
晓、医务人员及服务对象满意度等;不仅涵盖了人员

机构、服务内容、服务质量、健康状况等其他研究常用

指标,还纳入了服务需求、能力提升、问题发现与改进

等过程指标;不仅包含了孕产妇系统管理、住院分娩

等成熟推广的服务内容,还融入了孕产妇心理健康评

估及干预、分娩镇痛等具有发展需求和前景的服务内

容。 因此,指标体系能够较好地发挥评价和引导作

用,适用于当前国情下、以区域为对象的孕产期健康

服务能力评价工作。 在使用过程中,不同地区需要结

合经济发展水平、妇幼健康服务水平等具体情况明确

指标的评价标准和指标信息采集方式。
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PITX1、miR - 556 - 3p 在乳腺癌肝转移中的表达研究

杨 　 硕 　 郭 　 满 　 张 　 浩

摘 　 要 　 目的 　 探究垂体同源框配对同源域转录因子 1 ( pituitary homeobox paired homeodomain transcription 1, PITX1)、
miR - 556 - 3p 在乳腺癌肝转移中的表达。 方法 　 以 2019 年 6 月 ~ 2021 年 6 月在笔者医院诊治的 142 例乳腺癌患者为研究对

象,其中 64 例乳腺癌肝转移患者为转移组,78 例未发生肝转移患者为未转移组。 采用免疫组化法检测 PITX1 表达。 采用实时荧

光定量 PCR(qRT - PCR)法检测组织中 PITX1mRNA、miR - 556 - 3p 的表达量。 Pearson 相关性分析 PITX1 与 miR - 556 - 3p 的关

系。 多因素 Logistic 回归分析影响乳腺癌患者发生肝转移的危险因素。 ROC 曲线分析 PITX1、miR - 556 - 3p 对乳腺癌患者发生

肝转移的预测价值。 结果 　 乳腺癌肝转移组和未转移组患者 TNM 分期、淋巴结转移、组织学分级、病理类型比较,差异有统计学

意义(P < 0. 05)。 转移组患者 PITX1 阳性表达率 32. 81% 显著低于未转移组 65. 38% (P < 0. 05)。 与未转移组比较,转移组患者

组织 PITX1mRNA 水平显著降低(P < 0. 05),miR - 556 - 3p 水平显著升高(P < 0. 05)。 Pearson 相关性分析结果显示,PITX1 与

miR - 556 - 3p 呈显著负相关( r = - 0. 436,P < 0. 001)。 多因素 Logistic 回归分析显示,组织学分级 3 ~ 4 级、PITX1 阴性是乳腺癌

患者发生肝转移的危险因素 ( P < 0. 05)。 受试者工作特征 ( receiver operator characteristic,ROC) 曲线结果显示,PITX1、miR -
556 - 3p 联合预测乳腺癌患者发生肝转移的曲线下面积 ( area under the curve,AUC) 为 0. 926 (敏感度为 90. 6% ,特异性为

82. 1% )。 结论 　 PITX1、miR - 556 - 3p 在乳腺癌肝转移患者中表达异常,二者与肝转移的发生存在密切关系,且对乳腺癌患者

发生肝转移具有一定的预测价值。
关键词 　 垂体同源框配对同源域转录因子 1　 miR - 556 - 3p　 乳腺癌肝转移
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Expression of PITX1 and miR - 556 - 3p in Breast Cancer Liver Metastasis. 　 YANG Shuo, GUO Man, ZHANG Hao. Nanyang Central
Hospital,Henan 473000,China
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Abstract　 Objective　 To investigate the expression of pituitary homeobox paired homeodomain transcription 1 (PITX1) and miR -
556 - 3p in breast cancer liver metastasis. Methods　 A total of 142 breast cancer patients who were diagnosed and treated in our hospital
from June 2019 to June 2021 were collected as the research objects, of which 64 patients with liver metastasis from breast cancer were in
the metastasis group, and 78 patients without liver metastasis were in the non - metastasis group. Immunohistochemistry was performed to
measure the expression of PITX1. Quantitative real - time PCR ( qRT - PCR) was performed to measure the expression levels of
PITX1mRNA and miR - 556 - 3p in tissues. Pearson correlation was used to analyze the relationship between PITX1 and miR - 556 - 3p.
Multivariate Logistic regression was used to analyze risk factors for liver metastasis in breast cancer patients. ROC curve was used to ana-
lyze the predictive value of PITX1 and miR - 556 - 3p for liver metastasis in breast cancer patients. Results　 There were significant differ-
ences in TNM stage, lymph node metastasis, histological grade and pathological type between the breast cancer liver metastasis group and
the non - metastasis group (P < 0. 05) . The positive expression rate of PITX1 in the metastatic group was 32. 81% , which was obviously
lower than that in the non - metastatic group (65. 38% ) (P < 0. 05) . Compared with the non - metastatic group, the PITX1 mRNA level
in the metastatic group was obviously decreased (P < 0. 05), and the level of miR - 556 - 3p was obviously increased (P < 0. 05) . The
results of Pearson correlation analysis showed that PITX1 was obviously negatively correlated with miR - 556 - 3p ( r = - 0. 436, P <
0. 001) . Multivariate Logistic regression analysis showed that histological grades 3 - 4 and PITX1 negativity were risk factors for liver me-
tastasis in breast cancer patients (P < 0. 05) . The ROC curve results showed that the area under the curve ( AUC) of PITX1 combined
miR - 556 - 3p to predict liver metastasis in breast cancer patients was 0. 926 ( sensitivity: 90. 6% , specificity: 82. 1% ) . Conclusion
PITX1 and miR - 556 - 3p are abnormally expressed in breast cancer patients with liver metastases. They are closely related to the occur-
rence of liver metastases, and have certain predictive value for liver metastases in breast cancer patients.

Key words　 Pituitary homeobox paired homeodomain transcription 1; miR - 556 - 3p; Breast cancer liver metastasis

　 　 据 2020 年癌症统计数据显示,乳腺癌转移是肿

瘤患者死亡的主要原因,其转移部位多为骨、肝脏、
脑、肺脏等 [1] 。 对于发生肝转移的患者,若未得到及

时治疗其生存期仅为 4 ~ 8 个月,得到治疗的乳腺癌

肝转移患者生存期也仅为 18 ~ 24 月 [2] 。 随着生物技

术的不断进步,靶向治疗成为近年来乳腺癌肝转移诊

治的热点,本研究旨在为乳腺癌肝转移的早期诊治提

供可靠的理论依据。
垂体同源框配对同源域转录因子 1( pituitary ho-

meobox paired homeodomain transcription 1, PITX1)在
成年垂 体 细 胞 分 化 以 及 肢 体 发 育 中 发 挥 重 要 作

用 [3] 。 此外,在肿瘤的发生、发展中作为抑癌基因,
与胃癌、乳腺癌等多种肿瘤有关 [4,5] 。 微小 RNA(mi-
croRNA,miRNA)是一类由 21 ~ 25nt 组成的非编码小

RNA,可参与细胞增殖、分化、凋亡等重要生理过程,
miRNA 在多种人类肿瘤中上调,作为肿瘤生物学标

志物发挥作用 [6] 。 miR - 556 - 3p 是 miRNA 新的一

员,有研究表明,乳腺癌细胞中 miR - 556 - 5p 水平

较正常乳腺上皮细胞显著上调,其机制可能为 miR-
NA - 556 调控 SLC43A3 表达,从而促使乳腺癌发生

侵袭迁徙 [7] 。 目前关于 PITX1、miR - 556 - 3p 在乳

腺癌肝转移中共同作用的研究甚少。 因此,本研究通

过探究 PITX1、miR - 556 - 3p 在乳腺癌肝转移中的

表达,旨在为乳腺癌肝转移的早期诊断提供参考

依据。

资料与方法

1. 一般资料:以 2019 年 6 月 ~ 2021 年 6 月在笔

者医院诊治的 142 例乳腺癌患者为研究对象,≤35
岁 59 例, > 35 岁 83 例;TNM 分期:Ⅰ ~ Ⅱ期 79 例,
Ⅲ ~ Ⅳ期 63 例;原发侧:左侧 75 例,右侧 67 例;发生

淋巴结转移 81 例,未发生淋巴结转移 61 例;组织学

分级:1 级 37 例,2 级 49 例,3、4 级 56 例;肿瘤直径:
< 2cm 39 例,2 ~ 5cm 61 例, > 5cm 42 例。 孕激素受

体(progesterone receptor,PR)阳性 86 例,阴性 56 例;
雌激素受体 ( estrogen receptor,ER)阳性 91 例,阴性

51 例;人表皮生长因子受体 - 2 ( human epidermal
growth factor receptor - 2,Her - 2)阳性 53 例,阴性 89
例;浸润性导管癌 87 例,非浸润性导管癌 55 例。 其

中,64 例乳腺癌肝转移患者为转移组,78 例乳腺癌未

发生肝转移患者为未转移组。 纳入标准:①经影像学

检查显示为乳腺癌肝转移;②近 3 个月未接受过放、
化疗及内分泌治疗;③预计生存期 > 3 个月;④病历

资料完整。 排除标准:①合并其他恶性肿瘤;②发生

其他器官转移;③患有传染性疾病;④不积极配合治

疗者。 本研究经患者及家属签署知情同意书,且经笔

者医院医学伦理学委员会批准(伦理审批号:SOP -
IRB - KYLW - 007)。

2. 主要试剂与仪器:兔抗人 PITX1 抗体购自上海

群己生物科技有限公司;山羊抗兔 lgG H&L(HRP)购
自美国 SanatCurz 公司;二氨基联苯胺( diaminobenzi-
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dine,DAB)显色试剂盒购自艾美捷科技有限公司;Tr-
izol 试剂购自爱必信 (上海) 生 物 科 技 有 限 公 司;
RNA 逆转录试剂盒购自上海研卉生物科技有限公

司;miScript SYBR® Green qPCR kit 试剂盒购自上海

恒斐生物科技有限公司;引物由苏州金唯智生物科

技有限公司合成;PCR 仪购自上海净信实业发展有

限公司。
3. 样品采集:在手术过程中采集各患者癌组织并

浸泡于无液氮 RNA 样品组织保存液中, - 80℃ 条件

下保存备用。
4. 免疫组化法检测各组织 PITX1 蛋白水平:首先

组织固定利用 10% 的甲醛进行,石蜡常规包埋、切片

(4μm)。 对 切 片 脱 蜡、 水 化、 封 存。 一 抗 兔 抗 人

PITX1 抗体在 4℃条件下过夜孵育,二抗采用山羊抗

兔 lgG 在 37℃条件下孵育 30min。 DAB 显色、苏木精

复染,进一步脱水、封片、镜检。

5. 结果评定:PITX1 蛋白表达采用半定量评定方

法,染色指数( staining index, SI)为染色强度与阳性

细胞比例的乘积,SI 评分为 0 ~ 9 分,染色强度:无染

色记 0 分,浅黄色即弱染色记 1 分,黄褐色即中染色

记 2 分,棕褐色即强染色记 3 分;阳性细胞比例:
< 25% 记 0 分,25% ~ 50% 记 1 分,51% ~ 75% 记 2
分, > 75% 记 3 分。 由 3 名专业人员评分后取其平均

值,其中 SI≤4 分为阴性,SI > 4 分为阳性。
6. 两组患者 PITX1mRNA、miR - 556 - 3p 水平检

测:在各样本中加入 Trizol 试剂提取总 RNA,并检验

RNA 纯度是否符合试验标准。 将 RNA 反转录为 cD-
NA,按照 miScript SYBR® Green qPCR kit 试剂盒说明

书行 qRT - PCR 反应,qRT - PCR 反应:95℃ 1min,
55℃ 30s 和 72℃ 45s,30 个循环,PITX1mRNA、miR -
556 - 3p 分别以 GAPDH、U6 为内参,相对表达量采

用 2 - ΔΔct计算,详见表 1。

表 1　 qRT - PCR 引物序列

基因名称 正向引物(5′→3′) 反向引物(5′→3′)
PITX1mRNA ATGGACGCCTTCAAGGGGGGC TGCAACTGCTGGCTTGTGAAG

GAPDH CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC
miR - 556 - 3p GGGGTGTAAACATCCTCGACTG ATTGCGTGTCGTGGAGTCG

U6 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT CGCTTCAGAATTTGCGTGTCAT

　 　 7. 统计学方法:应用 SPSS 23. 0 统计学软件对数

据进行处理分析。 计量资料以均数 ± 标准差( x ± s)
表示,两组样本比较行 t 检验;计数资料以例数(百分

比) [ n(% )]表示,并进行 χ2 检验。 Pearson 相关性

分析 PITX1 与 miR - 556 - 3p 的关系。 多因素 Logis-
tic 回归分析乳腺癌患者发生肝转移的危险因素。 受

试者工作特征 ( receiver operator characteristic,ROC)
曲线分析 PITX1、miR - 556 - 3p 对乳腺癌患者发生

肝转移的预测价值。 以 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。
结 　 　 果

1. 两组患者一般临床资料比较:乳腺癌肝转移组

和未转移组患者之间年龄、原发侧、肿瘤直径、PR、
ER、Her - 2 比较,差异无统计学意义 ( P > 0. 05 ),
TNM 分期、淋巴结转移、组织学分级、病理类型比较,
差异有统计学意义(P < 0. 05),详见表 2。

2. PITX1 在 两 组 中 的 表 达 情 况: 转 移 组 患 者

PITX1 阳 性 表 达 率 32. 81% 显 著 低 于 未 转 移 组

65. 38% ( χ2 = 14. 922,P < 0. 05),详见表 3、图 1。
3. PITX1mRNA、miR - 556 - 3p 在两组中的表达

水平:与未转移组比较,转移组患者组织 PITX1mRNA

水平显著降低(P < 0. 05),miR - 556 - 3p 水平显著

升高(P < 0. 05),详见表 4。
4. PITX1 与 miR - 556 - 3p 的关系:生物信息网

站 starbase( ENCORI)显示,PITX1 与 miR - 556 - 3p
存在结合位点,详见图 2。 Pearson 相关性分析结果显

示,PITX1 与 miR - 556 - 3p 呈 显 著 负 相 关 ( r =
- 0. 436,P < 0. 001),详见图 3。

5. 多因素 Logistic 回归分析乳腺癌患者发生肝

转移的危险因素:以 TNM 分期、淋巴结转移、组织学

分级、病理类型、PITX1、miR - 556 - 3p 水平为自变

量,以乳腺癌患者是否发生肝转移为因变量进行多因

素 Logistic 回归分析,结果显示,组织学分级 3 ~ 4 级、
PITX1 阴性是乳腺癌患者发生肝转移的危险因素

(P < 0. 05),详见表 5。
6. ROC 曲线分析 PITX1、miR - 556 - 3p 对乳腺

癌患者发生肝转移的预测价值:ROC 曲线结果显示,
PITX1、miR - 556 - 3p、二者联合对乳腺癌患者发生

肝转移预测价值的曲线下面积(AUC)分别为 0. 849
(敏感度为 81. 3% ,特异性为 92. 3% )、0. 824 (敏感

度为 85. 9% ,特异性为 83. 3% )、0. 926 (敏感度为

90. 6% ,特异性为 82. 1% ),详见表 6、图 4。
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表 2　 两组患者一般临床资料比较

项目 n
转移组

( n = 64)

未转移组

( n = 78)
χ2 P

年龄(岁) 0. 297 0. 586
　 ≤35 59 25 34
　 > 35 83 39 44
TNM 分期 18. 313 < 0. 001

　 Ⅰ ~ Ⅱ期 79 23 56
　 Ⅲ ~ Ⅳ期 63 41 22
原发侧 1. 167 0. 280
　 左侧 75 37 38
　 右侧 67 27 40

淋巴结转移 10. 461 0. 001
　 是 81 46 35
　 否 61 18 43
组织学分级 15. 569 < 0. 001
　 1 37 9 28

　 2 49 19 30
　 3 ~ 4 56 36 20
肿瘤直径( cm) 3. 227 0. 199
　 < 2 39 13 26
　 2 ~ 5 61 29 32
　 > 5 42 22 20

PR 1. 684 0. 194
　 阳性 86 35 51
　 阴性 56 29 27
ER 1. 911 0. 158
　 阳性 91 37 54

　 阴性 51 27 24
Her - 2 3. 178 0. 075
　 阳性 53 29 24
　 阴性 89 35 54
病理类型 5. 524 0. 019

　 浸润性导管癌 87 46 41
　 非浸润性导管癌 55 18 37

表 3　 PITX1 在两组中的表达情况[n(% )]

组别 n 阳性 阴性

转移组 64 21(32. 81) 43(67. 19)
未转移组 78 51(65. 38) 27(34. 62)

图 1　 PITX1 表达情况( × 400)
A. PITX1 阳性表达;B. PITX1 阴性表达

　
表 4　 PITX1mRNA、miR -556 -3p 在两组中的表达水平( x ± s)

组别 n PITX1mRNA / GAPDH miR - 556 - 3p / U6
转移组 64 0. 54 ± 0. 09 2. 41 ± 0. 43

未转移组 78 1. 05 ± 0. 17 1. 02 ± 0. 16
t - 21. 632 26. 423
P - < 0. 001 < 0. 001

图 2　 PITX1 与 miR - 556 - 3p 存在结合位点

　

图 3　 PITX1 与 miR - 556 - 3p 的关系

　

表 5　 多因素 Logistic 回归分析乳腺癌患者发生肝转移的危险因素

项目 SE wald P OR 95% CI
TNM 分期(Ⅰ ~ Ⅱ期 vs Ⅲ ~ Ⅳ期) 0. 339 2. 759 0. 097 1. 756 0. 904 ~ 3. 413

淋巴结转移(是 vs 否) 0. 391 2. 410 0. 121 1. 835 0. 853 ~ 3. 949
组织学分级(3 ~ 4 级 vs 1 ~ 2 级) 0. 362 8. 505 0. 004 2. 874 1. 414 ~ 5. 843

浸润性导管癌(浸润性导管癌 vs 非浸润性导管癌) 0. 412 2. 599 0. 107 1. 943 0. 867 ~ 1. 357
PITX1(阴性 vs 阳性) 0. 324 13. 751 < 0. 001 3. 325 1. 762 ~ 6. 275

讨 　 　 论

乳腺癌作为全球女性最常见的恶性肿瘤,对女性

的生命健康造成了严重的威胁。 近年来,乳腺癌的发

生率呈不断上升的趋势,其中,肝转移是造成乳腺癌

患者死亡的主要原因之一,且肝转移患者的预后效果

仍不容乐观,早期诊断并制定精确的治疗方案对延长

乳腺癌肝转移患者的生存期有重要意义 [8] 。
PITX1 是 bicoid 类的同源域转录因子,位于染色

体 5q31,参与胚胎发育、后肢形成及垂体细胞分化等

生理过程,另外 PITX1 失调与肿瘤的发生密切相

关 [9] 。 刘向华等 [10] 研究发现,PITX1 在三阴性乳腺

癌中呈低表达,其水平与患者临床病理特征密切相
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表 6　 PITX1、miR - 556 - 3p 对乳腺癌患者发生

肝转移的预测价值

项目 AUC 截断值 95% CI
敏感度

(% )

特异性

(% )
PITX1 0. 849 0. 744 0. 776 ~ 0. 921 81. 3 92. 3

miR - 556 - 3p 0. 824 1. 414 0. 749 ~ 0. 900 85. 9 83. 3
二者联合 0. 926 - 0. 883 ~ 0. 969 90. 6 82. 1

z1 1. 789
P1 0. 037
z2 2. 323
P2 0. 020

　 　 z1 为 PITX1 与二者联合的 AUC 比较,z2 为 miR - 556 - 3p 与二者

联合的 AUC 比较

图 4　 ROC 曲线分析 PITX1、miR - 556 - 3p 对乳腺癌

患者发生肝转移的预测价值

　

关,且表明 PITX1 高表达患者的累计生存率显著高于

低表达者。 Ohira 等 [11] 研究表明, PITX1 通过诱导

SOX9 表达而下调 SOX10 和 SAMMSON 水平,从而抑

制黑色素瘤细胞增殖并诱导细胞凋亡。 Liu 等 [12] 研

究发现,miR - 675 在胃癌组织中上调,并通过靶向下

调其靶标 PITX1 促进癌细胞增殖、迁移和侵袭,二者

的异常 表 达 预 测 了 胃 癌 患 者 较 差 的 预 后。 Jiang
等 [13] 研究报道,非小细胞肺癌细胞系中上调的miR -
1204 与肿瘤的进展有关,并通过下调 PITX1 促进癌

细胞增殖。 上述研究表明,PITX1 在多种肿瘤中发挥

抑癌作用,但其在乳腺癌及乳腺癌肝转移中的表达尚

未明晰。 本研究中乳腺癌肝转移组和未转移组患者

TNM 分期、淋巴结转移、组织学分级、病理类型比较,
差异有统计学意义。 转移组患者 PITX1 阳性表达率

显著低于未转移组,且转移组 PITX1mRNA 水平显著

下调,提示 PITX1 参与乳腺癌肝转移过程。 多因素

Logistic 回归分析显示,组织学分级 3 ~ 4 级、PITX1 阴

性是乳腺癌患者发生肝转移的危险因素,提示临床中

应重点检测上述危险因素,合理制定治疗方案,减少

肝转移概率。 进一步 ROC 曲线结果显示,PITX1 预

测乳腺癌患者发生肝转移的 AUC 为 0. 849 (敏感度

为 81. 3% ,特异性为 92. 3% ),提示 PITX1 对乳腺癌

患者是否发生肝转移有一定的评估价值。
　 　 miRNA 是一类高度保守的非编码 RNA,通过与

其靶基因特异性相结合而参与多种细胞生物学功能,
miRNA 可调控人类约 30% 的基因表达,在肿瘤生物

学发展中发挥关键作用 [14] 。 miR - 556 - 3p 是 miR-
NA 家族中重要的一员,梁磊等 [15] 研究发现,miR -
556 - 3p 在子宫内膜癌组织中的表达较癌旁组显著

上调,其机制可能为 miR - 556 - 3p 通过靶向抑制

SASH1 从而促进癌细胞的活力和生长。 Lu 等 [16] 研

究报道,过表达的 miR - 556 - 3p 通过靶向 DAB2IP
而促进食管癌细胞的侵袭和活力。 白文辉等 [17] 研究

表明,miR - 556 - 3p 在乳腺癌组织中的表达水平显

著高于癌旁组织,过表达的 circPTPRA 通过靶向下

调 miR - 556 - 3p,可抑制癌细胞 MDA - MB - 231
的生长和迁移。 上述研究表明,miR - 556 - 3p 为致

癌基因,其通过与靶基因相结合调控细胞的增殖和

生长。
本研究中,与未转移组比较,转移组 miR - 556 -

3p 水平显著升高。 Pearson 相关性分析结果显示,
PITX1 与 miR - 556 - 3p 呈显著负相关,提示二者可

能存在某种关系共同参与乳腺癌肝转移的发生。
ROC 曲线结果显示,PITX1、miR - 556 - 3p 联合预测

乳腺癌患者发生肝转移的 AUC 为 0. 926 (敏感度为

90. 6% ,特异性为 82. 1% ),并显著高于各单一指标,
提示二者联合对乳腺癌患者是否发生肝转移具有较

优的预测价值,对二者水平异常的乳腺癌患者应加强

病情监测,预防肝转移的发生。
综上所述,PITX1、miR - 556 - 3p 在乳腺癌肝转

移患者中表达异常,二者与肝转移的发生密切相关,
且对乳腺癌患者发生肝转移具有一定的预测价值。
今后将扩大样本量,开展深入研究,从而为乳腺癌肝

转移的诊治提供理论基础。
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