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慢病毒介导MicroRNA-376b-3p对垂体腺瘤细胞增殖和凋亡的
影响及机制探究 *
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摘要 目的：探究慢病毒介导MicroRNA-376b-3p对垂体腺瘤增殖和凋亡的影响及其可能的机制。方法：以体外培养的人垂体腺瘤

细胞系为研究对象，分别设立为 MicroRNA-376b-3p mimics组(对照组)和慢病毒 lenti-sh MicroRNA-376b-3p 组(药物组)，采用

MTT法检测MicroRNA-376b-3p对垂体腺瘤细胞增殖的影响，AnnexinV-FITC/PI双染法检测 MicroRNA-376b-3p对垂体腺瘤细

胞凋亡率的影响，Western blot法检测 MicroRNA-376b-3p对高迁移率蛋白 A2(HMGA2)、Bcl-2相关 X蛋白(Bax)、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶 -3(Caspase-3)蛋白表达的影响。结果：(1)慢病毒介导MicroRNA-376b-3p能够显著抑制垂体腺瘤细胞的增殖(P<0.05)；
(2)在 MicroRNA-376b-3p干预后 12 h、24 h以及 48 h，垂体腺细胞的凋亡率均明显升高(P<0.05)；(3)经 MicroRNA-376b-3p转染

后，Bax蛋白表达升高，Bcl-2、Caspase-3、Survivin以及 HMGA2蛋白表达降低(P<0.05)。结论：慢病毒介导 MicroRNA-376b-3p能

够明显抑制垂体腺瘤细胞增殖，诱导其凋亡，分析其作用机制可能与下调 HMGA2和 Survivin表达及上调 Bax蛋白表达有关。
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Effect of Lentivirus-mediated MicroRNA-376b-3p on the Proliferation and
Apoptosis of Pituitary Adenoma Cells and the Mechanism*

To investigate the effect of lentivirus-mediated microrna-376b-3p on the proliferation and apoptosis of pitu-

itary adenomas and its possible mechanism. Taking human pituitary adenoma cell lines cultured in vitro as the research object,

the microRNA-376b-3p mimics group (control group) and lenti-sh MicroRNA-376b-3p group (drug group) were established respectively,

and the MTT method was used to detect MicroRNA-376b-3p on the proliferation of pituitary adenoma cells, the AnnexinV-FITC/PI dou-

ble staining method was used to detect the effect of MicroRNA-376b-3p on the apoptosis rate of pituitary adenoma cells, and the Western

blot method was used to detect the effect of MicroRNA-376b-3p on HMGA2, Bax, Caspase-3 protein expression. (1)

Lentivirus-mediated Microrna-376b-3p could significantly inhibit the proliferation of pituitary adenoma cells (P<0.05). (2) At 12, 24 and
48 h after microrna-376b-3p intervention, the apoptosis rate of pituitary gland cells in the control group was significantly lower than that

in the drug group (P<0.05). (3) After transfection with microrna-376b-3p transformation, the expression of Bax protein increased, and the
expression of Bcl-2, Caspase-3, Survivin and HMGA2 protein decreased (P<0.05). Lentivirus-mediated Microrna-376b-3p

could significantly inhibit the proliferation of pituitary adenoma cells and induce apoptosis. The mechanism of microrna-376b-3p may be

related to its targeted down-regulation of HMGA2 expression, up-regulation of Bax protein expression and regulation of survivin protein

expression.
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前言

垂体腺瘤是一种起源于蝶鞍内脑垂体细胞的肿瘤，多发生

于垂体前叶、后叶以及颅咽管上皮残余细胞内，发病率较高，约

占颅内肿瘤的 10 %~25 %左右，多为良性，仅有约 0.1 %~0.2 %

具有侵袭性。中年人为该病的高发群体，男女患病率并无明显

差异[1-3]。流调学显示美国每年约有 2500万新发垂体瘤病患，全

球的垂体瘤患病率约为 19.9/10万，总体发病率较高[4,5]。临床研

究显示垂体瘤主要通过影响激素分泌水平以及对周围组织结

构产生压迫影响个体健康。随着垂体瘤的生长，正常的垂体组
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织会因受压而萎缩，使个体垂体促激素分泌减少以及靶腺萎

缩，导致闭经、不孕不育、阳痿等症；体积较大的肿瘤还会引起

周围组织压迫症状，产生神经刺激症状、视神经压迫症；最后激

素分泌的异常可使个体出现巨人症、甲状腺功能亢进等症[6-9]。

临床上建议对垂体腺瘤及早开展干预治疗。近些年，分子

生物学的发展使基因治疗成为各类肿瘤治疗热门方向，特别是

靶向治疗具有针对性强、安全性高等特点 [10,11]。MicroRNA-

376b-3p属于Mir-376家族的一员，该家族成员广泛参与诸如

细胞自噬、心肌保护、红细胞分化等众多生物学过程[12,13]，但关

于MicroRNA-376b-3p对于垂体腺瘤细胞生长的影响目前尚不

完全明确。本研究主要探讨了慢病毒介导 MicroRNA-376b-3p

对垂体腺瘤细胞生长的影响，以期为垂体腺瘤患者的临床治疗

提供更为详实的理论依据，现详述如下。

1 材料与方法

1.1 材料

HGMA2质粒 (采购自北纳生物科技有限公司)、空载体

(pcDNA3.1)(采购自北京博迈德基因技术有限公司)、DMEM高

糖培养基(采购自上海联硕生物科技有限公司)、胎牛血清(采购

自索莱宝科技有限公司)、0.25 %胰酶 (采购自上海康朗生物科

技有限公司)、羟乙基哌嗪乙硫磺酸(采购自苏州亚科科技有限

公司)、转染试剂(采购自金传科技有限公司)、HGMA2一抗(采

购自艾美捷科技有限公司)、山羊抗兔 IgG(采购自上海善然生

物科技有限公司)、CCK-8细胞增殖检测试剂盒(采购自翊圣生

物科技有限公司)、细胞周期检测试剂盒(采购自南京恩晶生物

科技有限公司)、BCA蛋白浓度测定试剂盒(采购自碧云天生物

技术研究所)。

1.2 方法

实验分组及干预 将选择的细胞系置于 DMEM 培养液

中，于培养箱(37℃、5 % CO2)中常规培养，并根据细胞代谢情况

进行换液和消化传代；而后取对数期的垂体腺瘤细胞经胰酶消

化后，调整为 1× 104个 /mL细胞浓度，每孔 100 滋L接种于 96

孔板中；将其均分为对照组和药物组，每组设置 6个复孔；对照

组接受 MicroRNA-376b-3p mimics干预，而药物组则接受慢病

毒 lenti-sh MicroRNA-376b-3p转染；两组转染后培养时间均为

48 h。

1.3 观察指标

1.3.1 细胞存活率 培养结束后加入MTT并孵育 4 h，而后加

入 DMSO，于 570 nm条件下测定每孔的 OD值，计算细胞存活

率，细胞存活率计算公式为：细胞存活率(%)=(对照孔吸光度 -

实验孔吸光度)/对照孔吸光度× 100 %[14,15]。

1.3.2 细胞凋亡率 采用 AnnexinV-FITC/PI双染法检测 Mi-

croRNA-376b-3p转染后的细胞凋亡情况，取对数生长期的垂

体腺瘤细胞，以 5× 105个 /mL的密度接种于 6孔板中，每孔板

放置 2 mL细胞液，使用 AnnexinV-FITC/PI试剂盒对两组细胞

的凋亡情况进行检测，于流式细胞仪中对早期细胞凋亡率进行

计算，并开展组间差异性分析，注意每个指标检测 3次取平均

值作为最终结果。

1.3.3 蛋白表达 选择抗体为兔抗人 HMGA2 抗体（货号：

25810002）、兔抗人 Bax抗体（货号：H00000581-K）、兔抗人

Caspace-3（货号：AF-0012），均购自上海越研生物科技有限公

司，严格按照说明书操作，使用 Western blot 法就 MicroR-

NA-376b-3p转染对垂体腺瘤细胞中 HMGA2、Bcl-2、Bax以及

Caspase-3蛋白表达影响进行分析，取对数期生长的垂体腺瘤

细胞，以 5× 105个 /mL的密度接种于 6孔板中，每孔板放置 1

mL细胞液，孵育后使用 PBS洗涤 3次，加入裂解液后取上清，

开展蛋白定量以及免疫标记，蛋白浓度的计算按照蛋白浓度测

定试剂盒说明进行。

1.4 统计学方法

将采集的数据录入 SPSS 22.0数据软件中进行处理，计量

资料应用(x± s)的形式表示，组间及组内对比采用 t检验，计数

资料采用[n(%)]的形式来表示，组间差异性对比采用卡方检验，

连续变量的前后差异性分析采用 Student's t test检验，取 P<0.
05为差异存在统计学意义。

2 结果

2.1 两组垂体腺瘤细胞增殖的影响

MTT检测结果显示慢病毒介导 MicroRNA-376b-3p对垂

体腺瘤细胞增殖具有明显的抑制效果，药物组细胞增殖度为

(41.22± 4.55)%，对照组细胞增殖度为(101.22± 5.22)%，两组间

细胞增殖相比差异明显(P<0.05)，具体数据如图 1所示。

2.2 两组垂体腺瘤细胞凋亡影响分析

将MicroRNA-376b-3p作用于垂体腺瘤细胞，通过 Annex-

inV-FITC/PI双染法检测发现，作用后 12 h、24 h和 48 h三个时

间点时，药物组的细胞凋亡率明显均高于对照组细胞，组间比

较差异明显(P<0.05)，具体数据如图 2所示。

2.3 两组对 HMGA2、Bcl-2、Bax及 Caspase-3蛋白表达影响

使用 MicroRNA-376b-3p对垂体腺瘤细胞开展干预后，应

用 Western blot 就 MicroRNA-376b-3p 对 HMGA2、Bcl-2、Bax

及 Caspase-3蛋白表达影响进行分析，结果显示，经干预后

BAX蛋白表达升高，Bcl-2、Caspase-3以及 HMGA2蛋白表达

降低，药物组与对照组细胞组间上述蛋白表达差异明显(P<0.
05)，如图 3所示。

图 1 两组对垂体腺瘤细胞增殖影响分析

Fig.1 Analysis of the effect of the proliferation of pituitary adenoma cells

of the two groups
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2.4 两组对 Survivin蛋白表达影响

接受干预后，对照组 Survivin蛋白表达显著高于药物组

Survivin蛋白表达，蛋白印迹显示两组间差异明显(P<0.05)，具
体数据如图 4所示。

3 讨论

脑垂体是人体中最重要且较为复杂的内分泌腺，能够分泌

多种具有重要生理作用的激素，同时还具有调控其他内分泌腺

分泌的作用，在神经系统与内分泌腺的相互作用中处于重要地

位。垂体瘤是常见颅内良性肿瘤之一，其主要临床症状为颅内

压迫症状，诸如头痛、视力下降、视野缺损等，部分功能性垂体

腺瘤还会因类型差异而表现出不同的内分泌失调症状，诸如停

经、泌乳、肢端肥大、甲亢、性功能减退、代谢紊乱等，随着垂体

腺瘤的生长患者还会出现一系列神经及脑损害症状[16,17]。垂体

腺瘤好发于青壮年，会对个体的生长、发育以及劳动能力产生

明显影响，部分患者还会因症状明显进而影响其社会活动、心

理功能等，降低患者的生存质量，因而临床上建议及早实施

干预[18,19]。

临床研究发现，垂体腺瘤多数为单个、瘤体可大可小，一般

临床上将直径小于 10 mm的垂体腺瘤称为微小腺瘤，将大于

10 mm的垂体腺瘤称为大腺瘤，垂体腺瘤多表面光滑且有完整

包膜，偶尔会出现侵蚀蝶骨长入鼻咽部的情况[20,21]。当前临床上

对垂体腺瘤的治疗措施多依赖手术治疗，主要为经额开颅肿瘤

切除术或经口鼻碟入路显微切除，无论何种治疗手段，均会对

患者造成一定的创伤[22,23]。随着近些年分子生物学的进展，基因

干预成为垂体腺瘤治疗新的研究方向，多项研究结果显示，许

多药物都是通过抑制肿瘤细胞的增殖以及诱导细胞凋亡从而

发挥抗肿瘤作用的[24]。MicroRNA-376b-3p属于Mir-376家族的

一员，Mir-376家族共有 3个成员，即 miR-376a (-3p与 -5p)、

miR-376b(-3p 与 -5p)和 miR-376c (-3p 与 -5p)，有调研发现，

Mir-376在诸如细胞自噬、红细胞分化等多种进程中发挥重要

作用，同时也有多项研究指出，miR-367在诸如子宫内膜癌、肝

癌等多类肿瘤中呈现异常表达态，提示该 miRNA可以作为评

估肿瘤发生发展，以及患者预后的重要指标来应用[25,26]。

本研究结果显示相比于应用 MicroRNA-376b-3p mimics

干预的对照组细胞，选择慢病毒 lenti-sh MicroRNA-376b-3p干

预的药物组细胞增殖明显下降，而细胞凋亡率显著升高，与沈

云龙 [27] 等学者的研究有相似之处，该学者观察慢病毒介导

shRNA沉默 PTTG基因表达对人生长激素型垂体腺瘤细胞生

长的影响，结果显示实验组细胞转染 PTTG- shRNA慢病毒载

体后，PTTG mRNA和蛋白表达显著下降，细胞生长显著变慢，

G0/G1期细胞比例显著增高，凋亡率明显增加。本研究结果提

示慢病毒 lenti-sh介导 MicroRNA-376b-3p的干预明显抑制了

细胞的增殖，加速了细胞的凋亡进程。一项针对人乳腺癌

MCF-7 细胞的研究结果显示，对人乳腺癌 MCF-7 细胞应用

miR-367转染，可以有效促进MCF-7细胞增殖、侵袭和迁徙，其

机制分析与 miR-367能够抑制 KLF-4的表达有关[28,29]。细胞的

增殖和凋亡是维持自身正常发育成长的重要途径，当前研究发

现的细胞凋亡通路主要可分为内质网途径、内源性线粒体途径

以及外源性死亡配体途径等，其中线粒体途径主要通过调控凋

亡信号通路上游的 Bcl-2家族蛋白表达来控制细胞色素 C的

释放以及线粒体膜电位的改变，最终激活下游的 Caspase蛋白

酶家族，产生级联反应，最终影响细胞凋亡进程 [30,31]。经Mi-

croRNA-376b-3p的干预后，细胞的凋亡率出现了明显的升高，

提示慢性病毒介导 MicroRNA-376b-3p 有加快细胞凋亡的作

用。而进一步通过对对照组和药物组细胞表达蛋白的分析对比

发现，药物组细胞中 HMGA2、Bcl-2以及 Caspase-3蛋白表达

量明显要低于对照组细胞，这与上文中的论据相印证。一项针

对垂体瘤开展的体外培养试验结果显示，相比于正常的垂体细

图 2 两组对垂体腺瘤细胞凋亡的影响

Fig.2 Effect of the apoptosis of pituitary adenoma cells of the two groups

图 3 两组对 HMGA2、Bcl-2、Bax及 Caspase-3蛋白表达影响

Fig.3 Effect of protein expression of HMGA2, Bcl-2, Bax and Caspase-3

of the two groups

图 4 两组对 Survivin蛋白表达影响

Fig.4 Effect on Survivin protein expression of the two groups
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胞，HMGA2在垂体瘤细胞中呈现异常的高表达态，同时与临

床实践结合可以发现 HAGM2表达越高，往往患者预后越差。

回到文章中，文中通转染干预，药物组细胞 HMGA2表达出现

了明显的降低，再结合对干预细胞凋亡率的观察，这进一步印

证了 HMGA2在垂体腺瘤细胞中的表达意义。

综上所述，慢性病毒介导MicroRNA-376b-3p能够明显抑

制垂体腺瘤细胞增殖，诱导其凋亡，分析其作用机制可能与

MicroRNA-376b-3p能够靶向下调 HMGA2表达、上调 Bax蛋

白表达，以及调控 Survivin蛋白表达有关。
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