
睾酮对血管平滑肌细胞中雄激素受体mRNA表达的调控  

    男性冠心病的发病率显著高于同年龄组女性，近年来有关雄激素在男性冠心病发病中的作用逐渐受到了

研究者的重视，临床试验、动物实验和体外研究均提示雄激素在血管功能调节中起重要作用。 

    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(AR)存在的靶组织细胞中行使其生物学功

能，雄激素作用的强弱与细胞内AR含量密切相关，对AR表达调控的研究有重要的生物学意义。 

    血管平滑肌细胞(VSMCs)在动脉粥样硬化的发生过程中起着关键性的作用，以往研究业已证实VSMCs中存

在雄激素受体[1]。本实验旨在观察睾酮对VSMCs内AR mRNA表达的自身调控作用。 

    

1  材料与方法 

    1.1  药物配制 

    精确称取睾酮在无水乙醇中搅拌溶解配制成4×10-3 mol/L浓度，用培养基依次稀释为4×10-6、4×10-

7、4×10-8和4×10-9  mol/L(乙醇终浓度均小于0.1%)。 

    1.2  细胞培养 

    取雄性SD大鼠(2月龄，160~180 g)胸主动脉，贴块法培养VSMCs，细胞鉴定采用免疫荧光法。在给以药

物刺激的6天前，将培养液中的普通FBS替换为葡聚糖-活性炭预处理后的FBS以消除其中性激素对实验的干扰

作用。实验用10代以内的细胞，在实验过程中没有观察到细胞凋亡、脱落及活力降低等毒性反应。 

    1.3  实验步骤 

    培养的VSMCs达80% 融合时换用无血清DMEM静止24 h，使细胞周期实现同步化，然后给以不同刺激因素

于1% FBS/DMEM培养液中作用相应时间。 

    1.4  细胞计数 

    VSMCs以等密度接种于六孔培养板，不同刺激作用相应时间后用胰酶消化，细胞计数板计数。 

    1.5  [3H]-胸腺嘧啶([3H]-TdR)掺入测定 

    VSMCs以等密度接种于96孔板，给以不同浓度睾酮作用的同时加入1.85×104 Bq/孔 [3H]-TdR(北京原子

能研究所)，继续培养24 h后终止反应，样品收集至玻璃纤维滤膜， Beckman LS-6500液体闪烁计数仪测

定。 

    1.6  AR cDNA探针的制备 

    人/大鼠AR cDNA质粒pBluescript II SK+由中科院上海生化所张永莲研究员提供，随机引物法标记其

570 bp BamHI-SalI片段。 

    1.7  总RNA的抽提和Northern印迹分析 

    采用异硫氰酸胍-苯酚-氯仿一步法从培养的VSMCs提取总RNA，各取30 μg样品进行在1.0%琼脂糖/17.9%

甲醛变性凝胶上电泳，毛细管虹吸法将RNA转移至尼龙膜，紫外交联仪固定后于杂交液中65 ℃预杂交2 h，再

与标记好的AR cDNA探针65 ℃杂交过夜，洗膜后-70 ℃放射自显影7~10 d。图像分析仪(UVIsoft)定量测定

杂交信号的吸光度。 
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    1.8  统计学分析 

    实验结果用均数±标准差表示，所有分析用SPSS统计软件完成，各组间比较采用One-Way ANOVA，多重

比较采用LSD法。 

    

2  结果 

    2.1  不同浓度睾酮对VSMCs中AR mRNA表达水平的影响 

    不同浓度睾酮(0~4 μmol/L)作用24 h，VSMCs内AR mRNA表达水平呈剂量相关性增加(表1)。 

    2.2  睾酮作用不同时间对VSMCs中AR mRNA表达水平的影响 

    VSMCs与生理水平的睾酮(40 nmol/L)作用10 min~12 h 细胞中AR mRNA水平无显著性改变，24 h时方能

显著增加AR表达(表2)。睾酮的这种延时性作用提示VSMCs中AR mRNA的自身上调是需要转录过程介导的。 



    2.3  不同浓度睾酮对VSMCs数量及活力的影响 

    以往研究显示雄激素可以增强血管内皮细胞的凋亡相关损伤[2]，为排除雄激素对VSMCs活力可能的影响

对上述实验结果的干扰，我们采用细胞计数和[3H]-TdR掺入法观察了睾酮对VSMCs生长速率的影响，结果显示

不同浓度睾酮与静止的VSMCs作用24 h，细胞数量和DNA合成均无显著性改变(表3)，说明实验过程中细胞活力

稳定。 

    

3  讨论 



    睾酮能够有效抑制动脉内膜损伤后斑块的形成，这一作用由AR介导[3]，而VSMCs在动脉粥样硬化的产生

过程中起着重要作用。本实验证实了VSMCs中存在AR的自身调控：不同浓度睾酮(0~4 μmol/L)与VSMCs作用24 

h使细胞内AR mRNA表达水平呈剂量相关性增加；生理水平的睾酮(40 nmol/L)与VSMCs孵育24 h，细胞内AR 

mRNA含量较对照组明显上升。由此提示睾酮可以对VSMCs的生物学功能进行直接调节，VSMCs是睾酮作用的靶

细胞。有研究发现[3]，睾酮(1~10 ng/ml)与兔主动脉环孵育21 d使动脉壁中AR mRNA表达量较空白对照组增

加50%左右，本实验从细胞水平进一步证实了上述观点。 

    AR自身调控水平因细胞和组织的不同而异，包括基因转录水平、mRNA稳定性、翻译水平、蛋白稳定性等

多方面。研究中我们同时观察了相同条件下睾酮对VSMCs中AR 蛋白表达的调控作用，发现睾酮亦呈剂量和时

间依赖性地增加细胞内AR 蛋白表达(结果待发表)，但上调程度明显高于AR mRNA，即mRNA上调不足90%，而

蛋白含量增加达5倍以上；睾酮对二者正向调控幅度的不平衡，也提示VSMCs中AR自身调控过程的复杂性，而

不仅仅是基因转录水平的调控。与此类似，在体研究也证实了雄激素对血管功能的调节既有基因组效应[4]

[5]，也有非基因组效应[6]。 

    VSMCs增殖是动脉粥样硬化过程中的一个关键性事件，以往研究结果显示雄激素能够刺激VSMCs增殖

[7]，另外的实验则显示这种刺激没有显著性作用[8]。出现上述矛盾的原因可能在于实验条件的差异，一个

重要因素是细胞培养液组成的不同，即有高浓度的血清或者额外给以生长因子刺激，而导致其与雄激素作用的

累加效应[9](我们的前期研究也显示当培养液中血清浓度为15%时，睾酮可以呈剂量相关性地影响VSMCs增殖

[10])；另一个原因可能是雄激素作用时VSMCs生长状态的差异，因为细胞的生物学特征随分化阶段不同而异

[11]，AR活性和水平也随细胞周期变化，在G1/S期时最低[12]，实验中以静止后同步化的VSMCs为研究对象

也正是基于上述考虑。 

    总之，本研究证实了VSMCs中存在AR的自身调控，睾酮呈剂量和时间相关性地上调AR mRNA表达，且调控

过程中细胞活力保持稳定，研究结果提示雄激素对VSMCs中AR表达的调控作用部分需要基因转录水平的参与。 
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