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  [摘要] 目的 探讨生长激素(GH)对结肠癌细胞增殖、周期及侵袭迁移的影响及其可能的作用机制。方

法 在体外培养生长激素型垂体腺瘤GH3细胞,通过ELISA检测GH3细胞培养上清液中GH分泌情况。取

对数生长期的人结直肠腺癌LoVo细胞随机分为对照组和实验组,对照组中加入磷酸盐缓冲液(PBS),实验组

中加入高浓度重组人GH。两组细胞在相同条件下进行体外培养,通过CCK-8法检测细胞增殖水平,流式细胞

仪检测细胞周期,Transwell法检测细胞迁移和侵袭能力,Western
 

blot检测细胞E-钙黏蛋白(E-cadherin)、N-
钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)和蜗牛蛋白-1(Snail-1)的表达水平。结果 GH3细胞可分泌大量

GH,其培养上清液GH浓度为(1
 

208±9)ng/mL。GH 在一定浓度范围内呈剂量依赖性促进细胞生长,GH
 

200
 

ng/mL为其最佳干预浓度,用作后续实验浓度。与对照组比较,实验组中细胞周期从G1 期向S期和G2 转

变,G1 期细胞比率下降,S期、G2 期细胞比率升高(P<0.05);与对照组比较,实验组细胞侵袭和迁移数量增加

(P<0.05),细胞N-cadherin、Vimentin和Snail-1表达水平上调,E-cadherin表达水平下调(P<0.05)。结论

 高浓度GH可促进结肠癌细胞增殖、侵袭及迁移,诱导细胞周期从G1 期向S期和G2 转变,其机制可能与高

浓度GH促进结肠癌细胞上皮间质转化(EMT)相关。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

growth
 

hormone
 

(GH)
 

on
 

the
 

proliferation,cycle,inva-
sion,and

 

migration
 

of
 

colon
 

cancer
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanism.Methods GH3
 

cells
 

with
 

growth
 

hor-
mone-type

 

pituitary
 

adenoma
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro,and
 

the
 

secretion
 

of
 

growth
 

hormone
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

GH3
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.Colon
 

cancer
 

LoVo
 

cells
 

in
 

logarithmic
 

growth
 

phase
 

were
 

randomly
 

divid-
ed

 

into
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

experimental
 

group.PBS
 

was
 

added
 

to
 

the
 

control
 

group,while
 

high
 

concen-
trations

 

of
 

recombinant
 

GH
 

were
 

added
 

to
 

the
 

experimental
 

group.The
 

two
 

groups
 

of
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

under
 

the
 

same
 

conditions.CCK-8
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proliferation
 

of
 

the
 

cells.Flow
 

cytome-
try

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

cycle.Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

effect
 

of
 

growth
 

hormone
 

on
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

the
 

cells.Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expressions
 

levels
 

of
 

E-cadherin,N-
cadherin,Vimentin,and

 

Snail-1
 

proteins
 

in
 

the
 

cells.Results The
 

results
 

of
 

ELISA
 

showed
 

that
 

GH3
 

cells
 

could
 

secrete
 

a
 

large
 

amount
 

of
 

GH,and
 

the
 

concentration
 

of
 

GH
 

in
 

the
 

supernatant
 

was
 

(1
 

208±9)
 

ng/mL.
GH

 

promoted
 

cell
 

growth
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

manner
 

within
 

a
 

certain
 

concentration
 

range,and
 

GH
 

200
 

ng/mL
 

was
 

the
 

optimal
 

intervention
 

concentration
 

for
 

subsequent
 

experiments.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

cycle
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

changed
 

from
 

G1 phase
 

to
 

S
 

phase
 

and
 

G2 phase,the
 

ratio
 

of
 

G1 

phase
 

cells
 

decreased,and
 

the
 

ratio
 

of
 

S
 

phase
 

cells
 

and
 

G2 phase
 

cells
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

number
 

of
 

the
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

increased
 

in
 

the
 

experimental
 

group
 

(P<
0.05),the

 

expression
 

levels
 

of
 

N-cadherin,Vimentin,and
 

Snail-1
 

was
 

up-regulated,while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

was
 

down-regulated
 

(P<0.05).Conclusion High
 

concentration
 

of
 

GH
 

promotes
 

the
 

prolifera-
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tion,invasion
 

and
 

migration
 

of
 

colon
 

cancer
 

cells,and
 

induces
 

the
 

transition
 

of
 

cell
 

cycle
 

from
 

G1 to
 

S
 

and
 

G2 

phases.The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

of
 

colon
 

cancer
 

cells
 

promoted
 

by
 

high
 

concentration
 

of
 

GH.
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  生长激素(growth
 

hormone,GH)型垂体腺瘤是

垂体腺瘤中的常见类型,约占垂体腺瘤的20%~
30%,其特征是GH 持续分泌过多,并伴随胰岛素样

生长因子-1(IGF-1)升高,作用于全身组织,导致全身

性神经内分泌综合征[1-3]。儿童期与青春期患病由于

GH分泌过多可导致骨骺闭合延迟、长骨生长加速,发
展为巨人症;成年后患病因骨骺已闭合则表现为面容

改变及手足肢端增粗,发展为肢端肥大症。研究表

明,GH型垂体腺瘤患者相较于健康人群,患癌风险增

加,尤其是结直肠癌、甲状腺癌、乳腺癌、前列腺癌和

血液系统恶性肿瘤[4-8]。已有研究发现,GH型垂体腺

瘤可通过分泌GH影响乳腺癌血管生成、干性表达和

化疗耐药性,并被证实在乳腺癌的发生、发展和转移

中起重要作用[9]。对于同时患有GH 型垂体腺瘤的

结肠癌患者,过量分泌的GH是否也会促进结肠癌浸

润及转移有待进一步探讨。据此,本研究拟通过体外

研究探讨GH对人结直肠腺癌LoVo细胞增殖、侵袭

和迁移的影响,同时分析GH在结肠癌中的调控及分

子机制。
1 材料与方法

1.1 细胞与材料
 

人结直肠腺癌LoVo细胞株购自中国科学院上

海细胞生物所细胞库;GH 型垂体瘤 GH3细胞株购

自武汉普诺赛生命科技有限公司;重组人GH购自美

国Pepro
 

Tech公司;胎牛血清、DMEM 高糖培养基、
0.25%胰酶消化液购自美国Gibco公司;基质胶、Tr-
answell小室购自美国Corning公司;GH

 

ELISA检

测试剂盒购自美国 Millipore公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养
 

LoVo细胞采用含10%胎牛血清的DMEM 高糖

培养基,于饱和湿度、37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养,
贴壁生长。GH3细胞采用含15%马血清和2.5%胎

牛血清的F12培养基,于饱和湿度、37
 

℃、5%
 

CO2 培

养箱中 培 养,贴 壁 生 长。取 对 数 生 长 期 的 细 胞 用

0.25%胰酶消化液消化,经台盼蓝染色确定活细胞计

数在95%以上,收集细胞。
1.2.2 ELISA法检测GH3细胞培养上清液中GH
浓度

将GH3细胞培养72
 

h,收集上清液,500×g离

心5
 

min去掉细胞碎片。标准品或标本100
  

μL加入

96孔板中,37
 

℃孵育1
 

h;吸取上清液后加入100
  

μL
检测溶液A,37

 

℃孵育1
 

h;洗板3次后,加入100
  

μL
检测溶液 B,37

 

℃孵育30
 

min;洗板3次后,加入

90
  

μL
 

3,3',5,5'-四甲基联苯胺(TMB)底物溶液,

37
 

℃避光显色10~20
 

min,加入50
  

μL终止液后用

酶标仪检测其450
 

nm处吸光度[A(450)]值。根据标

准品A 值,建立浓度-A 值标准曲线,计算出GH3细

胞培养上清液中的GH浓度。
1.2.3 CCK-8法确定GH最佳干预浓度

取对数生长期的 LoVo细胞,调整细胞浓度为

1×104/mL,接种于96孔板,每孔加入100
  

μL细胞悬

浮液。培养24
 

h后,分别加入0、50、200、400
 

ng/mL
的重组人 GH,每个浓度设置5个复孔。培养48

 

h
后,每 孔 加 入10

  

μL 的 CCK-8溶 液,酶 标 仪 检 测

A(450)值。
1.2.4 流式细胞术检测细胞周期

取对数生长期LoVo细胞随机分为对照组和实

验组,对照组中加入磷酸盐缓冲液(PBS),实验组中加

入最佳干预浓度的重组人GH,两组细胞在相同条件

下体外培养48
 

h,后续实验均以此分组。收集两组细

胞,用预冷的PBS洗涤1次,离心弃上清液。加入预

冷的无水乙醇,混匀,4
 

℃固定过夜。加入预冷的PBS
洗涤1次,离心弃上清液。加入100

  

μL
 

RNaseA,混
匀,37

 

℃水浴30
 

min。加入400
  

μL的碘化丙啶(PI)
溶液,混匀,4

 

℃避光孵育30
 

min。流式细胞仪在波

长488
 

nm处进行细胞周期分析。
1.2.5 Transwell实验检测细胞侵袭、迁移能力

细胞侵袭能力检测:将基质胶在4
 

℃冰箱过夜融

化。在冰上用预冷的枪头吸取基质胶加入冰上预冷

的无 血 清 培 养 基 中,充 分 混 匀,稀 释 基 质 胶 至

1
 

mg/mL。取Transwell小室放入24孔板中,取稀

释的基质胶100
  

μL加入小室上室,37
 

℃孵育30
 

min,
将小室四周多余的基质胶洗出,继续于37

 

℃孵育,使
基质胶聚合成胶备用。收集对照组和实验组细胞,用
PBS和无血清培养基先后洗涤一次,细胞计数后,用
无血清培养基将细胞悬液调整为2×105/mL。在下

室中加入500
  

μL含10%胎牛血清的培养基,在上室

中加入200
  

μL各组细胞悬液。培养24
 

h后,取出小

室,PBS洗涤2次,甲醇固定15
 

min,结晶紫染色

10
 

min,PBS洗涤,棉签擦去小室中细胞,晾干后剪下

小室的膜并用中性树脂封片,镜下观察。细胞迁移能

力检测除不加基质胶外,其余实验步骤同上述相同。
 

1.2.6 Western
 

blot检测上皮间质转化
 

(epithelial-
mesenchymal

 

transition,EMT)相关蛋白表达
 

收集对照组和实验组细胞,提取总蛋白并用二奎

琳甲酸(BCA)定量试剂盒测量蛋白浓度,十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)1
 

h分离蛋

白,再冰浴电转2
 

h至聚偏氟乙烯(PVDF)膜。10%
 

脱脂奶粉室温封闭
 

2
 

h。洗涤膜,一抗β-actin(1∶
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2
 

000稀释)、E-钙黏蛋白(E-cadherin,1∶1
 

000稀

释)、
 

N-钙黏蛋白(N-cadherin,1∶1
 

000稀释)、波形

蛋白 (Vimentin,1∶1
 

000 稀 释)和 蜗 牛 蛋 白-1
(Snail-1,1∶1

 

000稀释)4
 

℃孵育过夜,洗涤膜,二抗

(1∶2
 

500稀释)室温孵育2
 

h,洗涤膜,于化学发光成

像分析仪中曝光,拍照。分析蛋白条带灰度值,以β-ac-
tin为内参。
1.3 统计学处理

采用SPSS27.0软件进行数据分析。计量资料以

x±s表示,两组间比较采用独立样本t检验,多组间

比较采用单因素方差分析。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 ELISA法检测GH3细胞上清液中GH浓度

ELISA结果显示GH3细胞培养上清液中GH浓

度为(1
 

208±9)ng/mL。
2.2 GH对LoVo细胞增殖能力的影响

CCK-8法结果显示0、50、200、400
 

ng/mL各浓

度GH组A(450)值分别为(0.994±0.025)、(1.084±
0.051)、(1.259±0.051)、(1.284±0.009)。与0

 

ng/mL
 

GH组比较,各浓度GH组A(450)值均增加,差
异有统计学意义(P<0.05)。当 GH 浓度达到400

 

ng/mL
 

GH后,与200
 

ng/mL
 

GH组比较,A(450)值差

异无明显变化(P>0.05),因此选择 GH 浓度200
 

ng/mL进行后续实验,见图1。
2.3 GH对LoVo细胞周期的影响

流式细胞术实验结果显示,与对照组比较,实验

组中细胞周期从G1 期向S期和G2 转变,G1 期细胞

比例下降,S期、G2 期细胞比例升高,差异有统计学意

义(P<0.05),见图2。
2.4 GH对人结直肠腺癌LoVo细胞侵袭和迁移的

影响

Transwell侵袭实验结果显示,对照组穿膜细胞

数量为(204±6)个,实验组穿膜细胞数量为(385±6)
个,实验组穿膜细胞数量较对照组明显增加,差异有

统计学意义(P<0.001),见图3。Transwell迁移实

验结果显示,对照组穿膜细胞数量为(192±5)个,实
验组穿膜细胞数量为(447±9)个,实验组穿膜细胞数

量较 对 照 组 明 显 增 加,差 异 有 统 计 学 意 义(P <
0.001),见图4。

 

2.5 GH对LoVo细胞EMT相关蛋白表达的影响

Western
 

blot实验结果显示,与对照比较,实验组

细胞中 N-cadherin、Vimentin和Snail-1表达水平上

调,E-cadherin表达水平下调,差异有统 计 学 意 义

(P<0.05,P<0.001),见图5。

  a:P<0.05,与0
 

ng/mL组比较。

图1  GH对LoVo细胞增殖能力的影响

  A:流式细胞图;B:流式细胞术定量分析图。a:P<0.05。
图2  GH对LoVo细胞周期的影响
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  A:Transwell侵袭实验图;B:Transwell侵袭实验定量分析图。a:P<0.001。

图3  GH对LoVo细胞侵袭的影响(Transwell侵袭实验)

  A:Transwell迁移实验图;B:Transwell迁移实验定量分析图。a:P<0.001。

图4  GH对LoVo细胞迁移的影响(Transwell迁移实验)

  A:Western
 

blot图;B:Western
 

blot定量分析图。a:P<0.01;b:P<0.001。

图5  GH对LoVo细胞EMT相关蛋白的影响

3 讨  论

  垂 体 分 泌 GH 可 通 过 膜 相 关 生 长 激 素 受 体

(GHR)直接或间接作用于外周组织[10]。研究发现,

GH不会直接导致正常细胞转变成恶性细胞,但它可

以通过缩短细胞周期,加速DNA断裂修复的时间来

增加基因突变风险,同时促进细胞增殖、EMT和血管

生成,并抑制细胞凋亡来促进肿瘤进展[6]。从动物模

型到流行病学再到临床研究,目前已有大量证据显示

GH与致癌相关。相反,通过对诱导GH缺乏或破坏

GHR的动物模型的研究,以及对患有先天GHR信号

传导缺陷人群的调查发现,GH缺乏可抑制恶性肿瘤

的发生及进展[11-13]。侏儒综合征(Laron综合征)是一

种GHR或受体后信号通路相关基因突变所致的先天

性GH不敏感疾病[14]。在对637例Laron综合征患

者的长期随访中发现,Laron综合征患者中未发现恶

性肿瘤病例,而其亲属恶性肿瘤发病率>20%。与一

般人群比较,Laron综合征患者恶性肿瘤发病率明显

降低,先天性GH 不敏感可抑制恶性肿瘤的发生[7]。
结直肠癌是世界第三大常见癌症,与一般人群比较,

GH型垂体腺瘤患者患结直肠癌风险更高且所患结直

肠癌的恶性程度较高[15-16]。为探讨GH 型垂体腺瘤

对结肠癌的影响,本研究对GH 型垂体腺瘤GH3细

胞培养上清液进行ELISA检测,结果提示GH3细胞

分泌大量GH[(1
 

208±9)ng/mL],远超健康成人血

清浓度(<2
 

ng/mL)。因此,与一般人群比较,高浓度

的GH可能是促进GH 型垂体腺瘤患者结肠癌浸润

及转移的重要原因。为验证这一假说,本研究对Lo-
Vo细胞进行体外培养,并加入一定浓度的GH处理,
探讨GH对LoVo细胞的影响。为确定实验所用GH
的最佳浓度及GH对LoVo细胞增殖的影响,本研究
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使用不同浓度的GH处理LoVo细胞,并通过CCK-8
法检测细胞增殖活性,结果提示GH可促进LoVo细

胞增殖,并 在 一 定 浓 度 范 围 内 呈 剂 量 依 赖 性。受

GHR饱和效应影响,当 GH 浓度达到400
 

ng/mL
后,GH 的 促 增 殖 效 应 不 再 增 加。因 此 选 择 200

 

ng/mL
 

GH浓度进行后续实验。此外,本研究发现

GH可改变LoVo细胞周期,促进肿瘤细胞从G1 期向

S期和G2 转变,促进有丝分裂。虽然GH 是否影响

肿瘤细胞增殖目前尚存争议[17-18],但本研究表明GH
可改变细胞周期促进LoVo细胞增殖。为进一步研

究GH对LoVo细胞的影响,取对数生长期LoVo细

胞在高浓度重组人GH处理下体外培养,进行Tran-
swell侵袭和迁移实验,结果证实,高浓度GH可明显

促进LoVo细胞侵袭和迁移。因此,对患有GH型垂

体腺瘤的结肠癌患者,过量分泌的GH可能是促进结

直肠癌浸润和转移的原因。但GH 促进结肠癌细胞

侵袭和迁移的调控和分子机制尚未明确。

EMT是指细胞失去上皮表型并转化为间质表型

的生物学过程,在肿瘤的发生、发展中发挥着重要作

用,与肿瘤的侵袭转移密切相关,在分子生物学水平

上通常表现为上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)表达缺失

和波形蛋白(Vimentin)表达增强[19-20]。其中E-cad-
herin的表达降低是EMT的关键步骤,它能改变细胞

形态,降低细胞间的黏附性,促进肿瘤细胞侵袭和迁

移。Snail-1是一种富含锌指结构的转录因子,可通过

结合E-cadherin启动子转录位点附近的E2-box,抑制

基因表达[21]。目前Snail-1已被证实在肿瘤的进展和

转移中发挥重要作用,并可通过降低E-cadherin的表

达和诱导EMT促进结直肠癌的转移[22]。本研究结

果显示,高浓度 GH 可有效上调LoVo细胞 N-cad-
herin、Vimentin和Snail-1的表达水平,抑制E-cad-
herin的表达水平,促进EMT。以上研究结果表明,

GH型垂体腺瘤可通过分泌大量GH 上调结肠癌细

胞Snail-1的表达,进而下调E-cadherin的表达,上调

N-cadherin和 Vimentin的表达,影响细胞外基质和

细胞黏附,使细胞骨架重塑,促进EMT。
综上所述,本研究结果表明GH型垂体腺瘤细胞

可分泌高浓度GH。高浓度GH 可有效促进结肠癌

细胞侵袭和迁移,其调控分子机制可能与高浓度GH
促进结肠癌细胞EMT相关。同时研究证明GH可改

变细胞周期促进结肠癌细胞增殖。临床上对患有GH
型垂体腺瘤的患者,应当进行结肠镜筛查。对同时患

有GH型垂体腺瘤和结肠癌的患者,应当关注结肠癌

是否发生转移。
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