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慢性重组人生长激素对小鼠肝脏ＳＴＡＴ５的影响及其机制
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　　摘　要：目的　研究慢性重组人生长激素（ｒｈＧＨ）刺激对幼鼠肝脏ＳＴＡＴ５的影响及其分子机制。方法　将３２只幼鼠共分为

４组：磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）组、ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ 组、ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 组、ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ 组。慢性生长激素刺激组

ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ两组共１６只小鼠每天按照１μｇ／ｇ的剂量腹腔注射ｒｈＧＨ，对照组和ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅ

ｒｈＧＨ组１６只小鼠每天腹腔注射等体积 ＰＢＳ０．１ｍｏｌ／Ｌ，共３周。注射完最后１次ｒｈＧＨ和 ＰＢＳ１６ｈ后次日８：００，处死前３０

ｍｉｎＰＢＳ组和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组小鼠注射ＰＢＳ０．１ｍｏｌ／Ｌ，ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ组小鼠按１μｇ／ｇ注射

单剂量ｒｈＧＨ。结果　慢性生长激素刺激组小鼠（ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ）与对照组小鼠（ＰＢＳ组和ＰＢＳ＋

ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ）相比体质量明显增加；与ＰＢＳ组相比，ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组小鼠肝脏ＧＨ信号通路内基础ｐＳＴＡＴ５水平显著降低；凝胶

迁移实验检测的ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组小鼠肝脏内ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ的结合能力显著低于ＰＢＳ组；处死前３０ｍｉｎ按１μｇ／ｇ单剂量注射

ｒｈＧＨ 的小鼠中，ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ组较ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ组小鼠肝脏ｐＳＴＡＴ５水平则明显降低；ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组与

对照组相比，ＣＩＳ含量显著升高，而ＳＯＣＳ２的含量则无明显差异。结论　ｒｈＧＨ 慢性刺激可抑制幼鼠肝脏细胞内ＳＴＡＴ５的磷酸

化，其机制可能与ＣＩＳ含量的升高有关。
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ＰＢＳｇｒｏｕｐ；ｉｎｔｈｅｍｉｃｅｉｎｊｅｃｔｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｄｏｓｅｏｆｒｈＧＨ１μｇ／ｇａｔ３０ｍｉｎｂｅｆｏｒｅｋｉｌｌｉｎｇｍｏｕｓｅ，ｔｈｅｈｅｐａｔｉｃｐＳＴＡＴ５ｌｅｖｅｌｉｎｔｈｅ
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犮犾狌狊犻狅狀　ＣｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｈｅｐａｔｉｃＳＴＡＴ５ｉｎｎｏｒｍａｌｙｏｕｎｇｍｏｕｓｅ，ｗｈｉｃｈｍｅｃｈａｎｉｓｍ

ｃｏｕｌｄｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｃｒｅａｓｅｏｆＣＩＳｃｏｎｔｅｎｔ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌｉｖｅｒ；ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｈｕｍａｎｇｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅ；ＳＴＡＴ５；ＣＩＳ；ＳＯＣＳ

　　生长激素（ＧＨ）在机体的生长、发育、代谢和衰老等生命

过程中起着重要作用；其靶器官包括肝脏、肺、肾脏、肌肉、骨骼

等，其中肝脏是ＧＨ最重要的靶器官
［１２］。ＧＨ已广泛应用于

临床，不再仅仅用于生长激素缺乏的治疗，新的应用已经推广

到治疗人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）相关的消耗综合征和脂肪再

分布综合征、胱氨酸蓄积症、炎症性疾病如炎症性肠病（ＩＢＤ）、

慢性肾脏疾病等［３６］。然而，长期应用ＧＨ会产生各种不良反

应，在不同的动物模型中，长期ＧＨ刺激会导致ＧＨ不敏感，即

ＧＨ抵抗，甚至肿瘤发生等，但其机制还有待进一步的研究，此

领域的进步对ＧＨ的临床使用具有重要的指导意义。
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ＧＨ首先与膜蛋白受体 ＧＨＲ结合，启动 ＧＨＲ胞内区段

与ＪＡＫ２的结合，从而导致ＧＨＲ磷酸化，进而ＳＴＡＴ５与ＧＨ

ＧＨＲＪＡＫ２的多聚体结合后磷酸化，磷酸化的ＳＴＡＴ５转入细

胞核内，与转录因子结合，调节基因的转录。对于该信号通路

调节机制的研究具有重要意义，ＳＯＣＳ家族蛋白是ＧＨ信号通

路的重要调节因子。ＳＯＣＳ家族共有８个蛋白，包括 ＳＯＣＳ

１～７及ＣＩＳ。在组织培养和ＧＨ敲除的小鼠中，有过慢性ＧＨ

刺激导致ＳＴＡＴ５不敏感的报道
［７］。其机制包括下调ＧＨＲ含

量，增加ＣＩＳ或者ＳＯＣＳ２的含量及促使ＳＨＰ２向胞膜移位。

但是，这些潜在的受体和受体后水平的研究都还未在正常小鼠

中得到验证。本文以正常幼鼠为模型，研究慢性生长激素可能

的负面作用及其机制。

１　材料与方法

１．１　材料　本研究使用８周龄 ＢＡＬＢ／Ｃ雄性小鼠３２只，由

广东省动物研究所提供，在南方医院动物房按ＳＰＦ级标准饲

养。重组人生长激素（北京默克药业咨询有限公司）；Ｂｅｃｋｍａｎ

ＣＳ１５Ｒ高速冷冻离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；ＢｉｏＲａｄ２００／

２．０电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ）；硝酸纤维素滤膜（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公

司）；ＢＣＡ蛋白检测试剂盒（上海碧云天公司）；化学发光增强

剂（ＥＣＬ）试剂盒 （美国 ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＰＳｔａｔ５（Ｔｙｒ６９４）

（Ｄ４７Ｅ７）：＃４３２２（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；ＳＴＡＴ５抗体（ｃ１７）

（ｓｃ８３５）、ＣＩＳ 抗 体 （Ｎ１９）（ｓｃ１５２９）、ＳＯＣＳ２（Ｈ７４）（ｓｃ

９０２２）、Ａｃｔｉｎ（１１９）（ｓｃ１６１６）均购自ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司；山羊抗小

鼠ＨＲＰＩｇＧ（１０１８４３）、山羊抗兔ＨＲＰＩｇＧ（１０１９６４）及兔抗

山羊ＨＲＰＩｇＧ（１０４１１９）均购自北京中杉金桥公司。ＥＭＳＡ

试剂盒（＃２０１４８）购自Ｔｈｅｒｍｏ公司。

１．２　方法　３２只小鼠共分为４组：ＰＢＳ组、ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈ

ＧＨ、ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ、ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ，每组８只。

慢性生长激素刺激组ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅ

ｒｈＧＨ两组共１６只小鼠每天按１μｇ／ｇ剂量腹腔注射ｒｈＧＨ，

对照组ＰＢＳ组和ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ组１６只小鼠每天注射等

量ＰＢＳ０．１ｍｏｌ／Ｌ，共３周。注射完最后１次ｒｈＧＨ和ＰＢＳ１６

ｈ后次日８：００处死，处死前３０ｍｉｎＰＢＳ组和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ两

组小鼠注射ＰＢＳ０．１ｍｏｌ／Ｌ，ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈ

ＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ按１μｇ／ｇ腹腔注射单剂量ｒｈＧＨ。处死前

使用麻醉剂苯巴比妥充分麻醉，然后快速摘取肝脏液氮速冻，

再移至－８０℃冰箱长期保存。蛋白信号分子的测定中，肝组

织在低温情况下用含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ液匀浆，蛋白离

心制取后，电泳分离，采用免疫印迹法检测小鼠肝组织总蛋白

中ＳＴＡＴ５、ｐＳＴＡＴ５、ＣＩＳ、ＳＯＣＳ２的表达；凝胶迁移实验

（ＥＭＳＡ）分析ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ的黏附能力。

１．３　统计学处理　实验数据以狓±狊表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统

计软件处理，两独立样本狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　慢性ｒｈＧＨ刺激增加小鼠体质量　ｒｈＧＨ注射组和ＰＢＳ

对照组的小鼠相比，ｒｈＧＨ组小鼠平均增加体质量比ＰＢＳ对照

组小鼠多１．２５ｇ，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　慢性ｒｈＧＨ刺激降低小鼠肝脏内基础的ｐＳＴＡＴ５水平

　完成最后１次ｒｈＧＨ腹腔内注射１６ｈ后次日８：００，ＰＢＳ组

和ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ两组小鼠处死前３０ｍｉｎ注射ＰＢＳ０．１ｍｏｌ／

Ｌ，ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 组小鼠肝脏细胞稳定的 ｐＳＴＡＴ５ 水平

（０．４１±０．０３）显著低于ＰＢＳ组（０．８６±０．０７），差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；但肝脏内总ＳＴＡＴ５蛋白水平无明显差异，见

图１。

图１　　ＰＢＳ组与ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组基础ｐＳＴＡＴ５的表达

２．３　慢性ｒｈＧＨ刺激降低ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ的结合能力　本

实验采用 ＥＭＳＡ方法检测细胞核ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ黏附能力，

ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ结合的水平（０．７８±０．０３）显

著低于ＰＢＳ组（１．２２±０．０４），差异有统计学意义（犘＜０．０５），

见图２。

图２　　ＰＢＳ组与ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ组小鼠肝脏蛋白

ＳＴＡＴ５与ＤＮＡ的结合能力

２．４　慢性ｒｈＧＨ 刺激后单剂量ｒｈＧＨ 刺激能显著提高 Ｐ

ＳＴＡＴ５水平　ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 组与ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈ

ＧＨ组相比，ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ 组小鼠肝脏细胞ｐ

ＳＴＡＴ５水平明显高于ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 组，差异有统计学意义

（犘＜０．０５），见图３。慢性ｒｈＧＨ刺激后，小鼠肝脏ＳＴＡＴ５能

对外源性单剂量ｒｈＧＨ产生应答，较处死前３０ｍｉｎ无外源单

剂量ｒｈＧＨ 刺激组ｃｈｒｏｎｉｃｒｈＧＨ 组，ＳＴＡＴ５的磷酸化明显

增多。

图３　　慢性ｒｈＧＨ刺激后单剂量的ｒｈＧＨ刺激可以诱导

大量ＳＴＡＴ５磷酸化

２．５　慢性ｒｈＧＨ刺激导致ＳＴＡＴ５对外源性ｒｈＧＨ不敏感　

ＰＢＳ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ 组小鼠肝脏细胞ｐＳＴＡＴ５水平（１．１９±

０．０４）显著高于ｃｈｒｏｎｉｃｒＧＨ＋ｓｉｎｇｌｅｒｈＧＨ组（０．８８±０．０６），

差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图４。

图４　　慢性ｒｈＧＨ刺激抑制外源性ｒｈＧＨ引起的ＳＴＡＴ５的

磷酸化

２．６　慢性ｒｈＧＨ刺激升高ＣＩＳ含量，ＳＯＣＳ２的含量无明显改

变　慢性生长激素刺激组（１．５３±０．４７）小鼠肝脏细胞ＣＩＳ蛋

白含量较对照组（０．５２±０．０１）明显升高，差异有统计学意义
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（犘＜０．０５），但ＳＯＣＳ２的含量未见明显差异（图５）。

图５　　慢性ｒｈＧＨ刺激升高ＣＩＳ含量，ＳＯＣＳ２的

含量无明显改变

３　讨　　论

ＧＨ是机体成长、代谢等生命活动的重要调节因子，ＧＨ

信号的内稳态在健康和疾病中都是很重要的。本研究显示，正

常小鼠，当接受慢性ｒｈＧＨ 刺激以后，机体同样产生对ｒｈＧＨ

的抵抗效应。这提示了，ＧＨ抵抗的形成可能是机体对抗过量

外源ＧＨ的一种普遍机制。

本研究中，ＧＨ刺激导致的小鼠肝脏内基础ｐＳＴＡＴ５水

平、由外源ｒｈＧＨ刺激诱导产生的ｐＳＴＡＴ５水平以及ＳＴＡＴ５

与ＤＮＡ的结合能力均降低。这与以前报道的在肝脏ＣＷＳＶ１

细胞系、雌性大鼠以及基因工程小鼠中的结果具有一致

性［８１０］。

本课题组前期研究发现慢性ｒｈＧＨ刺激对内源性ＧＨ的

分泌无影响［１１］。这和以前报道的病理机制下的ＧＨ不敏感的

情况不一样。在慢性肾脏疾病和心脏衰竭的患者中，其血液中

ＧＨ浓度较健康人更高
［１２１３］。ＧＨ基因工程小鼠血浆中的ＧＨ

浓度亦是增高［１４］。

在白细胞介素１０（ＩＬ１０）结肠炎小鼠模型中发现，肝脏

ＧＨＲ水平下调可能与ＳＴＡＴ５磷酸化水平的抑制有关
［１５］。而

在本研究在正常小鼠中，当慢性生长激素刺激后，ＧＨＲ水平却

没有变化［１１］。

当敲除ＳＯＣＳ２基因后，小鼠发育异常，获得性的巨大

症［１６］。在尿毒症的ＧＨ 抵抗模型中，部分ＳＯＣＳ基因的表达

增加，其骨骼肌和肝脏的ＳＯＣＳ２ｍＲＮＡ的表达大量增多，从

而与ＧＨ 信号通路的不敏感相联系
［１７１９］。然而，本研究的健

康小鼠的模型中，ＳＯＣＳ２的含量与对照组相比，没有明显

差异。

在转基因鼠和共转染的模型中发现ＣＩＳ的增加与ＧＨ信

号通路不敏感相联系［２０２２］。这和本研究在健康小鼠模型中的

结论相一致。在健康小鼠中，慢性ｒｈＧＨ刺激导致的ＳＴＡＴ５

磷酸化降低是通过增加ＣＩＳ的含量完成的，但ＣＩＳ的作用位点

和具体作用机制还有待下一步研究。

健康小鼠对慢性生长激素刺激同样产生抵抗，但其生理背

景和其他病理情况不一样。相对应的，生长激素不敏感的机制

也各不相同。这可能说明了，生长激素慢性刺激可以导致机体

信号稳态的紊乱。也可能说明了这种生长激素不敏感是机体

对抗生长激素过度刺激的一种负反馈机制。不同病理和生理

情况的不敏感机制各不相同，这说明了细胞信号稳态调节的多

态性。
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增殖的过程，且更明确表明了三氧化二砷在治疗肾癌中的潜在

临床价值。

另外，三氧化二砷虽然可通过抑制ＰＩ３ＫＡｋｔ信号途径来

发挥抑制人肾癌细胞增殖，但本研究仅在细胞水平进行了研

究。有关三氧化二砷对肾癌的临床疗效，还需要通过动物实验

进行进一步证实，并要比较不同浓度下三氧化二砷的效果以及

对动物泌尿系统的毒性作用。
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