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Abstract: Objective　To explore the mechanism of microRNA-378a-3p (miR-378a-3p) affecting the deve-
lopment  of  breast  cancer  (BC)  cells. Methods　The  expression  of  miR-378a-3p  in  BC  cells  based  on  the
Cancer Genome Atlas Program database was analyzed. The starBase, miRDB, and miRWalk databases were
used to  predict  the  target  genes  of  miR-378a-3p.  Double-luciferase  reporter  experiments  were performed to
verify the targeted regulation of miR-378a-3p on NUAK family kinase 2 (NUAK2). Real-time fluorescence
quantitative PCR and Western blot analyses were used to detect the expression of miR-378a-3p and NUAK2
mRNA and protein in BC cells. Cell proliferation ability was detected through cell-proliferation experiments.
Cell  scratch  assay  and  invasion  assay  were  used  to  detect  the  migration  and  invasion  abilities  of  cells,
respectively. Apoptosis and cell-cycle experiments were conducted to detect cell apoptosis rate and cell cycle
distribution. Results　The expression of miR-378a-3p was significantly downregulated in BC cells, and miR-
378a-3p overexpression inhibited the proliferation, migration, and invasion of BC cells. miR-378a-3p directly
targeted  NUAK2  and  inhibited  the  mRNA and  protein  expression  of  NUAK2. Conclusion　miR-378a-3p
inhibits the proliferation, migration, and invasion of BC cells by targeting NUAK2.
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摘　要：目的　探讨微小RNA-378a-3p（miR-378a-3p）影响乳腺癌细胞发展的机制。方法　基于

TCGA数据库分析miR-378a-3p在乳腺癌细胞中的表达情况；利用starBase、miRDB、miRWalk数据库对

miR-378a-3p进行靶基因预测，双荧光素酶报告实验验证miR-378a-3p对NUAK家族激酶2（NUAK2）
的靶向调控； qRT-PCR和Western blot检测miR-378a-3p和NUAK2在乳腺癌细胞中mRNA和蛋白的表达

情况；细胞增殖实验检测乳腺癌细胞的增殖能力；细胞划痕实验和侵袭实验分别检测乳腺癌细胞的迁

移和侵袭能力。凋亡和周期实验检测乳腺癌细胞的凋亡率和细胞周期分布。结果　miR-378a-3p在乳

腺癌细胞中显著下调，过表达miR-378a-3p抑制了乳腺癌细胞的增殖，迁移和侵袭。miR-378a-3p靶向

下调NUAK2的表达。结论　miR-378a-3p通过靶向抑制NUAK2的表达，从而抑制乳腺癌细胞的增殖、

迁移和侵袭。
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0    引言

乳腺癌（breast cancer, BC）是女性最常见的

恶性肿瘤之一，是女性癌症相关死亡的第二大原

因[1]。据统计，2020年约有685 000名妇女死于乳腺

癌，且有超230万新病例诊断为乳腺癌 [2]。目前，

乳腺癌的临床治疗主要采用手术切除和化学疗法。

但是病程后期由于化疗耐药性的产生，许多患者最

终容易发生复发和转移[3]。因此我们迫切需要寻找

新的鉴定乳腺癌的生物标志物和治疗靶标，以增加

乳腺癌的诊断手段和治疗方向。

MicroRNA（miRNA）是微小的非编码RNA（约

22个核苷酸），可在转录后水平调控基因表达[4]，

在许多生理和病理过程中显示出关键作用[5-7]。研究
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报道， miRNA在胆囊癌[8]、口腔鳞状细胞癌[9]、肺

腺癌[10]等多种恶性肿瘤的侵袭和转移过程中发挥重

要作用。在乳腺癌中，许多miRNA与肿瘤的侵袭

和转移相关，如miR-548m、miR-132、miR-202-
5p和miR-128等[11-13]。虽然已有研究发现miR-378a-
3p可能作为乳腺癌检测的潜在肿瘤生物标志物[14]。

但是，miR-378a-3p对乳腺癌生物学功能的研究仍

然不够完善。

NUAK家族是AMPK家族的十二种蛋白激酶

之一[15]。蔗糖非发酵1（sucrose  non-fermenting 1,
SNF1）/AMP激活的蛋白激酶（adenosine 5‘-mon-
ophosphate  (AMP)-activated  protein  kinase,  AMPK）

家族调节细胞代谢平衡[16]。其中，NUAK家族激

酶2（NUAK family kinase 2, NUAK2）位于1q32位
点[17]。目前，NUAK2的作用在许多癌症中已有研

究，在肝癌中，NUAK2能够促进细胞的增殖、迁

移和侵袭[18]；在胶质母细胞瘤中，NUAK2的过表

达促进了细胞的增殖、迁移和侵袭[19]；在胃癌中，

NUAK2能够促进细胞的增殖并调节其细胞周期[20]。

然而有关NUAK2在乳腺癌中作用的研究报道较少。

本研究探讨了miR-378a-3p表达对乳腺癌细胞

生物学行为的影响及其相关的分子机制，为乳腺癌

患者提供了潜在的治疗靶标。

1    材料与方法

1.1    细胞

人乳腺上皮细胞MCF-12F（ml096801）购自上

海酶联生物科技有限公司；人乳腺癌细胞MCF7
（BNCC100137）、人乳腺癌细胞MDA-MB-231
（BNCC337894）和人乳腺癌细胞SK-BR-3（BNC-
C348736）均购自上海北纳生物科技有限公司。

1.2    主要试剂与仪器

含10%胎牛血清（FBS）的RPMI-1640完全培

养基（BNCC338360，北纳生物，中国）；含有

10% FBS的DMEM-H完全培养基（BNCC338068，
北纳生物，中国）；含有10% FBS的McCoy’s  5a
完全培养基（BNCC338364，北纳生物，中国）；

TRIzol试 剂 （ Invitrogen， 美 国 ）； All-in-One™
第一链cDNA合成试剂盒（FulenGen，中国）；

SYBR green（Biosystems，美国）；Lipofectamine
2000（Invitrogen，美国）；CCK-8试剂（索莱宝，

中国）；Transwell小室和Matrigel（Corning，美

国）；RIPA裂解缓冲液（ProMab Biotechnologies，
美国）；BCA蛋白测定试剂盒（Pierce  Biotechn-
ology，美国）；PVDF膜（Invitrogen，美国）；兔

抗NUAK2（ab126048，Abcam，英国）；兔抗β-
actin（ab8227，Abcam，英国）；辣根过氧化酶标

记的二抗羊抗兔IgG H&L（HRP）（ab6721, Abcam，

英国）；ECL  Western  blot检测试剂（Amersham
Pharmacia Biotech，美国）；pmirGLO荧光素酶报

告载体（Promega，美国）；双重荧光素酶报告试

剂盒（Promega，美国）；Annexin V-FITC/PI Apo-
ptosis Detection Kit（诺唯赞，中国）；碘化丙啶

（PI；诺唯赞，中国）；加湿培养箱（Thermo-
Fisher，美国）；酶标仪SpectraMax M5（Molecu-
lar Devices，美国）；AccuriC6流式细胞仪（BD，

美国）。

1.3    生信分析

从TCGA（https://portal.gdc.cancer.gov/）中下

载乳腺癌的miRNA成熟体表达量数据（Normal：
104，Tumor：1 103）、mRNA的表达量数据（Nor
mal：113，Tumor：1 109），利用“edgeR”包对mi-
RNA，mRNA进行normal组和tumor组的差异分析

（|logFC|>2，Padj<0.05）获得差异miRNA及差异

mRNA，通过文献引证确定研究的目标基因

miRNA。利用 starBase（ http://starbase.sysu.edu.cn/
starbase2/browseNcRNA.php）、miRDB（http://mirdb.
org/）和miRWalk（http://mirwalk.umm.uni-heidelbe
rg.de/）数据库进行miRNA靶基因预测，并与差异

mRNA取交集，利用相关性分析最终确定靶基因

mRNA。

1.4    细胞培养

MCF-12F、MCF7和MDA-MB-231、 SK-BR-3
细胞系分别培养在含有10%FBS的RPMI-1640完全

培养基、含有10%FBS的DMEM-H完全培养基和

含有10% FBS的McCoy’s 5a完全培养基中，并于

37℃，含5% CO2的加湿培养箱中培养。

1.5    RNA提取和qRT-PCR检测

用TRIzol试剂从细胞中提取总RNA。用All-in-
One™第一链cDNA合成试剂盒合成miR-378a-3p和
NUAK2的cDNA。用SYBR green进行qRT-PCR。通

过2-ΔΔCt法分析相对表达水平。分别用β-actin和U6
作为NUAK2和miR-378a-3p的内参。引物序列见

表1。
1.6    质粒构建和转染

从锐博生物（广州，中国）购得miR-378a-3p mi-
mic质粒（miR-mimic）和阴性对照空白mimic（NC-
mimic）、编码NUAK2的pcDNA3.1质粒（oe-NUA-
K2）以及空白pcDNA3.1质粒（oe-NC）。根据说

明书，用Lipofectamine 2000将上述质粒分别转染
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MDA-MB-231细胞，分别命名为miR-378a-3p过表

达（miR-mimic）细胞系及其阴性对照（NC-mim-
ic）细胞系，对照（NC-mimic+oe-NC）细胞系、

NUAK2过表达（NC-mimic+oe-NUAK2）细胞系以

及miR-378a-3p和NUAK2同时过表达（miR-mimic+
oe-NUAK2）细胞系。温育6 h后，除去培养基，并

用普通培养基替代培养48 h。
1.7    细胞增殖测定

转染48 h后，将转染后的MDA-MB-231细胞（1×
103/孔）接种到96孔板中，并加入200 μl 10%FBS/
DMEM培养液。分别于接种0、24、48、72和96 h
后，将CCK-8试剂添加到培养基中，继续培养2 h，
使用酶标仪SpectraMax M5测量各时间段450 nm处

的吸光度。实验重复3次。

1.8    克隆形成实验

将转染后的MDA-MB-231细胞（1×103/孔）接

种于12孔板中，并加入2 ml 10%FBS/DMEM培养

液。2~3周后，在带有结晶紫染色的Zeiss显微镜

（Zeiss，德国）下计算细胞克隆的数量。该测定重

复3次。

1.9    划痕愈合实验

转染后48 h，将细胞（5×104/孔）接种在12孔
板中，汇合度达到90%时，使用200 μl的移液枪枪

头划出2 mm宽的划痕区域。之后在0和24 h时拍摄

划痕区域宽度。在Zeiss显微镜（40×）下，通过划

痕区域的宽度来测量和评估肿瘤细胞的迁移能力。

1.10    细胞侵袭实验

为了评估细胞的侵袭能力，使用24孔腔室进行

Transwell分析。该腔室用带Matrigel的聚碳酸酯膜

隔开。转染后 48  h，将MDA-MB-231细胞（ 2×
104/孔）接种到无FBS的DMEM培养液上腔室中，

在下腔室中加入10%FBS/DMEM。使细胞在湿润的

条件下于37℃培养36 h。含5%CO2的环境下，除去

膜上侧的细胞后，将膜下侧的细胞用0.1%的结晶紫

染色，并由两个独立的研究人员在Zeiss显微镜

（100×）下进行计数。

1.11    Western blot实验

用补充了蛋白酶抑制剂的RIPA裂解缓冲液

从转染后的细胞中提取总蛋白。提取液在4℃下

14 000 r/min 离心15 min。收集上清液，BCA蛋白

测定试剂盒测定蛋白质浓度。在此基础上，蛋白质

通过10%SDS-PAGE进行上样与电泳，并转移至

PVDF膜上，用5%脱脂乳封闭膜1 h。之后将膜分

别放置于一抗兔抗NUAK2（1∶1  000）和兔抗β-
actin（1∶5 000）中一起孵育，4℃过夜。TBST洗
涤3次并与二抗羊抗兔IgG H&L（HRP）（1∶5 000）
一起孵育1  h。TBST洗涤2次，ECL Western  blot
检测试剂检测蛋白质。

1.12    双荧光素酶实验

将处于对数期的MDA-MB-231细胞接种到96孔
板（100 微升/孔）中，并在转染前于37℃孵育过

夜。为了研究miR-378a-3p对NUAK2的调节功能，

构建了插入NUAK2野生型（wt）和突变型（mut）
3'-UTR的pmirGLO荧光素酶报告载体。为了探索

miR-378a-3p表达的调控，用Lipofectamine 2000将
pmirGLO荧光素酶报告载体与miR-378a-3p过表达

（miR-378a-3p-mimic，miR-mimic）或miR-378a-
3p对照（NC-mimic）进行共转染。转染36 h后，按

双重荧光素酶报告试剂盒说明书方法检测海肾荧光

素酶和萤火虫荧光素酶活性。实验重复3次。

1.13    细胞凋亡实验

将转染后的MDA-MB-231细胞（1×103/孔）接

种到24孔板中。温育48 h后，收集细胞并重悬。用

5 μl Annexin V-FITC和PI对细胞悬浮液染色20 min。
FACS Calibur流式细胞仪计算细胞凋亡率。

1.14    细胞周期测定

将质粒转染24 h后的细胞（8.0×105）接种到

100 mm的培养皿中培养。2 000 r/min离心5 min、
PBS洗涤3次，随后用70%乙醇重悬细胞，并在4℃
下固定12 h，PBS洗去残留乙醇，将固定的细胞与

100 µl无DNase的RNaseA（200 µg/ml）在37℃下孵

育30 min，然后加入1 mg/ml PI。流式细胞仪确定

细胞周期分布。

1.15    统计学方法

采用GraphPad Prism 8.0（GraphPad Software，
美国）软件进行统计分析。每个测定至少进行

 

表 1　qRT-PCR引物序列表

Table 1　qRT-PCR primer sequences

Genes Primer sequence

miR-378a-3p Forward primer:
5′-CTCAATGGTGTCGTGGAGT-3′
Reverse primer:
5′-GGGACTGGACTTGGAGTC-3′

U6 Forward primer:
5′-CTCGCTTCGGGCAGCACA-3′
Reverse primer:
5′-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′

NUAK2 Forward primer:
5′- GCACAGCCTACTGATTCCCC-3′
Reverse primer:
5′-TCTTCATTAGGGGCTTGGGC-3′

β-actin Forward primer:
5′-TCACCATGGATGATGATATCGC-3′
Reverse primer:
5′-AATCCTTCTGACCCATGCC-3′
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3次。结果以均数±标准差表示，两组间比较采用学

生t检验，采用单因素方差分析（ANOVA）进行多

组间的比较。P<0.05为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    miR-378a-3p在乳腺癌细胞中显著低表达

为了研究miRNA在乳腺癌发展中的功能，利

用edgeR差异分析，选择了包括miR-378a-3p在内的

74种miRNA作为潜在的调控候选物，见图1A。生

信分析结果显示miR-378a-3p在乳腺癌组织中显著

低表达，见图1B。基于此，我们选择miR-378a-
3p作为研究对象。

为了进一步评价生信分析得到结果的准确性，

我们用qRT-PCR方法分析了乳腺癌细胞系及人乳腺

上皮细胞中miR-378a-3p的表达。qRT-PCR的结果

显示miR-378a-3p在乳腺癌细胞中显著低表达，见

图1C。选用乳腺癌细胞系MDA-MB-231进行后续

功能实验。

2.2      过表达miR-378a-3p可抑制乳腺癌细胞的增

殖、迁移和侵袭并促进细胞的凋亡

为了研究miR-378a-3p的作用机制，我们通过

控制MDA-MB-231细胞中miR-378a-3p的表达量，

进行了miR-378a-3p功能研究。qRT-PCR实验显示过

表达miR-378a-3p的MDA-MB-231细胞中miR-378a-
3p的表达水平显著提高，见图2A。细胞增殖实验

结果表明，与正常表达量的细胞相比，过表达miR-
378a-3p可显著抑制乳腺癌细胞活力，见图2B。克

隆形成实验结果显示过表达miR-378a-3p减弱了乳

腺癌细胞的增殖能力，见图2C。与正常表达量的

细胞相比，过表达miR-378a-3p的MDA-MB-231细
胞系明显减弱了细胞迁移能力，见图2D。此外，

在侵袭试验中，与正常表达量的细胞相比，过表

达miR-378a-3p显著抑制了细胞侵袭，见图2E。这

些结果表明，miR-378a-3p可以通过抑制乳腺癌细

胞的增殖、迁移和侵袭来抑制乳腺癌的发展。我

们利用细胞周期实验检测了不同处理组的乳腺癌细

胞的细胞周期变化情况，结果显示过表达miR-
378a-3p处理的乳腺癌细胞在G0/G1期的占比增加，

见图2F，说明过表达miR-378a-3p促使乳腺癌细

胞阻滞在G0/G1期。为了进一步研究miR-378a-3p对
乳腺癌细胞细胞凋亡的影响，我们进行了细胞凋亡

实验检测过表达miR-378a-3p乳腺癌细胞的凋亡

率，结果显示过表达miR-378a-3p显著上调了乳腺

癌细胞的凋亡水平，见图2G。这些结果表明，miR-
378a-3p可能通过抑制肿瘤细胞的生长，在乳腺癌

中发挥抑制作用。

2.3      乳腺癌细胞中NUAK2显著高表达且被miR-
378a-3p靶向结合与调控

为了鉴定miR-378a-3p靶向的基因，我们利用

生物信息学方法进行了预测。edgeR差异分析结果

显示2 155个差异mRNA，见图3A。利用starBase、
miRDB和miRWalk数据库对miR-378a-3p进行靶基

因预测，预测结果与上调的1 381个差异mRNA取

交集，获得与miR-378a-3p具有靶向结合位点的5个差

异mRNA，见图3B。将miR-378a-3p与这5个mRNA
进行Pearson相关性分析，发现其中NUAK2与
miR-378a-3p呈负相关且相关系数最高，见图3C，
且分析结果显示NUAK2在乳腺癌组织中过表达，

见图3D。qRT-PCR和Western blot检验结果显示乳

腺癌细胞系中NUAK2的表达较正常乳腺上皮细

胞系显著增加，见图3E~F。为了进一步研究miR-
378a-3p与NUAK2之间的关系，我们利用生信分析
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图 1　miR-378a-3p在乳腺癌细胞中低表达

Figure 1　Low expression of miR-378a-3p in breast cancer cells
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对miR-378a-3p和NUAK2的结合位点进行预测，发

现miR-378a-3p和NUAK2 3’-UTR区域具有结合位

点，见图3G。双荧光素酶实验结果显示，过表达

miR-378a-3p会抑制含有NUAK2-wt的细胞的荧光素

酶活性，而对含有NUAK2-mut的细胞的荧光素酶

活性没有影响，见图3H。这些结果证明了miR-
378a-3p和NUAK2基因的特异性靶向关系。为了确

认miR-378a-3p对乳腺癌细胞中NUAK2的作用，我

们研究了过表达miR-378a-3p后的NUAK2 mRNA和

蛋白表达水平。qRT-PCR和Western blot结果显示

过表达miR-378a-3p抑制了NUAK2表达，见图3I~J。
上述结果说明在乳腺癌细胞中miR-378a-3p能够靶

向结合NUAK2，并且调控其表达，过表达miR-
378a-3p抑制NUAK2表达。

2.4    miR-378a-3p通过靶向NUAK2调控乳腺癌细胞

的增殖、迁移、侵袭和凋亡

qRT-PCR和Western blot结果显示：过表达NU-
AK2可促进MDA-MB-231细胞中NUAK2 mRNA和

蛋白的表达，而过表达NUAK2和miR-378a-3p则会

逆转这种作用，见图4A~B。此外，过表达miR-
378a-3p还可以减弱过表达NUAK2对乳腺癌细胞增

殖的促进作用，见图4C~D。划痕愈合实验和细胞

侵袭实验结果显示：过表达NUAK2会显著增强乳

腺癌细胞的迁移和侵袭能力，而同时过表达NU-
AK2和miR-378a-3p则会减弱过表达NUAK2对乳腺

癌细胞迁移和侵袭能力的促进作用，见图4E~F。
细胞周期和凋亡实验结果显示：过表达NUAK2
后，乳腺癌细胞G0/G1期细胞占比减少，而S和G2/M
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A:  qRT-PCR assay;  B:  CCK-8  assay;  C:  clone  formation  assay,  *: P<0.05,  compared  with  the  NC-mimic  group;  D:  scratch  healing  assay  (40×);
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图 2　过表达miR-378a-3p抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭并促进乳腺癌细胞的凋亡

Figure  2　 Overexpression  of  miR-378a-3p  inhibited  proliferation,  migration,  and  invasion  of  breast  cancer  cells  and
promoted apoptosis of breast cancer cells
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期占比增加，且凋亡率下降，而同时过表达NUA-

K2和miR-378a-3p则会减弱这种现象，见图4G~H。

这些结果表明miR-378a-3p通过下调NUAK2表达来

抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭，并促进乳腺

癌细胞的凋亡。

3    讨论

miRNA在癌症的发生和发展中起着关键的调

节作用，包括细胞增殖、凋亡、分化、侵袭、转移

和耐药性[8,21-22]。研究证实，miRNA通过靶向结合

并调控其靶基因，影响着癌症的发展进程，例如，

miR-378a-3p通过下调PDIA4促进卵巢癌进展[23]；miR-
378a-3p/CPEB3可以抑制子宫颈癌的发展[24]。日本

学者发现miR-378a-3p通过靶向GOLT1A调节乳腺

癌MCF-7细胞中他莫昔芬的敏感性[14]。但是，关于

miR-378a-3p在乳腺癌中的生物学功能和分子机制
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图 3　NUAK2在乳腺癌细胞中高表达，miR-378a-3p靶向结合并调控NUAK2
Figure 3　NUAK2 was highly expressed in breast cancer cells, and miR-378a-3p targeted and regulated NUAK2
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A-B: qRT-PCR and Western blot assay; C: CCK-8 assay; D: clone-formation assay; E: scratch-healing assay (40×); F: invasion assay to detect the
migration ability (100×); G: cell-cycle assay; H: apoptosis assay, *: P<0.05.

图 4　miR-378a-3p靶向NUAK2抑制乳腺癌细胞的增殖、迁移和侵袭并促进凋亡

Figure 4　miR-378a-3p targeting NUAK2 inhibited proliferation, migration, and invasion of breast cancer cells and prom-
oted apoptosis
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的研究较为缺乏。本研究揭示了miR-378a-3p可能

通过直接靶向NUAK2来调节乳腺癌发展。结果发

现与正常的人乳腺上皮细胞相比，乳腺癌细胞中的

miR-378a-3p的表达下调，且CCK-8、克隆形成、

划痕、侵袭和流式检测结果表明miR-378a-3p过表

达显著抑制了乳腺癌细胞MDA-MB-231的增殖、迁

移和侵袭能力，并促进了MDA-MB-231细胞凋亡。

NUAK2是一个新兴的致癌基因，在许多肿瘤

细胞中起调节细胞周期进展和细胞迁移的作用[25-26]。

本研究通过实验证实了NUAK2是miR-378a-3p的直

接靶标，且在乳腺癌细胞中表达显著上调，过表达

miR-378a-3p下调NUAK2表达。过表达miR-378a-
3p可以削弱NUAK2对乳腺癌MDA-MB-231细胞增

殖、迁移和侵袭的促进作用，同时还对乳腺癌

MDA-MB-231细胞的凋亡有抑制作用。

综上，本研究我们阐明了miR-378a-3p对乳腺

癌细胞发展的潜在生物学机制。研究发现，miR-
378a-3p通过抑制NUAK2的表达抑制乳腺癌细胞的

增殖、迁移和侵袭过程，并诱导乳腺癌细胞凋亡，

为乳腺癌患者治疗提供了潜在的生物标记。在今后

需要进一步的研究，证实miR-378a-3p/NUAK2轴在

动物水平和临床水平上对乳腺癌的发生和发展的影响。
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