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  摘 要:目的 探讨继发性甲状旁腺功能亢进(sHPT)模型中生长抑素受体1(SSTR1)基因表达的作用机

制研究。方法 建立sHPT,慢病毒包装SSTR1,分为对照组、sHPT组和SSTR1组。实时定量荧光PCR
(qPCR)和蛋白质印迹法测量在大鼠的整个喉部区域中SSTR1和甲状旁腺激素(PTH)水平;免疫印迹法检测

PTH水平。蛋白质印迹法在大鼠喉部区域中检测经细胞外信号调节激酶1/2(ERK1/2)水平。结果 与对照

组比较,sHPT组SSTR1
 

mRNA和蛋白水平降低,PTH 水平升高(P<0.05)。与sHPT组比较,SSTR1组

SSTR1
 

mRNA和蛋白水平升高,PTH
 

mRNA和蛋白降低(P<0.05),此外,免疫组化结果显示与sHPT组比

较,SSTR1组的PTH 水 平 降 低(P<0.05)。与 对 照 组 比 较,sHPT组 ERK1/2水 平 升 高,而 过 水 平 降 低

ERK1/2的水平。结论 过表达SSTR1后PTH 水平降低,抑制ERK1/2水平,对sHPT的发展具有保护

作用。
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  甲状旁腺激素(PTH)可调节血清钙和磷酸盐水

平以及骨骼强度,PTH 基因表达,PTH 分泌和甲状

旁腺细胞增殖由血清钙和磷酸盐决定[1]。膳食缺钙

和实验性慢性肾脏病(CKD)可导致继发性甲状旁腺

功能亢进(sHPT),其特征是PTH
 

mRNA水平升高、
血清PTH和甲状旁腺细胞增殖。钙的消耗和CKD
会导致PTH

 

mRNA水平的变化,影响其稳定性[2]。
生长抑素(SST)是一种神经肽,以两种生物活性

形式存在(SST-14和SST-28),它广泛分布在整个神

经系统和外周内分泌组织中,充当神经递质和神经激

素[3]。SST也称为生长激素释放抑制因子(SRIF),是
一种在整个中枢神经系统中高度表达的神经调节剂,
并被证明在神经退行性疾病的病理学中起着至关重

要的作用。SST的作用由5种受体亚型介导,这些受

体由5条不同染色体上的5个基因编码,并且是G蛋

白偶联受体的一部分,通过其发挥其生物学作用,调
节生长抑素受体亚型(SSTR1-5)

 

影响运动、行为、感
觉、自主神经和认知功能[4]。有研究显示在恶性甲状

腺疾病中,SSTR1、3和5已被证明是可表达的,放射

性标记的类似物已被证明可以评估恶性疾病的存在

和程度,在显示受累的亚临床淋巴结方面特别有

用[4]。SSTR1在介导抗增殖作用方面起着主导作用,

SSTR1激活抑制激素分泌和细胞活力[5]。但有关于

SSTR1在sHPT中作用尚未清楚。本研究旨在探讨

sHPT模型中SSTR1基因表达的作用机制研究。

1 材料与方法

1.1 动物和分组 SD雄性大鼠(100~120
 

g)随机分

为对照组、sHPT组和SSTR1组,对照组:饲喂日常

饲料,sHPT 组 和 SSTR1组:0.75%腺 嘌 呤、高 磷

(3.0%)
 

7
 

d诱导CKD,并低钙的消耗导致sHPT模

型(sHPT组)。SSTR1组为sHPT的基础上慢病毒

包装SSTR1;第7天使用 QuantiChrom 钙磷酸盐测

定试剂盒(生物测定系统)测定血清中钙、磷和肌酐的

生化指标,sHPT组和SSTR1组:血清肌酐升高,血
清磷酸盐无变化,血清甲状旁腺素增加。SSTR1组为

sHPT的基础上慢病毒包装SSTR1;对照组血清钙、
血清磷、血清甲状旁腺素、血肌酐分别为(10.5±0.4)

mg/dL、(10.9±0.25)mg/dL、(66±22)pg/mL、
(0.28±0.02)μmol/L;sHPT组为(4.8±0.5)

 

mg/

dL、(9.9±0.3)mg/dL、(338±113)pg/mL、(0.72±
0.09)μmol/L;SSTR1组分别为(4.9±0.6)

 

mg/dL、
(9.8±0.4)mg/dL、(339±112)pg/mL、(0.71±
0.08)μmol/L所有动物实验都得到了动物保护和使

用机构委员会的批准(STD-20221209)。

1.2 慢病毒包装SSTR1 将大鼠SSTR1基因序列

(GenBank:NM
 

009216.3)克隆到PCDH-MSC-T2A-
copGFP-MSCV 质 粒 表 达 载 体 中,构 建 PCDH-
SSTR1-T2A-copGFP-MSCV重组表达载体。后将序

列正确的 PCDH-SSTR1-T2A-copGFP-MSCV 重 组

质粒包装成慢病毒,重组质粒与包装系统pPACK混
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合,将含有高浓度慢病毒(108
 

PG/p24)和聚苯乙烯(4
 

μg/mL)的混合物以0.25
 

mL/min的速度腹腔注射

于大鼠,每天1次,连续7
 

d。对照组小鼠注射等量的

无菌生理盐水(0.9%),连续注射7
 

d。

1.3 实时定量荧光PCR(qPCR) 切除大鼠的整个

喉部区域,并在液氮中快速冷冻以进行RNA提取,使
用RNAiso

 

Plus试剂提取总RNA,通过PrimeScript
 

RT
 

Master
 

Mix试剂盒反转录为cDNA,GAPDH 作

为内参,每个样本3个复孔。引物通过生工生物工程

(上海)股份有限公司合成,数据处理根据公式2-ΔΔCt

计算两组间目的基因相对表达含量的变化。

1.4 蛋白质印迹法分析 使用BCA蛋白质测定试

剂盒(中国上海Sangon
 

Biotech)测定蛋白质浓度。使

用SDS-PAGE分离等量的样品蛋白(20
 

μg)并转移到

聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。用5%脱脂牛奶试剂封

闭膜,后与一抗在4
 

℃下孵育12
 

h。通过与辣根过氧

化物酶偶联二抗(中国上海Sangon
 

Biotech)孵育来检

测蛋白质条带,并用增强型化学发光试剂(中国江苏

Beyotime)可视化。

1.5 免疫组化 切除大鼠的整个喉部区域,并在液

氮中快速冷冻固定在4%多聚甲醛过夜,在PBS缓冲

液中洗涤两次后,将组织包埋在石蜡中,并在 Microm
 

HM360切片机上的喉横平面上切割50~80个5
 

μm
厚的连续切片。切片进行脱蜡,再水化,在37

 

℃的

HCl中孵育30
 

min,以待DNA变性。在PBS缓冲液

中洗涤后,用0.01%胰蛋白酶在37
 

℃处理3
 

min,用
20.00%兔血清阻断后,用1∶50稀释的大鼠单克隆

抗体室温孵育2
 

h。用生物素化兔抗大鼠血清(1∶
200);在室温下放置30

 

min切片在碱性磷酸酶结合

亲和素生物素复合物(Vector)中孵育30
 

min。以

NBT/BCIP
 

(Sigma)为酶底物进行抗brdu染色。最

后,切片用核速红反染,脱水,裱片。

1.6 统计学处理 采用SPSS21.0统计软件进行数

据分析,计数资料以百分率表示,数据比较采用χ2 检

验;计量资料以x±s表示,数据比较采用t检验。多

组间差异通过单因素方差分析,数据表示为来自3个

独立实验。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 SSTR1在sHPT 模型中的表达 为了研究

SSTR1在sHPT模型中表达,与对照组比较,结果显

示sHPT组SSTR1
 

mRNA和蛋白表达降低,以及与

对照组比较,sHPT组PTH
 

mRNA和蛋白升高,差
异有统计学意义(P<0.05),见图1。

2.2 过表达SSTR1对sHPT模型中PTH的作用 
本研究探究了过表达SSTR1对sHPT模型中PTH
的作用。与sHPT组比较,SSTR1组SSTR1

 

mRNA
和蛋白表达升高,以及与sHPT组比较,SSTR1组

PTH
 

mRNA和蛋白降低,此外,免疫组化结果显示与

sHPT组比较,SSTR1组的PTH表达降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。见图2。
 

  注:A~B为qPCR检测sHPT模型中表达SSTR1及PTH表达。C~E为蛋白印迹法检测sHPT模型中表达SSTR1及PTH表达。与对照

组比较,*P<0.05。

图1  SSTR1在sHPT模型中的表达
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  注:A~B为qPCR检测sHPT模型中表达SSTR1及PTH表达。C~E为蛋白印迹、检测sHPT模型中SSTR1及PTH表达。F为免疫组化

检测sHPT模型中SSTR1及PTH表达。与对照组比较,*P<0.05;#P<0.05。

图2  过表达SSTR1对sHPT模型中PTH的作用

2.3 SSTR1对sHPT模型中细胞外信号调节激酶

1/2(ERK1/2)的作用 结果显示,与对照组比较,

sHPT 组 ERK1/2 表 达 升 高,而 SSTR1 组 降 低

ERK1/2的表达,差异有统计学意义(P<0.05),见
图3。

  注:与对照组比较,*P<0.05;#P<0.05。

图3  SSTR1对sHPT模型中ERK1/2的作用

3 讨  论

  sHPT以钙磷代谢异常、甲状旁腺增生和PTH
分泌增加为特征,CKD常见于维生素 D缺乏症的

sHPT患者以及怀孕和哺乳期的sHPT患者,随着病

情进 展,CKD 患 者 血 钙、磷 和 完 整 甲 状 旁 腺 激 素

(iPTH)水平异常的发生率增加,iPTH水平的显著升

高与死亡率、住院率和自发性骨折发生率的增加显著

相关[6]。研究显示钙耗竭或CKD导致的sHPT患者

PTH
 

mRNA水平升高[7]。SST是一种多肽,广泛分

布在神经系统、胃肠道和内分泌细胞中,SST可以调

节各种生理过程,如促吸收、反分泌和抗增殖[8]。生

长抑素通过与其受体(SSTRs)的相互作用触发其下

游生物反应,多个SSTR在各种细胞中异质表达,不
同的受体激活具有不同的作用[9]。本研究结果显示

SSTR1在sHPT中表达降低,过表达SSTR1后PTH
表达降低,SSTR1处理抑制ERK1/2表达,对sHPT
的发展具有保护作用。SST还可从中枢神经系统、炎
症和免疫细胞、胰腺、视网膜神经元和上皮细胞中释

放,SST具有抗炎、抗分泌和抗增殖作用,生长抑素抑

制垂体生长激素释放的主要作用归因于 SSTR1,
SSTR亚型存在于垂体,甚至存在于单个垂体细胞中,
最近,有研究表明SSTR1特异性生长抑素-14

 

(SST-
14)类 似 物 介 导 电 压 操 作 钙 通 道 的 抑 制,这 表 明

SSTR1很可能参与抑制激素释放[5]。在甲状腺癌中,
最常表达的SSTR是SSTR5,表达最强的是SSTR1。
生长抑素至少有两种受体依赖性机制通过SSTRs引
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起抗增殖作用,一种是通过抑制生长因子受体激酶的

有丝分裂信号传导,由于细胞周期进展的停滞而引起

生长迟缓,其次,形态学和流式细胞术研究证实了凋

亡细胞死亡的诱导[10]。SSTR1的活化导致视网膜母

细胞瘤肿瘤抑制蛋白Rb,p21和G1细胞周期停滞,
另一组已经表明,生长抑素与SSTR-1的结合会上调

p27,从而导致G中的细胞周期停滞0-G1阶段,随后

是细胞凋亡[11]。人内分泌肿瘤通常以不同的强度表

达生长抑素受体SSTR1~5,研究显示SSTR
 

1~5在

垂体腺瘤、脑肿瘤、肾上腺肿瘤和胃肠道(NET)神经

内分泌肿瘤中分布[12]。此外,研究还涉及甲状腺肿瘤

中SSTR的表达,但它们主要局限于滤泡旁C细胞-
衍生 的 甲 状 腺 髓 样 癌(MTC)[13]。SSTR1检 测 在

sHPT中的研究仍然很少。本研究结果显示SSTR
 

1
在sHPT中表达降低,过表达SSTR1后PTH表达降

低。这提示生长抑素多配体类似物或选择性SSTR1
激动剂可用于甲状腺肿瘤治疗。此外,有研究表明

SSTR1抑制细胞生长,其相关途径涉及 SHP1/2、
ERK1/2和p27/p21信号传导[14]。有研究表明,小鼠

SSTR1与SHP-1/2相互作用,并通过Ras、Rap-1和

B-Raf依赖性信号通路刺激 ERK1/2激活,激活的

ERK1/2导致p27的诱导基普1、抑制细胞周期蛋白

E-cdk2激酶活性和细胞周期停滞[15]。有研究确定
 

SST/SSTR1
 

的配对调节器通过
 

ERK1/2
 

轴起作用,
在胶质瘤中,SST被证明能够通过破坏ERK1/2磷酸

化来抑制神经胶质瘤细胞的增殖[16]。此外,有研究发

现SSTR1通过抑制ERK1/2在癌细胞中发挥细胞抑

制作用,SSTR1可以通过抑制ERK1/2轴来对抗退

行性神经系统疾病的运动障碍[17]。本研究结果发现

过 表 达 SSTR1 时,ERK1/2 显 著 降 低。这 表 明

SSTR1对sHPT的发展具有保护作用。综上所述,
SSTR1在sHPT中表达降低,过表达SSTR1后PTH
表达降低,SSTR1处理抑制ERK1/2表达,对sHPT
的发展具有保护作用。
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