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miRNA及细胞周期调节因子在垂体腺瘤侵袭性
和非侵袭性组织中的表达差异性研究

田郡,韩中保,杨留才,滕飞翔,张虎*

(江苏医药职业学院,江苏盐城
 

224000)

【摘要】 目的 验证几种敏感微小核糖核酸(miRNA137、miRNA199a)及细胞周期因子在垂体腺瘤的侵袭性和非侵袭

性组织中的表达差异。 方法 选取2016年1月-2021年12月入住的垂体瘤病患者85例,其中侵袭性垂体瘤38例,

非侵袭性垂体瘤47例。qRT-PCR验证两组患者的垂体瘤组织 miRNA含量的表达差异性,通过免疫组化和qRT-PCR
等技术检测两组患者瘤体组织相关指标的差异表达。 结果 侵袭性垂体瘤组织和非侵袭性垂体瘤组织中 miRNA137
相对表达量为分别为2.95±0.11和1.30±0.08,差异具有统计学意义(F=7.838,P<0.05);miRNA199a相对表达量

分别为0.45±0.03和0.96±0.09,差异具有统计学意义(F=41.031,P<0.05)。转染48
 

h后,过载组、空载组和抑制

组 miRNA137相对表达量分别为4.92±0.18、2.74±0.09和0.85±0.04,miRNA199相对表达量分别为3.79±0.14、

1.93±0.08和0.72±0.06,组间比较差异均有统计学意义(P<0.05)。侵袭性垂体瘤组织中P21和P27阳性率分别为

31.58%和36.84%,非侵袭性垂体瘤组织中P21和P27阳性率分别为36.17%和40.43%,组间比较差异均无统计学意

义(P>0.05)。 结论 不同组垂体腺瘤(侵袭或非侵袭)组织中 miRNA137、199和P21、P27的表达存在差异,可作为

临床检测生物标志物,对识别侵袭性垂体瘤,增加药物治疗敏感性及作为治疗垂体瘤的新型靶向药物提供了参考依据。
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【Abstract】 Objective To
 

verify
 

the
 

expression
 

differences
 

of
 

several
 

sensitive
 

miRNAs
 

(137,199a)
 

and
 

cell
 

cycle
 

fac-

tors
 

in
 

invasive
 

and
 

non-invasive
 

groups
 

of
 

pituitary
 

adenomas. Methods 85
 

patients
 

with
 

pituitary
 

adenoma
 

were
 

se-
lected

 

from
 

January
 

2016
 

to
 

December
 

2021,including
 

38
 

invasive
 

pituitary
 

adenomas
 

and
 

47
 

non-invasive
 

pituitary
 

adeno-
mas.

 

qRT-PCR
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

expression
 

difference
 

of
 

miRNA
 

content
 

among
 

different
 

groups,and
 

the
 

differenti-
al

 

expression
 

of
 

tumor
 

tissue
 

related
 

indexes
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry
 

and
 

qRT-
PCR. Results The

 

relative
 

expression
 

of
 

miRNA137
 

in
 

invasive
 

and
 

non-invasive
 

pituitary
 

tumors
 

was
 

(2.95±0.11)
 

and
 

(1.30±0.08),and
 

the
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(F=7.838,P<0.05);The
 

rel-
ative

 

expression
 

of
 

miRNA199a
 

in
 

invasive
 

and
 

non-invasive
 

pituitary
 

tumors
 

were
 

(0.45±0.03)
 

and
 

(0.96±0.09),the
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

was
 

statistically
 

significant
 

(F=41.031,P<0.05).
 

After
 

48
 

hours
 

of
 

transfection,the
 

relative
 

expression
 

of
 

miRNA137
 

in
 

overload
 

group,no
 

load
 

group
 

and
 

inhibition
 

group
 

was
 

(4.92±0.18),(2.74±0.09)
 

and
 

(0.85±0.04).
 

The
 

relative
 

expression
 

of
 

miRNA199
 

in
 

overload
 

group,no-load
 

group
 

and
 

inhibition
 

group
 

was
 

(3.79±0.14),(1.93±0.08)
 

and
 

(0.72±0.06),There
 

was
 

significant
 

difference
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

(P<0.05).
 

The
 

positive
 

rates
 

of
 

P21
 

and
 

P27
 

were
 

31.58%
 

and
 

36.84%,respectively.
 

The
 

positive
 

rates
 

of
 

P21
 

and
 

P27
 

were
 

36.17%
 

and
 

40.43%,There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

between
 

groups(P>0.05). Conclusion The
 

expression
 

of
 

miRNA137,199a
 

and
 

P21,P27
 

were
 

different
 

in
 

different
 

groups
 

of
 

pituitary
 

adenomas
 

(invasive
 

or
 

non-invasive).
 

Using
 

these
 

sensitive
 

indicators
 

as
 

biomarkers
 

for
 

clinical
 

detection
 

can
 

provide
 

a
 

strong
 

basis
 

for
 

identifying
 

invasive
 

pituitary
 

tumors,increasing
 

drug
 

sensitivity
 

and
 

being
 

a
 

new
 

targeted
 

drug
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

pituitary
 

tumors.
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  垂体瘤是常见的颅内肿瘤,是由于占位效应和

(或)垂体激素分泌异常引起的严重疾病,占诊断性脑

瘤的10%~15%[1]。大约三分之二的垂体瘤为功能

性垂体腺瘤(与之对应的是无功能腺瘤),腺瘤细胞分

泌垂体激素,导致各种内分泌综合征[2]。总体而言,泌
乳素瘤约占垂体瘤的50%。泌乳素瘤会引发高催乳

素血症及血液中催乳素增加导致的相关症状(如女性

中的雌激素过少或闭经,男性不育)[3]。生长激素

(GH)生成腺瘤通常与肢端肥大症和(或)巨人症有

关。促肾上腺皮质激素(ACTH)生成腺瘤与库欣氏或

纳尔逊综合征有关[4]。促甲状腺激素(TSH)生成肿

瘤会引起甲状腺毒症、心脏性心律失常、震颤和体重减

轻[5]。罕见的性腺腺瘤和主要非功能或非分泌性腺瘤

会导致性腺机能减退,视力缺陷和头痛。
垂体瘤的发生会涉及到多种遗传和表观遗传学改

变。一些典型的癌基因如RAS或 MYC在上述内分

泌肿瘤形成中都有体现。除了以上典型的癌症基因之

外,垂体瘤中的大量遗传或表观遗传学改变靶向若干

细胞周期调节因子,有研究估计细胞周期G1/S转换

的调节因子中超过80%的垂体瘤至少会有1种调节

因子发生改变[6]。而细胞周期是由细胞周期依赖性激

酶调控的,细胞周期蛋白与之结合后激活该酶的活性,
细胞周期依赖性性激酶抑制剂(CDKIs)则是通过抑制

该酶的活性起到抑制作用[7]。细胞周期依赖性性激酶

抑制剂包括INK和Cip/Kip两个家族成员。在人类

肿瘤中已发现各种 miRNA表达的改变,并发现其在

癌变过程中起着重要的作用且与肿瘤耐药性有关。

miRNA通过干预细胞周期的调节因子也会参与到垂

体瘤的发生、发展过程。表明细胞周期调节因子和

miRNA在垂体瘤的侵袭性及发病机制中扮演重要角

色。
本研究的目 的 是 验 证 几 种 敏 感 miRNA(137、

199a)及细胞周期因子在功能性垂体腺瘤的侵袭性和

非侵袭性组中的表达差异,并分析其对激素水平的影

响以及对一些常规治疗药物相关性的研究。通过免疫

组化(TMA)和qRT-PCR等技术检测不同组垂体腺

瘤(侵袭或非侵袭)的相关指标的差异表达。

对象与方法

1 病例

选取2016年1月-2021年12月收入院的垂体

瘤病患者85例,其中男45例,女40例;年龄27~77
岁,平均年龄(56.00±11.75)岁。侵袭性垂体瘤38
例,非侵袭性垂体瘤47例。纳入标准:患者经内镜或

显微镜手术,根据影像、临床症状、病理结果能够搜集

并区分不同类别的垂体腺瘤标本。排除标准:①心、

肝、肾等功能障碍或有严重疾病者;②有其他免疫类疾

病者;③档案资料不齐全者。本研究经医院伦理委员

会批准,患者知情同意。

2 主要仪器与试剂

LEICA旋转式切片机 RM2145型,德国LEICA
公司生产;超低温离心机,SIGMA(德国)公司生产;

NanoDrop2000微量核酸蛋白检测仪,美国NanoDrop
公司生产;ABI-7500型荧光定量PCR分析仪及配套

设备,美国ABI公司生产;低温冰箱,日本SANYO公

司生产;24孔板,美国 CORNING 公司生产。miR-
NA137、miRNA199a(reverse-

 

transcription)和 U6
 

Taqman探针,美国ABI公司产品;TRIzol
 

RNA提取

试剂,美国Invitrogen公司产品。

3 方法

3.1 标本采集 收集垂体瘤组织标本,组织大小0.5
 

cm×0.5
 

cm×0.5
 

cm,每例患者取材2块。手术切除

后将部分组织立即放入液氮并转存于低温冰箱,另一

部分制成蜡块标本。

3.2 qRT-PCR检测mRNA相对表达水平

3.2.1 RNA提取 组织标本采用液氮研磨,研磨后

放入EP管中,加入500
 

μl
 

TRIzol
 

RNA提取试剂,25
 

℃振荡混匀10
 

min,10
 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)
离心8

 

min,弃沉淀;加入100
 

μl氯仿,振荡混匀后4
 

℃、12
 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)离心15
 

min;取上

清置入新EP管,加入200
 

μl异丙醇,放置10
 

min,4
 

℃
 

10
 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)离心15
 

min,弃上

清液;加入500
 

μl
 

75%乙醇,振荡混匀,4
 

℃
 

8
 

000
 

r/

min(离心半径8.7
 

cm)离心5
 

min,弃上清液,沉淀置

25
 

℃晾干10
 

min。用TE
 

buffer稀释溶解样品,采用

微量核酸蛋白检测仪测定260
 

nm/280
 

nm的吸光度

比值,A260/A280 值 应 在1.8~2.0,否 则 重 新 提 取

RNA。样品放入低温冰箱待用。

3.2.2 cDNA合成 取RNA样品冰上溶解,加去离

子水稀释至2
 

ng/μl。冰上分别配置各组配置反应液:

100
 

mmol/L
 

dNTPs
 

0.5
 

μl,10×RT
 

buffer
 

2
 

μl,20
 

U/μl
 

RNase
 

Inhibitor
 

0.2
 

μl,50
 

U/μl
 

MultiScribeTM
 

Reverse
 

Transcritase
 

1
 

μl,ddH2O补足8
 

μl。将上述

试剂颠倒混匀,4
 

℃、3
 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)
离心5

 

min。取96孔板,将1.5
 

ml
 

EP管放入孔中,再
将上述混合液置入EP管。EP管中加入5

 

μl
 

RNA,
每EP管分别加入3

 

μl
 

miRNA137和 miRNA199a
 

Taqman,4
 

℃、3
 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)离心5
 

min,4
 

℃孵育3
 

min,然后放入PCR仪进行反应。反

应条件:15
 

℃
 

30
 

min,45
 

℃
 

30
 

min,85
 

℃
 

5
 

min,4
 

℃
 

20
 

min。反应产物-20
 

℃保存。

3.2.3 qRT-PCR反应 反应体系:Small
 

RNA
 

As-
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say
 

2
 

μl,PrimeScript
 

RT
 

Enzyme
 

Mix
 

2
 

μl,5×Pri-
meScript

 

Buffer
 

4
 

μl,cDNA
 

4
 

μl,5×PrimeScript
 

Buffer
 

2
 

μl,ddH2O补足25
 

μl。反应液振荡混匀后放

入PCR仪。反应条件:45
 

℃
 

2
 

min,95
 

℃
 

8
 

min;95
 

℃
 

20
 

s,58
 

℃
 

40
 

s,共35个循环。分别记录垂体瘤组

织miRNA137、miRNA199a和 U6实验数据并以 U6
作为内参通过2-△△Ct法计算相对表达量。

3.3 细胞转染 取1.5
 

ml
 

EP管,加入500
 

μl含

10%
 

FBS的RPMI
 

1640培养基。将垂体瘤细胞加入

培养基中,于5%CO2、37
 

℃恒温培养箱中培养12
 

h。
按照细胞浓度3×105/ml接种于24孔板,每孔加入

100
 

μl含10%
 

FBS的RPMI
 

1640培养基,5%
 

CO2,

37
 

℃恒温培养箱中培养,周围未种入细胞孔加入200
 

μl
 

PBS以避免水分蒸发丢失。当细胞融合度为60%
~80%时,在脂质体Lipofectine

 

2000介导下将 NC、

miRNA137、miRNA199a、miRNA137
 

inhibtior、miR-
NA199a

 

inhibtior分别转染至垂体瘤细胞中,分别作

为空载组、过载组和抑制组。八字摇晃24孔板,然后

置5%CO2、37
 

℃恒温培养箱中培养,12
 

h后换液,48
 

h后采用 RT-PCR检测 miRNA137、miRNA199a相

对表达量。

3.4 细胞迁徙和侵袭试验 细胞饥饿12
 

h后消化,
终止消化后5

 

000
 

r/min(离心半径8.7
 

cm)离心5
 

min,弃培养液,用PBS洗涤细胞2次。加入含BSA
的培养液重悬细胞并调整细胞密度至3×105/ml。

将BD
 

Matrige基质胶解冻并稀释,包被 Tran-
swell小室底部膜上室面,置37

 

℃
 

30
 

min使 Matrige
聚合成凝胶。取细胞悬液100

 

μl加入到Transwell小

室中,小室下层孔中加入600
 

μl含20%
 

FBS
 

RPMI
 

1640培养基,置37
 

℃、5%CO2 细胞培养箱中培养24
 

h。擦除未穿模细胞,采用0.1%的结晶紫对通过小室

滤膜的细胞进行染色,然后进行漂洗和固定,显微镜下

随机选取5个视野进行观察并计数,评价 miRNA转

染对细胞迁徙和侵袭力的影响。

3.5 免疫组化染色检查 将组织蜡块切片,厚度3~
5

 

μm。将切片置于载玻片上烤片1
 

h,脱蜡后置入30
 

ml/L双氧水密闭孵育10
 

min,0.1
 

mol/L
 

PBS连续

冲洗5
 

min。将切片置入pH6.0枸橼酸盐抗原修复液

的修复盒中,然后将修复盒放入微波炉,微波修复抗原

10
 

min。冷却至室温,PBS冲洗,每次3
 

min,重复3
次;加入山羊血清工作液封闭,37

 

℃温箱内静置30
 

min后取出湿盒,弃去封闭液;在每个切片中加入

p21、p27抗体,放入湿盒中,湿盒置4
 

℃冰箱过夜,再
置37

 

℃温箱孵育60
 

min;滴加辣根过氧化物酶标记

的链酶卵白素,PBS冲洗3次,每次5
 

min;加入显色

剂并充分混匀,显色5
 

min,充分冲洗;用苏木素复染,

脱水透明后中性树脂胶封片后镜检。先在低倍视野下

找到着色密集区,然后在200倍视野下进行观察并计

数。评分标准如表1所示:0分为阴性,其余为阳性。

表
 

1 免疫组化结果判定评分标准
Table

 

1 The
 

evaluation
 

standards
 

of
 

immunohistochemistry
项目Item 标准Standards 分值Score

细胞数计分

着色细胞数<10% 0
着色细胞数10%~25% 1
着色细胞数26%~50% 2
着色细胞数51%~75% 3

着色细胞>76% 4

着色计分

无色 0
浅黄色 1
橘黄色 2
棕褐色 3

3.6 统计学分析 采用SPSS
 

25.0统计软件进行统

计学分析。计量资料以均数±标准差表示,采用秩和

检验,P<0.05为差异具有统计学意义。

结 果

1 不同垂体瘤组织 miRNA137和 miRNA199a相对

表达量比较

qRT-PCR检测侵袭性垂体瘤组织 miRNA137相

对表达量为2.95±0.11,非侵袭性垂体瘤组织 miR-
NA137相对表达量为1.30±0.08,差异具有统计学意

义(F=7.838,P<0.05);侵袭性垂体瘤组织 miR-
NA199a相对表达量为0.45±0.03,非侵袭性垂体瘤

组织miRNA199a相对表达量为0.96±0.09,差异具

有统计学意义(F=41.031,P<0.05)。

2 转染细胞miRNA137及 miRNA199相对表达量比

较

过载组、空载组和抑制组垂体细胞转染48
 

h后采

用qRT-PCR检测miRNA137相对表达量,过载组为

4.92±0.18,空载组为2.74±0.09,抑制组为0.85±
0.04,过载组与抑制组两组数据比较,数据差异有统计

学意义(F=16.739,P<0.05);miRNA199a相对表

达量过载组为3.79±0.14,空载组为1.93±0.08,抑
制组为0.72±0.06,过载组与抑制组两组数据比较,
差异有统计学意义(F=7.938,P<0.05)。

3 miRNA转染对细胞迁徙和侵袭力的影响

细胞迁徙和侵袭试验结果显示,miRNA137过载

组、空载组和抑制组穿膜细胞数分别为(193±13)个、
(124±9)个和(95±6)个,过载组与抑制组两组数据比

较,数据差异有统计学意义(F=6.948,P<0.05)。
miRNA199a过载组、空载组和抑制组穿膜细胞数分

别为(98±6)个、(138±7)个和(263±17)个,过载组与

抑制组两组数据比较,数据差异有统计学意义(F=
16.543,P<0.05)。miRNA137过载组、空载组和抑
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制组发生迁移的细胞数分别为(267±11)个、(183±
13)个和(154±8)个,过载组与抑制组两组数据比较,
数据差异有统计学意义(F=5.814,P<0.05)。miR-
NA199a过载组、空载组和抑制组发生迁移的细胞数

分别为(120±9)个、(184±11)个和(304±23)个。过

载组与抑制组两组数据比较,数据差异有统计学意义

(F=18.162,P<0.05)。

4 P21和P27在垂体瘤中表达相对水平比较

侵袭性垂体瘤组织中12例P21表达阳性,阳性率

31.58%;非侵袭性垂体瘤组织中17例P21阳性,阳性

率36.17%,P21在侵袭性垂体瘤组织中与非侵袭性

垂体瘤组织中的阳性率(χ2=0.197,P>0.05)。侵袭

性 垂 体 瘤 组 织 中 14 例 P27 蛋 白 阳 性,阳 性 率

36.84%;非侵袭性垂体瘤组织中19例P27表达阳性,
阳性率40.43%(χ2=0.1136,P>0.736)。

讨 论

垂体瘤是常见颅内肿瘤,其发病仅次于脑膜瘤和

胶质瘤。垂体瘤的发生会涉及到多种遗传和表观遗传

学改变。miRNAs通过干预细胞周期的调节因子也会

参与到垂体瘤的发生和发展过程,并在垂体瘤的侵袭

性及发病机制中扮演重要角色。miRNAs在肿瘤组织

中和正常组织中的表达差异较大,因而可为肿瘤诊断

提供依据。

miRNA137最早发现于恶性胶质瘤、胃癌、卵巢

癌、乳腺癌、肺癌、直肠癌和膀胱癌组织,并证明其在肿

瘤的发生和发展中发挥重要作用。赵明[8]报道 miR-
NA137在肺癌组织中相对于正常组织处于高表达状

态,并认为 miRNA137表达与年龄、性别以及吸烟史

等无明 显 相 关 性。Shimizu等[9]的 研 究 显 示 miR-
NA137在膀胱癌中多以甲基化形式存在,呈异位表

达。本研究显示 miRNA137在侵袭性垂体瘤组织中

的相对表达量显著高于非侵袭性垂体瘤组织(P<
0.05)。Transwell小室试验显示 miRNA137过载组

迁徙细胞数和侵袭细胞数均多于空白组和抑制组。表

明垂体瘤中 miRNA137表达上调可能有助于垂体瘤

细胞的侵袭和迁徙能力。miRNA199a是位于人发动

蛋白2基因的16号内含子,早期研究多集中在睾丸

癌、肝癌和子宫异位症等疾病,其可以通过下调IKKb
表达抑制NF-κB表达[10]。马大昌等[11]研究显示相对

于癌旁组织,miRNA199a乳腺癌组织中表达下调,

miRNA199a能够抑制乳腺癌细胞增殖促进其凋亡。
齐海 亮 等[12]的 研 究 显 示,与 癌 旁 组 织 相 比,miR-
NA199a在食道癌组织中表达下调,其可能作为抑癌

基因 参 与 食 道 癌 的 发 生 和 发 展。本 研 究 中 miR-
NA199a在侵袭性垂体瘤组织中的相对表达量显著低

于非侵袭性垂体瘤组织(P<0.05)。Transwell小室

试验显示miRNA199a过载组迁徙细胞数和侵袭的细

胞数均低于空白组和抑制组。表明垂体瘤中 miR-
NA199a表达上调可能有助于抑制垂体瘤细胞的侵袭

和迁徙。细胞周期、细胞凋亡与细胞基因的稳定性之

间互相作用,使得细胞有序增殖。G1/S和G2/M转换

期在细胞周期中发挥至关重要的作用。一旦G1/S和

G2/M中任何一个转换期失控,就会导致本该终止增

殖或凋亡的细胞再次进入下一个细胞分裂过程,从而

导致细胞恶性增殖[13]。P21和P27作为广谱的细胞

周期依赖性激酶抑制剂,能够负调控细胞周期从 G1
到S期,阻碍细胞周期G1/S的转化,从而抑制损伤细

胞的增殖或错误的复制 DNA[14]。目前关于P21和

P27在不同肿瘤中表达情况的研究结果并不一致。罗

雪慧等[15]对外阴癌的研究、Baddour等[16]对肝癌的研

究和杨娟[17]对卵巢上皮癌的研究中P21蛋白均随着

肿瘤恶性程度的增加而表达降低。但在膀胱癌[18]、乳
腺癌[19]及子宫颈鳞状细胞癌[20]的研究中发现P21表

达水平均显著高于正常组织。本次研究中P21和P27
阳性率在侵袭性垂体瘤组织中略低于非侵袭性垂体瘤

组织中,但不具有统计学意义。miRNA137在侵袭性

垂体瘤中表达显著高于非侵袭性垂体瘤组织,同时

Transwell小室显示miRNA137过载组迁徙细胞数和

侵袭细胞数均多于空白组和抑制组,因而 miRNA137
表达上调可能有助于垂体瘤细胞的侵袭和迁徙能力,
抑制miRNA137表达可能降低垂体瘤细胞的侵袭和

迁徙能力。相反,miRNA199a上调可能有助于抑制

垂体瘤细胞的侵袭和迁徙。上述对 miRNA和细胞调

节因子研究以期待为肿瘤预测和新药研发提供依据。
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