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[摘 要] 目的：分析 FOXD1在食管鳞状细胞癌（ESCC）组织中的表达及其与临床病理特征和患者预后的关系，探讨其对

ESCC TE1细胞增殖、侵袭能力的影响及其对TGF-β1诱导TE1细胞EMT进程的影响。方法：采用qPCR和 IHC法检测ESCC组

织和细胞中FOXD1的表达，并分析其与临床病理特征和患者预后的关系；构建FOXD1敲减质粒并转染TE1细胞，检测其对TE1

细胞增殖、侵袭能力的影响；用qPCR和WB法检测TGF-β1处理前后FOXD1及EMT相关基因和蛋白的表达变化及敲减FOXD1

对 EMT 相关基因和蛋白表达的影响。结果：ESCC 组织和细胞中 FOXD1 均呈高表达（均 P<0.01），并与患者 OS 呈负相关；

FOXD1表达水平、肿瘤TNM分期以及淋巴结转移均是影响ESCC患者预后的独立危险因素（均 P<0.01）。TGF-β1 可促进TE1

细胞FOXD1的表达，并诱发其EMT进程（均P<0.05）；敲减FOXD1可抑制TE1细胞的增殖和侵袭能力，并可部分逆转由TGF-β1

诱发的TE1细胞EMT进程。结论：FOXD1在ESCC组织及TE1细胞中呈高表达且是影响ESCC患者预后的独立危险因素，敲低

FOXD1可显著抑制TE1细胞的增殖、侵袭及TGF-β1介导的EMT进程。
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[Abstract] Objective: To analyze the expression of FOXD1 in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and its relationship with

clinicopathological features and prognosis. To investigate the effect of FOXD1 on the proliferation and invasion of TE1 cells and its

effect on TGF-β1 induction of epithelial-mesenchymal transition (EMT). Methods: The expression of FOXD1 in ESCC tissues and

cells was detected by qPCR and immunohistochemical method (IHC). The relationships between its expression level and

clinicopathological characteristics and prognosis of patients were also analyzed. FOXD1 knockdown plasmid was constructed and

transfected into TE1 cells to detect its effect on the proliferation and invasion of TE1 cells. qPCR and Western blotting were used to

detect the expression levels of FOXD1 and EMT-related markers before and after TGF- β1 treatment and the effect of knockdown

FOXD1 on the expression of EMT-related markers. Results: FOXD1 was highly expressed in ESCC tissues and cells (all P<0.01), and

negatively correlated with the overall survival of patients. FOXD1 expression level, tumor TNM stage, and lymph node metastasis were

independent factors affecting the prognosis of ESCC patients (all P<0.01). TGF-β1 treatment may raise the expression level of FOXD1

in TE1 cells and induce the expression of EMT-related markers (all P<0.05). Knockdown FOXD1 may suppress the proliferation and

invasion ability of TE1 cells and can partially reverse the EMT process of TE1 cells induced by TGF-β1. Conclusion: FOXD1, highly

expressed in ESCC tissues and TE1 cells, is an independent factor affecting the prognosis of ESCC patients. Knockdown of FOXD1

can significantly inhibit the proliferation, invasion and TGF-β1 mediated EMT process of TE1 cells.
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食管癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一，患

者的生存率较差[1]。国内 80%~90%的食管癌病理分

型为食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell

carcinoma，ESCC），因此，揭示ESCC的发病机制有利

于新治疗方法的开发。叉头框（forkhead box，FOX）

蛋白家族是一种相对保守的转录调节因子，在多种

功能活动中发挥作用。越来越多的证据表明FOX基

因家族中许多成员与癌症发生发展相关[2-3]。FOXD1

是FOX家族重要的转录因子之一，定位于5q13.2，编

码一个含有 465个氨基酸的DNA结合蛋白，参与多

种生物学功能[4-5]。此外，FOXD1在多种恶性肿瘤的

发生发展中起重要作用，主要与肿瘤细胞的增殖、迁

移、侵袭和EMT进程有关[6-7]。有研究表明，FOXD1

在前列腺癌EMT进程中发挥重要作用，敲低FOXD1

可以抑制前列腺癌细胞的迁移[8]。然而，关于FOXD1

在ESCC中的作用及其机制尚不清楚。本研究着重

探讨FOXD1在ESCC组织和细胞中的表达及其临床

意义，分析 FOXD1 对 ESCC TE1 细胞增殖、侵袭和

TGF-β1诱导的EMT进程的影响及分子机制，以期为

ESCC的治疗和预后评估提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 组织标本、细胞和试剂

本研究选取的 76例ESCC组织及其癌旁组织标

本均由河北医科大学第四医院生物样本库收集，患

者术前均未接受放疗、化疗等治疗。本实验研究方

案获本院伦理委员会批准（批准号：No.2021KY351），

患者已签署知情同意书。每例组织标本包括ESCC

组织及癌旁组织。每例标本均分为两部分，一部分

在-80 ℃低温冰箱保存用于提取RNA；另一部分制

作成蜡块保存，行H-E染色，由两位病理医师确诊为

ESCC，同时癌旁组织镜下未见浸润肿瘤细胞。

ESCC 细胞 KYSE150、KYSE170、TE1、ECA109

和YES2均由河北医科大学第四医院肿瘤研究所病

理研究室保留并传代。TRIzol购自美国 Invitrogen公

司，胎牛血清购自美国BI公司，RPMI 1640培养基购

自美国 Gibco 公司，LipofectamineTM2000 购自美国

Thermo公司，反转录 PCR试剂盒购自瑞士Roche公

司，MTS试剂购自Promega公司，Transwell小室购自

美国Corning公司，人重组TGF-β1、基质胶购自美国

BD 公司。兔抗人 FOXD1 的抗体购自 Santa Cruz

公司，兔抗 SNAI1、β-catenin 及 vimentin 抗体均购

自北京博奥森公司，兔抗E-cadherin及N-cadherin

抗体购自武汉伊莱瑞特公司，鼠抗 β-actin抗体及辣

根过氧化物酶标记羊抗兔或鼠二抗均购自Abcam公

司。qPCR引物购自上海捷瑞有限公司。

1.2 细胞培养及TGF-β1处理

KYSE150、KYSE170、TE1、ECA109 和 YES2 等

ESCC细胞在含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养液

中，37 ℃、5% CO2培养箱中进行培养。TGF-β1 对

TE1细胞处理方法：取状态良好处于对数生长期的细

胞常规培养，TGF-β1处理组用10 ng/mL重组TGF-β1

（溶解于10 mmol/L枸橼酸钠）处理，每2 d更换1次培

养基并加入TGF-β1，培养21 d；对照组用相同条件培

养，但只加入相同体积的10 mmol/L枸橼酸钠溶液。

1.3 细胞分组及转染

取处于对数生长期的TE1细胞（2×105个/孔）接

种于6孔板中，按说明书将对照质粒 si-NC、敲减质粒

（si-FOXD1-1、si-FOXD1-2、si-FOXD1-3）分别转染TE1

细胞，标记为 si-NC 组、si-FOXD1-1组、si-FOXD1-2

组和 si-FOXD1-3组。转染 48 h后收集细胞，提取总

RNA，用qPCR法验证转染后FOXD1的敲减效率。

1.4 qPCR 法检测 ESCC 组织及细胞中 FOXD1 及

EMT相关基因的表达

用TRIzol试剂提取ESCC细胞、ESCC组织及癌

旁组织中的总RNA，用反转录试剂盒将RNA反转录

成 cDNA。qPCR采用两步法，反应条件：95 ℃ 2 min，

95 ℃ 15 s、60 ℃30 s，共计 40 个循环。引物序列

见表 1。以 GAPDH 为内参照基因，用 2-△△CT法计算

FOXD1及EMT相关基因的相对表达量。

表1 qPCR引物序列

基因名称

FODX1

E-cadherin

N-cadherin

Vimentin

SNAI1

β-catenin

GAPDH

引物序列（5'-3'）

F：TGAGCACTGAGATGTCCGATG

R：CACCACGTCGATGTCTGTTTC

F：CGAGAGCTACACGTTCACGG

R：GGCCTTTTGACTGTAATCACACC

F：CAACTTGCCAGAAAACTCCAGG

R：ATGAAACCGGGCTATCTGCTC

F：CGCCTGCAGGATGAGATTCAG

R：TCAGGGAGGAAAAGTTTGGAAGA

F：ACGAGGTGTGACTAACTAT

R：CGACAAGTGACAGCCATT

F：GCTTGTTCGTGCACATCAGGATA

R：GGCTCCGGTACAACCTTCAACTA

F：AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG

R：AGGGGTCATTGATGGCAACA

1.5 IHC法检测ESCC组织中FOXD1蛋白的表达

石蜡切片常规脱蜡入水，3%过氧化氢灭活内源性

过氧化物酶，加入FOXD1抗体（1∶300）4 ℃下处理过夜。

次日，加入辣根过氧化物酶标记羊抗兔二抗室温下处

理1 h，DAB显色，H-E复染、脱水、封片。采用半定量双
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评分标准进行评分，每张切片随机选取5个不重叠的高

倍视野（×400），根据染色深浅和阳性细胞所占的百分

率进行评分。（1）染色强度评分：没有着色为0分，浅着

色为1分，中等着色为2分，强着色为3分；（2）阳性细胞

百分率评分：0%～≤25%为1分，>25%～≤50%为2分，

>50%～≤75%为3分，>75%～100%为4分；（3）正式评

分为染色强度评分×阳性细胞百分率：0～1分为阴性；

2～4分为弱阳性；5～8分为中等阳性；9～12分为强阳

性，将其中弱阳性、中等阳性及强阳性定义为阳性[9]。

所有切片均由2位有经验的临床病理医师采用双盲法

阅片评估，根据评分的平均值来确定判定结果。

1.6 MTS法检测转染后各组TE1细胞的增殖能力

将转染 24 h后的细胞（1×103个/孔）接种于 96孔

板中，在细胞贴壁后 0、24、48、72、96 h时，每孔中加

入MTS试剂 20 μL（500 μg/mL），继续培养 2 h，用酶

标仪测定490 nm处的光密度（D）值，以D值表示细胞

的增殖能力。

1.7 Transwell小室实验检测转染后各组TE1细胞的

侵袭能力

吸取50 μL稀释的基质胶加入小室内，37 ℃恒温培

养箱内放置过夜。转染细胞培养24 h后，向上室内加

入含有1×105个细胞的无血清培养基200 μL，下室加入

含10%胎牛血清的培养基600 μL。常规培养细胞24 h

后固定、染色，倒置显微镜（×200）观察下拍照、计数。

1.8 WB法检测转染后TE1细胞中EMT相关蛋白的

表达

取转染后各组细胞提取总蛋白，使用BCA试剂

盒测定蛋白浓度。蛋白样本经 SDS-PAGE分离、转

膜，在室温下用 5%脱脂奶粉封闭 1 h，TBS洗膜后加

入一抗（均为 1∶1 000稀释）于 4 ℃下处理过夜，辣根

过氧化物酶标记羊抗兔二抗（1∶10 000稀释）37 ℃下

处理 1.5 h，使用增强型化学发光检测试剂盒进行显

影，用凝胶成像仪捕获条带图像，以β-actin作为内参

照，计数出目的蛋白相对表达量。

1.9 统计学处理

采用SPSS 25.0软件进行数据分析，相关图表使

用GraphPad Prism8.0软件完成。所有实验均独立重

复 3次，符合正态分布的计量资料以 x̄±s 表示，组间

数据比较采用 t检验；计数资料以率表示，比较采用

卡方检验；采用Kaplan-Meier和COX比例风险回归

模型对 ESCC 患者生存和预后影响因素进行分析。

以上均为双尾侧检验，以P˂0.05或P<0.01表示差异

具有统计学意义。

2 结 果

2.1 ESCC组织及细胞中FOXD1 mRNA呈高表达

qPCR 检测结果（图 1）显示，与癌旁组织相

比，ESCC癌组织中FOXD1 mRNA 呈高表达（图1A，

P˂0.05）。随机选取 10 例 ESCC 患者的癌旁组织

mRNA混合后作为对照（Pool）组，与此对照组相比，

KYSE150、KYSE170、TE1、ECA109 和 YES2 细胞中

FOXD1 mRNA均呈高表达（图1B，均P˂0.01）。

图1 FOXD1 mRNA在ESCC组织（A）细胞（B）中的表达

2.2 ESCC组织中FOXD1蛋白的表达及其与患者临

床病理特征和预后的关系

IHC法检测结果（图 2）显示，与癌旁组织相比，

ESCC 组织中 FOXD1 细胞阳性率显著升高[（65.8%

（50/76）vs 30.3%（23/76）；χ2=19.214，P<0.01]。根据

FOXD1在ESCC组织中表达的平均值（1.09）将患者

分为 FOXD1 高表达组（50 例）和低表达组（26 例）。

结合临床病理资料（表 2）分析发现，ESCC 组织中

FOXD1表达水平与患者有无淋巴结转移（χ2=5.216，

P=0.020）和肿瘤 TNM 分期（χ2=5.322，P=0.019）有关

联，与患者的年龄、性别及病理分化程度均无关联

（均P>0.05）。应用Kaplan-Meier方法分析FOXD1的

表达水平对 ESCC 患者预后的影响，结果显示，

FOXD1低表达组患者的5年OS率为28.6%（中位OS

为34.6个月），高表达组患者5年OS率为12.4%（中位

OS为 22.9个月），FOXD1高表达患者的 5年OS率明

显低于低表达患者（图 2B，P<0.01）。COX多因素回

归分析发现，FOXD1表达水平、肿瘤TNM分期以及
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淋巴结转移是影响 ESCC患者预后的独立危险因素 （图2C，P<0.01）。

表2 FOXD1在ESCC组织中的表达与患者临床病理特征的关系[N=76，n（（%））]

临床病理特征

年龄/岁

<55

≥55

性别

男

女

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

淋巴结转移

无转移（N0）

有转移（N1~3）

病理学组织分级

高/中分化

低分化

分组例数

20

56

47

29

31

45

37

39

41

35

FOXD1表达

低（n=26）

7（35.0）

19（33.9）

14（29.8）

12（41.4）

16（51.6）

10（22.2）

17（45.9）

9（23.1）

17（41.5）

9（25.7）

高（n=50）

13（65.0）

37（66.1）

33（70.2）

17（58.6）

15（48.4）

35（77.8）

20（54.1）

30（76.9）

24（58.5）

26（74.3）

P

0.931

0.301

0.008**

0.036*

0.149

与低表达组比较，*P<0.05；**P<0.01

与低表达组比较，*P<0.05，**P<0.01

图2 ESCC组织中FOXD1蛋白的表达（A）及其与患者OS（B）的关系和预后危险因素分析（C）

2.3 敲低FOXD1能抑制TE1细胞的增殖和侵袭能力

qPCR法检测结果（图 3）显示，与 si-NC组相比，

si-FOXD1-1~3组TE1细胞中，FOXD1 mRNA表达水

平均降低（图3A，均P˂0.05），实验说明转染后的TE1

细胞中被成功地敲减了 FOXD1 mRNA的表达。在

敲减结果中以 si-FOXD1-1~2 组 降 低 最 为 明 显 ，

因此，选择 si-FOXD1-1~2进行后续实验。MTS实验

结果（图3B）显示，与 si-NC组相比，si-FOXD1-1~2组

TE1 细胞的增殖活性均显著降低（均 P˂0.05）。

Transwell小室实验结果（图 3C）显示 ，与 si-NC

组相比，si-FOXD1-1~2组侵袭的TE1细胞数均显著

降低（均P˂0.05）。实验结果说明，敲减FOXD1能有

效抑制TE1细胞的增殖、侵袭能力。

2.4 TGF-β1促进TE1细胞中FOXD1和EMT相关蛋

白的表达

经过10 ng/mL的TGF-β1连续处理21 d后，显微

镜下可见TE1细胞变为纺锤形、细长成纤维样，呈现

出典型的间充质细胞形态，而TGF-β1未处理的TE1

细胞仍为鹅卵石样（图 4A）。qPCR法（图 4B）和WB

法（图4C）检测结果显示，与未处理组相比，TGF-β1

处理组TE1细胞中FOXD1表达水平显著升高（P<0.05），

E-cadherin 表达水平明显下调（均P<0.05），而N-cadherin、

vimentin、SNAI1 和 β-catenin 表达水平均明显上调

（均P<0.05）。
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A：在TE1细胞中敲减FOXD1效率的鉴定；B：MTS法检测敲减FOXD1表达对TE1细胞增殖的影响；

C：Transwell小室实验检测敲减FOXD1表达对TE1细胞侵袭能力的影响（×200）

图3 敲减FOXD1对TE1细胞增殖、侵袭能力的影响

*P<0.05

A：TGF-β1处理21 d后TE1细胞形态的改变（×200）；B：应用qPCR法检测TGF-β1处理前后 FOXD1以及EMT相关mRNA表达水

平的变化；C：应用WB法检测TGF-β1处理前后FOXD1以及EMT相关蛋白表达水平的变化

图4 TGF-β1对TE1细胞中FOXD1的表达和EMT相关基因表达水平的影响

2.5 敲减FOXD1能部分逆转TGF-β1诱导的TE1细

胞EMT进程

WB法结果（图5）显示，与si-NC组相比，si-FOXD1

组TE1细胞中E-cadherin表达水平明显升高，SNAI1

和 β-catenin表达水平均明显降低（均P<0.05），说明敲

减 FOXD1能抑制TE1细胞的EMT进程；TGF-β1处

理后，敲减FOXD1能部分抑制TGF-β1对E-cadherin

表达的抑制作用和对SNAI1和β-catenin表达的促进

作用（均P<0.05）。实验结果表明，敲减FOXD1可部

分逆转TGF-β1诱发的TE1细胞的EMT进程。
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FOXD1隶属于FOXD亚族蛋白，又称为脑因子2

（brain factor-2，BF-2），最早由HATINI等[10]描述并定

义，最初的研究主要集中其在胚胎发育中的作用，参

与肾的早期发育和视网膜的形成[11-12]。近年来的研究

提示FOXD1在癌症进程中也发挥着重要作用，其异

常表达可调控肿瘤的细胞增殖、侵袭、转移和血管生

成等生物学功能。多数研究[7, 13-16]发现，FOXD1基因

在宫颈癌、乳腺癌、口腔鳞状细胞癌、肝细胞癌和胰

腺导管癌等多种癌组织中呈高表达，且与较差的预

后相关。然而WANG等[17]发现，FOXD1在卵巢癌中

表达下调，FOXD1的高表达是良好预后的预测因子。

以上研究充分证明了FOXD1与肿瘤的发生发展密切

相关。本研究发现 FOXD1 在 ESCC 组织及 5 种

ESCC细胞中均呈高表达，生存分析表明 FOXD1的

表达与ESCC患者的OS呈负相关，反映了其在ESCC

中发挥的促癌特性；该结果与以往大多数研究结果

相似。

*P<0.05

图5 敲低FOXD1对TE1细胞中TGF-β1介导的EMT

相关蛋白表达的影响

FAN等[18]发现，FOXD1可与ZNF532启动子结合

并激活其转录，靶向调控喉鳞状细胞癌的EMT进程，

增强喉癌 AMC-HN-8 和 TU212 细胞的侵袭能力；

CHEN等[14]发现，口腔鳞状细胞癌中 FOXD1通过激

活SNAI2促进细胞的EMT进程和干细胞特性；另外，

FOXD1可与CTGF启动子直接结合并调节其表达水

平，以促进黑色素瘤的去分化和靶向治疗的耐药[19]。

上述多项研究证实，FOXD1在多种实体瘤中通过不

同作用机制参与肿瘤发生发展过程。本研究在

FOXD1高表达的TE1细胞中敲减FOXD1表达，可显

著抑制TE1细胞的增殖和侵袭能力，提示FOXD1可

能在ESCC侵袭、转移等恶性生物学进程中扮演重要

角色，与既往研究结果[20-21]一致。

EMT促进肿瘤细胞的运动、侵袭能力，在肿瘤侵

袭转移过程中发挥关键作用，表明EMT进程在恶性

肿瘤的发生发展过程中被激活[22]。在肿瘤微环境中

EMT可由特定的几个细胞外信号诱导，其中TGF-β

是诱导EMT进程最有效的刺激因子[23]。TGF-β除了

激活经典Smad通路外，还可以激活Ras/MAPK、Rho

样 GTPase 及 PI3K/AKT 等旁路途径，介导 EMT 进

程[24]。本研究应用 EMT最有效的刺激因子 TGF-β1

处理 TE1 细胞，成功诱导 TE1 细胞发生 EMT，敲减

FOXD1表达可部分逆转TGF-β1诱发的TE1细胞的

EMT进程。

综上所述，本研究结果表明 FOXD1在ESCC组

织及细胞中呈高表达并与患者预后不良相关，是影

响ESCC患者预后的独立因素。敲低FOXD1可显著

抑制TE1细胞的增殖、侵袭及TGF-β1介导的TE1细

胞的EMT进程，提示FOXD1在ESCC中发挥促癌作

用。本研究结果为寻求ESCC的潜在预后标志物及

治疗靶标提供了实验依据。
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