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［摘要］  背景与目的：线粒体氧化磷酸化是肿瘤细胞获取能量的关键过程，与

肿瘤生物学特征密切相关。微小RNA （microRNA，miRNA）可以通过与信使

RNA（messenger RNA，mRNA）结合调控肿瘤细胞代谢重编程。本研究旨在探

究miR-107靶向裸角质层同源蛋白 1 （naked cuticle homolog 1，NKD1）调控乳

腺癌细胞线粒体氧化磷酸化的作用机制。方法：利用TNM数据库检测NKD1在

乳腺癌组织样本（n=1 095）和癌旁组织样本（n=403）的表达，分析NKD1表达

与患者预后的相关性；回顾性收集 2024年 6月—2025年 6月在宁夏医科大学总

医院肿瘤外科就诊的符合纳入和排除标准患者的乳腺癌组织及癌旁组织样本，

采用实时定量反转录聚合酶链反应（quantitative real-time PCR，qRT-PCR）和蛋

白质印迹法（Western blot）检测验证 NKD1 在乳腺癌组织和细胞系中的表达。

构建NKD1敲低载体（siNKD1），RNA-seq分析敲低NKD1富集的生物学功能及

信号转导通路，Western blot方法验证NKD1对Wnt/β-catenin通路及氧化磷酸化

的影响。利用加权基因共表达网络分析 （weighted gene coexpression network 

analysis，WGCNA） 筛选 TCGA 和 GEO 数据库中与乳腺癌表型相关的核心

miRNA模块；采用在线生物信息学数据库TargetScan、miRWalk预测与NKD1高

度相关的miRNA；利用TCGA和GEO数据库及生存分析明确miR-107在乳腺癌

中的表达及对患者预后的影响；双荧光素酶报告分析验证miR-107和NKD1的靶

向关系；通过瞬时转染法在 MDA-MB-231 细胞中分别转染 miR-107 mimic、

miR-107 inhibitor，Western blot方法检测NKD1表达及细胞氧化磷酸化水平。本

研究经宁夏医科大学总医院伦理委员会批准（编号：KYLL-2022-0514）。结果：

TNM数据库结合纳入本研究的10例乳腺癌组织及10例癌旁组织样本分析显示，

NKD1在乳腺癌组织中低表达且与患者不良预后呈负相关；RNA-seq分析发现，

敲低 NKD1 显著富集 Wnt/β-catenin 信号转导通路和氧化磷酸化通路，Western 

blot结果显示，敲低NKD1促进Axin降解，增加β-catenin和GSK-3β蛋白表达；

GSEA富集分析显示，敲低NKD1增加 c-Myc和 IDH2蛋白表达；氧化磷酸化抑

制剂（IACS-010759）显著抑制细胞增殖，联合 siNKD1组对细胞增殖的抑制速

率有所回复（P<0.05）。WGCNA 分析显示，TCGA-ME brown 和 GEO-ME blue

模块与乳腺癌表型高度相关，将上述模块与数据库联合分析显示，靶向NKD1

的miRNA为miR-107，且NKD1表达与miR-107表达呈负相关。数据库分析表

明，与正常组织相比，乳腺癌组织中miR-107高表达，且与患者预后不良相关

（P<0.05）。双荧光素酶报告基因实验证实miR-107直接作用靶点为NKD1基因，

miR-107与NKD1表达呈负相关。与对照组相比，单独转染miR-107 inhibitor组

细胞氧化磷酸化水平降低，但共转染miR-107 inhibitor和 siNKD1组细胞氧化磷

酸化水平有所回复（P<0.05）。结论：miR-107通过靶向抑制NKD1激活Wnt/β
-catenin信号转导通路促进乳腺癌细胞线粒体氧化磷酸化。

［关键词］  氧化磷酸化；miR-107；NKD1；乳腺癌；Wnt/β-catenin 信号转导
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［Abstract］ Background and purpose：： Mitochondrial oxidative phosphorylation is a key energy-generating pathway and is closely 

linked to aggressive biological behaviors in invasive cancers. Micro RNA (miRNAs) regulate tumor cell metabolic reprogramming 

and cellular functions through messenger RNA (mRNA) targeting. This study explored how microRNA-107 (miR-107) modulates 

mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS) in breast cancer via targeting naked cuticle homolog 1 (NKD1). Methods：： 

NKD1 expression in breast cancer was first assessed by analyzing public databases (TNM) and its prognostic significance was 

evaluated. Additionally, breast cancer and adjacent normal tissue samples were retrospectively collected from patients who 

underwent surgical resection at the Department of Surgical Oncology, General Hospital of Ningxia Medical University between June 

2024 and June 2025, following predefined inclusion and exclusion criteria. NKD1 expression in clinical tissues and breast cancer 

cell lines was validated by quantitative real-time PCR (qRT-PCR) and Western blot. We then constructed a stable NKD1-knockdown 

cell model. High-throughput RNA sequencing (RNA-seq) was performed to identify altered biological pathways upon NKD1 

depletion. The regulatory effect of NKD1 on key proteins of the Wnt/β-catenin pathway and cellular oxidative phosphorylation were 

confirmed by Western blot. Weighted gene co-expression network analysis (WGCNA) identified core miRNA modules associated 

with breast cancer phenotypes from The Cancer Genome Atlas (TCGA) and Gene Expression Omnibus (GEO) databases. 

Bioinformatics tools (TargetScan, miRWalk) was used to predict potential miRNAs high correlation with NKD1. Pan-cancer and 

survival analyses was used to reveal the expression and prognostic significance of miR-107. Dual-luciferase reporter assay was used 

to verify miR-107 directly targets NKD1. MDA-MB-231 cells were transiently transfected with miR-107 mimic, miR-107 inhibitor, 

or co-transfected with miR-107 inhibitor plus NKD1 siRNA, and oxidative phosphorylation levels were assessed by Western blot. 

This study was approved by the Ethics Committee of General Hospital of Ningxia Medical University (approval number: KYLL-

2022-0514). Results：： Bioinformatics database (TNM) combined with 10 paired tissue samples analysis revealed that NKD1 

expression was downregulated in breast cancer, and its low expression was positively correlated with favorable patient prognosis. 

RNA-seq analysis further demonstrated that NKD1 knockdown significantly enriched pathways related to Wnt/β-catenin signaling 

and oxidative phosphorylation. Western blot results indicated that depleting NKD1 promoted Axin degradation, increased the protein 

levels of β -catenin and GSK-3β, and upregulated c-Myc and IDH2 expression. Treatment with the inhibitor IACS-010759 

suppressed cell growth, and this inhibitory effect was partially reversed when combined with NKD1 knockdown (P<0.05). In 

addition, WGCNA analysis showed that the TCGA‑ME brown and GEO-ME blue modules were highly associated with breast 

cancer phenotypes. Combining the above modules with database analysis shows, miR-107 was predicted as a potential upstream 

miRNA targeting NKD1 and NKD1 is negatively correlated with miR-107. Compared with normal tissues, elevated miR-107 

expression in breast cancer correlated with poorer patient prognosis (P<0.05). Dual-luciferase reporter assays confirmed that NKD1 

is a direct target of miR-107, and the expression of miR-107 is negatively correlated with NKD1. Moreover, compared with the 

siNKD1 group, oxidative phosphorylation levels were decreased in cells transfected with miR-107 inhibitor alone, but partially 

restored in cells co-transfected with miR-107 inhibitor and siNKD1 (P<0.05). Conclusion：： miR-107 promotes breast cancer 

malignant progression by targeting and inhibiting NKD1, thereby activating Wnt/β -catenin signaling and enhancing oxidative 

phosphorylation in breast cancer cells.

［Key words］ Oxidative phosphorylation; miR-107; NKD1; Breast cancer; Wnt/β-catenin pathway

乳腺癌是女性发病率最高的恶性肿瘤，全球

每年新发病例高达 230万，对女性生命健康构成

严重威胁［1］。近年来，随着早期诊断和基因检测

技术的优化，乳腺癌患者的生存率得到显著改

善，但仍未有效地减少肿瘤复发和转移［2］。因

此，探索乳腺癌发病机制的关键靶点和调控网络

对于改善患者预后至关重要。

代谢重塑是肿瘤的重要特征，肿瘤细胞适应

性的代谢重编程为其活跃增殖提供能量支持。线

粒 体 氧 化 磷 酸 化 （mitochondrial oxidative 
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phosphorylation，OXPHOS） 在肿瘤代谢中发挥

重要作用，癌基因的异常激活使肿瘤细胞获得持

续的增殖信号，增强线粒体OXPHOS为肿瘤细胞

提供能量，进一步促进肿瘤的生长和扩散［3-4］。

近年来，OXPHOS的异常活化被证实与乳腺癌侵

袭转移和耐药性密切相关［5］。然而，调控

OXPHOS的关键分子机制尚未完全阐明，尤其是

非编码 RNA 与 Wnt 信号转导通路的交互作用在

代谢调控中的角色亟待探索。

Wnt/β-catenin信号转导通路是调控胚胎发育

和稳态的重要调节因子，与肿瘤发生、发展密切

相关［6］。裸角质层同源蛋白 1 （naked cuticle 

homolog 1，NKD1）作为Wnt信号转导通路负调

控因子，通过 EF-hand 结构域与 Dvl 蛋白结合阻

碍β-catenin在细胞核内积聚［7］。NKD1缺失已被

证实可激活β-catenin并促进线粒体生物合成［8］。

本课题组前期研究［9］发现，NKD1是高三尖杉酯

碱 （homoharringtonine， HHT） 的 药 物 靶 点 ，

HHT通过抑制NKD1/PCM1信号轴诱导结直肠癌

细胞周期阻滞和凋亡发生；NKD1通过负向调控

Wnt/β-catenin信号转导通路促进结直肠癌细胞增

殖 ［10］。研究发现 NKD1 在包括乳腺癌等其他多

种恶性肿瘤中表达下调［11-12］，与肿瘤细胞增殖侵

袭能力增强显著相关［13］，但NKD1调控肿瘤细胞

OXPHOS进而影响乳腺癌发生发展的作用机制尚

不明确。

研究［14-15］ 发现，微小 RNA （microRNA，

miRNA）在细胞通讯中的作用对肿瘤发生发展至

关重要。miRNA 通过与靶基因 mRNA 的 3'-UTR

端互补结合，靶向抑制 mRNA 翻译或促进其降

解 ， 发 挥 转 录 后 调 节 作 用 。 microRNA-107

（miR-107）在多种癌症中呈现差异表达，其通过

调控糖酵解和脂肪酸代谢影响肿瘤进展［16］。

miR-107 上调 FGFRL1 促进非小细胞肺癌的恶性

增殖［17］；miR-107 靶向 SNCG 抑制 ERK1/ERK2/

NF-κB信号转导通路减缓口腔鳞状细胞癌迁移和

上 皮 - 间 质 转 化 （epithelial-mesenchymal 

transition，EMT）发生［18］。由此可见，miR-107

可通过靶向抑制多个抑癌基因和信号转导通路促

进肿瘤细胞增殖和侵袭。但miR-107是否通过改

变OXPHOS功能驱动乳腺癌恶性表型，目前尚无

直接证据。本研究旨在揭示miR-107通过靶向抑

制NKD1调控乳腺癌细胞OXPHOS的分子机制，

为深入探究乳腺癌的代谢在靶向治疗机制中的作

用提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　主要试剂与材料

收集 2024年 6月—2025年 6月，宁夏医科大

学总医院肿瘤外科经手术切除的乳腺癌患者的肿

瘤组织及癌旁组织样本。患者纳入标准为：① 病

理学检查证实为乳腺癌症；② 年龄18~70岁；③ 

美 国 东 部 肿 瘤 协 作 组 （Eastern Cooperative 

Oncology Group，ECOG）评分≤1；④ 未接受任

何抗肿瘤治疗；⑤ 预期生存期≥6个月。排除标

准为：① 患有无法控制的严重全身性疾病；② 

其他部位恶性肿瘤合并；③ 癌症治疗并发症（术

后严重感染）。本研究经宁夏医科大学总医院伦

理委员会批准（伦理编号：KYLL-2022-0514）。

人正常乳腺上皮细胞系 MCF-10A 及人乳腺

癌细胞系MCF-7、BT474、T47D、MDA-MB-231

购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

DMEM 培 养 基 （11965092）、 1640 培 养 基

（61870036）、胎牛血清（A5670701）、青霉素及

链霉素混合液（15140-122）均购自美国Gibco公

司，miR-107 mimics、miR-107 inhibitor、NKD1

敲低小干扰序列 （si-NKD1）、NKD1 质粒及引

物、miRNA荧光定量检测试剂盒（E608006）购

自生工生物工程 （上海） 有限公司，Advanced 

Transfection Reagent助转染试剂（AD600075）购

自美国ZATA LIFE公司，反转录试剂盒及实时定

量逆转录聚合酶链反应试剂盒（RR036A）购自

日本 Takara 公司，蛋白提取试剂盒（KGP250）、

细胞计数试剂盒 （cell counting kit-8，CCK-8；

KGA317）购自江苏凯基生物技术股份有限公司，

二辛可宁酸 （bicinchoninic acid，BCA） 检测试

剂盒（23225）、TRIzol试剂（15596018）购自美国

Thermo公司，IDH2（R24654）、c-Myc（R22809）、

β -catenin （R22820）、Axin （R23574）、GSK-3β
（R22868）抗体购自成都正能生物技术有限责任

公司，NKD1抗体（AF4346）购自江苏亲科生物

研究中心有限公司，GAPDH （ab181602） 抗体

购自艾博抗（上海）贸易有限公司。

1.2　生物信息学数据获取及分析

TNM 数 据 库 （https://tnmplot. com/） 检 测

NKD1在乳腺癌组织样本（n=1 095）和癌旁组织

样本（n=403）的表达，分析 NKD1 表达与患者

预后的相关性。采用 UCSC 数据库（http://xena.

ucsc.edu/）数据库获取泛癌分析数据，癌症基因

组图谱（The Cancer GenomeAtlas，TCGA）获取

乳腺癌 miRNA 数据和 RNA-seq 数据，高通路基
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因 表 达 数 据 库 （Gene Expression Omnibus，

GEO） 数据集 GSE37963 获取乳腺癌转录组

miRNA 芯 片 测 序 数 据 。 使 用 R 语 言

“clusterProfiler”包将NKD1根据基因表达量中位

数划分为高低表达样本组进行GSEA分析，共进

行置换检验计算归一化富集分数 （normalized 

enrichment score，NES）。加权基因共表达网络分

析 （Weighted Gene Co-Expression Network 

Analysis，WGCNA） 构建基因共表达网络筛选

与乳腺癌表型相关的 miRNA 模块。使用 R 语言

“limma” 包 和 “DEseq2” 包 ， 以 |log2FC>1| 和

FDR<0.05筛选差异表达miRNA。使用在线生物

信息学数据库 miRWalk （http://mirwalk.umm.uni-

heidelberg. de/） 预 测 靶 向 目 标 基 因 NKD1 的

miRNAs分子，与TCGA和GEO数据库筛选最佳

模块和差异miRNA进行Venn分析，确定最优靶

向 NKD1 的 miRNA 为 miR-107。 经 TargetScan

（https://www. targetscan.org/） 分析验证 NKD1 上

游 miR-107 的结合性能。Pearson 分析 NKD1 与

miR-107的相关性。

1.3　转录组测序分析

通过瞬时转染法构建敲低细胞模型，利用

Advanced Transfection Reagent 转染试剂将 NKD1 

siRNA 转染至 MDA-MB-231 细胞，设对照组

（control组）、siNKD1组，提取RNA后使用欧易

云平台进行测序及生物信息学分析。采用

DESeq2软件分析转录组差异表达基因，筛选标

准为差异倍数 （fold change， FC） ≥1.5 且 P<

0.05。超几何检验分析通路显著性富集，识别与

整体基因组背景相比具有显著性差异的通路

分布。

1.4　细胞转染与分组

MDA-MB-231细胞按 1.2×105/孔接种于 12孔

板，待贴壁融合度至 50% 时，采用 Advanced 

Transfection Reagent 将 NKD1 siRNA 瞬时转染至

细胞中，设对照组 （control 组）、 siNKD1 组，

48 h后收集细胞进行后续验证。设计并构建miR-

107 mimics、miR-107 inhibitor 及其阴性对照质

粒，将其分别转染至细胞中。为探索NKD1联合

miR-107 对细胞 OXPHOS 的影响，设对照组

（control 组）、siNKD1 组、miR-107 inhibitor 组、

siNKD1+miR-107 inhibitor组，完成共转染实验，

将转染试剂与目的基因同比例转染至细胞（各

8 μL），48 h收集转染后的细胞，通过实时定量

反转录聚合酶链反应（quantitative real-time PCR，

qRT-PCR）和蛋白质印迹法（Western blot）检测

RNA表达和蛋白水平。

1.5　Western blot检测蛋白表达

收集各组细胞沉淀，加入放射免疫沉淀分析

（radio-immunoprecipitation assay，RIPA） 细胞裂

解液裂解细胞并利用全蛋白提取试剂盒提取总蛋

白，BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度。按比例

加入5×上样缓冲液配制成蛋白样品进行聚丙烯酰

胺 凝 胶 电 泳 （sodium dodecylsulphate poly-

acrylamide gel electrophoresis，SDS-PAGE） 分离

蛋白，将目的蛋白切胶后转移至聚偏二氟乙烯膜

（polyvinylidene fluoride，PVDF），用 5% 脱脂牛

奶室温摇床封闭 2 h。按照抗体说明书加入

NKD1、c-Myc、IDH2、β-catenin、Axin、GSK-

3β 抗体 （稀释比 1∶ 1 000） 4 ℃ 温育过夜，

TBST 清洗后加入二抗于室温下温育 1 h，用

TBST 洗 膜 后 加 入 增 强 电 化 学 发 光 液

（electrochemiluminescence，ECL）进行凝胶成像

曝光显影，以GAPDH为内参检测蛋白质的表达

水平。

1.6　qRT-PCR检测miRNA及mRNA表达

收集肿瘤组织、癌旁组织和对数生长期细

胞，使用 TRIzol 试剂提取组织和细胞总 RNA，

按照 cDNA 反转录试剂盒将 RNA 反转录成

cDNA。以 cDNA 为模板，参照试剂盒分别扩增

miR-107和NKD1基因。miRNA反应条件：95 ℃ 

180 s，95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 15 s，循环

45次；95 ℃ 10 s，60 ℃ 60 s，97 ℃ 15 s，循环1

次。mRNA 反应条件：95 ℃ 30 s，95 ℃ 5 s，

60 ℃ 30 s，共扩增 40 个循环。分别以 U6 和

GAPDH作为内参基因，采用 2-ΔΔCt测定目的基因

的相对表达量。引物序列见表1。

表1　基因引物序列

Tab. 1　Gene primer sequence

Gene primer

miR-107-forward

miR-107-reverse

NKD1-forward

NKD1-reverse

GAPDH-forward

GAPDH-reverse

U6-forward

U6-reverse

Prime sequence (3'-5')

ATGATGAGCAGCATTGTACAGG

GCAGGGTCCGAGGTATTC

GCCTTGGTGGTGTATGAGAG

CTGGTAGAAGTGGTGGTAATGG

TGTTGCCATCAATGACCCCTT

CTCCACGACGTACTCAGCG

TGCCCCACATAATGCTACC

TATGTCCGTCTGTGGAAACC

366



《《中国癌症杂志》》2026年第36卷第4期

1.7　CCK-8检测细胞增殖活力

取对数生长期的各组 MDA-MB-231 细胞接

种于 96孔板，每组设 5个复孔，PBS进行封边。

细 胞 贴 壁 后 加 入 OXPHOS 抑 制 剂 （IACS-

010759，1 μmol/L），分别于 24、48、72 和 96 h

移除细胞上清液，加入CCK-8试剂 20 μL，于培

养箱中温育 2 h。使用酶标仪测定 450 nm波长处

每孔的吸光度（D）值，绘制细胞生长曲线，计

算细胞抑制率。

1.8　双荧光素酶报告基因实验

利用 NCBI 数据库获取 NKD1 基因序列，通

过 RNAhybri d2.2 软件预测 miR-107 与 NKD1-3'

-UTR的碱基结合位点。构建包含预测结合位点

野生型（pmirGLO-NKD1-WT）质粒，根据结合

位点设计突变引物，构建突变型 （pmirGLO-

NKD1-Mut） 质粒。接种 HEK293T 细胞于 12 孔

板，将NKD1-WT和NKD1-Mut质粒转染至HEK-

293T 细胞，同时与 miR-107 mimics 和阴性对照

（mimics NC）进行共转染。继续培养 6 h后更换

为DMEM完全培养基，48 h后冰上裂解细胞，收

集裂解液，按照双荧光素酶报告基因检测试剂盒

说明书加入对应的荧光素酶反应液，分别测定萤

火虫荧光素酶和海肾荧光素酶的活性，计算相对

荧光强度。

1.9　统计学处理

采用 GraphPad 9 和 IBM SPSS 22.0 软件进行

统计学分析，正态计量资料以 x̄x̄ ±s表示，两组间

比较采用 t检验，配对设计采用配对 t检验。非正

态分布的两组独立样本比较采用非参数 Mann-

Whitney U检验（秩和检验），数据以中位数（四

分位数间距）表示，组间差异以平均秩和P值描

述。检验水准为α=0.05，采用双侧检验，并在结

果中给出精确P值。多组均数比较采用单因素方

差分析（One-Way ANOVA），组间两两比较使用

LSD-t法，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结 果

2.1　NKD1在乳腺癌中低表达且与患者预后呈正

相关

纳入 TNM 数据集 （https://tnmplot.com/） 分

析结果显示，NKD1在乳腺癌组织（n=1 095）中

较正常组织（n=403）低表达（图 1A，P<0.01）；

根据 GSE16446 数据集绘制生存曲线，显示

NKD1 低表达患者预后更差 （图 1B，P<0.05）。

Western blot 结果显示，与人正常乳腺上皮细胞

MCF-10A 相比， NKD1 在乳腺癌细胞 T47D、

MDA-MB-231、 MCF-7、 BT474 中 表 达 下 调

（图1C）。

本研究共纳入10对乳腺癌组织及癌旁组织配

对样本。纳入及排除标准见图 2。根据纳入排除

标准，从宁夏医科大学总医院肿瘤外科收集10对

乳腺癌癌组织及配对的癌旁组织标本，qRT-PCR

及 Western blot 结果显示，与癌旁组织 （N） 相

比，癌组织（T）中NKD1 mRNA及蛋白表达均

下调（图1D、1E）。

2.2　NKD1 与 Wnt/β-catenin 信号转导通路密切

相关

通过转染 siRNA 构建 NKD1 敲低细胞模型，

Western blot 结 果 显 示 ， NKD1 蛋 白 表 达 在

siNKD1-2、 siNKD1-3 组较对照组 （control） 降

低（图 3A），后续实验选择 siNKD1-3进行转染；

RNA-seq结果显示，与 control组相比，敲低组共

筛选出 140 个上调基因和 123 个下调基因 （图

3B），对筛选出的所有差异表达基因进行 GO 和

KEGG 分析，差异表达基因显著富集于 Wnt、

OXPHOS、线粒体呼吸链等生物学功能及信号转

导通路（图3C、D）。Western blot检测结果显示，

与 control 组相比，siNKD1 组 Wnt/β-catenin 信号

转导通路中Axin蛋白表达水平降低，β-catenin和

GSK-3β蛋白表达水平升高（图3E、F）。

2.3　NKD1与OXPHOS通路密切相关

根据NKD1基因表达量进行GSEA富集分析，

结果显示，NKD1相关基因显著富集于ATP生物

合 成 、 线 粒 体 呼 吸 链 、 OXPHOS 途 径 ， 且

OXPHOS信号转导通路受NKD1调控最显著（ES

=-0.670 2，FDR=4.932e-9，图 4A）；GO生物过程

富集分析发现，OXPHOS是NKD1调控乳腺癌代

谢的核心通路（图 4B）；Pearson分析证实NKD1

表达与 OXPHOS 途径呈负相关 （r=-0.253，P<

0.001，图4C）；Western blot结果显示，与control

组相比，siNKD1组 c-Myc和 IDH2蛋白表达升高

（图 4D、 F）； 利 用 OXPHOS 抑 制 剂 （IACS-

010759，1 μmol/L） 处理细胞，CCK-8 结果表

明，IACS-010759抑制剂可抑制细胞生长，联合

敲低NKD1后，对细胞生长的抑制作用有所恢复

（图4E）。

2.4　WGCNA 分析筛选与乳腺癌表型相关的核

心miRNA模块

通过对 TCGA-BRCA 和 GEO （GSE37963）

数据库转录组数据进行WGCNA分析，基于平均

分层聚类和动态剪切树分析，将具有相似表达的

基因聚集到相同色块（图 5A，B）。TCGA 数据

共鉴定 5个聚类模块，GEO数据共鉴定 7个聚类

模块，其中，TCGA-ME brown 模块（相关性系

数 0.78， P<0.001） 和 GEO-ME blue 模 块 （r=

0.23，P>0.05） 与乳腺癌表型相关度最高 （图
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图1　NKD1在乳腺癌中表达及与患者预后相关性

Fig. 1　Expression of NKD1 in breast cancer and its prognosis correlation with patients

A: NKD1 expression in breast tumor versus normal tissues as analyzed based on TNM database; B: Kaplan-Meier lotter analysis for the overall 
survival based on NKD1 expression (GSE16446). C: Western blot analysis was used to verify NKD1 protein expression levels in normal breast 
(MCF-10A) vs breast cancer the cell lines (T47D, MDA-MB-231, MCF-7, BT474) ; D: qRT-PCR was performed to detect the mRNA expression of 
NKD1 in breast cancer tissues.The numbers on the horizontal axis represented paired cancer and adjacent tissues; E: NKD1 protein expression in 
breast cancer tissues validated by Western blot. N: Normal; T: Tumor; *: P<0.05, **: P<0.01.

-

Had

图2　患者纳入和排除标准的流程图

Fig. 2　Flow diagram of participant selection

ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group.
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5C、D）。以|log2FC>1|和FDR<0.05为阈值，筛选

乳腺癌与癌旁组织之间差异表达的 miRNA，聚

类热图展示 TCGA-ME brown 模块和 GEO-ME 

blue模块 top20差异表达miRNA（图5E、F）。

2.5　数据库筛选靶向NKD1的miRNA

通过miRWalk预测与NKD1 3'-UTR端结合且

得分为 1 的所有 miRNA，富集到上游 miRNA 共

825 个，经与下游重合部分降重后得到 716 个

miRNA。将其与 TCGA 和 GEO 筛选的差异基因

进行 Venn 分析，共富集 5 个 miRNA 可能潜在靶

向 NKD1 （图 6A），分别为 miR-107、miR-140-

3p、 miR-940、 miR-1976、 miR-4286 （图 6B）。

将 TCGA-ME brown 模块、GEO-ME blue 模块、

NKD1 上游关联 miRNA 以及 TCGA 和 GEO 中差

异表达的 miRNA 进行 Venn 分析，共富集 1 个

miRNA 为 miR-107 （图 6C）。TargetScan 网站预

测结果提示 miR-107 与 NKD1 存在结合位置域

（图 6D）。Pearson 分析结果显示，NKD1 与 miR-

107 在乳腺癌中表达呈负相关 （r=-0.093，P<

0.001；图 6E）。以上结果表明，miR-107可能为

NKD1上游核心miRNA。

2.6　miR-107 在乳腺癌中的表达及与患者的预

后相关性

TCGA 泛癌分析显示，miR-107 在多种肿瘤

组织中表达较正常组织显著上调，包括乳腺癌

（BRCA）、胃癌（STAD）、子宫内膜癌（UCEC，

图 7A）；纳入 TCGA 数据库和 GSE37963 数据集

分析结果显示，肿瘤组织miR-107表达水平显著

高于正常组织（图7B，P<0.05）；根据GSE40267

数据集绘制生存曲线，结果显示，miR-107高表

图3　NKD1与Wnt/β-catenin信号转导通路密切相关

Fig. 3　NKD1 is closely related to the Wnt/β-catenin signal transduction pathway

A: Western blot verified the knockdown effect of NKD1 protein in MDA-MB-231; B: Heatmap visualization of differential gene clustering analysis 
results from RNA-seq; C: Perform GOBP enrichment analysis on differentially expressed genes; D: Perform pathway analysis of differentially 
expressed protein-coding genes using the KEGG database; E, F: Western blot detection of Wnt/β -catenin pathway protein expression levels after 
NKD1 knockdown. *:  P<0.05.
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达患者预后更差（图 7C，P<0.05）。以上结果表

明，miR-107在乳腺癌中高表达且与患者预后不

良相关。

2.7　 miR-107 通 过 3'-UTR 靶 向 NKD1 调 控

OXPHOS

qRT-PCR 和 Western blot 检测结果显示，与

NC 组相比，miR-107 mimics 组 miR-107 表达上

调，NKD1 表达下调；相反 miR-107 inhibitor 组

miR-107 表达下调，NKD1 表达上调（图 8A~C，

P<0.05）；TargetScan 预测结果显示，miR-107 与

NKD1 基因 3'-UTR 存在靶向结合序列（图 8D）；

双荧光素酶实验结果显示，NKD1-WT 组 miR-

107 mimics共转染组较mimics NC共转染组荧光

素酶活性明显降低，而 NKD1-MUT 组荧光素酶

活性差异无统计学意义（图 8E）。以上结果提示

miR-107通过 3'-UTR靶向调控NKD1表达，二者

表达呈负相关。将 siNKD1与miR-107 inhibitor共

转染检测对细胞 OXPHOS 的影响，Western blot

图4　NKD1与OXPHOS通路密切相关

Fig. 4　NKD1 is closely related to the mitochondrial oxidative phosphorylation

A: GSEA enrichment analysis results of oxidative phosphorylation pathway based on NKD1 expression ratio; B: Bubble chart showing the top 10 
significantly enriched GOBP terms were associated with NKD1; C: Pearson correlation analysis between NKD1 expression and oxidative 
phosphorylation activity; D: Western blot analysis of the expression levels of proteins in the mitochondrial oxidative phosphorylation pathway after 
NKD1 knockdown; E: CCK-8 assay showed the growth rate of different groups of cells treated with 1 μmol/L IACS-010759 . *: P<0.05, compared 
with control group; **: P<0.01, compared with control group.
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结果显示，与 control 组相比，miR-107 inhibitor

组 c-Myc和 IDH2蛋白表达降低，siNKD1组表达

升高，而二者联合组 c-Myc 和 IDH2 蛋白表达有

所回复（图8F、G）。

3　讨 论

乳腺癌综合治疗的发展仍未有效地控制复

发、转移问题，因此亟待深入研究其分子机制以

发掘新的治疗靶点与预后标志物。NKD1广泛表

达于多种重要脏器细胞质中，在乳腺癌中发挥抑

癌基因的调控作用。苗玉等［19］研究发现乳腺癌

中NKD1低表达与肿瘤高侵袭相关。本研究结果

显示，NKD1在乳腺癌中低表达，且与患者预后

呈正相关，这与上述研究结果一致。为了进一步

探究 NKD1 参与调控乳腺癌恶性进展的分子机

制，本研究通过 RNA-Seq 分析发现敲低 NKD1

后，差异表达基因显著富集Wnt/β-catenin信号转

导通路和OXPHOS过程。NKD1作为Wnt信号转
导通路抑制剂发挥其负向调控作用。我们通过体
外实验验证发现敲低NKD1促进Axin降解，增加
β-catenin、GSK-3β蛋白表达，即NKD1缺失可增
强Wnt/β-catenin信号转导通路活性。

乳腺癌作为高度异质性的恶性肿瘤，其进展
与代谢重编程密切相关。通常肿瘤细胞线粒体表
现为高度活跃的OXPHOS状态，其异常激活与肿
瘤侵袭、转移和耐药性相关，发挥调控细胞通
讯、促进肿瘤进展的重要作用［20］。本研究采用
GSEA富集分析，显示NKD1相关差异基因显著
富集于ATP生物合成、线粒体呼吸链、OXPHOS

途径，且信号转导通路受NKD1调控最显著，二
者活性呈负相关。体外结果进一步证实敲低
NKD1促进 c-Myc和 IDH2蛋白表达水平升高。c-

Myc是调控细胞OXPHOS的核心转录因子，激活
c-Myc 及 下 游 分 子 IDH2 可 上 调 肿 瘤 细 胞
OXPHOS水平［21］。研究［22］表明，SNX17通过调

图5　WGCNA分析筛选与乳腺癌表型相关的核心miRNA模块

Fig. 5　WGCNA analysis screened breast cancer-related miRNAs modules

Cluster dendrogram of TCGA (A) and GEO GSE37963 (B) datasets, showing gene hierarchical clustering (top) and different gene modules (bottom); 
Module-trait correlations of TCGA (C) and GSE37963 (D), displaying correlation coefficients and P values (red means positive correlation, blue 
means negative correlation; color intensity indicates correlation strength); Cluster heatmap of the top20 differential miRNA expression from the 
TCGA-brown (E) and GEO-blue (F) datasets.
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图6　数据库筛选靶向NKD1的miRNA
Fig. 6　The database screened miRNA molecules targeting NKD1

A: Screening of candidate miRNAs through Venn analysis of miRWalk predictions and TCGA/GEO data; B: Selection of 5 potential NKD1-targeting 
miRNAs with a score >1; C: Identification of core miRNA miR-107 by Venn analysis of five datasets; D: Prediction of miR-107 binding sites on 
NKD1 by TargetScan; E: Pearson correlation analysis of NKD1 and miR-107 expression. P<0.05 was considered statistically significant.

图7　乳腺癌中miR-107的表达及与患者的预后相关性

Fig. 7　Expression of miR-107 in breast cancer and its prognosis correlation with patients

A: Pan-cancer expression profile of miR-107 based on TCGA database; B: miR-107 expression in breast tumor versus normal tissues was analyzed 
based on TCGA and GSE37693 dataset; C: Kaplan-Meier lotter analysis for the overall survival based on miR-107 (GSE40267 dataset).
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节c-Myc促进肝细胞癌细胞OXPHOS。

近年来，miRNA 分子在肿瘤恶性进展中发

挥的作用逐渐被揭示［23］，本研究首先通过

WGCNA 分析筛选与乳腺癌表型相关的核心

miRNA模块，利用生信数据库预测靶向NKD1的

上游 miRNA 分子为 miR-107。研究［24］ 表明，

miR-107在多种癌症中高表达，通过靶向多个信

号转导通路和mRNA分子调控肿瘤细胞增殖转移

等生物学行为。在本研究中，通过TCGA和GEO

数据库发现miR-107在乳腺癌中高表达，与患者

预后呈负相关。进一步通过双荧光素酶报告基因

实验证实，miR-107可直接结合NKD1 mRNA的

3'-UTR区并抑制其表达，与NKD1 mRNA呈负相

关。有研究［25］报道，miR-107 通过靶向 LDHA

减少乳酸堆积，间接增强线粒体有氧呼吸，同时

上调泛酸激酶 （PanK） 加速辅酶 A 合成，为

TCA循环和电子传递链提供充足底物，从而正向

调控OXPHOS。本研究结果发现，抑制miR-107

导致 c-Myc 和 IDH2 蛋白表达降低，而联合敲低

NKD1可以有效地逆转对OXPHOS的抑制作用。

在乳腺癌中，活跃的 OXPHOS 不仅是 ATP

的主要供给途径，还通过强化抗氧化防御、激活

促存活信号等多重机制，协同构建支撑肿瘤增

殖、转移与耐药的核心代谢框架［26-27］。本研究发

现，在乳腺癌中miR-107通过靶向Wnt通路关键

抑制基因NKD1，解除对β-catenin的抑制，进而

图8　miR-107靶向NKD1调控乳腺癌细胞氧化磷酸化

Fig. 8　miR-107 modulates breast cancer OXPHOS via NKD1signaling

A: qRT-PCR analysis of miR-107 expression after cell transfection; B: qRT-PCR was used to analyze the effect of miR-107 on NKD1 mRNA 
expression; C: Western blot analysis of NKD1 protein expression upon modulation of miR-107; D: Schematic diagram of the predicted binding site 
of miR-107 on the NKD1 3'-UTR and the mutant constructs; E: Dual-luciferase reporter assay confirmed miR-107 targeting NKD1 via 3’-UTR; F, 
G: Western blot analysis was used to detect the expression levels of oxidative phosphorylation-related proteins after NKD1 knockdown and inhibition 
of miR-107. *: P<0.05, **: P<0.01, n=3.
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上调 c-Myc 及 IDH2 表达，最终激活 OXPHOS。
揭示了全新的 miR-107/NKD1/c-Myc/OXPHOS 调
控轴，为理解miR-107调控OXPHOS在乳腺癌中
发挥促癌作用提供了新的视角。

综上所述，本研究揭示了miR-107通过靶向
抑制NKD1激活Wnt-β-catenin信号，促进乳腺癌
细胞OXPHOS的分子机制。本研究结果为确立基
于代谢干预的精准治疗策略提供了新的线索。
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