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睾酮对人单核细胞雄激素受体蛋白表达的影响
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摘要! 目的 研究不同浓度的睾酮对人单核细胞中雄激素受体 !LM$ 蛋白表达的影响& 方法 对培养的人单核细胞株

NO7$% 予不同浓度的睾酮刺激%采用 P1Q01/<R4@.00;<D 检测细胞中 LM 蛋白表达量%进行半定量比较& 结果 人的单核细

胞中存在 LM& LM 表达量随睾酮浓度的增加而减少& 加用选择性受体阻滞剂氟他胺可使这种作用完全阻滞& 结论 LM
表达量随睾酮浓度的增加而减少%并具有一定的时间’剂量依赖性&
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多种老年性疾病和自身免疫性疾病均伴有性激

素水平异常%早期研究发现性激素可影响免疫系统的

d 细胞生成和胸腺 N 细胞的发育)%*& 近来有人在外周

血白细胞及滑膜积液中的巨噬细胞中均发现有雄激

素受体!?<2/.D<1R/191-0./%LM$存在 )!%#*%说明免疫系

统 也 是 性 激 素 的 靶 器 官 & 单 核 巨 噬 细 胞 系 统

!E.<.,9@1?/-=?D.9501RQ5Q01E%^7+$的功能长期以来

被认为主要是参与非特异性免疫防御及特异性免疫

应答%合成与分泌细胞因子%调控炎症’免疫反应及凝

血等过程%并且在动脉粥样硬化!?/01/;.Q9@1/.Q;Q%L+$
形成过程中%局部斑块周围存在单核巨噬细胞和淋巴

细胞浸润%吞噬脂质的单核 e 巨噬细胞是 L+ 泡沫细

胞的重要来源& 血液中的单核细胞是否存在 LM+ 睾

酮的浓度对它的表达量有何影响+ 为此%我们通过特

异 性 抗 体 检 测 了 不 同 浓 度 睾 酮 对 人 单 核 细 胞 株

NO7$% 中 LM 蛋白表达的影响&

%RR材料和方法

%K%RR主要试剂

人 单 核 细 胞 株 NO7$% 由 中 科 院 上 海 细 胞 所 提

供& 睾酮和氟他胺为美国 +;DE? 公司产品% 无酚红

%BF" 培养基!O59@.<1 公司$%胎牛血清!杭州四季青

公司产品$%兔抗大鼠及人的 LM 多克隆抗体’GXU 显

色试剂盒!Q?<0QR9/,Q 公司$%辣根过氧化酶标记的羊

抗兔二抗 !武汉博士德公司$%7f]\ 膜!d.1=/;<D1/R
^?<<=1;E 公司$&
%K!RRNO7$% 细胞的培养及条件培养液的制备

NO7$% 细胞用含 %"g胎牛血清的 %BF" 培养液%
于 #(!!’*gRXh! 培养箱中静置培养& 每日传代 %i!瓶%
实验前改换为无血清的 %BF" 培养基静置 %!R= 后%倒

掉培养基%加入含有睾酮!N$或氟他胺!\$的无血清

%BF" 培养基%据文献报道)F*调整其终浓度!单位,E.@eU$
为 N* !%"$*$’NB !%"$B$’N( !%"$($’N& !%"$&$’N’ !%"$’$’\*

!%"$*$’N(jR\* 和空白对照组 !只加 %BF" 培养基$刺

激%分别观察 %!’!FR=RLM 的蛋白表达量&
%K#RRP1Q01/<R4@.00;<D
RRRRRRRR经上述处理后在相应时间搜集细胞% 冰 7d+ 洗

两遍%加入预冷的细胞裂解液%F!!裂解细胞 %*RE;<%
低温离心 %!R"""RDR%"RE;<%取上清%蛋白浓度的测定

采用 d/?2:./2 法& 取总蛋白 &"!!D%加入等体积的上

样缓冲液%%""!!煮沸 #i*RE;<%(gR+]+R聚丙烯酰胺凝

胶进行电泳分离蛋白!上胶电压 B"Rf%下胶电压 %!"Rf$&
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表 !""#$ 的蛋白表达量%!&’(!!!")
!"#$% &’()*++,-. -/ ".0)-1*. )*2*(3-) ,. !45*%

2*66+ %!&’(!#$%!!&’)

+,"+-./0./-102-!3,"345/6789-:"!(;<=<>"!!(;"<=<<!")"
?02/104"@105A! B(;<=<>("BB(;<=<<!")" +C"@105A

D105A !E"F EG"F

H02/104 !<<B !<<

+I JG=C’!J=EC!B JE=<<!G=KK!!BB

+J CE=GC!’=!G!! CE=<>!C=I>!!B

+C KJ=G’!!>=GE!! >K=<C!G=!’!!

+K KE=JK!I=>!! >J=’J!C=E>!!

+> KG=J>!!E=<E!! >G=CE!G=!K!!

+CL3> !<>=JE!’=!BB I>=IK!!!=JIBB

3> !<G=’’!K=>BB !<K=KC!>=C>BB

图 !""M-./-12"N40//82@ 检测睾酮刺激 EG"F 后 #$ 的蛋白表达

7,1$% 8*+3*). #6-33,.1 /-) 9: ()-3*,. ,. !45*% 2*66+ ;< = "/3*) 3*+3-+3*)-.* 3)*"3>*.3
+?,"H02/104:"+I*+>,"+1-6/7-2/"O8/F"/-./0./-102-"P107"!<*I"/0"!<*>"704QR! 3>,"+1-6/7-2/"O8/F"!<*>"704QR"P45/6789-!+CL"3>,"+1-6/7-2/"O8/F"

!<*C"704QR"/-./0./-102-"629"!<*>"704QR"P45/6789-

图 E""M-./-12"N40//82@ 检测睾酮刺激 !E"F 后 #$ 的蛋白表达

7,1$; 8*+3*). #6-33,.1 /-) 9: ()-3*,. ,. !45*% 2*66+ %; = "/3*) 3*+3-+3*)-.* 3)*"3>*.3
+?,H02/104:"+I*+>,"+1-6/7-2/"O8/F"/-./0./-102-"P107"!<*I"/0"!<*>"704QR:"

3>,"+1-6/7-2/"O8/F"!<*>"704QR"P45/6789-:+CL"3>,+/1-6/7-2/"O8/F"!<*C"704QR"/-./0./-102-"629"!<*>"704QR"P45/6789-

电泳结束后"将蛋白转印到 STU3 膜上#!<<"T"’"F$"
再用含 >V脱脂奶粉的 +*+WX 室温下封闭 K<"782"加

入用 +*+WX 稀释好的 #$!抗%!"><<&室温振荡 E"F"
+*+WX"E<<"74 洗膜 ’ 次#!>"782" 结合辣根过氧化酶

标记的羊抗兔二抗%!"!>"<<<&孵育 !"F"+*+WX"E<<"74
洗 !>"782"’Y> 次’ 此后按 ZHR 显色试剂盒说明书操

作" 曝光后 [ 光片用光密度图像扫描系统进行光密

度分析’
!=G""统计学处理

经光密度分析" 用面积$光密度代表表达量"以

对照组表达量值为 !<<V"其它各组值与对照组表达

量的值进行比较"得出相对光密度值#\U&"数据处理

采用 XSXX!<=< 统计软件" 组间比较用单因素方差分

析#\2-"O6]"#^\T#&"多重比较采用 RXU#由于组间

方差不齐采用 +67F62-"*E&方法’

E""结果

免疫印迹结果#图 !(E&显示"人的单核 Q 巨噬细

胞中存在 #$’ 统计软件分析组间 #$ 表达量具有显著

性差异#+&!’=E’"(;<=<<!&’ 在刺激 !E"F 后"睾酮浓度

为 !<*IY!<*J"704QR 的 E 组之间存在显著差异#(;<=<>&"
刺激 EG"F 后睾酮浓度为 !<*IY!<*C"704QR 的 ’ 组之间

均存在显著差异 #(;<=<>&"#$ 表达量随睾酮浓度的

增加而减少"而睾酮浓度增至 !<*C"704QR 至 !<*>"704QR
之间 #$ 的表达量无明显差异#(_<=<>&’ 单纯给予雄

激素拮抗剂氟他胺#!<*>"704QR&和同时给予 !<*C"704QR
睾 酮 组 与 对 照 组 比 较"#$ 的 表 达 量 均 无 明 显 差 异

#(_<=<>&"而明显高于单纯用睾酮刺激的各组#(;<=<>&’
EG"F"!<*C"704QR 的睾酮刺激 #$ 蛋白的表达量较 !E"F
减少明显#(&<=<’G&"可能有一定的时间依赖性’ 其余

各浓度刺激两时间点之间无明显变化#(_<=<>&#表 !&’

+?"""""""""""""""""+I""""""""""""""""""+J"""""""""""""""""""+C""""""""""""""""""+K"""""""""""""""""""+>"""""""""""""""""3>""""""""""""""+CL"3>

+?""""""""""""""""+I""""""""""""""""""+J"""""""""""""""""""+C""""""""""""""""""+K""""""""""""""""""+>""""""""""""""""""""3>""""""""""""+CL"3>

’""讨论

在衰老过程中"性激素水平与免疫功能的关系成

为研究热点’许多老年疾病和自身免疫性疾病如高血

压(动脉硬化(骨质疏松(类风湿(系统性红斑狼疮等

的发病率存在明显性别差异’性激素作为类固醇激素

的一种" 早期研究发现主要通过调节胸腺大小及 +
细胞的发育( 骨髓 W 细胞生成等中枢免疫器官来影

响免疫系统 )>"K*"近来发现它也可影响许多非胸腺淋

巴器官"包括中枢神经系统(单核 * 巨噬细胞系统及

骨骼肌肉系统等’
性激素发挥作用主要是通过其激素受体"睾酮可

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’雄激素主要
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通过与其受体结合这一经典的途径而发挥作用!其受

体是依赖于配基转录因子的超家族核受体" !" 在胞

浆中能与热休克蛋白结合!当与雄激素结合后即被激

活! 热休克蛋白解离!!" 便能进入核内识别靶基因

上专一的 #$% 序列并与之结合!从而调控该基因的

转录"雄激素受体的转录激活功能是由核受体辅助激

活因子或 &’() 介导的!这些辅助因子通过与次级辅

助因子作用催化组蛋白乙酰化和甲基化而修饰染色

质的结构 #*$!促进 "$% 聚合酶!转录起始复合物与

启动子结合!激活基因转录!表达新的蛋白质!最终使

得细胞的功能发生改变"
生殖系统是雄激素最主要的靶器官! 但在心脏%

血管%神经%肌肉%骨骼等多个系统中均发现了 %"!
我们的实验结果显示在单核巨噬细胞系统中也存在

雄激素受体!而且发现其蛋白表达量在一定范围内受

睾酮浓度的调节!存在着一定的剂量%时间依赖性"随

睾酮浓度的增加!%" 的表达量逐渐减少! 说明单核

细胞自身对其 %" 表达存在着一定的负反馈调节!这

也是类固醇激素非常普遍的调节方式"单纯给予雄激

素受体拮抗剂氟他胺&’)+,-./012’和氟他胺与睾酮同

时刺激对 34&+5 中 %" 的表达均无影响! 可能是由

于我们在给刺激时所用的培养基是无血清培养基!其

中不含有其它激素成份!也说明氟他胺是通过拮抗睾

酮来发挥作用!和 5)+*-./012 睾酮合用时能阻断雄激

素的作用" 在 5)+*-./012 睾酮组!%" 蛋白表达量在

67-8 较 59-8 减少! 说明睾酮浓度的调节在时间上也

可能存在一定的依赖性" 但是!由于 34&+5 细胞是来

源于 5 岁男童的外周血! 而睾酮作为一种雄性激素!
它在不同的性别%不同年龄的阶段中可能存在不同的

调节方式" 而且作为一种细胞株!它在受体调节方面

同人的外周血单核细胞间可能也存在差异"
近来研究发现睾酮不单是通过细胞内受体的经

典途径发挥作用! 而且它还可以通过细胞膜上的受

体 经 非 基 因 组 效 应 起 作 用 #:$!本实验没有对细胞膜

上的受体进行检测!不能完全反应睾酮对雄激素受体

的影响情况" 这些问题将有待进一步研究"
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冠心病患者血清中肺炎衣原体免疫复合物及抗体检测的临床分析

孙芸芸 5!蒋文玲 9!罗宪玲 9!陈纪言 5"5 广东省心血管病研究所!广东 广州 f5)5))#9 广东省老年医学研究所!
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摘要!目的 了解冠心病患者肺炎衣原体感染状况!探讨肺炎衣原体&IQ?’感染与冠心病的发生发展关系" 方法 采用双

抗体夹心法%间接 c2]C% 法检测了 5Y) 例经冠状动脉造影证实的冠心病患者和 d) 例非冠心病患者血清中肺炎衣原体

免疫复合物VI&?PI]IW和 ];g 抗体" 结果 冠心病组 IQ?P];g 型免疫复合物的阳性率&YiJ:l’高于对照组&d)J)mD-%n)J)f’"
a&?P];g 抗体阳性率冠心病组为 YfJ)m对照组为 i6JfmD前者阳性率显著同于后者&%n)J)f’" 结论 aQ? 感染与冠心病关

系密切!但尚需进一步深入探讨"
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