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基础研究论著

细胞分化周期蛋白 27 基因沉默抑制 GH3 细胞迁移及其分泌功能

苏　星 1，王安平 1，郭清华 1,2，母义明 1

1 解放军总医院  内分泌科，北京　100853 ；2 解放军总医院海南分院  内分泌科，海南三亚　572013

摘要 ：目的  进行 3 种全基因组外显子测序所得基因体外的功能验证，为垂体柄中断综合征病因研究的体内实验提供理

论依据。方法  将细胞分化周期蛋白 27(cell division cycle protein 27，CDC27)、神经纤维瘤病 1 型 (neurofibromatosis type 

1，NF1)、X 染色体关联的泛素特异性蛋白酶 9(ubiquitin specific peptidase 9，X-Linked，USP9X) 三种基因经由小干扰

RNA(siRNA) 分别转染至细胞内，每种基因均设置实验组、阴性对照 (negative control，NC) 组、空白细胞组。通过 RT-

PCR 筛选出各基因最佳的 siRNA 敲低序列以用于复筛，Western bolt 复筛各基因最佳敲低序列在蛋白水平的表达，以确定

目标基因进行下一步研究。依次运用 CCK-8 检测细胞增殖能力及形态，细胞划痕实验检测细胞迁移，酶联免疫吸附试验

(enzyme linked immunosorbent assay，ELISA) 检测细胞分泌功能，Western bolt 检测垂体特异性转录因子 -1(pit-oct-unc class 1 

homeobox 1，POU1F1) 和垂体特异性转录因子祖先蛋白 (homeobox protein prophet of pit-1，PROP1) 表达水平。结果  1)CDC27

在 siRNA 117 和 1968 序列时能够达到稳定的沉默效率，并且在 mRNA 及蛋白两个水平上均能够被敲低，NF1 和 UPS9X 仅

能在 mRNA 水平上实现敲低而未实现蛋白水平的敲低，无法进行后续实验 ；2)CDC27 沉默对于细胞的增殖及形态无明显影

响 (P ＞ 0.05) ；3)CDC27 沉默能够明显抑制细胞的迁移能力 (P ＜ 0.05) ；4)CDC27 沉默能够明显抑制细胞分泌生长激素 (growth 

hormone，GH)、泌乳素 (prolactin，PRL) 分泌 (P 均＜ 0.05)，对促甲状腺激素 (thyroid stimulating hormone，TSH) 的分泌无明

显影响 (P ＞ 0.05) ；5)CDC27 沉默能够明显下调 POU1F1 与 PROP1 的表达水平 (P ＜ 0.05)。结论  CDC27 沉默可以抑制 GH3

细胞的迁移及其生长激素、泌乳素的分泌。
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Cell division cycle protein 27 gene silencing inhibited GH3 migration and its secretion function
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Abstract: Objective  To verify the function of three genes obtained from Whole-Exome Sequencing (WES) in vitro, in order to 
lay the theoretical foundation for pituitary stalk interruption syndrome etiology research. Methods  The cell division cycle protein 
27 (CDC27) siRNA, neurofibromatosis type 1 (NF1) gene siRNA, ubiquitin specific peptidase 9, X-linked (USP9X) siRNA were 
transfected into GH3 cells respectively and every gene was set up in experiment group, negative control (NC) group and blank control 
group. The real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) was adopted to screen expressions of mRNA of each gene to determine 
the maximum knockdown efficiency at first, then western bolt (WB) were utilized for secondary screening to determine the optimal 
gene at the protein levels. Cell counting kit-8 (CCK-8) was used to detect cell proliferation and morphology, wound healing assay for 
cell migration, enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) for hormone secretion ability, and WB for expression levels of pit-oct-
unc class 1 homeobox 1 (POU1F1) and homeobox protein prophet of Pit-1(PROP1). Results  1) CDC27 could be knocked down by 
siRNA-117 and siRNA-1968 at both protein and mRNA levels, while NF1 and UPS9X could only be knocked down at mRNA level, 
thus causing a halt to follow-up experiments; 2) CDC27 silencing had no significant effect on the proliferation and morphology of 
GH3 cells (P ＞ 0.05); 3) CDC27 silencing inhibited cell migration (P ＜ 0.05); 4) CDC27 silencing inhibited GH and PRL secretion 
significantly (all P ＜ 0.05), but no significant effect was found on TSH (P ＞ 0.05); 5) CDC27 silencing inhibited both POU1F1 and 
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		  垂体柄中断综合征 (pituitary stalk interruption 

syndrome，PSIS) 是指由于垂体柄的纤细和 ( 或 ) 缺

如导致下丘脑分泌的各种促激素释放激素不能发

挥生理作用而引起的一系列临床综合征，其典型的

临床特征为不同程度的腺垂体激素分泌缺乏，常伴

有垂体外中线结构发育异常或畸形，对患者的生活

质量产生很大的负面影响。有关该病的致病因素

目前倾向于两个方面 ：一是围生期不良事件对垂

体—下丘脑区域造成损伤 ；二是先天基因缺陷导

致垂体下丘脑的发育异常 [1]。迄今为止，已经发现

的 致 病 基 因 有 HESX1、LHX4、PROP1、PROK2、

PROKR2、OTX2、SOX3、GPR161、CDON[2-8]。 基

因突变极有可能成为其主要的病因，但目前已经

发现的基因导致 PSIS 发病的比例还不到 5%[9]，提

示可能存在其他致病基因未被发现。垂体特异性

转录因子 -1 和垂体特异性转录因子祖先蛋白在胚

胎早期表达较高，在垂体发育过程中起着十分重

要的作用 [10-11]。该基因已经在多个种群的矮小型

畸形研究中得到了证实，最主要的作用是引起多

种垂体激素的缺乏而导致矮小现象的出现 [12-13]。

为进一步获得功能性研究的理论依据，本实验选

取来自于临床病例中检测得到的细胞分化周期蛋

白 27(cell division cycle protein 27，CDC27)、 神 经

纤 维 瘤 病 1 型 (neurofibromatosis type 1，NF1)、X

染色体关联的泛素特异性蛋白酶 9(ubiquitin specific 

peptidase 9，X-Linked，USP9X) 基因，对 3 种基因

预先筛选后，研究其对 GH3 细胞性状的影响。

材料和方法

1	 主要实验试剂及仪器　大鼠垂体瘤细胞 (GH3)，

购 自 中 国 协 和 医 科 大 学 基 础 医 学 细 胞 中 心 ；

F-12K(Thermo 公司，美国 ) ；2.5% 胎牛血清 (FBS，

Thermo 公司，美国 ) ；15% 马血清 (HS，应用生物

系统公司，美国 ) ；胰酶 (0.25% EDTA，Thermo 公司，

美国 ) ；RFect 细胞小核酸转染试剂 ( 百代生物科技

有限公司，常州 ) ；细胞计数试剂盒 (cell counting 

kit-8，CCK-8，DojinDo 公 司， 日 本 ) ；鼠 CDC27

单克隆抗体、鼠 NF1 单克隆抗体、鼠 USP9X 单克

隆抗体、鼠 POU1F1 单克隆抗体、鼠 PROP1 单克

隆抗体 (Santa Cruz 生物技术有限公司，美国 ) ；鼠

生长激素放免试剂盒 (GH ELISA 试剂盒 ) ；鼠泌

乳素放免试剂盒 (PRL ELISA 试剂盒 ) ；鼠促甲状

腺激素放免试剂盒 (TSH ELISA 试剂盒，健坤生物

技术有限公司，北京 ) ；Millipore 超纯水制备系统

Milli-Q(Millipore 公司，美国 ) ；CFX96 RT-PCR 仪

(BIO-RAD 公司，瑞典 ) ；-80℃冰箱 (Thermo 公司，

美国 )。

2 细胞培养　购买的 GH3 细胞保存于解放军总医

院内分泌科实验室，常规传代培养，生长条件为

F-12K 培养基 + 2.5%FBS + 15%HS。于 37℃、5% 

CO2 饱和湿度的培养箱内培养，2 ~ 3 d 可传代 1 次。

3	 siRNA 转染初筛培养　GH3 细胞至融合度 90%

时，消化铺于 24 孔板，细胞密度为 1×105/ 孔，继

续培养至细胞融合度达到 50% 时开始转染，采用

CDC27(sense：5'-GACGACCTTGTCACTGAGTTTGG-3'；

anti-sense ：5'-CTGGCTTCTCACCTATTTCAC-3')、

NF1(sense ：5'-CTCTCTCAGTTGATCATATTGG-3' ；

anti-sense ：5'-CCGAAGTTCGGCTGCATGTTGG-3')、

USP9X(sense：5'-CTCGTGGCTCTCCAGTTGGAGGG-3' ；

anti-sense ：5'-GCCAGGTCAGTGTGTGGAAATG-3')

(GenePharma 公 司， 上 海 ) 小 干 扰 RNA 瞬 时 转

染 的 方 式 予 以 转 染， 均 按 照 12.5×10-6 mmol/L、

25×10-6 mmol/L、50×10-6 mmol/L 设置转染梯度。

取出培养液，磷酸盐缓冲液 (PBS，Sigma 公司，美

国 )，胰酶，37℃下预热，更换为无抗生素培养基，

将 siRNA 分别配制于无血清培养基中，室温放置

5 min。将转染试剂混合液，加至 siRNA 混合液中，

室温孵育 20 min。取转染混合液 100μl 至 24 孔

板，混匀后入培养箱中培养。转染后 2 h 收集细胞，

RT-PCR(GoTaq®qPCR Master Mix，Promega 生物技

术有限公司，北京 ) 检测 siRNA 转染后的敲低效率。

4 siRNA 转染复筛　根据预实验结果，CDC27 选择

siRNA-117 和 siRNA-1968 序列，在 25×10-6 mmol/L、

24 h 时达到最佳敲低效率，NF1 选择 siRNA-6859

和 siRNA-7139 序 列， 在 50×10-6 mmol/L、24 h

时达到最佳敲低效率，USP9X 选择 siRNA-910 和

siRNA-2199 序 列， 在 25×10-6 mmol/L、24 h 时

达到最佳敲低效率。三种基因均同时设置阴性对

照 (negative control，NC) 组 和 空 白 细 胞 组， 运 用

Western bolt 方法检测沉默后的蛋白水平。

5 总 RNA 提取和 RT-PCR 检测 mRNA 表达　采

用 Trizol 法 按 RNA 提 取 试 剂 盒 (Invitrogen 公 司，

美国 ) 操作说明提取总 RNA，然后按照逆转录试

剂 盒 说 明 书 将 RNA 特 异 性 逆 转 录 为 cDNA， 反

PROP1 expression significantly (all P ＜ 0.05). Conclusion  CDC27 silencing suppresses GH3 cell migration and GH and PRL secretion.
Keywords: cell division cycle protein 27; neurofibromatosis type 1 gene; ubiquitin specific peptidase 9, X-Linked; pituitary stalk 
interruption syndrome; pit-oct-unc class 1 homeobox 1; homeobox protein prophet of pit-1
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应 体 系 ：DNase 缓 冲 液 1μl，DNase 1μl，RNA 

5μl，RNA 酶抑制剂 0.2μl，超纯水 2.8μl。37℃

孵育 30 min，加 1μl 终止液，65℃孵育 5 min 终

止反应。纯化后的 RNA 进行 cDNA 模板第一链的

合成，合成的 cDNA 稀释至 100μl。RT-PCR 反应

程序按照 ：95℃下 2 min，(95℃ 10 s、55℃ 30 s、

60℃ 30 s)35 个循环，65℃下 2 min。反应结束后对

产物的溶解曲线进行分析，并用 2- △△ Ct 分析数据。

6 Western blot 检测蛋白表达　-80℃取出转染处

理的 GH3 细胞样品 (24 孔板中 )，每孔加入 60μl

含蛋白酶抑制剂、磷酸酶抑制剂和 PMSF 的裂解

液，细胞刮刀刮下细胞，收集液体至 EP 管中，4℃

轻柔地摇 40 min，16 000 r/min，4℃离心 10 min，

取上清至新的 EP 管。BCA 蛋白浓度测定后，配制

8%SDS-PAGE Gel 胶，加入样品 1/5 体积的 4× 上

样缓冲液，100℃加热 5 min，脱脂奶粉室温封闭

1 h，分别加入抗 CDC27(1 ∶ 500)、NF1 (1 ∶ 100)、

USP9X(1 ∶ 100)、POU1F1(1 ∶ 100)、PROP1(1 ∶

100)，4℃水平摇床孵育过夜后，用 TBST( 谱振生

物有限公司，上海 ) 洗涤膜 3×10 min，加入相应

的二抗 (1 ∶ 5 000)，TBST 洗涤 3×10 min 后，化学

发光成像仪拍照记录。

7 CCK-8 法检测 GH3 细胞增殖能力　细胞铺 24

孔板，浓度选择 CDC27 siRNA-117 和 siRNA-1968 

25×10-6 mmol/L 转染，加上 NC 组和空白细胞组。

转染完成后胰酶消化细胞 5 min，重新铺入 96 孔板，

每孔 1 000 个细胞。细胞贴壁过夜后，第 2 天记为

0 d，分别在 0 d、1 d、2 d、3 d、4 d 检测细胞增

殖并拍照记录细胞，视野选取 40×。在酶联免疫

检测仪上测定各孔光密度 (optical density，OD)，选

择 450 nm 波长，记录结果。该步骤重复 3 次。

8 GH3 细胞划痕实验检测细胞迁移能力　细胞铺

24 孔板，重新铺入 24 孔板，每孔 5×105 个细胞。

细胞贴壁过夜后，直接加入丝裂霉素 C 处理 1 h 后，

更换含 0.1% HS 的培养基，划痕拍照记为 0 h，分

别在 0 h、24 h、48 h 拍照，用倒置显微镜，于 0 h、

24 h、48 h 下随机选择 5 个 200× 视野内计算迁移

到划痕空隙中的细胞总数。通过 Image J 软件计算

每个视野面积。

9 ELISA 检测细胞分泌能力　采用 ELISA 法进行，

将 GH3 细胞铺 24 孔板，转染 48 h 以后，收集 48 h

细胞及上清液，并同时制备标准品梯度，后加入

包被有 GH 抗体、PRL 抗体和 TSH 抗体的酶标板，

37℃下孵育 90 min，依次滴加生物素，37℃下孵育

60 min，辣根过氧化物酶工作液，37℃下孵育 30 min，

洗板后加入底物溶液，37℃下避光孵育 150 min，

加终止液终止反应，相同标本设 3 个复孔，重复 3

次，在酶标仪 450 nm 测定 OD 值。绘制标准曲线，

计算各样本 OD 值所对应的浓度。

10 统计学方法　实验结果采用 SPSS19.0 进行分析，

各实验独立重复 3 次，所有数据均检验其方差齐

性，以 -x±s 表示，四组数据组间比较采用单因素

方差分析 (one-way ANOVA)，事后检验采用 LSD

法 ；CCK-8 法检测细胞增殖能力的比较采用重复

测量方差分析，事后检验 SNK-q 法。P ＜ 0.05 为

差异有统计学意义。

结　果

1	 三种 siRNA 转染初筛　经 siRNA 转染后，CDC27

在 25×10-6 mmol/L 浓度下，24 h 时敲低效率相对

较 好 (P ＜ 0.05， 图 1)，这其中 CDC27 siRNA-117

序 列 和 CDC27 siRNA-1968 序 列 敲 低 效 率 为 最 佳

( 图中黑框 ) ；NF1 在 50×10-6 mmol/L 浓度下，24 h

时敲低效率相对较好 (P ＜ 0.05，图 1)，这其中 NF1 

siRNA-6859 序 列 和 NF1 siRNA-7139 序 列 敲 低 效

率为最佳 ( 图中黑框 ) ；USP9X 在 50×10-6 mmol/L

浓度下，24 h 时敲低效率相对较好 (P ＜ 0.05，图 1)，

这 其 中 USP9X siRNA-910 序 列 和 USP9X siRNA-

2199 序列敲低效率为最佳 ( 图中黑框 )。三种基因

对应的最佳敲低效率将进行下一步复筛实验。

2 siRNA 转染复筛　将上述初筛中三种基因各

自所能达到的最佳敲低效率的序列选出，NF1 和

USP9X 在 WB 检测的蛋白水平的表达上没有差异

(P ＞ 0.05，图 2C ~ 图 2F) ；CDC27 敲低效率在蛋白

水平上具有统计学意义 (P ＜ 0.01，P ＜ 0.05，图 2A、

图 2B)。 结 果 表 明 CDC27 不 仅 能 够 在 mRNA 水

平上达到沉默效应，在蛋白水平也能够达到，而

USP9X 和 NF1 无法在蛋白水平上实现敲低，所以

最终确定选取 CDC27 基因进行进一步研究。

3	 CDC27 siRNA 转染验证实验　将 siRNA-117 和

siRNA-1968 转染细胞后，分别在 24 h 和 48 h 各检

测一次蛋白水平。通过 Image J 分析灰度值，结果

显示 siRNA-117 和 siRNA-1968 转染效率稳定，能

够达到预期的沉默效应 (P ＜ 0.01，P ＜ 0.05，图 3)。

4	 细 胞 增 殖 与 细 胞 形 态　 实 验 结 果 转 染 后，

CCK-8 检 测 结 果 显 示 CDC27 沉 默 组 (siRNA-117

和 siRNA-1968) 与对照组 (NC 组 ) 和空白细胞组比

较，在细胞的增殖和形态等方面差异无统计学意

义 (P ＞ 0.05，图 4 和图 5)。

5	 划 痕 检 测 细 胞 迁 移 能 力　 相 对 于 对 照 组，
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图 1　siRNA敲低效率初筛结果 (×10-6 mmol/L，24 h)。 CDC27基因在 siRNA-117序列和 siRNA-1968序列敲低效率为最佳 ; NF1基因在
siRNA-6859序列和 siRNA-7139序列敲低效率为最佳 ;USP9X基因在 siRNA-910序列和 siRNA-2199序列敲低效率为最佳

Fig. 1　Knockdown efficiency detection results (×10-6 mmol/L, 24 h). The CDC27 gene reached the optimal knockdown efficiency in siRNA-
117 and siRNA-1968; the NF1 gene reached the optimal knockdown efficiency in siRNA-6859 and siRNA-7139; the USP9X gene 
reached the optimal knockdown efficiency in siRNA-910 and siRNA-2199

图 2　三种基因最佳敲低序列蛋白检测结果        A、 C、 E： Western bolt检测CDC27、 NF1、 USP9X蛋白水平； B、 D、 F： 分别为左侧对应
的灰度值相对量统计图

Fig. 2　Results of optimal silencing efficiency from the three genes       A, C and E: Western bolt detections of protein level of CDC27, NF1, 
and USP9X; B, D and F: the corresponding amount of gray values from the left results
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CDC27 siRNA 转染后细胞的迁移能力有所下降，

且在 siRNA-117 组中更为明显 (P ＜ 0.05，图 6)。

提示 CDC27 沉默会使 GH3 细胞的迁移能力下降。

6	 POU1F1 与 PROP1 的 表 达 水 平　GH3 细 胞 在

CDC27 siRNA 转 染 后，POU1F1 与 PROP1 表 达 均

明显低于对照组 (P ＜ 0.05，P ＜ 0.01，图 7)。

7	 ELISA 检测细胞分泌能力　细胞转染之后，分

泌生长激素、泌乳素的能力与对照组相比明显下

降 (P ＜ 0.01，P ＜ 0.05，图 8A 和图 8B)，促甲状

腺激素分泌未见统计学差异 (P ＞ 0.05，图 8C)。

图 4　转染对细胞增殖影响。转染细胞达到沉默效应后，各组之间
细胞增殖未见明显差异

Fig. 4　Effects of transfection on cell proliferation. Observations 
were recorded for consecutive 4 days, and the results 
showed that there was no significant difference in the cell 
proliferation between each group

讨　论

		  垂体柄中断综合征是内分泌与代谢病学中的

一种罕见的综合征，该疾病的发展常在胚胎或新

生儿期开始，但由于其进展缓慢，常难以引起重

视，所引起的临床症状一是外貌方面如面部、颅

脑、生殖系统等的畸形 ；二是功能方面 ( 相关激素

缺乏 ) 如生长、性腺、垂体功能发育不良 [14]。

		  本研究中，CDC27 基因沉默后在 mRNA 水平

和蛋白水平上均能够呈现有差异性且稳定的敲低，

达到了预期的沉默效应，后续的功能性实验主要

是研究 CDC27 沉默对 GH3 细胞生物学功能的影响。

验证实验确定成功转染后，细胞划痕和 Western 

bolt 的结果表明，CDC27 沉默后 GH3 细胞的迁移

能力和 POU1F1、PROP1 的表达水平均有所降低

的，且有统计学差异，提示 CDC27 与细胞迁移的

调控可能相关。研究表明，在机体内作为祖先蛋

白的 PROP1 的作用是活化 POU1F1 基因，进而使

其发挥功能 [15-19]。POU1F1 基因定位于人体第 3 号

染色体上，由 6 个外显子和 5 个内含子组成，作

为一个在垂体发育后期起作用的垂体特异性转录

因子，其在胚胎期的第 16 天对 GH、PRL 和 TSH

分化的能力达到最强，加之这 3 种激素细胞均同

属 POU1F1 细胞系，所以 POU1F1 突变对于 GH、

PRL 和 TSH 发育的影响也是最大的，因此垂体功

能低下可以通过 POU1F1 突变导致相关细胞不完全

发育来解释 [20-24]。针对 PROP1 基因而言，其在拉

克特氏囊前体细胞迁移中则发挥着十分重要的作

用，并参与垂体器官早期的形成，一旦其表达下

降，则后续的迁移过程便无法完成，使得原本调

控生长激素细胞增殖的 POU1F1 无法作用于生长激

素释放激素受体和生长抑素受体，后续的生长激

素分泌便明显下降，所以 PROP1 突变与 POU1F1

突变所引起的激素水平缺乏的结果往往是类似的，

其病理原因正是自身表达水平的下降影响了后续

的细胞迁移。在一些侏儒鼠模型中，如 Snell 和

Jackson 小鼠，POU1F1 以及 PROP1 基因表达量在

其体内很难测出，同样这些侏儒鼠体内 GH、PRL、

图 3　CDC27转染后沉默效应验证
  A：24 h； B：48 h
Fig. 3　Ve r i f y i n g  e x p e r i m e n t  o f 

silencing effect after CDC27 
siRNA transfection

  A：24 h； B：48 h
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图 5　转染对细胞形态影响。转染细胞达到沉默效应之后，各组之间细胞形态未见明显差异 (40×)
Fig. 5　Effects of transfection on cell morphology. Observations were recorded, and the results showed that there was no significant 

difference in the cell morphology between each group (40×visual field)
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图 8　CDC27达到沉默效应后上清液中生长激素 (A)、 泌乳素 (B)、 促甲状腺激素 (C)水平
Fig. 8　Detections of GH, PRL and TSH from supernatant. A: GH level (ng/ml); B: PRL level (ng/ml); C: TSH level (ng/ml)

图 6　细胞迁移实验显示转染后细胞迁移能力下降        A：显微镜下 (200×)； B：细
胞迁移即使结果柱状图

Fig. 6　Decreased cell migration ability after transfection       A：The cells migration 
results were observed at 0 h, 24 h and 48 h (200×); B:Histogram of cell 
migration. The migration significantly decreased compared with NC and 
blank groups

图 7　POU1F1(A) 及 PROP1(B)
表达水平在 s iRNA-117 和
siRNA-1968组中明显下降

Fig. 7　POU1F1 (A) and PROP1 
(B) expression levels. Both 
expression levels decreased 
significantly when knocked 
down by s iRNA-117 and 
siRNA-1968



解放军医学院学报       Acad J Chin PLA Med Sch   Apr  2018，39（4）            http://jyjxxyxb.paperopen.com 331

TSH 细胞较野生正常的同种小鼠均是萎缩的 [25]。

		  Lee 等 [26] 指出胞葬作用、细胞迁移、神经突

生长均与一个名为 Elmo 的蛋白家族有关 ( 该家族

共 包 含 Elmo1、Elmo2、Elmo3 三 个 成 员 )， 其 中

Elmo1 在细胞迁移过程中发挥重要的作用，针对其

的磷酸化或其他调节作用可能会使其成为后期促

进复合物 (anaphase-promoting complex，APC) 的底

物，而 CDC27 正是该复合物中的一个重要组成成

分，且作为新伴侣与 Elmo1 相结合，但 CDC27 表

达无论高低，对于细胞的吞噬和凋亡均没有影响。

Nishimura 等 [27] 进一步指出 PROP1 所表现出的转

录活性为细胞类型依赖型，作用位点位于 PROP1

基因 5' 端上游区域和第 1 号内含子的位置处，该

作用的发挥与 Notch 通路关系密切 ；此外还发现了

18 种涉及垂体早期器官形成和发育的转录因子 ( 均

为 Notch 通路中所包含的因子 )，也都是在 5' 端上

游区域位点参与对 PROP1 的调节，而 Notch 通路是

一个既可以在胚胎期也可以在成体后影响垂体的形

态、增殖及最终垂体结构定位、分化的通路 [28-29]。

我们的实验结果也验证了 CDC27 沉默对于 GH3 细

胞增殖和形态两个方面均未产生明显影响，即在

细胞存活方面与前述的研究是相吻合的，证实了

CDC27 沉默主要是影响细胞迁移的过程，也就是

说 CDC27 在细胞迁移中确实起着重要的作用。

		  综上所述，本研究表明，全基因组外显子测

序所得的 3 种基因，即 CDC27、NF1、USP9X，只

有 CDC27 具有在体外实验验证的可行性，而且在

体外实验中也验证了其会对细胞的迁移有明显影

响，所以推测 CDC27 的沉默表达可能会在体内研

究中导致涉及垂体器官发育重要过程的 POU1F1 以

及 PROP1 表达的下降，最终导致细胞无法完成迁

移而发挥应有的生理功能。该结果可能会对垂体

形成发育产生负性的影响。当然，本研究仅在体

外验证方面取得了一定结果，可以作为体内实验

开展的理论依据，更多的功能性研究亟待在体内

实验中进一步验证。
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