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COPB1通过激活PI3K/AKT通路并调控肿瘤免疫微环境促进食管鳞状

细胞癌发生发展
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[摘  要]  目的：探究包被蛋白复合体β1亚基（COPB1）在食管鳞状细胞癌（ESCC）中的表达，及其对ESCC细胞恶性生物学行

为的影响、作用机制及临床意义。方法：采用2014～2018年间在河北医科大学第四医院生物样本库中82例ESCC组织及癌旁组

织，常规培养正常食管鳞状上皮细胞HEEC和食管癌细胞KYSE-150、KYSE-170、Eca109、TE1、KYSE-30、KYSE-450，用转染试剂

将 pcDNA3.1-vector（空载体）、pcDNA3.1-COPB1载体，si-NC和 si-COPB1转染至KYSE-150、TE1细胞中，记为NC、COPB1-OE、

si-NC和 si-COPB1组。用数据库数据分析COPB1 mRNA在泛癌组织中的表达及其表达与免疫细胞浸润的关系，qPCR法检测

ESCC组织和细胞中COPB1、PIK3CB、CD68、CD163、CD206、ARG1、IL-10 mRNA水平表达情况，WB法检测ESCC组织和各组细

胞中的COPB1、PI3K、CD68、CD163、CD206、p-AKT蛋白表达，克隆形成实验和MTS实验检测各组细胞的增殖能力，划痕愈合实

验和Transwell实验检测各组细胞的迁移和侵袭能力，免疫组织化学染色（IHC）法检测ESCC组织中COPB1和CD206蛋白表达。

以人单核细胞白血病细胞（THP-1）构建巨噬细胞模型，用佛波酯（PMA）和 IL-3和 IL-4和ESCC细胞上清液诱导巨噬细胞转型，用

qPCR和WB法检测CD68和CD206m RNA和蛋白的表达。结果：COPB1在泛癌组织和ESCC组织中均呈高表达且与淋巴结转

移和TNM分期有关联（均P < 0.01），COPB1高表达的ESCC患者总生存期短（P < 0.05），COPB1是潜在的ESCC的诊断标志物。

COPB1在KYSE-150和TE1细胞中也呈高表达（均P < 0.05），过表达或敲减COPB1可明显抑制或促进KYSE-150和TE1细胞的

增殖能力、迁移和侵袭能力（均P < 0.05）。COPB1表达变化诱导的差异表达基因主要富集于 PI3K/AKT通路（均P < 0.001）, 

COPB1可促进PI3K/AKT通路的活化（P < 0.05），COPB1 高表达可导致 M2 型巨噬细胞浸润增加（P < 0.05），COPB1高表达

促进TAM/M2极化（P < 0.05）。结论：COPB1在ESCC组织中呈高表达，其可激活PI3K/AKT通路及调控肿瘤免疫微环境促进 

ESCC发生发展，COPB1有望成为ESCC诊断和预后的生物标志物及治疗靶点。
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COPB1 promotes the development and progression of esophageal squamous cell 
carcinoma by activating the PI3K/AKT pathway and regulating the tumor 
immune microenvironment

LIN Yan, YU Shuangjian, JIA Sifan, LI Feiyu, ZHAO Chenpu, DONG Zhiming, SHEN Supeng, LIANG Jia, GUO Yanli (Hebei Cancer 

Institute, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China)

[Abstract]  Objective: To investigate the expression of coatomer protein complex subunit beta 1 (COPB1) in esophageal squamous cell 

carcinoma (ESCC) and its impact on the malignant biological behavior of ESCC cells, as well as the underlying mechanism of action 

and its clinical significance. Methods: A total of 82 pairs of ESCC tissues and adjacent non-cancerous were collected from the biobank 

of the Fourth Hospital of Hebei Medical University during 2014 and 2018. Normal esophageal squamous cells (HEEC) and ESCC cell 

lines (KYSE-150, KYSE-170, Eca109, TE1, KYSE-30, KYSE-450) were routinely cultured. The pcDNA3.1-vector (empty vector), 

pcDNA3.1-COPB1 vector, si-NC, and si-COPB1 were transfected into KYSE-150 and TE1 cells using transfection reagents. The 

resulting groups were designated as the NC, COPB1-OE, si-NC, and si-COPB1 groups, respectively. A comprehensive database 

analysis was conducted to assess the mRNA expression of COPB1 in pan-cancer tissues and its correlation with immune cell 

infiltration. Quantitative real-time polymerase chain reaction (qPCR) was utilized to assess the mRNA expression of COPB1, PIK3CB, 
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CD68, CD163, CD206, ARG1, and IL-10 in ESCC tissues and cells. Western blotting (WB) analysis was performed to detect COPB1, 

PI3K, CD68, CD163, CD206 and p-AKT protein expression in ESCC tissues and various cell groups. Colony formation and MTS 

assays were conducted to assess cell proliferation, while wound healing assay and Transwell assay were used to determine cell 

migration and invasion. Immunohistochemistry (IHC) was employed to detect the protein expression of COPB1 and CD206 in ESCC 

tissues. A macrophage model was established using human monocytic leukemia cells (THP-1). Macrophage polarization was induced 

with phorbol myristate acetate (PMA), interleukin-3 (IL-3), IL-4, and ESCC cell supernatant. WB and qPCR were performed to detect 

the protein and mRNA expression of CD68 and CD206, respectively. Results: COPB1 was highly expressed in both pan-cancer and 

ESCC tissues, and its expression was associated with lymph node metastasis and TNM staging (both P < 0.01). ESCC patients with 

high COPB1 expression exhibited shorter overall survival (P < 0.05), making COPB1 a potential diagnostic biomarker for ESCC. 

COPB1 was also highly expressed in KYSE-150 and TE1 cells (both P < 0.05). Overexpression or knockdown of COPB1 significantly 

inhibited or promoted the proliferation, migration and invasion capabilities of KYSE-150 and TE1 cells (both P < 0.05). Differentially 

expressed genes induced by COPB1 expression changes were primarily enriched in the PI3K/AKT pathway (both P < 0.001), and 

COPB1 activated the PI3K/AKT pathway (P < 0.05). Additionally, high COPB1 expression increased M2 macrophage infiltration 

(P < 0.05) and promoted TAM/M2 polarization (P < 0.05). Conclusion: COPB1 is highly expressed in ESCC tissues and can activate 

the PI3K/AKT pathway and modulates the tumor immune microenvironment, thereby promoting ESCC occurrence and development. 

COPB1 holds promise as a diagnostic and prognostic biomarker, as well as a therapeutic target for ESCC.

[Key words]  esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); coatomer protein complex subunit beta 1 (COPB1); PIK3CB; PI3K/AKT 

signaling pathway; tumor immune microenvironment

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(12): 1235-1246. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.12.004]

食 管 鳞 状 细 胞 癌（esophageal squamous cell 

carcinoma, ESCC）是全球高发的恶性肿瘤之一，其发

病率和病死率居高不下，严重威胁人类健康[1]。目

前，ESCC临床诊疗仍面临早期诊断困难、预后较差

等问题，深入探究其发病机制并寻找有效的生物标

志物及治疗靶点至关重要[2]。近年研究[3]发现，包被

蛋 白 复 合 体 β1 亚 基（coatomer protein complex 

subunit beta 1, COPB1）作为囊泡运输相关蛋白[4-5]在

多种恶性肿瘤中异常表达，与肿瘤的发生发展密切

相关，具有成为肿瘤生物标志物的潜力。然而，

COPB1在 ESCC中的具体表达模式、临床意义及其

作用机制尚未明确。本研究着重探究 COPB1 对

ESCC细胞增殖、迁移和侵袭能力的影响及其分子机

制，以及COPB1异常表达对肿瘤免疫微环境的影响，

旨在为阐明ESCC的发病机制提供新视角，并为分子

免疫治疗提供潜在治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  ESCC组织标本、细胞及主要试剂

本研究纳入2014—2018年间在河北医科大学第

四医院生物样本库中的 82 例ESCC的原发肿瘤组织

及对应的癌旁组织，其收集与使用流程均经该院伦

理委员会审批（No. 2022KY111）。所有患者均充分

知情并签署书面知情同意书。生存信息通过肿瘤登

记系统及医院病历回顾确认。

食 管 癌 细 胞 KYSE-150、KYSE-170、Eca109、

TE1、KYSE-30、KYSE-450由河北医科大学第四医院

生物样本库留存并传代，人单核细胞白血病细胞

THP-1购自苏州海星生物科技有限公司，TriQuick 总 

RNA 提取试剂、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自索莱

宝公司，逆转录试剂盒（Eastep RT Master Mix Kit）购

自上海普洛麦格生物产品有限公司，佛波酯（phorbol 

12-myristate 13-acetate, PMA）（蛋白激酶C激活剂）、

BeyoClickTM EDU-594细胞增殖检测试剂盒购自碧云

天生物技术，RPMI 1640细胞培养基购自美国赛默飞

世尔科技，所用抗体购自成都正能生物或武汉三鹰

生物技术有限公司（CD68、COPB1、CD163、CD206、

PI3K、Ki67、AKT、p-AKT），siRNA购自吉玛基因，本

研究所用全部引物均由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。

1.2  细胞培养、处理与分组

正常食管鳞状上皮细胞 HEEC 和 ESCC 细胞

KYSE-150、KYSE-170、Eca109、TE1、KYSE-30、

KYSE-450 均培养于含 10% 胎牛血清的 RPMI 1640

培养基中，THP-1细胞培养于含β-巯基乙醇的专用培

养基中，置于37 ℃、5% CO2 培养箱中培养。THP-1

细胞经 100 ng/mL PMA处理 24 h后，悬浮圆形细胞

贴壁并转化为M0细胞；随后向M0 细胞中加入 20 

ng/mL IL-4 和 20 ng/mL IL-13，继续培养 48 h，此时

M0细胞极化为M2细胞，收集细胞，用以检测其RNA

和蛋白，分析细胞M2极化情况。

将对数生长期的KYSE-150、TE1细胞以 2 × 10⁵

个/孔接种于 6 孔板中进行培养，用 Lipofectamine 

2000 分别将 pcDNA3.1-vector（空载体）、pcDNA3.1-

COPB1 载体，si-COPB1 和 si-NC 转染至 KYSE-150、

TE1细胞中，记为NC、COPB1-OE、si-NC和 si-COPB1
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组。转染24 h后收集细胞，检测转染效率，达50%以

上时进行后续实验。

1.3  用数据库数据分析COPB1在泛癌组织中的表

达及其表达与免疫细胞浸润的关系

用TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov）和

GEO数据库数据分析泛癌组织中COPB1 mRNA的

表达；基于 TCGA 数据库 ESCC 相关数据，对随

COPB1表达变化而出现差异表达的基因进行基因富

集分析，用ESTIMATE算法，计数COPB1高表达组免

疫评分与ESTIMATE评分，进一步用单样本基因集

富集分析（single sample gene set enrichment analysis, 

ssGSEA）算法分析COPB1表达与ESCC组织中免疫

细胞浸润水平的关系。

1.4  qPCR检测ESCC组织中COPB1及相关基因的

mRNA水平表达情况

用 TriQuick试剂提取 ESCC组织和各组细胞中

总RNA，用 Eastep RT Master Mix Kit 逆转录试剂盒

将其逆转录为 cDNA，用于后续基因表达检测。

R735.2; R730.2以GAPDH为内参照，用-法计数mRNA

的相对表达水平。引物序列详见表1。

表1  qPCR引物及 siRNA序列（（3'-5'））

基因名称 

PIK3CB

CD68

CD163

CD206

ARG1

IL-10

GAPDH

COPB1

siRNA

序  列

F: CTTTATGGGTAGACTGGGCCTTTG

R: AAGCCTTAGCCTATTCCTGAGGTTG

F: CTTCTCTCATTCCCCTATGGACA

R: GAAGGACACATTGTACTCCACC

F: TTTGTCAACTTGAGTCCCTTCAC

R: TCCCGCTACACTTGTTTTCAC

F: CTCCAAGGGATCGGGTTTATGGA

R: TTGGCATTGCCTAGTAGCGTA

F: TGGACAGACTAGGAATTGGCA

R: CCAGTCCGTCAACATCAAAACT

F: TCAAGGCGCATGTGAACTCC

R: GATGTCAAACTCACTCATGGCT

F: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

R: AGGGGTCATTGATGGCAACA

F: GCAGCCAACCTTTATGCTCG

R: ACTTAAGGCCATTCCCTGGC

AGAUCAGGAUCGAGCUUUGTT

1.5  WB法检测ESCC组织和各组细胞中的COPB1、

PI3K、CD68、CD163、CD206、p-AKT蛋白表达水平

用PierceTM RIPA裂解液提取ESCC组织和各组细

胞中总蛋白，检测其浓度后，按照先前描述方法[6]进行

WB实验。实验所用一抗（均为兔多/单抗）：抗CD68

（稀释比例1∶800）、COPB1（稀释比例1∶800）、CD163（稀

释比例1∶800）、CD206（稀释比例1∶2 000）、PI3K（稀释

比例1∶800）、Ki67（稀释比例 1∶100）、AKT（稀释比

例1∶6 000）和p-AKT（稀释比例1︰5 000）抗体。

1.6  克隆形成实验和MTS实验检测COPB1调控对

ESCC细胞克隆形成能力及增殖活力的影响

克隆形成实验：将对数生长期的各组细胞，以

3 × 103 个/孔接种于6孔板中，恒温培养至可见克隆，

弃培养液，用甲醛固定细胞、0.1%结晶紫染色后在显

微镜下观察计数，计数含 50个以上细胞的克隆，用

“克隆数/接种细胞数 × 100%”计算克隆形成率，反映

细胞增殖能力。实验重复3次。

MTS实验：将对数生长期的各组细胞，以1 × 103 

个/孔接种于96孔板中，每组设置 6 个复孔。分别于

接种后0、24、48、72和96 h时在每孔加入20 μL MTS

试剂，继续培养 2 h，用酶标仪测在 490 nm 处检测各

孔的光密度（D）值，以D值代表细胞的增殖活力。实

验重复3次。

1.7  划痕愈合实验和Transwell实验检测COPB1对

ESCC细胞迁移及侵袭能力的影响

将对数生长期的各组细胞，以 2 × 105 个/孔接种

于6孔板中，待汇合度为80%~90% 时，用移液器吸头

在细胞层上划痕，PBS 洗去脱落细胞后加培养基培

养，在0、24 h时显微镜下观察、拍照，记录划痕宽度，

用“（0 h 划痕宽度–24 h 划痕宽度）/0 h 划痕宽度 

100%”计算划痕愈合率。

在Transwell小室底部预铺Matrigel基质胶，取对

数生长期的各组细胞以1 × 105个/孔接种于小室上室

中，下室中加入 600 μL 含 10% 胎牛血清的 RPMI 

1640培养基，培养24 h后，用4%多聚甲醛固定细胞，

用 0.1%结晶紫染色后，随机在显微镜下取 5个视野

计数穿膜细胞数。实验重复3次。

1.8  免疫组织化学（IHC）法检测 ESCC 组织中

COPB1和CD206蛋白表达

ESCC组织切片经二甲苯脱蜡、梯度乙醇复水和

柠檬酸盐缓冲液抗原修复后，3% H2O2室温下处理

30 min，10% 正常兔血清封闭，一抗[兔抗人 COPB1

(稀释比例1∶500）和兔抗人CD206（稀释比例1∶500）]

4 ℃处理过夜，次日滴加多聚辣根过氧化物酶标记

羊抗兔二抗（稀释比例 1∶800）室温下处理 1 h，DAB

显色液显色，苏木精复染，梯度乙醇脱水、二甲苯透

明，中性树胶封片后镜检。

采用染色强度与阳性细胞占比双评分标准[7]评

估蛋白表达水平：染色强度分4级（阴性记0分、弱阳

性记 1分、阳性记 2分、强阳性记 3分）；阳性细胞占

比分 4 级（≤ 25% 记 1 分、> 25% ≤ 50% 记 2 分、>

50% ≤75%记 3分、> 75%记 4分）。两项评分的乘积

代表该蛋白的相对表达水平。
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1.9  统计学处理

用SPSS 27.0统计软件处理本实验数据。符合正态

分布的计量数据以 x̄ ± s 表示，两组间差异用两独立样

本 t检验比较。以P < 0.05表示差异具有统计学意义。

用Log-Rank检验和Kaplan-Meier法分析ESCC患者的

总生存期，用单因素Cox回归分析筛选与预后相关的变

量，以HR值和P值判断变量对预后的影响。

2  结  果

2.1  COPB1在泛癌组织和ESCC组织中呈高表达且

与淋巴结转移和TNM分期有关联

基于TCGA数据库（https://portal.gdc.cancer.gov）

的泛癌RNA-seq数据，用R语言环境中的 ggplot2等

工具包进行统计分析，解析COPB1基因在23种人肿

瘤组织及其配对癌旁组织中的表达，结果（图 1A）显

示，COPB1在多种恶性肿瘤组织中均呈高表达，食管

癌组织中上调尤为显著（P < 0.001）。从GEO数据库

获取整合TCGA及GTEx来源的基因表达数据，涵盖 

182例食管癌组织和666例食管正常黏膜样本。数据

分析结果（图 1B）再次证实，食管癌组织中COPB1 的

转录水平显著高于正常黏膜组织。

用qPCR和 IHC法检测国人ESCC组织中 COPB1 

mRNA和蛋白表达水平。qPCR法检测结果（图1C）显

示，ESCC癌组织中COPB1 mRNA呈高表达（P < 0.05），

IHC法分析结果（图1D）表明，COPB1蛋白主要定位于

细胞质，且其在癌组织中的表达强度显著高于癌旁组

织（P < 0.01）。进一步分析 ESCC 癌组织中 COPB1 

mRNA表达水平与患者临床病理特征的关系，结果

（表2）显示，ESCC组织中COPB1高表达与淋巴结转移

及TNM分期有关联（P = 0.004或P = 0.007），与患者年

龄、性别及病理分级无明显关联。

A：TCGA 数据库数据分析COPB1 在泛癌组织中的表达红色数据点代表肿瘤组织，蓝色数据点代表癌旁组织；B：GEO 数据库补充

分析食管癌组织中COPB1 mRNA的表达；C、D：用qPCR（C）和 IHC法（D，× 400）检测临床ESCC组织中 COPB1的表达水平。

膀胱尿路上皮癌（bladder urothelial carcinoma, BLCA）；乳腺癌（breast cancer, BRCA）；宫颈鳞状细胞癌（cervical squamous cell carcinoma, 

CESC）；胆管癌（cholangiocarcinoma, CHOL）；结直肠腺癌（colorectal adenocarcinoma, COAD）；食管癌（esophageal carcinoma, ESCA）；

头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous cell carcinoma, HNSC）；肾嫌色细胞癌（kidney chromophobe carcinoma, KICH）；肾透明

细胞癌（kidney renal clear cell carcinoma, KIRC）；肾乳头状细胞癌（kidney renal papillary cell carcinoma, KIRP）；肝细胞癌（liver 

hepatocellular carcinoma, LIHC）；肺腺癌（lung adenocarcinoma, LUAD）；肺鳞状细胞癌（lung squamous cell carcinoma, LUSC）；胰腺

腺癌（pancreatic adenocarcinoma, PAAD）；嗜铬细胞瘤和副神经节瘤（pheochromocytoma and paraganglioma, PCPG）；前列腺腺癌（prostate 

adenocarcinoma, PRAD）；直肠腺癌（rectal adenocarcinoma, READ）；肉瘤（sarcoma, SARC）；皮肤黑色素瘤（skin cutaneous melanoma, 

SKCM）；胃腺癌（stomach adenocarcinoma, STAD）；甲状腺癌（thyroid carcinoma, THCA）；胸腺瘤（thymoma, THYM）；子宫内膜癌（uterine 

corpus endometrial carcinoma, UCEC）。*P < 0.05，**P <0.01，***P < 0.001。

图1    ESCC组织中COPB1的表达
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表2    COPB1表达水平与ESCC患者临床病理特征的关联性分析

临床病理特征

年龄

 < 50

 ≥ 50

性别

男

女

TNM分期

Ⅰ + Ⅱ

Ⅲ + Ⅳ

淋巴结转移

是

否

远处转移

M0

M1

组织学分级

良好/中等

不良

n（%）

26（31.7）

56（68.3）

45（54.9）

37（45.1）

24（29.3）

58（70.7）

62（75.6）

20（24.4）

66（80.5）

16（19.5）

56（68.3）

26（31.7）

COPB1

13.369 ± 7.564

13.203 ± 6.744

12.511 ± 6.992

14.162 ± 6.925

9.837 ± 4.996

14.671 ± 7.208

14.426 ± 6.725

9.627 ± 6.589

12.651 ± 6.615

15.751 ± 8.017

12.763 ± 7.471

14.317 ± 5.725

t

0.100

-1.069

-2.996

-2.789

-1.613

-0.939

P

0.921

0.288

0.004

0.007

0.111

0.351

2.2  COPB1 高表达的 ESCC 患者总生存期短，

COPB1是潜在的ESCC的诊断标志物

根据COPB1 mRNA表达量均值（13.265），82例

ESCC 患者被分为高表达组（39 例）和低表达组

（43例）。生存分析结果（图 2A）显示，全组患者 5年

总生存（OS）率为 34.0%，中位生存期 28个月。其

中高表达组 5 年生存率（16.1%）显著低于低表达组

（36.9%），中位生存期分别为19个月与43个月（图 2A）。

Kaplan-Meier 生存曲线结合 Log-Rank 检验证实，

COPB1高表达与患者OS缩短显著关联（P = 0.015）。

单因素COX回归分析结果显示，TNM分期（P < 0.05）、

淋巴结转移（P < 0.05）、远处转移（P < 0.05）及 

COPB1表达水平（P < 0.05）是影响患者生存的危险

因素，而年龄、性别、病理分级及上消化道肿瘤家族

史则无统计学关联（P > 0.05，表3）。

鉴于已有文献报道COPB1在多种肿瘤中具有生

物标志物潜力[5]，本研究基于TCGA数据集数据构建 

ROC曲线评估其食管癌诊断价值。结果（图 2B）显

示，COPB1的AUC达 0.946，提示其有望作为新型食

管癌诊断标志物。

A：COPB1高低表达与患者总生存期（OS）的关系；B：基于TCGA数据集构建受试者工作

特征（ROC）曲线分析其对食管癌的诊断价值。

图2  COPB1表达水平与ESCC患者生存期及诊断效能的关系

·· 1240



林妍, 等 . COPB1通过激活PI3K/AKT通路并调控肿瘤免疫微环境促进食管鳞状细胞癌发生发展

表3    单因素Cox回归分析ESCC患者生存的影响因素

临床特征

年龄

性别

组织学分级

TNM分期

淋巴结转移

远处转移

上消化道肿瘤家族史

COPB1表达

B

-0.360

0.111

0.182

0.797

-0.915

1.001

0.437

0.074

SE

0.282

0.266

0.276

0.184

0.367

0.323

0.278

0.020

HR （95% CI）

0.698 （0.401, 1.212）

1.117 （0.664, 1.881）

1.200 （0.699, 2.060）

2.218 （1.546, 3.182）

0.400 （0.195, 0.882）

2.721 （1.445, 5.122）

1.548 （0.898, 2.668）

1.077 （1.035, 1.120）

P

0.201

0.676

0.509

< 0.001

0.013

0.002

0.116

< 0.001

2.3  COPB1对ESCC细胞增殖能力的影响及其表达

调控验证

qPCR法和WB法检测结果（图 3A、B）显示，与

正常食管鳞状细胞HEEC比较，食管癌细胞KYSE-150、

KYSE-170、Eca109、TE1、KYSE-30、KYSE-450 中

COPB1 mRNA和蛋白呈高表达（P < 0.05）；与 si-NC

或 NC 组比较，si-COPB1 组或 COPB1-OE 组细胞中

COPB1 mRNA和蛋白均显著降低或升高（均P < 0.05，

图 3C、D），实验结果说明，在KYSE-150和TE1细胞

中均成功地敲减或过表达了COPB1的表达。

MTS法检测结果（图 3E）显示，与NC组或 si-NC

比较 ，COPB1-OE 组或 si-COPB1 组 KYSE-150 和

TE1细胞的增殖能力均明显减弱或增强（均P < 0.05）。

细胞克隆形成实验检测结果（图3F）显示，与NC组或

si-NC 比较，COPB1-OE 组或 si-COPB1 组 KYSE-150

和TE1细胞的克隆形成能力均明显减弱或增强（均

P < 0.05）。实验结果说明，COPB1 在 KYSE-150 和

TE-1细胞中呈高表达，过表达或敲减COPB1明显抑

制或促进KYSE-150和TE1细胞的增殖能力。

2.4  COPB1对ESCC细胞迁移和侵袭能力的双向调

控作用

Transwell实验和划痕愈合实验检测结果（图4A）

显示，与NC或 si-NC组比较，COPB1-OE组的 KYSE-

150和TE1细胞的侵袭数均明显增多（均P < 0.05），

si-COPB1组KYSE-150和TE1细胞的侵袭数均明显

减少（均P < 0.05）。划痕愈合实验检测结果（图 4B）

显示 ，与 NC 或 si-NC 组比较 ， COPB1-OE 组的 

KYSE-150和TE1细胞的划痕愈合率均明显升高（均

P < 0.05），si-COPB1组KYSE-150和TE1细胞的划痕

愈合率均明显降低（均P < 0.05）。实验结果说明，过

表达或敲减COPB1可明显促进或抑制KYSE-150和

TE1细胞的迁移和侵袭能力。

2.5  COPB1可促进PI3K/AKT通路的活化

为探究COPB1在ESCC中的作用机制，首先基

于TCGA数据库的ESCC相关数据，参照MSigDB数

据库的预定义基因集，借助 clusterProfiler 包对随

COPB1表达变化而出现差异表达的基因进行基因富

集分析，分析结果（图 5A）表明，PI3K/AKT信号通路

被显著富集（NES = 1.756，P < 0.001），其中包含通路

关键基因PIK3CB。PIK3CB编码PI3K的p110β催化

亚基，可通过催化生成 PIP3激活AKT通路，参与调

控肿瘤细胞的增殖、存活等进程[8]。进一步分析 

TCGA数据，分析结果（图 5B）显示，在ESCC组织中 

COPB1与PIK3CB的表达呈明显正相关（P < 0.001）。

为验证COPB1与 PIK3CB之间的具体调控关系，在 

ESCC细胞中敲减COPB1，通过 qPCR及WB法检测

PIK3CB 的表达变化，检测结果（图 5C）显示，敲减

COPB1 后 ，PIK3CB 的相对表达量也随之降低

（P < 0.05），这证实了在 ESCC 细胞中 COPB1 对

PIK3CB具有正向调控作用。

为进一步明确在 ESCC 中 COPB1 对 PI3K/AKT 

通路的调控作用，在ESCC细胞中过表达COPB1后，

检测AKT磷酸化水平的变化。WB法检测结果（图 

5D）显示，与 NC 组比较，COPB1-OE 组细胞中 AKT

磷酸化水平显著升高（P < 0.05）。为验证这一调控关

系，用 PI3K/AKT通路特异性抑制剂LY294002处理

上述细胞，检测结果（图 5D）显示，与 NC 组比较，

LY294002 组细胞中 AKT 磷酸化水平显著降低

（P < 0.05）；而对过表达COPB1的细胞用 LY294002

处理后，可部分降低由过表达COPB1导致的AKT磷

酸化水平的升高（图 5D，P < 0.05）。实验结果表明，

COPB1可通过调控PI3K/AKT通路的活性，进而调控

ESCC细胞的恶性生物学行为。

2.6  COPB1高表达可导致M2型巨噬细胞浸润增加

基于 TCGA 数据库的 RNA-seq 数据及病理资

料，利用 ESTIMATE算法计算肿瘤微环境特征，分析

结果（图6A）显示，COPB1高表达组的免疫评分与 肿

瘤纯度评分均显著低于低表达组（P < 0 .05），提示 

COPB1可能介导免疫抑制性微环境的形成。进一步

采用 ssGSEA算法（借助GSVA包）分析 24种免疫细
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胞的浸润水平与COPB1表达的关系，结果发现，与多

种免疫细胞的丰度显著相关，如B淋巴细胞，T淋巴

细胞（P < 0.05），提示其具有免疫调节功能（图 6B）。

同时，食管癌组织中巨噬细胞的M2极化富集分数水

平显著高于癌旁组织（图 6C，P <0.01）。进一步采用 

IHC法分析 ESCC 组织中COPB1与M2型巨噬细胞

标志物 CD206 的表达关系，结果（图 6D）显示，

COPB1高表达组的ESCC组织中CD206蛋白表达也

明显升高（P < 0.05）。实验结果说明，COPB1高表达

可能导致M2型巨噬细胞浸润增加，从而造成免疫抑

制微环境的形成。

A、B：qPCR法（A）和WB法（B）检测人正常食管上皮和6种食管癌细胞中COPB1的表达；C、D：qPCR法（C）和WB法（D）检测

COPB1的敲减和过表达效率；E、F：MTS实验和集落形成实验检测各组KYSE-150、TE1细胞的增殖能力（× 40）。与 si-NC或NC

组相比，*P < 0.05。

图3  COPB1对KYSE-150和TE1细胞增殖能力的影响

2.7  COPB1高表达促进TAM/M2极化

参照先前叙述的方法[9]，THP-1细胞用 100 ng/mL 

PMA处理24 h分化为M0巨噬细胞，在显微镜下观察

处理前后细胞的形态变化，并通过WB法检测处理前

后 CD68 的蛋白含量变化以证明分化成功（图 7A，

B）。为探究COPB1对巨噬细胞极化的调控作用，用

不同 COPB1 表达水平的食管癌细胞上清液，诱导

M0 巨噬细胞分化为肿瘤相关巨噬细胞（tumor-

associated macrophage, TAM）。结果显示，与对照组

相比，肿瘤细胞上清显著上调了巨噬细胞中M2相关

分子标志物（CD163、CD206、ARG1、IL-10、TGF-β）的

表达；然而，当肿瘤细胞中 COPB1 的表达受到干扰

时，其肿瘤细胞上清对M2 型巨噬细胞标志物的调节

被明显削弱（图 7C，P < 0.05）。这些结果表明，

COPB1显著促进了TAM/M2 极化，导致更具免疫抑

制性的肿瘤微环境。

3    讨  论

ESCC作为高发高危恶性肿瘤，其临床治疗仍面临

巨大挑战。目前，ESCC患者总体预后较差，晚期患者
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A：Transwell实验检测各组细胞的侵袭能力（× 200）；B：划痕愈合实验检测各组细胞的迁移能力（× 100）。*P < 0.05。

图4  COPB1对KYSE-150和TE1细胞迁移和侵袭能力的影响

A： 对COPB1调控的差异表达基因进行 GSEA 集富集分析筛选其可能涉及的信号通路；B：用TCGA数据集数据分析ESCC组织

中COPB1与PI3K/AKT通路关键分子PIK3CB的表达的相关性；C：qPCR和WB法检测各KYSE-150和TE1细胞中COPB1和

PIK3CB的表达；D：WB法检测各组细胞中AKT的磷酸化水平。*P < 0.05。

图5  ESCC细胞中COPB1对PIK3CB表达及PI3K/AKT信号通路的活化作用
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A：利用生物信息学工具分析ESCC样本中COPB1相关的免疫评分及肿瘤纯度评分；B：COPB1表达水平与各类免疫细胞浸润程

度的相关性分析；C：食管癌组织与正常食管组织中M2型巨噬细胞极化的富集评分。*P < 0.05，**P < 0.01。

肾上腺皮质癌（adrenal cortical carcinoma, ACC）；弥漫性大B细胞淋巴瘤（lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoma, 

LBC）；多形性胶质细胞瘤（glioblastoma multiforme, GBM）；急性髓细胞样白血病（aute myeloid leukemia, LAML）；脑低级别胶质

瘤（brain lower grade glioma, LGG）；间皮瘤（mesothelioma, MESO）；卵巢浆液性囊腺癌（ovarian serous cystadenocarcinoma, OV）；

睾丸癌（testicular germ cell tumors, TGCT）；子宫肉瘤（uterine carcinosarcoma, UCS）；葡萄膜黑色素瘤（uveal melanoma, UVM）。

图6  数据库数据分析ESCC中COPB1表达对免疫细胞浸润的影响

5年生存率不足30%，传统放化疗方案疗效有限且不良

反应明显[10]。近年来，免疫检查点抑制剂的应用为部分

ESCC患者带来曙光，但仅有部分患者能从中获益，多

数患者因肿瘤微环境的免疫抑制状态导致治疗抵抗[11-13]。

因此，深入阐明ESCC发生发展的分子机制，尤其是解

析免疫抑制性微环境的形成机制，寻找调控TME的关

键分子，开发基于靶向TME重塑联合免疫治疗的新型

策略，实现“冷肿瘤”向“热肿瘤”的转化，已成为突破ESCC

治疗困境的迫切需求。

COPB1 基因，位于人类染色体 11p15.2 区域。

COPB1在细胞内主要参与COPI衣壳复合体的组装

和功能，这是一个在细胞内运输过程中起关键作用

的结构[3-4]。已有研究[8, 14-15]表明，COPB1在多种肿瘤

中异常表达，可能参与恶性肿瘤的发生发展过程。

本研究着重探讨了COPB1在ESCC中的表达特征、

临床价值及其分子调控机制。研究首先利用TCGA 

与GEO数据库的生物信息学分析发现，COPB1在包

括食管癌在内的多种恶性肿瘤中呈现高表达，这一

结果在中国人的ESCC组织的qPCR与 IHC检测中得

到进一步验证，证实 COPB1 在 ESCC 组织中存在 

mRNA与蛋白水平的协同上调。结合临床病理特征

分析，COPB1高表达与淋巴结转移及TNM分期有关

联，提示其可能参与ESCC的侵袭转移过程。类似的

表达模式在结直肠癌[8]、乳腺癌[14]、胃腺癌[15]等研究中

亦有报道。此外，细胞功能实验证实，COPB1可显著

促进KYSE-150、TE1细胞的增殖、迁移及侵袭能力。
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表明 COPB1 可能作为一种泛癌相关促癌基因，在

ESCC侵袭、转移等恶性进程中扮演着重要的角色[8]。

生存分析结果显示，COPB1高表达患者的生存期显

著降低，且单因素COX回归分析证实其为影响ESCC

患者预后的危险因素。同时，ROC 曲线分析显示，

COPB1 具有较高的诊断效能。目前临床常用的

ESCC诊断标志物如CEA、CA19-9等存在特异性不

足的问题[16-17]，而本研究发现的COPB1有望作为新型

诊断及预后评估标志物，为ESCC的早期筛查与病情

监测提供参考。

A：PMA诱导THP-1细胞极化；B：WB法检测THP-1细胞极化CD68蛋白的表达（× 400）；C、D：qPCR法（C）和WB法（B）检测

KYSE-150和TE1细胞上清诱导后，巨噬细胞中各型细胞极化标志分子mRNA的表达和CD68和CD206蛋白的表达。*P < 0.05。

图7  ESCC细胞中COPB1高表达对TAM/M2极化的影响

为探究COPB1发挥作用的分子基础，本研究通

过 GSEA 富集分析发现，PI3K/AKT 信号通路在 

COPB1 高表达样本中显著富集。机制验证显示，

COPB1 可通过上调PIK3CB表达促进AKT磷酸化，

而PI3K特异性抑制剂LY294002可部分逆转这一效

应，提示COPB1可能通过COPB1-PIK3CB-AKT轴调

控ESCC发生发展过程。PI3K/AKT通路作为细胞内

重要的信号转导枢纽，其异常激活可通过调控细胞

周期进程、抑制凋亡信号及促进血管生成等途径参

与肿瘤发生发展[18-19]。本研究首次证实 COPB1 对该

通路的调控作用，补充了PI3K/AKT通路异常激活的

上游调控机制，为解析ESCC的分子发病机制提供了

新视角。得注意的是，PI3K/AKT通路的功能并非局

限于调控肿瘤细胞自身生物学行为，该通路在巨噬

细胞等免疫细胞的极化过程中同样发挥核心作用。

已有研究[20]证实，其激活可直接促进巨噬细胞向 M2 

型免疫抑制表型的转化，这提示COPB1对PI3K/AKT

通路的调控，可能是连接肿瘤细胞内在信号与外在

免疫微环境重塑的关键节点。

肿瘤微环境的免疫抑制状态是肿瘤细胞逃逸免

疫监视及产生治疗耐药的核心机制。CHEN等[8]证

实，COPB1的异常表达可通过调控多种免疫细胞的

浸润水平参与肿瘤免疫调控，提示其作为免疫相关

基因的潜在功能。本研究基于TCGA数据集数据的

分析进一步验证了这一特征，发现在 ESCC 组织中

COPB1高表达显著影响免疫细胞浸润模式，且高表

达组患者的免疫评分显著降低。临床样本的 IHC染

色结果进一步验证了这一关联：COPB1表达水平与

M2型巨噬细胞标志物（CD206）呈正相关。上清液诱

导巨噬细胞极化的实验显示，ESCC细胞上清液可诱
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导THP-1来源巨噬细胞向TAM极化，而敲减COPB1

可显著削弱TAM/M2极化效应，提示COPB1可能通

过旁分泌机制调控免疫微环境。已知M2型巨噬细

胞可通过分泌 IL-10、TGF-β 等细胞因子抑制抗肿瘤

免疫应答[21]，因此 COPB1介导的免疫微环境重塑可

能是其促进 ESCC 进展的另一重要途径。这一发现

为联合靶向COPB1与免疫检查点抑制剂的治疗策略

提供了实验支持。

综上所述，本研究通过多层面实验证实，COPB1在

ESCC组织中高表达，与肿瘤进展及不良预后密切相关，

其可通过激活PI3K/AKT信号通路促进肿瘤细胞的恶

性表型，并通过调控巨噬细胞M2极化参与肿瘤免疫抑

制微环境的形成。这些发现揭示了COPB1在ESCC发

生发展中的关键作用，为ESCC的诊断、预后评估及靶

向治疗提供了新的潜在分子靶点和理论依据。
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