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　　［摘　要］　目的：探讨微小ＲＮＡ（ｍｉＲ１４５）对人肾癌细胞Ａ４９８上皮间充质转化（ＥＭＴ）功能的影响及其相
关机制。方法：将Ａ４９８肾癌细胞株分别转染ｍｉＲ１４５模拟物（Ｍ１４５）和模拟物阴性对照（ＭＮＣ），分别作为 Ｍ１４５
组和ＭＮＣ组，并设立空白对照（ＭＣ）组，采用ＲＴｑＰＣＲ法检测各组细胞 ｍｉＲ１４５水平。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测３组细
胞侵袭能力的变化。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组细胞波型蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ和 ＡＤＡＭ２８表达水平。应用生
物信息学方法预测ｍｉＲ１４５的靶基因。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＡＤＡＭ２８过表达对 ｍｉＲ１４５抑制 ＥＭＴ的拮抗作
用。双萤光素酶报告基因实验验证ｍｉＲ１４５与ＡＤＡＭ２８的关系。结果：与ＭＣ组相比，Ｍ１４５组ｍｉＲ１４５的表达水
平显著上调（Ｐ＜００５）。Ｍ１４５组侵袭细胞数量显著低于 ＭＣ组（Ｐ＜００５）。Ｍ１４５组细胞 ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量显
著降低（Ｐ＜００５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著升高（Ｐ＜００５），ＡＤＡＭ２８蛋白表达量显著降低（Ｐ＜００５）。
ＡＤＡＭ２８过表达Ｍ１４５组肾癌细胞中 ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量显著升高（Ｐ＜００５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著降低
（Ｐ＜００５）。双萤光素酶报告基因实验结果显示 ＡＤＡＭ２８为 ｍｉＲ１４５的下游靶基因。结论：ｍｉＲ１４５可能通过降
低下游靶基因ＡＤＡＭ２８水平影响ＥＭＴ相关蛋白表达，从而抑制人肾癌细胞Ａ４９８的ＥＭＴ过程。
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　　侵袭和转移是影响肾癌患者整体预后的重要因
素。尽管目前肾癌包括手术、放化疗在内的治疗方

式和效果长足进展，但肾癌患者的总体预后并不能

令人满意。超过３０％的肾癌患者会发生转移［１］。侵

袭转移也是导致肾癌进展、复发和致死的主要原因，

严重影响患者的疗效和生存质量。因此，深入研究

肾癌转移的发生机制，寻找可以有效干预肾癌转移

的分子靶点，是提高肾癌患者疗效和改善其预后的

有效途径［２３］。学术界普遍认为，上皮间充质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）过程在肾癌
等恶性肿瘤的侵袭转移中具有重要作用，因此探寻

其中与肾癌转移相关的分子，有助于丰富对于肾癌

转移机制的认识，开发针对肾癌 ＥＭＴ的有效治疗靶
点，对实现抑制肾癌的侵袭转移具有科学意义［４］。

近年来研究表明，微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲ）１４５
与多种恶性肿瘤的发生发展有密切关系，可能通过

多种分子生物途径发挥抑癌作用有望成为肾癌的基

因治疗靶点［５］。然而，在对肾癌进行 ｍｉＲ１４５靶向
基因治疗后，对肾癌细胞上皮间充质转化和侵袭转
移的影响及其机制尚不明确［６］。本研究对 ｍｉＲ１４５
的靶基因进行生物信息学预测后提示，与多种恶性

肿瘤生物学行为相关的解整联蛋白金属蛋白酶２８
（ａｄｉｓｉｎｔｅｇｒｉｎａｎｄｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２８，ＡＤＡＭ２８）可
能是其在细胞中的作用靶蛋白［７］。本项工作采用

ｍｉＲ１４５模拟物（ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ）转染人肾癌细胞
系Ａ４９８细胞，观察其对肾癌细胞上皮间质转化过
程的影响，进而通过研究其对 ＥＭＴ相关功能蛋白及
ＡＤＡＭ２８蛋白表达水平的影响，进一步明确其分子
生物学机制。

材　料　和　方　法

１　材料
ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ及其阴性对照（ｍｉｍｉｃｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＮＣ）、ｍｉＲ１４５及内参照 ＲＮＵ６的 ＰＣＲ引
物、双萤光素酶检验试剂盒、野生型的 ＷＴＡＤＡＭ２８
ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体及３’ＵＴＲ定点突变后的ＭＴＡＤ
ＡＭ２８ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体和３’ＵＴＲ定点突变的ＡＤ
ＡＭ２８过表达质粒载体购自广州爱科生物技术有限
公司。ＤＭＥＭ高糖培养液和胎牛血清购自 ＧＩＢＣＯ；
转染试剂脂质体 ２０００购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小
室购自ＮＵＮＣ；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和逆转录聚合酶链反
应试剂盒购自 ＴａＫａＲａ。兔抗人 ＡＤＡＭ２８、兔抗人波
形蛋白（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）、兔抗人 Ｅ钙黏蛋白（ｃａｄｈｅｒｉｎ）和

兔抗人β肌动蛋白（ａｃｔｉｎ）抗体购自Ａｂｃａｍ。肾癌细
胞株Ａ４９８购自美国模式培养物集存库（ＡＴＣＣ
Ｎｕｍｂｅｒ：ＨＴＢ４４ＴＭ）。
２　方法
２．１　ｍｉＲＮＡ转染和ＲＴｑＰＣＲ检测　以含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ高糖培养液常规培养Ａ４９８肾癌细胞
株。按照转染试剂脂质体２０００试剂说明书，在细胞
融合度约 ６０％时以 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ终浓度为 ６５
ｎｍｏｌ／Ｌ转染 ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ和 ＭＮＣ，分别作为
Ｍ１４５和 ＭＮＣ组转染４８ｈ；以未转染 Ａ４９８细胞作
为空白对照（ｍｏｃｋｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＣ）组。ＴＲＩｚｏｌ法提取各
组细胞总ＲＮＡ，逆转录合成ｃＤＮＡ。以Ｕ６ｓｎＲＮＡ为
内参照，进行 ＲＴｑＰＣＲ检测。ｍｉＲ１４５的正向引物
序 列 为 ５’ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡＴＧＧＧＧＧＴＴＴＴＣ
ＣＣＡＧＧＡ３’，反 向 引 物 序 列 为 ５’ＣＴＣＡＡＣＴ
ＧＡＧＴＣＧＧＴＧＧＧＣＡＧＴＴＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＣ３’；Ｕ６的正
向引物序列为５’ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３’，反向
引物序列为 ５’ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３’。
ＰＣＲ条件为：９２℃ ３５ｓ；９２℃ ５ｓ，５７℃ ３８ｓ，５２
个循环。循环延伸末端收集荧光信号，所得数据用

２－ΔΔＣｔ法进行分析计算。
２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞侵袭能力　将Ｍａｔｒｉｇｅｌ稀
释后，每个Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室加入４５μＬ，３７℃凝固２ｈ。
分组转染后，各组细胞分别取对数期０．８×１０５个细
胞１６０μＬ无血清培养液重悬后加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
上室。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ下室加入５００μＬ含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ高糖培养液。细胞培养箱３７℃常规培养
４８ｈ，清除上室底膜未穿膜上室细胞，甲醇固定穿膜
上室细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗。１％结晶紫染色３０ｍｉｎ，
ＰＢＳ冲洗。显微镜下观察上室底膜，计数穿过小孔
细胞［８］。

２．３　ｍｉＲ１４５靶基因预测　运用生物信息学方法明
确ｍｉＲＢａｓｅ数据库中搜索 ｈｓａｍｉＲ１４５基因的序列，
进而分析ｍｉＲ１４５序列的特征并预测其靶基因。
２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞蛋白表达的变化　肾
癌细胞分组转染后４８ｈ，按照既往报道方法收集细
胞，提取总蛋白，进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，分析
ＡＤＡＭ２８、波形蛋白、Ｅ钙黏蛋白和内参照 βａｃｔｉｎ蛋
白的表达［８］。

２．５　ＡＤＡＭ２８过表达对 ｍｉＲ１４５抑制 ＥＭＴ的拮抗
作用　采用ＡＤＡＭ２８过表达质粒转染 Ｍ１４５组细胞
系，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＤＡＭ２８过表达后
Ｍ１４５组Ａ４９８细胞中ＡＤＡＭ２８和 ＥＭＴ相关蛋白的
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表达情况。

２．６　双萤光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ１４５与
ＡＤＡＭ２８的 关 系 　 采 用 野 生 型 的 ＡＤＡＭ２８
ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载 体 及 定 点 突 变 后 的 ＡＤＡＭ２８
ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体，分别和 ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ一起通
过脂质体共转染，转染４８ｈ后检测萤光素酶相对活
性。

３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ１３０软件进行分析。实验数据用均

数±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。多组间比较用单因
素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两组之间比较采用
ＬＳＤｔ检验。以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ转染对 Ａ４９８细胞 ｍｉＲ１４５水
平的影响

转染Ａ４９８细胞４８ｈ后，ＲＴｑＰＣＲ检测各组细
胞中 ｍｉＲ１４５的表达水平。结果显示，与 ＭＣ组相
比，Ｍ１４５组 ｍｉＲ１４５的表达水平显著上调（Ｐ＜
００５），而ＭＮＣ组的ｍｉＲ１４５表达水平与ＭＣ组差异
没有统计学意义（Ｐ＞００５），见图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１．ＲＴｑＰＣＲｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ

１４５ｉｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＡ４９８ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
３．Ｐ＜００５ｖｓＭＣｇｒｏｕｐ．

图１　ＲＴｑＰＣＲ检测各组 Ａ４９８肾癌细胞中 ｍｉＲ１４５的表

达水平

２　ｍｉＲ１４５对Ａ４９８细胞侵袭能力的影响
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验中，经过４８ｈ培养，观察受到染色

的穿膜细胞数量。结果显示，Ｍ１４５组侵袭细胞数量显
著低于ＭＣ组（Ｐ＜００５），而 ＭＮＣ组的细胞数量与
ＭＣ组之间的差异无统计学意义（Ｐ＞００５），见图２。
３　ｍｉＲ１４５对 Ａ４９８细胞 ＥＭＴ相关功能蛋白表达
的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ４９８ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＴｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＭＣｇｒｏｕｐ．

图２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验比较各组Ａ４９８细胞侵袭能力

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示，与 ＭＣ组相比，Ｍ１４５组
ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量显著降低（Ｐ＜００５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达量显著升高（Ｐ＜００５），而 ＭＮＣ组与对照
组之间的蛋白表达无显著差异（Ｐ＞００５），见图３。

Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ
ｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＭＣｇｒｏｕｐ．

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测各组 Ａ４９８细胞 ＥＭＴ相关蛋
白表达水平

·３９７·



４　ｍｉＲ１４５靶基因的预测
ｍｉＲＢａｓｅ生物信息学预测结果表明，ｍｉＲ１４５与

ＡＤＡＭ２８的３’ＵＴＲ部分互补，ＡＤＡＭ２８可能是 ｍｉＲ
１４５的靶基因，见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｉＲ１４５ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｓｆｒｏｍｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ．
图４　ｍｉＲ１４５靶基因生物信息学预测结果

５　ｍｉＲ１４５对 Ａ４９８细胞 ＡＤＡＭ２８蛋白表达的影
响

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示，与 ＭＣ组相比，Ｍ１４５组
ＡＤＡＭ２８蛋白表达量显著降低（Ｐ＜００５），ＡＤＡＭ２８
蛋白表达量的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与 ｍｉＲ１４５的表达
水平表现出负相关关系。而ＭＮＣ组与ＭＣ组之间的
ＡＤＡＭ２８蛋白表达无显著差异（Ｐ＞００５），见图５。

Ｆｉｇｕｒｅ５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆＡＤＡＭ２８ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｏｆｅａｃｈ

ｇｒｏｕｐ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＭＣｇｒｏｕｐ．

图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测各组Ａ４９８细胞ＡＤＡＭ２８蛋白

表达水平

６　ＡＤＡＭ２８过表达对ｍｉＲ１４５抑制肾癌细胞ＥＭＴ
的拮抗效果

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验检测到，相比单纯 ｍｉＲ１４５
ｍｉｍｉｃ转染组细胞，采用ＡＤＡＭ２８过表达质粒联合转
染后的 Ｍ１４５组细胞 ＡＤＡＭ２８表达量升高（Ｐ＜
００５），同时，细胞中 ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量显著升高
（Ｐ＜００５），Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著降低（Ｐ＜

００５），见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲ１４５ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＭＴｒｅｌａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＡ４９８ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔＡＤＡＭ２８
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓ
Ｍ１４５ｇｒｏｕｐ．

图６　ＡＤＡＭ２８过表达拮抗ｍｉＲ１４５对Ａ４９８细胞ＥＭＴ相
关功能蛋白表达的影响

７　ｍｉＲ１４５与ＡＤＡＭ２８相互作用关系的双萤光素
酶报告基因实验检测

双萤光素酶报告基因实验结果显示 ｍｉＲ１４５能
显著抑制野生型ＷＴＡＤＡＭ２８ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体的
发光强度（Ｐ＜００５），而无法抑制３’ＵＴＲ定点突变
型ＭＴＡＤＡＭ２８ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体的发光强度（Ｐ＞
００５），见图 ７，说明 ＡＤＡＭ２８为 ｍｉＲ１４５的下游靶
基因。
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Ｆｉｇｕｒｅ７．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＡＤＡＭ２８．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓＭＣｇｒｏｕｐ．

图７　ＡＤＡＭ２８的萤光素酶活性比较

讨　　论

ｍｉＲ１４５的基因定位于染色体５ｑ３２，与 ｍｉＲ１４３
组成一个转录单位，生成同一个前体，经过内切酶剪

切后形成［９］。ｍｉＲ１４５在人体内子宫、卵巢、睾丸、前
列腺、脾脏和心脏等组织器官中高表达，而在宫颈

癌、乳腺癌、前列腺癌、肺癌、肝癌、膀胱癌、卵巢癌和

脑垂体瘤等低表达［１０］。所以，ｍｉＲ１４５有可能在肾
癌发生、发展中扮演抑癌基因的作用［６］。本研究尝

试采用ｍｉＲ１４５ｍｉｍｉｃｓ实现对人肾癌细胞 Ａ４９８中
ｍｉＲ１４５的过表达，进而检测到对肾癌细胞侵袭能力
的抑制，说明 ｍｉＲ１４５高表达具有对人肾癌细胞 Ａ
４９８侵袭能力的抑制效果。

既往研究表明，ｍｉＲ１４５与多种恶性肿瘤的上
皮间质转化过程密切相关。ＥＭＴ在肿瘤迁移和侵
袭的发生这一多因素多步骤的动态过程中起重要作

用，是肿瘤侵袭转移的重要分子生物学机制［１１］。

ＥＭＴ是胚胎发育及肿瘤侵袭转移中，上皮细胞通过
特定程序转化为具有间质表型细胞的生物学过程，

主要 表 现 为 细 胞 黏 附 分 子 （如 上 皮 标 志 物

Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达减少及间充质标志物（如 ｖｉｍｅｎｔｉｎ）
表达增多等。为明确 ｍｉＲ１４５抑制肾癌细胞迁移能
力和侵袭能力是否是通过对Ａ４９８细胞的ＥＭＴ调控
实现的，本研究对 ＥＭＴ相关功能蛋白进行了检测，
结果表明，ｍｉＲ１４５过表达后，ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量显
著降低，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著升高，提示 ｍｉＲ
１４５实现了对 ＥＭＴ过程的抑制，进而进行了对肾癌
细胞迁移能力和侵袭能力的抑制。

ＭｉｃｒｏＲＮＡ的主要作用机制是与靶蛋白 ｍＲＮＡ
的３’ＵＴＲ形成互补配对，进而使其降解，抑制靶蛋
白的表达。对靶基因正确进行准确的预测与鉴定，

是研究ｍｉｃｒｏＲＮＡ生物学功能的基础和关键。对目
的ｍｉｃｒｏＲＮＡ进行生物信息学分析，能够迅速预测出
可能的靶基因作用位点，但是根据不同原则寻找靶

基因，均可能出现假阳性和假阴性的预测结果。所

以生物信息学软件预测靶基因后，可以进一步采用

生物学实验方法进行验证，以进一步研究其生物学

功能［１２］。本研究的生物信息学预测结果提示，ＡＤ
ＡＭ２８为ｍｉＲ１４５的潜在靶基因，且其热稳定型和基
因保守性较高。然而，单纯从 ｍｉＲ１４５和下游靶基
因基因序列上的相互作用预测模型的数据库中并不

能确切推断其具体的生物学功能，及具体起效的靶

蛋白。所以，在预测靶蛋白之后，必须对 ｍｉＲ１４５和
靶基因的调控机制进行基因表达层面和功能调控层

面的验证。如果能够通过生物学实验证实两者的直

接调节关系，将有助深入了解 ｍｉＲ１４５在肾癌细胞
的增殖、分化和凋亡以及与肾癌的发生、发展机制。

ＡＤＡＭ２８是ＡＤＡＭ家族的重要成员之一，由多个结
构域组成，包括前肽、金属蛋白酶、表皮生长因子样

结构域、跨膜结构域和细胞质尾结构域等。与其它

ＡＤＡＭ相比，ＡＤＡＭ２８是通过在细胞表面形成成熟
的跨膜结构域后，通过特异性自催化过程激活的［１３］。

报道显示，ＡＤＡＭ２８参与包括肺癌、乳腺癌、膀胱癌
和白血病在内的很多恶性肿瘤的生长和转移，在恶

性肿瘤细胞中，对其进行靶向治疗可能具有重要临

床意义［７，１３］。本研究观察到，对ｍｉＲ１４５作用于肾癌
细胞后，抑制ＡＤＡＭ２８蛋白表达的效果显著，细胞中
的ＡＤＡＭ２８蛋白表达水平显著降低，这个结果促使
我们对ＡＤＡＭ２８是否是ｍｉＲ１４５的靶蛋白进行进一
步的深入探索。

我们构建了３’ＵＴＲ突变的 ＡＤＡＭ２８过表达质
粒，使其转染高表达 ｍｉＲ１４５的 Ａ４９８细胞。伴随
ＡＤＡＭ２８表达量的升高，细胞中ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达量
显著升高，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达量显著降低，说明３’
ＵＴＲ突变后引起的 ＡＤＡＭ２８过表达可以实现对
ｍｉＲ１４５抑制ＥＭＴ的拮抗作用。我们进而通过双萤
光素酶检验结果对两者的直接相关关系进行探索，

观察到 ｍｉＲ１４５只能抑制野生型 ＷＴＡＤＡＭ２８ｐｓｉ
ＣＨＥＣＫＴＭ２载体的发光强度，而无法抑制３’ＵＴＲ定
点突变后的ＭＴＡＤＡＭ２８ｐｓｉＣＨＥＣＫＴＭ２载体的发光
强度，说明ＡＤＡＭ２８为ｍｉＲ１４５直接的下游靶基因。

·５９７·



综上所述，ｍｉＲ１４５可能通过降低下游靶基因
ＡＤＡＭ２８水平影响 ＥＭＴ相关蛋白表达，进而抑制人
肾癌细胞Ａ４９８的ＥＭＴ功能，有可能成为肾癌基因
治疗的良好靶点。
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