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摘   要 背景与目的：FOXP 转录因子家族已被证明在多种肿瘤中发挥重要作用，但其成员 FOXP4 在结直肠癌

中的作用尚未见报道，故本研究探讨 FOXP4 在结直肠癌中的表达，及其与患者临床病理特征、预后的

关系，并探讨其潜在的作用机制。

方法：采用免疫组化和 RT-PCR 检测 50 例结直肠癌患者癌组织以及癌旁正常组织标本中 FOXP4 的

表 达， 并 分 析 其 与 患 者 临 床 病 理 特 征 的 关 系； 利 用 GEIPA 数 据 库 分 析 结 直 肠 癌 组 织 构 FOXP4 的

表达情况，及其与患者生存率的关系。构建稳定过表达或敲减 FOXP4 的结直肠癌细胞系，分别用

CCK8 与 Transwell 法检测各结直肠癌细胞系增殖能力与迁移能力的变化。根据 AnimalTFDB 3.0 数

据 库 预 测 FOXP4 可 能 的 靶 启 动 子， 分 别 用 CHIP 实 验、 荧 光 素 酶 报 告 基 因、RT-PCR 和 Western 

blot 验证 FOXP4 与靶启动子结合能力及对相应靶基因转录的调控作用。最后，对靶基因的功能进行

验证。

结果：临床标本与 GEIPA 数据库分析均显示，结直肠癌组织中 FOXP4 的表达量明显升高，其表达量

与患者肿瘤大小、分化程度及 TNM 分期明显有关，高表达 FOXP4 的患者总体生存率明显降低（均

P<0.05）。CCK8 与 Transwell 实验结果显示，FOXP4 过表达的结直肠癌细胞的增殖、迁移能力明显增强，

而 FOXP4 低表达的结直肠癌细胞的增殖、迁移明显减弱（均 P<0.05）。AnimalTFDB 3.0 数据库分析显示，

β-catenin 的启动子可能是 FOXP4 的靶启动子；ChIP 实验证明 FOXP4 可以识别 β-catenin 启动子区

域；荧光素酶实验显示 FOXP4 仅可识别野生型的 β-catenin 序列；RT-PCR 和 Western blot 分析发现

FOXP4 过表达可增加 β-catenin 基因及蛋白的表达水平。β-catenin 抑制剂处理后，FOXP4 过表达对

结直肠癌细胞增殖与迁移能力的增强作用被取消（均 P<0.05）。

结论：FOXP4 的表达在结直肠癌中增高，且与患者的恶性临床病理特征及不良预后密切相关。FOXP4

过表达可能是通过调控 β-catenin 转录促进结直肠癌细胞的增殖及迁移。综上提示，FOXP4 结直肠癌

的发生发展中起了重要作用，可作为结直肠癌的潜在治疗靶点。
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结 直 肠 癌 为 全 球 第 三 大 最 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ，

据报道仅2018年全球新增结直肠癌病例180万，死

亡86万例[1]。近10年来，由于生活和饮食习惯的变

化，结直肠癌的发病率迅速上升 [2-3]。癌细胞转移

是目前结直肠癌致死的主要原因，大约60%的结直

肠癌患者后期会发生转移[4]。尽管结直肠癌的标准
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Abstract Background and Aims: The FOXP transcription factor family has been shown to play an important role in 

multiple cancer types. However, the function of its member FOXP4 in colorectal cancer has not reported yet. 

This study was conducted to investigate the FOXP4 expression in colorectal cancer and its relationship with 

clinicopathologic characteristics and prognosis of the patients, as well as its potential mechanism of action. 

Methods: The FOXP4 expressions in the specimens of tumor tissue and tumor adjacent tissue from 50 colorectal 

cancer patients were determined by immunohistochemical staining and RT-PCR, respectively. Based on the 

GEIPA database, the FOXP4 expression in colorectal cancer tissues and its relationship with the survival rates 

of the patients were analyzed. The colorectal cell lines with stable FOXP4 overexpression or knockdown were 

created, and then, the changes in proliferative and migration abilities of them were examined by CCK8 and 

Transwell assay. The possible target promoter for FOXP4 was predicted by using AnimalTFDB 3.0 database, the 

combining ability of FOXP4 to its target promoter and the regulatory effect of FOXP4 on the corresponding 

target gene were verified by ChIP assay, luciferase reporter assay, RT-PCR and Western blot analysis, respectively. 

Finally, the function of the target gen was validated.

Results: The results of both analyses of the clinical specimens and GEIPA database showed that the FOXP4 

expression in colorectal cancer tissue was significantly elevated, and its expression level was significantly associated 

with the tumor size, degree of tumor differentiation and TNM stage of the patients, and those with high FOXP4 

expression had a significant low overall survival rate (all P<0.05). The results of the CCK8 and Transwell assay 

showed that the proliferative and migration abilities in colorectal cancer cells with FOXP4 overexpression were 

significantly increased, while in those with low FOXP4 expression were significantly decreased (all P<0.05). The 

analysis of AnimalTFDB 3.0 database showed that β-catenin promoter was the target promoter for FOXP4; ChIP 

assay revealed that FOXP4 recognized the β-catenin promoter region; luciferase reporter assay found that FOXP4 

only recognized the wild-type β-catenin sequence; RT-PCR and Western blot analysis demonstrated that FOXP4 

overexpression up-regulated both gene and protein expression levels of β-catenin. In colorectal cancer cells after 

treatment with β-catenin inhibitor, the enhancing effects of FOXP4 overexpression on proliferative and migration 

abilities were abolished (all P<0.05).

Conclusion: The FOXP4 expression is increased in colorectal cancer, which is closely related to the malignant 

clinicopathologic features and unfavorable prognosis of the patients. FOXP4 overexpression can promote the 

proliferation and migration of colorectal cancer cells probably by regulating the transcription of β-catenin. So, this 

study suggests that FOXP4 play a critical role in the occurrence and development colorectal cancer, and may be 

served as a potential therapeutic target for colorectal cancer.
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治 疗 方 法 可 以 使 早 期 结 直 肠 癌 患 者 的 病 情 有 所 改

善，但对中晚期结直肠癌患者疗效并不明显，5年

生存率仅为13.9% [5-6]。因此，有必要了解中晚期

结 直 肠 癌 进 展 与 转 移 的 机 制 ， 希 望 能 找 到 一 种 新

的 可 以 降 低 晚 期 结 直 肠 患 者 耐 药 的 治 疗 靶 点 。 越

来 越 多 的 证 据 表 明 转 录 因 子 在 对 肿 瘤 的 进 展 中 发

挥重要作用，比如FOXP家族（FOXP1、FOXP2、

FOXP3和FOXP4）作为其中一类转录因子，研究

发 现 其 在 多 种 肿 瘤 的 生 长 、 发 生 和 转 移 中 发 挥 重

要作用 [7-9]。已证实FOXP1低表达的结直肠癌，其

肿瘤细胞增殖能力强，生存期较差 [10]。而FOXP4

在 结 直 肠 癌 中 的 调 节 机 制 目 前 尚 未 报 道 ， 因 此 本

研 究 通 过 收 集 结 直 肠 癌 患 者 的 临 床 标 本 ， 分 析

FOXP4在癌组织和癌旁组织中的表达水平，并通

过 细 胞 与 分 子 生 物 学 实 验 进 一 步 分 析 相 关 的 分 子

机制。

1　材料与方法 

1.1  实验材料   

HT -29细胞、CaCo2细胞、HT -29和CaCo2耐

药细胞均购自盖宁生物；DMEM 细胞培养基、胎

牛血清购自Gibco公司；XAV -939以及CCK8试剂

盒购自Selleck公司；psPAX2、pMD2G、plKO.1 -

N O 、 p L K O . 1 - s i F O X P 4 、 p L e n t i - 3 F 以 及 p L e n t i -

F O X P 4 购 自 生 物 风 有 限 公 司 ； F O X P 4 引 物 、

G A P D H 引 物 购 自 武 汉 擎 科 生 物 有 限 公 司 ； R N A

提取试剂盒购自Takara公司；RNA逆转录试剂盒

（Revert  Aid First  Strand cDNA Synthesis Kit）

以及Universal SYBR® qPCR Master Mix试剂盒购

自南京诺唯赞生物科技有限公司；一抗GAPDH、

β-catenin及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔/鼠二抗

购自三鹰生物科技有限公司；Western blot试剂盒

及 B C A 蛋 白 浓 度 测 量 试 剂 盒 购 自 碧 云 天 生 物 技 术

公 司 ； 免 疫 组 化 试 剂 盒 以 及 双 荧 光 素 酶 试 剂 盒 购

自Sigma公司。 

1.2  实验方法  

1.2.1  细胞培养　239T 细胞、LOVO 细胞、CaCo2

细胞、DLD1 细胞、SW48 细胞、HCT116 细胞均培

养于含 10%FBS-DMEM 中，5% CO2，37 ℃。

1.2.2  组 织 来 源　 于 西 安 交 通 大 学 医 学 部 附 属

三二〇一医院收集 50 例确诊为结直肠癌的患者临

床信息，取其癌组织和癌旁组织。取出样本后立即

置于液氮中冷冻，然后置于 -80 ℃保存。

1.2.3  病 毒 包 装　 收 集 对 数 期 生 长 293T 细 胞，

接 种 于 6 cm 培 养 皿 中， 待 细 胞 融 合 度 达 到 70%

时 进 行 转 染。 首 先 将 质 粒 以 pLent-3F/pLent-

F O X P 4 / p l K O . 1 - N O / p L K O . 1 - s i F O X P 4 : p s P A X 2 : 

pMD2G=4:3:1 的比例混合，转染至 293T 细胞，6 h

后更换新鲜 DMEM 培养基，48 h 收细胞上清。

1.2.4  病毒感染及稳定敲减细胞系筛选　收集处

于 对 数 生 长 期 的 结 直 肠 癌 细 胞 系， 待 细 胞 融 合 度

达 到 80% 时 进 行 转 染， 严 格 按 照 Lipofectamine 

3000 说明书进行慢病毒感染，24 h 后更换至新鲜

培养基。并进一步采用嘌呤霉素（2 mg/L）持续筛

选，2 周 后， 采 用 Western blot，RT-PCR 检 测 上

述细胞的过表达以及敲减的效率。

1.2.5  RT-PCR 检测　首先使用 TRNA 提取试剂

盒提取 RNA；进一步将 RNA 逆转录生成 cDNA。

以 GAPDH 为 内 参，GAPDH 正 向 引 物 为 5'-GGC 

ATG GAC TGT GGT CAT GAG-3'，反向引物为 5'-

TGC ACC ACC AAC TGT TAG C-3'；FOXP4 正向

引物为 5'-CGA CAT GAT GGT GGA ATC TG-3'，

反 向 引 物 为 5'-TGT TTG CTG TCA TTG TTC CC-

3'，所有基因的相对表达水平用 2-∆CT 法计算。 

1.2.6  Western blot 检测　加入 RIPA 裂解液处理

细 胞， 待 细 胞 充 分 裂 解 后，4 ℃， 离 心 10 min。

取 上 清，BCA 法 测 定 蛋 白 浓 度， 取 等 量 的 蛋 白 上

样， 运 行 SDS-PAGE 电 泳。 然 后 采 用 PDVF 膜 转

膜，5% 脱脂奶粉封闭，孵育 FOXP4、β-catenin、

GAPDH 一抗，室温孵育二抗，曝光显影。

1.2.7  CCK8 检 测 细 胞 活 力　 将 处 理 好 的 LOVO

细胞，SW48 细胞，SW480 细胞，HCT116 细胞接

种于 96 孔板中，接种密度为 2.0×103 个。分别于 0、

12、24、48、72 h 避 光 加 入 CCK-8 溶 液 30 μL；

孵育 3 h 后，采用多功能酶标仪检测 450 nm 波长

处的吸光度值。

1.2.8  Transwell 检 测 细 胞 的 迁 移 能 力　 将 处 理

好 的 LOVO 细 胞，SW48 细 胞，SW480 细 胞，

HCT116 细 胞 培 养 于 Transwell 小 室 的 上 层， 同 时

下层添加 500 μL 含有 10%FBS 的 DMEM 培养基。

培养 48 h 后，用棉签去除上室的细胞，室温下用

0.1% 结晶紫染色 30 min。最后，对迁移的细胞进

行计数，并用光学显微镜拍照。每个独立的实验至
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少重复 3 次。

1.2.9  免疫组化检测　组织切片入放入 65 ℃烤箱

中烤 1.5 h，切片在二甲苯放置 10 min，更换二甲

苯放置 10 min，将切片依次放入 100% 乙醇、95%

乙醇、80% 乙醇中、纯化水各 5 min，将切片放入

修 复 盒 中 加 入 抗 原 修 复 液， 高 压 锅 加 热 到 自 动 放

气，2 min 后离开热源，自然冷却。弃去抗原修复

液， 将 切 片 用 PBS 淋 洗，0.5%Triton X-100 室 温

通透 20 min，将切片移入湿盒中加入新鲜配制的

3% 双氧水，室温孵育 10 min，PBS 充分淋洗，浸

洗 3 次，每次 3 min，吸水纸吸干 PBS，在玻片上

滴 加 山 羊 血 清， 室 温 封 闭 30 min， 每 张 玻 片 滴 加

足够量的稀释好的一抗（FOXP4 1:300），放入湿

盒，4 ℃孵育过夜，滴加兔二抗工作液，室温孵育

1 h，PBS 充分淋洗，DAB 显色 10 min，PBS 冲洗

2 min，苏木精复染 3 min，盐酸酒精分化，反蓝，

PBS 冲洗 1 min 脱水、透明、封片、光学显微镜下

拍照。

1.2.10  ChIP 实验检测　取 出 经 过 实 验 要 求 处 理

的细胞，加入 1% 多聚甲醛，37 ℃孵育 10 min，

加 甘 氨 酸， 混 匀 后， 在 室 温 下 放 置 5 min。 吸 尽

培 养 基， 用 冰 冷 的 PBS 清 洗 细 胞 2 次。 细 胞 刮 刀

收 集 细 胞 于 15 mL 离 心 管 中，2 000 r/min， 离 心 

5 min，收集细胞，加入 500 μL SDS 裂解缓冲液，

超声破碎，1 200 r/min，4 ℃，离心 10 min。取上清，

其中 1 管中加入 1 μL FOXP4 抗体，另 1 管中加对

照 IgG，4 ℃颠转过夜。孵育过夜后，每管中加入 

60 μL ProteinA/G，4 ℃， 孵 育 2 h。700 r/min

离 心 1 min， 除 去 上 清， 每 管 中 加 入 20 μL NaCl

溶 液， 混 匀，65 ℃ 解 交 联 过 夜， 每 管 加 入 1 μL 

RNaseA，37 ℃孵育 1 h，每管加入 10 μL EDTA，

20 μL Tris-HCl（pH6.5），2 μL 10 mg/mL 蛋白酶 K，

回收 DNA 片段。

1.2.11  荧 光 素 酶 检 测　 将 野 生 型 以 及 突 变 型 的

β-catenin 的启动子质粒转染到相应的细胞系中，48 

h 后，使用双荧光素酶报告系统检测荧光素酶活性。

1.3  统计学处理  

每组实验重复至少3次，应用SPSS 14 .0进行

统 计 分 析 ， 计 量 数 据 用 均 数 ± 标 准 差 （x± s） 表

示，组间比较均采用 t检验，P<0.05为差异有统计

学意义。

2　结　果

2.1  FOXP4 在结直肠癌组织中的表达及作用分析

采 用 免 疫 组 化 和 R T - P C R 检 测 癌 组 织 和 癌 旁

组 织 中 F O X P 4 的 相 对 表 达 量 （ 图 1 A - B ） ， 结 果

显示结直肠癌患者癌组织中FOXP4的表达量明显

高于癌旁组织（P<0 .01）。采用GEIPA（ ht t p : / /

g e p i a . c a n c e r - p k u . c n ） 数 据 库 分 析 F O X P 4 在 结

直 肠 癌 中 的 表 达 量 以 及 对 结 直 肠 癌 患 者 的 生 存

期 的 影 响 （ 图 1 C - D ） ， 结 果 显 示 ， 癌 组 织 中 的

F O X P 4 表 达 量 明 显 高 于 正 常 组 织 （P< 0 . 0 5 ） ，

且 高 表 达 F O X P 4 的 患 者 其 总 体 生 存 率 明 显 较 差

（P<0.05）。据上述结果推测FOXP4在结直肠癌

进展中可能发挥一定作用。

比 较 结 直 肠 癌 组 中 F O X P 4 表 达 与 不 同 病 理

特征发现，FOXP4的表达在不同性别、年龄段的

患者中无明显差异（均P>0 .05），在不同肿瘤大

小、分化程度、T分期、N分期及M分期的患者中

差异具有统计学意义（均P<0 .05），其在肿瘤大

小>1 cm、分化程度中低、T3~4期、及高N和M1期

的患者中表达明显增高（表1）。

2.2  FOXP4 表达水平对结直肠癌细胞的增殖的

影响

进一步探究FOXP4对结直肠癌进展的影响，

首 先 使 用 R T - P C R 检 测 结 肠 癌 细 胞 系 L O V O ，

S W 4 8 ， S W 4 8 0 ， H C T 1 1 6 ， C a C o 2 以 及 D L D 1 中

FOXP4的表达量（图2A），结果显示，LOVO，

S W 4 8 细 胞 F O X P 4 表 达 量 相 对 降 低 ， H C T 1 1 6 、

S W 4 8 0 细 胞 F O X P 4 表 达 量 相 对 较 高 。 基 于 该 结

果，构建SW48 -空载体、SW48 -FOXP4、LOVO -

空载体、LOVO-FOXP4细胞系以及SW480-阴性对

照序列、SW480-siFOXP4、HCT116-阴性对照序

列、HCT116-siFOXP4细胞系；采用RT -PCR证实

了FOXP4在结直肠癌细胞系中的过表达及敲减效

率（图2B-C）。进一步使用CCK8检测FOXP4对结

直肠癌细胞系增殖能力的影响（图2D-G），结果

表明，FOXP4过表达可明显增加结直肠癌细胞的

增殖能力（均P<0.01）；FOXP4低表达可明显降

低结直肠癌细胞的增殖能力（均P<0.01）。
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图 1　FOXP4 在结直肠癌中表达的检测与分析　　A：免疫组化检测结直肠癌组织与癌旁组织中 FOXP4 的表达（×200）；
B：RT-PCR 检测结直肠癌组织和癌旁组织中 FOXP4 的表达；C：GEPIA 数据库分析结直肠癌患者 FOXP4 的表达；
D：GEPIA 数据库分析结直肠癌患者 FOXP4 的表达量与总体生存率的关系

Figure 1　Determination and analysis of FOXP4 expression in colorectal cancer　　A: Immunohistochemical attaining for FOXP4 
expressions in colorectal cancer tissues and adjacent tissues (×200); B: RT-PCR detection of FOXP4 expressions in colorectal cancer 
tissues and adjacent tissues; C: GEPIA database analysis of the expression level of FOXP4 in patients with rectal cancer; D: GEPIA 
database analysis of the relationship between the expression level of FOXP4 and overall survival rate in patients with colorectal cancer
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表 1　FOXP4 表达与结直肠癌患者临床病理特征的关系 [n（%）]
Table 1　Relations of FOXP4 expression with the clinicopathologic characteristics of colorectal cancer patients [n (%)]

临床病理
特征

n 高表达 低表达 χ2 P
临床病理

特征
n 高表达 低表达 χ2 P

性别 T 分期
　男 33 25（75.76） 8（24.24）

0.912 0.428
　T1~2 18 10（55.56） 8（44.44）

9.812 0.005
　女 17 13（76.47） 4（23.53） 　T3~4 32 27（84.36） 5（15.64）
年龄（岁） N 分期
　＞ 50 30 23（76.67） 7（23.33）

1.183 0.284
　N0 31 25（80.65） 6（19.35）

7.775 0.017　≤ 50 20 15（75.00） 5（25.00） 　N1 11 8（72.73） 3（27.27）
肿瘤大小（cm） 　N2 8 6（75.00） 2（25.00）
　＞ 1 35 32（91.43） 3（8.57）

19.732 0.000
M 分期

　≤ 1 15 6（40.00） 9（60.00） 　M0 38 32（84.21） 6（15.79）
7.194 0.022

分化程度 　M1 12 11（91.67） 1（8.33）
　低 3 3（100.00） 0（0.00）

12.147 0.002　中 23 19（82.61） 4（17.39）
　高 24 14（58.33） 10（41.67）
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2.3  FOXP4 促进结直肠癌细胞的迁移能力

进一步探讨FOXP4对结直癌细胞系迁移能力

的 影 响 ， 结 果 显 示 ， 过 表 达 F O X P 4 后 ， L O V O 细

胞和SW48细胞的迁移能力明显增加（均P<0.01）

（图3A-D）；FOXP4敲减后，SW480和HCT116细

胞的迁移能力明显下降（均P<0.01）（图3E-H）。

图 2　FOXP4 表达量对结直肠癌细胞增殖能力的影响　　A：RT-PCR 检测结直肠癌细胞系中 FOXP4 的表达量；B：RT-PCR
检测结直肠癌细胞系中 FOXP4 的过表达效率；C：RT-PCR 检测结直肠癌细胞系中 FOXP4 的敲减效率；D：CCK8 检测
FOXP4 过表达对 LOVO 细胞增殖能力的影响；E：CCK8 检测 FOXP4 过表达对 SW48 细胞增殖能力的影响；F：CCK8 检
测 FOXP4 敲减对 SW480 细胞增殖能力的影响；G：CCK8 检测 FOXP4 敲减对 HCT116 细胞增殖能力的影响

Figure 2　The influence of FOXP4 expression level on the proliferative ability of colorectal cancer cells　　A: RT-PCR detection of 
FOXP4 expression levels in different colorectal cancer cell lines; B: RT-PCR detection of FOXP4 overexpression efficiency in colorectal 
cancer cell lines; C: RT-PCR detection of FOXP4 knockdown efficiency in colorectal cancer cell lines; D: CCK8 detection of the 
effect of FOXP4 overexpression on the proliferation of LOVO cells; E: CCK8 detection of the effect of FOXP4 overexpression on 
the proliferation of SW48 cells; F: CCK8 detection of the effect of FOXP4 knockdown on the proliferation of SW480 cells; G: CCK8 
detection of the effect of FOXP4 knockdown on the proliferation of SW480 cells
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图 3　FOXP4 表达量对结直肠癌细胞迁移能力的影响　　A-B：Tranwell 检测过表达 FOXP4 后，LOVO 细胞的迁移能力； 
C-D：Tranwell 检测过表达 FOXP4 后，SW48 细胞的迁移能力；E-F：Tranwell 检测 FOXP4 敲减后，SW480 细胞的迁移能力；
G-H：Tranwell 检测 FOXP4 敲减后，HCT116 细胞的迁移能力

Figure 3　The effect of FOXP4 expression level on the migration ability of colorectal cancer cells　　A–B: Tranwell assay for the migration 
ability of LOVO cells after FOXP4 overexpression; C–D: Tranwell assay for the migration ability of SW48 cells after FOXP4 overexpression;  
E–F: Tranwell assay for the migration ability of SW480 cells after FOXP4 knockdown; G–H: Tranwell assay for the migration ability of 
HCT116 cells after FOXP4 knockdown
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2.4  FOXP4 对 β-catenin 转录水平的影响

上述实验初步证明了FOXP4可调节结直肠癌

细 胞 的 增 殖 、 转 移 ， 接 下 来 ， 进 一 步 探 究 其 涉 及

到的分子机制。首先，采用AnimalTFDB 3.0数据

库 预 测 F O X P 4 的 靶 启 动 子 （ 图 4 A ） ， 结 果 发 现

FOXP4有可能与β-catenin启动子结合。进一步采

用ChIP实验证明了FOXP4可识别β -ca t en in启动

子区域（图4B）。此外，RT -PCR和Western blot

分别从转录和翻译水平验证了FOXP4过表达可明

显增加β -ca ten in的表达（图4C-E）。最后，构

建野生型和突变型的β-catenin荧光素酶报告基因

（图4D），结果显示，FOXP4只能识别野生型的

β -ca ten in的序列（图4G-H）。综合以上结果，

提示FOXP4可识别调控β-catenin的转录水平。

图 4　FOXP4 对 β-catenin 转录水平的影响　　A：AnimalTFDB 3.0 预测 FOXP4 结合 β-catenin 启动子序列；B：ChIP 验证
FOXP4 与 β-catenin 的相互作用；C：RT-PCR 检测 FOXP4 过表达对 β-catenin 的 mRNA 水平的影响；D：野生型以及
突变型的 β-catenin 启动子荧光素酶报告质粒的构建；E-F：Western blot 检测 FOXP4 过表达后对 β-catenin 的蛋白水平
的影响；G-H：荧光素酶报告实验检测 FOXP4 对野生型以及突变型的 β-catenin 转录活性的影响

Figure 4　Eff ect of FOXP4 on β-catenin transcription level　　A: AnimalTFDB3.0 predicting the FOXP4 binding to the promoter sequence 
of β-catenin; B: ChIP verification of the interaction between FOXP4 and β-catenin; C: RT-PCR detection of the effect of FOXP4 
overexpression on the mRNA expression level of β-catenin; D: Construction of luciferase reporter plasmids of wild and mutant type 
of β-catenin promoter; E–F: Western blot analysis of the effect of FOXP4 overexpression on protein expression level of β-catenin; 
G–H: Luciferase report assay for infl uence of FOXP4 on transcriptional activities of the wild and mutant type of β-catenin 
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2.5  结直肠癌细胞中 β-catenin 与 FOXP4 的关系

为 进 一 步 确 定 β - c a t e n i n 是 否 参 与 介 导 了

FOXP4所引起的结直肠癌细胞增殖迁移能力的变

化 ， 使 用 β - c a t e n i n 抑 制 剂 X A V - 9 3 9 处 理 过 表 达

F O X P 4 的 结 直 肠 癌 细 胞 ， 结 果 显 示 ， F O X P 4 过

表 达 对结直肠癌细胞增殖与迁移能力的增强 作用

均被取消（均P<0.05）（图5）。上述实验结果说

明β-catenin介导了FOXP4对结直肠癌细胞的调控 

作用。

图 5　结直肠癌细胞中 β-catenin 与 FOXP4 的关系　　A：CCK8 检测 β-catenin 抑制剂对 SW48 细胞增殖能力的影响； 
B：CCK8 检测 β-catenin 抑制剂对 LOVO 细胞增殖能力的影响；C-D：Transwell 检测 β-catenin 抑制剂对 SW48 细胞迁
移能力的影响；E-F：Transwell 检测 β-catenin 抑制剂对 LOVO 细胞迁移能力的影响

Figure 5　Relationship between β-catenin and FOXP4 in colorectal cancer cells　　A: CCK8 assay for the effect of β-catenin inhibitor on 
the proliferation of SW48 cells; B: CCK8 assay for the proliferation of LOVO cells; C–D: Transwell assay for the effect of β-catenin 
inhibitor on migration ability of SW48 cells; E–F: Transwell assay for the effect of β-catenin inhibitor on migration ability of LOVO 
cells
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3　讨　论 

中晚期结直肠癌的恶性增殖以及远处转移是导

致结直肠癌患者死亡的主要原因，约有15%~25% 

的结直肠癌患者出现肝转移[11-12]。目前肝转移灶的

切除只可以提高部分患者（25%~40%）的5年生存

率[13-14]，所以目前急需探索可影响结直癌增殖、远

处转移的因素。

F O X P 转 录 因 子 家 族 可 通 过 调 节 肿 瘤 细 胞 的

上 皮 间 充 质 转 化 影 响 肿 瘤 的 细 胞 生 物 学 表 型 。 比

如 F O X P 1 可 调 控 趋 化 因 子 C X C L 的 表 达 来 控 制 乳

腺 癌 细 胞 对 淋 巴 结 的 侵 润 [ 1 5 - 1 6 ]； 同 样 在 三 阴 性 乳

腺癌中，FOXP2可通过靶向GRP78增加肿瘤细胞

的 增 殖 与 迁 移 能 力 [ 1 7 ]； F O X P 3 特 异 性 表 达 于 T 调

节 细 胞 中 ， 参 与 调 节 肿 瘤 细 胞 的 免 疫 耐 受 能 力 ，

最近也有文章报道FOXP3可通过抑制COX2的转录

抑制结直肠癌干细胞的自我更新 [18-21]；FOXP4可

通过调节转录因子Snai l的活性来增强上皮间质转

化（E M T）相关分子的表达，促进乳腺癌细胞的

转移 [22]，而在肝细胞癌中的FOXP4可激活Slug的

转录活性，促进肿瘤细胞迁移能力 [ 23]。本研究发

现，与癌旁正常组织相比，FOXP4在结直肠癌组

织中表达显著上调，FOXP4高表达与患者不同临

床特征具有显著性差异，同时高表达FOXP4的患

者总体生存率可能降低。细胞层面发现FOXP4过

表 达 可 促 进 结 直 肠 癌 细 胞 的 增 殖 和 迁 移 ， 而 敲 低

FOXP4可抑制结直肠癌细胞的增殖及迁移，这些

实验结果表明FOXP4可能在结直肠肿瘤的进展中

起关键作用。

在 8 0 % 的 结 直 肠 癌 患 者 中 β - c a t e n i n 处 于 过

度激活状态 [24-25]，β -catenin是Wnt通路的靶向分

子 ， 其 激 活 被 认 为 是 肿 瘤 形 成 过 程 的 核 心 。 另 外

还 发 现 β - c a t e n i n / T C F 信 号 在 9 0 % 以 上 的 结 直 肠

癌 中 呈 现 高 表 达 ， 而 这 与 结 直 肠 癌 的 不 良 预 后 息

息相关 [26-30]。然而目前关于转录因子FOXP4是如

何 影 响 结 直 肠 癌 进 展 的 机 制 仍 不 清 楚 。 本 研 究 发

现 F O X P 4 可 以 识 别 β - c a t e n i n 启 动 子 区 域 ， 提 示

FOXP4可能通过调控β-catenin发挥促结直肠癌增

殖 和 迁 移 的 作 用 。 进 一 步 验 证 试 验 发 现 ， 过 表 达

FOXP4可增加β-catenin基因及蛋白的表达，其仅

可识别野生型β -ca tenin的序列。使用β -ca tenin

抑 制 剂 抑 制 其 活 性 后 发 现 ， F O X P 4 过 表 达 所 促

进 的 结 直 肠 癌 细 胞 增 殖 和 迁 移 能 力 下 降 ， 表 明

FOXP4可能通过调控β-catenin活性促进结直肠癌

细胞增殖和迁移。

尽管本研究首次揭示FOXP4在结直肠癌中的

可 能 作 用 ， 但 本 实 验 结 果 仍 需 在 动 物 层 面 进 一 步

验证，同时FOXP4是如何调控β-catenin活性，其

具 体 调 控 机 制 尚 不 清 晰 ， 这 将 是 今 后 进 一 步 研 究

的方向。

总之，本文证明了FOXP4可促进结直肠癌细

胞的增殖、转移，在分子机制上，明确了FOXP4

可能通过促进β-catenin的转录活性，增加结直肠

癌 细 胞 的 增 殖 与 转 移 能 力 ， 这 为 未 来 结 直 肠 癌 患

者的治疗提供新的思路。
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