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辣椒素对高盐致大鼠血管平滑肌细胞增殖的抑制作用
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[摘　 要] 　 目的　 研究辣椒素对高盐诱导的大鼠血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)增殖的抑制作用ꎮ 方法　 组织贴壁法培养

原代大鼠血管平滑肌细胞ꎬ根据 ＭＴＴ 结果绘制大鼠血管平滑肌细胞的生长曲线ꎬ大鼠血管平滑肌细胞传至第 ４ 代去

血清同步化 ２４ ｈꎬ不同浓度辣椒素(０.０１ μｍｏｌ / Ｌ、０.１ μｍｏｌ / Ｌ、１ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ、１００ μｍｏｌ / Ｌ)进行高盐培养 ７２ ｈꎬ
ＭＴＴ 比色法检测大鼠血管平滑肌细胞增殖情况ꎬ选取抑制血管平滑肌细胞增殖的辣椒素浓度进行后续实验ꎮ ＣＣＫ￣８
检测渗透压对大鼠血管平滑肌细胞增殖的影响ꎬ流式细胞仪分析细胞增殖周期ꎬ免疫荧光染色法和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

增殖细胞核抗原(ＰＣＮＡ)的表达ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测瞬时受体电位家族香草醛 １ 型受体(ＴＲＰＶ１) ｍＲＮＡ 的表

达ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测瞬时受体电位家族香草醛 １ 型受体的蛋白表达ꎮ 结果　 ＭＴＴ 结果显示ꎬ辣椒素浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ
时大鼠血管平滑肌细胞增殖开始受抑制ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ 时抑制作用增强(Ｐ<０.０５)ꎬ选取 １０ μｍｏｌ / Ｌ 辣椒素进行后续实

验ꎮ ＣＣＫ￣８ 结果显示ꎬ高盐组细胞明显增殖ꎬ而甘露醇组、正常组和高盐＋辣椒素组无差异ꎮ 流式细胞仪测得高盐组

Ｇ０ / Ｇ１、Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例减少(Ｐ<０.０５)ꎬＳ 期细胞比例增多(Ｐ<０.０５)ꎻ与高盐组比较ꎬ高盐＋辣椒素组 Ｇ０ / Ｇ１、Ｇ２ / Ｍ
期细胞比例增加(Ｐ<０.０５)ꎬＳ 期细胞比例下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 免疫荧光及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ高盐组增殖细胞核抗原

阳性细胞核增多ꎬ蛋白表达增加(Ｐ<０.０５)ꎬ而高盐＋辣椒素组增殖细胞核抗原阳性细胞核减少ꎬ蛋白表达减少(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ 实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示高盐组瞬时受体电位家族香草醛 １ 型受体 ｍＲＮＡ 及蛋白表达减

少(Ｐ<０.０５)ꎬ辣椒素组则增加(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 辣椒素可抑制高盐所致的大鼠血管平滑肌细胞增殖ꎬ其作用机制可

能与激活瞬时受体电位家族香草醛 １ 型受体表达有关ꎮ
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ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｍｉｎｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭＴＴ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｐ￣
ｓａｉｃｉｎ ｗａｓ １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｇａｎ ｔｏ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ
ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｔ １００ μｍｏｌ / Ｌ (Ｐ< ０. ０５)ꎬ ｓｏ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ. 　 ＣＣＫ￣８
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ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｎａ＋(１５９ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＶ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ.

　 　 近年来研究表明高盐饮食导致血压升高[１]ꎮ
长期给予 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠高盐饮食可制备高血压大鼠

模型ꎬ该模型血压增高的同时主动脉和肠系膜动脉

均发生明显的形态学重构现象ꎬ主要表现为血管中

膜厚度增加ꎬ动脉中层血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)肥大和增殖等[２￣４]ꎮ 在我

国ꎬ膳食方式影响着高血压患病率的地区分布ꎬ某
些膳食因子可降低心血管疾病的发病率[５]ꎮ 辣椒

素是辣椒中的辣味物质ꎬ是瞬时受体电位家族香草

醛 １ 型受体( ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａ１ｖａｎｉｌｌｏｉｄ ｓｕｂ￣
ｆａｍｉｌｙ １ꎬＴＲＰＶ１)的高选择性激动剂ꎬＴＲＰＶ１ 也称为

辣椒素受体[６]ꎮ 研究发现ꎬ辣椒素通过激活 ＴＲＰＶ１
能改善血管功能、降低血压[７￣９]ꎬ提示辣椒素通过调

控 ＴＲＰＶ１ 对高盐造成的靶器官损害具有一定的保

护作用ꎮ Ｌｉｕ 等[１０] 研究显示ꎬ高盐培养大鼠 ＶＳＭＣ
可直接依赖 ＮＨＥ￣１ 和 ＥＲＫ１ / ２ 途径促进 ＡｎｇⅡ诱导

的 ＶＳＭＣ 增殖ꎮ 因此ꎬ我们提出假设ꎬＴＲＰＶ１ 的激

活能否影响高盐诱导的 ＶＳＭＣ 增殖ꎬ故本研究旨在

通过离体培养大鼠 ＶＳＭＣ 并给予高盐和辣椒素干

预ꎬ探索辣椒素抑制高盐所致 ＶＳＭＣ 增殖的作用浓

度ꎬ以期为相关研究提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

雄性 ＳＤ 大鼠 ８ 只ꎬ体重 ２００ ~ ２２０ ｇꎬ购自第三

军医大学大坪医院实验动物中心ꎬ许可证号为

ＳＣＸＫ￣(渝)２０１２￣０００５ꎻＤＭＥＭ 购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ
ＦＢＳ 购自南美 ＭＲＣꎻ细胞周期试剂盒购自美国 ＢＤ
公司ꎻＣＣＫ￣８ 细胞增殖试剂盒购自中国凯基生物科

技发展有限公司ꎻＳＭ￣α￣ａｃｔｉｎ 一抗购自北京中杉金

桥生物技术有限公司ꎻ增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)一抗购自美国 Ａｂｃａｍ 公

司ꎻＴＲＰＶ１ 一抗购自以色列 Ａｌｏｍｏｎｅ ｌａｂｓꎻ二抗购自

美国 ＰｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈꎻＴＲＰＶ１ 引物购自大连宝生物工程

有限公司ꎮ
１.２　 实验动物伦理

经过遵义医学院动物实验伦理会审查[编号:
伦审(２０１６)２￣０６７ 号]ꎬ本实验方案遵循动物福利和

伦理原则ꎬ符合伦理规范要求ꎮ
１.３　 大鼠 ＶＳＭＣ 的培养及鉴定

采用组织块贴壁法培养大鼠 ＶＳＭＣ[１１]ꎬ培养基

为含有 １０％ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２孵箱中

进行培养ꎬ倒置显微镜下观察细胞生长状况ꎮ 平滑

肌细胞特异性 α￣ａｃｔｉｎ 抗体免疫荧光法进行细胞鉴

定ꎮ 选取生长状态良好的第 ４ 代细胞用于后续

实验ꎮ
１.４　 大鼠 ＶＳＭＣ 生长曲线的绘制

取生长状态良好的细胞ꎬ胰酶消化后以 ７×１０７

个 / Ｌ 接种于 ９６ 孔板中ꎬ每孔 １００ μＬꎬ于 ３７℃孵箱

培养ꎬ每 ２４ ｈ ＭＴＴ 比色法于 ４９０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值ꎬ
每次取 ６ 个复孔ꎬ取其平均值ꎬ连续测定 ７ 天ꎬ并绘

制细胞生长曲线ꎮ
１.５　 ＭＴＴ 比色法测定辣椒素对高盐致大鼠 ＶＳＭＣ
增殖的影响

细胞以 ７×１０７个 / Ｌ 密度接种于无菌 ９６ 孔板中ꎬ
每孔 １００ μＬꎬ无血清培养基同步化 ２４ ｈꎬ于高盐

(Ｎａ＋ １５９ ｍｍｏｌ / Ｌ)培养基中加入相应辣椒素ꎬ浓度

分别为 ０.０１、０.１、１、１０ 及 １００ μｍｏｌ / Ｌꎬ培养 ７２ ｈ 后

每孔加入 ５ ｇ / Ｌ ＭＴＴ 溶液 ２０ μＬꎬ３７℃孵育 ４ ｈꎬ去
上清ꎬ加入二甲基亚砜(每孔 １５０ μＬ)溶解甲簪ꎬ振
荡混合 ５ ｍｉｎꎬ酶标仪于波长 ４９０ ｎｍ 处测定 ＯＤ 值ꎮ
１.６　 ＣＣＫ￣８ 检测渗透压对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖的影响

ＶＳＭＣ 接种及同步化同 １. ４ꎬ分为正常组(Ｎａ＋

１３９ ｍｍｏｌ / Ｌ)、高盐组(Ｎａ＋ １５９ ｍｍｏｌ / Ｌ)、甘露醇组(甘
露醇浓度为 ２８.９７ｇ / Ｌꎬ与 １５９ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｎａ＋等渗ꎬ渗透压

０６５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



为 ７９３.５５２ ｋＰａ)和高盐＋辣椒素组(Ｎａ＋１５９ ｍｍｏｌ / Ｌ＋辣
椒素 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ培养 ７２ ｈꎬ每孔加入细胞增殖检测液

１０ μＬꎬ３７℃孵育 ３ ｈꎬ酶标仪于波长 ４５０ ｎｍ 处测定 ＯＤ
值ꎬ并计算各组细胞活性百分率ꎮ
１.７　 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖周期的影响

细胞以 ５×１０８ 个 / Ｌ 接种于培养瓶中生长 ２４ ｈꎬ无血

清培养基同步化 ２４ ｈꎬ分为正常组(Ｎａ＋１３９ ｍｍｏｌ / Ｌ)、高
盐组 (Ｎａ＋ １５９ ｍｍｏｌ / Ｌ) 和 高 盐 ＋ 辣 椒 素 组 (Ｎａ＋

１５９ ｍｍｏｌ / Ｌ＋辣椒素１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ培养７２ ｈ 后收集细胞ꎬ
按照细胞周期试剂盒操作说明用流式细胞仪进行细胞

周期测定ꎬ并分析不同周期细胞所占比例ꎮ
１.８　 免疫荧光染色法检测高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中增

殖细胞核抗原表达的影响

细胞以 ５×１０７ 个 / Ｌ 接种于 ６ 孔培养板ꎬ同步化

及分组同 １.６ꎬ培养 ７２ ｈ 后进行免疫荧光染色:细胞

爬片用 ＰＢＳ 液浸泡清洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ４％多聚甲

醛室温固定 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ
０􀆰 ３％ Ｔｒｉｔｏｎ￣Ｘ１００ 室温作用 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液冲洗 ３
次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ正常山羊血清室温封闭 ３０ ｍｉｎꎬ甩
干ꎬ滴加一抗(１ ∶ ２００ 稀释)ꎬ４℃ 过夜ꎻ室温复温

３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液冲洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻ滴加荧光标记

二抗 Ｃｙ３(１ ∶ ２００ 稀释)ꎬ３７℃避光孵育 ３０ ｍｉｎꎬ室
温避光 ＤＡＰＩ 染核 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 液冲洗 ３ 次ꎬ每次

５ ｍｉｎꎻ荧光显微镜采集图像ꎮ
１.９　 实时荧光定量 ＰＣＲ 检测高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中

ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 表达的影响

将保存于 Ｔｒｉｚｏｌ 里的细胞按照 ＲＮＡ 提取试剂

盒提取 ＲＮＡꎬ紫外分光光度计测定样本的 Ａ ２６０ / Ａ２８０

及浓度ꎮ Ａ２６０ / Ａ２８０于 １.８~２.０ 认为 ＲＮＡ 纯度符合要

求ꎮ 将样本统一稀释为 ５０ μｇ / Ｌꎬ以 ２０ μＬ 逆转录

反应体系进行逆转录后进行实时荧光定量 ＰＣＲꎬ反
应条件:９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５℃变性 ５ ｓꎬ ６０℃退火

３０ ｓꎬ６０℃延伸 ３０ ｓꎮ ＰＣＲ 引物序列:ＴＲＰＶ１ 上游为

５′￣ＣＣＴ ＡＣＡ ＧＧＡ ＡＣＴ ＴＣＡ ＡＣＣ ＡＡＴ ＧＣ￣３′ꎬ下游

为 ５′￣ＴＣＣ ＴＴＡ ＴＣＡ ＧＴＡ ＡＡＡ ＣＧＧ ＧＧＡ ＣＡ￣３′ꎬ扩
增产物 １５６ ｂｐꎻＧＡＰＤＨ 上游为 ５′￣ＣＡＧ ＴＧＣ ＣＡＧ
ＣＣＴ ＣＧＴ ＣＴＣ Ａ￣３′ꎬ下游为 ５′￣ＴＡＡ ＣＣＡ ＧＧＣ ＧＴＣ
ＣＧＡ ＴＡＣ Ｇ￣３′ꎬ扩增产物 ７６ ｂｐꎮ
１.１０　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中增殖细

胞核抗原、ＴＲＰＶ１ 蛋白表达的影响

细胞以 ５×１０８ 个 / Ｌ 接种于培养瓶中生长 ２４ ｈꎬ
同步化及分组同 １.６ꎬ培养 ７２ ｈ 后收集细胞ꎬ总蛋白

提取试剂盒提取蛋白ꎬＢＣＡ 试剂盒进行蛋白定量ꎮ
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 进行电泳ꎬ电转到 ０.４５ μｍ ＰＶＤＦꎬ室温下

５％脱脂牛奶封闭 １.５ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ
４℃孵育增殖细胞核抗原(ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎ￣
ｔｉｇｅｎꎬＰＣＮＡ)、ＡｎｇⅡ、ＡＴ１Ｒ、ＴＲＰＶ１ 一抗过夜ꎬＴＢＳＴ
洗膜ꎬ室温孵育二抗 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ将 ＥＣＬ 化学发

光试剂加在膜表面后ꎬ经 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 凝胶成像仪采集图

像ꎬ采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 定量分析软件进行积分吸光度

测定ꎬ目的蛋白的积分吸光度值除以内参 ＧＡＰＤＨ 的

积分吸光度值得到各组蛋白条带相对值ꎮ
１.１１　 统计学分析

所有数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两两比较采用 ｔ 检验ꎬ多
组间比较采用方差分析ꎬ方差齐使用 ＬＳＤ 法ꎬ方差

不齐使用 Ｔａｍｈａｎｅ􀆳ｓ Ｔ２ 法ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 大鼠 ＶＳＭＣ 的鉴定

ＶＳＭＣ 于培养第 ４ 天左右即可见少量细胞从组

织块边缘长出ꎻ第 ６~８ 天ꎬ细胞生长旺盛ꎬ交织成网

状ꎻ大约第 １０ 天ꎬ细胞沿组织块周边呈放射性生长ꎬ
去除组织块进行传代培养ꎬ待 ＶＳＭＣ 铺满培养瓶底ꎬ
平行排列呈峰、谷样结构特征(图 １)ꎮ α￣ＳＭ￣ａｃｔｉｎ
单克隆抗体免疫荧光鉴定结果显示胞浆着色ꎬ胞核

清晰可见(图 ２)ꎮ

图 １. ＶＳＭＣ 生长形态(１００×)　 　 Ａ 为组织块贴壁培养 ５ 天ꎬＢ 为组织块贴壁培养 １０ 天ꎬＣ 为传代培养后呈峰、谷样结构ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ＶＳＭＣ(１００×)
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图 ２. ＶＳＭＣ ＳＭ￣α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光染色(４００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ α￣ａｃｔｉｎ ｉｎ ＶＳＭＣ(４００×)

２.２　 大鼠 ＶＳＭＣ 生长曲线

ＶＳＭＣ 生长曲线近似“Ｓ”形ꎬ细胞经过 ２４ ｈ 的

潜伏期后ꎬ进入指数增长期(图 ３)ꎮ

图 ３. ＭＴＴ 比色法测定 ＶＳＭＣ 生长曲线(ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｇｒｏｗｔｈ ｃｕｒｖｅ ｂｙ ＭＴＴ
ｃｏｌｏｒｉｍｅｔｒｙ(ｎ＝ ６)

２.３　 辣椒素抑制高盐致大鼠 ＶＳＭＣ 增殖的浓度

辣椒素干预 ７２ ｈ 后ꎬ与高盐组相比ꎬ辣椒素浓

度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时对 ＶＳＭＣ 增殖开始产生抑制作

用ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ 时抑制作用增强(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎬ选
取 １０ μｍｏｌ / Ｌ 辣椒素进行后续实验ꎮ

图 ４. 辣椒素对高盐致大鼠 ＶＳＭＣ 增殖的影响(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)

２.４　 渗透压对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖的影响

高盐组作用 ７２ ｈ 细胞活性较正常组和高盐＋辣

椒素组显著增高(Ｐ<０.０５)ꎬ但甘露醇组细胞活性与

正常组和高盐＋辣椒素组比较未见明显变化(图 ５)ꎮ

图 ５. ＣＣＫ￣８检测渗透压对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖的影响及辣椒

素的保护作用(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｓｍｏｔｉｃ ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＶＳＭＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ ｂｙ ＣＣＫ￣８ (ｘ±
ｓꎬ ｎ＝ ６)

２.５　 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖周期的影响及辣椒素

的保护作用

与正常组相比ꎬ高盐组 Ｇ０ / Ｇ１ 和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞

比例下降ꎬ而 Ｓ 期细胞比例增多(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ与高盐

组相比ꎬ高盐＋辣椒素组 Ｇ０ / Ｇ１ 期和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞

比例增多ꎬＳ 期细胞比例减少(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６ 和 ７)ꎮ

图 ６. 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 增殖周期的影响及辣椒素的保护

作用(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ ｏｆ
ＶＳＭＣ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)

２６５ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ６ꎬ２０１７



图 ７. 流式细胞仪检测细胞周期

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ

２.６　 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ ＰＣＮＡ 蛋白表达的影响及

辣椒素的保护作用

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示ꎬ与正常组相比ꎬ高盐组

ＰＣＮＡ 的表达明显增多(Ｐ<０.０５)ꎻ与高盐组比较ꎬ

高盐＋辣椒素组 ＰＣＮＡ 的表达明显下降(Ｐ<０.０５)ꎮ
免疫荧光染色可见高盐组阳性细胞核较正常组和

高盐＋辣椒素组增多(图 ８)ꎮ

图 ８. 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中 ＰＣＮＡ 蛋白表达的影响及辣椒素的保护作(４００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ ｉｎ ＶＳＭＣ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ(４００×)

２.７　 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表

达的影响及辣椒素的保护作用

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测显示ꎬ与正常组相比ꎬ
高盐组 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 的表达减少(Ｐ<０.０５)ꎻ与高

盐组相比ꎬ高盐＋辣椒素组 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 的表达增

多(Ｐ<０.０５ꎻ图 ９Ａ)ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测显示ꎬ高盐组

ＴＲＰＶ１ 的表达减少(Ｐ<０.０５)ꎬ而高盐＋辣椒素组表

达增多(图 ９Ｂ)ꎮ

３　 讨　 论

大量高血压模型研究及流行病学研究证实钠

盐摄入过多是高血压发生发展的一个重要环境因

素[１２￣１３]ꎬ减盐可预防血压升高ꎬ并可显著减少心血

管疾病的发生[１４￣１６]ꎮ 血管重构是高血压发生的重

要病理因素ꎬＶＳＭＣ 增殖是在血管重构时中膜增厚

的主要原因ꎮ 本课题组研究发现ꎬ长期高盐饲养导
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图 ９. 高盐对大鼠 ＶＳＭＣ 中 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达的影响及辣椒素的保护作用(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)
Ｆｉｇｕｒｅ ９. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｈｉｇｈ ｓｏｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｃａｐｓａｉｃｉｎ
(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ６)

致 Ｗｉｓｔａｒ 大鼠血压增高ꎬ主动脉、颈动脉和肠系膜

动脉血管重构[２￣３ꎬ１７]ꎬ本课题组前期体外实验也发现

Ｎａ＋浓度为 １５３ ~ １６５ ｍｍｏｌ / Ｌ 之间ꎬ作用时间为

４８ ｈ~ ７２ ｈ 能诱导 ＶＳＭＣ 增 殖ꎬ 其 中 Ｎａ＋ 浓 度

１５９ ｍｍｏｌ / Ｌ作用 ７２ ｈ 时促 ＶＳＭＣ 增殖效应最为显

著ꎮ 本 实 验 以 ＤＭＥＭ 培 养 基 所 含 Ｎａ＋ 浓 度

(１３９ ｍｍｏｌ / Ｌ)为正常组ꎬＮａ＋浓度 １５９ ｍｍｏｌ / Ｌ 为高

盐组ꎬ浓度在 ０.０１ ~ １００ μｍｏｌ / Ｌ 设置不同的辣椒素

组ꎬ培养 ７２ ｈ 观察各组间 ＶＳＭＣ 增殖的差异ꎬ可见

辣椒素在 １０~１００ μｍｏｌ / Ｌ 时可抑制 ＶＳＭＣ 增殖ꎬ且
呈浓度依赖性ꎮ

钠离子是细胞外液的主要阳离子ꎬ在维持细胞外

液晶体渗透压中起重要作用ꎬ是否会影响 ＶＳＭＣ 增殖

未见报道ꎬ本研究结果显示ꎬ与 Ｎａ＋浓度１５９ ｍｍｏｌ / Ｌ
等渗的甘露醇组对 ＶＳＭＣ 增殖无显著影响ꎬ表明 Ｎａ＋

浓度所致的渗透压改变与 ＶＳＭＣ 增殖无关ꎬ且辣椒素

对渗透压无影响ꎮ 细胞增殖需要通过细胞分裂来实

现ꎬ细胞从静止的 Ｇ０ 期状态过渡到 ＤＮＡ 合成前期

(Ｇ１ 期)ꎬ然后依次经过 ＤＮＡ 合成期(Ｓ 期)、ＤＮＡ 合

成后期(Ｇ２ 期)和分裂期(Ｍ 期)ꎬ完成细胞增殖ꎮ
ＰＣＮＡ 是一种在细胞周期的 Ｇ１ 早期和 Ｓ 期所表达的

蛋白ꎬ是使细胞由静息期进入 Ｓ 期的关键蛋白ꎬ在细

胞增殖、ＤＮＡ 复制和 ＤＮＡ 修复中发挥作用ꎬ在增殖

的细胞中处于高表达的水平ꎬ已成为评价细胞增殖状

态的一项客观指标[１８]ꎮ 本研究结果显示ꎬ与正常组

相比ꎬ高盐组 Ｇ０ / Ｇ１ 期和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例减少ꎬ而
Ｓ 期细胞比例增多ꎻ与高盐组相比ꎬ高盐＋辣椒素组

Ｇ０ / Ｇ１ 期和 Ｇ２ / Ｍ 期细胞比例增多ꎬＳ 期细胞比例减

少ꎻ高盐组大鼠 ＶＳＭＣ 中 ＰＣＮＡ 蛋白明显高于正常组

和高盐＋辣椒素组ꎮ 以上结果提示ꎬ在高盐的作用下ꎬ
增殖的平滑肌细胞突破 Ｇ１ / Ｓ 期进入 Ｓ 期ꎬ辣椒素可

抑制该作用ꎮ
既往对辣椒素的研究主要集中于抗炎、抗氧

化、抗肿瘤等的作用[１９￣２０]ꎬ近年来研究发现ꎬ膳食辣

椒素对心血管代谢有保护作用ꎬ且其靶点 ＴＲＰＶ１ 参

与血管功能和血压的调控[２１]ꎮ 越来越多证据表明

ＴＲＰＶ１ 受体通道有降低血压的作用ꎬ保护心血管系

统的功能ꎬ表明 ＴＲＰＶ１ 通道在高血压的发生、发展

过程中具有重要作用[２２￣２３]ꎮ 辣椒素在体内或体外

激活 ＴＲＰＶ１ 后ꎬ能改善阻力血管的内皮依赖性舒张

功能ꎬ降低自发性高血压大鼠血压ꎬ改善血管功

能[７]ꎮ 体外培养的 ＶＳＭＣ 经高盐作用后ꎬ ＴＲＰＶ１
ｍＲＮＡ 和蛋白表达较正常组明显减少ꎬ而高盐＋辣
椒素组 ＴＲＰＶ１ ｍＲＮＡ 和蛋白较高盐组均增加ꎬ提示

辣椒素可通过激活 ＴＲＰＶ１ 从而达到对 ＶＳＭＣ 增殖

的保护作用ꎮ
综上所述ꎬ高盐培养能导致大鼠 ＶＳＭＣ 增殖和

细胞周期失常ꎬ辣椒素对高盐所致的 ＶＳＭＣ 增殖具

有保 护 作 用ꎬ 且 适 宜 的 辣 椒 素 浓 度 为 １０ ~
１００ μｍｏｌ / Ｌ之间ꎬ其作用可能与 ＴＲＰＶ１ 激活有关ꎮ
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