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FOXP3在BRCA1/2突变乳腺癌中的表达及
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Abstract: Objective　To  investigate  the  potential  significance  of FOXP3  expression  in BRCA1/2-mutant
breast cancer. Methods　A total of 48 BRCA mutation carriers (16 with BRCA1 and 32 with BRCA2) and 78
age-matched  non-carriers  were  included  in  this  study.  Immunohistochemistry  was  used  to  detect  the
expression of FOXP3  in  breast  cancer  tissues.  The FOXP3 RNA expression in  39 BRCA1,  36 BRCA2,  and
948  non-carrier  breast  cancer  patients  from  TCGA-BRCA and  the  correlation  with  homologous  recombin-
ation deficiency scores were evaluated to validate the immunohistochemistry results. Results　The FOXP3
positive rate was 43.8% (7/16) in BRCA1 mutation carriers, 59.4% (19/32) in BRCA2 mutation carriers, and
9.0% (7/78) in non-carriers.  The FOXP3 positive rates in patients with BRCA1/2 mutant breast cancer were
significantly  higher  than  those  in  non-carriers  (P=0.002; P<0.001).  TCGA-BRCA  results  showed  that  the
FOXP3  RNA  level  in  BRCA1/2  mutant  breast  cancer  was  significantly  higher  than  that  in  non-carriers
(P=0.02, P=0.004).  The FOXP3  RNA  level  was  positively  correlated  with  the  homologous  recombination
deficiency score (Spearman R=0.30, P<2.2e-16). Conclusion　Patients with BRCA1/2 mutant breast cancers
have higher FOXP3 expression than non-carriers, and may be more sensitive to immunotherapy.
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摘　要：目的　探讨BRCA1/2突变乳腺癌FOXP3表达情况及潜在意义。方法　选取北京大学肿瘤医院

48例BRCA突变者（BRCA1 16例，BRCA2 32例）和78例年龄匹配的非突变者，采用免疫组织化学检测

乳腺癌组织FOXP3的表达情况。为验证免疫组织化学结果，分析TCGA-BRCA中39例BRCA1、36例
BRCA2和948例非携带者乳腺癌的FOXP3 RNA表达水平及其与同源重组缺陷评分的关系。结果　在

BRCA1突变者中FOXP3阳性率43.8%（7/16），BRCA2突变者为59.4%（19/32），非携带者为9.0%（7/78）。

BRCA1/2突变患者FOXP3阳性率均显著高于非突变者（P=0.002；P<0.001）。TCGA-BRCA结果显示，

BRCA1/2突变乳腺癌的FOXP3 RNA水平也显著高于非携带者（P=0.02，P=0.004）。FOXP3 RNA水平

与同源重组缺陷评分正相关（Spearman R=0.30, P<2.2e-16）。结论　BRCA1/2突变乳腺癌较非突变者

FOXP3表达更高，可能对免疫治疗更敏感。
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0    引言

乳腺癌是全球最常见的女性恶性肿瘤[1]，其中

BRCA突变乳腺癌约占5%[2-3]。BRCA1/2胚系突变乳

腺癌发病年龄早、双侧乳腺癌发生率较高、家族

聚集现象明显，BRCA1突变乳腺癌中三阴性乳腺

癌（triple negative breast cancer, TNBC）占比高达

60%[4]。近年来，免疫治疗逐渐成为乳腺癌新的治

疗策略，尤其是针对三阴性乳腺癌，抗PD-1/PD-
L1单克隆抗体已经在临床试验中显示出一定的疗
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效[5-6]。BRCA1/2突变乳腺癌具有较高的肿瘤突变负

荷，以及较强的T淋巴细胞浸润和免疫检查点分子

PD-1/PD-L1的表达[7-9]，BRCA1/2突变乳腺癌是否也

是免疫治疗的获益人群值得研究。

FOXP3（forkhead box P3）是一种转录因子，

其基因位于X染色体的短臂上，位点为Xp.11.23[10-11]。
FOXP3主要表达于调节性T细胞（regulatory T cells,
Tregs），是Tregs的特异性标志物和功能决定因

子，FOXP3的表达水平可以反映Tregs的数量和功

能[10-11]。Tregs是一类具有免疫抑制功能的CD4+ T
细胞，通过产生抑制性细胞因子（如白介素10）或

以细胞间接触依赖性方式调节T细胞或抗原呈递细

胞，从而抑制肿瘤特异性的免疫反应，促进肿瘤的

免疫逃逸，降低免疫治疗的效果[12-13]。因此，FOXP3
作为Tregs的关键分子，被认为是一种重要的免疫

治疗相关的生物标志物。

但是目前BRCA1/2突变乳腺癌中FOXP3的表达

情况并不清楚。本研究通过临床样本进行免疫组织

化学检测，并利用TCGA-BRCA数据进一步验证，

以明确BRCA1/2突变携带者和非携带者乳腺癌中

FOXP3的表达情况，以及FOXP3表达水平与基因

组不稳定性的关系。

1    资料与方法

1.1    研究对象

本研究纳入2003年1月至2022年7月北京大学肿

瘤医院收治的48例BRCA胚系突变乳腺癌患者（BR-
CA1 16例，BRCA2 32例）和78例年龄匹配的非突

变携带者。患者外周血样本DNA用于检测BRCA1/2
基因的突变状态，患者手术后乳腺癌组织样本进行

石蜡包埋。所有的患者均为女性，详细的临床信息

见表1。通过北京大学肿瘤医院电子病历系统及随

访办公室获得患者的病史信息，肿瘤大小为术前

B型超声检查提示的肿瘤最大径。淋巴结状态根据
 

表 1　BRCA1/2突变乳腺癌患者和非携带者临床病理特征

Table 1　Clinicopathological characteristics of patients with BRCA1/2-mutant breast cancer and non-carriers

Characteristics No. BRCA1 carriers (n(%)) BRCA2 carriers (n(%)) Non-carriers (n(%)) P1 P2 P3

Total 126 16 32 78
Median follow-up
  time (range, years) 4.7 (0.1-19.2) 8.2 (1.5-19.2) 9.2 (0.1-18.2) 4.0 (0.4-5.1)

Age at diagnosis (years)
  Median (range) 49 (27-75) 43.5 (28-64) 49.5 (31-74) 50 (27-75)
  ≤ 50 68 12 (75.0%) 16 (50.0%) 40 (51.3%) 0.14 >0.999 0.18
  > 50 58 4 (25.0%) 16 (50.0%) 38 (48.7%)
ER status
  Positive 74 5 (31.3%) 24 (75.0%) 45 (57.7%) 0.10 0.14 0.009
  Negative 52 11 (68.8%) 8 (25.0%) 33 (42.3%)
PR status
  Positive 65 5 (31.3%) 26 (81.3%) 34 (43.6%) 0.52 < 0.001 0.002
  Negative 61 11 (68.8%) 6 (18.8%) 44 (56.4%)
HER2 status
  Positive 26 1 (6.3%) 3 (9.4%) 22 (28.2%) 0.11 0.06 >0.999
  Negative 100 15 (93.8%) 29 (90.6%) 56 (71.8%)
Molecular type
  TNBC 35 11 (68.8%) 4 (12.5%) 20 (25.6%) 0.01 0.008 < 0.001
  HR+ and HER2− 65 4 (25.0%) 25 (78.1%) 36 (46.2%)
  HER2+ 26 1 (6.3%) 3 (9.4%) 22 (28.2%)
Tumor stage
  Ⅰ 29 5 (31.3%) 9 (28.1%) 15 (19.2%) 0.21 0.23 0.67
  Ⅱ 77 9 (56.3%) 14 (43.8%) 54 (69.2%)
  Ⅲ 12 0 (0) 3 (9.4%) 9 (11.5%)
  Unknown   8 2 (12.5%) 6 (18.8%) 0 (0)
Tumor size (cm)
  ≤2 50 6 (37.5%) 19 (59.4%) 25 (32.1%) 0.56 0.01 0.35
  >2 75 9 (56.3%) 13 (40.6%) 53 (67.9%)
  Unknown   1 1 (6.3%) 0 (0) 0 (0)
Nodal status
  Positive 41 4 (25.0%) 12 (37.5%) 25 (32.1%) 0.77 0.79 0.59
  Negative 85 12 (75.0%) 20 (62.5%) 53 (67.9%)
Notes: P1: BRCA1  carriers  versus  non-carriers; P2: BRCA2  carriers  versus  non-carriers; P3: BRCA1  carriers  versus BRCA2  carriers.  ER:  estrogen

receptor; PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; TNBC: triple-negative breast cancer; HR: hormone receptor.
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前哨淋巴结活检和（或）腋窝淋巴结清扫病理结果

进行判断。雌激素受体（estrogen receptor, ER）、

孕激素受体（progesterone receptor, PR）和人表皮

生长因子受体2（human epidermal growth factor rec-
eptor 2, HER2）的状态根据术前穿刺或手术样本免

疫组织化学染色结果确定。ER和PR阳性定义为≥1%
的肿瘤细胞染色阳性；HER2阳性定义为HER2免疫

组织化学染色3+，或HER2免疫组织化学染色2+，
同时荧光原位杂交（fluorescence in situ hybridiza-
tion, FISH）实验显示HER2基因扩增。ER或PR阳
性统称为激素受体（hormone receptor, HR）阳性。

本研究得到了北京大学肿瘤医院研究与伦理委员会

的批准，均签署患者知情同意书。

1.2    免疫组织化学检测FOXP3表达情况

所有乳腺癌组织在4%中性福尔马林固定后石

蜡包埋。免疫组织化学实验采用EnVision法。具体

步骤如下：60℃烤片1 h，经过二甲苯脱蜡、梯度

酒精水合后，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffered
saline, PBS）洗涤。3%双氧水封闭10 min，EDTA
高压修复10 min，冷却后用5%羊血清封闭1 h，一

抗孵育过夜。第二天PBS洗涤后，二抗孵育0.5 h，
再次洗涤后进行DAB显色，苏木精对比染色1 min，
盐酸-酒精分色液分色数秒，流水返蓝15 min，最

后进行梯度酒精脱水、中性树胶封片。一抗为

1:500 FOXP3（ab20034，小鼠单克隆抗体，Abcam）。

二抗为酶标羊抗鼠/兔IgG聚合物（基因科技上海股

份有限公司）。

阳性结果判断：FOXP3以乳腺癌浸润淋巴细胞

中细胞核出现棕黄色或棕褐色为阳性表达[14-16]，而

非细胞质浅着色的乳腺癌细胞。每张片子随机选择

5个高倍视野（×400），按FOXP3阳性淋巴细胞占

所有淋巴细胞的百分比分类，阳性细胞百分比≥5%
的表达被定义为FOXP3阳性切片[16]。

1.3    TCGA数据下载和同源重组缺陷评分

癌症基因组图谱乳腺癌组织样本（The Cancer
Genome Atlas-Breast Cancer, TCGA-BRCA）的基因

组数据从UCSC Xena（http://xena.ucsc.edu/）下载，

临床数据从Genomic Data Commons Data Portal（htt
ps://gdc-portal.nci.nih.gov/）下载。根据TCGA数据

库中乳腺癌患者的全外显子组测序（whole exome
sequencing, WES）数据建立同源重组缺陷（hom-
ologous  recombination  deficiency,  HRD）评分，计

算端粒等位基因失衡（telomeric allelic imbalance,
TAI）、大规模状态转变（ large-scale  state  transi-
tion,  LST）和杂合性缺失（ loss  of  heterozygosity,

LOH）评分的总和。

1.4    统计学方法

采用软件R（版本4.2.3）进行数据分析。连续

变量的比较采用t检验。分类变量采用Pearson卡方

检验或Fisher’s精确检验。相关性分析采用Spear-
man相关性检验。统计分析采用双侧检验，检验水

准α=0.05，P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    乳腺癌患者的临床病理特征

免疫组织化学法检测纳入的16例BRCA1突变

者、32例BRCA2突变者和78例非携带者的乳腺癌组

织FOXP3表达，患者年龄、肿瘤分期、淋巴结状态

间相互匹配（均P>0.05），见表1。
2.2    FOXP3的表达与BRCA突变状态的关系

FOXP3主要表达于乳腺癌组织T淋巴细胞的细

胞核中，见图1。在126例乳腺癌患者中，16例
BRCA1突变乳腺癌FOXP3阳性率为43.8%（7/16），

32例BRCA2突变乳腺癌FOXP3阳性率为59.4%（19/
32），而在78例非携带者乳腺癌仅为9.0%（7/78）。

BRCA1突变者和BRCA2突变者乳腺癌FOXP3的阳性

率均显著高于非携带者（P=0.002；P<0.001）。进一

步在不同分子分型中分析发现，在65例HR+HER2−
组中，BRCA1和BRCA2突变携带者FOXP3的阳性率

显著高于非携带者（50.0% vs. 5.6%，P=0.04; 64.0%
vs. 5.6%，P<0.001）。但在35例TNBC组中，BRCA1
和BRCA2突变携带者FOXP3的阳性率与非携带者并

未显示出统计学差异（45.5% vs. 20.0%，P=0.22；
50.0% vs. 20.0%，P=0.25）。而HER2+组中BRCA1
突变携带者（n=1）和BRCA2突变携带者（n=2）
的患者数较少，故不作讨论，见表2。
  

FOXP3 positive FOXP3 negative

50 μm

 
图 1　免疫组织化学检测FOXP3在乳腺癌组织中的表达
情况
Figure  1　 Expression  of FOXP3 in  breast  cancer  tissues
detected by immunohistochemistry
 

为了验证免疫组织化学的结果，我们比较了

TCGA-BRCA数据库中1 023例乳腺癌的RNA表达
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谱（948例非携带者，39例BRCA1突变携带者，

36例BRCA2突变携带者），发现FOXP3的RNA表

达水平在BRCA1突变者（P=0.02）和BRCA2突变者

（P=0.004）均显著高于非携带者。按照分子分型进

行分层分析，在HR+ HER2−组（n=661）中，BRC-
A1突变者（P=0.03）和BRCA2突变者（P=0.01）的

FOXP3表达水平仍显著高于非携带者；而TNBC组
（n=181）中未显示出显著差异，这与免疫组织化

学的结果一致，见图2。
2.3    FOXP3的表达与同源重组缺陷评分的关系

已知BRCA1/2突变携带者同源重组缺陷（HRD）

评分比非携带者高[17]，在958例具有全外显子测序

（WES）的TCGA-BRCA乳腺癌数据中，我们比较

了FOXP3的RNA表达水平与HRD评分的关系，发

现FOXP3的表达水平与HRD评分正相关（Spearman

R=0.30, P<2.2e-16），见图3。

3    讨论

本研究通过免疫组织化学方法发现FOXP3在
BRCA1/2突变乳腺癌中表达显著高于非携带者。进

一步分析TCGA-BRCA数据发现，FOXP3 RNA表

达水平在BRCA1/2突变乳腺癌亦显著高于非突变患

者，且FOXP3 RNA表达水平与HRD分数呈正相

关。本研究提示Treg细胞在BRCA1/2突变乳腺癌中

有较高的富集，并可能与基因组不稳定相关。

FOXP3是一种转录调控因子，对Treg细胞的发

育和免疫抑制功能至关重要[11,18]。FOXP3通过结合

到特定的DNA序列，调节多个基因的表达，从而

影响Treg细胞的分化、稳定性、迁移和免疫抑制能

力[11,18-19]。以往关于FOXP3在乳腺癌中的研究并不

 

表 2　BRCA1/2突变乳腺癌患者FOXP3表达水平的比较

Table 2　Comparison of FOXP3 expression in patients with BRCA1/2-mutant breast cancer

Molecular subtype No. FOXP3 level P1 P2 P3

Positive Negative
Total 126 33 (26.2%) 93 (73.8%) 0.002 <0.001 0.47
  BRCA1 carriers 16 7 (43.8%) 9 (56.3%)
  BRCA2 carriers 32 19 (59.4%) 13 (40.6%)
  Non-carriers 78 7 (9.0%) 71 (91.0%)
HR+ and HER2− 65 20 (30.8%) 45 (69.2%) 0.04 <0.001 0.62
  BRCA1 carriers 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)
  BRCA2 carriers 25 16 (64.0%) 9 (36.0%)
  Non-carriers 36 2 (5.6%) 34 (94.4%)
TNBC 35 11 (31.4%) 24 (68.6%) 0.22 0.25 >0.999
  BRCA1 carriers 11 5 (45.5%) 6 (54.5%)
  BRCA2 carriers 4 2 (50.0%) 2 (50.0%)
  Non-carriers 20 4 (20.0%) 16 (80.0%)
Notes: P1: BRCA1 carriers versus non-carriers; P2: BRCA2 carriers versus non-carriers; P3: BRCA1 carriers versus BRCA2 carriers.
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t test was used.

图 2　FOXP3基因在TCGA-BRCA乳腺癌数据中的表达水平

Figure 2　Expression of FOXP3 in TCGA-BRCA breast cancer data
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一致。有文献报道FOXP3阳性Tregs在免疫逃逸中

起着重要作用，与乳腺癌生存率低、导管原位癌复

发和luminal型乳腺癌中淋巴结转移有关[20-22]。也有

研究报道高比例的肿瘤浸润FOXP3阳性细胞与三阴

性乳腺癌[23]和BRCA突变乳腺癌[24]的死亡率降低显

著相关。以往研究多集中在散发性乳腺癌，目前尚

未有研究表明FOXP3表达水平与乳腺癌BRCA突变

状态的关系。本研究发现FOXP3阳性淋巴细胞在

BRCA突变乳腺癌的富集较非携带者显著增加，表

明BRCA突变会刺激更多的Treg细胞富集，BRCA突
变乳腺癌较非携带者可能更适合靶向Treg细胞的免

疫治疗。进一步按照乳腺癌分子分型分层分析发现，

无论在蛋白还是RNA水平，HR+ HER2−的BRCA突
变乳腺癌患者FOXP3的表达均高于非携带者，提示

HR+ HER2−的BRCA突变患者可能是靶向Treg细胞

免疫治疗的潜在受益人群。而在TNBC患者中，BRCA
突变者FOXP3阳性率与非携带者之间无统计学差

异，可能与该亚组免疫组织化学样本量较小有关，

也可能受TNBC本身异质性的免疫微环境影响。

同源重组修复（homologous recombination rep-
air, HRR）是一种高保真的DNA修复途径，以姐妹

染色单体作为模板修复DNA双链断裂[25]。同源重组

缺陷后DNA双链断裂修复会过度依赖低保真、高

易错的替代性DNA损伤修复途径如非同源末端连

接，引起大面积染色体重排（如缺失和易位），导

致基因组不稳定[25]。BRCA1和BRCA2基因都是参与

DNA双链断裂修复的重要因子，它们主要通过

HRR方式来维持基因组的稳定性。其中BRCA1在
BRCA2的上游发挥作用，BRCA1可以促进DNA端

的切割和重组介导因子的结合，为后续的同源配对

做准备；BRCA2可以与RAD51结合形成复合体，参

与DNA的同源寻找和配对[26]。

HRD状态会导致特定的、可量化的、稳定的基

因组改变，包括杂合性缺失、端粒等位不平衡和大

片段移位。本研究发现FOXP3的表达水平与基因

组不稳定性的指标HRD评分正相关。基因组不稳定

性会导致肿瘤细胞产生更多的新生抗原，激活免疫

系统，同时也会导致肿瘤细胞产生更多的免疫耐

受，抑制免疫系统的攻击。BRCA1/2突变导致的基

因组不稳定性和同源重组缺陷，刺激免疫系统的激

活和免疫细胞的浸润[9,27]。而具有免疫抑制功能的

Treg细胞在BRCA1/2突变乳腺癌中富集，可能是肿

瘤细胞为了逃避免疫系统的攻击而产生的一种自我

保护的反馈机制，用于抵消免疫系统的攻击，维持

肿瘤的免疫耐受状态[9,28]。这一结果提示，基因组

不稳定性和Treg细胞水平可能是BRCA1/2突变乳腺

癌的免疫治疗的重要预测因子。针对FOXP3或
Treg细胞的干预，可能是一种提高BRCA1/2突变乳

腺癌免疫治疗效果的有效策略。有研究表明，免疫

治疗如抗CTLA-4抗体可以去除Treg细胞的抑制功

能，释放效应细胞的细胞毒性功能 [12-13,29]。提示

BRCA1/2突变乳腺癌可能受益于靶向Treg细胞的免

疫治疗。

总之，本研究发现BRCA突变乳腺癌中FOXP3
表达阳性率高，提示BRCA突变乳腺癌FOXP3高表

达者可能是免疫治疗潜在的获益人群。未来还需要

更大样本验证本结果，以及体内外功能实验来揭示

FOXP3在BRCA1/2突变乳腺癌中的作用机制，为

BRCA1/2突变乳腺癌的免疫治疗提供理论依据。
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