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摘 要!#目的$ 研究
B!A!C!

甲基组胺#

B!A!D!EFGH

$对
HIJ!)

垂体瘤细胞
K@5?

及其转录因子
表达的影响% #方法$ 以小鼠垂体瘤细胞&

HIJ!)

"为实验对象!分别采用
)L"!"'!L<"5@8MN B!O!D!

EFGH

干预
HIJ!,

细胞
!-P

! 通过
EJJ

检测药物对细胞增殖的影响' 采用
,L#"5@8MN B!A!D!

EFGH

干预
HIJ!,

细胞
0,57Q

(

#

(

!

(

-

(

&
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#!P

等相应时间!运用
4NRSH

方法检测细胞分泌至培
养液的促肾上腺皮质激素&

H1JG

"含量!

BJ!;K1B

方法检测相关基因
5BTH

表达!

UFVIFWQ X8@I

方法检测相关蛋白表达% #结果$

)L)!"'!L<"5@8YN

的
B!A!D!EFGH

对
HIJ!"

细胞的增殖无抑制
作用更无毒性作用%

"L'"5@8YN B!A!D!EFGH

对
HIJ!"

细胞
H1JG

分泌功能无明显作用% 与对
照组比较!

"L'"5@8YN B!A!D!EFGH

干预
HIJ!"

细胞
-P

后!可增强阿片促黑素皮质素原&

K@5?

"

基因表达 (

"L<"5@8YN B!A!D!EFGH

促进
K@5?

蛋白表达 ' 此外
"L'"5@8YN B!A!D!EFGH

干预
HIJ!"

细胞
0"57Q"'!P

不同时点后
K@Z'['

基因表达均显著上调!其中以
-P

最为明显!上调达
0

倍 &

K#,L,<

"' 同样!

,L'"5@8YN B!A!D!EFGH

作用
-P

也显著促进
4\W'

基因表达上调约
!

倍
&

K$,L,<

"'作用
'P

显著增强了
KW@9'

基因表达!上调近
-

倍&

K$,L,<

"'干预
-P

(

&P

均显著上
调

]@^8!

基因表达!上调约
0

倍&

K$)L)<

"!对
TFZW@_'

(

K7I^'

和
JX^'*

基因表达无明显影响%

#结论$

B!O!D!EFGH

具有促进
K@5?

基因以及其转录因子
K@Z'['

(

4\W'

(

KW@9'

和
]@^8!

的表达
作用%
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垂体是哺乳动物重要的内分泌腺体! 尽管体积 小!但是生理作用强大%垂体前叶各种细胞分泌生长

激素&

aG

"(促甲状腺激素&

JSG

"(促肾上腺皮质激

素&

H1JG

"(催乳素&

KBN

"(促性腺激素&

]SG

与
NG

"

等多种激素!发挥远程调控相应靶器官的生理功能!

同时又受下丘脑分泌激素正调控以及垂体自身分泌

论 著
%<)
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激素的负调控!值得注意的是"垂体细胞在分泌这些

激素的同时" 受到上游不同转录因子的调控" 其中

'()*+*

#原称
',-*

$ 是垂体特异性转录因子" 它对

./

%

'01

%

23/!

基因的表达是必需的 &

*

'

(此外"

',-4*

#别称
'-4*

$%

56)7(8*

%

294*:

#别称
2;,-

$ 具有调节

<=2/

分泌及
'(>?

基因表达的作用&

!

'

)

有报道"组胺#

@,A-B>,C6

"

/<

$作为体内有功能

活性的物质"它可调节垂体分泌
<=2/

* 其中"组胺

/D

受体激动剂
0!E"F!

甲基组胺#

0!E"G!H6/<

"简称

0H6/<

$能够促进
<-2!"

细胞分泌
<=2/

"并能被

/D

受体特异性拮抗剂噻普酰胺#

-@,(;67B>,86

$所拮

抗&

D

"

I

'

"然而"并未深入阐明其作用机制* 本研究采用

/D

受体激动剂
0!E"G!H6/<

干预
<-2!"

小鼠垂体

瘤细胞" 观察其对细胞
<=2/

分泌+

'(>?

及其上游

转录因子基因表达的调节作用!

*

材料与方法

!"!

细胞株

小鼠垂体瘤细胞,

<-2!"

$"购自中国科学院细胞库*

!"#

药品与试剂

0!E"G!H6/<

%二甲基亚砜 ,

JH3K

$购自
3,L>B!

<M87,?@

公司*

0N'<

裂解液和免疫印迹化学发光试

剂
O=1

试剂盒购自上海碧云天生物试剂有限公司"

胎牛血清%

*P"QR1

青链霉素%

JHOH!S#!

培养液均

购自
.,9?(

公司*

20NT(M

裂解液购自
NCU,-7(L6C

公

司(

'7,>63?7,;-!02 76BL6C- V,-

%

3WX0! '76>,4 O4

2BY

2H

Z2M, 05BA6/ 'M)AG#

购自
2BVB0B

公司 (采用

'7,>67D

,

U[P[I[P

$ 在线软件设计引物并委托
1,+6

26?@C(M(L,6A

公司合成 * 小鼠促肾上腺皮质激素

O1N3<

试剂盒购自美国
'6C,CA)MB 1B9(7B-(7,6A

公司*

抗体
'KH=

购自
<9?B>

公司 %

!!B?-,C

购自
3,L>B!

<M87,?@

公司*

!"$

主要仪器

$\PP SBA- 06BM!2,>6 '=0 3]A-6>

实时荧光定量

'=0

仪,

<XN

公司$"

OM4&PP

型酶标仪,

X,(-6^

公司$"

<M;@B

化学发光凝胶成像系统,

'7(-6,C!3,>;M6

公司$等*

!"%

细胞培养及分组

<-2!P

细胞用含
#P_

胎牛血清%

*PPQR1

青链霉

素的
JHOH!S*!

培养液常规培养 " 置于
\_=K

!

%

D$"

湿饱和的条件下培养*细胞生长至
&P_#&\_

融

合时"铺板后培养"取其对数生长期细胞进行实验*

药物干预细胞时"采用不含血清培养液"依据实验目

的分别采用
P[P!#*![\$>(MR1

的
0!E"G!H6/<

干预

<-2!P

细胞
!I@

进行
H22

检测( 采用
P[*$>(MR1

的

0!E"G!H6/<

干 预
<-2!P

细 胞
DP>,C

%

*

%

!

%

I

%

&

%

*!@

等相应时间"对照组采用
P[*_ JH3K

作对照"并收

集细胞上清培养液用于检测
<=2/

含量"收集细胞

进行
>05<

与蛋白表达检测*

!"&

酶联免疫吸附实验!

O1N3<

"检测
<=2/

含量

<-2!P

细 胞 经
P[*$>(MR1 0!E"G!H6/<

治 疗

DP>,C

%

*

%

!

%

I

%

&

%

*!@

后"收集细胞培养上清液"根据

小鼠
<=2/

试剂盒说明书进行操作"检测培养液中

<=2/

含量*

!"'

实时荧光定量
'=0

!

02!Y'=0

"检测基因
>05<

表达

上下游引物序列采用
'7,>67DEU[P[I[PG

在线软件

合成,

2B9M6 *

$"委托
1,+6 26?@C(M(L,6A

公司上海合

成部完成* 按照
27,T(M

试剂盒说明书抽提肾上腺总

05<

(逆转录反应体系
!P$M

"反应条件为
D$"$*\>,C

"

&\"$\A

"

I"

(

'=0

扩增反应体系为
!P$M

" 反应程序

为
:\"$D>,C

"

:\"$DPA

"

%P"$DPA

"

IP ?]?M6A

*基因相

对表达量分析方法-采用
!

`%%=2 法分析"以正常组作

为对照组"以
!!B?-,C

基因
=-

均值作为内参组"

%=-%

=- 目的基因`=- 内参基因 ,其中"

=-

值为扩增
C

个循环基因

的荧光数值$"

%%=-%%=2

实验组
`%=2

对照组"目的

基因相对表达量
%!

`%%=2

*

!"( a6A-67C 9M(-

技术检测蛋白表达

采用
0N'<

裂解液处理
<-2!P

细胞" 收集蛋白

质样品并予以定量"通过变性处理"分别执行聚丙烯

凝胶电泳%转膜%封闭%一抗孵育%洗涤%二抗孵育%再

洗涤%显影等实验流程"其中"一抗浓度内参
!!B?-,C

以
*&!P PPP

稀释%

'KH=

抗体
*&DPPP

稀释*

!")

统计学处理

采用
.7B;@'B8['7,A>%[P

专业软件进行作图及

统计分析"采用
56b>BC!V6)MA ;(A-!@(?

进行方差分

析"

!'P[P\

表示差异有统计学意义*

!

结 果

#"! 0!E"G!H6/<

对
<-2!P

细胞增殖的影响

采用
P[P!#*![\$>(MR1

的
0!E"G!H6/<

干预
<-2!P

细胞
!I@

进行
H22

检测"与对照组比较"不同浓度

论 著
%\*
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J(K(2*(EF"!''''G'GG'HH''GIGIHHH!A"

LM2# .>?@@$B#A C/2D,28EF"!IIHIHHIHHIH'''H'HIIG!A" #!N

J(K(2*(EF"!HIG'H'G''I'HH''IGGGH!A"

C/OP! .>?"Q!"!" C/2D,28EF"!IIGIHHI'H'G'IGGIHGIH!A" Q"!

J(K(2*(EF"!IIIGGIGI'HHIHG'GIIGI!A"

.(62/8Q .>?"Q"&BN C/2D,28EF"!IHHH'IIHI''HGIHHGIGG!A" Q%&

J(K(2*(EF"!III'''HHGH'G'HHHIG'H!A"

139OQ .>?"QQ"B$ C/2D,28EF"!IG'II''IGHIGIIGHIHHI!A" QFQ

J(K(2*(EF"!''IHG''GIHG''HH'H'HG!A"

1/47 .>?""Q!$&F&Q C/2D,28EF"!IHGGH''IGG''H'IH''GI!A" Q!&

J(K(2*(EF"!IGGIGI''H''GIHG'HH'I!A"

1/6QRQ .>?""&&NB C/2D,28EF"!IHI''IGIH'HHGGIH'GIH!A" Q&F

J(K(2*(EF"!IG'HG''GG'GIIGII'GGG!A"

12/<Q .>?""&BA% C/2D,28EF"!H'H'IG''''H'HIIGHH'I!A" Q$N

J(K(2*(EF"!GIHIG'H''IIH'G'GIGG'!A"

G;OQB .>?"A!""F C/2D,28EF"!''IGIHIG''HG'HHH'IGI!A" !NN

J(K(2*(EF"!''I'HHH'''GG'GHIGG'H!A"

!"#$% & !'% ()*+%) ,%-.%/0%, 12 3!!-456

J!:"=!>(SH

对
H9G!"

细胞增殖无明显影响!

C3M62( Q

"#

提示
J!:"=!>(SH

对
H9G!"

细胞无抑制作用# 更无

毒性作用$

787 J!:"=!>(SH

对
H9G!"

细胞
HIGS

分泌的影响

H9G!"

细 胞 经
"0Q#4/PTU J!:"=!>(SH

处 理

A@43)##!V

后#检测细胞上清液中
HIGS

含量#与对

照组比较#

HIGS

无明显变化#细胞分泌量为
$WB)MT4P

!

C3M62( !

"# 提示
J!:"=!>(SH

对
H9G!"

细胞
HIGS

分泌功能无明显作用$

789 J!:"=!>(SH

对
H9G!"

细胞
1/47

基因与蛋白

表达的影响

与 对 照 组 比 较 #

"0Q#4/PTU J!:"=!>(SH

干 预

H9G!"

细胞
NV

后#可促进
1/47

基

因表达上调
!"X

以上!

C3M62( A

"%

与对照组比较#

@0F#4/PTU J!:"=!

>(SH

干预
H9G!@

细胞
NV

后#可

促进
1/47

蛋白表达 !

C3M62( N

"$

提示
J!:"=!>(SH

可能具有促进

H9G!@

垂体细胞
1/47

基因与蛋

白表达作用$

78: J!:"=!>(SH

对
H9G!@

细胞

激素分泌相关转录因子基因表

达的作用

与 对 照 组 比 较 #

@0##4/PTU

J!:"=!>(SH

干 预
H9G!@

细 胞

A@43)##!V

均上调
1/6#R#

基因

表达 # 以
NV

作用后显著促进

1/6#R#

基因表达# 上调
A

倍
:1$

@0@F=

!

C3M62( F

"%同样#

@0##4/PTU

J!:"=!>(SH

作用
NV

也显著促进
LM2#

基因表达#上

调约
!

倍
:1$@0@F=

!

C3M62( %

"$提示组胺
SA

受体激动

剂
J!:"=!>(SH

短时程干预
H9G!@

细胞后以作用
NV

时点可增强垂体的特异性转录因子
1/6#R#

基因表

达#及核转录早期反应因子
LM2#

基因表达#从而调

控相应的靶基因转录功能$

与 对 照 组 比 较 #

@0##4/PTU J!:"=!>(SH

干 预

H9G!@

细胞
#V

显著增强
12/<#

基因表达# 上调近
N

倍!

1$@0@F

"!

C3M62( $

"%

@0##4/PTU J!:"=!>(SH

干预

H9G!@

细胞
NV

&

&V

均显著上调
C/OP!

基因表达#上调

约
A

倍#

1$@0@F

!

C3M62( &

"$提示组胺
SA

受体激动剂

J!:"=!>(SH

短时程干预
H9G!@

细胞后可促进核转
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录因子
'()*#

和
+),-!

基因表达! 但作用的时点有

差异性"

然而!与对照组比较!

./0!1)-23 4!5"6!789:

干

预
:;<!"

细 胞
="1>? "0!@

! 对
A8B()C#

#

'>;,#

和

<D,#E

基因表达无明显影响$

+>FB(8 EG00
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=

讨 论

据本课题组既往的小鼠垂体组织表达谱基因

芯片数据可知 &

H

'

!

')1I

基因表达量在垂体组织排序

第一位!提示
')1I

在垂体生理功能的重要性" 已知
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'()*

是由前阿片促黑素皮质素原!

'+,!-+((-.(),!

/01(*(+2.1

"生成#同时#

!!

促脂解素!

!!3'4

"$

"!

促黑

激素 !

"!564

"$

!!

促黑激素 !

!!564

"$

!!

内啡肽 !

!!

789

"也由前阿片促黑素皮质素原生成%

'()*

基因

在腺垂体$中间叶及垂体外组织!脑$性腺"均有表

达#但在不同组织中表达调控有所不同% 在腺垂体#

'()*

基因的表达主要受下丘脑促肾上腺皮质激素

释放激素!

:;4

"和糖皮质激素的调控% 而
'()*

是

<:=4

及其相关肽的共同前体#因此
'()*

基因表达

对调控垂体&肾上腺皮质轴功能的相对稳定性发挥

关键作用 '

%

#

$

(

% 而体内一些活性物质通过调节垂体

'()*

基因表达往往会影响肾上腺皮质轴的功能#同

时调节
'()*

的相关转录因子# 也可间接影响肾上

腺皮质轴的功能%

有研究表明组胺作为体内有功能活性的物质#

它可调节垂体
<:=4

的分泌#比如#组胺
4>

受体激

动剂
;!?"@!

甲基组胺'

;!?"A!5,4<

(能够促进
<2=!B

细胞分泌
<:=4

'

>

#

C

(

)且
<2=!B

细胞传代
!DC

天后细

胞体积逐渐增大#单个细胞呈梭状$岛状或枫叶状#

有的呈多角形或簇状接合# 部分体积较大的细胞开

始融合#细胞中央颗粒明显可见 '

C

(

% 本研究采用

;!?"A!5,4<

干预
<2=!B

细胞# 发现
;!?"A!5,4<

对

细胞
<:=4

分泌无明显作用# 并发现
<2=!B

细胞是

小圆球状细胞$ 在传代培养及用药干预过程中始终

处于悬浮状态生长且容易聚集成团$ 没有出现贴壁

生长特征# 我们对该细胞形态观察与美国菌种保藏

中心 !

<=::

"官网 !

E22-F

*

GGHHHI02**I(+JG'+(KL*2FG<//G

::3!&MI0F-NO*L/2L+,),2E(K

"发布的
<2=!!" ?<=::!

::3!&M

=5

A

细胞形态完全一致% 推测
<2=!"

细胞的生

长状态的差异可能是本研究结果与上述文献报道的

差异关键所在# 也提示
<2=!"

细胞体外培养可能与

不同传代等实验因素有关%

本研究的结果提示#

"I"!"P!IQ#)(/G3

的
;!?"A!

5,4<

对
<2=!"

细胞作用是安全的)

"IP#)(/G3

的
;!

?"A!5,4<

干预
<2=!"

细胞
CE

后#可轻度增强
'()*

基因与蛋白表达# 推测可能与
'()*

基因在垂体细

胞中表达量最大有关#尽管无统计学差异#但是
;!

?"A!5,4<

上调
'()*

表达量达
!"R

以上可能具有

实际调控作用%值得注意的是#垂体特异性转录因子

'(L#S#

能被
;!T"A!5,4<

调节#尤其以
CE

作用后上

调最明显) 同样# 垂体特异性转录因子祖先蛋白

!

'+(-/

"$

7J+P

$

U(N/!

等转录因子也可被
;!T"A!5,4<

正向调节% 有研究显示'

&DPB

(

#

'(LPSP

是垂体前叶的转

录因子#

'(LPSP

突变会引起垂体前叶发育不良$生长

激素和催乳素缺乏和不同程度的机能衰退症%

'+(-P
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在垂体发育早期很重要!

'()*#

突变会引起垂体多

种激素合成与分泌量减弱"

##

!

#!

#

$

+,(#

是促性腺激素

细胞
-./

启动激活所需的转录因子% 也是雌性生育

必需的因子"

01

!

02

#

$

3)45!

转录因子表达于卵巢%眼和垂

体!并影响与调控垂体早期发育过程!且
3)45!

与其

他转录因子一起作用可影响垂体腺瘤的生长 "

06

!

0%

#

$

这些转录因子参与垂体重要的生理功能$ 本研究发

现体内有功能活性的物质
7!8!9!

甲基组胺具有促进

:;<!=

垂体瘤细胞
')>?

及部分转录因子表达作用!

从而间接影响垂体相关促靶腺激素的分泌! 其具体

调控机制需要深入探索$
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