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[摘  要]  目的：探究连接蛋白4/泛酸酯酶1轴在食管鳞状细胞癌（ESCC）中的表达和其对ESCC细胞恶性生物学行为的影响

及机制。方法：转录组测序结合GO和KEGG富集分析筛选出连接蛋白4调控下游靶基因泛酸酯酶1，用数据库Timer2.0分析泛

酸酯酶1 mRNA在ESCC组织中的表达，并用qPCR和WB法检测正常食管上皮细胞HET-1和ESCC细胞中泛酸酯酶1 mRNA和

蛋白的表达，筛选出表达差异最为显著的ESCC KYSE-410和KYSE-510细胞。用 siRNA敲减KYSE-410和KYSE-510细胞中泛

酸酯酶1的表达，用CCK-8法、划痕愈合实验和Transwell小室实验检测敲减泛酸酯酶1表达对细胞增殖、迁移和侵袭的影响。此

外，对泛酸酯酶1相关信号通路进行KEGG和GO富集分析，并采用免疫组化法比较泛酸酯酶1在ESCC组织和癌旁组织中的表

达差异。结果：Timer2.0数据库数据分析和 qPCR法检测结果显示，泛酸酯酶 1在ESCC组织和细胞中呈高表达（均P < 0.01）。

WB法检测结果显示，泛酸酯酶1蛋白在ESCC细胞中高表达（P < 0.01）。siRNA成功敲减了KYSE-410和KYSE-510细胞中泛酸

酯酶1的表达。敲减泛酸酯酶1能显著抑制KYSE-410和KYSE-510细胞的增殖、迁移和侵袭能力（P < 0.05或P < 0.0 1或P < 0.00 1

或P < 0.000 1）。KEGG和GO富集分析提示泛酸酯酶1可能通过参与泛酸和辅酶A的合成代谢途径发挥作用。免疫组化法检测

结果显示，泛酸酯酶1在ESCC组织中呈高表达（P < 0.000 1）。结论：泛酸酯酶1在ESCC组织中呈高表达，通过连接蛋白4/泛

酸酯酶1轴促进 KYSE-410和KYSE-510细胞增殖、迁移和侵袭能力。靶向抑制泛酸酯酶1可能为ESCC的治疗提供新的思路。
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The effect of nectin-4/vanin-1 regulatory axis on the development of esophageal 
squamous carcinoma and the preliminary investigation of the mechanism

LONG Yuanfeng1, 2, DENG Yubin1,2, YANG Hang1,3, ZHANG Ruolan1, YANG Mi1, SONG Guiqin3, LIU Kang1,2 (1. Institute of Tissue 

Engineering and Stem Cells, Beijing Anzhen Hospital Capital Medical University, Nanchong Hospital [Nanchong Central Hospital, The 

Second Clinical Medical College of North Sichuan Medical College], Nanchong 637000, Sichuan, China; 2. School of Laboratory 

Medicine, North Sichuan Medical College, Nanchong 637000, Sichuan, China; 3. School of Basic Medicine and Forensic Medicine, 

North Sichuan Medical College, Nanchong 637100, Sichuan, China)

[Abstract]  Objective: To explore the expression of nectin-4 and vanin-1 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and its 

influence on the malignant biological behaviors of ESCC cells, as well as the underlying mechanisms. Methods: Transcriptome 

sequencing combined with GO and KEGG enrichment analysis was used to identify the downstream target gene (vanin-1) regulated by 

nectin-4. The mRNA expression of vanin-1 in ESCC tissues was studied using the Timer2.0 database, and the mRNA and protein 

expression of vanin-1 in normal esophageal epithelial HET-1 and ESCC cells was detected by qPCR and Western blot, identifying 

ESCC KYSE-410 and KYSE-510 cells with the most significant differential expression. The expression of vanin-1 in KYSE-410 and 

KYSE-510 cells was knocked down using siRNA. The effects of vanin-1 knockdown on cell proliferation, migration, and invasion were 

measured using CCK-8 assay, wound healing assay, and Transwell chamber assay. Furthermore, KEGG and GO enrichment analyses 

were conducted for vanin-1-related signaling pathways. Immunohistochemistry was performed to compare the expression of vanin-1 

between ESCC tissues and adjacent non-tumor tissues. Results: Timer2.0 database analysis and qPCR results showed that vanin-1 was 
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highly expressed in both ESCC tissues and cell lines (both P < 0.01). WB assay also confirmed high expression of vanin-1 protein in 

ESCC cells (P < 0.01). siRNA successfully knocked down vanin-1 expression in KYSE-410 and KYSE-510 cells. Knockdown of 

vanin-1 significantly inhibited the proliferation, migration, and invasion capabilities of KYSE-410 and KYSE-510 cells (P < 0.05 or 

P < 0.01 or P < 0.001 or P < 0.000 1). KEGG and GO enrichment analysis suggested that vanin-1 might function through pathways 

related to pantothenic acid and coenzyme A synthesis metabolism. Immunohistochemistry results indicated that vanin-1 was highly 

expressed in ESCC tissues (P < 0.000 1). Conclusion: Vanin-1 is highly expressed in ESCC tissues and promotes the proliferation, 

migration, and invasion of KYSE-410 and KYSE-510 cells through the nectin-4/vanin-1 axis. Targeting vanin-1 might offer a new 

therapeutic strategy for ESCC. 

[Key words]  esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); nectin-4; vanin-1; migration; invasion; proliferation
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食管癌（esophageal cancer, EC）是一种常见的恶性

肿瘤，其全球发病率和病死率分别为6.5%和5.65% [1-3]。

尽管目前采用放化疗作为主要治疗方案，但患者的5年

生存率仍然较低，仅为6.7%~18%[4-5]。临床上，EC可分

为食管腺癌（esophageal adenocarcinoma, ESCA）和食管

鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma, ESCC）

两种类型。先前研究[6-7]发现，连接蛋白4作为Ca2+独立

的IgG样分子连接蛋白家族成员之一，在尿路上皮癌和

膀胱癌等多种肿瘤中异常表达，导致肿瘤的发生，但连

接蛋白在EC中的分子机制仍不清楚。因此，寻找连接

蛋白下游的调控机制具有重大意义。根据转录组测序

结果筛选出的连接蛋白4下游调节分子泛酸酯酶1是

一种具有丝氨酸酯酶活性的细胞膜酶[8-9]。一方面，它

催化泛酸脂脱酯化反应，参与泛酸和辅酶A的合成[10]；

另一方面，作为GPI锚定蛋白，泛酸酯酶1参与调节多

种代谢和肿瘤发生[11-12]，但泛酸酯酶1在EC中的作用及

其机制尚未得到充分研究。本研究利用 ESCC细胞

KYSE-410和KYSE-510，通过siRNA敲低泛酸酯酶1表

达，探究其对ESCC细胞恶性特征的影响。富集分析发

现泛酸酯酶1参与泛酸和辅酶A合成代谢途径。本研

究有助于理解ESCC的分子机制，并可能为治疗提供潜

在的新靶点。

1  材料与方法

1.1  组织标本、细胞及主要试剂

收集2018年11月至2019年3月在南充市中心医

院胸外科手术切除的 40例ESCC患者的癌组织及其

对应癌旁组织。所有患者均充分知情并签署了知情

同意书，本研究方案获得本医院伦理委员会批准[批

准号：2019年审（095）号]。

人食管上皮细胞HET-1A购自上海名劲生物，ESCC 

KYSE-30、KYSE-410细胞购自湖南丰晖生物科技有限

公司，KYSE-150、TE-1获取自上海中国科学院细胞资

源中心，KYSE-510采购自武汉尚恩生物科技有限公司。

细胞培养主要试剂RPMI 1640培养基、胎牛血清和胰酶

均购自 Gibco 公司，FastPure Cell/Tissue Total RNA 

Isolation Kit、HiScript Ⅲ 1st Strand cDNA Synthesis Kit

和SYBR Green Master Mix 均购自南京诺维赞公司，

转染试剂 LipofectamineTM2000 购自赛默飞公司，

RNAi 和慢病毒序列合成于上海吉玛制药技术有限公

司，其相关序列如下：si-NC 和 Sh-NC：正向引物为

5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3'，反向引物为

5'-ACGUGACACGUUCGGAGAATT-3'；sh-连接蛋白4#

1正向引物为 5ʹ-ATTGGCAGAGAAGGAGCTATG-3' ；

si- 泛酸酯酶 1#1 正向引物为5'-GAGGAGGCUUUG 

GCAUUAATT-3' ；反 向 引 物 为 5'-UUAAUGCCA 

AAGCCUCCUCTT-3ʹ；si-泛酸酯酶 1#2：正向引物为

5ʹ-GGACCUGUCUUAACAGUAATT-3' ；反 向 引物为

5ʹ-UUACUGUUAAGACAGGUCCTT-3ʹ。CCK-8法检

测试剂盒购自南京凯基生物，Transwell小室购自美国

Corning公司，泛酸酯酶1、GAPDH抗体及二抗均购自

武汉三鹰生物技术有限公司，免疫组化相关试剂盒购

自福州迈新生物，DAB 显色剂和蛋白显色试剂购自

Millipore公司。qPCR引物由上海生工科技有限公司合

成，其引物序列如下，连接蛋白 4 正向引物为 5'-ATA 

CAACTGGACACGGCTGG-3'，反向引物为 5'-CCT 

GGGGGTCAAGAACATCC-3'；GAPDH 正向引物为

5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' ，反 向 引 物 为

5'-GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3' ；泛酸酯酶 1 正

向引物为5ʹ-GACCCCAGTACAAGAAAGACTCA-3ʹ，

反向引物为5ʹ-TCA GGCTCCTTGGGTACATTG-3ʹ。

1.2  用数据库在线分析EC与正常食管组织中基因

表达差异及临床意义

利用在线数据分析网站Timer2.0（http://cistrome.

org）、UALCAN（http://ualcan. path. uab. edu）和 KM 

plotter（https://kmplot.com/）比较连接蛋白 4 和泛酸

酯酶 1在EC组织与正常食管组织中的表达差异，并

分析泛酸酯酶1的临床相关性和生存预后。

1.3  转录组测序分析筛选连接蛋白4下游靶基因

KYSE-510细胞感染针对敲低连接蛋白 4 的慢

病毒 48 h 后，从 sh-NC 和 sh-连接蛋白 4 处理的

KYSE-510细胞中提取RNA，使用 Illumina平台进行

·· 595



   　                                                                                                                                中国肿瘤生物治疗杂志, 2025, 32(6)

转录组测序。通过比较 sh-NC组和 sh-连接蛋白 4组

处理后的转录组数据，筛选下游靶基因。

1.4  GO和KEGG富集分析泛酸酯酶1在ESCC中参

与的关键生物过程和信号通路

使用R语言ClusterProfiler包对KEGG信号通路

和GO功能进行富集分析。根据 log2FC ≤ -1.5和

P ≤ 0.01 的标准筛选下调基因，并对显著富集的

KEGG条目进行柱状图可视化，探讨这些差异表达基

因在ESCC发生发展中所参与的关键生物过程和信

号通路。

1.5  细胞培养、细胞转染或感染

人食管上皮细胞 HET-1A 用含 10% FBS 的

DMEM 培养基，ESCC KYSE-410 和 KYSE-510 细胞

用 10% FBS的RPMI 1640培养基，在 37 °C、5% CO2

条件下培养。细胞消化后离心，重悬并转移至6孔板

继续培养。当细胞汇合度达 30%~50%时，按 siRNA

转染标准流程进行转染。为敲减连接蛋白 4，使用

携带 sh-连接蛋白 4#1和 sh-连接蛋白 4#2序列的慢

病毒感染KYSE-510细胞，24 h后更换含10% FBS新

鲜培养基，72 h后加入2.5 μg/mL嘌呤霉素筛选1周，

获得连接蛋白4稳定下调的KYSE-510 细胞 ，随后培

养 1 × 106个细胞用于转录组测序。为敲减泛酸酯酶 1，

使用 si-泛酸酯酶 1#1、si-泛酸酯酶 1#2及 si-NC转染

KYSE-410和KYSE-510细胞，转染后48 h和72 h，分

别通过qPCR和WB法检测 siRNA转染效率。

1.6  qPCR法检测各组ESCC细胞中连接蛋白4和泛

酸酯酶1的mRNA表达水平

转染 48 h 后提取细胞总 RNA，逆转录制备

cDNA。使用SYBR Green Master Mix及特异性引物

对连接蛋白 4 和泛酸酯酶 1 进行定量 PCR 扩增。

qPCR 反应条件：95 °C 预变性 3 min，95 °C 30 s、

60 °C 30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 为内参，采用

2-ΔΔCt法计算连接蛋白 4和泛酸酯酶 1 mRNA的相对

表达量。

1.7  WB法检测ESCC细胞中泛酸酯酶1蛋白表达

使用含PMSF溶液和磷酸酶抑制剂的RIPA裂解

缓冲液提取各组细胞的总蛋白质，10% SDS-PAGE

分离目标蛋白后转移至 PVDF膜，5%脱脂奶粉室

温下封闭 1 h，抗泛酸酯酶 1（稀释比例 1∶1 000）、

GAPDH（稀释比例 1∶10 000）抗体 4 °C 下处理过

夜。PBST 清洗 5 min × 4，加入HRP标记的山羊抗

兔 IgG 抗体室温下处理 1 h，用 ECL 化学发光液

显色及成像系统进行成像，Image J软件分析图像灰

度量化蛋白表达水平。

1.8  CCK-8法及细胞平板克隆检测敲减泛酸酯酶 1

对ESCC细胞增殖能力的影响

CCK-8 实验：KYSE-410 和 KYSE-510 细胞转染

48 h后，以4 × 103细胞/孔密度接种于96孔板。在0、

24、48、72及 96 h，每孔加入 10 μL CCK-8试剂，继续

培养 1 h，用酶标仪检测各孔在 450 nm 处的光密度

（D）值，以D值代表细胞的增殖能力。每个时间点设

置3个复孔。

平板克隆实验：转染 48 h 后的 1 × 103个细胞

接种于 6孔板中，培养 10 d 后用 4%甲醛溶液固定

60 min，0.1%结晶紫溶液染色 3 min，显微镜下观察、

照相并统计克隆形成情况。

1.9  Transwell 小室实验检测敲减泛酸酯酶 1 对

ESCC细胞迁移与侵袭能力的影响

KYSE-410和KYSE-510细胞转染 48 h后，经消

化、离心、洗涤，用无血清培养基悬浮细胞使其密度

至 5 × 104个/mL，在 Transwell 上室加入 200 μL 细胞

悬液，下室加入含 10%FBS 的培养基 600 μL。48 h

后，4%甲醛溶液固定1 h，0.1%结晶紫染色10 min，湿

棉签清除未迁移细胞，盐水冲洗2次，光镜下观察、拍

照、计数。在侵袭实验中，在 Transwell 上室预涂基

质胶，细胞悬液密度增至 9 × 105 个/mL，每孔加入

100 μL的细胞悬液，其余步骤与迁移实验相同。

1.10  划痕愈合实验检测敲低泛酸酯酶1对ESCC细

胞迁移能力的影响

KYSE-410 和 KYSE-510 细胞转染 48 h接种于

6孔板中，至汇合度达 80 %时，每孔用移液吸头尖制

作均匀划痕，PBS 冲洗漂浮细胞，在 0、24 h时用倒

置显微镜拍摄划痕区域。划痕愈合率 = [（0 h划痕

宽度 – 24 h划痕宽度）/ 0 h划痕宽度] × 100%，评估

细胞迁移的能力。

1.11  免疫组织化学法检测泛酸酯酶1蛋白在ESCC

组织的表达

石蜡包埋ESCC组织经切片、脱蜡复水、抗原修

复、去内源性过氧化物酶和封闭后，经泛酸酯酶 1抗

体和HRP标记二抗体处理，最后DAB显色。免疫组

织化学染色结果由两位病理学家独立评估。评分细

则如下：阳性细胞比例按0分（无阳性细胞）、1分（0~

≤ 10%阳性细胞）、2分（>10~ ≤ 35%阳性细胞）、3分

（>35~≤ 75%阳性细胞）、4分（> 75%阳性细胞）进行

评分；染色强度按 1 分（无染色）、2 分（呈浅黄

色）、3分（呈黄色）、4分（呈黄褐色）、5分（呈褐色）进行评

分。综合评分 = 阳性细胞比例评分 + 染色强度评分[13]。

1.12  统计学处理

所有实验至少独立重复 3 次。使用 GraphPad 

Prism 8.0软件进行统计分析和绘图。符合正态分布

的计量数据以 x̄ ± s表示。两组间比较采用 t检验，

多组间比较使用单因素方差分析（ANOVA）。以
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P < 0.05或P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  转录组测序筛选出泛酸酯酶 1是连接蛋白 4下

游靶基因

通过Timer2.0在线数据库数据分析结果（图1A）

显示，连接蛋白 4 mRNA在EC组织中的表达水平明

显高于正常食管组织（P < 0.01）。 qPCR 法检测结

果（图 1B）显示，连接蛋白 4 mRNA在ESCC细胞中

的表达水平也明显高于正常食管上皮细胞HET-1A

（P < 0.05或P < 0.001或P < 0.000 1）。课题组前期已

研究连接蛋白 4 在 ESCC 中的发生发展及分子机

制[14]，本研究的重点为连接蛋白 4的下游靶基因。本

研究设计并构建了敲减连接蛋白 4表达的慢病毒感

染 KYSE-410 和 KYSE-510 细胞，qPCR 法检测结果

（图1C）显示，在KYSE-510和 KYSE-410 细胞中均显

著敲减了连接蛋白 mRNA的表达水平（P < 0.05或

P < 0.001），由于在KYSE-510细胞中敲减mRNA表

达更为明显，且在实验操作上更稳定，易于培养和感

染，故选用敲减连接蛋白 4的KYSE-510细胞进行转

录组测序。在本研究的转录组测序分析（图 1D）中，

以 log2FC ≤ –1.5和P ≤ 0.01的基因认为是敲减连接

蛋白 4后的下调基因，这些基因与TCGA-EC数据库

中高表达的基因取交集，筛选出潜在的下游靶基因

为泛酸酯酶1、CCL28和PLEKHS1（图2A）。qPCR法

验证了这3个基因在HET-1A和ESCC细胞中mRNA

表达水平，结果（图2B）显示，在ESCC细胞中泛酸酯

酶 1 mRNA表达量最高。然后，本研究敲减连接蛋

白 4后用qPCR法验证下游泛酸酯酶1的mRNA表达

水平，结果（2C）显示，敲减连接蛋白 4后泛酸酯酶 1

表达水平降低，实验结果表明，连接蛋白 4对下游泛

酸酯酶 1表达具有调控。考虑到泛酸酯酶 1在癌症

中的研究相对较少，认为其在EC的发生发展中可能

具有重要意义，因此选择泛酸酯酶1作为实验研究的

重点。为了进一步探索泛酸酯酶1在EC中的作用机

制，本研究对转录组测序结果进行了KEGG富集分

析和GO分析，结果（图 2D、E）显示，泛酸酯酶 1可能

通过促进泛酸和辅酶A合成这一代谢途径，在EC的

发生发展中发挥重要作用。

A：Timer2.0在线数据库探索连接蛋白4在正常食管组织和EC组织中的表达水平；B：qPCR法检测连接蛋白4 mRNA在HET-1A

细胞和ESCC细胞中的表达水平；C：qPCR法检测KYSE-510细胞和KYSE-410细胞中慢病毒敲减连接蛋白4的效率；D：在

KYSE-510细胞中敲减连接蛋白4后的转录组测序结果火山图。与癌旁组织或HET-1A细胞或sh-NC组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，
***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图1    连接蛋白4在EC组织和ESCC细胞中的表达及敲减连接蛋白4后转录组测序
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2.2  在 KYSE-510 和 KYSE-410 细胞中成功地敲减

泛酸酯酶1的表达

qPCR 和 WB 法检测结果（图 3A~D）显示，与

si-NC组相比，si-泛酸酯酶 1#1和 si-泛酸酯酶 1#2组

ESCC 细胞中泛酸酯酶 1 mRNA和蛋白水平均有显

著下降（均 P < 0.01）。实验结果表明，本研究在

KYSE-510和KYSE-410 细胞中成功地敲减泛酸酯

酶1的表达。

A：TCGA数据库中EC组织中上调基因与敲减连接蛋白4后转录组测序下调基因取交集的韦恩图；B：qPCR法检测泛酸酯酶1、

CCL28和PLEKHS1 mRNA在ESCC和HET-1A胞中mRNA表达水平；C：qPCR法检测在KYSE-510和KYSE-410细胞中敲低连

接蛋白4对其中泛酸酯酶1 mRNA表达水平的影响；D：KEGG富集分析结果；E：GO富集分析结果。与HET-1A细胞或NC组比

较，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图2    在KYSE-510细胞中敲减连接蛋白4后转录组测序结果中筛选出下游靶基因泛酸酯酶1

2.3  泛酸酯酶 1 促进 KYSE410 和 KYSE-510C 细胞

的增殖能力

平板克隆实验检测结果（图 4A、B）显示，与

si-NC组比较，si-泛酸酯酶 1#1和 si-泛酸酯酶 1#2组
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KYSE-410和KYSE-510 细胞的克隆形成能力均显

著 下降（均 P < 0.001）。CCK-8 法检测结果（图

4C~D）显示，与 si-NC 组比较，si-泛酸酯酶 1#1 和

si-泛酸酯酶 1#2 组KYSE-410和KYSE-510细胞的

增殖能力均显著下降（P < 0.01或P < 0.001）。实验

结果表明，敲减泛酸酯酶 1可显著抑制KYSE-410和

KYSE-510 细胞的增殖能力，泛酸酯酶 1 在 ESCC

细胞增殖中可能扮演重要角色。

A、B：qPCR法检测各组KYSE-410和KYSE-510细胞中泛酸酯酶1 mRNA的表达；C、D：WB法检测各组KYSE-410和KYSE-510

细胞中泛酸酯酶1蛋白的表达。与 si-NC组比较，**P <0.01。

图3    qPCR和WB法检测各组KYSE-410和KYSE-510细胞中泛酸酯酶1 mRNA和蛋白的表达

A、B：平板克隆实验检测敲减泛酸酯酶1对KYSE-410和KYSE-510细胞克隆形成能力的影响（× 40）；C、D：CCK-8法检测敲减泛

酸酯酶1对KYSE-410和KYSE-510的增殖能力的影响。与 si-NC组比较，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图4    敲减泛酸酯酶1对KYSE-410和KYSE-510细胞增殖能力的影响

2.4  敲减泛酸酯酶 1 可明显抑制 KYSE-410 和

KYSE-510细胞的迁移和侵袭能力

Transwell实验检测结果（图5A）显示，与si-NC组相

比，泛酸酯酶1敲低组KYSE-410和KYSE-510细胞的迁

移和侵袭能力均显著降低（P < 0.01或P < 0.000 1）。

划痕愈合实验检测结果（图5B）显示，与si-NC组相比，

敲减组 KYSE-410 和 KYSE-510 细胞的划痕愈合能力

均显著下降（P < 0.05或P < 0.01或P < 0.001）。实验结
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果表明，敲减泛酸酯酶 1 能显著抑制 KYSE-410和

KYSE-510细胞的迁移和侵袭能力。

2.5  泛酸酯酶1在ESCC组织中呈高表达，并与多种

患者的性别、肿瘤的分期、分级有关联

免疫组化法检测结果（图6A~C）显示，与癌旁组

织比较，ESCC 组织中泛酸酯酶 1 蛋白染色明显增

强（P < 0.000 1）。阳性染色主要定位于细胞膜。

Timer2.0数据库在线分析（图 6D）显示，与癌旁组织

比较，泛酸酯酶 1在EC组织中呈高表达。UALCAN

数据库分析显示，泛酸酯酶1的表达水平与肿瘤分期

（图6E）、部分肿瘤分级（图6F）以及患者性别（图6G）

有关联（P < 0.5，P < 0.01，P < 0.001，P < 0.0001）。然

而，根据KM plotter在线数据库的生存分析（图6H、I）

显示，泛酸酯酶 1 表达水平与 EC 患者的总生存期

（OS）和无病生存期（DFS）无显著关联。实验结果表

明，泛酸酯酶 1在ESCC组织中呈高表达，并与多种

患者的性别、肿瘤的分期、分级有关联。

A：Transwell小室实验检测敲减泛酸酯酶1对KYSE-410和KYSE-510细胞的迁移及侵袭能力的影响（结晶紫染色，× 40）： 

B：划痕愈合实验检测敲减泛酸酯酶1对KYSE-410和KYSE-510细胞的迁移能力的影响（× 40）。

与 si-NC组比较， *P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图5    敲减泛酸酯酶1对ESCCKYSE-410和KYSE-510细胞迁移和侵袭能力的影响

3  讨  论

EC 主要包括两种类型：ESCC 和 ESCA[15]，其中

ESCC占EC总数的90%。由于父母、兄弟、姐妹等一

级亲属具有EC病史、热烫和高盐饮食习惯、长期吸

烟和饮酒等，EC的发生发展与这些风险因素密切相

关[16-17]。尽管在过去几十年中，EC的治疗方法取得了

显著进展，包括外科手术、放疗和化疗等[18-19]，但这些

传统治疗手段往往只适用于早期诊断的病例。对于

大多数晚期确诊的EC患者来说，治疗效果有限，五

年生存率仍然低于 20%[20]。这一现状凸显了急需深

入探究EC的发病机制以及开发新的治疗策略的重

要性。

连接蛋白4又称脊髓灰质炎病毒的受体相关

基因 4（poliovirus receptor-related protein 4, PVRL4），

它是一种关键的细胞间黏附调节蛋白，影响着细

胞黏附和迁移等多个细胞生物学过程 [21-22]。有研

究 [23-24]表明，在乳腺癌，甲状腺癌等多种肿瘤中，连

接蛋白4的表达与癌细胞增殖和转移有关，然而连接

蛋白4在ESCC中的作用以及分子机制，仍未有研究

报道。因此，本研究旨在深入探讨通过连接蛋白

4 转录组测序筛选出的下游分子泛酸酯酶 1 在

ESCC 中的表达及其潜在功能，并尝试揭示其可

能的调控机制。首先，通过文献回顾，发现连接

蛋白 4 在多种肿瘤中异常表达。利用 Timer2.0 数

据库以及 qPCR 实验，发现连接蛋白 4 在 ESCC 组

织和细胞中高表达。为了找出其下游的靶基

因，对其敲减细胞进行了转录组测序，选取测序
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结果中下调基因，并与 TCGA-EC 数据库中高表

达的基因取交集，共筛选出泛酸酯酶1、CCL28和

PLEKHS1 3个基因。紧接着在mRNA 水平上验证

了这 3 个基因在正常食管上皮细胞和ESCC 细胞

中的表达水平。结合它们在KYSE-410 和 KYSE-510

细胞中的高表达水平，选取了表达水平最高的

泛酸酯酶 1 进行后续研究。查阅文献发现 ，

泛酸酯酶 1 针对肿瘤的研究还较少，在 ESCC

中的功能及作用机制仍未有相关报道，因此泛酸

酯酶 1 的发现为 ESCC 临床治疗提供了潜在的新

靶点。

A~C：低分化、中分化及高分化泛酸酯酶1免疫组化染色结果（200×；400× ）；D：Timer2.0在线数据库EC中泛酸酯酶1的表达；

E~G：TGGA数据库数据分析EC组织的泛酸酯酶1表达水平与肿瘤分级分期及性别的关系；H~I：KM plotter分析泛酸酯酶1的表

达与患者OS和DFS率的关系。与癌旁组织或正常组织或低表达组比较，*P < 0.05，**P < 0.01，***P < 0.001，****P < 0.000 1。

图6    泛酸酯酶1在ESCC组织的表达及其临床意义
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泛酸酯酶 1是一类特殊的细胞膜酶，泛酸酯酶 1

在生物体中的主要作用是催化泛酸酯的脱酯化反

应，从而释放泛酸。泛酸是合成辅酶A的前体，辅酶

A是多种代谢途径中必需的辅因子，参与脂肪酸、氨

基酸和碳水化合物的代谢[25-26]。在肿瘤学领域，泛酸

酯酶 1的功能开始受到关注。研究[27]表明，泛酸酯

酶 1通过其酶活性影响肿瘤微环境以及通过调节局

部的氧化还原平衡和炎症反应来影响肿瘤细胞的生

存和增殖泛酸酯酶1。它能够影响免疫细胞，如巨噬

细胞的功能，进而影响炎症反应和免疫监视。这一

功能在肿瘤微环境中尤为重要，可能影响肿瘤细胞

逃避免疫系统的监控。综上所述，可见泛酸酯酶 1

在肿瘤的发生和发展中扮演的角色非常重要。泛

酸酯酶 1的多面性功能使其成为一个潜在的治疗目

标，特别是在如ESCC这样的肿瘤类型中，深入研究

其精确机制可能揭示新的治疗策略。因此，未来的

研究需更系统地探索泛酸酯酶 1在ESCC中的表达

模式、调控机制及其与疾病进展之间的具体联系，以

期为EC的治疗提供新的思路。

本研究首次揭示了泛酸酯酶 1作为连接蛋白 4

的下游靶基因在ESCC中的重要作用。通过一系列

实验证实了泛酸酯酶 1在ESCC中的高表达及其对

肿瘤细胞恶性行为的促进作用，为深入理解ESCC的

分子机制提供了新的视角。首先，通过敲低连接蛋

白 4后的转录组测序分析发现泛酸酯酶 1是其重要

的下游靶基因。这一发现不仅扩展了对连接蛋白 4

信号通路的认识，也为ESCC中连接蛋白 4/泛酸酯

酶1轴的研究奠定了基础。通过功能实验发现，敲减

泛酸酯酶1能显著抑制ESCC细胞的增殖、迁移和侵

袭能力。这表明泛酸酯酶 1可能是ESCC恶性进展

的关键驱动因子之一。值得注意的是，KEGG和GO

富集分析结果提示，泛酸酯酶1可能通过参与泛酸和

辅酶A的合成代谢途径发挥作用。这一发现为理解

泛酸酯酶1在ESCC中的作用机制提供了新的方向。

泛酸和辅酶A作为重要的代谢中间体，参与了多种生

物过程。泛酸酯酶 1通过调节这些代谢途径可能影

响ESCC细胞的能量代谢和生物合成，从而促进肿瘤

进展。临床样本分析和在线数据库研究进一步支持

了泛酸酯酶 1在ESCC中的重要性。免疫组化结果

显示，泛酸酯酶 1在ESCC组织中高表达，主要定位

于细胞膜。这一结果与泛酸酯酶1作为 GPI 锚定蛋

白的特性相一致。此外，泛酸酯酶 1 的表达水平

与肿瘤分期、部分肿瘤分级以及患者性别相关，

表明其可能参与 ESCC 的进展过程。然而，泛酸

酯酶 1 表达与患者预后未显示显著相关性，这可

能暗示泛酸酯酶 1 在 ESCC 发生发展的不同阶段

发挥不同的作用，或者存在其他因素影响预后。

尽管本研究取得了重要进展，但仍存在一些局

限性。首先，本实验尚未在体内模型中验证泛酸酯

酶 1的作用，这将是未来研究的重要方向。其次，泛

酸酯酶1如何精确调控ESCC细胞的恶性行为，特别

是其与泛酸和辅酶A代谢的具体关系，仍需进一步

探索。

总的来说，本研究揭示了泛酸酯酶1作为连接蛋

白 4的下游靶基因在ESCC中的重要作用，为 ESCC 

的分子机制研究和靶向治疗提供了新的见解。未

来的研究应聚焦于以下几个方面，首先，在动物

模型中验证泛酸酯酶 1 的功能；其次，深入探索

泛酸酯酶 1 调控 ESCC 细胞代谢的具体机制，阐

明连接蛋白 4/泛酸酯酶 1 轴的详细调控网络；进一

步，探索以泛酸酯酶1为靶点的治疗策略。这些研究

将有助于更全面地理解ESCC的分子机制，并为开发

新的诊断和治疗方法提供重要依据。
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