
中国细胞生物学学报  Chinese Journal of Cell Biology 2026, 48(6): 1530–1542
DOI: 10.11844/cjcb.2026.06.0003

CSTR: 32200.14.cjcb.2026.06.0003

收稿日期: 2025-12-21              接受日期: 2026-04-21
北京市科技计划(批准号: Z220100000146236)资助的课题

*通信作者。Tel: 010-81609320, E-mail: Xry820709@163.com
Received: December 21, 2025              Accepted: April 21, 2026
This work was supported by the Beijing Science and Technology Project (Grant No.Z220100000146236)
*Corresponding author. Tel: +86-10-81609320, E-mail: Xry820709@163.com  

乳腺癌来源细胞外泌体通过miR-374a-5p/ARRDC3轴
促进肿瘤免疫逃逸
夏如意*  石元朝  郑晓璐

(首都医科大学附属北京友谊医院, 肿瘤科, 北京 102209)

摘要      该研究旨在探究乳腺癌 (BC)来源外泌体 (Exo)通过miR-374a-5p靶向抑制蛋白结构域

蛋白3(ARRDC3)的分子机制 , 及其在促进肿瘤免疫逃逸中的作用 , 为乳腺癌免疫治疗提供新靶点。

研究采用qRT-PCR检测乳腺癌细胞中miR-374a-5p和ARRDC3的表达水平。提取MDA-MB-231细胞

的外泌体 , 并将其与MDA-MB-231细胞共培养48 h。将MDA-MB-231细胞分为6组 : Con组、Exo-
NC组、NC inhibitor组、miR-374a-5p inhibitor组、miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组和miR-374a-5p 
inhibitor+sh-ARRDC3组。通过平板克隆、划痕实验和Transwell实验分别检测细胞增殖、迁移和侵

袭能力。与CD8⁺ T细胞共培养 , 检测CD8+ T细胞凋亡水平及对癌细胞的杀伤率。ELISA法检测细

胞上清中细胞因子水平 , qRT-PCR和蛋白免疫印迹法检测PD-L1表达情况。结果显示 , 与正常乳腺

上皮细胞MCF-10A相比, 在MDA-MB-231、Hs578T、MDA-MB-468和MDA-MB-453等乳腺癌细胞

中, miR-374a-5p表达显著上调, ARRDC3表达显著下调(P<0.05)。GEPIA数据库分析显示, ARRDC3
在乳腺癌组织中表达水平显著降低 (P<0.05)。与Con组相比 , Exo-NC组和NC inhibitor组的miR-
374a-5p表达量、平板克隆数、穿膜细胞数显著增加 , 划痕修复率、CD8+ T细胞凋亡率显著升高

(P<0.05), TNF-α、IFN-γ、IL-4水平, CD8+ T细胞的杀伤率以及ARRDC3表达水平显著降低(P<0.05); 
与Exo-NC组和NC inhibitor组相比, miR-374a-5p inhibitor组miR-374a-5p表达量、平板克隆数、穿

膜细胞数显著减少, 划痕修复率、CD8+ T细胞凋亡率显著降低(P<0.05), TNF-α、IFN-γ、IL-4水平, 
CD8+ T细胞的杀伤率以及ARRDC3表达水平显著升高(P<0.05); 与miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组
相比 , miR-374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3组的ARRDC3表达下调 , TNF-α、IFN-γ、IL-4水平以及

CD8+ T细胞的杀伤率显著降低 (P<0.05), 平板克隆数、穿膜细胞数显著增加 , 划痕修复率、CD8+ 
T细胞凋亡率和PD-L1表达水平显著升高 (P<0.05)。综上所述 , 乳腺癌细胞来源的外泌体可通过

miR-374a-5p/ARRDC3轴上调PD-L1表达, 抑制肿瘤微环境中CD8+ T细胞的活性, 进而促进癌细胞

的免疫逃逸。
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Abstract       This study aimed to investigate the molecular mechanism by which breast cancer-derived exo-
somes promote tumor immune escape through the miR-374a-5p/ARRDC3 axis, and to explore its potential as a 
novel target for breast cancer immunotherapy. In the study, qRT-PCR (quantitative real-time PCR) was used to de-
tect the expression levels of miR-374a-5p and ARRDC3 in breast cancer cells. Exosomes were isolated from MDA-
MB-231 cells and co-cultured with recipient MDA-MB-231 cells for 48 h. MDA-MB-231 cells were divided into 
six groups: control group, exosome-negative control (Exo-NC) group, negative control inhibitor (NC inhibitor) 
group, miR-374a-5p inhibitor group, miR-374a-5p inhibitor+shRNA negative control (sh-NC) group, and miR-
374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3 group. Cell proliferation, migration, and invasion were evaluated by colony forma-
tion, wound healing, and Transwell assays, respectively. Co-culture with CD8⁺ T cell was performed to assess CD8⁺ 
T cell apoptosis and cytotoxic activity against tumor cells. Cytokine levels in the supernatant were determined by 
ELISA, and PD-L1 expression was detected by qRT-PCR and Western blot. Compared with the normal mammary 
epithelial cell line MCF-10A, miR-374a-5p expression was significantly upregulated, while ARRDC3 expres-
sion was downregulated in breast cancer cell lines (MDA-MB-231, Hs578T, MDA-MB-468, and MDA-MB-453) 
(P<0.05). Analysis of the GEPIA database also revealed significantly reduced ARRDC3 expression in breast cancer 
tissues (P<0.05). Compared with the Con group, the expression of miR-374a-5p, the number of plate clones, the 
scratch repair rate, the number of penetrating cells, and the apoptosis rate of CD8+ T cells in the Exo-NC group 
and the NC inhibitor group were significantly increased (P<0.05), and the levels of TNF-α, IFN-γ and IL-4, and 
the expression level of ARRDC3 were significantly decreased (P<0.05). Compared with Con group, the expres-
sion of miR-374a-5p, the number of plate clones, the rate of scratch repair, the number of transmembrane cells and 
the apoptosis rate of CD8+ T cells in Exo-NC group and NC inhibitor group were significantly increased (P<0.05), 
and the levels of TNF-α, IFN-γ and IL-4, the killing rate of CD8+ T cells and the expression level of ARRDC3 were 
significantly decreased (P<0.05). Compared with Exo-NC group and NC inhibitor group, miR-374a-5p expres-
sion, plate clone number, scratch repair rate, transmembrane cell number and CD8+ T cell apoptosis rate in miR-
374a-5p inhibitor group were significantly decreased (P<0.05), and TNF-α, IFN-γ and IL-4 levels, CD8+ T cell 
killing rate and ARRDC3 expression level were significantly increased (P<0.05). Compared with the miR-374a-5p 
inhibitor+sh-NC group, the expression level of ARRDC3, the levels of TNF-α, IFN-γ and IL-4, and the killing rate 
of CD8+ T cells in the miR-374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3 group were significantly decreased (P<0.05), and the 
plate clone number, scratch repair rate, transmembrane cell number, CD8+ T cell apoptosis rate and PD-L1 expres-
sion level were significantly increased (P<0.05). In summary, BC-derived Exo can up-regulate the expression of 
PD-L1 through the miR-374a-5p/ARRDC3 axis, inhibit the activity of CD8+ T cells in the tumor microenvironment, 
and promote the immune escape of cancer cells. 

Keywords       exosomes; miR-374a-5p; ARRDC3; CD8+ T cell; PD-L1

乳腺癌 (breast cancer, BC)是一种异质性疾病 , 
存在不同亚型。其中 , 在乳腺癌病例里 , 三阴性乳

腺癌 (triple-negative breast cancer, TNBC)占比达

15%~20%, 其侵袭性高、转移能力强、复发率高 , 
且预后较差 [1]。研究表明 , 肿瘤治疗失败主要源于

TNBC广泛的瘤内异质性及其特有的免疫抑制性肿

瘤微环境 [2]。肿瘤生长与免疫逃逸过程高度依赖肿

瘤细胞与肿瘤微环境内各类细胞间的信号交流。细

胞外囊泡 (extracellular vesicles, EVs)已被证实是局

部和远处肿瘤环境中细胞间通信的介导载体 [3]。外

泌体 (exosome, Exo)是所有细胞分泌的微小细胞外

囊泡中的一个亚群 , 其携带脂质、蛋白质和非编码

RNA等多种物质 , 广泛存在于各类体液中。尤其是

肿瘤衍生的外泌体 , 在肿瘤组织中大量生成并释放 , 
作为重要的信号转导分子和细胞间信使 , 参与肿瘤

微环境的通信调控。癌细胞可利用外泌体促进肿瘤

的生长、侵袭和扩散 , 并借此逃避免疫系统的识别

与清除[4]。miRNA(microRNA)是一组小非编码RNA
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分子 , 可通过切断mRNA或抑制翻译过程来抑制基

因表达 [5]。研究显示 , 癌细胞来源的外泌体通过转

移miRNA参与癌间质串扰 , 进而诱导致癌表型、介

导免疫逃逸和化疗耐药 [6]。miR-374a-5p被鉴定为

TNBC特异性miRNA, 在TNBC中特异性上调 , 抑制

miR-374a-5p可减弱癌细胞的生长和迁移能力 [7]。抑

制蛋白结构域蛋白3(arrestin-domain containing pro-
tein 3, ARRDC3)是一种新兴的高转移性乳腺癌肿

瘤抑制因子 , ARRDC3表达缺失与乳腺癌转移增加、

肿瘤复发及预后不良相关 [8]。然而 , 目前尚不明确

miR-374a-5p是否能够靶向作用于ARRDC3进而影

响乳腺癌免疫逃逸。本研究聚焦于探究肿瘤细胞来

源的外泌体中miR-374a-5p对乳腺癌细胞增殖及免

疫逃逸的影响, 并深入阐明其内在作用机制。

1   材料与方法
1.1   材料与仪器

1.1.1   细胞与主要试剂      人正常乳腺上皮细胞系

MCF-10A、乳腺癌细胞系 (MDA-MB-231、Hs578T、
MDA-MB-468、MDA-MB-453)购自美国ATCC; 
RPMI 1640(货号为 11875093)、胎牛血清 (货号为

A5256701)购自美国Gibco公司 ; HSP70抗体、CD81
抗体、CD63抗体、PD-L1抗体和GAPDH抗体 (货
号分别为ab5439、ab79559、ab134045、ab205921、
ab181602)购自美国Abcam公司 ; PKH67标记试剂盒

和Ficoll试剂盒 (货号分别为MINI67-1KT、341691)
购自美国Sigma公司 ; miR-374a-5p inhibitor、sh-
ARRDC3、miR-374a-5p mimic及其阴性对照由美

国 Invitrogen公司设计合成 ; Lipofectamine 3000(货

号为L3000150)、TRIzol试剂 (货号为15596026CN)
和总外泌体分离试剂 (货号为 4478359)购自美国

Invitrogen公司 ; 反转录试剂盒、双荧光素酶活性

检测试剂盒 (货号分别为A5002、E2920)购自美国

Promega公司 ; UltraSYBR和miRNA qRT-PCR试剂

盒 (货号分别为C11096-1、C10712-1)购自苏州瑞

博生物技术股份有限公司 ; 膜相关蛋白V-异硫氰

酸荧光素 /碘化丙啶 (Annexin V-fluorescein isothio-
cyanate/propidium iodide, Annexin V-FITC/PI)凋亡

试剂盒、肿瘤坏死因子 -α(tumor necrosis factor-α, 
TNF-α)、干扰素 -γ(interferon-γ, IFN-γ)和白细胞

介素 -4(interleukin-4, IL-4)试剂盒 (货号分别为

C1383M、PT518、PI511、PI618)购自上海碧云天

生物技术股份有限公司; 野生型WT-ARRDC3、突变

型MUT-ARRDC3报告载体由南京建成生物有限公

司设计并合成。

1.1.2   仪器      透射电子显微镜(型号: Talos L120C)、
酶标仪(型号: Varioskan LUX)购自美国ThermoFisher 
Scientific公司; 荧光共聚焦显微镜(型号: AX R MP)、
倒置相差显微镜 (型号 : Eclipse Ti2-E)购自日本

Nikon公司 ; 流式细胞仪 (型号 : CytoFLEX)购自美国

Beckman Coulter公司。

1.2   qRT-PCR
参照试剂说明书, 采用TRIzol试剂提取总RNA。

mRNA经反转录试剂盒逆转录后 , 使用UltraSYBR
混合液行 qRT-PCR检测 ; miRNA采用专用miRNA 
qRT-PCR试剂盒同步完成反转录与定量扩增。实验

以GAPDH为mRNA内参、U6为miRNA内参 , 采用 
2–ΔΔCt法计算基因相对表达量, 引物序列见表1。

表1   引物序列信息

Table 1   Primer sequence information
基因

Gene
序列(5ʹ→3ʹ)
Sequence (5ʹ→3ʹ)

miR-374a-5p F: GCG CTT ATA ATA CAA CCT GA

R: AGA GCA GGG TCC GAG GT

ARRDC3 F: ACA TGC GAA AGT ACG CTG GA

R: GGT GTC TGT GGA AGC TCG AA

PD-L1 F: CCT ACT GGC ATT TGC TGA ACG CAT

R: CAA TAG ACA ATT AGT GCA GCC AGG TC

U6 F: CAG CAC ATA TAC TAA AAT GGA ACG

R: ACG AAT TTG CGT GTC ATC C

GAPDH F: TGT GGG CAT CAA TGG ATT TGG

R: ACA CCA TGT ATT CCG GGT CAA T
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1.3   生信分析

利用GEPIA数据库 (http://gepia.cancer-pku.
cn/index.html)检测乳腺癌中的 ARRDC3表达情

况。

1.4   外泌体的提取、鉴定

MDA-MB-231细胞在正常培养基中培养 , 待融

合度达80%后, 更换为去外泌体培养基(含10%去外泌

体胎牛血清的RPMI 1640)。培养2 d后 , 收集各培养

皿中的条件培养基 (约15 mL), 采用差速离心、超滤

浓缩联合试剂盒纯化法分离外泌体。具体步骤如下: 
条件培养基依次经4 ℃、1 000 ×g离心10 min, 4 ℃、
2 000 ×g离心10 min, 4 ℃、18 000 ×g离心30 min, 
逐级去除细胞碎片及大细胞外囊泡。随后 , 利用超

滤管浓缩上清至<3 mL(4 000 ×g、4 ℃、15 min), 分
离外泌体与可溶性成分。后续严格按照外泌体提

取试剂盒说明书完成外泌体纯化 , 再将纯化产物置

于–80 ℃保存备用。取10 μL该外泌体样本, 运用透

射电子显微镜对其形态展开观察 , 同时采用动态光

散射技术检测外泌体的直径大小。

1.5   蛋白免疫印迹法

在预冷的细胞裂解缓冲液中裂解细胞20~30 min。
13 000 r/min、4 °C离心10 min后, 收集上清液, 采用BCA 
法测定蛋白浓度。等量的蛋白质样品与样品缓冲液

混合, 煮沸5 min。样品在120 V下通过SDS-PAGE电
泳分离 , 然后用半干转移法将其转移到硝化纤维素

膜上。用 5%脱脂牛奶在室温下封闭膜1 h, 然后在

4 °C孵育过夜 , 一抗 : HSP70、CD81、CD63、PD-
L1, 稀释比例均为1200 1׃。用PBS洗涤膜3次, 每次

5 min, 在室温条件下用二抗 (稀释比例均1000 2׃)孵
育1 h。用ECL底物试剂电化学发光系统显示蛋白条

带, 以GAPDH为内参, 检测蛋白的相对表达水平。

1.6   外泌体的摄取

取已分离的外泌体, 向其中加入100 μL PKH67染
色工作液, 轻柔颠倒使其充分混匀, 随后将其置于4 ℃
环境中孵育30 min。孵育结束后 , 将样品加入洗涤液

(含0.1% BSA的PBS或外泌体稀释液), 于120 000 ×g、
4 °C超速离心90 min进行洗涤, 并将其重悬。把MDA-
MB-231细胞按照每孔 1×105个的密度接种到 6孔板

中。设置实验组和对照组, 实验组加入经PKH67标
记的外泌体来处理细胞 , 对照组则加入等体积的

PBS缓冲液。在37 ℃、5% CO2培养箱中培养24 h
后采用DAPI对细胞核进行染色 , 利用荧光共聚焦显

微镜观察并记录MDA-MB-231细胞对外泌体的摄取

状况。

1.7   细胞分组及处理

将MDA-MB-231细胞分为 6组 : Con组 , 常规

培养 ; Exo-NC组 , 在培养液中添加10 mg/L MDA-
MB-231来源的外泌体处理24 h; NC inhibitor组 , 先
经相同外泌体处理 24 h后转染NC inhibitor; miR-
374a-5p inhibitor组 , 经外泌体处理24 h后转染miR-
374a-5p inhibitor; miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组 , 
经外泌体处理24 h后共转染miR-374a-5p inhibitor与
sh-NC; miR-374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3组 , 经外

泌体处理24 h后共转染miR-374a-5p inhibitor与 sh-
ARRDC3。采用Lipofectamine 3000试剂进行转染 , 
48 h后进行后续实验分析。

1.8   平板克隆实验

将细胞按每孔5×102个的密度接种于6孔板中 , 
于37 ℃条件下孵育14 d。随后, 用4%多聚甲醛室温

固定细胞30 min, 再用PBS洗涤3次 , 每次5 min。弃

去PBS后, 加入适量结晶紫染色液, 在室温避光条件

下染色30 min。染色完成后 , 用流水轻轻冲洗细胞

表面, 直至背景变为无色, 晾干后在显微镜下计数并

拍照记录克隆形成情况。

1.9   细胞划痕实验

将细胞按每孔5×105个的密度接种于6孔板中, 待其

形成均匀单层且细胞融合度达到约85%时, 使用200 μL
规格的移液器吸头尖端在细胞层表面垂直划出直线

型缺口。分别于划痕操作后即刻(0 h)及培养24 h后 , 
使用倒置相差显微镜在相同放大倍数下对划痕区域

进行定位观察并拍摄记录。划痕修复率 (%)通过以

下公式计算 : SR=[(W初始–W24 h)/W初始]×100%。其中

SR代表划痕修复率, W代表划痕宽度。

1.10   Transwell实验

将60 µL稀释后的基质胶 (matrigel)均匀涂布于

Transwell小室顶膜表面 , 置于37 ℃培养箱中固化。

转染处理后 , 收集各组COC1和A2780细胞 , 用无血

清培养基重悬制成单细胞悬液。将细胞悬液接种至

Transwell上室 , 下室添加含10%胎牛血清的完全培

养基。在37 ℃、5% CO2培养箱中经24 h孵育后, 用
湿润棉签轻柔擦除上室侧未迁移的细胞。迁移至下

室侧的细胞以4%多聚甲醛在室温固定10 min, 结晶

紫染色20 min, 再用PBS轻柔浸洗2~3次(每次1 min)
以去除浮色。随后将小室在室温下自然风干10 min,  



1534 · 研究论文 ·

最后于显微镜下计数并拍照。

1.11   CD8+ T细胞的分离和共培养

采集健康志愿者的血液样本 (所有受试者均

签署书面知情同意书 ), 按照 Ficoll试剂盒说明书

步骤进行操作 , 分离并纯化得到人外周血单个核

细胞(human peripheral blood mononuclear cells, 
hPBMCs)。随后 ,  参照先前参考文献 [9]中的方

案 , 使用流式细胞仪 (Partec)从 hPBMCs中分选出

CD8⁺  T细胞。共培养采用 Transwell系统 : 上腔

接种MDA-MB-231细胞, 下腔接种纯化后的CD8⁺ 
T细胞。培养 24 h后 , 收集CD8⁺ T细胞 , 采用An-
nexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒 , 在避光条件下

用Annexin V-FITC/PI染色15 min。染色后立即通

过流式细胞术检测细胞凋亡率。本实验经首都医

科大学附属北京友谊医院医学科研伦理委员会批准

(批准号: 20241253)。
1.12   流式细胞术

细胞用 0.25%胰蛋白酶在 37 ℃下消化 2 min, 
用预冷PBS清洗并重悬。采用Annexin V-FITC/PI
双染试剂盒 , 并使用FACSCalibur流式细胞仪进行

凋亡检测 , 通过分析所得数据计算细胞凋亡率 (%): 
AR=Aearly+Alate。其中AR代表细胞凋亡率 ; Aearly代表

早期细胞凋亡率, 即Annexin V⁺/PI⁻细胞占全部细胞的

百分比; Alate代表晚期细胞凋亡率, 即Annexin V⁺/PI⁺细
胞占全部细胞的百分比。

1.13   ELISA检测

共培养24 h后 , 收集底部培养皿中的上清液用

于检测。使用ELISA试剂盒测定共培养细胞上清中

TNF-α、IFN-γ和IL-4的浓度。

1.14   检测活化CD8+ T细胞对各组MDA-MB-231细
胞的杀伤率

将活化CD8+ T细胞按201׃比例与各实验组细胞

共同接种于96孔板培养 , 同时另设一组96孔板接种

等量人外周血CD8⁺ T细胞作为单独培养组 , 以MDA-
MB-231细胞单培养组为对照靶细胞。各组细胞经24 h
培养后, 每孔加入10 μL CCK-8试剂继续孵育1.5 h, 随后

用酶标仪检测450 nm波长处的吸光度(D)值。根据公式

计算细胞活力: CV=[(D实验组–D空白组)/(D对照组–D空白组)]×100%。

其中CV代表细胞活力。同时依据吸光度值计算活

化CD8⁺ T细胞对MKN-45细胞的杀伤率(%), 计算公式为: 
KR=[1–(D共培养组–D效应细胞对照组)/D靶细胞对照组]×100%。其

中KR代表杀伤率。

1.15   双荧光素酶实验

利用StarBase数据库 (http://starbase.sysu.edu.
cn/)检索miR-374a-5p与 ARRDC3相互作用位点。

将WT-ARRDC3及MUT-ARRDC3与miR-374a-5p 
mimic及阴性对照共转染至MDA-MB-231细胞系 , 
在37 ℃、5% CO2培养箱中孵育48 h后 , 裂解细胞 , 
采用双荧光素酶活性检测试剂盒定量检测荧光素

酶活性。

1.16   统计学分析

采用SPSS 21.0软件进行数据分析。所有定量

数据均服从正态分布且方差齐性, 数据以均值±标准

差 (x
_
±s)表示。两组间比较采用双尾Student’s t检验。

多组样本均数比较采用单因素方差分析 (One-Way 
ANOVA), 组间差异进一步通过SNK-q检验确定。两

组间比较采用独立样本 t检验。P<0.05为差异具有

统计学意义。

2   结果
2.1   miR-374a-5p和ARRDC3在乳腺癌中的表达情况

与正常的乳腺上皮细胞系MCF-10A相比 , 在
乳腺癌细胞系 MDA-MB-231、Hs578T、MDA-
MB-468和MDA-MB-453中 , miR-374a-5p表达显

著上调 , ARRDC3表达显著下调 (P<0.05), 见图 1A
和图 1B。进一步使用GEPIA数据库对乳腺癌中的

ARRDC3表达情况进行初步研究, 发现其在乳腺癌中

表达显著下调(P<0.05), 见图1C。在MDA-MB-231中, 
miR-374a-5p表达水平最高 , 因此选择该细胞系进行

后续实验。

2.2   外泌体的提取、鉴定和摄取

电镜观察可见MDA-MB-231分泌的外泌体呈

均匀杯状 , 其直径约在100 nm, 见图2A和图2B。蛋

白免疫印迹法检测到外泌体相关标志物 HSP70、
CD81和TSG101在外泌体中显著高表达 , 但在全细

胞裂解物中不表达, 见图2C。显微镜观察结果显示, 
MDA-MB-231细胞质内大量摄取了外泌体 , 见图

2D。

2.3   外泌体介导miR-374a-5p对乳腺癌细胞增殖、

迁移和侵袭的影响

与Con组相比, Exo-NC组和NC inhibitor组的

miR-374a-5p表达量、平板克隆数和穿膜细胞数

显著增加 , 划痕修复率显著升高(P<0.05); 与Exo-
NC组和NC inhibitor组相比 , miR-374a-5p inhibi-
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A: 透射电子显微镜观测外泌体形态; B: 用纳米颗粒示踪技术分析外泌体粒径; C: HSP70、CD81和TSG101蛋白表达水平(点样量: 20 µg/样品); D: 
PKH67荧光染料示踪法检测MDA-MB-231对外泌体的摄取作用。

A: observe the morphology of exosomes by transmission electron microscopy; B: the particle size of exosomes was analyzed by nanoparticle tracer 
technique; C: HSP70, CD81 and TSG101 protein expression levels (spot volume: 20 μg/sample); D: PKH67 fluorescent dye tracer method was used to 
detect the uptake of MDA-MB-231 on exosomes.

图2   外泌体的提取、鉴定和摄取

Fig.2   Extraction, identification and uptake of exosomes
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组相比; C: GEPIA数据库分析ARRDC3在乳腺癌中的表达情况(T: 肿瘤; N: 正常对照); *P<0.05。
A: the expression of miR-374a-5p in breast cancer cell lines; *P<0.05 compared with MCF-10A group; B: the expression of ARRDC3 in breast cancer 
cell lines; *P<0.05 compared with MCF-10A group; C: GEPIA database was used to analyze the expression of ARRDC3 in breast cancer (T: tumor; N: 
normal control); *P<0.05.

图1   miR-374a-5p和ARRDC3在乳腺癌中表达情况

Fig.1   Expression of miR-374a-5p and ARRDC3 in breast cancer
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tor组的miR-374a-5p表达量、平板克隆数和穿膜细

胞数显著减少 , 划痕修复率显著降低 (P<0.05), 见
图3。

2.4   外泌体介导miR-374a-5p对乳腺癌细胞CD8+ T
细胞免疫应答的影响

与Con组相比 , Exo-NC组和NC inhibitor组的
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CD8+ T细胞凋亡率显著升高 , 细胞上清液中TNF-α、
IFN-γ和 IL-4水平以及CD8+ T细胞的杀伤率显著降

低(P<0.05); 与Exo-NC组和NC inhibitor组相比, miR-
374a-5p inhibitor组的CD8+ T细胞凋亡率显著降低 , 
细胞上清液中TNF-α、IFN-γ和IL-4水平以及CD8+ T
细胞的杀伤率显著升高 (P<0.05), 见图4A和图4B。

进一步检测各组MDA-MB-231的PD-L1蛋白表达水

平, 结果显示: 与Con组相比, Exo-NC组和NC inhibi-
tor组的PD-L1表达水平显著升高 (P<0.05); 与Exo-
NC组和NC inhibitor组相比 , miR-374a-5p inhibitor

组的PD-L1表达水平显著降低(P<0.05), 见图4C。
2.5   miR-374a-5p靶向调控ARRDC3

本研究采用 StarBase 3.0对 miR-374a-5p与
ARRDC3 3′-UTR的结合靶点进行预测 , 预测结果

见图 5A。为进一步验证该结合作用 ,  开展双荧

光素酶实验。结果显示 , 相较于NC mimic组 , 转
染miR-374a-5p mimic后 , WT-ARRDC3活性显著

降低 (P<0.05), 而MUT-ARRDC3活性无显著变化

(P>0.05), 见图 5B。与Con组相比 , Exo-NC组和

NC inhibitor组的ARRDC3表达显著下调 (P<0.05); 

(A) (B)

(C)

(D)

300

200

100

0

80

60

40

20

0

80

60

40

20

0

5

4

3

2

1

0

*
*

*

*
*

*

* *

#∆
#∆

#∆

#∆

P
la

te
 c

lo
n
e 

n
u
m

b
er

T
h
e 

re
la

ti
v
e 

ex
p
re

ss
io

n
 l

ev
el

 o
f

m
iR

-3
7
4
a-

5
p

C
on

Exo
-N

C

N
C
 in

hi
bi

to
r

m
iR

-3
74

a-
5p

 in
hi

bi
to

r C
on

Exo
-N

C

N
C
 in

hi
bi

to
r

m
iR

-3
74

a-
5p

 in
hi

bi
to

r

C
on

Exo
-N

C

N
C
 in

hi
bi

to
r

m
iR

-3
74

a-
5p

 in
hi

bi
to

r

C
on

Exo
-N

C

N
C
 in

hi
bi

to
r

m
iR

-3
74

a-
5p

 in
hi

bi
to

r

Con Exo-NC NC inhibitor miR-374a-5p inhibitor

Con Exo-NC NC inhibitor miR-374a-5p inhibitor

Con Exo-NC NC inhibitor miR-374a-5p inhibitor

N
u
m

b
er

 o
f 

p
en

et
ra

ti
n
g
 c

el
ls

S
cr

at
ch

 r
ep

ai
r 

ra
te

 /
%

0
 h

2
4
 h

20 μm 20 μm 20 μm 20 μm

100 μm100 μm100 μm100 μm

100 μm100 μm100 μm100 μm

A: 各组细胞miR-374a-5p表达水平; B: 平板克隆实验; C: Transwell实验; D: 细胞划痕实验。*P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与Exo-NC组相比; 
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图3   外泌体介导miR-374a-5p对乳腺癌细胞增殖、侵袭和凋亡的影响

Fig.3   Effects of exosome-mediated miR-374a-5p on proliferation, invasion and apoptosis of breast cancer cells
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图4   外泌体介导miR-374a-5p对乳腺癌细胞CD8+ T细胞免疫应答的影响

Fig.4   Effect of exosome-mediated miR-374a-5p on CD8+ T cell immune response of breast cancer cells
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与Exo-NC组和NC inhibitor组相比 , miR-374a-5p 
inhibitor组的ARRDC3表达显著上调 (P<0.05); 与
miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组相比 , miR-374a-5p 
inhibitor+sh-ARRDC3组的ARRDC3表达显著下调

(P<0.05), 见图5C。
2.6   外泌体介导miR-374a-5p/ARRDC3对乳腺癌细

胞增殖、迁移和凋亡的影响

与miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组相比 , miR-
374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3组的平板克隆数、划痕

修复率升高和穿膜细胞数显著增加(P<0.05), 见图6。
2.7   外泌体介导miR-374a-5p/ARRDC3对乳腺癌细

胞CD8+ T细胞免疫应答的影响

与miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组相比 , miR-
374a-5p inhibitor+sh-ARRDC3组的CD8+ T细胞凋

亡率和 PD-L1表达水平显著升高 , 细胞上清液中

TNF-α、IFN-γ和 IL-4水平以及CD8+ T细胞的杀伤率

显著降低(P<0.05), 见图7。

3   讨论
在肿瘤转移与免疫逃逸过程中 , 肿瘤细胞与肿

瘤微环境内各类细胞间的信息交流至关重要。其

中, 外泌体是细胞间信息传递的重要载体, 可携带脂

质、核酸和蛋白质等多种生物分子。在肿瘤微环境

中 , 肿瘤细胞分泌的外泌体能够促进癌变以及肿瘤

细胞增殖、迁移和侵袭 , 同时诱导免疫抑制、血管

生成, 重塑肿瘤微环境[10]。报道指出, 外泌体介导的

癌细胞来源的miR-374a-5p, 可通过调节血脑屏障通

透性参与转移前生态位的形成 , 进而促进癌症发生
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A: miR-374a-5p与ARRDC3的预测靶点; B: 双荧光素酶实验; C: 各组细胞ARRDC3的表达水平。红色碱基表示的是miR-374a-5p与WT-ARRDC3(或
MUT-ARRDC3)序列之间的互补配对区域。▲P<0.05, 与NC mimic组相比; *P<0.05, 与Con组相比; #P<0.05, 与Exo-NC组相比; △P<0.05, 与NC inhibi-
tor组相比; ▽P<0.05, 与miR-374a-5p inhibitor+sh-NC组相比。

A: the predicted targets of miR-374a-5p and ARRDC3; B: dual luciferase assay; C: the expression level of ARRDC3 in each group. The red base rep-
resents the complementary pairing region between miR-374a-5p and WT-ARRDC3 (or MUT-ARRDC3) sequence. ▲P<0.05 compared with NC mimic 
group; *P<0.05 compared with Con group; #P<0.05 compared with Exo-NC group; △P<0.05 compared with NC inhibitor group; ▽P<0.05 compared 
with the miR-374a-5p inhibitor+sh-NC group.

图5   miR-374a-5p靶向调控ARRDC3
Fig.5   miR-374a-5p targeted regulation of ARRDC3
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发展[11]。已有研究证实, 在肝癌[12]、非小细胞肺癌[13]

中 , miR-374a-5p表达异常且具有促癌作用。而在乳

腺癌中 , miR-374a-5p可直接靶向TNBC内表达下调

的基因ARRB1, 通过激活腺苷酸活化蛋白激酶信号

通路, 调控癌细胞的生长和迁移[7]。本研究结果显示, 
miR-374a-5p在乳腺癌细胞系中的表达水平显著升

高。同时 , 乳腺癌细胞来源的外泌体可进一步上调

miR-374a-5p的表达 , 并增强乳腺癌细胞的增殖、侵

袭和迁移能力。当抑制miR-374a-5p表达时 , 上述恶

性表型得到显著逆转。这提示 , 乳腺癌细胞来源的

外泌体可能通过上调miR-374a-5p的表达 , 促进乳腺

癌的发生发展。

肿瘤微环境在癌症的发生与演进过程中发挥

关键作用。免疫系统功能失衡可能是驱动癌症进展

的核心因素 , 而基于免疫调控的治疗策略已成为极

具潜力的癌症干预方式。研究证实 , T细胞 , 尤其是

CD8+ T细胞, 能通过识别肿瘤特异性抗原, 在肿瘤消

除过程中发挥至关重要的作用[14]。CD8+ T细胞功能

障碍所导致的抗肿瘤免疫受损 , 是肿瘤微环境的一

个重要特征。既往研究显示 , 在接受化疗的宫颈癌患

者中, miR-374a-5p的表达情况与肿瘤浸润性CD8+ T细
胞数量呈负相关 [15]。这提示 , 抑制miR-374a-5p表达

可能通过阻断肿瘤免疫逃逸机制发挥抗肿瘤作用。

本研究进一步证实 , 抑制miR-374a-5p后 , 肿瘤组织

中CD8+ T细胞的比例显著升高 , 同时TNF-α、IFN-γ
和 IL-4等细胞因子分泌水平升高。这些变化表明机

体的抗肿瘤免疫应答作用显著增强, 有助于更有效地

识别和清除肿瘤细胞 [14]。为进一步探究CD8+ T细胞

杀伤肿瘤细胞的具体效应 , 本研究开展了体外共培

养实验。结果显示 , 经特定处理的乳腺癌来源外泌

体可显著抑制CD8+ T细胞对肿瘤细胞的杀伤作用 , 
而敲低miR-374a-5p则显著削弱该抑制作用。这表明, 
miR-374a-5p可能参与乳腺癌来源外泌体对CD8+ T
细胞功能的调控 , 敲低miR-374a-5p能够打破该抑制

效应 , 恢复CD8+ T细胞对肿瘤细胞的杀伤活性。研

究结果提示 , miR-374a-5p可能通过调控肿瘤微环境

影响乳腺癌进展。为进一步探究miR-374a-5p对乳

腺癌免疫逃逸的作用机制 , 本研究检测了PD-L1的
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Fig.6   Effects of exosome-mediated miR-374a-5p/ARRDC3 on proliferation, migration and apoptosis of breast cancer cells
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图7   外泌体介导miR-374a-5p/ARRDC3对乳腺癌细胞CD8+ T细胞免疫应答的影响

Fig.7   Effect of exosome-mediated miR-374a-5p/ARRDC3 on CD8+ T cell immune response in breast cancer cells
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表达水平。结果显示 , 外泌体可显著上调乳腺癌细

胞中PD-L1的表达 , 而下调miR-374a-5p则显著抑制

这一过程。PD-L1信号通路是抑制CD8+ T细胞活化

的关键免疫检查点 , 在肿瘤免疫逃逸中发挥重要作

用 : 肿瘤细胞通过上调PD-L1的表达 , 与T细胞表面

的PD-1受体结合 , 诱导T细胞功能耗竭 , 进而削弱

CD8+ T细胞对肿瘤细胞的识别与杀伤能力 , 最终实

现免疫监视的逃逸 [16]。因此 , 上述体外实验结果表

明 , 乳腺癌细胞来源外泌体可通过miR-374a-5p上调

PD-L1的表达 , 抑制肿瘤微环境内CD8+ T细胞的功

能, 从而促进癌细胞的免疫逃逸。

当前 , 越来越多的证据表明 , 肿瘤来源的外泌

体常会将miRNA转运至受体细胞 , 进而抑制靶基

因表达。本研究证实 , 在乳腺癌细胞中 , ARRDC3
是miR-374a-5p的直接作用靶点 , 并且外泌体能够

显著抑制ARRDC3的表达。ARRDC3属于α-抑制蛋

白家族成员 , 也被称为硫氧还蛋白结合蛋白 -2样膜

诱导蛋白。现有研究显示 , ARRDC3与多种恶性肿

瘤的发生和进展紧密相关 , 在卵巢癌、肾细胞癌、

前列腺癌以及结直肠癌等肿瘤组织中 , 均观察到

ARRDC3存在异常表达 [17-18]。针对TNBC的研究发

现, 当ARRDC3表达水平降低时, 肿瘤转移率和复发

风险会升高 , 且患者预后不良。进一步分析表明 , 
TNBC患者及其细胞系中ARRDC3表达缺失或受到

抑制, 主要与基因缺失或表观遗传调控异常有关[19], 
这提示ARRDC3可能具有肿瘤抑制功能。CHEN等[18]

研究者通过TIMER数据库分析发现 , ARRDC3表达

水平与卵巢癌中CD8+ T细胞浸润程度呈正相关 , 这
表明ARRDC3可能参与调控肿瘤免疫微环境。然而, 
ARRDC3在乳腺癌免疫逃逸中的具体作用机制 , 仍
有待进一步研究阐明。本研究结果显示 , 乳腺癌细

胞系中ARRDC3的表达水平显著降低。进一步研究

发现 , 下调ARRDC3可显著削弱miR-374a-5p抑制剂

对乳腺癌细胞恶性表型的抑制作用 , 同时会促进肿

瘤免疫逃逸。具体表现为: CD8+ T细胞凋亡率上升, 
PD-L1表达水平升高, 而TNF-α、IFN-γ和IL-4的分泌

水平则显著下降。由此提示 , 乳腺癌细胞来源的外

泌体可通过miR-374a-5p靶向抑制ARRDC3, 促进肿

瘤免疫逃逸。

综上所述 , 乳腺癌细胞来源的外泌体可通过

miR-374a-5p/ARRDC3轴上调PD-L1表达 , 抑制肿瘤

微环境中CD8+ T细胞的活性 , 进而促进癌细胞的免

疫逃逸。本研究为开发基于外泌体的诊断标志物和

免疫治疗靶点提供了理论依据。未来需进一步探索

该轴在不同乳腺癌亚型中的异质性 , 并开展临床前

和临床试验验证其治疗潜力。
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