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Abstract 
Objective: To investigate the expression of miR-135a-3p in nonfunctional pituitary adenoma 
(NFPA) and its effect on the invasion of NFPA cells. Methods: 50 NFPA tissues (25 invasive and 25 
non-invasive) were detected by real-time quantitative PCR. Normal rat pituitary tumor cell lines 
were cultured and randomly divided into the experimental group and the negative control group. 
miR-135a-3p inhibitor and miR-135a-3P NC were transfected respectively, and the expression of 
miR-135a-3P was detected by quantitative real-time PCR. CCK8 assay was used to detect the proli-
feration of pituitary tumor cells after transfection. Transwell assay was used to detect the migra-
tion ability of pituitary tumor cells. Results: The expression level of miR-135a-3p in the invasive 
NFPA group was significantly higher than that in the non-invasive NFPA group (P < 0.05). After 
transfection with miR-135a-3p inhibitor, the proliferation ability of pituitary tumor cell lines de-
creased compared with the negative control group (P < 0.05). Cell migration was decreased in the 
miR-135a-3p inhibitor group compared with the negative control group (P < 0.05). Conclusion: 
Overexpression of miR-135a-3p in NFPA may regulate the proliferation of pituitary tumor cells 
and promote their invasion. 
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摘  要 

目的：本文探讨miR-135a-3p在无功能垂体腺瘤(NFPA)中的表达及其对NFPA细胞侵袭性的影响。方法：

采用实时定量PCR分别检测50例的NFPA组织(侵袭性和非侵袭性各25例)；培育正常大鼠垂体瘤细胞株，

随机分为实验组和阴性对照组，分别转染miR-135a-3p inhibitor和miR-135a-3p NC，采用实时荧光定

量PCR检测miR-135a-3p的表达；转染后分别进行CCK8实验检测垂体瘤细胞增殖能力；Transwell实验

检测垂体瘤细胞的迁移能力。结果：结果显示，侵袭性NFPA组中miR-135a-3p表达量明显高于非侵袭性

NFPA组(P < 0.05)；转染miR-135a-3p inhibitor后垂体瘤细胞株的细胞增殖能力较阴性对照组下降(P < 
0.05)；miR-135a-3p inhibitor组垂体瘤细胞与阴性对照组相比细胞迁移能力下降(P < 0.05)。结论：

miR-135a-3p在NFPA中过表达，其可能调控垂体瘤细胞的增殖从而促进其侵袭行为的发生。 
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1. 引言 

垂体腺瘤是常见的中枢神经系统肿瘤之一，占颅内肿瘤的 10%~25%，垂体腺瘤在生物学功能上大致

分为三种类型：良性腺瘤、侵袭性垂体腺瘤、垂体腺癌。按照内分泌功能分为：功能性垂体腺瘤和无功

能性垂体腺瘤，流行病学研究显示，无功能性垂体腺瘤(non-functioning pituitary adenomas NFPAs)约占所

有 PA 的一半[1]。多项研究指出，侵袭性 NFPA 手术全切困难且复发率高，NFPA 侵袭性是影响手术效

果的关键因素，并与患者预后高度相关[2] [3]。MicroRNA是短片段(19~25 个核苷酸，miRNA)非编码 RNA，

在调节许多生物过程中起着关键作用，包括发育、分化、肿瘤的迁移侵袭等[4]。研究[5]表明，肿瘤细胞

与正常细胞相比表现出异常的 miR-135a 表达谱，提示 miR-135-3p 在肿瘤形成和进展中可能发挥重要作

用。然而 mir-135a-3p 在垂体腺瘤中的表达尚未有研究报道。 

2. 材料与方法 

2.1. 组织标本来源 

收集 2018年 6月~2020年 3月青岛大学附属医院神经外科行垂体瘤手术患者 50例NFPA组织标本(侵
袭性、非侵袭性各 25 例)，组织标本离体−80℃保存备用。 

侵袭性 NFPA 选择标准：具备下述 3 种情况之一者： 
1) MRI 显示肿瘤侵入海绵窦(Knosp 分类的 3、4 级；Hardy-Wilson 分类的 4 级)； 
2) 组织病理学证实有其它周围组织侵袭(硬膜、骨质等组织侵犯)； 
3) 术中见海绵窦、硬膜及骨质侵袭。 
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关于本研究的目的与研究过程，所有患者均知情同意，且获得本单位伦理委员会通过。 

2.2. 细胞、特殊试剂来源 

大鼠垂体瘤细胞系(MMQ、GH3)购于 ATCC 细胞库；CCK-8 试剂盒(东仁化学)；Lipofectamine3000 
(Thermo)；Transwell (Millipore)；反转录试剂盒(Takara)；荧光定量 PCR 试剂盒(Takara)。 

2.3. qPCR 检测 NFPA 中 miR-135a 表达水平 

将垂体瘤标本组织块放入研钵中，加入液氮研磨 3 次，按每 50~100 mg 组织加入 1 ml Trizol，离心

沉淀后提取得总 RNA，以总 RNA 为模板，按逆转录试剂盒说明书操作逆转录得到 cDNA。取 cDNA，根

据实时荧光量 PCR 试剂盒说明书配制 PCR 体系进行反应。 

2.4. 细胞培养、转染与分组 

在超净台中将用干冰保存的大鼠垂体瘤细胞悬液转入 DMEM + 10% FBS 培养基中培养，细胞培养箱

环境温度为 37℃，二氧化碳浓度为 5%。将细胞随机分为阴性对照组与实验组。使用 Lipofectamine3000
分别转染 miR-135a-3p inhibitor 和 miR-135a-3p NC。分别将转染后的细胞采用 qPCR 技术检测 MMQ 与

GH3 细胞中的 miR-135a-3p 表达(引物序列见表 1)。 
 
Table 1. Primer sequence 
表 1. 引物序列 

Gene Upstream primer Downstream primer 

miR-135a-3p 5'-TGCGGTGTAGGGATGGAAGCCAT-3 5'-CCAGTGCAGGGTCCGAGGT -3' 

GAPDH 5'-AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC-3' 5'-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3' 

U6 5'-CTCGCTTCGGCAGCACA -3' 5'-AACGCTTCACGAATTTGCGT -3' 

(60℃退火 30 s)。 

2.5. 细胞增殖活性检测(CCK8) 

将各组细胞接种于3个96孔板内，各组设置三个复孔，各个时点(24 h、48 h、72 h)向每孔加入10 μL CCK-8 
溶液，在 37℃的培养箱中避光孵育 2 h，应用酶标仪测定 450 nm 波长处各孔不同时点的光密度(OD)值。 

2.6. 细胞迁移活性检测(Transwell) 

将各组细胞于转染 12 h 后，离心、去上清，以 500 μL 无血清培养基重悬细胞，对细胞进行计数；将

各组细胞加入 Transwell 小室内，每室加入 2 × 105 个细胞。小室置于 24 孔板中，含血清完全培养基中继

续培养 48 h，用移液枪加入到流式管中清洗后检测管内细胞数目。 

2.7. 统计学方法 

应用 SPSS22.0 软件进行统计分析，计量资料以均数 ± 标准差( x s± )表示，两组间比较和组内比较

分别采用成组 t 检验和配对 t 检验；以 P < 0.05 表示差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. MiR-135a-3p 在 NFPA 组织中的表达情况 

本实验共收集侵袭性与非侵袭性 NFPA 标本各 25 例。在侵袭性 NFPA 组织中，miR-135a-3p 相对表

达量与非侵袭性 NFPA 相比，明显高表达，两者比较 P < 0.05 (见图 1)。 
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Note: *. P < 0.05. **. P < 0.01, ***. P < 0.001, ****P < 0.0001. 

Figure 1. Differential expression of Mir-135a-3p in inva-
sive and non-invasive NFPA tissues 
图 1. MiR-135a-3p在侵袭性与非侵袭性NFPA组织中的

差异表达 

3.2. 细胞转染结果 

转染后运用 qPCR 分别检测大鼠垂体瘤细胞株中的 miR-135a-3p 的表达，其中实验组 miR-135a-3p 表

达量较 NC 组与空白组明显下降(P < 0.05)，而 NC 组与空白组相比较未见明显差异(见图 2)。 
 

 
Note: *. P < 0.05. **. P < 0.01, ***. P < 0.001, ****P < 0.0001. 

Figure 2. Expression of pituitary tumor cells after trans-
fection with miR-135a-3p-inhibitor in both groups 
图 2. 两组垂体瘤细胞转染 miR-135a-3p-inhibitor 后表

达情况 

3.3. 细胞增殖实验结果 

CCK-8 法检测结果显示，与 NC 组与空白对照组比较，miR-135a-3p inhibitor 组 GH3 与 MMQ 细胞

的增殖活性明显降低，P < 0.05 (图 3)。上述结果表明敲降 miR-135a-3p 抑制了垂体瘤细胞增殖。 
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Note: *. P < 0.05. **. P < 0.01, ***. P < 0.001, ****P < 0.0001. 

Figure 3. After transfection with Mir-135a-3p-inhibitor, 
the proliferative activity of pituitary tumor cells was sig-
nificantly decreased 
图 3. 转染 miR-135a-3p-inhibitor，垂体瘤细胞增殖活

性明显减低 

3.4. 细胞迁移实验结果 

Transwell 实验检测结果显示，miR-135a-3p inhibitor 组，与 NC 组和空白对照组比较，miR-135a-3p 
inhibitor 组中垂体瘤细胞迁移跨胶能力显著下降(均 P < 0.05)。上述结果表明，敲降 miR-135a-3p 抑制了

垂体瘤细胞的迁移及侵袭能力(图 4)。 
 

 
Note: *. P < 0.05. **. P < 0.01, ***. P < 0.001, ****P < 0.0001. 

Figure 4. After transfection with Mir-135a-3p-inhibitor, 
the migration ability of pituitary tumor cells was decreased 
图 4. 转染 miR-135a-3p-inhibitor，垂体瘤细胞迁移能力

下降 

4. 讨论 

垂体腺瘤起源于蝶鞍内脑垂体细胞，约占所有颅内肿瘤的 10%~25%。垂体腺瘤按照临床表现和血清

激素水平可分为功能性腺瘤和无功能性腺瘤，泌乳素瘤是最常见的功能性垂体腺瘤，多巴胺激动剂(DA)
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是主要的治疗方法[6]。而无功能垂体腺瘤尚未有明确疗效的药物，临床上仍以手术为主。先前的研究已

经证实了大多数垂体瘤的良性性质。然而在临床上，约三分之一的垂体腺瘤呈浸润性生长。例如垂体腺

瘤常表现出朝向外周组织、神经侵袭性生长，并因此被称为侵袭性垂体瘤[7]。侵袭性垂体腺瘤进展快速，

在手术过程中是很难完全切除，并且手术后短期复发率高，是临床治疗的一大挑战。垂体瘤的侵袭性生

长是引起疾病的复发，进一步影响临床疗效和预后的重要因素之一。因此，垂体腺瘤的侵袭性是影响手

术效果的关键因素，并与患者预后高度相关[8]。 
miRNA 是一类由 19~25 个核苷酸组成的内源性非编码单链小分子 RNA，通过与靶基因的配对，转

录后调控基因的表达，在器官形成、细胞增殖凋亡、肿瘤形成等一系列生命过程中起着重要的调控作用

[9]。近些年的研究表明，miR-135a-3p 在多种恶性肿瘤的中异常表达。例如，在乳腺癌、鼻咽癌等肿瘤

中低表达[10] [11]，但在肝癌、结肠癌等肿瘤中却异常高表达[12] [13]，下调肿瘤细胞中 miR135a-3p 水平

可抑制肿瘤的生长及转移速度。由此可见，miR-135a-3p 在不同的肿瘤中存在明显的差异性。 
miR-135a-3p 在垂体腺瘤中的作用机制尚未有研究报道，本文中我们对其在 NFPA 中的表达及对肿瘤

侵袭性的影响进行了初步研究。首先我们应用实时定量 PCR 技术分别检测侵袭性与非侵袭性 NFPA 组织

标本中 miR-135a-3p 的相对表达量，结果表明与非侵袭性 NFPA 对比，侵袭性 NFPA 中 miR-135a-3p 明

显高表达。为了明确 miR-135a-3p 在垂体腺瘤中的作用机制，我们在细胞水平设计试验，将大鼠 MMQ/GH3
细胞株进行敲降转染，模拟低表达水平，转染成功后通过 CCK8、Transwell 实验表明低表达水平的

miR-135a-3p 抑制了肿瘤的增殖、迁移能力。 

5. 结论 

综上所述，miR-135a-3p 在侵袭性 NFPA 组织中过表达，敲降肿瘤细胞中 miR-135a-3p 水平，可以明

显抑制垂体瘤细胞的增殖及迁移能力，提示 miR-135a-3p 在 NFPA 中可能通过影响肿瘤的增殖及迁移能

力促进其侵袭性为的发生，为侵袭性 NFPA 的靶向治疗提供了新的方向。 
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