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Abstract
AIM: To explore the in vitro effect of human 
growth hormone (GH) on the proliferation of 
pancreatic carcinoma cell line (BXPC-3 cells) as 
well as the possible mechanism. 

METHODS: BXPC-3 cells during exponential 
growth stage were harvested and divided into 
experimental group and control group. The ex-
perimental group was separated into four sub-
groups according to the doses of GH (50, 100 
μg/L) and culture time (2, 24 h). Insulin-like 
growth factors 1, 2 (IGF-1, IGF-2) were detected 
by enzyme-linked immunosorbent assay (ELI-
SA). BXPC-3 cells cultured for 24 h with vari-
ous GH concentrations were made into single 

cell suspensions and the samples underwent 
subsequent cell cycle evaluation. IGF-1 receptor 
mRNA and IGF-2 receptor mRNA were tested 
with in situ hybridization.

RESULTS: The GH-stimulated cell growth in 
vitro and the cell proliferation index (PI) were 
significantly increased after 24-h culture (cell 
number: 8.44 ± 1.25, 7.50 ± 0.64 vs 5.26 ± 0.65, P < 
0.05; PI: 0.60 ± 0.06, 0.57 ± 0.04 vs 0.50 ± 0.04, P < 
0.05), while the number of S-phase cells was also 
markedly increased (47.62% ± 6.74%, 54.60% ± 
7.59% vs 38.37% ± 4.99%, P < 0.05). The quantity 
of IGF-1 was significantly increased after 2-h cul-
ture in the experimental group, but there was no 
statistical significance between the two groups 
after 24-h culture. The IGF-1 receptor mRNA 
and the IGF-2 receptor mRNA were positively 
expressed in BXPC-3 cells. Furthermore, the ex-
pression of IGF-1 receptor mRNA was increased 
after GH induction, but the expression of IGF-2 
receptor mRNA was not. 

CONCLUSION: GH can stimulate the prolifera-
tion of pancreatic carcinoma cells in vitro and the 
possible mechanism may be related to the axis of 
GH-IGF-1. 
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Enzyme-linked immunosorbent assay; Flow cytom-
etry
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摘要
目的: 探讨生长激素(growth hormone, GH)在
体外对胰腺癌细胞株BXPC-3增殖及其可能
机制. 

方法: 将胰腺癌细胞随机分为实验组(GH组)
和对照组(NS组), GH组按剂量和培养时间分
为4个亚组(50 μg/L: 2, 24 h; 100 μg/L: 2, 24 h), 
分别吸取上清用ELISA法检测类胰岛素生长
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■背景资料
自 从 生 长 激 素
(GH)重组并应用
于临床以来, 取得
良好的效果. 最近
有学者将GH应用
于胃肠道恶性肿
瘤术后患者, 能明
显改善营养、促
进蛋白质合成、

增强免疫力, 减少
术后并发症和延
长患者的生存期. 
本实验以胰腺癌
细胞BXPC-3为研
究对象, 探讨GH
在体外能否促进
增值及其机制. 

■同行评议者
戴朝六, 教授, 中
国医科大学第二
临床学院(盛京医
院)肝胆外科



因子1、2(IGF-1和IGF-2)并将细胞计数; 胰腺
癌细胞用50和100 μg/L GH培养24 h后固定, 
以流式细胞仪测定细胞周期; 同时在不同浓
度GH干预的培养液进行细胞爬片、固定, 用
原位杂交的方法检测类胰岛素生长因子1、2
受体mRNA (IGF-1R mRNA和IGF-2R mRNA).  

结果: 加入G H培养24 h后细胞数目增加明
显(8.44±1.25, 7.50±0.64 vs  5.26±0.65, 
P <0.05) ,  且G H组的增殖指数明显高于对
照组(0.60±0.06, 0.57±0.04 vs  0.50±0.04, 
P <0.05), S期细胞数与对照组相比也显著增多
(47.62%±6.74%, 54.60%±7.59% vs  38.37%
±4.99%, P <0.05). 2 h后实验组的IGF1的量明
显增加(P <0.05), 但24 h后各组的IGF-1之间无
统计学意义. IGF-1、IGF-2R mRNA在肿瘤细
胞中均呈阳性表达, 且GH可诱导细胞IGF-1R 
mRNA表达增强, 而IGF-2R mRNA则没增加. 

结论: GH在体外能促进胰腺癌BXPC-3细胞
的增殖, 其机制可能是通过GH-IGF1轴发挥作
用的. 

关键词: 生长激素; 胰腺癌; 增殖; 细胞周期; 原位杂

交; 酶联免疫吸附试验; 流式细胞术
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0  引言

自Serono公司研制的重组人生长激素(recom-
binant human growth hormone, rhGH)应用于生长

激素(growth hormone, GH)缺乏的替代治疗获得

成功以来, 其应用范围不断扩大. 国内一些学者[1]

认为, 胃肠道恶性肿瘤术后的患者通过围手术期

肠内和/或肠外营养支持可安全度过术后营养难

关, 而在给患者营养的同时加用rhGH后可明显促

进蛋白质合成和组织修复, 增强免疫功能, 从而

减少术后并发症. 但GH在改善患者营养、缓解

蛋白丢失、减轻恶病质的同时也可能增加某些

细胞的恶性转化素质, 或加剧肿瘤细胞的恶性生

物学行为. GH在肿瘤患者术后的应用仍存在一

定的争议[2-3]. 本实验通过观察体外BXPC-3的数

量、细胞周期和的胰岛素生长因子1、2(insulin-
like growth factor-1, 2, IGF-1, 2)及胰岛素生长因

子1、2受体mRNA(IGF-1, 2R mRNA)的表达情

况, 来探讨GH对胰腺癌细胞是否有增殖作用及

其可能机制. 
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1  材料和方法

1.1 材料 BXPC-3细胞购自中科院上海细胞研

究所, 生长激素购自瑞士Serono公司, IGF1, 2的
ELISA试剂盒购自R&B公司, IGF1, 2R mRNA的

原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物公司. 
1.2 方法 
1.2.1 细胞周期的检测: 将胰腺癌BXPC-3细胞用

含100 mL/L的胎牛血清、1×105 U/L青霉素和1
×105 U/L链霉素的DMEM完全培养液在37℃、

50 mL/L CO2孵箱中培养. 培养至对数生长期时

收集, 调整浓度为2.5×108/L, 接种于25 cm2一次

性培养瓶中, 每瓶加培养液至5 mL, 实验组给予

GH, 使其终浓度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加

足培养液, 培养24 h, 2.5 mg/L的胰酶(含2 mg/L
的EDTA)消化, 吹打成悬液后离心, 去上清, 1
×PBS(0.01 mol/L, pH7.4)漂洗3次, 加入1 mL,  
-20℃, 800 mL/L乙醇吹打成细胞成单细胞悬液

固定-20℃过夜, 次日用PBS漂洗2次, 调整为1 
mL, 加入RNA酶A, 37℃水浴30 min, 制冷到4℃, 
加入碘化丙锭, 300目滤网过滤后用流式细胞

仪及Multicycle软件分析细胞周期(激发波长为

488 nm), 计算增殖指数(PI)值[PI = (S+G2M)/(G0/
G1+S+G2M)].  
1.2.2  I G F1 ,  2的检测:  收集指数生长期中的

BXPC-3细胞, 调整浓度为2.5×108/L, 接种于6孔
板中, 每孔加培养液至2 mL, 实验组给予GH使

成终浓度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加足培养

液, 在培养2 h和24 h后计数并收集上清1 mL, 按
试剂盒说明书步骤进行ELISA检测.  
1.2.3 IGF1, 2R mRNA的检测: (1)细胞爬片制作: 
盖玻片在涂有10 mL/L多聚赖氨酸后烘干, 高压

蒸汽灭菌, 置于6孔板中, 同时将调整指数生长

期、浓度为5×108/L的BXPC-3细胞于移于其中, 
每孔加培养液至2 mL, 实验组给予GH使成终浓

度为50 μg/L及100 μg/L, 对照组加足培养液, 再
于37℃、50 mL/L CO2孵箱中培养. 24 h后吸去

培养液, 用PBS洗5 min×3次, 加入4 g/L多聚甲

醛固定30 min. 再以PBS洗涤5 min×3次, ddH2O
充分洗涤, 晾干后用中性树胶将盖玻片无细胞

面粘在载玻片上, 晾干后-20℃冰冻保存待检. 
(2)原位杂交检测: 在室温晾干的细胞爬片上加

H2O2-甲醇(1∶50)50 mL 30 min灭活内源性酶, 
蒸馏水洗5 min×3次; 3 g/L柠檬酸新鲜胃蛋白酶

消化1 min以暴露mRNA核酸片段, 10×PBS(0.1 
mol/L, pH7.4)洗5 min×3次; 1 g/L多聚甲醛后固

定, 室温10 min, 蒸馏水洗涤3次; 加入预杂交液, 
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■研发前沿
在GH广泛应用于
临床的同时, 有学
者质疑GH会否增
加某些细胞的恶
性转化素质, 或加
剧肿瘤细胞的恶
性生物学行为. 现
在认为GH在体外
能促进肿瘤细胞
的增殖, 但体内不
促进肿瘤的生长, 
其机制不明. 
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20 μL/片, 湿盒40℃ 3 h; 加入杂交液, 20 μL/片, 
湿盒40℃过夜; 37℃ SSC梯度洗涤; 滴加封闭液, 
37℃ 30 min后加入生物素化鼠抗地高辛, 37℃ 
60 min; 10×PBS洗5 min×4次; 滴加SABC, 37℃ 
20 min, PBS洗5 min×3次; 加入生物素化过氧化

物酶, 37℃ 20 min, PBS洗5 min×4次后DAB显
色20 min, 充分水洗; 酒精脱水, 二甲苯透明, 封
片. 以PBS代替一抗作空白对照. (3)结果判定: 细
胞质内无着色为阴性, 淡黄色代表弱阳性, 黄色

代表阳性, 深黄色和棕黄色代表强阳性. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 用

软件SPSS11.0进行数据统计. 

2  结果

2.1 GH对BXPC-3的增殖作用 在给予GH后, 与
对照组相比, 培养2、24 h的细胞计数明显增多

(P<0.05), 但不同浓度GH组(50 μg/L组及100 μg/L
组)之间无差别(表1). GH对BXPC-3细胞周期的

影响, 显示GH在体外能提高S(%)及PI(P <0.05). 
但50 μg/L组及100 μg/L组差异无显著性(表2). 
2.2 GH对BXPC-3分泌IGF1, 2的影响 GH干预

后2 h后, 实验组细胞分泌的IGF1比对照组明

显增多(P <0.05), 而GH 50组与GH 100组间无

明显差别, 而24 h后IGF1在各组之间没有差别. 
IGF2在肿瘤上清中呈阳性表达, 但不受GH调控 
(图1-2). 

2.3 GH对BXPC-3的IGF1R mRNA、IGF2R 
mRNA表达的影响 IGF1R mRNA阳性表达的细

胞胞质着色为黄色, 少量细胞核亦可着色. 本组

实验中空白组细胞不着色, 对照组细胞染成淡

黄色, 而GH组则染成深黄色或棕黄色(图3). IG-
F2RmRNA在各组中均有表达, 胞质着色为黄色, 
GH干预组表达无明显增强(图4). 

3  讨论

GH是由脑垂体前叶嗜酸性细胞分泌的一种分子

质量为22 ku的单一肽链的蛋白质激素, 有191个
氨基酸组成, 其生理功能主要是刺激所有机体

组织的发育, 增加体细胞的体积和数目. GH的功

能主要通过两种可能的机制发挥其功能: (1)直
接作用假说, GH可以直接与靶细胞表面的GHR
和/或催乳素受体(PRLR)结合, 刺激靶细胞的生

长; (2)经IGFs等生长介质(somatomedin, SM)介
导假说, 该假说认为GH刺激肝细胞和释放IGFs, 
再经过I G F s作用于靶细胞促进细胞的增殖和

生长. 除了肝脏, 身体其他组织细胞均能通过内

分泌、旁分泌和自分泌IGFs. IGFs包括IGF1和
IGF2, 他们与人体多种肿瘤的发生发展有一定

的关系, 是很强的丝裂原[4-7]: IGF1通过与他的受

体(IGF1R)结合介导GH的作用促靶细胞分裂增

殖; 而IGF2则与两个不同受体(IGF1R和IGF2R)

表  1  GH对BXPC-3增殖的作用 (×108/L, n  = 7, mean±SD)

     
	                                     细胞数

                               0 h                  2 h                        24 h

对照组                 2.5          3.00±0.40         5.26±0.65              

GH 50组              2.5          3.10±0.35a        7.50±0.64a

GH 100组            2.5          3.35±0.64a        8.44±1.25a

aP<0.05 vs  对照组.

分组             

表  2  GH对BXPC-3细胞周期的影响 (n  = 7, mean±SD)

     
分组                    G1(%)            G2M(%)          S(%)              PI

对照组              49.88           11.75        38.37         0.50  

                       ±3.87         ±4.31       ±4.99     ±0.04               

GH 50组           43.19            9.19         47.62         0.57

                       ±4.07         ±2.98       ±6.74a    ±0.04a 

GH 100组         39.57            5.83         54.60         0.60 

                       ±6.58         ±1.35       ±7.59a    ±0.06a

aP<0.05 vs  对照组.

图  1  胰腺癌各组IGF1的浓度. aP<0.05 vs  对照-2 h组.
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图  2  胰腺癌各组IGF2的浓度. 
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■相关报道
有研究表明 ,  GH
除能促进小肠吸
收营养, 还能调整
细胞增殖期, 增强
化疗药物的效果. 
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的亲合力几乎相同, 通过IGF1R介导胞内信号转

导而发挥细胞增殖作用,通过IGF2R则介导溶酶

体内吞噬溶酶体对IGF2进行降解使其灭活, 有
人提出IGF2R是某些肿瘤的抑制基因[8-9].  

国内学者石毅 et al [10]经研究后发现, GH在

体外促进胰腺癌细胞SW-1990的生长, 而GHR
在细胞中呈弱阳性表达(低于正常淋巴细胞的表

达), 说明GH-GHR不是GH促SW-1990细胞增殖

分化的主要途径, 但其机制未行进一步的阐明. 
由于胰腺癌恶性程度高, 早诊断率低, 预后

差, 患者总的5年生存率多在5.0%以下[11-12]. 石
毅 et al [13]在体内实验时发现, GH不能改变胰腺

癌在体肿瘤的细胞增殖特性, 但有利于维持小

肠黏膜的形态. 如果将外源性GH应用于胰腺癌
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图  4  胰腺癌细胞株BXPC-3 IGF2R mRNA原位杂交图. A: 空白组; B: 对照组; C: GH 50组; D: GH 100组.

A B

C D

图  3  胰腺癌细胞株BXPC-3 IGF1R mRNA原位杂交图. A: 空白组; B: 对照组; C: GH 50组; D: GH 100组.

A B

C D

■创新盘点
本文以胰腺癌细
胞BXPC-3为研究
对象 ,  在体外GH
干预下, 观察细胞
的数量、细胞周
期和的IGF1, 2及
IGF1, 2R mRNA
的表达情况, 探讨
GH对BXPC-3细
胞是否有增殖作
用及其可能机制.
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患者, 使其延缓机体总蛋白及细胞群的丢失, 改
善营养, 增加体质量, 增进细胞及体液免疫功能, 
减轻恶病质, 减少病死率, 从而最终使宿主受益. 

为了观察GH对胰腺癌细胞增殖的影响, 该
实验研究参照Izadyar et al [14]的方法, 细胞培养

中采用的GH浓度选择为50 μg/L和100 μg/L, 药
物暴露时间选为2 h和24 h. 结果显示GH可使

BXPC-3细胞增殖加快、S期百分比及P I升高, 
在实验组细胞培养2 h的上清中IGF1的浓度比

对照组明显增高, 而24 h无明显差异, 这可能与

GH半衰期短有关, 24 h后在实验组爬片的胰腺

癌细胞的胞质中IGF1RmRNA表达增强, 而IGF2 
RmRNA表达无增强, 提示GH在体外对QBC939
细胞有促进分裂、增加DNA合成的作用, 机制

可能是通过GH-IGF1轴发挥作用的. 本实验认

为, 在体外GH通过GH-IGF1轴能促进胰腺癌

BXPC-3细胞的增殖和分化, 但GH能否应用于临

床恶性肿瘤术后患者, 有待于进一步的研究. 
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■同行评价
本文的科学性, 创
新性和可读性较
好的反映我国或
国际胃肠病学临
床和基础研究的
水平, 对临床恶性
肿瘤患者应用生
长激素有一定的
参考价值.
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