
二竺!———塑至童堑塑竺兰!皇量!兰竺!塑型竺竺竺丝竺竺些竺!
·基础研究·

雄激素对老龄大鼠血管平滑肌组织雄、雌激素受体基因表达的影响

吴赛珠吕红松吴迎星马瑞k-t-东郑华杨春莉赖文岩

【摘要】 目的探讨不同剂量的庚酸睾酮(TE)对老龄雄性大鼠血管平滑肌组织中雄激素受体(AR)及雌激素

受体一p(ER-D基因表达的影响。方法21月龄的老龄雄性Sprague-Dawley纯系大鼠40只随机分为A组(老龄对

照组)、B组(老龄低剂量组，肌注每次TE 2 5mg／kg，1次惆×16周)、C组(老龄中剂量组，肌往每次TE 5．0mg／l【g，

1次／周x16周)、D组(老龄高剂量组，肌注每次TEl0 0rng／妇，1冽周x16周)。W器tem印迹法检测血管平滑肌
组织中AR及ER-13基因表达情况。结果给予低、中、高3种剂量的TE作用后血管平滑肌组织AR蛋白条带吸光

度分别为(99．50±21 74)，(125 38±28．68)，(i01 98±15．42)(对照组为m0)；ER一口蛋白条带吸光度分别为

(92．34±18 68)，(47 72±18．12)，(82．13±23 50)(对照组为100)。结论中剂量的TE可促进AR基因的表达

量，而中、高剂量的TE则抑制ER[3基因的表达量。

【关键词】睾酮；受体，雄激素；受体，雌激素；大鼠
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【Abstr*t】Objective To investigate the effects of testosterone enanthate(TE)on androgen receptor(AR)and

estrogen receptor 13(ER 13)expr∞ion in vascular smooth muscle of old rats Methods Fourty aged male rats we．re ran—

donfly divided into 4 groups：group A(placebo group)，group B(intramusctflar injection of TE 2 5mg／kg，once aweek)，

groupC(intramu．scularinjection ofTE 5 0mg／崦，once a week)，g批pD(intramusculaxinjection ofTE 10唰kg，
once a week)．AIl animals were fed fredy during the 16一week treatment period．ne expression of AR and ER-13 was

studied with Western blotting 1；h§ults AR expression in vascularⅢ-nooth muscle tissue was regulated by TE，with pro—

tein bandintensity being(99．50±21．74)，(125．38±28 68)and(101 98±15 42)h’rEdoses of2．5，5．0 andl0．0

m西慨，respectively．The expression of ER-13 WflS also regulated by TE，with protein band intensity being(92．34±

18 68)．(47 72±18 12)，(82．13±23 50)(the datawere expressed asj±5，with c删atml grouptaken aSl00)forthese

groups，respectively．Condusiom TE atmid-dose(5 0mg／k，once aweek)stimulatesthe expressionofAR，whereasthe

mid and high doses(5．0 and 10 0 mdkg，oDce aweek)inhibit the expression of ER-13
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在老年疾病中，冠心病的发病率和死亡率较高。

引起冠心病的高危因素主要有：吸烟、糖尿病、高血
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压、高血脂，这些因素可加速疾病的进展⋯。雄激素

中的某些睾酮制剂，已被人们普遍认为其与男性冠

心病发病有密切的关系”。。有关雌激素对女性心血

管系统保护作用的研究已成为医学界的一个研究热

点，而探讨雄激素与男性心血管疾病的关系也逐渐

引起人们的兴趣。近年来研究结果表明，心血管系

统存在雄激素受体，雄激素的心血管作用部分由雄

激素受体介导。为此，本实验采用了老龄大鼠作为

动物模型在给予不同剂量的庚酸睾酮(testosterone

enanthate，TE)后通过Western印迹法观察雌激索
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剿k(androgen receptor，AR)、雌激素受体一p(estro

gen receptor beta，ER一口)表达量的变化，为进一步阐

明冠心病的发病机理提供分子水平的物质基础。

1材料与方法

1．1主要试剂TE(Schering AG Germany)。细胞

裂解液(10×细胞裂解缓冲液，Cell Signaling Techn—

olagy lnc)。一抗：抗ER—D多克隆兔抗鼠抗体(San—

ta Cruz)、抗AR单克隆兔抗鼠抗体(Santa Cruz)。

二扰：辣根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体(Santa

Cruz)。TTBS缓冲液(pH7．4，Trls-Ha 100 mm洲

L，NaCl 150 mmol／L，0．1％Tween一20)。硝酸纤维

素膜(PVDF膜New England Biolabs lnc．)，ECI，监

测试剂(British Amersham Pharmacia Biotech)。凝

胶电泳系统(Bie-Rad Mini protein ffI System)

1．2建立动物模型Sprague-Dawley(SD)纯系雄性

大鼠购自解放军第一军医大学实验动物中心，体重

500--6209，取40只21月龄健康老龄SD系雄性大

鼠随机分为4组，A组(老龄对照组)、B组(肌注

TE每次2 5mg]kg，1次／周×16周)、c组(肌注TE

每次5mg／kg，1次／周×16周)、D组(肌注TE每次

10 0mg／kg，1次／周×16周)。整个实验期间，喂以

标准育成鼠饲料，自由饮水，常规饲养。均于末次给

药1周后，禁食24h，上午9：00从腹主动脉取血，

4℃、3000 r／min离心20 rain，取上清一70℃保存。

分离胸腹主动脉，用生理盐水冲洗动脉条，去除外

膜，纵行剪开血管，刮去内皮，生理盐水冲洗，所取组

织置于液氮保存。

1．3测定指标与方法

1．3 1性激素的测定腹主动脉取血6ml，4℃、

3000 r／rain离心20 min，取上清～70℃保存。用化

学发光法在南方医院检验科ACS：180SE仪器上进

行检测。

1．3 2平滑肌组织蛋白的提取于研钵中用液氮将

平滑肌组织研磨成粉末状，转移置匀浆器中加入一

定量的l×细胞裂解缓冲液和苯甲基磺酰氟化物

(phenylmethyl sulfonylfluoride，PMSF)继续研磨，收

集组织裂解产物于EP管中，4X；、14 000r／rain离心

15rain，上清蛋白一70℃保存备用(1个月内检测)。

Bradford法测定蛋白浓度。

1．3．3 Western印迹法各取3099蛋白进行变性的

7．5％、10％SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳，然后电转移

至PVDF膜上，含有5％的牛奶的TTBS缓冲液封闭

1h，PVDF膜与一抗(1：800)4℃下孵育过夜，TTBS

漂洗4×10min，再与辣根过氧化物酶标记的羊抗兔

IgG二抗(1：1 000)室温下孵育1h，TTBS漂洗3×

10rain，最后用ECL法进行显色。图像分析仪

(UVlsoft)定量测定杂交信号的吸光度。

1．3．4统计学分析以上实验重复3～4次，实验结

果用均数±标准差表示，各组问比较采用one-way

ANOVA(15D法)。

2结果

2．1各组雄鼠血清睾酮(testosterone，T)、雌二醇(es．

tl_09en，E2)、孕酮(progestrone，P)的水平

如表1所示，老龄组的T下降有明显的统计学

意义，E2相对升高，T／E2比例下降，P无明显的改

变。补充雄激素后T和E2升高，其中C和D两组

的T和E，升高有明显的统计学意义；从表1还可

见，B组的T低于生理剂量，C组的T接近生理剂

量，而D组的T高于生理剂量，但均无统计学意义

(6月龄的雄性大鼠血清T，E，和P的水平为正常对

照分另0为(912．17±438．37)”g／L，(86．12±19．81)

ng／L，(8．66±5．60)”g／L。

2．2"rE对血管平滑肌组织AR及ER—p表达量的影

响免疫印迹结果显示，雄性sD大鼠主动脉血管

平滑肌组织中存在AR和ER一8。在给予中剂量的

TE后，AR的表达量最高。ER—B的表达量受抑制，

尤其以中剂量最为明显(表2，图1，图2)。

3讨论

高血压和冠心病患者中，男性多于绝经前期女

性，有关雌激素及其受体与女性冠心病发病机制的

表1各组雄大鼠血清性激素水平比较

A组 10 359 71±358，30 129．32±54 46 5 8 66±z 03

B组 10 684．71±303，24 129 54±47．94 6 8 66±3 20

C组 10 962．50±284 20+ 253．28±8101一¨4 8-68±4 43

旦塑 !! !i!!：≥≥!!塑：!!： 3塑：!!!塑：塾二：：——————』—————旦笪兰堑∑一
注：与A组比较，*P<0 05，**P<0 01；与B组比较，##P<O 01

  万方数据



』』坚———竺竺量里皇塞童塑竺里!里竺!童矍!塑型竺竺竺竺竺竺竺些!：!
表2各组雄大鼠AR和ER-130D值的比较

分组 雄激素受体 雌激素受体0

A组 1006 】0066

B组 99 50±21 746 92 34±18．68“6

C组 125．38±28 68⋯ 47 72±18 12⋯⋯
旦塑 !Q!：塑：!§：±2： 墼：13：垫：§Q兰

注：j±5，”4，与A组比较，*P<0 0l，**P<0 001；与B组比

较，#P<0叭，##P<0 001；与C组比较，zxp<0 01．△△P<

0 001与D组比较，Ap<0叭．AAp<0 001

图1 Western印迹法显示的AR蛋白印迹

洼：1童龄对照组；2低剂量组；3中剂量组；4高剂茸组

图2 Western印迹法显示的ER-13蛋白印迹

注：1老龄对照组；2低剂量组；3中剂量组；4高剂鼍组

研究已较深入，但是有关雄激素及其受体与男性冠

心病发病机制的研究却很少。血管壁中雄激素受体

是20世纪80年代初I，in等”1用放射性标记的双氢

睾酮示踪显示发现的，并用实验证实了该受体具有

饱和性、特异性以及高亲和力。雄激素受体属核受

体家族，雄激素可以扩散进入靶组织和非靶组织，但

它只在雄激素受体存在的靶组织细胞中行使其生物

学功能。Fujimoto等“J、Higashiura等”。先后用RT—

PCR和Western印迹法在培养的大鼠主动脉平滑肌

细胞中发现有AR mRNA和蛋白存在。本实验的结

果也证实了血管平滑肌组织中也存在AR，而且发现

其蛋白表达量受睾酮浓度的调节，接近生理剂量的

睾酮可促进AR的表达量，而低于及高于生理剂量

的睾酮对AR表达量却没有明显的影响，这可能与

高生理剂量的睾酮在芳香酶的作用下转变成E2有

关，同时也说明了该受体具有特异性。此外，在类固

醇激素受体家族中存在自动调节是相当普遍的现

象，其自身调节的机制可能包括以下方面：一是在转

录水平影响AR mRNA的表达量”o；二是睾酮通过

延长AR mRNA在多聚核糖体的滞留，增强

AR mRNA的稳定性而在翻译水平发挥调控作用”。。

雄激素通过与其受体结合而发挥其生物学作

用。研究表明，男性冠心病患者服用睾酮能缓解心

绞痛症状，即刻改善运动诱发的心肌缺血；睾酮可直

接舒张犬和兔冠状动脉，快速引起大鼠主动脉舒张。

雄激素在其靶器官内可被5一a还原酶还原成生

物活性较强的双氢睾酮，也可在芳香酶的作用下转

变成B。雌激素通过与其受体结合这一经典途径而

发挥其生物学意义。雌激素受体分为a和B两种亚

型，但其生物学意义尚不明确。本实验发现在雄大

鼠血管平滑肌组织中还存在ER一口，ER—B的表达量与

AR的表达量之间存在一定的关联。中剂量的AR

的表达量最高，而ER．口的表达量却最低，高剂量的
ER 13的表达量较中剂量的却有所升高，这可能与雄

激素在芳香酶的作用下转变成雌激素，雌激素与其

受体结合有关。中剂量抑制ER—D的表达效果最好，

这可能与雄激素具有双相调节ER一口的表达有关。

雄激素与男性动脉粥样硬化、心肌病变、高血压

等多种心血管疾病的发病相关，目前这方面的研究

还不多，雄激素对男性心血管系统起有益还是不利

作用，尚未达成共识。心血管系统中雄激素受体的

发现及其功能的进一步研究，为从分子水平阐明雄

激素的心血管系统作用提供了可能。但这方面的研

究现在还处于起步阶段，仍有许多问题亟待阐明。

此问题的逐步阐明将为男性冠心病的防治提供一个

新的思路。
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