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辅酶 Q10B调控 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌
恶性生物学行为的分子机制研究 *
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摘要 目的：探讨辅酶 Q10B（COQ10B）影响食管鳞癌细胞恶性生物学行为的分子机制。方法：采用 qRT-PCR检测 3种人 ESCC细

胞系（KYSE150、KYSE450和 TE-1）和食管上皮细胞系 Het-1A细胞中 COQ10B表达情况。对敲减 COQ10B的 KYSE150细胞进

行 RNA测序筛选差异表达基因，通过 KEGG通路分析寻找密切相关信号通路。利用慢病毒构建 COQ10B过表达 KYSE150和

TE-1细胞稳转株，Western blot方法检测过表达效率。采用 CCK8法检测 PI3K/AKT信号通路抑制剂 LY294002对食管鳞癌细胞

的半抑制浓度（IC50）值。通过 EDU、平板克隆实验、流式细胞术、创面愈合实验、Transwell侵袭小室检测过表达 COQ10B以及加入

LY294002抑制剂后对食管鳞癌细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭能力的影响。同时采用Western blot技术检测过表达 COQ10B以及加

入 LY294002抑制剂后对 KYSE150食管鳞鳞癌细胞中 PI3K/AKT信号通路相关蛋白（PI3K、AKT、p-PI3K和 p-AKT）表达的影

响。结果：COQ10B在 ESCC细胞系中相对高表达。RNA-seq筛选出显著性差异表达基因共 319个，包括 285个上调基因、34个下

调基因，通过 KEGG通路分析筛选出 PI3K/AKT信号通路作为后续分子机制的研究对象。PI3K/AKT信号通路抑制剂 LY294002

随浓度和作用时间的增加，对食管鳞癌细胞的毒性作用增强，后续实验中使用 LY294002作用 48 h的 IC50值左右的药物浓度。与

阴性对照组相比，在 KYSE150和 TE-1食管鳞癌细胞中过表达 COQ10B后可显著增强细胞的增殖、迁移及侵袭并抑制其凋亡。然

而，在加入 LY294002抑制剂处理 48h后，COQ10B过表达所增强的 ESCC细胞增殖、迁移、侵袭能力均被显著抑制，而凋亡能力

的抑制被逆转。同时与阴性对照组相比，KYSE150食管鳞癌细胞中过表达 COQ10B后 PI3K/AKT 信号通路中 p-PI3K、p-AKT

蛋白表达水平显著升高。而在加入 LY294002抑制剂处理 48 h后可显著抑制 COQ10B过表达所增强的 PI3K/AKT信号通路相

关蛋白 p-PI3K、p-AKT表达水平。结论：COQ10B可通过激活 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌细胞的增殖、迁移、侵袭，并抑制

其凋亡。
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Coenzyme Q10B Promotes the Malignant Biological Behavior of Esophageal
Squamous Cell Carcinoma through PI3K/AKT Signaling Pathway*

To investigate the molecular mechanism of coenzyme Q10B (COQ10B) affecting the malignant biological

behavior of esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) cells. qRT-PCR was used to detect the expression of COQ10B in 3

human ESCC cell lines (KYSE150, KYSE450 and TE-1) and esophageal epithelial cell line Het-1A. To knock on reducing COQ10B

KYSE150 cells RNA sequencing screening differentially expressed genes, through KEGG pathway analysis for closely related signaling

pathway. KYSE150 and TE-1 cells stably overexpressing COQ10B were constructed by lentivirus, and the overexpression efficiency was

detected by Western blot. CCK8 method is used to detect the PI3K/AKT signal pathway inhibitor LY294002 for esophageal squamous

cancer cells half inhibitory concentration (IC50) values. Through EDU, plate cloning experiment, flow cytometry, wound healing,

Transwell invasion chamber express COQ10B and tested after joining LY294002 inhibitors of esophageal squamous cancer cell

proliferation, apoptosis, migration and invasion ability of influence. Western blot was used to detect the effects of COQ10B

overexpression and LY294002 inhibitor on the expression of PI3K/AKT signaling pathway related proteins (PI3K, AKT, p-PI3K and

p-AKT) in KYSE150 esophageal squamous cell carcinoma cells. COQ10B was relatively highly expressed in ESCC cell lines.

Based on RNA transcriptome sequencing technology, a total of 319 significantly differentially expressed genes were screened. Cut genes
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前言

食管癌（Esophageal cancer，EC）为消化道常见的恶性肿瘤

之一。我国仍是全世界食管癌疾病负担最重的国家[1]，据 2022

年我国肿瘤登记数据统计，食管癌发病率和死亡率分别位居我

国恶性肿瘤的第七位和第五位[2]，且病理类型主要为食管鳞状

细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）[3]。由于食

管鳞癌患者约有 4/5在明确诊断时已为肿瘤中晚期，5年生存

率在 30%左右[4，5]。因此，在分子水平上探究食管鳞癌的潜在发

病机制至关重要，对提高食管鳞癌患者的生存有积极意义。

辅酶 Q10（coenzyme Q，COQ10）是体内重要且高效的脂溶

性抗氧化剂，一是在能量转化及合成中起重要作用，参与线粒

体内呼吸链的氧化反应，增强 ATP的合成；二是有明显的抗脂

质过氧化作用，COQ10可转变成具有抗氧化活性的还原产物

泛醇（COQH2），参与抗氧化作用[6-9]。此外，COQ10影响许多与

代谢、转录调节、细胞运输和细胞信号转导相关的基因的表达，

使得 COQ10可能成为一个有效的基因调节靶点参与肿瘤的发

生发展 [10]。有多项研究报道证实 [11，12]COQ10 是可通过

COQ10/FSP1-泛醇轴阻止脂质过氧化，进而抑制铁死亡参与肿

瘤的发生发展。COQ10B作为 COQ10的同源物之一[13]，本课题

组前期实验结果已证实，食管鳞癌组织中 COQ10B较癌旁组

织呈高表达水平，且与食管鳞癌患者预后差相关[14]，提示其可

能参与食管鳞癌的发生发展，但其对食管鳞癌细胞恶性生物学

行为的影响及机制尚不明确。本研究目的在于探讨 COQ10B

对食管鳞癌细胞恶性生物学行为的影响，并探索其可能的分子

机制。

1 材料与方法

1.1 食管鳞癌细胞及测序样品来源

人正常食管上皮细胞 Het-1A购置武汉普诺赛生命科技有

限公司。人 ESCC细胞系（TE-1、KYSE150和 KYSE450）均购

置上海吉凯基因科技有限公司。测序样品为将 KYSE150细胞

分为两组：COQ10B 敲减组（sh-COQ10B）及阴性对照组

（sh-NC），利用 TAKARA RNA提取试剂盒提取细胞总 RNA，

委托上海吉凯基因医学科技股份有限公司完成转录组测序。

1.2 试剂

胎牛血清购自 BI 公司；RPMI-1640 培养基和胰酶购自

Gibco公司；COQ10B过表达慢病毒购自上海吉凯基因化学技

术有限公司；BCA 蛋白分析试剂盒及 ECL 化学发光液购自

Thermo Fisher公司；EdU-488细胞增殖检测试剂盒、裂解液和

DMSO 均购自碧云天生物技术；COQ10B I抗购自 affinity 公

司；I抗 GAPDH、PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、HRP标记山羊抗

兔及山羊抗小鼠 II抗均购自 Abcam公司；I抗 茁-actin购自义
翘神州；qRT-PCR 试剂购自 TAKARA 生物试剂公司。

LY294002购自MCE公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养、分组及转染 将 KYSE450、KYSE150、TE-1

及 Het-1A细胞置于 RPMI 1640 培养基（含 10%胎牛血清及

1%双抗）中，在培养箱（37℃，5% CO2）中进行培养。取对数生长

期 KYSE150、TE-1细胞按每孔 2伊105个细胞接种至 6孔板中，

待细胞密度达 60%左右过表达 COQ10B的慢病毒及对应阴性

对照均以MOI=20加入到细胞中。感染 12 h后更换为含 10％

胎牛血清和双抗的 RPMI 1640培养基，将细胞继续培养至融合

度为 70%-80%。收集细胞继续后续实验并利用Western blot检

测 COQ10B 过表达效率。实验分组为阴性对照组（oe-NC）、

COQ10B基因过表达组（oe-COQ10B）和 COQ10B基因过表达

+LY294002组（oe-COQ10B+LY294002）。

1.3.2 qRT-PCR法检测 采用 Trizol法提取细胞中的 RNA，

通过逆转录试剂盒（TAKARA）两步法逆转录成 cDNA。采用

Super Real PreMix Plus（SYBR Green）进行扩增，结果分析采用

RQ=2- △ △ Ct 进行计算。COQ10B 引物序列如下：COQ10B-F：

5'-TGGAGACTATTTGGCGTTTTAGC-3'；COQ10B-R：5'-GCA

AGCTGGGAATGTAGAAGTG-3'；GAPDH-F：5'-TGACTTCAA

CAGCGACACCCA-3'；GAPDH-R：5'-CACCCTGTTGCTGTAG

CCAAA-3'。

1.3.3 转录组测序及数据分析 构建文库的起始 RNA是总

RNA（≥ 1 滋g）。使用寡聚物磁珠富集具有多聚腺苷酸尾的
mRNA，利用 NEB片段缓冲液中的二价阳离子对富集得到的

which raised 285 genes, 34, through KEGG pathway analysis selecting and PI3K/AKT signaling pathway as the research object of

subsequent molecular mechanisms. LY294002, an inhibitor of PI3K/AKT signaling pathway, showed an enhanced toxic effect on ESCC

cells with the increase of concentration and action time. In the subsequent experiments, the IC50 value of LY294002 for 48 hours was

used. Compared with the negative control group, overexpression of COQ10B in KYSE150 and TE-1 cells significantly enhanced cell

proliferation, migration and invasion and inhibited cell apoptosis. However, after treatment with LY294002 inhibitor for 48 h, the

proliferation, migration and invasion abilities of ESCC cells enhanced by COQ10B overexpression were significantly inhibited, while the

inhibition of apoptosis ability was reversed. Compared with the negative control group, the expression levels of p-PI3K and p-AKT in

PI3K/AKT signaling pathway were significantly increased after overexpression of COQ10B in KYSE150 esophageal squamous cell

carcinoma cells. Treatment with LY294002 inhibitor for 48 hours significantly inhibited the expression of p-PI3K and p-AKT, which

were related proteins in PI3K/AKT signaling pathway enhanced by COQ10B overexpression. COQ10B can through the

activation of PI3K/AKT signaling pathway to promote esophageal squamous cancer cell proliferation, migration, invasion, and inhibiting

apoptosis.

Esophageal squamous cell carcinoma; Coenzyme Q10B; PI3K/AKT signaling pathway; Malignant biological behavior
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mRNA进行片段化。之后以片段化 mRNA为模版，随机寡核苷

酸为引物，进行逆转录反应得到 cDNA的第一条链。利用核糖核

酸酶降解 RNA链，以 dNTPs、DNA聚合酶等为原料合成cDNA

的第二条链。经过末端修复、加 A尾后的纯化双链 cDNA与测

序接头连接，将 250 bp左右的 cDNA筛选出来进行扩增，通过

AMPure XP beads对 PCR产物进行纯化，最终得到文库。文库

质检合格后，把不同文库按照有效浓度及目标下机数据量的需

求集中后进行测序。测序获得的原始数据中包含少量带有测序

接头或测序质量较低的 reads。对原始数据进行过滤，以保证数

据分析的质量及可靠性。采用 DESeq2 软件计算得到 |log2

（FoldChange）|值，分析不同组之间的显著差异表达基因，并通

过京都基因与基因组百科全书（KyotoEncyclopedia of Genes

and Genomes，KEGG）分析揭示不同组之间的显著差异表达基

因的通路富集。

1.3.4 Western blot检测相关蛋白表达 收取各实验组细胞沉

淀，用含有蛋白酶抑制剂 PMSF的 RIPA裂解液提取总蛋白。

采用 BCA试剂盒蛋白定量，进行 SDS-PAGE电泳分离，电转

至 PVDF 膜，5%脱脂牛奶封闭 2 h，一抗 4℃孵育过夜，即

（COQ10B，1:1000；PI3K，1：1000；p-PI3K，1：800；AKT，1：1000；

p-AKT，1：800；茁-actin，1：1000；GAPDH，1：1000）。TBST洗膜，
加入 HRP二抗（1：5000）室温孵育 1h，TBST洗膜，条带滴加超

敏化学发光显色剂进行曝光显影，Image J软件进行定量分析。

1.3.5 CCK8 检测 LY294002 药物对食管鳞癌细胞的 IC50 值

将各实验组细胞以 3伊103个 /孔铺至 96孔板，每组 3-6个复

孔，在培养箱（37℃，5% CO2）培养 12-24小时。吸除各孔培养

基，并根据实验设计，实验组分别加入 10 滋M、25 滋M、50 滋M、
75 滋M不同浓度梯度的 LY294002，对照组加入含有 DMSO的

RPMI 1640完全培养基，均为 100 滋L/孔。之后将细胞培养板放
入细胞培养箱培养 24和 48小时。培养结束后，吸除待测孔培

养基，加入 110 滋L提前配制好的含有 10% CCK8的完全培养

基，将 96孔板放入细胞培养箱内培养 2 h，用酶标仪在 450 nm

波长处测定各组细胞的吸光度。计算细胞存活率，并绘图。

1.3.6 EDU检测细胞增殖 将各实验组细胞以 3伊104个细胞 /

孔接种到 24孔板，每组设置 3个复孔。次日配制 EDU工作液

进行 EDU标记，采用低浓度在细胞培养箱中孵育 4-6 小时。

吸除培养基后每孔加入 500 滋L 4%多聚甲醛并在室温固定

15 分钟。去除固定液之后洗涤细胞 3次，每孔加入 1 mL 0.3%

TritonX-100 室温通透 15 分钟。去除通透液之后洗涤细胞 3

次，每孔中加入 200 滋L提前安说明书配制的 Click反应液，室

温避光孵育 30分钟。之后每孔中加入 1伊Hoechst 33342溶液
500 滋L，室温避光孵育 30分钟。然后用洗涤液洗涤细胞 3次，

用荧光显微镜拍照后分析。

1.3.7 平板克隆形成实验 将各实验组细胞以 800个 /孔加

入细胞培养板中并摇匀。在细胞培养箱中培养 10天以上，培养

条件为 37℃，5% CO2。当培养板中出现出现肉眼可见的克隆

时，终止培养。中途每隔 3天进行换液并观察细胞状态。克隆结

束后，每孔加入 1 mL 4%多聚甲醛室温固定 30分钟，然后吸掉

多聚甲醛，用 PBS清洗 3次，每次 3-5分钟。每孔中加入 1 mL

结晶紫染色液，室温孵育 8-10分钟，之后用流水轻柔缓慢冲洗，

随后将细胞培养板倒置，待其干燥后拍照并在显微镜下计数。

1.3.8 流式细胞术检测细胞凋亡 将各实验组细胞用不含

EDTA的胰酶进行消化，得到的细胞悬液转移至离心管中，低

速离心，得到的细胞沉淀使用提前预冷处理的 PBS溶液充分

洗涤 2-3遍，弃去上清液。用 1 mL 1伊binding buffer溶液重悬各
组细胞，从每组细胞悬液中取 100 滋L移至 1.5 mL EP管中。向

EP管中避光加入染色液，室温条件下避光孵育 15分钟并不时

振动。染色结束后，每管加入 400 滋L 1伊binding buffer溶液重悬
细胞，让其通过筛网过滤一次，然后转移至流式管中，采用流式

细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.9 创面愈合实验 将各实验组细胞密度调整为每毫升 3伊
105个细胞。取 1 mL细胞悬液接种于 6孔细胞培养板中，使细

胞完全贴壁且单层细胞融合度应达到 70-80%。将 6孔板从培

养箱中取出，吸除培养基，用 PBS洗涤 1-2遍。用 200 滋L枪头
垂直于孔底行 "十 "字形划痕，然后加入 PBS缓慢清洗掉脱落

细胞。加入无血清培养基，继续在培养箱里培养，选择在 0 h、

24 h用荧光显微镜观察并拍照，计算每组细胞迁移率。

1.3.10 Transwell（含 Matrigel 基质胶）侵袭实验 每个 Tran-

swell小室铺入 50 滋LMatrigel基质胶过夜。次日将处于对数生

长期的各实验组细胞胰酶消化后，使用无血清 RIPM 1640培养

基重悬浮细胞，使细胞数为 5伊104个 /孔；上层加无 FBS的培

养基，下层加入含有 20％FBS的培养基，孵育 24 h后，去除上

层小室细胞，4%多聚甲醛溶液固定 30分钟，小室取出倒扣滤

纸上，浸泡结晶紫染色液 30 min，清洗后用棉签轻轻取出未转

移的细胞风干。显微镜拍照，分析数据。

1.4 统计学分析

采用 SPSS 25.0和 Graphpad Prism 9.3软件，对实验数据进

行分析并绘图。计量资料用均数依标准差（x依s）表示，组间比较
前进行正态检验和方差同质性检验，两组间比较采用 t检验，
多组组间比较采用单因素方差分析（One-way-ANOVA）。P＜
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 COQ10B在食管鳞癌细胞株中表达上调

采用 qRT-PCR技术分别检测正常食管上皮细胞 Het-1A

和 3 种 食 管 鳞 癌 细 胞 系 KYSE150、KYSE450、TE-1 中

COQ10B蛋白的表达水平，GAPDH作为内参。结果如图 1所

示，与正常食管上皮细胞 Het-1A 相比，COQ10B 基因在

KYSE450、KYSE150和 TE-1细胞系中均高表达。后续的实验

细胞系我们选用表达水平处于中等水平的 KYSE150和 TE-1

细胞。

2.2 COQ10B干扰慢病毒感染食管鳞癌 KYSE150细胞后显著

差异表达基因分析

将 KYSE150细胞系的 sh-NC和 sh-COQ10B组测序筛选

出的差异表达基因进行信息分析，以 padj≤ 0.05且 |log2Fold-

Change|≥ 1.0为筛选标准，共获 319个显著性差异表达基因，

其中上调基因 285 个，如 IGHEP2（immunoglobulin heavy con-

stant epsilon P2，免疫球蛋白重常数 P2）、C16orf90（chromosome

16 open reading frame 90，16号染色体开放阅读框 90）、MSLNL

（mesothelin-like，间皮素样蛋白）等；下调基因 34个，如 IS-

CA1P4（iron-sulfur cluster assembly 1 pseudogene 4，铁 -硫簇组
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合 1假基因 4）、GNG7（G protein subunit gamma 7，G蛋白亚基

酌7）、RN7SL5P （RNA，7SL，cytoplasmic 5，pseudogene，RNA，

7SL，细胞质 5，假基因）等，见图 2A-B。通过 KEGG通路富集对

两组差异基因进行分析，结果发现上调差异基因主要影响补体

和凝血级联、NOD-样受体信号通路、细胞因子受体相互作用

等，见图 2C；下调差异基因主要影响 MAPK信号通路、Ras信

号通路、PI3K/AKT信号通路、脂质代谢等，见图 2D。

2.3 食管鳞癌细胞中 PI3K/AKT信号通路抑制剂 LY294002作

用的 IC50值

在分别加入 10 滋M、25 滋M、50 滋M、75 滋M 浓 度的

LY294002作用 24 h后，KYSE150细胞和 TE-1细胞的 IC50值

分别为 43.29 滋M和 30.11 滋M。作用 48 h后，KYSE150细胞和

TE-1细胞的 IC50值分别为 34.18 滋M和 21.03 滋M，表明随着
LY294002抑制剂的浓度和作用时间的增加，对食管鳞癌细胞

的毒性作用增强。为了尽可能地使用低浓度的药物达到相同作

用的效果，在后续实验中使用 LY294002作用 48 h的 IC50值左

右的药物浓度，见图 3。

2.4 COQ10B过表达效率检测

采用Western blot对过表达效率进行验证。结果如图 4所

示与 oe-NC组相比，oe-COQ10B组中 COQ10B蛋白表达量显

著升高（P＜0.01，P＜0.001）。结果表明过表达慢病毒转染成功。

2.5 COQ10B对 PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

过表达 COQ10B基因后，并加入 PI3K/AKT信号通路特异

性抑制剂 LY294002处理 48小时。采用Western blot检测结果

图 1 qRT-PCR检测 COQ10B在食管鳞癌细胞及食管上皮细胞中的表

达水平

****P＜0.0001

Fig.1 The expression level of COQ10B in ESCC and Esophageal

epithelial cell lines was detected by qRT-PCR

****P＜0.0001

图 2 敲减 COQ10B后 KYSE150细胞中显著差异表达基因分析

Fig.2 Analysis of significantly differentially expressed genes in KYSE150 cells after COQ10B knockdown
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图 3 PI3K/AKT抑制剂 LY294002在食管鳞癌细胞中的 IC50值

Fig.3 IC50 value of PI3K/AKT inhibitor LY294002 in ESCC

图 4 WB检测食管鳞癌细胞 COQ10B过表达慢病毒的感染效率

**P＜0.01，***P＜0.001

Fig.4 Detection of COQ10B overexpression lentivirus infection efficiency in ESCC cells by WB

**P＜0.01, ***P＜0.001

如图 5所示，与 oe-NC组相比，oe-COQ10B组 PI3K/AKT信号

通路中 p-PI3K（P＜0.0001）、p-AKT（P＜0.0001）蛋白表达水平

显著升高，而 PI3K、AKT蛋白表达也呈上升趋势，但差异无统

计学意义（P＞0.05）。与 oe-COQ10B 组相比，oe-COQ10B+

LY294002 组中 PI3K/AKT 信号通路中 p-PI3K（P＜0.0001）、

p-AKT（P＜0.01）蛋白表达水平被显著抑制，而 PI3K、AKT 蛋

白表达也呈下降升趋势，但差异无统计学意义（P＞0.05）。结果

表明加入 LY294002可显著抑制因 COQ10B过表达所增强的

PI3K/AKT信号通路相关蛋白 p-PI3K、p-AKT表达水平。

2.6 COQ10B通过激活 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌细胞

增殖

平板克隆形成实验结果如图 6 所示，与 oe-NC 组相比，

oe-COQ10B组 KYSE150和 TE-1 细胞克隆团明显增多（P＜
0.01，P＜0.001），而加入 LY294002后可以明显减少因过表达

COQ10B所增加的细胞克隆团数量（均为 P＜0.0001）。

为进一步佐证平板克隆实验结果，采用 EDU实验检测细

胞增殖，结果如图 7所示，与 oe-NC组相比，oe-COQ10B组

KYSE150和 TE-1细胞中细胞 DNA复制能力明显增强，EDU

阳性细胞数明显增加（均为 P＜0.01）；而加入 LY294002后可

显著抑制因过表达 COQ10B所增强的细胞 DNA复制能力，E-

DU阳性细胞数明显减少（均为 P＜0.01）。以上平板克隆实验

以及 EDU增殖实验证实过表达 COQ10B 可促进 ESCC细胞

的增殖，然而在加入通路抑制剂 LY294002后可显著抑制 ES-

CC细胞的增殖。

2.7 COQ10B通过激活 PI3K/AKT信号通路抑制食管鳞癌细胞

凋亡

采用流式细胞术检测过表达 COQ10B及加入 LY294002

对细胞凋亡的影响。结果如图 8 所示，与 oe-NC 组相比，

oe-COQ10B组 KYSE150和 TE-1细胞凋亡数量显著减少（P＜
0.001，P＜0.01）；而加入 LY294002后可逆转过表达 COQ10B

所抑制的细胞凋亡能力（均为 P＜0.05）。提示过表达 COQ10B

可通过激活 PI3K/AKT信号通路抑制食管鳞癌细胞凋亡。
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图 5 Western blot方法检测加入 LY294002后对 PI3K/AKT信号通路相关蛋白表达的影响

ns＞0.05，**P＜0.01，****P＜0.0001

Fig.5 The effect of LY294002 pathway inhibitor on the expression of related proteins in PI3K/AKT signaling pathway byWB

ns＞0.05, **P＜0.01, ****P＜0.0001

图 6平板克隆形成实验检测过表达 COQ10B及加入 LY294002后对细胞克隆能力的影响

**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.0001

Fig.6 The effect of LY294002 on the cell cloning ability of overexpressed COQ10B by colony formation assays

**P＜0.01，***P＜0.001，****P＜0.0001

2.8 COQ10B通过激活 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌细胞

迁移

通过创面愈合实验探究过表达 COQ10B 及加入

LY294002对食管鳞癌细胞迁移能力的影响。结果如图 9所示，

与 oe-NC组相比，oe-COQ10B组 KYSE150和 TE-1 细胞迁移

能力显著增强（均为 P＜0.001）；而加入 LY294002后可显著抑

制因过表达 COQ10B 所增强的细胞迁移能力（均为 P＜
0.001）。提示过表达 COQ10B可通过激活 PI3K/AKT信号通路

促进食管鳞癌细胞迁移。

2.9 COQ10B通过激活 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌细胞

侵袭

通过 Transwell 实验 探究 过 表 达 COQ10B 及加 入

LY294002对食管鳞癌细胞侵袭能力的影响。结果如图 10所

示，与 oe-NC组相比，oe-COQ10B组 KYSE150和 TE-1细胞侵

袭能力显著增强（P＜0.001，P＜0.01）；而加入 LY294002后可

显著抑制因过表达 COQ10B 所增强的细胞侵袭能力（P＜
0.001，P＜0.01）。提示过表达 COQ10B可通过激活 PI3K/AKT

信号通路促进食管鳞癌细胞侵袭。

3 讨论

COQ10的抗氧化作用可以减少受损细胞的自由基和活性

氧的产生，还可以通过氧化还原信号来控制细胞的能量代谢和

死亡的调节[15]。COQ10B是 COQ10同源物之一。有研究表明降

低COQ10B水平可诱导线粒体呼吸链功能障碍导致人肾皮质

近曲小管上皮细胞（HK-2）凋亡[16]。此外，有研究报道 COQ10B

为非线粒体内的 COQ10，具有强抗氧化作用，通过影响脂质过

氧化的启动过程，有效避免自由基对膜磷脂质过氧化，线粒体

DNA和膜蛋白氧化损伤。同时，在多种细胞器和质膜上直接与
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图 7 EDU检测加入 LY294002后对过表达 COQ10B细胞 DNA复制能力的影响

**P＜0.01

Fig.7 The effect of LY294002 on the DNA replication ability of overexpressed COQ10B was detected by EDU

**P＜0.01

自由基反应，促进氧化型维 E和维 C还原再生发挥抗氧化作

用，从而抑制铁死亡促进肿瘤生长[17]。

本研究从细胞水平分析发现 COQ10B在食管鳞癌细胞中

的表达量显著高于正常食管上皮细胞。并通过 CCK8、平板克

隆实验、流式细胞术、创面愈合实验和 Transwell实验证实过表

达COQ10B基因后，食管鳞癌细胞增殖、迁移及侵袭能力显著

增强，并抑制其凋亡，提示 COQ10B在 ESCC发生发展中扮演

着促癌因子的角色。通过转录组测序结果发现与阴性对照组相

比，COQ10B敲减组共有 319个显著差异基因，其中上调基因

285 个如 IGHEP2、C16orf90、MSLNL 等；下调基因 34 个 IS-

CA1P4、GNG7、RN7SL5P等。这里值得注意的是 ISCA1P4与

COQ10B表达成正相关。ISCA1P4属于铁硫簇（ISC）蛋白家族，

有研究报道富氧环境中，肺癌细胞的存活依赖于铁硫簇生物合

成，铁硫簇缺乏可强烈地激活铁 -饥饿应答（iron-starvation re-

sponse）从而引发细胞铁死亡[18]。此外，有研究探讨了铁硫簇缺

乏通过调控铁代谢稳态影响癌细胞对铁死亡敏感性的分子机

制，结果发现抑制铁硫簇合成可以激活铁调节蛋白 2（iron regu-

latory protein，IRP2）增强铁死亡的敏感性。在低 O2浓度下，铁

硫簇缺乏增强了 IRP2与靶基因的结合，且不依赖于铁调节蛋

白 1（iron regulatory protein，IRP1）、FBXL5和 IRP2蛋白水平的

变化。IRP1和 IRP2的敲除则阻止了铁硫簇合成抑制对铁 -饥

饿反应的激活 [19]。这些发现将有助于控制铁死亡敏感性的策

略。这与 COQ10B的合成可通过直接清除脂质过氧自由基抑

制铁死亡的报道结果相一致[17]。综上所述，铁硫簇和 COQ10B

可通过抑制细胞铁死亡从而促进肿瘤进展。

在分析了基于基因表达水平的差异基因后，本研究对差异

表达基因进行 KEGG信号通路富集分析发现 COQ10B可能与

PI3K/AKT信号通路密切相关。有研究报道，COQ10可通过激
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图 9创面愈合实验检测加入 LY294002后对过表达 COQ10B细胞迁移能力的影响

***P＜0.001

Fig.9 The effect of LY294002 on migration ability of overexpressed COQ10B by wound healing assay

***P＜0.001

图 8流式细胞仪检测加入 LY294002后对过表达 COQ10B细胞凋亡能力的影响

*P＜0.05，**P＜0.01，***P＜0.001

Fig.8 The effect of LY294002 on apoptosis ability of overexpressed COQ10B by flowcytometry assay

*P＜0.05, **P＜0.01, ***P＜0.001

活 PI3K/AKT/mTOR 信号通路减少胰腺星状细胞（pancreatic

stellate cells，PSCs）细胞自噬水平，进而抑制 PSCs活化，改善胰

腺纤维化[20]。另有研究表明，COQ10激活下游 PI3K/AKT信号

通路，从而导致人类永生化表皮细胞的伤口闭合 [21]。此外，

COQ10通过激活 AKT信号通路增强瑞舒伐他汀在全脑缺血

模型中的神经保护作用 [22]，并通过激活 PI3K/AKT通路恢复

A茁25-35寡聚物抑制的神经干细胞（NSCs）的增殖[23]。综上所

述，本研究选取 PI3K/AKT信号通路作为 COQ10B调控食管鳞

癌演进的分子机制进行深入研究。

PI3K/AKT在食管鳞癌的发展中异常激活，与癌细胞的迁

移、黏附、肿瘤血管的生成及细胞质基质的降解密切相关[24]。

PI3K/AKT通路相关信号分子自身磷酸化后使得下游靶蛋白

Bcl-2家族成员、c-Myc等，进而调节肿瘤细胞的增殖、迁移、凋

亡等生物学行为。LY294002是第一个合成的 PI3K琢，啄和 茁抑
制剂，能够阻断 PI3K信号通路的蛋白激酶抑制剂[25]。目前它被

广泛用于 PI3K/AKT 信号通路的表征研究中。本研究通过

3816窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.20 OCT.2024

（下转第 3844页）

图 10 Transwell（含Matrigel）实验检测加入 LY294002后对过表达 COQ10B细胞侵袭能力的影响

**P＜0.01，***P＜0.001

Fig.10 The effect of LY294002 on invasion ability of overexpressed COQ10B cells by Transwell assay containing Matrigel

**P＜0.01，***P＜0.001

Western blotting 实验发现，过表达 COQ10B 可显著上调

KYSE150细胞中下游信号通路磷酸化 PI3K和磷酸化 AKT蛋

白表达，但在加入 LY294002抑制剂后 PI3K、AKT磷酸化被抑

制。同时食管鳞癌细胞增殖、凋亡、迁移、侵袭等分子功能学实

验亦证实加入 LY294002抑制剂后，COQ10B过表达所增强的

增殖、迁移、侵袭能力均受到抑制，而凋亡能力的抑制被逆转。

综上所述，本研究从细胞水平一定程度上证实了 COQ10B

可通过激活 PI3K/AKT信号通路促进食管鳞癌细胞恶性生物

学行为。目前，关于 COQ10B在食管鳞癌发生发展中的研究鲜

有报道，通过深入研究 COQ10B的作用及其分子机制，将有助

于未来广泛应用于指导临床治疗，对改善食管鳞癌患者的预后

具有重要意义。
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