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双氢睾酮对人外周血内皮祖细胞增殖能力的影响
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　　摘　要：目的　探讨双氢睾酮（ＤＨＴ）对人外周血内皮祖细胞增殖能力的影响。方法　采用密度梯度离心法从健康成年男性

外周血获得单个核细胞，接种于人纤维连接蛋白包被的培养板。培养７ｄ后，经Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）及

ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集素Ｉ（ＦＩＴＣＵＥＡＩ）荧光双染法鉴定正在分化的内皮祖细胞。采用人工计数法和３（４，５二甲基噻唑２）２，

５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）法观察浓度为０ｎｍｏｌ／Ｌ（对照组），１ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组，１０ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组，１００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组ＤＨＴ

对内皮祖细胞增殖能力的影响。结果　与对照组相比，各浓度ＤＨＴ组内皮祖细胞增殖能力明显增强，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；随着ＤＨＴ浓度的升高促进作用逐渐增强，但浓度达１００ｎｍｏｌ／Ｌ时ＤＨＴ对内皮祖细胞增殖能力促进作用有所减弱，但仍

明显高于对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　在一定浓度范围内，ＤＨＴ可呈剂量依赖性增强内皮祖细胞增殖能力。
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　　在美国，前列腺癌是男性最常见的恶性肿瘤，在中国前列

腺癌的发病率较低，但也有逐年增加的趋势，然而至今对前列

腺癌尚无有效根治方法［１２］。众多研究表明，内皮祖细胞（ｅｎ

ｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）参与肿瘤微血管网的形成，在

肿瘤新生血管形成过程中发挥着重要作用［３４］。前列腺癌的发

展与转移与其他实体瘤一样，需要癌肿周围新生的血管提供氧

气和营养，已有研究表明雄激素可通过调节男性体内内皮细胞

的功能促进缺血组织新生血管的形成［５］。在此基础上，作者推

测，雄激素也可能通过调节ＥＰＣｓ的功能，从而在一定程度上

起到促进前列腺癌周围新生血管形成作用。为证实这一假说，

本研究主要观察了双氢睾酮（ｄｉｈｙｄｒｏｔｅｓｔｏｓｔｅｒｏｎｅ，ＤＨＴ）对早

期ＥＰＣｓ增殖能力的影响，为前列腺癌的预防及治疗提供新的

思路和依据。

１　资料与方法

１．１　一般资料　健康成年男性志愿者外周血１０例（年龄小于

或等于４０岁），２０～５０毫升／例。人淋巴细胞分离液购自Ｓｉｇ

ｍａ公司，人纤维连接蛋白购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，ＥＧＭ２培养基

购自Ｌｏｎｚａ公司，Ｄｉｌ标记的乙酰化低密度脂蛋白（ＤｉｌａｃＬＤＬ）

购自 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅ公司，ＦＩＴＣ标记的荆豆凝集素Ｉ（ＦＩＴＣ

ＵＥＡＩ）购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　ＥＰＣｓ的分离与培养　利用密度梯度离心法分离成年

１８３２重庆医学２０１３年７月第４２卷第２０期

 基金项目：湖北医药学院２０１１年度研究生启动基金资助计划项目（２０１１ＱＤＺＲ１７）；湖北省教育厅重点项目（Ｄ２００９２４０３）；湖北省高校优

秀中青年科技创新团队项目（Ｔ２０１００８）。　作者简介：刘睿（１９８６～），助教，硕士，主要从事激素的血管生物学作用研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：

１３８７２７９９８８８；Ｅｍａｉｌ：ＨＴＺ０２１２＠１６３．ｃｏｍ。



健康男性外周血，获得单个核细胞，等量接种于人纤维连接蛋

白包被的培养板，置于３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中培养４ｄ，换液

后继续培养至第７ｄ，用ＰＢＳ液洗去非贴壁细胞，以供下一步

实验使用。

１．２．２　ＥＰＣｓ鉴定　观察所接种单个核细胞的形态学改变，并

在共聚焦显微镜下观察ＥＰＣｓ摄取ＤｉｌａｃＬＤＬ以及结合ＦＩＴＣ

ＵＥＡＩ的特性。细胞形态呈梭形且经 ＤｉｌａｃＬＤＬ和 ＦＩＴＣ

ＵＥＡＩ双染为阳性的细胞被认为是正在分化的ＥＰＣｓ。

１．２．３　实验分组　将培养至第７天的ＥＰＣｓ随机分为４个实

验组干预２４ｈ：ＥＰＣｓ培养液中加１／１０００的ＤＭＳＯ，作溶剂

对照，为对照组；不同 ＤＨＴ浓度（１ｎｍｏｌ／Ｌ、１０ｎｍｏｌ／Ｌ、１００

ｎｍｏｌ／Ｌ）作用的 ＥＰＣｓ分别分组为 １ｎｍｏｌ／Ｌ ＤＨＴ 组、１０

ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组、１００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组。

１．２．４　不同浓度ＤＨＴ对ＥＰＣｓ增殖能力检测　将分离的单

个核细胞等量接种于人纤维连接蛋白包被的培养板，培养至第

７天的ＥＰＣｓ，换液后按照上述分组方法，分别加入不同浓度

ＤＨＴ置于３７℃５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ。重新将等量ＥＰＣｓ

接种于人纤维连接蛋白包被的９６孔培养板，各浓度组均做３

个复孔，并设空白对照孔（含培养液、药物溶解介质、细胞共

２００μＬ）、调零孔（培养液２００μＬ），３７℃５％ ＣＯ２ 培养箱培养

２４ｈ后，每孔加入３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮唑溴

盐［３（４，５Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍｂｒｏ

ｍｉｄｅ，ＭＴＴ］溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，继续培养４ｈ，弃去上清

液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，于微量振荡器震荡１０ｍｉｎ，酶标

仪波长４９０ｎｍ处测各孔溶液吸光度值。ＤＨＴ对ＥＰＣｓ增殖

能力的影响可用人工计数法重复验证。培养７ｄ的ＥＰＣｓ，加

入不同浓度ＤＨＴ置于３７℃５％ＣＯ２ 培养箱培养２４ｈ后，用

人工计数法观察不同浓度ＤＨＴ对ＥＰＣｓ数量的影响。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计量资料以

狓±狊表示，多组均数比较用方差分析，组间两两比较用狇检验；

检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＰＣｓ的鉴定　刚接种的细胞呈圆形；培养４ｄ后，大部

分贴壁细胞呈椭圆形，并有部分梭形细胞；培养至第７天，镜下

见大量梭形细胞。能够摄取 ＤｉＬａｃＬＤＬ的细胞发红色荧光，

能够结合 ＦＩＴＣＵＥＡＩ的细胞发绿色荧光，ＤｉＬａｃＬＤＬ 和

ＦＩＴＣＵＥＡＩ双染阳性的细胞呈黄色荧光，被认为是正在分化

的ＥＰＣｓ，见图１。

　　Ａ：ＤＡＰＩ染为蓝色的细胞核；Ｂ：ＦＩＴＣＵＥＡＩ染色阳性细胞，呈绿色；Ｃ：ＤｉｌａｃＬＤＬ染色阳性细胞，呈红色；Ｄ：ＤｉｌａｃＬＤＬ及ＦＩＴＣＵＥＡＩ荧光

双染阳性细胞。

图１　　正在分化的ＥＰＣｓ鉴定图

图２　　不同浓度ＤＨＴ对ＥＰＣｓ增殖能力的影响

２．２　ＤＨＴ对ＥＰＣｓ增殖能力的影响　培养７ｄ的ＥＰＣｓ，不同

浓度ＤＨＴ干预２４ｈ后，采用 ＭＴＴ比色法分析比较不同浓度

组ＥＰＣｓ增殖能力差异。结果显示，１ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组较对照

组ＥＰＣｓ增殖能力显著增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；１０

ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组作用更加明显，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；１００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组作用效果不如１０ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ

组，但较对照组仍显著增强ＥＰＣｓ增殖能力，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）（狀＝１０），见图２。

２．３　人工计数法观察不同浓度ＤＨＴ对ＥＰＣｓ细胞数量的影

响　培养７ｄ后的ＥＰＣｓ，分别加入不同浓度的ＤＨＴ干预２４

ｈ，结果显示，１ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组较对照组ＥＰＣｓ细胞数量显著

增加（犘＜０．０５）；１０ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ组较对照组增加更加明显

（犘＜０．０１）；１００ｎｍｏｌ／ＬＤＨＴ 组作用效果不如１０ｎｍｏｌ／Ｌ

ＤＨＴ组，但仍显著增加ＥＰＣｓ细胞数量（犘＜０．０５），见图３。

图３　　不同浓度ＤＨＴ对ＥＰＣｓ数量的影响
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３　讨　　论

本研究观察了雄激素ＤＨＴ对人外周血ＥＰＣｓ在体外培养

过程中增殖能力的影响，实验结果表明在一定的浓度范围内

ＤＨＴ可呈浓度依赖性上调ＥＰＣｓ的增殖能力，但当浓度达１００

ｎｍｏｌ／Ｌ时，这种促进作用有所下降，但仍明显强于对照组。

目前，雄激素对ＥＰＣｓ功能的影响仍存在争议，其焦点主

要在于雄激素是否能上调ＥＰＣｓ的功能
［６８］。而导致各项研究

出现差异的原因，除了与体外干预所选择ＥＰＣｓ的时期、雄激

素类别有一定关系外，与实验研究所选用的不同对象（如人和

鼠）也有一定关系，因为不同生物种类来源的ＥＰＣｓ生物学功

能可能不完全一致。

本实验主要观察了雄激素ＤＨＴ对早期ＥＰＣｓ增殖能力的

影响。研究发现，ＤＨＴ可上调体外培养ＥＰＣｓ的数量，增强其

增殖能力，且随ＤＨＴ浓度增加，这种上调作用逐渐增强。然

而，并不是像作者预期所期望的高浓度ＤＨＴ产生对ＥＰＣｓ影

响会更强，而是随着ＤＨＴ浓度增大到１００ｎｍｏｌ／Ｌ时，其上调

ＥＰＣｓ增殖能力的作用有所下降，但与对照组相比，其上调作

用仍十分明显，这表明ＤＨＴ能够上调ＥＰＣｓ的增殖能力，但并

不是其浓度越高这种作用越明显，而是在一定浓度范围内，这

种上调作用呈剂量依赖性。

ＥＰＣｓ主要存在于骨髓，是内皮细胞的前体细胞，具有增

殖、黏附、迁移等功能，可由骨髓释放入外周血，参与新生血管

的形成［９１１］。肿瘤组织在生长过程中，释放大量细胞因子及化

学因子，如 ＶＥＧＦ、ＦＧＦ、ＴＮＦ等，他们可诱导ＥＰＣｓ由骨髓释

放入外周循环参与肿瘤组织周围新生血管的形成［１２１３］。有研

究显示，前列腺癌微血管密度与其临床分期、病理分级、疾病进

展以及患者的生存密切相关，去势治疗导致雄激素水平降低后

前列腺癌组织微血管密度减少［１４１５］。雄激素水平的降低，一

方面减少了雄激素对前列腺癌细胞的刺激，使其生长受到抑

制；另一方面可能也会导致前列腺癌的新生血管形成减少，从

而抑制癌肿的生长。前者已经得到临床的证实，而后者还没有

相关研究支持。因此，雄激素是否在促进前列腺癌新生血管形

成中发挥作用以及通过何种机制发挥作用是值得进一步研究

的。研究明确雄激素对ＥＰＣｓ功能的影响及其机制，将为前列

腺癌的预防及治疗提供了新的思路。
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