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摘要：目的  探讨牙龈卟啉单胞菌（Pg）感染食管癌细胞后对YTHDF2及凋亡相关因子（Fas）的影响，阐明其促进免疫逃逸可能

的调控机制。方法  运用免疫组织化学法及Western blot法检测Pg感染食管癌与YTHDF2及Fas表达变化；运用免疫共沉淀验

证YTHDF2和Fas蛋白间的相互作用；将体外培养的Pg感染后的KYSE150细胞通过慢病毒转染分为对照组（转染 si-NC）和实

验组（转染 si-YTHDF2），Western blotting检测两组细胞中YTHDF2、组织蛋白酶B（CTSB）及Fas、FasL蛋白的表达水平；对Pg

感染的KYSE150细胞用组织蛋白酶抑制剂（E64）进行处理，Western blotting分别检测抑制剂处理前后YTHDF2、CTSB、Fas及

FasL蛋白的表达变化情况；Pg感染前后及E64处理的KYSE150细胞与人外周血单个核细胞（PBMC）共培养，运用流式细胞术

检测T细胞相关效应分子的表达情况。结果  免疫组化法及Western blotting结果显示，Pg感染后的组织或细胞中YTHDF2的

表达增强，而Fas表达减弱（P<0.001）；免疫共沉淀结果显示，YTHDF2和Fas之间可直接相互作用；Western blotting结果显示，

si-YTHDF2组细胞中CTSB表达量减低，而Fas及FasL的表达量高于 si-NC组（P<0.001）；用E64处理细胞后，CTSB表达减弱，

YTHDF2表达无影响，而Fas及FasL的表达增强；流式细胞术结果显示，与PBMC共培养的细胞中，GranzymeB及Ki67表达由

强到弱分别为Pg阴性、Pg阳性+E64、Pg阳性，而PD-1表达情况相反（P<0.001）。结论  Pg感染依赖YTHDF2调节Fas的表达，

协助食管癌免疫逃逸，从而促进食管癌发生发展，表明YTHDF2可能是一个新的调控食管癌免疫逃逸的关键分子。
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Porphyromonas gingivalis infection facilitates immune escape of esophageal cancer by 
enhancing YTHDF2-mediated Fas degradation
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Abstract: Objective  To investigate the effect of Porphyromonas gingivalis (Pg) infection on immune escape of oesophageal 
cancer cells and the role of YTHDF2 and Fas in this regulatory mechanism. Methods We examined YTHDF2 and Fas protein 
expressions in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) tissues with and without Pg infection using 
immunohistochemistry and in Pg-infected KYSE150 cells using Western blotting. The interaction between YTHDF2 and Fas 
was investigated by co-immunoprecipitation (Co-IP). Pg-infected KYSE150 cells with lentivirus-mediated YTHDF2 
knockdown were examined for changes in expression levels of YTHDF2, cathepsin B (CTSB), Fas and FasL proteins, and the 
effect of E64 (a cathepsin inhibitor) on these proteins were observed. After Pg infection and E64 treatment, KYSE150 cells were 
co-cultured with human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), and the expressions of T cell-related effector molecules 
were detected by flow cytometry. Results ESCC tissues and cells with Pg infection showed significantly increased YTHDF2 
expression and lowered Fas expression. The results of Co-IP demonstrated a direct interaction between YTHDF2 and Fas. In 
Pg-infected KYSE150 cells with YTHDF2 knockdown, the expression of CTSB was significantly reduced while Fas and FasL 
expressions were significantly increased. E64 treatment of KYSE150 cells significantly decreased the expression of CTSB 
without affecting YTHDF2 expression and obviously increased Fas and FasL expressions. Flow cytometry showed that in Pg-
infected KYSE150 cells co-cultured with PBMCs, the expressions of Granzyme B and Ki67 were significantly decreased while 
PD-1 expression was significantly enhanced. Conclusion Pg infection YTHDF2-dependently regulates the expression of Fas to 
facilitate immune escape of esophageal cancer and thus promoting cancer progression, suggesting the key role of YTHDF2 in 
regulating immune escape of esophageal cancer.
Keywords: esophageal squamous cell carcinoma; Porphyromonas gingivalis; m6A methylated reading protein YTHDF2; Fas; 
tumor immunity

食管癌是最常见且最致命的恶性肿瘤之一，是全球 癌症相关死亡的第6大原因［1］。食管癌早期缺乏特异性

症状或体征，因此总体预后极差，5年总生存率仅15%

左右。食管癌按照组织学类型主要分为鳞状细胞癌

（ESCC）和腺癌，其中ESCC约占80%以上［2］。食管癌的

病因和发病机制可能与饮食、地域、遗传、感染等多种因

素相关［3， 4］，我国ESCC的发生发展可能具有其独特的高
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危因素及分子机制［5， 6］，但目前尚未被完全阐明。因此，

需要进一步对食管癌相关的分子机制进行深入研究，探

索可能存在的新型特异性生物标志物，为食管癌的诊治

提供新策略。

人体消化道存在多种微生物定植，以细菌为主，维

持消化道微生物菌群平衡对消化道健康有重要作用。

牙龈卟啉单胞菌（Pg）作为牙周炎的标志性病原微生物，

其特性包括：破坏口腔微环境稳态、调控细胞增殖或凋

亡、激活上皮细胞的转化、促进血管生成、抑制宿主免疫

系统以及产生致癌代谢物等［7］。有研究表明，Pg在食管

中定植并且Pg感染与食管癌的发生发展密切相关；Pg

感染能够通过FimA等毒力因子通过多种途径协助肿

瘤细胞免疫逃逸，进一步促进食管癌细胞增殖、迁移、侵

袭和转移能力［8， 9］。

N6-甲基腺苷（m6A）为真核生物mRNA最常见、最

丰富的转录后修饰，参与RNA的剪接、转录、翻译和降

解等各种代谢过程［10］。研究表明，异常的m6A甲基化及

其关键蛋白的表达与多种恶性肿瘤发生和进展过程密

切相关［11］。YTHDF为甲基阅读器蛋白，可与m6A特异

性结合选择性调节RNA的代谢［12］。YTH N6-甲基腺苷

RNA结合蛋白2（YTHDF2）是m6A修饰的关键性蛋白，

已在多种恶性肿瘤的文献中报道［13］。研究发现，m6A甲

基化阅读蛋白YTHDF2能够调控肿瘤相关巨噬细胞的

抗肿瘤免疫，且在CD8+T细胞的参与下，YTHDF2显著

降低了肿瘤细胞的先天性和适应性免疫［14］。有研究表

明，Pg能够通过RNA甲基化等表观遗传修饰途径促进

多种口腔炎症性疾病的进展［15］。本团队前期研究表明，

Pg感染可促进食管癌细胞逃避宿主的免疫监视［9］，然而

Pg感染后肿瘤细胞逃避免疫的能力是否与m6A甲基化

阅读蛋白相关目前相关尚未有报道。因此Pg感染通过

m6A甲基化阅读蛋白YTHDF2途径影响肿瘤免疫的相

关机制有待进一步阐明。

凋亡相关因子（Fas）属于肿瘤坏死因子受体超家

族，是一种死亡受体，与配体FasL结合后能够介导细胞

的凋亡，在维持免疫微环境稳态等过程中发挥重要作

用［16］。Fas的异常表达与多种免疫相关性肿瘤和疾病的

发病机制存在密切联系，有研究发现抑制癌症细胞中

Fas的表达能够诱导CD8+T细胞凋亡，降低肿瘤细胞对

获得性免疫反应的敏感性［17］。FasL高表达的肿瘤细胞

可以通过Fas/FasL相互作用来传递凋亡信号，促进肿瘤

浸润淋巴细胞的凋亡，最终导致抗肿瘤免疫逃逸［18］。推

测在Pg感染的食管癌中可能也存在这种情况。

本研究通过检测Pg感染食管癌后对YTHDF2的

影响，以及YTHDF2与Fas之间的相互作用，阐明Pg感

染对CD8+T细胞免疫功能的抑制作用，初步探索Pg感

染与甲基化阅读蛋白YTHDF2的相关机制。

1  材料和方法

1.1  实验材料及主要试剂

1.1.1  组织样本   纳入2022年9月~2023年5月在我院

被诊断为食管鳞癌并进行手术的患者病理组织。本研

究经医院伦理委员会的批准（伦理审批编号：2021-

0165），患者均签署知情同意书。术中切除的肿瘤组织

用多聚甲醛固定后蜡块包埋以备用。

1.1.2  实验主要试剂   ATCC 33277来源于本实验室；

KYSE150细胞系（上海博古生物细胞所）；细胞培养基、

胎牛血清（FBS）、胰蛋白酶、青-链霉素、免疫组织化学染

色试剂盒、PBS磷酸盐缓冲液（北京索莱宝科技有限公

司）；PAGE凝胶制备试剂盒（10%）、e-ECL显影液（雅酶

公司）；Anti-YTHDF2 抗体、Anti-CTSB 抗体（Thermo 

Fisher  Scientific）；Anti-Fas 抗 体 、Anti-FasL 抗 体

（Abcam）；Pg抗体diatheva（上海玉博生物科技有限公

司）；PVDF膜（milipore Milipore）；倒置显微镜（Nikon）；

全自动酶标仪、细胞培养箱（Thermo）；凝胶成像分析仪

（Bio-Rad）；荧光共聚焦显微镜（ZEISS）；厌氧培养箱

（Shellab）；流式细胞仪（CyTek）。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养及Pg培养   KYSE150细胞培养：含10%

胎牛血清和1%双抗的RPMI 1640完全培养基，放置于

含有5% CO2的37 ℃恒温培养箱中培养，必要时进行传

代或冻存处理。Pg标准菌株ATCC 33277于37 ℃厌氧

条件下培养，每次感染细胞前，采用革兰染色后进行形

态学检测及16S rDNA特异扩增检查确定菌株未发生

变异及其它细菌污染。

1.2.2  Pg感染细胞   待被感染细胞生长至80%以上时，

PBS清洗细胞2次，加入1 mL胰蛋白酶置于恒温培养箱

中消化5 min，加入2 mL RPMI 1640培养基终止消化。

消化后的细胞悬液离心、弃上清、重悬细胞。在细胞计

数后向新的培养皿内加入（1~10）×106  KYSE150细胞，于

恒温培养箱中培养细胞至完全贴壁，弃去原细胞培养

液，用PBS清洗细胞，加入RPMI 1640培养基。取生长

期细菌感染细胞，培养Pg使其OD值达1.0~1.5，将Pg悬

液以 12 000 r/min转速离心 10 min后用RPMI 1640重

悬。按照预定的感染复数值在细胞培养基中加入相应

数量的Pg，随后于恒温培养箱中培养3 d。3 d后收集细

胞培养液并于4000 r /min条件下离心20 min，留取上清

进一步使用0.22 μm孔径的滤器过滤，滤液置于-20 ℃
冰箱保存。将体外培养的Pg感染后的KYSE150细胞

通过慢病毒转染分为对照组（转染 si-NC）和实验组（转

染si-YTHDF2）。

1.2.3  免疫组织化学 （IHC）   将包埋好的蜡块切片、烤

片。依次将载玻片放入二甲苯、梯度酒精中各3 min脱

蜡，3% H2O2中浸泡10 min，在清水中洗2次，再置入柠
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檬酸缓冲液中，放入微波炉煮至沸腾，取出载玻片冷却

至室温。滴加血清封闭液孵育 30 min，加入适量一抗

4 ℃孵育过夜，室温孵育二抗。加显色剂，用清水冲洗一

段时间后，浸泡于苏木精中染色。载玻片依次放入梯度

酒精、二甲苯中脱水，晾干后中性树胶封片。

1.2.4  Western blotting   配制细胞裂解液裂解后提取蛋

白，取少量样品用BCA法测蛋白浓度，其余蛋白按照测

定浓度加入Loading Buffer，95 ℃煮10 min。制备浓缩

胶，等质量蛋白上样后进行电泳，转移到PVDF膜上，

5%脱脂奶粉封闭1 h，TBST洗膜。根据实验需要一抗

4 ℃孵育过夜，TBST洗膜，室温孵育二抗1 h，TBST洗

膜。ECL方法进行曝光显影。

1.2.5  免疫共沉淀 （Co-IP）   在 293T 细胞中，用 Myc-

YTHDF2和编码HA-Fas的表达质粒进行转染。细胞

加入适量RIPA细胞裂解缓冲液，置于冰上30 min，4 ℃
最大转速离心30 min后取上清。取少量裂解液以备分

析（Input），剩余裂解液分别使用Myc和HA抗体与磁珠

结合后共同孵育得到免疫沉淀复合物。剩余裂解液中

加入 1 μg相应抗体制成混合液，4 ℃缓慢摇晃孵育过

夜，混合液中再加入10 μL 预处理（裂解缓冲液洗3次，

每次 3000 r/min，离心 3 min）过的 protein A 琼脂糖珠，

摇晃孵育2 h。4 ℃ 3000 r/min离心3 min，吸去上清，裂

解缓冲液洗3次，加入SDS加样缓冲液，煮沸5 min。最

终所得样品和Input均用Western blotting检测。

1.2.6  流式细胞术   人外周血和1640培养基按照1∶1的

比例加入离心管内，分层加入适量淋巴细胞分离培养基

（FicollPaque），500 g离心 25 min，吸取中间的白色薄

膜层，即为PBMC。PBS洗涤2次，调整细胞密度至1×

106/mL。与KYSE150细胞按2∶1的比例共培养48 h后

再次提取PBMC。加入适量细胞染色缓冲液重悬细胞

并转移至流式管，加入流式抗体，4 ℃避光孵育30 min，

细胞染色缓冲液洗涤，离心弃上清，再加入适量细胞染

色缓冲液重悬细胞，上机进行检测。

1.3  统计学方法

使 用 SPSS 26.0 软 件 进 行 统 计 分 析 ，使 用

GraphPad Prism 7软件绘图。实验数据以均数±标准差

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。P<0.05为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  食管鳞癌中Pg感染与YTHDF2和Fas蛋白表达变

化的相关性

牙龈卟啉单胞菌感染ESCC组织的免疫组化结果

显示Pg在肿瘤细胞的胞浆染色（图1A、B）。免疫组化

结果显示，与Pg阴性的ESCC的组织相比，Pg阳性的

组织中YTHDF2的表达量增强，而Fas的表达量减弱

（图1C~F，P<0.001）。Western blot结果显示，Pg阳性的

KYSE150细胞内YTHDF2的表达量增加，相反的，Fas

的表达量减弱（图1G~I，P<0.001）。

2.2  YTHDF2可与Fas相互作用

Co-IP实验结果显示，外源性YTHDF2能够与外源

性Fas相互结合形成复合物（图2）。

2.3  YTHDF2介导Fas蛋白通过组织蛋白酶途径降解

Western blotting结果显示，相比对照组，实验组中

YTHDF2蛋白的表达量减少，CTSB的表达量也减少，

而 Fas、FasL 的表达量增加（图 3A、B，P<0.001）。

Western blot结果显示，在E64处理后，YTHDF2表达量

不变，CTSB 表达量减弱，而 Fas 和 FasL 表达量增强

（图3C、D，P<0.001）。

2.4  Pg依赖YTHDF2-Fas途径抑制食管癌中T细胞的

免疫效应

流式细胞术结果显示，Pg感染组的Granzyme B，

Ki-67的表达减弱，PD-1表达增强（P<0.001），但是经

E64处理可部分恢复Granzyme B和Ki-67的表达水平

（图4）。

3  讨论

病原微生物具有复杂多样的生物功能，是肿瘤内在

微环境的重要组成部分［19］。大多数病原微生物并不能

直接导致癌症，但它们通常会影响宿主正常的免疫功

能，协助参与癌症的发生发展过程［20］。牙龈卟啉单胞菌

被认为是慢性牙周炎的关键病原体，可导致微环境失调

和异常的免疫反应［21］。有研究表明，牙龈卟啉单胞菌能

够通过PGN诱导PD-L1上调，改变肿瘤免疫微环境来

促进前列腺癌的发展和进展［22］；而在结直肠癌中，牙龈

卟啉单胞菌能够侵入肿瘤细胞并激活MAPK/ERK信

号通路，从而促进结直肠癌细胞的增殖［23］。Pg感染可导

致多种恶性肿瘤肿瘤进展，但目前没有研究阐述牙龈卟

啉单胞菌与m6A甲基化的相关机制。本研究主要从Pg

感染通过 m6A 甲基化阅读蛋白 YTHDF2 途径协助

ESCC细胞免疫逃避，进而促进食管癌进展这一角度阐

明相关机制。

虽然已有研究表明，牙龈卟啉单胞菌可能通过

miR-194/GRHL3/PTEN/Akt信号轴促进ESCC的增殖

和迁移［24］；也可能通过促进 IFNGR1在122位点的棕榈

酰化下调 IFNGR1的蛋白表达，从而增强ESCC细胞增

殖 、迁 移 和 侵 袭［25］；或 者 通 过 GSK3β 介 导 的

mtOXPHOS促进ESCC的进展［26］。研究表明YTHDF2

作为m6A甲基化的关键阅读蛋白，通过调控mRNA的

翻译及降解等导致m6A甲基化水平发生改变，从而影

响下游分子的表达水平［27］。本研究发现，Pg 阳性的

ESCC肿瘤组织或细胞中，YTHDF2表达增高。这表明
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图1　食管鳞癌中Pg感染与YTHDF2和Fas蛋白表达变化的相关性
Fig. 1　Expressions of YTHDF2 and Fas protein in esophageal squamous cell carcinoma tissues with and 
without Pg infection. A, C, E: Immunohistochemical detection of the expression of diacheva (Pg antibody), 
YTHDF2, and Fas in Pg-positive or Pg-negative ESCC tissues. B, D, F: Statistical charts of 
immunohistochemical results scores. G-I: Western blotting for detecting YTHDF2 and Fas protein expressions 
in KYSE150 cells with and without Pg infection. ***P<0.001.
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图2　YTHDF2可与Fas相互作用
Fig.2　Co-immunoprecipitation for detecting interaction between YTHDF2 
and Fas proteins.
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图3　YTHDF2介导Fas蛋白通过组织蛋白酶途径降解
Fig. 3　YTHDF2 mediates Fas protein degradation through the tissue protease pathway. A, B: Western 
blotting for detecting changes in YTHDF2, CTSB, Fas, and FasL protein expressions in KYSE150 cells after 
lentivirus transfection. C, D: Western blotting for detecting changes in protein expression of CTSB, 
YTHDF2, Fas, and FasL in KYSE150 cells after treatment with the tissue protease inhibitor (E64). ***P<0.001.
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Pg可能通过上调YTHDF2介导其依赖m6A甲基化修饰

途径来促进ESCC的进展，需要进一步研究Pg感染能

否通过甲基化阅读蛋白影响m6A甲基化水平的变化。

多种肿瘤细胞表面的Fas 表达水平减低，通过与配

体间的相互作用，诱导细胞凋亡，进一步逃避免疫系统

监视，但其潜在的机制尚不明确［28］。本研究发现

YTHDF2与Fas能直接相互作用，并且YTHDF2高表达

能够诱导 Fas 降解。我们发现 Pg 感染 ESCC 后

YTHDF2高表达，而Fas低表达。CTSB是一种定位于

溶酶体的半胱氨酸蛋白酶，CTSB与细胞中溶酶体和自

噬相关蛋白的表达密切相关［29］。因此，我们猜测这二者

呈现负相关的原因可能是YTHDF2诱导自噬途径增

强。自噬途径是将各种细胞代谢产物输送到溶酶体进

行降解或再循环的主要机制［30］。有研究显示，YTHDF2

通过调控体细胞重编程介导mRNA降解，促进体细胞

相关基因的自噬清除［31］，证明了 YTHDF2 能够调控

mRNA代谢过程，促进细胞代谢分子通过自噬途径降

解。本研究通过实验进一步证明了 Pg 感染高表达

YTHDF2能够介导Fas通过自噬途径降解。此外，我们

还利用肿瘤细胞和PBMC共培养，通过流式细胞术检测

证明Pg感染ESCC后可以显著减弱T细胞的增殖和杀

伤作用，促进食管癌免疫逃避。

牙龈卟啉单胞菌可释放多种毒力因子，包括菌毛、

荚膜、蛋白酶和外膜囊泡等，这些毒力因子的产生能够

使细菌更好地在宿主体内存活、繁殖，并且其致病性在

很大程度上与干扰宿主的免疫功能有关［32， 33］。菌毛蛋

白FimA是牙龈卟啉单胞菌的重要毒力因子，在促进细

菌黏附和入侵宿主细胞、参与生物膜形成以及引起宿主

细胞的免疫炎症反应等多种过程中发挥重要作用［34］。

有研究表明，Pg感染后其毒力因子FimA的基因表达在

上消化道肿瘤中呈现上高下低的分布特征［35］。有研究

显示，FimA缺失可能降低菌体间黏附，使侵入细胞内的

细菌数目减少，刺激肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭能力降

低；这进一步证明可能存在 FimA 介导 Pg 从而促进

ESCC进展的相关机制，是Pg促肿瘤作用的潜在分子靶

点［36］。因此，我们推测Pg在调控YTHDF2高表达的过

程中，可能通过FimA等致病毒力因子，这需要进一步研

究证实。

综上所述，本研究初步提出Pg感染可能通过m6A

甲基化阅读蛋白YTHDF2途径介导Fas降解，并进一步

抑制T细胞杀伤能力，协助食管癌产生免疫逃逸。
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