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摘要 目的 分析 E26 转录因子变异体 4( ETV4) 的表达与

结肠癌临床病理参数间的关系，并探讨其对结肠癌细胞侵袭

能力的作用及分子机制。方法 通过 GEPIA 和 Ｒ2 在线生

物信息学分析并挖掘结肠癌中高表达基因。免疫组化法检

测结肠癌组织及配对癌旁组织中 ETV4 蛋白表达情况，并分

析 ETV4 表达与结肠癌病理参数之间的关系。ＲT-qPCＲ 检

测结肠癌细胞系和永生化正常人结肠上皮细胞中 ETV4 的

mＲNA 表达情况。在 LOVO 细胞中沉默或过表达 ETV4 后，

用 Transwell 法观察细胞侵袭能力的改变。用生物信息学分

析预测 ETV4 的下游基因，并通过 Western blot 进行验证。
结果 GEPIA 和 Ｒ2 在线生物信息学分析结果显示，ETV4
和 MMP7 在结肠癌癌组织中高表达。免疫组化结果显示，与

配对癌旁组织比较，ETV4 在癌组织中表达升高，且其表达水

平与肿瘤的 T、N、M 分期正相关。ＲT-qPCＲ 结果显示，结肠

癌细胞系 HCT116、LS174T、SW480、LOVO、SW620 和 ＲKO 中

ETV4 mＲNA 的表达水平明显高于永生化正常人结肠上皮细

胞 FHC。Transwell 实验结果显示，ETV4 促进 LOVO 细胞的

侵袭 能 力。Ｒ2 在 线 分 析 发 现 ETV4 和 MMP7 呈 正 相 关。
Western blot 结果显示，在 LOVO 细胞中 ETV4 对 MMP7 具有

正向调控作用; 同时恢复实验显示，沉默 MMP7 逆转了 ETV4
过表达对 LOVO 细胞侵袭能力的促进作用。结论 ETV4
在结肠癌组织及细胞系中表达升高，并通过上调 MMP7 基因

促进结肠癌的侵袭能力。
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结肠癌是最常见的恶性肿瘤之一，每年发病人

数占所有恶性肿瘤的 10%，其发病率在男性和女性

恶性肿瘤中分别位列第三位和第二位［1］。结肠癌

患者 5 年生存率约为 60%，生存时间在很大程度上

取决于组织学分期，Ⅰ、Ⅱ期的生存率高于Ⅲ、Ⅳ期，

伴有淋 巴 结 或 远 处 转 移 的 患 者 生 存 率 则 急 剧 下

降［2］。为更好地控制结肠癌，延长患者的生存时

间，有必要进一步探索结肠癌转移的分子机制。该

研究通过在线生物信息学网 GEPIA 分析了 TCGA
数据库中结肠癌与正常结肠组织中差异表达的基

因，从中筛选出在癌中表达升高的基因———E26 转

录因子变异体 4 ( E26 transformation-specific variant
4，ETV4) ，并通过生物信息学网 Ｒ2 分析了 GEO 数

据库中结肠癌和正常组织中 ETV4 的表达情况和其

相关基因。
ETV4 是多瘤病毒增强子激活剂 3( polyomavirus

enhancer activator 3，PEA3) 亚家族成员，在生理和病

理过程中都起着重要作用。有研究［3］ 发现，ETV4
与肺癌不良预后有关。在卵巢癌细胞中 PEA3 过表

达能够促进癌细胞的侵袭能力［4］。然而，ETV4 在

结肠癌中的生物学作用尚不完全清楚。该研究旨在

通过观察 ETV4 在结肠癌组织及细胞系中的表达情

况及其生物学功能，探究其影响结肠癌转移的分子

机制。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 结肠癌组织标本 收集 2015 年 1 月—2018
年 12 月新乡医学院第一附属医院病理科存档的结

肠腺癌石蜡包埋的标本，包括原发癌标本( n = 62 )

和配对的癌旁组织( 距离肿瘤边缘 5 cm 以内的正常

组织) ，所有患者术前均未接受过放疗或化疗。病

理诊断均由 2 位副高级以上病理医师独立阅片确

诊。病理分期采用 TNM 分期。该研究获得新乡医

学院第一附属医院伦理委员会批准。
1． 1． 2 主要试剂与仪器 TＲIzol 和去基因组逆转

录试剂盒( 日本 TAKAＲA 公司) ; ＲPMI1640 培养基

和胎牛血清( 美国 Gibco 公司) ; Transwell 小室( 孔

径 8 μm) 和基质胶( 美国 Corning 公司) ; 免疫组化

相关试剂及试剂盒( 北京中杉金桥生物技术有限公

司) ; Lipofectamine 3000 试 剂 ( 美 国 Invitrogen 公

司) ; ETV4 一抗( 美国 Abcam 公司) ; MMP7 一抗( 美

国 Proteintech 公司) ; 细胞裂解液、蛋白定量试剂盒、
α-Tubulin 一抗和过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗
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( 江苏碧云天生物所) ; 靶向 ETV4 小干扰 ＲNA ( si-
ETV4) 、靶向 MMP7 小干扰 ＲNA( si-MMP7) 、阴性对

照 siＲNA( si-NC) 和 ETV4 过表达( ETV4-OE) ( 上海

吉玛公司) 。BX53 显微镜 ( 日本 Olympus 公司) ;

ＲTQ-960 Pro 实时荧光定时 PCＲ 系统( 杭州艾康生

物技术有限公司) ; 蛋白电泳电转系统 ( 美国 Bio-
Ｒad 公司) ; Azure3000 成像仪( 美国 Azure 公司) 。
1． 1． 3 细胞 人结肠癌细胞系( HCT116、LS174T、
SW480、LOVO、SW620 和 ＲKO 细胞) 以及人永生化

结肠上皮细胞( FHC) 购自美国 ATCC 细胞库，所有

细胞使用含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养基，在

37 ℃、含 5% CO2 的温湿培养箱中培养。以上所有

细胞系均已通过专业 STＲ 分析鉴定，支原体污染阴

性。
1． 2 方法

1． 2． 1 生物信息学分析 通过生物信息网 GEPIA
( http: / / gepia． cancer-pku． cn / ) 分 析 了 结 肠 腺 癌

( 275 例) 和正常结肠组织( 349 例) 中的差异表达基

因。利用生物信息网 Ｒ2( http: / / r2． amc． nl) 在线预

测了 ETV4 在结肠癌患者和正常结肠组织中的表达

及其相关基因。
1． 2． 2 免疫组织化学检测 ETV4 在组织中的表达

采用免疫组化 Envision 二步法检测石蜡包埋直结

肠癌组织及癌旁组织中 ETV4 蛋白表达。ETV4 阳

性定位于细胞核，表达强度采用半定量法，根据染色

的强度和阳性细胞所占的比例进行评分: A: 根据染

色强度分为 0 分( 不着色) ，1 分( 浅黄色) ，2 分( 黄

色) ，3 分( 棕黄色) ; B: 根据阳性细胞比例分为 1 分

( 阳性细胞 ＜ 1 /3 ) ，2 分( 阳性细胞占 1 /3 ～ 2 /3 ) ，3
分( 阳性细胞 ＞ 2 /3) 。两种评分的乘积包括 0、1、2、
3、4、6 和 9，将乘积≤3 定义为低表达，乘积≥4 定义

为高表达。
1． 2． 3 细胞转染 按照实验设计和转染试剂说明

书步骤，用 Lipofectamine 3000 试剂分别将 si-ETV4、
si-MMP7、si-NC 和 ETV4-OE 转染入 LOVO 细胞。简

要过程为，取对数生长期 LOVO 细胞再次接种在 6
孔板中，待细胞汇合度达 60% ～ 80% 时进行转染;

并在转染前 20 min 换用无血清培养液; 然后分别将

Lipofectamine 3000 和上述质粒混合均匀的混合物滴

加入细胞，继续用无血清培养液培养 6 h 后将培养

液换成含 10% 胎牛血清的培养基继续培养 48 h。
收集细胞，用于后续实验。
1． 2． 4 ＲT-qPCＲ 使用 TＲIzol 试剂从培养细胞中

提取总 ＲNA。使用去基因组逆转录试剂盒从 1 μg

ＲNA 中合成互补 DNA ( cDNA) ，实时定量 PCＲ ( q-
PCＲ) 使用 TB Green 试剂进行，GAPDH 作为内参。
反应条件为 94 ℃ 20 s，58 ℃ 20 s，72 ℃ 34 s，循环

数 40。使用 2 － ΔΔCt 方法计算目的基因的相对表达

量。每个样本设 3 个复孔。引物序列 ETV4: F: 5'-
GCTCGCTGAAGCTCAGGT-3'; Ｒ: 5'-TCCTTCTTGATC
CTGGTGGT-3'。
1． 2． 5 Transwell 侵袭实验检测细胞侵袭 预先用

基质胶包被 Transwell 小室的底膜并放入 24 孔 Tran-
swell 专用板中。将转染后的细胞分散在 300 μl 无

血清的培养基中并加入小室内; 向小室下部的孔中

加入 700 μl 含 20% FBS 的培养基。孵育 48 h 后，

将穿出到膜下表面的细胞用甲醇固定，Giemsa 染

色，并在显微镜下拍照，在光学显微镜下以 × 400 放

大倍数计数细胞。实验至少重复 3 次。
1． 2． 6 Western blot 实验 用细胞裂解液提取上述

收集的细胞的蛋白，蛋白经定量后，取等量蛋白进行

十二烷基硫酸钠 － 聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后将电

泳分离蛋白转移至硝酸纤维素膜上，用 5% 脱脂牛

奶封闭 1 h。分别在 ETV4 ( 1 ∶ 1 000稀释) 、MMP7
( 1 ∶ 2 000稀释) 或 α-Tubulin( 1 ∶ 10 000稀释) 一抗

反应液中 4 ℃孵育过夜。洗膜后，将膜在 1 ∶ 1 000
稀释的过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗反应液孵育

1 h。再次洗膜后，通过 ECL 化学发光显像，使用

Azure 3000 成像仪进行扫描目的条带光密度值。
1． 3 统计学处理 实验中的计量资料用 珋x ± s 表

示，所 有 实 验 均 至 少 重 复 3 次，数 据 均 采 用 IBM
SPSS Statistics 20. 0 软件进行分析。两组之间的比

较，采用 t 检验; 多组间的比较，采用单因素方差分

析; 比较 ETV4 表达与临床病理参数的关系采用 χ2

检验; 比较 ETV4 和 MMP7 相关性采用相关性分析。
P ＜ 0. 05 示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ETV4 在结肠癌组织及细胞系中表达显著升

高 通过生物信息网 GEPIA 比较了结肠腺癌( n =
275) 与正常组织( n = 349) 中的差异基因，发现在结

肠腺癌中表达升高的前 10 位基因中，ETV4 处于第

7 位。利用生物信息学网 Ｒ2 在线比较了 GEO 数据

库中正常结肠基因芯片数据( GSE8671，n = 33) 和结

肠癌基因芯片数据( GSE4554，n = 84) 中 ETV4 的表

达，发现与正常组织比较，ETV4 在结肠癌中表达升

高( t = 15. 296，P ＜ 0. 001，图 1A) 。采用免疫组化检

测了 62 例结肠癌组织和配对癌旁黏膜组织中 ETV4
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蛋白表达，结果( 图 1B) 显示，ETV4 在结肠癌组织

中呈强阳性，而在正常黏膜中呈阴性或弱阳性; 将

ETV4 表达强度分为高表达和低表达组，并与临床

病理参数进行关联性分析发现，ETV4 的表达强度

和结肠癌的组织分级以及 T、N、M 分期呈正相关，而

与患者年龄、性别以及肿瘤部位无关( 表 1 ) 。ＲT-
qPCＲ 结果显示，与人永生化结肠上皮细胞 FHC 比

较，结肠癌细胞系 HCT116、LS174T、SW480、LOVO、
SW620 和 ＲKO 中 ETV4 的 mＲNA 水平均升高( F =
89. 736，P ＜ 0. 001，图 1C) 。

表 1 ETV4 表达与临床病理参数的关系( n)

临床病理参数 n
ETV4 表达

低表达

( n = 24)

高表达

( n = 38)

χ2 值 P 值

年龄( 岁) 1． 088 0． 297

≤60 31 10 21

＞ 60 31 14 17

性别 3． 102 0． 078

男 38 18 20

女 24 6 18

肿瘤部位 0． 370 0． 543

左半结肠 34 12 22

右半结肠 28 12 16

组织分级 5． 970 0． 015

低级别 22 13 9

高级别 40 11 29

T 分期 8． 601 0． 003

T1 + T2 20 13 7

T3 + T4 42 11 31

N 分期 14． 329＜ 0． 001

N0 21 15 6

N1 + N2 41 9 32

M 分期 4． 890 0． 027

M0 23 13 10

M1 39 11 28

2． 2 ETV4 促进结肠癌的侵袭能力 实验通过转

染过表达质粒和小干扰 ＲNA 对 ETV4 进行过表达

和 沉 默，ＲT-qPCＲ 检 测 发 现，与 对 照 组 ( 1. 00 ±
0. 15) 比较，ETV4 过表达组( 转染 ETV4-OE 质粒)

ETV4 mＲNA 表达水平( 51. 18 ± 5. 26) 升高( 图 2A，t
= 17. 228，P ＜ 0. 001 ) ; 与 si-NC 组( 1. 03 ± 0. 12 ) 比

较，ETV4 沉默组( 转染 si-ETV4 ) ETV4 mＲNA 表达

水平( 0. 18 ± 0. 03 ) 降 低 ( 图 2B，t = 13. 502，P ＜
0. 001) 。Transwell 侵袭实验结果显示，ETV4 过表

达组穿出小室的细胞数量( 118. 25 ± 6. 78 ) 相对于

对照组( 56. 72 ± 4. 52 ) 增多( 图2C、D ; t = 7. 173，

图 1 ETV4 在结肠腺癌中表达升高

A: 利用 Ｒ2 获取 GEO 数据中 ETV4 在结肠癌与正常组织中的表

达; B: 免疫组化染色显示 ETV4 在结肠癌与正常组织中的表达，比例

尺: 50 μm; C: ＲT-qPCＲ 结果显示结肠癌细胞中 ETV4 mＲNA 表达情

况; 与 PHC 细胞比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

P ＜ 0. 001) ; ETV4 沉默组穿出小室细胞数量( 39. 26
± 4. 29) 较对照组( 61. 45 ± 7. 34) 减少( 图 2E、F，t =
6. 385，P = 0. 005) 。
2． 3 MMP7 是 ETV4 的下游基因 Ｒ2 生物信息

网在线分析了 TCGA 数据库中 286 例结肠癌的基因

表 达 数 据 的 结 果 显 示 ，在 mＲNA 水 平 ，MMP7 和
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图 2 ETV4 对 LOVO 细胞侵袭能力的影响

A、B: ＲT-qPCＲ 验证在 LOVO 中过表达和沉默 ETV4 效果，与对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001，与 si-NC 组比较: ###P ＜ 0. 001; C: Transwell 实验

观察过表达 ETV4 对 LOVO 细胞侵袭能力的影响，比例尺: 50 μm; D: 对图 C 的定量图，与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; E: Transwell 观察敲除 ETV4

对 LOVO 细胞侵袭能力的影响，比例尺: 50 μm; F: 对 E 的定量图，与 si-NC 组比较: ##P ＜ 0. 01

图 3 MMP7 是 ETV4 的下游基因

A: TCGA 结肠癌基因表达数据分析 ETV4 和 MMP7 表达相关性; B: Western blot 检测 ETV4 对 MMP7 蛋白表达的影响

ETV4 表达呈正相关( Ｒ = 0. 527，P ＜ 0. 001，图 3A) 。
Western blot 结果( 图 3B) 显示，与 si-NC 组( 1. 00 ±
0. 06) 比较，ETV4 沉默组 MMP7 蛋白相对表达量
( 0. 58 ± 0. 78 ) 减少( t = 5. 538，P = 0. 012 ) ; 与对照

组( 1. 00 ± 0. 13 ) 比较，ETV4 过表达组 MMP7 蛋白

相对 表 达 量 ( 2. 25 ± 0. 43 ) 增 多 ( t = 8. 215，P ＜
0. 001) 。
2． 4 ETV4 通过 MMP7 促进结肠癌的侵袭能力

为验证 ETV4 是否通过 MMP7 促进 LOVO 细胞的侵

袭能力，本研究采用了功能恢复实验。Western blot
实验结果( 图 4A、B) 显示，与 ETV4 过表达组比较，

ETV4 过表达联合 MMP7 沉默组 ETV4 蛋白表达无

明显 改 变，而 MMP7 蛋 白 表 达 明 显 下 降 ( F =

84. 192，P ＜ 0. 001 ) ; Transwell 侵 袭 实 验 结 果 ( 图

4C、D) 显示，与对照组( 52. 33 ± 4. 28 ) 比较，ETV4
过表达组穿出膜的细胞数量( 121. 67 ± 18. 61 ) 增多
( F = 24. 326，P = 0. 005) ; 过表达 ETV4 联合 MMP7
沉默 组 穿 出 小 室 的 细 胞 数 量 ( 58. 06 ± 6. 37 ) 较
ETV4 过表达组减少( P = 0. 006) 。本部分实验结果

说明，ETV4 至少部分通过 MMP7 促进结肠癌细胞

的侵袭能力。

3 讨论

人类 ETS 家族有 28 个成员，根据其相对序列

分为 4 个不同的类别，或者根据其结构的相似程度

分 为12个亚家族［5］。同源的ETV1、ETV4和ETV5
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图 4 ETV4 通过 MMP7 促进结肠癌 LOVO 细胞的侵袭能力

A: Western blot 显示不同处理细胞中 ETV4 和 MMP7 蛋白表达; B : 对 A 图的定量; C: Transwell 检测不同处理组细胞的侵袭能力实验结果

统计图; D: Transwell 检测不同处理组细胞的侵袭能力示意图( 标尺 50 μm) ; 1: 对照组; 2: ETV4 过表达组; 3: ETV4 过表达联合 MMP7 沉默组;

与对照组比较: ＊＊P ＜ 0. 01，＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 ETV4 过表达组比较: ##P ＜ 0. 01

蛋白形成 PEA3 亚家族，但它们在某些组织中的表

达模式可能完全不同，这表明这些 PEA3 家族成员

具有不同的调控方式［6］。在尤文肉瘤中，ETV1 或

ETV4 的染色体易位是肿瘤发生的根本原因［7］; 同

样，在大多数前列腺癌中观察到 EＲG 和 ETV1 /4 /5
亚家族的染色体重排［8］。据报道［9］，在胃癌患者

中，ETV4 mＲNA 高表达者占 64%，而 ETV1 和 ETV5
mＲNA 高表达仅分别占 31%和 26%。ETV4 在食管

鳞状细胞癌中明显升高，并且过表达预示着较短的

生存时间［10］。然而，ETV4 在结肠癌中的表达和功

能尚不清楚。本研究通过生物信息网 GEPIA 分析

发现 ETV4 在结肠癌中表达升高，并通过免疫组化

证实了这一结果，同时发现结肠癌中 ETV4 高表达

可能预示着高的组织学和 TNM 分期，说明 ETV4 在

结肠癌进展中可能起重要作用。
功能研究发现，ETV4 能够促进结肠癌的侵袭

能力。为探索 ETV4 在肿瘤细胞中的分子机制，本

研究使用生物信息网 Ｒ2 预测了 ETV4 表达相关基

因，发现 MMP7 与 ETV4 表达呈正相关。MMP7 是

基质金属蛋白酶 ( matrix metalloproteinases，MMPs )

家族中的一员。MMPs 能够降解基底膜，促进肿瘤

微 血 管 生 成，从 而 有 利 于 恶 性 肿 瘤 侵 袭 和 转

移［11 － 12］。有 文 献［13］ 报 道，结 肠 癌 患 者 血 清 中

MMP7 过表达，并与预后不良有关。本研究结果显

示，ETV4 能够促进结肠癌细胞 MMP7 表达从而促

进细胞侵袭能力，沉默 MMP7 消除了 ETV4 过表达

对结肠癌细胞侵袭的促进作用，由此推测，MMP7 可

能是 ETV4 下游功能基因并介导了 ETV4 对结肠癌

的侵袭促进功能。
综上所述，ETV4 在结肠癌中高表达，并促进结

肠癌细胞的侵袭能力，进一步发现 MMP7 是 ETV4
的下游功能基因。本研究拓展了对结肠癌转移机制

的认识，为预防和治疗结肠癌提供了重要的理论依

据。
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ETV4 promotes invasiveness of colon cancer by upregulating MMP7
Gao Qingzu，Chen Yiyang，Di Wenyu，et al

( Dept of Pathology，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，Weihui 453100)

Abstract Objective To analyze the relationship between E26 transformation-specific ( ETS) variant 4 ( ETV4 )

expression and clinicopathological parameters of colon cancer，and to explore its effect and molecular mechanism on
colon cancer invasiveness． Methods Over expression genes in colon cancer were identified by GEPIA and Ｒ2 on-
line bioinformatics analysis． The ETV4 protein level of colon cancer tissues and adjacent normal tissues was detected
by immunohistochemistry，and the relationship between ETV4 level and pathological parameters of colon cancer was
analyzed． The mＲNA expression of ETV4 in colon cancer cell lines and immortal normal colonic epithelial cells． Af-
ter silencing or overexpression of ETV4 in LOVO cells，the invasiveness was evaluated by Transwell assay． The
downstream genes of ETV4 were predicted by bioinformatic analysis，and confirmed by Western blot． Ｒesults GE-
PIA and Ｒ2 online bioinformatics analysis showed that ETV4 and MMP7 were highly expressed in colon cancer tis-
sues． Immunohistochemical results showed that ETV4 expression was higher in cancer tissues than in paired para-
cancer tissues，and its expression level was positively correlated with T，N，and M grades of tumors． ＲT-qPCＲ results
showed that ETV4 mＲNA level in colon cancer cell lines HCT116，LS174T，SW480，LOVO，SW620，and ＲKO were
significantly higher than that in immortal normal colonic epithelial cells FHC． Transwell assay showed that ETV4
promoted the invasiveness of LOVO cells． Ｒ2 online bioinformatic analysis showed that ETV4 was positively correla-
ted with MMP7． Western blot results showed that ETV4 upregulated MMP7 in LOVO． Meanwhile，rescue experi-
ments showed that silencing MMP7 reversed the increased invasiveness of LOVO by ETV4． Conclusion The ex-
pression of ETV4 increases in colon cancer tissues and cell lines and promotes the invasiveness of colon cancer cells
by upregulation of MMP7．
Key words ETV4; MMP7; colon adenocarcinoma; invasion
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