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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察 17茁鄄雌二醇对睾酮诱导的心肌肥大反应的影响,探讨细胞外信号调节激酶(ERK1 / 2 蛋白)
在性激素对心肌肥大影响中的作用。 方法摇 采用差速贴壁法分离、纯化培养新生 SD 大鼠心肌细胞,以 Bradford 法

测定心肌细胞蛋白质含量,同位素法分析3H鄄亮氨酸( 3H鄄Leu)掺入,以免疫印迹法检测心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达

水平的变化。 结果摇 10 - 10 ~ 10 - 6 mol / L 17茁鄄雌二醇可明显对抗睾酮诱导的心肌细胞蛋白质含量和3H鄄Leu 掺入的

增加,其中以 10 - 8 mol / L 17茁鄄雌二醇作用最为明显;预先给予 10 - 6 mol / L 雌激素受体拮抗剂他莫昔芬作用 2 h,可
部分取消 17茁鄄雌二醇对睾酮诱导的心肌细胞蛋白质含量增加的抑制效应。 用 50 滋mol / L ERK1 / 2 上游激酶

MEK1 / 2的特异性抑制剂 PD98059 预处理 2 h 不能增强 17茁鄄雌二醇对睾酮诱导的心肌细胞3H鄄Leu 掺入的抑制作

用;10 - 8 mol / L 17茁鄄雌二醇可以对抗睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达增加;10 - 6 mol / L 他莫昔芬预处理 2 h
可部分取消 17茁鄄雌二醇对睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达增加的抑制作用。 结论摇 17茁鄄雌二醇经雌激素

受体介导下调睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达,从而抑制由睾酮诱导的心肌细胞肥大反应。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of 17茁鄄estradiol on myocardial hypertrophy induced by testosterone,
and to explore the role of ERK1 / 2 protein in the signal transduction pathway of sexual hormone in development of myocardi鄄
al hypertrophy. 摇 摇 Methods摇 Myocardial cells were isolated from ventricles of 1 ~ 3鄄day鄄old neonate rats purified by a
culture method based on Simpson. 摇 Neonate rat cardiomyocyte hypertrophic responses were assayed by measuring protein
content, protein synthesis rate. 摇 Expression of protein ERK1 / 2 was detected by Western blot. 摇 摇 Results摇 17茁鄄estradiol
(E2) was able to inhibit the increase of cell protein and 3H鄄Leu incorporation induced by T in a range from 10 - 10 ~ 10 - 6

mol / L, with an optimal concentration of 10 - 8 mol / L. 摇 The effect of E2 was partly intercepted by Tamoxifen. 摇 The inhibi鄄
tory effect of E2 on the increase of 3H鄄Leu incorporation in cardiomyocytes induced by testosterone was not enhanced by
PD98059. 摇 The increased expression of ERK1 / 2 induced by testosterone was reversed by E2 at concentration of 10 - 8

mol / L. 摇 The increased expression of ERK1 / 2 induced by testosterone which was inhibited by E2 was reversed by pretrea鄄
ting with Tamoxifen (10 - 6 mol / L) for 2 h. 摇 摇 Conclusion摇 E2 could reverse the myocardial hypertrophy induced by tes鄄
tosterone by inhibiting the expression of ERK1 / 2, which was mediated by estrogen receptor.
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摇 摇 心肌肥大是多种心血管疾病的并发症,是导致

心血管疾病发病率和死亡率增高的独立危险因子,
严重危害着人类的身心健康和生活质量[1]。 心肌

肥大的发生具有明显的性别差异[2],但从性激素角

度入手,探讨雌、雄激素对心肌肥大影响的研究较

少,其影响机制及信号转导途径至今尚未完全阐

明。 目前研究认为,细胞外信号调节激酶(extracel鄄
lular signal鄄regulated protein kinase,ERK1 / 2)与细胞

生长、分化和增殖调控密切相关[3],我们既往的研

究已证实生理剂量的睾酮可通过上调 ERK1 / 2 的蛋

白表达诱导心肌细胞肥大反应[4],本研究观察了

17茁鄄雌二醇(17茁鄄estradiol,E2)对睾酮诱导的心肌肥

大的影响,并观察 ERK1 / 2 蛋白在性激素对心肌肥

大影响中的作用,为进一步研究性激素对心肌肥大

的作用机制提供理论依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 实验细胞种类及来源

摇 摇 采用体外培养的新生大鼠心肌细胞,来源于出

生 1 ~ 3 天的 Spragure鄄Dawley 种系大鼠,雌雄不限,
由中山大学动物实验中心提供,动物合格证号:粤
监证字 20064064。
1郾 2摇 主要实验药品、试剂

E2、他莫昔芬( tamoxifen,Ta)、睾酮、5鄄溴脱氧尿

嘧啶核苷(5鄄bromodeoxyuridine,5鄄Brdu)、胰蛋白酶

( trypsin)、ERK1 / 2 上游激酶 MEK1 / 2 的特异性抑制

剂 PD98059、兔抗大鼠 ERK1 / 2 单克隆抗体、小鼠抗

大鼠 GAPDH 单克隆抗体 ( Sigma 公司);琼脂糖

(New England BioLabs 公司);DMEM 培养基(Gibco
公司);新生小牛血清(Hyclone 公司);3H鄄Leu(中国

原子能科学研究所);HRP 标记的羊抗兔 IgG 抗体

(博士德生物工程有限公司);其余均为国产分

析纯。
1郾 3摇 心肌细胞培养

按 Simpson 等[5] 方法培养新生大鼠心肌细胞。
以 0郾 08%的无菌胰蛋白酶分离 1 ~ 3 天龄的 SD 大

鼠心室肌细胞,采用 60 ~ 90 min 差速贴壁法纯化心

肌细胞。 并于培养前在心肌细胞培养液中加入 0郾 1
mmol / L 5鄄Brdu,以抑制非心肌细胞生长。 48 h 时换

无血清、无酚红培养液,72 h 时开始用于药物实验。
1郾 4摇 实验分组

不同浓度的 E2 对睾酮诱导的心肌细胞蛋白质

含量和3H鄄Leu 掺入量增加的影响为 8 组:对照组、

睾酮(10 - 8 mol / L)组、E2 (10 - 10、10 - 9、10 - 8、10 - 7及

10 - 6 mol / L) +睾酮组、E2(10 - 8 mol / L)组。 E2 与睾

酮分别或同时在细胞培养 72 h 后进行干预 24 h,对
照组则继续无血清培养 24 h。 他莫昔芬对 E2 抑制

睾酮诱导的心肌细胞蛋白质含量和 ERK1 / 2 蛋白表

达增加的影响分为 6 组:对照组、睾酮组、E2 + 睾酮

组、他莫昔芬 + E2 + 睾酮组、E2 组及他莫昔芬组。
E2 与睾酮分别或同时在细胞培养 72 h 后进行干预,
他莫昔芬则在 E2 与睾酮之前预处理 2 h,对照组则

无任何干预因子加入。 PD98059 对 E2 抑制睾酮诱

导的心肌细胞3H鄄Leu 掺入的影响分为 6 组:对照

组、睾酮组、E2 + 睾酮组、PD98059 + E2 + 睾酮组、E2

组及 PD98059 组。 E2 与睾酮分别或同时在细胞培

养 72 h 后进行干预,PD98059 则在 E2 与睾酮之前

预处理 2 h,对照组则无任何干预因子加入。
1郾 5摇 心肌细胞蛋白质含量的测定及免疫印迹法检

测 ERK1 / 2 蛋白表达

心肌细胞以 3 伊 108 cells / L 密度接种于 6 孔板,
每孔 1000 滋L。 48 h 后换为无血清无酚红的 DMEM
培养液,无血清培养 24 h 后加入药物或其他干预因

子,持续刺激一定时间后,弃培养液,用预冷的 D鄄
Hank爷s 液清洗 3 次,每孔加入 100 滋L 蛋白裂解液,
其组成为:茁鄄磷酸甘油 20 mmol / L,Benzamidine 10
mmol / L,焦磷酸钠 50 mmol / L,NaF 50 mmol / L,NaCl
50 mmol / L, EDTA 5 mmol / L, EGTA 5 mmol / L,
Na3VO4 0郾 2 mmol / L,HEPES 10 mmol / L (pH 7郾 4),
Triton X鄄100 0郾 1% (v / v),PMSF 0郾 5 mmol / L,Aproti鄄
nin 0郾 1 mmol / L,Leupeptin 0郾 02 mmol / L,茁鄄巯基乙

醇 0郾 03% (v / v),置于 4 益下 30 min,收集细胞裂解

液于 EP 管中,13000 r / min 4益离心 10 min,取上清,
按 Bradford 法[6]测定心肌细胞蛋白质含量。

调每孔上样蛋白量为 30 滋g,进行 SDS鄄PAGE 电

泳,电印迹转移法将凝胶内的蛋白质转移至硝酸纤

维素膜上,用含 2郾 5%小牛血清白蛋白的 TBST 溶液

室温封闭 1 h,分别与一抗兔抗大鼠 ERK1 / 2 单克隆

抗体(稀释度为 1颐 2000)、小鼠抗大鼠 GAPDH 单克

隆抗体(稀释度为 1颐 2000,已标记,不用二抗),4益
孵育过夜,TBST 溶液洗脱 3 次,再与二抗 HRP 标记

的羊抗兔 IgG 抗体(稀释度为 1 颐 2000)室温孵育 1
h,TBST 溶液洗脱 2 次后用 TBS 溶液再洗一次,与
ECL 试剂反应 1 min,X 光胶片压片曝光 10 s ~ 1
min,以 IBAS 图像处理系统对胶片进行扫描测定感

光区带的感光密度,并进行积分处理,以对照组为

100%进行统计分析。
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1郾 6摇 心肌细胞3H鄄Leu 掺入测定

将心肌细胞以 3 伊 108 cells / L 密度接种于 24 孔

培养板,每孔 500 滋L。 48 h 后换为无血清无酚红的

DMEM 培养液培养 24 h,再加入各种干预因子后,
每孔加入 37 kBq 的3H鄄Leu 继续孵育 16 h,移去培养

液,以三氯乙酸固定,洗去游离的同位素标记物,最
后用含 1% SDS 的 0郾 2 mol / L NaOH 溶液 0郾 5 mL 裂

解细胞,37益孵育 12 h 后收集裂解液于含有 8 mL
闪烁液的测量杯中,摇匀放置在 LS3801 液体闪烁仪

(Beckman)上测定放射性强度。
1郾 7摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示。 以 t 检验和单因素方差分析

作统计学处理。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 不同浓度 E2 对睾酮诱导的心肌肥大反应的

影响

与对照组相比,10 - 8 mol / L 睾酮可使心肌细胞

蛋白质含量、3H鄄Leu 掺入增加,该作用可被 10 - 10 ~
10 - 6 mol / L 的 E2 明显抑制,其中以 10 - 8 mol / L E2

作用最为明显,单独给予 E2 对心肌细胞蛋白质含

量、3H鄄Leu 掺入无明显影响(表 1)。

表 1. 不同浓度 E2 对睾酮诱导的心肌细胞蛋白质含量和3H鄄
Leu 掺入的影响(n = 3)
Table 1. Effects of E2 at different concentrations on protein
content and 3H鄄Leu incorporation in cultured neonatal rat
cardiomyocytes induced by testosterone

分摇 组
蛋白质含量
(mg / L)

3H鄄Leu 掺入
(cpm)

对照组 1033 依 193 131 依 4
睾酮组 2264 依 164a 348 依 31a

10 - 10 mol / L E2 +睾酮组 1379 依 78c 255 依 17b

10 - 9 mol / L E2 +睾酮组 1120 依 160c 213 依 46c

10 - 8 mol / L E2 +睾酮组 1055 依 53c 152 依 43c

10 - 7 mol / L E2 +睾酮组 1076 依 237c 156 依 18c

10 - 6 mol / L E2 +睾酮组 1871 依 230b 234 依 29c

E2 组 939 依 198 147 依 12

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与睾酮组

比较。

2郾 2摇 他莫昔芬对 E2 抑制睾酮诱导的心肌肥大反应

的影响

与对照组相比,10 - 8 mol / L 睾酮可使心肌细胞

蛋白质含量增加,该作用可被 10 - 8 mol / L E2 同时处

理 24 h 后明显抑制;预先给予 10 - 6 mol / L 他莫昔芬

作用 2 h,可抑制 E2 降低睾酮诱导的心肌细胞蛋白

含量增加;他莫昔芬 + E2 + 睾酮组与睾酮组之间差

异无统计学意义;单独给予他莫昔芬对心肌细胞蛋

白质含量无明显影响(表 2)。
2郾 3摇 他莫昔芬对 E2 抑制睾酮诱导的心肌细胞

ERK1 / 2 蛋白表达的影响

与对照组相比,10 - 8 mol / L 睾酮作用 24 h 使心

肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达增加,给予 10 - 8 mol / L E2

同时处理 24 h 使睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋

白表达降低,单独给予 E2 对 ERK1 / 2 蛋白表达无明

显影响;他莫昔芬预处理 2 h 可逆转 E2 对睾酮诱导

的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达增加的抑制作用,使
ERK1 / 2 的蛋白表达增加,单独给予他莫昔芬对

ERK1 / 2 蛋白表达无明显影响(表 2 和图 1)。

表 2. 他莫昔芬对 E2 抑制睾酮诱导的心肌细胞蛋白质含量

和 ERK1 / 2 蛋白表达的影响(n = 3)
Table 2. Influence of Tamoxifen on the inhibition of E2 on
protein content and expression of ERK1 / 2 of cardiomyo鄄
cytes induced by testosterone

分摇 组 蛋白质含量(mg / L) ERK 1 / 2 蛋白

对照组 1132 依 68 100%
睾酮组 2578 依 76a 224% 依12% a

E2 +睾酮组 1395 依 59b 113% 依6% b

他莫昔芬 + E2 +睾酮组 2049 依 148c 149% 依5% c

E2 组 1190 依 225 89% 依11%
他莫昔芬组 1219 依 148 91% 依10%

a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与睾酮组比较;c 为 P <
0郾 01,与 E2 + 睾酮组比较。

图 1. 他莫昔芬对 E2 抑制睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋

白表达的影响摇 摇 1 为对照组,2 为睾酮组,3 为 E2 + 睾酮组,4 为

他莫昔芬 + E2 + 睾酮组,5 为 E2 组,6 为他莫昔芬组。

Figure 1. Influence of Tamoxifen on the inhibition of E2 on

expression of ERK1 / 2 induced by Testosterone in cardio鄄
myocytes

2郾 4摇 PD98059 对 E2 抑制睾酮诱导的心肌细胞肥大

反应的影响

与对照组相比,10 - 8 mol / L 睾酮可使心肌细
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胞3H鄄Leu 掺入增加(261郾 00 依 33郾 36 cpm 比 527郾 75
依 34郾 47 cpm;P < 0郾 01);与睾酮组相比,10 - 8 mol / L
E2 使睾酮诱导的心肌细胞3H鄄Leu 掺入减少至

317郾 25 依 37郾 75 cpm(P < 0郾 01);与 E2 + 睾酮组相

比,PD98059 预处理 2 h 不能增强 E2 对睾酮诱导的

心肌细胞肥大反应的抑制作用,心肌细胞3H鄄Leu 掺

入无明显变化(P > 0郾 05,图 2)。

图 2. PD98059 对 E2 抑制睾酮诱导的心肌细胞3H鄄Leu 掺入

增加的影响(n = 4) 摇 摇 1 为对照组,2 为睾酮组,3 为 E2 + 睾酮

组,4 为 PD98059 + E2 + 睾酮组,5 为 E2 组,6 为 PD98059 组。 摇 摇 a

为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与睾酮组比较。

Figure 2. Influence of PD98059 on the inhibition of E2 on
3H鄄leu incorporation of cardiomyocytes induced by Testos鄄
terone

3摇 讨摇 论

心血管疾病的发病率具有明显的性别差异,女
性在绝经期前心血管疾病的发病率明显低于同龄

男性,绝经后心血管疾病的发病率显著上升,提示

雌激素具有心血管保护效应[7]。 我们在先前的实

验研究中已经证实生理浓度的睾酮可以通过雄激

素受体( androgen receptor,AR)的介导诱导心肌细

胞肥大反应[4],那么,在绝经期妇女体内雌激素水

平显著降低,雌、雄激素比例失调,在心肌肥大的过

程中,雌、雄激素的相互作用如何尚不明了,雌激素

是否可以逆转由雄激素诱发的心肌肥大,性激素在

心肌细胞肥大反应中的作用机制方面的研究尚未

见报道。 在本研究中观察到,在睾酮刺激状态下,
10 - 10 ~ 10 - 6 mol / L 的 E2 对睾酮诱导的心肌细胞肥

大反应均有明显的抑制作用,表现为显著降低由睾

酮诱导的心肌细胞蛋白质含量和3H鄄Leu 掺入的增

加,其中以 10 - 8 mol / L E2 作用最为明显;而在基础

状态下, E2 本身对于正常心肌细胞蛋白质含量

和3H鄄Leu 掺入则没有影响。 以上结果表明,E2 可以

抑制由睾酮诱导的心肌细胞肥大反应,由此可以推

测,绝经期妇女左心室肥厚的危险性增高可能是由

于缺乏雌激素对雄激素引起心肌细胞肥大反应的

抑制作用而引发的。
有研究显示,ER 广泛分布于心血管系统[8鄄10],

ER 在心血管系统的发现使雌激素对心血管作用的

研究进入了分子水平。 本研究发现,ER 拮抗剂他

莫昔芬显著逆转 E2 对睾酮诱导的心肌细胞蛋白质

含量增加的抑制作用,而基础状态下单独给予他莫

昔芬对心肌细胞蛋白质含量没有影响。 以上结果

提示,E2 对睾酮诱导的心肌细胞肥大反应的抑制作

用至少部分通过 ER 介导。 另外有研究表明,在心

血管系统还存在 ER 的非雌激素激活途径[11],这提

示除了雌激素以外,其他影响因素亦可能直接作用

于 ER,与雌激素共同影响心血管系统的功能,其具

体机制有待进一步探索。
MAPK 是重要的生长信号调节蛋白激酶,在细

胞内信号传递的过程中起到重要作用,其成员

ERK1 / 2 信号途径是许多生长因子促细胞增殖的共

同通路,在细胞生长和增殖的调控中起关键作

用[12],其与雌、雄激素在心血管系统作用的关系越

来越引起学者们的兴趣。 本研究在培养的新生大

鼠心肌细胞上观察了 E2 对睾酮诱导的心肌细胞

ERK1 / 2 蛋白表达的影响。 研究结果显示,10 - 8

mol / L E2 可以显著抑制睾酮诱导的心肌细胞

ERK1 / 2 蛋白表达的增高;而 ER 拮抗剂他莫昔芬可

以逆转 E2 对睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表

达增高的抑制作用。 在基础状态下,E2、他莫昔芬

本身对心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达没有影响。 以上

结果表明,在基础状态下,E2 对心肌细胞 ERK1 / 2
信号通路无明显影响;但是在睾酮对心肌细胞刺激

条件下,E2 可以通过 ER 介导抑制睾酮诱导的心肌

细胞 ERK1 / 2 蛋白表达的增加。
为了探讨 ERK1 / 2 信号途径在 E2 抑制睾酮诱

导的心肌肥大反应中的作用,本研究观察了ERK1 / 2
上游激酶 MEK1 / 2 的特异性抑制剂 PD98059 对 E2

抑制睾酮诱导的心肌细胞肥大反应的作用。 我们

先前研究结果显示 PD98059 可明显抑制睾酮诱导

的心肌细胞3H鄄Leu 掺入的增加,而本研究结果显示

PD98059 预处理 2 h 并不能增强 E2 对睾酮诱导的

心肌细胞3H鄄Leu 掺入增加的抑制作用。 本研究证

实 E2 可以抑制睾酮诱导的心肌肥大反应,并且可明
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显抑制睾酮诱导的心肌细胞 ERK1 / 2 蛋白表达的增

加,因而推测 E2 可能通过下调 ERK1 / 2 蛋白表达从

而抑制睾酮诱导的心肌细胞肥大反应。
综上所述,本研究证明 E2 至少部分通过 ER 介

导抑制睾酮诱导的心肌细胞肥大反应,这一作用与

ERK1 / 2 信号途径密切相关。 本研究将有助于阐明

ERK1 / 2 信号途径在性激素影响心肌肥大反应中的

作用及其调控机制,从而进一步加深了解性激素在

心血管系统的作用,为绝经后妇女心肌肥厚的临床

治疗以及激素替代疗法的合理应用提供一定的理

论基础,对于心肌肥大等心血管疾病的防治具有积

极的意义。
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