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ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达及生物信息学分析
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摘　 要：探讨 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达及其在乳腺癌发生发展过程中的作用。 利用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ８３ 例乳
腺癌和癌旁组织中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的相对表达量，发现 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达水平高于癌旁组织，并与肿瘤组织学级别、
大小、雌激素受体状态和孕激素受体状态有关（Ｐ＜０．０５）。 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在三阴性乳腺癌中的表达水平显著低于管腔型。 使用
Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库进行生存分析，结果显示在三阴性乳腺癌中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 低表达组总生存率显著低于高表达组，而在
管腔 Ｂ 型乳腺癌中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 高表达组总生存率显著降低（Ｐ＜０．０５）。 利用 ＥＮＣＯＲＩ 数据库预测得到靶基因 １８６ 个，通过
ｍｅｔａｓｃａｐｅ 数据库进行富集分析，发现其功能涉及间充质细胞分化、细胞迁移、内分泌抵抗、粘附连接、肌动蛋白细胞骨架调节
以及 ＮＯＴＣＨ、ＴＧＦ⁃β、Ｗｎｔ、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等介导的信号通路。 通过 ｓｔｒｉｎｇ 数据库进行蛋白互作网络分析，并使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 软件筛
选出由 ＮＯＴＣＨ１、ＪＡＧ１ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 等蛋白构成的关键子网络。 应用 ＥＮＣＯＲＩ 数据库分析 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＮＯＴＣＨ 途径靶基因的
相关性，发现 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与 ＮＯＴＣＨ１ 在乳腺癌组织中的表达呈负相关。 本研究结果表明 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达具有
明显的异质性，可通过影响多种信号通路参与肿瘤发展过程，调控 ＮＯＴＣＨ 信号通路可能是其在乳腺癌中的重要机制。
关键词：ｍｉＲ⁃４４９ａ；乳腺癌；靶基因；生物信息学
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　 　 乳腺癌是当前全球范围内最常见的恶性肿瘤，
发病率仍呈上升趋势。 作为一种高度异质性的疾

病，基于组织病理、基因表达或基因组－转录组数据

有多种分类方法，临床工作中常根据雌激素受体

（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 ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，ＨＥＲ２）的表达将

其分为管腔型、ＨＥＲ２ 过表达型和三阴性乳腺癌［１］。
不同分子亚型的乳腺癌具有独特的临床表现、组织

病理学特征、治疗反应以及预后，深入了解其内在机

制的差异对改进分类方法和发现潜在治疗靶点至关

重要。 微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类内源性

非编码 ＲＮＡ，主要通过抑制翻译或降解靶 ｍＲＮＡ 调

控基因表达，在癌症发病机制中发挥致癌或抑癌作

用［２］。 部分 ｍｉＲＮＡ 在乳腺癌中的表达存在异质性，
与特定的分子亚型相关联，可用于肿瘤的风险判断

和精准分类［３］。 研究显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌、宫颈

癌、肺癌、鼻窦腺癌、结直肠癌等多种恶性肿瘤中异

常表达，参与调控肿瘤增殖、迁移、侵袭等过程，但对

其在不同亚型乳腺癌的作用了解有限［４－６］。 本研究

通过检测 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达，分析其

与临床病理特征的关系，并采用生物信息学方法探

索其在肿瘤发生发展过程中可能的作用机制，以期

为乳腺癌的研究提供一定的参考依据。

１　 资料与方法

１．１　 组织标本和临床资料

　 　 选取本院 ２０１７ 年至 ２０２１ 年行手术切除的 ８３
例乳腺癌患者作为研究对象。 纳入标准：①首诊患

者，经病理组织学确诊；②临床病理资料完整，明确

ＥＲ、ＰＲ 和 ＨＥＲ２ 蛋白的表达状态；③病灶无明显出

血坏死区。 排除标准：①术前接受过新辅助治疗；②
合并其他器官恶性肿瘤。 本研究经医院伦理委员会

批准，患者或家属签署知情同意书。 患者发病年龄

２７～８１ 岁，平均年龄（５０．４８±１２．１１）岁，组织学类型

包括浸润性导管癌 ７０ 例、伴髓样特征的浸润性癌 ９
例、化生性癌 ４ 例；分子亚型包括管腔型 ４３ 例、
ＨＥＲ２ 过表达型 １９ 例、三阴性乳腺癌 ２１ 例。 选择

肿瘤石蜡包埋组织为观察组，距肿物边缘＞２ ｃｍ 的

正常乳腺组织作为对照组。
１．２　 方法

１．２．１　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平

将石蜡标本以 １５ μｍ 厚度切片，按石蜡组织切

片 ｍｉＲＮＡ 提取试剂盒（北京天根生化科技公司）说
明书提取 ＲＮＡ。 按逆转录试剂盒（美国 ＡＰＥｘＢＩＯ

公司）操作步骤将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ。 ｍｉＲ⁃４４９ａ
逆转录引物序列：ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡ
ＧＧＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＣＡＧＣ。 将合成的

ｃＤＮＡ 稀释为统一浓度后，按照荧光定量 ＰＣＲ 试剂

盒说明书（南京诺唯赞生物科技公司）进行操作，配
制２０ μＬ反应体系： ｃＤＮＡ 模板２ μＬ、引物０．８ μＬ、
ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ７．２ μＬ。
ｍｉＲ⁃４４９ａ上游引物： ＣＧＣＧＴＧＧＣＡＧＴＧＴＡＴＴＧＴＴＡ，
下游 引物： ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴ。 反 应 条

件：９５ ℃预变性５ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性１５ ｓ、６０ ℃ 退火

３０ ｓ、７２ ℃ 延伸１５ ｓ，循环 ４５ 次。 记录 Ｃｔ 值，以
Ｕ６ 为内参照，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的相对

表达量。
１．２．２　 生存数据分析

使 用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ Ｐｌｏｔｔｅｒ 数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｋｍｐｌｏｔ． ｃｏｍ ／ ａｎａｌｙｓｉｓ ／ ） 进 行 在 线 分 析， 选 择

ＭＥＴＡＢＲＩＣ 数据集和默认参数，比较 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达

与不同亚型乳腺癌患者总生存率的关系。
１．２．３　 靶基因预测和富集分析

从 ＥＮＣＯＲＩ 网站（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｓｔａｒｂａｓｅ．ｓｙｓｕ．ｅｄｕ．ｃｎ ／
ｉｎｄｅｘ．ｐｈｐ）下载 ｍｉＲＮＡ－ｍＲＮＡ 相互作用数据，选择

ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲａｎｄａ 和 ＰｉｃＴａｒ 三个数据库共同的预

测结果作为预测靶基因集合。 应用 ｍｅｔａｓｃａｐｅ 在线

数 据 库 （ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｍｅｔａｓｃａｐｅ． ｏｒｇ ／ ｇｐ ／ ｉｎｄｅｘ． ｈｔｍｌ ＃ ／
ｍａｉｎ ／ ｓｔｅｐ１）对所预测的靶基因集合进行基因本体

（Ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分析、京都基因与基因组百科

全书 （ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）富集分析。
１．２．４　 编码蛋白互作网络分析

使用 ｓｔｒｉｎｇ 数据库（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｎ． ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ． ｏｒｇ ／ ）
进行编码蛋白相互作用（Ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络分析。 将数据结果导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３．９．１ 软

件，使用 ＭＣＯＤＥ 插件进行 ＰＰＩ 子网络的聚类模块

分析。
１．２．５　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与靶基因表达的相关性分析

使用 ＥＮＣＯＲＩ 数据库探索乳腺癌组织 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 与靶基因表达的相关性，ｍＲＮＡ 和 ｍｉＲＮＡ 数

据来源于癌症基因组图谱（Ｔｈｅ ｃａｎｃｅｒ ｇｅｎｏｍｅ ａｔｌａｓ，
ＴＣＧＡ），并经 ｌｏｇ２（ＦＰＫＭ ／ ＲＰＭ ＋ ０．０１）转换。
１．３　 统计学处理

　 　 运用 ＳＰＳＳ ２６．０ 软件对数据进行统计处理，计
量资料以均数±标准差表示，组间差异比较采用配

对 ｔ 检验，多组资料两两比较采用 Ｇａｍｅｓ －Ｈｏｗｅｌｌ
法，计数资料以例和百分率表示，行 c

２ 检验。 Ｐ ＜
０．０５表示差异具有统计学意义。
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２　 结果分析

２．１　 乳腺癌和癌旁正常组织 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平

比较

　 　 乳腺癌组织中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平（１．３３±０．６７）
高于癌旁正常组织（１．０２±０．４１），差异具有统计学意

义（ ｔ＝ ３．８０１，Ｐ＜０．００１，见图 １ａ）。 进一步比较每例

样本癌旁组织和癌组织的表达，结果显示，与癌旁组

织相比，ｍｉＲ⁃４４９ａ 在 ３８．６％（３２ ／ ８３）的乳腺癌组织

中表达下调（见图 １ｂ），其中包括 １３ 例管腔型乳腺

癌、６ 例 ＨＥＲ２ 过表达型乳腺癌和 １３ 例三阴性乳腺

癌，说明 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达存在明显

的异质性。

图 １　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌和癌旁组织中的表达水平

Ｆｉｇ．１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ
ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ａｄｊａｃｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

２．２　 不同分子亚型乳腺癌 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平比较

　 　 进一步比较不同分子亚型乳腺癌 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的

表达，结果显示其在三阴性乳腺癌中表达水平最低

（０．９０±０．３９），在管腔型乳腺癌中的表达水平最高

（１．５６±０．７１），两组之间的差异具有统计学意义（Ｐ＜
０．００１），而 ＨＥＲ２ 过表达型乳腺癌（１．２９±０．６３）与其

他亚型之间的差异不具有统计学意义（Ｐ＞０．０５，见
图 ２）。

图 ２　 ｍｉＲ⁃４４９ａ在不同分子亚型乳腺癌中的表达水平

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ

２．３　 ｍｉＲ⁃４４９ａ表达水平与患者临床病理特征的

关系

　 　 根据乳腺癌组织 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平的平均值，
将患者分为低表达组 ４３ 例，高表达组 ４０ 例。 分析

ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平与乳腺癌患者临床病理特征的

关系，结果显示其与肿瘤组织学级别、肿瘤大小以及

ＥＲ、ＰＲ 的表达状态有关（Ｐ＜０．０５），与患者年龄、肿
瘤发生部位、淋巴结转移、ＴＮＭ 分期以及 ＨＥＲ２ 表

达状态无相关性（Ｐ＞０．０５，见表 １）。
２．４　 ｍｉＲ⁃４４９ａ表达水平与不同分子亚型乳腺癌患

者预后的关系

　 　 使用 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库分析 ｍｉＲ⁃４４９ａ
表达水平与不同亚型乳腺癌患者总生存率的关系，
结果显示，在管腔 Ｂ 型乳腺癌中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 高表达组

总生存率显著低于低表达组（Ｐ＜０．０１），在三阴性乳

腺癌中 ｍｉＲ⁃４４９ａ 低表达组总生存率显著低于高表

达组（Ｐ＜０．０５，见图 ３），相反的趋势提示 ｍｉＲ⁃４４９ａ
在不同分子亚型乳腺癌的作用可能存在差别。 此

外，管腔 Ａ 型、ＨＥＲ２ 过表达型乳腺癌患者的总生存

率与 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平无关（Ｐ＞０．０５）。
２．５　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 靶基因预测和富集分析结果

　 　 预测结果筛选出 １８６ 个 ｍｉＲ⁃４４９ａ 靶基因，ＧＯ
分析提示蛋白功能主要涉及细胞成分形态发生、间
充质细胞分化、器官发育、组蛋白修饰、细胞迁移的
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正向调控、囊泡介导的转运调控等生物学过程（见
图 ４）。 ＫＥＧＧ 分析结果显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 靶基因富集

于内分泌抵抗、粘附连接、粘着斑、肌动蛋白细胞骨

架调节以及 ＮＯＴＣＨ、ＴＧＦ⁃β、Ｗｎｔ、Ｒａｓ、ＭＡＰＫ、ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ 等介导的信号通路，其中多个靶基因已知与乳

腺癌关系密切（见表 ２）。

表 １　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平与乳腺癌患者临床病理特征的关系　 ｎ（％）
Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ

ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ　 ｎ（％）

临床病理特征 ｎ
ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平

低表达（ｎ＝ ４３） 高表达（ｎ＝ ４０）
c２ ｐ

年龄（岁）

≤５０ ４８ ２１（４３．７５） ２７（５６．２５）

＞５０ ３５ ２２（６２．８６） １３（３７．１４）
２．９６０ ０．０８５

肿瘤部位

左 ４２ １９（４５．２４） ２３（５４．７６）

右 ４１ ２４（５８．５４） １７（４１．４６）
１．４７０ ０．２２５

组织学级别

１－２ ３４ １３（３８．２４） ２１（６１．７６）

３ ４９ ３０（６１．２２） １９（３８．７８）
４．２４９ ０．０３９

ＴＮＭ 分期

Ⅰ １８ ６（３３．３３） １２（６６．６７）

Ⅱ－Ⅲ ６５ ３７（５６．９２） ２８（４３．０８）
３．１４２ ０．０７６

肿瘤大小（ｃｍ）

＜３ ５２ ２２（４２．３１） ３０（５７．６９）

≥３ ３１ ２１（６７．７４） １０（３２．２６）
５．０３２ ０．０２５

淋巴结转移

阴性 ３７ １９（５１．３５） １８（４８．６５）

阳性 ４６ ２４（５２．１７） ２２（４７．８３）
０．００６ ０．９４１

ＥＲ 状态

阴性 ４０ ２６（６５．００） １４（３５．００）

阳性 ４３ １７（３９．５３） ２６（６０．４７）
５．３８２ ０．０２０

ＰＲ 状态

阴性 ５５ ３４（６１．８２） ２１（３８．１８）

阳性 ２８ ９（３２．１４） １９（６７．８６）
６．５４４ ０．０１１

ＨＥＲ２ 状态

阴性 ５０ ２９（５８．００） ２１（４２．００）

阳性 ３３ １４（４２．４２） １９（５７．５８）
１．９３２ ０．１６５

２．６　 编码蛋白互作网络分析

　 　 将靶基因集合上传至 ｓｔｒｉｎｇ 数据库构建 ＰＰＩ 网

络，该网络包含 １３７ 个节点和 ２７６ 条边，平均局部聚

类系数为 ０．３５７，数据导入 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ 进行可视化（见

图 ５ａ）。 使用 ＭＣＯＤＥ 插件进行分析，筛选出以

Ｎｏｔｃｈ 受体 １（Ｎｏｔｃｈ ｒｅｃｅｐｔｏｒ １，ＮＯＴＣＨ１）、Ｎｏｔｃｈ 配体

１（Ｊａｇｇｅｄ ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｎｏｔｃｈ ｌｉｇａｎｄ １，ＪＡＧ１）、细胞周期

蛋白 Ｄ１（ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１，ＣＣＮＤ１）等为核心的子网络（见

图 ５ｂ）。

２．７　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与靶基因表达的相关性分析

　 　 进一步分析ｍｉＲ⁃４４９ａ与 ＮＯＴＣＨ 信号通路靶基

因（见表 ２） 表达的相关性，结果显示ｍｉＲ⁃４４９ａ与

ＮＯＴＣＨ１ 在乳腺癌组织中的表达呈负相关 （ ｒ ＝

－０．１８６，Ｐ＜０．００１，见图 ６）。
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图 ３　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 表达水平与不同分子亚型乳腺癌患者预后的关系

Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｕｂｔｙｐｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ

图 ４　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 预测靶基因 ＧＯ 分析结果

Ｆｉｇ．４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＯ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ
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表 ２　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 预测靶基因 ＫＥＧＧ 通路分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙ ａｎａｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ

索引号 通路名称 ｌｏｇ１０（Ｐ） 基因

ｈｓａ０４３３０ ＮＯＴＣＨ 信号通路 －５．７８ ＪＡＧ１， ＮＯＴＣＨ１， ＮＯＴＣＨ２， ＮＵＭＢＬ， ＤＬＬ１， ＡＰＨ１Ａ
ｈｓａ０１５２２ 内分泌抵抗 －５．６０ ＪＡＧ１， ＣＣＮＤ１， Ｅ２Ｆ３， ＮＯＴＣＨ１， ＮＯＴＣＨ２， ＭＡＰ２Ｋ１， ＤＬＬ１
ｈｓａ０５２２４ 乳腺癌 －５．４３ ＪＡＧ１， ＣＣＮＤ１， Ｅ２Ｆ３， ＮＯＴＣＨ１， ＮＯＴＣＨ２， ＭＡＰ２Ｋ１， ＤＬＬ１， ＬＥＦ１
ｈｓａ０４５２０ 粘附连接 －５．３０ ＳＭＡＤ４， ＭＥＴ， ＰＴＰＲＭ， ＶＣＬ， ＷＡＳＦ１， ＬＥＦ１
ｈｓａ０４３５０ ＴＧＦ－β 信号通路 －４．６０ Ｅ２Ｆ５， ＩＮＨＢＢ， ＳＭＡＤ４， ＲＯＣＫ１， ＴＧＩＦ２， ＧＲＥＭ２
ｈｓａ０４３１０ Ｗｎｔ 信号通路 －４．１０ ＣＣＮＤ１， ＣＴＮＮＤ２， ＳＭＡＤ４， ＤＡＡＭ１， ＬＥＦ１， ＬＧＲ４， ＴＢＬ１ＸＲ１
ｈｓａ０４５１０ 粘着斑 －３．６０ ＣＣＮＤ１， ＭＥＴ， ＰＤＧＦＲＡ， ＭＡＰ２Ｋ１， ＲＯＣＫ１， ＶＣＬ， ＰＩＰ５Ｋ１Ａ
ｈｓａ０４８１０ 肌动蛋白细胞骨架调节 －３．３９ ＰＤＧＦＲＡ， ＭＡＰ２Ｋ１， ＲＯＣＫ１， ＲＲＡＳ， ＶＣＬ， ＰＩＰ５Ｋ１Ａ， ＷＡＳＦ１
ｈｓａ０４２１８ 细胞衰老 －３．３８ ＣＣＮＤ１， Ｅ２Ｆ３， Ｅ２Ｆ５， ＭＡＰ２Ｋ１， ＲＲＡＳ， ＣＣＮＥ２
ｈｓａ０４０１４ Ｒａｓ 信号通路 －３．２２ ＭＥＴ， ＫＩＴＬＧ， ＰＤＧＦＲＡ， ＰＬＣＧ１， ＭＡＰ２Ｋ１， ＲＲＡＳ， ＳＨＯＣ２
ｈｓａ０４０１０ ＭＡＰＫ 信号通路 －２．６３ ＣＡＣＮＢ３， ＭＥＴ， ＫＩＴＬＧ， ＰＤＧＦＲＡ， ＭＡＰ２Ｋ１， ＲＲＡＳ， ＲＰＳ６ＫＡ４
ｈｓａ０４１５１ ＰＩ３Ｋ－Ａｋｔ 信号通路 －２．２０ ＣＣＮＤ１， ＭＥＴ， ＫＩＴＬＧ， ＰＤＧＦＲＡ， ＰＰＰ２Ｒ３Ａ， ＭＡＰ２Ｋ１， ＣＣＮＥ２

图 ５　 蛋白质互作网络分析结果

Ｆｉｇ． ５　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ

图 ６　 ｍｉＲ⁃４４９ａ与 ＮＯＴＣＨ１ 在乳腺癌组织中表达的相关性

Ｆｉｇ． ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃４４９ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｉｔｈ
ＮＯＴＣＨ１ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

３　 讨　 论

　 　 ｍｉＲ⁃４４９ 家族包括 ｍｉＲ⁃４４９ａ、 ｍｉＲ⁃４４９ｂ、 ｍｉＲ⁃
４４９ｃ，由位于染色体 ５ｑ１１．２ 的基因簇所编码，这一区

域已被鉴定是癌症易感区域［７］。 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在人类肺、
气管和睾丸中高表达，在非小细胞肺癌、肝细胞癌、鼻
窦腺癌等多种恶性肿瘤中常常下调表达，发挥抑癌作

用［６－８］。 目前 ｍｉＲ⁃４４９ａ 与乳腺癌相关的研究结论存

在一些矛盾。 有报道显示ｍｉＲ⁃４４９ａ在乳腺癌组织和细

胞系表达下调，过表达 ｍｉＲ⁃４４９ａ 对乳腺癌细胞起抑制

作用［９］。 但也有研究发现 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在淋巴结未转移

的浸润性导管癌中高表达，其表达与患者复发率增加

和总生存期、无病生存期降低显著相关，在体外可促

进多种乳腺癌细胞增殖、迁移和侵袭［１０］。 本研究结果
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显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组织中的表达呈现出高度的

异质性，虽然总体水平高于癌旁组织，但其中有 ３８．６％
的病例出现表达下调，因此不同研究结论的矛盾在一

定程度上与纳入的样本有关。
本组资料显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达与肿瘤组织学

级别和大小有关，在高级别、体积大的乳腺癌中表达

降低，提示其在乳腺癌进展中一定程度上发挥抑癌

作用。 乳腺癌是具有不同生物学和表型特征的异质

性疾病，ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平在不同分子亚型乳腺

癌间存在差异，尤其是三阴性乳腺癌表达水平显著

低于管腔型。 三阴性乳腺癌是一种高侵袭性亚型，
具有很强的增殖能力和高转移风险，上皮间充质转

化（Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ－ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）相关的形

态学和功能改变是其获得侵袭性的关键事件。 靶基

因及富集分析结果显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的功能涉及间充

质细胞分化、细胞迁移、粘附连接、粘着斑、肌动蛋白

细胞骨架调节等生物学过程，提示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的功能

与肿瘤获得侵袭性密切相关。 体外实验表明在三阴

性乳腺癌细胞系中上调 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达后可抑制

细胞迁移和 ＥＭＴ 进程并促进细胞凋亡，从而发挥抗

肿瘤作用［２］。 生存分析结果显示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 低表达

的三阴性乳腺癌患者总生存率显著低于高表达者。
ｍｉＲ⁃４４９ａ 在管腔型乳腺癌中高表达，表达水平

与激素受体 ＥＲ、ＰＲ 阳性状态有关。 先前有研究发

现 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在 ＥＲ 阳性的乳腺癌细胞株 ＭＣＦ⁃７ 中

的表达显著高于正常乳腺上皮细胞，敲低后则会抑

制癌细胞增殖和迁移［１１］。 管腔 Ｂ 型是 ＥＲ 阳性乳腺

癌中侵袭性较强的类型，生存分析结果显示 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 在该亚型中表达较高的患者预后更差，提示

ｍｉＲ⁃４４９ａ 在该亚型肿瘤进展过程中可能发挥重要作

用，但具体机制目前尚未阐明。 有研究发现 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 表达增加与磷脂酰肌醇⁃３⁃激酶催化亚基 α
（Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３－ｋｉｎａｓｅ ｃａｔａｌｙｔｉｃ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ，
ＰＩＫ３ＣＡ）突变状态有关，后者是 ＥＲ 阳性乳腺癌中最

常见的体细胞突变癌基因［１２］。 ＰＩＫ３ＣＡ 突变导致

ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路的异常激活，可促进乳腺癌细胞

的生长和侵袭［１３］。 靶基因预测结果也显示 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 调控 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路的多个基因，因此 ｍｉＲ⁃
４４９ａ 在乳腺癌中发挥抑癌或致癌作用，可能取决于

不同亚型或发展阶段。
ＫＥＧＧ 富 集 分 析 结 果 显 示 ｍｉＲ⁃４４９ａ 参 与

ＮＯＴＣＨ、ＴＧＦ⁃β、Ｗｎｔ、ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 等多种信号通路，通
过 ＰＰＩ 网络分析筛选关键子网络，主要由 ＮＯＴＣＨ１、
ＪＡＧ１ 和 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 等蛋白所构成。 ＮＯＴＣＨ 信号通路

是一种细胞间通信系统，可广泛调控细胞生物学特

性，如干细胞维持、上皮细胞极性 ／粘附、细胞增殖和

凋亡等，在器官发育和维持组织稳态中发挥重要作

用［１４］。 异常激活的 ＮＯＴＣＨ 信号与多种恶性肿瘤的

迁移、侵袭和转移密切相关，ＮＯＴＣＨ１ 作为 ＮＯＴＣＨ
受体家族成员之一，在信号转导中起关键作用［１５］。
本研究基于 ＴＣＧＡ 数据发现 ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺癌组

织中的表达与 ＮＯＴＣＨ１ 呈负相关。 ＮＯＴＣＨ１ 在三阴

性乳腺癌中的表达最为显著，可能通过诱导多种

ＥＭＴ 相关基因的表达，促进管腔细胞向基底型分化，
从而参与三阴性乳腺癌的发生发展过程［１６］。 ＪＡＧ１
是 ＮＯＴＣＨ 信号通路的重要配体，在乳腺癌中的表达

水平与肿瘤侵袭进展、转移及不良预后有关［１７］。
ＪＡＧ１ 表达阳性率在不同亚型的乳腺癌中同样也存

在差异，在三阴性乳腺癌中表达率最高且与 ＥＲ、ＰＲ
的表达呈负相关［１８］。 Ｐｏｄｄａｒ 等［１９］ 已证实 ｍｉＲ⁃４４９ａ
可靶向作用于 ＪＡＧ１ 从而在骨骼肌细胞中调控

ＮＯＴＣＨ 信号。 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 在细胞周期控制中起核心

作用，是 ＮＯＴＣＨ１ 的直接靶点，在三阴性乳腺癌中

ＪＡＧ１ 可介导 ＮＯＴＣＨ１ 对 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 启动子的转录激

活，从而促进肿瘤细胞增殖［２０］。 而在 ＥＲ 阳性的乳

腺癌中，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ 则是雌激素调控细胞周期进程的

重要组成，并可直接结合 ＥＲ 的激素结合域，在雌激

素缺乏的情况下也能介导基因转录，过表达与肿瘤

的高增殖和不良预后相关［２１ － ２２］。

４　 结　 论

　 　 ｍｉＲ⁃４４９ａ 的表达水平在三阴性和管腔型乳腺癌

中存在显著差异，可通过影响多种信号通路参与肿瘤

发展过程，调控 ＮＯＴＣＨ 信号通路可能是其在乳腺癌

中的重要机制。 鉴于调控网络复杂，ｍｉＲ⁃４４９ａ 在乳腺

癌分型和靶向治疗方面的潜在价值仍有待深入研究。
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［１３］ＮＵＮＮＥＲＹ Ｓ Ｅ，ＭＡＹＥＲ Ｉ Ａ． Ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／
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ｔｉｏｎｓ， ２０２０， １１（１）： ３２５６－３２７０． ＤＯＩ： １０．１０３８ ／ ｓ４１４６７－
０２０－１６９３６－９．

［１７］孙维廷， 刘彩霞． Ｎｏｔｃｈ 配体 ＪＡＧ１ 在乳腺癌中的研究进
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