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　　［摘要］　目的　检测肌动蛋白细丝桥梁蛋白（Ｇｉｒｄｉｎ）在垂体瘤中的表达，并探讨其促进细胞增殖的作用及相关分

子机制。方法　收集泌乳素腺瘤、生长激素腺瘤和无功能垂体瘤样本各２例，以及正常垂体样本１例。分别提取各样

本组织蛋白，用蛋白质印迹法检测样本中Ｇｉｒｄｉｎ的表达水平，并用免疫荧光实验进一步验证。通过过表达和ＲＮＡ干扰

Ｇｉｒｄｉｎ分别构建Ｇｉｒｄｉｎ过表达和敲低的大鼠垂体瘤细胞系ＧＨ３细胞模型。用蛋白质印迹法检测Ｇｉｒｄｉｎ过表达或敲低

的ＧＨ３细胞中的Ｇｉｒｄｉｎ和Ａｋｔ蛋白及其磷酸化水平。通过细胞增殖实验和凋亡实验研究Ｇｉｒｄｉｎ在垂体瘤中的功能和

生物学行为。结果　蛋白质印迹分析结果显示Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂体瘤中表达最高，生长激素腺瘤次之；免疫荧光实验

也验证了Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂体瘤中的高表达。过表达和ＲＮＡ干扰实验分别提高和敲低了ＧＨ３细胞中Ｇｉｒｄｉｎ的表达

水平，Ａｋｔ的磷酸化水平也发生同样变化。此外，Ｇｉｒｄｉｎ的过表达能够促进ＧＨ３细胞增殖。结论　Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂

体瘤中高表达，并通过调控Ａｋｔ磷酸化水平促进垂体瘤细胞的增殖。

［关键词］　垂体肿瘤；Ｇｉｒｄｉｎ；细胞增殖；细胞凋亡；Ａｋｔ磷酸化
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第１０期．李阳芳，等．肌动蛋白细丝桥梁蛋白（Ｇｉｒｄｉｎ）在垂体瘤中的表达及促细胞增殖作用

　　垂体能调节多种内分泌器官的激素分泌水平，

其功能改变可引起体内代谢功能的紊乱，而垂体瘤

是造成垂体功能紊乱的主要原因。垂体瘤是神经系

统常见肿瘤，约占颅内肿瘤的１０％～２５％
［１］。垂体

瘤分为功能性垂体瘤和无功能垂体瘤。功能性垂体

瘤根据其分泌激素种类再次分为泌乳素腺瘤、生长

激素腺瘤、促皮质激素腺瘤、卵泡刺激素腺瘤、促甲

状腺激素腺瘤［２］。无功能垂体瘤是垂体瘤中最常见

的一种类型，约占垂体瘤的１／４，虽然无功能垂体瘤

为良性肿瘤，但它的危害大且极易复发，可损害患者

视力造成突发性失明，或影响内分泌功能导致患者

不孕不育，严重者也可有生命危险［３４］。

肌动 蛋 白 细 丝 桥 梁 蛋 白 （ｇｉｒｄｅｒｓｏｆａｃｔｉｎ

ｆｉｌａｍｅｎｔｓ，Ｇｉｒｄｉｎ）为近年来新发现的肌动蛋白结合蛋

白，其在乳腺癌、结肠癌、神经胶质瘤、甲状腺癌等肿

瘤中高表达，其表达和活化与肿瘤细胞的发生、发展、

侵袭及迁移高度相关［５６］。本课题组前期利用基因芯

片对各种类型的垂体瘤进行了差异表达基因的分析，

包括泌乳素腺瘤、生长激素腺瘤、无功能垂体瘤，结果

显示无功能垂体瘤和生长激素腺瘤中Ｇｉｒｄｉｎ表达上

调（数据未发表）。本研究在此基础上，检测不同类型

垂体瘤样本中Ｇｉｒｄｉｎ的表达情况，并通过过表达和

ＲＮＡ干扰Ｇｉｒｄｉｎ，探索其在垂体瘤中的功能及发挥作

用的可能信号通路。

１　材料和方法

１．１　实验材料　６例垂体瘤（泌乳素腺瘤、生长激

素腺瘤和无功能垂体瘤各２例）样本来源于北京天

坛医院神经外科研究所垂体瘤样本库，所有样本来

源患者均已签署了知情同意书；１例正常垂体样本

来源于首都医科大学解剖室捐献遗体。本研究获得

北京市神经外科研究所伦理委员会批准。

大鼠垂体瘤细胞ＧＨ３购自中国医学科学院北

京协和医学院基础医学细胞中心。ＤＭＥＭ培养液、

青霉素、链霉素、胎牛血清均购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；

抗Ｇｉｒｄｉｎ兔单克隆抗体（ａｂ１７９４８１）、抗Ａｋｔ兔多克

隆抗体（ａｂ８８０５）、ｐＡｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏ３０８）兔多克隆抗

体（ａｂ３８４４９）和抗βａｃｔｉｎ兔多克隆抗体（ａｂ８２２７）均

购自英国Ａｂｃａｍ公司；ＢＣＡ蛋白测定试剂盒购自

美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；山羊抗兔ＦＩＴＣ（ＺＦ０３１１）和山

羊抗兔辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，

ＨＲＰ；ＺＢ２３０１）均购自北京中杉金桥生物制品有限

公司。

１．２　免疫荧光法鉴定垂体瘤中Ｇｉｒｄｉｎ蛋白表达　取

垂体瘤样本，用ＯＴＣ包埋后，－２０℃过夜，制成５μｍ

切片。将切片放于载玻片上，用４％的多聚甲醛溶液

固定 ２０ｍｉｎ，０．２％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００破 膜 １５ ｍｉｎ，

５％ＢＳＡ封闭６０ｍｉｎ，加入１∶２００稀释的抗Ｇｉｒｄｉｎ

兔单克隆抗体，４℃过夜；加入山羊抗兔ＦＩＴＣ二抗室

温静置６０ｍｉｎ，１％ＤＡＰＩ核染１０ｍｉｍ，显微镜下观

察、拍照。

１．３　细胞培养及Ｇｉｒｄｉｎ过表达和干扰实验　ＧＨ３

细胞培养在含１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉素、

１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养液中，５％ＣＯ２、

３７℃培养箱中培养４８ｈ后，根据细胞生长密度每

３～５ｄ传代１次。ＧＨ３细胞按１×１０５／ｍＬ的细胞

密度平铺于６０ｍｍ培养皿中，过夜，次日分别用

犌犻狉犱犻狀过表达载体、过表达空白载体（北京医院老年

病研究所姜平教授馈赠）［５］和ＲＮＡ干扰慢病毒载

体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ９４９８４ＳＨ）、ＲＮＡ干扰

阴性对照慢病毒载体（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，ｓｃ

１０８０６０）感染４８ｈ。利用蛋白质印迹法检测Ｇｉｒｄｉｎ

过表达和ＲＮＡ干扰效率。然后对病毒感染细胞用

１０μｇ／ｍＬ嘌呤霉素（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司，

Ａ１１１３８０３）筛选７ｄ后，建立稳定的Ｇｉｒｄｉｎ过表达

和ＲＮＡ干扰ＧＨ３细胞，用于Ａｋｔ蛋白表达和磷酸

化水平检测，以及细胞增殖和凋亡实验。

１．４　 细胞增殖实验　以１×１０５／ｍＬ的细胞密度将

Ｇｉｒｄｉｎ过表达、ＲＮＡ干扰及其相应的阴性对照细胞

接种于３５ｍｍ培养皿中，用无病毒的完全培养液培养

２４、４８、７２、９６ｈ后，分别收集细胞，利用细胞计数仪计

数，实验重复３次取平均值，绘制细胞生长曲线。

１．５　 锥虫蓝染色检测细胞凋亡　以１×１０５／ｍＬ的

细胞密度将 ＲＮＡ 干扰和阴性对照细胞接种于

３５ｍｍ培养皿中，用无病毒的完全培养液培养３ｄ

收集细胞；同时用蒸馏水配制４％的锥虫蓝溶液，使

用时用ＰＢＳ稀释至０．４％，以１∶９比例加入细胞

悬液中。染色２ｍｉｎ后，利用细胞计数板计数蓝色

细胞，实验重复３次。

１．６　蛋白质印迹法检测Ｇｉｒｄｉｎ蛋白表达　取垂体

瘤样本或细胞沉淀匀浆后，离心取上清，利用ＢＣＡ

蛋白测定试剂盒测定蛋白浓度，各样本取相同含量

·７５２１·
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的蛋白质进行ＳＤＳＰＡＧＥ、转膜，脱脂牛奶封闭

６０ｍｉｎ，加入１∶３００稀释的抗Ｇｉｒｄｉｎ兔单克隆抗

体、１∶１０００稀释的抗Ａｋｔ兔多克隆抗体、１∶１０００

稀释的 ｐＡｋｔ（ｐｈｏｓｐｈｏ３０８）兔多克隆抗体、

１∶３０００稀释的抗βａｃｔｉｎ兔多克隆抗体过夜，清洗

后加入相应二抗孵育６０ｍｉｎ，用ＢＩＯＲＡＤ全自动

凝胶成像扫描显影，实验重复３次。利用ＩｍａｇｅＪ软

件测定蛋白条带灰度值，以目的蛋白与内参蛋白

βａｃｔｉｎ的灰度值比值代表目的蛋白的表达量。

１．７　统计学处理　应用ＧｒａｐｈＰａｄ６．０软件进行统计

分析，所有实验独立重复３次以上，数据以珔狓±狊表示，

两组间比较采用狋检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　不同类型垂体瘤中Ｇｉｒｄｉｎ的表达　由图１Ａ

可见，无功能垂体瘤中Ｇｉｒｄｉｎ的表达最高，生长激素

腺瘤中表达次之，而正常垂体和泌乳素腺瘤中的表达

很少。为了进一步验证Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂体瘤中的

表达，分别取正常垂体和无功能垂体瘤样本冰冻切片

进行免疫荧光检测，由图１Ｂ可见，Ｇｉｒｄｉｎ蛋白（绿色

荧光）围绕着蓝色的细胞核分布，主要集中在无功能

垂体瘤细胞膜上；而正常垂体中未见明显表达。

图１　犌犻狉犱犻狀蛋白在不同类型垂体瘤中的表达

犉犻犵１　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犌犻狉犱犻狀犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犻狋狌犻狋犪狉狔犪犱犲狀狅犿犪狊

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；Ｂ：Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｎｏｒｍａｌ：

Ｐｉｔｕｉｔａｒｙ ｇｌａｎｄ；ＰＲＬ：Ｐｒｏｌａｃｔｉｎｏｍａ； ＮＦＰＡ： Ｎｏｎｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｇ

ｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｏｍａ；ＧＨ：Ｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｐｉｔｕｉｔａｒｙａｄｅｎｏｍａ．Ｓｃａｌｅ

ｂａｒ＝１０μｍ

２．２　垂体瘤细胞系中Ｇｉｒｄｉｎ与Ａｋｔ的关系　利用

ＲＮＡ干扰技术敲低垂体瘤细胞ＧＨ３中Ｇｉｒｄｉｎ蛋

白的表达，同时使另一组ＧＨ３细胞过表达Ｇｉｒｄｉｎ，

如图２所示，ＲＮＡ干扰组的Ｇｉｒｄｉｎ蛋白表达减少

（犘＜０．０５），而过表达组 Ｇｉｒｄｉｎ蛋白表达增加

（犘＜０．０５）。同时检测Ａｋｔ及其磷酸化水平，干扰

Ｇｉｒｄｉｎ 蛋 白 表 达 后 Ａｋｔ 磷 酸 化 水 平 下 降

（犘＜０．０５），而Ｇｉｒｄｉｎ过表达组Ａｋｔ磷酸化水平升

高（犘＜０．０５）。无论ＲＮＡ干扰组还是过表达组，其

Ａｋｔ蛋白的表达与对照组相比均无明显变化。

图２　过表达和犚犖犃干扰犌犻狉犱犻狀对犃犽狋蛋白及其

磷酸化水平的影响

犉犻犵２　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲

狅犳犌犻狉犱犻狀狅狀犃犽狋犪狀犱犻狋狊狆犺狅狊狆犺狅狉狔犾犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊

Ｌｖｖｅｃｔｏｒ：ＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｖｅｃｔｏｒａｓｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｆｏｒＬｖＧｉｒｄｉｎ；ＬｖＧｉｒｄｉｎ：ＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

犌犻狉犱犻狀ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ；ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ：ＧＨ３ｃｅｌｌ

ｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｃｒａｂｂｌｅｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅａｓｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｆｏｒｓｈＲＮＡＧｉｒｄｉｎ；ｓｈＲＮＡＧｉｒｄｉｎ：ＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇ犌犻狉犱犻狀．犘＜０．０５．

狀＝３，珔狓±狊

２．３　Ｇｉｒｄｉｎ表达对ＧＨ３细胞增殖的影响　通过细

胞生长曲线发现，过表达Ｇｉｒｄｉｎ后ＧＨ３细胞的生

长速度较其对照组快，在细胞培养的７２ｈ和９６ｈ时

差异有统计学意义（犘＜０．０５，图３Ａ）。而ＲＮＡ干

扰Ｇｉｒｄｉｎ组ＧＨ３细胞的增殖速度较其对照组慢，

在９６ｈ时差异有统计学意义（犘＜０．０５，图３Ｂ）。

２．４　Ｇｉｒｄｉｎ表达对 ＧＨ３细胞凋亡的影响　在

ＲＮＡ干扰Ｇｉｒｄｉｎ表达后第３天，ＧＨ３细胞锥虫蓝

染色结果（图４）显示，与对照组相比，ＲＮＡ干扰组

锥虫蓝染色细胞增多，即凋亡细胞增加，但两组差异

无统计学意义（犘＞０．０５）。

·８５２１·
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第１０期．李阳芳，等．肌动蛋白细丝桥梁蛋白（Ｇｉｒｄｉｎ）在垂体瘤中的表达及促细胞增殖作用

图３　过表达和犚犖犃干扰犌犻狉犱犻狀对犌犎３细胞增殖的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳狅狏犲狉犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犪狀犱犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犌犻狉犱犻狀狅狀狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犌犎３犮犲犾犾狊

Ａ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＧｉｒｄｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ（ＬｖＧｉｒｄｉｎ）ａｎｄｂｌａｎｋｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒ（Ｌｖ

ｖｅｃｔｏｒ）；Ｂ：ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｃｕｒｖｅｏｆＧＨ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇＧｉｒｄｉｎ（ｓｈＲＮＡＧｉｒｄｉｎ）ａｎｄ

ｓｃｒａｂｂｌｅｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ）．犘＜０．０５ｖｓＬｖｖｅｃｔｏｒｉｎＦｉｇ３Ａ，ａｎｄｖｓｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌｉｎＦｉｇ３Ｂ．狀＝３，珔狓±狊

图４　犚犖犃干扰犌犻狉犱犻狀表达对犌犎３细胞凋亡的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳犚犖犃犻狀狋犲狉犳犲狉犲狀犮犲狅犳犌犻狉犱犻狀狅狀犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犌犎３犮犲犾犾狊

ＴｒｙｐａｎｂｌｕｅｓｔａｉｎｉｎｇｓｈｏｗｅｄｓｔａｂｌｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＧＨ３ｃｅｌｌｓｗｉｔｈＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｌｅｎｔｉｖｉｒａｌｖｅｃｔｏｒｔａｒｇｅｔｉｎｇＧｉｒｄｉｎ（ｓｈＲＮＡＧｉｒｄｉｎ）ａｎｄｓｃｒａｂｂｌｅ

ｓｈＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｓｈＲＮＡｃｏｎｔｒｏｌ）．Ｓｃａｌｅｂａｒ＝２０μｍ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

Ｇｉｒｄｉｎ在多种肿瘤组织中特异表达，包括神经

胶质瘤、宫颈癌、肝癌等［７９］，但在垂体瘤中的研究尚

未见报道。本研究在前期实验基础上，从蛋白水平

检测Ｇｉｒｄｉｎ的表达，结果显示与正常垂体和泌乳素

腺瘤比较，无功能垂体瘤中Ｇｉｒｄｉｎ表达最高，生长

激素腺瘤次之，随后的免疫荧光实验也证实了

Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂体瘤中特异性表达。上述结果表

明在不同类型垂体瘤中Ｇｉｒｄｉｎ的表达不一致，无功

能垂体瘤具有高表达Ｇｉｒｄｉｎ的特征。

我们利用过表达和 ＲＮＡ 干扰技术，建立了

犌犻狉犱犻狀过表达和敲低的ＧＨ３细胞株。蛋白质印迹

分析实验结果显示ＧＨ３细胞株中Ｇｉｒｄｉｎ蛋白表达

下降和升高后，Ａｋｔ磷酸化水平也随之下降和升高，

而Ａｋｔ蛋白表达水平并没有发生明显变化，说明

Ｇｉｒｄｉｎ能够调控Ａｋｔ蛋白的磷酸化水平。研究发现

Ｇｉｒｄｉｎ与Ａｋｔ能够相互作用，Ｇｉｒｄｉｎ蛋白第１４１６

位点上的丝氨酸被Ａｋｔ磷酸化后，Ｇｉｒｄｉｎ被激活，激

活的Ｇｉｒｄｉｎ在细胞内重新分布，促进细胞迁移及分

裂［１０１１］。但过表达的Ｇｉｒｄｉｎ可进一步增强Ａｋｔ结

构中Ｔｈｒ３０８和Ｓｅｒ４７３的磷酸化，促进ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

信号通路下游靶基因的活化［１２］。本研究进一步证

明了Ｇｉｒｄｉｎ与Ａｋｔ之间的相互作用，说明Ｇｉｒｄｉｎ参

与了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的信号转导。

在接下来的研究中，我们利用已经建立的稳定

感染细胞株进行细胞增殖及凋亡实验，发现Ｇｉｒｄｉｎ

的表达水平能够影响ＧＨ３细胞的增殖。ＲＮＡ干扰

后，培养ＧＨ３细胞至９６ｈ时的细胞数少于对照组，

而Ｇｉｒｄｉｎ过表达组在第７２ｈ和第９６ｈ时细胞数多

于对照组，且差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。在

随后的凋亡实验中，虽然我们观察到相对于对照组，

ＲＮＡ干扰组细胞凋亡增加，但两组差异并无统计学

意义，所以我们认为ＲＮＡ干扰组细胞数减少的主

要原因可能是Ｇｉｒｄｉｎ低表达导致了细胞生长缓慢，

凋亡 并 不 是 影 响 细 胞 数 减 少 的 主 要 因 素。
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书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　２０１７年１０月，第３８卷

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是肿瘤研究中的一个重要通路，

在多种肿瘤细胞中处于活跃状态。活化的Ａｋｔ不但

能激活ｃｙｃｌｉｎＤ１等细胞周期调控因子影响细胞周

期，促进细胞增殖，也能灭活细胞周期抑制蛋白

Ｐ２７、Ｐ２１等达到相同目的；同时能通过调节相关死

亡 促 进 因 子 （ＢｃｌｘＬ／Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｅａｔｈ

ｐｒｏｍｏｔｅｒ，ＢＡＤ）和肿瘤抑制蛋白Ｐ５３提高肿瘤细胞

的抗凋亡能力；也能激活下游的靶基因雷帕霉素靶

蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）等控

制肿瘤细胞的生长及迁移［１２１３］。本研究发现，在

ＧＨ３细胞中Ｇｉｒｄｉｎ促进细胞增殖的作用是通过参

与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的调控而实现的。

综上所述，本研究发现Ｇｉｒｄｉｎ在无功能垂体瘤

和生长激素腺瘤中呈高表达，证明Ｇｉｒｄｉｎ具有促进

垂体瘤细胞增殖的功能，该功能可能是通过调控

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路实现的。本研究为进一步阐明

垂体瘤的发病机制提供了理论基础，同时也为垂体

瘤的治疗提供了一个潜在的药物靶点。
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