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Abstract: Objective　To investigate the expression of transcription factor forkhead box protein O (FOXO)
genes  in  gastric  cancer  tissues  and  their  correlation  and  clinical  significance  with Helicobacter  pylori  (Hp)
infection.  Methods　 The  expression  levels  of  FOXOs  genes  (including  FOXO1,  FOXO3,  FOXO4,  and
FOXO6) were detected by immunohistochemistry in cancer tissues and paracancerous tissues from 41 gastric
cancer patients with Hp (−) and 29 gastric cancer patients with Hp (+) , as well as in gastric tissues from 30
healthy  individuals.  The  correlation  between  FOXOs  expression  and  Hp  infection,  clinical  pathological
features was analyzed. The relationship between FOXOs expression and survival prognosis of gastric cancer
patients  was  analyzed  using  the  Kaplan-Meier  plotter. Results　Compared  with  those  in  the  Hp(−)  gastric
cancer tissues, the expression levels of FOXO1, FOXO4, and FOXO6 were higher in the Hp(+) gastric cancer
tissues  (P<0.05).  Meanwhile,  the  expression  levels  of  FOXO1,  FOXO3,  and  FOXO4  in  the  Hp(+)  gastric
cancer tissues were lower than that in the paracancerous tissues (P<0.05) and normal tissues (P<0.0001). The
expression of FOXOs in gastric cancer tissues was closely correlated with the degree of differentiation, depth
of infiltration, lymph node metastasis, and TNM stage of gastric cancer (P<0.05). Meanwhile, FOXO1/3 was
associated with the survival prognosis of patients with gastric cancer. Conclusion　Hp infection promotes the
expression of FOXO1/4/6 in gastric cancer tissues. The high expression of tumor suppressor genes FOXO1/4
may be  one  of  the  reasons  for  better  prognosis  in  Hp (+)  gastric  cancer  patients.  FOXOs genes  are  widely
involved in regulating the disease progression of gastric cancer, which has certain value for disease treatment.
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摘　要：目的　探讨转录因子叉头框蛋白O（FOXOs）基因在胃癌组织中的表达及其与幽门螺杆菌

（Hp）感染的相关性和临床意义。方法　免疫组织化学法检测41例Hp（−）和29例Hp（+）胃癌患者

的癌组织、癌旁组织及30名健康者胃组织中FOXOs（包括FOXO1、FOXO3、FOXO4及FOXO6）基因

的表达水平，分析其表达与Hp感染、

临 床 病 理 特 征 的 相 关 性，Kaplan-
Meier plotter数据库分析其与胃癌患者

生存预后的关系。结果　与Hp（−）
胃癌组织相比，Hp（+）胃癌组织中

FOXO1、FOXO4和FOXO6的表达水平

偏高（P<0.05）；而 Hp（+）胃癌患者

的癌组织中FOXO1、FOXO3和FOX-
O4表达水平却低于癌旁组织（P<0.05）
及正常胃组织（P<0.0001）。FOXOs
在胃癌组织中的表达率与胃癌分化程
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度、浸润深度、淋巴结转移和TNM分期等密切相关

（P<0.05）。同时，FOXO1/3与胃癌患者生存预后有关。

结论　Hp感染促进胃癌组织中FOXO1/4/6的表达，抑癌基

因FOXO1/4的高表达可能是Hp（+）的胃癌患者具有更好

预后的原因之一；FOXOs基因广泛参与调控胃癌的疾病进

程，这对疾病治疗具有一定价值。

关键词：胃癌；FOXOs；Hp；临床病理特征

中图分类号：R735.2
开放科学(资源服务)标识码(OSID):   　　　

0    引言

胃癌（Gastric cancer, GC）是常见的消化道肿

瘤之一，据2022年流行病学数据，其发病率和死亡

率均居全球恶性肿瘤的第五位[1]。胃癌病因、病机

纷繁复杂，且起病隐匿，早期症状常不典型，严重

影响着疾病的诊治和预后。长久以来，幽门螺杆菌

（Helicobacter pylori, Hp）被认为是胃癌的首要致

病因素，约65%的胃癌由Hp引起[2]。病程中，Hp持
续增殖，刺激胃黏膜促进炎性反应，死亡后释放细

菌组分参与调节宿主细胞功能。转录因子叉头框蛋

白O（Forkhead box O, FOXOs）家族， 包括抑癌

的FOXO1、FOXO3（FOXO3a）、FOXO4及促癌

的FOXO6等在肿瘤发生发展中参与癌细胞增殖、

发育、代谢和迁移等多种生物过程。有研究表明，

Hp激活外泌体细胞因子，通过癌变相关通路，如

FOXO、PI3K/Akt等，以刺激炎性反应、癌变和癌

症进展[3]；而体外胃上皮细胞感染Hp的实验中亦证

实，Hp激活PI3K/Akt通路，促使FOXO1⁄3a磷酸化

和胞质异位[4]。Hp历来作为促癌因素为人所知，然

而有流行病学数据表明，Hp阳性的胃癌患者拥有

更好的临床预后[5-6]。而在胃癌中，Hp的持续感染

与FOXOs基因表达之间的相互关系尚未完全阐明。

本研究应用免疫组织化学检测胃癌中FOXOs的表达

情况，分析其表达与Hp感染、患者临床病理特征

及生存预后的关系，旨在为胃癌的临床治疗提供一

定理论帮助。

1    资料与方法

1.1    临床资料

组织标本取自2018年1月—2019年12月安徽医

科大学第一附属医院手术切除的70例胃癌组织及其

相应的癌旁组织。其中男36例，女34例，中位年龄

56岁（38~75岁）。Hp（−）者41例，Hp（+）者

29例，中高分化者16例，低分化者54例，Ⅰ~Ⅱ期

20例，Ⅲ~Ⅳ期50例，伴淋巴结转移者46例，无淋

巴结转移者24例。另取30例健康人胃组织标本作为

对照。所有患者均采用2016年国际抗癌联盟（UI-
CC）及美国肿瘤学会（AJCC）颁布的第八版胃癌

TNM分期标准进行胃癌临床分期，所有患者术前

均未采取放疗或化疗。本试验经我院伦理委员会批

准，并获得了所有受试者知情同意。

1.2    主要试剂

FOXO1/3/4/6鼠抗人单克隆抗体和免疫组织化

学二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；DAB
显色剂购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.3    IHC染色

切片脱蜡复水后在含有0.3%过氧化氢的PBS中
浸泡30 min阻断过氧化物酶活性，枸橼酸溶液加热

修复抗原，血清封闭，滴加FOXO1、FOXO3、FO-
XO4和FOXO6一抗在37℃下孵育2 h，再加二抗，

显色，封片。用PBS液作阴性对照并设置对应的阳

性对照。结果判读：阳性反应显浅黄色、棕黄色或

深褐色。每张切片于400倍视野下随机选取5个区域

观察，据其染色强弱和阳性细胞比例进行评分。染

色强度：不着色为0分，浅黄色为l分，棕黄色为

2分，棕褐色为3分。染色广度（即阳性细胞率）：

无阳性细胞为0分，阳性细胞数≥1%~25%为1分，

>25%~50%为2分，>50%~75%为3分，>75%为4分。

染色总分=染色强度×染色广度，其中0~3分为阴

性，4~12 分为阳性。

1.4    统计学方法

x̄± s

采用统计软件SPSS 26.0和GrapHpad Prism 10进
行数据分析，结果采用独立样本t检验；Cox比例风

险回归模型用于单因素和多因素的预后分析，Kap-
lan-Meier Plotter数据库用于生存分析，计量资料表

示 ，P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    FOXOs的表达与胃癌临床病理特征的关系

FOXOs在胃癌组织中的表达与患者的性别、

年龄和肿瘤大小无相关性（P>0.05），而与胃癌组

织分化程度、浸润深度、淋巴结转移和TNM 分期

等因素密切相关（P<0.05）。 FOXO1/3/4的表达水

平在高/中分化组、无淋巴结转移组、Ⅰ+Ⅱ期组和

未穿透肌层者中分别高于低分化组、有淋巴结转移

组、Ⅲ+Ⅳ期组和浸润至浆膜/膜外者（均P<0.05）；

然而，FOXO6的表达却与之相反，结果均有统计

学意义（均P<0.05），见表1。
2.2    FOXOs的表达与Hp感染的关系

与Hp（−）胃癌组织相比，Hp（+）胃癌组织

中的FOXO1/3/4阳性染色主要定位于腺上皮细胞的
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胞质，胞核中少有分布；在Hp（+）胃癌患者癌旁

组织和正常组织中更倾向于在胞核中表达。而

FOXO6不论是在胃癌组织，还是癌旁及正常组织

中，仅于核中可见。FOXO1在Hp（+）胃癌患者组

织中的表达水平明显高于Hp（−）组患者（P<
0.001），FOXO4/6的表达亦偏高（P<0.05），但

FOXO3的表达与是否感染Hp无明显相关性（P>
0.05）；同时，FOXO1/3/4在Hp（+）胃癌组织中

的表达低于癌旁及正常组织（P<0.05），但胃癌组

织中FOXO6的表达较癌旁及正常组织却无明显差

异，见表2、图1。
 
 

表 2　FOXOs在胃癌组织中的表达(n (%))
Table  2　 Expression  of  FOXOs  in  gastric  cancer  tissues
(n (%))

FOXOs
Groups

χ2 PHp(+)(n=29) Hp(−)(n=41)
FOXO1(+) 20(69.0) 18(43.9) 4.299 0.038
FOXO3(+) 22(75.9) 29(70.7) 0.226 0.634
FOXO4(+) 23(79.3) 16(39.0) 11.170 0.0008
FOXO6(+) 22(75.9) 17(41.5) 8.146 0.0043
 

2.3    患者预后的Cox回归分析

Cox风险比例回归模型对胃癌患者的预后进行

单因素和多因素回归分析，其结果显示，FOXO1/3/4

基因表达阳性提示有更好的临床预后，而分化程度

低、浸润深度深、有淋巴结转移和TNM分期高等

则是胃癌预后不良的因素（P<0.05），见表3。
2.4    Kaplan-Meier Plotter生存预后分析

根据Kaplan-Meier Plotter数据库建议，因数据

集GSE62254（n=300）具有与其他数据集明显不同

的特征（更长的生存期和转移表达），故去除该数据

集。再对其余数据集进行FOXOs基因的生存预后分

析，包括GSE14210（n=145）、GSE15459（n=200）、

GSE22377（n=43）、GSE29272（n=268）、GSE51105
（n=94）等数据集中的592例患者。结果显示，FO-
XO1/3高表达的胃癌患者总生存期（OS）明显高于

低表达患者，结果均有统计学意义（均P<0.05）；

FOXO4/6基因表达水平却与患者OS无明显相关性

（P>0.05），见图2。
2.5    FOXO1/4在胃癌中的表达与其他基因的关系

通过LinkedOmics分析TCGA数据库中415例患

者的FOXO1/4及其他基因的表达情况，以探究胃癌

中FOXO1/4与其他基因的表达关系。火山图结果显

示，共有11 903个基因与FOXO1共同表达，其中包

括MAPK13、AKT3等；10 135个基因与FOXO4共
表达，其中包括HIF-1α、PKM2、HK2、LDHA等，

见图3。

 

表 1　FOXOs与胃癌临床病理特征的关系

Table 1　Relationship between FOXOs and clinicopathologic features of gastric cancer patients

Clinical characteristics n FOXO1 χ2 P FOXO3 χ2 P FOXO4 χ2 P FOXO6 χ2 P+ − + − + − + −
Gender 0.549 0.459 0.172 0.678 3.603 0.058 0.206 0.650
  Male 36 18 18 27 9 24 12 21 15
  Female 34 20 14 24 10 15 19 18 16
Age (years) 0.007 0.934 0.050 0.822 0.379 0.538 1.747 0.186
  <55 31 17 14 23 8 16 15 20 11
  ≥55 39 21 18 28 11 23 16 19 20
Tumor size (cm) 2.053 0.152 0.001 0.973 0.059 0.809 0.066 0.789
  <5 26 17 9 20 6 14 12 15 11
  ≥5 44 21 23 34 10 25 19 24 20
Tumor growth site 0.002 0.967 0.266 0.606 0.446 0.504 1.588 0.208
  Antrum 37 20 17 26 11 22 15 18 19
  Non-antrum 33 18 15 25 8 17 16 21 12
Tumor differentiation 6.077 0.014 4.578 0.032 8.493 0.004 7.930 0.005
  Moderate+well 16 12 4 15 1 14 2 4 12
  Poor 54 26 28 36 18 25 29 35 19
Serosal invasion 5.557 0.010 7.065 0.008 14.68 <0.001 6.346 0.012
  No 29 21 8 26 3 24 5 11 18
  Yes 41 17 24 25 16 15 26 28 13
Lymph node metastasis 3.018 0.003 6,534 0.011 11.29 0.001 4.911 0.027
  No 24 19 5 22 2 20 4 9 15
  Yes 46 19 27 29 17 19 27 30 16
TNM stage 10.64 0.001 10.43 0.001 17.51 <0.001 7.504 0.006
  Ⅰ+Ⅱ 20 17 3 20 0 19 1 6 14
  Ⅲ+Ⅳ 50 21 29 31 19 20 30 33 17
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3    讨论

FOX蛋白质是“螺旋-转角-螺旋”类蛋白质超家

族的一个亚群，其中O亚型FOXO蛋白是该家族中

重要成员，其在哺乳动物中有四种亚型：FO-
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图 1　FOXOs基因在胃癌、癌旁及正常组织中的表达

Figure 1　Expression of FOXO genes in gastric cancer, paracancerous and normal tissues

 

表 3　影响胃癌患者预后的Cox单因素及多因素分析

Table 3　Univariate and multivariate Cox analyses of factors affecting the prognosis of patients with gastric cancer

Variable Univariate analysis Multivariate analysis
HR(95%CI) P HR(95%CI) P

FOXO1 (+ vs. −) 0.566 (0.395-0.737) <0.05 0.136 (0.021-0.887) <0.05
FOXO3 (+ vs. −) 0.266 (0.083-0.848) <0.05 0.132 (0.055-0.320) <0.05
FOXO4 (+ vs. −) 0.317 (0.115-0.869) <0.05 0.217 (0.069-0.683) <0.05
FOXO6 (+ vs. −) 0.250 (0.028-2.219) >0.05
Gender (Male vs. Female) 1.208 (0.477-3.062) >0.05
Age (<55 vs. ≥55 years) 0.682 (0.296-1.729) >0.05
Differentiation (Poor vs. Moderate+well) 7.236 (1.335-38.648) <0.05 14.059 (4.433-44.590) <0.05
Serosal invasion (No vs. Yes) 0.249 (0.068-0.907) <0.05 0.071 (0.022-0.226) <0.05
Lymph node metastasis (Yes vs. No) 4.555 (1.010-20.546) <0.05 6.168 (1.238-30.725) <0.05
TNM stage (Ⅲ+Ⅳ vs. Ⅰ+Ⅱ) 9.534 (1.186-71.115) <0.05 21.210 (3.810-164.331) <0.05
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XO1、FOXO3、FOXO4和FOXO6[7-8]。FOXO1/3/4
常借助在细胞核和细胞质之间的穿梭通过转录调节

参与炎性反应、糖代谢、细胞周期阻滞、细胞凋

亡、DNA修复和抵抗氧化应激等生物过程，从而

发挥着广泛的抗肿瘤作用。本研究中LinkedOmi-
cs数据库的基因共表达分析结果也预示着FOXO1/4
在胃癌治疗研究中的巨大潜力。研究表明，FOXO1
可抑制胃癌细胞中NF-κB的激活，进而通过抑制

NF-κB/cyclin D1信号通路，阻止胃癌细胞增殖 [9]；

FOXO3参与细胞凋亡、分化、代谢、增殖等多种生

物过程，正常细胞中FOXO3可通过降低细胞周期

蛋白的表达水平来抑制细胞周期进程，Xie等[10]发

现下调FOXO3可激活PI3K/Akt通路增加Snail的表

达，导致胃癌生长、侵袭、转移；而PI3K/AKT的
激活又导致FOXO4磷酸化[11-12]。FOXOs从胞核转移

并保留在胞质，进而可通过诱导细胞周期抑制蛋白

p27KIPl等的表达诱导细胞凋亡和生长停滞[13]。这与

我们的研究结果一致，FOXO1/3/4在胃癌细胞的胞

核及胞质中均可见阳性表达，而更集中于胞质。在

Hp（+）的胃癌组织中，这一现象更加明显，可能

的解释是Hp促进其从胞核向胞质中的转移，这也

被Tabassam等[4]在体外胃上皮细胞感染Hp的实验中

被证明，Hp自身毒力因子OipA可促进FOXO1⁄3a的

磷酸化和胞质易位。

FOXO6最初仅在中枢神经系统中被发现，然

而随后的研究证实FOXO6也表达于外周组织，但

由于其缺乏NES序列，因此不能在细胞核和细胞质

之间穿梭，仅位于细胞核[14]。因此，我们未曾在胞

质中发现FOXO6的阳性表达，由此我们猜测，Hp
促进FOXOs基因的核质转移依赖于FOXOs基因本

身的序列结构。

大量研究表明，作为Correa级联学说中“炎-癌”
链反应的始动因素之一，Hp感染可通过诱导氧化

应激造成DNA损伤、或促使DNA甲基化调控肿瘤

相关基因的表达、或影响胃癌干细胞分化，进而促

进胃癌的发生与进展。FOXO1/3/4历来作为抑癌基

因为人所熟知，He等 [15]研究发现在Hp裂解液长

期的刺激下，可促进ERK磷酸化，进而通过抑制

FOXO4及其下游基因BCL-6、BNIP3和ATG12的水

平，参与调控上皮细胞增殖及抑制细胞的自噬和凋

亡；张超等[16]的研究亦表明Hp感染率与FOXO4的
表达呈负相关。而Tabassam等[4]的实验中发现Hp并
不影响FOXO1⁄3a表达的总量。根据既往相关流行

病学的研究，与Hp（−）胃癌患者相比，Hp（+）
胃癌患者却有更好的总生存期[5-6]；也有研究表明来

自于Hp的空泡毒素A（Vac A）能诱导人胃癌细胞
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图 2　Kaplan-Meier Plotter分析FO-
XOs基因表达与胃癌患者生存预后
的关系
Figure 2　Kaplan-Meier plotter ana-
lysis of the relationship between FO-
XOs  gene  expression  and  survival
prognosis  of  patients  with  gastric
cancer
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株（SGC7901）自噬[17-18]。而FOXO6的高表达却常

与胃癌的进展及不良预后呈正相关[19]。本研究结果

显示，与Hp（−）胃癌患者相比，Hp（+）胃癌患

者其癌组织中FOXO1/4/6表达水平均偏高（P<
0.05），这提示其表达水平与Hp感染呈正相关，而

Kaplan-Meier Plotter数据库的生存预后分析结果显

示，FOXO1/3的高表达与患者总生存期（OS）的

延长有关。综上可见，Hp可通过调控FOXOs基因

表达、影响其活性、促进其胞质转移和FOXOs相关

通路等影响疾病进程及临床预后，但Hp对FOXOs
的调控方向可能并不单一，其可能受他因素影响，

如Hp的种属、疾病阶段，这需要进一步探究。

另外，我们的研究亦表明，FOXOs基因的表达

与性别、年龄、肿瘤生长部位及肿瘤大小等无相关性

（P>0.05），而与肿瘤分化程度、浸润深度、淋巴

结转移、TNM分期相关（均P<0.05），FOXO1/3/4
在胃癌组织中表达明显下调，且随着肿瘤分化程

度、浸润深度、淋巴结转移的加重而降低，而

FOXO6与之相反，这与既往大多数学者的研究结

果一致[20-22]，这表明FOXOs可能与胃癌细胞的分化

及其转移、侵袭过程有关，且FOXO1/3/4在胃癌的

发生和进展过程中发挥着负调控作用，而FOXO6
则促进胃癌进程。

总之，我们的研究显示，FOXOs家族在胃癌
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图 3　LinkedOmics数据库分析FOXO1/4的共同表达基因

Figure 3　LinkedOmics database analysis of FOXO1/4 coexpressed genes
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的发生发展中扮演者重要的角色，在Hp（+）胃癌

患者的胃黏膜组织中，抑癌基因FOXO1及FOXO4
的高表达与Hp感染密切相关，这可能是Hp（+）胃

癌患者通常具有更好预后的原因之一，研究结果或

许能帮助我们对Hp（+）胃癌的临床治疗提供一定

帮助，但影响疾病预后的因素是复杂的，其不仅受

制于菌株种属，也与环境因子、宿主基因型特征和

治疗因素等有关，这有待于进一步的探究。
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