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Abstract
AIM: To construct a eukaryotic expression vector 

expressing FOXQ1 (pAcGFP1-N1-FOXQ1) and 
investigate its transient expression in colorectal 
cancer cell line Colo-320. 

METHODS: The full-length FOXQ1 cDNA 
sequence was amplified from the plasmid con-
taining full-length FOXQ1 cDNA (NM_033260) 
and inserted into eukaryotic expression vec-
tor pAcGFP1-N1. The resulting pAcGFP1-N1-
FOXQ1 plasmid was identified by PCR, double 
digestion and DNA sequencing. The construct-
ed plasmid was then transfected into colorectal 
cancer cell line Colo-320 using Lipofectamine 
2000, and transfection efficiency was assessed 
by fluorescence microscopy. The expression 
level of FOXQ1 protein was detected by West-
ern blot.

RESULTS: Eukaryotic expression vector 
pAcGFP1-N1-FOXQ1 was constructed success-
fully and verified by PCR, double digestion and 
DNA sequencing. The constructed vector could 
express mature FOXQ1 protein correctly in 
colorectal cancer cell line Colo-320.

CONCLUSION: Successful construction of the eu-
karyotic expression vector pAcGFP1-N1-FOXQ1 
provides an experimental basis for further study 
of functions of the FOXQ1 gene in tumorigenesis.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 构建人FOXQ1(homo sapiens forkhead box 
Q1)基因真核表达载体pAcGFP1-N1-FOXQ1, 
并在大肠癌细胞系Colo-320中瞬时表达.

■背景资料
FOXQ1 (homo sa-
piens forkhead box 
Q1)基因是一转录
因子, 在大肠癌组
织中高表达, 在抗
细胞凋亡和血管
生成中发挥作用, 
FOXQ1 基因表达
异常增高可促进
肿瘤细胞的转移
及浸润.

■同行评议者
刘丽江, 教授,  江
汉大学医学院病
理学
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方法: 利用PCR方法从YR Gene装载了FOXQ1
基因全长cDNA序列(NM_033260)的质粒中
扩增出FOXQ1的cDNA片段, 与真核表达载体
pAcGFP1-N1连接, 重组质粒经PCR、双酶切
和测序鉴定无误后, 采用Lipofectamine 2000
瞬时转染Colo-320细胞, 应用荧光显微镜观察
转染效率、Western blot检测FOXQ1蛋白表达
水平.

结果: 成功构建了真核表达载体pAcGFP1-N1-
FOXQ1, PCR、双酶切和测序鉴定结果均正
确, 载体能在Colo-320细胞中正确表达FOXQ1
蛋白.

结论: 成功构建FOXQ1真核表达载体, 为进一
步开展体内、体外实验, 研究FOXQ1 基因在
肿瘤发生发展中的功能奠定了实验基础.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 研究FOXQ1 (homo sapiens forkhead 
box Q1)基因在大肠癌肿瘤生成中的功能及其分

子机制, 有望发现FOXQ1基因参与的与大肠癌发

生发展密切相关的信号通路及其下游靶分子, 为
寻找新的大肠癌治疗靶点奠定基础. 
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0  引言

叉头框蛋白(forkhead box, FOX)家族, 是一类

进化保守的转录调控因子家族[1], 发挥广泛的

生物学效应, 不仅在胚胎发育过程中起关键性

的调控作用, 与动物的生长发育、免疫调控等

生命过程密切相关 [2], 近年来, F O X 基因家族

在肿瘤发生发展中的重要作用逐渐凸显, 众多

F O X家族成员通过其参与的多条信号通路成

为肿瘤靶向治疗的直接或间接的作用靶点[3,4]. 
FOXQ1 (homo sapiens forkhead box Q1)基因属于

FOXQ亚族成员之一, 在多种组织中广泛表达, 
作为一类转录调控因子, 可通过识别并结合相

关下游靶基因的近端或远端顺式作用元件, 实
现对众多下游靶基因表达水平的正向或负向调

控. 为了更好地研究FOXQ1基因在肿瘤发生发

展中的作用, 本研究成功构建了pAcGFP1-N1-

FOXQ1真核表达载体, 为进一步开展体内、体

外实验, 研究其在肿瘤发生发展中的功能奠定

了坚实的实验基础.

1  材料和方法

1.1 材料 pAcGFP1-N1真核表达质粒由中国科学

院昆明动物研究所馈赠; 大肠癌细胞系Colo-320
购自中国科学院细胞库; 装载有F O X Q1 基因

cDNA全长的质粒购自YR Gene公司; 大肠杆菌

(Escherichia coli , E. coli ) DH-5α感受态细胞、

质粒小提试剂盒及无内毒素质粒大提试剂盒购

自北京天根生化科技有限公司; KpnⅠ酶、Sac
Ⅰ酶、CIAP酶、T4 DNA连接酶、TaKaRa LA 
Taq(with GC Buffer)、DNA凝胶回收试剂盒、

西班牙琼脂糖(Biowest Agarose)均购自宝生物

工程(大连)有限公司; 鼠抗人FOXQ1抗体和兔

抗人β-actin抗体均购自Abcam公司; HRP-Goat 
Anti-Mouse IgG(H+L)与HRP-Goat Anti-Rabbit 
IgG(H+L)均购自Proteintech公司; 6孔细胞培养

板购自BD falcon公司; RPMI 1640培养基购自

Hyclone公司; 澳洲特级胎牛血清和青霉素-链
霉素溶液购自Bioind公司; 0.05%胰蛋白酶购自

Hyclone公司; Lipofectamine 2000购自Invitrogen
公司; Tween-20购自Amresco; 疏水性PVDF转印

膜购自Millipore公司; 脱脂奶粉购自完达山公

司; 细胞蛋白提取液、蛋白酶抑制剂混合物Ⅲ

型、SDS-PAGE凝胶配制试剂盒及SDS蛋白上

样缓冲液均购自武汉博士德生物有限工程公司; 
BCA蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术研究

所; SuperSignal West Pico HRP化学发光底物购

自美国Pierce公司; 预染蛋白Marker购自Thermo
公司; 琼脂糖凝胶成像及Western blot凝胶成像

所用仪器为Chemidoc XRS化学发光成像系统; 
PCR扩增所用仪器为ABI 2720 PCR基因扩增仪; 
重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1 GFP观
测所用显微镜为XYS-13三目落射荧光显微镜; 
重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1测序由

北京天根公司完成.
1.2 方法

1.2.1 引物设计与合成: 根据FOXQ1基因序列

(NM_033260)设计引物: 上游引物: FOXQ1_F: 
5'-CCGAGCTCGCCACCATGAAGTTGGAG-
GTGTTCG-3'; FOXQ1_F2: 5'-CCGAGCT-
CATGAAGTTGGAGGTGTTCG-3'; 下游引物

FOXQ1_R: 5'GCGGTACCGTGGCTAGGAGC-
GTCTCCAC-3', 引物由上海生物工程有限公司

■研发前沿
FOXQ1 基因在肿
瘤发生发展中的
重要作用在近年
的研究中逐渐凸
显, 其表达改变与
肿瘤的转移密切
相关, 但该基因在
大肠癌中的表达
改变及其功能研
究鲜见报道. 大肠
癌的发病率和死
亡率逐年上升, 为
大肠癌基因治疗
提供新的分子靶
点是大肠癌研究
的一个重要方向.



1968              ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)     世界华人消化杂志   2013年7月18日   第21卷   第20期

2013-07-18|Volume 21|Issue 20|WCJD|www.wjgnet.com

合成, 其中GAGCTC与GGTACC分别为SacⅠ及

KpnⅠ的酶切位点, 前面的碱基为保护性序列, 
ATG为起始密码子, FOXQ1_F上游引物中插入

了Kozak序列, 扩增片段全长约1200 bp.
1.2.2 F O X Q1 基因的扩增及克隆: 用购自Y R 
Gene公司的FOXQ1 cDNA质粒为模板进行PCR
扩增, PCR反应体积为50 μL, 含10×PCR反应

Buffer 5.0 μL; dNTP 各2.0 mmol/L; 上下游引

物各2.5 μmol/L; Takara LA Taq酶5 U; DNA模

板0.5 μL; 其余加水补足. 反应条件为95 ℃预

变性5 min, 95℃ 30 s, 66 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 
20个循环后, 72 ℃延伸7 min. PCR产物和载体

pAcGFP1-N1分别经SacⅠ和KpnⅠ双酶切、

载体pAcGFP1-N1双酶切产物再经CIAP去磷

酸化后, 1.0%琼脂糖凝胶电泳, 分别切胶纯化

回收相应DNA片段; 经酶切纯化的PCR产物和

pAcGFP1-N1载体用T4DNA连接酶连接后, 转化

到E. coli  DH5α感受态细菌中, 涂布于LB培养板, 
37 ℃孵育过夜, 挑取细菌克隆提质粒.
1.2.3 pAcGFP1-N1-FOXQ1质粒的鉴定: (1)PCR
鉴定: 将提取的pAcGFP1-N1-FOXQ1质粒0.5 μL
作为模板, PCR反应体积为20 μL, 引物各2.5 
μmol/L, Takara LA Taq 0.1 μL, 反应条件为95 ℃
预变性5 min, 95 ℃ 30 s, 66 ℃ 30 s, 72 ℃ 1 min, 
20个循环后, 72 ℃延伸7 min. PCR反应完毕, 取
5 μL进行琼脂糖凝胶电泳检测; (2)双酶切鉴定: 
酶切反应体系为20 μL, 含pAcGFP1-N1-FOXQ1
质粒4.0 μL, SacⅠ和KpnⅠ各5.0 U和10×L Buf-
fer 2.0 μL, 混匀后于37 ℃水浴过夜, 1.0%琼脂糖

凝胶电泳检测.
1.2.4 pAcGFP1-N1-FOXQ1质粒的测序鉴定: 经
PCR和双酶切鉴定无误的pAcGFP1-N1-FOXQ1
质粒, F/R组及F2/R组各选取5个质粒小提样本, 
送至北京天根测序, 两组分别选取一个cDNA序

列正确无误的质粒样本进行质粒的大提, 用于

后续的细胞转染. 
1.2.5 pAcGFP1-N1-FOXQ1质粒转染Colo-320细

胞: 以每孔1.6×106个细胞数铺板(六孔板), 用
含10%胎牛血清的RPMI 1640培养基(不含双

抗)放置于37 ℃、5%CO2培养箱中培养, 24 h后
取出, 参照Lipofectamine 2000说明书以DNA: 
Lipofectamine 2000 = 4 μg: 8 μL比例将重组质

粒转染6孔板中的Colo-320细胞, 待转染后6 h弃
去转染的上清液, 重新加入含10%胎牛血清的

RPMI 1640完全培养基继续培养48 h. 分为: (1)
转染pAcGFP1-N1-FOXQ1质粒(F/R组、F2/R组); 

(2)转染空质粒pAcGFP1-N; (3)未经任何处理的

Colo-320细胞3个组.
1.2.6 蛋白的提取: 48 h后, 分别收集以上3组的细

胞, 加入蛋白裂解混合液4 ℃震荡孵育30 min后, 
1200 r/min离心10 min, 吸取上清液, 按照BCA法

蛋白浓度检测试剂盒操作步骤进行蛋白定量后, 
加入等体积的上样缓冲液煮沸5 min, -80 ℃保存

备用.
1.2.7 蛋白的Western blot检测: 以每孔20 μg的
蛋白总量将样品在10%SDS-PAGE上分离后湿

转到PVDF膜上, 5%脱脂奶粉封闭1 h后, 分别

与β-ac t in及FOXQ1一抗于4 ℃摇床孵育过夜, 
之后分别以辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠

I g G-H R P及辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔

I g G-H R P为二抗, 室温摇床孵育1 h, 经洗液

洗脱30 min后, 表面滴加SuperSignal West Pico 
HRP化学发光底物, 于Chemidoc XRS化学发光

成像系统中曝光显影.

2  结果

2.1 FOXQ1基因(F/R组及F2/R组)PCR扩增产物的

电泳检测 含有FOXQ1基因全长cDNA序列的质

粒经PCR扩增, 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测见一特

异性条带, 相对分子大小为1200 bp(图1), 与预期

相符, FOXQ1基因cDNA片段得到特异性扩增.
2.2 重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1

■相关报道
Kaneda、Myatt、
郭强及唐慧等分
别研究了FOXQ1
基因在大肠癌组
织中的表达, 结果
表明FOXQ1 基因
在大肠癌组织中
高表达, 并且与肿
瘤转移密切相关. 
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图  1  FOXQ1 基因(F/R组及F2/R组)PCR产物. M: DNA marker

(DL2000); 1, 2: F/R组; 3, 4: F2/R组.
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2000

1000
750

500

250

M       1       2       3 

图   2   重 组 质 粒 的
PCR和双酶切鉴定. M: 

DNA marker(DL2000); 

1: 质粒pAcGFP1-N1-

FOXQ1; 2: 重组质粒

PCR鉴定产物; 3: 重组

质粒双酶切鉴定产物.

bp
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■创新盘点
本 文 首 次 成 功
构 建 了 F O X Q 1
真 核 表 达 载 体 , 
Western blot证实
FOXQ1蛋白在大
肠癌细胞系中的
成功表达.

的PCR鉴定及双酶切鉴定 重组真核表达质粒

pAcGFP1-N1-FOXQ1经PCR扩增可见一单一条

带, 大小约为1200 bp; 经SacⅠ和KpnⅠ双酶切可

得到大约为2900和1200 bp的两条带, 均与预期

相符(图2).
2.3 重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1测

序鉴定结果 测序所用引物为pMV-F和PR, 均为

pAcGFP1-N1质粒通用引物, 运用Seqman软件将

测序结果与FOXQ1基因标准序列(NM_033260)
进行比对, 结果显示构建的真核表达质粒pAcG-
FP1-N1-FOXQ1所携带的FOXQ1基因序列与标

准序列完全相符. 部分测序图谱(图3).
2.4 重组质粒转染Colo-320细胞后荧光显微镜

下观察GFP的表达情况 修改重组真核表达质粒

pAcGFP1-N1-FOXQ1经Lipofectamine 2000转染

Colo-320细胞24 h后在荧光显微镜下观察报告

基因GFP的表达情况, Colo-320细胞经重组质粒

转染后, 细胞内报告基因绿色荧光蛋白的表达

清晰且强度高, 转染效率约为40%-50%(图4).

2.5 重组质粒转染Colo-320细胞后FOXQ1蛋白

的Western blot检测结果 运用Western blot检测

经重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1转染

的Colo-320细胞中FOXQ1蛋白的表达情况, 可
见β-actin组各蛋白条带深浅一致, 无明显差异, 
FOXQ1组均有不同深浅度的免疫杂交条带出现, 
与Colo-320细胞空白对照组比较, pAcGFP1-N1
空载体对照组FOXQ1蛋白表达未发生明显变化, 
F2/R及F/R重组真核表达质粒组FOXQ1蛋白表

达均增强, 并且F/R组的FOXQ1蛋白表达增强较

F2/R组更明显(图5).

3  讨论

人FOXQ1基因属于FOXQ基因亚家族, 定位于人

体6号染色体短臂25.3区(6p25.3), 全长2319 bp, 
仅含1个外显子, 编码403个氨基酸[4].

研究表明F O X Q1 基因参与调控毛发的

分化[5]; 在体外实验中可观察到FOXQ1基因的

等位突变可以导致NK细胞功能缺失、CD4+ T
细胞增殖能力降低, 并且可抑制平滑肌分化[6]; 
FOXQ1基因在黑素瘤中, 作为前凋亡因子, 表达

下调64倍, 并随着肿瘤的发生、发展其表达逐

渐下调[7]; 应用免疫组织化学技术对宫颈癌和癌

旁组织中FOXQ1基因表达的研究则表明FOXQ1

图  3  重组真核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1测序结果. 红色框显示FOXQ1基因的起始密码子.

图  4  重组质粒转染Colo-320细胞6 h后荧光显微镜下检测
GFP的表达水平.

FOXQ1

β-actin

1              2            3             4

图  5  重组真核表达质粒PACGFP1-N1-FOXQ1转染Colo-320
细胞后Western blot检测结果. 1:未经任何处理的Colo-320细

胞; 2: pAcGFP1-N1的对照组细胞; 3: F2/R重组真核表达质

粒; 4: F/R组重组真核表达质粒.
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基因在宫颈癌旁组织中表达升高, 而在宫颈癌

组织中表达显著降低, 虽然其表达降低与宫颈

癌肿瘤分期、分级无关, 但仍提示FOXQ1基因

与宫颈癌的发生有一定相关性[8]; Kaneda等[9]

研究发现FOXQ1基因在结直肠癌组织中高表

达, p21是其重要的靶基因, 并且推测FOXQ1基
因主要参与正向调控血管内皮生长因子-A的表

达, 参与了消化系肿瘤中抗细胞凋亡和肿瘤血

管生长通路的调节, 从而进一步促进了消化系

肿瘤的发生及发展; Zhang等[10]应用基因芯片分

别对人和小鼠具有不同侵袭能力的乳腺癌细胞

系基因表达谱进行比较后发现FOXQ1基因的表

达在高侵袭力的细胞系中远高于低侵袭力的细

胞系, 体内研究亦表明FOXQ1基因表达的异常

增高能促进肿瘤细胞的转移和侵袭; 最近的研

究证实FOXQ1基因的表达升高能促进上皮-间
质转化(epithelial-mesenchymal transition, EMT). 
EMT是公认的肿瘤细胞侵袭和转移的重要过程, 
EMT中最具代表性的变化就是E-钙粘蛋白(E-
cadherin)的減少, 造成细胞间附着能力的下降, 
同时亦造成E-钙粘蛋白复合物(E-cadherin adhe-
sion complex)的降解, 使得β-catenin进入细胞核

的几率上升, 引发下游基因表达, 促进细胞的增

生与移动[11], 而FOXQ1基因促进肿瘤侵袭的分

子机制正是通过其能特异性地结合到E-cadherin
的启动子区从而抑制其表达[12].

FOXQ1基因是FOX基因家族成员之一, 是
一个维持细胞生命活动的关键性调控因子[13], 可
以通过识别并结合下游靶基因的启动子区, 实
现对下游靶基因表达的正向或负向调节[14]. 我
们的前期研究表明, FOXQ mRNA和蛋白质的表

达水平随着大肠腺瘤→大肠腺癌这一病理过程

逐步升高[15,16], 并提示FOXQ1基因在大肠腺瘤癌

变过程中, 在包括表皮生长因子受体(epithelial 
growth factor receptor, EGFR)信号通路在内的众

多信号通路中发挥一定作用[17,18].
本研究采用的质粒pAcGFP1-N1为真核表

达载体, 可确保插入目的基因与pAcGFP1共同

转录, 为提供下一步细胞转染奠定基础. 目前人

特定cDNA片段可通过购买商品化的cDNA克隆

或RT-PCR两种方法获得, 考虑到RT-PCR扩增的

保真性受模板、引物、循环次数以及DNA聚合

酶等多种因素的影响[19], 因此我们选择了商品化

的人FOXQ1基因cDNA克隆, 以此为PCR模板扩

增出了人FOXQ1基因的cDNA片段, 并进一步构

建了真核表达载体pAcGFP1-N1-FOXQ1, 经测序

证实无误, 此方法简化了实验步骤, 提高了实验

的准确性及真核表达载体构建的效率和成功率.
本实验中构建的pAcGFP1-N1-FOXQ1真

核表达载体一个重要特点是含有绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP). GFP来源于海

洋生物水母, 是近年来在分子生物学中应用最

广泛的标记性蛋白质之一. GFP的cDNA约为

740 bp, 编码238个氨基酸残基, 在合适波长的激

光下, GFP肽链内部第65-67位的丝氨酸-酪氨酸-
甘氨酸通过自身环化和氧化形成一个发色基团, 
可以发射易于观察的绿色荧光[20,21]. 本实验成功

构建了pAcGFP1-N1-FOXQ1真核表达载体, 经
Lipofectamine 2000转染大肠癌细胞系Colo-320
后 ,  通过荧光显微镜监测G F P的表达、通过

Wertern blot检测证实了目的基因FOXQ1在大肠

癌Colo-320细胞中的表达增高, 并且在翻译起始

点的5'上游加入Kozak序列有助于增强基因的表

达水平.
本实验成功构建了表达FOXQ1 基因的真

核表达质粒pAcGFP1-N1-FOXQ1 , 为后续研究

FOXQ1基因在肿瘤发生发展中的功能和分子机

制、发现FOXQ1基因参与的信号通路和下游靶

分子、寻找新的肿瘤治疗靶点奠定了坚实的实

验基础.
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