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【摘要】 目的 利用 RNA 干扰技术建立多巴胺 D2 受体（D2R）低表达的高催乳素大鼠垂体瘤 MMQ

细胞模型。方法 设计 3 对可沉默 D2R 基因表达的小干扰 RNA（siRNA）序列，转染 MMQ 细胞，建立包

括 siRNA1 组、siRNA2 组、siRNA3 组、阴性对照（siNT）组和空白对照（CTRL）组的 5 组细胞模型，采用

Western blot 法检测各组 MMQ 细胞 D2R 蛋白表达。选择干扰高表达细胞株，加入溴隐亭 1 μmol/L 进行

干扰，采用酶联免疫吸附测定（ELISA）法、Western blot 法及实时定量聚合酶链反应（qRT-PCR）法分别观

察干扰后 MMQ 细胞催乳素的分泌、催乳素蛋白相对表达量及催乳素 mRNA 水平。结果 5 组 D2R 蛋

白相对表达量比较，差异有统计学意义（F=19.936，P ＜ 0.01）；其中 siRNA1 组、siRNA3 组 D2R 蛋白相对

表达量［（0.23±0.12）、（0.57±0.24）］与 siNT 组（0.81±0.24）、CTRL 组（0.94±0.21）比较，差异均有统计学

意义（均 P ＜ 0.01）；siRNA1 组、siRNA3 组对 MMQ 细胞的 D2R 蛋白表达抑制率分别为 74% 和 35%。干扰

后，siRNA 组、CTRL 组、siNT 组 MMQ 细胞催乳素分泌、催乳素蛋白相对表达量、催乳素 mRNA 水平比

较，差异均有统计学意义（F=10.898、7.485、7.898，均 P ＜ 0.05）；siRNA 组催乳素分泌高于 siNT 组、CTRL

组［（2.91±0.12）ng/ml 比（2.14±0.15）、（2.09±0.44）ng/ml］；siRNA 组催乳素蛋白相对表达量高于 siNT 组、

CTRL 组［（0.99±0.67）比（0.85±0.13）、（0.82±0.12）］；siRNA 组催乳素 mRNA 水平高于 siNT 组、CTRL 组

［（1.00±0.07）比（0.69±0.09）、（0.73±0.14）］，差异均有统计学意义（均 P ＜ 0.05）。结论 基于 RNA 干扰

技术构建的 D2R 低表达的高催乳素 MMQ 细胞模型为目标药物治疗高催乳素血症的靶点研究提供了可

靠的细胞模型。

【关键词】 高催乳素血症； RNA 干扰； 受体，多巴胺 D2； MMQ 细胞

基金项目： 国家自然科学基金项目（81901355）；北京市自然科学基金项目（7192081）

Establishment of D2R down regulated MMQ cells model for hyperprolactinemia using RNA 
interference technigue Zhang Zhiyang， Xu Zhiqing， Liu Lina， Bo Qijing， Wang Chuanyue
The National Clinical Research Center for Mental Disorders & Beijing Key Laboratory of Mental Disorders 
& Beijing institute for Brain Disorders Center of Schizophrenia， Beijing Anding Hospital， Capital Medical 
University， Beijing 100088， China（Zhang ZY， Bo QJ， Wang CY）； Beijing Key Laboratory of Neural 
Regeneration and Repair， Department of Neurobiology， Capital Medical University， Beijing 100069， China 

（Xu ZQ， Liu LN）； Advanced Innovation Center for Human Brain Protection， Capital Medical University， Beijing 
100069， China （Zhang ZY， Xu ZQ， Liu LN， Bo QJ， Wang CY）
Corresponding author： Wang Chuanyue， Email：wang.cy@163.net

【Abstract】 Objective To construct dopamine D2 receptor （D2R） gene low expression model in rat MMQ 
cells by RNA interference （RNAi） technique. Methods Three fragments of small interfering RNA （siRNA） were 
designed， which could induce decrease in D2R mRNA expression，then the plasmid was constructed to transfect 
the MMQ cells， and siRNA1， siRNA2， siRNA3， nontarget siRNA （siNT）， normal control （CTRL） groups 
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高催乳素血症是抗精神病药物常见的不良反

应，发生率高达 42%～66%［1］。高催乳素血症短期

可导致女性生理周期紊乱和男性性功能障碍，长期

会引起骨密度降低、不育并增加心血管疾病发生的

危险性，严重影响患者的服药依从性，进而影响疾

病的疗效和预后［2］。MMQ 细胞源自大鼠垂体瘤，分

泌催乳素，其细胞膜上的多巴胺 D2 受体（D2R）可对

多巴胺及多巴胺类药物产生反应［3］。溴隐亭等多巴

胺受体激动剂可通过激动 MMQ 细胞上的 D2R，起到

抑制其细胞内催乳素分泌的作用。同时，临床上多

种中药方剂（如芍药甘草汤、抑乳调经颗粒、“天癸一

号方”等）及中药单体（如甘草苷、芍药苷、甘草酸等）

具有治疗高催乳素血症的疗效［4-7］。然而，为证明中

药方剂或单体通过作用于D2R发挥其作用，目前大

多数研究多通过在MMQ细胞模型中加入D2R拮抗剂

（如氟哌啶醇）间接证明。本研究利用RNA干扰（RNAi）

技术构建D2R表达下调的高催乳素MMQ细胞模型，

为进一步研究治疗高催乳素血症候选药物的疗效及

作用靶点提供更直接、稳定的细胞模型。

材料与方法

一、研究材料

MMQ 细胞株购于中国医学科学院基础医学

细 胞 中 心。 其 他 研 究 材 料 包 括 F12 培 养 基（美 国

Corning 公 司）；胎 牛 血 清、马 血 清（美 国 hyclone 公

司）；二甲基亚砜、溴隐亭、小鼠抗大鼠 D2R 单克隆

抗体（美国 Sigma 公司）；Lipofectamine 2000 转染试剂

（Invitrogen 公司）；山羊抗小鼠 IgG 二抗，辣根过氧化

物酶（HRP）标记（中杉金桥公司）；预染蛋白 Marker 

（上海生工）；聚偏二氟乙烯膜（Millipore 公司）；兔抗

大鼠催乳素多克隆抗体（Abcom 公司）；超纯 RNA 提

取试剂盒（CWbio.Co.Ltd）。

二、方法

1. 细胞培养：MMQ 细胞放置于含 10% 的马血清

（HB）、5% 胎牛血清（FBS）加链霉素、青霉素的 F12 培

养基中培养，保持培养箱的温度为 37 ℃，CO2 浓度

为 5%，空气湿度为 95%，细胞呈悬浮生长，取对数

期细胞进行实验。

2. D2R 靶向小干扰 RNA（small interfering RNA，

siRNA）的合成：针对大鼠源 D2R 基因特异的 siRNA

序列设计及化学合成，由上海吉凯公司完成。共设

计 3 对 siRNA 序列，见表 1。

3. 质粒提取并转染：提取质粒后，在培养板中接

种MMQ细胞，每孔加入细胞悬液400 μl；50 μl 无血

清的 F12 培养基加入 1μl siRNA，混匀；将 siRNA

加入稀释后的 Lipofectamine 2000 试剂中，室温放

置 30 min，形 成 siRNA/Lipofectamine 2000 复 合 物；

将该复合物加入含有细胞和 F12 培养基的培养板

中，轻柔摇匀；细胞在 CO2 培养箱中 37℃孵育 48 h，

进行转染后的其他检测步骤。

4. MMQ 细胞 D2R 的基因沉默实验：将制备好的

D2R 靶向 siRNA1、siRNA2、siRNA3 及空的靶基因分

别转染至 MMQ 细胞，细胞未经任何处理的为空白

对照（CTRL）组，通过 Western blot 法检测上述 5 组中

D2R 蛋白水平的变化，并确定 siRNA 对 MMQ 细胞

D2R 基因表达的抑制率。

5. D2R 基因沉默对 MMQ 细胞催乳素分泌和基

因表达的影响：分别将干扰效果最强的 siRNA 分子

were established. The expression of D2R protein was detected by Western blot. High interference expression 
cell line was chosen， and then adding bromocriptine （1 μmol/L）. Secretion of prolactin， relative expression 
of prolactin and prolactin mRNA level in MMQ cells after interference were observed by ELISA， Western 
blot， qRT-PCR. Results The relative expression levels of D2R protein was significantly different among the  
5 groups （F=19.936，P ＜ 0.001）. Among them， the relative expression levels of D2R protein in MMQ cells of 
siRNA1 and siRNA3 groups ［（0.23±0.12）， （0.57±0.24）］ were significantly different from those of siNT group

（0.81±0.24） and CTRL group （0.94±0.21）（all P ＜ 0.05）. siRNA1 and siRNA3 groups inhibited the repression 
of D2R protein in MMQ cells by 74% and 35%， respectively. After interference， there were statistically 
significant differences in secretion of prolactin， relative expression of prolactin and prolactin mRNA level of 
MMQ cells among the siRNA group， CTRL group and siNT group （F=10.898，7.485，7.898， all P ＜ 0.05）. The 
secretion of prolactin of siRNA group was higher than that of siNT group and CTRL group ［（2.91±0.12） ng/ml  
vs （2.14±0.15） ng/ml， （2.09±0.44） ng/ml］. The relative expression of prolactin protein of siRNA group was 
higher than that of siNT group and CTRL group［（0.99±0.67）vs （0.85±0.13）， （0.82±0.12）］. The prolactin 
mRNA level of siRNA group was higher than that of siNT group and CTRL group ［（1.00±0.07） vs （0.69±0.09）， 

（0.73±0.14）］. All the differences were statistically significant （all P ＜ 0.05）. Conclusions The constructed 
hyperprolact in MMQ cell model with low D2R expression by RNAi provides a reliable cell model for the target 
study of target drugs in the treatment of hyperprolactinemia.
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及 siNT 转染进入 MMQ 细胞；转染 48 h 后，溴隐亭

1 μmol/L 分别加入 siRNA 组、阴性对照（siNT）组、

CTRL 组；24 h 后，收集细胞培养基并分离细胞，分

别采用 ELISA 法、定量逆转录多聚酶链反应（qRT-
PCR）法及 Western blot 法检测上述不同组中催乳素

的含量、催乳素的 mRNA 表达及催乳素蛋白表达，

实验流程见图 1。

6. ELISA 法检测：用包被液稀释包被抗原至

5 μg/ml，酶标板中各孔加入 50 μl，室温过夜包被；

弃包被液，洗涤液洗板 3 次，每次 3 min；每孔加封闭

液250 μl，37℃封闭2 h；洗涤，同上；缓冲液稀释被

检样本，每孔100 μl，37℃孵育1.5 h；洗涤，同上；每

孔加入稀释的二抗50 μl，37℃孵育1 h；洗涤，同上；

每孔加入底物溶液 50 μl，置室温避光显色 10 min；

每孔加入 50 μl 终止液终止反应；使用酶标仪读取

450 nm的吸光值以确定催乳素含量。重复3次实验，

计算平均值。

7. Western blot法检测：收集细胞并提取总蛋白，

使用二喹啉甲酸蛋白检测试剂盒测量蛋白浓度；每

组取 50 μg 蛋白进行十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺

凝胶电泳，转膜，封闭液（5%脱脂奶粉加入膜再生液）

封闭 1 h，加入第 1 抗体（D2R、催乳素）在 4 ℃孵育

过夜，用膜再生液洗涤 3 次，然后加入第 2 抗体（1∶ 

5 000），室温下孵育1 h；膜用电化学发光液孵育5 min

后进行曝光、显影、定影，使用相同方法孵育 β-actin

内参蛋白；扫描胶片，应用凝胶图像分析系统进行

扫描和分析。

8. qRT-PCR 法检测：用 RNA 提取试剂盒提取总

RNA；取 5 μl RNA 进行电泳，检测 RNA 的完整性；

用 DNase Ⅰ试剂盒消化残留的 DNA；用第一链合成

试剂盒对 RNA 进行反转录；用 ABI 7500 型荧光定量

PCR 仪，采用 2- △△ Ct 法进行数据的相对定量分析，

配置 PCR 反应体系：UltraSYBR Mixture（2×）10 μl，

上游引物（10 μmol/L）0.4 μl，下游引物（10 μmol/L）

0.4 μl，模板2 μl，灭菌蒸馏水7.2 μl。PCR反应条件

为95℃ 10 min，（95℃ 15 s，60℃ 60 s）×45个循环。

9. 统计学方法：分别采用 SPSS 17.0 和 Prism 7 软

件进行统计学分析和作图。计数资料采用频数、百

分率（%）表示。采用 Shapiro-Wilk 检验法对计量资

料进行正态性检验，符合正态分布的计量资料采用

均数 ± 标准差（x±s）表示，组间比较采用单因素方

差分析，差异有统计学意义后，两两比较前先采用

Levene 法进行方差齐性检验，满足方差齐性时采用

LSD-t 检验，方差不齐时采用 Dunnett T3 检验。双侧

检验，以 P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

结  果

1. siRNA 沉默 D2R 基因的效果：MMQ 细胞 D2R

蛋白及 β-actin 内参蛋白的电泳结果见图 2。5 组间

D2R 蛋白相对表达量比较，差异有统计学意义（P ＜ 

0.01）；其中，siRNA1 组、siRNA3 组 D2R 蛋白相对表

达量分别与 CTRL 组、siNT 组比较，差异均有统计学

意 义（均 P ＜ 0.01），见 表 2。 因 siRNA1 抑 制 D2R 蛋

白表达的作用最强，故选择 siRNA1 作为干扰高表达

细胞株进行后续实验。

2. ELISA 法检测 D2R 基因沉默后 MMQ 细胞催

乳素的分泌：经溴隐亭处理后，siRNA 组、CTRL 组、

siNT 组 MMQ 细胞催乳素的分泌比较，差异有统计

学意义（F=10.898，P=0.010）。siRNA 组的催乳素分

泌 量（2.91±0.12） ng/ml 与siNT组（2.14±0.15） ng/ml 和

表1 MMQ 细胞 D2R 基因特异 siRNA 序列及 siNT 序列

编号 正义链 反义链

siRNA1 5’-caGCAGGATTCACTGTGACAT-3’ 5’-ATG-TCACAGTGAATCCTGCTG-3’

siRNA2 5’-caGGATTCACTGT-GACATCTT-3’ 5’-AAGATGTCACAGTGAATCCTG-3’

siRNA3 5’-aaCCTGTGTGCCATCAGCATT-3’ 5’-AATGCTGATGGCACACAGGTT-3’

siNT 5’-UUAAGUAGCUUGGCCUUGAtt-3’ 5’-UCAAGGCCAAGCUACUUAAtt-3’

  注：D2R 多巴胺 D2 受体；siRNA 小干扰 RNA；siNT 阴性对照

注：siNT 阴性对照；siRNA 小干扰 RNA；CTRL 空白对照；ELISA 酶联免疫吸附剂； qRT-PCR 定量逆转录多聚酶链反应

图1 实验流程图



· 466 · 神经疾病与精神卫生 2022 年 7 月 20 日第 22 卷第 7 期  Journal of Neuroscience and Mental Health， July 20，2022，Vol.22，No.7

CTRL 组（2.09±0.44） ng/ml 比 较，分 别 增 加 36% 和
39%，差异有统计学意义（P=0.028、0.004）。

3. Western blot 法 检 测 D2R 基 因 沉 默 后 MMQ
细 胞 催 乳 素 蛋 白 的 表 达：MMQ 细 胞 催 乳 素 蛋 白
及 β-actin 的电泳结果见图 3。经溴隐亭处理后，
siRNA 组、CTRL 组、siNT 组催乳素蛋白表达水平比
较，差异有统计学意义（F=7.485，P=0.023）；其中，
siRNA 组催乳素蛋白相对表达量（0.99±0.67）高于
siNT 组（0.85±0.13）和 CTRL 组（0.82±0.12），差异有
统计学意义（P=0.023、0.011）。

  注：siRNA 小干扰 RNA；D2R 多巴胺 D2 受体； siNT 阴性对照；CTRL 空白

对照

图2 Western blot 法检测 siRNA 干扰后 MMQ 细胞 D2R 蛋白的表达

表2 siRNA 干扰后 MMQ 细胞 D2R 蛋白的表达相对值

及蛋白抑制率比较

组别 样本量 D2R 蛋白相对表达量（x±s） 蛋白抑制率（%）

CTRL 组 9 0.94±0.21 -

siNT 组 9 0.81±0.24 14

siRNA1 组 9 0.23±0.12ab 74

siRNA2 组 9 0.68±0.19 22

siRNA3 组 9 0.57±0.24ab 35

F 值 19.936 -

P 值 ＜ 0.001 -

  注：5 组每次实验加样均为 3 个，重复做 3 次，故样本量均为 9；

siRNA 小干扰 RNA；D2R 多巴胺 D2 受体；CTRL 空白对照；siNT 阴性

对照；a 与比 CTRL 组比较，P ＜ 0.01；b 与 siNT 组比较，P ＜ 0.01；- 无

数据

  注：D2R 多巴胺 D2 受体； CTRL 空白对照； siRNA 小干扰 RNA； siNT 阴

性对照

图3 Western blot 法检测 D2R 基因沉默对 MMQ 细胞催乳素蛋白

表达的影响

4. qRT-PCR 法 检 测 D2R 基 因 沉 默 后 MMQ 细
胞 催 乳 素 mRNA 水 平 的 变 化：经 溴 隐 亭 处 理 后，
siRNA 组、CTRL 组、siNT 组 MMQ 细胞催乳素 mRNA

的 转 录 水 平 比 较，差 异 有 统 计 学 意 义（F=7.898，
P=0.021）。siRNA 组 MMQ 细胞催乳素 mRNA 的转录
水平（1.00±0.07）高于 siNT 组（0.69±0.09）、CTRL 组

（0.73±0.14），差异有统计学意义（P=0.011、0.019）。

讨  论

催乳素的主要作用是促进乳腺生长发育、刺激
并维持泌乳，它的合成和分泌受多种因素影响［8］。
特定的生理状态、药物以及多种病理状态均可诱发
高催乳素血症。催乳素和中枢、外周的多种生理功
能密切相关，它的分泌也受到多种内外源性的物质
影响［9］。之前的动物实验显示，甘丙肽作为催乳素
分泌刺激因子，可能通过作用于多巴胺能神经元，
影响多巴胺对结节漏斗部内分泌功能，间接调节催
乳素的分泌［10］。然而，作为最主要的催乳素抑制
因子的多巴胺，是通过作用于垂体催乳素细胞上
的 D2R 抑制催乳素的分泌［11］。当多巴胺和 D2R 结
合后，抑制腺苷酸环化酶的活性，减少环磷酸腺苷

（cAMP）的生成，抑制活化的蛋白激酶 A（PKA），从而
抑制催乳素基因的表达［12］。

氟哌啶醇、利培酮等多种抗精神病药物通过拮
抗垂体泌乳素细胞上的D2R，解除了多巴胺对垂体
泌乳素细胞的抑制作用，增加了催乳素的释放［13］。
而D2R激动剂如溴隐亭、培高利特、卡麦角林等通过
激动垂体泌乳素上的D2R而抑制催乳素的分泌［14］。
本研究结果显示，与未沉默 D2R 的 MMQ 细胞相比，
再次加入溴隐亭后，通过 RNAi 技术沉默了 D2R 的
MMQ 细胞，催乳素分泌、蛋白水平表达及 mRNA 水
平明显增高，这说明 D2R 沉默后，溴隐亭抑制 MMQ
细胞催乳素分泌的作用减弱了。另外，较多中药方
剂调节催乳素分泌的机制都和 D2R 相关。Wei 等［6］

的研究表明，抑乳调经颗粒对高泌乳素血症有明显
的抑制作用，其作用机制可能与 D2R 的激动有关，
而 D2R 和 第 2 信 使 PKA 和 cAMP 有 关。Wang 等［15］

的研究显示，芍药甘草汤治疗高催乳素血症的机制
涉及 D2R 及多巴胺转运蛋白。而查阅文献发现，敲
减 D2R 的细胞模型报道较少。为提高 D2R 基因沉
默的成功率，本研究设计了 3 条 siRNA 进行比较，结
果提示 siRNA1 组的 D2R 蛋白水平低于 siRNA2 组和
siRNA3 组，siRNA1 组对D2R蛋白抑制率高达 74%，
说明siRNA1对MMQ细胞感染率最高，对D2R基因沉
默效果最有效。另外，沉默后作用于D2R的溴隐亭效
果减弱，表明本研究构建的细胞模型高效和稳定，能
够为治疗高催乳素血症的药物靶点研究提供支持。

RNAi 是生物体内普遍存在的一种双链 RNA 介
导的、由特定酶参与的特异性转录后基因沉默现象，
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该技术因具有特异性强、沉默效率高、操作简单等
优点，现已作为重要的研究工具广泛应用于基因治
疗、药物开发、信号转导通路等生命科学领域［16］。
荣翠平等［17］通过 RNAi 技术建立催产素受体基因沉
默的细胞模型，为研究催产素受体下游相关信号通
路提供了技术基础。解笑宸等［18］应用 RNAi 技术，
成功构建了第 10 号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋
白同源基因表达降低的施万细胞模型，为研究该基
因相关的创伤骨科、脊柱外科等疾病提供实验基础。
本研究通过 RNAi 技术成功构建的细胞模型，能够
为研究候选药物治疗高催乳素血症的分子机制及信
号通路提供实验材料，也为后期的动物沉默模型确
立实验基础。

本研究存在的不足之处：首先，本研究纳入的
样本量偏少；其次，缺乏在细胞模型中进行分子机
制、信号通路等研究，这同时也为下一步研究指明
了方向。

综上所述，本研究构建了 D2R 低表达的高催乳
素 MMQ 细胞模型，为将来应用细胞模型研究目标
药物治疗高催乳素血症的靶点奠定了良好的基础。
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