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睾酮对内皮细胞妊娠相关血浆蛋白 -A mRNA表达的影响 *
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摘要目的：观察睾酮对内皮细胞妊娠相关血浆蛋白 -A（PAPP-A）mRNA表达的影响。方法：人原代脐静脉内皮细胞，选择第 3~4

代生长状态良好的细胞用于实验。实验分组：①空白对照组；②肿瘤坏死因子（TNF）-琢(终浓度 100 滋g/L)培养细胞组；③TNF-琢(终

浓度 100 滋g/L)及睾酮 1× 10-8 mol/L培养细胞组；④睾酮 1× 10-8mol/L培养细胞组。实验结束后收集各组细胞，用 RT-PCR方法检

测各组细胞 PAPP-A mRNA表达水平。结果：TNF-琢作用 2 h后，内皮细胞中 PAPP-A mRNA表达水平升高(P<0.05)，且随 TNF-琢
作用时间的延长，PAPP-A表达逐渐升高，在 16小时达高峰；睾酮作用后，PAPP-A mRNA表达水平较 TNF-琢组明显降低(P<0.01)

。结论：TNF-琢上调内皮细胞 PAPP-A mRNA的表达，而睾酮抑制了 TNF-琢对 PAPP-A分泌增加的刺激作用。
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The Effect of Androgen on Inflammatory Factor PAPP-A mRNA
in Endothelial Cells*

To investigate the effect of testosterone on inflammatory factor PAPP-A in endothelial cells.

HUVECs were treated with TNF-琢 for 16h and then with an addition of testosterone or not. PAPP-A mRNA were assessed by RT-PCR.

The pro-inflammatory cytokines, tumor necrosis factor (TNF)-琢, stimulated PAPP-A mRNA expression in HUVEC, and over

time the expression increased. Maximal PAPP-A mRNA level is achieved at 16 h stimulated by TNF-琢. Testosterone at a concentration

of 1× 10-8 mol/l was effectively inhibit PAPP-A mRNA expression stimulated by TNF-琢. TNF-琢 stimulate PAPP-A mRNA
high expression, Androgen can inhibit this function.
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前言

正常成年男性血浆中的睾酮水平约为 (1.0~3.5)× 10-8

mol/L。睾酮水平随着年龄的增加，于 25岁达高峰，此后随年龄

增长而逐渐下降，至 70岁时仅为峰值的 20%，90岁时仅为 5%
[1]。临床观察中发现男性随着年龄的增长，动脉粥样硬化

(atherosclerosis，AS)的发病率逐渐升高，目前大多数观点认为

随年龄增长男性生殖功能逐渐下降，体内雄激素分泌量也减

少，导致血脂代谢不良、胰岛素抵抗增加、内皮功能不稳定、凝

血系统活性升高等等，从而促进 AS的发生与发展[2]。

对于 AS发病的机制由脂质浸润学说、中膜平滑肌细胞增

殖学说到血栓源学说等，这些均不能对 AS的发生机制提供满
意的解释。但一直到 1999年 AS是血管内皮损伤导致的过度

炎症反应性疾病的理论才受到重视。有学者指出 AS是对各种

不同损害的过度的炎症纤维增生反应的结果[3]。在这一过程中，

内皮细胞、巨嗜细胞和平滑肌细胞构成病变的三要素，它们通

过生长因子、细胞因子等之间的相互作用促进动脉粥样硬化的

发生、发展。而淋巴细胞是一种重要的免疫细胞,可导致病灶的

免疫反应,加重这一网络的复杂性[4，5]。因此探索雄激素与 AS炎

症关系的分子机制，可能是抗动脉粥样硬化治疗的新靶点，也

可为临床上雄激素的替代治疗提供新的理论依据。

研究发现急性冠状动脉综合征 (acute coronary syndrome,

ACS)患者的血清妊娠相关蛋白 -A(pregnancy associated plasma
protein-PAPP-A，PAPP-A)水平显著增高，可作为预测不稳定斑

块内炎症的一种新的血清学指标，对 ACS进行早期识别、危险

分层以及预后评价[6，7]。内皮功能受损被认为是动脉粥样硬化的

始动步骤，研究表明，动脉粥样硬化不稳定性斑块中炎症反应

区域的巨噬细胞、平滑肌细胞、内皮细胞等均可高表达 PAPP-A
[8]。本实验观察雄激素是否能够影响内皮细胞分泌 PAPP-A，从

而推测雄激素对 AS炎症过程可能发生的影响。

1 材料与方法
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图 1 TNF-琢（终浓度为 100ng/ml）作用不同时间对 HUVEC PAPP-A mRNA表达的影响：A:1为 24 h组，2为 16 h组，3为 8 h组，4为 4 h组，5为 2

h组 6为空白对照组，M为Marker；B：*与空白对照组，P＜0.01

Fig.1 The level of PAPP-A mRNA in HUVECs which were stimulated with TNF-琢 ( 100ng/ml ) for different times：A: 1 means 24 h group, 2 means 16 h

group, 3 means 8h group, 4 means 4 h group, 5 means 2 h group, 6 means control group. : B: *: P<0.05 compared with the control

1.1 试剂与仪器
1.1.1 材料及主要试剂 睾酮购自美国 sigma公司、人原代脐

静脉内皮细胞(HUVEC)购自美国 Sciencell公司，细胞复苏后

于 37℃、5% CO2恒温培养箱培养，所用细胞为 3-4代、M199

(Gibco)、胎牛血清(Gibco)、TNF-琢购自美国 sigma公司。
1.1.2 主要仪器 CO2恒温培养箱(SANYO，Japan)、超净工作

台（苏州净化配置厂）、梯度 PCR仪（Bio-rad，USA）
1.2 实验步骤
1.2.1 内皮细胞培养 采用 3~4代生长状态良好的人脐静脉
内皮细胞株细胞(HUVECs)用于实验。培养基为 10%M199，待

细胞铺满培养瓶底后，以 0.25%的胰酶消化传代。
1.2.2 TNF-琢干预实验 取 HUVECs悬液接种于 12孔培养

板，第 2天换无血清培养基，分别予终浓度 100 滋g/L的 TNF-琢
刺激，作用 2、4、8、16、24 h后留取细胞待测。每组每浓度设 5

个孔。

1.2.3 PAPP-A mRNA表达的测定 收集各组细胞，RNA的提

取方法为 Trizol提取法。分别测定 RNA纯度及浓度后，采用
Bioneer公司逆转录试剂盒进行逆转录。将 Total RNA(2 滋g)和
Oligo dT（100 pmoles）加入 AccuPower RocketScript RT PreMix

管中，用 DEPC水补至最终体积至 20 滋L后，37℃ 1min，50℃

温育 1 h，95℃变性 5 min 后冰上骤冷用于 PCR 扩增。采用
Primer5.0 软 件 设 计 引 物。 PAPP-A 引 物 ： 上 游 引 物
5'GCATCTCAGAAATCCAGTCC 3'，下游引物 5'AGTCCG-

TACAGTCGTCATCT 3'，扩增片段为 210 bp。茁-actin引物：上

游引物 5'CCCAGCACAATGAAGATCAAGATCAT 3', 下游引

物 5'ATCTGCTGGAAGGTGGACAGCGA 3'，扩增片段为
101bp。PCR 反应条件为：PAPP-A：预变性 94℃ 5 min，94℃

45s、46℃ 45s、72℃ 1 min 循环 30 次，72℃ 延伸 10 min。
茁-actin：预变性 94℃ 5 min，94℃ 45s、60℃ 45s、72℃ 1 min 循

环 30次，72℃延伸 10 min。取 10 滋LPCR产物进行 0.8%琼脂

糖电泳，并用凝胶成像仪(美国 Bio-rad公司)进行光密度扫描，

结果以 PAPP-A/茁-actin的积分光密度比值表示。
1.2.4 重复上述实验 实验分组：⑴空白对照组，⑵ TNF-琢组，
⑶ TNF-琢+睾酮组，⑷睾酮组；其中 TNF-琢 组及 TNF-琢+睾酮

组均添加 100 滋g/L TNF-琢，TNF-琢+睾酮组及睾酮组添加 1×
10-8mol/L睾酮。作用 16 h后留取细胞待测。每组每浓度设 5个

孔。

1.3 统计学处理
采用（x± s），组间比较，两组数据间比较采用 t检验，多组

间比较采用单因素方差分析。所有数据采用 SPSS21.0统计软

件处理，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TNF-琢对内皮细胞 PAPP-A mRNA表达的影响
静息状态下内皮细胞几乎不表达 PAPP-A。TNF-琢作用于

内皮细胞后，随着时间的延长，内皮细胞 PAPP-A mRNA表达

水平逐渐升高，于 16小时达高峰(图 1)。

2.2 睾酮对 TNF-琢损伤的内皮细胞 PAPP-A mRNA表达的影

响

TNF-琢 与雄激素作用于内皮细胞后，内皮细胞 PAPP-A

mRNA表达水平较 TNF-琢组明显降低；雄激素组与空白对照
组比较无统计学意义（图 2）。

3 讨论

随着对动脉粥样硬化发生机制的研究不断深入，动脉粥样

硬化中新的炎症因子及炎症介质的不断检出，炎症已成为 AS

发生发展过程中的重要因素。TNF-琢为炎症反应和免疫反应的
重要递质，并与动脉粥样硬化活动性密切相关 [9]。研究显示

TNF-琢可抑制内皮细胞的增值、促进内皮细胞的凋亡、增加白

细胞黏附、诱导细胞间黏附分子 -1（ICAM-1）表达等作用，导致

血管损伤和血栓形成；促进心肌细胞凋亡引起心功能障碍，促

进平滑肌细胞增殖、迁移和内皮细胞的活化，最终导致动脉粥

样硬化形成和斑块的不稳定[10]。Conover CA和 Li W等人发现
TNF-琢可诱导人冠状动脉内皮细胞、平滑肌细胞及人外周单核
细胞中 PAPP-A mRNA表达升高[11，12]。

1974年 Lin等在妊娠妇女血浆中发现并提纯，最近国内外

研究发现，PAPP-A是一种金属蛋白酶，它可能参与 AS的发生

与发展[13]。并已证明，AS不稳定性斑块中炎症反应区域的内皮

细胞、巨噬细胞、平滑肌细胞等均可高表达 PAPP-A。PAPP-A

可以裂解完整的胰岛素样生长因子结合蛋白(IGFBP)-4，释放

胰岛素样生长因子（IGF）。IGF可以促进巨噬细胞趋化，摄取过
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图 2睾酮对 TNF-琢损伤的内皮细胞 PAPP-A mRNA表达的影响

Fig.2 The effect of testosterone on PAPP-A mRNA in HUVECs which were stimulated with TNF-琢
A: 1为睾酮组，2为 TNF-琢+睾酮组，3为 TNF-琢组，4为 TNF-琢组，M为Marker。B：*与空白对照组比较，P＜0.01。#与 TNF-琢组比较，P＜

0.01。△与空白对照组比较，P＞0.05

A：1 means testosterone group, 2 means TNF-琢 and testosterone , 3 means TNF-琢 group, 4 means control group, M means Marker. B：*: P<0.05

compared with the control. #:P<0.01 compared with the cells stimulated with TNF-琢 for 16h.△ : P＞0.05 compared with the control

量的 LDL-C从而形成泡沫细胞，促进血管平滑肌细胞及血管

内膜细胞的增殖和凋亡，合成分泌促炎因子，细胞外基质重塑，

使纤维帽变薄，甚至诱发斑块出血和破裂，在 AS 的进展中起

非常重要的作用 [14]。反过来胰岛素样生长因子又可加速

PAPP-A对 IGFBP-4的降解作用，从而进一步增强其促进动脉

粥样硬化发生发展的生物学作用[15]。体外研究证明，PAPP-A受

促炎细胞因子 TNF-琢和 IL-1茁的直接调节，NF-κ B 途径的激
活是促炎因子 TNF-琢和 IL-1茁诱导的 PAPP-A 基因表达和功

能激活的主要信号传导途径[16]。

流行病学研究显示：老年男性的 CAS发病率较女性高，男

性性别目前仍作为一个独立的冠心病危险因素，而随着年龄增

长，老年男性雄激素水平逐渐降低。低睾酮水平与冠脉系统疾

病有关，另外，睾酮缺乏是冠脉事件和总体死亡率的独立危险

因素[17]。睾酮由睾丸间质细胞合成，研究发现雄激素受体除存

于睾丸间质细胞内之外，也存在于心房肌、心室肌、主动脉、冠

状动脉，因此，雄激素与心血管系统有密切的关系。随机试验研

究证实给予冠脉疾病男患睾酮补充治疗对心肌缺血有保护作

用[18]。Yang等人证明炎症细胞因子的升高与低睾酮水平有关，

且二者均与老年男性动脉粥样硬化有关 [19]。但目前缺少雄激

素、炎症与 AS三者之间的研究。

本实验结果提示，静息状态下 HUVEC 几乎不表达
PAPP-A mRNA，炎性作用可诱发 PAPP-A高表达，且随着刺激

时间的延长，PAPP-A mRNA表达量在 2、4、8、16、24小时均增

加，TNF-琢作用 2小时后 PAPP-A的 mRNA表达明显增加，随

后，在 TNF-琢作用 16小时 PAPP-A mRNA表达达高峰。本研

究发现在 TNF-琢的作用下 PAPP-A mRNA增加，提示 PAPP-A

在转录水平上受促炎因子的直接调控，也进一步证明了

PAPP-A和炎症的相关性。目前炎症因子对 PAPP-A表达的调

控机制仍不清楚。有研究在培养人成纤维细胞的研究中发现，

TNF-琢 影响 PAPP-A 的表达主要是通过 NF-资B 通路实现的，
NF-资B的抑制剂 BAY11-7082能阻断 TNF-琢所诱导的人成纤
维细胞中 PAPP-A mRNA和蛋白的高表达[20]。但缺少 TNF-琢影

响内皮细胞表达 PAPP-A机制研究的报道。

如前所述，有研究显示，睾酮缺乏与冠脉事件有显著的关

系，睾酮补充治疗可保护心肌，减少缺血的发生。根据本实验结

果，雄激素可以抑制内皮细胞的 PAPP-A mRNA的表达，可推

断雄激素可抑制内皮细胞的炎症反应。但近年来关于雄激素水

平与炎症反应的研究相对较少。有实验表明，男性在性功能低

下时体内炎症反应一般也较重，血清中炎症因子包括 CRP、
IL-6、IL-8等水平较高，而睾酮的补充治疗可降低某些炎症因

子的水平[21]。Malklin等人也进行了一项关于雄激素补充治疗

的研究，实验中应用外源性睾酮补充治疗后，TNF-琢和 IL-l水

平明显下降，由此Malklin提出：雄激素补充治疗能够减少炎症

反应[22]。关于雄激素与炎症反应的机制研究，有报道指出雄激

素降低炎症因子可能是由于：当游离睾酮与雄激素受体结合

后，核因子 -κ B和活化蛋白 -1的活化受到影响，间接起到了

抑制炎症因子分泌的作用。

目前越来越多的研究证实 PAPP-A不仅能够成为不稳定

性斑块的标记物，而且还可作为急性冠脉综合征预后的预测因

子，PAPP-A的升高提示可能因斑块不稳定而再发急性缺血等
不良事件风险增高。本实验结果提示，雄激素可抑制炎症因子

诱导的 PAPP-A的表达，说明雄激素也许可以减轻动脉粥样硬

化的炎症反应。因此推测睾酮水平的降低可能同时伴有某种程

度的炎症反应，在低睾酮人群体内其慢性炎症反应更加严重，

同正常人群相比，动脉粥样硬化程度也更加严重。这在某种程

度上解释了睾酮水平降低与血管疾病发生率升高二者的关系。

本实验未进行睾酮抑制 PAPP-A表达的机制方面的研究，仍不

能确定睾酮是通过何种途径减少 PAPP-A在内皮细胞中的表

达。另外，雄激素与炎症因子及动脉粥样硬化的关系尚不明确，

关于此三者之间的研究可使睾酮与血管疾病之间的关系更加

明确，并且也许能为临床上睾酮的替代治疗提供新的理论依

据。
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