
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１３）１１１０３７０６ 论著

ｍｉＲ２９通过ＩＴＧＢ１抑制胃癌侵袭、转移的分子机制
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　　［摘要］　目的　观察ｍｉＲ２９对胃癌细胞体外侵袭力的影响，探讨ｍｉＲ２９通过ＩＴＧＢ１调节胃癌侵袭和转移的具体机
制。方法 　通过基因芯片筛选胃癌与癌旁组织中差异性表达的ｍｉＲＮＡ；采用生物信息学预测ＩＴＧＢ１调控相关ｍｉＲＮＡ，通
过比对上述２个结果，筛选出ｍｉＲ２９；进一步以ｍｉＲ２９慢病毒及ｍｉＲ２９ｍｉｍｉｃｓ过表达ｍｉＲ２９后，用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胃
癌细胞中ＩＴＧＢ１的表达变化；采用双荧光素酶实验分析ｍｉＲ２９与ＩＴＧＢ１的作用机制；采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验及划痕实验
检测ｍｉＲ２９慢病毒感染后细胞体外侵袭能力的变化；ｑＲＴＰＣＲ检测６０例胃癌患者癌组织和癌旁组织中 ｍｉＲ２９的表达
差异，并分析 ｍｉＲ２９的表达与肝癌患者临床病理之间的关系。结果 　 基因芯片及生物信息学预测发现 ｍｉＲ２９在胃癌
组织里高表达，同时又可能调控ＩＴＧＢ１；双荧光素酶实验证实ｍｉＲ２９可以结合在ＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ，ｍｉＲ２９慢病毒及ｍｉＲ２９
ｍｉｍｉｃｓ过表达ｍｉＲ２９都能在蛋白水平下调ＩＴＧＢ１；ｑＲＴＰＣＲ结果显示ｍｉＲ２９家族３条ｍｉＲＮＡ在胃癌组织中的相对含量
均低于癌旁组织［ｍｉＲ２９ａ：癌旁（３２．０１±１０．３８），癌（１４．１６±６．２５）；ｍｉＲ２９ｂ：癌旁（２６．９５±５．０５），癌（９．８２±１．８６）；
ｍｉＲ２９ｃ：癌旁（５３．５６±８．０５），癌（１６．７９±１．９７），Ｐ＜０．０１］；进一步统计学分析表明，ｍｉＲ２９ａ与淋巴结转移有关（Ｐ＜
００５），ｍｉＲ２９ｂ在具有远处转移的病例组织中Ｃ／Ｐ比值较无远处转移的病例组织明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　 ｍｉＲ２９
可以在转录后水平调控ＩＴＧＢ１的表达，从而抑制胃癌细胞的侵袭和转移。
　　［关键词］　 ＩＴＧＢ１；ｍｉＲ２９；胃肿瘤；肿瘤转移
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　　胃癌是全世界最常见的消化道恶性肿瘤之一，胃
癌患者的 ５年生存率低下，复发率高。外科手术是目
前治疗胃癌的主要手段，但是手术不能解决胃癌转移

及术后复发的问题。胃癌的侵袭和转移是一个复杂的

主动过程，细胞粘附是肿瘤转移的重要环节之一，而

癌细胞表面的粘附分子受体在肿瘤细胞迁移、浸润和

转移中发挥重要作用。整合素是一类重要粘附分子，

尤其是整合素 β１（ｉｎｔｅｇｒｉｎβ１，ＩＴＧＢ１）在肿瘤细胞的
侵袭和转移过程中起到了重要作用。ＩＴＧＢ１可以促进
基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ，ＭＭＰ）的分
泌和活化，降解细胞外基质 （ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，
ＥＣＭ）［１］，使肿瘤细胞同质粘附下降，从而促使肿瘤细
胞易于从瘤体上脱落［２］，并使肿瘤细胞异质性粘附增

强，通过介导细胞与细胞或细胞与细胞基质之间的粘

附，导致肿瘤与周围组织的粘附［３］。

　　虽然ＩＴＧＢ１在胃癌的侵袭和转移过程中起到重
要作用，但是在胃癌细胞中调节 ＩＴＧＢ１的分泌机制还
不清楚。近年来研究发现的一种内源性、单链、非编码

的小ＲＮＡ分子，即微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ），通
过负性调控靶基因的表达，在多种疾病生理及病理过

程中起着重要的作用。一些 ｍｉＲＮＡ被证实与肿瘤的
发生、发展及转移密切相关［４］，如ｍｉＲ９可以促进乳腺
癌的转移，肺癌中ｌｅｔ７的表达显著减少［５］。最近文献

报道ｍｉＲ１２４可以结合到 ＩＴＧＢ１的３′ＵＴＲ，从而抑制
口腔鳞状细胞癌的侵袭能力，ｍｉＲ１８３通过抑制ＩＴＧＢ１
的表达，抑制 ＨｅＬａ细胞的侵袭、转移［６－７］。但是在胃

癌细胞中 ＩＴＧＢ１是如何被调控的还不清楚。我们推
测还有其他ｍｉＲＮＡ参与ＩＴＧＢ１转录后调控。因此，我
们通过基因芯片检测胃癌组织以及癌旁组织 ｍｉＲＮＡ
的差异，结合生物信息学预测结果，初步筛选到ｍｉＲ２９
是可能调控 ＩＴＧＢ１的同时又在胃癌组织里低表达的
ｍｉＲＮＡ。在此基础上，本研究探讨ｍｉＲ２９在胃癌组织
和对应的癌旁正常胃黏膜组织中的表达差异及其与临

床病理特征的关系，ｍｉＲ２９对ＩＴＧＢ１的表达调控及其
对胃癌细胞生物学特性的影响，以期为研究胃癌转移

机制提供线索。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　３株胃腺癌细胞 ＢＧＣ８２３、ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１均为本实验
室保存。６０例胃癌标本来源于２０１１年４－１２月在第三军医大
学西南医院普外科住院的胃癌患者。患者中男性３８例，女性
２２例，平均年龄５４．９岁，所有患者签署了知情同意书并经病理
诊断为胃癌，均为首诊、首治，入选前未行放疗化疗，所有病例分

别取癌组织（Ｃ组）和癌旁组织（Ｐ组，距癌组织距离＞５ｃｍ），保
存方法参照文献［８］，胃癌分期采用 ＴＮＭ分期。

１．２　试剂与仪器
　　ｍｉＲ２９慢病毒（上海吉凯基因化学有限公司），ｍｉＲ２９
ｍｉｍｉｃｓ（广州市锐博生物科技有限公司），Ｔｒｉｚｏｌ、逆转录试剂盒
及实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）试剂盒（ＴａＫａＲａ公司，日本），
ｍｉＲ２９及Ｕ６特异 ＲＴ及ＰＣＲ引物（广州市锐博生物科技有限
公司），双荧光素酶试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国），ＤＭＥＭ高糖培
养基与胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国），８μｍ带基质胶Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国），ｍｉＲ２９慢病毒（ＬＶｍｉＲ２９）及对照
（ＬＶＮＣ，上海吉凯公司）。

１．３　细胞培养
　　人胃腺癌ＢＧＣ８２３、ＭＫＮ２８、ＳＧＣ７９０１细胞用含１０％胎牛
血清的 ＤＭＥＭ高糖培养液，于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中培
养，２～３ｄ传代。

１．４　ｑＲＴＰＣＲ检测
　　用Ｔｒｉｚｏｌ提取细胞或组织总 ＲＮＡ，以其为模板，逆转录成
ｃＤＮＡ，再按照ｑＲＴＰＣＲ试剂盒（ＤＲＲ０３７Ａ）ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ法步
骤进行ＰＣＲ扩增，ｑＲＴＰＣＲ扩增程序：９５℃预变性３０ｓ，９５℃
变性１０ｓ，５５℃退火４５ｓ，以 Ｕ６作为内参，扩增４０个循环周
期，每个标本３个复孔。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用蛋白裂解液提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法检测蛋白浓度，经
５％的浓缩胶和８％的分离胶 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，每孔上样量为
４０μｇ总蛋白。浓缩胶 ６０Ｖ电泳１ｈ，分离胶１００Ｖ电泳２ｈ，
常规湿法转膜９０ｍｉｎ，５％的脱脂奶粉封闭２ｈ，免疫抗体反应
（稀释比例，一抗 ＩＴＧＢ１１∶１０００，βａｃｔｉｎ１∶５００，ＧＡＰＤＨ
１∶１０００；二抗：山羊抗鼠 １∶５０００，山羊抗兔 １∶７０００）。ＥＣＬ化
学发光，凝胶成像系统显影。
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１．６　双荧光素酶实验
　　委托艾晶公司构建重组 ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ质粒
后，用ＳｐｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ进行双酶切电泳鉴定。将萤火虫荧光素
酶报告质粒ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔ及海肾荧光素酶报告质粒 ｐＲＬＴＫ转
染ＨＥＫ２９３后，将ＩＴＧＢ１的３′ＵＴＲ序列克隆至 ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔ的
ＭＣＳ位点，转染 ｍｉＲＮＡｍｉｍｉｃｓ前体 ＲＮＡ序列及阴性对照后，
检测萤火虫荧光素酶的活性。ＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ序列上 ｍｉＲ２９结
合位点的突变设计为：ＡＵＵＵＵＧＵＵＵＡＡＵＧＵＣＵＧＧＵＧＣＵＵ突变
成ＡＵＵＵＵＧＵＵＵＡＡＵＧＵＣＡＵＣＡＣＧＵＵ（下划线代表突变部分），
突变后，以ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ为对照，再次进行双荧光
素酶检测。

１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验
　　采用Ｃｏｎｉｎｇ公司８μｍ规格带基质胶的 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，以
含１０％胎牛血清的培养基作为趋化剂，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的下室
中加５００μＬ趋化剂，上室中加入１００μＬ无血清培养基［含细
胞（２．０～３．０）×１０５个］，放入３７℃、５％ＣＯ２的培养箱内培养
４８ｈ后，用棉签刮除上室底部基质胶，用 ＰＢＳ漂洗上表面
３次，－２０℃预冷的４％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤
３次，取出小室风干，然后用０．１％结晶紫染色３０ｍｉｎ。每组在
显微镜下随机选取３个视野并计数细胞。每组重复 ３次。

１．８　划痕实验
　　将各组细胞接种于６孔培养板，每组设３个复孔，待生长
至１００％融合，用１０μＬ无菌移液器枪头沿培养板底部呈“１”字
形划痕，用ＰＢＳ洗掉脱落细胞，倒置显微镜下记录划痕区相对
距离，然后放入培养箱培养４８ｈ，每隔１２ｈ显微镜下观察划痕
修复情况１次，实验重复３次。

１．９　ｍｉＲＮＡ芯片分析
　　将胃癌及对应的癌旁正常组织送上海康成生物公司做
ｍｉｃｒｏＲＮＡ基因芯片分析，检测２种组织ｍｉＲＮＡ表达差异。

１．１０　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验或非参数秩和检
验，多组间比较采用单因素方差分析，数据均在 ＳＰＳＳ１３．０统
计软件中进行分析。

２　结果

２．１　ｍｉＲＮＡ芯片分析筛选胃癌与癌旁表达差异的
ｍｉＲＮＡ

　　ｍｉＲＮＡ芯片分析结果显示，有４７５条 ｍｉＲＮＡ在胃癌与对
应癌旁组织中表达具有明显差异。

２．２　ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ和 ＭｉＲａｎｄａ预测可能调控 ＩＴＧＢ１的
靶基因ｍｉＲＮＡ

　　进一步采用生物信息学技术对ＩＴＧＢ１调控ｍｉＲＮＡ进行预
测，并与基因芯片的结果进行对比分析，发现 ｍｉＲ２９是可能调
控ＩＴＧＢ１的同时又在胃癌组织里低表达的ｍｉＲＮＡ。

２．３　双荧光素酶及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证 ｍｉＲ２９直接靶
向ＩＴＧＢ１的３′ＵＴＲ

２．３．１　双荧光素酶实验　　进一步进行ＤＮＡ测序，证实ＩＴＧＢ１
３′ＵＴＲ片段成功插入ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔ的多克隆位点。见图１。
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１：ＤＮＡ标准；２：ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ
图１　ＳｐｅⅠ和ＨｉｎｄⅢ双酶切鉴定ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ质粒

　　转染ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ２９ｂ、ｍｉＲ２９ｃｍｉｍｉｃｓ后，均能显著下调
萤火虫荧光素酶的表达（Ｐ＜０．０１）。为进一步确认 ｍｉＲ２９调
控ＩＴＧＢ１是通过结合于 ＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ相应核苷酸的结合位点
而发挥对ＩＴＧＢ１蛋白的抑制作用，我们进一步进行了双荧光素
酶突变实验。突变 ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ上 ｍｉＲ２９的结
合位点后，以ｐＭＩＲＲｅｐｏｒｔＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ为对照，再次进行双荧
光素酶检测，结果显示，ｍｉＲ２９家族３条ｍｉＲＮＡ对萤火虫荧光
素酶的抑制能力均显著减弱（Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　双荧光素酶实验检测ｍｉＲ２９对ＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ突变
前后活性的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别 ３′ＵＴＲ突变前 ３′ＵＴＲ突变后
阴性对照 １９７．５４±８．９６ ２２７．０７±１．０３
ｍｉＲ２９ａ １０２．３０±８．０４ｂ １９３．７２±５．６５ａ

ｍｉＲ２９ｂ ９１．３４±９．６７ｂ ２１２．６２±１５．１８ａ

ｍｉＲ２９ｃ ９２．５１±８．５１ｂ １７３．９６±８．８２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与３′ＵＴＲ突变前比较；ｂ：Ｐ＜００１，与阴性对照比较

２．３．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　采用 ｍｉＲ２９ｍｉｍｉｃｓ分别转染
３株胃癌细胞，过表达 ｍｉＲ２９后，ＩＴＧＢ１在３株胃癌细胞的表
达水平均明显降低，用ｍｉＲ２９慢病毒过表达 ｍｉＲ２９后得到相
似的结果。见图２。
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Ａ：ｍｉＲ２９ｍｉｍｉｃｓ过表达 ｍｉＲ２９　１：空白对照；２：阴性对照；
３：ｍｉＲ２９ａ；４：ｍｉＲ２９ｂ；５：ｍｉＲ２９ｃ；Ｂ：ｍｉＲ２９慢病毒过表达ｍｉＲ２９
　１：ＬＶＮＣ；２：ｍｉＲ２９ａ；３：ｍｉＲ２９ｂ；４：ｍｉＲ２９ｃ
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测在不同胃癌细胞中ｍｉＲ２９ｍｉｍｉｃｓ及ｍｉＲ２９

慢病毒过表达ｍｉＲ２９对ＩＴＧＢ１蛋白表达水平的影响
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２．４　ｍｉＲ２９对胃癌细胞体外侵袭能力的影响
　　ＬＶｍｉＲ２９感染 ＢＧＣ８２３细胞后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果
显示：与感染空载慢病毒相比，ｍｉＲ２９ａ、ｍｉＲ２９ｂ、ｍｉＲ２９ｃ感染
后均能降低胃癌细胞的穿膜能力（图３）。体外划痕实验结果
表明，ＬＶｍｉＲ２９感染的ＢＧＣ８２３细胞的迁移能力明显低于感
染空载慢病毒（图４）。

２．５　６０例胃癌与癌旁标本 ｍｉＲ２９表达水平及其与
临床病理特征的关系

　　收集６０例胃癌、癌旁组织标本，采用ｑＲＴＰＣＲ检测胃癌及
癌旁组织中 ｍｉＲ２９家族的 ３条 ｍｉＲＮＡ的表达水平。采用
ＳＧＣ７９０１细胞中ｍｉＲ２９表达水平作为校正。ｑＲＴＰＣＲ检测结
果显示ｍｉＲ２９家族３条ｍｉＲＮＡ在胃癌组织中的相对含量均低
于癌旁组织［ｍｉＲ２９ａ：癌旁（３２．０１±１０．３８），癌（１４．１６±６２５）；
ｍｉＲ２９ｂ：癌旁（２６．９５±５．０５），癌（９．８２±１．８６）；ｍｉＲ２９ｃ：癌旁
（５３．５６±８．０５），癌（１６．７９±１．９７），Ｐ＜０．０１］。进一步分析
ｍｉＲ２９在胃癌和对应癌旁组织中相对表达含量的比值（Ｃ／Ｐ）
与性别、年龄、淋巴结转移、远处转移、ＴＭＮ分期、肿瘤直径、浸
润深度、分化程度的关系（表２），结果显示ｍｉＲ２９ａ在有淋巴结
转移的病例组织中Ｃ／Ｐ比值较无淋巴结转移的病例组织明显
降低（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ２９ｂ在有远处转移的病例组织中Ｃ／Ｐ比值
较无远处转移的病例组织明显降低（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ２９ｃ也可能
与肿瘤的远处转移有关，但差异无统计学意义（Ｐ＝０．１４８）。

表２　ｍｉＲ２９在胃癌和癌旁组织中Ｃ／Ｐ比值与临床病理
特征的关系

ｍｉＲ２９ａ ｍｉＲ２９ｂ ｍｉＲ２９ｃ
临床病理参数

Ｃ／Ｐ Ｐ值 Ｃ／Ｐ Ｐ值 Ｃ／Ｐ Ｐ值
性别 ０．７２１ ０．１１５ ０．１４５
　男 ０．９９±０．４０ ０．３７±０．０４７ ０．４０±０．０６
　女 ０．７０±０．１４ ０．９３±０．３５ ０．５４±０．０８
年龄（岁） ０．６９３ ０．４２９ ０．４５６
　≥６０ ０．９９±０．３７ ０．７４±０．３５ ０．４１±０．０８
　＜６０ ０．６６±０．１６ ０．４９±０．０６ ０．４８±０．０６
淋巴结转移 ＜０．０１ ０．４０４ ０．５５２
　有 ０．６０±０．０７ ０．６７±０．２０ ０．４７±０．０６
　无 １．４０±０．０９ ０．４１±０．０８ ０．４１±０．０８
远处转移 ０．９４９ ０．０１９ ０．１４８
　有 ０．８９±０．２４ ０．４３±０．０５ ０．４１±０．０５
　无 ０．８７±０．３１ １．１６±０．５９ ０．５８±０．１０
ＴＭＮ分期 ０．９６５ ０．３４５ ０．２７８
　Ⅰ／Ⅱ １．２０±０．６５ ０．３９±０．０７ ０．４９±０．０６
　Ⅲ／Ⅳ ０．６９±０．１１ ０．６８±０．２０ ０．３８±０．０６
肿瘤直径（ｃｍ） ０．１８０ ０．１９７ ０．８１４
　＜５ １．０６±０．３８ ０．６８±０．２０ ０．４６±０．０５
　≥５ ０．５８±０．１４ ０．４０±０．０８ ０．４３±０．０９
浸润深度 ０．８９８ ０．６８１ ０．３５７
　未穿透浆膜 ０．９７±０．４０ ０．４６±０．０６ ０．５０±０．０８
　穿透浆膜 ０．７４±０．１７ ０．７４±０．２９ ０．４１±０．０５
分化程度 ０．７４１ ０．１４１ ０．７２０
　低分化 ０．９６±０．３０ ０．４６±０．０６ ０．４４±０．０６
　中、高分化 ０．５５±０．０７ ０．９１±０．４７ ０．４７±０．０７
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Ａ：感染空载慢病毒；Ｂ：感染ｍｉＲ２９ａ病毒；Ｃ：感染ｍｉＲ２９ｂ病毒；Ｄ：感染ｍｉＲ２９ｃ病毒
图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测ｍｉＲ２９慢病毒对ＢＧＣ８２３细胞穿膜能力的影响　（结晶紫 ×１００）
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Ａ～Ｄ：划痕后０ｈ；Ｅ～Ｈ：划痕后４８ｈ；Ａ、Ｅ：感染空载慢病毒；Ｂ、Ｆ：感染ｍｉＲ２９ａ病毒；Ｃ、Ｇ：感染ｍｉＲ２９ｂ病毒；Ｄ、Ｈ：感染ｍｉＲ２９ｃ病毒
图４　体外划痕实验鉴定感染ｍｉＲ２９慢病毒对ＢＧＣ８２３细胞迁移能力的影响　（倒置显微镜 ×１００）
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３　讨论

　　肿瘤细胞侵袭、转移过程极其复杂，肿瘤细胞与
ＥＣＭ发生粘附是肿瘤侵袭、转移的第１步［９］。ＩＴＧＢ１
是细胞粘附分子家族中比较重要的一类分子，是介导

细胞和ＥＣＭ相互作用的主要受体，它在恶性肿瘤的发
生、发展中异常表达［１０－１１］，并可以介导肿瘤细胞与

ＥＣＭ或基底膜的粘附作用增强，并促进基质金属蛋白
酶（ＭＭＰｓ）的分泌和活化，降解ＥＣＭ，使癌细胞实现远
处转移［１］。汪雷等［１２］通过免疫组化实验发现 ＩＴＧＢ１
阳性表达率在胃癌组织中明显高于胃炎组织，并且

ＩＴＧＢ１的表达与胃癌的分化程度、浸润深度、淋巴结转
移和临床分期密切相关。但是 ＩＴＧＢ１在胃癌细胞中
是如何被调控以及 ＩＴＧＢ１与其他癌基因（如 ｃｍｙｃ、
ｈＴＥＲＴ）的联系目前还不清楚。
　　越来越多的ｍｉＲＮＡ被证实与人类肿瘤的侵袭、转
移关系密切，在肿瘤发生过程中起着癌基因或抑癌基

因的作用［１３］。文献［１４－１５］报道ｍｉＲ２９可以广泛抑
制纤维蛋白酶原及调控ＥＣＭ相关基因的表达，从而在
抑制肝硬化等疾病的进程中起到重要作用，而纤维蛋

白酶原与肿瘤细胞和 ＥＣＭ发生粘附密切相关，提示
ｍｉＲ２９可能在抑制肿瘤细胞的侵袭、转移中起关键作
用。我们基因芯片结果提示胃癌组织中 ｍｉＲ２９低表
达，ｑＲＴＰＣＲ结果也表明 ｍｉＲ２９在胃癌组织中表达
水平明显低于癌旁组织，提示 ｍｉＲ２９在胃癌中可能
是一种抑癌基因。进一步分析 ｍｉＲ２９在病例组织中
的Ｃ／Ｐ比值与性别、年龄、淋巴结转移、远处转移、
ＴＭＮ分期、肿瘤直径、浸润深度、分化程度的关系，我
们发现 ｍｉＲ２９ａ的表达与淋巴结转移有关，ｍｉＲ２９ａ
在有淋巴结转移的病例组织中 Ｃ／Ｐ比值较无淋巴结
转移的病例组织明显降低；ｍｉＲ２９ｂ在具有远处转移
的病例组织中 Ｃ／Ｐ比值较无远处转移的病例组织明
显降低；ｍｉＲ２９ｃ也可能与肿瘤的远处转移有联系，但
差异无统计学意义，可能与样本量的大小及临床患者

异质性有关。我们又采用生物信息学网站预测ｍｉＲ２９
可能调控 ＩＴＧＢ１。因此，在胃癌细胞中 ｍｉＲ２９与
ＩＴＧＢ１的表达呈负相关趋势，并且功能联系紧密。双
荧光素酶实验证明，ｍｉＲ２９调控ＩＴＧＢ１是通过结合在
ＩＴＧＢ１３′ＵＴＲ而发挥抑制ＩＴＧＢ１表达的作用。我们通
过ｍｉＲ２９ｍｉｍｉｃｓ过表达胃癌细胞中 ｍｉＲ２９，能显著
降低ＩＴＧＢ１的蛋白表达水平。采用 ｍｉＲ２９慢病毒感
染胃癌细胞，过表达 ｍｉＲ２９，ＩＴＧＢ１表达也能明显下
降，进一步表明ｍｉＲ２９能够调控ＩＴＧＢ１的表达。功能

学实验证明感染了 ｍｉＲ２９慢病毒后胃癌细胞的体外
侵袭能力减弱，提示ｍｉＲ２９作为一种抑癌基因在胃癌
细胞中可能通过ＩＴＧＢ１抑制肿瘤的侵袭与转移。
　　文献［１６］报道，重要的癌基因ｃｍｙｃ、ｈＴＥＲＴ可以
通过多种ｍｉＲＮＡ调控肿瘤的增殖、转移。Ｃｈａｎｇ等［１７］

发现 ｃｍｙｃ可以通过作用于ｍｉＲ２９的启动子区域，调
控ｍｉＲ２９的表达，而本实验证实ｍｉＲ２９通过与ＩＴＧＢ１
３′ＵＴＲ结合，抑制 ＩＴＧＢ１的表达，从而调控胃癌侵袭、
转移。由此，我们推论ｍｉＲ２９可能在ＩＴＧＢ１与癌基因
ｃｍｙｃ、ｈＴＥＲＴ的联系网络中起重要作用。本研究报告
了ｍｉＲ２９的高表达可能抑制胃癌的转移及其可能机
制，有望为治疗胃癌转移，改善胃癌患者预后提供理论

依据。
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ｈｔｍｌ（２０１３０５１０）

　　１９９２年 Ｎｉｃｏｌａｉｄｉｓ等［１］首次提出胎儿颈项透明层这一概

念。随颈项透明层厚度（ｎｕｃｈａｌｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｃｙｔｈｉｃｋｎｅｓｓ，ＮＴ）增
加，胎儿患唐氏综合征（Ｄｏｗｎ’ｓｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＤＳ）的风险增加［２］。

早孕期血清学产前筛查增加ＮＴ测量值联合评估胎儿患 ＤＳ风
险，可在设定假阳性率为５％时，将 ＤＳ检出率由６２％提高到
９６％，因此ＮＴ测量具有重要的临床意义。１１～１３＋６周胎儿ＮＴ
值随孕周稍有增加趋势，不同孕周有不同的正常中位数值。本

研究根据我院随访受检孕妇妊娠结局，统计了云南地区１１～
１３＋６周胎儿ＮＴ正常中位数值，分析其临床应用价值。

１　资料与方法

　　研究对象：选取２００７年４月至２０１１年１０月到云南省第一
人民医院就诊的１７９６例单胎妊娠孕妇，体质量４０～９６（５４８±
８２）ｋｇ，年龄１７．９～４２．７（３０．３±４．４）岁。年龄＞３５岁的孕妇
占１４９８％（２６９／１７９６）。
　　研究方法：①孕８～１３＋６周孕妇知情选择后接受早孕期血
清学产前筛查，孕１１～１３＋６周孕妇接受早孕期胎儿超声筛查。
②血清学筛查：３ｍＬ空腹静脉血低速离心，分离血清送检。采
用芬兰 ＷＡＬＬＡＣ公司 ＤＥＬＦＩＡ产前筛查系统，Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ３．０１
ＴＲｉｓｋｓ风险率计算软件，得出 ＤＳ、１８三体综合征（Ｅｄｗａｒｄｓ
ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＥＳ）的相对风险率。③妊娠早期超声筛查：按英国胎
儿医学基金会１１～１３＋６周胎儿超声扫查规范，对头臀长４５～

８４ｍｍ胎儿行ＮＴ、鼻骨、颌面角度、胎心率及三尖瓣血流、静脉
导管血流频谱、胎儿身体结构畸形筛查。④早孕期一站式产前
筛查风险评估：将胎儿 ＮＴ测量值加入后到实验室再次评估胎
儿为ＤＳ、ＥＳ的风险值，其风险临界值分别为１∶２７０和１∶３５０。
高风险孕妇知情选择绒毛穿刺或羊水穿刺产前诊断。⑤质量
控制：早孕血清学产前筛查参与每年１次的中国卫生部室间质
评，每次实验均有室内质控。超声医师每年接受１次英国胎儿
医学基金会资质审核。

　　统计学方法：采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件中的频数分布、线性
回归分析结果。

２　结果

２．１　本地ＮＴ正常中位数值建立及ＮＴ与妊娠天数的
相关性

　　１７９６例早孕期一站式产前筛查病例中，选择了１０００例正
常妊娠结局的孕妇资料计算本地胎儿ＮＴ正常中位数值。１１～
１１＋６周２６９例、１２～１２＋６周４２８例、１３～１３＋６３０３例，以ＮＴ实测
值作为非独立因素，妊娠天数、孕妇体质量和年龄作为独立因

素，进行线性回归分析，仅妊娠天数进入方程，妊娠天数与 ＮＴ
值关系的回归方程为 ＮＴ＝０．６０＋０．０１２×妊娠天数（Ｒ２＝
００５）。１１～１３＋６周ＮＴ厚度随妊娠天数增加而稍有增加。计
算１１～１１＋６、１２～１２＋６、１３～１３＋６周胎儿ＮＴ正常中位数值分别
为１．５、１．６、１．８ｍｍ。

２．２　本地 ＮＴ正常中位数计算的 ＮＴ中位数倍数
（ＭｏＭ）与Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件中内嵌正常中位数值计
算得出的 ＮＴＭｏＭ值比较

　　２组数据差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），本地ＮＴ正常中位
数计算的ＮＴＭｏＭ较 Ｌｉｆｅｃｙｃｌｅ软件内嵌正常中位数值计算的
ＮＴＭｏＭ稍低（Ｒ２＝０．１９）。
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