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摘要 ：目的  探讨缺氧诱导因子 -2α（HIF-2α）和 Twist2 在乳腺癌中的表达及其与预后的关系。 

方法  采用免疫组织化学 SP 法分别检测乳腺癌、纤维腺瘤及癌旁正常组织中 HIF-2α、Twist2 的表达，并

对 92 例乳腺癌患者的生存结局进行随访。结果  乳腺癌组 HIF-2α、Twist2 的表达高于癌旁正常组织组及

纤维腺瘤组（P <0.05）。不同肿瘤大小、有无淋巴结转移乳腺癌患者的 HIF-2α 阳性率比较有差异（P <0.05），

不同组织学分级、有无淋巴结转移及雌激素受体乳腺癌患者的 Twist2 阳性率比较有差异（P  <0.05），乳腺

癌中 HIF-2α 与 Twist2 的表达呈正相关（P  <0.05）。HIF-2α 和 Twist2 阳性乳腺癌患者术后 5 年生存率均

低于阴性患者（P  <0.05）。结论  HIF-2α 和 Twist2 在乳腺癌中高表达，两者共同促进肿瘤的浸润、转移，

HIF-2α 高表达提示患者预后不良，可作为预测乳腺癌患者预后的影响因素之一。
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Expressions of HIF-2α and Twist2 in breast carcinoma and their 
relationships with clinical prognosis

Qiong-wen Liu, Qiu-yu Li, Song Sun, Hui-xiang Li
(1. Department of Pathology, the First Affiliated Hospital of Zhengzhou University,

 Zhengzhou, Henan 450052, China)

Abstract:  Objective  To investigate the expressions of HIF-2α and Twist2 in breast carcinoma and their 
relationships with tumor metastasis and prognosis.  Methods  The expressions of HIF-2α and Twist2 proteins in 
breast carcinoma, adjacent tissues and fibroadenoma were detected by immunohistochemical SP method. Survival 
outcomes of 92 breast cancer patients were followed up.  Results  The positive rates of HIF-2α and Twist2 proteins in 
the breast carcinoma were higher than those in the fibroadenoma and the adjacent normal tissues (P  < 0.05). The high 
expression of HIF-2α in the breast carcinoma was correlated with tumor size and lymph node metastasis (P  < 0.05). 
The high expression of Twist2 in the breast carcinoma was correlated with tumor grade, lymph node metastasis and 
ER level (P  < 0.05). HIF-2α expression was positively correlated with Twist2 expression in the breast carcinoma 
(P  < 0.05). The 5-year overall survival rates of the patients with HIF-2α-positive and Twist2-positive breast carcinoma 
were lower than those of the HIF-2α-negative and Twist2-negative patients (P  < 0.05).  Conclusions  HIF-2α and 
Twist2 are highly expressed in breast carcinoma, both may play promoting roles in tumor invasion and metastasis 
and affect prognosis. HIF-2α over-expression means poor prognosis, this may be one of the independent factors for 
predicting the prognosis of the patients with breast cancer.
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乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤。缺氧微环境是

恶性肿瘤浸润和转移的始动因素，缺氧诱导因子 -2α

（hypoxia-inducible factors, HIF-2α） 是 为 适 应 缺 氧

而衍生出的一种碱性 - 螺旋 - 环 - 螺旋（basic-helix-

loop-helix, bHLH）-PAS 蛋白家族转录因子，对促进血

管生成、调节增殖凋亡及诱导侵袭转移至关重要 [1-2]。 

Twist2 也称为 Dermo1，参与肿瘤细胞上皮 - 间质转化，

是癌细胞获得迁徙、侵袭及转移能力的主要因子之一。

有研究表明，Twist2 是 HIF-2α 的特异靶基因之一 [3]。

本实验将进一步探讨两者在乳腺癌中的表达及与预后

的关系。

1    资料与方法

1.1    一般资料

选取 2011 年 8 月 -2012 年 1 月郑州大学第一附

属医院病理科存档的乳腺组织石蜡标本 143 例。其

中，乳腺非特殊浸润性癌 92 例作为乳腺癌组，癌旁正

常组织 30 例作为癌旁正常组织组，纤维腺瘤 21 例作

为纤维腺瘤组。92 例乳腺癌组织来源于女性，年龄

27 ～ 83 岁，中位年龄 47.50 岁，平均年龄 49.51 岁 ；

组织学分级Ｉ级 11 例，Ⅱ级 62 例，Ⅲ级 19 例 ；TNM

分期Ⅰ期 6 例，Ⅱ期 7 例，Ⅲ期 78 例，Ⅳ期 1 例 ；伴

有腋窝或锁骨下淋巴结转移者 51 例，未见转移者 41 例。

患者术前均未行放化疗及内分泌治疗，手术切除标本

经甲醛固定、石蜡包埋及切片染色，并由 2 位病理医

生进行阅片及分类。

1.2    试剂

鼠抗人 HIF-2α 单克隆抗体（ab8365）及鼠抗

人 Twist2 单克隆抗体（ab57997）购于美国 Abcam 公司，

免疫组织化学检测试剂盒（SP-9000）及浓缩型二氨

基联苯胺（Diaminobenzidine,DAB）试剂盒购于北京

中杉金桥有限公司。

1.3    免疫组织化学染色

免疫组织化学染色运用过氧化物酶标记的链霉

卵白素 SP 三步法，具体步骤如下 ：石蜡切片脱蜡、

梯度酒精水化，抗原高压热修复、阻断及封闭，滴

加 一 抗 4 ℃ 过 夜（HIF-2α 单 克 隆 抗 体 1 ∶ 2 000、

Twist2 单克隆抗体 1 ∶ 200），滴加生物素标记的通用

二抗及链霉卵白素 - 过氧化物酶，DAB 染色、苏木精

复染，梯度酒精脱水、二甲苯透明、中性树胶封片。

本实验以 PBS 替代一抗作阴性对照，已知阳性的乳腺

癌切片作为阳性对照。

1.4    判定标准

在光镜下呈现棕黄色细颗粒状物质即为显色，

HIF-2α 蛋白阳性染色主要定位于胞核，部分胞浆中

也可见，Twist2 蛋白阳性染色主要定位于胞浆。在高

倍镜（10×40）下对每张切片随机选择 8 ～ 10 个视

野进行计数，染色强度从无色到浅黄、棕黄及棕褐

色分别计 0 ～ 3 分 ；阳性细胞数从 0%、>0%~10%、

>10%~25%、>25%~50%、>50% 分别计 0 ～ 4 分 ；将

染色强度和阳性百分比相乘，所得数值 >3 即为阳性

表达 [4]。

1.5    随访

患者的生存结局经查阅病历、电话等形式获得，

从术后第 1 天开始计算到患者死亡或末次随访止为总

生存时间，随访日期截止到 2016 年 12 月 31 日，最长

随访时间 59 个月，平均随访时间为 44.78 个月，中位

随访时间为 47.00 个月。

1.6    统计学方法

数据分析采用 SPSS 21.0 统计学软件，计数资料

以率（%）表示，比较用 χ2 或 Fisher 检验，Kaplan-

Meier 法绘制生存曲线，比较用 Log-rank χ2 检验，相

关性分析用 Pearson 法，影响因素的分析用 Cox 比例

风险回归模型，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    各组的 HIF-2α、Twist2 蛋白表达

乳腺癌组、癌旁正常组织组及纤维腺瘤组 HIF-

2α 蛋白阳性率分别为 71.73%、36.66% 和 42.85%，

其中 92 例乳腺癌中，HIF-2α 阴性（-）26 例（28.26%），

弱 阳 性（+、++）49 例（53.26%）， 强 阳 性（+++） 

17 例（18.47%）。3 组 HIF-2α 表达阳性率比较，经

χ2 检验，差异有统计学意义（P <0.05），乳腺癌组高

于纤维腺瘤组和癌旁正常组织组。3 组 Twist2 蛋白阳

性率比较，经 χ2 检验，差异有统计学意义（P <0.05），

乳腺癌组高于纤维腺瘤组和癌旁正常组织组。见表 1

和图 1、2。

2.2    各临床病理特征乳腺癌患者的 HIF-2α、
Twist2 阳性率比较

不同肿瘤大小、有无淋巴结转移乳腺癌患者的

HIF-2α 阳性率比较，经 χ2 检验，差异有统计学意义

（P <0.05）。不同组织学分级、有无淋巴转移及雌激素

受体乳腺癌患者的 Twist2 阳性率比较，经 χ2 检验，

差异有统计学意义（P <0.05）。见表 2。
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表 2    各临床病理特征乳腺癌患者的 HIF-2α、Twist2 阳性率比较

因素 例数 HIF-2α 阳性 例（%） χ2 值 P 值 Twist2 阳性 例（%） χ2 值 P 值

年龄

  ≤ 45 岁 36 21（58.33）

0.165 0.921

17（47.22）

0.179 0.915  46 ～ 55 岁 35 22（62.86） 15（42.86）

  >55 岁 21 13（61.90） 10（47.62）

肿瘤大小

  ≤ 2 cm 37 26（70.27）
5.210 0.023

30（81.08）
0.113 0.736

  >2 cm 55 49（89.09） 43（78.18）

组织学分级

  Ⅰ级 11 7（63.64）

1.139 0.566

5（45.45）

- 0.048  Ⅱ级 62 41（66.13） 49（79.03）

  Ⅲ级 19 10（52.63） 12（63.16）

表 1    各组 HIF-2α、Twist2 蛋白的比较

组别
HIF-2α 表达 / 例

阳性率 /% χ2 值 P 值
Twist2 表达 / 例

阳性率 /% χ2 值 P 值
阴性 弱阳性 强阳性 阴性 弱阳性 强阳性

乳腺癌组（n =92） 26 49 17 71.73

14.676 0.001

39 44 9 57.60

21.364 0.001纤维腺瘤组（n =21） 12 6 3 42.85 17 3 1 19.04

癌旁正常组织组（n =30） 19 9 2 36.66 25 5 0 16.66

A：癌旁正常组阴性表达；B：纤维腺瘤组阳性表达；C：乳腺癌组低表达；D：乳腺癌组高表达

图 1    各组 HIF-2α 蛋白的表达    （SP×200）

A                                                          B                                                         C                                                       D

A：癌旁正常组阴性表达；B：纤维腺瘤组阳性表达；C：乳腺癌组低表达；D：乳腺癌组高表达

图 2    各组 Twist2 蛋白的表达    （SP×200）

A                                                          B                                                         C                                                       D

刘琼雯，等 ：HIF-2α 和 Twist2 在乳腺癌中的表达及其与预后的关系
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2.3    乳腺癌组中 HIF-2α、Twist2 蛋白表达的相
关性

乳腺癌组中 HIF-2α、Twist2 蛋白均阳性表达 35 例 

（38.04%），均阴性表达 14 例（15.22%），HIF-2α 蛋白

阳性而 Twist2 蛋白阴性患者 5 例（5.43%），HIF-2α 蛋

白阴性而 Twist2 蛋白阳性患者 9 例（9.78%），乳腺癌中

HIF-2α 与 Twist2 的表达呈正相关（r =0.452，P =0.000）。

2.4    HIF-2α、Twist2 蛋白表达与乳腺癌患者预
后的关系

乳腺癌 HIF-2α、Twist2 蛋白阴性患者 5 年生存

率分别为 96.1% 和 89.2%，乳腺癌 HIF-2α、Twist2

蛋 白 阳 性 患 者 5 年 生 存 率 分 别 为 80.3% 和 78.6%，

HIF-2α、Twist2 蛋白阴性与阳性患者 5 年生存率比

较，差异有统计学意义（χ2=5.599 和 5.515，P =0.018

和 0.023），两者均为影响乳腺癌预后的因素。无论

HIF-2α 还是 Twist2 蛋白，其阴性患者生存曲线均较

平缓，相对于阳性患者拥有更高的 5 年生存率及更长

的生存期。见图 3、4。

将年龄、肿瘤大小、分级、分期等因素纳入 Cox

比例风险回归模型中，多因素生存分析显示，淋巴结

转移、HIF-2α 阳性和肿瘤直径 >2 cm 可作为乳腺癌

患者预后的影响因素（P <0.05）。见表 3。

续表 2

因素 例数 HIF-2α 阳性 例（%） χ2 值 P 值 Twist2 阳性 例（%） χ2 值 P 值

TNM 分期

  Ⅰ、Ⅱ级 13 11（84.62）
- 0.209

8（61.54）
0.096 0.757

  Ⅲ、Ⅳ级 79 51（64.56） 45（56.96）

淋巴结转移

  - 41 20（48.78）
6.458 0.011

24（58.54）
6.359 0.012

  + 51 38（74.51） 42（82.35）

雌激素受体

  - 50 29（58.00）
0.727 0.394

36（72.00）
6.592 0.010

  + 42 28（66.67） 39（92.86）

孕激素受体

  - 53 34（64.15）
2.961 0.085

32（60.38）
0.146 0.703

  + 39 18（46.15） 22（56.41）

HER-2

  0 ～ 1+ 40 27（67.50）
1.509 0.219

21（52.50）
1.561 0.212

  2+ ～ 3+ 52 41（78.85） 34（65.38）

Ki-67

  <14% 15 15（100.00）
- 0.085

7（46.67）
1.282 0.257

  ≥ 14% 77 63（81.82） 48（62.34）

图 3    乳腺癌 HIF-2α 阳性与阴性患者的生存曲线
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图 4    乳腺癌 Twist2 阳性与阴性患者的生存曲线
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表 3    乳腺癌患者预后影响因素的 Cox 多因素分析

因素 b Sb Wald χ2 P 值 Rl̂R
95%CI 

下限 上限

淋巴结转移 1.795 0.381 22.162 0.000 6.022 2.852 12.717

HIF-2α 阳性 1.341 0.639 4.399 0.036 3.821 1.092 13.372

肿瘤直径 >2 cm 0.964 0.432 4.966 0.026 2.621 1.123 6.117

3    讨论

HIF-2α 是 20 世纪 90 年代末提取出来的细胞

因子，包涵 bHLH-PAS 结构域成分 [5]。HIF-2α 和最

先在人类基因组中发现且研究较为普遍的缺氧诱导

因子 -1α 在结构上有 48% 的氨基酸序列同源性。可

被缺氧环境诱导表达，在肾透明细胞癌、胰腺癌及

肝癌等众多肿瘤中异常表达，且与肿瘤的发生发展、

侵袭转移及生存预后均存在关联 [6-9]。Twist2 也称为

Dermo1，该细胞因子的主要作用之一是与真皮发育相

关，在进化过程中高度保守，Twist 蛋白家族是一种含

有 bHLH 结构的转录因子，Twist2 和 Twist1 相比，其

结构相似性高达 66%，但是两者的功能尚不一致 [10]。

Twist2 在多数非癌组织中呈低表达或不表达，而在众

多实体瘤中呈高表达，并参与细胞上皮间质转化过程，

是癌细胞发生浸润转移的主要影响因素之一 [11]。HIF-

2α 和 Twist2 均 归 属 于 bHLH-PAS 家 族 成 员，Twist

家族是 HIF-2α 的特异靶基因，两者参与调控细胞增

殖分化、新生血管形成、肿瘤增殖和转移等过程 [12]。 

研究显示，缺氧微环境及 HIFs 介导的众多低氧信号

通 路 在 诱 发 上 皮 间 质 转 化（epithelial- mesenchymal 

transition,EMT）过程中起到了关键作用 [13]。YANG 等 [14] 

研究发现，HIF-2α 在胰腺癌 EMT 中起关键作用，通

过介导 Twist2 对 E-cadherin 进行下调而引发 EMT，从

而引起肿瘤侵袭转移。HIF-2α 可以促进体外癌细胞

迁移侵袭，并调节 E-cadherin 和基质金属蛋白酶的表

达，对 EMT 的发生和进行至关重要。ZHOU 等 [15] 发

现高转移性囊腺癌细胞 HIF-2a 和 Twist2 的表达均

高于低转移性囊腺癌细胞，唾液腺囊腺癌 HIF-2a 和

Twist2 阳性表达与肿瘤周围神经侵犯、局部复发和远

处转移均密切相关，并推测缺氧环境与 EMT 之间存

在相关性。

淋巴结转移是明确的判断乳腺癌预后指标之一，

乳腺癌中 HIF-2α 和 Twist2 蛋白的阳性表达提示患

者预后不良。HIF-2α 可能通过 Twist2 介导乳腺癌

细胞的上皮间质转化，促进肿瘤转移，缩短生存期。

HIF-2α 和 Twist2 有可能作为乳腺癌预后判断和靶向

治疗的生物学标志物。
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