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摘要　目的　探讨牙龈卟啉单胞菌（Ｐｇ）促进食管鳞癌（ＥＳＣＣ）细胞自噬发生的分子机制。方法　Ｐｇ感染ｓｉＡｔｇ７或氯喹（ＣＱ）
预处理的ＫＹＳＥ７０细胞和ＫＹＳＥ１４０细胞，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ａｔｇ７、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和 ｐ６２蛋白，荧光共聚焦显微镜检测 ｍＲＦＰ
ＧＦＰＬＣ３标记ＥＳＣＣ细胞自噬流，ＣＣＫ８法检测ＥＳＣＣ细胞活性，迁移小室检测ＥＳＣＣ细胞迁移及侵袭能力。ｍｉＲ２１５ｐｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ、ＲＡＳＡ１过表达或Ｕ０１２６分别阻断ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路，如上检测自噬相关表型变化。免疫组化检测 ＥＳＣＣ
组织中Ｐｇ丰度和ＬＣ３蛋白表达，ＲＴＰＣＲ检测ＥＳＣＣ及其癌旁组织中ｍｉＲ２１５ｐ的表达，统计分析Ｐｇ、ＬＣ３和ｍｉＲ２１５ｐ相关
性。结果　Ｐｇ感染诱导 ＫＹＳＥ７０细胞和 ＫＹＳＥ１４０细胞中 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达上调、ｐ６２蛋白表达下调，增加了 ｍＲＦＰ
ＧＦＰＬＣ３标记细胞中的红色、绿色和黄色荧光斑点数目和荧光强度，同时促进 ＫＹＳＥ７０细胞和 ＫＹＳＥ１４０细胞增殖、迁移和侵
袭能力增加，上述Ｐｇ诱导的ＥＳＣＣ细胞表型改变被ＣＱ或ｓｉＡｔｇ７预处理逆转。ｍｉＲ２１５ｐｉｎｈｉｂｉｔｏｒ、Ｕ０１２６或ＲＡＳＡ１过表达质
粒的预处理，也同样逆转了Ｐｇ对ＥＳＣＣ细胞自噬的促进作用。Ｐｇ丰度与ｍｉＲ２１５ｐ、ＬＣ３蛋白表达呈正相关。结论　Ｐｇ通过
ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路促进ＥＳＣＣ自噬发生。
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　　自噬是由溶酶体介导的高度保守的保护机制，
对胞质内毒性大分子物质、细胞器等成分自我消化

降解，维持细胞内的稳态 ［１］。在肿瘤发生早期，自

噬能够消除病变细胞，抑制肿瘤发生；在肿瘤进展晚

期，自噬通过增加细胞内物质循环利用，提高肿瘤细

胞的存活能力，促进肿瘤演进［２］。

细菌、病毒等微生物是肿瘤微环境中的重要组

成部分之一。肿瘤微环境中的细菌通过改变肿瘤细

胞的免疫微环境促进肿瘤发生和发展［３］。富集于

结直肠癌组织的具核梭杆菌（Ｆｕｓｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｎｕｃｌｅａ
ｔｕｍ，Ｆｎ）能够诱导 ＵＬＫ１和 Ａｔｇ７表达升高，进而激
活自噬，导致结直肠癌复发和预后不良［４］。牙龈卟

啉单胞菌（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，Ｐｇ）感染的食管
鳞癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）细

胞ＣＥ８１Ｔ和ＴＥ２中，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达升高，表明
Ｐｇ感染激活了ＥＳＣＣ细胞自噬的发生，但详尽的分
子机制不明［５］。该研究用ＥＳＣＣ细胞及组织作为研
究对象，观察 Ｐｇ感染的 ＥＳＣＣ细胞及组织中 ｍｉＲ
２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路相关分子的变化，揭示
Ｐｇ通过ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路增强 ＥＳ
ＣＣ自噬，促进ＥＳＣＣ进展。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　ＥＳＣＣ组织样本　９２例手术切除的 ＥＳＣＣ
和癌旁组织样本来自河南科技大学第一附属医院。

所有 ＥＳＣＣ患者术前均未接受放化疗，术后切除样
本经病理学证实为 ＥＳＣＣ。本项目得到河南科技大
学第一附属医院医学伦理委员会的批准，项目伦理

号：２０２２０３Ｂ１１０。
１．１．２　主要试剂和仪器　一抗包括：ＬＣ３（货号
１２７４１）、ｐ６２（货号 ８８５８８）、ＥＲＫ（货号 ４６９５），
ｐＥＲＫ（货号４３７０）、ＧＡＰＤＨ兔一抗（货号５１７４）均
购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＲＡＳＡ１
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（货号 ＡＢ２９２２）购自英国 Ａｂｃａｍ公司；二抗包括：
ＨＲＰ标记的兔二抗（货号 ７０７４Ｓ）和鼠二抗（货号
７０７６Ｓ）均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
驴抗兔ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８（货号Ａ１１０９４）和驴抗鼠Ａｌ
ｅｘａＦｌｕｏｒ５５５荧光抗体（货号 Ａ３１５７０）均购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基（货号
ＳＨ３００２７０１）购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司，胎牛血清（ｆｅ
ｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ，货号 ＳＡ２１０４０７）购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司，ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（货号 ＣＷ００１４）
购自江苏康为世纪公司；Ｔｒｙｐｔｉｃａｓｅｓｏｙｂｒｏｔｈ（货号
２８６２１０）、酵母提取物（货号 ２１１９２９）和 Ｓｕｐｅｒｉｇｎａｌ
Ｗｅｓｔ化学发光底物（货号３４０８０）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＴＲＩｚｏｌ（货号１５５９６０２６）和Ｌｉ
ｏｐｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００（货号Ｌ３０００００１）购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司；ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
（货号Ｒ２１１）和ＡｃｅＱｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ
（货号 Ｑ１１１）购自南京 Ｖａｚｙｎｅ公司；Ｈｅｍｉｎ（货号
Ｈ１４０８７２）购自美国 Ａｌａｄｄｉｎ公司；转染试剂及 ｓｉＲ
ＮＡ、过表达质粒购自上海吉玛制药技术有限公司；
自噬抑制剂氯喹 （ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ，ＣＱ；货号 ＨＹ
１７５８９Ａ）购自美国ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＥＲＫ阻断
剂Ｕ０１２６（货号 ＧＣ１２８０７）购自美国 ＧＬＰＢＩＯ公司。
组织切片扫描仪（匈牙利 ３ＤＨＩＳＴＥＣＨ公司，型号
ＰａｎｎｏｒａｍｉｃＭＩＤＩ）；光学显微镜（日本 Ｎｉｋｏｎ公司，
型号 ＥＣＬＩＰＳＥＮｉＥ）；透射电镜（日本 ＨＩＴＡＣＨＩ公
司，型号ＨＴ７８００）；凝胶成像系统（美国ＢＩＯＲＡＤ公
司，型号ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋）；激光共聚焦显微镜（德
国蔡司公司，型号ＬＳＭ８００）。
１．２　方法
１．２．１　Ｐｇ和 ＥＳＣＣ细胞培养　ＫＹＳＥ７０细胞和
ＫＹＳＥ１４０细胞由河南科技大学第一附属医院肿瘤
表观遗传重点实验室保存，用含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ
１６４０培养基于３７°Ｃ、５％ ＣＯ２的恒温培养箱中培
养。Ｐｇ３３２７７来源于 ＡＴＣＣ细胞库，培养于含１０％
ＣＯ２、１０％ Ｈ２和８０％ Ｎ２的３７℃厌氧培养箱中，取
对数生长期Ｐｇ以感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，
ＭＯＩ）１０感染ＥＳＣＣ细胞。
１．２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取细
胞蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取４０μｇ蛋白 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳４０ｍｉｎ后，电转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶
粉封闭，４℃一抗（１∶１０００）过夜孵育。次日取出
洗膜并用二抗（１∶１０００）室温孵育１ｈ，再进行洗膜
并用ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＷｅｓｔ化学发光液孵育５ｍｉｎ，使用
凝胶成像系统检测目的蛋白条带，以 ＧＡＰＤＨ为内

参，使用ＩｍａｇｅＪ软件量化分析蛋白条带灰度值。
１．２．３　ＣＣＫ８法检测细胞活性　取对数生长期
ＫＹＳＥ７０细胞和 ＫＹＳＥ１４０细胞种植于 ９６孔板，Ｐｇ
感染和未感染细胞培养６、２４、４８、７２ｈ后，每孔中加
入１０μｌ的ＣＣＫ８，继续培养２ｈ，４５０ｎｍ测定吸光
度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），绘制细胞增殖曲线。
１．２．４　细胞迁移和侵袭实验　各组细胞分别接受
不同处理后，１×１０５个细胞重悬于２５０μｌ无血清培
养基中，接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中进行细胞迁移实
验，Ｍａｔｒｉｇｅｌ包被的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室用于细胞侵袭实
验，小室下层加入５００μｌ含１０％血清培养基，适时
终止实验，结晶紫染色，显微镜下拍照，ＩｍａｇｅＪ软件
计数细胞。

１．２．５　ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ　各组细胞进行相应处
理后，ＴＲＩｚｏｌ提取ＲＮＡ，使用酶标仪测定在２６０ｎｍ和
２８０ｎｍ处的吸光度值，用ＨｉＳｃｒｉｐｔＩＩ１ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ进行反转录，合成ｃＤＮＡ；ＰＣＲ检测目的
基因表达应用 ＡｃｅＱｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ，
２－ΔΔＣＴ方法计算每个基因的ｍＲＮＡ表达量。
１．２．６　ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３荧光标记　携带 ｍＲＦＰ
ＧＦＰＬＣ３慢病毒感染 ＫＹＳＥ７０细胞和 ＫＹＳＥ１４０细
胞，嘌呤霉素筛选、建立稳定表达ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３细
胞。对数生长期细胞接受相应处理，固定、封闭非特

异性免疫反应，共聚焦显微镜采集红色和绿色荧光

信号。由于 ＧＦＰ荧光信号在溶酶体的酸性环境
（ｐＨ＜５）中被猝灭，因此 ＲＦＰ单色荧光代表自噬溶
酶体，ＧＦＰ和ＲＦＰ双色荧光代表自噬小体。
１．２．７　免疫荧光　将对数期生长的细胞接种于玻
璃底细胞培养皿中，细胞培养至５０％ ～７０％融合度
时进行相关处理，实验终止后，细胞进行甲醛固定、

透化、封闭，孵育相应的一抗和荧光标记的二抗、

ＤＡＰＩ核复染等处理，共聚焦显微镜下观察、拍照。
１．２．８　免疫组化　应用ＰＶ９０００试剂盒进行Ｐｇ和
ＬＣ３免疫组化检测。９２例 ＥＳＣＣ组织进行包埋、切
片、烤片、脱蜡、水化，ＥＤＴＡ抗原修复液于９５～１００
℃进行抗原修复２０ｍｉｎ，冷却至室温后，分别加入
鼠／兔抗Ｐｇ（１∶２０００）和鼠／兔抗 ＬＣ３（１∶５００）一
抗４℃过夜孵育，抗鼠／兔二抗（１∶２００）孵育１ｈ，
ＤＡＢ显色。免疫组化评分根据切片中胞质及胞核
着色的阳性细胞数和着色强度进行综合评分，评估

Ｐｇ和 ＬＣ３表达的阳性率。
１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ２６０和ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ
软件进行数据统计分析，两组样本之间的差异分析

采用配对ｔ检验，多组样本之间的差异分析采用单

·２２６１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）



因素方差分析；Ｐｇ丰度、ｍｉＲ２１５ｐ和 ＬＣ３蛋白表
达的相关性分析采用χ２检验，Ｐ＜００５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　Ｐｇ激活 ＥＳＣＣ细胞自噬　Ｐｇ感染 ＫＹＳＥ７０
细胞和 ＫＹＳＥ１４０细胞后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达比值明显升高，同时ｐ６２蛋白表
达降低；应用自噬抑制剂 ＣＱ处理各组细胞，发现
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ表达比值进一步升高，并逆转了 ｐ６２
蛋白表达降低，见图 １Ａ。同样，ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３标
记的ＥＳＣＣ细胞也显示，Ｐｇ感染 ＥＳＣＣ细胞６ｈ后，
红色、绿色和黄色荧光斑点均增加；ＣＱ抑制自噬后，
黄色荧光斑点进一步增加，表明 Ｐｇ感染促进了 ＥＳ
ＣＣ自噬流活化，见图１Ｂ。此外，透射电子显微镜观

察显示，Ｐｇ感染的ＫＹＳＥ７０细胞和ＫＹＳＥ１４０细胞的
自噬小体显著增加，见图１Ｃ。上述结果表明，Ｐｇ感
染促进了ＥＳＣＣ细胞自噬形成。
２．２　Ｐｇ通过自噬促进ＥＳＣＣ细胞增殖、迁移、侵袭
　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ａｔｇ７沉默明显降低了Ａｔｇ７
蛋白表达，同时逆转了 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高和
ｐ６２蛋白表达的降低，见图２Ａ。Ｐｇ感染的 ＫＹＳＥ７０
ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ细胞和 ＫＹＳＥ１４０ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ细胞的增殖、迁
移、侵袭等显著高于未感染对照组细胞，ＣＱ或 Ａｔｇ７
沉默能够逆转 Ｐｇ对细胞增殖（Ｆ＝２２１８，Ｐ＜
０００１；Ｆ＝１１３１，Ｐ＜０００１）、迁移（Ｆ＝２０２９０，
Ｐ＜０００１；Ｆ＝７３８３，Ｐ＜０００１）和侵袭（Ｆ＝５９５０，
Ｐ＜０００１；Ｆ＝５５０３，Ｐ＜０００１）的促进作用，见图
２Ｂ－２Ｄ。上述结果表明，Ｐｇ通过自噬促进 ＥＳＣＣ细
胞的增殖、迁移和侵袭。

图１　Ｐｇ激活ＥＳＣＣ细胞自噬

Ｆｉｇ．１　ＰｇａｃｔｉｖａｔｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＥＳＣＣｃｅｌｌｓ

Ａ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＬＣ３，ｐ６２ａｎｄＧＡＰＤＨｉｎＫＹＳＥ７０ｃｅｌｌｓａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ；Ｂ：ＴｈｅｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｏｌｙｓｏｓｏｍｅｓｉｎＫＹＳＥ７０ｃｅｌｌｓａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｃｏｎｆｏｃａｌ

ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ；ｔｈｅｓｃａｌｅｉｓ１０μｍ；Ｃ：ＴｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙｉｍａｇｅｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓｉｎＫＹＳＥ７０ａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＰｇｏｒＰＢＳ；

ｔｈｅｓｃａｌｅｉｓ２μｍ；Ｒｅｄｔｒｉａｎｇｕｌａｒａｒｒｏｗ：ａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅ．
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图２　Ｐｇ通过自噬促进ＥＳＣＣ细胞增殖、迁移、侵袭

Ｆｉｇ．２　Ｐｇｐｒｏｍｏｔｅｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＥＳＣＣｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈａｕｔｏｐｈａｇｙ

Ａ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＡｔｇ７，ＬＣ３，ｐ６２ａｎｄＧＡＰＤＨｉｎＫＹＳＥ７０ｃｅｌｌｓａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔ

ｅｒｎｂｌｏｔ；Ｂ：ＣＣＫ８ａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙａｔ６，２４，４８ａｎｄ７２ｈ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｕｎｄｅｒｄｉｆ

ｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；Ｄ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌｃｈａｍｂｅｒｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＫＹＳＥ７０ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓＫＹＳＥ１４０ｓｉＣｏｎｔｒｏｌ＋Ｐｇｇｒｏｕｐ．

２．３　Ｐｇ通过 ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路
促进 ＥＳＣＣ 自噬 　 Ｐｇ感 染 ＫＹＳＥ７０细 胞 和
ＫＹＳＥ１４０细胞后，ＲＡＳＡ１蛋白表达降低，ｐＥＲＫ表达
升高，表明Ｐｇ激活了ＥＲＫ信号通路。ＫＹＳＥ７０细胞

和ＫＹＳＥ１４０细胞中沉默 ｍｉＲ２１５ｐ表达后，ＲＡＳＡ１
蛋白表达升高，ｐＥＲＫ表达降低，并阻断了 Ｐｇ诱导
的ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比值升高和ｐ６２蛋白表
达的降低，提示 Ｐｇ可能通过 ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／
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ＥＲＫ信号通路激活ＥＳＣＣ自噬并促进ＥＳＣＣ恶性演
进，见图３Ａ。此外，ｍＲＦＰＧＦＰＬＣ３标记ＥＳＣＣ细胞
的双荧光实验表明，Ｐｇ诱导的红色、绿色和黄色荧
光斑点的数目和强度增加，同样被 ｍｉＲ２１５ｐ沉默
所抑制，见图 ３Ｂ。ＥＲＫ的抑制剂 Ｕ０１２６和过表达
ＲＡＳＡ１也得到了类似的效果，见图 ３Ｃ－３Ｆ。上述
结果表明，Ｐｇ通过 ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通
路激活ＥＳＣＣ自噬，促进ＥＳＣＣ进展。
２．４　ＥＳＣＣ组织中 Ｐｇ丰度与 ｍｉＲ２１５ｐ、ＬＣ３表
达呈正相关　应用免疫组化法检测９２例 ＥＳＣＣ组

织中Ｐｇ丰度和ＬＣ３蛋白的表达，见图４Ａ。ＲＴＰＣＲ
检测ＥＳＣＣ及其癌旁组织中ｍｉＲ２１５ｐ的表达（Ｐ＜
０００１），见图４Ｂ。结果显示：ＥＳＣＣ组织中 Ｐｇ阳性
百分率为３７％（３４／９２），在３４例Ｐｇ阳性ＥＳＣＣ组织
中，ｍｉＲ２１５ｐ阳性和阴性表达的百分率分别为
７０６％（２４／３４）、２９４％（１０／３４）（Ｐ＜０００１），ＬＣ３
阳性和阴性表达的百分率分别为６７６％（２３／３４）、
３２４％（１１／３４）（Ｐ＜０００１），见图 ４Ｃ。上述结果表
明，ＥＳＣＣ中Ｐｇ感染通过诱导 ｍｉＲ２１５ｐ表达升高，
促进ＥＳＣＣ进展，导致ＥＳＣＣ患者预后不良。

图３　Ｐｇ通过ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ促进ＥＳＣＣ自噬

Ｆｉｇ．３　ＰｇｐｒｏｍｏｔｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＥＳＣＣｔｈｒｏｕｇｈｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ

Ａ，Ｃ，Ｅ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＫＹＳＥ７０ｃｅｌｌｓａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ；Ｂ，Ｄ，Ｆ：ＩｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｍａｇｅｓｏｆａｕｔｏｐｈａｇｏｓｏｍｅｓａｎｄａｕｔｏｐｈａｇｏｌｙｓｏｓｏｍｅｓｉｎＫＹＳＥ７０ｃｅｌｌｓａｎｄＫＹＳＥ１４０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ

ｂｙｃｏｎｆｏｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｉｔｈｓｃａｌｅｓｏｆ１０μｍａｎｄ２０μｍ．

·５２６１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｓｅｐ；５９（９）



图４　ＥＳＣＣ组织中Ｐｇ丰度与ｍｉＲ２１５ｐ、ＬＣ３表达呈正相关

Ｆｉｇ．４　ＴｈｅａｂｕｎｄａｎｃｅｏｆＰｇｉｎＥＳＣＣｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｍｉＲ２１５ｐａｎｄＬＣ３

Ａ：ＩｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｓｈｏｗｔｈｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＰｇａｎｄＬＣ３ｉｎＥＳＣＣ；Ｔｈｅｓｃａｌｅｉｓ１００μｍ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２１５ｐｉｎＥＳＣＣ

ａｎｄｉｔｓａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；Ｐ＜０００１ｖｓＮｏｒｍａｌ；Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＰｇａｎｄｍｉＲ２１５ｐ，ＰｇａｎｄＬＣ３；Ｐ＜０００１

ｖｓｍｉＲ２１５ｐｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＬＣ３ｇｒｏｕｐ．

３　讨论

　　约２０％的人类肿瘤与病毒、细菌等微生物感染
密切相关［３］。食管癌是我国最常见的恶性肿瘤之

一，生存预后较差［６］。河南食管癌高发区林州的一

项前瞻性队列研究对４０～６９岁２８８６８名无癌当地
居民进行了５２５年随访，共确诊６２０例食管癌、４３１
例贲门癌和１０２例胃癌，Ｃｏｘ风险比例模型发现牙
齿缺失比例、中位数和首颗牙缺失的中位年龄是所

有三种类型肿瘤发生的危险因素［７］。应用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因测序技术分析２５例 ＥＳＣＣ患者和５０例
非癌对照人群的口腔微生物组，发现口腔中Ｐｇ丰度
增高是ＥＳＣＣ发生的危险因素［８］。由 Ｐｇ、牙密螺旋
体菌和福赛斯坦纳菌所构成的红色复合体是牙周炎

的重要致病因素，也是成年人牙齿脱落的主要原

因［８］。上述研究结果提示，Ｐｇ可能是驱动 ＥＳＣＣ发
生发展的潜在致病菌。

课题组前期已报道了 Ｐｇ能够增加 ＥＳＣＣ细胞
的增殖、迁移和侵袭能力［９－１０］，应用免疫组化检测

了 ３１２例 ＥＳＣＣ组织中 Ｐｇ感染特征，发现 ４５％
（１４１／３１２）ＥＳＣＣ组织中具有 Ｐｇ，并且 Ｐｇ高丰度与
肿瘤浸润深度、淋巴结转移和 ＴＮＭ分期呈正相关；
在８５例接受新辅助化疗（ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ，
ＮＡＣＴ）的ＥＳＣＣ患者中，仅有４０％（１６／４０）Ｐｇ感染
ＥＳＣＣ患者（４０／８５）对 ＮＡＣＴ治疗敏感，显著低于
６６７％（３０／４５）Ｐｇ未感染的 ＥＳＣＣ患者［１０］。同样，

ＣＲＣ组织中Ｆｎ丰度高于癌旁组织，并且 Ｆｎ丰度与
ＣＲＣ复发呈正相关；Ｆｎ感染的结直肠癌细胞
ＨＣＴ１１６和 ＨＴ２９对奥沙利铂和５氟尿嘧啶的敏感
性降低，应用ＣＱ、ＵＬＫ１敲降或Ａｔｇ７敲降抑制自噬，
恢复了Ｆｎ感染ＣＲＣ细胞对奥沙利铂和５氟尿嘧啶
的敏感性，表明自噬介导了 ＣＲＣ化疗耐药性产
生［４］。

本研究显示 Ｐｇ感染 ＥＳＣＣ细胞后，ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ蛋白表达比值升高而 ｐ６２蛋白表达降低，ＣＱ
阻断自噬流实验证实Ｐｇ增进了ＥＳＣＣ自噬活性，抑
制自噬能够阻断Ｐｇ对ＥＳＣＣ增殖、迁移和侵袭的促
进作用，提示抑制自噬是阻断 ＥＳＣＣ恶性演进的有
效策略之一。另有研究［１１］表明，Ｐｇ感染的ＥＳＣＣ细
胞 ｍｉＲ１９４表达升高，进而靶向抑制 ＧＲＨＬ３和
ＰＴＥＮ蛋白表达，激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，促进 ＥＳ
ＣＣ增殖和侵袭。

Ｐｇ是一种革兰阴性的口腔关键致病菌，具有高
度侵袭性，分布于人体多种组织和器官，因此除引起

牙周病外，还与其他多种疾病发生发展密切相

关［１２］。Ｐｇ能够诱导ＥＳＣＣ细胞高表达ＣｙｃｌｉｎＤ３和
ＣｙｃｌｉｎＥ，促进 ＥＳＣＣ细胞 Ｇ１Ｓ期转换，进入 Ｓ期，
促进细胞增殖；同时，Ｐｇ感染的 ＥＳＣＣ细胞还激活
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３信号通路，阻断Ｃａｓｐａｓｅ３激活，抑制ＥＳ
ＣＣ细胞凋亡［１０］。Ｐｇ经灌胃处理 Ｃ５７ＢＬ／６鼠原位
ＭＣ３８直肠癌模型２周后，直肠癌组织中 ＣＤ１１ｂ＋髓
系细胞显著增多，炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β表
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达升高，激活ＮＬＲＰ３和ｐｒｏｃａｓｐａｓｅ１［１３］。此外，Ｐｇ感
染还能够激活ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路，促进结直肠癌
细胞增殖［１４］。另有研究［１５］表明，Ｆｎ感染结直肠癌
（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）细胞 ＨＣＴ１１６和 ＬｏＶｏ后，
激活ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ｐＥＲＫ信号通路，促进结直
肠癌的发生发展，因此，本研究分析了 ｍｉＲ２１５ｐ／
ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ在Ｐｇ诱导的ＥＳＣＣ自噬中的作用。Ｆｎ
感染能够激活 ｍｉＲ２１／ＲＡＳＡ１通路，Ｆｎ处理的
ＡＯＭ／ＤＳＳｍｉＲ２１ａ－／－鼠结直肠癌肿瘤数目和肿瘤
大小明显小于野生型鼠。本研究表明，Ｐｇ通过ｍｉＲ
２１５ｐ抑制 ＲＡＳＧＴＰａｓｅ酶激活蛋白 ＲＡＳＡ１激活
ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号通路，增进 ＥＳＣＣ自噬活性，促进
ＥＳＣＣ细胞增殖、迁移和侵袭；ＥＳＣＣ组织中，ｍｉＲ２１
５ｐ表达和 Ｐｇ丰度呈正相关，是 ＥＳＣＣ预后不良的
分子标志物。

本研究亦存在一定的局限性。首先，本研究的

ＥＳＣＣ临床样本量较少，后续相关研究需扩大临床
样本；其次，为避免实验和临床试验中的主观偏差和

个人偏好，后续可能进行必要的双盲临床试验，明确

Ｐｇ及其诱导的 ｍｉＲ２１５ｐ／ＲＡＳＡ１／ｐＥＲＫ的临床应
用价值。

综上所述，本研究阐明了 Ｐｇ通过激活 ｍｉＲ２１
５ｐ／ＲＡＳＡ１／ＥＲＫ信号通路促进 ＥＳＣＣ细胞增殖、迁
移和侵袭，为Ｐｇ感染的ＥＳＣＣ临床治疗提供了潜在
新靶点。
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