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摘要 目的 比较瞬时受体电位( TＲP) 通道家族中香草素
受体亚家族( TＲPV) 和经典瞬时感受器电位亚家族( TＲPC)

在小鼠脑、心和肝微血管内皮细胞表达差异，寻找脑微血管
中具有特异性高表达亚型，阐明其对脑动脉血管舒张的调节

作用。方法 挖掘 GEO 数据库中芯片表达谱数据，分析各
个通道亚型差异表达情况，再采用免疫组化检测 TＲPV4、
TＲPP2 和 TＲPC1 在脑基底动脉中表达情况，血管张力实验
检测 TＲPV4 通道在调节小鼠脑基底动脉舒张中的效应。结
果 通过分析表达谱数据显示，在小鼠脑、心和肝三种微血
管内皮中，TＲPV4 通道在脑微血管内皮细胞显著高表达，而
TＲPC3 通道显著低表达。TＲPV4、TＲPP2 和 TＲPC1 在脑基
底动脉内皮和平滑肌层也显著表达。TＲPV4 通道激动剂
GSK1016790A能浓度依赖地舒张苯肾上腺素引起的脑基底
动脉收缩，而且其舒张效应可以被 TＲPV4 通道阻断剂
HC067047 所阻断。结论 与心和肝血管内皮细胞相比，TＲ-
PV4 通道在小鼠脑血管内皮细胞中显著高表达，可能在调节
脑血管内皮功能中具有重要意义。
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瞬时受体电位 ( transient receptor potential，
TＲP) 通道属于非选择性阳离子通道家族，由于大多
数 TＲP通道都通透钙离子，所以其在介导细胞钙信
号中具有重要作用［1］。研究［2］证实，TＲP 通道家族
中香草素受体亚家族( transient receptor potential va-
nilloid，TＲPV) 、经典瞬时受体亚家族( transient re-
ceptor potential canonical，TＲPC) 和多囊受体亚家族
( transient receptor potential polycystic，TＲPP) 在血管
内皮细胞高表达，在介导血管内皮依赖的血管舒张、
内皮细胞通透性、增殖、凋亡和血管新生等方面都具

有重要作用。
该研究采用芯片表达谱数据，分析小鼠脑、肝脏

和心脏微血管内皮细胞 TＲPV 和 TＲPC 通道家族差
异，显示 TＲPV4 通道在脑微血管和脑基底动脉内皮
细胞高表达并观察其介导脑基底动脉舒张中的作

用。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 芯片表达谱数据 血管内皮细胞 Affymetrix
高通量芯片表达谱数据来自于 Gene Expression Om-
nibus( GEO) 数据库，Series GSE48209［3］。
1． 1． 2 试剂与仪器 TＲPC1、TＲPV4 抗体购自北京
博奥森生物技术有限公司; TＲPP2 抗体购自美国
Santa Cruz Biotechnology Inc公司; 通用型 SP检测试
剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限公司;

U46619、GSK1016790A( GSK) 均购自美国 Sigma 公
司; 微血管张力检测仪( DMT620M) 购自丹麦 Danish
Myo Technology A /S公司。克氏液( NaCl 118 mmol /
L，CaCl2 2. 5 mmol /L，KCl 4. 7 mmol /L，KH2PO4 1. 2
mmol /L，MgSO4·7H2O 1. 2 mmol /L，NaHCO3 25. 2
mmol /L 和 glucose 11. 1 mmol /L) ; 高钾溶液( NaCl
58 mmol /L，KCl 60 mmol /L，CaCl2 2. 5 mmol /L，
KH2PO4 1. 2 mmol /L，MgSO4·7H2O 1. 2 mmol /L，
NaHCO3 25. 2 mmol /L和 glucose 11. 1 mmol /L) 。
1． 1． 3 实验动物 清洁级 C57 雄性小鼠，6 ～ 8 周
龄，20 ～ 25 g，安徽医科大学动物中心提供。自由摄
食和饮水，室温维持在( 22 ± 1) ℃。
1． 2 方法
1． 2． 1 表达谱数据分析方法 脑、心和肝微血管内
皮细胞提取自 C57 背景的转基因小鼠，采用流式细
胞仪分选获得高纯度血管内皮细胞，芯片荧光背景

采用 ＲMA法处理，数据归一化后，探针光密度数值
用 Log2 处理［3］。
1． 2． 2 脑血管环的制备 将小鼠用 CO2 窒息法处

死后迅速取出脑基底动脉，置于备好的克氏液并通

有 95% O2 和 5% CO2 混合气。在解剖显微镜下，
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采用精密手术镊和剪刀，仔细去除血管周围的结缔

组织，沿纵轴将血管剪成长约 2 mm血管环。
1． 2． 3 免疫组化实验 采用 SP法进行免疫组化染
色，迅速将小鼠基底动脉取出后，用生理盐水清洗干

净，予 4%多聚甲醛固定 24 h，脱水、包埋，切成 5 μm
厚的组织切片，经脱蜡、水化、微波修复抗原，再用
3%过氧化氢封闭内源性过氧化物酶，用 10%山羊
血清工作液封闭 40 min，加一抗 4 ℃孵育过夜，第 2
天室温复温 30 min，滴加二抗，室温孵育 30 min，再
经 DAB 显色、苏木精复染后流水冲洗返蓝 30 ～ 60
min，最后用酒精分色、二甲苯透明和中性树胶封片，
镜下观察和拍照。
1． 2． 4 离体血管张力实验 用细钢丝将分离干净
的血管环一边固定在张力换能器上，另一边固定在

微调器上，置于含有 5 ml 的克氏液浴槽内，持续通
入 95% O2 和 5% CO2 混合气并保持 37 ℃，调节微
调器将血管环施加 1 mN前负荷，采用 Chart 软件和
Powerlab生物机能信号采集系统记录张力信号，在
克氏液中平衡 20 min 后，给予 6 × 10 －2 mol /L 的高
钾溶液激动血管，收缩达峰值后，用克氏液洗 3 次;
再平衡 10 min 后，加入 10 －8 mol /L 的 U46619 收缩
血管，收缩达平台后累积浓度加入 GSK( 10 －8 ～ 10 －4

mol /L) 舒张血管。
1． 3 统计学处理 采用 Sigmaplot 软件进行分析，
实验所得数据均以 珋x ± s 表示。两组数据之间相比
采用独立样本 t 检验。血管张力实验中，浓度依赖
地舒张效应数据采用双因素方差分析，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 脑和肝脏以及脑和心脏微血管内皮细胞 TＲ-
PV、TＲPC家族表达谱差异 如图 1A所示，由基因
表达谱数据热点图及数据分析可见，脑微血管内皮

细胞比肝脏微血管内皮细胞中的 TＲPV4、TＲPC1 表
达水平显著升高，但 TＲPC3 表达水平则显著低于肝
脏微血管内皮细胞［( 6. 691 ± 0. 248 ) vs ( 5. 454 ±
0. 236 ) 、( 6. 039 ± 0. 213 ) vs ( 5. 491 ± 0. 222 ) 、
( 5. 959 ± 0. 298 ) vs ( 7. 772 ± 0. 143 ) ，t = 8. 069、
3. 975、－ 12. 265，P ＜ 0. 05］。各组细胞中，TＲPV4
比 TＲPV1 表达水平显著升高，而 TＲPP2 比 TＲPV4
表达水平显著升高［( 6. 072 ± 0. 691 ) vs ( 4. 505 ±
. 107) 、( 8. 666 ± 0. 115 ) vs ( 6. 072 ± 0. 691 ) ，t =
7. 089、－ 11. 713，P ＜ 0. 05］。
如图 1B 所示，由基因表达谱数据热点图及数

据分析可见，脑微血管内皮细胞 TＲPV4 表达水平显
著高于心脏微血管内皮细胞［( 6. 691 ± 0. 248 ) vs
( 6. 067 ± . 185) ，t = 4. 505，P ＜ 0. 05］; 而脑微血管
内皮细胞比心脏微血管内皮细胞中的 TＲPP2
［( 8. 660 ± 0. 115 ) vs ( 9. 279 ± 0. 151 ) ， t = －
7. 281，P ＜ 0. 05］、TＲPC1 ［( 6. 039 ± 0. 213 ) vs
( 6. 876 ± 0. 403 ) ，t = － 4. 102，P ＜ 0. 05］、TＲPC3
［( 5. 959 ± 0. 298) vs ( 7. 023 ± 0. 735) ，t = 3. 001，P
＜ 0. 05］和 TＲPV3［( 4. 828 ± 0. 076 ) vs ( 5. 024 ±
0. 118) ，t = － 3. 124，P ＜ 0. 05］表达水平显著降
低。各组细胞中，TＲPV4 比 TＲPV1 表达水平显著升
高［( 6. 379 ± 0. 388 ) vs ( 4. 513 ± 0. 102 ) ， t =
14. 703，P ＜ 0. 05］，而 TＲPP2 比 TＲPV4 表达水平显
著升高［( 8. 969 ± 0. 350 ) vs ( 6. 379 ± 0. 388 ) ，t =
－ 15. 684，P ＜ 0. 05］。
2． 2 TＲPV4、TＲPP2 和 TＲPC1 蛋白在脑基底动
脉中的表达 为了检测 TＲPV4、TＲPP2 和 TＲPC1 蛋
白在小鼠脑基底动脉的表达情况，采用免疫组化实

验，结果显示: 小鼠脑基底动脉内皮细胞和平滑肌层

都有 3 种蛋白的表达，而且在血管内皮细胞层表达
更加显著( 图 2) 。
2． 3 TＲPV4 在介导脑基底动脉舒张中的作用 在
脑血管内皮细胞中，TＲPV4 高表达可能与内皮依赖
的血管舒缩有密切关系，为了进一步阐明 TＲPV4 在
脑血管张力中的调节作用，本研究采用血管张力测

定，检测 TＲPV4 激动剂 GSK 引起的小鼠脑基底动
脉舒张。如图 3 所示，10 －8 ～ 10 －4 mol /L GSK 可以
浓度依赖地舒张血栓素 A2 类似物 U46619 ( 10 －8

mol /L) 引起的血管收缩; 若去除血管内皮，GSK 舒
张效应显著减弱( F = 30. 031，P ＜ 0. 05) 。

3 讨论

TＲPV 亚家族有 6 个亚型，其中 TＲPV4 通道在
血管内皮细胞高表达，参与介导血流剪切力引起的

血管舒张［4］。本研究中首先采用表达谱数据分析
并显示，与肝脏和心脏微血管内皮细胞相比，脑微血

管内皮细胞 TＲPV4 通道显著高表达，因而 TＲPV4
通道在脑微血管功能调节中可能有重要作用。由于
脑微血管功能研究较难实现，为此本研究以小鼠脑

基底动脉为实验研究对象，由于表达谱数据来自于

脑微血管内皮细胞，为此本研究采用免疫组化实验

也检测了 TＲPV4、TＲPP2 和 TＲPC1 在小鼠基底动脉
的表达情况，结果显示三者在脑基底动脉内皮和平

滑肌层也都显著表达，尤其是在内皮层表达较高。
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图 1 小鼠微血管内皮细胞表达谱差异热点图
A: Brain MEC: 脑微血管内皮细胞，Liver MEC: 肝脏微血管内皮细胞; B: Brain MEC: 脑微血管内皮细胞，Heart MEC: 心脏微血管内皮细胞

图 2 小鼠脑基底动脉免疫组化结果

DAB显色和苏木精复染 × 100

A: 无一抗对照; B: TＲPV4 蛋白; C: TＲPP2 蛋白; D: TＲPC1 蛋白;

箭头所示为血管内皮细胞

因而，TＲPV4、TＲPP2 和 TＲPC1 在脑血管内皮细胞
中广泛表达。在功能研究中，采用张力实验检测
TＲPV4 调节脑血管张力的作用，结果显示，TＲPV4
通道激动剂 GSK可舒张由 U46619 引起的小鼠脑基
底动脉收缩，而且去除血管内皮后，该舒张效应显著

减弱。由此说明，TＲPV4 通道显著参与内皮细胞介
导的脑动脉舒张。前期研究［5］也显示，TＲPV4 可与
TＲPP2 形成复合离子通道，介导血流剪切力引起的

图 3 TＲPV4 激动剂 GSK1016790 对
U46619 引起的小鼠脑基底动脉收缩效应的影响

A: GSK1016790 引起的血管舒张代表性曲线; B: 统计分析; 与有

内皮血管比较: * P ＜ 0. 05
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内皮依赖血管舒张，本研究中的表达谱数据也显示，

脑微血管内皮细胞 TＲPP2 通道表达水平与肝脏微
血管内皮无显著差异，却显著低于心脏微血管内皮，

但在各种细胞中，TＲPP2 通道表达水平都显著高于
TＲPV4，因而 TＲPV4-TＲPP2 复合通道在脑血管内皮
细胞功能调节中可能有重要作用; 报道［5 － 6］也显示，

TＲPV4 也可与 TＲPC1 形成复合离子通道，介导血流
剪切力引起的内皮依赖血管舒张。本研究中的表达
谱数据也显示，脑微血管内皮细胞 TＲPC1 表达水平
在三种组织的微血管内皮细胞中居于中等水平，而

且其表达水平与 TＲPV4 相近。所以，TＲPV4-TＲPC1
复合通道在脑血管内皮细胞功能调节中也有一定贡

献; TＲPV4 也可与 TＲPV1 形成复合离子通道，参与
缺血 /低氧引起的心肌与血管保护［7 － 8］，本研究中的

表达谱数据也显示，TＲPV1 在三种组织来源的内皮
细胞中表达差异无统计学意义，但表达水平显著低

于 TＲPV4。因而，TＲPV1-TＲPV4 复合离子通道在三
者细胞中差异无统计学意义，对内皮细胞功能调节

作用相对较弱。
TＲPC亚家族有 7 个亚型，其中 TＲPC3 通道在

血管内皮细胞表达较高，参与介导内质网应激引起

的内皮细胞凋亡和动脉粥样硬化形成［9］，本研究中

的表达谱数据分析也显示，与肝脏和心脏微血管内

皮细胞相比，脑微血管内皮细胞 TＲPC3 通道显著低
表达。由此推测，TＲPC3 在介导脑微血管内皮细胞
凋亡中可能相对较弱。
综上所述，在脑、肝脏和心脏微血管内皮细胞

中，TＲPV4 在脑微血管和脑基底动脉内皮细胞中显

著高表达，可能在调节脑血管内皮功能中具有重要

意义。
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Expression profile of TＲPV4 in mouse brain vascular
endothelial cells and its regulatory effect on vessel tension

Hu Wenxia1，2，Jiang Wan2，Ye Li2，et al
( 1Dept of Neurology，Lu'an People's Hospital of Anhui Medical University，Lu'an 237005;

2School of Basic Medical Sciences，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To compare the expression difference of transient receptor potential subfamilies including
transient receptor potential vanilloid( TＲPV) and transient receptor potential canonical( TＲPC) channels in mouse
microvascular endothelial cells from brain，heart and liver，and find a specific high expression subtypes in brain
microvessels endothelial cells，to clarify its regulation function in cerebral vasodilatation．Methods The array data
for the expression profiling from GEO Databases was analyzed to clarify the expression profiles of all TＲPV and TＲ-
PC channel subtypes． Then immunohistochemistry was used to identify the expression profile of TＲPV4，TＲPP2
and TＲPC1 in the cerebral basilar artery，and vessel tension measurement was used to investigate the regulatory
effect of TＲPV4 channel having high expression level on the cerebral basilar artery relaxation． Ｒesults The results

·6341· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Oct; 52( 10)



showed that in three types of endothelial cells from brain，heart and liver，the expression level of TＲPV4 channel
was highest but the expression level of TＲPC3 was lowest in brain microvascular endothelial cells． TＲPV4，TＲPP2
and TＲPC1 were expressed in the endothelial and smooth muscle layers of the cerebral basilar artery as well．
GSK1016790A，an agonist of TＲPV4，concentration-dependently relaxed the cerebral basilar artery which was pre-
constructed by phenylephrine． Additionally，GSK1016790A-induced vessel relaxation was inhibited by HC067047，
an antagonist of TＲPV4． Conclusion Compared with the microvascular endothelial cells from heart and liver，the
brain microvascular endothelial cells show significantly high expression in TＲPV4 channel． Therefore，TＲPV4 may
have a critical role in the function of brain microvascular endothelial cells．
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应用自 －异体混编肌腱重建兔前交叉韧带的生物力学分析
谢 迎1，何俊山2，王亚东2，吴继云2，邓亚开2，陈伟南1，2

摘要 目的 比较应用兔的自 －异体混编肌腱与异体肌腱
重建前交叉韧带( ACL) 的生物力学特性方面的差异。方法
兔 40 只，随机分成混编组及异体组，每组 20 只，分 4 个时
间节点( 术后 3、8、12、24 周) ，每个时间节点样本量为 5 只。

均行右膝关节 ACL重建。混编组采用自体肌腱与异体肌腱
混合编织后重建 ACL，异体组则完全采用异体肌腱编织后重
建 ACL。分别于术后 3、8、12、24 周处死每组的 5 只兔子，取
右膝关节制成标本，行单轴拉力实验并对实验数据进行统计

分析。结果 术后 3、8、12、24 周，标本拉力测试显示，混编
组的极限负荷、刚度均高于异体组，混编组拉伸长度均低于
异体组，两组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。术后 3、8

周标本毁损模式两组均以移植物自骨隧道拔出为主，术后

12、24 周两组均多为移植物实质部断裂。4 个时间节点毁损
模式 Fisher 确切检验均差异无统计学意义。结论 重建
ACL，自 －异体混编肌腱的生物力学特性优于异体肌腱。
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生物力学对于人体关节的运动、稳定及退变过
程意义重大。膝关节作为人体下肢运动的重要关
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节，其稳定及运动基本由韧带控制，其中前交叉韧带

( anterior cruciate ligament，ACL) 在维持膝关节稳定
及运动方面意义重大［1］。ACL 的损伤可导致膝关
节生物力学发生变化，引起膝关节的不稳，甚至可导

致膝关节骨性关节炎，因此手术重建 ACL显得至关
重要。目前临床上供选择替代损伤的 ACL 的移植
物类型较多，临床多采用自 －异体混编肌腱重建损
伤的 ACL，许沛荣 等［2］通过临床术后长期随访观察
发现自 － 异体混编肌腱重建 ACL 临床疗效明确。
邓亚开、吴继云 等［3 － 4］使用兔重建 ACL 模型发现，
自 －异体混编肌腱重建 ACL 有利于促进移植物的
组织学愈合过程。然而对于应用自 －异体混编肌腱
重建 ACL后移植物的相关生物力学特性的研究相
对较少，因此该研究使用兔建立自 －异体混编肌腱
与异体肌腱重建 ACL 模型。观察及比较术后 3、8、
12、24 周两组移植物的生物力学方面指标之间的差
异。

1 材料与方法

1． 1 动物分组与模型制作 健康成年新西兰兔 40
只( 无锡市血吸虫防治中心提供) ，2. 7 ～ 3. 3 kg，雌
雄各 20 只。将兔随机分成自 － 异体混编肌腱组
( 混编组) 及异体肌腱组( 异体组) ，每组 20 只。40
只兔运动正常，膝关节前抽屉检查及 Lachman 试验
均阴性。所有兔行右膝关节 ACL 重建手术。混编
组采用自体趾长伸肌腱与另一只兔的趾长伸肌腱混

合编织后行 ACL重建术，异体组则完全采用另外一
只兔的双侧趾长伸肌腱编织后重建 ACL。
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