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CircOMA1调控多巴胺受体促进泌乳素瘤耐药性
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摘 要：【目的】探究环状RNA hsa_circ_0002316（circOMA1）是否参与泌乳素瘤耐药调控及其作用机制是什

么。【方法】通过RT-qPCR检测临床泌乳素瘤标本中 circOMA1表达情况（5例敏感泌乳素瘤标本和 12例耐药泌乳

素瘤标本）。通过慢病毒载体构建稳定表达外源性 circOMA1 MMQ细胞系模型进行体外实验，分为MMQ NC组及

MMQ OMA1组。通过构建裸鼠皮下肿瘤模型进行体内实验，分为MMQ NC+卡麦角林（CAB）组、MMQ NC+溴隐亭

（BRC）组、MMQ OMA1+CAB组、MMQ OMA1+BRC组。通过CCK8、Western blot、ELISA等表型实验检测 circOMA1对
耐药机制中的细胞增殖和泌乳素（PRL）分泌两个方面的影响。通过Western blot、ELISA、免疫组化等实验检测 cir⁃
cOMA1对多巴胺受体表达的影响。通过 TargetScan、CircInteractome等软件分析预测、microRNA-145-5p（miR-
145-5p）minic补救实验探究 circOMA1调控多巴胺受体机制。【结果】RT-qPCR结果显示多巴胺受体激动剂（DAs）
耐药泌乳素瘤中 circOMA1表达升高（P＜0.01）。在细胞实验及裸鼠皮下肿瘤实验中，与MMQ NC组相比，MMQ
OMA1组DAs敏感性降低，细胞增殖水平和泌乳素分泌水平升高（P＜0.05）。Western blot和免疫组化结果显示，

MMQ OMA1组多巴胺 2型受体（DRD2）表达下调，多巴胺 5型受体（DRD5）表达上调，环 3’，5’-单磷酸腺苷（cAMP）
水平上调（P＜0.05）。此外，在 MMQ OMA1组中 miR-145-5p表达下调，kelch重复序列和 BTB结构域蛋白 7
（KBTBD7）mRNA及蛋白表达水平上调（P＜0.05），然而MMQ OMA1组转染miR-145-5p minic后，KBTBD7表达下

调，DRD2表达上调（P＜0.05），表明过表达miR-145-5p逆转了 circOMA1对KBTBD7的促进作用。【结论】circOMA1
通过miR-145-5p/KBTBD7轴下调DRD2表达，降低泌乳素瘤对DAs敏感性，并且调控多巴胺受体表达激活 cAMP通
路促进泌乳素合成释放，从而促进泌乳素瘤耐药性。
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Abstract：【Objective】To investigate whether hsa_circ_0002316（circOMA1）is involved in drug resistance in prolac⁃
tinoma and its mechanism.【Methods】RT-qPCR was used to dectect the expression of circOMA1 in clinical prolactinoma
specimens including 5 dopamine receptor agonists（DAs）-sensitive prolactinomas and 12 DAs-resistant prolactinomas.
MMQ cell lines with stable expression of exogenous circOMA1 were constructed by lentivirus vector infection for in vitro ex⁃
periment，and were divided into MMQ NC group and MMQ OMA1 group. Xenograft tumor models in nude mice were estab⁃
lished for in vivo experiment，and were divided into MMQ NC+cabergoline（CAB） group，MMQ NC+bromocriptine
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（BRC）group，MMQ OMA1+CAB group and MMQ OMA1+BRC group. CCK8，Western blot and ELISA were performed to
detect the effects of circOMA1 on cell proliferation and secretion of prolactin（PRL）in drug resistance mechanism. West⁃
ern blot，ELISA and immunohistochemistry were used to examine the effect of circOMA1 on dopamine receptor expression.
The mechanism of circOMA1 regulating dopamine receptor was explored by TargetScan，CircInteractome and microRNA-
145-5p（miR-145-5p）minic remediation experiment.【Results】RT-qPCR showed that circOMA1 expression was in⁃
creased in DAs-resistant prolactinomas（P < 0.01）. Compared with MMQ NC group，MMQ OMA1 group had lower DAs
sensitivity and increased cell proliferation and prolactin secretion（P < 0.05）in vivo and in vitro. Western blot and immu⁃
nohistochemical analysis showed that in MMQ OMA1 group，the expression of dopamine receptor type 2（DRD2）was
down-regulated，and the expression of dopamine receptor type 5（DRD5），the cyclic 3 'and 5' -adenosine monophos⁃
phine（cAMP）was up-regulated（P < 0.05）. In MMQ OMA1 group，miR-145-5p expression was down-regulated，kelch
repeat sequence and BTB domain-containing protein 7（KBTBD7）mRNA and protein expression was up-regulated
（P < 0.05）. After transfected with miR-145-5p minic，MMQ OMA1 group exhibited down-regulated KBTBD7 expression
and up-regulated DRD2 expression（P < 0.05），which indicated that overexpression of miR-145-5p reversed the promot⁃
ing effect of circOMA1 on KBTBD7.【Conclusion】CircOMA1 down-regulated DRD2 expression through miR-145-5p/
KBTBD7 pathway to reduce the sensitivity of prolactinoma to DAs，and regulated the expression of dopamine receptors to
activate the cAMP pathway and promote the synthesis and release of prolactin，thus promoting the drug resistance in
prolactinoma.

Key words：circOMA1；prolactinoma；drug resistance；miR-145-5p
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2022，43（3）：381-391］

垂体腺瘤是最常见的颅内肿瘤之一，发病率约

占颅内肿瘤 17%［1］，虽然多为良性肿瘤，但由于垂

体腺瘤具有分泌功能，可导致激素分泌过多引起机

体代谢异常［2-3］。垂体腺瘤按是否分泌过量激素可

分为无功能型垂体腺瘤和功能型垂体腺瘤。泌乳

素瘤是最常见的功能型垂体腺瘤，约占垂体腺瘤的

32%~66%，患者出现泌乳素（prolactin，PRL）水平升

高，主要表现为女性不孕和男性不育等［1，4］。目前

大部分患者通过多巴胺受体激动剂（dopamine re⁃
ceptor agonists，DAs）治疗，能有效降低泌乳素水平

和缩小肿瘤体积，但部分患者仍存在DAs治疗效果

不佳等问题。DAs主要包括溴隐亭（bromocriptine，
BRC）和卡麦角林（cabergoline，CAB），约有 25%~
33%的泌乳素瘤患者对 BRC耐药，约 10%~15%的

患者对 CAB耐药［5］。泌乳素瘤耐药机制尚未完全

探明，目前广泛认为耐药的原因可能由于多巴胺 2
型受体（dopamine type 2 receptor，DRD2）是主要药

物靶点，而患者存在DRD2表达下调或功能失调，

DRD2亚型 DRD2L / DRD2S表达比率降低等导致

DAs耐药［6-9］。此外也有大量研究揭示了非编码

RNA在泌乳素瘤耐药机制中的作用。如miR-93-
5p可以通过调节 TGF-β1 / Smad3依赖性纤维化来

增强泌乳素瘤细胞的耐药性［10］，miR-1299可抑制

FOXO1基因促进合成和分泌泌乳素［11］。非编码

RNA在泌乳素瘤耐药机制中的作用已被部分揭

露，但其与广泛认同的DRD2相关的耐药机制之间

的是否有关联尚未可知。目前尚无环状RNA（cir⁃
cular RNA，circRNAs）在泌乳素瘤中作用的研究报

道。在无功能型垂体腺瘤中，我们已证实 circO⁃
MA1通过竞争性结合miR-145-5p，上调肿瘤蛋白

翻译控制蛋白 1（tumor protein translationally-con⁃
trolled 1，TPT1），促进细胞增殖与侵袭［12］。而在我

们前期研究中发现DAs耐药泌乳素瘤患者中也存

在 circOMA1升高现象。本研究旨在探究 circOMA1
对泌乳素瘤耐药调控作用及其具体调控机制，为耐

药泌乳素瘤靶向治疗提供新靶点。

1 材料与方法

1.1 组织标本

从中山大学附属第一医院神经外科及垂体肿

瘤中心收集 2014年 12月至 2021年 12月共采集 17
例人泌乳素瘤组织标本，包含 5例敏感病例，12例
耐药病例。肿瘤标本类型由病理学家进行病理学

评估和诊断。多巴胺激动剂耐药标准：最大耐受量

用药 3个月后患者泌乳素水平未下降至正常及肿
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瘤未缩小50%以上。纳入标准：①肿瘤标本病理类

型为泌乳素瘤；②患者接受过连续三个月以上多巴

胺受体激动剂治疗。排除标准：①患者多巴胺受体

激动剂治疗不耐受；②患者头颅接受过放射治疗。

肿瘤组织标本经患者同意采集，中山大学附属第一

医院（中国广州）医学伦理委员会批准该实验用于

研究目的，批准号为［2020］091号。

1.2 实验动物

SPF级 4周龄雌性BALB/c裸鼠，由中山大学的

实验动物中心进行繁育与提供，BALB/c裸鼠的生

产许可证号为 SYXK（粤）2017-0081。动物实验方

案经过中山大学实验动物伦理委员会审核批准，批

准编号为 NO.SYSU-IACUC-2021-B1210，符合动

物保护、动物福利和伦理原则，符合国家实验动物

福利伦理的相关规定。

1.3 细胞培养

大鼠泌乳素瘤细胞系（MMQ）细胞由北京协和

医学院细胞资源中心提供。MMQ细胞在 F12/
DMEM培养基中培养，添加 10 g/L胎牛血清和

100 U/mL青霉素，0.1 mg/mL链霉素，在 37 ℃，5%
二氧化碳培养箱中培养。

1.4 主要试剂

F12/DMEM 培 养 基（Gibco）；Prime Script RT
Master Mix Kit（Takara）；SYBR Green Premix Pro
TaqHS qPCR Kit（艾科瑞生物）；Mir-X™ miRNA第

一链合成试剂盒（Takara）；卡麦角林（MCE）；溴隐

亭（MCE）；CCK8细胞计数试剂盒（Dojindo Labora⁃
tories）；BCA试剂盒（CWBio）；1×RIPA缓冲液（CW⁃
Bio）；PRL ELISA试剂盒（FineTest）；cAMP ELISA试

剂 盒（Abnova）；MG132（APExBIO）；miR-145-5p
minic（锐博）；miR-NC（锐博）；Lipofectamine 3000
（Invitrogen）；Opti-MEM培养基（Invitrogen）；GAP⁃
DH抗体（Affinity）；DRD2抗体（Affinity）；多巴胺 5
型受体（dopamine type 5 receptor，DRD5）抗体（Af⁃
finity）；TPT1抗体（Abcam）；PRL抗体（Bioss）；kelch
重复序列和 BTB结构域蛋白 7（identifed kelch re⁃
peat and BTB（POZ）domain containing 7，KBTBD7）
抗体（SAB）。

1.5 实验方法

1.5.1 慢病毒感染及稳定细胞系的构建 circO⁃
MA1慢病毒载体由吉凯公司（上海，中国）合成。根

据制造商的说明书，用 circOMA1过表达慢病毒载

体感染MMQ细胞系构建稳定表达细胞系。六孔板

铺板每孔 2×105个MMQ细胞，分为MMQ NC组和

MMQ OMA1组，分别用空白病毒载体和 circOMA1
慢病毒载体感染。感染 12 h后，更换细胞培养基。

感染 72 h后，在荧光显微镜下观察GFP标签蛋白荧

光表达。当感染效率大于 80%后，用 4 μg/mL的嘌

呤霉素进行筛选。筛选后，采用逆转录实时荧光定

量PCR法（RT-qPCR）检测其表达效率。

1.5.2 细胞增殖实验 使用细胞计数试剂盒CCK8
法进行细胞增殖实验，检测细胞耐药性和增殖速

度。96孔板铺板，每孔培养 3 000个细胞，分别加

入 10 μL PBS、卡麦角林（80 μmol/L）、溴隐亭（10
μmol/L）及相应药物浓度的DMSO。设置培养基组

为空白对照组，以相应DMSO组为阴性对照组。分

别培养 0、24、48、72 h。每孔中加入 10 μL的CCK8
试剂。37℃孵育 2 h。使用酶标仪（Tecan，sunrise）
在 450 nm处测定吸光度。细胞活力按以下算式计

算：细胞活力（%）=（药物组OD值-空白对照组OD
值）/（阴性对照组OD值-空白对照组OD值）.相对

细胞增殖速度按以下算式计算：相对细胞增殖速度

=（某时间段 PBS组OD值-空白对照组OD值）/（0 h
PBS组OD值-空白对照组OD值）。

1.5.3 RT-qPCR 用 TRIzol法提取肿瘤标本及细

胞的RNA。对mRNA和 circRNA，使用 Prime Script
RT Master Mix Kit 对 500 ng总 RNA进行逆转录获

得 cDNA；对miRNA，使用Mir-X™miRNA第一链合

成试剂盒对 1 μg总 RNA进行逆转录获得 cDNA。
使用 SYBR Green Premix Pro Taq HS qPCR Kit在实

时荧光定量 PCR系统（Bio-Rad CFX96）进行检测，

miRNA以U6小核RNA作为内源性参照，mRNA和

circRNA以GAPDH作为内源性参照。采用 2-ΔΔct法
检测 RNA的表达水平。引物通过 NCBI在线网页

工具设计，交由广州擎科合成。引物序列见表1。
1.5.4 Western blot 按1×RIPA缓冲液：100 mmol/L
PMSF=100：1比例配制细胞裂解液，加入细胞裂解

液裂解细胞，涡旋，冰上静置 10 min，超声破碎仪裂

解细胞，涡旋，静置 20 min，4 ℃离心 12 000 r/min，
10 min（离心机半径 r =10 cm）。吸取上清于新的

EP管，用BCA试剂盒测定蛋白浓度，将蛋白样品调

成同一浓度。5×SDS上样缓冲液按比例与蛋白样

品混合，涡旋混匀，100 ℃煮沸 10 min，使蛋白样品

变性。蛋白样品在恒压条件下进行 SDS-PAGE凝

胶电泳，恒压 80 V，电泳 30 min，恒压 120 V，电泳

80 min。在 300 mA恒流条件下进行转膜 60 min。
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室温下用 5 %脱脂牛奶封闭 PVDF膜 1.5 h。按

GAPDH（1：5 000），TPT1（1：1 000），PRL（1：1 000），

DRD2（1：1 000），DRD5（1：1 000），KBTBD7（1：1
000）比例稀释一抗，将 PVDF膜按marker剪切成所

需不同蛋白条带，蛋白条带用相应稀释后的一抗孵

育，于摇床 4 ℃孵育过夜。TBST洗涤 3次，每次 10
min。按羊抗兔（1：10 000），羊抗小鼠（1：10 000）比

例稀释二抗，蛋白条带用相应二抗室温孵育 1.5 h：
按羊抗兔（1：10 000），羊抗小鼠（1：10 000）比例稀

释二抗。TBST洗涤 3次，每次 10 min。按说明书以

A液：B液=1：1比例配制发光液，混匀。使用化学

发光成像系统（Bio-Rad）进行曝光显影。使用 Im⁃
age J软件对条带灰度值做分析处理。

1.5.5 ELISA 用 PRL ELISA试剂盒检测细胞上

清 PRL水平和裸鼠血浆 PRL水平。MMQ NC组和

MMQ OMA1组用 96孔板铺板，每孔约 2 000个细胞

以检测细胞上清，每组增设复孔用以检测相应细胞

活力。铺板 72 h后CCK8法检测不同组细胞活力，

同时收集不同组上清 4 ℃，1 000 × g，离心 20 min，

根据制造商的说明书，用PRL ELISA试剂盒检测不

同组细胞上清 PRL含量，使用酶标仪（Tecan，sun⁃
rise）在 450 nm处测定吸光度，用上清 PRL含量/细
胞活力比值检测细胞分泌 PRL能力。用 cAMP
ELISA试剂盒检测细胞胞内 cAMP水平，分别收集

MMQ NC组和MMQ OMA1组细胞 4×106个，PBS洗
涤后 4 ℃，1 500 × g离心 15 min，每组加入 160 μL
样品稀释液，根据制造商的说明书，用 cAMP ELISA
试剂盒检测不同组细胞胞内 cAMP含量，使用酶标

仪（Tecan，sunrise）在450 nm处测定吸光度。

1.5.6 miR-145-5p minic转染 将MMQ NC细胞

和MMQ OMA1细胞接种于六孔板，每孔铺板 4×105
个细胞。配制 A、B管，A管：125 μL Opti-MEM培

养基+5 μL miR-145-5p minic/miR-NC；B管：125
μL Opti-MEM培养基+6 μL lipofectamine 3000。A
管和 B管充分混合，静置 5 min，加入六孔板中，转

染72 h后，收集细胞。

1.5.7 裸鼠皮下成瘤实验 将 20只 4周龄雌性

BALB/c裸鼠分为两组 MMQ NC组和 MMQ OMA1

表1 引物序列

Table 1 The primer sequence

Gene
rno-TPT1-F

rno-TPT1-R

rno-DRD2-F

rno-DRD2-R

rno-DRD5-F

rno-DRD5-R

rno-KBTBD7-F

rno-KBTBD7-R

rno-GAPDH-F

rno-GAPDH-R

rno-miR-145-5p-F

miRNA 3’Primer

U6-F

U6-R

hsa-circOMA1-F

hsa-circOMA1-R

hsa-GAPDH-F

hsa-GAPDH-R

5'-3' sequence
CTTGTGTGCCATGTGGTTCAG
GTCACACAGCAGCATTTGGTT
AGTTTCCCAGTGAACAGGCG
TTGCTATGTAGGCCGTGGTG
CTCCTTCATCCCGGTCCAAC
TCCGTCCTCCCTTCTAGCTC
TGTCGAGAGGGCATGGATGT
AGGAATGCGGTACAGGAGC
GAAGGTCGGTGTGAACGGAT
CCCATTTGATGTTAGCGGGAT
GTCCAGTTTTCCCAGGAATC

Provided by the Mir-X™ miRNA First Strand synthesis Kit
Provided by the Mir-X™ miRNA First Strand synthesis Kit
Provided by the Mir-X™ miRNA First Strand synthesis Kit

AACCCAAGATGCCAGAATGGT
TTGATGACAGCCCCGTGAG
CTGGGCTACACTGAGCACC
AAGTGGTCGTTGAGGGCAATG
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组，右侧腋下分别接种 0.1 mL 3×107个/mL的MMQ
NC细胞或MMQ OMA1细胞。从第 7天开始每三天

测量移植瘤体积大小。用游标卡尺测量肿瘤，体积

计算算式为移植瘤体积=长度×宽度 2 ×1/2。第 14
天时将MMQ NC组和MMQ OMA1组裸鼠，分为4组
MMQ NC+CAB组、MMQ NC+BRC组、MMQ OMA1+
CAB组、MMQ OMA1+BRC组，分别腹腔注射 CAB
（0.5 mg/kg）或 BRC（2 mg/kg）。CAB每 4天给药一

次，共计给药 2次；BRC每两天给药一次，共计给药

3次。在第 22天处死裸鼠，心尖取血以检测血浆

PRL水平，取出皮下移植瘤，称量移植瘤肿瘤重量。

1.5.8 苏木精-伊红染色及免疫组化 苏木精-伊
红（HE）染色和免疫组化（IHC）具体方法如文献［12］

所述。提取小鼠肿瘤，按 DRD2（1：100）和 DRD5
（1：100）比例稀释抗体进行免疫染色分析。使用光

学显微镜（Olympus，Japan）拍摄，使用 Image J软件

计算图像密度。

1.6 统计分析

本研究中所有的统计分析均使用 Graphpad
Prism 8.0.2进行。数据以平均数±标准误表示。两

组均值比较采用 t检验。P＜0.05认为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 耐药泌乳素瘤患者的circOMA1表达水平升高

我们收集 17名泌乳素瘤患者肿瘤组织检测其

circOMA1表达水平，包括 5名敏感病例，12例耐药

病例。RT-qPCR结果显示耐药泌乳素瘤患者肿瘤

组织中 circOMA1表达水平升高（P＜0.01；图 1A），

猜测 circOMA1可能与DAs耐药相关。为了验证猜

测，我们进一步探究 circOMA1在泌乳素瘤中的作

用，由于垂体腺瘤没有人源永生化肿瘤细胞系并且

大鼠中不存在鼠源 circOMA1表达，所以通过慢病

毒载体构建外源性 circOMA1 MMQ细胞系模型对

circOMA1作用进行探究。荧光成像及RT-qPCR结

果显示，与空白病毒载体组（MMQ NC）相比，circO⁃
MA1病毒载体组（MMQ OMA1）细胞成功转染 cir⁃
cOMA1，circOMA1水平上升（P＜0.001；图 1B，C）。

同时我们也检测了已知的 circOMA1的下游分子表

达，RT-qPCR及Western blot结果显示过表达 cir⁃
cOMA1后，MMQ细胞也出现了miR-145-5p表达下

调（P＜0.0001；图 1D），TPT1表达上调（P＜0.01；

图 1E，F），证明我们成功构建了稳定表达外源性

circOMA1的MMQ细胞系。

2.2 CircOMA1促进泌乳素瘤耐药

为了检测 circOMA1与 DAs耐药性关系，我们

分别设置未处理组，BRC（10 μmol/L）处理组，CAB
（80 μmol/L）处理组以及相应DMSO对照处理组，进

行CCK8药物敏感实验，发现MMQ OMA1组细胞对

BRC（P＜0.05；图 2A）和CAB（P＜0.01；图 2B）药物

敏感性降低以及增殖能力升高（P＜0.05；图 2C），

验证了我们的猜测 circOMA1可能促进DAs耐药。

临床上，当患者出现泌乳素瘤时会伴随泌乳素分泌

增加，因此我们也探究了 circOMA1是否能调节

MMQ细胞 PRL分泌水平，我们用 ELISA检测了

MMQ NC组和MMQ OMA1组细胞上清 PRL水平，

用细胞上清总体PRL分泌水平/细胞活力的比值来

表示单个细胞 PRL 分泌能力，结果发现 MMQ
OMA1组细胞PRL分泌水平上升（P＜0.05；图 2D），

同时我们也检测了不同组细胞胞内 PRL表达以检

测其 PRL合成能力，结果发现MMQ OMA1组细胞

PRL合成能力上升（P＜0.05；图 2E）。

2.3 CircOMA1通过调控多巴胺受体促进泌乳素

瘤耐药

目前广泛认为，DAs耐药机制主要与DRD2有
关，大部分垂体瘤患者存在 DRD2 和 DRD5高表

达［13］，为了探究 circOMA1是否通过调节多巴胺受

体影响泌乳素瘤耐药性及泌乳素分泌，我们检测了

MMQ OMA1组 DRD2、DRD5表达水平。RT-qPCR
及 Western blot 结果显示，MMQ OMA1 组 DRD2
mRNA水平及蛋白水平表达下降，DRD5 mRNA水

平及蛋白水平表达上升（P＜0.05；图 3A-C）。随

后，我们检测了下游 cAMP通路表达情况，ELISA结

果显示，MMQ OMA1组细胞胞内 cAMP水平上升（P
＜0.05；图 3D）。

我们进一步探究 circOMA1调控多巴胺受体内

在分子机制。由于DRD2是主要药物靶点，后续我

们主要探究 circOMA1是如何调控DRD2。研究发

现在垂体腺瘤中 DRD2表达受 KBTBD7调控［14］。

通 过 RT-qPCR 及 Western blot 检 测 发 现 ，MMQ
OMA1组细胞 KBTBD7 mRNA和蛋白表达升高（P
＜0.05；图 3E，F）。通过TargetScan、CircInteractome
和 circBank等软件分析预测筛选 circOMA1下游调

控miRNAs及KBTBD7上游调控miRNAs，结果显示

KBTBD7 3’UTR序列 354-361位置存在miR-145-
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5p结合位点，circOMA1的序列与miR-145-5p也存

在多个结合位点，即可能存在 circOMA1/miR-145-
5p/KBTBD7调控网络（图 3G）。我们课题组既往研

究中已验证 circOMA1可以竞争性结合miR-145-
5p［12］。在本研究中也已发现 circOMA1可以下调

miR-145-5p表达（P＜0.000 1；图 1D）。为了探究

circOMA1、miR-145-5p、KBTBD7 三者的调节关

系，分别向MMQ NC细胞和MMQ OMA1细胞中转

染 miR-145-5p minic，同时转染 miR-NC作为对

照。结果发现转染 miR-145-5p minic 后，MMQ
OMA1细胞 KBTBD7表达下调，DRD2表达上调（P
＜0.05；图 3H）。以上结果表明 CircOMA1通过调

控多巴胺受体促进泌乳素瘤耐药（图4）。

2.4 circOMA1在体内促进泌乳素瘤耐药

为了在体内进一步探究 circOMA1对泌乳素瘤

DAs耐药性及激素分泌的影响及其作用机制，我们

构建了裸鼠皮下肿瘤模型，发现与MMQ NC组相

比，MMQ OMA1组肿瘤增殖速率大于MMQ NC组

（P＜0.05；图 5A）。在第 14天，对裸鼠腹腔分别注

射 CAB和 BRC，观察不同组移植瘤耐药性。CAB
用药后，与MMQ NC组相比，MMQ OMA1组裸鼠肿

瘤体积和体重都大于MMQ NC组（P＜0.05；图 5B-
D），而BRC用药后，两组裸鼠肿瘤体积和体重差异

无统计学意义。此外，ELISA法检测不同组裸鼠血

浆PRL含量，发现CAB或BRC用药后，MMQ OMA1
组裸鼠血浆PRL水平都高于MMQ NC组（P＜0.05；
图 5F）。体内实验也验证了 circOMA1可促进泌乳

素瘤增殖、激素分泌及DAs耐药。为了检测裸鼠皮

下肿瘤内多巴胺受体表达，采用免疫组化检测各组

肿瘤中DRD2和DRD5表达水平，发现与MMQ NC
组相比，MMQ OMA1组DRD2表达下降，DRD5表达

上升（P＜0.05；图 5G），体内实验结果与细胞实验

结果相符。

3 讨 论

因为垂体腺瘤大多为良性肿瘤，基因突变导致

肿瘤发生发展的报道较少，因此研究转录后调控机

A: Level of circOMA1 in drug-sensitive prolactinomas and drug-resistant prolactinoma tissues was determined by qRT-PCR. t = 3.275, 1）P =
0.005 1 compared with drug-sensitive prolactinomas；B: Expression of GFP after transfection with lentivirus. The images in MMQ, MMQ-NC, and MMQ
OMA1 were captured by fluorescence microscopy. Scale bar: 200 μm; C: Expression of circOMA1 after transfection with lentivirus was determined by
qRT-PCR. t = 5.105, 1）P = 0.000 2 compared with MMQ NC group; D: Expression of miR-145-5p after transfection with lentivirus was determined by
qRT-PCR. t = 10.030, 1）P < 0.000 1 compared with MMQ NC group; E: Expression of TPT1 mRNA after transfection with lentivirus was determined by
qRT-PCR. t = 5.555, 1）P = 0.005 1 compared with MMQ NC group; F: Expression of TPT1 protein after transfection with lentivirus was determined by
Western blot. t = 4.649, 1）P = 0.009 7 compared with MMQ NC group; Data are shown as Mean±SEM. n=5, 12 in A, n=3 in C-F.

图1 耐药泌乳素瘤患者的 circOMA1表达水平升高

Fig. 1 CircOMA1 expression was increased in DAs drug-resistant prolactinoma

386



第3期 张译尹，等 .CircOMA1调控多巴胺受体促进泌乳素瘤耐药性

制的改变对泌乳素瘤耐药作用更有意义。 cir⁃
cRNAs是一种新兴的有着重要生物学作用的保守

单链非编码 RNA，通过前体mRNA的反向剪接而

成，具有共价封闭、连续稳定的环状结构［15］。cir⁃
cRNAs介导肿瘤耐药的机制多种多样，但最常作为

miRNAs“海绵”竞争性结合miRNAs阻断其对靶基

因的抑制作用［15-16］。在非小细胞肺癌细胞和癌组

织中，Hong等［17］研究发现 circ-CPA4表达升高，其

可作为 let-7 miRNA的“海绵”作用于程序性死亡

受体-配体 1（PD-L1），促进癌细胞的生长、迁移、

上皮间充质转化以及增加其对顺铂的耐药性。在

肝细胞癌（HCC）中，研究发现在索拉非尼耐药的肝

癌细胞中 circRNA-SORE通过竞争性结合 miR-
103a-2-5p和 miR-660-3p，激活 Wnt/β-catenin 信

号通路，促进索拉非尼耐药［18］，还发现 circFOXM1
通过竞争性结合miR-1324调节MECP2，促进肝癌

细胞的索拉非尼耐药［19］。此外，circRNAs也可以与

RNA相关蛋白结合形成RNA-蛋白复合物调节基

因转录，例如 circRNA-SORE在细胞质中与促癌蛋

白YBX1结合，阻止YBX1与E3泛素连接酶 PRP19

相互作用，从而阻断 PRP19介导的 YBX1降解，促

进索拉非尼耐药性［20］。近年来，在泌乳素瘤中越来

越多的研究揭示了非编码RNA通过靶向调控信号

通路调控肿瘤耐药性，但 circRNAs在泌乳素瘤中

的作用尚无报道，并且非编码RNA与广泛认同的

DRD2相关的耐药机制之间的是否有关联尚未

可知。

我们发现在临床耐药泌乳素瘤标本中存在 cir⁃
cOMA1表达水平升高现象。以此现象为问题导

向，探究 circOMA1在泌乳素瘤中的作用及调控机

制。以往对于泌乳素瘤耐药性研究主要聚焦于细

胞增殖调控［21］，对于激素分泌改变探讨较少，但在

临床中泌乳素瘤患者耐药性表现为泌乳素水平无

法下降到正常以及肿瘤直径没有缩小 50%以上。

为了更好探索 circOMA1在临床耐药泌乳素瘤中的

实际作用，本研究同时探讨了 circOMA1对耐药机

制中细胞增殖和激素分泌两个方面的影响，通过

CCK8检测细胞活力以反映细胞增殖水平，并通过

ELISA及 western blot检测细胞上清及胞内 PRL以

反映细胞激素分泌水平。我们发现 circOMA1在体

A: The cell viability of MMQ NC and MMQ OMA1 cells co-cultured with BRC (10 μmol/L) for 0, 24, 48, and 72 h was determined by CCK8 assay.
t = 3.059, 1）P = 0.0136 compared with MMQ NC group; B: The cell viability of MMQ NC and MMQ OMA1 cells co-cultured with CAB (80 μmol/L) for
0, 24, 48, and 72 h was determined by CCK8 assay. t = 7.330, 1）P = 0.000 2 compared with MMQ NC group; t = 4.448, 2）P = 0.0030 compared with
MMQ NC group; C: The relative cell growth rate of MMQ NC and MMQ OMA1 cells for 0, 24, 48, and 72 h was determined by CCK8 assay. t = 2.687, 1）
P = 0.031 2 compared with MMQ NC group; t = 3.196, 2）P = 0.015 2 compared with MMQ NC group; D: The PRL level/cell viability of MMQ NC and
MMQ OMA1 cells was determined by ELISA and CCK8 assay. t = 3.750, 1）P = 0.019 9 compared with MMQ NC group; E: Expression of PRL protein
was determined by Western blot. t = 2.784, 1）P = 0.031 8 compared with MMQ NC group; Data are shown as Mean±SEM. n=3.

图2 CircOMA1促进泌乳素瘤耐药

Fig. 2 CircOMA1 promoted the drug resistance of prolactinoma

387



第43卷中山大学学报（医学科学版）

内外都能促进泌乳素瘤增殖、泌乳素分泌及DAs耐
药性。DRD2为主要药物靶点，垂体腺瘤中存在

DRD2、DRD5高表达，DRD2和DRD5都参与泌乳素

分泌调控，DRD5与Gαs蛋白偶联，激活腺苷酸环化

酶（ADCY），导致细胞内 cAMP水平的增加；DRD2
与Gαi蛋白结合，抑制ADCY活性和 cAMP的产生。

我们发现 circOMA1主要通过下调DRD2表达降低

对 DAs敏感性，而且在下调 DRD2的同时上调了

DRD5表达，从而激活了 cAMP通路，促进泌乳素合

成释放。该研究结果也表明了在泌乳素瘤中非编

码RNA的改变与广泛认同的DRD2有关的耐药机

制可能存在关联。

由于 DRD2表达改变不符合 circRNAs-miR⁃
NAs-靶基因的改变趋势，并且通过 catRAPID软件

预测分析发现，DRD2与 circRNAs结合形成RNA-

蛋白复合物得分小于 0.5，认为其不具备结合 cir⁃
cRNA的能力。因此我们认为 DRD2更可能受到

circOMA1间接调控。既往研究发现在垂体腺瘤中

KBTBD6/7-泛素连接酶复合物能够通过泛素化

DRD2，调控垂体肿瘤对DAs的敏感性［14］，提示我们

circOMA1可能通过影响泛素化间接调控 DRD2。
泛素化反应是泛素附着在底物蛋白质上的反应，调

节底物的稳定性、功能和蛋白质之间的相互作

用［22-23］。KBTBD7是 BTB-kelch家族成员，在 N端

包含一个 BTB结构域，在 C端包含五个 kelch重复

序列。在BTB家族中，BTB结构域作为一个蛋白相

互作用模块，能够与自身结合并与非BTB蛋白相互

作 用［24］。 例 如 KBTBD6/7 能 够 通 过 与 Cullin 3
（CUL3）结合形成由 CUL3复合物组成的 cullin -
ring连接酶，介导 T细胞淋巴瘤侵袭和转移诱导蛋

A: Expression of DRD5 mRNA was determined by qRT-PCR. t = 2.942, 1）P =0.0087 compared with MMQ NC group; B: Expression of DRD2
mRNA was determined by qRT-PCR. t = 4.176, 1）P = 0.0007 compared with MMQ NC group; C: Expression of DRD5 protein and DRD2 protein was
determined by Western blot. t = 2.875, 1）P = 0.028 3 compared with MMQ NC group; t = 2.514, 2）P = 0.045 6 compared with MMQ NC group; D: The
cAMP level of MMQ NC and MMQ OMA1 cells was determined by ELISA. t = 3.761, 1）P = 0.019 8 compared with MMQ NC group; E: Expression of
KBTBD7 mRNA was determined by qRT-PCR. t = 4.235, 1）P = 0.013 3 compared with MMQ NC group; F: Expression of KBTBD7 protein was deter⁃
mined by Western blot. t = 4.262, 1）P = 0.013 0 compared with MMQ NC group; G: Bioinformatics prediction showed the potential binding sites of miR⁃
NAs in circOMA1 and KBTBD7；H: Expression of KBTBD7 protein and DRD2 protein after transfection with miR-145-5p minic was determined by
Western blot. t = 2.553, 1）P = 0.043 3 compared with MMQ NC+miR-NC group; t = 2.616, 2）P = 0.030 8 compared with MMQ OMA1+miR-NC
group; t = 3.351, 3）P = 0.0101 compared with MMQ NC+miR-NC group; t = 2.395, 4）P = 0.0478 compared with MMQ OMA1+miR-NC group; Data
are shown as Mean±SEM. n=3.

图3 CircOMA1通过调控多巴胺受体促进泌乳素瘤耐药

Fig. 3 CircOMA1 promoted prolactinoma resistance by regulating dopamine receptors
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白 1（TIAM1）的泛素化及随后的蛋白酶体降解［25］。

我们通过 TargetScan等软件分析预测，发现存在

circOMA1/miR-145-5p/KBTBD7 调 控 网 络 ，并 且

miR-145-5p minic补救实验表明miR-145-5p抑制

KBTBD7表达，从而抑制了DRD2泛素化降解，且逆

转了 circOMA1促进KBTBD7表达的作用，验证 cir⁃
cOMA1可能通过miR-145-5p/KBTBD7轴调控多巴

胺受体从而促进泌乳素瘤耐药性。以上结果表明

circOMA1可能通过miR-145-5p/KBTBD7轴，下调

DRD2表达降低药物敏感性，下调DRD2的同时上

调 DRD5表达，激活 cAMP通路，促进 PRL合成释

放，从而促进泌乳素瘤DAs耐药（图 4）。

本研究不足之处在于，由于垂体腺瘤没有人源

永生化肿瘤细胞系并且大鼠中不存在鼠源 circO⁃
MA1表达，所以只能通过构建外源性 circOMA1
MMQ细胞系模型对 circOMA1作用机制进行探究。

由于 hsa-miR-145-5p与 rno-miR-145-5p序列完

全相同，在MMQ细胞中 circOMA1通过竞争性结合

rno-miR-145-5p对下游靶基因进行调控可能可以

模拟在人源垂体腺瘤细胞中 circOMA1通过竞争性

结合 hsa-miR-145-5p进行调控，但人和大鼠之间

存在其他miRNAs及蛋白差异，导致该研究结果可

能仅能体现 circOMA1调控 rno-miR-145-5p引起

下游蛋白改变，不能模拟人体内 circOMA1表达水

平升高引起多种miRNAs及蛋白的调控网络的改

变。同时，也需要更进一步的实验验证 circOMA1
对 hsa-miR-145-5p与 rno-miR-145-5p发挥相似

调控作用。对此，应构建原代垂体腺瘤模型对 cir⁃
cOMA1作用机制进行探究可能更具有临床意义。

综上，本研究明确了 circOMA1可以通过调控

多巴胺受体表达引起泌乳素瘤药物敏感性降低和

泌乳素分泌水平增加，从而增强了泌乳素瘤耐药

性。本研究也预示着 circOMA1可能成为耐药泌乳

素瘤靶向治疗的新靶点。

图4 CircOMA1促进泌乳素瘤耐药机制

Fig. 4 A model of circOMA1 mediated-DAs resistance in prolactinoma
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