
论著 　　　 文章编号:1000-5404(2001)11-1318-03

梗阻性黄疸大鼠肝脏 GHR最大结合容量及结合力的改变

别　平 ,刘　冰　　(第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所 、西南肝胆外科医院 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　研究梗阻性黄疸大鼠肝脏生长激素受体(GHR)表达及结合力的改变。方法　采用受体放射配体结合分析
(RBA)技术检测肝脏GHR的最大结合容量和解离常数 ,并与血清总胆红素 、前白蛋白 、肿瘤坏死因子-α作相关分析。结果　梗阻性
黄疸大鼠肝脏GHR最大结合容量(Bmax)明显下降 , 解离常数(kd)明显增加。 Bmax值与血清前白蛋白水平呈正相关 , 与血清总胆红
素 、肝组织匀浆肿瘤坏死因子-α水平呈明显负相关;而 kd 值与血清前白蛋白呈负相关 , 与血清总胆红素 、肝组织匀浆肿瘤坏死因
子-α水平呈明显正相关。结论　梗阻性黄疸大鼠GHR的最大结合容量和结合能力均明显降低 ,可能与梗阻时 TNF-α等炎症因子的
高表达 、肝细胞胆盐蓄积等有关。 GHR容量和结合能力的降低 ,可显著下调肝脏蛋白合成 , 并且可加重肠粘膜屏障的损伤 , 促进内
毒素的吸收 、TNF-α等炎症因子的释放。因此 GHR的最大结合容量及结合力的降低是梗阻性黄疸时病理生理改变的重要环节。
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Changes of maximum binding capacity and binding power of liver growth hormone re-
ceptor in obstructive jaundice rats
BIE Ping , LIU Bing(Institude of Hepatobiliary Surgery of PLA , Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the changes of the expression and binding power of liver growth hormone receptor(GHR)in obstructive jaun-
diced rats.Methods　A total of 170 Wistar rats were divided into sham operation group and jaundice group with common bile duct obstructed.All

animals were observed on day 0 , 7 and 14.The maximum binding capacity(Bmax)and dissociation constant(kd)of liver GHR were measured with

radioligand binding assay of receptors(RBA).The results were studied with the serum levels of total bilirubin , prealbumin and TNF-αfor correlation

analysis.Results　The Bmax of liverGHR was significantly lower in obstructive jaundiced rats than sham operation group , which was opposite to the

kd changes.The Bmax values have a positive correlation with serum prealbumin and a negative correlation with serum total bilirubin and TNF-αin liver

tissue homogenate.But the kd negatively correlated with prealbumin in serum and positively with bilirubin in serum and TNF-αin liver tissue ho-
mogenate.Conclusion　The decrease of Bmax and binding power of liver GHR might be associated with the higher level of TNF-αand other factors

and the increased concentration of potentially toxic bile salts in hepatocytes of obstructive jaundiced rats.The reduction of Bmax and binding power of

liver GHR not only decreases the synthesis of liver proteins but also deteriorates the bowel muscous membrane barrier that accelerates the absorption

of endotoxin and the release of inflammation cytokines , such as TNF-α.Thus , the decreases of Bmax and binding power of liver GHR play an impor-
tant role in the pathophysiological alteration of obstructive jaundice.
　　Key words:obstructive jaundice;growth hormone receptor

　　梗阻性黄疸(Obstructive jaundice ,OJ)是临床上常
见的病症。胆汁肝肠流向的中断 ,可引起复杂而严重
的病理生理改变 ,是导致梗阻性黄疸患者高并发症率
和高病死率的主要原因。生长激素(Growth hormone ,
GH)—生长激素受体(GH receptor ,GHR)轴具有广泛而
重要的生物学效应 。生长激素受体主要分布于肝细
胞 ,在多种病理生理状态下GHR的表达和功能可发生
异常。本实验拟采用受体放射配体结合分析(Radioli-
gand binding assay of receptors , RBA)研究梗阻性黄疸大
鼠GHR表达和结合力的变化 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂
　　GH(Sigma company , 美国);125 I-GH(NEN Life Science Prod-
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ucts , Inc.美国);肿瘤坏死因子(Tumor necrosis factor-α, TNF-α)放

免试剂盒(北京中山生物试剂公司);前白蛋白(Prealbumin , PA)

药盒(上海亚都生物技术研究所)。

1.2　实验动物分组及模型制作
　　实验动物 ,健康雄性 2月龄Wistar大鼠(本校实验动物中心

提供),体重(200±20)g , 共 170 只。随机分为两组:①假手术

(SHAM)组;②胆总管结扎(BDO)组。 观察时相点为术后 0、7、

14 d。

　　手术模型制作:SHAM 组:切断肝周韧带后 , 轻微骚扰肝门

后关腹;BDO组:显露胆总管十二指肠段 , 双重结扎并在结扎线

间切断胆总管 ,关腹。

1.3　观察指标及方法
1.3.1　肝组织生长激素受体放射配体结合分析　　由于生长

激素受体为简单单位点系统 ,因此通过结合125I-GH 的能力 , 即可

精确的反映 GHR的最大结合容量即 GHR的数量和结合能力。

具体的方法如下:肝组织匀浆 , 离心弃沉淀;4.0 mol/ L MgCl2 洗

脱内源性GH。酚试剂法蛋白定量, 将样品加至 24 个检测管中,

每管含蛋白 50 μg/50μl。抽取125I-GH , 配成 0.04 nmol/50 μl工作

液,复管法分别加入 5 、10、15、20、25、30、40、50μl至 1 ～ 16 号检测
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管。抽取GH , 配成0.4 μmol/50μl工作液 ,按复管法分别加入 5、

15、30、50 μl至 17 ～ 24 号检测管 , 同时分别加入相同体积的
125　I-GH。上述各管再加入 buffer(25 mmol/ L Tris·HCl , pH 7.4 , 10

mmol/ L CaCl2)至 500μl。22 ℃孵育 3 h ,离心弃上清 ,沉淀物测放

射记数。 1～ 16 号管所测的 cpm 值为总结合 , 17～ 24 号管为非特

异性结合 ,总结合减去对应浓度点非特异性结合得出特异性结

合的 cpm 值。 RBA 专用分析软件处理数据 ,换算出受体最大结

合容量(Bmax)和解离常数(kd),并作出饱和曲线
[ 1 , 8] 。

1.3.2　放射免疫法测肝组织匀浆 TNF-α　　利用均相竞争抑

制原理 ,按药盒的说明书在 FT-608放免测定仪上测定。

1.3.3　肝功能的测定　　各时相点的血清统一送本院检验科

测定血清白蛋白(TP)、总胆红素(TBil)。

1.3.4　血清中前白蛋白(PA)的变化　　采用免疫浊度法在全

自动生化分析仪(美国 Vir Tris 公司)上测量 。PA 含量(mg/ l)=

参比品的浓度×(测定管的浊度值/参比管的浊度值)。

1.4　统计学处理
　　对同一指标的组内与组间差异作 t 检验 , 指标间的相关性

作直线相关分析。

2　结果

2.1　肝功能和血清 PA变化
　　大鼠胆总管结扎术后肉眼符合梗阻性黄疸改变 , 皮肤黄

染 、尿色深黄 , 肝功能有明显损害 , TBil明显升高。ALB下降 , 但

BDO术后 7 d 尚无统计学意义。大鼠 SHAM 术后 PA 水平略下

降 ,但无统计学意义。 BDO术后 7 d PA下降至正常值的 1/ 2 左

右 ,术后 14 d PA水平较术后 7 d 又有明显下降 , 见表 1。

表 1　胆总管结扎术后大鼠的肝功能

Tab 1　Liver functions after ligation of bile duct

Group TBil(μmol/L) ALB(g/ L) PA(mg/L)

SHAM 0 d 14.63±2.1 56.35±7.59 287.4±14.78

SHAM 7 d 13.86±2.9 53.26±8.03 　279.38±14.25 　

SHAM 14 d 13.08±3.2 59.71±8.59 　281.47±12.3 　

BDO 7 d 185.24±26.08# 47.58±5.62 141.2±7.58#

BDO 14 d 312.47±46.25#▲ 29.31±4.15#▲ 　71.6±4.02#▲

#:P<0.01 vs SHAM group;▲:P<0.01 vs BDO 7 d group

2.2　肝组织匀浆 TNF-α的变化
　　SHAM 组术后 7、14 d肝组织匀浆TNF-α水平与正常组无明

显改变 , BDO组术后 7 d即明显增高 , 术后 14 d 达到更高水平 ,

见表 2。

表 2　肝组织匀浆 TNF-α的变化(ng/ g ,肝组织)

Tab 2　Changes of TNF-αin the homogenate of liver tissues(ng/ g , liver tissue)

0 d 7 d 14 d

SHAM Group 0.805±0.102 1.18±0.124 0.95±0.117

BDO Group 0.805±0.102 4.142±0.513# 6.361±0.876#▲

#:P<0.01 vs SHAM group;▲:P<0.01 vs BDO 7 d group

2.3　肝组织生长激素受体最大结合容量和解离常数
的改变
　　令[ Bmax] 、[ Lt] 分别为受体 、配体的初始反应浓度 , [ R] 、

[ L] 、[ RL]分别为受体 、配体 、受体配体复合物在结合反应达到

动态平衡时的浓度 , 利用 Goldstein 公式 , 利用其符合 Goldstein

公式 , 可换算出受体最大结合容量(Bmax)和反应的解离常数

(kd)。见表 3 , 肝组织GHR浓度值在 BDO后 7 d 明显降低 , 术后

14 d降低更为显著;而 kd 值则在 BDO 后 7 d 明显增高 , 至术后

14 d 增高更为显著。并可得出结合反应的饱和曲线 , 见图 1。

大鼠 BDO术后 7 d 肝脏 GHR饱和曲线明显右移且压低 , BDO

术后 14 d上述改变更为显著 , 直观的证实了 GHR最大结合容

量和结合力均有明显的降低。

表 3　肝组织 GHR含量和 kd值

Tab 3　Changes of Bmax and kd value of GHR in liver tissues

SHAM BDO

0 d 7 d 14 d 7 d 14 d

Bmax(fmol/mg pro)29.6±3.2 28.36±3.13 27.69±2.98 13.2±1.51# 　8.81±1.03#▲

kd(pM) 17.9±2.3 18.5±2.6 18.2±2.9 51.32±4.85# 80.18±7.59#▲

#:P<0.01 vs SHAM group;▲:P<0.01 vs BDO 7 d group

图 1　GHR饱和曲线

Fig 1　Saturation curves of GHR

2.4　肝组织 GHR浓度 、kd 值与 TNF-α、PA 、TBil的相

关性检验
　　GHR含量与 TNF-α呈负相关 , r=-0.9852(P <0.01);与

PA呈正相关 , r=0.9963(P <0.01);与 TBil 呈负相关 r =

-0.9792(P <0.01)。 kd 值与 TNF-α呈明显正相关 , r=0.9973

(P <0.01);与 PA呈负相关 , r=-0.9872(P <0.01)与 TBil呈

正相关 , r=0.9599(P <0.01)。

3　讨论

　　GH-GHR轴具有广泛而重要的生物学效应 ,已被
确认在调节蛋白质 、糖 、脂肪代谢中发挥重要作用[ 2] ,

并且还具有逆转过高的急性期反应和促进细胞增殖等

功能[ 3] 。GHR主要分布于肝细胞 , GH 与其受体结合

后 ,导致信号转导转录活化因子 5b(Signal transducer

and activators of transcription 5b ,STAT5b)磷酸化及二聚
化 ,活化的 STAT5b转运到细胞核内 ,引起靶基因的转

录 ,进一步发挥其生物学效应[ 4] 。已有的研究证实在
严重创伤 、烧伤 、内毒素血症 、严重的营养障碍等状态

下 ,GHR表达下调
[ 5]
,梗阻性黄疸时 ,GHR表达和结合

能力是否有类似改变 ,尚未见有相关报道。

　　RBA 是研究受体表达及功能状态的重要分子生

物学手段[ 6] ,能够在蛋白水平上对受体同时进行容量
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和功能状态的分析。我们采用 RBA 法测 GHR发现 ,

大鼠肝脏GHR最大结合容量在胆总管结扎后明显下

降 ,并随着胆道梗阻的时间延长而加重 ,与血浆 TBil

水平等呈明显负相关 ,而且GHR的结合能力亦呈相似

的变化趋势 。这就提出在梗阻性黄疸状态下 , 肝脏

GHR不但有总量的减少 ,而且结合能力也有降低。
　　梗阻性黄疸时胆汁胆肠流向的中断可导致内毒素
吸收引起TNF-α等炎症因子的释放 ,导致全身炎性反

应和机体高分解代谢状态障碍等进一步损伤[ 7] 。肝组
织TNF-α在梗阻性黄疸时显著增高 ,并随着黄疸程度

的加深而进一步升高。肝组织 TNF-α水平与 GHR最

大结合容量呈显著负相关 ,与 GHR的 kd 值呈显著正

相关 ,提示梗阻性黄疸时 TNF-α异常高表达可能降低
了GHR的表达和结合能力。TNF-α等炎症因子的过

高表达时可下调肝细胞核因子-1(Hepatocyte nuclear

factor-1 ,HNF-1)进而可抑制 GHRmRNA 的转录和翻译

导致GHR的表达下降
[ 1]
。但 TNF-α等炎症因子的过

高表达如何降低 GHR的结合能力 ,具体机制尚不清

楚 ,可能与肝细胞膜结构的损伤 、GHR分子构象的异

常改变 ,导致GH嵌和困难有关 。
　　由于 PA的半衰期仅为 1.7 d ,测定血清 PA水平

可简便而敏感的反映肝脏蛋白合成能力 。我们实验发
现 ,血清 PA 与肝组织 GHR容量和结合能力呈明显的

正相关 。白蛋白 、PA基因启动子区域含有类干扰素活

化序列 , STAT5b 可与这些序列结合 ,启动基因转录。

因此GHR表达和活性的降低是介导梗阻性黄疸时蛋

白合成能力下降的重要原因。

　　GH 与其受体结合后 ,引起肝细胞合成 、分泌轴胰
岛素样生长因子-1(Insulin-like growth facto-1 , IGF-1)。

后者是保持肠粘膜上皮屏障完整性的重要因子
[ 8]
。在

梗阻性黄疸时由于内毒素吸收 TNF-α等炎症因子大量

释放 ,导致 GHR表达降低和结合能力下降;而GHR的

表达和功能下降 ,引起 IGF-1的表达减少 ,又导致肠粘

膜通透性增加 ,加重了内毒素的吸收从而形成恶性循
环。

　　总之 ,在大鼠梗阻性黄疸时 ,肝组织GHR的容量

和结合能力都有明显的降低 ,其下调可能与内毒素的
吸收 、TNF-α等炎症因子的释放有关。GHR表达和结

合能力的降低可引起肝细胞蛋白合成降低 ,并且可加
重内毒素吸收和炎症因子释放 ,形成恶性循环 。因而

在梗阻性黄疸的病理生理改变中具有重要意义。
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