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Ang域对人脐静脉内皮细胞 CGRP 受体组分的调节差异
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨血管紧张素域对人脐静脉内皮细胞(HUVECs)中降钙素基因相关肽(CGRP)受体组分

的影响。 摇 方法摇 以 HUVECs 作为实验对象,用无血清培养基同步化 24 h 后,以 Ang 域非处理细胞为对照组,Ang
域处理组为不同剂量的 Ang域处理 HUVECs 12 h,流式细胞仪检测细胞增殖率和凋亡率。 Western Blot 检测 CGRP
三种受体组分,即降钙素受体样受体(CRLR)、降钙素受体组分蛋白(RCP)和受体修饰蛋白(RAMP)1 的蛋白表达。
结果摇 与对照组相比,在处理组细胞,Ang域呈剂量依赖性地抑制 HUVECs 增殖和诱导细胞凋亡,同时上调 CRLR
表达(P < 0. 01)。 而对另外两个受体蛋白而言,Ang域(0. 01 ~ 100 nmol / L) 呈剂量依赖性的下调 HUVECs 的

RAMP1 的表达和 RCP 表达(P < 0. 05)。 摇 结论摇 Ang域影响人脐静脉内皮细胞 CGRP 受体组分的表达存在差异,
可引起人脐静脉内皮细胞 CGRP 受体功能改变。
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Difference of Expression of CGRP Receptor Components Regulated by
Angiotensin 域 in Human Umbilical Vein Endothelial Cells
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Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effect of angiotensin 域 on the expression of calcitonin gene related peptide
(CGRP) in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). 摇 Methods摇 HUVECs was employed as the experimental
object,cells were incubated by free serum for 24 h for synchronous cell cycle,then,Ang 域 group cells were incubated with
different concentration of angiotensin 域 (Ang 域),the control cells were incubated by free Ang 域. The cell proliferation
and apoptosis were observed by flow cytometry. Western blot was used to determine the expressions of calcitonin receptor
like receptor (CRLR),receptor activity modifying protein鄄1 (RAMP1) and receptor component protein (RCP). 摇 Results
Compared with the control group,in the treated cells,Ang 域 inhibited the HUVECs proliferation and induced cell apopto鄄
sis,and also up鄄regulated the CRLR expression of HUVECs (P < 0. 01) as well. In addition to the other two receptor pro鄄
teins,Ang 域 (0. 01 ~ 100 nmol / L) down regulated expression of RAMP1 and RCP expression (P < 0郾 05) in a dose鄄de鄄
pendent manner. 摇 Conclusion摇 Ang 域 can affect the expression of CGRP receptor in HUVECs,which can cause the
functional changes of CGRP receptor in the cells.
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摇 摇 内皮细胞损伤与动脉粥样硬化、高血压等多种

心血管疾病的发生密切相关。 正常生理状态下,内
皮细胞能够产生一些细胞因子通过调节血管张力、
细胞生长和死亡、血液凝固等外周环境的变化,来维

持其功能的稳定性。 当各种损伤因素导致其功能失

代偿时,其细胞受体和离子通道可能发生变化,进而

加重细胞损伤。 血管紧张素域(angiotensin域,Ang
域) 是肾素鄄血管紧张素系统中的主要活性肽[1]。
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Ang 域可通过多种途径如刺激细胞壁产生过量活性

氧簇( reactive oxygen space,ROS)、致敏血小板、促
进血管内皮细胞表达粘附分子、抑制一氧化氮(ni鄄
trogen monoxide,NO)产生以及促进血管内皮细胞凋

亡等作用损伤血管内皮[2鄄3],但 Ang 域作用的具体

机制仍不十分明确。
降钙素基因相关肽(calcitonin gene鄄related pep鄄

tide,CGRP)是目前已知的最强的扩血管物质之一,
并对心血管功能保护有重要作用。 CGRP 受体是由

降钙素受体样受体( clcitonin receptor鄄like receptor,
CRLR),受体活性修饰蛋白 1(receptor activity modif鄄
ying protein,RAMP1),受体组分蛋白( receptor com鄄
ponent protein,RCP)三个组分组成[4]。 前期工作表

明,CGRP 能抑制 Ang 域诱导的血管平滑肌细胞增

殖和内皮细胞损伤,其机制可能与干扰受体后信号

通路如 ERK1 / 2,P38MAPK 有关[5]。 但 Ang 域是否

影响细胞 CGRP 受体发生重构,仍不清楚,本研究以

内皮细胞为研究对象,探讨 Ang域诱导的内皮细胞

功能障碍是否伴随有 CGRP 受体成分的变化,为研

究不同血管活性物质之间的相互作用提供新思路。

1摇 材料与方法

1. 1 药物与试剂摇 摇 Ang域 购于美国 Sigma 公司;低
糖 DMEM 培养基购于美国 Hyclone 公司;胎牛血清

为天津灏洋生物公司;BCA 蛋白定量试剂盒购于康

为世 纪 公 司; 胰 蛋 白 酶 为 碧 云 天 生 物 公 司。
RAMP1、CRLR、RCP、茁鄄actin 一抗购于 Santa 公司。
其他试剂均为国产分析纯。
1. 2 摇 细胞培养 摇 摇 人脐静脉内皮细胞接种于含

10%胎牛血清的低糖 DMEM 培养基,置于 37 益,
5% CO2 的培养箱内培养。 细胞经胰蛋白酶消化传

代、收集,取对数生长期细胞进行后续实验。 用无血

清培养基同步化 24 h 后,以 Ang 域非处理细胞为对

照组,Ang域处理组为不同剂量的 Ang域处理 HU鄄
VECs 12 h。
1. 3摇 PI 单染色流式细胞术 摇 摇 取对数生长期的

HUVECs,以 2 伊 105 个 / mL 的细胞密度接种于50 mL
培养瓶中,置于 37 益、5% CO2 培养箱中培养,待细

胞长至 70% ~ 80% 融合状态时,更换为含 0. 1%
FBS 的 1640 培养 24 h 使细胞同步化,再按分组加

入不同的处理因素继续孵育后收集细胞。 PBS 液清

洗 1 次,用 0. 25% 的胰蛋白酶消化细胞,含 10%

FBS 的 1640 终止消化,吹打成细胞悬液后,4 益,
100 00 rmp 离心 5 min,弃上清,用体积分数为 75%
冰乙醇吹打成单细胞悬液,吸入到的 EP 管中,4 益
固定过夜。 样品寄北京中国中医科学院基础理论研

究所流式细胞仪(FCM)检测细胞凋亡与增殖。
1. 4摇 Western blot摇 摇 收集不同浓度 Ang域处理的人

脐静脉内皮细胞,细胞裂解液(RIPA颐 PMSF = 6颐 1)冰
上裂解 15 min,4 益、12 000 rpm 离心15 min,取上清;
BCA 试剂盒测定蛋白含量;上清液中加入 SDS鄄PAGE
蛋白上样缓冲液,100 益沸水煮 10 min;经 12%分离

胶 / 5%浓缩胶的 SDS鄄聚丙烯酰胺凝胶电泳 1. 5 h,电
转 2 h 至 PVDF 膜上。 用含 5%脱脂奶粉的 TBST 封

闭 2 h;分别按照 1颐 1 000、1颐 650、1颐 200、1颐 100 的浓度

加入 茁鄄actin、RCP、CRLR、RAMP1 一抗,4 益孵育过

夜,TBST 洗 3 次;按照1颐 5 000浓度孵育辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔、山羊抗鼠二抗,室温摇晃 45 min,
TBST 洗 3 次;用 Western blot 荧光检测试剂盒显影

1 ~20 min,定影1 min;结果图用 AlphaImager2200 进

行图片灰度扫描。
1. 5摇 统计学方法摇 摇 数据以均数 依标准差表示,采
用 Graph Pad Prism5 进行统计分析和作图,两样本

均数比较采用 t 检验,以 P < 0. 05 为差异有统计学

意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 HUVECs 增殖与凋亡率 摇 摇 前期研究表明,
Ang域对 HUVECs 的增殖和凋亡有影响。 本研究采

用流式细胞术结果发现,选用不同浓度(0. 01、1、
100 nmol / L)Ang域刺激 HUVECs 24 h 后,结果显示

0. 01,1,100 nmol / L 浓度的 Ang域呈浓度依赖性抑

制 HUVECs 的增殖或活力。 在 100 nmol / L Ang域时

的抑制作用达到最大。 Ang域对细胞凋亡的影响趋

势却与增殖相反,随着 Ang 域浓度的增加 HUVECs
的凋亡率也增加(见表 1)。

表 1摇 不同浓度的 Ang 域对 HUVECs 增殖和凋亡的影响

组别 凋亡率(% ) 增殖率(% )

对照组 2. 76 依 0. 35 100 依 8. 21
Ang 域(nmol / L)
摇 0. 01 2. 89 依 0. 77 90. 8 依 8. 71a

摇 1. 00 29. 2 依 1. 24a 85. 3 依 9. 03a

摇 100 79. 6 依 1. 35b 55. 7 依 8. 03b

摇 摇 与对照组比较,a:P < 0. 05,b:P < 0. 01
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2. 2摇 Ang域对 CRLR 表达的影响摇 摇 CRLR 是一个 7
个跨膜蛋白,从图 1 可以看出,与对照组相比,Ang域能

使内皮细胞 CRLR 蛋白表达增加。 并表现出剂量依

赖性,在 1 nmol / L 时差异有显著性(P <0郾 01)。

图 1摇 血管紧张素域对内皮细胞 CRLR 表达的影响摇 与对照

组比较,*:P < 0郾 05,**:P < 0. 01(n = 3)

2. 3摇 Ang域对 RAMP1 表达的影响摇 摇 RAMP1 是受

体伴随蛋白,与 CRLR 的分布有关,从图 2 可以看

出,与对照组相比,Ang域能使内皮细胞 RAMP1 蛋

白表达降低。 在 0. 01 nmol / L 时差异具有统计学意

义(P < 0. 01),但在 100 nmol / L 时,Ang域对 RAMP1
表达抑制作用,虽然与 1 nmol / L 有所升高,但与对

照组比较仍有降低趋势(P < 0. 05)。

图 2摇 血管紧张素域对内皮细胞 RAMP1 表达的影响摇 与对

照组比较,*:P < 0. 05,**:P < 0. 01(n = 3)

2. 4摇 Ang域对 RCP 表达的影响摇 摇 RCP 是受体周

边蛋白,与 CRLR 的信号转导有关,从图 3 可以看

出,与对照组相比,Ang域能使内皮细胞 RCP 蛋白表

达降低,并具有剂量依赖性。 但在 100 nmol / L 时,
Ang域对 RCP 表达抑制作用才具有统计学意义

(P < 0. 05)。 Ang域对 RCP 蛋白的表达影响与其他

两个受体蛋白表达有差异。

图 3摇 血管紧张素域对内皮细胞 RCP 表达的影响 摇 与对照

组比较,*:P < 0. 05(n = 3)

3摇 讨摇 摇 论

本研究发现,在 Ang域诱导的内皮细胞功能障

碍的同时伴随有 CGRP 受体成分的变化,具体表现

在 Ang域可上调 HUVECs 的 CRLR 表达,而下调

HUVECs 的 RAMP1 和 RCP 表达,说明 Ang 域对

CGRP 受体成分的影响不同。
已知,CGRP 对心血管系统有保护作用主要通

过其受体实现,CRLR 是 7 次跨膜的 G 蛋白偶联受

体蛋白,其本身不具有生物活性,单独转染 CRLR 基

因,则表现为非功能型的受体形式,其主要与 CGRP
结合,在 RAMP1 伴随下才能介导 CGRP 的生物学功

能。 RCP 是 CGRP 受体的一个成分蛋白,存在于膜

内周边,协助 RAMP1 和 CRLR 信号跨膜转导中起作

用[4]。 本实验结果显示,Ang域诱导内皮细胞凋亡

和抑制其增殖的同时,虽然也使 CRLR 蛋白表达增

加,代偿性增强 CGRP 与 CRLR 结合,这与对血管平

滑肌细胞一致[6],但 Ang 域 同时也使内皮细胞

RAMP1 和 RCP 表达降低,使 CRLR 的分布和信号

转导受到障碍。 故在 Ang域过量刺激下,CGRP 的

受体功能会受到影响,推测受体成分发生重构是影

响 CGRP 信号转导的主要原因。 本实验也进一步证

明 CGRP 和 Ang域的相互作用不仅仅在细胞浆的酶
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水平,如 ERK1 / 2,P38MAPK 等水平[7鄄8],也存在与

细胞受体或信号跨膜转导水平,这与在血管平滑肌

细胞相似[6,9]。 有研究表明,RCP 不仅是 CGRP 受

体的主要成分,可能也参与了其他活性肽的信号转

导,如 ADM,Amylin[10鄄11],其机制是 RCP 是参与了

CRLR / RAMP 信号传递作用[12],另外,也有研究证

明在小鼠 RAMP1 可能还参与了抗原诱导的呼吸道

敏感性[13]。 总之,不仅仅是 Ang域,其他病理刺激

也可能通过影响 CGRP 受体重构,导致某些疾病的

发生发展,这些证据还需进一步研究。
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