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摘　要　探讨微小核酸ｍｉＲＮＡ２９ａ对人乳腺癌细胞ＭＣＦ７体外迁移和侵袭的促进作用及其机制。采用ｍｉＲ２９ａ模拟物及
ｍｉＲ２９ａ抑制剂分别上调和下调ｍｉＲ２９ａ的表达；采用细胞划痕法和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测ｍｉＲ２９ａ对细胞迁移和侵袭能力
的影响；采用Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７１数据库预测ｍｉＲ２９ａ的靶基因；荧光素酶报告法验证 ｍｉＲ２９ａ的靶基因；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧
光定量ＰＣＲ验证其表达结果。结果表明：ｍｉＲ２９ａ可显著促进 ＭＣＦ７细胞的迁移和侵袭能力。Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ软件预测 ＨＢＰ１
可能为ｍｉＲ２９ａ的靶基因，荧光素酶报告实验显示 ｍｉＲ２９ａ靶向 ＨＢＰ１基因的３′ＵＴＲ区。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和实时荧光定量
ＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ２９ａ下调了ＨＢＰ１蛋白水平的表达，而ｍＲＮＡ水平则无明显变化。研究结果揭示在乳腺癌中高表达的
ｍｉＲ２９ａ通过下调ＨＢＰ１，从而使乳腺癌细胞获得高的迁移和侵袭能力，促进乳腺癌的转移。
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　　乳腺癌是一种发生在乳腺上皮组织的恶性肿
瘤，是全世界女性中发病率和死亡率最高的肿瘤。

乳腺癌癌细胞转移造成的疾病是绝大多数乳腺癌

患者死亡的根本原因［１］，因此寻找抑制乳腺癌细

胞转移的潜在药物十分必要。

微小核糖核酸（ｍｉＲＮＡ）是一类由内源基因编
码的长度为１８～２４个核苷酸的非编码单链 ＲＮＡ
分子。ｍｉＲＮＡ与乳腺癌的发生发展、侵袭与转移、
血管生成、细胞周期、细胞凋亡等密切相关［２］。不

同的ｍｉＲＮＡ在肿瘤中的表达情况不同，对肿瘤的
发生及转移也起到不同的作用［３］。研究表明，

ｍｉＲ２９ａ在乳腺癌组织中有所升高，并促进了乳腺
癌细胞的增殖和转移［４－５］。因此，本研究考察ｍｉＲ
２９ａ对乳腺癌转移的生物学作用，研究 ｍｉＲ２９ａ调
控乳腺癌转移的新机制，为抗乳腺癌的药物筛选提

供了实验依据和新思路。

!

　材　料

１１　试　剂
ＤＭＥＭ高糖培养基、胎牛血清（美国 Ｇｉｂｃｏ公

司）；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、Ｔｒｉｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司）；苯甲基磺酰氟（ＰＭＳＦ）、ＲＩＰＡ裂解液、
ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、胰蛋白酶、双荧光素酶报告
基因检测试剂盒（上海碧云天生物技术有限公

司）；兔抗人ＧＡＰＤＨ单克隆抗体、辣根过氧化物酶
标记的羊抗兔 ＩｇＧ（美国 ＣＳＴ公司）；兔抗人 ＨＢＰ１
多克隆抗体（美国 ＳＡＢ公司）；ｍｉＲ２９ａ模拟物、
ｍｉＲ２９ａ抑制剂、模拟物阴性对照、抑制剂阴性对
照、ｍｉＲＮＡ实时荧光定量 ＲＴＰＣＲ定量试剂盒（上
海吉玛制药技术公司）。

１２　仪　器
实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 Ｒｏｃｈｅ公司）；酶

标仪（美国Ｂｉｏｔｅｋ公司）；显微图象采集系统（日本
Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）。
１３　细　胞

人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７、人乳腺癌细胞株
ＭＤＡＭＢ２３１、人胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ由中国药
科大学生物技术中心保存。

"

　方　法

２１　细胞培养
用含１０％胎牛血清 ＋１％青链霉素混合液的

ＤＭＥＭ高糖培养基置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中
培养，待细胞融合率达９０％以上时，用胰蛋白酶消
化，按照１∶３的比例传代。将细胞以每孔２×１０５个
的细胞比例种于６孔板，置于细胞培养箱中继续培
养用于后续实验。

２２　ＲＴｑＰＣＲ实验
用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ，进行反转录得到

ｃＤＮＡ，然后以ｃＤＮＡ为模板进行 ｑＰＣＲ反应，检测
其中 ｍｉＲ２９ａ和 ＨＢＰ１基因 ｍＲＮＡ水平的表达，
ｑＰＣＲ反应数据以循环阈值（Ｃｔ）记录，实验结果利
用ΔΔＣｔ法进行计算，ｍｉＲ２９ａ以 ｕ６为内参，ＨＢＰ１
以ＧＡＰＤＨ为内参，相对定量各实验组样品内ｍｉＲ
２９ａ和ＨＢＰ１基因的表达（ｍｉＲ２９ａ和ｕ６的引物来
自ｍｉＲＮＡ实时荧光定量 ＲＴｑＰＣＲ定量试剂盒；
ＨＢＰ１和ＧＡＰＤＨ引物序列见表１）。

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒｑＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ　　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＧＡＰＤＨＦ ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ
ＧＡＰＤＨＲ ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ
ＨＢＰ１Ｆ ＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＡＡＧＧＡＧＧＡ
ＨＢＰ１Ｒ ＴＴＧＣＡＣＣＡＴＣＣＣＡＡＡＴＣＡＴＣＡ

２３　细胞转染
将ｍｉＲ２９ａ模拟物、ｍｉＲ２９ａ抑制剂、模拟物

阴性对照、抑制剂阴性对照（序列见表２）干粉瞬时
离心后，用含 ＲＮＡ酶抑制剂的 ｄｄＨ２Ｏ溶解，在避
光的条件下吹打混匀，配制成终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ
的工作液（使用时的终浓度均为 １００ｎｍｏｌ／Ｌ），
－２０℃贮存。取“２１”项中所述种于６孔板的细
胞，按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００试剂说明书进行转染，
６ｈ后更换为新的ＤＭＥＭ培养液，继续培养用于后
续实验。

２４　划痕愈合迁移实验
将种植于６孔板中的细胞按照“２３”项下方

法转染２４ｈ后，利用１ｍＬ枪头在细胞层中形成划
痕，于０，４８ｈ在显微镜下观察细胞迁移情况，随机

９４３
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选取３处进行拍照。每组细胞设３个复孔。

Ｔａｂｌｅ２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｎｔｒｏｌｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ Ｓｅｎｓｅ ＵＡＧＣＡＣＣＡＵＣＵＧＡＡＡＵＣＧＧＵＵＡ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＣＣＧＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧＧＵＧＣＵＡＵＵ
Ｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ Ｓｅｎｓｅ ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ
ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＵＡＡＣＣＧＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧＧＵＧＣＵＡ
Ｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＣＡＧＵＡＣＵＵＵＵＧＵＧＵＡＧＵＡＣＡＡ

２５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验
按照“２３”项下方法转染细胞２４ｈ后，将细胞

进行消化，加入无血清 ＤＭＥＭ培养基吹打混匀，调
整细胞的浓度为每毫升５×１０５个，在Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
的下室加入含５％ ＦＢＳ的ＤＭＥＭ培养基８００μＬ，在
上室加入混匀的细胞悬液２００μＬ（在实验前４～６ｈ
将ｍａｔｒｉｇｅｌ胶储液用无血清及抗生素的ＤＭＥＭ培养
基按１∶６进行稀释，以每孔 ５０μＬ的体积加入到
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室中），置于培养箱培养３６～４８ｈ
后，经 ４％多聚甲醛固定 ２０ｍｉｎ和结晶紫染色

２０ｍｉｎ后，用棉签小心擦去膜上面的细胞，用显微图
像采集系统进行观察并随机选取视野进行拍照。

２６　靶基因预测和荧光素酶报告实验
通过生物信息预测数据库 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７１对

ｍｉＲ２９ａ进行检索，预测其靶基因，然后将预测到
的靶基因 ＨＢＰ１作为研究对象。人工合成野生型
片段（ＨＢＰ１ＷＦ／ＷＲ），并引入 ＳｐｅⅠ和 ＨｉｎｄⅢ 限
制性核酸内切酶位点；在野生序列基础上，另外设

计合成了种子序列互补序列的突变位点，合成突变

型片段（ＨＢＰ１ＭＦ／ＭＲ）（具体序列见表３，粗体表
示酶切位点）。包含目标基因的片段经退火后导

入ｐＭＩＲＲＥＰＯＲＴ质粒。将生长良好的 ＨＥＫ２９３Ｔ
细胞种于２４孔板中，于２４孔板的每一孔中，分别
共转染荧光素酶质粒（或相对应的突变质粒）

１μｇ、海肾荧光素酶质粒 ０３μｇ以及相应量的
ｍｉＲ２９ａ模拟物或 ｍｉＲ２９ａ抑制剂或各自对应的
阴性对照。转染４８ｈ后按照试剂盒说明书检测荧
光水平以及进行数据计算。

Ｔａｂｌｅ３　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔａｓｓａｙ
Ｐｒｉｍｅｒ　　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
ＨＢＰ１ＷＦ ＣＴＡＧＴＧＴＡＡＴＡＡＴＡＧＧＣＴＴＧＡＡＡＡＴＴＧＡＴＡＴＣＣＴＧＴＧＧＴＧＣＴＡＡＡＧＴＡＣＡＧＴＡＧＡＡＡＧＡ
ＨＢＰ１ＷＲ ＡＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＡＣＴＧＴＡＣＴＴＴＡＧＣＡＣＣＡＣＡＧＧＡＴＡＴＣＡＡＴＴＴＴＣＡＡＧＣＣＴＡＴＴＡＴＴＡＣＡ
ＨＢＰ１ＭＦ ＣＴＡＧＴＧＴＡＡＴＡＡＴＡＧＧＣＴＴＧＡＣＧＣＣＣＡＧＧＣＧＴＡＣＴＣＴＡＧＡＴＧＣＣＡＧＴＡＣＡＧＴＡＧＡＡＡＧＡ
ＨＢＰ１ＭＲ ＡＧＣＴＴＣＴＴＴＣＴＡＣＴＧＴＡＣＴＧＧＣＡＴＣＴＡＧＡＧＴＡＣＧＣＣＴＧＧＧＣＧＴＣＡＡＧＣＣＴＡＴＴＡＴＴＡＣＡ

２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
细胞转染４８ｈ后，收集细胞裂解提取蛋白，加

入上样缓冲液，１００℃煮沸１０ｍｉｎ，１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳分离蛋白质，再转印至 ＰＶＤＦ膜上，将膜置于
含５０ｇ／Ｌ脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ室温封闭１ｈ；再分别
加入相应的兔抗人ＨＢＰ１抗体及兔抗人ＧＡＰＤＨ抗
体，４℃过夜，次日以ＴＢＳＴ洗涤３次，加入ＨＲＰ标
记羊抗兔 ＩｇＧ抗体室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次，
ＥＣＬ显色系统定影显色，观察条带并进行灰度扫
描。以ＧＡＰＤＨ作为内参对照。
２８　数据统计

实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５
统计软件进行数据统计及图像处理。两组间的比

较用配对ｔ检验，以Ｐ＜００５为有统计学意义。

#

　结　果

３１　ｍｉＲ２９ａ在不同乳腺癌细胞系中的表达
ＭＤＡＭＢ２３１属于高转移性恶性乳腺癌细胞

系，ＭＣＦ７为原位 ＥＲ阳性乳腺癌细胞系，恶性程

度较ＭＤＡＭＢ２３１低，本研究比较了不同乳腺癌
细胞系中 ｍｉＲ２９ａ的表达水平。ＲＴｑＰＣＲ检测结
果（图１）显示，ｍｉＲ２９ａ在 ＭＤＡＭＢ２３１中的表达
明显高于在ＭＣＦ７中，ｍｉＲ２９ａ在恶性程度更高的
ＭＤＡＭＢ２３１中表达较高提示 ｍｉＲ２９ａ的潜在促
肿瘤作用。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ２９ａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（珋ｘ±
ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜０００１ｖｓＭＣＦ７ｇｒｏｕｐ

０５３
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３２　过表达和敲除ｍｉＲ２９ａ的转染效率验证
将ｍｉＲ２９ａ模拟物、ｍｉＲ２９ａ抑制剂及其阴性对

照转染乳腺癌细胞 ＭＣＦ７，细胞转染４８ｈ后，ＲＴ
ｑＰＣＲ检测结果（图２）显示，与模拟物阴性对照组相
比，转染ｍｉＲ２９ａ模拟物的细胞中 ｍｉＲ２９ａ的表达
水平上调，差异有统计学意义；与抑制剂阴性对照组

相比，转染 ｍｉＲ２９ａ抑制剂的细胞中 ｍｉＲ２９ａ的表
达水平下调，差异有统计学意义。总之，以上结果说

明有效地实现了ｍｉＲ２９ａ的过表达和敲除。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆｍｉＲ２９ａｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ／ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
 Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ

３３　ｍｉＲ２９ａ对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞的体外侵袭
和迁移的促进作用

体外迁移实验结果显示，与模拟物阴性对照

组相比，过表达 ｍｉＲ２９ａ的细胞划痕间隙变化显
著升高（图３Ａ）；与抑制剂阴性对照组相比，敲
除 ｍｉＲ２９ａ的细胞划痕间隙变化显著降低（图３
Ｂ）。体外侵袭实验结果显示，过表达 ｍｉＲ２９ａ的
细胞迁移和侵袭数增多（图 ４Ａ）；相应的，敲除
ｍｉＲ２９ａ的细胞侵袭数减少（图 ４Ｂ），差异有统
计学意义。

３４　靶基因预测及ＨＢＰ１的荧光素酶验证
通过预测分析，ｍｉＲ２９ａ序列与 ＨＢＰ１３′非翻

译区（３′ＵＴＲ）存在一个互补结合区，ＨＢＰ１可能为
ｍｉＲ２９ａ的特异性靶基因。本研究进行了荧光素
酶报告实验，实验结果（图５）表明 ＨＢＰ１为 ｍｉＲ
２９ａ的直接靶基因，ｍｉＲ２９ａ与 ＨＢＰ１的３′ＵＴＲ区

存在直接靶向作用。

３５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴｑＣＲ检测ＨＢＰ１蛋白水平
和转录水平的表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果（图６）显示，过表达和敲除
ｍｉＲ２９ａ分别可下调和上调ＨＢＰ１在蛋白水平的表
达。然而，ＲＴｑＰＣＲ结果（图 ７）显示，ｍｉＲ２９ａ的
过表达和敲除对ＨＢＰ１的ｍＲＮＡ水平没有影响。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ（Ａ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｂ）ｏｎｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ（Ａ，３６ｈ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｂ，４８ｈ）
ｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎｏｆＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

１５３
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Ｆｉｇｕｒｅ５　Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅｒｅｐｏｒｔｅｒａｓｓａｙａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｍｉｍｉｃ／ＷＴｇｒｏｕｐ； Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ／ＷＴｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ（Ａ）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（Ｂ）ｏｎｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢＰ１ｉｎＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇｕｒｅ７　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｍｉＲ２９ａｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＢＰ１ｉｎ
ＭＣＦ７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

$

　讨　论

ｍｉＲＮＡ参与细胞增殖、迁移、分化和细胞周期

等多种生物过程。ｍｉＲＮＡ主要通过结合靶基因的
３′非翻译区（３′ＵＴＲ）来控制其靶 ｍＲＮＡ的表达，
单个基因的 ＵＴＲ区可以具有多个 ｍｉＲＮＡ的结合
位点或者某一个 ｍｉＲＮＡ的多个结合位点，这表明
由这些ｍｉＲＮＡ通过复杂的转录后调控影响基因
表达［６］。

ｍｉＲ２９ａ位于染色体７ｑ３２３负链的普通型脆
性位点ＦＲＡ７Ｈ内，可能与肿瘤密切相关［７］。ｍｉＲ
２９ａ被报道在多种肿瘤中低表达且是抑癌因子，如
胃癌［８］、胰腺癌［９］、宫颈癌［１０］、前列腺癌［１１］、食管

癌［１２］等；然而ｍｉＲ２９ａ也被报道在乳腺癌［４］、结肠

癌［１３］中表达上调，作为促癌基因促进了肿瘤的发

生及发展。本研究首先通过实时荧光定量 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测了乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７和 ＭＤＡＭＢ
２３１中ｍｉＲ２９ａ的表达水平，发现与ＭＣＦ７细胞相
比，ｍｉＲ２９ａ在 ＭＤＡＭＢ２３１中的表达上调，因为
相比 ＭＣＦ７细胞，ＭＤＡＭＢ２３１转移性和恶性程
度更高，这提示ｍｉＲ２９ａ在乳腺癌发生和发展过程
中可能起促进的作用。为了进一步明确 ｍｉＲ２９ａ
在乳腺癌中的作用，本研究以 ＭＣＦ７细胞作为研
究对象，通过脂质体法将 ｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ及 ｍｉＲ
２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ及其相应的阴性对照转染至细胞中，
通过划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验发现，与阴性对照
组相比较，转染 ｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ后细胞的迁移和侵
袭的能力增加，而转染 ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后细胞的
迁移和侵袭的能力减少，这表明ｍｉＲ２９ａ对乳腺癌
细胞迁移和侵袭能力具有正向调控作用。

此外，为了进一步研究ｍｉＲ２９ａ调控肿瘤转移
的机制，本研究用目前常用的 ｍｉＲＮＡ靶基因预测
软件 Ｔａｒｇｅｔｓｃａｎ７１对 ｍｉＲ２９ａ的靶基因进行预
测，发现 ＨＢＰ１的３′ＵＴＲ区域存在与 ｍｉＲ２９ａ不
完全配对的序列，这说明 ＨＢＰ１有可能是 ｍｉＲ２９ａ
的靶基因。ＨＢＰ１（ＨＭＧ盒转录因子１），是一种核
蛋白，人体多种组织中均有表达［１４］，如大脑、子宫、

睾丸、肺以及心脏等。ＨＢＰ１是一种重要的肿瘤抑
制因子，其抑制肿瘤机制有多种［１５］：ＨＢＰ１抑制转
录因子ｃＭｙｃ的活性及表达；通过与ｐ３８ＭＡＰＫ通
路作用调控细胞周期的阻滞；参与 Ｒａｓ介导的早
衰；ＨＢＰ１还可阻滞Ｗｎｔβ连环蛋白信号通路从而
抑制Ｇ１进程，进而抑制肿瘤细胞生长。一些临床
研究表明，在浸润性乳腺癌中发生 ＨＢＰ１的突变或
表达减少，并且ＨＢＰ１可能调节几种类型的乳腺癌

２５３
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的增殖和侵袭［１６－１７］。ＨＢＰ１是通过抑制 ＬＥＦ／ＴＣＦ
转录因子抑制 Ｗｎｔ／ｂｃａｔｅｎｉｎ信号传导［１８］，而 Ｗｎｔ
信号通路是会进一步影响肿瘤细胞的侵袭和转移

的［１９－２０］。综合以上几点推测，ＨＢＰ１通过 Ｗｎｔ信
号通路抑制乳腺癌细胞的迁移和侵袭，因此选择

ＨＢＰ１基因作为下一步研究的对象。
为了验证 ｍｉＲ２９ａ与 ＨＢＰ１之间是否存在调

控的关系，本研究先进行了荧光素酶报告基因验证

实验，发现 ｍｉＲ２９ａ直接与 ＨＢＰ１基因的 ３′ＵＴＲ
区域相结合，然后又检测了 ｍｉＲ２９ａ变化后 ＨＢＰ１
的表达情况。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与阴性对照
组相比较，当细胞转染 ｍｉＲ２９ａｍｉｍｉｃ后，ＨＢＰ１蛋
白质的表达下调，而细胞转染ｍｉＲ２９ａｉｎｈｉｂｉｔｏｒ后，
ＨＢＰ１蛋白质的表达上调，说明 ｍｉＲ２９ａ可负向调
控ＨＢＰ１蛋白的表达。然而，ＲＴｑＰＣＲ的结果显
示，过表达或敲除 ｍｉＲ２９ａ后，ＨＢＰ１在 ｍＲＮＡ水
平上的表达没有变化，说明 ｍｉＲ２９ａ调控 ＨＢＰ１的
表达是通过结合 ＨＢＰ１的 ｍＲＮＡ抑制其蛋白水平
表达，而非使其 ｍＲＮＡ降解，这符合 ｍｉＲＮＡ调控
靶基因的一般规律。

综合以上实验结果，本研究推测，在乳腺癌中

高表达的ｍｉＲ２９ａ通过下调 ＨＢＰ１，从而使乳腺癌
细胞获得高的迁移和侵袭能力，促进乳腺癌的转

移，其具体机制可能是通过 Ｗｎｔ信号通路，还有待
进一步实验研究确认。
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