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[摘要] 目的　探讨 circ_0044556靶向调控miR-338-3p/溴结构域蛋白 4(BRD4)轴对三阴性乳腺癌(TNBC)细胞恶性生

物行为的调节作用及其分子机制。方法　采用TargetScan在线网站预测 circ_0044556与miR-338-3p、miR-338-3p与BRD4的

结合位点。双荧光素酶报告基因实验测定MDA-MB-231细胞中 circ_0044556、miR-338-3p、BRD4的关系。采用实时荧光定

量 PCR(qRT-PCR)、Western blotting 检测人 TNBC 细胞系 MDA-MB-231、人正常乳腺上皮细胞 MCF-10A 中 circ_0044556、

miR-338-3p、BRD4蛋白的表达情况。将MDA-MB-231细胞分为NC组、si-NC组(转染 si-NC)、si-circ_0044556组(转染 si-circ-

004455)、si-circ_0044556+inhibitor NC组(转染 si-circ_0044556和 inhibitor NC)及 si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor组(转染 si-

circ_0044556和miR-338-3p inhibitor)，采用 qRT-PCR检测 circ_0044556、miR-338-3p的表达，Western blotting 检测BRD4、上

皮钙黏蛋白(E-cadherin)、神经钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白的表达，CCK-8法检测细胞增殖能力，流式细胞术检测细

胞凋亡情况，Transwell实验检测细胞侵袭、迁移能力。将30只裸鼠随机分为NC组(尾静脉注射生理盐水)、si-NC组(尾静

脉注射 LV-NC)、 si-circ_0044556 组 (尾静脉注射 LV-circ_0044556)、 si-circ_0044556+inhibitor NC 组 (尾静脉注射 LV-circ_

0044556和 antiagomir NC)及 si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor组(尾静脉注射LV-circ_0044556和 antiagomir miR-338-3p)，每

组 6只。裸鼠皮下注射MDA-MB-231细胞构建异种移植瘤模型，测定肿瘤体积和质量。结果　TargetScan预测结果显示，

circ_0044556的下游miRNA为miR-338-3p，miR-338-3p下游的靶基因可能是BRD4。与转染mimic NC比较，转染miR-338-3p 

mimic 后 MDA-MB-231 细胞中 WT-circ_0044556 荧光素酶活性(0.34±0.03 vs. 1.00±0.15，P<0.05)、WT-BRD4 荧光素酶活性

(0.41±0.05 vs. 1.05±0.13，P<0.05)明显降低。与MCF-10A细胞比较，MDA-MB-231细胞中 circ_0044556、BRD4蛋白表达水平

明显增高，miR-338-3p 表达水平明显降低(P<0.05)。与 NC 组、si-NC 组比较，si-circ_0044556 组、si-circ_0044556+inhibitor 

NC组MDA-MB-231细胞中circ_0044556表达水平，BRD4、N-cadherin、波形蛋白表达水平，以及OD450值明显降低(P<0.05)，

迁移、侵袭细胞数明显减少(P<0.05)，miR-338-3p表达水平、E-cadherin蛋白表达水平升高，细胞凋亡率明显增高(P<0.05)；

而miR-338-3p下调挽救了 circ_0044556敲低对MDA-MB-231细胞侵袭、迁移和增殖的阻滞作用。与NC组、si-NC组比较，

si-circ_0044556组、si-circ_0044556+inhibitor NC组小鼠肿瘤体积明显减小，肿瘤质量明显降低(P<0.05)；与si-circ_0044556组、

si-circ_0044556+inhibitor NC组比较，si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor组肿瘤体积明显增大，肿瘤质量明显增高(P<0.05)。

结论　circ_0044556可能通过miR-338-3p/BRD4轴促进TNBC细胞恶性生物学行为的发生。
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[Abstract] Objective　 To investigate the regulatory effect and molecular mechanism of circ_0044556 on the malignant 

biological behavior of triple negative breast cancer (TNBC) cells by targeting the miR-338-3p/bromodomain-containing protein 4 

(BRD4) axis. Methods　The TargetScan online website was used to predict the binding sites of circ_0044556 with miR-338-3p and 

miR-338-3p with BRD4. Dual-luciferase reporter gene assays were performed to determine the relationship among circ_0044556, 

miR-338-3p, and BRD4 in MDA-MB-231 cells. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blotting were employed to 

detect the expression of circ_0044556, miR-338-3p, and BRD4 protein in human TNBC cell line MDA-MB-231 and human normal 

breast epithelial cells MCF-10A. MDA-MB-231 cells were divided into NC group, si-NC group (transfected with si-NC), si-circ_

0044556 group (transfected with si-circ_0044556), si-circ_0044556+inhibitor NC group (transfected with si-circ_0044556 and 

inhibitor NC), and si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor group (transfected with si-circ_0044556 andmiR-338-3p inhibitor). qRT-

PCR was applied to detect the expression of circ_0044556 and miR-338-3p; Western blotting was used to detect the expression of 

BRD4, E-cadherin, N-cadherin and Vimentin; the CCK-8 assay was applied to detect cell proliferation; flow cytometry was applied to 

detect cell apoptosis; and Transwell assays were used to detect cell invasion and migration. Thirty nude mice were randomly divided 

into NC group (tail vein injection of normal saline), si-NC group (tail vein injection of LV-NC), si-circ_0044556 group (tail vein 

injection of LV-circ_0044556), si-circ_0044556+inhibitor NC group (tail vein injection of LV-circ_0044556 and antiagomir NC), 

and si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor group (tail vein injection of LV-circ_0044556 and antiagomir miR-338-3p), with 6 mice 

per group. A xenograft tumor model was constructed by subcutaneous injection of MDA-MB-231 cells into nude mice, and tumor 

volume and weight were measured. Results　TargetScan prediction results showed that the downstream miRNA of circ_0044556 

was miR-338-3p, and the downstream target gene of miR-338-3p might be BRD4. Compared with transfecting mimic NC, transfection 

with miR-338-3p mimic significantly reduced the luciferase activities of WT-circ_0044556 (0.34±0.03 vs. 1.00±0.15, P<0.05) and 

WT-BRD4 (0.41±0.05 vs. 1.05±0.13, P<0.05) in MDA-MB-231 cells. Compared with MCF-10A cells, the expression levels of circ_

0044556 and BRD4 protein in MDA-MB-231 cells were significantly increased, while the expression level of miR-338-3p was 

significantly decreased (P<0.05). Compared with NC group and si-NC group, the expression levels of circ_0044556, the protein 

expression levels of BRD4, N-cadherin, and Vimentin, and the OD450 value in MDA-MB-231 cells of si-circ_0044556 group and si-

circ_0044556+inhibitor NC group were significantly decreased (P<0.05), the number of migrated and invaded cells was significantly 

reduced (P<0.05), and the expression level of miR-338-3p, the protein expression level of E-cadherin, and the cell apoptosis rate in 

MDA-MB-231 cells were significantly increased (P<0.05); downregulation of miR-338-3p rescued the inhibitory effect of circ_

0044556 knockdown on invasion, migration, and proliferation of MDA-MB-231 cells. Compared with NC group and si-NC group, the 

tumor volume and weight in si-circ_0044556 group and si-circ_0044556+inhibitor NC group were significantly decreased (P<0.05); 

compared with si-circ_0044556 group and si-circ_0044556+inhibitor NC group, the tumor volume and weight in si-circ_0044556+

miR-338-3p inhibitor group were significantly increased (P<0.05). Conclusion　 circ_0044556 may promote the malignant 

biological behaviors of TNBC cells through the miR-338-3p/BRD4 axis. 

[Key words] circ_0044556; miR-338-3p; bromodomain-containing protein 4; triple negative breast cancer; proliferation; 

migration; invasion

三 阴 性 乳 腺 癌 (triple negative breast cancer，
TNBC)的特征为缺乏雌激素受体、孕激素受体和酪

氨酸激酶受体 2(Erb-B2受体)，是女性癌症相关死亡

的第二大原因[1-3]。尽管TNBC 的治疗取得了显著进

展，但由于内分泌治疗和靶向治疗的效率低下，

TNBC 患者的预后较差[4-5]。由于 TNBC 易转移，故

深入研究其发病机制并探寻可用的治疗靶点，对于

TNBC 患者的治疗极其重要[6]。环状 RNA(circular 
RNA，circRNA)具有闭环分子结构，表达稳定[7]。既

往研究表明，circRNA广泛存在于人体中，可作为竞

争 性 内 源 性 RNA(competitive endogenous RNA，

ceRNA)参与、调节可变剪切、转录以及翻译蛋白

质，从而控制正常生理活动和肿瘤发展[8]。据报道，

circ_0044556与结直肠癌、胃癌、肝癌等肿瘤进展密

切相关[9-11]。近期 Chen 等[12]发现， circ_0044556 在

TNBC组织中高表达，其过表达可降低TNBC细胞对

阿霉素的敏感性，影响 TNBC 的治疗效果，但其在

TNBC进展中的作用及其机制尚不清楚。与 circRNA
不同，miRNA 以线性结构形式存在，具有 5'帽和 3'
-poly(A)尾巴，而 circRNA 可能通过海绵 miRNA 调节

癌症相关基因的表达[13]。miR-338-3p 在乳腺癌中低

表达，上调 miR-338-3p 可抑制乳腺癌细胞的生长、

迁移、侵袭和上皮-间质转化(epithelial-mesenchymal 
transition，EMT) [14]。溴结构域蛋白 4(bromodomain-
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containing protein 4，BRD4)在乳腺癌中高表达，与乳

腺癌的化疗效果有关，下调 BRD4 可对乳腺癌起到

治疗作用[15]。另外，在多发性骨髓瘤细胞中，miR-
338-3p可靶向调节BRD4的表达[16]，但这一靶向关系

尚未在 TNBC 细胞中得到证实。本研究旨在探究

circ_0044556 通过调控 miR-338-3p/BRD4 轴对 TNBC
细胞增殖、迁移和侵袭的影响及其机制，以期为

TNBC 进展的病理生理机制研究提供新的视野，并

为TNBC的靶向治疗提供新的理论依据。

1　材料与方法

1.1　主要材料、试剂及仪器　人正常乳腺上皮细胞

MCF-10A、TNBC 细胞系 MDA-MB-231、Annexin V-
FITC/PI 双染细胞凋亡检测试剂盒(武汉普诺赛生命

科技有限公司)；si-circ_0044556、si-NC、miR-338-3p 
inhibitor、inhibitor NC、Trizol(上海生工生物工程有

限公司)；pmir-GLO 载体(北京天恩泽基因科技有限

公司)；CCK-8 细胞增殖试剂盒(无锡菩禾生物技术

有限公司)；PrimeScript RT 试剂盒(日本 TaKaRa 公

司)；microRNA 反转录试剂盒(南京诺唯赞生物科技

股份有限公司)；兔源GAPDH、BRD4、上皮钙黏蛋

白(E-cadherin)、神经型钙黏蛋白(N-cadherin)、波形

蛋白(Vimentin)一抗及辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG 二抗(英国 Abcam 公司)。实时荧光 PCR 系统(北
京博为高科生物科技有限公司)。
1.2　双荧光素酶报告基因实验测定 circ_0044556、
miR-338-3p、BRD4 的关系　使用 TargetScan 在线网

站 预 测 circ_0044556 与 miR-338-3p、 miR-338-3p 与

BRD4 的结合位点。为了验证 circ_0044556 与 miR-
338-3p 之间的相互作用，将 circ_0044556 野生型

(WT)或突变型(MUT)序列扩增并插入到 pmir-GLO
载体中。然后将含有 circ_0044556-WT/MUT 或 miR-
338-3p mimic/mimic NC 的载体共转染到生长良好的

MDA-MB-231 细胞中，2 d 后检测荧光素酶活性。为

了验证miR-338-3p与BRD4之间的相互作用，以相同

的方式检测 BRD4 3'UTR WT 和 MUT 的荧光素酶

活性。

1.3　细胞培养及分组　(1)MCF-10A、MDA-MB-231
细胞在含 1%青霉素-链霉素和 10%胎牛血清(FBS)的
DMEM培养基中置于37 ℃、5% CO2条件下培养。采

用实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测 circ_0044556、
miR-338-3p 表达水平，Western blotting 检测 BRD4 蛋

白的表达。(2)取 MDA-MB-231 细胞，设置 NC 组、

si-NC 组(转染 si-NC)、si-circ_0044556 组(转染 si-circ_
0044556)、 si-circ_0044556+inhibitor NC 组 ( 转 染 si-
circ_0044556 和 inhibitor NC)、 si-circ_0044556+miR-
338-3p inhibitor 组(转染 si-circ_0044556 和 miR-338-3p 

inhibitor)，除 NC 组外均转染对应质粒，在 37 ° C、

5% CO2条件下共转染 48 h。采用 qRT-PCR 检测 circ_
0044556、miR-338-3p表达水平，Western blotting检测

BRD4、E-cadherin、波形蛋白、N-cadherin 蛋白的表

达，CCK-8 法检测细胞增殖情况，流式细胞术检测

细胞凋亡情况，Transwell 实验检测细胞侵袭和迁移

能力。

1.3.1　qRT-PCR 检测 circ_0044556、miR-338-3p 表达

水平　使用 Trizol 提取细胞总 RNA，PrimeScript RT
试剂盒合成第一链 cDNA，microRNA 反转录试剂盒

进行miRNA的反转录。完成总RNA和miRNA的反转

录后，使用 SYBR Green PCR 预混液在实时荧光 PCR
系 统 中 进 行 qRT-PCR。 采 用 2-ΔΔCt 法 计 算 circ_
0044556、 miR-338-3p 表达水平，归一化为 U6 或

GAPDH。引物序列：miR-338-3p 正向 5'-AACCGGTC
CAGCATCAGTGATT-3'，反向 5'-CAGTGCAGGGTC
CGAGGT-3'；circ_0044556 正向 5'-TGACGAGAGAAC
TGCC-3'，反向 5'-GCACCATTCACACGAGC-3'； U6
正向 5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT-3'，反

向 5'-CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT-3'；GAPDH
正向 5'-GGAGAGTGTTTCCTCGTCCC-3'，反向 5'-T
TACTCCTTGGAGGCCATGTAG-3'。
1.3.2　Western blotting 检测 BRD4、E-cadherin、波形

蛋白、N-cadherin 蛋白的表达　用 RIPA 缓冲液提取

细胞总蛋白，经 BCA 法定量后，行凝胶电泳分离，

并转移到PVDF膜上。用5%脱脂奶粉封闭30 min后，

加入稀释后的兔源 GAPDH(1:2000)、BRD4(1:1000)、
E-cadherin(1: 2000)、波形蛋白 (1: 2000)、 N-cadherin
(1:2000)一抗 4 ℃孵育过夜，次日加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 IgG二抗(1:5000)室温孵育 2 h，ECL
试剂曝光。利用凝胶成像仪检测，ImageJ 软件对蛋

白进行定量。

1.3.3　CCK-8 法检测细胞增殖情况　取各组细胞，

以 1×104个/孔的密度接种在 96 孔板中，培养过夜。

然后加入 CCK-8 试剂培养 2 h。采用酶标仪测定

450 nm处的吸光度(OD450)值。

1.3.4　流式细胞术检测细胞凋亡情况　取各组细胞，

用 0.25%胰蛋白酶消化后，PBS 洗涤 2次。将细胞浓

度调至 1×106 个/ml。根据 Annexin V-FITC/PI 双染细

胞凋亡检测试剂盒制造商的染色方案与 Annexin V-
FITC 和 PI 孵育。采用流式细胞仪检测细胞凋亡

情况。

1.3.5　Transwell 实验检测细胞侵袭和迁移能力　

Transwell 悬挂细胞培养插入物涂有基质胶。将各组

细胞用无血清培养 24 h 后，重悬，将 200 µl 细胞悬

液(3×104个/ml)接种于预包被的插入物中，并在 24
孔板中添加 0.75 ml 培养基 (每孔含 10% FBS)孵育

1148



Med J Chin PLA, Vol. 50, No. 9, September 28, 2025

48 h。用 4%多聚甲醛溶液固定细胞，并用结晶紫染

色液染色。利用显微镜计数每个视野中浸润的细胞

数。迁移实验步骤同侵袭实验，但腔室未预涂基

质胶。

1.4　小鼠异种移植瘤实验　本研究获河北省中医院

动物伦理委员会批准 (202301006)。 30 只 5 周龄

BALB/c小鼠购自郑州市惠济区华兴实验动物养殖场

[实验动物许可证号：SCXK(豫)2019-0002]。小鼠随

机分为 NC 组、si-NC 组、si-circ_0044556 组、si-circ_
0044556+inhibitor NC 组、 si-circ_0044556+miR-338-3p 
inhibitor组，每组 6只。各组小鼠均采用裸鼠右侧腋

窝皮下接种MDA-MB-231细胞(3×105个/ml)的方法建

立异种移植瘤模型。造模后， si-NC 组、 si-circ_
0044556组分别尾静脉注射LV-NC、LV-circ_0044556，
si-circ_0044556+inhibitor NC 组同时尾静脉注射 LV-
circ_0044556 和 antiagomir NC， si-circ_0044556+miR-
338-3p inhibitor 组同时尾静脉注射 LV-circ_0044556+
antiagomir miR-338-3p，NC 组尾静脉注射生理盐水，

5周后处死小鼠，测量肿瘤质量及体积。

1.5　统计学处理　采用 SPSS 25.0 软件进行统计分

析。所有数据均符合正态分布，以 x̄±s表示。两组间

比较采用独立样本 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析，进一步两两比较采用 SNK-q 检验。P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　 circ_0044556、miR-338-3p、BRD4 在 MDA-MB-
231 细胞中的关系　TargetScan 预测结果显示，circ_
0044556 的下游 miRNA 为 miR-338-3p，miR-338-3p 下

游的靶基因可能是 BRD4(图 1)。与转染 mimic NC 比

较，转染 miR-338-3p mimic 后 MDA-MB-231 细胞中

WT-circ_0044556 荧光素酶活性明显降低(0.34±0.03 
vs. 1.00±0.15，P<0.05)，而 MUT-circ_0044556 荧光素

酶活性差异无统计学意义 (1.05±0.12 vs. 1.03±0.14，
P>0.05)。与转染 mimic NC 比较，转染 miR-338-3p 
mimic 后 MDA-MB-231 细胞中 WT-BRD4 荧光素酶活

性明显降低(0.41±0.05 vs. 1.05±0.13，P<0.05)，MUT-

BRD4 荧光素酶活性差异无统计学意义(1.07±0.11 vs. 
1.05±0.10，P>0.05)。
2.2　circ_0044556、miR-338-3p、BRD4 蛋白在 TNBC
细胞中的表达情况　qRT-PCR和Western blotting检测

结果显示，与 MCF-10A 细胞比较，MDA-MB-231 细

胞中 circ_0044556、BRD4 蛋白表达水平明显升高，

miR-338-3p表达水平明显降低(P<0.05，图2A、B)。
2.3　circ_0044556、miR-338-3p、BRD4 蛋白在 MDA-
MB-231 细胞中的表达情况　 qRT-PCR 和 Western 
blotting 检测结果显示，与 NC 组、si-NC 组比较，si-
circ_0044556 组、si-circ_0044556+inhibitor NC 组 circ_
0044556、BRD4蛋白表达水平明显降低，miR-338-3p
表达水平明显升高(P<0.05)；与 si-circ_0044556 组、

si-circ_0044556+inhibitor NC 组比较，si-circ_0044556+
miR-338-3p inhibitor 组 BRD4 蛋白表达水平明显升高

(P<0.05)，miR-338-3p 表达水平明显降低 (P<0.05)，
但 circ_0044556 表达水平差异无统计学意义(P>0.05，
图2C、D)。
2.4　circ_0044556、miR-338-3p 对 MDA-MB-231 细胞

增殖的影响　CCK-8 法检测结果显示，NC 组、si-
NC 组、 si-circ_0044556 组、 si-circ_0044556+inhibitor 
NC 组、 si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor 组 OD450

值 依 次 为 0.97±0.12、 0.96±0.13、 0.35±0.03、 0.33±
0.04、0.88±0.09。与 NC 组、 si-NC 组比较， si-circ_
0044556 组、 si-circ_0044556+inhibitor NC 组 OD450 值

明显降低 (P<0.05)；与 si-circ_0044556 组、 si-circ_
0044556+inhibitor NC 组比较， si-circ_0044556+miR-
338-3p inhibitor组OD450值明显增高(P<0.05)。
2.5　 circ_0044556、miR-338-3p 对 MDA-MB-231 细胞

凋亡的影响　流式细胞术检测结果显示，NC组、si-NC
组、 si-circ_0044556 组、 si-circ_0044556+inhibitor NC
组、si-circ_0044556+miR-338-3p inhibitor组细胞凋亡率

依次为 5.47%±0.61%、 5.68%±0.65%、 24.41%±3.16%、

25.28%±3.36%、10.27%±0.99%。与NC组、si-NC组比

较， si-circ_0044556 组、 si-circ_0044556+inhibitor NC
细胞凋亡率明显增高(P<0.05)；与 si-circ_0044556组、

si-circ_0044556+inhibitor NC 组比较，si-circ_0044556+
miR-338-3p inhibitor 组细胞凋亡率明显降低(P<0.05，
图3)。
2.6　circ_0044556、miR-338-3p 对 MDA-MB-231 细胞

迁移、侵袭及 EMT 相关蛋白表达的影响　Transwell
实验和Western blotting 检测结果显示，与NC 组、si-
NC 组 比 较 ， si-circ_0044556 组 、 si-circ_0044556+
inhibitor NC 组侵袭、迁移细胞数明显减少， E-
cadherin 蛋白表达水平明显升高，N-cadherin、波形

蛋白表达水平明显降低(P<0.05)；与 si-circ_0044556
组 、 si-circ_0044556+inhibitor NC 组 比 较 ， si-circ_

BRD4. 溴结构域蛋白4；WT. 野生型；MUT. 突变型

图1　miR-338-3p与 circ_0044556或BRD4的潜在结合位点

Fig.1　Potential binding sites of miR-338-3p to circ_0044556 or 
BRD4
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0044556+miR-338-3p inhibitor组侵袭、迁移细胞数明显

增多，E-cadherin蛋白表达水平明显降低，N-cadherin、
波形蛋白表达水平明显升高(P<0.05，图4、5)。
2.7　Circ_0044556、miR-338-3p对移植瘤小鼠肿瘤体

积和质量的影响　与 NC 组、si-NC 组比较，si-circ_
0044556 组、si-circ_0044556+inhibitor NC 组肿瘤体积

明显减小，肿瘤质量明显降低(P<0.05)；与 si-circ_

0044556 组、si-circ_0044556+inhibitor NC 组比较，si-
circ_0044556+miR-338-3p inhibitor 组肿瘤体积明显增

大，肿瘤质量明显增高(P<0.05，图6)。

3　讨　　论

TNBC是一种侵袭性乳腺癌，目前缺乏有效的治

疗方法。确定TNBC进展的关键调节因子对于开发新

MCF-10A. 人正常乳腺上皮细胞；BRD4. 溴结构域蛋白 4；A. 不同细胞中 circ_0044556、miR-338-3p 表达水平比较；B. 不同细胞中

BRD4蛋白表达水平比较；C. 各组MDA-MB-231细胞中 circ_0044556、miR-338-3p表达水平比较；D. 各组MDA-MB-231细胞中BRD4蛋白表

达水平比较；与MCF-10A细胞比较，(1)P<0.05；与NC组比较，(2)P<0.05；与si-NC组比较，(3)P<0.05；与si-circ_0044556组比较，(4)P<0.05；

与 si-circ_0044556+inhibitor NC组比较，(5)P<0.05

图2　各组MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞中 circ_0044556、miR-338-3p及BRD4蛋白表达情况

Fig.2　Expression of circ_0044556, miR-338-3p, and BRD4 protein in MDA-MB-231 triple negative breast cancer cells of each group

图3　流式细胞术检测各组MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞凋亡情况

Fig.3　Apoptosis of MDA-MB-231 triple negative breast cancer cells in each groups was detected by flow cytometry
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与NC组比较，(1)P<0.05；与 si-NC组比较，(2)P<0.05；与 si-circ_0044556组比较，(3)P<0.05；与 si-circ_0044556+inhibitor NC组比较，

(4)P<0.05

图5　Western blotting检测各组MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞中EMT相关蛋白的表达情况

Fig. 5　Expression of EMT-related proteins in MDA-MB-231 triple negative breast cancer cells in each groups was detected by Western 
blotting

A. 各组 MDA-MB-231 细胞迁移细胞数比较；B. 各组 MDA-MB-231 细胞中侵袭细胞数比较；与 NC 组比较，(1)P<0.05；与 si-NC 组比

较，(2)P<0.05；与 si-circ_0044556组比较，(3)P<0.05；与 si-circ_0044556+inhibitor NC组比较，(4)P<0.05

图4　Transwell实验检测各组MDA-MB-231三阴性乳腺癌细胞迁移、侵袭情况

Fig.4　Migration and invasion of MDA-MB-231 triple negative breast cancer cells in each group detected by Transwell experiment
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的抗癌策略非常重要[17]。已有研究发现多个circRNAs
可调节 TNBC 的生长和转移[18]。如 Wang 等[19]发现，

circWAC下调可增加TNBC细胞在体外和体内对紫杉

醇的敏感性。Zeng 等[20]发现，circANKS1B在体外和

体内可促进EMT，加快乳腺癌转移。近期Chen等[12]

发现，circ_0044556在TNBC中高表达，其过表达可

促进细胞活力、阿霉素抗性和迁移。与该研究结果

一致的是，本研究也发现 MDA-MB-231 细胞中 circ_
0044556表达上调，circ_0044556敲低后MDA-MB-231
细胞 OD450值下降、凋亡率增高，表明 circ_0044556
能够抑制 MDA-MB-231 细胞凋亡，促进其增殖；但

与其不同的是，本研究通过异种移植实验发现 circ_
0044556敲低可缩小移植瘤小鼠的肿瘤体积，降低其

肿瘤质量，从体内、体外证实了敲低 circ_0044556对

MDA-MB-231 细胞生长具有抑制作用，提示 circ_
0044556在TNBC中发挥促癌作用。

恶性肿瘤最致命和关键的特征之一是转移，

EMT在肿瘤转移中发挥着促进作用[21]。在EMT的过

程中，上皮细胞失去其细胞极性和细胞间黏附，获

得侵袭性和迁移性[22]。研究发现，上调 N-cadherin、
波形蛋白，下调E-cadherin可使上皮细胞获得间质表

型而促进 EMT 进程[23]。本研究发现，下调 circ_
0044556 可通过缓解 EMT 进程抑制 TNBC 转移的

发生。

miR-338-3p 被 确 定 为 circ_0044556 的 下 游 靶

miRNA。miR-338-3p过表达可加速乳腺癌细胞凋亡，

抑制乳腺癌细胞的侵袭和增殖[24]。本研究发现，

MDA-MB-231细胞中miR-338-3p表达下调，敲低miR-
338-3p 恢复了 circ_0044556 沉默对 MDA-MB-231 细胞

恶性行为的抑制作用，提示 circ_0044556 可能通过

miR-338-3p在MDA-MB-231细胞中发挥促癌作用。本

研究还发现，MDA-MB-231细胞中BRD4高表达，与

miR-338-3p 的表达相反，双荧光素酶报告基因实验

证实BRD4被miR-338-3p负调控，且该靶向作用与其

在多发性骨髓瘤中的作用[16]一致，推测 miR-338-3p
可能通过靶向下调BRD4来抑制MDA-MB-231细胞的

增殖、迁移、侵袭和 EMT 进程。研究显示，BRD4
在胃癌组织中明显上调[25]，并通过 Sonic hedgehog信
号通路促进膀胱癌细胞的迁移和侵袭，增加顺铂耐

药性[26]；下调 BRD4 能够抑制乳腺癌细胞的生长和

迁移[27]。本研究结果显示，敲低 circ_0044556下调了

BRD4 蛋白的表达，而抑制 miR-338-3p 后 BRD4 蛋白

表达水平升高，提示 circ_0044556对MDA-MB-231细

胞 进 展 和 转 移 的 促 进 作 用 依 赖 于 miR-338-3p/
BRD4轴。

综上所述，本研究证实 circ_0044556/miR-338-
3p/BRD4轴与TNBC进展有关，敲低 circ_0044556可

能通过靶向上调 miR-338-3p、下调 BRD4 抑制 TNBC
细胞的生长、迁移和侵袭，并诱导其凋亡。circ_
0044556/miR-338-3p/BRD4 轴可能是 TNBC 的潜在

靶点。

但本研究尚存在一定局限性：首先，尽管在

MDA-MB-231细胞中已对相关机制进行了研究确认，

但在其他细胞系中的普遍性仍需进一步探究；其次，

miR-338-3p/BRD4在MDA-MB-231细胞中的靶向作用

尚未通过回复实验证实，因此需要进一步研究来确

定miR-338-3p/BRD4在TNBC进展中的调控机制。未

来的研究还需陆续开展动物研究、临床试验对 circ_
0044556的抗TNBC作用进行确认。

A. 各组裸鼠移植瘤瘤体图；B. 各组裸鼠肿瘤体积比较；C. 各组裸鼠肿瘤质量比较；与 NC 组比较，(1)P<0.05；与 si-NC 组比较，

(2)P<0.05；与 si-circ_0044556组比较，(3)P<0.05；与 si-circ_0044556+inhibitor NC组比较，(4)P<0.05

图6　敲低 circ_0044556对裸鼠肿瘤质量和体积的影响

Fig.6　Effects of circ_0044556 knockdown on tumor volume and tumor mass of nude mice
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