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曲格列酮体外抑制大鼠垂体腺瘤ＧＨ３细胞增殖
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［摘要］　目的：探讨过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ＰＰＡＲγ）高亲和力配体———噻唑烷二酮类药物曲格列酮对大鼠垂体腺

瘤ＧＨ３细胞系增殖的影响，并初步探讨其作用机制。方法：不同浓度（１０－７、１０－６、１０－５ｍｏｌ／Ｌ）曲格列酮作用于ＧＨ３细胞，另

设空白对照组（Ｆ１２培养液）和０．０１％二甲亚砜（ＤＭＳＯ）培养组，应用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）法检测各组ＧＨ３细胞生长情

况；用流式细胞技术检测各组 ＧＨ３细胞周期的变化，用半定量ＲＴＰＣＲ方法检测各组ＣｙｃｌｉｎＤ１基因ｍＲＮＡ表达。结果：曲

格列酮干预ＧＨ３细胞７２ｈ后，可剂量依赖性抑制ＧＨ３细胞增殖，并使ＧＨ３细胞被明显阻滞于Ｇ１／Ｓ期，ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表

达较对照组明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论：曲格列酮能明显抑制大鼠垂体腺瘤细胞的增殖，可能与其结合ＰＰＡＲγ后导致Ｃｙｃ

ｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ表达减少，细胞阻滞于Ｇ１ 期，促进肿瘤细胞死亡有关。
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　　垂体腺瘤（ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｏｍａｓ，ＰＡ）约占颅内肿

瘤的１５％，是中枢神经系统常见的良性肿瘤，很少

发生转移，常侵袭垂体周围组织，导致局部组织受压

和激素过度分泌。对于垂体腺瘤的治疗，目前主要

采用手术切除、放射治疗和药物治疗等３种途径。

然而，大约３０％的垂体微腺瘤、２５％的泌乳素腺瘤

以及８０％的生长激素腺瘤和直径大于１ｃｍ的无功

能性腺瘤，全切除仍然很困难［１］；而放射治疗在治疗

的同时往往导致垂体功能低下［２］。对一些分泌催乳

素（ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，ＰＲＬ）和生长激素（ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ，

ＧＨ）的垂体腺瘤，多巴胺激动剂（溴隐亭）和生长抑

素类似物能有效抑制ＰＲＬ和ＧＨ 的过度分泌，抑制

肿瘤生长，缩小肿瘤。然而，仍有１５％的ＰＲＬ腺瘤

和ＧＨ腺瘤对于这些药物治疗无效［３］。一些不分泌

激素的垂体腺瘤（称为无功能性垂体腺瘤）通常都是

巨大腺瘤，常导致视野缺损、头痛和垂体功能紊
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乱［４］。目前对于无功能性垂体腺瘤尚无有效治疗药

物。

　　过氧化物酶体增殖激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）是一类

由配体激活的核转录因子，属Ⅱ型核受体超家族成

员，和特定的反应元件结合后可介导配体依赖的转

录调节作用。研究表明，ＰＰＡＲγ激活可抑制一些

肿瘤细胞，如非小细胞肺癌［５］、胃癌［６］的生长。高亲

和力的ＰＰＡＲγ配体包括自然配体和合成配体，如

长链脂肪酸、花生四烯酸、噻唑烷二酮类药物以及非

噻唑烷二酮类药物（ＧＷ７８４５）。曲格列酮是属于噻

唑烷二酮类药物的一种胰岛素增敏剂。Ｈｅａｎｅｙ［７］

应用免疫组化技术发现，在人的各亚型垂体腺瘤组

织中均有ＰＰＡＲγ的异常高表达，而同时ＰＰＡＲγ
在正常垂体组织中低表达；进一步研究发现，ＰＰＡＲ

γ与其高亲和力的配体结合后可以抑制体外培养的

ＰＲＬ腺瘤、ＧＨ腺瘤和ＬＨ腺瘤细胞增殖，并且能在

体内抑制肿瘤生长。以上结果提示ＰＰＡＲγ作为一

个新的分子靶点，在治疗无功能性腺瘤、ＰＲＬ腺瘤、

ＧＨ腺瘤中，尤其是常规药物治疗无效的垂体腺瘤

中可能发挥重要作用。然而，介导ＰＰＡＲγ配体抑

制垂体腺瘤细胞增殖的基因及其确切机制尚不清

楚。由于垂体腺瘤 ＧＨ３细胞系可分泌 ＰＲＬ 和

ＧＨ，因此，本研究以体外培养的 ＧＨ３细胞作为研

究对象，观察曲格列酮在体外对ＧＨ３细胞增殖的影

响，并初步探讨其作用机制。

１　材料和方法

１．１　细胞培养及药物　大鼠垂体腺瘤细胞ＧＨ３细

胞系购自中国医学科学院细胞中心，用无酚红无血

清的 ＨａｍＦ１０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）培养，内

含１５％的胎牛血清（美国ＰＡＡ公司）、２．５％的热灭

活马血清（美国Ｇｏｌｄ公司）、２ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ谷氨酰
胺（美国ＰＡＡ公司）、０．２５ｎｇ／ｍｌ两性霉素Ｂ和８０

μｇ／ｍｌ庆大霉素（均为美国Ｓｉｇｍａ公司）。细胞常规

在３７℃、５％ＣＯ２、９５％Ｏ２、１００％湿度的孵箱（ＮＡＰ

ＣＯ公司）中培养。细胞每２ｄ换液１次，４～５ｄ以

０．２５％的胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）消化传代１
次。所有化学试剂均购自生物科技公司，包括二甲

亚砜（ＤＭＳＯ，美国Ｓｉｇｍａ公司），四甲基偶氮唑蓝

（厦门泰京生物科技有限公司），ＲＮＡ抽提试剂盒

（Ｑｉａｇｅｎ公司），ＭＢＩ逆转录试剂盒（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）和ＰＣＲ试剂盒（博亚公司）。

１．２　实验分组　实验细胞随机分为空白对照组（只

加 Ｈａｍ 无酚红、无血清 Ｆ１２ 培养液）、０．０１％

ＤＭＳＯ对照组、曲格列酮干预组（又分为１０－７、１０－６

和１０－５ｍｏｌ／Ｌ浓度组）。

１．３　细胞生长分析　采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）

法检测垂体腺瘤细胞生长。以内含１０％小牛血清、

２ｍｍｏｌ／Ｌ的Ｌ谷氨酰胺、０．２５ｎｇ／ｍｌ两性霉素Ｂ、

８０μｇ／ｍｌ庆大霉素的 Ｈａｍ无酚红、无血清的Ｆ１２
全培养液将消化后的 ＧＨ３细胞稀释成５×１０４／ｍｌ
单细胞悬液，接种于９６孔培养板，每孔２００μｌ。曲

格列酮溶解于ＤＭＳＯ溶液中，以预定的浓度加入各

培养孔，每组复种５孔；两个对照组分别加入０．０１％

ＤＭＳＯ和Ｆ１２培养液。分别在作用２４、４８、７２、９６、

１２０ｈ后，反应结束前４ｈ，吸去培养上清液，每孔加

５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液５０μｌ，继续在培养箱培养４ｈ，

待反应产物ｆｏｒｍａｚａｎ结晶形成后，小心吸去上清

液，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ充分溶解其还原产物。

于酶标仪上（上海长明公司）检测４９０ｎｍ波长光密

度（Ｄ）值。

１．４　流式细胞技术检测细胞周期　ＧＨ３细胞经药

物作用７２ｈ后，用０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤，０．２５％的

胰蛋白酶消化，６２２５×ｇ离心２ｍｉｎ，根据Ｃｏｕｌｔｅｒ
公司说明书操作，加入碘化丙啶。制备１×１０６细胞

数的单细胞悬液，并用流式细胞技术分析，通过光通

道检测被碘化丙啶标记的核的荧光强度。

１．５　ＲＴＰＣＲ分析ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达　药

物作用７２ｈ后，用 ＱｉａｇｅｎＲＮＡ抽提试剂盒（Ｑｉａ

ｇｅｎ公司）抽提细胞总ＲＮＡ，１×１０６个细胞／组。采

用逆转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）技术检测 Ｃｙｃ

ｌｉｎＤ１，以及内参照 ＧＡＰＤＨ ｍＲＮＡ的表达。在药

物作用７２ｈ后，细胞用０．２５％胰蛋白酶消化，置于

高速离心机（黑马公司）中以６５００×ｇ离心１ｍｉｎ，

用０．０１％ＰＢＳ洗涤２次。采用Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ等［８］

的方法分离细胞总ＲＮＡ。同时检测总ＲＮＡ的完整

性。取上述Ｑｉａｇｅｎ试剂盒提取的总ＲＮＡ５μｇ，依

次加入引物（０．５μｇ／μｌ）１μｌ，５×反应缓冲液４μｌ
（含１００ ｍｍｏｌ／Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．３，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ

ＭｇＣｌ２，５０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ），ＲｉｂｏｌｏｃｋＲＮＡ酶抑制剂

（２０Ｕ／μｌ）１μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合物２μｌ，加

入ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ逆转录酶（２００Ｕ／μｌ）１μｌ，终反应体系

容积２０μｌ。ＰＣＲ反应体系为：总体积２０μｌ，１０×
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ＰＣＲ缓冲液２μｌ，１．５μｌｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），１μｌ
引物，０．５μｌＤＮＡ聚合酶和２μｌＲＴ产物。

　　引物序列如下：ＣｙｃｌｉｎＤ１引物，上游序列５′

ＴＧＣＡＡＡＴＧＧＡＡＣＴＧＣＴＴＣＴＧ３′，下游序列

５′ＣＴＴＧＧＧＡＴＣＧＡＴＧＴＴＣＴＧＣＴ３′；ＧＡＰ

ＤＨ引物，上游序列５′ＧＧＧＴＧＴＧＡＡＣＣＡＣＧＡ

ＧＡＡ ＡＴ３′，下游序列５′ＡＴＧ ＴＡＧ ＧＣＣＡＴＧ

ＡＧＧＴＣＣＡＣ３′。ＰＣＲ反应条件：９４℃变性４ｍｉｎ

９４℃变性１ｍｉｎ５７℃退火１ｍｉｎ７２℃延伸１

ｍｉｎ３０个循环７２℃最终延伸５ｍｉｎ；ＰＣＲ反应

产物取１０μｌ加入溴酚蓝溶液２μｌ，在１．５ｇ／Ｌ琼脂

糖凝胶上电泳，并在ＦｌｏｕｒＳ图像分析系统分析实

验结果。

１．６　统计学处理　实验分析至少在２个不同场合

重复３次。实验数据均用珚ｘ±ｓ表示，组间差异采用

方差分析，各实验组与 ＤＭＳＯ 对照组比较采用

Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验，所有统计学数据均用ＳＰＳＳ１０．０软

件处理。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　曲格列酮对ＧＨ３细胞增殖的影响 　在曲格

列酮作用２４、４８、７２、９６、１２０ｈ后，ＭＴＴ实验显示：

药物作用７２ｈ以后，１０－７、１０－６、１０－５ｍｏｌ／Ｌ的曲格

列酮均能显著抑制ＧＨ３细胞生长，并呈剂量和时间

依赖性，与空白和ＤＭＳＯ对照组的比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０．０５，图１）。

图１　曲格列酮对ＧＨ３细胞增殖的抑制作用

Ｆｉｇ１　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ

ｏｎｒａｔｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＧＨ３

２．２　曲格列酮对ＧＨ３细胞周期的影响　流式细胞

术分析显示：药物作用７２ｈ以后，与空白对照组和

ＤＭＳＯ对照组比较，１０－７、１０－６、１０－５ ｍｏｌ／Ｌ的曲格
列酮能明显导致ＧＨ３细胞阻滞于Ｇ１ 期，并且阻止

细胞进入Ｓ期（Ｐ＜０．０５，图２）。

图２　曲格列酮干预后７２ｈ各组ＧＨ３细胞的细胞周期分布

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅａｆｔｅｒ

ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓ
　Ｐ＜０．０５ｖｓｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．３　曲格列酮对ＧＨ３细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１基因转录的
影响　利用 ＧＡＰＤＨ 作为内参照，计算各组Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１的表达指数，药物干预后７２ｈ各组之间比较
发现，与空白对照组（６３．７４±３．６２）和ＤＭＳＯ对照
组（６３．６８±３．１９）相比，１０－７、１０－６、１０－５ｍｏｌ／Ｌ的曲
格列酮能显著抑制ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达（图３），
且差异有统计学意义（４３．２８±２．８９，３４．６８±３．０６，

８．３２±２．１７，Ｐ＜０．０５）。

图３　曲格列酮干预后７２ｈ各组

细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｏｎＣｙｃｌｉｎＤ１

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ
Ａ：ＴｈｅｉｎｔｅｇｒｉｔｙｏｆＲＮＡｗａｓｔｅｓｔｅｄ．Ｂ：Ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓ．

Ｍ：ＤＬ２０００ｌａｄｄｅｒ；１：Ｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ；２：ＤＭＳＯｇｒｏｕｐ；３：１０－７ｍｏｌ／Ｌ

ｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；４：１０－６ｍｏｌ／Ｌｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ；５：１０－５ｍｏｌ／Ｌ

ｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　大约８０％的无功能性腺瘤和ＧＨ腺瘤，２５％的

ＰＲＬ腺瘤在临床上都是巨大腺瘤，它们经常侵袭海
绵窦和压迫视交叉［１］。到目前为止对于无功能性腺
瘤尚无有效治疗药物。大约１０％～２５％的患者对
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多巴胺激动剂溴隐亭治疗无效［３］。约５％～１０％的
患者不能忍受溴隐亭治疗的副作用，包括眩晕、恶
心、心律失常、胃肠道反应和体位性低血压等。一部
分ＧＨ腺瘤对生长抑素类似物治疗亦无效，而对于
此类患者，目前尚没有安全有效的治疗药物。对于
垂体巨大腺瘤，尤其是侵袭海绵窦的垂体腺瘤，外科
手术难以做到全切除［１］。因此，开发新的药物治疗
垂体腺瘤，尤其是治疗那些常规治疗无效的难治性
垂体腺瘤势在必行。

　　Ｈｅａｎｅｙ研究［７］发现，在人的各亚型垂体腺瘤组
织中，包括ＰＲＬ腺瘤、ＧＨ 腺瘤、ＬＨ 腺瘤、ＡＣＴＨ
腺瘤以及无功能性腺瘤中，ＰＰＡＲγ均异常高表达，
而ＰＰＡＲγ在正常垂体组织中低表达；进一步研究
发现，ＰＰＡＲγ与其高亲和力的配体结合后可以抑
制体外培养的这些垂体腺瘤细胞增殖，并且能在体
内抑制腺瘤生长。我们的实验也显示了ＰＰＡＲγ配
体曲格列酮能抑制ＧＨ３垂体腺瘤细胞生长，导致细
胞在Ｇ１ 期阻滞，并且诱导细胞死亡，这种作用呈明
显的剂量和时间依赖性。本研究结果显示，体外能
有效抑制垂体腺瘤增殖的曲格列酮浓度为１０－７～
１０－５ｍｏｌ／Ｌ，该浓度范围与之前研究显示的能有效
抑制胰腺癌［９］、膀胱癌［１０］的浓度类似，但是该浓度
高于曲格列酮调节胰岛素作用的浓度［１１］。

　　本研究结果显示，曲格列酮导致垂体腺瘤ＧＨ３
细胞周期阻滞和诱导细胞死亡，可能与其降低Ｃｙ
ｃｌｉｎＤ１ｍＲＮＡ的表达有关。ＣｙｃｌｉｎＤ１是细胞周期
启动因子，作用于Ｇ１／Ｓ期的转换过程，促使细胞从

Ｇ１ 期进入Ｓ期。ＣｙｃｌｉｎＤ１减少，Ｇ１／Ｓ期转换受
阻，细胞被阻滞于Ｇ１期，Ｇ１期延长意味着细胞增殖
周期延长、增殖缓慢。本实验结果还提示，较高剂量
的曲格列酮有望能成为垂体腺瘤，尤其是常规治疗
无效的难治性垂体腺瘤的治疗药物。噻唑烷二酮类
药物是一类口服的抗糖尿病药物，临床研究显示噻
唑烷二酮类药物单药或联合用药治疗２型糖尿病患
者是安全、有效的［１２］。但是该类药物是否能通过血
脑屏障，达到抑制肿瘤增殖所需的药物浓度，尚需要
进行体内实验进一步探讨。
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