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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。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、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。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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
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ｍａｉｌ：ｇｓｇ１１２２５８＠１６３．ｃｏｍ

　　食管癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ，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
ｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，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（Ｐｏｒｐｈｙｒｏｍｏｎａｓｇｉｎｇｉｖａｌｉｓ，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（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，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／ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ／ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ
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ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
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ＡＴＣＣ３３２７７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ＲＰＭＩ１６４０、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ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；
ＢＣＡ定量试剂盒（ＣＷ００１４Ｓ）、ＳＤＳＰＡＧＥＬｏａｄｉｎｇ
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 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ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 ＳｅｌｌｅｃｋＣｈｅｍｉ
ｃａｌｓＬＬＣ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５ｎｇ／ｍＬ转化生长因子 β１（ｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ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∶１０００）表
达。免疫组化评分采用文献［７］方法。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ金属浴１００℃变性。取３０μｇ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∶１０００～
１∶２０００），４℃孵育过夜；ＴＢＳＴ清洗后室温孵育对
应二抗（１∶２０００）１ｈ，ＥＣＬ超敏显色液曝光，使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析灰度值。
１．２．５　ＲＴＰＣＲ　Ｐｇ感染细胞后于２４ｈ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　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＲＴＰＣＲ

Ｇｅｎｅｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（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２４ｈ，
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１０μＬ／孔的 ＣＣＫ８试剂，３７℃下避光孵育
２ｈ，测量并记录４５０ｎｍ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１ｈ，结晶紫染液染
色３０ｍｉｎ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２００μＬ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、４８ｈ对同一标记位
置拍照。通过ＩｍａｇｅＪ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２４～４８ｈ后，ＰＢＳ清洗 ３次、４％甲醇固
定，并用结晶紫进行染色、拍照。ＩｍａｇｅＪ计算通过
微孔膜的下层细胞数。
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１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ２６０和ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ
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）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＫＹＳＥ７０和ＴＥ１细胞感染 Ｐｇ后 ＥＧＦＲ的蛋白表达
升高，ＲＴＰＣＲ检测ＥＧＦＲｍＲＮＡ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
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表２　ＥＳＣＣ组织中指标间的关系［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｍｏｎｇｉｎｄｉｃａｔｏｒｓｉｎＥＳＣＣ

ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ［ｎ（％）］

Ｇｒｏｕｐ
Ｐｇ

（＋） （－） χ２ｖａｌｕｅ Ｐｖａｌｕｅ

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）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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５μｇ／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（５μｇ／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　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＥＧＦＲｉｎｈｉｂｉｔｏｒＣｔｘｏｎＥＳＣＣｃｅｌｌｓ
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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
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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，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＭＴ和ＥＧＦＲ／ＧＳＫ３β通路相关蛋白分子
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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（５ｎｇ／ｍＬ）处理ＥＳＣＣ细胞诱导ＥＭＴ，使ＥＳ
ＣＣ细胞由原来的上皮表型（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）转
变间充质样表型（Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｌｉｋｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅ）（图
５Ａ）：细胞由紧密连接的椭圆形转变为疏松的梭形；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ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（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ，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
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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。Ｙｏｓｈｉｏｋａｅｔａｌ［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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◇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　禨，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
中图分类号　Ｒ５６３１
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２５）１０－１９１７－０８
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２５．１０．０１８

　　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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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（ｍｅｔａｇｅｎｅｎｅｘｔ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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