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  摘 要:目的 探讨核受体相互作用蛋白1(NRIP1)和双特异性磷酸酶(DUSP14)在乳腺癌组织中的表达

及二者与乳腺癌患者预后的关系。方法 选取2015年6月至2018年1月该院收治的乳腺癌患者124例作为

研究对象,并在术后进行为期60个月的随访。免疫组织化学法检测患者乳腺癌组织及其癌旁组织中NRIP1、
DUSP14的表达,分析NRIP1、DUSP14表达水平与乳腺癌临床病理特征的关系,多因素Cox回归分析乳腺癌

患者预后的影响因素,Kaplan-Meier生存曲线分析乳腺癌患者术后5年的生存率。结果 与癌旁组织阳性表

达率比较,乳腺癌组织中NRIP1阳性表达率较高,DUSP14阳性表达率较低(P<0.05);乳腺癌组织中NRIP1
的表达水平与组织学分级、临床分期、淋巴结转移、雌激素受体及Ki-67有关(P<0.05),DUSP14的表达与组

织学分级、临床分期、淋巴结转移及 Ki-67有关(P<0.05);NRIP1阴性表达患者术后5年生存率明显高于

NRIP1阳性表达患者(P<0.05),DUSP14阴性表达患者术后5年生存率明显低于DUSP14阳性表达患者

(P<0.05);NRIP1、临床分期、淋巴结转移是乳腺癌患者预后不良的危险因素(P<0.05),DUSP14是患者预后

的保护因素(P<0.05)。结论 乳腺癌组织NRIP1高表达,DUSP14低表达,且二者与乳腺癌患者预后不良有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

nuclear
 

receptor
 

interacting
 

protein
 

1
 

(NRIP1)
 

and
 

dual
 

specificity
 

phosphatase
 

(DUSP14)
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

and
 

their
 

correlation
 

with
 

the
 

prognosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients.Methods A
 

total
 

of
 

124
 

patients
 

with
 

breast
 

cancer
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

June
 

2015
 

to
 

January
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

research
 

objects,and
 

were
 

followed
 

up
 

for
 

60
 

months
 

after
 

surgery.
Immunohistochemistry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

NRIP1
 

and
 

DUSP14
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

normal
 

tissues.The
 

relationship
 

between
 

NRIP1
 

and
 

DUSP14
 

expression
 

and
 

clinicopathological
 

fea-
tures

 

of
 

breast
 

cancer
 

was
 

analyzed.Multivariate
 

Cox
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

prognostic
 

factors
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients.Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

5-year
 

survival
 

rate
 

of
 

breast
 

canc-
er

 

patients.Results Compared
 

with
 

the
 

adjacent
 

tissues,the
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

had
 

a
 

significantly
 

higher
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

NRIP1
 

and
 

a
 

significantly
 

lower
 

positive
 

expression
 

rate
 

of
 

DUSP14
 

(P<0.05).
The

 

expression
 

level
 

of
 

NRIP1
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

was
 

related
 

to
 

histological
 

grade,clinical
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis,estrogen
 

receptor
 

and
 

Ki-67
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

DUSP14
 

was
 

correlated
 

with
 

histological
 

grade,clinical
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

Ki-67
 

expression
 

(P<0.05).The
 

5-year
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

NRIP1
 

expression
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

NRIP1
 

expression
 

(P<0.05),and
 

the
 

5-year
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

DUSP14
 

expression
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

DUSP14
 

expression
 

(P<0.05).NRIP1,clinical
 

stage,
and

 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients(P<0.05),and
 

DUSP14
 

was
 

a
 

protective
 

factor
 

(P<0.05).Conclusion High
 

expression
 

of
 

NRIP1
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

DUSP14
 

are
 

associated
 

with
 

poor
 

prognosis
 

in
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤之一,发病

率逐年上升,其作为一种高度异质性的肿瘤,病因和

病理表现因人而异[1]。目前乳腺癌的治疗方法包括

手术、放疗、化疗和免疫治疗等,但其复发和转移的特

性使乳腺癌的发病率和死亡率依然很高[2]。因此,探
索用于早期乳腺癌检测和诊断的新型生物标志物对

于降低其发病率和死亡率至关重要。核受体相互作

用蛋白1(NRIP1)也被称为受体相互作用蛋白,是几

个核受体和转录因子的共调节剂,可作为共激活因子

或共抑制因子,其功能是与雌激素受体α相互作

用[3]。NRIP1对于正常的乳腺发育是必需的,且在包

括乳腺癌在内的多种肿瘤发生、治疗和预后中起关键

作用[4]。双特异性磷酸酶(DUSP)是一组具有异质性

的蛋白磷酸酶,调节多种细胞过程,如生长、信号传递

等,且在癌细胞生长和存活过程中起关键作用[5]。研

究显示,DUSP1、DUSP4和DUSP6等几种DUSP与

乳腺癌转移有关[6],但DUSP14在乳腺癌发展中的作

用尚不明确。因此,本研究旨在探讨NRIP1、DUSP14
在乳腺癌中的表达及二者与乳腺癌患者预后的关系。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年6月至2018年1月本

院收治的乳腺癌患者124例作为研究对象。纳入标

准:(1)所有患者均经病理检查确诊为乳腺癌;(2)术
前未接受放疗或化疗;(3)未合并其他恶性肿瘤;(4)
临床资料完整。排除标准:(1)患有其他血液疾病或

免疫性疾病;(2)伴随心脏、肝脏和肾脏等重要器官功

能障碍;(3)患有肝炎、肺结核、急性肺炎等感染性疾

病。所有患者均 为 女 性,年 龄 在32~75岁,平 均

(53.47±5.16)岁,其中32~50岁58例,>50~75岁

66例;肿瘤最大径:≤2
 

cm
 

52例,>2
 

cm
 

72例;组织

学分级:Ⅰ级23例,Ⅱ级37例,Ⅲ级64例;临床分

期:Ⅰ、Ⅱ期49例,Ⅲ、Ⅳ期75例;有淋巴结转移73
例,无淋巴结转移51例;雌激素受体(ER)阴性76例,
阳性48例;孕酮受体(PR)阴性69例,阳性55例;人
类表皮生长因子受体2(HER2)阴性73例,阳性51
例;Ki-67阴性55例,阳性69例。本研究经本院医学

伦理委员会批准,患者或其家属知情同意并签署知情

同意书。
1.2 方法

1.2.1 标本收集 在手术切除过程中,收集全部患

者的癌组织及距肿瘤边缘5
 

cm外的癌旁组织,将组

织用磷酸盐缓冲液清洗后置于4%多聚甲醛中固定

24
 

h,然后进行常规石蜡包埋并切成5
 

μm的切片。
1.2.2 免疫组织化学法检测乳腺癌组织及其癌旁组

织中NRIP1、DUSP14表达 将1.2.1中的石蜡切片

在二甲苯中脱蜡后,用梯度乙醇进行再水合。然后加

入3%过氧化氢浸泡10
 

min,以去除内源性的过氧化

氢酶,清水冲洗后再加入枸橼酸缓冲液在微波炉中蒸

煮3
 

min,以修复抗原。将冷却后的切片放入血清封

闭液中孵育30
 

min,与 NRIP1(1∶250)、DUSP14
(1∶100)一抗(英国abcam公司)在4

 

℃下孵育过夜,
与山羊抗兔IgG(H+L)二抗(辣根过氧化物酶标记,
上海和元李记生物技术有限公司)一起在室温下孵育

30
 

min。之后,将切片用链霉亲和素-过氧化物酶复合

物浸泡30
 

min,DAB显色5
 

min,苏木素复染30
 

s,再
依次加入梯度乙醇和二甲苯脱水透明,中性树脂封片,
在显微镜下观察染色情况。阴性对照中用磷酸盐缓冲

液代替一抗,阳性对照用已知的阳性切片。根据染色细

胞的比例和染色强度判断阳性表达。细胞染色比例,
0分:≤5%;1分:>5%~25%;2分:>25%~50%;
3分:>50%。染色强度:0~3分依次为无色、浅黄色、
棕黄色和棕褐色。将染色细胞的比例与染色强度相乘,
得分≥3分的组织标本被视为阳性表达[7]。
1.2.3 随访 对所有患者以门诊复查或电话的方式

进行为期60个月的随访,随访从术后第1天开始直

至患者死亡或随访时间截止。统计患者的生存时间

及生存率。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0软件进行数据分

析。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组比较

采用t检验;计数资料以例数和百分率表示,两组比较

采用χ2 检验;采用Kaplan-Meier生存曲线分析乳腺癌

患者5年生存率,多因素Cox回归分析乳腺癌患者预

后的影响因素。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 NRIP1、DUSP14在乳腺癌组织及其癌旁组织中

的阳性表达 乳腺癌组织中 NRIP1阳 性 表 达 率、
DUSP14阳性表达率分别为71.77%和25.81%,癌旁

组织中NRIP1阳性表达率、DUSP14阳性表达率分别

为24.19%和69.35%,与癌旁组织阳性表达率比较,乳
腺癌组织NRIP1阳性表达率较高,DUSP14阳性表达

率较低,差异均有统计学意义(P<0.05),见图1、表1。

图1  乳腺癌组织及其癌旁组织中NRIP1、DUSP14的阳性

表达(×200)
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表1  乳腺癌组织及其癌旁组织中NRIP1、DUSP14
   阳性表达率比较[n(%)]

组织 n
NRIP1

阴性 阳性

DUSP14
阴性 阳性

癌旁组织 124 94(75.81) 30(24.19) 38(30.65) 86(69.35)
乳腺癌组织 124 35(28.23) 89(71.77) 92(74.19) 32(25.81)

χ2 56.237 47.143
P <0.001 <0.001

2.2 乳腺癌组织中 NRIP1、DUSP14表达与患者临

床病理参数的关系 乳腺癌组织中NRIP1的表达水

平与组织学分级、临床分期、淋巴结转移、ER及Ki-67

有关(P<0.05),DUSP14的表达水平与组织学分级、临
床分期、淋巴结转移及Ki-67有关(P<0.05),见表2。
2.3 NRIP1、DUSP14表达与乳腺癌患者预后的关

系 乳腺癌组织中NRIP1阴性表达患者术后5年生

存率为88.57%(31/35),明显高于 NRIP1阳性表达

患者的5年生存率[61.80%(55/89)],差异有统计学

意义(Log-rank
 

χ2=8.473,P<0.05);DUSP14阴性

表达患者术后5年生存率为63.04%(58/92),明显低

于DUSP14阳性表达患者的5年生存率[87.50%
(28/32)],差异有统计学意义(Log-rank

 

χ2=6.681,
P<0.05),见图2、3。

表2  乳腺癌组织中NRIP1、DUSP14表达与患者临床病理参数的关系[n(%)]

临床病理参数 n
NRIP1

阴性(n=35) 阳性(n=89) χ2 P

DUSP14

阴性(n=92) 阳性(n=32) χ2 P

年龄(岁) 0.301 0.584 0.655 0.418

 32~50 58 15(25.86) 43(74.14) 45(77.59) 13(22.41)

 >50~75 66 20(30.30) 46(69.70) 47(71.21) 19(28.79)

肿瘤最大径(cm) 0.460 0.498 1.012 0.314

 ≤2 52 13(25.00) 39(75.00) 41(78.85) 11(21.15)

 >2 72 22(30.56) 50(69.44) 51(70.83) 21(29.17)

组织学分级 20.578 <0.001 22.456 <0.001

 Ⅰ级 23 15(65.22) 8(34.78) 9(39.13) 14(60.87)

 Ⅱ级 37 10(27.03) 27(72.97) 26(70.27) 11(29.73)

 Ⅲ级 64 10(15.63) 54(84.38) 57(89.06) 7(0.94)

临床分期 24.665 <0.001 15.422 <0.001

 Ⅰ、Ⅱ期 49 26(53.06) 23(46.94) 27(55.10) 22(44.90)

 Ⅲ、Ⅳ期 75 9(12.00) 66(88.00) 65(86.67) 10(13.33)

淋巴结转移 7.172 0.007 8.135 0.004

 有 73 14(19.18) 59(80.82) 61(83.56) 12(16.44)

 无 51 21(41.18) 30(58.82) 31(60.78) 20(39.22)

ER 6.984 0.008 1.212 0.271

 阴性 76 15(19.74) 61(80.26) 59(77.63) 17(22.37)

 阳性 48 20(41.67) 28(58.33) 33(68.75) 15(31.25)

PR 1.949 0.163 2.473 0.116

 阴性 69 16(23.19) 53(76.81) 55(79.71) 14(20.29)

 阳性 55 19(34.55) 36(65.45) 37(67.27) 18(32.73)

HER2 2.136 0.144 2.563 0.109

 阴性 73 17(23.29) 56(76.71) 58(79.45) 15(20.55)

 阳性 51 18(35.29) 33(64.71) 34(66.67) 17(33.33)

Ki-67 9.014 0.003 7.906 0.005

 阴性 55 23(41.82) 32(58.18) 34(61.82) 21(38.18)

 阳性 69 12(17.39) 57(82.61) 58(84.06) 11(15.94)

2.4 乳腺癌患者预后的影响因素分析 以乳腺癌患

者5年内是否死亡为因变量(生存=0,死亡=1),以
NRIP1(阳性表达=1,阴性表达=0)、DUSP14(阳性

表达=0,阴性表达=1)、组织学分级(Ⅰ级、Ⅱ级=0,
Ⅲ级=1)、临床分期(Ⅰ、Ⅱ期=0,Ⅲ、Ⅳ期=1)、淋巴

结转移(否=0,是=1)、ER(阴性=0,阳性=1)、PR
(阴性=0,阳性=1)、HER2(阴性=0,阳性=1)、Ki-
67(阴性=0,阳性=1)为自变量进行多因素Cox回归

分析发现,NRIP1、临床分期、淋巴结转移是影响乳腺

癌患者预后不良的危险因素(P<0.05),DUSP14是
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患者预后的保护因素(P<0.05),见表3。

表3  乳腺癌患者预后的影响因素

影响因素 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

组织学分级 0.078 0.192 0.165 0.685 1.081 0.742~1.575
临床分期 0.434 0.184 5.556 0.018 1.543 1.076~2.213
淋巴结转移 0.601 0.231 6.770 0.009 1.824 1.160~2.869

ER 0.237 0.311 0.579 0.447 1.267 0.689~2.331

PR 0.116 0.265 0.192 0.662 1.123 0.668~1.889

HER2 0.318 0.295 1.160 0.281 1.374 0.771~2.450

Ki-67 0.176 0.165 1.144 0.285 1.193 0.863~1.648

NRIP1 0.561 0.246 5.196 0.023 1.752 1.082~2.837

DUSP14 -0.534 0.217 6.066 0.014 0.586 0.383~0.897

图2  乳腺癌组织NRIP1表达与患者术后5年

生存率的关系

图3  乳腺癌组织DUSP14表达与患者术后5年

生存率的关系

3 讨  论

乳腺癌是最具侵袭性的癌症之一,近年来,乳腺

癌的治疗方法,如手术、化疗、放疗、激素治疗和靶向

治疗取得了很大进展,其5年存活率约为85%,但对

于晚期乳腺癌患者生存率依然很低[8]。因此,乳腺癌

筛查和早期诊断在改善治疗效果及患者预后是非常

重要的。乳房X光照射是目前可用于乳腺癌的主要

检测方法,但其在致密乳腺肿瘤中的检测灵敏度低,
也可能导致假阳性或过度诊断[9-10]。肿瘤、淋巴结转

移和分期是确定乳腺癌预后最常用的方法,该系统包

括对原发肿瘤、区域淋巴结和远处转移的特征评估。
然而,这种方法不能反映肿瘤的分子特征,并且不能

基于癌细胞的分子异质性进行更准确的预后分析[11]。

因此,筛选有效且可用的非侵入性诊断、预后和预测

生物标志物对于提高乳腺癌在早期检测或治疗期间

的有效性至关重要。
已知激素受体(ER、PR)也是描述肿瘤生物学和

支持治疗决策的标准诊断参数,其中ERα和ERβ之

间的表达比例对乳腺癌的发生有很大影响,ERβ在健

康者乳腺中的表达水平高于ERα,但在乳腺癌细胞中

的表达水平下降[12]。NRIP1是多种核受体和转录因

子的转录共调节因子,其被鉴定为首批与ERα相互作

用的蛋白,是卵巢癌和乳腺癌细胞中雌激素信号传导

的重要转录辅助因子[13]。研究显示,NRIP1在结肠

癌中负向调节 Wnt/β-连环蛋白靶基因来抑制肿瘤生

长,在乳腺癌细胞系中可以与核转录因子E2F1直接

相互作用以调节细胞增殖,而抑制乳腺 癌 细 胞 中

NRIP1的表达,从而抑制肿瘤细胞的生长、增殖和侵

袭[14-15]。本研究结果显示,乳腺癌组织中 NRIP1的

阳性表达率高于癌旁组织,提示 NRIP1在乳腺癌患

者病灶组织中高表达,其可能成为乳腺癌早期筛查的

潜在指标。因此,本研究对 NRIP1表达水平与乳腺

癌临床病理特征的关系进行分析,发现 NRIP1表达

与组织学分级、临床分期、淋巴结转移、ER及 Ki-67
有关,进一步表明 NRIP1可能参与乳腺癌的恶性发

展。随后进一步分析了乳腺癌患者术后5年生存率,
结果显示乳腺癌组织中NRIP1阴性表达患者5年生

存率明显高于NRIP1阳性表达患者,表明NRIP1阳

性表达是乳腺癌患者预后不良的表现。
DUSP14与其他DUSP家族成员一致,包含一个

C-末端催化结构域,但它缺乏N-末端CH2结构域,是
一种非典型的DUSP[16]。DUSP14被广泛认为可以

磷酸化多种信号通路,如去磷酸化有丝分裂原活化蛋

白激酶(MAPKs),从而调节不同的生理过程,如细胞

凋 亡、组 织 损 伤 和 氧 化 应 激[16-17]。例 如,抑 制

DUSP14可以通过激活由活性氧产生调节的 MAPKs
信号通路加重心肌缺血/再灌注损伤[18]。在另一项研

究中发现,DUSP14在胰腺癌组织中高表达,且可能

是上皮间质转化过程的诱导剂[5],但其在乳腺癌和结

肠癌组织中早期低表达,充当抑癌基因,且能够被
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miR-155靶向下调来诱导乳腺癌细胞的转移和侵

袭[19-20]。本研究结果显示,乳腺癌组织中DUSP14的

阴性表达率高于癌旁组织,表明DUSP14在乳腺癌患

者的病灶组织中低表达。随后,本研究对DUSP14表

达水平与乳腺癌临床病理特征的关系进行分析,发现

DUSP14表达与组织学分级、临床分期、淋巴结转移

及Ki-67有关,提示DUSP14可能参与乳腺癌的恶性

发展。而进一步对乳腺癌患者术后5年生存率进行

分析,结果显示,乳腺癌组织中DUSP14阴性表达患

者生存率明显低于DUSP14阳性表达患者生存率,表
明DUSP14阴性表达是乳腺癌患者预后不良的表现。
然后本研究利用多因素Cox回归分析了乳腺癌患者

预后不良的影响因素,发现 NRIP1、临床分期及淋巴

结转移是影响乳腺癌患者预后不良的危 险 因 素,
DUSP14是患者预后不良的保护因素。由此可以推

测,NRIP1和DUSP14可以作为乳腺癌患者早期诊断

及预后评估的重要检测指标。
综 上 所 述,乳 腺 癌 组 织 中 NRIP1 高 表 达,

DUSP14低表达,且二者是乳腺癌患者预后不良的重

要指标,可能成为评估乳腺癌患者预后的潜在标志

物。但关于NRIP1和DUSP14在乳腺癌中的具体作

用机制还有待进一步深入研究。
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