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FGFR4 mRNA及蛋白在乳腺癌组织中的表达及临床意义 *
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摘要 目的：研究乳腺癌组织与乳腺癌癌旁组织中 FGFR4 mRNA及蛋白的表达及其临床意义。方法：分别以实时荧光定量

RT-PCR、Western blot的方法检测 52例乳腺癌组织和 52例癌旁正常组织中 FGFR4 mRNA和蛋白的表达，分析 FGFR4 mRNA和

蛋白的表达与临床病理特征的相关性。结果：在乳腺癌组织中，FGFR4 mRNA及蛋白的表达均高于在乳腺癌癌旁正常组织(P<0.

05)，并且 FGFR4的表达与患者淋巴结转移和 Her-2相关，而与患者年龄、肿瘤大小、分化程度、ER和 PR无明显相关性(P>0.05)。

结论：FGFR4 mRNA及蛋白在乳腺癌组织中表达升高，与淋巴结转移和 Her-2有关，有望成为预测乳腺癌的转移和预后的参考指

标之一。
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Expression and Clinical Significance of FGFR4 mRNA and Protein in the
Breast Cancer*

To study the expression and clinical significance of FGFR4 mRNA and protein in the breast cancer tissues

and adjacent tissues. Real-time fluorescence quantitative RT-PCR and Western blot methods were used respectively to detect

the expression of FGFR4 mRNA and protein in 52 cases of breast cancer tissues and adjacent tissues. The expressions of FGFR4

mRNA and protein in the breast cancer tissues were higher than those of the adjacent tissues (p<0.05), and they were associated with the

lymph node metastasis and Her-2 expression (p<0.05), but had no correlation with the age, tumor size, degree of differentiation, ER and

PR of breast cancer (P>0.05). FGFR4 mRNA and protein expressions in the breast cancer tissue were relate to the lymph

node metastasis and Her-2 expression. FGFR4 mRNA and protein were expected to be the indicatiors of breast cancer metastasis and

prognosis.
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前言

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一。流行病学调查表明乳

腺癌发病率占女性所有恶性肿瘤的 15 %左右[1]。成纤维细胞生

长因子受体 4（fibroblastgrowth factor receptors 4, FGFR4）参与

调节多种细胞过程包括细胞的生长、分化和转移[2]，在不同的恶

性肿瘤如肺癌[3]、前列腺癌[4]、结肠癌[5]、胃癌[6,7]、软组织肉瘤[8]和

头颈部肿瘤[9]的中表达增高或者降低，发挥不同的抑制或者促

进作用[10,11]。但是，有关于 FGFR4在乳腺癌组织中表达及作用

的文献报道比较少。因此，本研究采用实时荧光定量聚合酶链

反应和Western blot技术检测 FGFR4在乳腺癌组织及乳腺癌

旁正常组织中 mRNA和蛋白的表达，探讨了 FGFR4与乳腺癌

临床病理特征的相关性。

1 材料和方法

1.1材料

1.1.1临床资料 收集 2014年 10月 -2016年 11月青海大学

附属医院甲状腺乳腺外科住院患者手术切除的乳腺癌的肿瘤

组织及原理肿瘤 >5 cm的正常乳腺组织个 52例；均有完整的

临床病理信息，包括发病年龄 30~74岁平均 49.3± 11.1岁，按

国际抗癌联盟(IUCC)TNM分期标准，Ⅰ~Ⅱ期 20例，Ⅲ~Ⅳ期

32例。患者均已签署知情同意书。所有患者术前均未行放疗、

化疗和其他相关抗肿瘤治疗，术后有病理科主任医师诊断并进

行分级，证实为乳腺癌。青海大学附属医院伦理委员会同意并

批准该实验，告知患者签署知情同意书。手术取下来新鲜标本

装入冻存盒立即放入液氮，后转入 -80℃冰箱以备用。

2646窑 窑



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.17 NO.14 MAY.2017

图 1 FGFR4 mRNA在乳腺癌组织中及癌旁正常组织中的表达比较

Fig.1 Comparison of the FGFR4 mRNA expression between breast cancer

tissues and adjacent normal tissues

图 2 Western blot FGFR4蛋白在乳腺癌及乳腺癌旁正常组织的表达

Fig.2 Expression of FGFR4 Western protein in the breast cancer and

adjacent normal tissues of breast cancer

1, 2, 3 for breast cancer tissue;4,5,6 for adjacent normal tissue

1.1.2 相关试剂 总 RNA提取试剂 Trizol买于美国 Invitro-

gen Carlsbad公司，反转录试剂盒买于美国 Thermo公司，荧光

试剂盒买于德国 QIAGEN公司，FGFR4基因引物买于由上海

生工公司合成，内参茁-actin基因引物买于由上海生工公司合
成，兔抗人多克隆抗体买于美国 proteintech公司，FGFR4羊抗

兔二抗买于北京索来宝公司。

1.2 方法

1.2.1 引物和 PCR程序 FGFR4mRNA使用 Premier Primer5

软件设计引物，在 NCBI中查找 FGFR4mRNA设计出引物：

FGFR4mRNA 上游：5'-GGTGACTCCTTCACCTCCA-3'，下游：

5'-AGCGGAACTTGACGGTGT3', 扩增片段大小为 163 bp。

茁-actin 上 游 ：5'-CCTGGCACCCAGCACAAT-3'， 下 游 ：

5'-GGGCACCCAGCACAAT，扩增片段大小为 144 bp。按照试

剂盒提供的说明书操作，从 -80℃冰箱取出组织，将组织称重

放入试管用匀浆器将组织研磨成粉碎末，根据说明书顺序应用

Trizol 提取组织总 RNA，取 1 滋L 提取的总 RNA 在 NAN-

ODROP 2000 C紫外分光光度计，测定 RNA分别吸收峰 260

mm和 280 mm时的值之比为 1.8~2.0，表明 RNA纯度完好，没

有其他杂质污染，在 1.2%琼脂糖凝胶电泳 130 V，30 min，然后

使用 Bio-Rad Gel Doc XR+凝胶成像分析 RNA三条带 28 s、28

s、5 s完整性结果。然后将总 RNA（已测量）逆转录为 cDNA根

据试剂盒说明书加反转录试剂进行反转录，然后进行 PCR反

应。反应条件：65℃孵育 5 min，放在冰上，然后按体系加完，42

℃孵育 60 min，70℃加热 5 min结束。然后进行实时定量荧光

PCR，按 QuantiNoa SYBR Green PCR Kit体系说明分别加入反

转好的 cDNA、FGFR4合成的引物、内参茁-actin等相关试剂，反
应条件：95℃加热 2 min，95℃变性 5 s,60℃结合、退火、延伸

10 s，进行扩增 40个循环，对 PCR产物进行熔点曲线分析。测

得 CT之使用 2-△ △ ct方法计算测得 CT值。

1.2.2 FGFR4蛋白检测 乳腺癌组织及癌旁组织，放入研钵

加入液氮进行研磨；放入试管中，加入 RIPA裂解液，放冰上进

行自行裂解 30 min，12000 rpm离心 15 min，用移液抢取上清

液；使用 BCA蛋白浓度测定试剂盒，蛋白浓度测定；配制 12 %

SDS-聚丙烯酰胺凝胶混合凝胶，加入蛋白，进行蛋白电泳 90

min；将蛋白电泳完以后转移到 PVDF膜上，进行转膜 50 min，

将转膜完以后，室温用 5 %脱脂牛奶进行封闭 2 h。封闭结束后

剪裁目的条带和内参条带分别加入 1：2000的 FGFR4兔抗人

的一抗，1:3000小鼠抗人的 GAPDH，放在 4℃冰箱摇床上孵育

过夜。次日洗膜 7次，分别加入 1:5000羊抗兔二抗和 1:2000的

羊抗小鼠的二抗，室温孵育 2 h。洗膜 7次，加上 ECL超敏发光

液进行显影。运用 Quantiy one软件分别计算出目的基因的蛋

白条带灰度值和内参条带的灰度值，将测得的数据使用统计学

方法进行比较。

1.3 统计学方法

采用 SPSS19.0软件，计量资料用 x依s 描述，组间比较采用
两个独立样本的 t检验；计数资料用率描述，组间比较采用 X2

检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 乳腺癌和乳腺癌癌旁正常组织中 FGFR4mRNA的表达比较

乳腺癌和乳腺癌癌旁正常组织各 52 例，乳腺癌组织中

FGFR4 mRNA相对表达 (1.27± 0.33) 显著高于癌旁正常组织

(1.09± 0.47)，差异有统计学意义(P=0.033)，见图 1。

2.2 乳腺癌和乳腺癌癌旁正常组织 FGFR4蛋白的表达比较

乳腺癌和乳腺癌旁正常组织各 52例标本，经Western blot

检测，根据测得目的基因条带与内参条带灰度值之比，乳腺癌

组织中 FGFR4蛋白相对表达量为(1.40± 0.13)，癌旁正常组织

中 FGFR4蛋白相对表达量(1.35± 0.05)，FGFR4蛋白在乳腺癌

组织中的表达水平显著高于癌旁正常组织中的表达(P=0.025)。

见图 2。

2.3 FGFR4 mRNA和蛋白在乳腺癌组织中表达与临床病理特

征的关系

FGFR4 mRNA在乳腺癌组织中表达量的中位数(1.263)为

界限之时，FGFR4 mRNA在乳腺癌组织中的表达与淋巴结转

移(P=0.023)和 HER-2有关(P<0.026)，而与患者的年龄、肿瘤分

期、分化程度、雌激素受体(ER)表达、孕激素(PR)均无关(P>0.

05)。FGFR4蛋白在乳腺癌组织中表达量的中位数(1.404)为界

限值时，FGFR4蛋白的表达量与淋巴结转移有关(P=0.044)，与

Her-2也有关(P=0.036)；而与患者年龄、肿瘤分期、分化程度、雌

激素(ER)、孕激素(PR)的表达均无关(P>0.05)。见表 1。

3 讨论

乳腺癌已经成为全球女性威胁生命最主要的疾病之一，在

欧美发达国家中，乳腺癌占女性所有恶性肿瘤的首位。在我国

乳腺癌发病率呈逐年增高趋势，年龄也越来越年轻化[12]。目前，

乳腺癌的主要治疗方法包括：术前化疗、手术、术后化疗、放疗、

及靶向药物治疗等相关治疗手段，分子生物靶向药物治疗新靶

点是乳腺癌研究的热点。
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Groups Amount(n)

FGFR4 mRNA FGFR4 Protein

Relaticely high

expression

Relaticely high

expression rate(%)
P Value

Relaticely high

expression

Relaticely high

expression rate(%)
P Value

Age 0.224 0.177

艽50 34 19 55.9 16 47.1

>50 18 7 38.9 12 66.7

Clinical stages 0.254 0.087

Ⅰ~Ⅱ 20 8 40.0 13 65

Ⅲ~Ⅳ 32 18 56.3 13 40.6

Tumor diameter

(cm)
0.773 0.071

艽2 19 9 47.4 6 31.6

>2 33 17 51.5 19 57.6

Degree of differentiation 0.080 0.432

Poorly

differentiation
18 6 33.3 10 55.6

Middle and high

differentiation
34 20 58.8 15 44.1

Lymph node metastasis 0.023 0.044

Positive 21 20 64.5 17 54.8

Negative 31 6 28.6 5 23.8

ER 0.734 0.120

Positive 41 20 43.2 22 53.7

Negative 11 6 54.5 3 27.3

PR 0.126 0.358

Positive 37 16 43.2 20 54.1

Negative 15 10 54.5 6 40.0

HER-2 0.026 0.036

Positive 28 18 64.3 15 53.6

Negative 24 8 33.3 6 25.0

表 1 52例乳腺癌组织中 FGFR4mRNA及蛋白的表达与临床病理特征的关系

Table 1 The relationship between the expression of FGFR4 mRNA and protein in breast cancer tissues and clinicopathological features

FGFR4属于成纤维细胞生长因子受体家族之一，其特异

性配体为 FGF19，两者相互结合能够抑制细胞凋亡并可以引起

细胞增殖相关基因表达上调。FGFR4还具有酪氨酸的跨膜激

酶活性，通过启动多个信号级联在 FGF配体结合到细胞外结

构域受体，可以引起肿瘤生长，尤其是当其表达上调或通过改

变基因稳定性和结构，最终导致肿瘤细胞增殖和生长 [13-16]。

FGFR4在多种恶性肿瘤中表达异常。Han Kiat Ho等 [17] 采用

PCR方法检测 62例肝癌和正常肝组织 FGFR4mRNA表达，结

果 FGFR4在肝癌组织比癌旁正常肝组织表达增高。Qian Z R

等[18]对 137例不同国家的各种垂体腺瘤组织和 10例正常垂体

组织中，研究中发现 FGFR4蛋白在日本 102例和加拿大 35例

垂体腺瘤表达分别占 57.8%和 62.8%，而在正常垂体组织中不

表达。Gowardhan B等[19]采用Western blot方法检测对 57例前

列腺癌和 26例良性前列腺组织 FGFR4蛋白的表达。结果显示

FGFR4在前列腺癌组织中表达量显著高于良性前列腺组织。

这些实验结果与我们的研究 FGFR4在乳腺癌组织中表达结果

表达情况相同。Roberta Lelis Dutra等[20]对 122例口腔和口咽鳞

状细胞癌患者外周血的 DNA，免疫组化方法检测结果显示

FGFR4低表达与淋巴结阳性和疾病的早期复发死亡有关。杨

胜利等[21]采用实时荧光 RT-PCR方法检测对 126例肺腺癌和

癌旁正常组织中 FGFR4，结果表明 FGFR4在肺癌组织比癌旁

正常组织表达明显下调，这与我们的研究 FGFR4在乳腺癌组

织中表达的结果相不一样，可能和样本量多少有关，也可能与

肿瘤组织不同有关，也提示 FGFR4在不同组织中可能功能也

不完全相同。

本实验使用 RT-PCR法检测 FGFR4 mRNA在乳腺癌组织

及癌旁正常组织中表达，结果显示乳腺癌组织中的 FGFR4

mRNA表达高于癌旁正常组织，差异具有统计学意义。提示

Note: ER: Estrogen receptor; PR: Progesterone receptor; Her-2Human epidermal growth factor 2.
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FGFR4在乳腺癌发生、发展过程中可能具有一定作用。结合临

床病理特征进行相关分析，FGFR4 mRNA在乳腺癌组织中高

表达与淋巴结转移和 Her-2有一定的关系，提示 FGFR4可能

与淋巴结转移有关。而与年龄肿瘤大小、临床分期、分化程度、

ER、PR等无明显相关性。用 Western blot方法检测 52例乳腺

癌组织及癌旁正常组织中 FGFR4蛋白相对表达量，结果显示

FGFR4蛋白在乳腺癌组织中表达高于癌旁正常组织，进一步

的与临床病理特征分析显示，FGFR4 表达与淋巴结转移和

Her-2 呈正相关。Meijer D 等 [22] 研究发现在乳腺癌组织中

FGFR4 mRNA表大水平增高与患者预后有密切的关系。Bange

J等[23]研究还发现 FGFR4基因在乳腺癌的高表达表达与 Her-2

呈正相关性。Nadu R等[24]在研究中发现乳腺癌患者 FGFR4基

因型过表达与淋巴结转移有明显的相关性。这些实验研究与我

们研究结果相同。两项实验均表明 FGFR4在乳腺癌组织中表

达升高，提示可能与乳腺癌有一定的相关性。恶性肿瘤的发生

是一个相当复杂的转变过程，包括细胞骨架改变、细胞分裂周

期的过程、细胞信号的转导途径等异常改变。FGFR4是受体酪

氨酸激酶家族中的一员，在相关恶性肿瘤研究中逐渐得到重

视。FGFR4可能在乳腺癌形成过程中、淋巴结转移和 Her-2有

一定作用。但 FGFR4在分子水平肿瘤恶变的具体机制还不清

楚，还需要进一步深入研究。

综上所述，FGFR4在乳腺癌组织中高表达，可能参与乳腺

癌的形成过程及淋巴结转移，并有望成为判断乳腺癌淋巴结转

移及预后和分析生物学行为的重要参考指标。
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