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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨雄激素睾酮对小鼠骨髓源性内皮祖细胞(BM鄄EPC)迁移功能的影响及其机制。 方法摇 6 周

龄雄性 BALB / C 小鼠,切除双侧睾丸,饲养 4 周,培养、鉴定 BM鄄EPC。 收集贴壁细胞随机分为 8 组:分别添加 0、1、
10、100 nmol / L 睾酮以及相应浓度睾酮加氟他胺(雄激素受体阻断剂)预处理。 Transwell 实验检测各组 BM鄄EPC 经

或未经趋化因子受体 4(CXCR4)抑制剂 AMD3100 处理后向基质细胞衍生因子 1琢(SDF鄄1琢)的迁移。 逆转录聚合

酶链反应和 Western blot 检测各组 BM鄄EPC CXCR4 的表达。 Transwell 实验检测 BM鄄EPC 的迁移。 结果摇 与对照组

相比,睾酮呈浓度依赖性促进 BM鄄EPC 向 SDF鄄1琢 迁移(放大 200 倍视野下,A 组:61. 80 依 9. 31;B 组:83. 20 依 6. 53;
C 组:107. 00 依 12. 85;D 组:134. 80 依 8. 64;P < 0. 05)。 与对照组相比,睾酮呈浓度依赖性促进 BM鄄EPC CXCR4 mR鄄
NA 的表达(CXCR4 mRNA 的相对表达量:A 组:0. 065 依 0. 005;B 组:0. 114 依 0. 002;C 组:0. 149 依 0. 019;D 组:
0郾 209 依 0. 013;P < 0. 05)。 睾酮呈浓度依赖性促进 BM鄄EPC CXCR4 蛋白的表达(CXCR4 与 Actin 表达量之比:A
组:0. 23 依 0. 06;B 组:0. 40 依 0. 02;C 组:0. 62 依 0. 04;D 组:0. 77 依 0. 05;P < 0. 05),但此作用被雄激素受体阻断剂

氟他胺阻断。 AMD3100 阻断了不同浓度睾酮对 BM鄄EPC 的迁移作用。 结论 摇 睾酮通过雄激素受体途径作用于

SDF鄄1琢 / CXCR4 轴,上调 BM鄄EPC CXCR4 的表达而增强其迁移功能。
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Testosterone Regulates the Migratory Capacity of Bone Marrow鄄derived Endothelial
Progenitor Cells via SDF鄄1琢/ CXCR4 Axis
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the effects and mechanisms of testosterone on the migratory capacity of bone marrow鄄
derived endothelial progenitor cells (BM鄄EPC). 摇 Methods摇 BM鄄EPC were cultured and identified from 6鄄week鄄old or鄄
chiectomized BALB / C male mice. 摇 The adherent cells were collected and divided into eight groups randomly, and cocul鄄
tured with 0, 1, 10, 100 nmol / L testosterone or corresponding concentration of testosterone and androgen receptors antago鄄
nists flutamide. 摇 BM鄄EPC蒺 migration towards stroma cell鄄derived factor鄄1琢 (SDF鄄1琢) was assessed by the method of tran鄄
swell chamber with or without treatment of chemokine receptor 4 (CXCR4) inhibitor AMD3100, and the CXCR4 expression
in BM鄄EPC was detected by reverse transcription polymerase chain reaction ( RT鄄PCR) and Western blot. 摇 BM鄄
EPC蒺migration was assessed by the method of transwell. 摇 Results摇 Compared with control group, the migration towards
SDF鄄1琢 of BM鄄EPC was increased by testosterone in a dose鄄dependent manner (group A: 61. 80 依 9. 31; group B: 83. 20
依 6. 53; group C: 107. 00 依 12. 85; group D: 134. 80 依 8. 64; P < 0. 05). 摇 The CXCR4 mRNA expression of BM鄄EPC
was increased by testosterone in a dose鄄dependent manner compared with control group (group A: 0. 065 依 0. 005; group
B: 0. 114 依 0. 002; group C: 0. 149 依 0. 019; group D: 0. 209 依 0. 013; P < 0. 05). 摇 The CXCR4 protein expression of
BM鄄EPC was increased by testosterone in a dose鄄dependent manner compared with control group (group A: 0. 23 依 0. 06;
group B: 0. 40 依 0. 02; group C: 0. 62 依 0. 04; group D: 0. 77 依 0. 05; P < 0. 05). 摇 However, these effects were blocked
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by flutamide. 摇 Different concentrations of testosterone on the role of BM鄄EPC migration were blocked by AMD3100. 摇
Conclusion摇 Testosterone enhances the migratory capacity of BM鄄EPC by up鄄regulating the CXCR4 expression via andro鄄
gen receptors pathway.

摇 摇 循环内皮祖细胞对心血管系统的保护作用已

有公认,雄激素对男性心血管系统动脉硬化的发生

发展有阻抑作用也得到许多研究证实[1],因此,雄
激素与循环内皮祖细胞( endothelial progenitor cell,
EPC)的相关关系成为近年来不少学者的研究热点。
骨髓源性内皮祖细胞(bone marrow鄄derived endothe鄄
lial progenitor cell,BM鄄EPC)具有归巢到血管损伤部

位并参与血管修复和新生的作用,在多种心血管疾

病发病过程中起抑制作用[2]。 基质细胞衍生因子

1琢(stroma cell derived factor鄄1琢,SDF鄄1琢)及其唯一

受体趋化因子受体 4(chemokine receptor 4,CXCR4)
组成的 SDF鄄1琢 / CXCR4 轴对内皮祖细胞的迁移起

重要作用[3]。 我们推论睾酮可能通过 SDF鄄1琢 / CX鄄
CR4 轴影响 BM鄄EPC 的迁移功能,进而实现对心血

管系统的保护作用。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 6 周龄 BALB / C 小鼠,体重 18 ~ 20 g,由扬州大

学比较医学中心提供;EGM鄄2MV 购自 Lonza 公司;
SDF鄄1琢 购自 Peprotech 公司;AMD3100 购自 Cayman
公司;小鼠淋巴细胞分离液试剂盒购自 TBD 公司;
胎牛血清购自 Gibco 公司;二甲基亚砜 ( dimethyl
sulfoxide,DMSO)、睾酮、氟他胺、FITC 标记的荆豆凝

集素 I( fluoresceine isothiocyanate ulex europeaus ag鄄
glutinin鄄I,FITC鄄UEA鄄I)购自 Sigma 公司;Dil 标记的

乙酰化低密度脂蛋白(Dil鄄acetylated low density lipo鄄
protein,Dil鄄ac鄄LDL)购自广州奕源生物科技有限公

司;Transwell 小室、细胞培养板购自 Corning 公司;
1颐 250 胰蛋白酶购自上海生物工程技术有限公司;
引物购自生工生物工程上海有限公司;PrimeScript
RT reagent Kit、SYBR Premix Ex Taq 购自 Takara 公

司;多克隆兔抗小鼠 CXCR4 抗体购自 eBioscience
公司,羊抗兔 IgG鄄辣根过氧化物酶(horseradish per鄄
oxidase,HRP) 二抗购自 Santa Cruz Biotechnology
公司。
1. 2摇 小鼠去势模型建立和 BM鄄EPC 分离、培养

6 周 龄 BALB / C 小 鼠, 体 重 18 ~ 20 g, 在

200 mg / kg氯胺酮麻醉作用下,行双侧睾丸切除术,
术后正常喂养 4 周。 颈椎脱臼法处死小鼠,并将其

置于 75%酒精中浸泡 10 min。 在无菌操作台上用

注射器将其胫骨、股骨骨髓冲出,使用淋巴细胞分

离液试剂盒分离骨髓单个核细胞。 在细胞计数板

中计数,用含 20% 胎牛血清的 EGM鄄2MV 培养基调

整细胞密度为 5 伊 109 / L,接种于纤维连接蛋白包被

的 6 孔板中,在 37益、5% CO2 细胞培养箱中培养 4
天后,去除未贴壁细胞。 显微镜下观察并记录细胞

生长状况。
1. 3摇 BM鄄EPC 鉴定

对贴壁细胞进行鉴定:加入 2. 4 mg / L Dil鄄ac鄄
LDL 37益共培育 4 h,磷酸盐缓冲液(phosphate buff鄄
ered solution, PBS ) 洗 2 次, 4% 多 聚 甲 醛 固 定

10 min,PBS 浸洗 3 次,10 mg / L FITC鄄UEA鄄I 37益共

培养 1 h,再用 PBS 浸洗 3 次,多波长激光共聚焦显

微镜下观察(放大 200 倍),双染阳性的细胞被认为

是正在分化的 BM鄄EPC。
1. 4摇 实验分组

将贴壁的 BM鄄EPC 随机分成 8 组,并对每组细

胞进行处理。 A 组:即对照组,BM鄄EPC + 0 nmol / L
睾酮;B 组:BM鄄EPC + 1 nmol / L 睾酮;C 组:BM鄄EPC
+ 10 nmol / L 睾酮;D 组:BM鄄EPC + 100 nmol / L 睾

酮;E 组:BM鄄EPC + 0 nmol / L 睾酮 + 500 nmol / L 氟

他胺;F 组:BM鄄EPC + 1 nmol / L 睾酮 + 500 nmol / L
氟他 胺; G 组: BM鄄EPC + 10 nmol / L 睾 酮 +
500 nmol / L氟他胺;H 组:BM鄄EPC + 100 nmol / L 睾

酮 + 500 nmol / L 氟他胺。 加入氟他胺各组在氟他胺

预处理 3 h 后,再加入相应浓度睾酮。 各组 BM鄄EPC
继续培养 48 h。
1. 5摇 BM鄄EPC 体外迁移实验

分别收集各组 BM鄄EPC,调整细胞密度为 5 伊
108 / L。 Transwell 小室上方加入 200 滋L 细胞悬液,
下方 加 含 100 滋g / L SDF鄄1琢 的 EBM鄄2 培 养 基

600 滋L。 各组在细胞培养箱中孵育 24 h 后,PBS 洗

涤 Transwell 小室迁移膜,4%多聚甲醛固定,苏木素

染色,200 倍视野下观察计数。 每一样本随机选取 5
个视野,计数每个视野下染色细胞数,取其平均值。
1. 6 摇 逆转录聚合酶链反应检测 BM鄄EPC CXCR4
mRNA 的表达

用 Trizol 提取 8 组 BM鄄EPC 总 RNA,紫外分光

光度法测定其含量与纯度,逆转录成 cDNA,反应体

系:37益 15 min,85益 5 s,4益 5 min。 CXCR4 上游
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引物: 5忆鄄GCAGCAGGTAGCAGTGAAAC鄄3忆, 下 游 引

物: 5忆鄄AGTAGATGGTGGGCAGGAAGAT鄄3忆, 扩 增 片

段长度为 216 bp; 茁鄄actin 上游引物: 5忆鄄GTCCCT鄄
CACCCTCCCAAAAG鄄3忆, 下 游 引 物: 5忆鄄GCTGCCT鄄
CAACACCTCAACCC鄄3忆,扩增片段长度为 266 bp;反
应体系:95益 30 s,95益 5 s,60益 20 s,40 个循环。
扩增后统计 Ct 值之差,比较各组 mRNA 表达量的变

化。 产物经琼脂糖凝胶电泳,自动成像分析系统下

成像,重复 3 次。
1. 7摇 Western blot 检测 BM鄄EPC CXCR4 的表达

取各组细胞,用蛋白裂解液充分裂解,收集各

组细胞总蛋白,采用 BCA 法进行蛋白定量。 取等量

蛋白液,热变性后进行 12% SDS鄄PAGE 凝胶电泳,将
蛋白转印到硝酸纤维素膜上,封闭后先用兔抗鼠

CXCR4 抗体(1 颐 500)4益 孵育过夜,再用相应 HRP
标记的二抗(1颐 5000)室温孵育 2 h,ECL 发光液显

色发光。 扫描并分析条带的吸光度值,结果以 actin
的光密度作为参照。
1. 8摇 AMD3100 对 BM鄄EPC 迁移的影响

分别收集 A 组和 C 组 BM鄄EPC,调整细胞密度

为 5 伊 108 / L。 每组迁移实验分为 3 个亚组,即玉亚

组:Transwell 小室上方加入 200 滋L 细胞悬液,下方

加含 100 滋g / L SDF鄄1琢 的 EBM鄄2 培养基 600 滋L;域
亚组:200 滋L 细胞悬液与 CXCR4 抑制剂 AMD3100
(5 mg / L) 在 37益、 5% CO2 细胞培养箱中培养

30 min后加入小室上方,下方加入含 100 滋g / L SDF鄄
1琢 的 EBM鄄2 培养基 600 滋L;芋亚组:即空白对照

组,小室上方加人 200 滋L 细胞悬液,小室下方加入

EBM鄄2 培养基 600 滋L。 各组在细胞培养箱中孵育

24 h 后,PBS 洗涤 Transwell 小室迁移膜,4% 多聚甲

醛固定,苏木素染色,200 倍视野下观察计数。 每一

样本随机选取 5 个视野,计数每个视野下染色细胞

数,取其平均值。
1. 9摇 统计学分析

所有数据以 x 依 s 表示,应用 SPSS 16. 0 统计软

件分析,多组数据比较采用单因素方差分析,组间

比较采用 t 检验,P < 0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 BM鄄EPC 鉴定

摇 摇 倒置相差显微镜下观察细胞形态学特征:培养

至 7 天的 BM鄄EPC 形态多样,有类圆形也有梭形(图
1a)。 对细胞进行双荧光染色鉴定:在激光共聚焦

显微镜下, BM鄄EPC 吸附 FITC鄄UEA鄄I 呈绿色 (图

1b),染色阳性率近 100% ;吸附 Dil鄄ac鄄LDL 呈红色

(图 1c),染色阳性率近 100% ;BM鄄EPC 同时吸附

FITC鄄UEA鄄I 和 Dil鄄ac鄄LDL 呈黄色(图 1d),说明这

些细胞是正在分化的 BM鄄EPC, 双染阳性率为

85郾 37% 依4. 80% 。

图 1. 骨髓内皮祖细胞的鉴定结果( 伊 200)摇 摇 a 为培养 7 天的 BM鄄EPC;b 为 BM鄄EPC 吸附 FITC鄄UEA鄄I 呈绿色;c 为 BM鄄EPC 吸附 Dil鄄
ac鄄LDL 呈红色;d 为 BM鄄EPC 同时吸附 FITC鄄UEA鄄I 和 Dil鄄ac鄄LDL 呈黄色。

Figure 1. The results of identification of bone marrow鄄derived endothelial progenitor cells ( 伊 200)

2. 2 摇 睾酮通过雄激素受体途径上调 BM鄄EPC 向

SDF鄄1琢 的迁移

睾酮呈浓度依赖性促进 BM鄄EPC 向 SDF鄄1琢 迁

移(A 组:61. 80 依 9. 31;B 组:83. 20 依 6. 53;C 组:
107. 00 依 12. 85;D 组:134. 80 依 8. 64;P < 0. 05),但
这种作用被雄激素受体阻断剂氟他胺阻断(图 2)。
2. 3摇 睾酮对 BM鄄EPC CXCR4 mRNA 表达的影响

逆转录聚合酶链反应(reverse transcription poly鄄

merase chain reaction,RT鄄PCR)结果显示,与对照组

相比,睾酮呈剂量依赖性模式促进 BM鄄EPC CXCR4
mRNA 的表达(CXCR4 mRNA 的相对表达量:A 组:
0. 065 依 0. 005;B 组:0. 114 依 0. 002;C 组:0. 149 依
0. 019;D 组:0. 209 依 0. 013;P < 0. 05)。 但睾酮的

这种作用被雄激素受体阻断剂氟他胺阻断。
2. 4摇 睾酮对 BM鄄EPC CXCR4 蛋白表达的影响

Western blot 结果显示,睾酮呈剂量依赖性模式
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促进 BM鄄EPC CXCR4 蛋白的表达(CXCR4 表达量

与 Actin 表达量之比:A 组:0. 23 依 0. 06;B 组:0. 40
依 0. 02;C 组:0. 62 依 0. 04;D 组:0. 77 依 0. 05;P <

0郾 05),但此作用被雄激素受体阻断剂氟他胺阻断。
CXCR4 蛋白表达量以直方图表示,分别代表每组

CXCR4 表达量与 actin 表达量之比(图 3)。

图 2. 睾酮通过雄激素受体途径上调 CXCR4 促进 BM鄄EPC 的迁移( 伊 200)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与 A 组比较。

Figure 2. Testosterone enhances the migratory capacity of BM鄄EPC by up鄄regulating the CXCR4 expression via androgen re鄄
ceptors pathway ( 伊 200)

图 3. Western blot 检测各组 BM鄄EPC CXCR4 的表达摇 摇 a
为 P < 0. 05,与 A 组比较。

Figure 3. The expression of BM鄄EPC CXCR4 in every
group were assessed by Western blot

2. 5摇 不同浓度睾酮对 BM鄄EPC 向 SDF鄄1琢 的迁移

作用被 AMD3100 阻断

按照“1. 8冶项方法,分别对 A 组和 C 组的研究

发现,A 组 BM鄄EPC 经 CXCR4 抑制剂 AMD3100 处

理后,向 SDF鄄l琢 迁移的细胞数量明显减少(A 组域
亚组的 28. 60 依 4. 83 比 A 组玉亚组的 61. 80 依
9郾 31,P < 0. 05),但与空白对照组差异无统计学意

义(A 组域亚组的 28. 60 依 4. 83 比 A 组芋亚组的

29. 80 依 2. 77,P > 0. 05)。 C 组 BM鄄EPC 经 CXCR4
抑制剂 AMD3100 处理后,向 SDF鄄l琢 迁移的细胞数

量明显减少(C 组域亚组的 52. 40 依 5. 13 比 C 组玉
亚组的 105. 00 依 5. 48,P < 0. 05),但与空白对照组

差异无统计学意义(C 组域亚组的 52. 40 依 5. 13 比

C 组芋亚组的 50. 00 依 5. 39,P > 0. 05)(图 4)。

图 4. 不同浓度睾酮对 BM鄄EPC 的迁移作用被 AMD3100 阻
断( 伊 200)
Figure 4. Different concentrations of testosterone on the role of
BM鄄EPC migration were blocked by AMD3100 ( 伊200)

3摇 讨摇 论

内皮祖细胞是一类具有高增殖潜能的前体细

胞,在内皮损伤后的修复中起重要作用[4]。 因其具

有更强的增殖和抗凋亡能力,逐渐取代了内皮细胞

而成为血管再生领域的研究热点。 研究发现,EPC
的生物学特性受到诸多因素的影响,如高浓度葡萄

糖能增加体外培养条件下内皮祖细胞的凋亡[5],氧
化型低密度脂蛋白亦可诱导其凋亡[6] 等。 本课题

组前期研究也发现,不同时期心肌梗死患者内皮祖

细胞的表达不同。 在 EPC 修复梗死心肌过程中,其
增值、迁移、归巢等生物学功能直接决定着 EPC 修

复梗死心脏的效果[7]。 随着人们对其研究和认识
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的不断深入,内皮祖细胞在治疗缺血性心脏病中的

作用也逐渐得到重视。 本文主要以 BM鄄EPC 为研究

对象,探讨睾酮对其迁移功能影响的相关机制。
睾酮是雄性动物体内最主要的雄性激素。 已有

研究证实睾酮对细胞胰岛素的分泌、血管活性物质、
炎症因子等均有不同程度的影响。 近年来越来越多

的临床研究显示血浆睾酮水平低下会增加男性心血

管疾病的风险[8,9]。 Dockery 等[10]报道血浆睾酮水平

下降会增加男性主动脉硬化的程度。 临床研究证实

给予男性心肌梗死患者睾酮治疗可以有效改善其预

后。 这些均说明睾酮对心血管系统具有保护作用。
本实验中在给予去势雄性小鼠 BM鄄EPC 不同剂量的

睾酮处理后,其迁移能力呈浓度梯度增加,证实了睾

酮对 BM鄄EPC 迁移能力的影响。 EPC 上有雄激素受

体的表达,Foresta 等[11] 研究证实睾酮可通过雄激素

受体途径促进 EPC 的迁移与增值,这与本实验中氟

他胺阻断了睾酮促进 EPC 迁移能力的结果相吻合。
CXCR4 是一个具有 7 次跨膜结构的 G 蛋白偶联

受体,在白细胞、造血干细胞等表面均有表达。 CXCR4
与其唯一的天然配体 SDF鄄1琢 形成的 SDF鄄1琢 / CXCR4
轴在造血干细胞的迁移、血细胞生成及 B 细胞、粒系祖

细胞的发育过程中起重要作用[12]。 研究发现 EPC 有

CXCR4 表达,移植转染 SDF鄄1琢 的 EPC 到小鼠缺血后

肢,可以明显增加 EPC 的募集以及血流的恢复[13]。 同

时临床研究发现,冠状动脉严重狭窄但侧支良好的冠

心病患者循环内皮祖细胞数量的增加可能与血浆 SDF鄄
1琢 水平增高有关[14]。 而本实验从 mRNA 和蛋白水平

证实了 BM鄄EPC CXCR4 表达的增加,进而证实了睾酮

通过上调 BM鄄EPC CXCR4 的表达促进其迁移功能。
AMD3100 作为 CXCR4 的阻断剂,能有效阻断 SDF鄄1琢 /
CXCR4 轴的生物学功能,一旦与 CXCR4 结合,其抑制

效应至少持续 24 h[15]。 Kajiyama 等[16]研究证实,SDF鄄
1琢 / CXCR4 轴在卵巢癌细胞的生长和转移中起了重要

作用,而 AMD3100 能明显抑制其转移,这与本实验中

AMD3100 阻断了睾酮对 BM鄄EPC 迁移作用的结果

一致。
本研究结果从体外角度证明了睾酮通过 SDF鄄

1琢 / CXCR4 轴调控骨髓内皮祖细胞的迁移,但是睾酮

对在体 BM鄄EPC 迁移功能的影响及机制仍不确定,后
续实验将对在体 BM鄄EPC 进行研究,为 BM鄄EPC 移植

治疗动脉粥样硬化性心血管疾病提供实验依据。
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