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端粒锌指相关蛋白在乳腺癌中的表达
及其临床病理意义
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摘要：目的 端粒锌指相关蛋白（ZBTB48）在乳腺癌中的表达及其临床病理意义。方法 选取 2014年 1月 -

2015年 12月 90例在湖南省肿瘤医院接受手术切除的乳腺癌标本及配对正常组织，实时荧光定量聚合酶链反

应（qRT-PCR）检测 ZBTB48的信使核糖核酸（mRNA）表达水平，免疫组织化学检测 ZBTB48、Ki-67的蛋白

表达水平，分析 ZBTB48的表达水平与临床病理因素的相关性；利用网络公共数据库，分析 ZBTB48的表达水

平与患者预后的关系。结果 ZBTB48 mRNA的表达水平在癌组织中比正常组织中低，差异有统计学意义（ =

0.029）；ZBTB48蛋白的表达水平在癌组织中比正常组织低，差异有统计学意义（ =0.000）；ZBTB48 蛋白的表

达水平与 Ki-67蛋白的表达水平呈负相关（ =0.0005）；ZBTB48的 mRNA表达水平与年龄、肿瘤大小、分化

程度及 TNM分期相关；ZBTB48的表达水平低则乳腺癌患者的预后差。结论 ZBTB48低表达与乳腺癌患者

的年龄、肿瘤大小、分化程度及 TNM分期有关，是乳腺癌患者预后差的危险因素。
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Expression of telomeric protein ZBTB48 in
breast cancer and clinical significance

Ye Fu1, Xiao He2

(1. Department of General Surgery, the First A ffiliated Hospital of South China University,
Hengyang, Hunan 421001, China; 2. Department of Breast Surgery,

Hunan Cancer Hospital, Changsha, Hunan 410006, China)

Abstract: Objective To investigate the expression of telomeric zinc finger-associated protein (ZBTB48) in
breast cancer and its clinical significance. Methods A total of 90 cases of patients diagnosed with breast
cancer were included in this study. Cancer tissue as well as paracancerous normal tissue was collected for
further analysis. RT-PCR and Immunohistochemistry were utilized to measure expression levels of ZBTB48 and
Ki -67. Correlation between ZBTB48 expression in cancer tissue and patients' clinical manifestation was
analyzed under network public database. Results RT -PCR and Immunohistochemistry data suggested that
expression levels of ZBTB48 in cancer tissue were significantly decreased compared with normal tissue ( 1 =
0.0289; 2 = 0.000). The expression level of Ki -67 protein was negatively correlated with ZBTB48 ( =
0.0005). Concentration of ZBTB48 was closely correlated with age, size as well as differentiation of tumor and
TNM stage. Overall data indicated that patients with low expression of ZBTB48 were more likely to experience
poor outcome. Conclusions ZBTB48 in breast cancer tissue is closely associated with age, size and
differentiation of tumor, and TNM stage of breast cancer; low expression of ZBTB48 is a risk factor of breast
cancer.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一[1]，故研究

调节乳腺癌发生发展相关的基因可为疾病的精准治

疗寻找新靶点。端粒是真核生物染色体末端的特殊

结构，其长度受多种分子的调节，当端粒长度保持相

对稳定时，细胞则获得永生化，进一步可发生癌变[2]。

端粒锌指相关蛋白（zinc finger and BTB domain

48，ZBTB48）作为新近发现的端粒修剪分子，其在乳

腺癌中表达水平及病理意义尚不清楚。本研究拟通

过检测乳腺癌标本中 ZBTB48的表达水平，并利用

疾病大数据库挖掘 ZBTB48表达水平与乳腺癌预后

的相关性，以明确 ZBTB48在乳腺癌发生发展中的

作用。

1 资料与方法

1.1 资料与试剂

1.1.1 病例资料 选取 2014年 1月 -2015年 12月

湖南省肿瘤医院经手术切除后病理诊断明确的的乳

腺癌病例 90例，按照美国癌症联合会（第 7版）TNM

分期进行分期，所有病理切片均由≥2位副主任病

理医师根据世界卫生组织乳腺肿瘤病理学和遗传学

分类标准复阅。所有收集并用于检测的人体组织标

本，均经过医院伦理委员会同意和批准。

1.1.2 试剂 实时聚合酶链反应（real-time poly-

merase chain reaction，real-time PCR）引物，ZBTB48

正向引物：5'-GGCCTGGTGTTTAAGGCACA-3'，反向

引 物 ：5'-CTGAGCCATCCCCGTAGAG-3'；β-actin

正向引物：5'-GCACCACACCTTCTACAATGAGC-3'，

反 向 引 物 ：5'-GGATAGCACAGCCTGGATAG-

CAAC-3'。 real-time PCR 主要试剂 （购自日本

TaKaRa公司），小鼠多克隆抗体 ZBTB48（购自美国

Abcam公司），工作浓度为 1∶200；兔多克隆抗体

Ki-67（购自美国 Abcam公司），工作浓度为 1∶300。

SP通用型试剂盒（购自福建省福州迈新生物技术开

发有限公司）。

1.2 仪器与设备

7500-PCR 仪器（购自美国 ABI 公司），石蜡切

片机（购自德 Leica公司），全自动免疫组织化学机

（购自瑞士 Roche公司），电子天平（购自北京爱尚阳

光科技有限公司），光学显微镜及切片机（购自德国

Leica公司），低温高速台式离心机及微量移液枪（购

自德国 Eppendorf 公司），微波炉（购自广东省佛山

Galanz集团有限公司）。

1.3 方法

1.3.1 real-time PCR 所有器皿去酶处理，采用染

料法（SYBR Green I）试剂盒说明书，依次进行 RNA

抽提、RNA电泳检测、逆转录及定量 PCR实验。PCR

体系为：DNA 2 μl，qPCR mix 10 μl，正向引物

0.6μl，反向引物 0.6μl，内参（Reference Dye, ROX）

0.3μl，焦碳酸二乙酯水 6.5μl。PCR反应条件为：

95℃变性 30 s，95℃退火 5 s，60℃延伸 35 min，共 30

个循环。PCR结果分析：每个样本平行 3次重复实

验次，分别计算出目的基因和内参基因β-actin的

平均 Ct值。负ΔΔCt为对照组样本ΔCt的平均值

与各样 ΔCt 值之间的差，相对表达量则由公式

2-ΔΔCt计算出来的数值来表示。

1.3.2 免疫组织化学（免疫组化）及结果判定 所有

组织标本经中性甲醛固定，常规脱水、透明、包埋；石

蜡块切成 4μｍ白片，展片、贴片及烤片，苏木精 -

伊红染色法常规染色（hematoxylin-eosin staining，

HE）。链霉菌抗生物素蛋白 - 过氧化物酶连结

（streptavidin-perosidase，SP）二步法，均设阴性对照

和阳性对照。雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕

激素受体（progesterone receptor，PR）、ZBTB48及 Ki67

阳性均为胞核着色。阳性细胞≤5％定义为阴性（-）；

阳性细胞数在 6％～25％者定义为弱阳性（+）；26％

～50％定义为阳性（++）；>50％定义为强阳性（+++）。

本研究定义阳性强度在（+）以上者为阳性表达。

1.3.3 原癌基因人类表皮生长因子受体 2（human

epidermalgrowth factor receptor-2，HER2）的原位杂

交 所有石蜡切片行二甲苯脱蜡，水洗；3% H2O2室

温作用 10 min，水洗 2次；暴露 mRNA核酸片段：3%

柠檬酸 1 ml+2滴胃蛋白酶浓缩液，混匀，37℃消化

10~25 min；洗 3次×5 min，水洗 1次；预杂交：湿盒

底部加 20％甘油保湿，每个蜡块 20μl预杂交液,置

温箱 38℃ 4 h；杂交：每个蜡块 20 μl杂交液，将原

位杂交专用盖玻片盖在切片上，置温箱 42℃过夜；滴

加封闭液，37℃ 30 min，甩去多余液体，不洗；滴加

生物素化鼠抗地高辛，37℃ 60 min；滴加生物素化

过氧化酶 37℃ 20 min；洗 5 min×4 次；显色：二氨

基联苯胺显色试剂盒中 1.7 ml水加 A、B、C各 4滴

滴加至切片上，显色 20~30 min；苏木精淡染，水洗；

酒精脱水，二甲苯透明，封片。
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表 1 ZBTB48 mRNA表达水平与临床病理特征的关系

（ =90）

临床特征 例数 ZBTB48 mRNA /χ2值 值

≥65岁 50 3.16±0.16

无 49 2.93±0.15

≥2 cm 56 2.62±0.15

Ⅲ、Ⅳ 53 2.77±0.15

中低 52 2.86±0.15

+ 46 3.15±0.18

+ 39 3.02±0.20

+ 53 3.05±0.16

年龄

<65岁 40 2.67±0.15
2.217 0.029

月经

有 41 2.97±0.18
0.190 0.850

肿瘤大小

<2 cm 34 3.45±0.23
3.133 0.002

TNM分期

Ⅰ、Ⅱ 37 3.28±0.20
2.100 0.039

分化程度

高 38 3.42±0.20
2.291 0.024

ER

- 44 2.74±0.14
1.859 0.066

PR

- 51 2.89±0.13
0.570 0.570

HER-2

- 37 2.66±0.15
1.711 0.091

1.3.4 分析 ZBTB48对乳腺癌预后的影响 利用癌

症基因图谱（the cancer genome atlas，TCGA）中大数

据信息，分析 ZBTB48表达水平对乳腺癌患者预后

的影响。登录 http：//kmplot.com/analysis/网站，分析

ZBTB48 mRNA 表达水平对乳腺癌（ =1 402）总生

存（overall survival，OS）的影响[3]；分析乳腺癌不同分

子分型、ER、PR、HER2 表达情况下 ZBTB48 mRNA

表达水平对乳腺癌预后 OS的影响。2013年 St. Gallen

会议专家共识根据免疫组织化学指标对 Luminal B

型乳腺癌进行重新定义。HER-2 阴性：ER 阳性和

HER-2阴性，且至少符合以下 1项，①Ki-67高表达；

②PR阴性或低表达；③多基因表达分析示高复发风

险；HER-2 阳性：ER 阳性，HER-2 过表达或扩增，

Ki-67和 PR任何水平。

1.4 统计学方法

数据分析采用 Prism 6统计软件，ZBTB48 mRNA

及蛋白表达量与临床病例特征之间的关系用 Stu-

dent’s- 检验和 chisquare检验；正常组织与乳腺癌组

织 mRNA 表达差异用 paired- 检验；多组分析用

Student’s 检验或单因素方差统计分析；用 Spearman

检验分析 ZBTB48与 Ki-67蛋白间表达水平的相关

性， <0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 临床资料

患者年龄 32～82岁，平均 60岁；未绝经 49例，

已绝经 41 例；肿瘤直径 0.5～6.5 cm，平均 2.4 cm；

TNM 分期Ⅰ、Ⅱ期 56 例，Ⅲ、Ⅳ期 34 例；高分化

52例，中低分化 38例；ER阳性率 55.0%（44/90），

PR 阳性率 56.7%（51/90），HER-2 阳性率 46.3%

（37/90）。

2.2 ZBTB48 mRNA表达水平

在癌组织中的表达水平为（2.95±1.08），在正常

乳腺组织的表达水平为（3.28±1.04），组间表达水平

差异有统计学意义（ =0.0289）；ZBTB48 mRNA在

不同年龄、肿瘤大小、分化程度及 TNM分期中差异

有统计学意义（ <0.05）。见表 1和图 1。

2.3 ZBTB48及 Ki-67蛋白的表达水平

ZBTB48及 Ki-67蛋白阳性表达主要位于细胞

核内（见图 1），ZBTB48蛋白在癌组织及正常组织表

达的阳性率分别为 28.9%（26/90）和 63.3%（57/90）；

Ki-67 蛋白在癌组织中的阳性为 69.8%（62/90）；

ZBTB48与 Ki-67蛋白在乳腺癌组织中的表达呈负

相关。见表 2。
图 1 ZBTB48及 Ki-67蛋白阳性表达 （×400）

Ki-67

癌组织正常组织

ZBTB48
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2.4 ZBTB48 mRNA表达水平与乳腺癌预后关系

利用乳腺癌大数据库的病例资料，结果显示，

ZBTB48 mRNA表达水平升高可延长乳腺癌的 OS；

亚组分析显示 ZBTB48 mRNA 表达水平对 Luminal

B型乳腺癌的 OS有影响。见表 3和图 2、3。

3 讨论

端粒是真核生物染色体末端帽子样的结构，其

主要功能是维持染色体稳定性和完整性。正常情况

下，端粒会随细胞的分裂而逐渐缩短，最终被诱导凋

亡；在恶性肿瘤的发生过程中，端粒受调节得以延长，

并导致细胞脱离正常复制性衰老及凋亡的程序，最

终形成永生化的肿瘤细胞。因此，调节端粒长度的分

子在肿瘤的发生、发展起重要作用[4]。研究证明，端

粒的长度主要受端粒酶和一种被称作 Shelterin的蛋

白复合体调节，尚未发现特异性结合到端粒上的蛋

白对端粒的长度进行调节[5]。新近研究发现，ZBTB48，

又名 TZAP，作为一种端粒结合蛋白，与端粒结合因

子 TRF1及 TRF2竞争结合位点，倾向结合于含低密

度 Shelterin蛋白复合体的长端粒末端，对端粒长度进

行修剪，进而影响细胞的衰老、凋亡及永生化癌变过

程[6]。鉴于 ZBTB48的特殊功能，有研究证明其作为

肿瘤抑制因子参与神经母细胞瘤的发生[7]。

本结果显示，ZBTB48 的表达水平在癌组织中

低于正常组织，提示 ZBTB48作为抑瘤因子，与乳腺

癌关系密切。且 ZBTB48在 <65岁、肿瘤直径大、分

化差及 TNM分期晚的患者中表达水平低；笔者推断

ZBTB48的高表达水平作为端粒长度的负性调节因

子，与患者的年龄密切相关，这也与其他端粒长度的

负性调节因子在乳腺癌中的表达趋势基本一致[8-9]；

同时，ZBTB48 作为抑瘤因子，与肿瘤大小、分化程

度及病理分期相关，笔者认为 ZBTB48可通过调节端

粒长度而抑制肿瘤分化，促进肿瘤生长及进展。

Ki67是细胞增殖特异相关的核抗原，目前作为

一个可靠而全面的反映肿瘤细胞群体增殖活性的指

标[10]。研究已经证明，Ki67在乳腺癌中的表达水平高

于正常乳腺组织，笔者的结果也与此基本一致[11]。同

时，ZBTB48与 Ki67的蛋白表达水平在乳腺癌组织

中呈负相关，提示 ZBTB48的低表达水平协同 Ki67

促进乳腺癌的发生、发展。最后，本文利用 TCGA大

数据库资料 [12]，分析 ZBTB48 mRNA 表达水平对乳

腺癌预后的影响，发现 ZBTB48 mRNA表达水平越

高，患者的 OS越长，亚组分析显示 ZBTB48的表达

水平对 PR 阳性及 Luminal B 型乳腺癌的 OS 有影

响，该结果提示 ZBTB48可作为判断乳腺癌患者预

后的分子标志物。

本研究通过分析端粒修剪蛋白 ZBTB48在乳腺

癌中的表达及其临床病理意义，发现 ZBTB48不仅在

癌组织及正常组织的表达水平有差异，而且与乳腺

表 2 ZBTB48与 Ki-67蛋白在乳腺癌组织中的表达 例

组别
Ki-67

χ2值 值
阳性 阴性

ZBTB48阳性 11 15
12.05 0.0005

ZBTB48阴性 51 13

表 3 ZBTB48 mRNA表达水平与乳腺癌预后（OS）的关系

OS 例数 值

总体 1 412 0.004

Luminal B 433 0.032

0.73 0.59 0.91

0.66 0.45 0.97

下限 上限
HR

95%CI

图 3 ZBTB48 mRNA表达水平对 Luminal B

乳腺癌患者 OS的影响
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低表达
高表达

低表达
高表达

706 512 199 89 18 3 0

696 571 278 40 3 0 0

低表达
高表达

低表达
高表达

216 167 48 16 4 1

217 176 70 4 0 0

图 2 ZBTB48 mRNA表达水平对乳腺癌患者 OS的影响
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癌患者的临床病理因素及预后相关。故 ZBTB48作

为乳腺癌的抑瘤因子，在判断恶性程度、预测复发转

移及判断预后中均有重要意义。同时，课题尚需在体

内外实验中进一步证明 ZBTB48对乳腺癌发生进展

的影响，以最终实现以 ZBTB48为靶点的精准治疗。
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