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维生素D3通过VDR-p38途径抑制内皮细胞
VCAM-1表达的研究*
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(1.天津医院心内科 300211;2.天津医科大学第二医院心脏科/天津心脏病学研究所 300211)

  [摘要] 目的 细胞水平探究维生素D(VD)对血管内皮细胞的保护作用。方法 采用肿瘤坏死因子α
(TNF-α)诱导内皮损伤和黏附分子表达;维生素D采用最具活性形式的骨化三醇;利用流式细胞术检测血管细

胞黏附分子-1(VCAM-1)表达水平;荧光显微镜观察绿色荧光加载的THP-1单核细胞与内皮细胞的黏附作用;

Western
 

blot检测 VD受体(VDR)、p38、磷酸化p38蛋白水平。结果 与对照组比较,TNF-α组内皮细胞

VCAM-1表达增高(P<0.05)、内皮细胞与单核细胞黏附作用增加(P<0.05)。当内皮细胞预孵育10-9、

10-8、10-7、10-6mol/L骨化三醇后,TNF-α诱导的内皮细胞VCAM-1的表达降低,与单核细胞之间的黏附作

用减弱(P<0.05)。特异性siRNA敲低VDR蛋白水平后,骨化三醇对内皮细胞VCAM-1表达的抑制作用减

弱,内皮细胞与单核细胞的黏附作用减弱(P<0.05)。TNF-α促进内皮细胞p38蛋白磷酸化、而骨化三醇抑制

TNF-α诱导的内皮细胞p38蛋白磷酸化(P<0.05)。特异性siRNA敲低VDR蛋白水平后,骨化三醇对TNF-
α诱导的内皮细胞p38蛋白磷酸化及VCAM-1的表达和单核细胞黏附抑制作用均降低(P<0.05)。结论 维

生素D3通过VDR-p38信号途径抑制TNF-α诱导的血管内皮细胞VCAM-1蛋白表达,以及抑制内皮细胞与

单核细胞黏附作用。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

vitamin
 

D
 

(VD)
 

on
 

vascular
 

endothelial
 

cells
 

in
 

cellular
 

level.Methods The
 

tumor
 

necrosis
 

factor-α
 

(TNF-α)
 

was
 

used
 

to
 

induce
 

the
 

endothelial
 

injury
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

adhesion
 

molecules.Vitamin
 

D
 

adopted
 

the
 

most
 

active
 

form
 

of
 

calcitriol.The
 

flow
 

cytome-
try

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

VCAM-1;the
 

fluorescence
 

microscopy
 

was
 

used
 

to
 

observe
 

the
 

adhesion
 

effect
 

of
 

THP-1
 

monocytes
 

loaded
 

with
 

green
 

fluorescence
 

and
 

endothelial
 

cells;the
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

levels
 

of
 

vitamin
 

D
 

receptor
 

(VDR),p38,phosphorylated
 

p38
 

protein.Results Com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

endothelial
 

cellular
 

VCAM-1
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

TNF-α
 

group
 

was
 

in-
creased(P<0.05)

 

and
 

the
 

adhesive
 

effect
 

of
 

endothenial
 

cells
 

to
 

monocytes
 

was
 

increased
 

(P<0.05).When
 

endothelial
 

cells
 

preincubating
 

10-9,10-8,10-7,10-6
 

mol/L
 

calcitriol,the
 

expression
 

level
 

of
 

endothelial
 

cellu-
lar

 

VCAM-1
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

was
 

decreased,and
 

its
 

adhesive
 

effect
 

to
 

monocytes
 

was
 

weakened(P<0.05).
After

 

specific
 

siRNA
 

knocking
 

down
 

the
 

VDR
 

protein
 

level,the
 

inhibiting
 

effect
 

of
 

calcitriol
 

on
 

endothelial
 

cellular
 

VCAM-1
 

expression
 

was
 

weakened
 

and
 

the
 

adhesive
 

effect
 

of
 

endothelial
 

cells
 

to
 

monocytes
 

was
 

weakened
 

(P<0.05).TNF-α
 

promoted
 

the
 

phosphorylation
 

of
 

p38
 

protein
 

in
 

endothelial
 

cells,while
 

calcitriol
 

inhibited
 

the
 

phosphorylation
 

of
 

endothelial
 

cellular
 

p38
 

protein
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

(P<0.05).After
 

specific
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siRNA
 

knocking
 

down
 

VDR
 

protein
 

level,the
 

effect
 

of
 

calcitriol
 

on
 

p38
 

protein
 

phosphorylation
 

induced
 

by
 

TNF-α
 

and
 

VCAM-1
 

expression
 

as
 

well
 

as
 

monocytes
 

adhesive
 

inhibiting
 

effect
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).
Conclusion Calcitriol

 

inhibits
 

TNF-α
 

induced
 

endothelial
 

cellular
 

VCAM-1
 

protein
 

expression
 

and
 

inhibits
 

the
 

adhesive
 

effect
 

of
 

endothelial
 

cells
 

to
 

mononcytes
 

through
 

VDR-p38
 

signaling
 

pathway.
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  内皮细胞功能损伤是动脉硬化性心血管疾病

(ASCVD)发生、发展的重要环节[1]。由于机械力或

者慢性炎症造成的内皮细胞功能障碍,导致了大量免

疫细胞浸润和脂质沉积[2]。受损的内皮细胞通过增

加黏附分子的表达[3],一氧化氮合成紊乱[4],通透性

增加[5]等诸多因素促进 ASCVD的发生、发展。因

此,通过外源性的药物改善内皮功能障碍是预防AS-
CVD发生的重要靶点。大量研究表明,维生素 D
(VD)的缺乏会增加心血管疾病发病风险[6-7]。较低

水平的25-羟基维生素D[25-(OH)D]与急性心肌梗

死[8]、高血压[9]、心肌肥厚[10]及心律失常[11]等疾病均

具有负相关性。机制方面,VD可以调节肾素与血管

紧张素的分泌从而达到调节血压的目的。VD还具有

抑制炎症的作用,抑制巨噬细胞向促炎表型分化等。
VD受体(VDR)敲除小鼠与野生型小鼠相比,血液炎

症因子水平显著增高,并且单核细胞表面黏附分子表

达增加[12]。VD在心血管疾病中具有诸多调节作用。
但VD缺乏导致的内皮细胞功能障碍鲜有文献报道。
本研究假设VD缺乏容易造成血管内皮细胞功能障碍,
以至于促进ASCVD发病来展开研究,采用VD的活性

形式骨化三醇来探讨其对血管内皮细胞的保护作用。
1 材料与方法

1.1 材料来源

人脐静脉内皮细胞(HUVECs)、人单核细胞系

(THP-1)由天津心脏病学研究所惠赠。
1.2 方法

1.2.1 试剂

高糖改良的 Eagle基础细胞培养基(DMEM),
1640培养基购自Gibco公司(美国),胎牛血清(FBS)
购自BI公司(以色列);PE标记的抗人血管细胞黏附

分子-1(VCAM-1)抗体购自Biolegend公司(美国);
兔多抗VDR、兔多抗甘油醛-3-磷酸脱氧酶(GAPDH)
抗体购自Proteintech公司(中国);鼠单抗p38抗体、
鼠单抗磷酸化p38抗体购自 Abcam公司(英国);钙
黄绿素购自苏州宇恒公司(中国);人重组肿瘤坏死因

子α(TNF-α)购自金斯瑞公司(中国);骨化三醇购自

Med
 

Chem
 

Express公司(美国)。
1.2.2 细胞培养

HUVECs培 养 基 为 含 10% 胎 牛 血 清 的 高 糖

DMEM,置于37
 

℃,5%
 

CO2 的细胞培养箱。THP-1
培养基为含10%胎牛血清的1640,置于37

 

℃,5%
 

CO2 的细胞培养箱。

1.2.3 细胞计数试剂(CCK-8)检测内皮细胞活性

HUVECs处理不同水平骨化三醇(10-9、10-8、
10-7、10-6、10-5、10-4

 

mol/L)共孵育4
 

h,通过CCK-
8检测骨化三醇对HUVECs活性的影响。在96孔板

中接种细胞悬液(每孔100
 

μL)。向每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液。将培养板在培养箱内孵育1
 

h。酶标仪

测定在450
 

nm处的吸光度。
1.2.4 流式细胞仪检测VCAM-1蛋白水平

0.25%胰酶消化 HUVECs,取105 个细胞加入

50
 

μL
 

染 色 缓 冲 液,加 入 3
 

μL
 

PE 标 记 的 抗 人

VCAM-1抗体,室温孵育20
 

min。上机检测,读取几

何荧光强度。
1.2.5 细胞黏附实验

24孔板种HUVECs,细胞铺满孔板后,进行预处

理0、10-9、10-8、10-7、10-6、10-5、10-4
 

mol/L的骨化

三醇1
 

h后,加入50
 

ng/mL的 TNF-α处理 HU-
VECs,4

 

h后去除培养基,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗

细胞2次,加入新鲜DMEM培养基。THP-1孵育50
 

nmol/L钙黄绿素,37
 

℃,30
 

min。离心去除染料。每

孔加入104 个THP-1细胞与 HUVECs共孵育1
 

h。
PBS清洗3次,去除未黏附的THP-1细胞,显微镜下

观察绿色荧光。取10个视野进行拍照,计算绿色荧

光平均个数。
Western

 

blot检测VDR、p38、磷酸化p38蛋白表

达,裂解不同处理的内皮细胞,蛋白质定量(BCA)法
测定总蛋白质水平,等量上样做SDS-PAGE

 

电泳,将
凝胶中的蛋白质转至

 

PVDF
 

膜,5%脱脂牛奶封闭,分
别与稀释GAPDH

 

抗体(1∶10
 

000)、VDR抗体(1∶
2

 

000)、p38抗体(1∶1
 

000)、磷酸化
 

p38抗体(1∶
1

 

000)4
 

℃孵育过夜,TBST洗膜,相应二抗室温孵育

45
 

min,TBST
 

洗膜,ECL化学发光并在成像系统中

曝光。
1.3 统计学处理

采用SPSS17.0统计软件进行分析。计量资料以

x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析(ANO-
VA),以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 TNF-α诱导内皮细胞损伤,促进黏附分子表达

不同水平(5、10、50、100
 

ng/mL)TNF-α处 理

HUVECs
 

4
 

h后,通过CCK-8试剂盒检测细胞活性。
由图1A可知,10、50、100

 

ng/mL的 TNF-α对 HU-
VECs活性具有明显抑制作用。50

 

ng/mL与100
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ng/mL的 TNF-α 处 理 HUVECs后 活 性 下 降 至

60%。故后续实验选取50
 

ng/mL的TNF-α进行实

验。图1B和图1C表明,50
 

ng/mL
 

TNF-α促进HU-

VECs表达 VCAM-1。图1D和图1E表明,50
 

ng/
mL的 TNF-α促 进 HUVECs与 单 核 细 胞 之 间 的

黏附。

  A:不同水平TNF-α刺激内皮细胞4
 

h后,CCK-8检测细胞活性;B:流式直方图显示内皮细胞VCAM-1水平;C:不同水平TNF-α刺激内皮细

胞4
 

h后,流式细胞术检测内皮细胞VCAM-1水平;D、E:荧光显微镜分析内皮细胞与单个细胞(绿色荧光)黏附作用;*:P<0.05,与0
 

ng/mL
 

TNF-α比较;**:P<0.01,与0
 

ng/mL
 

TNF-α比较。

图1  TNF-α诱导内皮损伤和黏附分子的表达

2.2 骨化三醇对内皮细胞的保护作用

由图2A可知,不同水平的骨化三醇对细胞存活

率无明显影响。10-4
 

mol/L和10-5
 

mol/L的骨化三

醇对内皮细胞活性有抑制作用(图2A)。因此,在后

续实验中采用低于10-5
 

mol/L的骨化三醇进行实

验。为了分析骨化三醇对内皮细胞的保护作用,采用

50
 

ng/mL的TNF-α诱导的内皮细胞损伤模型。内

皮细胞预孵育不同水平的骨化三醇后,加入50
 

ng/

mL的TNF-α处理4
 

h,CCK-8检测 HUVECs活性。
结果显示,10-8mol/L的骨化三醇可有效抑制TNF-α
诱导的内皮细胞活性降低(图2B)。

2.3 骨 化 三 醇 抑 制 TNF-α诱 导 的 内 皮 细 胞 黏 附

作用

如图3A所示,10-9、10-8、10-7、10-6
 

mol/L的

骨化三醇均对TNF-α诱导的VCAM-1表达有抑制作

用,10-8mol/L的骨化三醇抑制作用更为显著。见

图3B。

2.4 骨化三醇通过VDR-p38途径抑制TNF-α诱导

的内皮细胞黏附作用

VDR作为骨化三醇的受体,可能参与骨化三醇

对内皮细胞的保护作用。合成 VDR特异性小干扰

RNA(siRNA-VDR)及乱序对照(siRNA-con),分别

转染HUVECs,结果显示(图4A)siRNA-VDR组相

对于siRNA-con组VDR蛋白水平显著降低。

  A:不同水平骨化三醇孵育内皮细胞4
 

h后,CCK-8检测细胞活

性;B:预孵育不同水平骨化三醇,再用 TNF-α刺激内皮细胞4
 

h后,

CCK-8检测细胞活性;*:P<0.05,与0
 

ng/mL
 

TNF-α比较;**:P<
0.01,与0

 

ng/mL
 

TNF-α比较;#:P<0.05,与 TNF-α组比较;##:

P<0.01,与TNF-α组比较。

图2  骨化三醇对内皮细胞的保护作用

  敲低内皮细胞VDR后,骨化三醇对于TNF-α诱
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导的内皮细胞黏附的抑制作用明显降低(图4B和

C)。结果显示,TNF-α处理内皮细胞促进p38的磷酸

化,而预孵育骨化三醇后,p38的磷酸化水平显著降

低。敲低内皮细胞VDR后,骨化三醇不能抑制TNF-
α引起的内皮细胞p38磷酸化(图4D)。

  A:预孵育不同水平骨化三醇后,用50
 

ng/mLTNF-α刺激内皮细胞4
 

h,流式细胞术检测内皮细胞VCAM-1水平;B:预孵育10-8
 

mol/L的骨

化三醇后,用50
 

ng/mL
 

TNF-α刺激内皮细胞4
 

h,荧光显微镜分析内皮细胞与单核细胞(绿色荧光)黏附作用;*:P<0.05,与0
 

ng/mL
 

TNF-α比

较;**:P<0.01,与0
 

ng/mL
 

TNF-α比较;#:P<0.05,与TNF-α组比较;##:P<0.01,与TNF-α组比较。

图3  骨化三醇抑制TNF-α诱导的内皮细胞黏附作用

  A:Western
 

blot检测VDR表达;B:VDR小干扰RNA转染内皮细胞,经过不同处理后,流式细胞术检测内皮细胞 VCAM-1水平;C:VDR小

干扰RNA转染内皮细胞,经过不同处理后,荧光显微镜分析内皮细胞与单个细胞(绿色荧光)黏附作用;D:Western
 

blot检测p38磷酸化和p38表

达;**:P<0.01。

图4  骨化三醇通过VDR-p38途径抑制TNF-α诱导的内皮细胞黏附作用

3 讨  论

  内皮功能障碍被认为是动脉粥样硬化发生的起

始阶段,在受到切应力改变或炎症刺激后,内皮细胞

中VCAM-1等黏附分子表达增高并招募免疫细胞黏

附从而进入内皮下[13]。本研究通过TNF-α诱导的内

皮细胞损伤模型,以细胞活性、VCAM-1表达及单核

细胞黏附等指标评价内皮细胞损伤[14]。研究表明,

VD除了调节钙代谢之外,也参与糖尿病、高血压,冠
心病、房颤、心力衰竭、传染性疾病及自身免疫性疾病

的发病过程。文献表明,VD缺乏与冠心病呈正相关

性[7]。说明VD及VDR信号通路在动脉粥样硬化的

发生、发展中起到了作用。本研究用骨化三醇,一种

体内 活 性 最 高 的 VD 形 式 处 理 内 皮 细 胞,低 于

10-5mol/L的骨化三醇均对内皮细胞起到保护作用。
通过流式细胞术检测发现,10-8mol/L的骨化三醇抑

制TNF-α刺激的内皮细胞 VCAM-1表达。本研究

中,利用THP-1单核细胞检测其与内皮细胞的黏附作

用。荧光显微镜结果显示,10-8mol/L的骨化三醇抑制

TNF-α刺激的内皮细胞与单核细胞的黏附作用。
VDR是VD的重要受体,骨化三醇通过与 VDR
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的结合,并激活VDR的转录因子活性,从而调节特定

基因的转录。VDR调节的基因众多,功能广泛,多以

糖代谢、骨代谢及抗炎功能的蛋白居多。本实验中,
为了验证骨化三醇抑制内皮细胞黏附作用是否依赖

VDR途径,采用siRNA敲低内皮细胞VDR。结果表

明,敲低内皮细胞 VDR后,骨化三醇对于TNF-α诱

导的内皮细胞黏附的抑制作用显著降低。为了进一

步阐明VD和VDR抑制内皮黏附作用的机制,通过

文献[15]发现p38是调节细胞黏附和运动性的重要

信号通路蛋白。有报道称,蛋白酶C依赖的p38和应

激活化蛋白激酶磷酸化是 VCAM-1表达的关键[16]。
本研究证明TNF-α促进内皮细胞p38蛋白磷酸化,
而预孵育骨化三醇可以抑制TNF-α刺激的内皮细胞

p38蛋白磷酸化。但通过siRNA抑制VDR表达后,
骨化三醇抑制p38蛋白磷酸化作用显著降低。这些

结果表明骨化三醇通过VDR-p38途径调节内皮细胞

VCAM-1表达。
本研究初步证明了 VD调节内皮细胞功能和黏

附作用的机制。但仍停留在体外水平,没有对体内实

验进行进一步的评估。本研究中,低于10-5mol/L的

骨化三醇均对内皮细胞具有保护作用,这与VD补充

过量的临床依据一致。尽管 VD过量造成的毒性是

较为罕见的,但应该避免无节制的摄入[17]。虽然细胞

水平的实验证明一定水平的 VD补充对内皮细胞具

有抗炎保护作用,但后期需要在实验动物和人群试验

进行探讨。
综上所述,VD活性形式骨化三醇通过VDR-p38

途径抑制TNF-α诱导的内皮细胞黏附作用,为营养

素补充预防心血管疾病提供了新的思路和靶点。
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