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17β-雌二醇的快速舒血管效应及其内皮依赖
和非内皮依赖的机制
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( 中山大学中山医学院生理教研室 , 广东 广州 510080 )

摘 要 : 【目的】本实验旨在观察 17β- 雌二醇(17β- estradiol, E2)的快速舒血管效应并探讨其内皮依赖和

非内皮依赖的作用机制。【方法】采用 Myodap and Myodata 血管张力仪进行体外血管灌流实验 , 测量鼠离体胸

主动脉环等长张力。【结果】E2 能浓度依赖性地快速舒张血管 , 浓度为 10- 9～10- 6 mol/L时 , 去内皮的血管环舒

张程度明显小于内皮完整的血管环 , 而当 E2 浓度增加至 10- 5 mol/L时 , 去内皮的血管环与内皮完整的血管环

舒张程度无差异 ; 在内皮完整的血管环 , 分别用左旋硝精氨酸甲酯 ( NG- nitro- L- arginine methyl ester, L-

NAME)、亚甲蓝 ( methylene blue, MB)、他莫昔芬 ( tamoxifen)、甲基-β-环糊精 ( methyl-β- cyclodextrin, MβCD)预

孵育均能显著抑制 E2( 10- 6 mol/L)的舒血管效应 ;而在去内皮的血管环 , E2( 10- 5 mol/L)能抑制 CaCl2 在无钙高

钾溶液中诱发的血管收缩。【结论】E2的快速舒血管效应 , 具有内皮依赖性 , 与雌激素受体介导内皮释放一氧

化氮 ( nitric oxide, NO)有关 , 且质膜微囊结构必须完整 , 而当 E2 浓度较高时主要是通过抑制细胞外的钙内流

直接舒张血管 , 为非内皮依赖性。
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Rapid Relaxant Effects of 17β- estradiol though Endothelium- dependent

and - independent Mechanisms in Rat Aor ta

WANG Ting-huai, YANG Yan-fang, FU Xiao-dong, TAN Zhi, XIANG Qiu-ling, LIN Gui-ping
( Department of Physiology, SUN Yat- sen University, Zhongshan Medical College, Guangzhou 510080, China)

Abstract: 【Objective】 This research is aimed to investigate the endothelium- dependent and endothelium-

independent vasodilative effect of 17β- estradiol (E2) and its mechanism. 【Methods】We examined the isometric

tension of aortic ring sections isolated from female Sprague- Dawley rats in vitro perfusion using a dual myograph

system. 【Result】Our research demonstrates that E2 induced concentration- dependent relaxation in precontracted

female rat aortic rings. The relaxation induced by E2 ( 10- 9～10- 6 mol/L) was significantly greater in the rings with

endothelium than in the rings without endothelium, While there was no difference of the relaxation in the rings with

or without endothelium when the concentration of E2 was increased to 10- 5 mol/L. The relaxation was significantly

attenuated by preincubation with L- NAME, methylene blue, tamoxifen and methyl-β- cyclodextrin. Incubation with

E2( 10- 5 mol/L) inhibited the concentration- dependent contraction induced by CaCl2 in high K+, Ca2+ free medium in

denuded rings. 【Conclusion】The rapid aortic arterial relaxation induced by E2 is endothelium- dependent and related

to estrogen receptor- mediated release of nitric oxide, and the integrity of caveolae construction is also required. Our

research also demonstrates that E2 at the higher concentration induces relaxation mainly by direct calcium

antagonistic effect, which is endothelium- independent.
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流行病学资料表明妇女在绝经前心血管疾病

的发病率明显低于同龄男性 , 而绝经后该差异消

失 , 如果给予激素替代治疗则该差异再次出现 , 提

示雌激素具有心血管保护作用。雌激素的心血管

保护作用与其舒张血管降低血管张力的效应密切

相关[1]。许多研究证实 , 17β-雌二醇(17β- estradiol,

E2)能通过非基因作用快速舒张血管 , 但其具体作

用机制并不十分清楚。Salom等 [ 2]研究表明 E2的快

速血管舒张效应是非内皮依赖性的 , 有无内皮 , 冠

脉血管舒张程度无差异 , 用 L- NAME 抑制 NOS活

性不改变其舒张效应 , 在去内皮的冠状动脉 , E2孵

育引起高钾去极化液中钙的浓度依赖性收缩曲线

右移 , 认为雌激素可能通过 L-型钙通道直接作用

于血管平滑肌使之舒张。然而 , 也有不少研究发

现 , E2的快速舒血管效应可被 L- NAME 或去内皮

明显减弱 , 认为雌激素的快速舒血管效应是依赖

内皮性的[3]。可见 ,关于 E2快速舒张血管作用的确

切机制还存在争议。血管张力改变将导致高血压、

动脉粥样硬化等多种心血管疾病的发生 , 因此 , 阐

明雌激素舒张血管的机制有重要意义 , 也将为临

床运用雌激素替代疗法提供理论和实验依据。本

实验选用雌性 SD大鼠离体胸主动脉环为研究对

象 , 以血管张力变化为指标 , 观察了 E2 的快速舒

血管效应 , 并观察该效应是否与内皮释放 NO有

关 ,雌激素受体是否参与介导该效应 , E2是否通过

抑制钙通道起作用等。另外 ,本实验还采用胆固醇

处理剂甲基 -β- 环糊精 ( methyl-β- cyclodextrin ,

MβCD)破坏了质膜微囊结构 , 观察其对 E2 的快速

舒血管作用的影响 , 为深入探讨雌激素的舒血管

作用机制提供了新的研究角度。

1 材料和方法

1.1 离体血管环的制备和张力测定

雌性 SD 大鼠 ( 150～250 g) , 由中山大学中山

医学院实验动物中心提供。SD大鼠断颈处死 , 迅

速分离胸主动脉 , 放入预冷的 Krebs 液 , 去除血管

上的脂肪及结缔组织 ,将动脉剪成 2 段长 2 mm的

血管环 ,置于 10 mL含 Krebs 液的器官小室中。两

根细金属丝分别由血管内腔穿过血管环 , 并固定

于 Myodap and Myodata 血管张力仪 (丹麦 , Danish

Myo Technology A/S)两端的肌动描记器装置上 ,将

温度设定在 37 ℃,持续充以 95% O2和 5% CO2的

混合气体。调整血管环至适当的前负荷 (通过血管

张力仪标准化步骤确定), 平衡 60- 90 min, 期间每

隔 20 min 更换 Krebs 液一次。实验血管先用苯肾

上腺素 ( PE , 10- 6 mol/L)鉴别血管收缩活性 , 一些

实验血管需去除内皮 , 采用不绣钢丝插入血管腔

中轻轻滚动完成 , 用 ACh( 10- 5 mol/L)检测内皮完

整性 , 对 ACh 舒张大于 70%认为内皮完整 , 舒张

消失则认为内皮破坏成功。冲洗血管环再次平衡

至基线水平 ,然后进行实验[4]。

1.2 电子显微镜

内膜完整的主动脉血管环分别用 Krebs (对

照)或 6 mmol/L甲基-β- 环糊精处理 60 min, 4 ℃

固定过夜放在含 2%戊二醛和 2%多聚甲醛和蔗糖

的 0.1 mol/L的二甲砷酸钠盐溶液中 , 样本用 0.1

mol/L的二甲砷酸钠盐溶液冲洗 , 然后再次固定于

4%锇酸中 1 h, 样本用乙醇脱水、用环氧树脂包埋

在 Epon812,超薄切片用醇制的醋酸双氧铀和枸橼

酸铅双重染色 , 用 JEOL- 1010 透射电子显微镜观

察内膜结构。

1.3 试剂和溶液

17β- 雌二醇 ( 17!- estradiol, E2)、苯肾上腺素
( phenylephrine, PE)、乙酰胆碱 ( achtylcholine,

ACh)、他莫昔芬 ( tamoxifen)、左旋硝精氨酸甲酯

( NG- nitro- L- arginine methyl ester, L- NAME)、亚

甲蓝 ( methylene blue, MB)、甲基 -β- 环糊精

( methyl -β- cyclodextrin, MβCD) , KCl 均为美国

Sigma 公司产品 ,其他试剂为国产分析纯。E2用无

水乙醇溶解后用超纯水配制 ; 他莫昔芬用 DMSO

配制成 10- 2 mol/L的原液 , 实验时加入 Krebs 液 ,

工作浓度为 10- 5 mol/L, 药物剂量均以浴槽中的终

浓度表示。本实验加到浴槽中的无水乙醇或

DMSO终浓度最大为 0.1%(v/v), 并不影响血管张

力。Krebs 液组成 ( mmol/L) : NaCl 119, KCl 4.7,

NaHCO3 25, MgCl2 1, KH2PO4 1.2, Glu 11 , CaCl2

2.5。无钙 Krebs 液: CaCl2用 1 mmol/L EGTA替换。

在高钾去极化液中 , NaCl 液用相应摩尔的 KCl 替

代。

1.4 统计分析

所有数据均以均数±标准差 ( x±s)表示 , 收缩

剂诱发的最大稳定收缩幅度定为标准值 100%, 血

管舒张的幅度以占标准值的百分比来表示。

SPSS12.0 统计分析软件进行组间 t 检验 , P< 0.05

为差异有统计学意义。
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图 4 去内皮、L- NAME、MB 和他莫昔芬对 E2 舒张血管

的影响

Fig.4 Effect of no endo and L - NAME,MB and

tamoxifen on the E2- induced relaxation.

Effect of no endo and L- NAME (10- 4 mol/L),MB (10- 5 mol/L),

tamoxifen (10- 5 mol/L) on the E2- induced relaxation in rings with

endothelium (n=6 to 12). Control is E2- induced relaxation in the

rings with endothelium (n=12). There were significant differences in

comparison with control rings: ***P< 0.001

图 3 L- NAME 孵育对 E2的舒血管效应的影响

Fig.3 Effect of L - NAME on E2 - induced relaxation in

endothelium- intact r ings

Inhibition of E2 (10- 6 mol/L) induced relaxation in endothelium-

intact rings was achieved by incubation with the nitric oxide synthase

inhibitor L- NAME (10- 4 mol/L).
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2 结 果

2.1 E2对预收缩血管的效应及去除内皮的影响

内皮完整或去内皮的血管环 , 用 PE( 10- 6 mol/

L)或高钾(100 mmol/L)预收缩 , 稳定后分别加入不

同浓度 E2( 10- 9- 10- 5 mol/L) , 结果显示 , E2 呈浓度

依赖性地舒张血管 , 约 5 min 起效 , 30 min 达到平

衡。E2浓度为 10- 9- 10- 6 mol/L时 ,去内皮的血管环

舒张程度明显小于内皮完整的血管环 ;但在 E2 浓

度增高至 10- 5 mol/L时 , 去内皮与内皮完整的血管

环血管舒张程度无差异 [ 内皮完整 : ( 67.18±

9.58)%, 去内皮 : ( 57.99±12.57)%; n=10; P >0.05;

图 1]。

2.2 L- NAME 和 MB 对 E2舒血管作用的影响

L- NAME 是一氧化氮合酶 NOS的抑制剂 , MB

是鸟甘酸环化酶 GC的抑制剂。内皮完整的血管

环用 L- NAME( 10- 4 mol/L)或 MB( 10- 5 mol/L)孵育

20 min, 然后用 PE 或高钾预收缩 , 稳定后加入 E2
( 10- 6 mol/L)。结果表明 , L- NAME 或 MB可以显著

抑制 E2 的舒血管效应 (图 2- 4) ;去内皮与内皮完

整用 L- NAME 或 MB孵育的血管环舒张没有统计

学差异( n=11, P >0.05)。

2.3 雌激素受体在 E2舒张血管中的作用

为了观察雌激素受体是否参与介导了雌激素

图 1 E2对内皮完整或去内皮的血管环的舒张效应

Fig. 1 The relaxation effect induced by E2 in the r ings

with and without endothelium

Concentration - dependent relaxation induced by E2 in rings

precontracted by PE (10 - 6 mol/L) or 100 mmol/L k + (◆ ,with

endothelium and ■ ,without endothelium; n =8 to 12). Data are

expressed as percentage relaxation of contraction induced by PE or

100 mmol/L k+ (x±s). ***P< 0.001.

图 2 E2 (10- 6mol/L)舒张 PE 预收缩的血管

Fig. 2 E2 induced relaxation in endothelium- intact r ings

precontracted by PE

E2 (10- 6 mol/L) induced relaxation in endothelium- intact rings

precontracted by PE(10- 6 mol/L) (n=12).
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的快速舒血管效应 , 内皮完整的血管环 , 用选择性

雌激素受体阻断剂他莫昔芬 ( 10- 5 mol/L)孵育 30

min, 用 PE 预收缩 , 加入 E2( 10- 6 mol/L) , 与对照组

不用他莫昔芬孵育比 , 观察到 E2 舒血管效应显著

抑制(图 3)。

2.4 甲基-β-环糊精对质膜微囊结构的影响

用透射电子显微镜观察甲基 -β- 环糊精

(MβCD)对主动脉内膜质膜微囊结构的影响。与对

照组用 Krebs 液孵育比较 (图 5A) , 内膜完整的血

管环用 MβCD处理 ( 6 mmol/L, 60 min)后 , 质膜微

囊结构显著被破坏(图 5B)。

2.5 甲基-β-环糊精对 E2舒张血管效应的影响

内膜完整的血管环 , 用甲基 -β- 环糊精

(MβCD, 6 mmol/L)预处理 60 min 后 , 用高钾预收

缩 , 稳定后加入不同浓度 E2( 10- 8～10- 6 mol/L)。结

果表明 ,与对照组不用 MβCD处理相比 , E2诱导的

血管舒张效应显著抑制(图 6)。

2.6 E2对 CaCl2收缩量效曲线的影响

为研究高浓度 E2 是否主要通过抑制细胞外

钙内流而直接舒张血管平滑肌 , 在去内皮的血管

环 , 测量 E2对 CaCl2在无钙高钾溶液中收缩的影

响。去内皮的血管环 ,用无钙 Krebs 溶液冲洗 3 次

(间隔 10 min) , 稳定后 , 换用无钙高钾溶液 (含 1

mmol/LEGTA, 60 mmol/L K+ ) , 无/有 E2 ( 10 -5

mol/L) 孵育 30 min, 累积加入 CaCl2( 10–4、4×10–4、

10–3、4×10–3、10- 2 mol/L)。 结果显示 , 在无钙高钾

溶液中 , CaCl2诱导浓度依赖性血管收缩 , E2 ( 10- 5

mol/L) 孵育可抑制 CaCl2 诱导的血管收缩 , 使

CaCl2收缩量效曲线右移(图 7)。

3 讨 论

关于雌激素快速舒张血管作用的机制还存在

着争议 , 以往报道有血管内皮依赖性和非内皮依

赖性两种途径 [5], 但其具体作用机制并不十分明

确。本实验以 SD大鼠离体胸主动脉环为研究对

象 , 研究发现 , 雌激素以何种途径舒张血管 , 与雌

激素作用的浓度有关 , 本实验中 , E2 浓度为 10- 9～

10- 6 mol/L时作用呈内皮依赖性 , 与雌激素受体介

导内皮释放 NO有关 , 且需要内膜质膜微囊结构

图 5 甲基-β- 环糊精对鼠主动脉内膜质膜微囊结构的影

响

Fig.5 Effect of methyl -β- cyclodextr in on endothelial

caveolae structure in rat aor tic endothelium.

Endothelium- intact rat aortic segments treated with Krebs(A) or

6 mmol/L methyl-β- cyclodextrin (B) for 60 min were evaluated by

transmission electron microscopy. Electron micrograph of the

endothelium from aorta showing caveolae structure in A that is

disrupted in B. Original magnification, ×46, 000.

A B

图 7 E2对 CaCl2在无钙高钾溶液中收缩量效曲线的影响

Fig. 7 Effect of E2 on CaCl2- induced contraction in Ca2+-

free, high K+ solution

CaCl2- induced concentration- dependent contraction in Ca2+- free,

60 mmol/L K+- containing solution in the absence (◆ , n=6) and

presence of estrogen (10 - 5 mol/L, ■ , n =6). Data are expressed as

percentage of maximal contraction induced by CaCl2 in control ( x±s) .

*P<0.05, ** P< 0.01.

图 6 M!CD 对 E2舒张血管的抑制效应
Fig. 6 Inhibition of MβCD on the E2- induced relaxation

Effect of MβCD (6 mmol/L) on the E2 - induced relaxation in

endothelium- intact rings precontracted by 100 mmol/L k + (n =6).

Control is E2 - induced relaxation in endothelium- intact rings (n=

12). Significant differences in comparison with control rings: ***P<

0.001.
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完整 ; 而 E2浓度增高至 10-5 mol/L时作用呈非内

皮依赖性 , 主要通过抑制细胞外的钙内流而直接

舒张血管平滑肌。Salom等[2]研究表明 E2的快速血

管舒张效应是非内皮依赖性的,其实验采用浓度为

10-5～10-4 mol/L;而 Ma 等[5]采用 E2浓度为 10-9～10-6

mol/L,发现其快速舒血管效应是依赖内皮的。由此

推测以往报道的雌激素快速舒张血管存在依赖内

皮和非依赖内皮两种途径其实并不矛盾 , 可能与

研究者实验采用雌激素作用浓度不同有关。

本实验观察到无论是内皮完整或是去内皮的

血管环 , 用 PE 或高钾预收缩 , E2能剂量依赖性地

快速舒张血管。在 E2浓度为 10- 9～10- 6 mol/L时 ,去

内皮的血管环舒张程度较内皮完整的血管环小 ;

内皮完整的血管环 , 用一氧化氮合酶(NOS)的抑制

剂 L- NAME( 10- 4 mol/L, 20 min)孵育可显著抑制

E2的舒血管作用 , 使内皮完整与去内皮血管环的

舒张差异消失。以上提示 10- 9～10- 6 mol/L浓度 E2
的舒张血管效应是部分依赖内皮释放 NO的。众

所周知 , 血管壁上 NO 由内皮型一氧化氮合酶

( eNOS)催化 L-精氨酸和分子氧产生 , 能快速扩散

至血管平滑肌 , 激活 GC, 增加细胞内 cGMP, cGMP

激活 cGMP- 依赖的蛋白激酶 PKG, 导致血管平滑

肌舒张。本实验也发现 , 加入 GC抑制剂亚甲蓝

(MB)后 , E2 的舒血管效应同样被抑制 , 进一步表

明 NO- GC- cGMP 信号通路参与了雌激素的快速

舒张血管效应。

在内皮完整的血管环,选择性雌激素受体阻断

剂他莫昔芬可以完全抑制 E2 的快速舒血管作用 ,

提示雌激素受体参与介导了雌激素的快速舒血管

作用。雌激素的舒张血管作用发生迅速,是一种非

基因效应,提示细胞膜上有雌激素受体表达[6]。

质膜微囊是细胞膜上直径约 50～100 nm,呈烧

瓶状或希腊字母 Ω状的特异性内陷囊状结构 , 在

内皮细胞表达丰富[7]。胆固醇对于维持质膜微囊的

正常结构和功能非常重要 [8]。甲基 -β- 环糊精

(MβCD) ,水溶性的环状低聚糖 , 不可透过细胞膜 ,

其疏水核心能够接收一分子的胆固醇 , 通过溶解

质膜胆固醇而减少细胞胆固醇含量 , 已作为一种

药理学研究工具有效地用于研究质膜微囊在血管

反应性中的作用 [9]。本实验用透射电镜观察到 , 内

皮完整的主动脉血管环用 MβCD处理 ( 6 mmol/L,

60 min)后 ,质膜微囊结构明显被破坏。此外 ,内皮

完整的血管环 , 用 MβCD( 6 mmol/L, 60 min)处理

后 , E2诱导的舒血管效应也被显著抑制 , 表明质膜

微囊结构的完整对雌激素的快速舒血管作用是必

须的 , 与本实验结论一致的是 , Stirone 等采用

MβCD( 5 mmol/L, 30 min)对离体兔大脑动脉血管

预处理 , 观察到 E2快速释放 NO的产量显著被抑

制。该研究还发现膜雌激素受体 ( ERα)位于质膜

微囊结构 , 与微囊蛋白- 1 存在密切关系 , 因此破

坏质膜微囊结构 , 膜雌激素受体介导的 NO释放

也显著减少[10]。

本实验显示在 E2 浓度为 10- 5 mol/L时 , 去内

皮的血管环和内皮完整的血管环舒张程度无差

异 , 即内皮的有无并不影响 E2 的舒血管效应 , 提

示 E2 也有不依赖血管内皮而直接舒张血管平滑

肌的作用。血管平滑肌细胞膜上主要有两种钙通

道 , 即受体操作性钙通道(ROCC)和电压依赖性钙

通道(VDCC), 对血管舒缩活动起重要作用。PE 是

一种 α肾上腺素受体激动剂 , 它通过开放 ROCC

而导致血管收缩 , 而当细胞外钾浓度增高时 , 可使

血管平滑肌细胞膜电位去极化而激活 VDCC, 导

致细胞外钙内流而引起血管收缩 [11]。本实验中无

论是用 PE 或是用高钾预收缩的血管 , E2均使之舒

张 , 表明 E2既对 ROCC有抑制作用 , 也对 VDCC

有抑制作用。此外 , CaCl2 在无钙高钾溶液中引起

的浓度依赖性血管收缩也主要依赖外钙内流。本

实验中 , 去内皮的血管环 , E2( 10- 5 mol/L)预处理能

显著抑制在无钙高钾溶液中的 CaCl2 诱发的血管

收缩效应 , 进一步表明雌激素可能作为钙拮抗剂

抑制细胞外的钙离子内流而直接舒张血管。临床

上存在一些雌激素水平非常高的情况 , 比如 , 体外

受精时 , 卵巢高度敏感 , 体内雌激素水平非常高 ;

女性在患有促性腺激素细胞瘤时 , 体内雌激素水

平也显著高于正常状态。本实验为高浓度雌激素

舒张血管机制提供了实验依据。

需要指出的是 , 体内生理水平雌激素水平约

为纳摩尔数量级 , 本实验中能够舒张大鼠胸主动

脉血管的最低有效浓度要高于体内生理水平的雌

激素浓度或临床激素替代疗法的浓度 , 这可能因

为体外实验不包括其他循环激素、体液因子 (可能

在体内与雌激素有协同作用)及血量等的影响。而

且 , 动物物种及动物体内激素状况 , 血管种类也影

响体外实验中离体血管对激素的反应 [12]。本实验

与 Salom等进行的离体血管体外灌流实验一样 ,

只是观察了雌激素在体外的快速非基因效应 , 而
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并未探讨雌激素在体内的长期效应和整体效应 ,

这也是体外实验模型的局限性。

本实验表明 ,在雌性 SD大鼠离体胸主动脉血

管环 , E2能呈浓度依赖性地快速舒张血管 , 既有内

皮依赖性作用机制 , 也有非内皮依赖性作用机制 ,

与 E2作用浓度有关。浓度较低时 , 作用为内皮依

赖性 , 与细胞膜上雌激素受体介导内皮释放 NO

有关 , 且需要质膜微囊结构完整 , 而当 E2 浓度增

高时 , 主要通过抑制细胞外的钙内流直接舒张平

滑肌血管 ,为非内皮依赖性。
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