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摘要 目 的 探 究 重 组 人 生 长 激 素 ( rhGH ) 对 人 胃 癌

MGC803 细胞生长的影响。方法 采用 Western blot 法检测

MGC803 与 MKN45 两种胃癌细胞生长激素受体( GHＲ) 蛋白

的表达以及实时定量 PCＲ( qＲT-PCＲ) 法检测二者 GHＲ mＲ-

NA 的相对表达量。采用 MTT 法检测在无血清同步 24 h、

3%胎牛血清( FBS) 给药培养基条件下，不同浓度 rhGH 作用

不同时间对 MGC803 细胞增殖的影响。采用流式细胞术及

Western blot 法测定不同浓度的 rhGH 对 MGC803 细胞周期

及相关信号通路节点蛋白表达的影响。结果 Western blot

与 qＲT-PCＲ 结果表明，MGC803 细胞在蛋白以及 mＲNA 水

平都被验证为 GHＲ 阳性表达的细胞株，具有发挥作用的生

物学基础。MTT 结果表明，在含 3% FBS 的给药培养基条件

下，不同浓度的 rhGH 对 MGC803 细胞有促增殖作用，但不同

rhGH 浓度组之间差异无统计学意义。细胞周期的结果表

明，与对照组比较，rhGH 给药组增殖指数( PI) 升高。West-

ern blot 结果显示，在 rhGH 作用下，磷酸化酪氨酸蛋白激酶 2

( p-JAK2) 、磷酸化信号转导和转录活化因子 3 ( p-STAT3 ) 、

磷酸化丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶( p-AKT) 和磷酸化细胞外调

节蛋白激酶( p-EＲK) 等信号蛋白表达上调。结论 在 3%

FBS 培 养 条 件 下，rhGH 促 进 MGC803 细 胞 增 殖，与 激 活

JAK2-STAT3 通路、上调下游 p-AKT 及 p-EＲK 的表达有关。
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临床上，严重的蛋白营养不良和负氮平衡是影

响肿瘤治疗疗效和患者生存质量的首要制约因素，

也是晚期肿瘤患者的主要死亡原因，单纯的营养支

持并不能改善肿瘤患者的恶液质状态。生长激素

( growth hormone，GH) 是由垂体分泌的合成类激素，

具有促进蛋白质合成、纠正负氮平衡状态、调节免疫

功能等作用，对于临床上肿瘤患者恶液质的改善具

有重要意义。但 GH 作为一种生长因子能否用于肿

瘤患者的治疗一直存在争议，争议的焦点在于 GH
在营养支持的同时是否会促进肿瘤的增殖［1 － 2］，因

此探讨 GH 对肿瘤增殖的影响具有重要的意义。胃

癌是源自胃黏膜上皮的恶性肿瘤，患者往往会出现

负氮平衡与恶液质状态［3 － 4］，严重影响了胃癌患者

的生存质量，该研究初步探究重组人生长激素( re-
combinant human growth hormone，rhGH) 体外对胃癌

细胞株增殖的影响，为 rhGH 对肿瘤增殖的影响提

供参考。

1 材料与方法

1． 1 主要试剂和仪器 MGC803、MKN45 人胃癌细

胞株购自北京医学科学院; 注射用 rhGH 由安徽安

科生物工程( 集团) 股份有限公司提供; TＲIzol Ｒea-
gent( 美国 Invitrogen 公司) ; PrimeScriptTM ＲT Master
Mix( Perfect Ｒeal Time) 与 SYBＲTMPremix Ex TaqTM II
( Tli ＲNaseH Plus ) 试 剂 盒 ( 日 本 Takara 公 司 ) ;

GHＲ、β-actin 引物由上海生工公司合成; MTT( 美国

Sigma 公司) ; ＲPMI-1640 改良型培养基、双抗( 青链

霉素) ( 美国 Hyclone 公司) ; 胎牛血清( 上海生工公

司) ; 细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒( 上海碧云天

生物 研 究 所) ; GHＲ 单 克 隆 抗 体 ( 英 国 Abcam 公

司) ; 酪氨酸蛋白激酶 2 ( janus kinase2，JAK2 ) 、信号

转导和转录活化因子 3 ( signal transducer and activa-
tor of transcription 3，STAT3) 、丝氨酸 /苏氨酸蛋白激

酶( serine / threonine kinase，AKT) 、细胞外调节蛋白

激 酶 ( extracellular regulated protein kinase 1 /2，

EＲK1 /2) 、磷 酸 化 AKT、磷 酸 化 EＲK、磷 酸 化

STAT3、磷酸化 JAK2 等单克隆抗体( 美国 Cell Sig-
naling Technology 公司) ; β-actin 单克隆抗体( 北京

锐抗生物科技有限公司) ; 辣根过氧化酶标记的山

羊抗兔、山羊抗鼠抗体以及预染蛋白 Marker ( 美国

Thermo 公司) ; 实时定量 PCＲ ( qＲT-PCＲ) 仪( 美国
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Applied Biosystems 公司) ; Emax Plus 酶标仪、FACS
Verse 流 式 细 胞 仪 ( 美 国 MD 公 司) ; ChemiScope
3600 Pro 化学发光成像系统( 上海勤翔公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 Western blot 法检测 GHＲ 的表达 正常培

养 MGC803 与 MKN45 两种细胞。待细胞生长至对

数期，弃去上清液并用预冷的 PBS 洗去残留培养基

后，加入含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液 400 μl，冰

上放置 15 min 充分裂解。分别用细胞刮刀收集后，

转移至干净的离心管中，4 ℃、15 000 r /min 离心 15
min，取上清液。利用 BCA 试剂盒定量检测蛋白浓

度，根据测出浓度值加入适量含 DTT 的上样缓冲溶

液，调整两样品最终蛋白浓度相等，沸水浴 8 min。
等体积上样，聚丙烯酰胺凝胶电泳 2 h，通过转膜将

胶上蛋白转移至 PVDF 膜上。经过 5% BSA 封闭、
一抗 4 ℃孵育过夜，辣根过氧化酶标记的二抗孵育

1. 5 ～ 2 h，凝胶自动成像系统对于覆盖 ECL 发光液

的膜条进行扫描，最终获得 GHＲ 以及 β-actin 的蛋

白表达结果图。
1． 2． 2 qＲT-PCＲ 法检测细胞内 GHＲ mＲNA 的表达

取正常培养的细胞，控制细胞数在一定范围( 5 ×
106 ～ 1 × 107 个) ，加入 1 ml TＲIzol 试剂提取细胞内

总 ＲNA。利用超微量紫外分光光度计测得 ＲNA 浓

度并 得 到 光 密 度 ( optical density，OD ) 值，计 算

OD260 /OD280，纯 ＲNA 的 OD260 /OD280 范围为 1. 7 ～

2. 0。根据 所 提 取 的 ＲNA 样 品 浓 度，利 用 Prime-
ScriptTMＲT Master Mix( Perfect Ｒeal Time) 试剂盒，构

成适当的体系( 10 μl) 并逆转录得到 cDNA，逆转录

条件为 37 ℃、15 min( 反转录反应) ，85 ℃、5 s( 反转

录酶的失活反应) 。逆转录所得的产物作为 qＲT-
PCＲ 的 模 板，根 据 SYBＲTM Premix Ex TaqTM II ( Tli
ＲNaseH Plus) 试剂盒构成总体积为 20 μl 的反应体

系，设置 MKN45 组以及 MGC803 组，以 β-actin 为内

参，所用引物［5 － 6］见表 1。qＲT-PCＲ 反应条件为 95
℃、20 s，95 ℃、3 s，60 ℃、30 s，重复 40 个循环。溶

解 曲 线 的 条 件 为 95 ℃、15 s，60 ℃、1 min，95 ℃、

表 1 qＲT-PCＲ 法检测细胞内 GHＲ mＲNA 的表达所用引物

基因名称 引物序列( 5'-3')
β-actin F: GCACAGAGCCTCGCCTT

Ｒ: CCTTGCACATGCCGGAG
hGHＲ F: GCGAGAGACTTTTTCATGCC

Ｒ: TCAGGGCATTCTTTCCATTC

15 s。根据最终反应所得的 CT 值，计算出 2 － ΔΔCT

值，从而得出两种细胞 GHＲ mＲNA 的相对表达量。
1． 2． 3 MTT 法测定细胞增殖 取对数生长期的

MGC803 细胞，调整细胞浓度为 5 × 107 /L，分别接种

于 3 块 96 孔板中，每孔 100 μl，贴壁生长。待细胞

贴壁后，倾去培养基，每孔加入 200 μl 无血清培养

基饥饿处理。24 h 后倾去无血清培养基并分别加

入给药培养基 ( 含 3% FBS) 配置的终浓度为 25、
100、400 μg /L 的 rhGH 180 μl /孔。同时设置对照

组，每组设 6 个复孔。药物作用 24、48、72 h 后，分

别取出 96 孔板，每孔加入 20 μl MTT，孵育 4 ～ 6 h
后，缓慢吸弃上清液，每孔加 150 μl DMSO 并振荡

溶解 10 min，酶标仪检测各孔 OD 值，波长为 490
nm。相对增殖率( % ) = ( 实验组 OD 值 /对照组 OD
值) × 100%。根据以上步骤，重复 3 次，得出不同药

物浓度、不同时间对于 MGC803 细胞增殖的影响。
1． 2． 4 流式细胞仪检测细胞周期 将对数生长期

的 MGC803 细胞铺于 60 mm 一次性无菌平皿中，贴

壁生长后弃去上清液，加无血清培养基饥饿处理 24
h。分为对照组以及给药组，根据 MTT 结果设置给

药组 rhGH 浓度为 100 μg /L。分别作用 4、8、12、24
h 后，0. 25% 胰酶消化收集细胞。参考试剂盒说明

书进行处理，最后上机检测。
根据以上实验结果，得到 rhGH 作用效果的最

佳时间，再设置不同 rhGH 浓度 ( 对照组、25、100、
400 μg /L) 作用 MGC803 细胞固定时间后，0. 25%胰

酶消化，收取细胞，根据试剂盒操作处理，上机检测。
以上 同 法 重 复 3 次。采 用 modifit 软 件 进 行 细 胞

DNA 含量分析，得到药物作用时间以及浓度对于

MGC803 细胞增殖指数( PI) 的影响，PI( % ) = ( S +
G2 /M) / ( G0 /G1 + S + G2 /M) × 100%。
1． 2． 5 Western blot 法检测 rhGH 作用后细胞内相

关信号通路节点蛋白的表达 取处于对数生长期的

MGC803 细胞铺于 4 个 100 mm 一次性培养皿中，待

细胞贴壁后倾去上清液，加无血清培养基饥饿处理

24 h。待无血清饥饿结束，每皿加入 9 ml 含药培养

基( 含 3% FBS) ，rhGH 终浓度分别为 0、25、100、400
μg /L。给药作用半小时后弃去上清液，裂解细胞收

取蛋白，处理步骤与 1. 2. 1 方法相同。检测的信号

蛋白有 JAK2、STAT3、AKT、EＲK、p-JAK2、p-STAT3、
p-AKT、p-EＲK 以及 β-actin，利用 Quantity One 软件

对所测蛋白的灰度值进行分析。
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1． 3 统计学处理 应用 SPSS 16. 0 软件进行分析，

计量数据用 珋x ± s 表示，采用两独立样本 t 检验以及

单因素方差分析。

2 结果

2． 1 Western blot 法检测两种细胞 GHＲ 的表达

MGC803 与 MKN45 的 GHＲ 表达见图 1，MKN45 细

胞 GHＲ 表达呈阴性，而 MGC803 细胞 GHＲ 则呈阳

性表达。

图 1 MKN45 与 MGC803 细胞 GHＲ 的表达

2． 2 qＲT-PCＲ 法检测两种细胞内 GHＲ mＲNA 的

表达 MKN45 与 MGC803 细胞 GHＲ mＲNA 相对表

达量 结 果 见 图 2。MGC803 细 胞 GHＲ mＲNA 与

MKN45 细胞比较，差异有统计学意义( t = 24. 076，P
＜ 0. 05) 。

图 2 MKN45 与 MGC803 细胞 GHＲ mＲNA 相对表达量

与 MKN45 比较: * P ＜ 0. 05

综合以上两种方法对于 GHＲ 以及 GHＲ mＲNA
的检测，Western blot 结果显示 MKN45 细胞呈 GHＲ
阴性表达，且 qＲT-PCＲ 结果也显示其 GHＲ mＲNA
明显低于 MGC803 细胞，说明 MGC803 是 GHＲ 阳性

表达 的 细 胞 株。故 此 后 续 实 验 主 要 研 究 对 象 为

MGC803 细胞。
2． 3 MTT 法检测 rhGH 对 MGC803 细胞增殖的

影响

2． 3． 1 rhGH 作用时间对 MGC803 细胞增殖的影响

在 3% FBS 培 养 条 件 下，与 对 照 组 ( 0. 428 ±
0. 034、0. 945 ± 0. 058、1. 335 ± 0. 069 ) 比较，浓度为

100 μg /L 的 rhGH 作用 24 h( 0. 492 ± 0. 035 ) 、48 h
( 1. 127 ± 0. 069 ) 以 及 72 h ( 1. 514 ± 0. 046 ) 对

MGC803 细胞均有促进增殖作用，且差异有统计学

意义( t = 3. 629、5. 726、6. 074，P ﹤ 0. 05 ) 。与同时

间对 照 组 比 较，24 h 时 给 药 组 相 对 增 殖 率 为

114. 9% ( t = 4. 847，P ＜ 0. 05 ) ，48 h 以及 72 h 给药

组相对增殖率分别 119. 2% ( t = 8. 390，P ＜ 0. 05) 以

及 113. 4% ( t = 6. 421，P ＜ 0. 05 ) ，差异均有统计学

意义，见图 3、4。

图 3 对照组与 100 μg /L rhGH 作用

MGC803 细胞不同时间 OD 值变化

与同时间对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 4 100 μg /L rhGH 作用 MGC803 细胞不同时间的相对增殖率

与同时间对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 3． 2 不同浓度 rhGH 对 MGC803 细胞增殖的影

响 在 3% FBS 培养条件下，rhGH 浓度分别为 25、
100、400 μg /L。不同浓度 rhGH 分别作用 MGC803
细胞 24、48、72 h 时均表现出促进增殖的作用，给药

组 OD 值与对照组比较差异均有统计学意义( F =
6. 836、13. 577、18. 273，P ＜ 0. 05 ) ，但同一时间各浓

度组之间差异无统计学意义，见图 5。
2． 4 流式细胞仪检测 rhGH 对 MGC803 细胞周期

的影响
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表 2 rhGH 作用 MGC803 细胞不同时间周期变化及增殖指数( % ，n = 3，珋x ± s)

项目 作用时间 G0 /G1 期 S 期 G2 /M 期 PI
对照组 4 h 76． 62 ± 0． 66 17． 30 ± 0． 54 6． 09 ± 1． 21 23． 38 ± 0． 66

8 h 61． 18 ± 0． 61 26． 77 ± 0． 48 12． 05 ± 0． 13 38． 82 ± 0． 61
12 h 77． 02 ± 0． 64 17． 10 ± 0． 21 5． 89 ± 0． 85 22． 99 ± 0． 64
24 h 61． 97 ± 0． 88 26． 11 ± 1． 08 11． 93 ± 0． 21 38． 03 ± 0． 88

rhGH 100 μg /L 4 h 69． 95 ± 0． 86 21． 01 ± 0． 47* 9． 05 ± 0． 39 30． 06 ± 0． 86*

8 h 58． 57 ± 0． 82 30． 54 ± 1． 03 10． 9 ± 0． 21 41． 43 ± 0． 82
12 h 75． 38 ± 0． 22 18． 29 ± 0． 76 6． 34 ± 0． 54 24． 63 ± 0． 13
24 h 59． 96 ± 0． 04 28． 05 ± 0． 64 11． 99 ± 0． 25 40． 04 ± 0． 38

与同时间对照组比较: * P ＜ 0. 05

图 5 不同浓度 rhGH 对 MGC803 细胞增殖的影响

与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4． 1 rhGH 作用不同时间对 MGC803 细胞周期的

影响 rhGH 对于 MGC803 细胞的影响随着时间的

变化而 呈 现 不 同 的 作 用。结 果 显 示，rhGH 作 用

MGC803 细胞 4 h 时，给药组与对照组比较差异有统

计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。可推断，rhGH 作用 MGC803
细胞 4 h 可能为最优条件，见表 2。
2． 4． 2 不同浓度 rhGH 作用 MGC803 细胞 4 h 对细

胞周期的影响 依据公式可算得 PI 值，与对照组比

较，给药组 PI 有 不 同 程 度 的 增 加。对 照 组 PI 为

39. 83%，给 药 组 PI 依 次 为 45. 95%、46. 64%、
42. 83%，说明 rhGH 促使 MGC803 细胞由 G0 /G1 期

向 S 期、G2 /M 期转变，促进细胞增殖，见图 6。
2． 5 Western blot 法检测细胞内相关信号通路蛋

白表达 给药组 p-JAK2、p-STAT3、p-AKT、p-EＲK
的表达水平均有上调，其中 p-JAK2 /JAK2 低浓度组

与对照组差异无统计学意义，随着 rhGH 给药浓度

的增加，给药组与对照组灰度比差异有统计学意义

( F = 13. 407，P ＜ 0. 05 ) ，同 时 给 药 组 p-STAT3 /
STAT3 和 p-AKT /AKT 与对照组比较均有不同程度

上调，且差异有统计学意义( F = 9. 050、9. 936，P ＜
0. 05) ，但给药组间差异无统计学意义。给药组 p-
EＲK /EＲK 与对照组比较蛋白水平明显上调，差异

有统计学意义( F = 3. 727E3，P ＜ 0. 01) 。见图 7。

3 讨论

rhGH 是否促进肿瘤的增殖是介入肿瘤治疗的

关键因素。从分子机制看，细胞膜表面 GHＲ 的表达

是 GH 影响肿瘤细胞增殖的生物学基础［7 － 10］。最

初选取了两株人胃癌细胞株作为研究对象，探讨二

者 GHＲ 的 表 达 情 况。Western blot 结 果 显 示，

MGC803 呈 GHＲ 阳性表达，而 MKN45 则呈阴性。
qＲT-PCＲ 结果显示，人胃癌 MGC803 细胞株 GHＲ
mＲNA 相对表达量明显多于人胃癌 MKN45 细胞株，

差异 有 统 计 学 意 义。说 明 rhGH 确 实 存 在 促 进

MGC803 细胞增殖的生物学基础。由于体外 rhGH
发 挥作用的第一步是与GHＲ结合［11］，故此后续实

图 6 不同浓度 rhGH 对 MGC803 细胞周期的影响

A: 对照组; B: 25 μg /L rhGH; C: 100 μg /L rhGH; D: 400 μg /L rhGH
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图 7 不同浓度 rhGH 作用 MGC803 细胞相关信号通路蛋白表达

A: 对照组; B: rhGH 25 μg /L; C: rhGH 100 μg /L; D: rhGH 400

μg /L; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

验主要研究对象为 MGC803 细胞。
MTT 实验表明，3% FBS 培养条件下( 为降低血

清生长因子对实验的影响) ，rhGH 对 MGC803 的增

殖有促进作用( P ＜ 0. 05 ) 。进一步研究显示，在无

血清饥饿处理 24 h 后，rhGH 能促进 MGC803 细胞

由 G0 /G1 期向 S 期、G2 /M 期转变。Western blot 结

果显 示 rhGH 能 不 同 程 度 上 调 MGC803 细 胞 p-
JAK2、p-STAT3、p-AKT、p-EＲK 的表达水平。其中

p-AKT 与 p-EＲK 是 JAK2-STAT3 信号通路的下游信

号蛋白，p-EＲK 被认为可以从细胞质入核，介导诸多

基因转录，从而促进细胞增殖［12］。而 AKT 是 PI3K-
AKT-mTOＲ 经典信号通路的重要组成部分，p-AKT
的上调能够激发下游蛋白，引发一系列细胞增殖以

及抑制细胞凋亡的反应［13］。由此可见，本研究中

rhGH 在低血清水平下，可能通过与 GHＲ 结合，激活

JAK2-STAT3 信 号 通 路，进 一 步 上 调 p-AKT 与 p-
EＲK，从而促进 GHＲ 阳性表达的 MGC803 细胞的增

殖与细胞周期的改变。
实验设置 3 个 rhGH 给药浓度，以生理浓度 25

μg /L 为低浓度，临床药理浓度 100 μg /L 为中浓度，

400 μg /L 为高浓度［14］。在 MTT 实验及流式细胞周

期实验中，均没有表现出浓度依赖性，3 种浓度的

rhGH 对下游信号蛋白磷酸化水平的调节差异亦无

统 计 学 意 义。与 对 照 组 比 较，rhGH 能 够 促 进

MGC803 细胞株的增殖( P ＜ 0. 05 ) ，但与生理浓度

( 25 μg /L) 比较，rhGH 临床药理浓度( 100 μg /L) 及

高浓度 400 μg /L 未表现出增殖差异。推测这与细

胞内 GHＲ 受 体 的 表 达 量 以 及 GH 饱 和 有 关，研

究［15］显示，2 分子的 GHＲ 结合 1 分子的 GH 形成二

聚化，是 GH 发挥生物学功能的基础，而当 GH 浓度

超出细胞内 GHＲ 所能结合的范围，1 个受体分子与

1 个 GH 分子结合，将阻止受体二聚化，从而不能发

挥信息传递的功能。
综上所述，rhGH 在体外对 MGC803 细胞的生长

有促进作用。此外，与体外研究相比，rhGH 在体内

对肿瘤细胞增殖的影响更加复杂。rhGH 在体内不

仅可以通过与肿瘤表面 GHＲ 结合，直接或间接通过

IGF-1 影响肿瘤增殖，也可以与肝脏 GHＲ 结合，通

过循环 IGF-1 作用于肿瘤细胞［16］。而 rhGH 作用下

机体营养与免疫的改善对肿瘤的增殖也会产生影

响。rhGH 是否能应用于肿瘤患者以及对 MGC803
细胞的体内影响受多种因素调控而可能呈现不同的

反应，将通过动物模型进一步研究。
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Effect of recombinant human growth hormone
on the growth of gastric cancer MGC803 cells

Chang Jianrong1，Wei Lianping2，Wang Ｒonghai3，et al
( 1Dept of Biochemistry and Molecular Biology，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2School of Life Science，Anhui Agricultural University，Hefei 230061;
3Anhui Anke Biotechnology ( Group) Co． ，Ltd，Hefei 230000)

Abstract Objective To explore the effect of recombinant human growth hormone ( rhGH) on the growth of hu-
man gastric cancer MGC803 cells． Methods Western blot was performed to detect the expressions of growth hor-
mone receptor ( GHＲ) protein of MGC803 and MKN45 cells，and the relative expressions of GHＲ mＲNA of the
two kinds of gastric cancer cells were evaluated by qＲT-PCＲ． Under the condition of serum starvation for 24 hours
and incubated in culture media with 3% FBS，MTT assay was used to detect the proliferation of MGC803 cells trea-
ted with different concentrations of rhGH for different times． Flow cytometry ( FCM) was used to detect the effect of
rhGH on MGC803 cell cycle． The expressions of related signal pathway proteins were measured by Western blot．
Ｒesults The results of Western blot and qＲT-PCＲ showed that MGC803 cells were verified as the cell strains of
GHＲ positive expression in the level of protein and mＲNA． MTT assay revealed that rhGH could promote the prolif-
eration of MGC803 cells but the difference among different rhGH concentration groups was not statistically signifi-
cant． FCM analysis showed that rhGH could improve the proliferation index ( PI) of MGC803 cells． Western blot
suggested that rhGH could upregulate the expressions of p-JAK2，p-STAT3，p-AKT and p-EＲK． Conclusion rh-
GH may activate the JAK /STAT3 signal pathway and thus upregulate the downstream p-AKT and p-EＲK levels to
promote the prolifetation of MGC803 cells．
Key words rhGH; gastric cancer; MGC803; growth hormone receptor; JAK-STAT3 pathway
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