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【摘要】　目的  探讨巨噬细胞帽状蛋白（CAPG）在食管鳞状细胞癌（ESCC）组织中的表达

水平及其对ESCC细胞体外迁移、增殖、侵袭的影响以及相关机制的影响。方法  通过对来自基因表

达数据库（GEO）的ESCC单细胞转录组数据进行综合分析，以揭示肿瘤间的异质性。整合和标准化

GSE188900数据集的ESCC样本数据，采用主成分分析（PCA）对标准化数据进行降维和聚类，采用

Single R算法注释细胞，使用inferCNV R包识别肿瘤细胞。最终确定食管上皮细胞为肿瘤细胞来源，

并对高变基因进行基因集变异分析（GSVA）。随后，采用实时定量反转录聚合酶链反应（qRT-PCR）

验证CAPG在ESCC组织样本和正常样本中的表达量。靶向CAPG的小片段干扰RNA（siRNA）转染人

ESCC细胞EC1，以降低EC1细胞中CAPG的表达。通过体外功能实验验证CAPG对EC1细胞的增殖、迁

移和侵袭等能力的影响。最后，通过qRT-PCR验证CAPG对ESCC细胞中上皮-间质转化（EMT）通路

相关分子表达的影响。结果 通过对ESCC单细胞测序数据分析，发现食管上皮细胞为肿瘤细胞来源，

而且EMT通路相关基因在食管上皮细胞中显著富集。将上皮细胞相关基因与EMT通路相关基因取交集

得到核心基因：CAPG。与正常组织相比，ESCC组织中CAPG表达明显上调。其次，体外功能实验表

明，CAPG敲低显著影响人ESCC细胞EC1的增殖、迁移和侵袭，而且CAPG敲除影响多个EMT相关分

子的表达。最后，CAPG作为EMT通路相关基因的成员，促进ESCC中肿瘤细胞的克隆性增殖和转移。 

结论 CAPG在ESCC中高表达，具有促进ESCC细胞增殖、迁移和侵袭的作用；并且CAPG敲除影响多

个EMT通路相关分子的表达。
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化通路
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【Abstract】　Objective To investigate the expression level of macrophage-capping protein （CAPG） in 

esophageal squamous cell carcinoma （ESCC） and its effect on migration， proliferation and invasion of ESCC cells 

in vitro as well as the related mechanisms． Methods Comprehensive analysis for single cell transcriptome data 

of ESCC from Gene Expression Omnibus （GEO） datasets was performed in order to reveal the tumor heterogeneity. 

After raw data from GSE188900 was integrated and standardized， Principal Component Analysis （PCA） was used 

for dimensionality reduction and clustering of the standardized data. Then， the Single R algorithm was used for cell 

annotation， and the inferCNV R package was used to identify tumor cells. Esophageal epithelial cells were finally 

identified as tumor cells and Gene Set Variation Analysis （GSVA） was performed on highly variable genes. Quantitative 

real-time polymerase chain reaction （qRT-PCR） was used to verified the expression level of hub gene in esophageal 

squamous cell carcinoma patient samples. Next， small interfering RNA （siRNA） targeting CAPG was transfected 
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食管癌是世界上最常见的癌症之一，食管癌

的两个主要亚型是食管鳞状细胞癌（esophageal 
squamous cel l  carcinoma，ESCC）和食管腺癌

（esophageal adenocarcinoma，EAC）[1]。食管癌

预后差，是癌症死亡的第六大原因，发病率和死

亡率都很高 [2]。且ESCC是中国河南省的特征性肿

瘤类型。

上皮 -间质转化（ e p i t h e l i a l - m e s e n c h y m a l 
transition，EMT）在肿瘤转移和侵袭中起重要作

用 [3]。EMT最早由Greenburg等 [4]在1982年报道。

E M T是指极化上皮细胞转化为间充质表型的动

态变化过程，在组织纤维化、创面愈合和恶性肿

瘤进展等多种生理和病理过程中起不可替代的作 
用 [ 5 - 6 ]。既往研究 [ 7 ]表明，E M T可导致癌细胞早

期扩散，特别是早期淋巴结转移，是影响患者预

后的重要因素，在癌症转移过程中常被激活。

EMT与多种恶性肿瘤的不良预后密切相关，包括 
乳腺[8]、胰腺[9]、肺[10]等肿瘤。

随着高通量测序技术的快速发展和不断完善，

单细胞转录组分析技术已经应用到越来越多的领

域，特别是在肿瘤异质性的研究中。其对肿瘤内部

异质性的超高敏感性打开了肿瘤的“微观世界”。

单细胞转录组分析使临床医生能够了解不同克隆肿

瘤细胞群的不同功能，从而为癌症患者提供更个性

化和更全面的治疗策略[11-12]。本文利用基因表达数

据库（Gene Expression Omnibus，GEO）中ESCC

的单细胞测序数据，分析ESCC细胞间的异质性，

寻找并验证影响ESCC侵袭转移的关键基因。

资料与方法

一、单细胞测序数据的下载与处理

从G E O（h t t p s : / / w w w. n c b i . n l m . n i h . g o v /
geo /）下载G S E 1 8 8 9 0 0数据集，该数据集包括

6 个人类E S C C和 1 个正常样本的单细胞测序数

据。将原始数据加载到S e u r a t  R包中进行后续

分析。通过质量控制去除低质量细胞和双细胞

重合数据。随后，利用该包中的Normal izeData
和FindVar iab leFea tures函数对初步处理后的数

据进行标准化，之后鉴定出高变基因。接下来

将标准化后的数据进行联合分析。首先，使用

S c a l e D a t a函数对标准化后的数据进行归一化

以确保在后续分析中给予标准化数据同等的权

重。其次，使用RunPCA函数对归一化数据进行

主成分分析（Principal  Component  Analys is，
P C A），得到 1 5个主成分，对其进行综合分析

后，最终决定对前10个主成分进行后续分析。

二、细胞类型注释和肿瘤细胞鉴定

对前 1 0个主成分进行聚类分析得到 2 2个亚

群。随后，提取每个亚群的特异性标志物，使

用CellMarker2 .0（http://bio-bigdata.hrbmu.edu.
cn /Ce l lMarker /）配合Sing le  R包对2 2个亚群进

into human esophageal squamous cell carcinoma cell line EC1 in order to knock down the expression of CAPG in EC1 

cells.  In vitro functional assays was performed to verify the effect of CAPG on EC1 cells， including proliferation，

migration，invasion and wound-healing assays. Finally，the effect of CAPG knockout on the expression of EMT 

pathway-related genes in esophageal squamous cell carcinoma cells was verified by qRT-PCR． Results The single 

cell sequencing data of esophageal squamous cell carcinoma showed that esophageal epithelial cells were the source of 

tumor cells and EMT pathway-related genes were significantly enriched in esophageal epithelial cells. We intersected 

epithelial cells-related genes with EMT pathway-related genes to obtain the hub gene： CAPG. The expression of CAPG 

was significantly higher in esophageal squamous cell carcinoma tissues compared to normal tissues．In vitro functional 

experiments demonstrated that the knockout of CAPG markedly impeded the proliferation， migration and invasion 

abilities of esophageal squamous cell carcinoma cells. Furthermore， CAPG knockout influenced the expression of 

several genes associated with EMT pathway. Finally， CAPG acts as a member of EMT pathway-related genes and 

promotes clonal proliferation and metastasis of ESCC cells． Conclusions In esophageal squamous cell carcinoma 

tissue， CAPG is significantly up-regulated and promotes the proliferation， migration， and invasion abilities of ESCC 

cells. Additionally， knockout of CAPG affects the expression of several genes related to EMT pathway.

【Key words】　Esophageal squamous cell carcinoma； Macrophage-capping protein； Single cell 

sequencing； Proliferation； Invasion； Epithelial-mesenchymal transition pathway
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行细胞注释。Single  R细胞注释的参考文件为：

Immune Cell Expression Data和Human Primary 
Cell Atlas。为了评估各个细胞类型的恶性程度，

利用inferCNV R包评估每个细胞类型的拷贝数变

异（copy number variation，CNV）。以T细胞作

为CNV分析的参考细胞，利用箱线图展示每个细

胞类型的CNV评分。

三、核心基因的获取

通过上述的细胞亚群CNV分析，CNV得分最

高的细胞亚群为食管上皮细胞。然而，食管上皮

细胞共有4个亚群，为了鉴定4个上皮细胞亚群的

恶性程度，以B细胞作为CNV分析的参考细胞，

利用 inferCNV R包评估4个亚群的CNV，箱线图

展示4个亚群的CNV评分。随后，对恶性程度最

高的上皮细胞亚群进行后续分析。利用加权基因

共表达网络分析（Weighted Correlation Network 
Analysis，WGCNA）评估该上皮细胞相关基因与

临床性状（Stage、T、N和M分期）之间的相关

性。之后，对相关性最高的模块进行生存分析，

发现巨噬细胞帽状蛋白（m a c r o p h a g e - c a p p i n g 
protein，CAPG）影响患者的预后。

四、细胞培养及转染

人 E S C C 细 胞 系 E C 1 购 自 北 京 中 国 科 学

院。E C 1 细胞的培养条件如下：①细胞培养基

为含 1 0 %～ 1 5 %胎牛血清的高糖D M E M培养基

（Solarbio，中国上海）。②培养环境为37  ℃，

5 % C O 2的灭菌培养箱。③每3 6  h更换一次培养

基， 2～ 3  d后传代。靶向C A P G的小片段干扰

RNA（small  interference RNA，siRNA）来自

江苏吉凯科技有限公司，分别命名为Si-CAPG和

SiNC。通过脂质体对EC1细胞进行瞬时转染，根

据Lipofectamine 3000 Kit（Solarbio，中国上海）

的介绍，完成转染过程。转染48 h后提取EC1细胞

的RNA进行实时定量反转录聚合酶链反应（RT-
qPCR）检测转染效率。

五、RT-qPCR检测转染细胞CAPG基因的表达

使用NcmZol试剂（M5100；NCM Biotech，
中国）提取Si-CAPG和SiNC转染细胞中的RNA。

使用反转录试剂（R2021；US Everbright Inc.，中

国）合成cDNA。尚亚生物科技有限公司（北京）

设计并合成CAPG引物。RT-qPCR反应采用SYBR染

色反应试剂盒（Thermo Fisher Scientific，中国）。

每个样品上样3个副孔，以减小误差。根据CAPG与

甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）表达量的差异，

得到CAPG的相对表达量。本研究已通过郑州大学

第一附属医院伦理委员会审核批准，并通过患者及

其家属知情同意（审批号：2019-KY-395）。

六、迁移和侵袭实验检测EC1细胞的迁移和侵

袭能力

将EC1细胞（1×1 0 5）接种于含2 0 0  μL无血

清培养液的Transwell板上室中，Transwell板下室

为含有500  μL 10%胎牛血清的正常培养液。迁移

实验和侵袭实验的区别在于侵袭实验需要将基质

胶添加Transwell板上室底部，而迁移实验则不需

要。迁移实验需要在5% CO2培养箱中孵育24  h，
而侵袭实验需要48  h。培养完成后，4%多聚甲醛

固定30 min，0.1%结晶紫染色30 min，使用棉签去

除未迁移的细胞。随机选择3个100×视野在显微

镜下进行拍照和使用软件Image J进行细胞计数。

七、杀伤实验检测EC1细胞的生长和迁移能力

首先，将细胞接种到六孔板中，每孔5×105个

细胞，用含10%胎牛血清培养液培养至细胞密度接

近100%。然后将无菌移液管尖端垂直划入细胞平

面，形成一个明显的无细胞间隙。其次，用无菌生

理盐水清洗六孔板，去除附着的细胞和其他杂质。

最后，在显微镜下观察细胞48 h后的迁移距离。

八、细胞增殖实验检测EC1细胞的增殖能力

根据CCK-8试剂盒（Beyotime）的使用说明

进行细胞增殖实验。将Si -CAPG和SiNC转染的

EC 1细胞制备成细胞悬液（1 0 0  μL，4  0 0 0个细

胞），在96孔板中培养6 h。随后，取10 µL CCK-8

试剂加入96孔板，继续培养2 h。使用SynergyMx
（BioTek）酶标仪读取450  nm处的吸光度。采用

CCK-8试剂检测转染siRNA后0、24、48、72、96 h 
EC1细胞的增殖能力。

九、CAPG敲除影响多个EMT通路相关分子的

表达

在验证完CAPG在体外功能实验的作用后，利

用RT-qPCR对CAPG下游相关机制进行探索。

十、统计学分析

使用R 4 .2 .1和SPSS V.2 4软件对数据进行分

析。采用 t检验比较两组间CAPG的表达水平。采

用Image J软件（v1.8.0）分析杀伤实验、迁移和侵

袭实验结果。P＜0.05为差异具有统计学意义。
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结  果

一、ESCC单细胞转录组分析和细胞亚群分析

分析并整合来自GSE188900的6个原发性ESCC
组织样数据，这6个肿瘤样本的数据。经过对原

始数据的初步过滤，标准化和归一化，最后进行

PCA和降维分析得到10个主成分用于后续的聚类

分析和细胞注释。这1 0个主成分进行聚类分析得

到2 2个细胞亚群，提取每个细胞亚群的特异性标

志物用于细胞注释，附图1为亚群0～8的特异性标

志物，附图2为亚群10～15的特异性标志物，附图

3为亚群16～21的特异性标志物。之后，利用特异

性标志物，CellMaker2.0网站以及Single R算法将

2 2个细胞亚群进行了注释，得到了单核细胞、巨

噬细胞、NK细胞、单核-巨噬细胞、T细胞、上皮

细胞、CD4 + T细胞、内皮细胞、B细胞、成纤维

细胞、CD8 +T细胞、组织干细胞和CMP等不同的

细胞亚群。接下来，为了评估各个细胞类型的恶

性程度，利用inferCNV R包评估每个细胞类型的

CNV，结果显示：CNV得分最高的细胞亚群为食

管上皮细胞。然而，食管上皮细胞共有4个亚群，

为了鉴定4个上皮细胞亚群的恶性程度，以B细胞

作为CNV分析的参考细胞，利用inferCNV R包评

估4个亚群的CNV（图1A），箱线图展示4个亚群

的CNV评分（图1B），其中上皮细胞（1）亚群

CNV评分最高，即恶性度最高。基于此，本研究

认为在ESCC肿瘤组织中，肿瘤细胞大部分来源

于上皮细胞（1）亚群，由此对该亚群进行后续 
分析。

二、核心基因的获取

利用TCGA表达矩阵和临床数据，结合上皮

细胞（1）亚群基因进行WGCNA。通过平均层次

聚类和动态树裁剪，将无标度mRNA网络聚类为9

个模块（图1C）。红色模块与临床性状（Stage、
T、N和M分期）呈正相关（图1 D）。随后，对

红色模块中的8个基因进行生存分析，仅CAPG的

表达水平对ESCA患者预后具有显著的影响（图

1E）。所有基因的生存分析在附图4中。

三、CAPG在各个细胞亚群中的分布情况

图 2 A 显示 2 2 个细胞亚群注释后的分布状

态。图2B显示CAPG在2 2个亚群中的整体分布情

况。图 2 C显示C A P G在 2 2个亚群中具体的表达

情况，CAPG在髓系祖细胞（common mye lo id 
progenitor，CMP）表达最高，其次是单核细胞。

随后，利用拟时序分析对不同细胞亚群进行分化

状态和分化顺序的分析。图2D显示T细胞、CD4+T
细胞、CD8 +T细胞分化顺序，随着时间的推移，

CD8 +T细胞逐渐向CD4 +T细胞和T细胞2个方向分

化。图2 E显示4个上皮细胞亚群的分化状态和顺

序，随着时间的推移，上皮细胞（1）为主要的起

始状态，逐步向上皮细胞（2）和上皮细胞（4）

分化，最后向上皮细胞（3）分化。

四、CAPG在ESCC组织显著上调

通过 T C G A 数据库对 C A P G 进行分析，发

现C A P G（ t＝ 6 . 7 8 4 ，P＜ 0 . 0 1）在ESCC组织

中的表达水平明显高于正常组织。此外，收集

ESCC患者肿瘤组织标本，采用RT-qPCR检测发

现CAPG在ESCC组织中的表达水平明显高于正常

组织［（8 .635±1 .056）比（5 .237±1 .213）， t＝
4.823，P＜0.01］。

五、CAPG对EC1细胞迁移和侵袭能力的影响

Transwell迁移和侵袭实验结果显示，相比于

SiNC组，Si-CAPG组细胞的迁移能力［（445±22）

个比（896±24）个，t＝30.65，P＜0.01］、侵袭

能力［（228±19）个比（659±29）个，t＝41.79， 
P＜0.001］均显著低于对照组。

六、CAPG对EC1细胞生长和迁移能力的影响

杀伤实验结果显示，经过4 8  h的培养，敲低

CAPG组的迁移距离明显短于对照组（P＜0.001）。

七、CAPG对EC1细胞增殖能力的影响

CCK-8细胞增殖实验结果表明，相比较于SiNC
组，Si-CAPG组EC1细胞在0、24、48 h的增殖能力均

无明显差别（P＞0.05）。但是，在72 h（P＜0.01）

和96 h（P＜0.001）时，Si-CAPG组EC1细胞的增殖

能力显著低于对照组，差异均有统计学意义。

八、CAPG对EMT通路的影响

C A P G敲低的E C 1 细胞中E - c a d h e r i n表达 
（ t＝5 . 6 4 2，P＜0 . 0 1）显著上调，N-cadhe r in 
（t＝7 .812，P＜0 .001）和Vimentin（t＝9 .642， 
P＜0.001）表达显著下调。同时，评估CAPG敲低对

MMP家族相关分子的影响，在CAPG敲低的EC1细

胞中，MMP1（t＝3.682，P＜0.05）、MMP2（t＝
4.113，P＜0.05）、MMP3（t＝5.389，P＜0.01）和

MMP9（t＝4.961，P＜0.01）的表达明显下调。
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九、LncRNA AC026412.3与CAPG的表达呈正

相关

为了探索与CAPG表达相关的lncRNA，基于

TCGA肺腺癌 lncRNA表达矩阵，使用WGCNA算

法构建lncRNA共表达网络。通过平均层次聚类和

动态树裁剪（图3A），确定了8个模块，其中绿

色模块与临床性状（Stage、T和N分期）和CAPG
表达呈正相关（图3B）。使用最大集团中心性算

法（maximal clique centrality algorithm，MCC）

确定绿色模块的12个核心 lncRNAs（图3C）。随

后，验证了核心 lncRNAs与CAPG表达水平的相

关性，其中AC026412 .3与CAPG的表达呈显著正

相关（图3D）。此外，分析AC026412.3表达水平

对ESCC患者预后的影响，发现低表达的患者具

有较高的存活率，差异无统计学意义（P＞0.05， 
附图5A）。

图1 上皮细胞亚群的分析以及核心基因的获取。A：4个上皮细胞亚群的inferCNV分析，以B细胞作为参考亚群。B：箱

式图展示4个上皮细胞亚群的CNV评分，其中上皮细胞（1）CNV评分最高。C：通过平均层次聚类和动态树裁剪，将无

标度mRNA网络聚类为9个模块。D：热图展示上皮细胞（1）相关基因与ESCA患者Stage、T、N和M分期的关系。E：利用

TCGA表达矩阵和临床数据进行CAPG生存分析
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讨  论

食管癌是世界上第6大致死率最高的肿瘤，主

要有2种亚型：①ESCC，占食管癌的70%，主要发

生在东亚和非洲部分地区；②EAC，主要见于西

方国家[13-14]。食管癌患者生活质量较差，随着病情

的发展，患者体重会持续下降。并且食管癌患者

预后较差，5年生存率仅为19%[15-16]。

随着高通量测序技术的不断发展，肿瘤微环

境的探索不断深入。为了满足医学科学研究的需

要，单细胞测序技术应运而生，该技术可以从更

微观的角度分析肿瘤的异质性，评估单个肿瘤细

胞在癌症样本中的表达谱，从而鉴定不同的细胞

簇以及新的肿瘤预后标志物，探索新的治疗方式

和治疗靶点 [11]。本研究通过对GEO数据库中ESCC
单细胞转录组数据进行分析，发现肿瘤内部存在

不同的细胞亚群，包括免疫细胞、内皮细胞和上

皮细胞等。随后，使用inferCNV算法来识别肿瘤

细胞的来源并进行下一步的分析。

EMT一直是影响肿瘤发生发展的重要因素。

EMT指逐渐将上皮细胞转变为间质细胞状态从而

更加利于细胞的扩散和转移 [17]。EMT由Elizabeth 

图2 CAPG在各个亚群中的分布以及相应亚群的拟时序分析。A：22个细胞亚群注释后的分布状态。B：CAPG在22个细胞

亚群中的整体分布情况。C：CAPG在22个细胞亚群中的表达水平。D：T细胞、CD4+T细胞和CD8+T细胞的拟时序分析。

E：4个上皮细胞亚群的拟时序分析
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图3 CAPG相关的lncRNAs的研究。A：通过平均层次聚类和动态树裁剪，将无标度lncRNA网络聚类为8个模块。B：热图

显示模块与临床性状（Stage、T和N分期）、CAPG表达水平之间的相关性。C：通过MCC算法识别绿色模块前12位的核心

lncRNAs。D：核心lncRNAs与CAPG表达水平之间的相关性

Hay在1 9 8 2年首次报道 [ 4 ]，目前已知在胚胎生长

和发育的多个步骤中具有重要作用 [5 ,18-19]。巧合的

是，本文分析的核心基因CAPG是EMT通路相关

基因的成员，CAPG是凝溶胶蛋白家族的成员[20]。

以往研究[21]表明，CAPG主要分布于细胞质和细胞

核中。CAPG与肌动蛋白细胞骨架相互作用，促进

肌动蛋白丝的正确聚合、排列和定位，使细胞在

组织基质中变形和迁移 [20 ,22-24]。核CAPG和细胞质

CAPG的功能不同，核CAPG在诱导肿瘤细胞侵袭

过程中发挥重要作用[25]。以往研究[26]报道CAPG促

进乳腺癌细胞转移。然而，CAPG如何促进ESCC
细胞的侵袭和转移仍不清楚。本研究结果表明，

CAPG可能通过影响EMT通路相关分子的表达从而

促进ESCC肿瘤细胞的增殖和转移。

本研究通过调控EMT通路相关基因CAPG的

转录，促进了ESCC的侵袭和转移。与以往乳腺癌

的报道 [26]一致。CAPG可以作为ESCC的生物标志

物，特别适用于晚期ESCC患者。CAPG可为ESCC
患者提供个体化和针对性的治疗理论依据。当

然，本研究也有不足之处。由于资金不足，缺乏

进一步的实验验证，如动物实验等，体内实验有

待进一步证实。
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●  附录  ●

附图1  亚群0～8的特异性Marker

附图2  亚群10～15的特异性Marker



附图3 亚群16-21的特异性Marker

附图4 利用TCGA表达矩阵和临床数据，对红色模块中的8个基因进行生存分析
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附图5 LncRNA AC026412.3生存分析
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