在探究

Pg 磷酸化食管癌细胞线粒体 ULK1 从而介导线粒

体自噬的分子机制，挖掘食管癌治疗的新靶点。
通常当细菌入侵人体时，机体会启动免疫监视

机制杀伤细菌，并且通过自噬途径保护自己，杀伤异

己。然而 Pg 侵入人体后，可迅速穿透胞膜进入细胞

内，从而在体内长期存活并且引起多种慢性疾病，其

潜在的分子机制仍有待进一步探究。相关研究［11］

表明，Pg 可促进人主动脉内皮细胞自噬，同时 Pg 通

过颠覆宿主细胞自噬途径从而在体内持续存活被认

为是其逃避宿主先天免疫系统的一种细菌策略。然

而，关于 Pg 如何介导食管癌细胞线粒体自噬的研究

图 7 流式细胞术检测 Pg 对 KYSE150 细胞 ＲOS 分泌量的影响

A: 不同分组 KYSE150 细胞中 ＲOS 分泌的流式分析; B: DCF 荧光强度定量分析; 1: 对照组; 2: Pg 感染组; 3: Pg 感染并转染 ULK1 ( S317A)

质粒组; 4: Pg 感染并转染 ULK1( WT) 质粒组; 5: Pg 感染并转染 ULK1 ( S317D) 质粒组; 与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 Pg 感染并转染 ULK1

( WT) 质粒组比较: ##P ＜ 0. 01，###P ＜ 0. 001
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图 8 qPCＲ 法测量 Mdivi-1 和 SBI-0206965

对 C57 小鼠食管组织 Pg 载菌量的影响

1: 对照组; 2: 口腔灌注 Pg 并腹腔注射生理盐水稀释的等比例

DMSO 稀释液组; 3: 口腔灌注 Pg 并腹腔注射 Mdivi-1 组; 4: 口腔灌注

Pg 并腹腔注射 Mdivi-1 和 SBI-0206965 组; 5: 口腔灌注 Pg 并腹腔注

射 SBI-0206965 组; 与口腔灌注 Pg 并腹腔注射生理盐水稀释的等比

例 DMSO 稀释液组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与口腔灌注 Pg 并腹腔注射

Mdivi-1 和 SBI-0206965 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

图 9 不同分组小鼠食管黏膜鳞状上皮 ＲNAscope

检测及 Pg 的定植量统计图

A: ＲNAscope 检测 Pg 在小鼠食管鳞状上皮细胞内定植情况

× 400; B: Pg 表达的相对定量分析; 1: 对照组; 2: 口腔灌注 Pg 并腹腔

注射生理盐水稀释的等比例 DMSO 稀释液组; 3: 口腔灌注 Pg 并腹腔

注射 Mdivi-1 组; 4: 口腔灌注 Pg 并腹腔注射 Mdivi-1 和 SBI-0206965

组; 5: 口腔灌注 Pg 并腹腔注射 SBI-0206965 组; 6: 阳性对照组; 与口

腔灌注 Pg 并腹腔注射生理盐水稀释的等比例 DMSO 稀释液组比

较: ＊＊＊ P ＜ 0. 001; 与 口 腔 灌 注 Pg 并 腹 腔 注 射 Mdivi-1 和 SBI-

0206965 组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

目前尚未见报道。
相关研究［12 － 13］表明线粒体可以通过产生 ＲOS

抑制细菌生长，从而阻止其在体内定植，但是细菌可

以通过引起线粒体自噬而减少 ＲOS 产生，从而维持

自身定植。该研究表明 Pg 可以显著抑制 ＲOS 产

生，在进一步探究 Pg 抑制 ＲOS 产生的分子机制的

过程中，表明 Pg 感染可诱导食管癌细胞线粒体自

噬。为了深入探究 Pg 引起线粒体自噬的分子机制，

该研究首先采用线粒体提取和 Western blot 实验证

实 Pg 感染可上调食管癌细胞线粒体 ULK1 Ser317
位点磷酸化水平。根据文献［14］报道，将某位点 S 突

变成 D 可以模拟该位点的磷酸化，将某位点 S 突变

成 A，即可变为该位点磷酸化突变体。该研究通过

构建和转染模拟 ULK1 317 位点磷酸化质粒 ULK1
( S317D) 和 ULK1 317 位点磷酸化突变体质粒 ULK1
( S317A) 进一步证实 Pg 通过磷酸化食管癌细胞线

粒体 ULK1 促进 NLＲX1 由胞质向线粒体转位，诱导

线粒体自噬，引起 IL-6 和 ＲOS 分泌减少，从而维持

其在体内的定植。
有研究［8，15］表明 NLＲX1 可以和线粒体上的微

管相关蛋白轻链 3 结合进而促进线粒体自噬，Pg 通

过磷酸化食管癌细胞线粒体 ULK1 促进 NLＲX1 由

细胞质向线粒体转位后通过何种途径引起线粒体自

噬仍需进一步研究。该研究初步在线粒体自噬层面

揭示了 Pg 在体内定植的机制，Pg 在食管上皮细胞

内能长期定植，是否是多种因素和机制共同作用的

结果，有待进一步分析。
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Porphyromonas gingivalis promotes NLＲX1 translocation
to activate mitophagy in esophageal carcinoma cells

Sun Lingyun1，2，Yuan Xiang2，Shi Linlin2，Zhang Xiusen2，Kong Jinyu2，Zhang Dingyu2，3，Gao Shegan2

( 1Dept of Clinical Laboratory of The First Affiliated Hospital of Henan University of Science and Technology，

College of Clinical Medicine of Henan University of Science and Technology，Luoyang 471003;
2Henan Key Laboratory of Cancer Epigenetics，The First Affiliated Hospital of Henan University

of Science and Technology，Luoyang 471003; 3College of Basic Medicine of
Henan University of Science and Technology，Luoyang 471003)

Abstract Objective To explore the relationship between Porphyromonas gingivalis( Pg) and mitophagy in esopha-
geal cancer cells，and to explore new therapeutic targets for esophageal cancer． Methods ① Western blot was
used to detect the phosphorylation of unc-51-like authophagy activating kinase1 ( ULK1) in mitochondria of the Pg
infected cells and immunohistochemical method was used to detect the correlation between the expression of Pg and
the phosphorylation status of ULK1 in esophageal cancer tissues． ② Western blot，ICC and ELISA were used to de-
tect the transfer of nucleotide blinding domain and leucine rich repeat containing family member X1 ( NLＲX1) from
cytoplasm to mitochondria，mitophagy，and the secretion levels of interleukin ( IL) -6 and reactive oxygen species
( ＲOS) under Pg infection． ③ Pg colonization in esophageal tissues of mice in each group was detected by qPCＲ
and Pg colonization in esophageal squamous epithelial cells of mice by ＲNAscope． Ｒesults Compared with the un-
treated group，the phosphorylation level of mitochondrial ULK1 ( P ＜ 0． 01) ，NLＲX1 expression ( P ＜ 0. 001) and
mitophagy ( P ＜ 0. 001) of esophageal cancer cells increased after Pg infection． Compared with the control group，

the combined intervention group could inhibit Pg colonization in esophageal tissue and esophageal squamous epithe-
lial cells of mice ( P ＜ 0. 001) ． Conclusion Pg promotes the translocation of NLＲX1 from cytoplasm to mitochon-
dria by up-regulating the phosphorylation level of ULK1 in the mitochondria of esophageal cancer cells，and then
induces mitophagy，leading to the reduction secretion of IL-6 and ＲOS，and ultimately maintaining Pg colonization．
Key words esophageal cancer; Porphyromonas gingivalis; ULK1; NLＲX1; mitophagy
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