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睾酮通过上调血管内皮生长因子表达
促进外周血内皮祖细胞增殖
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨雄激素对外周血内皮祖细胞(PB鄄EPC,)增殖能力的影响及其可能机制。 方法摇 将健康志

愿者外周血经密度梯度离心法分离的单个核细胞接种至人纤维连接蛋白包被的培养板中,EGM鄄2MV 培养 7 天后,
多波长激光共聚焦显微镜鉴定 FITC 标记的荆豆凝集素和 DiI 标记的乙酰化低密度脂蛋白双染色阳性为 PB鄄EPC。
将贴壁细胞分为 5 组,前 4 组分别加入 0、1、10、100 nmol / L 睾酮,第 5 组加入 10 nmol / L 雄激素受体阻断剂氟他胺

干预 3 h 后,再加 10 nmol / L 睾酮干预。 培养 48 h 后,MTT 比色法检测各组 PB鄄EPC 的增殖能力。 实时定量 PCR 检

测血管内皮生长因子(VEGF)mRNA 的表达变化,ELISA 检测 VEGF 分泌量的变化。 结果摇 睾酮呈浓度依赖性促进

EPC 增殖,雄激素受体阻断剂氟他胺完全阻断睾酮对 EPC 的促进作用。 与空白对照组相比,睾酮在 mRNA 和蛋白

水平上调 PB鄄EPC 的 VEGF 表达,氟他胺可阻断此作用。 结论摇 睾酮通过雄激素受体途径上调 VEGF 的表达,促进

PB鄄EPC 增殖。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effects and related mechanisms of testosterone on the proliferation of Peripheral鄄
blood endothelial progenitor cells (PB鄄EPCs). 摇 摇 Methods摇 Total mononuclear cells(MNC) were isolated from peripheral
blood of healthy volunteers by Ficoll density gradient centrifugation, culturing with EGM鄄2MV for 7 days in vitro. 摇 The ad鄄
herent cells showed up taking of acetylated low鄄density (ac鄄LDL鄄DiI) and binding of lectin(FITC鄄UEA鄄I), observing with
confocal laser scanning microscopy. 摇 PB鄄EPC were dealt with four concentrations of testosterone, as 0 nmol / L, 1 nmol / L,
10 nmol / L,and 100 nmol / L respectively, and in another group PB鄄EPC were pretreated with 10 nmol / L flutamide (androgen
receptor antagonist) for 3h and then stimulated with 10 nmol / L testosterone. 摇 After 48 h, the ability of cell proliferation was
determined by 3鄄(4,5鄄dimethylthiazol鄄2鄄yl)鄄2,5鄄diph鄄phenyltetrazolium bromide assay (MTT). 摇 The VEGF expression was
tested by quantitative real鄄time RT鄄PCR and ELISA assay. 摇 摇 Results摇 The proliferation of PB鄄EPC were increased by tes鄄
tosterone in a dose鄄dependent manner, however, these effects could be blocked by flutamide. 摇 Testosterone can up鄄regulate
VEGF both on mRNA and protein level, however, these effects could be blocked by flutamide. 摇 摇 Conclusions摇 Testoster鄄
one enhances the proliferation of PB鄄EPCs by up鄄regulating VEGF expression via androgen receptor pathway.

摇 摇 流行病学调查显示,男性性别是独立的心血管

疾病致病因子[1],由此,雄激素曾一度被认为是引

起男性心血管疾病发生的潜在危险因素。 近年来

越来越多的临床数据显示血浆睾酮水平低下会增

加男性患者心血管疾病的风险[2,3],Sieveking 等[4]

发现雄激素调控血管生成、参与血管修复,证实雄激
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素对心血管系统存在保护作用。 内皮祖细胞(endo鄄
thelial progenitor cells, EPC)自骨髓动员到外周血,
并归巢到血管损伤部位分化为成熟的内皮细胞,参
与血管修复[5,6]。 作者推论雄激素可能通过影响

EPC 功能发挥其调控血管生成的作用,本研究选择

从不同浓度睾酮对 PB鄄EPC 增殖能力的影响角度,
探讨雄激素通过影响 EPC 功能发挥其调控血管生

成作用的可能机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料与试剂

摇 摇 EGM鄄2MV 培养液(Clonetics 公司),人淋巴细

胞分离液(天津灏洋公司),人纤维连接蛋白(human
fibronectin HFN, ChemiCon 公司),DiI 标记的乙酰

化低密度脂蛋白(DiI鄄ac鄄LDL,Invitrogen 公司),FITC
标记的荆豆凝集素 I(FITC鄄UEA鄄I),二苯基四氮唑

溴盐(MTT)、二甲亚砜(DMSO)、睾酮、氟他胺(Sig鄄
ma 公司),1颐 250 胰蛋白酶(上海生物工程技术有限

公司),引物 (生工生物工程上海有限公司),Rever
Tra Ace襆 qPCR RT Kit ( TOYOBO 公 司 ), SYBR
Green Real鄄time PCR Master Mix(TOYOBO 公司),人
VEGF 的酶联免疫吸附法(Human enzyme鄄linked im鄄
munosorbent assay,ELISA)试剂盒(R&D systems 公

司)。
1郾 2摇 外周血内皮祖细胞的分离与体外培养

取健康成年(20 ~ 30 岁)男性外周血 20 mL(肝
素抗凝),用人淋巴细胞分离液经密度梯度离心法

获得单个核细胞,加 EGM鄄2MV 培养基调整细胞至 2
~ 5 伊 106 mL 接种至人纤维蛋白包被的 24 孔培养板

中,放入培养箱(37益、5%CO2、湿度 95% )中培养,4
天后去除未贴壁细胞,以后隔天换液。 培养过程中

在 40 倍倒置相差显微镜下观察细胞形态学变化。
1郾 3摇 外周血内皮祖细胞的双荧光染色鉴定

培养至第 7 天,对贴壁细胞进行鉴定:加入 DiI鄄
ac鄄LDL(2郾 4 mg / L) 37益 孵育 1 h,PBS 洗两次,加
4%多聚甲醛固定细胞,用 PBS 浸洗 3 次,晾干后将

10 mg / L 的 FITC鄄UEA鄄I 加于上述标本于 37益下孵

育 l h,再用 PBS 洗 3 次,吹干待检,滴上缓冲甘油

(甘油一份,0郾 01 mmol / L、PH7郾 2 的 PBS 一份)一

滴。 多波长激光共聚焦显微镜鉴定,双染色阳性细

胞为正在分化的 PB鄄EPC。
1郾 4摇 外周血内皮祖细胞增殖能力的检测

收集贴壁细胞随机分成 5 组,空白对照组、1
nmol / L 睾酮干预组、10 nmol / L 睾酮干预组、100

nmol / L 睾酮干预组、10 nmol / L 氟他胺干预 3 h 后

再加 10 nmol / L 睾酮干预组。 培养 48 h 后,加入 5
g / L MTT 20 滋L,避光孵育 4 h 后弃上清,加入 150
滋L DMSO,于微量振荡器中充分震荡 10 min,波长

492 nm 测吸光度值(OD)。
1郾 5摇 实时荧光定量 PCR 检测 VEGF mRNA 水平

将贴壁细胞随机分成 3 组,空白对照组( con鄄
trol)、10 nmol / L 睾酮干预组、10 nmol / L 氟他胺预处

理组。 采用 Real鄄time PCR 法检测各组 VEGF mR鄄
NA 表达。 收集贴壁细胞,用 Trizol 提取 PB鄄EPCs 总

RNA,紫外分光光度法测定其含量与纯度,逆转录

cDNA,反应体系:65益 5 min 预变性,37益 15 min 逆

转录,98益 5 min 酶失活。 以 18 S ribosomal RNA 为

内参,上游 5忆鄄TGG TTG CAA AGC TGA AAC TTA
AAG鄄3忆,下游 5忆鄄AGT CAA ATT AAG CCG CAG GC鄄
3忆;VEGF 引物上游 5忆鄄ATC AGT TCG AGC AAA
GGG AAA G鄄3忆,下游 5忆鄄GAG GCT CCA GGG CAT
TAG AC鄄3忆,用 RT鄄PCR 试剂盒( SYBR Green Real鄄
time PCR Master Mix,TOYOBO 公司)和 Strata gene
Mx3000P 荧光定量 PCR 仪进行 Real鄄time PCR 扩

增。 反应体系:95益 30 s,40 个循环(95益 5 s,60益
10 s,72益 15 s),扩增后统计 CT 值之差,比较各组

mRNA 表达量的变化。 产物琼脂糖凝胶电泳,自动

成像分析系统下成像,重复 3 次。
1郾 6摇 ELISA 检测细胞上清中的 VEGF 水平

将贴壁细胞随机分成 3 组,空白对照组、10
nmol / L 睾酮干预组、10 nmol / L 氟他胺预处理组。
收集各组细胞上清液,1 000 r / min 离心 10 min 去除

颗粒和聚合物,根据 ELISA 试剂盒说明书加入试

剂,自动酶标仪上以 450 nm 波长测定光密度值。
1郾 7摇 统计学处理

所有数据以表示,应用 SPSS 16郾 0 软件进行统

计学处理,采用单因素方差分析比较组间差异,P <
0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 外周血内皮祖细胞的鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下细胞形态学特征:培养到第

4 天可以观察到椭圆形、短梭形细胞(图 1A);培养

到第 7 天,梭形细胞逐渐增多,并呈簇生长(图 1B)。
细胞双荧光染色鉴定:在激光共聚焦显微镜下,EPC
吸附 FITC鄄UEA鄄I 呈绿色 (图 1C),染色阳性率近

100% ;EPC 吸附 DiI鄄ac鄄LDL 呈红色(图 1D),染色

阳性率近 100% ;EPC 同时吸附 FITC鄄UEA鄄I 和 DiI鄄
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ac鄄LDL 呈黄色(图 1E),表示为正在分化的 EPC,双 染阳性率为 83郾 87% 依1郾 20% 。

图 1. 内皮祖细胞的鉴定结果( 伊 200) 摇 摇 A 为培养 4 天,B 为培养 7 天,C 为 EPC 吸附 FITC鄄UEA鄄I 呈绿色,D 为 EPC 吸附 DiI鄄ac鄄LDL 呈

红色,E 为 EPC 同时吸附 FITC鄄UEA鄄I 和 DiI鄄ac鄄LDL 呈黄色。

Figure 1. The results of identification of endothelial progenitor cells

2郾 2摇 睾酮通过雄激素受体途径促进外周血内皮祖

细胞的增殖能力

睾酮呈浓度依赖性促进 EPC 增殖(492 nm OD
值: 0 nmol / L, 0郾 156 依 0郾 025; 1 nmol / L, 0郾 237 依
0郾 031;10 nmol / L,0郾 249 依 0郾 047;100 nmol / L,0郾 269
依 0郾 047;P < 0郾 05),雄激素受体阻断剂氟他胺完全

阻断睾酮对 EPC 的促进作用(0郾 154 依 0郾 020),与空

白对照组相比差异无显著性。
2郾 3摇 睾酮对 PB鄄EPC VEGF 表达的影响

实时定量 PCR 结果显示, 与对照组相比,睾酮

能上调 PB鄄EPC VEGF mRNA 水平, 差异有统计学

意义( P < 0郾 05);与睾酮组相比,氟他胺能阻断睾

酮的促进作用, 差异有统计学意义(P < 0郾 05)。 与

对照组相比,睾酮能促进 PB鄄EPC 的 VEGF 分泌,差
异有统计学意义( P < 0郾 05);与睾酮组相比,氟他

胺能阻断睾酮的促进作用, 差异有统计学意义(P
< 0郾 05;表 1)。

表 1. PB鄄EPC的 VEGF mRNA表达和蛋白分泌量变化(x 依 s)
Table 1. The expression of VEGF mRNA and protein

分摇 组 VEGF mRNA VEGF 分泌量
(ng / L)

空白对照组 0郾 13 依 0郾 16 106郾 66 依 18郾 26

睾酮干预组 11郾 05 依 2郾 19a 252郾 25 依 9郾 33a

氟他胺预处理组 0郾 55 依 0郾 78b 122郾 09 依 21郾 89b

a 为 P < 0郾 05,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,与睾酮干预组相比。

3摇 讨摇 论

本实验结果显示,睾酮以浓度依赖性模式促进

PB鄄EPC 增殖,其机制与睾酮通过雄激素受体途径

上调 PB鄄EPC VEGF 的表达有关。 实验结果证实了

我们最初的推论,证明了雄激素有参与血管修复并

保护血管系统的作用。
睾酮是体内主要循环雄激素,其正常血浆浓度

为 22郾 7 依 4郾 3 nmol / L,由睾丸间质细胞合成的,在靶

器官内经 5琢鄄还原酶还原为双氢睾酮再与靶细胞内

的受体结合而发挥作用。 男性内源性睾酮水平与

心血管疾病的死亡率和危险因素之间呈现负性相

关关系[7],雄激素缺乏会增加总胆固醇和低密度脂

蛋白水平,增加炎症因子的产生,从而导致动脉壁

增厚和内皮功能不全,给予外源性睾酮后可以逆转

上述作用[8],提示血循环中睾酮水平低下是男性冠

心病发病率和死亡率增加的危险因素[9]。 研究发

现睾酮可增加老年男性的血管内皮功能,舒张冠状

动脉,缓解老年男性心绞痛症状,改善缺血心肌的

供血[10]。 Sieveking 等[4] 证实雄激素通过雄激素受

体途径促进雄性小鼠内皮细胞的增殖、迁移和成血

管能力来发挥其促进血管生成的效应。
EPC 作为血管内皮细胞的前体细胞,在各种刺

激因素作用下从骨髓动员分化到外周血,并归巢到

受损伤血管处分化为成熟的内皮细胞,参与血管修

复和新生[11],是预测冠心病发病程度和预后的可靠

指标。 循环 EPC 数目减少和功能减退会增加冠心

病心血管事件反复发生的风险[12,13],我们前期研究

发现,冠心病患者晚期 EPC 的集落数及增殖、迁移

和黏附能力较非冠心病组明显降低[14]。 性功能减

退的男性患者外 PB鄄EPC 数目下降,而应用睾酮替

代治疗后数目恢复正常[15],睾酮能够促进 EPC 动

员到外周血。 已有研究证实 EPC 存在雄激素受体

(AR)的表达[16],睾酮能够通过雄激素受体途径促

进 PB鄄EPC 增殖和迁移能力[17],这一点与本实验中

验证的雄激素受体阻断剂氟他胺能够阻断睾酮促

进 EPC 增殖能力的结果相一致。
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为进一步研究睾酮刺激 EPC 增殖的机制,我们

从 mRNA 和蛋白水平检测了 VEGF 的表达。 VEGF
是一种有丝分裂原,能够特异性地促进内皮细胞的

生长和血管新生,增加内皮通透性。 Asahara 等[17]

发现 VEGF 参与 EPC 从骨髓向外周血的动员过程,
给予外源性 VEGF 能够有效增加外周血中的 EPC
水平。 Walter 等[18]用 VEGF164 基因的腺病毒载体

转染 EPC 后, EPC 分泌的 VEGF 量显著增加并且

EPC 的增殖能力明显增强。 有报道认为血管紧张

素域可能通过上调 VEGF 的表达,改善 EPC 的增

殖、迁移、黏附和体外血管生成能力[19]。 本实验结

果表明,睾酮显著上调了信号因子 VEGF 的转录及

蛋白水平的表达,可能是睾酮提高 EPC 增殖能力的

机制之一。
近年来男性雄激素水平与动脉粥样硬化(ather鄄

osclerosis,As)之间的关系备受关注,目前比较公认

的观点是生理浓度睾酮具有抗 As、防治冠心病的作

用。 但是睾酮抗 As 的作用机制仍不十分清楚,后续

实验将会进一步研究睾酮对 EPC 的迁移和黏附能

力的影响情况,并探讨相关的信号通路。
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