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Ras蛋白在地塞米松体外诱导大鼠胚胎垂体生长激素细胞
分化过程中的作用 *
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摘要 目的：探究 Ras蛋白在地塞米松体外诱导大鼠胚胎垂体生长激素细胞分化过程中的作用。方法：本课题利用大鼠胚胎垂体细胞

的无血清原代细胞培养技术，在地塞米松诱导生长激素细胞分化的过程中，加入蛋白 Ras的抑制剂Manumycin，利用免疫荧光、
western-blot、放射免疫分析和MTT等技术对 Ras蛋白在糖皮质激素体外诱导生长激素细胞分化中的作用进行研究。结果：地塞米

松能够显著提高生长激素阳性细胞百分比和生长激素的含量(P<0.01)。加入不同浓度的Manumycin后，地塞米松诱导的生长激素阳

性细胞百分比显著降低(P<0.01)，生长激素的含量亦出现降低（P<0.05）。结论：Ras蛋白在地塞米松诱导垂体生长激素细胞分化过程
中发挥重要作用。
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The effect of Ras on Dexamethasone-induced Rat Embryonic Pituitary
Somatotroph Cell Differentiation in vitro*

The function of Ras is to be explored in dexamethasone-induced differentiation of rat embryonic pituitary

somatotroph cells . The pituitary was harvested for fetal pituitary cell suspension. In the experiment Ras inhibitor

Manumycin of different concentrations were added to the suspension for pretreatment and cells were cultured with a medium containing

Dex. And also immunofluorescence, Western-blot, radioimmunoassay and MTT Technology were used in this experiment. Dex
treatment increased the percentage of GH-positive cells and GH content (P<0.01). After pretreatment with Manumycin, the percentage of

Dex-induced GH-positive cells decreased significantly (P<0.01), and the GH content also reduced (P<0.05). Ras protein plays

an important role in the dexamethasone-induced growth hormone cell differentiation.
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前言

垂体的解剖可分为腺垂体和神经垂体。腺垂体内含 6中具

有分泌活性的细胞。其中，生长激素细胞的分化受多种细胞内

和细胞外因子的调控。在胚胎期[1]和胎儿期[2]，机体下丘脑释放

促生长激素释放激素，通过下丘脑 -垂体 -肾上腺轴和下丘脑 -

垂体 -甲状腺轴诱导生长激素分化[2]，能够影响上述两个靶腺

轴功能的因子有许多，例如糖皮质激素[1]、甲状腺激素[3]、维甲酸[4]、

一氧化氮[5]等均可调控生长激素细胞的分化。

糖皮质激素在胚胎生长激素细胞的分化过程中发挥着非

常重要的作用。我们的前期实验已经证实地塞米松体外诱导生

长激素细胞分化的最佳有效浓度为 50 nmol/L，最佳时间为 48

h[6]。尽管地塞米松能够诱导生长激素细胞分化已经得到证实，

但是对于地塞米松诱导生长激素细胞分化的过程的认识尚不

清楚。研究发现，糖皮质激素受体（GR）本身虽是一种转录因

子，但是并不直接调控 GH基因转录[7]. Bossis等人证实[7]，在生
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长激素细胞分化的过程中，某种中间蛋白起了重要作用，Ras

蛋白或其蛋白复合物是糖皮质激素诱导生长激素细胞分化过

程中存在的关键蛋白。而 Ras蛋白是一种与膜结合的 G-蛋白，

通常与膜结合受体的信号转导有关相关[7]。

因此我们认为，在糖皮质激素诱导生长激素细胞分化的过

程中，存在着某种中间蛋白，该中间蛋白可能是 Ras蛋白本身，

也可能是通过 Ras信号系统发挥作用的其他蛋白。本实验通过

在地塞米松诱导垂体生长激素细胞分化的过程中加入不同浓

度中间蛋白 Ras的抑制剂 Manumycin，特异性抑制 Ras蛋白的
作用，进而推断 Ras是否为地塞米松体外诱导胚胎生长激素细

胞分化的中间蛋白及其在诱导分化过程中的作用。

1材料与方法

1.1动物与试剂
SD大鼠购自哈医大二院动物实验中心 [许可证号：SCXK

（黑）SCXK（吉）2003-0001]，地塞米松、Manumycin ，Triton

(Sigma, St. Louis, MO, USA)，放免试剂盒购自解放军总医院东

亚放免研究中心，兔抗大鼠 GH多克隆抗体（Millipore公司），
FITC标记山羊抗兔 IgG（北京中杉金桥）, horseradish peroxidase

-conjugated goat anti-rabbit antibody (Bio-Rad, Hercules, CA)。
1.2方法
1.2.1大鼠胚胎垂体组织的分离、细胞悬液的制备 将合笼后

的雌性 SD大鼠第二天清晨行阴道内精子涂片检查，以发现精

子为受孕第 0天，待孕鼠受孕第 18天（E18）时，进行脱颈椎处

死。无菌条件下取出胎鼠。分离垂体制成单细胞垂体细胞悬液。

进行细胞计数，并调整细胞悬液细胞浓度在 2伊105/mL。
1.2.2原代细胞分组培养 将用多聚赖氨酸包被的盖玻片分置

于 12孔板内，将垂体的单细胞悬液按 2伊105/mL的密度稀释，吸

取垂体细胞 100 滋L置于盖玻片上，孵化 45 分钟后，加入含有
Dex（50 nmol/L）的基础培养液（基础培养液为含有谷氨酰胺和

青、链霉素的 DMEM培养液，作为对照组），培养液的最终容量

为 2 mL，培养时间为 48 h。在第 36 h，将不同浓度的 Ras蛋白
的抑制剂 Manumycin（0.5、5和 50 nmol/L）分别加入到含有
Dex的培养液中，再继续培养 12 h。至第 48 h取上清液，利用放

射免疫分析测定 GH含量，洗脱细胞后利用免疫荧光法测定
GH阳性细胞占总的垂体细胞的百分比。为测定 Dex对胚胎垂

体细胞是否有增殖作用，将垂体细胞按 3伊105/ mL制成细胞悬
液，根据培养液成分分成三组，第一组为基础培养液，第二组为

50 nmol/L Dex，第三组为 10-6 mol/L碱性成纤维生长因子，培养
48h 后用 MTT 法测定活细胞百分比。为测定 Manumycin 对
Ras磷酸化表达的作用，调整细胞浓度为 1× 106/ mL，以基础培

养液对照组，50 nmol/L Dex（培养 48 h），50 nmol/L Dex（培养
36 h）+ 5 nmol/L Manumycin（12 h)。western-blot技术分别定量细
胞内 Ras、GTP-Ras含量，并且根据蛋白含量计算磷酸化比例。
1.2.3免疫荧光 取出盖玻片，4%多聚甲醛固定 20 min，采用免

疫过氧化物酶染色，一抗为兔抗大鼠 GH多克隆抗体（1:200），

阴性对照用 PBS（0.01 mmol/L pH7.4）代替一抗，滴加 1:100荧

光标记二抗（FITC标记山羊抗兔 IgG）均匀覆盖孔板底，用 PBS

液洗 3次，每次 5分钟后甘油封片。荧光显微镜下绿色荧光圆

环围绕的圆形或椭圆形细胞鉴定为 GH阳性细胞。每张片取 4

个视野，计算 GH阳性细胞占总垂体细胞的百分比。
1.2.4放射免疫分析 利用 酌-液闪计数仪对培养上清液中 GH

放射性进行测量，数据处理模式用 B/BO~lgX计算回归方程，

样品 GH含量依据其 B/BO值，由回归计算得到。
1.2.5 Western Blot 细胞干预 48 h后用细胞刮刀刮下细胞，用
PBS冲洗下来，16000× g离心 15 min，弃上清，将细胞沉淀置

于 -70 ℃冰箱备用。进行蛋白浓度测定，Protein yield was
quantified using the BCA pr otein assay kit [z2] (Pierce -Perbio,

Cramlington, UK).上样 30 滋g，SDS-PAGE恒压电泳。分离并转

至 PVDF膜。电压 95 V，4℃封闭过夜。按 0.1 mL·cm-2膜面积

杂交一抗，30 ℃ 2小时杂交二抗后室温下摇床杂交 1 h，漂洗

后加显色剂氯化硝基四氮唑蓝 5 min，显色条带经 1200Pro型

图像扫描仪扫描。蛋白条带灰度值分析采用 Quantity One 软

件。以 GTP-Ras/总 Ras比值表示磷酸化水平。实验重复进行三

次。

1.2.6 MTT法测定细胞增值率 取对数生长期细胞制成 3×
105/ mL的细胞悬液，接种于 96孔培养板内，每孔 100 mL，设 8

个复孔。按实验处理分组，每组设 8个复孔，调零孔加 100 mL

培养液，继续培养。培养结束前 4 h每孔吸去上清液，加 100 mL

浓度 0.5 mg/mL MTT培养 4 h，调零孔不加 MTT，吸去全部上

清液，然后每孔加 200 mL DMSO，震荡摇匀，使结晶充分溶解。

酶联免疫检测仪测每孔吸光度（检测波长 490 nm），根据光密

度测量方法记录相对活细胞数。

1.2.7统计学处理 所有实验数据采用均数± 标准差表示，采
用 GraphPad Prismt5统计学软件对实验数据进行统计分析，采

用方差分析，对组间差异进行 t检验，以 P＜ 0.05认为有差异有

统计学意义。

2结果

2.1 Manumycin对 Dex诱导 GH细胞分化的影响

为确定 Ras蛋白在生长激素细胞分化中的作用，我们在
Dex体外诱导生长激素细胞分化的过程中，加入不同浓度的
Ras蛋白抑制剂Manumycin（0.5、5和 50 nmol/L）。结果发现
Manumycin能够有效降低 GH阳性细胞百分比及 GH的分泌

量，并且具有一定的量效关系。随着 Manumycin浓度的增加，
Dex诱导的 GH（+）细胞所占的百分比逐渐减少，同时 GH的分

泌量也相应的减少。但是，当 Manumycin为 50 nmol/L时，与
Manumycin为 5 nmol/L相比，GH（+）细胞百分比以及 GH分泌

量并没有显著变化（P>0.05）（表 1）。
2.2 Dex与 bFGF对胚胎垂体细胞增殖的影响

为证实 Dex能够增加生长激素细胞百分比和 GH分泌是

通过诱导生长激素细胞分化而不是通过增殖作用，我们将胚胎

垂体细胞分别用基础培养液、含有 50 nmol/L Dex 或 10-6

mol/L bFGF的培养液培养 48 h，发现 bFGF能显著增加胚胎垂
体细胞的数量（P<0.01），而 Dex 不能增加细胞的数量（表 2）

（P>0.05）。从而排除了 Dex对垂体细胞的增殖作用。
2.3 Manumycin对 Ras磷酸化的影响

该实验的目的图 1所示：Dex不能增加 Ras蛋白总量，但

能明显增加 Ras的磷酸化表达水平。在加入 Manumycin抑制

剂后，Ras的磷酸化表达水平均显著降低（P<0.01）。
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表 1 不同浓度Manumycin对 Dex诱导 GH（+）细胞百分比和 GH分泌量的影响

Table 1 Effect of different concentrations of Manumycin on Dex-induced GH (+) cell frequency and GH secretion

表 2 Dex与 bFGF对胚胎垂体细胞增殖的影响

Table 2 Effect of Dex and bFGF on embryonic pituitary cell proliferation

分组

(Grouping)

胚胎垂体细胞的数量

(The number of embryonic pituitary cells)

A

B

C

100.00± 0.00

99.50± 7.77*

149.00± 10.42※

*注：A，B，C分别代表对照组，Dex组，bFGF组，胚胎垂体细胞在含有 Dex（50 nmol/L）或 bFGF(10-6 mol/L)的培养液中培养 48 h，

bFGF能显著增加胚胎垂体细胞的数量（※P<0.01），而 Dex不能增加胚胎垂体细胞的数量（*P>0.05）。

*Note: A,B,C represents the control group, Dex group, bFGF group, embryonic pituitary cells containing Dex (50 nmol / L) or bFGF (10-6

mol / L) in the culture medium cultured 48 h, bFGF can significantly increase the number of embryonic pituitary cells (※ P <0.01), while

Dex does not increase the number of fetal cells in the pituitary (* P> 0.05).

图 1 Manumycin对 Ras蛋白磷酸化的影响

Fig.1 The impact of Manumycin on the Ras protein phosphorylation

*注：Dex能明显增加 Ras的磷酸化表达水平。在加入Manumycin抑制剂后，Ras的磷酸化表达水平均显著降低（*P<0.01与对照组相比，*P<0.01

与 Dex相比）。

* Note: Dex significantly increased the expression level of phosphorylation of Ras. After addition of Manumycin inhibitors, Ras phosphorylation

expression levels were significantly reduced (* P <0.01 compared with control group, * P <0.01 compared with Dex).

3讨论

大鼠胚胎垂体生长激素细胞的分化在下丘脑 -垂体 -肾上
腺轴和下丘脑 -垂体 -甲状腺轴的调节下可以分为两个阶段[8]：

第一阶段是生长激素细胞的早期分化，发生在大鼠胚胎 E19之

前。这一时期 Pit-1阳性垂体祖细胞分化为生长激素细胞，生长

激素细胞数量明显增加，生长激素分泌量增加不明显。在第二

阶段是 E19以后，生长激素细胞的分化成熟。整个分化过程受
到各种细胞内和细胞外因子的影响。目前基础实验已经证实：

糖皮质激素、甲状腺激素、NO、维甲酸、盐皮质激素、热休克蛋

白 -90（HSP-90）[9]等均可以诱导生长激素细胞的分化。

在胚胎早期的发育过程中，糖皮质激素分别是由母体本身

*注：A，B，C，D，E分别代表对照组，Dex组，Dex+0.5组，Dex+5组，Dex+50组。覮P<0.05，与对照组相比；覭P<0.05，与 Dex相

比；§ P<0.05，与 Dex + 0.5组相比；※P>0.05，与 Dex + 5组相比。

*Note: A,B,C,D,E represents the control group, Dex group, Dex +0.5 group, Dex +5 group, Dex +50 group. Compared 覮P <0.05,

with the control group; 覭 P <0.05, compared with Dex; § P <0.05, compared to Dex + 0.5 group; ※ P> 0.05, compared to Dex + 5

groups.

分组

Grouping

GH细胞百分比（%）

Percentage of GH cells（%）

GH分泌量(ng/mL)

GH secretion(ng/mL)

垂体细胞总数（105/ mL）

The total number of pituitary cells

（105/ mL）

A

B

C

D

E

6.35± 0.37

14.18 ± 0.74覮

13.64 ± 0.97覮

9.24 ± 0.58覮覭§

8.94 ± 0.80覮覭§※

6.95± 0.28

18.61 ± 0.47

17.27 ± 0.78

12.45 ± 0.71覮覭§

11.47 ± 0.90覮覭§※

213.75 ± 14.5

212.00 ± 13.98

208.25 ± 10.05

205.00 ± 12.88

207.25 ± 9.95
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通过胚胎胎盘和肾上腺组织提供，最初能够在胚胎发育的第

16天（E16）检测到。最大分泌量出现在第 19天（E19）。同时，生

长激素细胞在 E19时期也急剧增加，提示糖皮质激素的体内浓

度变化影响着生长激素细胞的分化[10]。作为糖皮质激素的代表，

我们的早期实验结果也已经证实了，地塞米松能够在体外诱导

胎鼠生长激素细胞发生分化，并且只有在地塞米松达到 5

nmol/L浓度时才开始起作用[6]。在本实验中，我们选择生长激

素细胞分化活跃的 E18时期的胎鼠垂体细胞，通过加入地塞米

松（50 nmol/L）诱导后，生长激素阳性细胞百分比以及生长激素
的分泌量都有显著提高，这说明了在体外实验中，细胞外界加

入的地塞米松通过了某种信号转导通路，将胞外的刺激信号转

移至细胞内，从而引起了生长激素细胞的分化以及生长激素的

分泌过程。

Bossis I等人通过在地塞米松诱导生长激素细胞分化的过
程中，加入 PKA和 PKC蛋白的激活剂和抑制剂进行预处理

后，发现诱导分化效果并没有受到影响。同时通过加入

Ras-GTPase蛋白特异性抑制剂手性霉素（Manumycin）预处理

后，地塞米松诱导生长激素细胞分化的作用明显减弱。因此

Bossis I 等人首先排除了与 PKA 和 PKC 有关的信号转导通
路，初步推断以 Ras蛋白介导的信号转导通路可能是地塞米松

诱导生长激素细胞分化的信号转导通路[11]。

Ras蛋白作为一种多功能性细胞因子，参与细胞内多种信

号转导通路。在 Ras蛋白从胞浆转移定位到胞膜的过程中，依

次经过转录、翻译和修饰后转变成为具有生物活性的形式，从

而启动下游途径。本实验通过加入 Ras蛋白抑制剂 Manumycin

发现，Dex诱导大鼠胚胎垂体 GH细胞的分化作用减弱，并呈

现一定的量效关系。这个结果提示我们，Ras蛋白可能是 Dex

诱导 GH细胞分化的中间蛋白之一。

另外，在正常情况下，位于细胞膜内侧面的 Ras蛋白可与
GTP/GDP结合，并且具有较高的亲和力。胞内的 Ras蛋白大多
处于 Ras-GDP状态，当它受到外界刺激时，GTP取代 GDP与
Ras结合生成活化的 Ras-GTP状态。激活后的 Ras蛋白可以与

其相应的下游效应分子作用，从而调控各种信号的传递 [12]。

Manumycin具有较强特异性的法尼基转移酶抑制作用，它通过

阻断 Ras蛋白的法尼基化修饰以及 Ras蛋白结合定位于细胞
膜内侧，使其不具有生物学活性[13]。我们的实验证实，在Manum-

ycin抑制 Ras蛋白的过程中，Ras总蛋白的含量并没有明显变

化，但是活化的 Ras蛋白，即GTP-Ras的含量显著减少（P<0.01）。

这表明，Manumycin在抑制了 Ras蛋白的法尼基化修饰后，降

低了磷酸化的 Ras蛋白，使得 Dex诱导 GH细胞的分化和 GH

分泌的作用减弱。总之，我们的实验结果证实 Ras蛋白在地塞

米松诱导垂体生长细胞分化过程发挥重要作用，但是其具体机

制还尚不清楚。目前已知 Ras信号转导通路的下游转导通路主
要有MAPK家族（ERK1/EK2、JNK1/JNK2[14-16]和 p38MAPK[17-19]）、

PI3K/Akr和 FAK蛋白[20]，Ras蛋白究竟是通过下游那些蛋白发
挥作用，我们将今后继续研究，这将进一步认识糖皮质激素诱

导垂体生长激素细胞分化的机制。

综上所述，本实验运用了免疫荧光、放免分析和 western
blot等实验方法，首次证实了 Ras在糖皮质激素诱导 GH细胞

分化中的重要作用，从而初步推断出在糖皮质激素诱导生长激

素细胞分化的过程中，可能存在一种或多种中间蛋白，通过

Ras信号转导通路发挥作用，这对于系统的研究糖皮质激素诱

导 GH细胞分化的机制奠定了基础。
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