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［摘要］ 背景与目的：外源性骨形态发生蛋白9（bone morphogenetic protein 9，BMP9）能抑制人乳腺癌的恶性进展，但

其在乳腺癌中常异常低表达。本研究拟探索表观遗传修饰的组蛋白赖氨酸特异性去甲基化酶4A（lysine specific demethylase 
4A，KDM4A）在乳腺癌中的表达及作用，探究KDM4A与BMP9之间的关系及其可能的调节机制。方法：通过生物信息

学方法分析KDM4A在乳腺癌中的表达及其与BMP9之间的关系，采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence 
quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）进行验证；采用染色质免疫沉淀

（chromatin immunoprecipitation，ChIP）验证KDM4A对BMP9的调控作用，采用RNA稳定性实验及CHX蛋白稳定性实验验

证KDM4A对BMP9表达的影响。采用RNA干扰技术及敲低BMP9的腺病毒构建转染KDM4A小干扰RNA（siKDM4A）或感

染siBMP9腺病毒（Ad-siBMP9）的外源性重组MDA-MB-231细胞，采用划痕愈合实验、transwell实验分别检测细胞迁移及

侵袭能力。结果：生物信息学分析结果表明，KDM4A在乳腺癌中的表达明显高于正常组织，KDM4A与BMP9在乳腺癌中

的表达呈负相关关系。RTFQ-PCR及Western blot结果显示，KDM4A在不同乳腺癌细胞系中均高表达，敲低KDM4A可显著

上调BMP9。ChIP实验证实，KDM4A可显著富集于BMP9基因启动子区域，降低其组蛋白赖氨酸36号位而不是4号位甲基化

水平，从而沉默BMP9表达。RNA稳定性实验及CHX蛋白稳定性实验证实，KDM4A对BMP9的mRNA表达无明显影响，但

可影响其蛋白降解。敲低KDM4A后，乳腺癌细胞MDA-MB-231的迁移及侵袭能力均受到明显抑制，而这种作用可被敲低

BMP9所部分逆转。结论：KDM4A在乳腺癌组织及乳腺癌细胞MDA-MB-231中高表达，并可通过下调BMP9基因启动子区

域组蛋白甲基化水平沉默其表达，以及在蛋白水平而不是mRNA水平影响BMP9稳定性，促进乳腺癌的迁移和侵袭。
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KDM4A promotes the migration and invasion of breast cancer cell line MDA-MB-231 by downregulating 
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［Abstract］ Background and purpose: Exogenous bone morphogenetic protein 9 (BMP9) inhibits the malignant progression 
of human breast cancer, but its expression is often abnormally low in breast cancer. In this study, we intended to explore the 
expression and role of epigenetically-modified histone lysine-specific demethylase 4A (KDM4A) in breast cancer, and to investigate 
the relationship between KDM4A and BMP9 and its possible regulatory mechanism. Methods: The expression of KDM4A in 
breast cancer and its relationship with BMP9 were analyzed by bioinformatics and verified by real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) and Western blot. Chromatin immunoprecipitation (ChIP) verified the regulatory role of 
KDM4A on BMP9, and RNA stability experiments and CHX protein stability experiments verified the effect of KDM4A in BMP9 
expression. Exogenous recombinant MDA-MB-231 cells transfected with KDM4A small interfering RNA (siKDM4A) or infected 
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with siBMP9 adenovirus (Ad-siBMP9) were constructed using RNA interference technology and adenoviruses knocking down 
BMP9, and the migratory and invasive abilities of the cells were detected by scratch healing assay and transwell assay, respectively. 
Results: Bioinformatics analysis showed that the expression of KDM4A was significantly higher in breast cancer than in normal 
tissues, and there was a negative correlation between the expression of KDM4A and that of BMP9 in breast cancer; RTFQ-PCR 
and Western blot showed that KDM4A was highly expressed in different breast cancer cell lines, and the knockdown of KDM4A 
significantly up-regulated BMP9. ChIP experiment confirmed that KDM4A could be significantly enriched in the promoter region 
of BMP9 gene, reducing its histone lysine 36 position instead of position 4 methyl status, thus silencing the expression of BMP9. 
RNA stability assay and CHX protein stability assay confirmed that KDM4A had no significant effect on the mRNA of BMP9, but 
could affect its protein degradation. After knocking down KDM4A, the migration and invasion abilities of breast cancer cells MDA-
MB-231 were significantly inhibited, and this effect could be partially reversed by knocking down BMP9. Conclusion: KDM4A is 
highly expressed in breast cancer and breast cancer cell MDA-MB-231, and can silence its expression by down-regulating the level 
of histone methylation in the promoter region of the BMP9 gene, as well as affecting the stability of BMP9 at the protein level rather 
than at the level of mRNA, and promoting the migration and invasion of breast cancer.
［Key words］ Breast cancer; Lysine-specific demethylase 4A; Histone demethylation; Bone morphogenetic protein 9

乳腺癌是一种严重威胁女性健康的常见恶

性肿瘤，其发生、发展涉及遗传背景、激素紊乱

和环境影响等多种因素，发病原因复杂 ［1-3］。因

此，寻找新的有效治疗靶点对改善乳腺患者的生

存至关重 要。

组蛋白甲基化修饰是一种重要的表观遗传

修饰，不同组蛋白不同位点的甲基化修饰可导

致其所在DNA区域的转录活性改变，从而激活

或抑制其基因表达。赖氨酸特异性去甲基化酶

4A（lysine specific demethylase 4A，KDM4A）

在多种癌症中呈高表达，其在人乳腺癌组织中

的表达显著高于癌旁组织，且癌变程度越深，

其表达越高 ［4-5］，提示KDM4A可作为潜在的乳

腺癌治疗新靶标。有研究  ［6-7］显示，KDM4A
可特异性识别组蛋白H3赖氨酸4号位三甲基化

（H3K4me3）或组蛋白H3赖氨酸36号位三甲基

化/二甲基化（H3K36me3/2），去除甲基基团

引起甲基化水平下降，从而导致基因转录受到 
抑制。

骨形态发生蛋白9（bone morphogenetic 
protein 9，BMP9）是一种属于骨形态发生蛋白家

族的信号分子，参与调控血管生成 ［8］、骨骼发

育 ［9］、肝脏功能 ［10］和肿瘤生长 ［11-12］等生物学

过程。研究 ［11，13-17］发现，BMP9在乳腺癌中常

呈低表达甚至表达缺失，而外源性BMP9能抑制

人乳腺癌细胞在体外的恶性生物学行为，调节乳

腺癌细胞代谢，抑制乳腺癌的骨转移等。因此，

本研究探索表观遗传修饰的组蛋白KDM4A在乳

腺癌中的表达及作用，探究KDM4A与BMP9之间

的关系及其可能的调节机制，并明确其对乳腺癌

发生、发展的影响。

1 材料和方法

1.1  细胞系及主要试剂

实验所用乳腺癌细胞系由重庆医科大学检

验医学院实验室保存。DMEM高糖培养基购自

重庆赛米克生物科技有限公司，胎牛血清购自

美国CLARK Bioscience公司，KDM4A小干扰

RNA及GP-transfect-Mate转染试剂购自上海吉玛

制药技术有限公司，RNA快速提取试剂盒购自

上海奕杉生物科技有限公司，反转录试剂购自

日本Takara公司，实时荧光定量聚合酶链反应

（real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction，RTFQ-PCR）引物均由生工生物

工程（上海）股份有限公司设计合成，染色质免

疫沉淀（chromatin immunoprecipitation，ChIP）检

测试剂盒、蛋白质印迹法（Western blot）相关试

剂购自上海碧云天生物技术股份有限公司，兔抗

人E-cadherin、vimentin、KDM4A、H3K36me3、
H3K4me3、H3K36me抗体和鼠抗人β-actin抗体购

自美国Proteintech公司，兔抗人BMP9抗体购自英

国Abcam公司，放线菌素D及放线菌酮购自美国

Selleck公司。
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1.2  方法

1.2.1  细胞培养

细胞用含5%胎牛血清、1%青霉素-链霉素的

DMEM高糖培养基于37 ℃、CO2体积分数为5%
的培养箱中静置培养，待生长密度达90%时进行

细胞传代。

1.2.2  细胞转染

细 胞 接 种 于 培 养 皿 ， 待 生 长 密 度 达

60% ~ 80%时，依据GP-transfect-Mate转染试剂使

用说明书进行转染，24 h后检测mRNA的表达情

况，48  h后检测蛋白质表达情况。

1.2.3  RNA提取和RTFQ-PCR检测

使用RNA快速提取试剂盒进行细胞总RNA提

取，再使用反转录试剂盒将RNA逆转录为cDNA
用于RTFQ-PCR检测，实验所用引物序列见表1。

表1  siRNA及RTFQ-PCR引物序列

Tab. 1 Sequences of siRNA and RTFQ-PCR primer

Primer Sequence (5'→3')

siRNA negative 
control

F: UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

R: ACGUGACACGUUCGGAGAATT

siKDM4A
F: CCGAGUUUGUCUUGAAAUATT

R: UAUUUCAAGACAAACUCGGTT

BMP9
F: CGTCCAACATTGTGCGGAG

R: GACAGGAGACATAGAGTCGGAG

KDM4A
F: CCTCACTGCGCTGTCTGTAT

R: CCAGTCGAAGTGAAGCACAT

GAPDH
F: CAGCGACACCCACTCCTC

R: TGAGGTCCACCACCCTGT

　F: Forward; R: Reverse. 

1.2.4  Western blot

收集并裂解细胞获取总蛋白并定量，以

30 μg蛋白上样量进行Western blot实验。蛋白

样品在10%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电

泳（sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）中分离后转印至聚

偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜

上，用5%脱脂奶粉37 ℃封闭2 h后加入相应一抗

4  ℃静置过夜，第2天以HRP标记的山羊抗兔/鼠

免疫球蛋白G（immunoglobulin G，IgG）抗体

37  ℃温育1 h，洗膜后用显影仪显影。每组实验

重复3次。

1.2.5  Transwell实验

细胞处理24 h后，消化细胞并计数，以双

无培养基制备细胞混悬液，对于transwell侵袭

实验，提前1 h在小室中加入35 μL基质胶稀释液

（基质胶∶双无培养基=1∶9），transwell迁移实

验则不需要。随后将细胞悬液加入小室上室，完

全培养基加入小室下室，37 ℃温育24 h后固定并

用结晶紫染色，于倒置显微镜下拍照。每组实验

重复3次。

1.2.6  划痕愈合实验

细胞处理24 h后铺于6孔板内，待细胞长满，

使用10 μL移液器吸嘴在6孔板中间划线，采用磷

酸盐缓冲生理盐水（phosphate-buffered saline，
PBS）清洗去除漂浮的细胞后加入双无培养基，

此时于镜下拍照计作0 h，待24、48 h时在相同位

置各拍1次照。使用CorelDRAW软件分析各个时

间点划痕宽度，计算平均划痕愈合率，计算公式

为：平均划痕愈合率=（0 h划痕宽度-24 h划痕宽

度/48 h划痕宽度）/0 h划痕宽度×100%。每组实

验重复3次。

1.2.7  ChIP

依 据 C h I P 试 剂 盒 进 行 实 验 。 使 用 1 %
甲醛溶液室温固定对数生长期的细胞（约

1×10 6个）10  min，使DNA和蛋白质交联，

然后进行超声处理将 D N A 裂解， 4  ℃温育

过夜进行免疫沉淀。后续获得沉淀的染色

质D N A后通过C h I P - P C R琼脂糖凝胶电泳进

行分析。用于C h I P - P C R的正向引物序列为

5’-AGTCAGGTCCATAGTCCTTCAT-3’，反向引

物序列为5’-TGGATTGTCCTCCACTTGTGC-3’。

每组实验重复3次。

1.2.8  RNA稳定性实验

细胞接种于培养皿中，以siKDM4A小干扰

RNA转染细胞，并设置对照组。24 h后换液并加

入放线菌素D，使终浓度为5 μg/mL，分别处理细

胞0、30、60、90和120 min后，提取各时间点的

RNA并进行定量检测。每组实验重复3次。
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1.2.9  CHX蛋白稳定性实验

细胞接种于培养皿中，以siKDM4A小干扰

RNA转染细胞，并设置对照组。48 h后换液并加入

放线菌酮，使终浓度为100 μg/mL，分别处理细胞

0、30、60、90和120 min后，提取各时间点的蛋白

质并对蛋白水平进行检测。每组实验重复3次。

1.3  统计学处理

使用GraphPad Prism8.0软件对数据进行统

计学分析。对实验数据进行正态性检验，符合

正态分布的数据以x±s表示，各组内两两比较采

用Student t检验，两组及两组以上组间数据比较

采用单因素方差分析，P＜0.05为差异有统计学

意 义。

2 结　　果

2.1  KDM4A在乳腺癌中异常高表达

通过检索GEPIA数据库（http://gepia.cancer-
pku.cn/）分析KDM4A在乳腺癌中的表达。结果

显示，KDM4A在乳腺癌组织中的表达高于正常

组织（图1A ~ 1B），但KDM4A在乳腺癌各期表

达差异无统计学意义（图1C），提示KDM4A参

与了乳腺癌整个发生、发展过程。RTFQ-PCR及

Western blot结果均显示，KDM4A在不同乳腺癌

细胞系中的表达均显著高于乳腺正常永生化上皮

细胞MCF-10A（图1D ~ 1E）。

图1  KDM4A在乳腺癌中呈高表达

Fig. 1 KDM4A highly expressed in breast cancer

A, B: High expression of KDM4A in breast cancer; C: Expression of KDM4A in different stages of breast cancer; D: The expression of KDM4A in 
breast cancer cells were detected by RTFQ-PCR; E: The expression of KDM4A in breast cancer cells was detected by Western blot. *: P＜0.05, tumor 
vs normal; ***: P＜0.001, compared with MCF-10A.
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2.2  KDM4A与BMP9表达存在相关性

检索GEPIA数据库分析发现，KDM4A与

BMP9在不同癌症中呈负相关关系，其在乳腺癌

中也呈负相关关系（图2A ~ 2C）。RTFQ-PCR及

Western blot结果显示，在MDA-MB-231细胞中

敲低KDM4A后，BMP9的mRNA表达及蛋白质

水平均显著上调（图2D ~ 2E）。以上结果提示

KDM4A与BMP9呈负相关关系。

图2  KDM4A与BMP9表达呈负相关

Fig. 2 The expression of KDM4A is negatively correlated with BMP9

A-C: The expression of KDM4A and BMP9 in HNSC, KIRC and BRCA; D: Knocking down KDM4A significantly increased the mRNA expression 
of BMP9 in MDA-MB-231; E: Knocking down KDM4A significantly increased the protein expression of BMP9 in MDA-MB-231. ***: P＜0.001, 
compared with NC group. NC: Normal control.
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2.3  KDM4A可发挥去甲基化作用沉默BMP9
表 达

Western blot检测MDA-MB-231细胞中组蛋白

甲基化水平，发现敲低KDM4A后，H3K36me3、
H3K4me3水平均升高，H3K36me水平降低（图

3A），说明KDM4A可以发挥去甲基化酶作用，

降低组蛋白基因甲基化水平。以IgG抗体沉淀

为阴性对照、Input为阳性对照，H3K36me3、
H3K4me3抗体沉淀为实验组进行ChIP实验，

结果显示，在乳腺癌细胞MDA-MB-231中敲低

KDM4A后，H3K36me3在BMP9基因启动子区

域显著富集，而H3K4me3则没有显著变化（图

3B）。这说明KDM4A可以通过发挥其去甲基

化作用下调BMP9基因启动子区的H3K36me3
而不是H3K4me3组蛋白甲基化水平，从而沉默 

BMP9表达。

2.4  KDM4A可抑制BMP9基因的转录但不影响

其mRNA的稳定性

鉴于敲低KDM4A可以上调BMP9的mRNA
水平，本研究拟进一步探究KDM4A是否能发挥

去甲基化酶以外的作用影响BMP9的表达。首先

对KDM4A是否影响BMP9的mRNA稳定性进行探

究，在分别使用放线菌素D处理MDA-MB-231细
胞后检测BMP9的mRNA表达水平，结果显示，

敲低KDM4A与否对BMP9的mRNA稳定性无明显

影响（图4A）。

2.5  敲低KDM4A可增加BMP9蛋白的稳定性

前期发现敲低KDM4A可上调BMP9的蛋白表

达水平，其可能对BMP9表达水平的调控存在一

定的翻译后修饰作用。本研究又对KDM4A是否
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影响BMP9的蛋白稳定性进行探究。结果显示，

在用蛋白合成酶抑制剂CHX处理MDA-MB-231细
胞后，发现敲低KDM4A能明显延长BMP9蛋白的

图3  KDM4A下调组蛋白甲基化水平

Fig. 3 KDM4A downregulatd histone methylation status

A: Knocking down KDM4A upregulates H3K36 and H3K4 methylation levels; B: ChIP detection of H3K36me3 and H3K4me3 enrichment in the 
BMP9 promoter region in MDA-MB-231 cells. ***: P＜0.001, compared with NC group. NC: Normal control; ns: No significance.

图4  KDM4A对BMP9 mRNA及蛋白水平的影响

Fig. 4 The effect of KDM4A on BMP9 mRNA and protein levels

A: The effect of KDM4A on BMP9 mRNA level; B: The effect of KDM4A on BMP9 protein level.

A

H3K36me3 17×103

H3K36me 17×103

H3 17×103

MDA-MB-231

siKDM4ANC 4

3

2

1

0

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
ex

pr
es

si
on

***

H3K36me3 H3K36me

MDA-MB-231

**

■ NC
■ siKDM4A

H3K36me3 17×103

H3 17×103

MDA-MB-231

siKDM4ANC 3

2

1

0

R
el

at
iv

e 
pr

ot
ei

n 
ex

pr
es

si
on

***

NC siKDM4A

MDA-MB-231

■ NC
■ siKDM4A

B

H3K36me3

siK
DM4A

lgGNCInp
ut

MDA-MB-231

H3K36me3

siK
DM4A

lgGNCInp
ut

MDA-MB-231 100
80
60
40
20
0R

el
at

iv
e 

en
ric

hm
en

t/
(%

 In
pu

t) ***

ns

NC siKDM4A

MDA-MB-231

■ NC
■ siKDM4A

半衰期（图4B）。上述结果提示，KDM4A能够

降低BMP9蛋白的稳定性，而敲低KDM4A可使

BMP9蛋白的稳定性显著提高。

120

2.6  敲低KDM4A抑制乳腺癌细胞迁移及侵袭

能 力

划痕愈合及 t r answe l l实验结果显示，敲

低KDM4A相较于对照组可以显著降低MDA-
M B - 2 3 1细胞的划痕愈合率、减少穿膜细胞
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数，且这种作用可被敲低BMP9部分逆转（图

5A ~ 5B）。上述结果提示，KDM4A可以促进

乳腺癌细胞迁移及侵袭，且这种作用可因BMP9
的敲低而被部分逆转，说明KDM4A可通过下调

BMP9促进乳腺癌的进展。
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3 讨　　论

在乳腺癌中，多种基因的表达与功能异常可

促进乳腺癌的恶性生物学行为，而分子生物学技

术的进步使得有助于识别乳腺癌诊断和治疗的更

具体的生物标志物成为可能，从而改善个体化治

疗 ［18］。因此，寻找高特异性的生物标志物帮助

医师诊断及制订治疗计划对提高治疗成功率至关

重要。

染色质的三维结构由核小体定位、组蛋白

组成和组蛋白修饰等过程调节  ［19］，带正电荷

的组蛋白修饰直接影响复制、基因转录和DNA
损伤修复等过程。KDM4A是一种组蛋白去甲基

化酶，在多种癌症中呈高表达。有研究 ［20-21］显

示，KDM4A可以去除甲基化组蛋白H3上激活

转录的H3K4/36me3标记，直接引起癌症相关基

因转录沉默或激活。例如，斑蝥素通过KDM4A
依赖性组蛋白H3K36的去甲基化诱导DNA损

伤，增强肝癌化疗敏感性  ［20］；在非小细胞肺

癌中KDM4A促进DLX5启动子H3K4me3的去甲

基化引起DLX5转录激活，导致癌基因Myc的表

达，从而促进癌症的发生、转移和生长等 ［21］。

此外，K D M 4 A还能作用于转录抑制性标记

H3K9me3，在骨肉瘤中通过控制SLC7A11启动子

区域的H3K9me3去甲基化，调控SLC7A11的转

录和癌细胞铁死亡  ［22］；在宫颈癌中，KDM4A
通过H3K9me3激活转铁蛋白受体1（transferrin 
receptor protein 1，TFR1）和二价金属转运蛋白1
（divalent metal transporter 1，DMT1）启动子中

的HRE序列，从而诱导宫颈癌细胞铁死亡 ［23］。

除了以去甲基化组蛋白为底物，KDM4A还能

图5  沉默KDM4A抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭

Fig.5 Silencing of KDM4A inhibited the migration and invasion of breast cancer cells

A: The migration ability of MDA-MB-231 was detected by wound healing test; B: The migration and invasion ability of MDA-MB-231 was detected 
by transwell assay. ***: P＜0.001, compared with NC group. NC: Normal control.
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以非组蛋白为底物，通过直接下调肿瘤抑制因

子miR-491-5p促进宫颈癌细胞生长并抑制细胞

凋亡 ［24］。KDM4A与肿瘤的发生、发展密切相

关，而其在乳腺癌中的作用尚不明确。本研究首

先发现了KDM4A与BMP9之间呈负相关关系，并

明确了KDM4A在乳腺癌中对BMP9进行转录调节

的作用，并且这种作用既可以依赖也可以独立于

其酶活性，但其影响BMP9蛋白稳定性的具体机

制还需进一步探索。

BMP9是骨形态发生蛋白家族的一员，在

胚胎发育、组织再生和成年生理学过程中发挥

重要作用。BMP9在乳腺癌中发挥着至关重要的

作用，BMP9可通过cMyc/SNHG3/mTOR信号轴

促进乳腺癌细胞自噬，抑制乳腺癌细胞迁移和

侵袭 ［12］；通过激活BMP/Smad信号转导通路，

BMP9可以下调结缔组织生长因子（connective 
tissue growth factor，CTGF）抑制乳腺癌细胞骨

转移 ［15］；PI3K/AKT、ERK1/2、ALK1等信号

转导通路也是BMP9靶向抑制乳腺癌的重要途 
径 ［16，25-26］。BMP9能够通过协调癌细胞与周围

微环境之间的通讯来促进疾病的进展和转移。

通过降低脂肪前细胞/脂肪细胞中瘦素的表达，

下调磷酸化STAT3、ERK1/2和AKT，抑制瘦素

信号转导通路来降低乳腺癌在脂肪微环境中的

增殖和迁移  ［14］；BMP9通过RANK/RANKL和

SDF-1（CXCL12）/CXCR4-PI3K信号轴调节骨

髓间充质干细胞与乳腺癌细胞之间的串扰，促进

骨髓间充质干细胞的成骨分化和增殖 ［13］。外源

性BMP9能显著抑制乳腺癌的发生、发展，但其

在乳腺癌中的表达却极低甚至缺失，作为一种多

功能的细胞因子，BMP9具有潜在的治疗应用前

景，靶向BMP9在乳腺癌的诊断和治疗中可能是

一个重要手段。

本研究结果表明，KDM4A可以通过去除

BMP9基因启动子区域组蛋白H3上的甲基基团、

降低BMP9蛋白的稳定性来下调BMP9的表达，促

进乳腺癌细胞的迁移和侵袭能力。
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