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微小RNA-449a靶向调控KDM3A对乳腺癌
细胞生物学功能的影响*

宿伟鹏 张洋 敖登高娃 刘攀

(新疆医科大学第一附属医院肿瘤一科,新疆 乌鲁木齐830054)

  【摘要】 目的 探究微小RNA-449a(miR-449a)通过靶向赖氨酸脱甲基酶3A(KDM3A)对乳腺癌细胞生物学行为

的影响。方法 采用实时荧光定量PCR技术和 WesternBlot分别检测乳腺癌组织及癌旁正常组织、人正常乳腺上皮细

胞系(MCF10A)及人乳腺癌细胞系(MDA-MB-231、BT-474、MCF-7、SK-BR-3)中 miR-449a与 KDM3A的表达水平,双
荧光素酶报告基因实验分析miR-449a与KDM3A的靶向关系;然后将 MCF-7细胞分为5组进行转染处理:对照组、阴
性对照(NCmimic)组、miR-449a模拟物(miR-449amimic)组、miR-449amimic+pcDNA3.1组、miR-449amimic+pcD-
NA3.1-KDM3A组,CCK-8法、Transwell小室及细胞划痕实验分别检测各组 MCF-7细胞增殖、迁移和侵袭,AnnexinV-

FITC/PI双染法和 WesternBlot分别检测各组 MCF-7细胞凋亡及细胞中凋亡相关蛋白半胱氨酸天 冬 氨 酸 蛋 白 酶

(Caspase)3、Caspase9、B细胞淋巴瘤-2(Bcl-2)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)的表达水平。结果 与癌旁正常组织、MCF10A
细胞比较,乳腺癌组织和几种细胞系 MDA-MB-231、BT-474、MCF-7、SKBR-3中 miR-449a相对表达量降低,而KDM3A
蛋白相对表达量升高(P<0.05);miR-449a与KDM3A存在靶向关系,miR-449a负调控KDM3A的表达;与对照组、NC

mimic组比较,miR-449amimic组在24h、48h、72h同一时间下的增殖活性降低,细胞迁移及侵袭的数目减少,划痕愈

合率降低,同时细胞凋亡率增加,细胞内凋亡相关蛋白Caspase3、Caspase9及促凋亡蛋白Bax的相对表达量上调,抑凋

亡相关蛋白Bcl-2的相对表达量下调(P<0.05);与miR-449amimic组比较,miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A组同

一时间下的增殖活性则升高,细胞迁移及侵袭的数目增加,划痕愈 合 率 升 高,细 胞 凋 亡 率 减 少,且 细 胞 内Caspase3、

Caspase9及Bax的蛋白相对表达量均下调,Bcl-2蛋白相对表达量上调(P<0.05)。结论 miR-449a可能通过靶向抑

制KDM3A的表达,抑制乳腺癌细胞增殖、迁移、侵袭并促进其凋亡,从而发挥抗乳腺癌作用。
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StudyontheeffectofmicroRNA-449atargetingKDM3Aon
thebiologicalfunctionofbreastcancercells

SUWeipeng,ZHANGYang,AODenggaowa,LIUPan
(DepartmentofOncology,TheFirstAffiliatedHospitalofXinjiangMedicalUniversity,Urumqi830054,China)

  【Abstract】 Objective ToexploretheeffectofmicroRNA-449a(miR-449a)onthebiologicalbehaviorofbreast
cancercellsbytargetinglysinedemethylase3A(KDM3A).Methods Real-timefluorescencequantitativePCRandWest-
ernBlotwereusedtodetecttheexpressionlevelsofmiR-449aandKDM3Ainbreastcancertissuesandadjacentnormal
tissues,humannormalbreastepithelialcellline(MCF10A)andhumanbreastcancercelllines(MDA-MB-231,BT-474,

MCF-7,SK-BR-3),anddualluciferasereportergeneassaywasusedtoanalyzethetargetingrelationshipbetweenmiR-

449aandKDM3A.Then,MCF-7cellsweredividedintofivegroupsfortransfection:controlgroup,negativecontrol
(NCmimic)group,miR-449amimicgroup,miR-449amimic+pcDNA3.1group,miR-449amimic+pcDNA3.1-KDM3A

group,CCK-8method,TranswellchamberandcellscratchassaywereusedtodetectMCF-7cellproliferation,migration
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andinvasionineachgroup,AnnexinV-FITC/PIdoublestainingmethodandWesternBlotwereusedtodetectMCF-7cell
apoptosisandtheexpressionlevelsofapoptosis-relatedproteinscaspase3,caspase9,Bcelllymphoma-2(Bcl-2)andBcl-

2-associatedXprotein(Bax)ineachgroup.Results ComparedwithadjacentnormaltissuesandMCF10Acells,therel-
ativeexpressionofmiR-449ainbreastcancertissuesandseveralcelllinesMDA-MB-231,BT-474,MCF-7andSKBR-3
wasdecreased,whiletherelativeexpressionofKDM3Aproteinwasincreased(P<0.05);therewasatargetingrelation-
shipbetweenmiR-449aandKDM3A,andmiR-449anegativelyregulatedtheexpressionofKDM3A;Comparedwiththe
controlgroupandtheNCmimicgroup,theproliferationactivityofthemiR-449amimicgroupwasdecreasedat24h,48
hand72hatthesametime,thenumberofcellmigrationandinvasionwasreduced,thescratchhealingratewasre-
duced,andthecellapoptosisratewasincreased,therelativeexpressionofintracellularapoptosis-relatedproteins
Caspase3andCaspase9andpro-apoptoticproteinBaxwasupregulated,andtherelativeexpressionofanti-apoptoticpro-
teinBcl-2wasdownregulated(P<0.05);ComparedwiththemiR-449amimicgroup,miR-449aInthemimic+pcD-
NA3.1KDM3Agroup,theproliferationactivityincreasedatthesametime,thenumberofcellmigrationandinvasionin-
creased,thescratchhealingrateincreased,thecellapoptosisratedecreased,andtherelativeexpressionofCaspase3,

Caspase9andBaxproteinsinthecellswasdownregulated,whiletherelativeexpressionofBcl-2proteinwasupregulated
(P<0.05).Conclusion miR-449amayinhibittheproliferation,migrationandinvasionofbreastcancercellsandpromotetheir
apoptosisbytargetingandinhibitingtheexpressionofKDM3A,therebyplayingananti-breastcancerrole.

【Keywords】 Breastcancer;microRNA-449a;Lysinedemethylase3A;Proliferation;Apoptosis

  乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一,其发病率

逐年上升,严重威胁女性的生命健康[1]。尽管目前在

手术、放疗、化疗及内分泌治疗等多种治疗手段的综

合应用下,乳腺癌患者的总体生存率有所提高,但仍

有15%的患者在确诊后3年内出现远端转移,并有

90%的转移性患者发生死亡[2]。其高迁移与高侵袭

的生物学特性仍是影响治疗效果和预后的关键因

素[3]。因此,深入探索乳腺癌发生发展及转移过程中

关键的分子机制,对于开发有效的治疗方法至关重

要。微小RNA(microRNA,miRNA)是一类内源性非

编码短链RNA,长度约为18~25个核苷酸,能通过与

编码蛋白质的 mRNA3'-非翻译区(3'-untranslated
regions,3'-UTR)特异性结合来调控基因的表达,从
而参与细胞增殖、分化、迁移、凋亡及代谢等多种细胞

生物学过程。miR-449a是近年来研究较为广泛的抑

癌miRNA之一。研究表明,其在多种肿瘤中的表达

水平下调,并与肿瘤细胞的恶性生物学行为密切相

关[4-5]。然而,miR-449a在乳腺癌中的具体作用及其

调控机制尚未明确。赖氨酸特异性脱甲基酶3A(ly-
sinedemethylase3A,KDM3A)是一种组蛋白去甲基

化酶,属于JumonjiC结构域家族成员,通过降低组蛋

白H3第9位赖氨酸二甲基化(Histone3lysine9
dimethylation,H3K9me2)来促进转录激活,在表观遗

传修饰中起关键作用[6]。KDM3A在肿瘤组织中通常

表达失调,其高表达与促肿瘤及患者的预后不良有

关[7-8]。已有研究表明,在乳腺癌细胞中敲低KDM3A
表达能够抑制肿瘤恶性程度并促进肿瘤凋亡[9]。但

其在乳腺癌中的上游调控机制仍有待进一步研究。
本研 究 旨 在 探 讨 miR-449a 是 否 通 过 靶 向 调 控

KDM3A,从而影响乳腺癌细胞的增殖、迁移、侵袭和

凋亡等生物学行为,以期为乳腺癌的治疗研究提供潜

在靶点及理论依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料 本研究经新疆医科大学第一附属医

院伦理委员会审核(伦理编号:K202312-43),收集20
例来自本院于2024年1月—2025年1月期间接受手

术治疗的乳腺癌患者的肿瘤组织及对应的癌旁正常

组织样本,癌旁正常组织取自距离肿瘤边缘2cm以

外的非肿瘤乳腺组织,经病理学证实无肿瘤细胞浸

润。所有组织样本于手术采集后,迅速置于液氮中冷

冻保存,并转存于 80℃冰箱中备用。纳入标准:①
经病理确诊为乳腺癌。②年龄≥18岁。③有完整的

临床病理资料。排除标准:①合并其他恶性肿瘤或严

重系统性疾病。②在术前接受放疗、化疗或内分泌治

疗者。

1.2 主要 材 料 与 试 剂 人 正 常 乳 腺 上 皮 细 胞 系

MCF10A和人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、BT-474、

MCF-7、SK-BR-3由中科院上海细胞生物学研究所提

供。RPMI-1640培养基和胎牛血清购自美国 Gibco
公司,TRIzol总RNA提取试剂和Lipofectamine3000
转染试剂购自美国Invitrogen公司,miRNA反转录试

剂盒和定量检测试剂盒购自日本Takara公司,miR-
449amimic及阴性对照NCmimic由广州广州市锐博

生物科技有限公司合成,pcDNA3.1空载质粒与pcD-
NA3.1-KDM3A过表达质粒购自上海吉玛医药科技

有限公司,双荧光素酶报告基因检测试剂盒购自武汉

金开瑞生物工程有限公司,BCA 蛋白定量试剂盒、

CCK-8细胞增殖检测试剂盒及结晶紫购自上海碧云
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天生 物 科 技 公 司,Matrigel基 质 胶 和 AnnexinV-
FITC/PI双染细胞凋亡检测试剂盒购自美国BDBio-
sciences公司,一抗 KDM3A、Caspase3、Caspase9、

Bax、Bcl2抗体、二抗IgG山羊抗兔抗体及内参GAP-
DH抗体等购自英国Abcam公司。

1.3 方法

1.3.1 实时荧光定量PCR技术 采用TRIzol试剂

提取乳腺癌组织、癌旁正常组织及细胞系的总RNA,
分光光度计测定RNA纯度和浓度,1%琼脂糖凝胶电

泳检测RNA完整性。使用 miRNA第一链cDNA合

成试剂盒和TaqManmiRNAAssays试剂盒分别进行

反转录和qPCR 反应,在 ABI7500实时荧光定量

PCR系统上进行扩增。miR-449a,上游引物5'-TGG
CAGTGTATTGTTAGCTGGT-3',下游引物5'-GT
GCAGGGTCCGAGGT-3';内参 U6,上游引物5'-CT
CGCTTCGGCAGCACA-3',下游引物5'-AACGCTT
CACGAATTTGCGT-3'。扩 增 条 件 如 下:预 变 性

95℃,10min;95℃变性15s,60℃退火/延伸1min,
共40个循环。采用2-ΔΔCt方法计算miR-449a的相对

表达量,每组样本设置3个复孔,实验重复3次。

1.3.2 WesternBlot 取新鲜组织样本和培养的细

胞,经PBS清洗后加入RIPA裂解液分离总蛋白。通

过BCA法测定蛋白浓度后,加热变性,取等量30μg
蛋白上样到SDS-PAGE凝胶孔上,进行电泳分离并转

至PVDF膜。将膜在5%脱脂奶粉中室温封闭1h,分
别加入一抗KDM3A(1∶1000)、Caspase3(1∶1000)、

Caspase9(1∶1000)、Bax(1∶2000)、Bcl2(1∶2000)及
内参GAPDH抗体(1∶5000),于4℃孵育过夜。次日

加入二抗(1∶5000),室温孵育1h后,采用ECL显

色,使用成像系统扫描条带,并通过ImageJ软件分析

灰度值。

1.3.3 双荧光素酶报告基因实验分析 通过 Tar-
getScan数据库预测miR-449a的潜在靶基因,筛选出

KDM3A3'-UTR 区 域 中 可 能 的 结 合 位 点。扩 增

KDM3A中含有miR-449a结合位点的3'-UTR片段,
克隆到pmirGLO双荧光素酶载体中,记为 KDM3A
野生型(wt),通过突变结合位点获得的突变体,扩增

并克隆到载体,记为 KDM3A突变型(mut)。将构建

好的质粒分别与 miR-449amimics或阴性对照 NC
mimic共同转染至 MCF-7细胞,按照Lipofectamine
3000说明书操作,48h后采用双荧光素酶报告基因系

统检测荧光素酶活性。

1.3.4 细胞分组与转染处理 将 MCF-7细胞分为5
组进行转染处理:对照组,不做任何处理;NCmimic
组,转染阴性对照 NCmimic;miR-449amimic组,转

染miR-449amimic;miR-449amimic+pcDNA3.1组,
共转染miR-449amimic与空载质粒pcDNA3.1;miR-
449amimic+pcDNA3.1-KDM3A 组,共 转 染 miR-
449amimic 与 KDM3A 过 表 达 质 粒 pcDNA3.1-
KDM3A。细胞接种至6孔板中,密度为2×106 个细

胞/孔,当汇合度达70%~80%时,采用Lipofectamine
3000进行转染,转染48h后进行后续实验。

1.3.5 CCK-8法 将 MCF-7细胞接种于96孔板

中,每孔约5×103 个细胞,进行分组及转染,设置0、

24、48和72h四个时间点,各时间点加入10μLCCK-
8试剂,置于37℃、5% CO2 培养箱中孵育2h,使用

酶标仪在450nm波长下测定吸光度(OD)值并记录,
绘制细胞增殖曲线图。

1.3.6 Transwell小室迁移与侵袭检测实验 迁移

实验中,取转染48h后的各组 MCF-7细胞,用无血清

培养基重悬并调整浓度为1×105/mL,取200μL细胞

悬液加入不含基质胶的上室,下室加入含10% 胎牛

血清的培养基600μL,37℃孵育24h。侵袭实验操

作基本相同,但在Transwell上室接种细胞前,需预先

铺设 Matrigel稀释液进行包被。孵育结束后,移除上

室未迁移/侵袭的细胞,用4%多聚甲醛固定30min,
结晶紫染色15min,PBS清洗后,在光学显微镜下随

机选6个视野计数穿膜细胞数,取平均值进行统计

分析。

1.3.7 细胞划痕实验 取转染后的各组 MCF-7细

胞接种于6孔板中培养至单层融合约90%,使用无菌

枪头在孔板中间划出一条垂直划痕,用PBS轻轻清洗

以去除脱落细胞,加入无血清培养基继续培养。分别

于0h和24h使用倒置显微镜拍摄划痕区域图像,利
用ImageJ软件测量划痕宽度,计算划痕愈合率,愈合

率(%)=(初始0h宽度-24h宽度)/初始0h宽度

×100%。

1.3.8 AnnexinV-FITC/PI双染法 转染48h后收

集各组 MCF-7细胞,PBS清洗后,用预冷的1×Bind-
ingBuffer重悬细胞,并调整浓度至1×106 个/mL,取

100μL细胞悬液加入5μLAnnexinV-FITC和5μL
PI,室温避光反应15min,再加400μL1×Binding
Buffer混匀后,立即上机检测,通过流式细胞仪采集信

号来分析凋亡细胞比例。

1.4 统计学分析 所有实验数据均采用 GraphPad
Prism8.0软件进行统计分析,结果以(􀭺x±s)表示。
两组间比较采用双侧独立样本t检验,多组间比较采

用单因素方差分析,进一步采用LSD-t法进行组间两

两比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果
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2.1 乳腺癌组织和细胞系中 miR-449a、KDM3A表

达比较 相较于癌旁正常组织,miR-449a在乳腺癌组

织中呈低表达(P<0.05);与 MCF10A细胞比较,乳
腺癌细胞系 MDA-MB-231、BT-474、MCF-7、SK-BR-3
中miR-449a相对表达量也显著降低(P<0.05)。见

图1。而与癌旁正常组织比较,KDM3A蛋白在乳腺

癌组 织 中 表 达 升 高(P<0.05);且 乳 腺 癌 细 胞 系

MDA-MB-231、BT-474、MCF-7、SKBR-3中 KDM3A
蛋白 相 对 表 达 量 也 显 著 高 于 MCF10A 细 胞(P<
0.05)。见图2。
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图1 miR-449a在乳腺癌组织和细胞系中表达变化

Figure1 ExpressionchangesofmiR-449ainbreastcancertissuesand

celllines

注:与癌旁正常组织比较,①P<0.05;与 MCF10A细胞比较,②P<0.05。
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图2 KDM3A在乳腺癌组织和细胞系中表达变化

Figure2 ExpressionchangesofKDM3Ainbreastcancertissuesandcell

lines

注:与 癌 旁 正 常 组 织 比 较,①P<0.05;与 MCF10A 细 胞 比 较,②

P<0.05。

2.2 miR-449a与KDM3A的靶向调控关系 生物信

息学软件 TargetScan预测显示,miR-449a与 KDM3A
的3'UTR存在靶向结合位点;通过设计 KDM3Awt
和KDM3Amut,并将其分别与NCmimic、miR-449a
mimic共转染后发现,miR-449amimic与KDM3Awt
共转染的细胞相对荧光素酶活性显著低于NCmimic
与KDM3Awt共转染的细胞(P<0.05)。见图3。
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图3 miR-449a与KDM3A靶向关系预测及验证

Figure3 Predictionandverificationofthetargetingrelationshipbetween

miR-449aandKDM3A

注:A.TargetScan预测 miR-449a与 KDM3A3'UTR的结合位点;B.

细胞相对荧光素酶活性测定。与NCmimic比较,①P<0.05。

2.3 各组 MCF-7细胞增殖水平比较 在 MCF-7细

胞处理后同一检测时间24、48和72h,与对照组、NC
mimic组比较,miR-449amimic组同一时间下的增殖

活性显著降低(P<0.05);与miR-449amimic组比较,

miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A组同一时间下

的增殖活性显著升高(P<0.05),而 miR-449amimic
+pcDNA3.1组同一时间下的增殖活性相较于 miR-
449amimic组的变化无统计学意义(P>0.05)。见

图4。
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图4 不同处理下 MCF-7细胞增殖活性的变化

Figure4 ChangesinproliferationactivityofMCF-7cellsunderdifferent

treatments

2.4 各组 MCF-7细胞迁移与侵袭比较 与对照组、

NCmimic组比较,miR-449amimic组 MCF-7细胞迁

移及侵袭的数目显著减少(P<0.05);与 miR-449a
mimic组比较,miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A
组迁移及侵袭的数目显著增加(P<0.05),而 miR-
449amimic+pcDNA3.1组迁移、侵袭的数目相较于

miR-449amimic组 的 变 化 均 无 统 计 学 意 义(P>

0.05)。见图5。此外,miR-449amimic组 MCF-7细
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胞划痕愈合率较对照组、NCmimic组显著降低(P<
0.05);而miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A组划

痕愈 合 率 较 miR-449amimic组 又 显 著 升 高(P<

0.05),miR-449amimic+pcDNA3.1组划痕愈合率相

较于 miR-449amimic组的变化无统计学意义(P>
0.05)。见图6。
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图5 不同处理下 MCF-7细胞迁移与侵袭的变化(标尺=100μm)

Figure5 ChangesinmigrationandinvasionofMCF-7cellsunderdifferenttreatments
注:与对照组比较,①P<0.05;与NCmimic组比较,②P<0.05;与miR-449amimic组比较,③P<0.05。
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图6 不同处理下 MCF-7细胞划痕愈合率的变化(标尺=100μm)

Figure6 ChangesinthescratchhealingrateofMCF-7cellsunderdifferenttreatments
注:与对照组比较,①P<0.05;与NCmimic组比较,②P<0.05;与miR-449amimic组比较,③P<0.05。

2.5 各 组 MCF-7 细 胞 凋 亡 率 及 凋 亡 相 关 蛋 白

Caspase3、Caspase9、Bax、Bcl2的表达比较 与对照

组、NCmimic组比较,miR-449amimic组 MCF-7细

胞凋亡率显著增加(P<0.05);与 miR-449amimic组

比较,miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A组细胞

凋亡率显著减少(P<0.05),而 miR-449amimic+

pcDNA3.1组细胞凋亡率未有显著变化(P>0.05)。
见图7。与对照组、NCmimic组比较,miR-449amim-
ic组 MCF-7细胞凋亡相关蛋白Caspase3、Caspase9
及促凋亡蛋白Bax的相对表达量显著上调,抑凋亡相
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关蛋白Bcl-2的相对表达量显著下调(P<0.05);与
miR-449a mimic 组 比 较,miR-449a mimic+pcD-
NA3.1KDM3A组细胞中Caspase3、Caspase9及Bax
的蛋白相对表达量被显著下调,而Bcl-2蛋白相对表

达量则显著上调(P<0.05),miR-449amimic+pcD-
NA3.1组以上蛋白相对表达量均未发生显著变化

(P>0.05)。见图8。
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图7 不同处理下 MCF-7细胞凋亡率的变化

Figure7 ChangesinapoptosisrateofMCF-7cellsunderdifferenttreatments
注:与对照组比较,①P<0.05;与NCmimic组比较,②P<0.05;与miR-449amimic组比较,③P<0.05。
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Figure8 ExpressionlevelsofCaspase3,Caspase9,BaxandBcl2proteinsinMCF-7cellsunderdifferenttreatments
注:1.对照组;2.NCmimic组;3.miR-449amimic组;4.miR-449amimic+pcDNA3.1组;5.miR-449amimic+pcDNA3.1KDM3A组。与对照组比

较,①P<0.05;与NCmimic组比较,②P<0.05;与miR-449amimic组比较,③P<0.05。

3 讨论

目前,手术切除仍是乳腺癌的主要治疗方式,但
约20%~40%的患者因癌细胞扩散而出现复发或远

处转移,远处转移是乳腺癌相关死亡的首要原因[10]。
尽管乳腺癌的早期诊断和治疗取得了显著进展,分子

靶向治疗和免疫治疗也在部分晚期患者中显示出疗

效,但乳腺癌依然威胁女性健康。乳腺癌的发生和转

移是一个多因素、多基因相互作用的复杂生物学过

程。大量研究表明,miRNA在乳腺癌中的异常表达

与肿瘤增殖、侵袭、凋亡及化学耐药性密切相关,提示

miRNA有望成为乳腺癌的治疗分子靶点[11-13]。然

而,不同miRNA的具体生物学功能仍待进一步阐明。
已有研究发现,miR-449a在乳腺癌组织及细胞系

中普遍呈下调表达,且其低表达与肿瘤转移及不良预

后密切相关,提示 miR-449a可能作为一种抑癌因子

发挥作用[14]。功能研究表明,miR-449a通过靶向调

控p53、TPD52等关键基因,抑制乳腺癌细胞的增殖、
迁移与侵袭,并促进细胞凋亡[15-16]。此外,miR-449a
还能增强乳腺癌细胞对化疗药物他莫昔芬的敏感性,

提示其在逆转耐药方面具有潜在价值[17]。然而,也有

研究表明,在某些类型乳腺癌组织中 miR-449a的表

达升高,并可能促进肿瘤的进展[18]。林慧等[19]研究

显示,在三阴性乳腺癌和管腔型乳腺癌中的表达存在

显著差异,其表达水平与激素受体ER、PR的阳性状

态相关。这一表达差异反映了乳腺癌的分子异质性。
此外,miRNA的功能高度依赖于细胞背景及其靶基

因网络,因此需要对其作用的具体靶点深入探讨以明

确具体功能。本研究结果显示,miR-449a在乳腺癌组

织及细胞系中的表达显著低于癌旁正常组织及正常

乳腺上皮细胞 MCF10A;在表达最低的雌激素受体阳

性乳腺癌细胞系 MCF-7中转染 miR-449amimic后,
检测结果显示,miR-449a过表达显著抑制 MCF-7细

胞的增殖、迁移与侵袭能力。表明 miR-449a在该亚

型乳腺癌细胞中可能发挥抑癌作用。
通过进一步分析发现,KDM3A在乳腺癌组织及

细胞系中的表达显著高于癌旁正常组织和 MCF10A
细胞,与miR-449a呈现相反的表达趋势,提示两者可

能存在表达上的关联。通过生物信息学预测及双荧
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光素酶报告基因实验验证了 miR-449a可靶向结合

KDM3A的3'-UTR并抑制其表达,证实 KDM3A是

miR-449a的靶基因。KDM3A作为一种组蛋白去甲

基化酶,在多种生理和病理过程中扮演重要角色,并
在多种肿瘤中高表达,是调控肿瘤生长与转移的关键

因子[20]。而KDM3A的表达受 miRNA精细调控,并
对肿瘤的发生发展产生重要影响。例如,miR-335靶

向抑制KDM3A表达,抑制透明细胞肾细胞癌的生长

及转移[21];miR-22-3p通过靶向 KDM3A调控 Hippo
信号通路,抑制结直肠癌细胞的增殖、侵袭和迁移能

力[22]。本研究结果进一步表明,过表达KDM3A可逆

转miR-449a对 MCF-7细胞的抑癌效应,提示 miR-
449a通过负向调控KDM3A表达发挥其抑癌作用。

在肿瘤的发生与进展过程中,凋亡机制通常受到

破坏,癌细胞逃避程序性死亡,从而获得持续增殖和

侵袭能力[23]。凋亡障碍是乳腺癌恶性程度升高和转

移潜能增强的重要机制[24]。因此,促进肿瘤细胞凋亡

是抗 肿 瘤 治 疗 的 关 键 策 略 之 一。Caspase-3 和

Caspase-9是线粒体介导内源性凋亡通路的核心调控

因子[25]。Bcl-2是经典的抗凋亡蛋白,在多种肿瘤组

织中高表达,促进肿瘤细胞存活、进展及耐药。Bax是

Bcl-2家族中的促凋亡成员,能够与Bcl-2形成异聚

体,拮抗其抗凋亡作用,并激活Caspase级联反应,诱
导细胞凋亡[26]。本研究结果显示,miR-449a过表达

显著促进 MCF-7细胞凋亡,上调Caspase3、Caspase9
及Bax蛋白的表达,并下 调 Bcl-2蛋 白 表 达,提 示

miR-449a具有促进 MCF-7细胞凋亡的作用;而在同

时 过 表 达 KDM3A 后,MCF-7 细 胞 凋 亡 减 少,

Caspase3、Caspase9及Bax蛋白表达下调,Bcl-2蛋白

表达则上调,表明 miR-449a通过靶向 KDM3A 介导

乳腺癌细胞凋亡。

4 结论

miR-449a在乳腺癌组织及细胞系中表达下调,其
通过直接靶向 KDM3A抑制细胞增殖、迁移及侵袭,
促进细胞凋亡,在乳腺癌进展中发挥抑癌作用。这一

发现有助于深入理解乳腺癌的分子机制,并为开发靶

向治疗策略提供潜在靶点。但本研究仍存在一定局

限性,尚未在动物模型中验证 miR-449a/KDM3A轴

的体内作用。未来可通过构建裸鼠异种移植瘤模型

来进一步验证这一信号轴在乳腺癌发生发展中的作

用机制及其治疗潜力。
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