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rh-GH在促进大鼠创面愈合中的作用研究 *
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摘要 目的：通过在大鼠背部创面周围局部注射 rh-GH（重组人生长激素，Recombinant Human Growth Hormone）来调控创面局部

GH（生长激素，Growth Factor）水平，观察 GH在创面愈合中的作用，并对其可能机制进行进一步研究。方法：在 SD大鼠背部制作

创面，创周定期注射不同浓度 rh-GH，观察并分析创面愈合速度差异；选取 rh-GH的最适浓度进行创周注射并定期取材，以West-

ern-Blot检测创周组织中 GH蛋白水平，并以 RT-PCR检测创周组织中 EGF（表皮生长因子，Epidermal Growth Factor）、FGF（成纤

维细胞生长因子，Fibroblast Growth Factor）、VEGF（血管内皮细胞生长因子，Vascular Endothelial Growth Factor）的表达变化。结

果：三个注射不同剂量 rh-Gh的实验组大鼠创面平均愈合时间由快至慢依次为 16.5± 1.5天、17.1± 2.9天、18.5± 1.5天，与注射生

理盐水的对照组平均愈合时间 21.7± 2.3天相比均明显增快，差异有统计学意义（P<0.05）。创缘组织中 GH的Western-Blot结果

显示对照组 GH水平在创面形成初期升高，但伤后 4天开始 GH表达水平即逐渐下降，而 rh-GH注射组的 GH水平在创面形成后

逐渐升高，并维持 GH在高表达水平。检测创周组织中 EGF、FGF、VEGF的 RNA转录水平，PCR结果显示实验组各生长因子的基

因转录水平在伤后 2天起即明显高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论：1.创伤初期创面周围组织中 GH表达水平呈现

一过性升高然后逐渐下降的过程；2.创面周围注射 rh-GH可以提高组织中 GH水平，并减少创面愈合时间；3.GH可以提高皮肤组

织中 EGF、FGF、VEGF水平，间接促进创面上皮化，加快创面愈合。
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Research on the Role of rh-GH in Promoting Wound Healing in Rats*

To control the level of GH in the wound area by injecting the rh-GH around the wound on the back of rats

and to investigate the effects and the mechanisms of GH on wound healing. The wounds were made on the back of SD rats.

Different concentrations of rh-GH were injected around the wounds periodically. The differences of wound healing rate were observed

and analyzed to determine the optimum concentration of rh-GH. The tissue around the wound was collected for detection. The level of

GH protein was analyzed by Western-Blot, and the EGF, FGF and VEGF expression were detected by RT-PCR. The averge

healing time of wounds in three experimental groups with different doses of rh-Gh was 16.5± 1.5 days, 17.1± 2.9 days and 18.5± 1.5

days. Compared with the control group injected with normal saline, the healing rate of rh-GH group was significantly faster, the differ-

ence was statistically significant (P<0.05). The Western-Blot of GH in wound edge tissue showed that the GH level of control group in-

creased at the initial stage of wound, but began to decrease at 4 days after injury. The GH level of rh-GH group increased and maintained

at a high stage gradually after injury. The RT-PCR results showed that the transcription level of EGF, FGF, VEGF in rh-GH group were

significantly higher than that in the control group from 2 days after injury, the difference was statistically significant (P<0.05).

1）. The expression of GH in the tissue around the wound in the early stage of trauma shows a transient increase and then a gradual de-

crease; 2）. Injection of rh-GH around the wound can increase the level of GH in the tissue and reduce the wound healing time; 3）. GH

can improve the level of EGF, FGF and VEGF in skin tissue, indirectly promote wound epithelization and accelerate wound healing.

Wound healing; Growth facter; EGF; FGF; VEGF

*基金项目：国家自然科学基金项目（81501684）

作者简介：王克甲（1986-），本科，主治医师，主要研究方向：烧伤与创面愈合的分子生物学研究，

电话：029-84775298，E-mail: zaitianyifang000@126.com

△ 通讯作者：胡大海，教授，博士生导师，主要研究方向：危重烧伤病理生理机制的细胞分子生物学研究，E-mail: hudhai@fmmu.edu.cn

（收稿日期：2018-01-31 接受日期：2018-03-23）

前言
在临床上常见各种皮肤软组织损伤，主要包括外伤、手术

等急性创面以及糖尿病足、褥疮等慢性创面。创面愈合包含多
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个病理生理进程，需要多种炎症因子和生长因子的调节，也需

要角质形成细胞、成纤维细胞、血管内皮细胞等多种细胞的参

与[1,2]。如何能促进创面愈合一直是国内外学者的研究重点。因

此，通过深入了解创面愈合的机制进行进一步的研究，探索促

进创面愈合的新途径是目前急需解决的重大临床问题之一。

重组人生长激素[3,4]是人类基因工程技术生产的生长激素

类药物。生长激素有促进生长发育、改善危重患者机体蛋白质

代谢等功能[5,6]，目前已有注射用重组人生长激素进入临床，用

于治疗生长激素缺乏症、烧伤或创伤后高代谢状态、脓毒症等

疾病。在基础研究方面，有研究证实，rh-GH可以促进烧伤创面

愈合、有利于成纤维细胞的增殖和角质形成细胞的迁移等等[7,8]。

但是以往针对 rh-GH的研究主要集中在 GH缺乏疾病的治疗
[9,10]、重大创伤后机体蛋白质代谢 [11]、烧伤创面治疗[12]等等，对

GH和创面愈合的研究相对较少。同时对于 GH和创面的关系

多数停留在临床效果观察的方面，有必要更深一步探讨 GH和

创面愈合的关系。因此，本实验拟通过动物实验观察对比使用

rh-GH与否对创面愈合的影响，并检测创周组织中 EGF、FGF、

VEGF以研究 rh-GH对创面局部生长因子水平的影响。希望通

过本实验能够丰富 rh-GH对创面愈合过程的理论研究，为更深

一步的机制研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

SD大鼠来自空军军医大学实验动物中心。重组人生长激

素购自美国 ScienCell公司。戊巴比妥钠来自美国 Sigma公司。

兔抗大鼠 GH单克隆抗体购自美国 Abcam公司。小鼠抗大鼠

茁-actin多克隆抗体、BCA蛋白定量试剂盒、SDS-PAGE凝胶试
剂盒、反转录反应试剂盒、SYBR Green荧光定量试剂盒均购自

北京康为世纪生物科技有限公司。大鼠血清白蛋白 elisa试剂

盒购自武汉博士德生物工程有限公司。RIPA强裂解液购自碧

云天生物技术有限公司。Trizol试剂购自 Invitrogen公司。

1.2 方法

1.2.1 实验动物及分组 健康 SPF 级雄性 SD 大鼠，体重

220-250 g。饲养条件：温度 25-28℃，湿度 40%-50%，适应性饲

养一周后用于实验。动物实验符合国家技术委员会《实验动物

管理条例》。SD大鼠背部以硫化钠脱毛 24 h后，腹腔内注射

1%苯巴比妥钠（40 mg/kg）麻醉，在大鼠背部中央切除 2× 2 cm2

全层皮肤制作创面。40只 SD大鼠以随机数字表法分为 4组（3

个实验组、1个对照组），实验组采用 "四点注射法 "在创面周

围注射 rh-GH 溶液 1 mL，3 个实验组注射剂量分别为 0.2 I-

U/kg、0.4 IU/kg、0.6 IU/kg，对照组在大鼠背部创面周围注射生

理盐水 1 mL。记录并比较创面愈合率直至创面完全愈合。

1.2.2 Western-Blot检测 实验组及对照组于创后第 0、3、6、

9、12、15天每组各处死 5只大鼠，留取两组创面相同部位创缘

全层皮肤，宽约 2 mm，液氮速冻。研钵中研碎组织转 EP管中，

每管加入含 1% PMSF的 RIPA蛋白裂解液 400 滋L，混合均匀
后冰上裂解 30 min。以 4℃ 12000 rpm离心 10 min，吸取上清

液 400 滋L转入新的 EP管中。BCA试剂盒进行蛋白定量后，每

个蛋白样本中加入 1/4体积 5× 蛋白上样缓冲液，100℃煮样

10 min，冷却后 -20℃冰箱保存。配置 10%分离胶，每孔加样量

为 50 滋g，浓缩胶 90 V、分离胶 110 V直至电泳结束。湿转法于

冰浴下 100 V将蛋白质转移到聚偏二氟乙烯膜（PVDF膜），随

后将 PVDF膜置于 TBST配制的 6%脱脂奶粉溶液中室温封闭

2 h，再以 TBST洗涤后放入一抗，4℃冰箱过夜。以 TBST洗涤

PVDF膜 5 min× 3次，再放入 1:2000稀释的辣根过氧化物酶

标记二抗中，37℃条件下孵育 1 h，再以 TBST洗涤 5 min× 3

次。配置 ECL化学发光检测试剂，在凝胶成像系统内发光并

分析。

1.2.3 合成 cDNA、实时定量 PCR 皮肤组织中提取 RNA并

定量，进行反转录，反应体系如下：dNTP Mix 4 滋L，Primer Mix

2 滋L，RNA Template 2 滋g，5× RT Buffer 4 滋L，DTT 2 滋L，Hi-
FiScript 1 滋L，RNase-Free Water补足 20 滋L。反应条件为 42℃

15 min→85℃ 5 min。反应完毕后将合成的 cDNA以双蒸水稀

释 10倍。qRT-PCR反应体系为 20 滋L：2× UltraSYBR Mixture

10 滋L，Forward Primer 0.5 滋L，Reverse Primer 0.5 滋L，cDNA 4

滋L，dd-H2O 5 滋L。反应条件：95℃ 10 min→95℃ 15 s→60℃

1 min，融解曲线分析 40 - 45个循环。以 GAPDH为内参，采用

比较 Ct法计算目的基因表达差异，每个样品设置 3个复孔，实

验重复 3次。引物序列见表 1。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件进行分析，计量资料以均数± 标准差

（x± s）表示，检验方法使用单因素方差分析及两样本 t检验。当

P<0.05为差异有统计学意义，检验水准琢= 0.05。

2 结果

2.1 注射 rh-GH对大鼠创面愈合的影响

观察 SD大鼠背部创面愈合过程显示，control组创面完全

愈合需要 21.7± 2.3天，0.2 IU/kg rh-GH 组需要 18.5± 1.5 天，

0.4 IU/kg rh-GH 组 17.1± 2.9 天，0.6 IU/kg rh-GH组 16.5± 1.5

天。经统计学分析，与 control组相比，注射 rh-GH后创面愈合

时间缩短，差异有统计学意义（P<0.05）。但是在 rh-GH不同剂

量组之间比较，愈合时间并没有统计学差异（P>0.05）（图 1）。选

取 0、2、4、7、14天低剂量组与对照组的创面照片进行比较，可

以看出 rh-GH注射组的创面愈合速度明显快于对照组，且差异

有统计学意义（图 2，图 3）。计算愈合面积后发现在各时间点实

验组创面积均明显小于对照组，差异有统计学意义（P<0.05），

进一步证明了 rh-GH可以促进创面愈合。

表 1 GAPDH、EGF、FGF、VEGF引物序列

Table 1 Primer sequence of GAPDH, EGF, FGF and VEGF

Primer Sequence

GAPDH-Forward 5'-GCCACAATCAAGGCTGAGCAT-3'

GAPDH-Reverse 5'-ATGGTCGTGAAGGCGCCAGTA-3'

EGF-Forward 5'-GGGACTTGTGCCGGTAAGTA-3'

EGF-Reverse 5'-CTTAAGCAAACACGCACACC-3'

FGF-Forward 5'-AGTTGGTATGTGGCACTGAA-3'

FGF-Reverse 5'-GTATAGCTTTCTGCCCAGGTC-3'

VEGF-Forward 5'-GGCAGCTTGAGTTAAACGAAC-3'

VEGF-Reverse 5'-TGGTGACATGGTTAATCGGTC-3'
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2.2 大鼠创周组织中 GH蛋白水平变化

设置低剂量 rh-GH注射组和对照组，在第 0、2、4、7、14天

处死大鼠并于创缘取材，提取组织蛋白并行 Western-Blot实

验，结果显示生理盐水注射组及 rh-GH注射组的 GH水平在伤

后 4 d内均呈逐渐升高趋势，但对照组 GH水平随后逐渐下降，

而 rh-GH注射组仍维持在高水平（图 4，图 5）。

2.3 大鼠创周组织中 EGF、FGF、VEGF基因转录变化

设置低剂量 rh-GH注射组和对照组，在第 0、2、4、7、14天

处死大鼠并于创缘取材，提取 RNA行 RT-PCR实验，结果显示

大鼠背部全层皮肤缺损后，EGF、FGF和 VEGF的基因转录水

平均明显高于对照组，对照组和实验组差异有统计学意义

（P<0.01）（图 6）。

3 讨论

创面愈合是在多种细胞及细胞因子共同调控下完成的复

杂过程。在临床上，创面愈合主要分为炎症反应、上皮化及创面

收缩、胶原沉积及重塑这三个相互影响而不可分割的过程[13]，

图 1 对照组和各 rh-GH实验组大鼠创面愈合天数

Fig. 1 The healing time of control group and rh-GH groups in rats

Note: Compared with the control group, the healing time of the rh-GH

group is accelerated obviously (*P<0.05, n=10), but there is no statistically

significant differences in the healing time between the rh-GH groups.

图 2 对照组和 rh-GH组各时间点创面愈合情况对比

Fig. 2 Contrast of wound healing in the control group and rh-GH group at each time point

图 3 对照组和 rh-GH组各时间点相对剩余伤口面积对比

Fig.3 Contrast of residual wound area at each time point in control group

and rh-GH group

Note: The relative residual wound area (residual wound area / initial wound

area) of rh-GH group is significantly smaller than that of the control group,

and the difference is statistically significant (**P<0.01, n=5).

而角质形成细胞增殖和迁移、血管内皮细胞增殖、创面收缩等

在创面愈合中发挥了至关重要作用，但是其具体调控机制众说

纷纭，许多学者亦在不断寻找关键靶点。我们知道，创面愈合过

程中需要多种激素调节及细胞因子的参与[14,15]，在这些影响因

素中激素的作用无疑是具有针对性的，其中 GH的促生长作用

则最为显著[16]。在既往的研究中发现，GH具有增加肌肉重量、

促进脂肪分解等作用 [17-19]，还可以通过激活生长激素受体

（growth hormone receptor,GHR）以及增加胰岛素样生长因子

（Insulin-like Growth Factor, IGF）的表达增加骨骼肌葡萄糖摄取

和减少肝脏糖异生[20]。同时在动物和细胞培养研究以及临床数

据均表明，rh-GH可以促进伤口愈合[21,22]。比如在一项关于烧伤

患者应用 rh-GH的临床实验中显示，rh-GH可以使成人和儿童

的烧伤创面和供体部位更快愈合[23]，另一项研究中发现，rh-GH

可以使咽瘘大鼠模型的创面胶原形成和上皮化水平升高，加速

咽瘘的闭合[24]。在本试验中，当大鼠背部创面制作完成后，连续

监测大鼠创面周围组织中 GH水平，发现对照组 GH水平有升

高趋势，与上述研究中的观点相一致。实验中，实验组应用
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图 4 对照组各时间点创周组织中 GH水平变化

Fig. 4 GH level of the tissue around the wound at each time point in control group

Note: The protein level of GH byWestern-blot, relative GH/GAPDH ratioswere determined by Image J densitometric analysis (**P<0.01, n=5).

图 5 rh-GH组各时间点创周组织中 GH水平变化

Fig. 5 GH level of the tissue around the wound at each time point in rh-GH group

Note: The protein level of GH byWestern-blot, relative GH/GAPDH ratios were determined by Image J densitometric analysis (*P<0.05, **P<0.01, n=5).

图 6 创周组织中 EGF、FGF、VEGF的 mRNA表达情况

Fig. 6 The mRNA expression of EGF, FGF and VEGF in the tissue around the wound

Note: A: The mRNA expression of EGF in the control group and rh-GH group (**P<0.01, n=5) B: The mRNA expression of FGF in the control group and

rh-GH group (**P<0.01, n=5) C:The mRNA expression of VEGF in the control group and rh-GH group (**P<0.01, n=5).

rh-GH的情况下，大鼠皮肤全层缺损创面周围组织 GH水平较

对照组明显增高，同时观察到大鼠背部创面的愈合过程明显加

快，证实了 GH有促进组织生长、加速创面愈合的功能。本实验

有别于 rh-GH促进烧伤创面愈合的研究在于 rh-GH是局部注

射应用。相较于全身应用，局部注射 rh-GH可以明显提高局部

组织中 GH的浓度。

研究表明，多种细胞因子包括生长因子、淋巴因子、集落刺

激因子（CSF）、转化生长因子（TGF）等均在在创面愈合中发挥

着作用 [25,26]。其中 EGF主要功能为促进创面表皮细胞增殖[27]，

FGF则具有促进中胚层和外胚层来源的组织细胞如成纤维细

胞、血管内皮细胞和神经细胞的存活与生长的作用[28]，VEGF更

是一种高度特异性的促进血管内皮细胞增殖的生长激素[29]。为

探讨 GH与这三种生长激素的分泌水平相关性，我们检测了大

鼠创面模型中 EGF、FGF和 VEGF的水平，结果提示 rh-GH组

的三者水平相较于对照组均有不同程度的增高。对照组的

EGF、FGF、VEGF水平在伤后表达逐渐增高，在伤后第4-7天达

到表达峰值，随后逐渐下降，而 rh-GH组中三种细胞因子的表

达水平在伤后迅速升高，表达峰值延长至 7-10天，随后虽有下

降趋势，但总体水平仍远高于对照组。本实验一方面说明了

EGF、FGF、VEGF与创面愈合有关，且表达水平与创面愈合速

度呈正相关，另一方面探讨了 GH在促进创面愈合过程中的机

制，即 GH可以通过提高 EGF、FGF、VEGF的水平来促进组织

生长，加速上皮化进程。

目前对于 GH的功能研究已经较为详尽，但 rh-GH作为一
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种激素类药物，其功能并不能仅限于治疗 GH缺乏导致的侏儒

症以及用于改善重症患者的蛋白质代谢等方面。本研究在观察

rh-GH促进创面愈合的基础上加深了研究方向，探讨了 GH在

促进创面愈合中的机制，使临床上应用 rh-GH来治疗各种复杂

创面有了更充足的理论依据。
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