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摘　 要 目的 探讨降钙素基因相关肽 ( calcitonin
 

gene-related
 

peptide,CGRP) 对人脐静脉内皮细胞

(human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells,HUVECs)增殖、迁移的作用及其机制。 方法 培养 HUVECs,随机分为

对照组(Control 组)、CGRP 组、VEGF 抑制剂组(Bevacizumab 组)、一氧化氮合成酶抑制剂组(L-NMMA 组)。
MTT 法检测 CGRP、贝伐珠单抗、L-NMMA 对 HUVECs 增殖的影响;划痕实验测定 HUVECs 迁移情况;Western

 

blot
和细胞免疫荧光检测相关蛋白表达情况。 结果 CGRP 与降钙素受体样受体(calcitonin

 

receptor-like
 

receptor,
CRLR)结合能显著促进 HUVECs 增殖( t= 3. 434,P<0. 05),抑制血管内皮生长因子(VEGF)或内皮型一氧化氮

合酶(eNOS)能显著抑制 CGRP 诱导的 HUVECs 增殖,主要表现在 HUVECs 存活率(P<0. 05)和内皮细胞标志

物(P<0. 05)的表达显著降低。 划痕实验结果显示抑制 VEGF 或 eNOS 可显著抑制 CGRP 诱导的 HUVECs 迁移

(P<0. 05)。 抑制 VEGF 或 eNOS 能显著降低与增殖密切相关的激酶 Raf-1 的表达(P<0. 05),同时显著抑制其

下游 ERK(P<0. 05)和 JNK(P<0. 05)信号通路激活。 结论 CGRP 通过激活 VEGF / eNOS-Raf-1-ERK / JNK 信

号通路诱导 HUVECs 增殖和迁移,抑制 VEGF 或 eNOS 可能是抗血管生成的潜在靶点。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

calcitonin
 

gene-related
 

peptide
 

( CGRP)
 

on
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

human
 

umbilical
 

vein
 

endothelial
 

cells
 

(HUVECs)
 

and
 

the
 

underlying
 

mechanisms. Methods HUVECs
 

were
 

cultured
 

and
 

randomly
 

divided
 

into
 

control
 

group, CGRP
 

group,
 

bevacizumab
 

( VEGF
 

inhibitor)
 

group, and
 

L-NMMA
 

( nitric
 

oxide
 

synthase
 

inhibitor)
 

group. The
 

MTT
 

assay
 

was
 

employed
 

to
 

evaluate
 

the
 

effects
 

of
 

CGRP,
bevacizumab

 

and
 

L-NMMA
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

HUVECs. The
 

scratch
 

assay
 

was
 

conducted
 

to
 

assess
 

the
 

migration
 

of
 

HUVECs
 

and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

relevant
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

immunocytochemistry
 

assay
 

and
 

Western
 

blot.
Results CGRP

 

treatment
 

markedly
 

promoted
 

the
 

proliferation
 

of
 

HUVECs
 

by
 

binding
 

to
 

its
 

receptor,
 

calcitonin
 

recep-
tor-like

 

receptor(CRLR) ( t = 3. 434,P< 0. 05). When
 

VEGF
 

or
 

eNOS
 

was
 

inhibited,the
 

CGRP-induced
 

endothelial
 

cell
 

proliferation
 

was
 

significantly
 

suppressed,as
 

indicated
 

by
 

decreased
 

cell
 

viabilities
 

(P<0. 05)
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

cell
 

makers
 

(P<0. 05). In
 

the
 

CGRP
 

stimulated
 

HUVECs,inhibition
 

of
 

VEGF
 

or
 

eNOS
 

could
 

also
 

suppress
 

cell
 

migration
 

as
 

detected
 

by
 

the
 

scratch
  

assay
 

(P<0. 05). Additionally,inhibition
 

of
 

VEGF
 

or
 

eNOS
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

the
 

Raf-1,a
 

kinase
 

that
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

proliferation
 

(P < 0. 05). It
 

also
 

reduced
 

the
 

activities
 

of
 

its
 

downstream
 

extracellular-signal-regulated
 

kinase ( ERK) (P < 0. 05)
 

and
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase ( JNK) (P < 0. 05)
 

signaling
 

pathways
 

in
 

HUVECs
 

stimulated
 

by
 

CGRP. Conclusion CGRP
 

may
 

induce
 

HUVECs
 

proliferation
 

and
 

migration
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through
 

activating
 

the
 

VEGF / eNOS-Raf-1-ERK / JNK
 

signaling
 

pathway,
 

suggesting
 

that
 

inhibition
 

of
 

VEGF
 

or
 

eNOS
 

may
 

serve
 

as
 

a
 

potential
 

target
 

for
 

anti-angiogenic
 

therapy.
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endothelial-derived
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cell
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　 　 降钙素基因相关肽 ( calcitonin
 

gene-related
 

peptide,
 

CGRP)是一种广泛分布于心血管系统的

活性肽[1-2] ,作为强效血管舒张剂发挥作用[3] ,其
血管舒张作用由 CGRP 受体介导,依赖于 NO 和血

管内皮细胞。 缺血或运动时 CGRP 可以显著改善

血液循环,然而具体机制尚未完全阐明。 由内皮型

一氧化氮合酶 ( endothelial
 

nitric-oxide
 

synthase,
eNOS)产生的 NO 能够调节血管生成和动脉生

成[4] ,而血管内皮生长因子 ( vascular
 

endothelial-
derived

 

growth
 

factor,VEGF) 在血管生成机制中发

挥重要作用[5] 。 CGRP 可增加内皮细胞的管腔样

形成,促进血管生成[6] 。 本研究旨在探讨 CGRP
对人脐静脉内皮细胞( human

 

umbilical
 

vein
 

endo-
thelial

 

cells,HUVECs) 增殖、迁移的影响及 VEGF
和 eNOS 在其中的作用及分子机制。

1　 材料与方法

1. 1　 材料 　 HUVECs(中国医学科学院基础医学

研究所细胞培养中心);β-CGRP(MCE 公司,中国);
贝伐珠单抗(Bevacizumab),L-NMMA(Beyotime 公司,
中国);微孔板读取器( Thermofisher 公司,美国);
蛋白酶磷酸酶抑制剂,蛋白酶抑制剂,BCA 试剂盒

(Sangon 公司,中国);小鼠抗 GAPDH 抗体,兔抗

JNK 抗体,兔抗 p-JNK 抗体,兔抗 ERK 抗体,兔抗

p-ERK 抗体, 兔抗 eNOS 抗体, 兔抗 CRLR 抗体

(ABclonal 公司,中国);小鼠抗 Raf-1 抗体(Proteintech
公司,中国);兔抗 CD31 抗体(Abcam 公司,美国);
山羊抗兔辣根过氧化物酶( HRP) IgG( H+L),山羊

抗兔 TRITC 抗体,山羊抗小鼠 FITC-IgG ( H + L)
(ABclonal 公司,中国);增强化学发光液(Yeasen 公

司,中国); 共聚焦显微镜 ( Leica 公司, 德国);
LAS4000 凝胶成像仪(GE

 

Healthcare 公司,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 细胞培养　 用含 20%胎牛血清、100U / mL
青霉素和 100μg / mL 链霉素的 80%

 

DMEM 培养

HUVECs,置于 37℃ 、5%
 

CO2 湿化培养箱中。 实验

随机分为对照组( Control 组)、CGRP 组、VEGF 抑

制剂组(Bevacizumab 组)、一氧化氮合酶(eNOS)抑

制剂组( L-NMMA 组)。 Control 组不给予任何处

理;CGRP 组、Bevacizumab 组和 L-NMMA 组分别给

予 1nM
 

CGRP、1μg / mL
 

Bevacizumab 和 100μM
 

L-
NMMA 处理 24h。 每组实验重复 3 次。 本研究已

获得济宁医学院伦理委员会批准。
1. 2. 2　 MTT 检测 　 将 HUVECs(8×103 / mL)接种

在 96 孔板,CGRP (1nM)和 Bevacizumab(1μg / mL) /
L-NMMA ( 100μM ) 处 理 细 胞 24h。 然 后 加 入

0. 5mg / mL
 

MTT 溶液,在 37℃下孵育 4h。 随后,向
孔中加入 150μL 二甲基亚砜振荡以完全溶解甲酰

胺。 在 570nm 处使用微孔板在酶标仪中测定吸光

度值(OD)。 细胞存活率 = ( OD 样品) / OD(对照)
×100%。
1. 2. 3　 Western

 

blot 检测　 使用 RIPA 缓冲液、蛋
白酶磷酸酶抑制剂和蛋白酶抑制剂裂解 HUVECs,
蛋白浓度通过 BCA 试剂盒测定。 用 12%

 

SDS-聚
丙烯酰胺凝胶上分离样品,将蛋白转移到 0. 45μm
聚偏氟乙烯(PVDF)膜上。 用 5%脱脂奶粉封闭膜

1. 5h,然后与以下抗体孵育:小鼠抗 GAPDH 抗体

(1 ∶ 10000),兔抗 JNK 抗体(1 ∶ 1000),兔抗 p-JNK
抗体(1 ∶ 1000),兔抗 ERK 抗体(1 ∶ 1000),兔抗

p-ERK 抗体(1 ∶ 1000),兔抗 eNOS 抗体(1 ∶ 1000),
兔抗 CRLR 抗体(1 ∶ 500),4℃ 冰箱过夜。

 

然后将

PVDF 膜与辣根过氧化物酶( HRP)标记的山羊抗

兔 IgG(H+L) (1 ∶ 5000)在 24℃ 下孵育 1. 5h。 用

发光液和 LAS4000 凝胶成像仪显示蛋白条带,并
使用 Gel

 

pro
 

4. 0 软件对结果进行分析。
1. 2. 4　 细胞免疫荧光检测 　 将 HUVECs 在爬片

上培养并在 4%甲醛固定 20min,然后加入 Triton
 

X-100(0. 1%)使 HUVECs 透化。 用 3%山羊血清

24℃恒温箱下封闭细胞 90min,并与抗体 4℃ 孵育

过夜:小鼠抗 Raf-1 抗体(1 ∶ 500)或兔抗 CD31 抗

体(1 ∶ 1000)。 将 HUVECs 与相应的荧光二抗

(1 ∶ 2000)孵育 2h,使用激光共聚焦显微镜观察。
1. 2. 5　 划痕实验　 将 HUVECs

 

细胞配制为 2×105

个 / mL 的细胞悬液备用。 将划痕小室放入 12 孔板

中,使其位于孔中心位置且黏附在孔中。 首先向划

痕小室的两个小室中各加入 70μL 细胞悬液并吹

·072·



济宁医学院学报 2024 年 8 月第 47 卷第 4 期　 J
 

Jining
 

Med
 

Univ,August
 

2024,Vol. 47,No. 4

打均匀,再向孔中划痕小室外区域加入 860μL 细

胞悬液并吹打均匀,培养过夜。 次日于显微镜下观

察 HUVECs 生长情况,细胞生长至 90%聚合无重

叠时可继续后续实验。 弃去原有培养基,将划痕小

室从孔中垂直取出。 使用灭菌 PBS 清洗掉悬浮细

胞后向孔中加入 PBS 于显微镜下拍照记为 0 时基

础图像,0 时图像记录完毕后分别加入刺激剂和药

物继续培养,于划痕形成后 24h 拍照记录划痕生长

情况,获得图像使用 Image
 

J 软件进行分析。
1. 3　 统计学方法

数据分析采用 GraphPad
 

Prism
 

7 软件进行统

计分析。 两组间比较采用 student-t 检验,多组间比

较采用单因素方差分析 ( ANOVA ), 然后进行

Tukey 检验。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 CGRP 与受体 CRLR 结合促进 HUVECs 增殖

将 HUVECs 与浓度为 1nM 的 CGRP 孵育 24h,
CGRP 可以显著提高细胞存活率 ( t = 3. 434,P <
0. 05)。 Western

 

blot 检测结果显示, CGRP 刺激

HUVECs 后,CRLR 的表达显著增加( t= 3. 286,P<
0. 05)(图 1)。

注:Western
 

blot 检测 CRLR 的表达;#P<0. 05
 

vs
 

Control 组。
图 1　 CGRP 促进 HUVECs

 

CRLR 的表达

2. 2 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑制 CGRP 诱导的

HUVECs 增殖

Bevacizumab( 1μg / mL) 和 L-NMMA ( 100μM)
能显著抑制 CGRP 诱导的 HUVECs 增殖(图 2A)
(P < 0. 05 )。 Western

 

blot 和共聚焦结果显示,
CGRP 刺激显著增加了 HUVECs 细胞的绿色荧光

强度, 表明 CD31 的表达显著增加, 即促进了

HUVECs 的增殖,Bevacizumab 或 L-NMMA 处理后

显著降低 CD31 的表达(图 2B 和 2C) (P<0. 05)。
Western

 

blot 结 果 进 一 步 显 示, Bevacizumab 或

L-NMMA 处理降低了 VEGF(P<0. 05)和 eNOS(P<
0. 05)表达水平(图 2D 和 2E)。

注:A 为 MTT 测定;B 为 CD31(绿色)和 DAPI(蓝色)的

免疫荧光染色;C 为 CD31 荧光强度统计分析;D 为 Western
 

blot 检测 VEGF 表达;E 为 Western
 

blot 检测 eNOS 表达;
#P< 0. 05,## P < 0. 01,### P < 0. 001

 

vs
 

Control 组;∗∗ P <
0. 01,∗∗∗P<0. 001

 

vs
 

CGRP 组。
图 2 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑 制 CGRP 诱 导 的

HUVECs 增殖

2. 3 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑制 CGRP 诱导的

HUVECs 迁移

CGRP 刺激后 24h 显著增加 HUVECs 迁移距

离, 而 Bevacizumab 或 L-NMMA 能 显 著 抑 制

HUVECs 的迁移(P<0. 05)(图 3)。
2. 4 　 Bevacizumab / L-NMMA 降 低 CGRP 诱 导

HUVECs 的 Raf-1 表达

Raf-1 蛋白是一种丝氨酸-苏氨酸激酶,是 Ras /
Raf-1 / MEK / ERK 信号级联的关键成分。 蛋白质印

迹结果显示,CGRP 可诱导 HUVECs 中 Raf-1 的表达

增加,而 Bevacizumab 或 L-NMMA 显著降低 Raf-1 水

平(P< 0. 05) (图 4A)。 同样,共聚焦结果显示,
Bevacizumab 或 L-NMMA 显著降低 Raf-1 染色荧光

(绿色)强度(P<0. 05)(图 4B 和 4C)。
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注:
 ####P<0. 001

 

vs
 

Control 组;∗∗∗∗P<0. 001
 

vs
 

CGRP 组。
图 3 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑 制 CGRP 诱 导 的

HUVECs 迁移

注:A 为 Western
 

blot 测定 Raf-1 的表达;B 为 Raf-1(绿

色)和 DAPI(蓝色)免疫荧光染色;C 为 Raf-1 荧光强度统

计分析;#P<0. 05,###P<0. 001
 

vs
 

Control 组;∗P<0. 05,∗∗∗P<
0. 001

 

vs
 

CGRP 组。
图 4　 Bevacizumab / L-NMMA 抑制 HUVECs

 

Raf-1 表达

2. 5 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑制 ERK 和 JNK 信

号通路的激活

ERK 和 JNK 是 Raf-1 信号通路的下游,参与调

节细胞增殖。 Western
 

blot 结果显示 CGRP 刺激可

提高磷酸化 ERK 和 JNK 水平,Bevacizumab 或 L-
NMMA 显著抑制 ERK(P<0. 05)和 JNK(P<0. 05)
的磷酸化(图 5A 和 5B)。

注:A 为 Western
 

blot 检 测 p-ERK / ERK 表 达; B 为

Western
 

blot 检测 p-JNK / JNK 表达;# P< 0. 05,## P< 0. 01
 

vs
 

Control 组;∗P<0. 05,∗∗P<0. 01
 

vs
 

CGRP 组。
图 5 　 Bevacizumab / L-NMMA 抑制 HUVECs

 

ERK 和

JNK 信号通路

3　 讨论

血管生长有血管生成和动脉生成两种形式,血
管生成是指毛细血管网络的形成,动脉生成是指先

前存在的侧支小动脉的生长[7] 。 剪切力是动脉生

成的主要刺激因素[8] 。 有研究通过显微镜观察证

实了 CGRP 对小动脉的血管舒张作用[9] ,这种舒

血管作用可以将先前存在的冠状动脉侧支张开,增
加剪切力来刺激动脉生成。 研究发现 CGRP 促进

了小鼠缺血后肢的血运重建[10] ,CGRP 基因敲除

小鼠表现出与肿瘤相关的血管生成和肿瘤生长减

少[11] ,CGRP 可能通过动脉生成和血管生成两种

效应来改善血液供应,但具体作用机制尚不清楚。
我们发现,CGRP 能显著促进 HUVECs 增殖和

迁移(图 1,3)。 Zhu 等[12] 也发现 CGRP 具有促进

血管生成活性,导致血管内皮细胞增殖、迁移和管

腔样形成,可促进小鼠角膜血管生成,但未深入进

行机制研究。 CRLR 是一种七跨膜 G 蛋白偶联受

体蛋白,当受体活性修饰蛋白与 CRLR 结合时,它
将介导 CGRP 的生物功能并启动各种信号通

路[13] 。 本文结果显示,CGRP 刺激 HUVECs 细胞
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时,CRLR 的表达显著增加,我们推测,CGRP 可能

通过与受体 CRLR 结合显著增加 HUVECs 增殖和

迁移。 NOS 可能在 CGRP 诱导的离体血管舒张中

发挥作用[14] 。 CGRP 可促进 HUVECs
 

VEGF 和

CD31
 

mRNA 的表达[10] 。 eNOS- / - 小鼠表现出动脉

生成缺陷,VEGF 诱导的内皮祖细胞动员显著减

少[4] 。 股动脉结扎的 eNOS- / - 小鼠中,动脉直径和

血液灌注量显著减少[15] 。 VEGF 和 eNOS 可能参

与了血管生成和动脉生成。 Bevacizumab 是一种抗

VEGF 抗体,可通过与内皮细胞表面的血管内皮生

长因子受体 1 和血管内皮生长因子受体 2 结合来

阻断所有 VEGF 受体抑制内皮细胞增殖和血管生

成[16] 。 L-NMMA 是 L-精氨酸的强效抑制剂,以竞

争性和渗透性的方式抑制 eNOS 产生 NO[17] 。 Bev-
acizumab 和 L-NMMA 分 别 用 于 抑 制 VEGF 和

eNOS。 CD31 是内皮细胞的标志物,其表达情况代

表 HUVECs 增殖情况。 在本研究中, 我们发现

VEGF 和 eNOS 可能参与 CGRP 诱导的 HUVECs 增

殖。 VEGF 抑制剂 Bevacizumab 和 eNOS 抑制剂

L-NMMA 显著抑制 CGRP 诱导的 HUVECs 的增殖

和迁移能力。 提示 CGRP 可能通过促进 VEGF 和

eNOS 的合成刺激内皮细胞增殖和迁移,VEGF 和

eNOS 都参与了 CGRP 的作用。
NO 调节 Ras / Raf / MEK / ERK 信号通路[18] ,而

抑 制 VEGFR2 / Raf / MEK / ERK 通 路 可 以 抑 制

VEGF 介导的胆管癌细胞系的迁移和侵袭[19] 。
Raf-1 蛋白与肿瘤发生、增殖和凋亡、侵袭、转移和

血管生成有关,可被许多对调节增殖和凋亡至关重

要的细胞因子激活。 本文荧光结果显示,CGRP 显

著诱 导 Raf-1 的 表 达 增 加, 而 Bevacizumab 和

L-NMMA 显著降低 Raf-1 水平,表明 CGRP 可能通

过激活 VEGF / eNOS-Raf-1 途径诱导内皮细胞增

殖。 丝裂原活化蛋白激酶( MAPK)通路是调节细

胞增殖、 分化和凋亡等关键信号通路[20] 。 在

MAPK 家族成员中,ERK 和 JNK 信号通路被认为

是导致 HUVECs 增殖和迁移的主要因素[21-22] 。
CGRP 通过 CGRP 受体和 ERK1 / 2

 

MAPK 信号通

路调节人 HaCaT 角质形成细胞中 VEGF 的表

达[23] ,但对血管内皮细胞的作用机制尚未明确。
动物实验发现,CGRP 可能通过 CGRP1 受体 / ERK
通路发挥作用[24] 。 我们的数据表明 CGRP 刺激显

著提高 ERK 和 JNK 磷酸化水平,这表明 CGRP 能

够激活 ERK 和 JNK 信号通路,而抑制 VEGF 和

eNOS 通过抑制 Raf-1-ERK / JNK 信号通路降低

CGRP 诱导的内皮细胞增殖和迁移。 基于这些发

现,说明 CGRP 通过激活 ERK 和 JNK 信号通路促

进 HUVECs 增殖和迁移。
本研究结果表明,CGRP 可能通过促进 VEGF

和 eNOS 的合成,进而激活 Raf-1-ERK / JNK 信号通

路,从而促进 HUVECs 增殖和迁移。 CGRP 诱导的

内皮细胞增殖和迁移是通过激活 VEGF / eNOS-Raf-
1-ERK / JNK 信号通路实现。 本研究结果不仅表明

CGRP 对血管再生有有益作用,而且为临床缺血组

织的血管生物搭桥提供了新的治疗思路和路径,成
为血管再通治疗的辅助方法;同时也为抑制 VEGF
或 eNOS 作为抗肿瘤组织血管生成潜在靶点提供

了实验依据。
利益冲突:所有作者均申明不存在利益冲突。
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