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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨瞬时受体电位香草酸亚型 1(TRPV1)对 Ca2+依赖性转录调节因子表达的影响以及大鼠

血管平滑肌细胞(RVSMC)增殖的作用。 [方法] 　 体外培养 RVSMC,利用 TRPV1 特异性激动剂辣椒素(CAP)或抑

制剂辣椒卓平(CPZ)促进或抑制 TRPV1 的表达。 免疫细胞化学染色技术检测 TRPV1 的表达;噻唑蓝法检测细胞

增殖活性;Western blot 检测增殖细胞核抗原(PCNA)蛋白表达;Western blot 和实时荧光定量 PCR 检测 Ca2+依赖性

转录调节因子活化 T 细胞核因子 c1(NFATc1)、钙衰蛋白(CSEN)和肌细胞增强因子 2C(MEF2C)的蛋白表达和

mRNA 水平。 [结果] 　 免疫细胞化学染色显示 TRPV1 主要表达在 RVSMC 的胞膜和胞质,CAP 或 CPZ 能激活或

抑制 TRPV1 的表达。 与对照组相比,CAP 可明显刺激 RVSMC 增殖活性和上调 PCNA 蛋白的表达(P<0. 01),同

时,NFATc1、MEF2C 的蛋白和 mRNA 水平显著上调(P<0. 01);CSEN 蛋白表达显著增高(P<0. 01),CSEN mRNA 水

平无明显变化(P>0. 05)。 CPZ 作用后,与对照组比较,RVSMC 增殖活性、PCNA 蛋白表达降低(P<0. 01),NFATc1、
MEF2C 的蛋白和 mRNA 水平显著下调(P<0. 01);CSEN 蛋白表达显著降低(P<0. 01),CSEN mRNA 水平无明显变

化(P>0. 05)。 [结论] 　 TRPV1 可能通过上调 Ca2+依赖性转录调节因子的表达参与促 RVSMC 增殖。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the effect of transient receptor potential vanilloid subtype 1 (TRPV1) on the ex-
pression of Ca2+ -dependent transcriptional regulator and the proliferation of rat vascular smooth muscle cell (RVSMC).
Methods　 RVSMCs were cultured in vitro, and TRPV1-specific agonist capsaicin (CAP) or inhibitor capsazepine (CPZ)
was used to promote or inhibit the expression of TRPV1. 　 TRPV1 expression was detected by immunocytochemical staining
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technique. 　 Cell proliferation activity was detected by methyl thiazolyl tetrazolium method. 　 Proliferating cell nuclear anti-
gen (PCNA) protein expression was detected by Western blot. 　 Western blot and quantitative real-time PCR were used to
detect the protein expression and mRNA level of Ca2+ -dependent transcriptional regulator such as nuclear factor of activated
T cell c1 (NFATc1), calsenilin (CSEN) and myocyte enhancer factor 2C (MEF2C). 　 　 Results　 Immunocytochemical
staining showed that TRPV1 was mainly expressed in the membrane and cytoplasm of RVSMC, and CAP or CPZ could acti-
vate or inhibit the expression of TRPV1. 　 Compared with the control group, CAP could significantly stimulate the prolifer-
ation activity of RVSMCs and up-regulate the expression of PCNA protein (P<0. 01). 　 Meanwhile, the protein and mRNA
levels of NFATc1 and MEF2C were significantly up-regulated (P<0. 01); The protein expression of CSEN was significantly
increased (P<0. 01), and there was no significant change in CSEN mRNA level (P>0. 05). 　 After CPZ treatment, com-
pared with the control group, the proliferation activity of RVSMC and the expression of PCNA protein were decreased (P<
0. 01), the protein and mRNA levels of NFATc1 and MEF2C were significantly down-regulated (P<0. 01); The protein
expression of CSEN was significantly decreased (P<0. 01), and there was no significant change in CSEN mRNA level (P>
0. 05). 　 　 Conclusion　 TRPV1 may be involved in promoting RVSMC proliferation by up-regulating the expression of
Ca2+ -dependent transcriptional regulator.

　 　 血管平滑肌细胞( vascular smooth muscle cell,
VSMC)是构成血管壁中膜的主要成分,VSMC 的增

殖和表型转变在侧支血管发育中起着重要的作

用[1],这是一个多因素参与并依赖于钙信号活化的

过程[2]。 研究表明,Ca2+聚集可导致细胞外 Ca2+ 脉

冲进入平滑肌细胞,伴随着 Ca2+通道的激活[3]。 瞬

时受体电位香草酸亚型 1( transient receptor potential
vanilloid subtype 1,TRPV1)是一种非选择性通透性

的阳离子通道,在心血管系统的初级感觉神经元表

达丰富[4]。 在某些机械因素的刺激下被辣椒素

(capsaicin,CAP)激活后,TRPV1 可将这些机械刺激

信号转变为细胞内的分子信号,诱导神经肽等从外

周神经末梢释放,从而发挥作用于心血管的功

能[5]。 近年来,TRPV1 在血管生物学领域的作用越

来越受到重视。 TRPV1 可通过刺激肺动脉 VSMC
的增殖和迁移,在血管重塑中发挥重要作用[6]。
Shanshan 等[7] 报道,上调 TRPV1 引起 CAP 介导

Ca2+信号的增强,可能是肺动脉 VSMC 过度增殖导

致肺动脉高压的重要致病机制。 但 TRPV1 对

VSMC 增殖的具体作用机制尚不清楚。 本研究采用

体外培养的大鼠血管平滑肌细胞 ( rat vascular
smooth muscle cell,RVSMC),利用 TRPV1 特异性激

动剂 CAP 或抑制剂辣椒卓平( capsazepine,CPZ)促
进或抑制 TRPV1 的表达,观察 RVSMC 增殖和活性

变化,及增殖细胞核抗原( proliferating cell nuclear
antigen,PCNA)、Ca2+依赖性转录调节因子活化 T 细

胞核因子 c1 ( nuclear factor of activated T cell c1,
NFATc1)、钙衰蛋白( calsenilin,CSEN)和肌细胞增

强因子 2C(myocyte enhancer factor 2C,MEF2C)的表

达变化,探讨 TRPV1 对 RVSMC 的作用及可能机

制,为侧支血管生长过程中平滑肌细胞增殖和表型

转变的机制研究提供一定的实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验材料

RVSMC(ATCC,美国);DMEM 培养基以及胎牛

血清(Gibco 公司,美国);二喹啉甲酸(bicinchoninic
acid,BCA)法蛋白定量试剂盒和增强化学发光法发

光液(Thermo 公司,美国);二氟化树脂膜(博士德生

物公司);TRIzol 试剂( Invitrogen 公司,美国);SYBR
绿色荧光定量 PCR 试剂(Roche 公司,美国);Prime
Script 反 转 录 试 剂 ( TaKaRa 公 司, 日 本 ); 兔 抗

TRPV1 抗体、兔抗 CSEN 抗体(Abcam 公司,美国);
兔抗 NFATc1 抗体、鼠抗 MEF2C 抗体(Santa Cruz 公

司,美国);兔抗 PCNA 抗体(Millipore 公司,美国);
噻唑蓝 (methyl thiazolyl tetrazolium,MTT) 试剂盒

(Promega 公司,美国)。
1. 2　 细胞培养与分组

将 RVSMC 培养于含有 10%胎牛血清的 DMEM
培养液中,置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中培养,将
CAP 和 CPZ 溶解于二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide,
DMSO),随机将细胞分成对照 ( control) 组 ( Con
组)、1 μmol / L CAP 组、10 μmol / L CAP 组和 CPZ
组,培养 24 h 进行后续实验。
1. 3　 免疫细胞化学染色

取出盖玻片,置于 6 孔培养板,吸去培养液,4%
多聚甲醛固定 15 min,5% 牛血清白蛋白 ( bovine
serum albumin,BSA)室温下封闭后加入 TRPV1(1 ∶
200)一抗,湿盒 4 ℃冰箱过夜。 然后与生物素化抗

兔的二抗(1 ∶ 200)室温孵育 1 h,再加入链霉亲和

素偶联的 Cy2(1 ∶ 500)室温孵育 50 min,最后加入
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DAPI(4′,6-二脒基-2-苯基吲哚) (1 ∶ 500 ) 孵育

20 min。 其中除 5% BSA 孵育 30 min 之外,其余各

步均需用 0. 01 mol / L 磷酸盐缓冲液(phosphate buff-
ered solution,PBS)洗 3 次,每次 10 min。 防荧光淬

灭剂封片,Nikon 激光共聚焦显微镜下拍片。 摄片

后,采用 EZ-C1 3. 70 FreeViewer 图像分析软件对

TRPV1 的免疫荧光强度进行测量,单位以每平方微

米 Arbitrary Unit(AU / μm2)表示。 用 PBS 代替一抗

作为阴性对照,其余各步骤操作均相同,排除非特

异性染色。
1. 4　 MTT 检测细胞增殖活性

取对数生长期的 A7r5 细胞制成单细胞悬液,接
种于 96 孔培养板中,每孔接种 100 μL,约含 5×103

个细胞。 将细胞分为 5 组:Con 组、1 μmol / L CAP
组、10 μmol / L CAP 组、1 μmol / L CPZ 组、10 μmol / L
CPZ 组,每孔设 3 个复孔。 培养 24 h 后,每孔再加

入 5 g / L MTT 20 μL,置培养箱继续培养 4 h,终止培

养后吸去每孔上清液,加入 DMSO,于酶标仪 490 nm
波长处测定各孔光密度值 (OD 值)。 实验重复

3 次。
1. 5　 Western blot 检测蛋白表达

收集各组细胞,提取细胞总蛋白,采用 BCA 法

测定蛋白浓度,并进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳,然后转移至硝酸纤维素膜上,经 5%脱脂

奶粉室温封闭 1 h 后分别加入 PCNA (1 ∶ 500)、
NFATc1(1 ∶ 400)、CSEN(1 ∶ 200)和MEF2C(1 ∶ 200)
一抗,4 ℃ 冰箱过夜,次日 PBS 漂洗 3 次,每次

10 min。 再分别加入抗兔或抗鼠的辣根过氧化物酶

标记的二抗(1 ∶ 1 000),室温孵育 2 h,洗膜后在成

像系统中滴加化学发光液进行显影,然后使用凝胶

图像分析系统摄片,采用 Image J 软件进行灰度值

分析。
1. 6　 实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 表达水平

按照试剂盒说明书提取细胞总 RNA,利用 RNA
反转录试剂盒将总 RNA 逆转录成 cDNA,采用实时

荧光 定 量 PCR ( quantitative real-time PCR, qRT-
PCR)检测目的基因表达,使用 2-ΔΔCT 法对目的基因

mRNA 表达水平进行测定。 引物序列:NFATc1 为

F: 5′-ACGATCTGGAGGTGGAAGAC-3′, R: 5′-GGAC
GCCTCAGAGTTACAG-3′;CSEN 为 F:5′-ACAGGCCC
AAACCAAGTTCA-3′, R: 5′-ATAGGTGGTGGCATC
TCCCT-3′;MEF2C 为 F:5′-CACCAGTGCAGGGAAT-
GGAT-3′, R: 5′-GCATTGTGTTCTTGCTGCCA-3′; β-
actin 为 F: 5′-AGTCAAGGCTGAGAATGGGAAG-3′,
R:5′-GCCAGTAGACTCCACGACATAC-3′。
1. 7　 统计学分析

以上所有实验数据用 x±s 表示,采用 GraphPad
Prism 7. 0 软件进行统计学分析,对各组数据采用单

因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 TRPV1 的免疫细胞化学染色

免疫细胞化学染色可见 TRPV1 主要表达在

RVSMC 的胞膜和胞质,1 μmol / L CAP 或 1 μmol / L
CPZ 作用后,TRPV1 发生了激活或抑制的变化。 与

Con 组相比,免疫荧光强度差异具有统计学意义

(P<0. 01;图 1)。

图 1. TRPV1 免疫细胞化学染色

A 为 TRPV1 在 RVSMC 表达的显微镜图,绿色表示 TRPV1,蓝色表示细胞核;B 为 TRPV1 免疫荧光强度的统计图。
a 为 P<0. 01,与 Con 组比较。

Figure 1. Immunocytochemical staining for TRPV1
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2. 2　 TRPV1 对 RVSMC 增殖活性的影响

应用 MTT 法检测 RVSMC 增殖活性,结果显示,
与 Con 组比较,不同浓度 CAP 组 RVSMC 的增殖活

性均增强,其中以 1 μmol / L CAP 作用最为显著(P<
0. 001),而不同浓度 CPZ 均能明显抑制细胞增殖活

性(P<0. 001;图 2)。 进一步用 Western blot 检测作

为评估细胞增殖活性的 PCNA,结果显示,与 Con 组

相比,不同浓度 CAP 组 PCNA 蛋白表达显著增加

(P<0. 001),而 CPZ 组 PCNA 蛋白表达明显降低(P
<0. 001;图 3)。 上述结果提示,激活 TRPV1 可刺激

RVSMC 细胞增殖活性。

图 2. TRPV1 对 RVSMC 增殖活性的影响

a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 001,与 Con 组比较。

Figure 2. Effect of TRPV1 on RVSMC proliferative activity

图 3. TRPV1 对 RVSMC 中 PCNA 蛋白表达的影响

a 为 P<0. 001,与 Con 组比较。

Figure 3. Effect of TRPV1 on PCNA protein
expression in RVSMC

2. 3　 TRPV1 对 RVSMC 中 NFATc1、CSEN 和 MEF2C
表达的影响

采用不同浓度 CAP 和 CPZ 作用后,用 Western
blot 和 qRT-PCR 检测 RVSMC 中 Ca2+依赖性转录调

节因子 NFATc1、CSEN 和 MEF2C 蛋白和 mRNA 的

表达。 Western blot 结果显示,与 Con 组比较,不同

浓度 CAP 组 NFATc1 蛋白表达均明显升高 ( P <
0. 01),不同浓度 CPZ 组 NFATc1 蛋白表达均明显

降低(P<0. 001);与 Con 组比较,不同浓度 CAP 组

CSEN 和 MEF2C 蛋白表达均显著上调(P<0. 001),
不同浓度 CPZ 组 CSEN 和 MEF2C 蛋白表达均显著

下调(P<0. 01)(图 4)。

图 4. TRPV1 对 RVSMC 中 NFATc1、CSEN 和

MEF2C 蛋白表达的影响

a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 001,与 Con 组比较。

Figure 4. Effect of TRPV1 on protein expressions of
NFATc1, CSEN and MEF2C in RVSMC

qRT-PCR 结果显示,与 Con 组比较,不同浓度

CAP 组 NFATc1 mRNA 水平明显增高(P<0. 01),不
同浓度 CPZ 组 NFATc1 mRNA 水平明显降低(P<
0. 001);与 Con 组比较,不同浓度 CAP 组 MEF2C
mRNA 水平明显上调(P<0. 001),不同浓度 CPZ 组

MEF2C mRNA 水平明显下调(P<0. 01);不同浓度

CAP 和 CPZ 作用后,与 Con 组比较,CSEN mRNA 水

平无明显变化(P>0. 05)(图 5)。

3　 讨　 论

TRPV1 是化学和物理刺激的整合器,参与调控
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图 5. TRPV1 对 RVSMC 中 NFATc1、CSEN 和

MEF2C mRNA 水平的影响

a 为 P<0. 01,b 为 P<0. 001,与 Con 组比较。

Figure 5. Effect of TRPV1 on NFATc1, CSEN and
MEF2C mRNA levels in RVSMC

多条信号通路及细胞骨架的重塑、细胞移动和增

殖。 机体组织中 TRPV1 分布广泛,在血管组织,TR-
PV1 主要分布于内皮细胞和平滑肌细胞。 另外,外
周血管、感觉神经也有 TRPV1 通道蛋白的表达[8]。
本实验我们通过免疫细胞化学染色证实了 TRPV1
在 RVSMC 的胞膜和胞质表达,这与之前的研究报

道[9]是一致的。 在小侧支动脉发育成为具有导血

功能的较大动脉的侧支血管生长过程中,VSMC 承

担着主要任务,主要表现为 VSMC 增殖且由收缩表

型向合成表型转变,同时迁移至新内膜从而使侧支

血管的体积增大[10]。 许多因素参与了这个过程,其
中,TRPV1 对 VSMC 增殖的调控作用越来越受到关

注。 文献报道[11-12] TRPV1 参与了慢性缺氧诱导的

人和大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖。 Zhao 等[13] 报道

TRPV1 通道参与哮喘大鼠气道平滑肌细胞增殖和

凋亡的调控。 在本实验中我们同样也观察到,激活

TRPV1 明显使 RVSMC 增殖活性增加。 这说明 TR-
PV1 的激活可能导致细胞内 Ca2+浓度的改变,从而

介导 RVSMC 增殖。
Troidl 等[14]报道,钙内流通过激活 Ca2+依赖性

转录调节因子,对猪后肢缺血诱导的侧支血管生长

起着重要作用。 随后,Dewenter 等[15] 报道,Ca2+ 依

赖性转录通道的激活和蛋白的改变参与心肌细胞

重塑。 有研究表明,NFAT 的激活参与了缺氧诱导

的人肺动脉平滑肌细胞增殖[16]。 miR-137 可通过

调节钙调神经磷酸酶 / NFAT 通路调节大鼠脑血管

平滑肌细胞的去分化和增殖[17]。 CSEN 是主要的和

直接的 Ca2+依赖性转录调节因子[18]。 MEF2C 既可

调节参与增殖和迁移的早期基因,也可调节参与收

缩表型的平滑肌标志物,在 VSMC 的增殖和表型转

变中发挥重要作用[19]。 Xu 等[20] 报道 miR-135b-5P
和 miR-499a-3P 通过直接靶向作用于 MEF2C 促进

动脉粥样硬化 VSMC 和内皮细胞的增殖。 我们的实

验观察到 TRPV1 激活后,NFATc1 和 MEF2C 蛋白及

mRNA 的表达明显上调,这说明 CAP 与 TRPV1 结

合后导致 Ca2+信号增强,上调了 Ca2+依赖性转录调

节因子的表达,从而直接作用于 RVSMC,使其发生

增殖活性的明显改变。 虽然 CSEN 在 mRNA 水平没

有明显改变,但蛋白表达增加,说明 CSEN 的上调也

可能是 TRPV1 刺激 RVSMC 增殖中整体信号机制

的一部分。 尽管没有进行细胞内 Ca2+的测量,结合

前期的文献报道,我们推测 TRPV1 调节的钙内流激

活了 Ca2+依赖性转录调节因子,可能是 TRPV1 刺激

RVSMC 增殖的潜在作用机制。
综上所述,本研究报道 TRPV1 可通过上调 Ca2+

依赖性转录调节因子的表达,从而发挥刺激 RVSMC
增殖的作用。 本研究不仅丰实了 TRPV1 调控血管

壁细胞增殖的相关机制,同时也为 TRPV1 通道可作

为动脉粥样硬化引起的缺血性疾病诱导侧支血管

生长的干预靶标提供了依据。
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