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基于生物信息学分析研究 miR-182-5p通过靶向
调控 EP300促进乳腺癌细胞的侵袭和转移

陈智凯1) ， 李春涛1) ， 王晓栋1) ， 王 玉1) ， 王雪婷1) ， 张 琳1) ， 李洪利2) ， 尹崇高3) *

( 潍坊医学院1) 生物科学与技术学院生物制药专业; 2) 医学研究实验中心;

3) 护理学院外科护理学教研室，山东 潍坊 261053)

摘要 近期研究表明，miR-182-5p 对多种癌症的侵袭和转移具有重要作用，但其在乳腺癌侵袭转
移中的研究相对较少。本研究通过网上在线 microRNA分析工具下载乳腺癌组织及正常乳腺组织
表达比较的数据集，分析发现在 GSE4589、GSE38167、GSE61438 等 3 个数据库中，在乳腺癌组织中
存在 26个相同的 microRNA，其中 8个上调，而我们实验验证发现 hsa-miR-182 在 8 例病理组织中
的表达上调差异最显著( P= 0. 001) ，选定目的基因 hsa-miR-182; qRT-PCR 检测细胞中 miR-182-5p
的表达，结果显示，与 MCF-10A 相比，miR-182-5p 在 MDA-MB-231、T47D、MDA-MB-453、MCF-7 中
表达上调( P＜ 0. 05) ; 转染 miR-182-5p 干扰质粒，qRT-PCR 检测细胞中 miR-182-5p 的表达情况。
结果显示，miR-182-5p 表达显著降低( P = 0. 003) ，提示转染成功; Transwell 侵袭结果显示，MDA-
MB-231细胞敲低 miR-182-5p，与对照组相比，体外侵袭能力明显降低( P = 0. 002) ; Western 印迹检
测转染 miR-182-5p 干扰质粒时，MDA-MB-231 中上皮-间质转化( epithelial-mesenchymal transition，
EMT) 相关标志物的表达情况，结果显示，与对照组相比，敲低 miR-182-5p 使细胞中上皮-钙黏着蛋
白( E-cadherin) 表达上调，神经-钙黏着蛋白( N-cadherin) 、波形蛋白( vimentin) 表达下调。为研究
探讨 miR-182-5p的靶蛋白，采用在线预测软件预测可能与 miR-182-5p 结合的靶蛋白，cytoscape 构
建蛋白质互作网络图并筛选出 hub 基因;双荧光素酶结果证实，miR-182-5p 可与 EP300 靶向结合
( P= 0. 001) ;采用 qRT-PCR、Western 印迹检测转染 miR-182-5p 干扰质粒后 EP300 在 mRNA 及蛋
白质水平的表达，结果显示，与对照组相比，在敲低 miR-182-5p组中 EP300在 mRNA及蛋白质的表
达上调( P= 0. 001) 。综上所述，miR-182-5p可靶向调节 EP300，促进乳腺癌细胞的侵袭与转移。
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miR-182-5p Promoted the Invasion and Metastasis of
Breast Cancer Cells by Targeting EP300

CHEN Zhi-Kai1) ，LI Chun-Tao1) ，WANG Xiao-Dong1) ，WANG Yu1) ，WANG Xue-Ting1) ，
ZHANG Lin1) ，LI Hong-Li2) ，YIN Chong-Gao3) *

( 1) College of Biological Science and Technology，2) Medicine Research Center，3) College of Nursing，

Weifang Medical University，Weifang 261053，Shandong，China)

Abstract Recent studies have shown that miR-182-5p plays an important role in the invasion and
metastasis of a variety of cancers，but reports regarding to its roles in the invasion and metastasis of breast
cancer is relatively rare． This study analyzed 3 GEO data sets through online miRNAs analysis tools，and
the results found in 26 miRNAs were commonly expressed in breast cancer tissues in these 3 data sets，
eight of them was up-regulated，and hsa-miR-182 was the most significantly up-regulated one in breast
cancer tissues ( P= 0. 001) and was selected in this study． As compared with MCF-10 A cells，miR-182-
5p was up-regulated in MDA-MB-231，T47D，MDA-MB-453，and MCF-7 breast cancer cells by qRT-
PCR analysis ( P ＜ 0. 05) ． When the cells were transfected with miR-182-5p interfering plasmid，the
expression of miR-182-5p was significantly decreased ( P = 0. 003 ) ，suggesting that transfection was
successful． Results from transwell invasion test showed that after miR-182-5p was knocked down，the
invasion ability of MDA-MB-231 cells was significantly reduced as compared with the control group ( P=
0. 002) ． Western blot assay detected the expression of epithelial-mesenchymal transition ( EMT) related
markers in MDA-MB-231 after transfection of miR-182-5p interfering plasmid． The results showed that
when compared with the control group，the suppression of miR-182-5p up-regulated the expression of E-
cadherin and down-regulated the expression of N-cadherin and Vimentin． To analyze the targets of miR-
182-5p，online prediction software was used to predict the possible binding target proteins with miR-182-
5p． Cytoscape was applied to construct the protein interaction network and screen the hub genes． The
results of the double luciferase experiment confirmed that miR-182-5p could bind to EP300 ( P= 0. 001) ．
qRT-PCR and Western blot analysis were used to detect EP300 expression at mRNA and protein levels
after transfection of miR-182-5p interfering plasmids． The results showed that compared with the control
group，EP300 expression at mRNA and protein levels were up-regulated in the miR-182-5p knockdown
group ( P = 0. 001 ) ． In conclusion，miR-182-5p can target EP300 and promote the invasion and
metastasis of breast cancer cells．
Key words breast cancer; miR-182-5p; EP300; invasion; metastasis

乳腺癌在全球范围内是女性最常见的恶性肿

瘤之一，在世界范围威胁着妇女的生命安全，且近

年来的发病率及死亡率居高不下［1-2］。乳腺癌的
高侵袭性及转移性是导致其死亡率高的主要原

因［3］。因此，研究探讨乳腺癌侵袭和转移的分子
机制，寻找靶向治疗乳腺癌的指标，对乳腺癌治疗

具有重要意义。
MicroRNAs( miRNAs) 是一种长度为 18 ～ 24 nt

的非编码核酸分子，对调控细胞的生长发育、增殖、
凋亡过程中具有重要意义［4］。我们的前期研究表
明，miR-182-5p可通过下调 RAB27 A来增强人胃癌
细胞的活力、有丝分裂、迁移和侵袭［5］; 在肝细胞癌
中，miR-182-5p 激活 Wnt /β-catenin 信号，通过抑制
FOXO3a进而抑制 β-联蛋白( β-catenin) 退化并提高
与 β-联蛋白之间的交互作用［6］; 先前研究表明，

miR-182-5p可以通过靶向结合 FOXF2 促进三阴乳
腺癌的增殖和转移［7，8］; 而且 miR-182-5p 通过靶向
结合 SMAD7 在 TGF-β 诱导的乳腺癌 EMT 及转移
中发挥重要作用［9］。但 miR-182-5p 是否还可以通
过其他方式促进乳腺癌的侵袭和转移还有待于进一

步研究。

1 材料与方法

1 . 1 患者病历资料
收集潍坊医学院附属医院 2018 ～ 2019 年的乳

腺癌组织及其癌旁相对正常组织( ＞5 cm) 各 8 例作
为研究对象，按照WHO标准进行分级，患者均为女
性，术前未经过任何化疗和放疗，临床资料完整齐

全。所有乳腺癌患者及其家属均已签署知情同
意书。
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1. 2 通过网上在线 microRNA 分析工具确定目的
基因

从网上在线 microRNA 分析工具 ( http: / /www．
picb．ac．cn /dbDEMC /browse．php) 下载关于乳腺癌组
织和正常乳腺组织的数据。利用 Log2 变换统一取
数据库中 microRNA 表达的交集，采用数据处理进
行差异表达分析，利用 Log2FC ＞ 1 鉴定乳腺癌患者
的上调基因。
1. 3 miR-182-5p靶基因的预测及确定
采用 miRmap、miRTarBase、miRWalk、RNA22v2、

TargetScan网上预测软件，下载 miR-182-5p 的靶基
因的数据集，并取其交集，筛选确定其共有的靶基

因，构建蛋白质相互作用网络; 在线预测软件预测

miR-182-5p可能与靶基因存在的结合位点。
1. 4 材料
逆转录试剂盒及 SYBR Green real-time PCR

Master Mix购自大连 TaKaRa公司; EP300、β-肌动蛋
白( β-actin) 、E-钙黏着蛋白( E-cadherin) 、N-钙黏着
蛋白( N-cadherin) 、波形蛋白( vimentin) 抗体均购自
艾博抗( 上海) 贸易有限公司; 双荧光素酶报告基因

载体、miR-182-5p 干扰及其对照质粒由吉凯基因构
建; 实验细胞系 MCF-10 A、293T、MDA-MB-231、
T47D、MDA-MB-453和 MCF-7由潍坊医学院医学研
究实验中心提供。
1. 5 细胞培养

MCF-10 A及 293T 使用 10% FBS 的 DMEM 培
养基，MDA-MB-231、T47D、MDA-MB-453 使用 10%
FBS的 RPMI 1640培养基，MCF-7使用 10% FBS 的
MEM培养基。细胞转染依照 Lipofectamine 2000 说
明书进行操作。细胞经转染不同质粒后分组: ( 1)
MDA-MB-231 组: 正常培养，不做任何处理; ( 2 )
Anti-NC /MDA-MB-231 组: 转入 miR-182-5p 的对照
干扰质粒; ( 3) Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231 组:转
入 miR-182-5p的干扰质粒。
1. 6 qRT-PCR
使用 TRIzol 试剂从组织、细胞中提取总 RNA。

使用分光光度计评估各组 RNA的质量，再使用逆转
录试剂盒合成互补 DNA( cDNA) 。将合成的 cDNA
稀释，依照扩增指令与 SYBR Green real-time PCR
Master Mix进行实时聚合酶链反应( quantitative real-
time polymerase chain reaction，qRT-PCR) 。U6 的上
游引物为 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT，下游
引物为 CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT; EP300 上
游引物: TCCGAGACATCTTGAGACGACAG，下游引

物: GGGTTGCTGGAACTGGTTATGG; miR-182-5p 上
游引物: TTGGCAATGGTAGAACTCACAC，下游引物:
AGTCCTCGCCCCATAGTTG，茎环结构: GTCGTATC
CAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACGA
CAGTGTG; miR-182-5p表达使用 U6作为内参，使用
2－ΔΔCt分析的方法分析。
1. 7 Western 印迹检测
将各组细胞提取总蛋白质，检测蛋白质浓度并

进行凝胶电泳、转膜、封闭、一抗 4 ℃过夜、TBST 洗
膜、二抗孵育、显影、曝光。实验重复 3 次。抗体配
制如下: β-肌动蛋白( 1 ∶1 000) 、EP300 ( 1 ∶500) 、E-
钙黏着蛋白( 1 ∶1 000) 、N-钙黏着蛋白( 1 ∶1 000) 、波
形蛋白( 1 ∶1 000) 。
1. 8 Transwell 侵袭实验
制备含有基质胶的 Transwell 小室，细胞接种后

培养 48 h，用棉签取出内侧未侵入的细胞。用 4%
多聚甲醛固定，吉姆萨试剂染色，在光学显微镜下随

机选取 3个区域进行计数。所有实验均重复 3 次，
取均值作为最终结果。
1. 9 双荧光素酶检测
将 miR-182-5p 过表达质粒及其对照分别与

EP300的 3'UTR 野生型 ( pGL3-EP300 3'UTR-WT)
报告载体和突变型( pGL3-EP300 3'UTR-MUT) 报告
载体共转染入 293T 细胞中，转染报告载体 48 h，吸
取培养基上清，再用 PBS 洗涤细胞; 向培养孔中加
入 PLB裂解液，裂解 15 min; 收集裂解液并进行荧
光素酶活性测定，以萤火虫荧光素酶活性值与海肾

荧光素酶活性值的比值作为相对荧光素酶活性，并

与空载对照比较。
1. 10 统计学方法
采用 SPSS22. 0软件进行统计学分析计量结果

使用均数 ± 标准差( 珋x ± s) 表示，两组间均数比较采
用独立样本 t检验，多组比较用单因素方差分析，P＜
0. 05被认为差异具有统计学意义。

2 结果

2. 1 分析比较 microRNA 数据库，选定 hsa-miR-
182作为研究对象
通过分析网上在线 microRNA 数据库中乳腺癌

组织及正常乳腺组织表达情况，发现在 3 个数据库
GSE4589、GSE38167、GSE61438 中有 26 个相同的
microRNA，其中有 8 个表达上调的 microRNA。利用
qRT-PCR检测 8 例乳腺癌组织中 miRNAs 的表达。
结果显示，hsa-miR-182在 8个表达上调的 microRNA
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中表达差异最大，且具有统计学意义 ( Fig．1) ，选定
hsa-miR-182作为后续实验的研究对象。miRNAs 及
NC在组织中的相对表达及 P 值: NC: 1. 00 ± 0. 06;

hsa-miR-130b: 1. 43 ± 0. 08，P = 0. 003; hsa-miR-183 ∶
1. 29 ± 0. 06，P=0. 005; hsa-miR-185 ∶1. 27 ± 0. 07，P=
0. 006; hsa-miR-182 ∶1. 76 ± 0. 09，P=0. 001。

Fig．1 hsa-miR-182 was the most significantly upregulated miRNAs detected in 3 GEO data sets ( A) By analyzing the
expression of miRNAs in breast cancer tissues and normal breast tissues，the intersection of three GEO databases was taken to
display the commonly expressed miRNAs，in which the red font represents the up-regulated miRNAs． ( B) qRT-PCR was used to
detect the expression of up-regulated miRNAs in 8 cases，* P ＜ 0. 05． The experiment was repeated three times

2. 2 miR-182-5p在乳腺癌细胞中的表达增高
使用 qRT-PCR检测 miR-182-5p 在正常乳腺上

皮细胞 MCF-10 A、乳腺癌细胞 MDA-MB-231、T47D、
MDA-MB-453和 MCF-7中的表达情况。结果显示，

Fig．2 The expression of miR-182-5p in MCF-10 A，
MDA-MB-231，T47D，MDA-MB-453 and MCF-7 cells
was detected by qRT-PCR qRT-PCR was used to
detect the expression of miR-182-5p in MCF-10 A normal
breast epithelial cells，and breast cancer cells including
MDA-MB-231，T47D，MDA-MB-453，and MCF-7 cells．
miR-182-5p was highly expressed in MDA-MB-231 cells，so
MDA-MB-231 cells were selected as cellular model of
subsequent experiments． The value shows the mean ±
standard deviation，* P ＜ 0. 05． The experiment was repeated
three times

在 MDA-MB-231、T47D、MDA-MB-453、MCF-7 细胞
中 miR-182-5p表达较高，在 MCF-10 A 中表达较低
( Fig．2) 。qRT-PCR结果表明，miR-182-5p在乳腺癌
细胞中表达较高。miR-182-5p 在各组细胞中的相

对表达及 P 值: MCF-10 A: 1. 00 ± 0. 06; MDA-MB-
231 ∶2. 53 ± 0. 10，P= 0. 000; T47D: 1. 79 ± 0. 12，P=
0. 002; MDA-MB-453 ∶2. 25 ± 0. 10，P= 0. 000; MCF-7
∶2. 34 ± 0. 13，P= 0. 001。
2. 3 miR-182-5p 在乳腺癌细胞 MDA-MB-231 中
的转染效率

Fig．3 Transfection efficiency of miR-182-5p in MDA-MB-
231 The control or interfering plasmids of miR-182-5p were
transferred into MDA-MB-231 breast cancer cells． The
expression of miR-182-5p was detected by qRT-PCR． U6 was
used as the internal parameter． The value shows the mean ±
standard deviation，* P ＜ 0. 05． The experiment was repeated
three times

转染 miR-182-5p 干扰质粒后，用 qRT-PCR 检
测乳腺癌细胞 MDA-MB-231 中 miR-182-5p 的表达
水平。结果显示，Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231 组
的 miR-182-5p 较 Anti-NC /MDA-MB-231 组表达明
显降低( Fig． 3 ) 。结果表明转染成功。miR-182-5p
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在乳腺癌细胞 MDA-MB-231 中的相对表达及 P 值:
Anti-NC /MDA-MB-231 ∶ 1. 00 ± 0. 09; Anti-miR-182-
5p /MDA-MB-231 ∶0. 47 ± 0. 05，P= 0. 003。
2. 4 敲低 miR-182-5p抑制乳腺癌细胞的侵袭能力
转染 miR-182-5p 干扰质粒后，利用 Transwell

侵袭实验检测 miR-182-5p对乳腺癌细胞的侵袭能
力的影响。结果显示，Anti-miR-182-5p /MDA-MB-

231 组有更多的细胞穿过小室，且差异具有统计学
意义( Fig．4) 。结果表明，敲低 miR-182-5p 可以抑
制乳腺癌细胞的侵袭和迁移能力。转染 miR-182-
5p干扰质粒，乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的相对侵
袭情况及 P 值: Anti-NC /MDA-MB-231 ∶ 100% ±
9%，Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231 ∶48% ± 6%，P
= 0. 002。

Fig．4 Knockdown of miR-182-5p inhibited invasion of breast cancer cells After transfection of miR-182-5p
interfering or control plasmids with Lipofectamine 2000，the cells were seeded for Transwell invasion assay． The number of cells
passing through the basement membrane indicated their invasion ability，and 10 different sites were randomly observed． ( A)
Representative images of invaded cells transfected with miR-182-5p interfering or control plasmids． The scale bar is 100 micron
meters． ( B) Histogram was used to reflect the number of cells crossing the basement membrane． The value shows the mean ±
standard deviation，* P ＜ 0. 05． The independent experiment was repeated three times

2. 5 敲低 miR-182-5p 抑制乳腺癌细胞 EMT 的
发生

为探究 miR-182-5p 对乳腺癌细胞 EMT 的影
响，用 Western 印迹检测 Anti-miR-182-5p / MDA-
MB-231 与 Anti-NC /MDA-MB-231 中 E-钙黏着蛋
白、N-钙黏着蛋白、波形蛋白的蛋白质表达水平。
结果显示，与 Anti-NC /MDA-MB-231 组相比，Anti-
miR-182-5p /MDA-MB-231组中 E-钙黏着蛋白表达
上调，而 N-钙黏着蛋白和波形蛋白的表达下调( Fig．
5) 。结果表明，miR-182-5p 可促进乳腺癌细胞的
EMT的发生。
2. 6 miR-182-5p与 EP300 mRNA靶向结合
为探讨 miR-182-5p 通过哪种靶蛋白质影响乳

腺癌细胞的侵袭能力，利用 miRmap、miRTarBase、
miRWalk、RNA22v2、TargetScan 预测软件预测其靶
蛋白质并取其交集。使用 cytoscape3. 7. 1 做 miR-
182-5p蛋白质互作网络，使用 cytoHubba 插件筛选
hub基因，挑选 EP300 为研究对象，在线预测 miR-
182-5p与 EP300存在的结合位点( Fig．6) 。
2. 7 miR-182-5p可靶向结合 EP300
采用双荧光素酶检测 miR-182-5p 能否与

EP300靶向结合。结果显示，通过将 miR-182-5p 过
表达质粒与 pGL3-EP300 3'-UTR-WT 报告载体共转
染，荧光素酶活性显著降低 ( Fig． 7 ) 。结果证实，

Fig． 5 Knockdown of miR-182-5p inhibited EMT in
breast cancer cells After transfection，the cells in each
group were cultured for 24 hours to extract total proteins，
and the expression levels of E-cadherin，N-cadherin and
Vimentin in Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231 and Anti-NC /
MDA-MB-231 were detected by Western blot assay． The
experiment was repeated three times

miR-182-5p与 EP300 mRNA的 3'UTR可靶向结合。
共转染后，各组细胞中荧光素酶相对活性及 P 值:
pGL3-EP300 3'-UTR-WT /293T + miR-NC: 1. 00 ±
0. 08; pGL3-EP300 3'-UTR-WT /293T + miR-182-5p:
0. 48 ± 0. 06，P = 0. 001; pGL3-EP300 3'-UTR-MUT /
293T+miR-NC: 1. 00 ± 0. 07; pGL3-EP300 3'-UTR-
MUT / 293T+miR-182-5p: 1. 08 ± 0. 09。
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Fig．6 miR-182-5p binded to EP300 ( A) miRmap，miRWalk，RNA22v2，miRTarBase，and TargetScan database were used
to predict possible target proteins of miR-182-5p，and the target proteins of miR-182-5p were summarized; ( B) A diagram of
protein interaction network of miR-182-5p and a hub gene，EP300，was selected as the target protein; ( C) Online prediction of the
binding site of miR-182-5p and EP300

Fig．8 miR-182-5p targeted EP300 After transfection of miR-182-5p interference plasmid，qRT-PCR and Western blot results
showed that knockdown of miR-182-5p promoted the expression of EP300． The value shows the mean ± standard deviation，* P＜
0. 05． The experiment was repeated three times

Fig．7 EP300 was a target of miR-182-5p Luciferase
activity was investigated in 293T cells co-transfected with
WT or MUT luciferase vectors，and combined with miR-182-
5p or their negative control． The value shows the mean ±
standard deviation，* P＜ 0. 05． The experiment was repeated
three times

2. 8 miR-182-5p靶向结合 EP300
为进一步证实 miR-182-5p 可与 EP300 靶向

结合，转 染 miR-182-5p 干 扰 质 粒，利 用 qRT-
PCR、Western 印迹检测 EP300 的表达水平。结
果显示，EP300 在 Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231
组中均表达上调( Fig．8 ) 。结果表明，miR-182-5p
可靶向结合 EP300。转染 miR-182-5p 干扰质粒
后，EP300 mRNA 在 MDA-MB-231 细胞中的相对
表 达 及 P 值 : Anti-NC /MDA-MB-231 ∶ 1. 00 ±
0. 08 ; Anti-miR-182-5p /MDA-MB-231 ∶ 1. 76 ±
0. 10，P = 0. 001。

3 讨论

乳腺癌是女性常见的激素依赖性肿瘤，约占女

性恶性肿瘤的 23%，且以 3. 1%的趋势逐年升高［10］。
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与诸多肿瘤相似，乳腺癌死亡的患者 90%以上多因
转移所致，乳腺癌的术后复发、高侵袭和转移性是乳
腺癌高死亡率的重要原因［4］。随着对 microRNA 研
究探讨的深入，为 microRNA 能否成为治疗乳腺癌
的精准靶标，以及判断预后的标志物提供了重要

依据。
MicroRNAs( miRNAs) 是一种小的非编码 RNA

分子，长约 22 个核苷酸，可通过沉默或降解靶
mRNA在基因翻译表达过程中发挥重要的调控作
用［11］。miRNA几乎参与所有的生理过程，包括细
胞的分化、增殖、代谢、止血、凋亡或炎症反应［12］。
但 miRNA的生物发生和功能受到严格的调控，其调
控异常通常与癌症、心血管疾病或神经系统疾病等
多种疾病的病理有关［13］。近年来，miRNA 被认为
是预测疾病、治疗反应或进展预测的强有力的生物
标志物［14］。近期研究表明，miR-182-5p 在肝细胞
癌、结直肠癌、胃癌、卵巢癌等癌症的增殖、肿瘤形
成、侵袭和转移中发挥重要作用［15-17］。因此，探究
miR-182-5p在乳腺癌中发挥的重要作用便显得尤
为重要。本文通过网上在线 microRNA 分析工具，
分析及检测 hsa-miR-182 在乳腺癌组织中的表达并
选定目的基因 hsa-miR-182。通过 qRT-PCR 实验证
实，miR-182-5p在乳腺癌细胞 MDA-MB-231 中表达
较高 ( P ＜ 0. 05 ) 。Transwell 检测证实，敲低 miR-
182-5p可有效抑制乳腺癌细胞 MDA-MB-231 的侵
袭能力( P= 0. 002) 。结果表明，miR-182-5p 在乳腺
癌的侵袭中发挥重要作用。
上皮-间质转化是参与乳腺癌侵袭与转移的重

要环节，对乳腺癌的发生发展发挥重要作用，是指细

胞失去上皮极性并向间充质细胞转变，从而使细胞

的侵袭性与转移性提高的过程［4］，在慢性炎症、肿
瘤转移、伤口愈合及各种纤维化疾病中发挥重要作
用［18］。前期研究结果表明，多种分子机制导致 EMT
发生过程中 E-钙黏着蛋白的表达降低［19］，进而促进
EMT的发生。在本研究中，Western 印迹结果表明，
敲低 miR-182-5p可有效抑制 EMT的发生。

EP300蛋白是一种组蛋白乙酰转移酶［20，21］，通
过染色质重构调控转录［22］，在细胞增殖和分化过程

中发挥重要的调节作用［23，24］。前期研究表明，
EP300和 E-钙黏着蛋白在非恶性肿瘤和癌症病例
中均呈正相关，两者都可作为预测因子预测淋巴结

转移，且优于单独使用 E-钙黏着蛋白［25］。EP300能
够上调 E-钙黏着蛋白的表达，对于维持细胞上皮表
型，避免 EMT 的发生，抑制肿瘤转移发挥重要作

用［26］。当 EP300激活 E-钙黏着蛋白表达时，它可
以作为肿瘤抑制因子。但是，如果 E-钙黏着蛋白表
达被阻断，EP300 通过上调醛酮还原酶作为致癌基
因［27］。本研究中，通过网上预测软件预测出 miR-
182-5p的蛋白质相互作用网络，并筛选出 hub基因，
双荧光素酶检测 miR-182-5p 与靶蛋白 EP300 之间
存在结合位点( P = 0. 001) ，qRT-PCR 及 Western 印
迹检测敲低 miR-182-5p后 EP300的表达情况，结果
显示，EP300在敲低 miR-182-5p组均表达上调( P =
0. 001 ) 。结 果 表 明，miR-182-5p 可 靶 向 结
合 EP300。
综上所述，本文研究证实，miR-182-5p 在乳腺

癌细胞 MDA-MB-231 中高表达，且可靶向调控
EP300促进乳腺癌细胞的侵袭转移。对于 miR-182-
5p 是否可以通过其他分子靶向途径对乳腺癌细胞
侵袭转移的产生影响，将会在本课题组后续研究中

展开。我们目前的研究结果，为乳腺癌发生和发展
的分子机制提供了新的见解。但是，miR-182-5p 是
否可以作为乳腺癌的新型治疗靶标有待于更多的分

子机制研究。有望通过研究控制 miR-182-5p 在乳
腺癌中的表达，进而为治疗乳腺癌提供新的研究

思路。
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