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　　 【摘要】　目的　探讨溴隐亭对垂体泌乳素腺瘤血管形成的影响及其分子作用机制。方法　２０１４年１月—２０１５年

６月，体外培养ＭＭＱ细胞株并进行ＭＴＴ比色实验，共设置６个实验组、１个对照组和１个空白组，实验组在培养基和

细胞悬液中添加不同浓度 （０１２５、０２５０、０５００、１０００、２０００、４０００μｇ／ｍｌ）溴隐亭，分别记为０１２５μｇ／ｍｌ组、

０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００μｇ／ｍｌ组，对照组加入等体积的培养基及

细胞悬液，空白组仅加入等体积的培养基；根据半数抑制浓度 （ＩＣ５０）筛选最适浓度溴隐亭进行后续试验。再采用最

适浓度的溴隐亭处理ＭＭＱ细胞４８ｈ，制备条件培养液 （ＣＭ），各实验组在培养基和细胞悬液基础上分别加入最适溶

度的溴隐亭和ＣＭ，对照组加入等体积的培养基和细胞悬液，采用酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）检测泌乳素 （ＰＲＬ）浓

度及其变化率。用携带ＧＦＰ基因的慢病毒 （ＬＶＧＦＰ）感染人脐静脉血管内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ）制备 ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ，

用ＣＭ孵育ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞，各实验组在培养基和细胞悬液基础上分别加入最适浓度的溴隐亭和ＣＭ，ＣＭ组在培

养基和细胞悬液基础上仅加入ＣＭ，１０００μｇ／ｍｌ组在培养基和细胞悬液基础上仅加入１０００μｇ／ｍｌ溴隐亭，对照组加

入等体积培养基和细胞悬液；２４ｈ后在荧光显微镜下观察血管样结构形成情况并计数。采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法检测对

照组与最适浓度溴隐亭组垂体瘤转化基因 （ＰＴＴＧ）和血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）表达情况。结果　６个实验组ＭＭＱ

细胞增殖抑制率时间与组间存在交互作用 （Ｐ＜００５）；培养４８ｈ、７２ｈ０１２５μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／

ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培养２４ｈ，培养７２ｈ０１２５μｇ／ｍｌ

组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组 ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培养 ４８ｈ（Ｐ＜

００５）；而培养４８ｈ与培养７２ｈ４０００μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。通过软件

计算抑制ＭＭＱ细胞增殖的 ＩＣ５０接近０５００μｇ／ｍｌ，遂选用０２５０、０５００、１０００μｇ／ｍｌ溴隐亭进行后续实验。１０００

μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＰＲＬ浓度及变化率均低于０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组和对照组；０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组

ＰＲＬ浓度及变化率均低于０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组和对照组；０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ＰＲＬ浓度及变化率均低于对照组 （Ｐ＜

００５）。ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、

１０００μｇ／ｍｌ组、对照组；０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ＋

ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、对照组；０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００

μｇ／ｍｌ组、对照组；１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于１０００μｇ／ｍｌ组、对照组；１０００μｇ／ｍｌ组

与对照组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数比较，差异无统计学意义 （Ｐ＞００５）。对照组 ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于

０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组，０２５０μｇ／ｍｌ组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于０５００μｇ／ｍｌ组、１０００

μｇ／ｍｌ组，０５００μｇ／ｍｌ组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于１０００μｇ／ｍｌ组 （Ｐ＜００５）。结论　溴隐亭可通过抑制垂体泌乳

素腺瘤的血管形成而抑制其生长与侵袭，而这种抑制作用与下调ＰＴＴＧ／ＶＥＧＦ信号通路有关。
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ｉｓｐｏｓｓｉｂｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎＰＴＴＧ／ＶＥＧＦｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．

　　 【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 Ｐｒｏｌａｃｔｉｎｏｍａ；Ｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ；Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ

　　垂体瘤是颅内常见疾病之一，占颅内肿瘤的１０％

～１５％，其中垂体泌乳素腺瘤 （ｐｒｏｌａｃｔｉｎｏｍａ）占 ３０％
左右［１］。外科手术是治疗垂体泌乳素腺瘤的首选方案，

而溴隐亭是不能耐受手术或拒绝手术治疗患者的最佳选

择。溴隐亭单独使用或结合外科手术治疗垂体泌乳素腺

瘤已取得较好的临床疗效［２］。垂体泌乳素腺瘤的生长和

转移依赖新生血管的形成，而肿瘤血管的形成极为复

杂，包括正常静脉血管系统激活、新生血管出芽以及肿

瘤细胞、内皮细胞、外周细胞间相互作用等多种因素共

同作用。血管内皮生长因子 （ＶＥＧＦ）是迄今公认的最

重要的血管形成因子，其可在多种生理、病理状态下促

进周围血管的形成。垂体瘤转化基因 （ＰＴＴＧ）在正常
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垂体中不表达，而在垂体瘤中高表达。ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ对
肿瘤血管的形成起重要作用。有研究表明，上调 ＰＴＴＧ
和ＶＥＧＦ表达可促进垂体瘤周围血管的形成，其表达情
况可作为判断垂体瘤侵袭性的一项生物学指标，对判断

患者预后也有一定的临床意义［３］。

本研究旨在分析溴隐亭对大鼠垂体泌乳素腺瘤

ＭＭＱ细胞泌乳素 （ｐｒｏｌａｃｔｉｎ，ＰＲＬ）分泌、血管形成及
ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达的影响，初步探讨溴隐亭对垂体泌乳
素腺瘤的治疗作用是否与通过调节 ＰＴＴＧ／ＶＥＧＦ通路而
抑制血管形成有关，为临床上应用溴隐亭治疗垂体泌乳

素腺瘤提供参考。

１　材料与方法
１１　实验材料
１１１　细胞株与病毒　大鼠垂体泌乳素腺瘤细胞株
ＭＭＱ及人脐静脉血管内皮细胞 （ＨＵＶＥＣ）均购自
ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）公司，携带
ＧＦＰ基因的慢病毒 （ＬＶＧＦＰ）由ＧｅｎｅＣｈｅｍ公司制备。
１１２　主要试剂及试剂盒　溴隐亭 （ＧｅｄｅｏｎＲｉｃｈｔｅｒ
Ｐｌｃ）， 噻 唑 蓝 （ＭＴＴ， Ｓｉｇｍａ）， Ｆ１２ 培 养 基

（Ｈｙｃｌｏｎｅ），胎牛血清 （Ｈｙｃｌｏｎｅ），马血清 （Ｇｉｂｃｏ），
０２５％胰蛋白酶消化液 （Ｈｙｃｌｏｎｅ），二甲基亚 砜
（ＤＭＳＯ， Ａｍｒｅｓｃｏ）， Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ （Ｓｉｇｍａ）； Ｍａｔｒｉｇｅｌ
（Ｓｉｇｍａ），鼠源性抗 ＶＥＧＦ、ＰＴＴＧ单克隆抗体 （Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ），鼠源性抗ＧＡＰＤＨ单克隆抗体 （ＳａｎｔａＣｒｕｚ），化
学发光试剂ＥＣＬ（Ｐｉｅｒｃｅ），辣根过氧化物酶标记的二抗
羊抗鼠ＩｇＧ（ＳａｎｔａＣｒｕｚ）；酶联免疫吸附试验 （ＥＬＩＳＡ）
试剂盒 （ＢＯＳＴＥＲ），ＢＣＡ蛋白定量试剂盒 （Ｐｉｅｒｃｅ）。
１２　实验方法
１２１　ＭＴＴ比色法　２０１４年 １月—２０１５年 ６月，将
ＭＭＱ细胞复苏后在含１０％胎牛血清和５％马血清的Ｆ１２
培养基中培养，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中常规传代
培养，观察细胞状态，待生长良好即进行下一步实验。

取处于对数生长期的 ＭＭＱ细胞，制成１×１０５个／ｍｌ细
胞悬液，加入９６孔板中，１００μｌ／孔 （边缘孔用无菌的

ＰＢＳ填充），３７℃、５％ ＣＯ２培养箱孵育过夜。共设置６
个实验组、１个对照组和１个空白组，实验组加入培养
基、细胞悬液和不同浓度 （０１２５、０２５０、０５００、
１０００、２０００、４０００μｇ／ｍｌ）溴隐亭，分别记为０１２５
μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００
μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００μｇ／ｍｌ组，对照组加
入等体积的培养基及细胞悬液，空白组仅加入等体积的

培养基，每组设６个复孔。置于培养箱中培养２４、４８、
７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ溶液２０μｌ，继续培养４
ｈ后，每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ；振荡１０ｍｉｎ后，用酶标
仪在５７０ｎｍ波长处测量吸光度 （ＯＤ），并计算ＭＭＱ细

胞增殖抑制率。实验独立重复３次。ＭＭＱ细胞增殖抑
制率＝〔１－（实验组ＯＤ值 －空白组 ＯＤ值）／（对照
组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）〕 ×１００％。并根据各组ＭＭＱ
细胞增殖的半数抑制浓度 （ＩＣ５０）选取最适浓度的溴隐
亭进行后续试验。

１２２　制备条件培养液 （ＣＭ）和提取总蛋白　取对数
生长期的 ＭＭＱ细胞，制成 ２×１０５个／ｍｌ的细胞悬液，
加入６孔板中，１ｍｌ／孔，置于培养箱中过夜。在孔板
中加入最适浓度的溴隐亭培养４８ｈ后，离心取上清液
即为ＣＭ （４℃保存）；６孔板中加入细胞裂解液，提取
总蛋白 （７０℃保存）。
１３　ＥＬＩＳＡ检测 ＣＭ中 ＰＲＬ浓度　各实验组在培养基
和细胞悬液基础上分别加入最适溶度的溴隐亭和 ＣＭ，
对照组加入等体积的培养基和细胞悬液：（１）将１００μｌ
的上述ＣＭ和标准品 （标准品按试剂盒说明稀释）加入

相应的反应孔中，３７℃孵育２ｈ，洗板５次；（２）每孔
加１００μｌ一抗，３７℃孵育２ｈ，洗板５次；（３）每孔加
１００μｌ酶标二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，洗板５次；（４）每
孔加１００μｌ底物工作液３７℃避光孵育１５ｍｉｎ，洗板５
次；（５）每孔加１００μｌ终止液混匀；（６）用酶标仪在
４５０ｎｍ波长处测量ＯＤ值；（７）根据标准曲线计算样本
ＯＤ值对应的 ＰＲＬ浓度，并计算变化率，变化率 （％）
＝（实验组 ＰＲＬ浓度／对照组 ＰＲＬ浓度） ×１００％。实
验独立重复３次取平均值。
１４　体外血管形成
１４１　慢病毒感染制备 ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞　将
ＨＵＶＥＣ细胞接种于２４孔板中培养，２４ｈ后用ＬＶＧＦＰ感
染，根据细胞的增殖特性调整细胞密度，使感染时细胞

汇合度为 ３０％ ～４０％。将 ６０μｌＬＶＧＦＰ（滴度为 １×
１０８ＴＵ／ｍｌ）与４３５μｌ培养液及５μｇ／ｍｌＰｏｌｙｂｒｅｎｅ５μｌ
混匀制成感染混合体系，吸去细胞培养液，加入感染混

合体系，３７℃下孵育 ２４ｈ，然后更换为常规培养液，
７２ｈ后用１μｇ／ｍｌ嘌呤霉素筛选稳定表达 ＧＦＰ的细胞，
即ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞。
１４２　体外血管形成实验　在 ９６孔板加入 Ｍａｔｒｉｇｅｌ，
５０μｌ／孔，３７℃孵育１ｈ；将 ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞悬液
加入Ｍａｔｒｉｇｅｌ上层，５×１０３个／孔；用 ＣＭ孵育ＨＵＶＥＣ／
ＬＶＧＦＰ细胞。各实验组在培养基和细胞悬液基础上分
别加入最适浓度的溴隐亭和 ＣＭ，ＣＭ组在培养基和细
胞悬液基础上仅加入ＣＭ，１０００μｇ／ｍｌ组在培养基和细
胞悬液基础上仅加入１０００μｇ／ｍｌ溴隐亭，对照组加入
等体积的培养基和细胞悬液。２４ｈ后，在荧光显微镜下
观察血管样结构的形成情况，任意取５个视野，计数血
管样结构。实验独立重复３次取平均值。
１５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ法　 （１）用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒

·５４·实用心脑肺血管病杂志２０１６年３月第２４卷第３期　　投稿网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



进行蛋白定量，取一定体积总蛋白进行聚丙烯酰胺凝胶

（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）电泳。（２）１００Ｖ恒压电泳至溴酚蓝迁
移到分离胶底部０５ｃｍ处，３００ｍＡ恒流转膜 （ＰＶＤＦ
膜）９０ｍｉｎ。 （３）用含 ５％脱脂奶粉的封闭液封闭
ＰＶＤＦ膜；加入适当稀释的一抗，封于塑料膜中４℃过
夜；用ＴＢＳＴ洗涤，加入适当稀释的二抗，室温孵育１
ｈ；用 ＴＢＳＴ洗涤。 （４）用增敏化学发光底物试剂
（ＥＣＬ）处理后在显影仪中曝光成像，并用 ＩｍａｇｅＪ软件
进行灰度分析，以 ＧＡＰＤＨ作为内参照。实验独立重复
３次取平均值。
１６　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１８０统计学软件进行数据
处理，符合正态分布的计量资料以 （ｘ±ｓ）表示，多组
间比较采用单因素方差分析，两两比较采用 ｑ检验；重
复测量的数据采用重复测量方差分析。以Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　各组 ＭＭＱ细胞增殖抑制率比较　６个实验组
ＭＭＱ细胞增殖抑制率时间与组间存在交互作用 （Ｐ＜
００５）；培养２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ６组ＭＭＱ细胞增殖抑制
率比较，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）。其中培养４８
ｈ、７２ｈ０１２５μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ
组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００μｇ／ｍｌ组
ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培养２４ｈ，培养７２ｈ０１２５
μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００
μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培
养４８ｈ，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；而培养４８ｈ
与培养７２ｈ４０００μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率比较，
差异无统计学意义 （Ｐ＞００５，见表１）。通过软件计算
抑制ＭＭＱ细胞增殖的 ＩＣ５０接近０５００μｇ／ｍｌ，遂选用
０２５０、０５００、１０００μｇ／ｍｌ溴隐亭进行后续实验。

表１　６个实验组ＭＭＱ细胞增殖抑制率比较 （ｘ±ｓ，％）

Ｔａｂｌｅ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＭＭＱｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｍｏｎｇｔｈｅ

ｓｉｘｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ

组别 培养２４ｈ 培养４８ｈ 培养７２ｈ

０１２５μｇ／ｍｌ组 ２７１２±２２４ ３２８９±３４５ａ ４３５７±３８９ａｂ

０２５０μｇ／ｍｌ组 ３６３３±２２６ ４１４４±３２２ａ ５５５９±３１２ａｂ

０５００μｇ／ｍｌ组 ５０４８±１５５ ５８８８±１６７ａ ７５６８±１２２ａｂ

１０００μｇ／ｍｌ组 ６３２２±３４５ ７４２４±３８９ａ ８６２２±２２４ａｂ

２０００μｇ／ｍｌ组 ７５６５±３２２ ７８５６±３１２ａ ９２０１±２２６ａｂ

４０００μｇ／ｍｌ组 ９０３４±１６７ ９６４４±１２２ａ ９６６７±１５５ａ

Ｆ值 Ｆ组间 ＝１０３３２，Ｆ时间 ＝４４５８，Ｆ交互 ＝１１５０７

Ｐ值 Ｐ组间 ＝０００，Ｐ时间 ＝０００，Ｐ交互 ＝０００

　　注：与培养２４ｈ比较，ａＰ＜００５；与培养４８ｈ比较，ｂＰ＜００５

２２　对照组与最适浓度溴隐亭组 ＰＲＬ浓度及变化率比
较　４组 ＰＲＬ浓度及变化率比较，差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）；其中１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＰＲＬ浓度及变化
率均低于０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组和
对照组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；０５００μｇ／ｍｌ
＋ＣＭ组ＰＲＬ浓度及变化率均低于０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组
和对照组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；０２５０μｇ／
ｍｌ＋ＣＭ组ＰＲＬ浓度及变化率均低于对照组，差异有统
计学意义 （Ｐ＜００５，见表２）。

表２　对照组与最适浓度溴隐亭组ＰＲＬ浓度及变化率比较

（ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＰＲＬｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｒａｔｅａｍｏｎｇ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｅｓｔｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈ ｂｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅａｎｄＣＭ

组别 ＰＲＬ（μＵ／ｍｌ） 变化率（％）

对照组 ８５６６±１３４ １００００±１２３

０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ５５２１±２８２ａ ６４４５±２２２ａ

０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ４０１９±３１１ａｂ ４６９２±１８９ａｂ

１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ３０３３±２６７ａｂｃ ３５４１±３３１１ａｂｃ

Ｆ值 １０３３３ ７９５４

Ｐ值 ０００６ ００００

　　注：ＰＲＬ＝泌乳素；与对照组比较，ａＰ＜００５；与０２５０μｇ／ｍｌ＋

ＣＭ组比较，ｂＰ＜００５；与０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组比较，ｃＰ＜００５

２３　对照组、１０００μｇ／ｍｌ组、ＣＭ组与最适浓度溴隐
亭组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数比较　６组ＭＭＱ细胞
外血管样结构计数比较，差异有统计学意义 （Ｐ＜
００５）；其中 ＣＭ组 ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于
０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／
ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、对照组，差异有统计学意
义 （Ｐ＜００５）；０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ＭＭＱ细胞外血管
样结构计数多于０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ＋
ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５）；０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ＭＭＱ细胞外血管样
结构计数多于 １０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、
对照组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；１０００μｇ／ｍｌ
＋ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于１０００μｇ／ｍｌ
组、对照组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；１０００
μｇ／ｍｌ组与对照组 ＭＭＱ细胞外血管样结构计数比较，
差异无统计学意义 （Ｐ＞００５，见表３）。
２４　对照组与最适浓度溴隐亭组 ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水
平比较　４组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平比较，差异有统计
学意义 （Ｐ＜００５）；其中对照组 ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水
平高于０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ
组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；０２５０μｇ／ｍｌ组
ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／
ｍｌ组，差异有统计学意义 （Ｐ＜００５）；０５００μｇ／ｍｌ组
ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于１０００μｇ／ｍｌ组，差异有统
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计学意义 （Ｐ＜００５，见表 ４）。不同溴隐亭浓度组
ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平电泳图见图１。

表３　对照组、１０００μｇ／ｍｌ组、ＣＭ组与最适浓度溴隐亭组 ＭＭＱ细

胞外血管样结构计数比较 （ｘ±ｓ，条）

Ｔａｂｌｅ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｕｎｔｏｆＭＭＱｃｅｌｌｓａｍｏｎｇ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｔｅｓｔｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈ ｂｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ

ｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ，ｗｉｔｈ／ｗｉｔｈｏｕｔＣＭ

组别 血管样结构计数

对照组 １０３３±０１０ａｂｃｄ

１０００μｇ／ｍｌ组 ９３±００５ａｂｃｄ

１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ２０５±０９０ａｂｃ

０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ４０３３±１１０ａｂ

０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ５５２３±１９０ａ

ＣＭ组 ９０２２±１４０

Ｆ值 １１９４３

Ｐ值 ００００

　　注：与ＣＭ组比较，ａＰ＜００５；与０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组比较，ｂＰ＜

００５；与０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组比较，ｃＰ＜００５；与１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ

组比较，ｄＰ＜００５

表４　对照组和最适浓度溴隐亭组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平比较

（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＴＧａｎｄＶＥＧＦａｍｏｎｇｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐａｎｄｔｅｓｔｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｂｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ

组别 ＰＴＴＧ ＶＥＧＦ

对照组 １００±００１ １００±００１

０２５０μｇ／ｍｌ组 ０５９±００２ａ ０６９±００２ａ

０５００μｇ／ｍｌ组 ０２９±００１ａｂ ０５８±００１ａｂ

１０００μｇ／ｍｌ组 ０１５±００２ａｂｃ ０３６±００２ａｂｃ

Ｆ值 １０９３２ １０５０２

Ｐ值 ０００７ ０００９

　　注：ＰＴＴＧ＝垂体瘤转化基因，ＶＥＧＦ＝血管内皮生长因子；与对

照组比较，ａＰ＜００５；与０２５０μｇ／ｍｌ组比较，ｂＰ＜００５；与０５００μｇ／

ｍｌ组比较，ｃＰ＜００５

　　注：ＰＴＴＧ＝垂体瘤转化基因，ＶＥＧＦ＝血管内皮生长因子

图１　对照组与最适浓度溴隐亭组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平的电泳图

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｆｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＴＴＧａｎｄＶＥＧｏｆｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐａｎｄｔｅｓｔｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｂｅｓｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒｏｍｏｃｒｉｐｔｉｎｅ

３　讨论
溴隐亭作为临床最常用的一种 Ｄ２受体激动剂，在

侵袭性垂体泌乳素腺瘤的临床治疗中已被证明安全有

效。溴隐亭可使８０％ ～９０％患者的血清 ＰＲＬ水平恢复
至参考范围，使６０％～７５％垂体泌乳素大腺瘤患者肿瘤
缩小，使８０％～９０％垂体泌乳素微腺瘤和６０％ ～７５％
大腺瘤患者恢复性腺功能［４－６］。１９世纪 ７０年代，
Ｆｏｌｋｍａｎ［７］提出肿瘤的生长和转移依赖于血管形成的假
说。垂体泌乳素腺瘤的生长和侵袭亦依赖于肿瘤血管的

形成，而肿瘤血管的形成过程极为复杂，与肿瘤细胞分

泌的许多生长因子有关，目前已有文献指出参与调控肿

瘤血管形成的生长因子有３０多种，而在众多调控因子
中ＶＥＧＦ是最重要的促进血管生成因子之一［８－９］。ＶＥＧＦ
是目前公认的作用最强、特异性最高的肿瘤血管形成的

关键调控因子，其由多种正常细胞和肿瘤细胞分泌，在

多种肿瘤组织的血管形成中起关键作用［１０］。在肿瘤的

生长和侵袭过程中，当肿瘤细胞与内皮细胞通过缝隙连

结相互作用后，ＶＥＧＦ分泌增加，基质金属蛋白酶 １
（ＭＭＰ１）明显升高，基质金属蛋白酶原２（ＰｒｏＭＭＰ
２）活化，胞膜型基质金属蛋白酶１（ＭＴ１ＭＭＰ）、尿激
酶型纤溶酶原激活剂 （ｕＰＡ）、纤溶酶原激活物抑制剂
（ＰＡＩ１）表达增高，从而促进肿瘤侵袭和肿瘤血管的形
成。多种因子可通过调节ＶＥＧＦ水平或血管内皮生长因
子受体 （ＶＥＧＦＲ）活性而参与血管形成和调节，如在
缺血缺氧环境下，肿瘤血管形成可通过诱导缺氧诱导因

子－１α（ＨＩＦ１α）增多而实现。ＶＥＧＦ是肿瘤血管形成
过程中最重要的刺激因子，同时又是缺氧诱导因子 １
（ＨＩＦ１）重要的靶基因，机体缺氧时 ＨＩＦ１能调节
ＶＥＧＦＲ表达上调，促进血管内皮细胞增生并形成新的
血管，以满足自身营养供应［１１］。ＰＴＴＧ是 １９９７年从鼠
垂体肿瘤细胞分离并确定的垂体糐生转化基因，与肿瘤

血管形成关系密切［１２］。ＰＴＴＧ可通过正反馈机制促进碱
性成纤维细胞生长因子 （ｂＦＧＦ）的表达，参与肿瘤血
管的形成；且 ＰＴＴＧ与基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）成
正相关，可抑制肿瘤血管生成［１３］；ＰＴＴＧ也可能通过
ｐ５３抑制血小板反应蛋白 （ＴＳＰ１）的表达，从而促进
肿瘤血管生成。总之，ＰＴＴＧ可通过多条途径诱导肿瘤
血管生成。而ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ之间是否存在相关性，目
前尚不明确。有学者认为，ＰＴＴＧ可上调 ＶＥＧＦ和血管
内皮生长因子受体 （ＫＤＲ）的表达，因此提出了ＰＴＴＧ／
ＶＥＧＦ／ＫＤＲ自分泌信号通路［１４－１５］。也有学者认为，尽

管ＰＴＴＧ确实存在诱导血管形成的作用，但未必是通过
调节 ＶＥＧＦ表达而实现，两种基因表达不存在关联
性［１６］。因此，在肿瘤血管形成方面，ＰＴＴＧ与 ＶＥＧＦ的
关系尚需进一步探究。

本研究中ＭＴＴ实验和ＥＬＩＳＡ结果显示，培养２４ｈ、
４８ｈ、７２ｈ，０１２５μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００
μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００
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μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率间有差异；其中培养４８
ｈ、７２ｈ０１２５μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ
组、１０００μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组、４０００μｇ／ｍｌ组
ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培养２４ｈ，培养７２ｈ０１２５
μｇ／ｍｌ组、０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／ｍｌ组、１０００
μｇ／ｍｌ组、２０００μｇ／ｍｌ组ＭＭＱ细胞增殖抑制率高于培
养４８ｈ。１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＰＲＬ浓度及变化率均低于
０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组和对照组；
０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ＰＲＬ浓度及变化率均低于 ０２５０
μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组和对照组；０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组 ＰＲＬ浓
度及变化率均低于对照组；表明溴隐亭可抑制 ＭＭＱ细
胞增殖和 ＰＲＬ的分泌。继而构建能稳定表达 ＧＦＰ的
ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ，在添加ＣＭ的培养基中培养，通过荧
光显微镜下观察血管样结构形成情况发现，１０００μｇ／
ｍｌ组与对照组 ＭＭＱ细胞外血管样结构计数间无差异，
ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于０２５０μｇ／ｍｌ＋
ＣＭ组、０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、
１０００μｇ／ｍｌ组、对照组，０２５０μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组ＭＭＱ细
胞外血管样结构计数多于０５００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００
μｇ／ｍｌ＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、对照组，０５００μｇ／ｍｌ
＋ＣＭ组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于１０００μｇ／ｍｌ
＋ＣＭ组、１０００μｇ／ｍｌ组、对照组，１０００μｇ／ｍｌ＋ＣＭ
组ＭＭＱ细胞外血管样结构计数多于 １０００μｇ／ｍｌ组、
对照组；表明 ＭＭＱ细胞培养 ４８ｈ后分泌了能促进
ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞形成血管的因子，而这种因子在
ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞自身合成中含量较低，溴隐亭处理
ＭＭＱ细胞４８ｈ后明显抑制了血管的形成，且随着溴隐
亭浓度的增加，其血管形成抑制能力逐渐加强。为探索

其相关机制，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ实验分析 ＭＭＱ细胞
总蛋白中ＰＴＴＧ和 ＶＥＧＦ表达情况，结果显示，对照组
ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于０２５０μｇ／ｍｌ组、０５００μｇ／
ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组，０２５０μｇ／ｍｌ组 ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ
表达水平高于０５００μｇ／ｍｌ组、１０００μｇ／ｍｌ组，０５００
μｇ／ｍｌ组ＰＴＴＧ、ＶＥＧＦ表达水平高于 １０００μｇ／ｍｌ组；
表明ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦ表达受溴隐亭浓度的影响。分析原
因为ＭＭＱ细胞合成并分泌了ＰＴＴＧ和ＶＥＧＦ，即ＰＴＴＧ／
ＶＥＧＦ信号通路，以促进 ＨＵＶＥＣ／ＬＶＧＦＰ细胞形成血管
样结构，而溴隐亭可抑制ＰＴＴＧ／ＶＥＧＦ信号通路。

综上所述，溴隐亭可通过抑制垂体泌乳素腺瘤血管

形成而抑制其生长与侵袭，而这种抑制作用可能与下调

ＰＴＴＧ／ＶＥＧＦ信号通路有关。
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