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【摘要】 目的 研究 Claudin9（CLDN9）、酪氨酸激酶 2（tyrosine kinase 2，TYK2）在无功能性垂体腺瘤

（non-functioning pituitary adenoma，NFPA）中的表达与侵袭性的相关性，以及 CLDN9 与 TYK2 在侵袭性

NFPA 中的相互作用。方法 收集 2020-06—2021-05 在新疆维吾尔自治区人民医院手术治疗的 24 例

NFPA 患者的临床资料及手术标本，根据术前影像检查及术中所见信息分为侵袭性 NFPA 组和非侵袭性

NFPA 组各 12 例。通过实时定量聚合酶链反应（quantitative real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）、

免疫组化（immunohistochemistry，IHC）及蛋白质印迹（Western blot，WB）等方法检测 CLDN9、TYK2 在 2 组

NFPA 组织中的表达量；用慢病毒质粒转染技术构建垂体瘤 GT1-1 细胞系空载对照组（NC 组）和 CLDN9 过

表达实验组（OE-CLDN9 组），用 WB 和 qRT-PCR 验证 CLDN9 对垂体瘤 GT1-1 细胞系的稳定转染。通过

qRT-PCR 检测 TYK2 在 NC 和 OE-CLDN9 等 2 组细胞中的表达量。结果 qRT-PCR、IHC 及 WB 结果均显

示，CLDN9 在侵袭性 NFPA 组织中的表达量明显高于非侵袭性 NFPA，差异均有统计学意义（t=12.63、
17.98、2.45，P＜0.001），而 TYK2 在侵袭性 NFPA 组织中的表达量明显低于非侵袭性 NFPA，差异均有统计

学意义（t=13.82、4.29、2.26，P＜0.001）。检测结果显示，OE-CLDN9 组中的 CLDN9 表达量明显高于 NC 组

（F=943.30，P＜0.001），TYK2 表达量明显低于 NC 组（F=13.64，P=0.004）。结论 CLDN9 表达上调与 NFPA
侵袭性生长有关，且可能通过低表达的 TYK2 促进 NFPA 侵袭性。
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【Abstract】 Objective To evaluate the correlation among the expression of claudin-9（CLDN9），tyrosine
kinase-2（TYK2）and non-functioning pituitary adenoma（NFPA） invasiveness，and their associations. Methods
Clinical data and surgical specimens of 24 patients with NFPA surgically treated in our hospital from June 2020
to May 2021 were collected and divided into invasive and non-invasive NFPA groups based on their pre-operative
imaging and intra-operative information，comprising 12 patients for each group. CLDN9 and TYK2 expressions in
the NFPA tissues of the two groups were measured by quantitative real-time polymerase chain reaction
（qRT-PCR），immunohistochemistry（IHC）and Western blotting（WB）. The lentiviral plasmid transfection tech⁃
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nique was used to develop a rat pituitary tumour GT1-1 cell line null control group（NC）and CLDN9 overexpres⁃
sion experimental group（OE-CLDN9），and the stable transfection of CLDN9 to the rat pituitary tumour GT1-1
cell line was detected using WB and qRT-PCR. TYK2 expressions in the NC and OE-CLDN9 cell groups were de⁃
tected using qRT-PCR. Results The qRT-PCR，IHC and WB results revealed that the expression of CLDN9 was
significantly higher in invasive than in non-invasive NFPA tissues，and the expression differences were statistically
significant（t=12.63，17.98，2.45，P<0.001），while the expression of TYK2 was significantly lower in invasive than
in non-invasive NFPA tissues，and the expression differences were statistically significant（t=13.82，4.29，2.26，P<
0.001）. The detected results showed that CLDN9 expression in the OE-CLDN9 group were significantly higher
than in the NC group（F=943.30，P<0.001），TYK2 expression was significantly lower in the OE-CLDN9 group
than in the NC group（F=13.64，P=0.004）. Conclusion Upregulated CLDN9 expression is associated with NFPA
invasive growth and may promote NFPA invasiveness through low expression of TYK2.

【Key words】 Non-functioning pituitary adenoma；Claudin-9；Tyrosine kinase-2；Invasiveness；Prognosis

无功能性垂体腺瘤（non-functioning pituitary
adenoma，NFPA）是垂体腺瘤的常见类型，约占30%［1］。

因其常侵袭至海绵窦、视神经等重要邻近组织，手术

难以全切，导致术后复发率高达 58%［2］。由于NFPA
侵袭性相关的病理机制尚未明确，缺乏有效的药物

或其他治疗方法。放射治疗的有效性和安全性也不

容乐观［3］。因此，深入研究NFPA侵袭性相关的病理

分子机制和相关基因，对寻找更理想的治疗方法意

义深远。

Claudins（CLDNs）包括27个家族成员，是作为细

胞紧密连接（tight junction，TJ）的重要构成部分，对维

持细胞稳定性和极性至关重要［4］，其异常表达（下调

或上调）可促进或抑制多种肿瘤的恶性进展［5-6］，如

CLDN1、CLDN7、CLDN3、CLDN6 等在乳腺癌、食管

癌、前列腺癌、肺癌等肿瘤组织中表达下调，而

CLDN3、CLDN4、CLDN9、CLDN17 等在卵巢癌、子宫

癌、前列腺癌、乳腺癌、胃癌、胰腺癌、肝癌等肿瘤组

织中表达上调并促进其侵袭性，与不良预后有关［5-6］。因

此，CLDNs的异常表达被认为肿瘤恶性进展的重要

机制之一［7］。此外，Janus 激酶（the Janus kinase，
JAK）蛋白（包括 JAK1/JAK2/JAK3 及 TYK2 等 4 个成

员）在细胞信号转导通路中起到“桥梁”作用，在相应

细胞因子及受体的作用下将细胞外的信号传递到细

胞内［8］。酪氨酸激酶 2（tyrosine kinase 2，Tyk2）作为

JAK蛋白的重要成员，在多种肿瘤发生、进展中可见

其异常表达或激活，因此TYK2被认为与肿瘤进展有

关的致癌基因［9-10］，如TYK2在卵巢癌、前列腺癌、宫

颈癌、肝癌等多种肿瘤中的表达增高与这些肿瘤恶

性进展有关［9-10］。

相关研究表明，TYK2 的异常表达或激活与

CLDNs 促进肿瘤侵袭性作用有关，如高表达的

CLDN9/CLDN17/CLDN12促进肝癌、肺癌等肿瘤的浸

润性生长作用与高表达的TYK2有关［11-13］。可见，以

此角度为切入点的研究可能为NFPA侵袭性相关的

病理机制及治疗方向能够提供有价值的研究基础，

但此方面的研究鲜见报道。本课题组前期研究发现

CLDN9 在垂体腺瘤中高表达［14］。本研究分析

CLDN9、TYK2在NFPA组织中的表达量与侵袭性的

相关性，初步探讨 CLDN9 在 NFPA 中的过表达与

TYK2的相关性。

1 材料与方法

1.1 NFPA组织标本及储存 垂体腺瘤组织标本来

自 2020-06—2021-05 在新疆维吾尔自治区人民医

院神经外科住院接受经鼻蝶垂体瘤切除术的 24 例

NFPA 患者，其中男 14 例，女 10 例，年龄 27～82
（49.3±16.7）岁。收集其基本信息、术前激素水平、术

前垂体磁共振检查、术中所见信息、术后病检结果

等。根据术前影像检查及术中所见信息分为侵袭性

NFPA 组和非侵袭性 NFPA 组各 12 例。纳入标准：

（1）术前未接受任何治疗；（2）无内分泌疾病或长期

激素服用史；（3）临床表现、术前内分泌激素及术后

病理免疫组化结果均支持NFPA诊断标准；（4）由同

一术者以同样的方式获取肿瘤组织。排除标准：（1）
复发性 PA患者；（2）资料不全患者；（3）有其他肿瘤

病史的患者。符合以下标准的任何一条可诊断为侵

袭性PA：（1）术前MRI检查符合Knosp分类Ⅳ级［15］；

（2）术前MRI检查符合Knosp分类Ⅲ级［15］和术中可见

向鞍旁海绵窦或鞍底骨质或向鞍上的侵袭性生长情

况 。 用 于 实 时 定 量 聚 合 酶 链 反 应（quantitative
real-time polymerase chain reaction，qRT-PCR）和蛋白

质印迹（Western blot，WB）的标本在— 80 ℃冷冻后储

存于液氮中；用于免疫组化（immunohistochemistry，
IHC）的标本以 4%甲醛固定石蜡包埋后储存于本院

病理科。本研究符合《赫尔辛基宣言》原则（www.
wma.net/en/30publications/10policies/b3/index.html）。
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1.2 方法

1.2.1 细胞培养及质粒转染：大鼠垂体瘤GT1-1细胞

株（Procell 中国武汉生命科技有限公司）培养于含

10%胎牛血清（Gibco上海素尔生物科技有限公司）+
1%的 100 U/mL 青霉素和链霉素的基础培养基

（Procell 中国武汉生命科技有限公司）中，培养于

37 ℃，5% CO2的培养箱中。取15 μL 处于对数生长

期的GT1-1细胞悬液进行计数，分别以 1.5×105个细

胞/24孔板的孔进行铺板，铺板过夜培养后，进行质

粒转染。按 lipofectamine 3000 转染试剂盒（美国

Invitrogen 公司）将空载质粒（NC 组）和 CLDN9 质粒

（OE-CLDN9 组）（中国优宝生物公司）分别转染至

GT1-1细胞，再培养48 h后备用。

1.2.2 qRT-PCR：使用 Trizol 试剂盒（美国 Invitrogen
公司）提取各组组织和细胞的总RNA，按照逆转录试

剂盒（美国Thermo Fisher Scientific公司）说明书将其

逆转录为 cDNA，按照 SYBRGreen PCR试剂盒（中国

北京全式金生物技术有限公司）说明书对各基因进行

扩增。反应条件：95 ℃预变性5 min，95 ℃变性10 s，
60 ℃退火延伸30 s，共循环40次。以β-action作为内

参照。引物序列：CLDN9：正向 5' -CCTTTCGACCTT
GGCCTGAT-3' ，反向 5' -GGGGGAGAACATCAAAGG
GG-3' ；TYK2：正 向 5' -CAGCCCCGTGTTCTGGTAT
G-3' ，反向 5' -GAAAGGACGCCTCTGTCTCC-3' ；β-

actin：正向 5' -CCCATCTATGAGGGTTACGC-3' ，反向

5' -TTTAATGTCACGCACGA TTTC-3' 。用2-△△CT法计

算各组目的基因的mRNA表达量。

1.2.3 IHC：将厚度5 μm的石蜡切片放入68 ℃培养

箱（上海博迅医疗生物仪器股份有限公司）30 min进

行烤片，用二甲苯和乙醇进行脱蜡。在组织上滴加

3%过氧化氢，室温下孵育10 min。将切片加热，冷却

后用蒸馏水冲洗 2次，用PBS缓冲液（北京索莱宝科

技有限公司）洗 3次。将用 5%胎牛血清（Gibco上海

素尔生物科技有限公司）和 PBS缓冲液配好的封闭

液滴加到组织上，放入37 ℃培养箱封闭30 min。用

封闭液稀释的一抗（兔抗多克隆 CLDN9 抗体，

1 ∶ 200，美国 NOVUSBIO 公司；兔抗多克隆 TYK2 抗

体，1∶ 200，武汉爱博泰克生物科技有限公司）加到组

织切片上，4 ℃过夜孵育，用 PBS 洗 3 次。滴加用

HRP标记的二抗，37 ℃孵育 30 min，用 PBS洗 3次。

将配好的DAB显色剂（上海Beyotime公司）滴加在组

织切片上。将组织切片放入苏木素（北京索莱宝科

技有限公司）中染1～2 min，用自来水冲洗。梯度乙

醇（北京索莱宝科技有限公司）脱水，用中性树胶（北

京索莱宝科技有限公司）封片，固化后拍片。采用

Image Pro Plus6.0（Media Cybernetics）软件，计算各组

切片平均光密度值（AOD），进行定量分析。

1.2.4 WB：将在液氮下研磨后的各组肿瘤组织和转

染 48 h后的各组细胞加入到RIPA高效组织/细胞裂

解液（北京索莱宝科技有限公司）进行裂解，在 4 ℃

下以 12 000 r/min 离心 15 min，离心完成后取上清，

用BCA蛋白浓度测定试剂盒（北京索莱宝科技有限

公司）进行蛋白定量。取适量上样量，进行 PVDF
（Millipore上海玉博生物科技有限公司）转模，用 5%
脱脂牛奶进行封闭，室温下孵育 1 h。加入到一抗

（兔 抗 多 克 隆 CLDN9 抗 体 ，1 ∶ 10 000，美 国

NOVUSBIO公司；兔抗多克隆TYK2抗体，1∶ 10 000，
武汉爱博泰克生物科技有限公司）孵育 10 min，4 ℃

过夜。用 TBST（北京索莱宝科技有限公司）洗膜 3
次，每次 10 min。加入到二抗（1∶ 20 000），室温下孵

育1 h。将ECL加到膜上后，用化学发光成像系统曝

光，出现蛋白条带，保存图片，用 Image J软件分析各

条带灰度值，以目的蛋白和内参蛋白灰度值的比值

进行蛋白水平的比较。

1.3 统计学分析 使 用 SPSS 25.0 和 GraphPad
Prism 7.0软件对数据进行统计学分析和相关分析图

的绘制。符合正态及近似正态分布的定量数据以均

数±标准差（x±s）表示，组间两两比较采用独立样本 t
检验，多重比较采用双因素方差分析，以P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 CLDN9 在 侵 袭 性 NFPA 组 织 中 的 表 达

qRT-PCR 检测结果显示，CLDN9 在侵袭性 NFPA 组

织中的mRNA水平明显高于非侵袭性NFPA组织，差

异有统计学意义（P＜0.001）；IHC、WB 检测结果显

示，CLDN9蛋白主要在细胞核表达，在侵袭性NFPA
组织中的表达量明显高于非侵袭性NFPA组织，差异

有统计学意义（P＜0.001 或 0.05）。CLDN9 在 NFPA
组织中表达如表1和图1所示。

2.2 TYK2 在 侵 袭 性 NFPA 组 织 中 的 表 达

qRT-PCR检测结果显示，TYK2在侵袭性NFPA组织

中的mRNA水平明显低于非侵袭性NFPA组织，差异

有统计学意义（P＜0.001）。IHC、WB检测结果显示，

TYK2主要在细胞质中表达，胞外基质也有少量表达，

在侵袭性NFPA组织中的表达量明显低于非侵袭性

NFPA 组织，差异有统计学意义（P＜0.01 或 0.05）。

TYK2在NFPA组织中的表达如表2和图2所示。
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表1 CLDN9在2组NFPA组织中的表达水平 （x±s）
Table 1 CLDN9 expression level in two groups of

NFPA （x±s）

组别

非侵袭性NFPA组

侵袭性NFPA组

t值
P值

qRT-PCR
1.04±0.03
2.23±0.23

12.63
<0.001

IHC
2 294.50±154.92
4 086.78±188.79

17.98
<0.001

WB
0.85±0.17
1.24±0.34

2.45
0.032

注：A为CLDN9的mRNA相对表达量；B～C分别为 IHC、WB检测的CLDN9蛋白表达量；D为CLDN9的免疫组化图（×400），棕

色染色为高表达；E为CLDN9的蛋白表达条带图。与非侵袭性组相比，*P<0.05，***P<0.001
图1 CLDN9在NFPA组织中的表达

Figure 1 The expression levels of CLDN9 in NFPA tissues

2.3 CLDN9过表达后的TYK2表达量 将空载质

粒（NC）和CLDN9（OE-CLDN9）质粒转染后用WB和

qRT-PCR 检测 2 组细胞中的 CLDN9 水平，结果显示

OE-CLDN9组中的表达明显高于NC组（P＜0.001，如
表3和图3A～B），表示CLDN9过表达成功。接下来

用qRT-PCR检测2组细胞中的TYK2水平，检测结果

显示TYK2在OE-CLDN9组的表达量明显低于NC组

（P＜0.01，如表3和图3C）。

3 讨论

NFPA 虽然是良性肿瘤，但因其侵袭性使其成

为治疗棘手的神经外科疾病之一［16］。因此，NFPA
侵袭性相关的研究是神经外科领域的热点之一。

NFPA的发生和发展是像其余肿瘤一样参与原癌基

组别

非侵袭性NFPA组

侵袭性NFPA组

t值
P值

qRT-PCR
1.02±0.02
0.29±0.13

13.82
<0.001

IHC
6 380.89±714.23
4 884.89±468.32

4.29
0.002

WB
0.78±0.19
0.57±0.12

2.26
0.047

表2 TYK2在2组NFPA组织中的表达水平 （x±s）

Table 2 TYK2 expression level in two groups of
NFPA （x±s）

B CA

D E

表3 2组细胞中的CLDN9、TYK2表达水平 （x±s）
Table 3 CLDN9 and TYK2 expression levels in the

two groups （x±s）

组别

NC组

OE-CLDN9组

F值

P值

CLDN9
1.46±0.50

4 680.02±646.42
943.30
<0.001

TYK2
1.03±0.14
0.85±0.12

13.64
0.004
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图3 构建CLDN9过表达垂体瘤GT1-1细胞株及TYK2
表达

Figure 3 Construction of CLDN9-overexpressed pitui-
tary tumour GT1-1 cells line and TYK2 expression

注：A 为 CLDN9 过表达 WB 鉴定图，B 为 CLDN9 过表达

mRNA 检测图，C 为 TYK2 在 2 组细胞中的 mRNA 检测

图。与NC组相比，**P<0.01，***P<0.001

注：A为TYK2的mRNA相对表达量；B～C分别为 IHC、WB检测的TYK2蛋白表达量；D为TYK2的免疫组化图（×400），褐色染

色为高表达；E为TYK2的蛋白表达条带图。与非侵袭性组相比，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001
图2 TYK2在NFPA组织中的表达

Figure 2 The expression levels of TYK2 in NFPA tissues

B CA

D E

BA

C

因的激活、抑癌基因的失活、激素的刺激、生长因子

的增多、细胞信号通路的异常等复杂的过程［17-18］。

本研究团队在前期研究中发现，CLDN9是与垂体腺

瘤发生有关的基因，在垂体腺瘤中的表达高于正常

垂体组织［14］。本研究在此基础上进行进一步研究，

以期为 NFPA 侵袭性的病理机制提供有价值的

参考。

CLDNs蛋白作为维持上皮屏障的重要结构，异
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常表达与肿瘤发生和侵袭性增加密切相关［19］，如在

前列腺癌中 CLDN3/4 高表达，CLDN3/4 被敲除后前

列腺癌细胞的侵袭能力和存活率降低［20］。此外，

CLDNs异常表达具有组织依赖性，在不同组织来源

的肿瘤中出现不同的表达异常［21］，如在浆乳头状腺

癌中，CLDN1高表达，CLDN2低表达。相反，在子宫

内膜样增生组织中，CLDN1 低表达，CLDN2 高表

达［22］。然而，CLDNs与垂体腺瘤侵袭性相关的研究

很少有报道。本研究中，与非侵袭性 NFPA 组织相

比，在侵袭性NFPA中CLDN9高表达，与本课题组前

期得到的结果一致，即CLDN9在垂体腺瘤中的表达

高于正常垂体组织，在侵袭性垂体腺瘤中的表达量

高于非侵袭性垂体腺瘤［14］。此外，KIM等［23］也通过

生物信息学发现高表达的CLDN9能够促进NFPA侵

袭性。结合上述研究结果可以认为，过表达的

CLDN9与NFPA侵袭性增加有关。CLDNs蛋白的异

常表达可能影响TJ成分的正常组成比，导致其完整

的构和功能发生变化，进一步导致细胞间隙增加，肿

瘤细胞通过“松弛”的细胞间隙进行增殖［22］，从而导

致 NFPA 侵袭性增加。此外，异常表达的 CLDNs 还
通过诱导上皮向间充质转化（epithelial-mesenchymal
transition，EMT）促进肿瘤侵袭性和远处转移［24］。因

此，敲除 CLDN9 的异常表达是有望成为对 NFPA 侵

袭性的潜在治疗方法。

根据以往研究报道，在多种肿瘤中TYK2在多种

细胞因子受体的作用下表达上调并与肿瘤恶性进展

有关［10］。而本研究中在侵袭性 NFPA 中 TYK2 低表

达。通过进一步查阅文献发现，在有些肿瘤样本或

切片中TYK2的低表达被认为是不良预后的标志物［25］。

有文献报道，TYK2的表达下调有助于乳腺癌局部转

移［26］。关于肝细胞癌的一篇荟萃分析中提示，正常

或高表达的TYK2与患者更长的生存期有关［27］。相

关文献中提到，TYK2除致癌作用外，还介导干扰素

（IFNs）、白介素-12（IL-12）等细胞因子起到免疫监

视、促进凋亡、抗肿瘤增殖作用［28-35］。基于以上文献

报道，考虑TYK2在NFPA中的表达可能与其免疫监

视、抗肿瘤增殖作用有关，而低表达的TYK2可能与

NFPA侵袭性及不良预后有关。

为观察在 NFPA 中高表达的 CLDN9 与 TYK2 有

无关系，将 CLDN9 和空载体稳定转染到垂体瘤

GT1-1细胞系，构建CLDN9过表达的垂体瘤GT1-1细

胞系。验证结果显示，在垂体瘤 GT1-1 细胞系中

CLDN9 过表达后 TYK2 表达下调。因此，考虑在

NFPA 中高表达的 CLDN9 可能通过低表达的 TYK2

促进其侵袭性。相关研究表明，CLDNs 通过诱导

EMT促进肿瘤侵袭性和远处转移［28，36］。EMT的发生

依赖于 TYK2 的异常表达/激活［28，37-38］。SUN 等［13］研

究发现，CLDN12在肺癌中的高表达通过TYK2的异

常表达诱导 EMT，从而促进肺癌的转移。因此，在

NFPA 中高表达的 CLDN9 可能通过低表达的 TYK2
诱导EMT，从而促进NFPA侵袭性，其具体机制需进

一步研究证实。

高表达的 CLDN9 与 NFPA 侵袭性生长有关，其

可能通过低表达的 TYK2 促进 NFPA 侵袭性。本研

究具有样本量较小且实验内容较简单等局限性，需

要进一步研究证实。本文为NFPA侵袭性机制的进

一步探索提供了初步的线索，有望成为NFPA侵袭性

生长的预测因子及治疗靶点。
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