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　　摘要　为观察垂体生长激素 (GH ) 腺瘤细胞的体外分泌效应, 选择 8例垂体 GH 腺瘤和 4例胚胎垂体, 采用单层

细胞培养技术, 在给予生长激素释放激素 (GHRH )、生长激素释放肽22 (GHR P22) 后, 发现胚胎垂体细胞具有明显的

分泌效应, 肿瘤细胞 (gsp 癌基因阳性和阴性) 的分泌则表现各异; 而生长抑素 (SM S) 对二类细胞均具有明显的抑制

效应。结果表明: 肿瘤细胞与正常垂体细胞的激素分泌途径存在差异, 下丘脑对肿瘤细胞激素分泌不再有调控作用。
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Abstract　To invesitigate the secreting response of grow th hormone (GH ) 2secreting p ituitary adenom as in

v itro, 8 case of GH 2secreting p ituitary adenom as and 4 case of em bryo p ituitary w ere selected to determ ine the

response to GH releasing hormone (GHRH ) , GH releasing pep tide22 (GHR P22) and som atostain (SM S). T he

results show ed that the em bryo p ituitary cells had sign ifican t secreting response, but a m ixed response to

GHRH and GHR P22 w as found in bo th gsp2positive and gsp2negative p itutary tumors. Bo th p ituitary tumor

and em bryo p ituitary show ed obviously inh ibitive response to SM S. It w as demonstrated that there w as a differ2
ence in the ho rmone secreting betw een tumor cells and norm al p ituitary cells. T he hormone secreting of tumor

cells w ere no t regulated by hyperthalam us.
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　　gsp 癌基因是垂体生长激素 (GH ) 腺瘤发生的

重要原因并在中国人垂体 GH 腺瘤中证实[ 1 ] , 而垂

体 GH 腺瘤在发生 gsp 癌基因突变后 GH 的分泌是

否仍受下丘脑调控? 我们采用单层细胞培养技术,

观察了生长激素释放激素 (GHRH )、生长激素释放

肽22 (GHR P22) 和生长抑素 (SM S) 对垂体 GH 腺

瘤细胞和胚胎垂体细胞的体外 GH 分泌效应。

1　材料与方法

111　临床资料

选择 1997年～ 1999年我院神经外科收治的垂

体GH 腺瘤患者 8例, 所有患者依据临床表现, 血清

基础 GH 水平, 影像学检查和术后病检诊断为垂体

GH 腺瘤。8例患者肿瘤组织经 PCR 2DNA 直接序列

分析[ 1 ]有 4例 gsp 癌基因为阳性, 4例为阴性。胚胎

垂体 4例, 胎龄为 5～ 615月, 均为水囊引产, 无胚

胎发育异常。

112　垂体肿瘤细胞的培养

手术切除的新鲜肿瘤组织立即置入 PBS 缓冲

液中洗涤 2次, 在 PBS中用手术刀切碎, 1500 röm in

离心 1 m in, 转入含 012 göL 链霉素、105 U öL 青霉
素、10% FCS (胎牛血清) 和 1 göL 胶原酶的M EM

培养基中, 于 37 ℃恒温摇床上消化 015～ 2 h, 至肿

瘤细胞离散为止。离散细胞再用含 10% FCS 的
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M EM 培养基洗涤 1次, 再混入培养基中。每例肿瘤

实验时均将肿瘤细胞等分至 12 支玻璃培养管内,

然后在 37℃培养 18～ 24 h, 使细胞平衡并得以贴

壁。贴壁后的细胞用培养基洗涤 1次,继续培养 4 h,

收集培养基, 测加药前的GH 浓度。然后在培养管中

加入含不同浓度 GHRH (2×10- 9molöL ) , GHR P22

(10- 7molöL ) , SM S (生长抑素八肽 10- 7molöL ) , 于

4 h 后收集培养基, 测加药后的 GH 浓度。 (上述药

物浓度均为最大药物效应浓度[ 2 ])。

胚胎垂体细胞的培养同肿瘤细胞培养方法, 消

化时间较垂体肿瘤组织要短, 最长不超过 30 m in。

113　GH浓度的检测

采用放射免疫法检测, 药盒由卫生部上海生物

制品研究所生产。取待测样品 100 Λl, 加抗 hGH 血

清 100 Λl, 再加入125 I hGH 100 Λl后充分摇匀, 置室

温 (20℃) 17～ 24 h, 加第二抗体 100 Λl, 充分摇匀,

37℃温育 1 h, 加聚二乙醇 200 Λl, 充分摇匀, 放于

4℃ 15～ 20 m in, 3500 röm in 离心 20 m in, 去上清

液, Χ2闪烁计数仪检测。

2　结果

4 例胚胎垂体细胞对 GHRH 和 GHR P22 表现

出明显的分泌效应, GHR P22 作用较 GHRH 作用

强, 二者联合应用, 分泌作用更强; SM S有明显的

抑制作用, GHRH 和 GHR P22 的兴奋作用可以被

SM S所阻断 (图 1)。

图 1　胚胎垂体和 gsp 阳性瘤细胞分泌效应 (ΛgöL )

　　8例垂体肿瘤细胞中, gsp 癌基因阴性瘤细胞有

3例对 GHRH 和 GHR P22 表现出明显的分泌效应,

1 例无反应, 对 SM S均有明显的抑制效应; gsp 癌基

因阳性瘤细胞对 GHRH 和 GHR P22 及二者合并应

用, 2例表现出无反应, 2例表现出明显分泌效应,

对 SM S 仍表现出明显的抑制效应 (图 2)。

图 2　胚胎垂体和 gsp 阴性瘤细胞分泌效应 (ΛgöL )

3　讨论

正常垂体 GH 的分泌主要是受下丘脑分泌的

GHRH 和 SM S的调控, GHRH 主要通过腺苷酸环

化酶2蛋白激酶A 系统刺激GH 的分泌。4例胚胎垂

体对 GHRH 和 GHR P22 都表现出兴奋效应,

GHR P22 作用较 GHRH 强, 二者合并应用作用更

强, 推测 GHR P22不仅对蛋白激酶A 系统起作用,

而且影响到蛋白激酶C 系统[ 2 ] , SM S对正常胚胎垂

体细胞产生明显的抑制效应, GHRH 和GHR P22 的

作用可以被 SM S 阻断。这些结果更进一步证明正

常垂体细胞对下丘脑分泌的 GHRH 和 SM S均有较

强的敏感性和依赖性。

正常情况下, GHRH 主要是通过刺激性鸟嘌呤

核苷酸结合蛋白 (Gs) 偶联激活腺苷酸环化酶

(A C) 而发挥生物学效应, GHRH 与细胞膜受体相

结合, 使Gs的Α亚单位从Gs蛋白复合体上解离, Α
亚单位上结合的GD P (Gs Α2GD P 为无活性状态) 被

GT P 取代, 成为活性状态 (Gs Α2GT P) , 从而激活

A C, 导致细胞内 cAM P 浓度的升高, 激活蛋白激酶

A (PKA ) , 致 GH 分泌; 由于 Gs Α2GT P 具有内在

的GT P 酶活性, 很快使GT P 水解为GD P 而返回非

活性状态, 相应的A C 也返回至正常。分泌GH 的垂

体腺瘤细胞, 编码Gs Α的基因存在突变, 称作为 gsp

癌基因[ 1, 3 ] , 由于 gsp 癌基因干扰了正常 GHRH 2受
体2Gs 蛋白2A C 通路, 消除了 Gs Α2GT P 内在的

GT P 酶活性, 使得A C 处于持续激活状态, 因此, 理

论上具有 gsp 癌基因突变的垂体腺瘤细胞 GH 的分

泌不受外界因素的影响,对GHRH 和GHR P22只能

产生极小的效应, 表现为GH 分泌减弱或无反应; 相

反, 在没有 gsp 癌基因突变的垂体GH 腺瘤细胞, 其

·765·白祥军等. 垂体生长激素腺瘤和胚胎垂体细胞的体外分泌效应

© 1995-2006 Tsinghua Tongfang Optical Disc Co., Ltd.   All rights reserved.



A C 处于正常活性状态, 因而对 GHRH 和 GHR P22

应表现出与正常垂体 GH 细胞一样的强烈 GH 分泌

效应。

在本研究中,细胞培养却发现令人惊讶的结果,

gsp 癌基因阴性组对 GHRH 和 GHR P22 表现出明

显的分泌效应, 但也有 1例无反应; gsp 癌基因阳性

组 2例对 GHRH、GHR P22无反应, 对二者合并应

用也只有很弱的反应, 另 2例却有较强的分泌反应;

无论 gsp 癌基因阳性或阴性患者, 对 GHRH 或

GHR P22或二者合并应用所产生的分泌作用, 远不

如正常垂体细胞那样敏感, 出现此现象的机理尚不

清楚, 但此结果表明, 垂体GH 腺瘤细胞与正常垂体

细胞的分泌效应存在差异性, 瘤细胞不再与正常垂

体细胞一样对下丘脑激素具有依赖性, 瘤细胞可能

为自主分泌性瘤, 但单纯以 gsp 癌基因突变所造成

的腺苷酸环化酶信号传导系统的异常来解释上述现

象是不够的, 产生这一结果的可能为: ①瘤细胞除

了 gsp 癌基因所至的 cAM P2PKA 信号传导系统的

异常外, 还存在其它信号传导系统的异常[ 4, 5 ]。②瘤

细胞表面GHRH 受体的敏感性降低, 对刺激反应减

弱[ 6 ]。③瘤细胞还存在其它癌基因突变所致的促进

GH 分泌的异常。近年来, 越来越多的研究表明: 另

外一种新发现的细胞内信号传导系统[ 5, 6 ] ,生长激素

释放剂ö受体2P IP22IP32蛋白激酶 C 系统在正常垂

体和垂体 GH 腺瘤 GH 分泌调节中起着十分重要作

用, 对这一问题的深入研究将有助于进一步揭示垂

体腺瘤的发病机理。
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3　讨论

18名健康志愿者随机交叉, 多次服用武汉春天

药业有限公司生产的吲哚美辛缓释胶囊, 并与法国

E thypharm 公司生产的同类产品比较, 采用H PL C

检测, 外标法定量测定其血药浓度。结果表明: 多

次给药达稳态条件下, 武汉春天药业有限公司的吲

哚美辛缓释胶囊对参比制剂的相对生物利用度为

(103120±21190) % , 其生物利用度符合要求。证明

了国产的吲哚美辛缓释胶囊剂型中药物被吸收进入

血液的速度和程度与进口制剂无显著差异, 可以替

代进口制剂。多次服用两种缓释胶囊达稳态时的

AU C ss、Cm ax 值, 经统计学处理, 表明两种制剂具

有内在质量的一致性。
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