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  [摘要] 目的 探 讨 半 胱 氨 酸β-合 成 酶(cystathionine-β-synthase,CBS)在 食 管 鳞 状 细 胞 癌(esophageal
squamouscellcarcinoma,ESCC)组织中的表达特征,明确其与患者临床病理参数的相关性,并通过体内外实验深入

探讨CBS对ESCC细胞恶性生物学行为(包括增殖、迁移、侵袭、凋亡及体内成瘤能力)的调控作用,以期为ESCC
的分子靶向治疗提供理论依据。方法 前瞻性收集38例行根治性切除术的ESCC患者的肿瘤组织及配对癌旁正

常组织,采用转录组测序筛选差异表达基因;通过实时定量聚合酶链式反应(real-timequantitativepolymerasechain
reaction,RT-qPCR)和免疫组织化学实验分别在 mRNA和蛋白水平验证CBS的表达,分析CBSmRNA水平与患

者临床病 理 特 征(TNM 分 期、淋 巴 结 转 移 等)及 预 后 的 相 关 性。选 取 人 正 常 食 管 上 皮 细 胞(humannormal
esophagealepithelialcells,HEEC)及ESCC细胞系(TE-1、ECA-109、KYSE-150),检测CBS的 mRNA表达水平,并
基于表达差异筛选目标细胞系。利用慢病毒介导的shRNA技术构建CBS敲降的KYSE-150细胞模型;综合运用

CCK-8法、Transwell小室实验、流式细胞术(AnnexinV-FITC/PI双染法)及裸鼠皮下移植瘤模型,分析CBS敲降

对细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡及体内肿瘤生长的影响。结果 转录组测序及后续验证实验一致表明,CBS在ESCC
组织中的 mRNA和蛋白表达水平均显著高于癌旁正常组织(P<0.05)。临床相关性分析显示,CBS表达水平与T
分期(r=0.438,P=0.006)、N分期(r=0.730,P=0.001)、TNM 分期(r=0.788,P<0.001)及淋巴结转移(r=
0.355,P<0.001)呈正相关。在体外成功构建CBS稳定敲降的KYSE-150细胞株,功能实验表明,与空载体对照

组(sgRNA-NC)相比,CBS敲降组(sgRNA-CBS)的细胞增殖活性(48h和72hOD值差异有统计学意义,P<
0.001)、迁移能力(迁移细胞数减少约31%,P<0.01)和侵袭能力(侵袭细胞数减少约40%,P<0.01)均受到显著

抑制,同时细胞凋亡率显著升高(约增加54.4%,P<0.01)。体内动物实验进一步证实,干扰CBS表达可显著抑制

裸鼠移植瘤的生长[sgRNA-CBS组第22天肿瘤体积(624.0mm3)明显低于sgRNA-NC组(974.2mm3),差异有统

计学意义(P<0.001)],并伴随肿瘤增殖标志物 Ki-67表达的下降。结论 CBS在ESCC中呈现显著高表达,且其

表达水平与肿瘤的恶性进展密切相关。体内外功能实验证实,CBS具有促进ESCC细胞增殖、迁移、侵袭并抑制其

凋亡的作用。本研究提示CBS可能作为ESCC一个有潜力的诊断标志物和治疗靶点,为后续开发针对CBS的靶

向治疗策略提供了重要的实验依据。
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[Abstract] Objective Toinvestigatetheexpressioncharacteristicsofcystathionine-β-
synthase(CBS)inesophagealsquamouscellcarcinoma(ESCC)tissues,toclarifyitscorrelation
withclinicopathologicalparametersofpatients,andtofurtherexploretheregulatoryroleofCBS
inthemalignantbiologicalbehaviorsofESCCcells(includingproliferation,migration,invasion,

apoptosis,andinvivotumorigenicity)throughinvitroandinvivoexperiments,withthegoalof
providingatheoreticalbasisformoleculartargetedtherapyofESCC.Methods Tumortissues
andpairedadjacentnormaltissueswereprospectivelycollectedfrom38ESCCpatientsundergoing
radicalresection.Transcriptomesequencingwasusedtoscreendifferentiallyexpressedgenes.
TheexpressionofCBSwasverifiedatthemRNAandproteinlevelsbyreal-timequantitative
polymerasechainreaction (RT-qPCR)andimmunohistochemistry,respectively,andthe
correlationofCBSmRNAlevelswithclinicopathologicalfeatures(TNMstage,andlymphnode
metastasis)andprognosisofpatientswasanalyzed.Normalhumannormalesophagealepithelial
cells(HEEC)andESCCcelllines(TE-1,ECA-109,KYSE-150)wereselectedtodetectCBS
mRNAexpressionlevels,andatargetcelllinewasscreenedbasedonexpressiondifferences.A
CBS-knockdown KYSE-150 cell model wasconstructed usinglentivirus-mediated shRNA
technology.TheeffectsofCBSknockdownoncellproliferation,migration,invasion,apoptosis,

andinvivotumorgrowthwereanalyzedcomprehensivelyusingtheCCK-8assay,Transwell
chamberassay,flowcytometry (AnnexinV-FITC/PIdoublestaining),andasubcutaneous
xenografttumor modelinnude mice.Results Transcriptomesequencingandsubsequent
validationexperimentsconsistentlyshowedthatthemRNAandproteinexpressionlevelsofCBS
inESCCtissuesweresignificantlyhigherthanthoseinadjacentnormaltissues(allP<0.05).
ClinicalcorrelationanalysisrevealedthatCBSexpressionlevelswerepositivelycorrelatedwithT
stage(r=0.438,P=0.006),Nstage(r=0.730,P=0.001),TNMstage(r=0.788,P<
0.001),andlymphnodemetastasis(r=0.355,P<0.001).ACBS-knockdownKYSE-150cell
linewassuccessfullyestablishedinvitro.Functionalexperimentsdemonstratedthatcompared
withtheemptyvectorcontrolgroup(sgRNA-NC),theCBSknockdowngroup(sgRNA-CBS)

showedsignificantlyinhibitedcellproliferationactivity (OD valuessuggestingsignificant
differencesat48hand72h,P<0.001),migrationcapacity(approximately31%reductionin
migratedcellnumber,P<0.01),andinvasioncapacity(approximately40%reductionininvaded
cellnumber,P<0.01),whiletheapoptosisratewassignificantlyincreased (approximately
54.4%increase,P<0.01).Invivoanimalexperimentsfurtherconfirmedthatinterferingwith
CBSexpressionsignificantlyinhibitedthegrowthofxenografttumorsinnudemice[At22d,the
tumorvolumeinthesgRNA-CBSgroup(624.0mm3)wassignificantlylowerthanthatinthe
sgRNA-NCgroup (974.2mm3),withasignificantdifference,P<0.001],accompaniedby
decreasedexpressionofthetumorproliferationmarkerKi-67.Conclusion CBSissignificantly
highlyexpressedinESCC,anditsexpressionleveliscloselyrelatedtomalignantprogressionof
thetumor.In vitroandin vivofunctionalexperimentsconfirm thatCBS promotesthe
proliferation,migration,andinvasionofESCCcellsandinhibitstheirapoptosis.Thisstudy
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suggeststhatCBSmayserveasapotentialdiagnosticmarkerandtherapeutictargetforESCC,

providingimportantexperimentalevidenceforthesubsequentdevelopmentofCBS-targeted
therapeuticstrategies.

[Keywords] esophagealtumor;cysteine-βsynthase;malignantbiologicalbehaviorofcells

  食管鳞状细胞癌(esophagealsquamouscell
carcinoma,ESCC)因其高病死率以及不良预后引起

广泛关注[1-4]。ESCC发病呈显著地域性,部分亚

洲地区发病率可达全球平均水平的5~8倍[5-7]。
从病理特征看,ESCC具有高度侵袭性和转移倾

向[8],其致病机制涉及多因素协同作用[9],包括烟

草、乙 醇、膳 食 亚 硝 酸 盐 以 及 微 量 营 养 素 缺 乏

等[10-13]。半 胱 氨 酸 β-合 酶 (cystathionine-β-
synthase,CBS)作为含硫氨基酸代谢的关键酶,在同

型半胱氨酸循环和硫化氢生物合成中发挥核心作

用[14]。CBS衍生物通过多种病理生理机制参与疾

病进展[15-17],与肿瘤进展密切相关[18-20]。然而,

CBS在ESCC中的作用机制尚不清楚。本研究全

面解析CBS在ESCC中的表达特征及其对肿瘤恶

性表型的调控作用。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 前瞻性收集了内蒙古自治区赤峰

市第二医院2022年9月—2023年12月38例行根

治性食管切除术的ESCC患者手术标本,每例患者

均同时获取肿瘤组织及距肿瘤边缘≥5cm的配对

正常黏膜组织。所有入组病例均经两名资深病理医

师双盲复核确认,肿瘤分期参照AJCC第8版TNM
分期系统(T1N0M0-T3N3M0)。

本研究所有实验流程均通过赤峰市第二医院伦

理委员会审批(批号:KY-24004),并严格遵循《赫尔

辛基宣言》及CIOMS国际伦理准则。

1.2 纳入标准与排除标准 纳入标准:①初治患

者,未接受过新辅助化疗、放疗等抗肿瘤治疗;②接

受标准R0切除+D2淋巴结清扫术;③术后病理确

诊为原发性食管鳞癌;④临床随访资料完整。排除

标准:①术前接受过任何形式的抗肿瘤治疗;②非根

治性手术(探查或姑息切除);③存在远处转移(M1
期);④混合型或其他特殊类型食管恶性肿瘤;⑤合

并消化系统慢性疾病;⑥严重系统性疾病(心功能

Ⅲ~Ⅳ级、未控制糖尿病等);⑦失访或临床数据缺

失病例。

1.3 转录组测序 选取6组经病理确诊的ESCC
组织及其配对癌旁正常组织进行高通量测序分析。
样本采集后立即置于-80℃干冰保存,全程冷链运

输至测序中心。测序数据质量控制采用多维度评

估:①使 用 FastQC 进 行 原 始 数 据 质 量 评 估;②
Trimmomatic软件去除低质量序列(Phred评分<
30分);③SortMeRNA过滤核糖体RNA污染。基

因表达量采用TPM 法标准化处理,并通过主成分

分析验证样本聚类特征。差异表达基因筛选标准设

定为|log2FC|>1且校正P 值<0.01(Benjamini-
Hochberg法)。功能注释分析通过DAVID6.8数

据库完成。

1.4 实 时 定 量 聚 合 酶 链 式 反 应 (Real-time
quantitativepolymerasechainreaction,RT-qPCR)
分析 RNA提取采用改良型 Trizol法,严格监控

提取质量(A260/A280比值1.8~2.0)。cDNA合成

使用 HiScriptⅡ逆转录试剂盒,反应体系包含:总

RNA1μg、Oligo(dT)18primer1μL、dNTPMix
1μL、5×RTBuffer4μL。反应条件:预变性为

95℃30s;扩增循环为95℃5s,60℃30s(40个

循环);熔解曲线分析为65~95℃(0.5℃/s)。所用

PCR引物序列见表1。

表1 引物序列

Table1 Primersequence

基因 Forward(5'-3') Reverse(5'-3')

GAPDH CAACTTTGGTATCGTGGAAGG GCCATCACGCCACAGTTTC
CBS  TTCTTCCTGGGCTTCTCTGA  GTTACACCTCATGTCCTCCT

1.5 免疫组织化学染色 组织样本在10%中性缓

冲福尔马林(pH=7.4),4℃固定72h。随后梯度乙

醇脱水(70%~100%),二甲苯透明,石蜡浸渍。最

后制备4μm厚连续切片备用。载玻片经烘烤、脱
腊、复水后,首先用1×乙二胺四乙酸缓冲液(pH=

9.0)高压热修复(121℃,15min),随后用3% H2O2
室温孵育30min、10%正常山羊血清,37℃30min。
使用兔抗CBS单克隆抗体(1∶200,Abcam,英国)

4℃过夜,加入 HRP标记山羊抗兔IgG(1∶1000,

Abcam,英国)37℃30min。DAB显色系统严格控
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制显色时间(3~5min),Mayer's苏木素对比染色

1min。结果判读采用双盲法,由2名病理医师独立

评估。使用ImageProPlus6.0软件进行半定量分

析,计算积分光密度值。

1.6 细胞系和细胞培养 实验细胞模型为恶性表

型:TE-1(中分化)、ECA-109(低分化)、KYSE-150
(高转移);正常对照:HEEC(3代以内)。细胞均购

买自中国科学院上海生命科学研究院。培养条件:

①培养基,TE-1/ECA-109为RPMI-1640+10%热

灭活胎牛血清(fetalbovineserum,FBS,Gibco,美
国);KYSE-150/HEEC 为 高 糖 DMEM +10%
FBS;②添加剂,1%双抗(青霉素100kU/L+链霉

素100mg/L);③培养环境:37℃、5%CO2。

1.7 CBS敲降细胞株构建 本研究采用慢病毒介

导的 shRNA 干 扰 技 术 构 建 CBS 基 因 敲 降 的

KYSE-150细胞模型。具体操作流程如下:基于

CBS基因序列(NCBI登录号:NM_000071)设计特

异性gRNA,由专业公司完成慢病毒载体构建。以

MOI=20的感染复数进行病毒感染,同时设置空载

体对照组。转染48h后换用含2mg/L嘌呤霉素的

完全培养基进行阳性克隆筛选。通过有限稀释法获

得单克隆细胞株,持续培养观察细胞形态变化。

1.8 转染效率验证

1.8.1 转录水平检测 按1.4节所述RT-qPCR方

法操作,设置3组对照:未转染组、空载体组、野生型

组。

1.8.2 蛋白水平检测 使用预冷RIPA裂解缓冲液

(含1×蛋白酶抑制剂)处理样本,BCA法检测蛋白

浓度。使用10%分离胶,80V30min条件进行电

泳,后改为120V至溴酚蓝到达胶底。将蛋白转印

至PVDF膜,5%脱脂牛奶封闭、一抗4℃孵育过夜

(CBS1∶1000,GAPDH1∶5000,Abcam,英国)。
洗膜后加入HRP标记的山羊抗兔IgG(1∶10000,

Abcam,英国),室温2h。ECL化学发光,Image
Lab软件进行灰度值分析。

1.9 细胞增殖实验 用CCK-8法评估细胞增殖。
将食管癌细胞以2×103 个细胞/孔密度接种于96
孔板(每孔100μL完全培养基),每组设5个技术重

复,进行3次生物学重复。分别培养24h、48h、

72h后,移除原培养基,每孔加100μL 含10%
CCK-8试剂的新鲜培养基,37℃孵育2h,用酶标仪

测450nm吸光度值。

1.10 细胞迁移和侵袭实验 先将CBS基因敲降

细胞在无血清培养基中饥饿培养12h,再接种于

Transwell24孔板。侵袭实验时,小室加100μL

Matrigel于37℃孵育1h成凝胶层,加1.25×105

个/mL细胞悬液,下室加600μL含血清基础培养

基。静置10min观察记录。培养48h后,将板移

至含500μL固定液(甲醇∶乙酸=3∶1)的新板,小
室加等量固定液摇匀,固定10min后PBS清洗3
次。用结晶紫染色,上室加300μL、下室加500μL,
覆盖20min后PBS清洗3次。棉签移除未穿透膜

面细 胞,移 至 加500μLPBS的 新 板,上 室 也 加

500μLPBS。200倍镜下观察选10个视野,算迁移

细胞平均数评估肿瘤细胞迁移和侵袭能力。

1.11 流式细胞术细胞凋亡检测 采用 Annexin
V-FITC/PI双染法(联科生物科技有限公司,中国

杭州)。具体操作如下:取5×104 个细胞悬液,加入

5μLAnnexinV-FITC荧光标记物,轻柔混匀后,再
加入10μL碘化丙啶染色液。样本经充分混匀后,
使用流式细胞仪进行检测,并通过CellQuest专业

分析软件对凋亡细胞比例进行定量分析。

1.12 动物实验 本研究用6周龄雄性BALB/c裸

鼠,由北京维通利华实验动物技术有限公司提供,在

SPF级环境饲养,通过伦理审批(批号:KY-24004)。
将稳定转染sgRNA-NC或sgRNA-CBS的 KYSE-
150细胞悬液皮下注射到裸鼠背部,用游标卡尺测

量肿瘤长径和短径,计算体积。当肿瘤体积达到

1000mm3 时人道处死取瘤。解剖取出肿瘤,称重、
拍照,并可根据后续实验需求将组织分为2部分:冻
存于-80℃用于蛋白/核酸提取或固定于福尔马林

用于石蜡切片、HE染色、Ki-67免疫组织化学。

1.13 统计学方法 应用SPSSStatistics25和

GraphPadPrism10.0软件分析数据。计量资料比

较采用t检验或单因素方差分析进行组间比较,多
重比较校正采用Bonferroni法;非正态分布数据则

选用 Mann-WhitneyU 检验及Spearman秩相关分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 食管癌患者的临床病理学特征 本研究共纳

入38例经病理确诊的食管鳞癌患者,其中男性24
例(63.2%),女性14例(36.8%),患者年龄≤65岁

19例(50%),>65岁19例(50%)。肿瘤部位分布

情况 如 下:胸 上 段5例(13.2%),胸 中 段 15 例

(39.5%),胸下段18例(47.4%)。病理分级结果显

示:高分化型3例(7.9%),中分化型25例(65.8%),
低分化型10例(26.3%)。所有病例均参照 NCCN
第8版TNM分期标准进行评估:原发肿瘤(T)分
期为T1期13例(34.2%),T2期7例(18.4%),T3
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期17例(44.7%),T4期1例(2.6%);区域淋巴结

(N)分 期 为 N0期18例(47.4%),N1期14例

(36.8%),N2期2例(5.3%),N3期4例(10.5%)。
综合临床分期显示:Ⅰ期9例(23.7%),Ⅱ期12例

(31.6%),Ⅲ期12例(31.6%),Ⅳ期5例(13.2%);
值得注意的是,52.6%(20/38)的患者存在淋巴结转

移。

2.2 转录组测序结果 在6对初始样本中,质量值

为Q20≥90%、Q30≥80%且GC含量达标的3对样

本(A1、A2、A3为癌组织,B1、B2、B3为配对癌旁组

织)通过质量检测被纳入分析,见表2。采用五数概

括法(最小值、下四分位数、中位数、上四分位数和最

大值)对样本数据进行归一化处理,见图1A。通过

双向层次聚类分析筛选差异表达基因,当|log2
(FC)|>0.5,P<0.05时,共识别出5976个差异表

达的mRNAs(3125个上调 mRNAs,2851个下调

mRNAs)。其表达情况通过热图来可视化结果见图

1B。通过TopGO软件进行GO功能富集分析,见
图1C,结果显示这些基因富集在肿瘤形成上。差异

表达基因中CBS基因在癌组织中的表达水平较癌

旁组织显著升高,见图1D。

表2 测序数据质量统计结果

Table2 Statisticalresultsofsequencingdataquality

样本 原始读段 原始读对 原始底稿 清洗读段 清洗基线
清洗读取

对齐序列
平均长度

清洗读段

(%)

清洗基线

(%)
Q20(%) Q30(%)

A1 37655502 18827751 5685980802 35921478 5355099855 17960739 149.1 95.40 94.18 97.30 93.20
A2 34871724 17435862 5265630324 32839748 4907544395 16419874 149.4 94.17 93.20 97.35 93.00
A3 44723994 22361997 6753323094 43772284 6546679335 21886142 149.6 97.87 96.94 97.75 93.75
B1 48526036 24263018 7327431436 47166786 7038434503 23583393 149.2 97.20 96.06 97.50 93.20
B2 35335188 17667594 5335613388 33889082 5061273032 16944541 149.3 95.91 94.86 97.45 93.20
B3 46919496 23459748 7084843896 45550278 6795379244 22775139 149.2 97.08 95.91 97.45 93.20

图1 转录组测序结果

A.转录数据归一化处理Boxplot图;B.2组样本间差异表达基因热图;C.食管癌组织差异基因疾病富集;D.2组样本间差异表

达基因火山图

Figure1 Transcriptomesequencingresults

2.3 CBS在食管癌和癌旁正常组织中的表达情况  综合RT-qPCR和免疫组织化学结果,CBS在食
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管癌组织中的mRNA和蛋白表达水平均显著高于

癌旁正常组织(P<0.001和P<0.05),见表3、表

4、图2。
表3 在食管癌和癌旁正常组织中的CBSmRNA表达情况

Table3 ExpressionofCBSmRNAinesophagealcancer
andadjacentnormaltissues

(n=33,x-±s)

组别 CBSmRNA

癌旁组 1.346±0.193
癌组 3.974±0.244
t值 8.442
P 值 <0.001

表4 在食管癌和癌旁正常组织中的CBS蛋白表达情况

Table4 ExpressionofCBSproteininesophagealcancer
andadjacentnormaltissues

(n=3,x-±s)

组别 CBS蛋白

癌旁组 59.480±9.363
癌组 111.900±9.179*

t值 4.001
P 值 0.016

图2 CBS在食管癌和癌旁正常组织中免疫组织化学染色

结果(×100)

Figure2 ImmunohistochemicalstainingresultsofCBSin
esophagealcancerandadjacentnormaltissues(×100)

2.4 CBS表达水平与ESCC患者临床特征的相关

性 相关分析显示,食管癌组织中CBSmRNA与

患者性别、年龄、肿瘤位置及肿瘤分化程度无相关性

(P>0.05);CBSmRNA表达水平与T分期、N分

期、TNM 临床分期及淋巴结转移情况显著相关,差
异有统计学意义(P<0.05),见表5。结果表明随着

T分期、N分期和 TNM 分期的进展,CBSmRNA
表达水平逐渐升高。

2.5 CBS敲降细胞株构建及效果验证 与正常食

管上皮细胞 HEEC相比,食管癌细胞系中CBS表

达水平显著升高,其中KYSE-150细胞株升高最明

显(表6),因此选择 KYSE-150进行后续实验。用

含有CBS干扰序列(sgRNA)及其对照序列(NC)的
慢病毒分别感染食管癌KYSE-150细胞72h后,利
用 RT-qPCR 检 测 CBS 敲 降 效 果,结 果 显 示:

sgRNA-CBS组CBSmRNA及蛋白水平均显著降

低,其中sgRNA-CBS组细胞中CBS蛋白表达水平

为sgRNA-NC组的(0.532±0.180)倍,差异有统计

学意义(P<0.05),见图3、表7、表8。提示CBS基

因敲降模型构建成功。
表5 CBS水平与临床病理指标的相关性分析

Table5 CorrelationanalysisbetweenCBSlevelsand
clinicopathologicalindicators

指标 r值 P 值

性别 0.012 0.511
年龄 0.504 0.440
肿瘤位置 0.079 0.236
分化程度 0.070 0.281
T分期 0.438 0.006
N分期 0.730 0.001
TNM分期 0.788 <0.001
淋巴结转移 0.355 <0.001

表6 不同食管癌细胞系中CBSmRNA表达情况

Table6 ExpressionofCBSmRNAindifferent
esophagealcancercelllines

(n=9,x-±s)

组别 CBSmRNA

HEEC组 1.113±0.178 

TE-1组 7.803±0.690*

ECA-109组 3.994±0.532*

KYSE-150组 8.414±0.885*

F 值 29.840
P 值 <0.001

*P 值<0.05与 HEEC组比较(Bonferroni法)

表7 KYSE150细胞中 CBSmRNA水平

Table7 CBSmRNAlevelsinKYSE-150cells
(n=9,x-±s)

组别 CBSmRNA

KYSE-150组 1.010±0.047 

sgRNA-NC组 0.967±0.064 

sgRNA-CBS组 0.172±0.018*

F 值 100.800
P 值 <0.001

*P 值<0.05与sgRNA-NC组比较(Bonferroni法)

表8 CBS蛋白表达定量分析统计

Table8 Quantitativestatisticalanalysisof
CBSproteinexpression

(n=3,x-±s)

组别 CBS蛋白表达水平

KYSE-150组 1.000±0.033 

sgRNA-NC组 1.081±0.012 

sgRNA-CBS组 0.533±0.104*

F 值 21.590
P 值 0.002

*P 值<0.05与sgRNA-NC组比较(Bonferroni法)
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图3 转染sgRNA72h后,KYSE150细胞中CBS蛋白表达

水平

Figure3 TheexpressionlevelofCBSproteininKYSE150
cellsat72haftertransfectionwithsgRNA

2.6 CBS对ESCC细胞生物学功能的影响 通过

CCK-8和Transwell实验检测细胞增值、迁移及侵

袭功能,结果显示:敲减CBS后细胞增殖、迁移和侵

袭能力均被显著抑制(P<0.05),见表9,表10,图

4A、B;进一步通过流式细胞术检测细胞凋亡情况,
结果发现:相较于sgRNA-NC组,sgRNA-CBS组的

细胞凋亡比例升高,差异有统计学意义(P<0.01),
见表11、图4C。说明敲减CBS表达可抑制ESCC
细胞生物学功能。

表9 敲减CBS对细胞增殖的影响

Table9 TheroleofCBSknockdownincellproliferation
(n=8,x-±s)

组别
OD值

0h 24h 48h 72h
sgRNA-NC组 0.243±0.017 1.309±0.029 1.572±0.094 1.741±0.084
sgRNA-CBS组 0.265±0.003 0.900±0.014 1.047±0.054 1.099±0.017
组间 F 值=19.970   P 值<0.001
时点间 F 值=265.300  P 值<0.001
组间·时点间 F 值=78.044   P 值<0.001

表10 敲减CBS对细胞迁移与侵袭的影响

Table10 TheroleofCBSknockdownincell
migrationandinvasion

(n=5,x-±s,个)

组别 迁移细胞数 侵袭细胞数

sgRNA-NC组 336.800±15.620 302.400±24.250
sgRNA-CBS组 232.400±15.640 181.800±7.207
t值 4.723 4.768
P 值 0.001 0.001

表11 敲减CBS对细胞凋亡的影响

Table11 TheroleofCBSknockdownincellapoptosis
(n=3,x-±s,%)

组别 细胞凋亡率

sgRNA-NC组 24.340±1.354
sgRNA-CBS组 37.580±2.046
t值 5.394
P 值 0.006
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图4 CBS对ESCC细胞生物学功能的影响

A.细胞迁移检测(结晶紫染色);B.细胞侵袭检测(结晶紫染色);C.细胞凋亡检测

Figure4 EffectofCBSonthebiologicalfunctionsofESCCcells

2.7 CBS对体内ESCC细胞增殖的影响 为了研

究CBS在体内的作用,我们通过慢病毒感染分别构

建 了 稳 定 表 达 sgRNA-CBS 和 sgRNA-NC 的

KYSE-150细胞系,并将这些细胞注射到裸鼠皮下

建立移植瘤模型。当实验中肿瘤最大体积达到

1000mm3 时,处死全部小鼠并解剖收集肿瘤组织。
通过测量肿瘤体积发现:当CBS表达被干扰后,体

内肿瘤的生长受到显著抑制,见图5A、B,表12;通
过对肿瘤组织进行 HE染色及免疫组化染色发现:

sgRNA-CBS组的肿瘤组织较sgRNA-NC组破坏减

轻,sgRNA-CBS 组 的 Ki67 阳 性 染 色 面 积 较

sgRNA-NC组明显减少,见图5C。以上结果表明,

CBS基因的敲除显著抑制了肿瘤生长,即敲减CBS
体内可促进ESCC细胞的增殖。

表12 2组不同时间肿瘤体积的变化比较

Table12 Comparisonoftumorvolamechangesbetweentwogroupsatdifferenttimepoints
(n=5,x-±s,mm3)

 组别
时间

1d 7d 10d 12d 15d 18d 22d
sgRNA-NC组 0.00±0.00 190.80±28.05 246.50±27.39 370.20±51.31 580.90±72.76 889.70±49.20 974.20±60.01
sgRNA-CBS组 0.00±0.00 108.50±9.39 128.20±12.67 180.70±22.60 231.00±24.24 466.40±51.86 624.00±26.25
组间 F 值=19.090   P 值<0.001
时点间 F 值=251.800  P 值<0.001
组间·时点间 F 值=38.700   P 值<0.001
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图5 CBS对体内ESCC细胞增殖的影响

A.裸鼠成瘤;B.瘤体;C.HE染色(×200)和Ki-67免疫组织化学染色(×200)

Figure5 EffectofCBSontheproliferationofESCCcellsinvivo

3 讨  论

本研究的核心发现在于,通过整合临床组织样

本分析、体外细胞模型及体内动物实验,首次系统性

地证实了CBS在ESCC中作为一个关键的促癌基

因发挥作用。本研究数据清晰地描绘了一条从

CBS表达上调到 ESCC恶性表型加剧的因果链:

CBS在mRNA和蛋白水平的显著高表达,与肿瘤

的局部浸润深度、淋巴结转移及晚期临床分期紧密

关联;而功能丧失性实验则证明,抑制CBS可同时

从多个维度削弱肿瘤的恶性潜能———既抑制其增殖

与克隆形成能力,又削弱其迁移与侵袭的动力学特

征,同时还逆转了其抗凋亡特性。这一“多效性”特
点提示,CBS很可能位于ESCC致病网络中的一个

枢纽位置。
本研究将CBS的表达水平与精确的临床病理

参数相联系,发现其与TNM 分期及淋巴结转移呈

显著正相关,这超越了简单的“表达差异”描述,提示

CBS是推动ESCC侵袭性进展的主动因素,而非被

动伴随现象。这一发现为将CBS开发为预后预测

的生物标志物提供了强有力的临床依据。对于具有

CBS高表达特征的ESCC患者,其肿瘤可能更具侵

袭性,需要更密切的随访和更积极的干预策略。
从基础研究角度而言,本研究为ESCC的分子

机制研究开辟了新的方向。虽然已有文献[21-26]报

道与 ESCC发生发展相关的多个分子标志物,但
CBS在ESCC肿瘤演进过程中的确切作用机制仍

存在空白。基于现有实验结果,提出科学假说:CBS
可能通过调控细胞周期进程、运动能力或细胞间信

号传导等关键生物学过程,促进肿瘤的恶性进展。

然而,这些推测需要后续实验的深入验证,特别是其

具体的分子作用机制有待进一步阐明。特别值得关

注的是,本研究对CBS表达谱的系统分析为其作为

治疗靶点的可行性提供了实验依据。若能通过后续

研究确证CBS在ESCC发生中的核心作用,针对该

分子开发特异性靶向治疗方案,将为现有治疗效果

欠佳的ESCC患者群体提供新的治疗选择。
在细胞模型研究中,本研究采用多株ESCC细

胞系与HEEC进行对比分析,结果显示所有肿瘤细

胞系中CBS表达均显著上调,其中KYSE-150细胞

表现出最显著的表达差异,这一发现提示CBS在

ESCC 发 生 发 展 中 可 能 发 挥 关 键 作 用。通 过

CRISPR-Cas9基因编辑技术结合慢病毒转导系统,
成功构建了CBS稳定敲降的KYSE-150细胞模型。

RT-qPCR和免疫组织化学染色检测证实,实验组细

胞中CBS在转录和翻译水平均被有效抑制,为后续

功能研究提供了可靠的实验体系。综合应用CCK-8
增殖检测、Transwell迁移实验、基质胶侵袭实验和

凋亡检测等多种技术手段,发现CBS敲降可显著抑

制肿瘤细胞的增殖活力、运动能力和侵袭潜能,同时

诱导细胞凋亡。这些结果不仅证实CBS对肿瘤细

胞生存的维持作用,更提示其可能参与调控ESCC
的转移过程。

尽管本研究未直接解析下游信号通路,但基于

本实验结果并整合最新文献,可以构建一个关于

CBS在ESCC中潜在作用机制的综合性假说框架。

3.1 代谢重编程与能量/氧化应激稳态调控 CBS
是含硫氨基酸代谢的核心酶,其最主要的生物学功

能之一是内源性生成气体信号分子硫化氢(H2S)。
在肿瘤细胞中,CBS的高表达可能通过 H2S诱导一
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种特殊的“代谢重编程”。一方面,H2S可通过硫巯

基化 修 饰 激 活 关 键 的 能 量 感 受 器 AMPK 和

mTORC1信号轴,优化肿瘤细胞在营养应激条件下

的能量代谢[27]。另一方面,H2S因其还原特性,能
够有效清除活性氧,维持肿瘤细胞内的氧化还原平

衡,这不仅能保护细胞免受氧化应激诱导的损伤,还
可能通过创造一个适宜的微环境,间接稳定 HIF-1α
等促癌转录因子,从而促进血管生成和糖酵解。

3.2 促生存与增殖信号通路的激活 本研究观察

到的增殖受抑和凋亡增加,强烈指向经典促生存通

路的介入。研究证实,CBS/H2S轴能够通过硫巯基

化 修 饰,正 调 控 PI3K/Akt 和 MAPK/ERK 通

路[28]。推测在ESCC中,CBS衍生的 H2S可能通

过抑制PTEN 等负调控因子的活性,或直接激活

Akt,进而磷酸化并抑制下游的促凋亡蛋白(如Bad、

Bax),同时上调细胞周期蛋白D1和c-Myc的表达,
形成一个驱动细胞周期并抑制凋亡的信号网络。

3.3 细胞骨架重塑与侵袭表型的获得 对迁移和

侵袭实验的结果提示CBS深刻影响着细胞的运动

能力,其 机 制 可 能 涉 及 对 “上 皮 - 间 质 转 化”
(emergercy-mesenchymaltransition,EMT)程序的

调控。H2S已被证明可上调Snail、Slug和ZEB1等

EMT核心转录因子[29],导致E-钙黏蛋白丢失和波

形蛋白等间质标志物增加,赋予细胞更强的迁移性。
此外,CBS还可能通过调控RhoGTPase家族成员

(如Rac1、Cdc42)的活性,直接驱动细胞骨架的重排

和伪足形成。在侵袭过程中,CBS/H2S还可能通过

激活 转 录 因 子 如 AP-1,促 进 基 质 金 属 蛋 白 酶

(MMP-2,MMP-9)的表达与分泌,从而降解细胞外

基质屏障[30]。

3.4 肿瘤微环境的塑造 CBS的作用可能超越了

肿瘤细胞自身,其产生的 H2S作为一种可扩散的气

体分子,能作用于肿瘤微环境中的其他组分。例如,

H2S是已知的血管舒张因子,可促进内皮细胞增殖

和迁移,从而刺激肿瘤血管新生。同时,H2S对免

疫细胞功能具有复杂的调节作用,可能通过诱导T
细胞凋亡或促使巨噬细胞向 M2促肿瘤表型极化,
从而帮助肿瘤细胞实现免疫逃逸。这或许能部分解

释体内实验中观察到的强效抑瘤效果。
本研究的局限性在于对上述机制假说尚未进行

直接的实验验证。未来的研究工作将围绕以下几个

方向展开:首先,利用蛋白质组学和磷酸化蛋白质组

学技术,系统筛选CBS敲除后发生显著变化的信号

通路和关键磷酸化位点;其次,通过回复性实验,在
敲低CBS的细胞中重新激活 Akt或过表达EMT

转录因子,观察能否“挽救”其恶性表型,从而确立因

果联系;最后,探索靶向CBS的药物治疗潜力,例如

评估CBS特异性抑制剂(如AOAA)在ESCC模型

中的疗效,并探索其与现有化疗药物的协同作用。
综上所述,本研究不仅确立了CBS是ESCC一

个重要的预后相关癌基因,还从其多功能的生物学

特性出发,构建了一个整合了代谢调控、信号转导、
细胞动力学及微环境互作的综合性分子机制框架。
这一框架为全面理解CBS在ESCC中的核心作用

提供了新的视角,并将有力地推动针对CBS/H2S
信号轴的靶向治疗策略的开发,为改善ESCC患者

的预后带来新的希望。
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