
■背景资料
生长激素(growth 
hormone, GH)在
临床上广泛应用
于各种疾病 ,  而
G H 不 敏 感 是 其
重要的不良反应. 
肝脏是GH在人体
最重要的靶器官, 
Janus激酶2(Janus 
kinase 2, JAK2)-
信号转导及转录
激活因子5(signal 
t r ansducer  and 
a c t i v a t o r  o f 
transcription 5, 
STAT5)是GH在
肝脏最重要的信
号通路, STAT5的
磷酸化水平直接
影响了GH的生物
学效应.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of chronic 
administration of growth hormone (GH) on 
the JAK2-STAT5 signaling pathway in the 
liver. 

METHODS: Healthy male BALB/c mice were 
treated with recombinant human growth 
hormone (r-hGH) daily for two weeks, or with 
equal amount of sterile phosphate buffered 
saline (PBS). Then the expression levels of 
tyrosine phosphorylated signal transducer and 
activator of transcription 5 (P-STAT5), and 
suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS-3) 
mRNA and growth hormone receptor (GHR) 
were examined. H4-II-E cells were treated with 
r-hGH daily for 4 d, or with equal amount of 
PBS. Then the expression level of P-STAT5 
and the DNA binding activity of P-STAT5 were 
examined. 

RESULTS: After chronic administration of GH, 
liver P-STAT5 level decreased, SOCS-3 mRNA 
increased (P < 0.05), and no change was observed 
for GHR expression. Similar results were 
observed in the cell culture experiments. Chronic 
administration of GH caused an inhibition of 
P-STAT5 expression and also its DNA binding 
activity (P < 0.05).

CONCLUSION: Chronic administration of GH 
inhibits the JAK2-STAT5 signaling pathway in 
the liver via mechanisms possibly associated 
with increasing the expression of SOCS-3 gene.

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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■研发前沿
JAK2-STAT5通
路 是 G H 重 要 的
信 号 转 导 通 路 , 
可介导细胞的生
长、增殖、代谢
与凋亡 .  该通路
中STAT5磷酸化
水 平 的 抑 制 与
G H 不 敏 感 效 应
直接相关 ,  其中
SOCS 基因家族
的抑制性调节作
用受到广泛的关
注 .  而其发挥调
节作用的机制仍
有许多不清楚.

transducer and activator of transcription 5; 
Suppressor of cytokine signaling-3

Zhao QF, Xu YZ, Zou J, He JM. Effect of chronic 
administration of growth hormone on JAK2-STAT5 
signaling pathway in the liver. Shijie Huaren Xiaohua 
Zazhi  2016; 24(13): 2032-2037  URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/24/2032.asp  DOI: http://
dx.doi.org/10.11569/wcjd.v24.i13.2032

摘要
目的: 研究生长激素(growth hormone, GH)
慢性刺激对肝脏Janus激酶2(Janus kinase 2, 
JAK2)-信号转导及转录激活因子5(s igna l 
transducer and activator of transcription 5, 
STAT5)信号通路的影响.

方法: 动物实验使用健康BALB/c ♂小鼠, 分
为GH慢性刺激组与对照组, 每日分别予GH
或PBS刺激共2 wk; 检测肝脏P-STAT5、信号
转导抑制因子(suppressor of cytokine signaling, 
SOCS)-3 mRNA及生长激素受体(growth 
hormone receptor, GHR)水平. 细胞实验使用大
鼠肝癌细胞H4-II-E, 分为GH慢性刺激组与对
照组, 每日分别予GH或PBS刺激共4 d; 检测
细胞P-STAT5水平及P-STAT5与DNA的结合
水平. 

结果: 动物试验中, 小鼠接受GH慢性刺激后, 
肝脏P-STAT5水平降低, SOCS-3 mRNA水平
升高(P<0.05), 而GHR水平无变化. 细胞实验
中, GH慢性刺激同样导致P-STAT5水平下降
(P<0.05), 同时P-STAT5与DNA的结合水平亦
降低(P<0.05).

结论: GH慢性刺激可抑制肝脏JAK2-STAT5
信号通路, 其机制可能是SOCS-3基因的表达
增加, 从而抑制了STAT5的磷酸化. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核 心 提 示 :  生 长 激 素 慢 性 刺 激 可 抑 制 肝 脏

Janus激酶2-信号转导及转录激活因子5(signal 
transducer and activator of transcription 5, STAT5)
信号通路, 其机制可能与SOCS-3基因的表达增

加抑制了STAT5的磷酸化有关. 
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0  引言

生长激素(growth hormone, GH)是人体重要的生

长调节因子, 对机体代谢与生长发育有多种影

响[1,2]. GH缺乏可造成儿童生长发育障碍、成人

代谢紊乱等疾病. 临床上常使用重组人生长激

素(recombinant human growth hormone, r-hGH)治
疗GH缺乏症(growth hormone deficiency, GHD), 
以及儿童慢性肾功能不全、先天性卵巢发育不

全综合征(turner syndrome, TS)、HIV/AIDS的消

耗与恶病质、炎症性肠病、烧伤、重症胰腺炎

等[3-9]. 但长期使用易产生GH不敏感, 而其机制

还很多都不清楚. 
Janus激酶2(Janus kinase 2, JAK2)-信号转导

及转录激活因子5(signal transducer and activator 
of transcription 5, STAT5)通路是GH重要的信

号通路. GH与生长激素受体(growth hormone 
receptor, GHR)结合后激活JAK2与自身的磷

酸化, 进一步激活STAT5磷酸化产生P-STAT5, 
P-STAT5结合于DNA上GH调控基因的启动

区域, 激活一系列基因表达, 从而产生各种细

胞效应[1,2,10]. 信号转导抑制因子(suppressor of 
cytokine signaling, SOCS)家族被认为对该通路

有调控作用, 其中SOCS-2、SOCS-3及CIS被认

为是该信号通路的抑制性调控因子[10-12]. 肝脏

是人体GH重要的靶器官, 本研究从在体水平

(健康BALB/c ♂小鼠)及细胞水平(大鼠肝癌细

胞系H4-II-E), 研究GH慢性刺激对肝脏JAK2-
STAT5信号转导通路的影响机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 8周龄BALB/c ♂小鼠16只, SPF级
标准饲养于南方医院动物实验中心, 大鼠肝

癌细胞系H4-II-E, 冻存于南方医院广东省消

化病研究所 .  注射用重组人生长激素(安苏

萌)(20141229)[安徽安科生物工程(集团)股份

有限公司], P-Stat 5b抗体(Tyr694)(D47E7)(美
国C e l l  S i g n a l i n g公司 ) ,  P-S t a t  5b抗体

(Tyr694)(C71E5)(美国Cell Signaling公司), 辣
根过氧化物酶标记的山羊抗兔IgG/Alexa Flor 
488(Z F0511)(北京中杉金桥公司), G H R抗

体(B-10)(SC-137185)(美国Santa Cruz公司), 
β-Actin抗体(MG3)(RM2001)(锐抗生物), 辣根



2016-05-08|Volume 24|Issue 13|WCJD|www.wjgnet.com 2034

■相关报道
GH-JAK2-STAT5
信号通路的抑制
与生长激素受体
(growth hormone 
receptor, GHR)水
平下调及STAT5
的 磷 酸 化 水 平
降 低 直 接 相 关 . 
SOCS 基因家族
对该通路可产生
抑制性调节作用.

过氧化物酶标记的山羊抗小鼠IgG(ZB2305)(北
京中杉金桥公司), 辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔IgG(ZB2301)(北京中杉金桥公司), SHP-1
抗体(Y476)(ab32559)(美国Santa Cruz公司), 
BCA蛋白检测试剂盒(#23228, #1859078)(美国

Thermo公司), 化学发光增强剂(ECL)试剂盒

(P0018-1, P0018-2)(上海碧云天公司), EMSA试

剂盒(#20148)(美国Thermo公司). Miles 4622全
自动组织脱水机(德国Miles公司), 正置荧光显

微镜(BX50)(日本奥林巴斯公司), BeckmanCS-
15R低温高速离心机(美国Beckman公司), Power 
Pac-HC164-5052电泳仪(美国BIO.RAD公司), 
硝酸纤维素薄膜(美国Millipore公司), X-OMAT 
BT医用X射线胶片[锐珂(厦门)医疗器材有限

公司], GDS7500光密度扫描仪(美国UVT公司), 
Surecycler8800PCR仪(美国Agilent Technologies
公司), Light Cycler 480II PCR仪(瑞士Roche公
司), ImageJ光密度分析软件, SPSS20.0软件. 
1.2 方法 
1 .2 .1  动物实验 :  将16只6-8周龄的健康♂

BALB/c小鼠随机分为GH慢性刺激组和对照

组, 每组8只. GH慢性组按3 μg/g体质量剂量予

2次/d腹腔注射r-hGH(1 mg/mL), 对照组予等量

0.1 mol/L的PBS液, 共2 wk; 末次注射后16 h于
次日上午8:00处死. 处死前使用水合氯醛充分

麻醉, 然后快速摘取肝脏冻存于液氮中, 再移

至-80℃低温冰箱长期保存. 制作冰冻组织切

片, 免疫荧光法检测小鼠肝组织中P-STAT5的
表达水平; 提取组织RNA, RT-PCR检测SOCS-3
基因mRNA的表达水平; 提取组织蛋白, 蛋白

印迹法(Western blot)检测GHR的表达水平. 
1.2.2 细胞培养实验: H4-II-E细胞均匀铺12孔
细胞培养板, 分为GH慢性刺激组与对照组, 每

组6孔, 予含4%胎牛血清的DMEM培养基培养. 
每日分别予等量r-hGH(500 ng/mL)与PBS(0.1 
mmol/L)刺激, 共4 d, 末次刺激后24 h予血清及

GH饥饿6 h, 之后每组3孔予1次单剂量r-hGH
刺激, 3孔予等量PBS, 30 min后裂解. 提取细

胞蛋白, Western blot检测P-STAT5的表达水

平; 提取细胞DNA, 凝胶迁移实验(EMSA)检测

P-STAT5与DNA的结合水平. 
统计学处理  实验数据使用M i c r o s o f t 

Excel2010软件记录, 采用SPSS20.0统计软件进

行统计学分析, 两组间比较采用两独立样本t检
验(Independent-Samples t  Test)或Satterthwaite近
似t检验(符合或不符合方差齐性), 实验结果以

mean±SD表示, 以P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 GH慢性刺激致肝脏STAT5磷酸化水平降低 
STAT5是JAK2-STAT5信号通路重要的信号因

子, 磷酸化之后才可激活相应的基因表达. 故
本实验检测了GH慢性刺激下肝脏STAT5磷酸

化水平的变化. 图1为组织免疫荧光实验, 结果

显示相较于对照组, GH慢性刺激组小鼠肝脏

的P-STAT5水平降低, 提示该信号通路受到了

抑制(图1).
2.2 GH慢性刺激对肝脏SOCS-3基因及GHR的

影响 RT-PCR实验结果显示, 与对照组相比, GH
慢性刺激后, 小鼠肝脏的SOCS-3 mRNA水平显

著升高(P <0.05)(表1, 图2). GHR的表达水平直

接影响GH信号调节, Western blot实验结果显示, 
GH慢性刺激组和对照组小鼠肝脏GHR表达水

平无显著性差异(P<0.05)(表1, 图2).
2.3 GH慢性刺激降低肝脏对GH的敏感性及

P-STAT5与DNA的结合能力 Western blot实验

图  1  生长激素慢性刺激对肝脏STAT5磷酸化的影响(×1000). A: 生长激素慢性刺激组; B: 对照组. STAT5: 信号转导及转录

激活因子5.

BA
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■创新盘点
本 文 研 究 了 G H
长期刺激抑制肝
脏JAK2-STAT55
信号通路是否与
SOCS-3 基因表
达水平及GHR表
达水平有关 .  研
究结果显示, GH
慢 性 刺 激 可 致
SOCS-3 基因表
达水平增加 ,  而
不 影 响 G H R 的
表达水平 ,  同时
致STAT5磷酸化
水平降低 ,  提示
SOCS-3表达水
平 增 加 可 能 与
STAT5的磷酸化
水平降低有关.

结果显示GH慢性刺激组的P-STAT5水平显著

降低(P <0.05). 该结果印证了小鼠肝脏的实验

结果, 提示肝脏对GH的敏感性降低(表2, 图3). 
EMSA实验结果显示相较于对照组, GH慢性刺

激组P-STAT5与DNA结合水平显著降低(表2, 图
4)(P<0.05).

3  讨论

本研究通过体内(健康小鼠)和体外(H4-II-E细

表  1  生长激素慢性刺激组与对照组SOCS-3 mRNA及GHR水平的比较 (n = 4)

     
项目 GH慢性刺激组 对照组 t 值 P 值

SOCS-3 mRNA相对值  0.88±0.40a 0.23±0.07 2.803 0.049

GHR灰度相对值 0.95±0.17 1.25±0.22 1.874 0.134

aP<0.05 vs  对照组. SOCS: 信号转导抑制因子; GH: 生长激素; GHR: 生长激素受体.

表  2  生长激素慢性刺激组与对照组P-STAT5及P-STAT5-DNA结合水平的比较 (n = 6)

     
项目 GH慢性刺激组 对照组 t 值 P 值

P-STAT5灰度相对值 0.83±0.16a 2.04±0.27 6.682 0.003

P-STAT5-DNA结合灰度相对值 0.80±0.12a 1.59±0.30 4.298 0.013

aP<0.05 vs  对照组. STAT5: 信号转导及转录激活因子5; GH: 生长激素.

图  2  生长激素慢性刺激对肝脏SOCS-3 基因及GHR的
影响. A: 对肝脏SOCS-3 基因转录的影响; B: 肝脏GHR 

Western blot实验结果; C: 肝脏GHR灰度相对值. 1: 对照

组; 2: GH慢性刺激组. SOCS: 信号转导抑制因子; GH: 生

长激素; GHR: 生长激素受体.
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图  3  生长激素慢性刺激下肝脏对生长激素的敏感性. A: 

Western blot结果; B: 三次独立实验灰度相对值. 1, 2: 对照

组; 3, 4: GH慢性刺激组. STAT5: 信号转导及转录激活因

子5; GH: 生长激素.
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■应用要点
G H 慢 性 刺 激 致
S O C S - 3 基因表
达水平增加 ,  可
能抑制了STAT5
的 磷 酸 化 水 平 , 
进而抑制了肝脏
JAK2-STAT5信
号通路. 提示GH
慢性刺激确可致
GH不敏感效应 , 
可 能 对 G H 的 临
床应用方式有一
定的指导意义.

胞系)实验检测了G H慢性刺激对肝脏的G H
敏感性的影响机制. GH慢性刺激可导致肝脏

STAT5的磷酸化水平降低, 降低肝脏对GH的敏

感性. 其机制可能是GH慢性刺激导致了肝脏

SOCS-3基因的转录水平升高. 
由于GHR水平直接影响GH的信号转导效

率, 有研究报道外科重症患者GHR合成减少且

降解增加, 是GH不敏感的机制之一, 并且认为

应用外源性GH可以增加GHR的表达水平[13]. 
本研究中, 外源性GH慢性刺激并未影响健康

小鼠肝脏GHR的表达水平, 这提示不同生理状

态下GH敏感性降低的机制可能不同. 
SOCS-2、SOCS-3和CIS基因被认为是

JAK2-STAT5信号通路的3个抑制性因子[10,12,14,15]. 
其中SOCS-2基因对该通路的调控既可抑制也

可增强[16-18]. 本研究前期实验曾检测了GH慢性

刺激下SOCS-2和CIS信号的变化及其机制, 发
现GH慢性刺激后, 肝脏SOCS-2表达没有变化, 
但CIS表达确有增加[19]. 本实验又进一步检测

了SOCS-3的作用. 结果显示, GH慢性刺激导

致的肝脏对GH的敏感性降低可能与SOCS-3
也有关. 

内源性GH的分泌是脉冲式的, 睡眠醒来

之前分泌最为活跃. 由于内源性GH和外源性

注射激素可能相互影响而干扰研究结果, 为保

证实验的重复性, 小鼠每天注射r-hGH的时间

是固定的, 处死时间也是一致的. 
本研究使用了6-8周龄的健康小鼠. 由于

GH对人体最主要的作用为促进个体生长, 故
儿童缺乏GH可导致生长障碍与发育迟缓, 目
前临床上主要使用外源性GH替代疗法治疗儿

童GHD. 因此本研究选择6-8周龄健康小鼠. 研
究结果说明, 长期的GH替代疗法虽然有效, 但
易产生不良反应即GH不敏感. 因此, 如何处理

GH的临床治疗和不良反应之间的平衡是急需

探索的另一个课题. 
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■同行评价
本文研究通过动
物实验和体外细
胞 实 验 探 讨 了
G H 慢 性 刺 激 对
肝脏P-STAT5、
SOCS-3 mRNA
及GHR水平以及
P-STAT5与DNA
的结合水平的影
响 ,  比较详实地
证 实 了 长 期 的
G H 替 代 疗 法 虽
然有效 ,  但易产
生GH不敏感. 全
文设计合理可行, 
方法较为先进可
靠, 结论可信, 对
于 临 床 的 G H 的
应用有较为客观
的实际指导意义.

赵巧飞, 等. 生长激素慢性刺激对肝脏JAK2-STAT5信号通路的影响



Published by Baishideng Publishing Group Inc
8226 Regency Drive, Pleasanton, 

CA 94588, USA
Fax: +1-925-223-8242

Telephone: +1-925-223-8243
E-mail: bpgoffice@wjgnet.com

http://www.wjgnet.com

  

                                                          © 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights reserved.  

I SSN 100 9 3 0 79
1 3

9 771009 307056


	2032
	封底

