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[摘　 要] 　 目的　 研究脱氢表雄酮(DHEA)在血管紧张素Ⅱ(AngⅡ)诱导的血管平滑肌细胞(VSMC)增殖过程中

的作用及机制。 方法　 AngⅡ处理体外培养的 VSMC,再用 DHEA 处理 VSMC,MTS、细胞计数检测 DHEA 对 AngⅡ
诱导的 VSMC 增殖的影响。 定量实时聚合酶链反应(qRT-PCR)、Western blot 检测 DHEA 对 AngⅡ诱导的 VSMC 中

增殖细胞核抗原(PCNA)、Krüppel 样因子 5(KLF5)和诱导型一氧化氮合酶( iNOS)表达的影响。 酶联免疫吸附法

(ELISA)检测 DHEA 对 AngⅡ诱导的 VSMC 的培养基中过氧亚硝基阴离子(ONOO-)浓度的影响。 用小干扰 RNA
(siRNA)内源性敲低 iNOS,Western blot 检测 VSMC 中 PCNA 的表达。 结果　 MTS 和细胞计数结果显示,DHEA 能

显著抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖(P<0. 05)。 qRT-PCR 和 Western blot 结果显示,在 mRNA 和蛋白质水平,DHEA
显著抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 中 PCNA、KLF5 和 iNOS 表达(P<0. 05)。 ELISA 结果显示,DHEA 显著减少 AngⅡ处

理的 VSMC 培养基中 ONOO-的浓度(P<0. 05)。 内源性敲低 iNOS 后,Western blot 结果显示,DHEA 对 AngⅡ诱导

的 PCNA 蛋白表达无影响(P>0. 05)。 结论　 DHEA 可能通过抑制 iNOS 产生的 ONOO-,使 KLF5 的表达下调,进而

发挥抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖的作用。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To study the role and mechanism of dehydroepiandrosterone (DHEA) in the proliferation of
vascular smooth muscle cells (VSMCs) induced by angiotensin Ⅱ (AngⅡ). 　 　 Methods　 VSMCs were cultured with
AngⅡ in vitro, then treated with DHEA. 　 The effect of DHEA on the proliferation of VSMCs induced by AngⅡ was de-
tected by MTS and cell counting. 　 Quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR) and Western blot were
used to detect the effects of DHEA on the expressions of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), Krüppel-like factor 5
(KLF5) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) in AngⅡ-induced VSMCs. 　 The effect of DHEA on the concentration
of peroxynitrite anion (ONOO-) in the medium of AngⅡ-induced VSMCs was examined by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). 　 Endogenous iNOS was knocked down by transfecting VSMCs with iNOS-specific siRNA (si-iNOS) or
nonspecific siRNA (si-Ctrl), and then treated the cells with or without DHEA; Western blot was performed to examine the
expression of PCNA. 　 　 Results　 The results of MTS and cell counting showed that DHEA could significantly inhibit the
proliferation of VSMCs induced by AngⅡ (P<0. 05). 　 The results of qRT-PCR and Western blot showed that DHEA sig-
nificantly inhibited the expressions of PCNA, KLF5 and iNOS in VSMCs induced by AngⅡ at the level of protein and mR-
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NA (P<0. 05). 　 ELISA results showed that DHEA could reduce the concentration of ONOO- in culture medium of VSMCs
treated with AngⅡ (P<0. 05). 　 Western blot results suggested that DHEA had no effect on AngⅡ-induced PCNA protein
expression after knocked down endogenous iNOS (P>0. 05). 　 　 Conclusion 　 DHEA may inhibit the proliferation of
VSMCs induced by AngⅡ probably through down-regulation of KLF5 expression by inhibiting ONOO- produced by iNOS.

　 　 血管重塑( vascular remodeling)是许多血管疾

病的共同病理基础,是血管壁结构发生改变,包括

细胞增殖、迁移及细胞外基质合成降解所致的动态

性变化的综合过程,与炎症、细胞增殖、氧化应激和

凋亡等关系密切。 尽管有不少研究发现,血管重塑

参与动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)的发生发展

过程,但至今为止,As 的机制尚不完全清楚。 血管

损伤后,血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle
cell,VSMC)的生物学行为发生一系列改变,包括表

型转换、增殖和迁移等,这些变化对 As 至关重要。
研究发现,As 疾病的发病率具有明显的性别差异,
男性性别是一个独立危险因子[1]。 脱氢表雄酮(de-
hydroepiandrosterone,DHEA)是肾上腺皮质分泌的

一种类固醇激素,自身不具有雄激素的活性,可在

外周组织中转化为雄激素或雌激素而发挥间接生

物学效应。 DHEA 的生物学效应不仅局限于作为甾

体激素前体,其在免疫、代谢、心血管及血脂等方面

也有独特的作用,特别是其对心血管系统的作用越

来越引起人们的关注。 目前笔者所见较少有关

DHEA 对 VSMC 增殖的作用及机制的报道。 本研究

通过观察 DHEA 对体外培养的小鼠主动脉 VSMC
增殖的影响,探讨其在 As 等血管重塑性疾病中发挥

作用的可能机制。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞培养、试剂和仪器

(1)细胞培养:小鼠主动脉平滑肌细胞株购自

ATCC(American Type Culture Collection),用含 10%
胎牛血清、105 U / L 青霉素和 105 pg / L 链霉素的

DMEM 高糖培养基培养,放置于 37 ℃、含 5% CO2

的细胞培养箱。 待细胞生长至 70% ~ 80% 密度时,
进行传代。

(2)试剂:DHEA(Sigma 公司);血管紧张素Ⅱ
(angiotensin Ⅱ,AngⅡ) (Sigma 公司);鼠抗增殖细

胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)单
克隆抗体 (Abcam 公司);兔抗 Krüppel 样因子 5
(Krüppel-like factor 5,KLF5)多克隆抗体(GeneTex
公司);兔抗诱导型一氧化氮合酶( inducible nitric
oxide synthase,iNOS)多克隆抗体(Abcam 公司);鼠

抗 β-actin 多克隆抗体(Santa Cruz 公司);高效蛋白

裂解液;蛋白标记 Marker;化学发光二抗;总 RNA 提

取试剂盒;QIAGEN OneStep RT-PCR Kit;PowerUpTM

SYBR􀳏 Green Master Mix;CellTiter 96 AQueous MTS
溶液(Promega 公司); lipofectamine 2000 细胞转染

试剂( Invitrogen 公司)。
(3)仪器:核酸定量仪(德国 Eppendorf 公司);

PCR 扩增仪(德国 Eppendorf 公司);实时荧光定量

PCR 仪 ABI 7500 Fast (美国 ABI 公司);电泳仪

(Bio-rad 公司);ECL 化学发光仪(Vilber Lourmat 公
司)。
1. 2　 细胞分组和处理

细胞分为对照组、模型组(100 nmol / L AngⅡ)、
DHEA 组(100 nmol / L AngⅡ+100 nmol / L DHEA)。
体外培养的 VSMC,用 100 nmol / L AngⅡ和 100
nmol / L DHEA 处理 24 h,对照组不给予 AngⅡ和

DHEA 处理,收集细胞用于以下实验。 转染的细胞

分为 4 组: si-Ctrl +AngⅡ组、 si-Ctrl +AngⅡ+DHEA
组、si-iNOS +AngⅡ组、 si-iNOS +AngⅡ+DHEA 组。
将细胞分别用 si-Ctrl 或 si-iNOS 转染 24 h 后再按照

分组给予 AngⅡ和 / 或 DHEA 处理 24 h。 收集细胞

用于以下实验。 转染使用 Lipofectamine 2000 对细

胞转染,具体步骤参照该 Lipofectamine 2000 细胞转

染试剂说明书。
1. 3　 MTS 测定细胞增殖

将 2×104 个 VSMC 接种于 96 孔板上,待细胞充

分贴壁展开后,撤血清,按照实验设计给予细胞刺

激,刺激一定时间后,将培养基更换为含有 100 μL
无血清 DMEM 和 10 μL 的 CellTiter 96 AQueous MTS
溶液,放回培养箱 37 ℃培养。 4 h 后,轻轻震动孔

板,用排枪从每个孔中取 60 μL 的培养基转移到一

个新的 96 孔板,用多功能酶标仪测定各个孔在 490
nm 处的吸光度(absorbance,A)值。 以没加 CellTiter
96 AQueous MTS 溶液的孔作为对照。 每个处理样

品做 3 个复孔。 实验重复 6 次。
1. 4　 细胞计数

使用 Countess 细胞自动计数仪进行细胞增殖计

数。 将 1×105 个 VSMC 接种于 6 孔板上,待细胞充

分贴壁展开后,按照实验设计给予细胞刺激,刺激

一定时间后,用胰酶消化细胞,收集细胞,加入 10%
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的台盼蓝,混匀后取 10 μL 加入计数板中,然后用

Countess 细胞计数仪自动计数,读板 3 次,每组做 3
个复孔。 实验重复 6 次。
1. 5　 RNA 提取和定量实时 PCR

收集各组 VSMC,用 Trizol 法提取细胞总 RNA,
核酸 定 量 仪 检 测 RNA 的 纯 度 和 浓 度。 按 照

Invitrogen 公司“用于 qRT-PCR 的 M-MLV 第一链合

成系统”操作说明,取 1 ~ 3 μg 总 RNA 建立 20 μL
反转录体系合成 cDNA。 用 Invitrogen 公司的“Plati-
num SYBR Green qPCR SuperMix-UDG with ROX”试
剂盒和 ABI7500 Fast Real-time PCR 扩增仪进行荧

光扩增。 定量实时聚合酶链反应(quantitative real-
time polymerase chain reaction,qRT-PCR)结果分析:
以 GAPDH rRNA 为内参,采用 ΔΔCt(Ct目的 -Ct内参)
法进行相对定量分析,以 2-ΔΔCt 作为目的 RNA 的相

对表达量,进行统计学分析。 实验重复 3 次。 引物

序列见表 1。

表 1. GAPDH、PCNA、KLF5 和 iNOS 引物序列

Table 1. Primer sequences of GAPDH, PCNA, KLF5
and iNOS

引物 上游 下游

GAPDH AAGGTGAAGGTCG-
GAGTC

TCGATTTTGGAGG-
GATCG

PCNA AGGGTTGGTAGTT-
GTCGCTG

CAAACATGGTGGCG-
GAGTTG

KLF5 ACCAGACGGCAGTA-
ATGGACAC

ATTGTAGCGGCAT-
AGGACGGAG

iNOS ACCTTGTTCAGC-
TACGCCTT

CATTCCCAAATGT-
GCTTGTC

1. 6　 Western blot 分析

收集各组细胞,提取总蛋白,用改良的 Lowry 法

进行蛋白定量。 取等量蛋白样品加入装有 5 ×SDS
上样缓冲液的 EP 管中吹打混匀,100 ℃沸水使蛋白

质充分变性。 取等量蛋白上样,进行 SDS-PAGE 电

泳分离蛋白,电泳完毕,取出凝胶进行半干转膜。
转膜完毕,取出二氟化树脂膜,牛奶封闭,洗膜,然
后放入用一抗稀释液稀释的一抗中(β-actin,1 ∶ 1
000 稀释;PCNA,1 ∶ 5 000 稀释;KLF5,1 ∶ 500 稀

释;iNOS,1 ∶ 1 000 稀释),4 ℃孵育过夜。 次日,洗
膜,将二氟化树脂膜置入稀释的化学发光二抗中,
室温反应 2 h,洗膜,化学发光仪检测抗体特异结合

条带。 实验重复 3 次。
1. 7　 酶联免疫吸附测定

收集各组细胞培养基,按照过氧亚硝基阴离子

(peroxynitrite anion,ONOO-)酶联免疫吸附测定(en-
zyme-linked immunosorbent assay,ELISA)试剂盒说

明书进行操作,在 450 nm 波长读取各孔的 A 值。
应用 Logit-log 双对数标准曲线,以 6 个标准品 A 值

的 Logit 值为纵坐标,以标准品浓度的 log 值为横坐

标,绘制标准曲线图。 根据待测样品的 A / A0 从坐

标纸上查出样品的浓度值。 Logit 值= ln(A / A0) / (1
-A / A0)。 实验重复 3 次。
1. 8　 统计学分析

采用 SPSS 13. 0 软件进行统计学分析,计量资

料均经正态性及方差齐性检验,数据以 x± s 表示。
统计资料采用单因素方差分析,组间两两比较采用

LSD 方法。 P<0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖

细胞增殖活力是反映 VSMC 增殖程度的重要指

标。 体外培养的 VSMC,AngⅡ处理制造细胞增殖的

模型组,AngⅡ+DHEA 处理为 DHEA 组。 MTS 结果

显示,模型组吸光度 A 值(5. 38 ±0. 19) 与对照组

(4. 24±0. 17)相比明显增高(P<0. 05);DHEA 组 A
值(4. 31±0. 19)与模型组(5. 38±0. 19)相比明显降

低(P<0. 05;图 1)。 细胞计数实验结果显示,与对

照组(1. 00±0. 01)相比,模型组(2. 42 ±0. 08)细胞

计数明显增多,约增加 2. 5 倍(P<0. 05);DHEA 组

(1. 25±0. 09)细胞计数明显减少(P<0. 05;图 2)。
随后从 mRNA 和蛋白质水平检测 DHEA 对增殖相

关基因 PCNA 的影响。 qRT-PCR 结果显示,与对照

组(1. 00 ±0. 01) 相比,模型组(2. 83 ±0. 07) PCNA
mRNA 表达水平明显上调, 升高约 2. 8 倍 ( P <
0. 05);与模型组(2. 83±0. 07)相比,DHEA 组(1. 42
±0. 08)PCNA mRNA 表达水平显著降低(P<0. 05;
图 3)。 Western blot 结果显示,与对照组相比,模型

组 PCNA 蛋白表达水平显著升高(P<0. 05);与模型

组相比,DHEA 组 PCNA 蛋白表达水平显著降低(P
<0. 05;图 4)。 以上结果表明,AngⅡ能显著促进

VSMC 增殖,DHEA 可显著抑制 AngⅡ诱导的 VSMC
增殖。
2. 2　 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 KLF5 表达

qRT-PCR 结果显示,与对照组(1. 00±0. 01)相

比,模型组(2. 72±0. 08)KLF5 mRNA 表达水平显著

上调,至少升高约 2. 7 倍(P<0. 05);与模型组(2. 72
±0. 08)相比,DHEA 组(1. 29±0. 08)KLF5 mRNA 表

达水平显著降低(P<0. 05;图 5)。 Western blot 结果
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图 1. MTS 检测 DHEA 对 VSMC 增殖的影响(n = 6) 　 　 a
为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 1. Effect of DHEA on VSMCs proliferation was de-
tected by MTS (n=6)

图 2. 细胞计数检测 DHEA 对 VSMC 增殖的影响(n=6)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 2. Effect of DHEA on VSMCs proliferation was de-
tected by cell counting (n=6)

图 3. DHEA 对 VSMC 中 PCNA mRNA 表达水平的影响(n
=3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 3. Effect of DHEA on PCNA mRNA expression in
VSMCs (n=3)

显示,与对照组相比,模型组 KLF5 蛋白表达水平显

著升高(P<0. 05);与模型组相比,DHEA 组 KLF5 蛋

白表达水平显著降低(P<0. 05;图 6)。 以上结果表

明 DHEA 显著抑制 AngⅡ诱导的 KLF5 表达。
2. 3　 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 iNOS 表达

qRT-PCR 结果显示,与对照组(1. 00±0. 01)相

比,模型组(3. 28±0. 10) iNOS mRNA 表达水平显著

上调,至 少 升 高 3 倍 ( P < 0. 05);与模型组(3. 28±

图 4. DHEA 对 VSMC 中 PCNA 蛋白表达水平的影响(n =
3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 4. Effect of DHEA on PCNA protein expression in
VSMCs (n=3)

图 5. DHEA 对 VSMC 中 KLF5 mRNA 表达水平的影响(n
=3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 5. Effect of DHEA on KLF5 mRNA expression in
VSMCs (n=3)

图 6. DHEA 对 VSMC 中 KLF5 蛋白表达水平的影响(n =
3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 6. Effect of DHEA on KLF5 protein expression in
VSMCs (n=3)
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0. 10)相比,DHEA 组(1. 43±0. 09)iNOS mRNA 表达

水平显著降低(P<0. 05;图 7)。 Western blot 结果显

示,与对照组相比,模型组 iNOS 蛋白表达水平显著

升高(P<0. 05);与模型组相比,DHEA 组 iNOS 蛋白

表达水平显著降低(P<0. 05;图 8)。 综合以上结

果,DHEA 显著抑制 AngⅡ诱导的 iNOS 表达。

图 7. DHEA 对 VSMC 中 iNOS mRNA 表达水平的影响(n
=3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 7. Effect of DHEA on iNOS mRNA expression in
VSMCs (n=3)

图 8. DHEA 对 VSMC 中 iNOS 蛋白表达水平的影响(n =
3)　 　 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 8. Effect of DHEA on iNOS protein expression in
VSMCs (n=3)

2. 4　 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 ONOO-生成

用 ELISA 检测培养基中 ONOO- 的浓度。 结果

显示,与对照组(14. 65±2. 51)相比,模型组(47. 32±
3. 14)ONOO-的浓度明显升高(P<0. 05);与模型组

(47. 32±3. 14)相比,DHEA 组(19. 43±2. 91)ONOO-

的浓度显著降低(P<0. 05;图 9)。 结果表明,DHEA
显著抑制 AngⅡ诱导的 ONOO-生成。
2. 5　 DHEA 通过 iNOS 抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖

为了研究 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖

图 9. DHEA 对 VSMC 培养基中ONOO-浓度的影响(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与模型组比较。

Figure 9. Effect of DHEA on ONOO- concentration in the
medium of VSMCs (n=3)

是否通过 iNOS,我们应用靶向 iNOS 的 si-RNA(si-
iNOS)内源性敲低 iNOS 表达后,再用 AngⅡ、DHEA
处理 VSMC。 Western blot 结果显示,si-Ctrl+AngⅡ+
DHEA 组与 si-Ctrl+AngⅡ组相比,iNOS 和 PCNA 蛋

白表达明显降低(P<0. 05)。 si-iNOS+AngⅡ组与 si-
Ctrl+AngⅡ组相比,iNOS 和 PCNA 蛋白表达明显降

低(P<0. 05)。 而 si-iNOS+AngⅡ+DHEA 组与 si-
Ctrl+AngⅡ+DHEA 组相比,iNOS 和 PCNA 蛋白表达

无明显变化(P>0. 05)。 说明敲低 iNOS 后,DHEA
抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖作用消失,iNOS 介导

了 DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖(图 10)。

3　 讨　 论

血管重塑是 As、高血压等血管疾病的病理学基

础。 虽然人们对 As 发生发展的机制进行了多年研

究,但是其发病机制尚不完全清楚。 研究表明,
VSMC 的增殖、迁移、异常表型转换是 As 和血管成

形术后再狭窄等血管疾病的标志[2-3]。 肾素-血管紧

张素系统( renin-angiotensin system,RAS)表达或活

性异常与血管重塑密切相关。 AngⅡ是 RAS 中的重

要因子,可通过激活 VSMC 中促增殖和促炎症基因

的表达,促进高血压和 As。 Lee 等[4] 研究发现 Ang
Ⅱ通过 APE / Ref-1 介导的 S1PR1 的过表达来增加

VSMC 增殖和迁移,进而促进 As 新生内膜生成。 本

研究以体外培养的小鼠主动脉 VSMC 为研究对象,
AngⅡ为促增殖因素,应用了体外 VSMC 增殖的模

型,为接下来的实验提供了基础。
Krüppel 样因子家族是一类锌指型转录因子,参

与胚胎发育、细胞增殖、分化、凋亡、转移和应激反

应等过程。 研究发现,在 As 过程中,KLF5 发挥重要

作用。 Zheng 等[5] 研 究 发 现, KLF5、 miR-29a 和
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图 10. 各组 VSMC 中 iNOS、PCNA 蛋白表达水平(n=3)
1 为 si-Ctrl+AngⅡ组;2 为 si-Ctrl+AngⅡ+DHEA 组;3 为 si-iNOS+Ang
Ⅱ组;4 为 si-iNOS+AngⅡ+DHEA 组。 a 为 P<0. 05,与 si-Ctrl+AngⅡ
组比较;b 为 P<0. 05,与 si-Ctrl+AngⅡ+DHEA 组比较。

Figure 10. Protein expressions of iNOS and PCNA in
VSMCs of each group (n=3)

Fbw7 / CDC4 三者的交互调节促进了 As 的发展。
Zhang 等[6]在 As 的临床标本和体外培养的 VSMC
中发现,As 发生过程中,miR-145 通过 KLF5 和 Myo-
cardin 基因调控 VSMC 的表型转换。 诸多研究表

明,KLF5 参与许多和细胞增殖相关的信号通路。
He 等[7]研究发现,AngⅡ既可诱导 KLF5 表达,又可

通过激活 ERK1 / 2 信号途径促进 KLF5 磷酸化,磷
酸化型 KLF5 与 c-Jun 结合,阻抑细胞周期负调控基

因 p21 表达,进而发挥促增殖作用。 Liu 等[8] 研究

证明了 AngⅡ通过 ERK 和 p38MAPK 通路诱导

KLF5 激活,AngⅡ可以增强 KLF5 和 c-Jun 的相互作

用,进而增强细胞周期蛋白 D1 的表达,从而发挥促

增殖的作用。 本实验中,AngⅡ促进 VSMC 中 KLF5
的表达,与先前的结果一致。

动脉粥样硬化时,炎症等多种因素可激活 iNOS
表达,产生过量的一氧化氮( nitric oxide,NO),NO
与超氧阴离子形成 ONOO-。 过量产生的 ONOO-可

导致血管内皮细胞、VSMC 等结构破坏和功能丧失,

导致血管病变发生。 多项研究发现,iNOS 能调控某

些基因表达,促进 As 斑块的发展。 Sagar 等[9] 证明

了,2-氯乙基硫化物诱导巨噬细胞中超氧阴离子产

生增加,上调 iNOS 的表达,增加 NO 产生和 ONOO-

积累,促进炎症基因表达。 笔者前期研究发现,在
体外培养的 VSMC 中, iNOS 产生的 ONOO- 上调

KLF5 的表达和硝基化,介导了高糖诱导的炎症基因

表达[10]。 本研究显示,AngⅡ上调 iNOS 的表达,同
时 ONOO-的生成明显增多。 结合 AngⅡ上调 KLF5
的表达,因此推测在 AngⅡ作用下, iNOS 产生的

ONOO-上调 KLF5 的表达。
脱氢表雄酮是肾上腺皮质分泌的人体血浆中

浓度最高的类固醇激素,主要以脱氢表雄酮硫酸酯

(DHEA-S)的形式进入血液循环中,在外周组织中

转化为雄激素或雌激素发挥间接生物学效应。 血

液循环中 DHEA-S 的浓度有明显的性别差异,男性

明显高于女性,并且随着年龄增长开始下降。 近年

来,DHEA 在心血管系统的作用越来越引人注目,尽
管已有体内和体外实验证明 DHEA 的抗 As 作用,
但是具体作用机制仍不完全清楚[11]。 Yamakawa
等[12]研究发现,给予载脂蛋白 E 敲除小鼠 As 模型

DHEA 后,DHEA 治疗组主动脉窦 As 病变面积减少

45% ,并且抑制巨噬细胞浸润,从而发挥抑制 As 的

作用。 Urata 等[13]在 DHEA 抑制血小板源性生长因

子诱导的 VSMC 表型转换分子机制的研究中证明了

DHEA 抑制 VSMC 增殖的作用。 本研究以体外培养

的 VSMC 为研究对象,AngⅡ为促增殖因素,研究了

DHEA 对细胞增殖的影响及可能机制。 结果表明,
DHEA 能显著抑制 AngⅡ诱导的 VSMC 增殖。 此

外,DHEA 能明显抑制 iNOS、ONOO- 以及有促增殖

作用的 KLF5 生成和表达。 为了证明 DHEA 抑制

AngⅡ诱导的 VSMC 增殖是否通过 iNOS,我们用靶

向 iNOS 的 si-RNA(si-iNOS)内源性敲低 iNOS 表达

后,再用 AngⅡ和 /或 DHEA 处理 VSMC。 结果显

示,将 iNOS 敲低后,DHEA 抑制 AngⅡ诱导的 VSMC
增殖作用消失,说明 iNOS 介导了 DHEA 抑制 AngⅡ
诱导的 VSMC 增殖。 因此推测 DHEA 发挥抑制

VSMC 增殖的作用可能是通过抑制 iNOS 产生的

ONOO-,使 KLF5 的表达下调,进而发挥抑制 VSMC
增殖的作用。

综上所述,VSMC 增殖在血管重塑性疾病,尤其

是 As 的发生发展过程中发挥重要作用。 DHEA 可

以抑制体外培养的 VSMC 增殖。 其机制很有可能是

通过抑制 iNOS 产生的 ONOO-,使 KLF5 的表达下

调,进而发挥抑制 VSMC 增殖的作用。 目前,DHEA
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已应用于临床,给予 DHEA 水平低下的冠心病患者

适当补充 DHEA 是有临床获益的。 但是 DHEA 补

充过量或补充时机选择不当也会带来一系列不良

后果。 因此,尚需进一步研究 DHEA 的作用机制,
为 DHEA 的合理使用提供理论依据,也为冠心病的

预防和治疗提供新的思路和方法。
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