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雌激素受体α在胰岛素致动脉粥样硬化中的作用
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　　［摘要］　目的　探讨在胰岛素诱导动脉粥样硬化发生的过程中，雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ
α，ＥＲα）的作用。方法　 ①８周龄 Ａｐｏｅ／Ｌｅｐｒ基因双敲小鼠按随机数字表法分为对照组和实验组
（４ＩＵ胰岛素组），每组４只。ＨＥ染色及免疫组化观察小鼠血管动脉斑块形成及 α平滑肌肌动蛋白
（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎα，αＳＭＡ）、ＥＲα的表达。②用胰岛素及甲基化转移酶抑制剂干预大鼠血管平滑
肌细胞，采用ＲＴＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＤＮＡ甲基化酶、ＥＲα的表达，划痕实验及流式细胞仪检测
ＥＲα对血管平滑肌细胞增殖的影响。结果　①实验组小鼠血管出现动脉斑块，免疫组化结果显示
αＳＭＡ、ＥＲα表达降低（Ｐ＜０．０５）。②与对照组比较，胰岛素处理后血管平滑肌细胞中ＤＮＡ甲基化酶
的ｍＲＮＡ与蛋白表达升高（Ｐ＜０．０１），而ＥＲα表达下降（Ｐ＜０．０１），甲基化酶抑制剂可以消除这种差
异，高表达ＥＲα后，划痕实验及流式细胞仪检测结果显示血管平滑肌细胞增殖减慢（Ｐ＜０．０５）。结论
　胰岛素通过促进ＤＮＡ甲基化酶的表达，诱导 ＥＲα基因甲基化，使 ＥＲα表达下降，最终导致动脉粥
样硬化的发生。

　　［关键词］　 胰岛素；动脉粥样硬化；雌激素受体α；甲基化；小鼠，基因敲除；血管平滑肌细胞
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ｗｏｕｎｄｈｅａｌｉｎｇａｓｓａｙａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＥＲαｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｉｎＶＳＭＣｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅｓｈｏｗｅｄａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓｐｌａｑｕｅｓａｎｄｌｏｗｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＥＲαａｎｄαＳＭＡｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．ＴｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＲαｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ，ｗｈｉｌｅｔｈａｔｏｆＤＮＭＴ３ａｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｔｈａｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
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　　心血管疾病是世界范围内人类致残和过早死亡的
主要原因之一，其基础病理是动脉粥样硬化。血管平

滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）是血
管中的一种重要细胞，其迁移、增殖与许多心血管疾病

密切相关，但是机制尚未完全弄清［１－２］。流行病学调

查结果发现雌激素与雌激素受体结合可以发挥保护血

管的作用［３－４］，有研究发现动脉粥样硬化患者血中雌

激素受体甲基化程度增加，但是两者因果关系尚不明

确。随着表观遗传学的发展，有学者发现基因甲基化

的改变与 ＶＳＭＣｓ增殖相关［５－６］。我们及其他团队发

现胰岛素成为心血管疾病又一新的危险因素［７－８］。胰

岛素与雌激素受体之间是否有一定关联尚不确定。本

研究利用小鼠动脉粥样硬化模型及大鼠 ＶＳＭＣｓ，探讨
胰岛素对小鼠血管病理改变的影响及其在致动脉粥样

硬化过程中对雌激素受体 α（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒα，
ＥＲα）表达调控的作用。

１　材料与方法

１．１　材料
　　Ａｐｏｅ／Ｌｅｐｒ基因双敲小鼠（购自ＴｈｅＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ），高表达 ＥＲα慢病毒 ＬＶ５Ｅｓｒ１（Ｒａｔ）ＮＭ＿
０１２６８９．１、空载病毒 ＬＶ５ＮＣ（吉玛基因公司），大鼠
ＶＳＭＣｓ细胞株（第三军医大学基础医学部医学遗传学
教研室保存），５Ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ（Ｓｉｇｍａ公司，
Ａ３６５６５ＭＧ），细胞培养用胰岛素 （Ｒｏｃｈｅ公司，
１２２８４３００），新生牛血清（哈里生物），ＤＭＥＭ高糖培养
基（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，ＳＨ３００２２．０１Ｂ），ＴｒｉＰｕｒｅＩｓｏｌａｔｉｏｎ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｒｏｃｈｅ公司，９３９５６５２０），蛋白内参 ＧＡＰＤＨ
（康成公司，ＫＣ５Ｇ５），ＥＲα抗体（ＭｅｒｃｋＭｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司，０４２２７），ＤＮＡ甲基化转移酶 ３ａ（ＤＮＭＴ３ａ）抗体
（Ａｂｎｏｖａ公司，ＰＡＢ１９６８４），二抗（山羊抗兔 ＩｇＧ、兔抗
山羊ＩｇＧ，北京中杉公司），Ａｌｌｅｌｅｉｎｏｎｅｍｏｕｓｅｔａｉｌｄｅｃｔｌ
ｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ（ＡｌｌｅｌｅＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＭＴ１０１３３），ｉＴａｑＴＭ

ＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（ＢｉｏＲａｄ公司，１７２
５１２４），反转录试剂ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）（ＴａＫａＲａ公司，ＲＲ０４７Ａ）等。
１．２　方法
１．２．１　动物饲养与分组　　将８周龄的 Ａｐｏｅ／Ｌｅｐｒ
基因双敲小鼠（不分性别）按随机数字表法分为２组，
每组４只，分别给予以下处理：①高脂饮食（配方：１％

胆固醇＋５％高脂＋９４％基础饲料），每周５次腹腔注
射生理盐水０．２ｍＬ；②高脂饮食 ＋胰岛素４ＩＵ，每周
给予胰岛素腹腔注射５次。小鼠在饲养３个月后取其
腹主动脉，用４％多聚甲醛浸泡，４℃保存。饲养于第
三军医大学中心实验室ＳＰＦ级动物房，温度２０～２５℃，
湿度４０％～７０％，光照１２ｈ／ｄ，动物实验遵循《实验
动物关怀和使用指导》要求。

１．２．２　ＨＥ染色及免疫组化　　将收集的血管标本
梯度酒精脱色，石蜡包埋切片行 ＨＥ染色，常规脱蜡和
酒精水化后，苏木精染色５ｍｉｎ，水洗１０ｍｉｎ，０．５％盐
酸酒精分色３～５ｓ，水洗１０ｍｉｎ，伊红染色３ｍｉｎ，水洗
１０ｍｉｎ，３７℃烘干后中性树脂封片。切片行 ＥＲα及
α平滑肌肌动蛋白（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎα，αＳＭＡ）免
疫组化染色，常规脱蜡和酒精水化，抗原修复后，０．３％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育 ３０ｍｉｎ，洗涤后与含有兔抗 ＥＲα、
αＳＭＡ（１∶１００）的一抗工作液４℃孵育过夜。漂洗后
与生物泛素化的羊抗兔ＩｇＧ（１∶２００）３７℃孵育２ｈ：漂
洗后与ＳＡＢＣ复合物 ３７℃孵育 １ｈ，漂洗后 ＤＡＢ显
色，３７℃烘干，苏木精复染，中性树脂封片。
１．２．３　细胞培养及分组　　大鼠 ＶＳＭＣｓ培养于含
１０％血清、１％抗生素的 ＤＭＥＭ高糖培养基的完全培
养基中，接种密度（１×１０４～２×１０４）／瓶，培养条件为
３７℃、５％ＣＯ２，使用胰岛素干预前用含１％血清ＤＭＥＭ
培养基饥饿处理１２ｈ。分组：①对照组；②实验组１，用
含完全培养基 ＋胰岛素（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）处理；③实验
组２，用含完全培养基＋５Ａｚａ（１×１０－５ｍｏｌ／Ｌ）＋胰岛
素（１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ）处理。２个实验组处理２４、４８、７２ｈ
后，收集细胞进行检测。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ检测　　ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总 ＲＮＡ，按
照 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ说明书
反转录合成ｃＤＮＡ。ＲＴＰＣＲ扩增引物序列如下：ＧＡＰ
ＤＨ（１４８ｂｐ）上游引物：５′ＴＡＣＣＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡＡ３′，
下游引物：５′ＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣＣＡＣＧＡＣＡＴ３′；ＤＮＭＴ３ａ
（２５９ｂｐ）上游引物：５′ＡＡＧＧＡＡＧＴＴＴＡＣＡＣＣＧＡＣＡＴ３′，
下游 引 物：５′ＴＣＴＴＡＣＡＧＴＴＣＴＧＧＣＡＣＡＴＴ３′；ＥＲα
（２７６ｂｐ）上游引物：５′ＡＧＴＧＡＡＧＣＣＴＣＡＡＴＧＡＴＧＧＧ３′，
下游引物：５′ＧＡＧＣＡＡＧＴＴＡＧＧＡＧＣＡＡＡＣＡＧ３′。定量
ＰＣＲ反应体系总量为１０μＬ，包含０．５μＬｃＤＮＡ，０５μＬ
引物，５μＬＳＹＢＲｇｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ，４μＬＤＥＰＣ水。反
应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；然后９５℃ １０ｓ，５８℃
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２０ｓ，７２℃３０ｓ，４０个循环；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　收集细胞后，４℃预冷的
ＰＢＳ洗涤３次，加入１２０μＬ含蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ
裂解液吹打并超声破碎细胞，加入 ３０μＬ５×ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白上样缓冲液后，煮沸８ｍｉｎ。蛋白上样进行
ＳＤＳＰＡＧＥ电泳并转至 ＰＶＤＦ膜上。将膜用３％的脱
脂奶粉４℃封闭２ｈ后，分别放入含 ＤＮＭＴ３ａ、ＥＲα、
ＧＡＰＤＨ抗体中４℃孵育，ＰＢＳＴ洗膜后加入辣根过氧
化物酶标记的二抗，室温孵育，ＰＢＳＴ洗膜后 ＥＣＬ显色
曝光并测灰度值。

１．２．６　慢病毒感染　　培养瓶中接种 ＶＳＭＣｓ约１×
１０４／瓶，次日换液后分别加入 ５０μＬＬＶ５Ｅｓｒ１或
ＬＶ５ＮＣ补足 ２ｍＬ完全培养基，放入培养箱中培养，
２４ｈ后换液，７２ｈ后观察荧光表达情况，收集细胞后
进行下一步处理。

１．２．７　细胞增殖迁移检测　　收集细胞于 Ｅｐ管中，
ＰＢＳ洗涤３次，７０％的乙醇重悬后 －２０℃过夜保存。
上机前用ＰＢＳ洗涤３次后 ＰＩ染色，室温避光孵育后，
流式细胞仪检测细胞周期。

　　将感染慢病毒的细胞接种至 ６孔板中（预先在
６孔板背部划３条平行线），分为感染 ＥＲα高表达病
毒（阳性对照）组，感染空载病毒（阴性对照）组，未感

染慢病毒（空白对照）组，细胞数为（１×１０４～２×
１０４）／孔，培养２４ｈ后，用１ｍＬ枪头在每孔中画３条
平行线（垂直于背部的３条平行线），用ＰＢＳ清洗后，加
入培养基，显微镜下拍照，培养２４ｈ后，显微镜下拍照。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，两两比较以秩和检验、
独立样本 ｔ检验进行统计学分析，采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ、
ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ软件进行灰度分析。

２　结果

２．１　小鼠血管组织病理改变及ＥＲα、αＳＭＡ蛋白表达
　　小鼠给予腹腔注射胰岛素处理后，实验组与对照
组比较，血糖［（８．９±２）ｖｓ（７．６±１．２）ｍｍｏｌ／Ｌ］及体
质量［（４４．３±４．９）ｖｓ（４９±４．２）ｇ］差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。将免疫组化结果细胞中细胞核 ＥＲα
染色程度按照等级资料分类统计及胞质中 αＳＭＡ染
色使用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ统计后，与对照组比较，实验组
ＶＳＭＣｓ细胞核中ＥＲα蛋白及细胞质中αＳＭＡ蛋白表
达明显降低（７６．１３±３９．１６ｖｓ２８４．２４±８６．２５，Ｐ＜００５，
图１）。ＨＥ染色结果显示：实验组血管中出现了明显的
动脉粥样斑块，管壁增厚，细胞核走向紊乱（图２）。
２．２　胰岛素对ＶＳＭＣｓ中ＥＲα、ＤＮＭＴ表达的影响
　　随着胰岛素干预 ＶＳＭＣｓ时间的增加，ＥＲα的

ｍＲＮＡ和蛋白表达都降低，胰岛素处理 ＶＳＭＣｓ后，
ＥＲα的表达与对照组相比有降低，且差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０１）；而 ＤＮＭＴ３ａ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达都
呈升高趋势，胰岛素处理 ＶＳＭＣｓ后，甲基化酶的表达
与对照组相比升高，且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
ＥＲα的表达与ＤＮＭＴ３ａ的表达呈现出明显的负相关
性（图３、４）。
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Ａ、Ｂ分别为对照组、实验组ＥＲα蛋白表达；Ｃ、Ｄ分别为对
照组、实验组αＳＭＡ蛋白表达

图１　免疫组化检测ＶＳＭＣｓ中ＥＲα、αＳＭＡ蛋白表达　（ＳＡＢＣ）
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Ａ：对照组；Ｂ：实验组
图２　ＨＥ染色观察２组小鼠血管动脉粥样硬化的发生
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１：对照组；２：胰岛素干预２４ｈ；３：胰岛素干预４８ｈ；４：胰岛
素干预７２ｈ；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图３　ＲＴＰＣＲ检测胰岛素干预不同时间对ＶＳＭＣｓ中

ＥＲα、ＤＮＭＴ３ａ表达的影响
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１：对照组；２：胰岛素干预２４ｈ；３：胰岛素干预４８ｈ；４：胰岛
素干预７２ｈ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰岛素干预不同时间对ＶＳＭＣｓ中

ＥＲα、ＤＮＭＴ３ａ表达的影响

２．３　５Ａｚａ对ＶＳＭＣｓ中ＥＲα表达的影响
　　单用 ５Ａｚａ或胰岛素和 ５Ａｚａ共同干预 ＶＳＭＣｓ
时，ＥＲαｍＲＮＡ和蛋白表达与对照组比较差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５，图５、６）。
２．４　ＥＲα对ＶＳＭＣｓ增殖的影响
　　慢病毒感染ＶＳＭＣｓ后发出绿色荧光，其感染效率
在９０％以上（图７）。流式细胞仪检测细胞周期结果
（图８）显示：感染 ＥＲα高表达病毒组与空白对照组
及感染空载病毒组相比，Ｓ期细胞数比例明显减低，且
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。划痕实验结果
（图９）示：感染 ＥＲα高表达病毒组平滑肌细胞迁移
能力明显低于空白对照组及感染空载病毒组。说明

ＥＲα具有抑制细胞迁移、增殖的作用。
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１：对照组；２：５Ａｚａ干预７２ｈ；３：胰岛素与５Ａｚａ干预２４ｈ；
４：胰岛素与５Ａｚａ干预４８ｈ；５：胰岛素与５Ａｚａ干预７２ｈ
图５　ＲＴＰＣＲ检测胰岛素与５Ａｚａ干预不同时间对ＶＳＭＣｓ

中ＥＲαｍＲＮＡ表达的影响
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１：对照组；２：５Ａｚａ干预７２ｈ；３：胰岛素与５Ａｚａ干预２４ｈ；
４：胰岛素与５Ａｚａ干预４８ｈ；５：胰岛素与５Ａｚａ干预７２ｈ

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰岛素与５Ａｚａ干预不同时间对

ＶＳＭＣｓ中ＥＲα蛋白表达的影响
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图７　荧光显微镜下观察ＶＳＭＣｓ慢病毒感染
情况　（×１００）
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１：空白对照组；２：感染空载病毒组；３：感染ＥＲα高表达病
毒组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较
图８　流式细胞仪检测ＥＲα对ＶＳＭＣｓ增殖的影响
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图９　划痕实验检测ＥＲα对ＶＳＭＣｓ迁移的影响　（×５０）

３　讨论

　　动脉粥样硬化是由多种细胞参与的复杂疾病，研
究发现ＶＳＭＣｓ表型转化是导致动脉粥样硬化的重要
原因，世系追踪研究提出确切证据，成年动物的

ＶＳＭＣｓ保持显著的可塑性［９－１０］，当遭遇血管损伤、细

胞因子、生长因子或者疾病时可以进行可逆的表型转

化［１１］，由收缩表型转化为合成分泌表型，这种可塑性

的危害在于其表型转化受到环境因素的影响。

　　胰岛素作为一种生长因子及胞外环境，其维持血
管平滑肌静默同时也适当的促进其迁移，通过测定

αＳＭＡ的含量可以判断 ＶＳＭＣｓ是收缩表型还是合成
表型，因为αＳＭＡ是收缩表型的标志，其在收缩表型
ＶＳＭＣｓ中高表达而在合成分泌表型 ＶＳＭＣｓ中低表
达［１１－１２］。本课题组的研究发现超生理剂量的胰岛素

可促进ＶＳＭＣｓ的表型转化，由分化的静止收缩表型去
分化，转化为具有增殖迁移功能的合成分泌表型［１３］。

在合成分泌表型ＶＳＭＣｓ的中常见有脂滴和髓样结构，
其收缩功能降低而分泌功能亢进，导致血管舒张收缩

功能异常，加速大中血管动脉粥样硬化斑块的形成与

发展［１４－１５］。

　　早期研究发现内源性雌激素具有降低心血管疾病
危险的作用［１６］，但是随着人们对雌激素的关注，有人

发出质疑的声音。有学者研究发现：绝经期后女性使

用雌激素治疗并不能对心血管系统产生有利影响，相

反会带来部分损害。在临床实践中，我们团队也发现：

对绝经期的妇女给予服用雌激素替代品后可以达到一

定的预防动脉粥样硬化的作用，当给予已经患有动脉

粥样硬化的患者雌激素后，并不能治疗动脉粥样硬化。

由于雌激素通过与雌激素受体结合发挥生物学效应，

有学者提出假设：当动脉粥样硬化发生时，雌激素与雌

激素受体之间的结合受到某种限制，只有早期使用雌

激素治疗才能使雌激素充分与雌激素受体结合，发挥

血管保护作用［１７－１８］。

　　本研究结果表明：胰岛素可以使ＶＳＭＣｓ表型发生
转化，αＳＭＡ表达下调，同时胰岛素通过上调 ＤＮＡ甲
基化酶的表达，促使ＥＲα表达下调，使其抑制ＶＳＭＣｓ
增殖的能力减弱，进而使 ＶＳＭＣｓ增殖迁移能力增强，
促进动脉粥样硬化的发生。后续研究中，我们将进一

步探讨胰岛素如何促使 ＶＳＭＣｓ表型转化及 ＥＲα如
何调控细胞增殖及迁移，从而为预防动脉粥样硬化的

发生提供实验依据，最终使心血管疾病患者受益。
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