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转录因子 ＲＦＸ１ 上调 ＦＺＤ２ 促进乳腺癌增殖、侵袭和转移

地里呼玛尔·吐鲁洪，王少华

　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨转录调节因子 Ｘ１（ＲＦＸ１）在乳腺癌中的表达及功能，探索其在乳腺癌中的调控机制。 　 方法　 通过实

时荧光定量 ＰＣＲ 检测乳腺癌及配对乳腺癌旁组织中 ＲＦＸ１ 的相对表达量；通过生物信息学、染色质免疫沉淀技术（ＣｈＩＰ）和荧光

素酶实验验证转录因子 ＲＦＸ１ 的靶基因；通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ、ＣＣＫ８、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 和划痕实验明确 ＲＦＸ１ 对乳腺癌增殖、侵袭、转移和上

皮⁃间质转化（ＥＭＴ）的影响。 　 结果　 ＲＦＸ１ 在乳腺癌组织中的表达高于癌旁正常组织 （Ｐ＜０􀆰 ０１），其表达水平与乳腺癌分期、类
型和淋巴结转移状态有关 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 体外实验结果表明 ＲＦＸ１ 促进乳腺癌细胞的增殖、迁移、转移和 ＥＭＴ 过程，差异具有统计

学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 生物信息学方法预测 ＲＦＸ１ 靶向调控 ＦＺＤ２，过表达 ＲＦＸ１ 使 ＦＺＤ２ 启动子区转录活性增强（Ｐ＜０􀆰 ０１）。 挽救

实验提示外源性下调 ＲＦＸ１ 后乳腺癌细胞的增殖、侵袭、迁移和上皮⁃间质转化被 ＦＺＤ２ 逆转，差异具有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　
结论　 ＲＦＸ１ 通过上调 ＦＺＤ２ 促进乳腺癌细胞的增殖、侵袭和转移。 这一发现为乳腺癌的治疗提供了新的思路和靶点。
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０　 引　 　 言

乳腺癌严重威胁女性健康。 据最新全球癌症

报告数据，乳腺癌已超过肺癌，成为总人群发病率
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最高的恶性肿瘤［１］。 预计 ２０２３ 年约有 ２２６ 万新发

病例，占所有恶性肿瘤的 １１􀆰 ７％［２⁃３］。 虽然乳腺癌

治疗手段逐年多样化，但个别乳腺癌患者对治疗依

然不敏感，成为了科学界的难题。 因此有必要深入乳

腺癌的发生发展机制，为乳腺癌患者提高生活质量，
延长生存期提供可能。 癌症是一个多步骤过程，其中

转录因子（ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ，ＴＦ）可以参与细胞增

殖、存活、代谢、侵袭和转移等过程［４］。 转录调节因子

Ｘ１（ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｆａｃｔｏｒ Ｘ１，ＲＦＸ１） 作为 ＲＦＸ 家族成员之

一，通过称为 Ｘ⁃ｂｏｘ 的 ＤＮＡ 序列基序调节其靶基因。
它编码的转录因子包含五个保守域，通过与靶基因上

游的 ＲＦＸ１ 结合序列结合调控基因的表达［５］。 ＲＦＸ１
是八个家族成员中最早发现的一个，并且在许多癌症

中发挥致癌作用［６⁃７］。 ＲＦＸ１ 既可以作为分子标志物

早期预测癌症的发生，也可能作为重要的分子靶点成

为潜在的靶向治疗的靶标。 但是其在乳腺癌中的功

能以及调控肿瘤生物学行为的机制仍不明确。 本研

究通过一系列体外实验检测 ＲＦＸ１ 在乳腺癌细胞系

和组织中的表达，分析其在乳腺癌细胞系中的生物学

功能，并探讨其在肿瘤发生发展过程中的调控机制。
本研究以 ＲＦＸ１ 基因为例，深入探讨 ＲＦＸ１ 在乳腺癌

进展中的作用及机制。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 组织标本　 选取东部战区总医院普通外科甲

状腺乳腺疾病治疗中心 ２０１９－２０２０ 年间 ３５ 对乳腺

癌及配对乳腺癌旁组织用于 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验。 本实

验 已 通 过 医 院 伦 理 委 员 会 批 准 （ 批 准 号：
２０２２ＤＺＳＫＴ⁃０２６）。
１􀆰 ２　 实验细胞系　 人乳腺癌细胞 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和

ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞购自上海细胞研究所。 两种细胞系都

在含有 １０％血清的 ＤＭＥＭ 高糖培养基中，放入 ３７
℃、５％ＣＯ２的细胞培养箱中进行培养。
１􀆰 ３　 ｓｉＲＮＡ 构建及细胞转染　 特异性抑制卷曲蛋

白 ２（Ｆｒｉｚｚｌｅｄ２，ＦＺＤ２）表达的小干扰 ＲＮＡ 由广州锐

博生物科技有限公司合成。 利用 ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｃ３０００
转染小干扰 ＲＮＡ。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证蛋白干扰

水平，通过 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 验证 ＲＮＡ 干扰水平。 ｓｉＲＮＡ
序列： ｓｉ⁃ＦＺＤ２⁃１ 为 ＣＡＴＣＣＴＡＴＣＴＣＡＧＣＴＡＣＡＡ， ｓｉ⁃
ＦＺＤ２⁃２ 为 ＣＣＡＴＣＡＴＧＣＣＣＡＡＣＣＴＴＣＴ。
１􀆰 ４　 细胞 ＲＮＡ 提取及 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 　 利用 Ｔｒｉｚｏｌ 法
提取细胞 ＲＮＡ，ＲＮＡ 逆转录反应以及实时定量 ＰＣＲ
根据 ＴＡＫＡＲＡ 试剂盒说明书进行。 最后根据扩增

曲线得到 Ｃｔ 值，用相对表达量 ＝ ２＾（－△△Ｃｔ） 公式计算

ＲＦＸ１ 的相对表达量。
１􀆰 ５ 　 细 胞 蛋 白 提 取 和 蛋 白 质 免 疫 印 迹

（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ） 　 ＲＩＰＡ ∶ＰＭＳＦ ∶Ｃｏｃｋｔａｉｌ ＝ １００ ∶１ ∶１配置

裂解液提取细胞蛋白，ＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量。
电泳结束后用转至 ＰＶＤＦ 膜，并用 ５％的牛奶封闭 ２
ｈ。 后一抗 ４ ℃摇床过夜，第 ２ 天洗膜后二抗室温孵

育 １ ｈ，并用 ＥＣＬ 发光仪进行显影。 ＩｍａｇｅＪ 软件定

量分析条带的灰度值之比。
１􀆰 ６　 ＣＣＫ８ 实验　 转染质粒的 ２４ ｈ 后，将细胞消

化后铺至 ９６ 孔板，并且分别在接种后的 ２４、４８、７２、
９６、１２０ ｈ 的时间点处加入 １０ μＬＣＣＫ⁃８ 后，用酶标

仪检测每孔在 ＯＤ４５０ ｎｍ 处的吸光值。
１􀆰 ７　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验 　 将转染后的细胞消化后，并
调整细胞密度，在小室上室加入 ２００ μＬ 细胞悬液，
下室加入 ７５０ μＬ 含 ２０％ＦＢＳ 的培养基，培养 ４８ ｈ
后甲醇固定，结晶紫染色并风干后拍照保存。
１􀆰 ８　 细胞划痕实验　 质粒转染至细胞后，待细胞密

度达到 ９０％时，用枪头在六孔板中垂直划线。 分别

在 ０ ｈ 和 ４８ ｈ 后将细胞取出并拍照并保存，Ｉｍａｇｅ Ｊ
测量细胞迁移距离。
１􀆰 ９　 染色质免疫沉淀技术（ＣｈＩＰ） 　 将多聚甲醛用

培养基稀释至终浓度为 １％，加入 １２５ ｍＭ Ｇｌｙｃｉｎｅ
中和固定液后，以 １００ ∶１ ∶１的比例加入 ＰＢＳ ∶蛋白酶

抑制剂 ∶磷酸酶抑制剂，将细胞刮下并转移至 ＥＰ 管

中，进行细胞交联固定。 随后超声断裂染色质，将
超声好的染色质取出目的样品体积的 １０％作为

ｉｎｐｕｔ，放于－８０ ℃保存，待下一步实验；９００ μＬ Ｄｉｌｕ⁃
ｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ＋１００ μＬ 超声后的染色质＋５ μｇ 抗体，４ ℃
旋转孵育过夜；每份样品中加入 ５０ μＬ 磁珠，旋转孵

育３ ｈ后取出；最后解交联以及 ＤＮＡ 纯化，并行 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 检 测。 ＦＺＤ２ 序 列 如 下： ＦＺＤ２⁃ｐｒｏｍｏｔｅｒ
（ｆｏｒｗａｒｄ）：ＧＧＡＡＴＡＧＧＴＧＧＧＧＴＴＣＧＡＧＧ；ＦＺＤ２⁃ｐｒｏ⁃
ｍｏｔｅｒ（ｒｅｖｅｒｓｅ）：ＣＣＧＧＧＡＴＴＴＣＴＣＣＧＧＡＧＴＴＧ。
１􀆰 １０　 双荧光素酶基因报告实验 　 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞

１０ ０００ ／孔（９６ 孔板）每组 ３ 个平行铺板培养 １２ ｈ
后，荧光素酶报告质粒（０􀆰 １ μｇ ／孔）和过表达质粒

（０􀆰 １ μｇ ／孔）与 ０􀆰 ５ μＬ ｌｉｐｏ２０００ 混匀，转染，培养 ４８
ｈ 后加入 １００ μＬ 溶解的荧光素酶底物，反应 ５ ｍｉｎ；
孔板放入酶标仪后 ５６０ ｎｍ 处读数。
１􀆰 １１　 生物信息学 　 ＬＡＳＡＧＮＡ 和 ＨｕｍａｎＴＦＤＢ 数

据库 检 索 ＦＺＤ２ 上 游 潜 在 的 转 录 因 子 ＲＦＸ１；
ＵＡＬＣＡＮ 和 ＯＮＣＯＭＩＮＥ 数据库检索 ＲＦＸ１ 在人乳

腺癌 组 织 中 的 表 达 与 生 存 的 相 关 性； ＧＥＰＩＡ
（ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｇｅｐｉａ􀆰 ｃａｎｃｅｒ⁃ｐｋｕ􀆰 ｃｎ ／ ｉｎｄｅｘ􀆰 ｈｔｍｌ ） 数 据 库，
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检索 ＢＲＣＡ 中 ＦＺＤ２ 与 ＲＦＸ１ 的 相 关 性， 使 用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 秩相关检验进行分析。
１􀆰 １２　 统计学分析　 所有实验为 ３ 次独立重复实验

得出结果。 使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件及ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０
软件统计分析数据，３ 次实验结果以均数±标准差

（􀭰ｘ±ｓ）表示。 采用配对 ｔ 检验对比两组之间表达量

的差异；采用卡方检验分析临床病理资料与高低表

达分组之间的相关性。 以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异具有统

计学意义。

２　 结　 　 果

２􀆰 １　 ＲＦＸ１ 在乳腺癌中高表达，提示预后差　 ＵＡＬ⁃
ＣＡＮ 和 ＯＮＣＯＭＩＮＥ 数据库检测 ＲＦＸ１ 在乳腺癌和

癌旁组织的表达结果提示，相比于癌旁组织，乳腺

癌组织中 ＲＦＸ１ 表达增加，见图 １ａ、ｂ。 随后用 ｑＲＴ⁃
ＰＣＲ 在 ３５ 对乳腺癌及癌旁组织中测得 ＲＦＸ１ 的表

达情况，结果显示，在 ＲＦＸ１ 在乳腺癌组织中高表

达，见图 １ｃ。 ＵＡＬＣＡＮ 数据库检测 ＲＦＸ１ 在不同亚

型乳腺癌中的表达情况，结果提示，相比于正常乳

腺组织，ＲＦＸ１ 在不同分期、不同亚型的乳腺癌、不
同淋巴结转移中表达明显增加，见图 １ｄ⁃ｆ。 通过在

线数据库验证 ＲＦＸ１ 与患者生存的关系结果提示，
不同亚型和不同绝经状态的乳腺癌患者中 ＲＦＸ１ 表

达与不良预后相关 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），见图 １ｇ、ｈ。 因此

ＲＦＸ１ 在乳腺癌中高表达并且高表达 ＲＦＸ１ 基因的

患者预后较差。

ａ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库检测 ＲＦＸ１ 在乳腺癌组织（ｎ＝１２５）和癌旁组织（ｎ＝１８）的表达；ｂ：ＯＮＣＯＭＩＮＥ 数据库检测 ＲＦＸ１ 在乳腺癌组织（ｎ＝ ３８）

和癌旁组织（ｎ＝３）的表达；ｃ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测在 ３５ 对乳腺癌和癌旁组织中 ＲＦＸ１ 的表达；ｄ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库对Ⅰ期（ｎ＝ １８３）、Ⅱ期（ｎ＝ ６１５）、

Ⅲ期（ｎ＝２４７）以及Ⅳ期（ｎ＝２０）乳腺癌与正常乳腺癌组织（ｎ ＝ １１４）中 ＲＦＸ１ 的表达进行比较；ｅ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库对 Ｌｕｍｉｎａｌ 型（ｎ ＝ ５６６）、

ＨＥＲ２ 型（ｎ＝３７）以及三阴性（ｎ＝１１６）乳腺癌与正常乳腺癌组织（ｎ＝１１４）中 ＲＦＸ１ 的表达进行比较；ｆ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库对 Ｎ０（ｎ＝ ５１６）、Ｎ１

（ｎ＝３６２）、Ｎ２（ｎ＝１２０）以及 Ｎ３（ｎ＝７７）中分别与正常乳腺癌组织（ｎ＝１１４）中 ＲＦＸ１ 的表达进行比较；ｇ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库分析不同亚型乳腺

癌患者 ＲＦＸ１ 的表达与预后的相关性；ｈ：ＵＡＬＣＡＮ 数据库分析不同绝经水平乳腺癌患者 ＲＦＸ１ 的表达与预后的相关性

误差线表示标准差，由 ３ 次重复实验得出，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１

图 １　 ＲＦＸ１ 在乳腺癌组织中的表达情况与预后相关性
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２􀆰 ２　 ＲＦＸ１ 促进乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭　 为

进一步研究 ＲＦＸ１ 在乳腺癌中的生物学功能，外源

性下调 ＲＦＸ１ 表达，并且采用 ＣＣＫ⁃８ 实验评估 ＲＦＸ１
表达对乳腺癌细胞活力的影响，结果显示，在 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞中，干扰 ＲＦＸ１ 表达后，ｓｉ⁃
ＲＦＸ１⁃１ 和 ｓｉ⁃ＲＦＸ１⁃２ 组的细胞活力均降低，与对照

组相比具有显著统计学差异，见图 ２ａ。 为进一步探

究 ＲＦＸ１ 在乳腺癌中的生物学功能，利用划痕实验

检测 ＲＦＸ１ 下调后乳腺癌细胞迁移能力的改变，结
果显示，ＲＦＸ１ 下调后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细

胞的迁移能力受到抑制，见图 ２ｂ。 为进一步探究

ＲＦＸ１ 在乳腺癌中的生物学功能，利用 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实
验检测 ＲＦＸ１ 下调后乳腺癌细胞侵袭能力的改变，
结果显示，ＲＦＸ１ 下调后，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３
细胞的侵袭能力受到抑制，见图 ２ｃ。 为验证 ＲＦＸ１
在上皮⁃间质转化中的作用，在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃
ＢＲ⁃３ 细胞中外源性下调 ＲＦＸ１ 后，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ
测得 ＥＭＴ 相关蛋白表达情况，结果提示，干扰 ＲＦＸ１
表达后，Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 表达水平提高，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍ⁃
ｅｎｔｉｎ 表达水平下降，提示 ＲＦＸ１ 在乳腺癌细胞系中

促进上皮⁃间质转化，见图 ２ｄ。

ａ：干扰 ＲＦＸ１ 表达抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞活力；ｂ：干扰 ＲＦＸ１ 表达抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞迁移能力；ｃ：干扰

ＲＦＸ１ 表达抑制 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞侵袭力；ｄ：在 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞系中 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测干扰 ＲＦＸ１ 表达后 Ｅ⁃

ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ 的表达情况

误差线表示标准差，由 ３ 次重复实验得出，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１、∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ２　 下调 ＲＦＸ１ 后乳腺癌细胞增殖、侵袭和迁移能力的变化
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２􀆰 ３　 ＲＦＸ１ 是调控 ＦＺＤ２ 的关键转录因子　 ＬＡＳＡ⁃
ＧＮＡ 和 ＨｕｍａｎＴＦＤＢ 预测交集得到 ＲＦＸ１ 下游潜在

的靶基因，筛选得到 ＦＺＤ２ 可能是 ＲＦＸ１ 转录调控的

关键分子，见图 ３ａ。 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 实验结果提示在 ＳＫ⁃
ＢＲ⁃３ 和 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 乳腺癌细胞系中分别外源性

下调 ＲＦＸ１ 后，ＦＺＤ２ 表达水平显著降低，见图 ３ｂ。
ＷＢ 实验检测到下调 ＲＦＸ１ 表达后，ＦＺＤ２ 表达水平

明显降低，见图 ３ｃ。 ＧＥＰＩＡ 数据库提示 ＲＦＸ１ 与

ＦＺＤ２ 正相关， 见图 ３ｄ。 ＬＡＳＡＧＮＡ 数据库提示

ＲＦＸ１ 在 ＦＺＤ２ 启动子区有潜在的结合位点，见图

３ｅ。 ＣｈＩＰ 实验验证 ＲＦＸ１ 对于 ＦＺＤ２ 的转录调控作

用，结果提示 ＲＦＸ１ 能够调控 ＦＺＤ２ 启动子的转录，
见图 ３ｆ。 双荧光素酶基因报告实验检测过表达

ＲＦＸ１ 的细胞在转染 ＦＺＤ２ 的野生型和突变型质粒

后的改变，结果显示，过表达 ＲＦＸ１ 后对 ＦＺＤ２ 启动

子的转录活性增强，见图 ３ｇ。 因此认为 ＲＦＸ１ 可能

是 ＦＺＤ２ 上游调控的潜在转录因子。

２􀆰 ４　 ＦＺＤ２ 逆转 ＲＦＸ１ 对乳腺癌细胞的恶性生物

学行为　 功能回复实验结果显示，同时外源性下调

ＲＦＸ１ 和下调后过表达 ＦＺＤ２，ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃
ＢＲ⁃３ 细胞的增殖能力与单纯 ＲＦＸ１ 下调相比，显著

增加，见图 ４ａ。 采用划痕实验评估 ＲＦＸ１ 对乳腺腺

癌细胞迁移能力的改变是否受 ＦＺＤ２ 的影响。 功能

回复实验结果显示，外源性下调 ＲＦＸ１ 后过表达

ＦＺＤ２，挽救了 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细 胞 中

ＲＦＸ１ 造成的迁移能力的抑制，见图 ４ｂ。 采用 Ｔｒａｎ⁃
ｓｗｅｌｌ 实验评估 ＲＦＸ１ 对乳腺腺癌细胞侵袭能力的

改变是否受 ＦＺＤ２ 的影响。 功能回复实验结果显

示，外源性下调 ＲＦＸ１ 后过表达 ＦＺＤ２，挽救了 ＭＤＡ⁃
ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞中 ＲＦＸ１ 造成的侵袭能力

的抑制，见图 ４ｃ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ 实验检测转染 ＲＦＸ１
小干扰 ＲＮＡ 和 ＦＺＤ２ 过表达载体的 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１
细胞，结果显示外源性下调 ＲＦＸ１ 后乳腺癌细胞上

皮⁃间质转化能力被 ＦＺＤ２ 逆转，见图 ４ｄ，说明 ＲＦＸ１
能靶向调控 ＦＺＤ２，促进上皮间质转化。

ａ：ＬＡＳＡＧＮＡ 和 ＨｕｍａｎＴＦＤＢ 预测交集得到潜在的 ＲＦＸ１ 靶向基因 ＦＺＤ２；ｂ：ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 中外源性下调 ＲＦＸ１
后 ＦＺＤ２ 的表达；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 检测 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 中外源性下调 ＲＦＸ１ 后 ＦＺＤ２ 的表达；ｄ：ＧＥＰＩＡ 数据库提示 ＲＦＸ１ 与 ＦＺＤ２
表达呈正相关：ｅ：ＬＡＳＡＧＮＡ 数据库预测 ＲＦＸ１ 与 ＦＺＤ２ 潜在的结合位点；ｆ：ＣｈＩＰ 实验验证 ＲＦＸ１ 通过作用于 ＦＺＤ２ 启动子，调控 ＦＺＤ２ 的

表达；ｇ：双荧光素酶报告实验中观察过表达 ＲＦＸ１ 对 ＦＺＤ２ 启动子转录活性的影响

误差线表示标准差，由 ３ 次重复实验得出，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１、∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１
图 ３　 ＲＦＸ１ 是 ＦＺＤ２ 上游的转录因子
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ａ：ＲＦＸ１ 通过抑制 ＦＺＤ２ 从而抑制 ＭＡＤ⁃ＭＢ⁃２３１ 和 ＳＫ⁃ＢＲ⁃３ 细胞增殖；ｂ：ＦＺＤ２ 可逆转 ＲＦＸ１ 对乳腺癌细胞迁移的抑制；ｃ：ＦＺＤ２ 可逆转

ＲＦＸ１ 对乳腺癌细胞侵袭的抑制；ｄ：ＦＺＤ２ 可逆转 ＲＦＸ１ 对乳腺癌细胞的上皮⁃间质转化能力

误差线表示标准差，由 ３ 次重复实验得出，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１、∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１

图 ４　 ＦＺＤ２ 逆转 ＲＦＸ１ 诱导的乳腺癌细胞增殖迁移和侵袭和 ＥＭＴ

３　 讨　 　 论

乳腺癌的发展是一个多步骤过程，需要转录因子

的表达或激活来维持其生长和存活［８］。 迄今为止报

道的许多转录因子对致癌作用至关重要。 他们可以

调节参与多种致癌事件，包括增殖、存活、代谢、侵袭

和转移［９］。 研究发现，ＲＦＸ１ 作为 ＲＦＸ 家族成员之

一，其在细胞周期和 ＤＮＡ 修复、细胞分化以及与肿瘤

的发生、发展等过程中发挥着重要的作用［１０⁃１２］。
ＲＦＸ１ 已被证明能够调控癌基因和抑癌基

因［５］。 它能通过诱导癌症干细胞的分化，使癌细胞

对化疗形成敏感性。 有学者发现，ＲＦＸ１ 作为 ＣＤ４４
表达的负调控因子，在胶质母细胞瘤中发挥重要作

用［１３］。 最新研究结果显示，ＲＦＸ１ 在肝癌细胞中过

表达可以激活蛋白络氨酸磷酸酶（ＳＨＰ１），而 ＳＨＰ１
是转录激活因子 ＳＴＡＴ３ 的关键负调控因子，它可以

通过降低 ＳＴＡＴ３ 的活性来抑制肝癌细胞的生长。
另外，凋亡诱导因子 ＳＣ２００１ 可以激活肝癌细胞

ＲＦＸ１ 表达，进而激活 ＳＨＰ１ 转录，激活的 ＳＨＰ１ 导

致 ｐ⁃ＳＴＡＴ３ 和 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白家族成员 Ｍｃｌ⁃１ 表达下调，
从而诱导肝癌细胞自噬死亡［１４］。 本研究发现 ＲＦＸ１
在乳腺癌中高表达，并且高表达的 ＲＦＸ１ 与患者
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不良预后相关。 这些结果说明，ＲＦＸ１ 在乳腺癌中

作为癌基因发挥作用。
本研究中，我们首次发现 ＲＦＸ１ 促进乳腺癌细

胞增殖、侵袭和转移。 Ｌｉｕ 等［１５］ 发现在肝癌组织中

ＲＦＸ１ 表达下调，并且促进了肝癌细胞侵袭。 ＲＦＸ１
还通过下调 ＣＤ４４ 表达来阻止多种胶质母细胞瘤细

胞系的转移［１６］。 虽然在大多数情况下，ＲＦＸ１ 充当

转移的负调节因子，但据报道，与其亲本细胞系相

比，ＲＦＸ１ 在转移性卵巢癌细胞系 ＨＯ⁃８９１０ＰＭ 中的

转录活性增加，表明 ＲＦＸ１ 在癌症转移中的积极作

用［１７］。 说明 ＲＦＸ１ 在不同肿瘤中发挥不同功能。
本研究结果发现， ＲＦＸ１ 促进乳腺癌细胞的

ＥＭＴ 过程。 一项纳入肝癌患者的队列研究表明，
ＲＦＸ１ 低表达的患者会促进 ＥＭＴ 过程［１５］。 另外在

头颈部癌细胞系中敲除 ＲＦＸ１ 会导致 ＨＤＡＣ１ 和

ＳＵＶ３９Ｈ１ 在 ＭＣＰ１ 启动子区募集，使其表达增加，
从而诱导 ＥＭＴ 和细胞迁移［１８］。 在乳腺癌细胞系

ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃４６８ 和 ＭＣＦ⁃７ 中，ＩＬ⁃６ ／ ＳＴＡ３ 通路通过上

调 ＴＧＦ⁃β 在 ＥＭＴ 中发挥关键作用［１９］，这与本研究

结果一致。 为了进一步探索 ＲＦＸ１ 内在的转录调控

机制，我们通过生物信息学以及荧光素酶报告实验

提示 ＲＦＸ１ 的下游靶基因为 ＦＺＤ２。 在前期研究中，
我们发现 ＦＺＤ２ 在乳腺癌中高表达并且与乳腺癌患

者不良预后相关［２０］。 进一步实验提示，ＲＦＸ１ 是

ＦＺＤ２ 的上游转录因子，并且乳腺癌细胞中 ＲＦＸ１ 与

ＦＺＤ２ 正相关。
本研究有一些不足之处。 首先，样本量相对较

小，因此可能限制了结果的普适性。 其次，本研究

主要在乳腺癌细胞系中进行，未来需要在动物模型

中进一步验证。 此外，还需要深入探究 ＲＦＸ１ 在乳

腺癌中的其他可能靶基因和其具体的作用机制。
综上所述，本研究首次发现在乳腺癌细胞系中

ＲＦＸ１ 高表达并结合 ＦＺＤ２ 启动子区调控其转录，另
外 ＲＦＸ１ 通过调控 ＦＺＤ２ 促进乳腺癌细胞的增殖、迁
徙、侵袭和 ＥＭＴ 过程，因此靶向 ＲＦＸ１ 可能为改善

乳腺癌患者预后提供理论依据。
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ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ：ａｎ ｏｖｅｒｖｉｅｗ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ
Ｉｎｔ，２０２２，２２（１）：７１．

［１９］ 　 Ｃｈａｔｔｏｐａｄｈｙａｙ Ｉ， Ａｍｂａｔｉ Ｒ， Ｇｕｎｄａｍａｒａｊｕ Ｒ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ｔｈｅ
Ｃｒｏｓｓｔａｌｋ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃Ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
Ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ Ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ ］ ． Ｍｅｄｉａｔｏｒｓ Ｉｎｆｌａｍｍ， ２０２１􀆰 ｄｏｉ：
１０􀆰 １１５５ ／ ２０２１ ／ ９９１８３７９．

［２０］ 　 Ｔｕｌｕｈｏｎｇ Ｄ，Ｃｈｅｎ Ｔ，Ｗａｎｇ Ｊ，ｅｔ ａｌ． ＦＺＤ２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＴＧＦ⁃ｂｅｔａ⁃ｉｎ⁃
ｄｕｃｅｄ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｔｏ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｖｉａ
ａｃｔｉｖａｔｉｎｇ ｎｏｔｃｈ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ［ Ｊ］ ．Ｃａｎｃｅｒ Ｃｅｌｌ Ｉｎｔ，２０２１，２１
（１）：１９９．
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