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Abstract: Objective　To  determine  the  expression  of  FOXM1 and  PLK1  in  colorectal  cancer  tissues  and
their relationship with clinicopathological characteristics and prognosis of patients. Methods　Sixty patients
who underwent surgical resection of colorectal cancer were retrospectively selected. Colorectal cancer tissues
and  adjacent  tissues  (>5  cm  from  the  margins  of  colorectal  cancer  tissues)  were  collected.  Immuno-
histochemistry,  Western  blot,  and  qRT-PCR analyses  were  used  to  detect  the  expression  levels  of  FOXM1
and  PLK1  in  colorectal  cancer  tissues.  Human  colon  cancer  HCT-116  cells  were  treated  with  FOXM1
inhibitor  FDI-6,  and  the  effect  of  downregulating  FOXM1 on  PLK1  expression  levels  was  investigated  by
Western  blot  and  qRT-PCR.  Results　 FOXM1  and  PLK1  were  highly  expressed  in  the  cytoplasm  of
colorectal cancer cells, and the positive expression rate was significantly higher than those in adjacent tissues
(P<0.05).  FOXM1 expression  was  closely  related  to  the  degree  of  differentiation,  TNM stage,  lymph  node
metastasis, and invasion depth (all P<0.05). PLK1 expression was closely related to TNM stage, lymph node
metastasis, and invasion depth (all P<0.05). The expression levels of FOXM1 and PLK1 in colorectal cancer
tissues  were  positively  correlated  (rs=0.373, P=0.003).  Western  blot  and  qRT-PCR results  showed  that  the
expression level of PLK1 decreased significantly after inhibition of FOXM1 expression. Patients with either
FOXM1 or PLK1 expression alone, or with neither expressed, had significantly longer survival time and more
favorable prognosis than those with FOXM1 and PLK1 co-expression. Conclusion　FOXM1 and PLK1 are
highly expressed in colorectal cancer tissues. FOXM1 may promote colorectal cancer through PLK1, and its
high expression suggests poor prognosis of patients and may be a potential target for colorectal cancer.
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摘　要：目的　检测FOXM1和PLK1在结直肠癌组织中的表达及其与患者临床病理特征、预后的关

系。方法　回顾性收集接受结直肠癌手术切除治疗的60例患者的结直肠癌组织及癌旁组织（距癌组织

边缘>5 cm）。免疫组织化学、蛋白印迹及qRT-PCR法检测FOXM1、PLK1在结直肠癌组织中的表达

水平。FOXM1抑制剂FDI-6处理HCT-116人结肠癌细胞，蛋白印迹及qRT-PCR法考察下调FOXM1对

PLK1表达水平的影响。结果　FOXM1和PLK1在结直肠癌细胞的细胞质中均高表达，且阳性表达率显

著均高于癌旁组织（P<0.05），FOXM1的表达水平与患者的组织分化程度、TNM分期、有无淋巴结

转移、浸润深度密切相关（均P<0.05）；PLK1的表达水平与患者的TNM分期、有无淋巴结转移、浸

润深度密切相关（均P<0.05）。FOXM1、PLK1在结直肠癌组织中的表达水平呈正相关（rs=0.373，
P=0.003）。蛋白印迹及qRT-PCR法结果表明，抑制FOXM1表达后PLK1表达水平显著下降。FOXM1、

PLK1共表达较FOXM1、PLK1单独表达或同时不表达患者的生存时间更短、预后更差。结论　FOX-

M1、PLK1均在结直肠癌组织中高表达，FOXM1可能通过PLK1促进结直肠癌发生，其高表达预示患

者预后不良，可能是结直肠癌的潜在

靶点。
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0    引言

结直肠癌作为全球最常见的恶性肿瘤之一，其

发病率和死亡率均较高，是全球第三大最常见的癌

症和第二大癌症相关死亡病例，严重威胁着人类健

康[1]。随着生活方式和饮食结构的改变，结直肠癌

的发病率在我国呈逐年上升趋势[2-3]。尽管在诊断技

术和治疗方法上取得了显著进展，但结直肠癌患者

的预后仍然不尽如人意[4-6]。

在结直肠癌的发生发展过程中，细胞周期调控

异常是一个关键因素。叉头框转录因子M1（FOX-
M1）、polo样激酶1（PLK1）作为细胞周期调控的

关键因子，在肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移中扮演

着重要角色。FOXM1属于转录因子家族，通过对

细胞周期中G1/S和G2/M期转换的调控参与细胞周

期进展、细胞增殖和分化等多种生物学过程，与肿

瘤的恶性程度和预后密切相关[7-8]；PLK1作为高度

保守的丝氨酸/苏氨酸激酶，参与调控细胞周期中

G2/M期转换、中心体成熟、纺锤体形成、染色体

分离、胞质分裂等关键进程，其过表达与多种癌症

的恶性进展有关[9-12]。本研究旨在探讨FOXM1和
PLK1在结直肠癌组织中的表达情况，初步探究二

者表达水平之间的调控关系，并分析这两个因子与

临床病理特征之间的关系，评估对结直肠癌患者预

后的影响。

1    资料与方法

1.1    资料收集

回顾性抽取2021年3月至9月期间在徐州医科大

学附属淮安医院接受结直肠癌切除治疗的60例患

者，收集患者的年龄、性别、TNM分期等临床信

息，本研究方案经医院医学伦理委员会审核批准

（批件号：HEYLL201821）。

样本来源：蜡块标本：分别收集60例研究对象

的结直肠癌组织、癌旁组织（距离结直肠癌组织边

缘>5 cm，经病理科医生诊断为正常的结直肠组

织），经过脱水、包埋、切片等过程制成蜡块标

本；组织标本：从上述60例研究对象中随机抽取

5例患者的手术样本，分别为结直肠癌组织、癌旁

组织（距离癌组织>5 cm处取材），放于标本袋

中，置于−80℃冰箱保存；细胞标本：HCT-116人
结肠癌细胞。

纳入标准：（1）符合《中国结直肠癌诊疗规

范2020年版》所规定的结直肠癌诊断准则的患者；

（2）经我院手术切除治疗，由病理学检查确诊为

结直肠癌的患者；（3）未接受放疗、化疗等手术

前辅助治疗的患者；（4）拥有完整临床资料的结

直肠癌患者。排除标准：（1）同时患有其他类型

的恶性肿瘤；（2）伴随着严重的肝肾功能不全、

慢性阻塞性肺病等重大基础性疾病；（3）处于妊

娠期或哺乳期的妇女。

1.2    免疫组织化学法

经过脱蜡、水合、清除内源性酶干扰、抗原修

复、封闭、抗体解育等步骤后，加入兔抗人FOX-
M1多克隆抗体（FOXM1，抗体货号：13147-1-AP，
稀释比：1∶200，武汉三鹰公司）、兔抗人PLK1多
克隆抗体（PLK1，抗体货号：YT5054，稀释比为

1∶50，美国Immunoway公司），最后将切片在60℃
下加热至干燥，然后加入适量中性香脂密封组织，

显微镜下观察染色，在合适的视野下拍照。采用半

定量的方法进行评分，根据染色强度，分为未上

色、浅黄色、浅棕色、棕褐色，分别记为0分、

1分、2分、3分。根据阳性细胞表达面积，分为

<5%、 5%~25%、 ≥25%~50%、 ≥50%四个等级，

分别记0分、1分、2分、3分，两项相乘，结果≥

1记分为阳性，<1分记为阴性。所有样本均由本院

两名病理科医生独立阅片，意见不一致时，协商确

定最终实验结果。

1.3    蛋白质印迹法

提取5例患者的结直肠癌及癌旁组织中蛋白，

用蛋白酶缓冲液分离FOXM1、PLK1。蛋白在10%
SDS/PAGE凝胶中电泳、转膜，以适宜比例稀释一

抗、二抗，用FOXM1 GAPDH、PLK1以及GAPDH
（抗体货号：10494-1-AP，武汉三鹰公司）蛋白一

抗、二抗免疫反应，显影，Image J 1.8分析条带。

在HCT-116人结肠癌细胞中加入FOXM1抑制剂

FDI-6（抗体货号：HY-112721，美国MedChem-
Express公司）后，经过上述步骤后，再次检测

PLK1的表达量。

1.4    qRT-PCR法
通过RNA提取试剂盒对5例患者的结直肠癌及

癌旁组织进行RNA提取，反转录得到cDNA，以此

为模板，采用定量PCR仪进行扩增。反应条件为

94℃ 4 min，95℃ 30 s，60℃ 30 s，74℃ 2 min，共

40个循环。以β-actin为内参基因，以2−ΔΔCt法计算目

的基因相对表达水平，FOXM1的上游引物序列为

5'-CGTCGGCCACTGATTCTCAAA-3'，下游引物序

列为5'-GGCAGGGGATCTCTTAGGTTC-3'，PLK1
的上游引物序列为5'-CACCAGCACGTCGTAGG
ATTC-3'，下游引物序列为5'-CCGTAGGTAGTAT
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CGGGCCTC-3'，β-actin的上游引物序列为5'-ACC
GTGAGAAGATGAC CCAGA-3'，下游引物序列为

5'-AGAGGCGTACAG GGACAGCA-3'。在HCT-116
人结肠癌细胞中加入FDI-6，经过上述步骤后，再

次检测PLK1的表达量。

1.5    统计学方法

SPSS 27.0软件进行统计学分析，计数资料以

例数或百分率来表示，组间采用t检验、卡方检验

或Fisher′s精确检验分析。Spearman相关检验分析结

肠癌组织中FOXM1和PLK1表达水平的相关性，rs

值越大，表示相关性越强。Kaplan-Meier法绘制生

存曲线分析评价结直肠癌预后的因素。P<0.05为差

异有统计学意义。

2    结果

2.1    FOXM1、PLK1在结直肠癌组织中高表达

由图1可以观察到在结直肠癌组织中，FOXM1、
PLK1均主要在细胞质中高表达，在癌旁组织中不

表达，少数在细胞质中呈低表达，在细胞核中不表

达。结直肠癌组织中FOXM1阳性表达率和PLK1阳
性表达率均显著高于癌旁组织，差异有统计学意

义，见表1。蛋白质印迹及qRT-PCR法检测5例结直

肠癌组织和癌旁组织中FOXM1和PLK1的表达水

平，结果显示：结直肠癌组织中FOXM1和PLK1表
达均显著高于癌旁组织，见图2~3。
2.2    FOXM1、PLK1与患者临床病理特征之间的

关系

FOXM1阳性表达情况与患者的分化程度、TNM分

期、有无淋巴结转移、浸润深度有关（均P<0.05）；

PLK1阳性表达情况与患者TNM分期、有无淋巴结

转移、浸润深度有关（均P<0.05），差异均有统计

学意义，见表2。
2.3    在结直肠癌组织中FOXM1可以促进PLK1的
表达

根据统计学结果得出，结直肠癌组织中FOX-
M1和PLK1的表达呈正相关（rs=0.373，P=0.003），

见表3。在HCT-116人结肠癌细胞中加入FOXM1抑
制剂FDI-6后，蛋白质印迹法、qRT-PCR法观察到

PLK1较未加入FOXM1抑制剂之前表达量明显下

降，因此我们推测在结直肠癌细胞中，FOXM1可
以促进PLK1的表达，见图4~5。
2.4    FOXM1、PLK1对结直肠癌患者预后的影响

截至2024年9月，60例结直肠癌患者共随访

1~36个月，其中1例失访。总生存期为从研究开始

到因任何原因导致患者死亡的时间。无病生存期为

从研究开始至第一次肿瘤复发或任何原因导致患者

死亡的时间。失访患者截至末次随访日，研究结束

 

表 1　FOXM1、PLK1在结直肠癌中的表达情况

Table  1　 Expression  of  FOXM1  and  PLK1  in  colorectal
cancer

Tissues N
Positive expression
rate of FOXM1 (%)

Positive expression
rate of PLK1 (%)

Colorectal cancer 60 40(66.67) 44(73.33)
Paracancer 60 22(36.67) 20(33.33)
χ 2 10.812 19.286
P 0.001 <0.001

 

A B

C D

 
A:  the  high  expression  of  FOXM1  in  colorectal  cancer  tissues;  B:
FOXM1  was  not  expressed  or  underexpressed  in  adjacent  tissues;  C:
the high expression of PLK1 in colorectal cancer tissues; D: PLK1 was
not expressed or underexpressed in adjacent tissues.

图 1　结直肠癌及癌旁组织中FOXM1和PLK1的表达 (免疫
组织化学法×200)
Figure 1　FOXM1 and PLK1 expression in colorectal can-
cer and adjacent tissues (IHC ×200)
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*: P<0.05, ***: P<0.001. 1: cancer; 2: paracancer.  P1-P5: patient 1-5.
A:  FOXM1,  PLK1,  and  GAPDH  protein  bands;  B:  the  expression  of
FOXM1 in colorectal cancer tissue was higher than that in the adjacent
tissue;  C:  the  expression  of  PLK1  protein  in  colorectal  cancer  tissue
was higher than that in the adjacent tissue.

图 2　Western blot法检测结直肠癌及癌旁组织中FOX-
M1和PLK1表达

Figure  2　Expression  of  FOXM1  and  PLK1  in  colorectal
cancer  and  adjacent  tissues  detected  by  Western  blot
analysis
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时仍然存活的患者截至随访结束日。通过生存分析

显示，PLK1阳性者的总生存期中位时间是23.6个
月，PLK1阴性者的总生存期中位时间是28.6个
月，两组总生存期中位时间比较差异有统计学意义

（P=0.029）；PLK1阳性者的无病生存期中位时间

是24.1个月，PLK1阴性者的无病生存期中位时间

是29.2个月，两组无病生存期中位时间比较差异有

统计学意义（P=0.01），见图6；FOXM1阳性者的

总生存期中位时间是22.7个月，FOXM1阴性者的

总生存期中位时间是29.3个月，两组总生存期中位

时间比较差异有统计学意义（P=0.042）；FOX-
M1阳性者的无病生存期中位时间是22.8个月，

FOXM1阴性者的无病生存期中位时间是30.0个
月，两组无病生存期中位时间比较差异有统计学意

义（P=0.025），见图6。
将患者按FOXM1、PLK1的表达情况分为FOX-

M1+/PLK+、FOXM1+/PLK−、FOXM1−/PLK+、FOX-
M1−/PLK1−四组，对四组患者总生存期和无病生存

期进行生存分析，结果发现FOXM1+/PLK+患者的

生存时间显著低于FOXM1+/PLK−、FOXM1−/PLK+、

FOXM1−/PLK1−组的患者，差异有统计学意义（均

P<0.05），见图7。

3    讨论

结直肠癌是我国常见的恶性肿瘤之一，随着社

会人口老龄化进程的加速、饮食结构西方化等危险

因素的增加，流行病学预测，未来20年内中国可能

成为新发结直肠癌病例数最高的国家之一[13]。结直

肠癌的发生、发展及转移过程涉及多种基因的异常
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**: P<0.01. A: the expression of PLK1 in colorectal cancer tissues was
higher  than  that  in  adjacent  tissues;  B:  the  expression  of  FOXM1
protein  in  colorectal  cancer  tissues  was  higher  than  that  in  adjacent
tissues.

图 3　 qRT-PCR法检测结直肠癌组织及癌旁组织中
PLK1和FOXM1表达

Figure  3　Expression  of  PLK1  and  FOXM1  in  colorectal
cancer tissues and adjacent tissues detected by qRT-PCR

 

表 2　FOXM1、PLK1与临床病理特征之间的关系

Table 2　Relationship among FOXM1, PLK1, and clinicopathological features

Clinicopathologic features N
Positive expression
rate of FOXM1(%)

χ2 P
Positive expression
rate of PLK1 (%)

χ2 P

Gender 0.039 0.844 0.002 0.967
  Male 41 27(65.85) 30(73.17)
  Female 19 13(68.42) 14(73.68)
Age (years) 0.134 0.714 0.075 0.785
  ≤60 32 22(68.75) 23(71.88)
  >60 28 18(64.29) 21(75.00)
TNM stage 15.313 <0.001 10.355 0.001
  Ⅰ-Ⅱ 36 17(47.22) 21(58.33)
  Ⅲ-Ⅳ 24 23(95.83) 23(95.83)
Degree of differentiation 9.808 0.002 0.302 0.582
  Low 26 23(88.46) 20(76.92)
  Medium-high 34 17(50.00) 24(70.59)
Tumor size (cm) 0.035 0.851 0.006 0.936
  <5 23 15(65.22) 17(73.91)
  ≥5 37 25(65.57) 27(72.97)
Lymph node metastases 4.658 0.031 5.084 0.024
  Positive 14 6(42.86) 7(50.00)
  Negative 46 34(73.91) 37(80.43)
Depth of infiltration 4.800 0.028 5.455 0.020
  T1-T2 30 16(53.33) 18(60.00)
  T3-T4 30 21(70.00) 26(86.67)
Neural invasion 0.400 0.527 0.455 0.507
  Positive 15 9(60.00) 10(66.67)
  Negative 45 31(68.89) 34(75.56)
Vascular invasion 0.400 0.527 0.455 0.500
  Positive 15 11(73.33) 10(66.67)
  Negative 45 29(64.44) 34(75.56)
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表达，FOXM1和PLK1这两个关键的细胞周期调控

因子，已在胃癌[14]、食管癌[15]等多种消化道恶性肿

瘤中被证实参与肿瘤进展的分子调控网络。

本研究基于免疫组织化学结果，发现在结直肠

癌组织中FOXM1和PLK1表达水平显著高于癌旁组

织（P<0.05），并利用蛋白质印迹、qRT-PCR实验

从蛋白、mRNA水平验证上述实验结果。进一步病

理分析显示，FOXM1表达水平与患者的分化程

度、TNM分期、有无淋巴结转移、浸润深度相关

（P<0.05），PLK1表达水平则与患者的TNM分期、

有无淋巴结转移、浸润深度相关（P<0.05）。生存

分析表明， FOXM1和 PLK1共表达较 FOXM1和
PLK1单独表达或者同时不表达患者的OS、DFS显
著缩短，提示二者与患者不良预后密切相关。这些

发现与以往的研究结果一致[16-22]。值得注意的是，

本研究在观察同一患者免疫组织化学结果时，发现

FOXM1和PLK1的免疫结果评分呈正相关，结合既

往研究报道，在食管腺癌中，FOXM1可以通过调

控PLK1影响细胞增殖、迁移、侵袭能力 [23]。因

此，我们推测在结直肠癌中FOXM1可以促进PLK1
的表达。为验证这一假说，利用FOXM1抑制剂

FDI-6干预HCT-116人结肠癌细胞，通过蛋白质

印迹、qRT-PCR实验发现无论是从蛋白水平还是

mRNA水平，抑制FOXM1表达后PLK1表达水平可

显著下降。

本研究中首次将FOXM1、PLK1在结直肠癌中

共同研究，揭示了FOXM1正向调控PLK1的分子机

制，并通过免疫组织化学等实验进一步验证了两者

与患者临床病理参数及预后的显著相关性，为后续

在结直肠癌中研究FOXM1-PLK1信号通路提供初

步的实验依据。然而本研究仅通过药理学抑制剂干

预FOXM1表达，尚未通过基因编辑技术（如sh-
RNA病毒稳定转染）进行更严谨的验证。另外，未

进行PLK1过表达回补实验，未深入探索FOXM1-
PLK1轴对结直肠癌细胞增殖、迁移等恶性生物学

 

表 3　结直肠组织中FOXM1与PLK1表达的相关性

Table  3　 Correlation  between  FOXM1  and  PLK1  expr-
ession in colorectal tissues

FOXM1 expression PLK1 expression rs PPositive Negative
Positive 34 10 0.373 0.003
Negative 10 10

 

FOXM1

Control FDI-6 Control FDI-6 Control FDI-6

84-110 kDa

68 kDa
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PLK1
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图 4　蛋白质印迹法检测HCT-116人结肠癌细胞中加入
FDI-6后FOXM1、PLK1及GAPDH蛋白表达

Figure  4　 Protein  expression  of  FOXM1,  PLK1,  and
GAPDH  in  human  colon  cancer  HCT-116  cells  after  the
addition of FDI-6 detected by Western blot analysis
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图 5　 qRT-PCR法检测HCT-116人结肠癌细胞中加入
FOXM1抑制剂FDI-6后FOXM1(A)和PLK1(B)的表达

Figure  5　 Expression  of  FOXM1 (A) and  PLK1 (B) in
human  colon  cancer  HCT-116  cells  detected  by  qRT-PCR
after the addition of FOXM1 inhibitor FDI-6
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图 6　PLK1+、PLK1−、FOXM1+和FOXM1−表达组患者总
生存期(OS)和无病生存期(DFS)的Kaplan-Meier生存曲线

Figure 6　Kaplan–Meier survival curves comparing overall
survival (OS) and  disease-free  survival (DFS) between
PLK1+, PLK1−, FOXM1+, and FOXM1− expression groups
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图 7　四组患者总生存期(OS)的Kaplan-Meier生存曲线

Figure  7　 Kaplan-Meier  survival  curves  comparing  OS
among the four groups
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行为的影响，因此目前还无法直接证明FOXM1-
PLK1信号通路在结直肠癌的发展过程中发挥一定

的作用。此外本研究样本量较少，未进行相关动物

实验，今后可以通过进一步扩大样本量，完善细胞

和动物实验，深入开展前瞻性研究，进一步研究

FOXM1-PLK1信号通路在结直肠癌中的作用机制，

为结直肠癌患者的靶向治疗提供更充分的实验依据。
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