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［摘要］ 　 目的　 探讨微小 ＲＮＡ⁃２２１ ／ ２２２（ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２）对垂体瘤细胞增殖、凋亡、迁移等生物

学行为的影响。 方法　 选取 ２０２２ 年 ６ 月 ～ ２０２３ 年 １２ 月在解放军总医院海南医院未接受手术治

疗的垂体瘤患者 ５ 例作为垂体瘤组，另选取同期在该院性别及年龄相匹配的健康体检者 ５ 例为健

康对照组；将人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 分为 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组、ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组及阴性对

照组。 采用 ＣＣＫ⁃８ 检测 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 对人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 分裂增殖能力的影响；采用流式细

胞术（ＦＣＭ） 检测 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 对人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 凋亡的影响；采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 法检测

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２对垂体瘤细胞迁移的影响；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 对垂体瘤细胞中

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平的影响。 结果 　 与健康对照组比

较，垂体瘤组的血浆外泌体ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 水平显著升高（Ｐ ＜０． ０５）。 与阴性对照组比较，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
模拟物组可显著促进垂体瘤细胞增殖、迁移，抑制凋亡；而 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组可显著抑制垂体

瘤细胞增殖、迁移，促进凋亡（Ｐ ＜ ０． ００１）；与阴性对照组比较，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组可显著抑制

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达，促进 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平（Ｐ ＜ ０． ００１），ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
抑制物组可显著促进 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达，抑制 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平（Ｐ ＜
０． ００１）结论　 在人垂体瘤细胞中，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 高表达可促进垂体瘤细胞增殖，在垂体瘤发生发展

过程中起到原癌基因的作用。
［关键词］ 　 微小 ＲＮＡ⁃２２１ ／ ２２２；　 垂体腺瘤；　 增殖；　 凋亡；　 迁移；　 上皮间质转化
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ＧＴ１⁃１； ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ （ＦＣＭ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ
ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＧＴ１⁃１ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ； Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ； Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
ｏｎ ｔｈｅ Ｃｌｅａｖｅｄ ｉｎ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅ
ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０． ０５）． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｇｒｏｕｐ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （Ｐ ＜
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０． ００１）； ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｍｉｍｉｃｓ ｇｒｏｕｐ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ， ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ
Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ （ Ｐ ＜ ０． ００１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｇｒｏｕｐ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３， Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
（Ｐ ＜ ０． ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ， ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ ｐｒｏｍｏｔｅｓ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ａｃｔｓ ａｓ ａ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ ｄｕｒｉｎｇ ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｔｕｍｏｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．

［Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ］　 ＭｉｒｃｏＲＮＡ⁃２２１ ／ ２２２；　 Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ａｄｅｎｏｍａ；　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；　 Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ；
Ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ

　 　 垂体腺瘤（ＰｉｔＮＥＴ）是一种常见的颅内肿瘤，约占

所有颅内原发肿瘤的 １０％ ～ １５％ ，其可分为非功能性

垂体腺瘤和功能性垂体腺瘤，后者包括泌乳素瘤、生长

激素瘤等［１］。 绝大多数垂体腺瘤在生物学上属于良

性，但部分垂体瘤呈局部侵袭性生长，通常侵犯海绵

窦、视交叉等重要周围组织，引起激素分泌紊乱、视觉

缺损等临床症状［２］。 内镜下手术切除是垂体瘤的主

要治疗方式，但因其周围组织结构复杂，手术完整切除

十分困难，同时有研究指出，垂体瘤 １０ 年复发率约为

１０％ ［３］。 因此，阐明调控垂体瘤细胞增殖、迁移等生

物学行为的潜在分子机制有助于垂体瘤的早期诊断及

治疗，以利于改善患者的预后。 微小 ＲＮＡ（ｍｉＲ）是一

类 １８ ～ ２７ 个核苷酸组成的非编码单链 ＲＮＡ 分子，广
泛存在于真核细胞内，参与细胞增殖、凋亡、衰老等重

要生物学行为［４］。 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 在恶性脑膜瘤、乳腺

癌中发挥了重要作用，但在垂体瘤中相关报道甚少。
因此本研究聚焦血浆中外泌体 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 对于垂体

瘤细胞增殖、凋亡、迁移等的影响，探索垂体瘤早期诊

断、精准治疗的新靶点。

对象与方法

１． 对象：选取 ２０２２ 年 ６ 月 ～ ２０２３ 年 １２ 月在解放

军总医院海南医院未接受手术治疗的垂体瘤患者 ５ 例

（垂体瘤组），排除已进行放化疗、复发和资料不全者。
另选取性别及年龄相匹配的同期在解放军总医院海南

医院的健康体检者 ５ 例（健康对照组）。 本研究获得

解放军总医院海南医院伦理委员会批准，所有患者均

知情同意。 人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 购自上海富衡生

物；转染剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 购自美国 Ｌｉｆｅ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司；ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物、ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物购自

上海亚载生物；Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 一抗、Ｃａｓｐａｓｅ３ 一抗、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 一抗及 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 一抗均购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒购自中国生工生物

工程上海（股份）有限公司；凋亡试剂盒购自武汉伊莱

瑞特生物科技股份有限公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室购自美国

ＣＯＲＮＩＮＧ 公司；外泌体提取纯化试剂盒购自上海宇玫

博生物科技有限公司；实时定量 ＰＣＲ 试剂盒购自北京

康润诚业生物科技有限公司。

２． 方法

（１）ＲＮＡ 提取：取垂体瘤组患者及健康对照组受

试者清晨空腹采集的全血，在 ４ ℃ 下 ５ ０００ ｒｐｍ 离心

５ ｍｉｎ，取上清即为血浆。 ４ ℃下 ３ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，
去除细胞碎片。 加入外泌体浓缩溶液混匀，４ ℃下静

置后 １０ ０００ ｇ 离心 ６０ ｍｉｎ，弃上清，沉淀中富含外泌体

颗粒，以 ＰＢＳ 重悬，并进行纯化。 外泌体中加入 １ ｍｌ
Ｔｒｉｚｏｌ 试剂，裂解后加入氯仿，４ ℃下 １２ ０００ ｒｐｍ 离心

１５ ｍｉｎ，取上层水相，加入异丙醇，离心、洗涤、干燥后

溶于 ＤＥＰＣ 水中，获得总 ＲＮＡ。 逆转录获得 ｃＤＮＡ，并进

行荧光定量 ＰＣＲ 检测。
（２）细胞分组与转染：将人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１

置于含 １０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中，在 ５％
ＣＯ２、３７ ℃恒温培养箱中培养，每隔 ２ ｄ 更换培养基一

次。 待 ＧＴ１⁃１ 细胞处于对数生长期、７５％融合度时，参
照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ 使用说明进行转染，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
模拟物组、ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组、阴性对照组细胞分

别添加 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物、抑制物、无关对照序列，
转染终浓度为 ５０ ｎＭ，转染 ３ ｈ 后更换为新鲜 ＤＭＥＭ
培养基常规培养。

（３）ＣＣＫ⁃８ 检测：将细胞接种于 ９６ 孔板，每组细

胞设置 ３ 个复孔。 同一时间点向每孔加入 １０ μｌ 的
ＣＣＫ⁃８ 试剂，在 ３７ ℃细胞培养箱中避光孵育 ４０ ｍｉｎ，
分别检测细胞在 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ、９６ ｈ 于 ４５０ ｎｍ 处的

ＯＤ 值，并进行数据分析。
（４）流式细胞术：转染 ４８ ｈ，胰酶消化后收集细

胞，ＰＢＳ 缓冲液洗涤细胞，加入 ２５０ μｌ １ × Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ
重悬细胞，调节其浓度为 １ × １０６ 细胞 ／ ｍｌ。 加入 ５ μｌ
ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 和 ５ μｌ 碘化丙啶（ＰＩ），室温避光条件

下孵育 １５ ｍｉｎ，使用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。
（５）Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验：转染 ４８ ｈ 后取 １００ μｌ 细胞悬

液加入 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室至上室，下室加入 ５００ μｌ 含 ２０％
ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基，常规培养 ２４ ｈ 后，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，ＰＢＳ 轻柔冲洗，甲醛固定 ３０ ｍｉｎ，结晶紫染色

３０ ｍｉｎ，显微镜下随机选取 ３ 个视野观察细胞，计数并

进行数据分析。
（６）Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ：转染 ４８ ｈ 后用细胞裂解液提取

总蛋白，对各组总蛋白利用 ＢＣＡ 法进行蛋白定量，配
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置 ８％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶，每组上样 ３０ μｇ 总蛋白，恒压

８０ Ｖ 电泳蛋白样品，１００ Ｖ 恒压冰浴 ６０ ｍｉｎ 转模，使用

含 ５％脱脂奶粉的 ＴＢＳＴ 缓冲液室温下封闭 ６０ ｍｉｎ，与
稀释后的 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 一

抗 ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤 ５ 次，与 ＨＲＰ 偶联

的二抗溶液室温下孵育 １ ｈ，ＴＢＳＴ 缓冲液洗涤 ５ 次，加
入显影液显色曝光，采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 图像分析软件进行

数据分析。
３． 统计学处理：应用 ＳＰＳＳ ２６． ０ 软件进行统计学

分析。 符合正态分布的计量资料以 􀭰ｘ ± ｓ 表示，多组间

比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｔ 检验。 以

Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。

结　 　 果

１． 垂体瘤组与健康对照组血浆外泌体 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
的表达情况：垂体瘤组患者血浆外泌体 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
水平高于健康对照组［（５． ８２ ± １． ７５）比（１． ００ ± ０． ４１），
（３． ９３ ± ０． ８１）比（１． ００ ± ０． ３０），Ｐ ＜ ０． ００１］。

２． ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 对人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 分裂增

殖、凋亡及迁移能力的影响：阴性对照组、ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
模拟物组 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 及 ９６ ｈ 人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１
分裂增殖能力均依次升高，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组

２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 分裂增殖能力

均依次升高 （Ｐ ＜ ０． ０５）；与同期阴性对照组比较，
ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２模拟物组 ７２ ｈ 和 ９６ ｈ 人垂体瘤细胞增殖

能力显著升高，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组 ７２ ｈ 和 ９６ ｈ 垂

体瘤细胞增殖能力显著降低；ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组

７２ ｈ 和 ９６ ｈ 垂体瘤细胞增殖速率显著高于同期

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２抑制物组（Ｐ ＜ ０． ００１）。 见表 １。 与阴性

对照组相比，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组垂体瘤细胞凋亡

率显著降低，迁移率显著升高；ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组

垂体瘤细胞凋亡率显著升高，迁移率显著降低（Ｐ ＜
０． ０５）。 与 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组比较，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
抑制物组细胞凋亡率显著升高，细胞迁移率显著降低

（Ｐ ＜ ０． ００１）。 见表 ２。
表 ２　 不同组别人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 凋亡及迁移能力比较

（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 细胞凋亡率（％ ） 细胞迁移率（％ ）

阴性对照组 ７． ３１ ± ０． ６５ ２８１． ６６ ± ２３． ３５

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组 ２． ９６ ± ０． ７０ａ ５２２． ３３ ± ２９． ５３ａ

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组 ２３． ８３ ± １． ３３ａｂ ５８． ００ ± ６． ５５ａｂ

Ｆ 值 ６１７． ３０８ １４８． ３０７

Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 注：与阴性对照组比较，ａ Ｐ ＜ ０． ００１；与 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组比

较，ｂＰ ＜ ０． ００１

表 １　 不同组别人垂体瘤细胞系 ＧＴ１⁃１ 分裂增殖能力比较

（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 铺板时间（ｈ） ＯＤ 值

阴性对照组

２４ ０． ３３ ± ０． ０１
４８ ０． ４８ ± ０． ０３ｃ

７２ ０． ７９ ± ０． ０５ｃｄ

９６ ０． ９４ ± ０． １２ｃｄｅ

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组

２４ ０． ３９ ± ０． ０１
４８ ０． ６０ ± ０． ０２ｃ

７２ １． ０６ ± ０． １０ａｃｄ

９６ １． ３６ ± ０． １２ａｃｄｅ

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组

２４ ０． ３０ ± ０． ０１
４８ ０． ４０ ± ０． ０４ｃ

７２ ０． ５４ ± ０． ０５ａｂｃｄ

９６ ０． ５９ ± ０． １０ａｂｃｄ

　 　 注：与同期阴性对照组比较，ａＰ ＜ ０． ０５；与同期 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟

物组比较，ｂＰ ＜ ０． ０５；与同组 ２４ ｈ 比较，ｃＰ ＜ ０． ０５；与同组 ４８ ｈ 比较，
ｄＰ ＜ ０． ０５；与同组 ７２ ｈ 比较，ｅＰ ＜ ０． ０５

　 　 ３． ３ 组垂体瘤细胞 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平比较：阴性对照

组、ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组及抑制物组人垂体瘤细胞

Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白表达水平比较差异无统计学意义（Ｐ ＞
０． ０５）。 与阴性对照组比较，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组垂

体瘤细胞中 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水

平显著降低，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平显著升高；ｍｉＲ⁃
２２１ ／ ２２２ 抑制物组垂体 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达水平显著升高，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平显

著降低（Ｐ ＜ ０． ００１）。 与 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组比较，
ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 抑制物组 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ
蛋白表达水平显著升高，Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平显

著降低（Ｐ ＜ ０． ００１）。 见表 ３。

表 ３　 ３ 组人垂体瘤细胞 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 及 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平比较（􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别
Ｃｌｅａｖｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｃａｓｐａｓｅ３ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ

阴性对照组 １． ０３ ± ０． １３ １． ０２ ± ０． １２ １． ０１ ± ０． ０９ １． ０４ ± ０． ０７
ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
模拟物组

０． ３３ ±０． ０２ａ ０． ９７ ±０． ０６ ０． ２５ ±０． ０２ａ ３． ９１ ±０． １８ａ

ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
抑制物组

２． ５８ ±０． １１ａｂ １． ０２ ±０． ０７ ４． ０４ ±０． ２８ａｂ ０． ３３ ±０． ０３ａｂ

Ｆ 值 ２５７． ８０３ ８． ５８１ １０５． ４００ ７４． ２８６

Ｐ 值 ＜０． ００１ ０． ４８０ ＜０． ００１ ＜０． ００１

　 　 注：与阴性对照组比较，ａ Ｐ ＜ ０． ００１；与 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物组比较，
ｂＰ ＜０． ００１

讨　 　 论

垂体瘤是常见的颅内肿瘤，绝大部分属于良性肿瘤，
但在临床中部分垂体瘤呈局部侵袭性生长，压迫周围重

要组织，并对手术根治造成困难。 细胞增殖与细胞凋亡
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是垂体瘤发生、发展的两个重要生物学过程，垂体瘤细胞

的快速增殖与低水平凋亡导致瘤体迅速增大，出现压迫

症状，甚至是局部侵袭性生长［２，５］。 因此，探讨在垂体瘤

生长、迁移中的关键分子，对其治疗具有重要意义。
ＭｉＲ 为非编码单链 ＲＮＡ 分子，其本身不参与基因的

转录与翻译过程，而是通过与目标基因 ｍＲＮＡ 中的 ３’非
编码区特异性结合，通过一系列分子生物学作用，降解目

标基因 ｍＲＮＡ 或阻断目标基因 ｍＲＮＡ 翻译，起到转录后

调控的作用［４］。 既往研究发现，在垂体瘤中，ｍｉＲ⁃３０ｄ、
ｍｉＲ⁃５４３ 通过抑制细胞凋亡、促进细胞侵袭，起到原癌基

因的作用，而 ｍｉＲ⁃１４９、ｍｉＲ⁃３４ａ 等可通过抑制细胞增殖及

侵袭，促进细胞凋亡，从而抑制垂体瘤生长，起到抑癌基

因作用［６⁃７］。 人 ｍｉＲ⁃２２１ 与 ｍｉＲ⁃２２２ 具有高度同源的核心

序列，在 Ｘ 染色体上前后排列编码［８］。 研究表明，在恶性

胶质瘤中，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 通过调控 ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路，
促进肿瘤血管生成，从而促进胶质瘤进展［９］。 在前列

腺癌中，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 通过抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃１０ 蛋白的表

达，进一步抑制细胞凋亡，促进细胞增殖，推动了肿瘤

的发生与发展［１０］。 由此可见，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 在多种肿

瘤的发病机制中起到重要作用，但在垂体瘤中尚未见

报道。 细胞凋亡是一种细胞程序性死亡，是机体内清

除异常细胞的重要途径之一，在肿瘤细胞中，细胞凋亡

常常处于抑制或缺陷状态，使得机体无法清除异常或

病变细胞，最终导致肿瘤形成［１１］。 Ｃａｓｐａｓｅ 蛋白及即

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶，可通过多种信号通路调节

细胞凋亡，Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 为 Ｃａｓｐａｓｅ 家族的核心成员，是执

行细胞凋亡的关键蛋白，在肿瘤、缺血再灌注损伤等多

种疾病的发生发展中发挥重要作用［１２］。 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白活化过程中的剪切片段，
其表达水平可反映 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的活性和细胞凋亡

水平［１３］。 本研究发现，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 模拟物可显著促

进垂体瘤细胞增殖，并通过抑制 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３，抑
制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白活性，进而抑制垂体瘤细胞凋亡，在
垂体瘤中起到原癌基因的作用。 上皮间质转化（ＥＭＴ）
是上皮细胞逐渐转化为间质样细胞的过程，使上皮细

胞失去极性和细胞粘附功能，是细胞转移和侵袭的重

要环节，在胚胎发育、器官纤维化、肿瘤转移侵袭中发

挥重要作用［１４］。 研究表明，肿瘤细胞可通过 ＥＭＴ 进

行迁移、侵入毛细血管、淋巴管，完成局部及远处转

移［１５］。 研究发现，在乳腺癌中，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 通过激活

肿瘤干细胞中 Ａｋｔ ／ ＮＦ⁃κＢ ／ ＣＯＸ⁃２ 信号通路，促进乳腺

癌细胞 ＥＭＴ，促进乳腺癌转移［１６］。 本研究发现，ｍｉＲ⁃
２２１ ／ ２２２ 模拟物可抑制上皮细胞标志物Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ蛋
白的表达，促进间质上皮标志物 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表

达，促进垂体瘤细胞 ＥＭＴ，进而促进垂体瘤细胞迁移。

然而，本研究仍有一定的局限性：ＧＴ１⁃１ 细胞系在

侵袭小室中未发现侵袭能力，未能探明 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
是否对垂体瘤细胞侵袭起到调控作用。 我们在下一步

研究中，拟通过转录组测序、生物信息分析及查阅文献

等方法，确定 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 在垂体瘤细胞系中的靶基

因，并在体内及体外实验中进行验证。
综上所述，本研究发现 ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２ 可促进垂体

瘤细胞增殖，并通过抑制 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３ 蛋白的表

达，抑制垂体瘤细胞凋亡，同时通过抑制 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋

白的表达、促进 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达，促进垂体瘤细

胞迁移，促进垂体瘤发生与发展。 因此，ｍｉＲ⁃２２１ ／ ２２２
可作为垂体瘤诊断和分子治疗的新靶点，具有重要的

临床意义。
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