
·论　　著·

过表达ＨＭＧＡ２对人垂体生长激素腺瘤细胞增殖及周期的影响
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　　摘　要：目的　探讨过表达高迁移率族蛋白Ａ２（ＨＭＧＡ２）对人垂体生长激素腺瘤细胞增殖及周期的影响。方法　ＨＭＧＡ２

过表达质粒转染原代培养人垂体生长激素腺瘤细胞（转染组）。蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、细胞增殖实验（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ

８，ＣＣＫ８）、流式细胞仪术分别检测 ＨＭＧＡ２过表达质粒转染垂体生长激素腺瘤细胞后对 ＨＭＧＡ２蛋白表达、细胞增殖、细胞周

期的影响。结果　２４ｈ后转染组垂体生长激素腺瘤细胞 ＨＭＧＡ２蛋白表达水平高于空载体组（转染空质粒的细胞）（犘＜０．０５）；

较空载体组在２４、４８、７２、９６ｈ４个时间点ＯＤ值较大，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；转染组细胞增殖数量增加，与空载体组相

比转染组细胞Ｇ１ 期所占比例减少，Ｓ期所占比例增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　过表达 ＨＭＧＡ２促进垂体腺瘤细

胞增殖，促进细胞Ｇ１ 期进展。
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　　垂体瘤是一种颅内常见的良性肿瘤，约占中枢神经系统肿

瘤的１５％～２０％
［１］。高迁移率族蛋白Ａ２（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐ

Ａ２，ＨＭＧＡ２）是非组蛋白染色体蛋白，属于高迁移率族 Ａ

（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐＡ，ＨＭＧＡ）家族，在垂体瘤组织及体外

培养细胞中高表达［２３］。ＨＭＧＡ２过表达是许多良性和恶性肿

瘤的标志，是一个预后不良的指标。原代培养的人垂体生长激

素腺瘤细胞，在性质和特点上更接近于肿瘤在人体的原始状

态，因此，其在生物治疗或实验中的效果和作用更接近于体内

肿瘤细胞对生物试剂的反应。本实验采用 ＨＭＧＡ２过表达质

粒转染人垂体生长激素腺瘤细胞，观察 ＨＭＧＡ２蛋白过表达

对人垂体生长激素腺瘤细胞增殖及周期的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＭＧＡ２质粒（ｐＩＲＥＳ２ｄｓＲｅｄＨＭＧＡ２ｃＤＮＡ）、

空载体（ｐｃＤＮＡ３．１）（上海艾博斯公司合成），ＤＭＥＭ高糖培养

基（Ｔｈｅｒｍｏ公司），胎牛血清（杭州四季青公司），０．２５％胰酶

（碧云天公司），羟乙基哌嗪乙硫磺酸（ＨＥＰＥＳ）（Ｇｉｂｃｏ公司），

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＨＭＧＡ２

一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），山羊抗兔ＩｇＧ（北京中杉金桥）。ＣＣＫ

８细胞增殖检测试剂盒（日本同仁公司），细胞周期检测试剂盒

（南京凯基公司）。

１．２　方法

１．２．１　实验分组　实验细胞分为：转染组（转染ｐＩＲＥＳ２

ｄｓＲｅｄＨＭＧＡ２ｃＤＮＡ质粒）和空载体组（转染ｐｃＤＮＡ３．１空载

质粒）。

１．２．２　细胞培养　原代垂体生长激素腺瘤细胞的培养采用机

械分离法［１］分离垂体瘤细胞：手术切除的垂体腺瘤组织在无菌

操作下放入无血清ＤＭＥＭ 培养基中立即送往实验室超净台

内无菌ＰＢＳ冲洗２次去除结缔组织、坏死组织及血块，将标本

用眼科剪剪碎成１ｍｍ３ 大小组织块加５倍量的０．２５％胰酶

（预热至３７℃），在３７℃条件下消化３０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ用吸

管吹打分散１次，待细胞分散良好以后加入５倍量的细胞培养

基（ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄｅａｇｌｅｍｅｄｉｕｍ，ＤＭＥＭ）（内含１０５Ｕ／Ｌ

青霉素，０．１ｇ／Ｌ链霉素，２．２ｇ／ＬＮａＨＣＯ３，２．０ｇ／ＬＨＥＰＥＳ，

１０％ 胎牛血清）终止消化５ｍｉｎ，经１００目细胞滤器过滤后，
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１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ弃上清液加入ＤＭＥＭ培养基使细胞

重悬并分散，成功获得稳定生长垂体瘤细胞株后，ＤＭＥＭ培养

基（含１０％胎牛血清）、３７℃、５％ＣＯ２ 饱和湿度培养箱中常规

培养，以第３代原代培养细胞作为实验对象。

１．２．３　质粒转染　ｐＩＲＥＳ２ｄｓＲｅｄＨＭＧＡ２ｃＤＮＡ质粒由上海

艾博斯生物科技有限公司合成并测序，将处于对数生长期的细

胞接种于６０ｍｍ 小皿中，待细胞处于７０％～９０％融合时，

ｐＩＲＥＳ２ｄｓＲｅｄＨＭＧＡ２ｃＤＮＡ质粒及空载体质粒分别转染，并

严格按照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂说明书进行。

１．２．４　免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＨＭＧＡ２蛋白表达水

平　转染２４ｈ后收集两组细胞，加入细胞组织快速裂解液ＲＩ

ＰＡ置于冰上裂解，４℃、１５０００ｇ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，收取上清

液即总蛋白；加入５×十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，

ＳＤＳＰＡＧＥ）蛋白上样缓冲液，１００ ℃煮沸变性５ｍｉｎ；通过

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转至硝酸纤维素（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｆｉｌｔｅｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ）膜上加入一抗兔抗人 ＨＭＧＡ２及兔抗人βａｃ

ｔｉｎ抗体（１∶５００），４℃孵育过夜；复温３０ｍｉｎ，洗涤缓冲液

（ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ）洗涤５ｍｉｎ，３次，加入稀释的二抗（１∶

１０００），室温下孵育２ｈ；然后四唑硝基蓝（ＢＣＩＰ）和碱性磷酸酶

显色试剂（ＮＢＴ）显色。用ＩｍａｇｅＪ软件检测各条带灰度值，计

算 ＨＭＧＡ２蛋白的相对表达水平。

１．２．５　细胞增殖实验（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ８，ＣＣＫ８）法
［４６］检测

转染组及空载体组垂体生长激素腺瘤细胞增殖情况　０．２５％

胰酶消化转染组及空载体组垂体生长激素腺瘤细胞，９６孔板

每孔铺３０００个细胞、每组设４个复孔，每孔加ＤＭＥＭ完全培

养基（含１０％胎牛血清）１００μＬ，四周加磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）液体防止水分蒸发；置３７℃、５％

ＣＯ２ 培养箱中培养２４、４８、７２、９６ｈ；每孔加入无血清培养基

１００μＬ，ＣＣＫ８溶液１０μＬ，空白对照孔只加等量无血清培养

基和ＣＣＫ８溶液，混匀两种液体，避光操作；放入培养箱中继

续孵育０．５、１、２、４ｈ；酶标仪检测在４５０ｎｍ波长下的光密度

（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值。

１．２．６　流式细胞仪检测转染组及空载体组垂体生长激素腺瘤

细胞周期变化　０．２５％胰酶消化转染组及空载体组垂体生长

激素腺瘤细胞后离心收集细胞，用预冷 ＰＢＳ洗涤细胞１次

（２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ）收集并调整细胞浓度为１×１０６／ｍＬ；

然后用７０％乙醇４℃固定过夜；次日，离心收集细胞，用预冷

的ＰＢＳ洗涤细胞２遍，小心吸出上清液，可以残留约５０μＬ左

右的ＰＢＳ，避免吸走细胞，轻轻弹击离心管底适当分散细胞，避

免细 胞 成 团；加 １００μＬ 核 糖 核 酸 酶 Ａ（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＡ，

ＲＮａｓｅＡ）（２０μｇ／ｍＬ）３７℃水浴３０ｍｉｎ；再加入４００μＬ碘化丙

啶 （ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）（５０μｇ／ｍＬ）染色混匀，４ ℃避光

３０ｍｉｎ，然后用流式细胞仪检测
［７８］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据处理，所有

数据均用狓±狊表示，两组间比较采用两样本狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＭＧＡ２蛋白的表达情况　使用Ｉｍ

ａｇｅＪ软件测定两组蛋白条带的灰度值。结果显示，转染组

ＨＭＧＡ２蛋白表达较空载体组高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），表明 ＨＭＧＡ２质粒转染成功，见图１。

２．２　ＣＣＫ８实验结果　实验中在２４、４８、７２、９６ｈ４个时间点

转染组细胞ＯＤ值均较空载体组细胞ＯＤ值大，差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。实验结果显示垂体生长激素腺瘤细胞转

染 ＨＭＧＡ２质粒后细胞增殖能力较空载体组明显增加，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），细胞生长曲线见图２。

　　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图，转染组ＨＭＧＡ２蛋白明显高，空载体组即转染

ｐｃＤＮＡ３．１空载质粒，转染组即转染 ＨＭＧＡ２过表达质粒。Ｂ：ＨＭ

ＧＡ２蛋白灰度分析图。ａ：犘＜０．０５，与空载体组比较。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析两组 ＨＭＧＡ２蛋白的表达情况

　　ａ：犘＜０．０５，与空载体组比较。

图２　垂体生长激素腺瘤细胞生长曲线

２．３　流式细胞仪检测垂体生长激素腺瘤细胞周期变化结果　

与空载体组相比，转染组垂体生长激素腺瘤细胞周期发生明显

变化，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞所占比例减少，Ｓ期细胞所占比例增加，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）；两组细胞 Ｇ２ 期细胞所占比例差

异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　不同质粒转染后对垂体生长激素腺瘤细胞

　周期的影响（狓±狊，％，狀＝３）

组别
细胞周期分布

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２

空载体组 ６９．６１±０．５１ ２２．４９±０．５９ １４．２５±１．５１

转染组 ４１．２０±１．３２ ４２．６３±１．０１ １５．４４±１．００

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＞０．０５

３　讨　　论

ＨＭＧＡ２属于高迁移率族家族 ＨＭＧＡｓ。该家族的成员

还包括 ＨＭＧＡ１ａ、ＨＭＧＡ１ｂ和 ＨＭＧＡ１ｃ，它们均含有３个 Ｎ

端“ＡＴ钩”基序，通过这一结构可以优先地结合Ｂ型ＤＮＡ中
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富含ＡＴ的序列，进而诱导构象变化促进增强子中转录因子复

原。ＨＭＧＡ２蛋白参与许多生物不同生理过程，如调节转录、

胚胎发生、分化、致瘤性转化以及病毒基因组的整合和表达［９］。

由于 ＨＭＧＡ２编码基因位于许多肿瘤细胞染色体断裂点

的簇集区，所以它的异常表达与肿瘤发生有关。ＨＭＧＡ１和

ＨＭＧＡ２的高水平表达与肿瘤高度恶性表现型、转移和低生存

率有关，因此是一个不良预后指标［１０］。最近研究证实 ＨＭ

ＧＡ２与多种上皮源性恶性肿瘤的转化、生长和分化密切相

关［１１］，如甲状腺癌、乳腺癌、口腔鳞癌及非小细胞肺癌。Ｐｉｓ

ｃｕｏｇｌｉｏ等
［１２］发现在正常胰腺组织、胰腺上皮内瘤变和侵袭性

胰腺癌中 ＨＭＧＡ１和 ＨＭＧＡ２的平均表达量逐渐增加，与肿

瘤的恶性级别及进展呈正相关，并与新生物的分化和淋巴结转

移高度相关。

本实验结果显示转染 ＨＭＧＡ２过表达质粒的垂体生长激

素腺瘤细胞增殖能力较空载体组增强（犘＜０．０５），过表达

ＨＭＧＡ２促进了垂体生长激素腺瘤细胞增殖。流式细胞仪检

测细胞周期结果显示转染组 Ｇ１ 期细胞所占比例较空载体组

明显减少，而Ｓ期细胞所占比例明显增加，可能与 ＨＭＧＡ２调

节下游相关蛋白有关，研究表明 ＨＭＧＡ２通过增强Ｅ２Ｆ转录

因子１活性诱导垂体肿瘤发生
［１３］。ＨＭＧＡ２与视网膜母细胞

瘤蛋白（ｐＲＢ）相互作用，取代了磷酸化视网膜母细胞瘤蛋白／

Ｅ２Ｆ转录因子１（ｐＲＢ／Ｅ２Ｆ１）复合物中的组蛋白脱乙酰基酶１

（ＨＤＡＣ１），增加了Ｅ２Ｆ１乙酰化和转录活性。除此之外 ＨＭ

ＧＡ２还可以直接作用于Ｅ２Ｆ１敏感元件，增强Ｅ２Ｆ１与 ＤＮＡ

结合能力。与上述结果一致，ＨＭＧＡ２转基因和Ｅ２Ｆ１基因敲

除杂交鼠中Ｅ２Ｆ１活性功能性的丢失明显的减少了垂体腺瘤

的发生率［１３］。垂体特异性转录因子１（ｐｉｔ１）是一个与垂体细

胞发育和分化有关的转录因子，其高表达是人类生长激素

（ＧＨ）和催乳素（ＰＲＬ）腺瘤的一个恒定特点，有研究表明 ＨＭ

ＧＡ２蛋白可以结合ｐｉｔ１及其敏感ＤＮＡ元件，以此正向调节

ｐｉｔ１启动子，同时 ＨＭＧＡ２还可以与ｐｉｔ１协同作用，促进ｐｉｔ

１表达上调
［１４］。研究证明，在 ＨＭＧＡ转基因鼠垂体腺瘤中，

ＨＭＧＡ蛋白正向调控ｐｉｔ１转录，诱导垂体肿瘤中ｐｉｔ１过度

表达［１５］。此外，ＨＭＧＡ２还可以上调ＣＣＮＢ２基因诱导垂体瘤

发生。ＣＣＮＢ２可以编码周期蛋白Ｂ２，它是Ｂ型周期蛋白家族

的一员，是细胞周期调节装置的主要成分，ＨＭＧＡ２蛋白主要

通过结合细胞周期蛋白Ｂ２基因启动子，上调其活性，诱导垂

体瘤发生［１６］。本实验中 ＨＭＧＡ２过表达促进垂体生长激素腺

瘤细胞增殖并且促进Ｇ１ 期进展，表明过表达 ＨＭＧＡ２在垂体

肿瘤发生中具有重要作用，具体机制有待进一步实验证实。

本实验基于成功培养原代垂体生长激素腺瘤细胞后进行，

其性质和特点上更接近于肿瘤在人体原始状态，这为垂体腺瘤

的生物治疗提供了新的治疗靶点，同时也为垂体腺瘤机制的进

一步探索提供了基础。
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