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  摘 要:目的 探讨瓣状核酸内切酶-1(FEN1)、转录因子Ⅱⅰ假基因23(GTF2IP23)、赖氨酸特异性去甲

基化酶4A(KDM4A)在乳腺癌组织中的表达及相关性。方法 选取2020年7月至2021年8月进行手术的女

性乳腺癌患者72例及同期进行手术的乳腺良性肿瘤患者70例,收集乳腺癌患者手术切除癌组织、距癌组织5
 

cm癌旁组织标本及乳腺良性肿瘤患者肿瘤病理组织,连续切片后做免疫组化标记、进行免疫组化染色。反转

录-实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)法检测FEN1表达,Western
 

blot法检测GTF2IP23、KDM4A表

达,分析FEN1、GTF2IP23、KDM4A在乳腺癌组织中的表达相关性及联合检测对乳腺癌患者预后的预测价值。
结果 与癌旁组织相比,良性肿瘤组织、乳腺癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达较高(P<0.05);乳腺

癌组织中 FEN1、GTF2IP23、KDM4A 表 达 高 于 癌 旁 组 织 (P<0.05)。乳 腺 癌 组 织 中 FEN1、GTF2IP23、
KDM4A表达与年龄、肿瘤直径、病理分期、淋巴结转移、脉管侵犯、分化情况密切相关(P<0.05)。乳腺癌组织

中FEN1与GTF2IP23、KDM4A表达呈正相关(r=0.404、0.553,均P=0.001);GTF2IP23与KDM4A表达

也呈正相关(r=0.582,P=0.001)。与FEN1、GTF2IP23、KDM4A单项检测相比,三项联合检测对乳腺癌患

者预后预测的灵 敏 度 提 高,特 异 度 降 低;FEN1、GTF2IP23、KDM4A 的 曲 线 下 面 积(AUC)分 别 为0.691、
0.659、0.708(P<0.05)。结论 FEN1、GTF2IP23、KDM4A在乳腺癌组织中呈高表达,三者具有相关性,同时

与乳腺癌患者病理特征密切相关,能够较好预测乳腺癌患者的预后,为临床诊断及治疗乳腺癌提供理论依据。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

and
 

relevance
 

of
 

flap
 

endonuclease-1
 

(Fen1),transcription
 

factor
 

Ⅱⅰ
 

pseudogene
 

23
 

(gtf2ip23),lysine
 

specific
 

demethylase
 

4a
 

(kdm4a)
 

in
 

breast
 

cancer.Methods Se-
lected

 

female
 

surgery
 

in
 

July
 

2020
 

to
 

August
 

2021
 

and
 

benign
 

breast
 

cancer
 

patients,collected
 

breast
 

cancer
 

patients
 

surgical
 

resection
 

of
 

breast
 

cancer
 

tissue,adjacent
 

tissue
 

specimens
 

5
 

cm
 

from
 

cancer
 

tissue
 

and
 

breast
 

benign
 

tumor
 

tumor
 

pathological
 

tissue,continuous
 

sections
 

after
 

immunohistochemical
 

marks,immunohisto-
chemical

 

staining.FEN1
 

expression
 

was
 

detected
 

by
 

RT-qPCR,GTF2IP23
 

and
 

KDM4A
 

expression
 

was
 

detec-
ted

 

by
 

Western
 

blot,and
 

the
 

correlation
 

of
 

FEN1,GTF2IP23
 

and
 

KDM4A
 

expression
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

and
 

the
 

predictive
 

value
 

of
 

combined
 

testing
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients
 

were
 

analyzed.Results FEN1,
GTF2IP23,and

 

KDM4A
 

expressions
 

were
 

higher
 

in
 

benign
 

and
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

(P<0.05)
 

and
 

FEN1,
GTF2IP23,and

 

KDM4A
 

in
 

breast
 

cancer
 

than
 

benign
 

breast
 

cancer
 

tissue
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

FEN1,GTF2IP23
 

and
 

KDM4A
 

in
 

breast
 

cancer
 

was
 

closely
 

correlated
 

with
 

age,tumor
 

diameter,pathological
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis,vascular
 

invasion
 

and
 

differentiation
 

(P<0.05).A
 

positive
 

expression
 

of
 

FEN1
 

and
 

GTF2IP23
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

(r=0.404,P=0.001),FEN1
 

and
 

KDM4A
 

expression
 

(r=0.553,P=
0.001)

 

and
 

GTF2IP23
 

and
 

KDM4A
 

expression
 

(r=0.582,P=0.001).Compared
 

with
 

the
 

single
 

tests
 

of
 

FEN1,GTF2IP23,and
 

KDM4A,the
 

three
 

combined
 

tests
 

had
 

high
 

sensitivity
 

and
 

low
 

specificity
 

in
 

the
 

prog-
nosis

 

prediction
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients,with
 

AUC
 

values
 

of
 

0.691,0.659,and
 

0.708
 

for
 

FEN1,GTF2IP23,
and

 

KDM4A,respectively(P<0.05).Conclusion FEN1,GTF2IP23
 

and
 

KDM4A
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues.They
 

are
 

correlated
 

and
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

pathological
 

characteristics
 

of
 

breast
 

cancer
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patients.They
 

can
 

better
 

predict
 

the
 

prognosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

and
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

clin-
ical

 

diagnosis
 

and
 

treatment
 

of
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌在临床中较为常见,是一种乳腺组织恶性

肿瘤,主要是致癌因子作用于乳腺上皮导致细胞异常

增殖[1-2]。乳腺癌发病的性别差异性显著,绝大多数

乳腺癌患者为女性,患者发病早期多表现为乳头溢

液、乳房肿块等,病情发展至晚期会出现癌细胞转移

情况,对患者生命造成威胁[3]。研究显示,瓣状核酸

内切酶-1(FEN1)是一种抑癌基因,若FEN1突变,会
导致其修复和复制功能改变,诱发乳腺癌[4];转录因

子Ⅱⅰ假基因23(GTF2IP23)是一个多功能转录因

子,参与生物发育、细胞生长、分化、转录和信号转导

等,介导恶性肿瘤发生和发展[5];赖氨酸特异性去甲

基化酶4A(KDM4A)被发现高表达于许多种类的癌

症中,可作为潜在的肿瘤治疗的靶标[6]。本研究中对

乳腺癌患者癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表

达进行检测,旨在探究三者在乳腺癌中的表达相关性

及联合检测对患者预后的预测价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院于2020年7月至2021年

8月进行手术的女性乳腺癌患者72例,年龄35~60
岁,平均(47.5±9.8)岁,其中包括更年期患者51例,
非更年期期患者21例;肿瘤直径≤3

 

cm患者38例,
肿瘤直径>3

 

cm 患者34例;无淋巴结转移患者35
例,有淋巴结转移患者37例;无脉管侵犯患者40例,
有脉管侵犯患者32例;病理分期:Ⅰ期32例,Ⅱ期患

者31例,Ⅲ期患者7例,Ⅳ期患者2例;癌组织分化

程度:高分化32例,中分化29例,低分化11例。另

选取本院同期进行手术的女性乳腺良性肿瘤患者70
例,年龄36~58岁,平均(46.9±8.8)岁。本研究所

有患者均知情同意并签署知情同意书,获本院伦理委

员会批准。纳入标准:(1)所有乳腺癌患者均符合中

国抗癌学会对乳腺癌的诊断标准[7];(2)均为首次确

诊;(3)未接受过相关治疗;(4)良性乳腺肿瘤患者经

本院病理检查确诊为良性肿瘤;(5)所有患者均接受

手术治疗;(6)病历资料齐全。排除标准:(1)凝血障

碍者;(2)处于妊娠期或哺乳期的女性;(3)近1个月

内进行过重大手术者;(4)心脑血管疾病患者;(5)精
神系统疾病患者。
1.2 方法

1.2.1 标本采集 收集乳腺癌患者手术切除癌组

织、距癌组织5
 

cm癌旁组织标本及乳腺良性肿瘤患

者肿瘤病理组织,将所取病理组织分成4
 

mm×4
 

mm
大小标本并清洗3次,在甲醛溶液中浸泡、固定,进行

脱水,处理后石蜡包埋,之后连续切片(厚度3
 

μm)做
免疫组化标记。

1.2.2 免疫组化染色 取制备好的乳腺癌组织、癌
旁组织及乳腺良性肿瘤病理组织标本,脱蜡后清洗3
次,使用柠檬酸修复液(100

 

℃)浸泡15
 

min后取出静

置冷却,以PBS液清洗3次,添加POD阻断剂后常温

环境下孵育30
 

min后再次以PBS液清洗3次,滴加

山羊血清封闭,30
 

min后吸出封闭液、添加一抗,稀释

至1∶2
 

000过夜保存。次日取出后使用PBS液清洗

3次,添加二抗,稀释至1∶5
 

000并完全覆盖30
 

min,
使用PBS液清洗3次之后添加DAB液,显微镜观察,
苏木精染核,反蓝、脱水处理后封片。一抗:兔抗人

FN1单克隆抗体、兔抗人GTF2IP23单克隆抗体购自

Millipore公司,兔抗人KDM4A单克隆抗体购自Sig-
nalway

 

Antibody(SAB)抗 体 公 司。二 抗:驴 抗 兔

FITC(波长492~520
 

nm)购自 Millipore公司。
1.2.3 反转录-实时荧光定量聚合酶链反应(RT-
qPCR)检测FEN1表达 Trizol法提取总RNA并测

试完整性,以18S
 

RNA为内参,其上游引物序列为:
5'-CCCGGGGAGGTAGTGACGAAAAAT-3',下 游

引物 序 列 为:5'-CGCCCGCCCGCTCCCAAGAT-3';
FEN1上游引物序列为:5'-AAGGTCACTAAGCAG-
CACAAT-3',下游引物序列为:5'-GTAGCCGCAG-
CATAGACTTTG-3',反转录处理后进行PCR扩增。
反应条件:预变性处理10

 

min;变性处理95
 

℃
 

10
 

s,
退火63

 

℃
 

25
 

s,延伸72
 

℃
 

10
 

s,进行42个循环。
2-ΔΔCt方法 计 算 FEN1相 对 表 达 水 平。仪 器 使 用

ABI7500荧光定量PCR扩增仪[购自美国应用生物

系统(ABI)公司],FEN1抗体购于美国Abcam公司;
所有操作均按照试剂盒说明进行。
1.2.4 Western

 

blot法检测GTF2IP23、KDM4A表

达 取待测标本,添加裂解液进行处理后取50
 

μg蛋

白,煮至蛋白变性后进行SDS-PAGE凝胶电泳,转膜

处理后添加 Western封闭液封闭3
 

h,添加一抗(1∶
2

 

000)后4~6
 

℃过夜孵育。次日使用 Western液清

洗后添加二抗(1∶5
 

000)孵育2
 

h,之后使用 Western
液进行清洗后进行显色、曝光、成像,检测条带灰度

值,检测GTF2IP23、KDM4A相对表达水平。仪器使

用电化学发光仪(购自上海启步生物科技有限公司)。
1.3 统计学处理 采用SPSS26.0统计软件进行分

析处理。应用Kolmogorov-Smirnov检验数据是否符

合正态分布,符合正态分布的计量资料采用x±s描

述,levene法进行方差齐性检验,3组间比较采用方差

齐性检验,两组间比较采用独立样本t检验。采用的

Pearson相关分析FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达间

的相关性。采用GraphPad
 

Prism
 

7软件绘制受试者
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工作 特 征 (ROC)曲 线,分 析 FEN1、GTF2IP23、
KDM4A对乳腺癌的诊断价值。以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达差异

性分 析  良 性 肿 瘤 组 织、乳 腺 癌 组 织 中 FEN1、
GTF2IP23、KDM4A表达水平均高于癌旁组织,差异

有统计学意义(P<0.05);乳腺癌组织中 FEN1、
GTF2IP23、KDM4A表达水平高于癌旁组织,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表1、图1~3。

表1  各组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达

   水平比较(x±s)

组织 n FEN1 GTF2IP23 KDM4A
癌旁组织 72 1.01±0.13 0.72±0.09 0.85±0.11
良性肿瘤组织 70 1.29±0.18a 1.06±0.13a 1.17±0.21a

癌组织 72 1.73±0.27ab 1.61±0.25ab 1.68±0.27ab

F 23.562 31.652 28.691
P 0.001 0.001 0.001

  注:与癌旁组织组相比,aP<0.05;与良性肿瘤组织组相比,bP<
0.05。

图1  FEN1表达免疫组化染色图(×400)

图2  GTF2IP23表达免疫组化染色图(×400)

图3  KDM4A表达免疫组化染色图(×400)

2.2 乳腺癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达 与临床病理特征的关系 与非更年期、肿瘤直径≤3
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cm、Ⅰ+Ⅱ期、无淋巴结转移、无脉管侵犯及高、中分

化患者相比,更年期、肿瘤直径>3
 

cm、Ⅲ+Ⅳ期、有
淋巴 结 转 移、脉 管 侵 犯 及 低 分 化 患 者 FEN1、
GTF2IP23、KDM4A 表达明显升高(P<0.05),见
表2。

2.3 乳腺癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达

相 关 性  乳 腺 癌 组 织 中 FEN1 与 GTF2IP23、
KDM4A表达呈正相关(r=0.404、0.553,均 P=
0.001);乳腺癌组织中GTF2IP23与KDM4A表达也

呈正相关(r=0.582,P=0.001)。见图4。

图4  乳腺癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达相关性

表2  乳腺癌组织中FEN1、GTF2IP23、KDM4A表达与

   临床病理特征的关系(x±s)

临床病理特征 n FEN1 GTF2IP23 KDM4A

年龄

 非更年期 21 1.57±0.26 1.42±0.21 1.53±0.25

 更年期 51 1.91±0.39 1.64±0.25 1.79±0.31

t 4.329 3.819 3.735

P 0.001 0.001 0.001

肿瘤直径

 ≤3
 

cm 38 1.56±0.22 1.46±0.21 1.51±0.24

 >3
 

cm 34 1.87±0.32 1.75±0.29 1.83±0.31

t 4.832 4.896 4.925

P 0.001 0.001 0.001

病理分期

 Ⅰ+Ⅱ 63 1.54±0.23 1.42±0.23 1.49±0.23

 Ⅲ+Ⅳ 9 1.89±0.31 1.79±0.28 1.86±0.33

t 4.084 4.395 4.264

P 0.001 0.001 0.001

淋巴结转移

 无 35 1.58±0.21 1.45±0.22 1.52±0.24

 有 37 1.86±0.29 1.77±0.30 1.85±0.32

t 4.670 5.137 4.928

P 0.001 0.001 0.001

脉管侵犯

 无 40 1.57±0.23 1.44±0.22 1.53±0.23

 有 32 1.85±0.29 1.76±0.28 1.83±0.30

t 4.571 5.432 4.804

P 0.001 0.001 0.001

分化情况

 高分化 32 1.53±0.21 1.41±0.21 1.49±0.23

 中分化 29 1.72±0.26a 1.59±0.24a 1.69±0.25a

 低分化 11 1.89±0.32a 1.79±0.27ab 1.88±0.31a

F 7.365 8.039 7.682

P 0.001 0.001 0.001

  注:与高分化相比,aP<0.05;与中分化相比,bP<0.05。

2.4 FEN1、GTF2IP23、KDM4A对乳腺癌患者预后

的预测价值 与单项检测相比,3项联合检测的灵敏

度提高,特异度轻微降低,但曲线下面积(AUC)为
0.899,大 于 FEN1、GTF2IP23、KDM4A 单 项 诊 断

(0.691、0.659、0.708),差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05),见表3、图5。

表3  FEN1、GTF2IP23、KDM4A对乳腺癌患者

   预后的预测价值

指标
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC 95%CI P

FEN1 72.55 85.37 0.691 0.557~0.826 0.011

GTF2IP23 71.37 86.39 0.659 0.520~0.798 0.035

KDM4A 73.02 85.22 0.708 0.575~0.841 0.006

联合检测 89.54 81.56 0.899 0.822~0.972 0.001
 

图5  FEN1、GTF2IP23、KDM4A对乳腺癌患者预后的

预测价值ROC曲线图

3 讨  论

  乳腺癌多发生在机体乳腺上皮组织中,而在人体

生命活动中,乳腺组织的作用并不十分重要,因此乳

腺组织切除对乳腺癌的治疗效果比较理想[8-10]。乳腺

癌患者若不及时治疗,病情发展至晚期,癌细胞向全

身扩散,会对患者生命造成威胁。乳腺癌的发病机制

有多种,包括遗传因素、基因突变、机体免疫功能下
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降、神经功能异常等,其中基因突变是乳腺癌发病的

最主要因素,且肿瘤形成是一个涉及多基因、多步骤、
长期的复杂过程,多种因素相互影响。因此许多专家

学者通过分子生物学、病理研究等研究途径对乳腺癌

发病机制、诊疗靶点进行研究,对乳腺癌的诊治进行

不断探索[11-13]。
FEN1是一种金属核酸酶,具有结构特异性的特

点,并且具有核酸外切酶、缺口核酸内切酶活性,能维

持基因组完整、稳定。有研究指出,FEN1功能丧失将

会导致慢性炎症疾病及自身免疫疾病的诱发,并且在

癌组织发展进程中起重要作用[14]。有研究表示,
FEN1在口腔癌、肝癌、卵巢癌等恶性肿瘤中有着异常

的表达,其变化与癌细胞增殖能力变化相关,但其在

乳腺癌组织中的研究还相对较少[15-16]。本研究显示,
相比癌旁组织、良性肿瘤组织,乳腺癌组织中FEN1
表达相对较高,且随着乳腺癌组织癌变程度的加深,
FEN1表达也逐渐升高,因此本研究认为FEN1在乳

腺癌中高表达,可能参与乳腺癌的进展。本研究发

现,处于恰当水平上的FEN1可通过DNA修复及抑

制乳腺癌的基因突变,以保持基因组的稳定性。另外

过表达的FEN1与ER结合影响了雌激素应答基因的

表达,从而加速了乳腺癌进程。说明FEN1表达变化

与乳腺癌患者病理特征、病情严重程度密切相关,由
此可以推测出FEN1可能作为乳腺癌诊断、治疗的靶

点应用于临床。
GTF2IP23为 GTF2I家 族 的 重 要 组 成 成 员,

GTF2IP23在细胞分化、生长等生物学行为上有重要

作用。有 研 究 表 示,GTF2IP23 能 够 激 活 PI3K/
AKT/MAPK通路,促进癌细胞的不断增殖分化与侵

袭,在 恶 性 肿 瘤 的 发 生 发 展 过 程 中 具 有 重 要 作

用[17-18]。GTF2IP23在肺癌、结肠癌、胃癌等多种恶性

肿瘤中均异常表达。本研究显示,相比癌旁组织、良
性肿瘤组织,乳腺癌组织中 GTF2IP23表达相对较

高,且随着乳腺癌组织癌变程度的加深,癌组织中

GTF2IP23表达也逐渐升高。GTF2IP23属于GTF2I
的假基因,在乳腺癌中的表达最为显著,而假基因通

过抑制其母基因的表达,调控靶基因,促使乳腺组织

癌变;并通过RNA结合蛋白或其他翻译相关机制调

控RNA表达或蛋白翻译,致使蛋白变性、癌细胞增

殖,加 重 乳 腺 癌 病 变 程 度。因 此 本 研 究 推 测

GTF2IP23可能为乳腺癌发展演进的重要靶点,检测

GTF2IP23表达对乳腺癌诊断、治疗具有重要意义。
KDM4A是KDM4家族的一种重要的去甲基酶,

具有一定的调控基因转录的作用[19]。有研究表示,
KDM4A在结直肠癌、宫颈癌等多种恶性肿瘤中呈异

常表达,其异常高表达具有促进癌细胞增殖、分化、迁
移的作用,在恶性肿瘤发生发展过程中具有重要作

用[20-21]。本研究说明,KDM4A在乳腺癌组织中呈高

表达,且随着乳腺癌组织癌变程度的加深,癌组织中

KDM4A表达也逐渐升高。KDM4A具有蛋白结合和

去甲基酶活性两种功能,可以与抑癌基因启动子结

合,负性 调 控 癌 症 因 子 转 录,发 挥 抑 癌 功 能,此 时

KDM4A升高,导致特异性蛋白1基因沉默,促使肿

瘤转移。KDM4A表达变化与乳腺癌病理特征具有

密切联系,因此本研究推测KDM4A可能为调控乳腺

癌进展的重要分子。
本研究还发现,FEN1、GTF2IP23、KDM4A在乳

腺癌组织中表达呈正相关,三者联合检测对乳腺癌患

者预后预测的灵敏度提高,特异度降低,说明三者可

能共同参与乳腺癌的发展演进过程,与乳腺癌疾病相

关,且认为三者线性相关,推测三者可能由于共同作

用而诱导疾病的发生,对乳腺癌患者预后具有较高的

预测价值。
综上所述,FEN1、GTF2IP23、KDM4A在乳腺癌

组织中均呈异常高表达,与乳腺癌患者病理特征密切

相 关,且 三 者 表 达 具 有 一 定 相 关 性,FEN1、
GTF2IP23、KDM4A水平三者联合检测对乳腺癌患

者预后具有较高的预测价值,但本文样本例数较少,
且并未分析三者之间相互作用的机制,研究存在一定

的局限性,因此还需后续研究进一步分析。
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子药理机制积累了细胞实验数据。TLR4下游包括

MyD88依赖途径和非 MyD88依赖途径,本文初步揭

示了艾拉莫德抗炎及抗凋亡的作用与抑制 TLR4/
NF-κB通路有关,但具体对 MyD88依赖途径和非

MyD88依赖途径调控作用尚不清楚,今后应进一步

探讨TLR4下游不同途径在艾拉莫德抗炎及抗凋亡

中的作用。
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