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　 　 ［摘要］ 　目的 　研究 TRPV１受体的表达变化对表皮生长因子受体（EGFR）蛋白表达的调控作用 ，及其对相关细胞功能

的影响 。方法 　利用过表达技术和 siRNA技术研究 TRPV１表达变化对 EGFR蛋白表达的影响 ，用 CCK唱８实验检测细胞的
增殖 ，并用 Real唱time PCR实验对功能相关的癌基因 Akt２和 K唱ras的表达进行检测 。结果 　在胰腺癌细胞中 TRPV１过表达
或是受激动剂激活后 ，EGFR的蛋白含量下调 ；反之 ，干扰 TRPV１表达会使 EGFR的蛋白表达增加 ；过表达 TRPV１的胰腺癌
细胞其增殖速率减缓 ；过表达 TRPV１的胰腺癌细胞中原癌基因 Akt２和 K唱ras的表达明显受到抑制 ，反之则激活其表达 。结

论 　胰腺癌细胞中 TRPV１的表达调控了 EGFR 的蛋白含量 ，并对与其功能密切相关的细胞增殖和癌基因表达也有调节

作用 。

　 　 ［关键词］ 　胰腺癌细胞 ；TRPV１ ；表皮生长因子受体 ；细胞增殖
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［Abstract］ 　 Objective 　 To evaluate the regulation of the TRPV１ receptor on the expression of EGFR protein and the
effects on related cell functions ．Methods 　 Human pancreatic cancer cells PANC唱１ were cultured and treated by over唱expression
and siRNA ．Cell proliferations were detected by CCK唱８ experiment ．RT唱PCR test was used to detect the expression of onco唱
genes Akt２ and K唱ras ．Results 　 EGFR protein was down唱regulated by TRPV１ over唱expression or by agonist activation in pan唱
creatic cancer cells ．EGFR protein was increased by the interference of TRPV １ expression ．The proliferation rate of pancreatic
cancer cells was decreased and Akt２ ，K唱ras were significantly inhibited by TRPV１ over唱expressing ．Conclusion 　 The expres唱
sion of TRPV１ in pancreatic cancer cells regulated the EGFR protein content ．The cell proliferation and oncogene expression
were inhibited by TRPV１ over唱expressing ．
　 　 ［Key words］ 　 transient receptor potential vanilloid １ ；EGFR ；pancreatic cancer cells ；cell proliferation

　 　胰腺癌（pancreatic cancer ，PC）是消化系统恶
性程度最高的肿瘤之一 ，它的病死率正呈快速上升

趋势［１ ，２］
。胰腺癌发病迅速 ，初期症状不明显 ，并且

对放疗和化疗均不敏感 ，容易发生转移 ，因此很难得

到有效的治疗［３］
。对胰腺癌发生发展过程中的分子

生物学和遗传学进行深入研究是极为迫切的 ，它有

助于开发出新的 、有效的可早期发现 、预防和治疗

PC的手段 。

　 　表皮生长因子受体（EGFR）是具有酪氨酸激酶
活性的细胞膜表面受体 ，它在许多肿瘤细胞内呈过

表达 ，在正常细胞内其表达量很低 。 EGFR 及其配
体的过度表达对肿瘤细胞的生存 、增殖 、血管生成 、

迁移 、入侵及转移等起重要作用 。

　 　 TRPV１（transient receptor potential vanilloid
１）是 TRP 家族成员中的明星分子 。 TRPV１ 通道
蛋白可被多种外源或内源性介质敏化或激活 ，感受

热 、痛等伤害性刺激 ，参与疼痛感觉传递 。除神经细

胞外 ，TRPV１ 还在非神经元细胞上表达 ，如角质形

成细胞 、泌尿道细胞 、平滑肌细胞 、内皮细胞等 ，与细
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胞分化 、炎症介质释放等生理病理过程密切相关 。

TRPV１是一个相对非特异性的阳离子通道 ，通过

介导细胞内 Ca２ ＋ 浓度改变 ，进而激活一系列细胞内

信号 ，参与多种细胞内生理病理过程［４］
。 TRP通道

蛋白是生物信号转导机制研究方面的热点之一 。一

些针对缓解神经病理性疼痛 、炎症性疼痛和急性胰

腺炎等内脏疼痛的 TRPV１拮抗剂已经进入临床研
究阶段［５ ，６］

。

　 　越来越多的证据表明 ，TRP离子通道与肿瘤的
发生存在密切关系［７］

。研究发现 ，TRPV１参与肿瘤
细胞增殖 、凋亡 、新生血管形成 、迁移和肿瘤的浸润 。

胰腺组织和细胞中 TRPV１ 可通过多条途径被激
活 ，不仅对胰腺的炎症反应起促进作用 ，而且对于胰

腺疼痛和胰腺肿瘤的发生发展具有重要意义［８］
。与

肝癌 、膀胱癌［９］
、皮肤癌 、乳腺癌［１０］等类似 ，在胰腺

癌中也发现 TRPV１有表达［１１ ，１２］
。有研究表明 TR唱

PV１活化后通过与 EGFR结合 ，可导致与肿瘤发生

发展关系密切的 EGFR 内在化降解［１３］
。 这些研究

结果都提示 ，TRPV１ 是一个非常重要的标志物 ，在

肿瘤的发生发展中具有重要作用 。

　 　本文主要探讨了胰腺癌细胞中 TRPV１的表达
变化对 EGFR受体的蛋白含量的影响 ，并对细胞增

殖和相关原癌基因的表达调控进行了研究 ，期望为

胰腺癌治疗药物的设计提供新的思路和实验依据 。

1 　材料与方法

1 ．1 　细胞株与载体
　 　人胰腺癌细胞株 PANC唱１ 购自中科院上海细
胞所 ，用含 １０％ 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基常
规传代培养 。 pcDNA３ ．１唱TRPV１载体由第二军医
大学药学院生化药学实验室代管并保存 。

1 ．2 　试剂与仪器
　 　 DMEM 培养基购自 Gibco 公司 ，胎牛血清购自

Hyclone公司 。 小干扰 RNA 和 Real唱time PCR 实
验用引物均由上海吉玛制药技术有限公司设计并合

成 。 TRPV１抗体 （Sigma 公司） ，EGFR 抗体 （Ab唱
cam 公司 ，ab２４３０） ；Fugene ６ 转染试剂 （Promega
公司 ） ；辣椒素 （capsaicin ，CAP ，Sigma唱Aldrich
公司） 。

1 ．3 　设计并合成 TRPV１的 siRNA
　 　分析 TRPV１ 的基因片段 ，设计并合成的 ３ 对

RNAi小片段 ，用于干扰下调 TRPV１受体的表达 。

TRPV１唱homo唱１７６８ ： ５′唱GUGGCUUCCAUGGUA唱
UUCUTT唱３′ ，５′唱AGAAUACCAUGGAAGCCAC唱
TT唱３′ ；TRPV１唱homo唱１８０２ ：５′唱GGACCAACAUG唱

CUCUACUATT唱３′ ，５′唱UAGUAGAGCAUGUUG唱
GUCCTT唱３′ ； TRPV１唱homo唱２１００ ： ５′唱GGAGUU唱
CACUGAGAACUAUTT唱３′ ，５′唱AUAGUUCUCA唱
GUGAACUCCTT唱３′ 。同时合成阴性对照 siRNA
oligos 。
1 ．4 　 Western blot 检测 TRPV１ 的表达水平对
EGFR的影响
　 　 PANC唱１细胞培养至对数生长期 ，以 ２ × １０

５
／孔

的密度铺入 ６孔板 ，培养过夜 。用本室构建的 pcD唱
NA３ ．１唱TRPV１ 载体转染 ，同时设立空载体对照

Mock组 。转染 ４８ h 后 ，收集细胞蛋白 ，用 western
blot实验检测 TRPV１和 EGFR表达水平 。同样培

养分组后的 PANC唱１细胞 ，按 LipofectamineTM ２０００

的操作手册进行小干扰 RNA 的转染 。 将 ３ μl 的
siRNA （２０ μmol／L）和 ６μl的转染试剂分别用 ２５０μl
无血清培养基稀释 ，将前者加入至后者稀释液中 ，轻

轻混匀 ，室温静置 ２０ min 。再加入细胞培养液中 ，

与细胞共孵育 ６ h ，然后换液为含 １０％ 胎牛血清的

培养基继续培养 。 ４８ h 后收集细胞蛋白 ，进行

Western blot 实验 。对离心后的细胞裂解液进行蛋

白定量 ；定量吸取蛋白上清液 ，加入 ５ × 蛋白缓冲

液 ，水浴煮沸 ５ min后 ，每个样品取 ３５ μl进行 １２％

十二烷基磺酸钠 （SDS ）唱聚丙烯酰胺凝胶电泳中分
离 ，然后电转至硝酸纤维素膜上 ，５％ 脱脂奶粉封闭

２ h ；加入 １ ∶ １ ０００稀释的 TRPV１ 、EGFR和 GAP唱
DH 抗体 ，３７ ℃孵育 ２ h ，PBST 洗涤 ３次 ，最后加入

１ ∶ ３ ０００稀释的二抗 ，３７ ℃孵育 １ h ，PBST 洗涤 ３

次 。通过 Odyssey 检测细胞内相应蛋白的表达
水平 。

1 ．5 　 CCK唱８法检测细胞增殖
　 　将转染了 pcDNA３ ．１唱TRPV１和空白对照载体
４８ h后的 PANC唱１细胞 ，计数以 ２ × １０

４
／孔铺于 ９６

孔板 ，孵育过夜 ；分别在 ２４ 、４８ 、７２ h后吸去原培养
液 ，每孔加 １００ μl含 １０％ CCK唱８的培养液 ，继续孵

育 １ h ，用酶标仪测定其在 ４５０ nm处的吸光度 。

1 ．6 　 PANC唱１细胞中 Akt２和 K唱ras原癌基因的表
达变化

　 　 PANC唱１细胞培养至对数生长期 ，以 ２ × １０
５
／孔

的密度铺入 １２孔细胞培养板 ，培养过夜 。用本室构

建的 pcDNA３ ．１唱TRPV１ 载体转染 PANC唱１ 细胞 。

转染 ２４ h后 ，用 T rizol 法提取细胞总 RNA 。每个

样品取 ５ μg 总 RNA 进行反转录 ，－ ７０ ℃冰箱保存

备用 。同时 ，用设计并合成的 ３对 RNAi小片段转
染 PANC唱１ 细胞 ，与上述操作方法相似 ，提取总

RNA 并反转录后备用 。合成用于 Real唱time PCR
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实验的引物 ，K唱ras ：Sense ，５′唱GACTCTGAAGAT唱
GTACCTATGGTCCTA唱３′ ， antisense ， ５′唱CAT唱
CATCAACACCCTGTCTTGTC唱３′ ；Akt２ ：Sense ，
５′唱CCCCCTTAAACAACTTCTCCG唱３′ ，antisense ，
５′唱CATCCACTCCTCCCTCTCGTC 唱３′。 并以 GAPDH
作为内参 ，其引物为 ：Sense ，５′唱GCACCGTCAAGGCT唱
GAGAAC唱３′ ， antisense ， ５′唱GCCTTCTCCATGGTG唱
GTGAA唱３′。 Real唱time PCR 实验条件设置如下 ：

５０ ℃ ：２ min ，９５ ℃ ：１０ min ；９５ ℃ ：１５ s ，６０ ℃ ：１ min ，
４０个循环 。样品的半定量比较按以下公式计算 ：

　 　 ΔCt ＝目的基因 Ct －GAPDH Ct 。
1 ．7 　统计学处理
　 　用软件 SPSS１８进行独立样本 t检验统计分析 ，

以 P＜ ０ ．０５为差异有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　胰腺癌细胞中 TRPV１表达变化对 EGFR 的
影响

　 　实验结果表明 ，转染 pcDNA３ ．１唱TRPV１ 载体
的 PANC唱１细胞中 TRPV１过表达 ，同时 EGFR 受
体的蛋白含量明显减少 ，表示其蛋白表达量的条带

灰度扫描结果有显著性差异 （P＜ ０ ．０５） ；而在 TR唱
PV１表达受干扰的 PANC唱１ 细胞中检测到 EGFR
的含量明显增加 （图 １） ，其差异也有统计学意义

（P＜ ０ ．０５） 。由此笔者推测 EGFR受体的蛋白含量
与 TRPV１的表达量相关 。

图 1 　胰腺癌细胞中 TRPV1表达变化对 EGFR的影响
倡 P ＜ ０ ．０５ ，TRPV１的表达量与对照组比较 ；

＃ P ＜ ０ ．０５ ，EGFR 的表达量与对照组比较

2 ．2 　 TRPV１激动剂 CAP对 TRPV１和 EGFR受
体表达的影响

　 　 PANC唱１细胞培养至对数生长期 ，以 ２ × １０
５
／孔

的密度铺入 ６孔板 ，培养过夜 。细胞分别给予 ０ 、１ 、

３ 、９ μmol／L CAP刺激 ，２４ h后抽提细胞总蛋白 ，检

测 CAP对 TRPV１和 EGFR 表达的影响 。

　 　结果发现 ，CAP 下调 TRPV１ 的表达 ，在一定

浓度范围内呈剂量依赖性 。同时 ，EGFR 受体的蛋
白含量随着 TRPV１ 表达的减少呈现出增加的趋
势 ，进一步表明 TRPV１ 表达的变化影响了 EGFR
的蛋白含量（图 ２） 。

2 ．3 　 TRPV１过表达对胰腺癌细胞增殖的影响
　 　 CCK唱８实验检测细胞增殖的结果表明 ，与转染

对照载体的 Mock 细胞相比 ，过表达 TRPV１
受体的PANC唱１ 细胞其增殖作用明显受到抑制

图 2 　 TRPV1激动剂 CAP对
TRPV1和 EGFR表达的影响

（图 ３） ，在４８ 和 ７２ h 后其差异均有统计学意义
（P＜ ０ ．０５） 。 　 　

2 ．4 　 TRPV１表达变化对 Akt２和 K唱ras 原癌基因
表达的影响

　 　 Akt２和 K唱ras 这 ２ 个原癌基因与肿瘤的发生

发展密切相关 ，它们被激活后会显著促进胰腺癌细

胞的增殖 。实验结果（图 ４）表明 ，过表达 TRPV１受
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图 3 　 TRPV1过表达对胰腺癌
细胞 PANC唱1增殖的影响
倡 P＜ ０ ．０５ ，与 Mock 组比较

体明显下调了 PANC唱１细胞中 Akt２和 K唱ras 癌基
因的表达（P＜ ０ ．０５） ，反之干扰 TRPV１表达 ，Akt２
和 K唱ras基因的表达明显增加（P＜ ０ ．０５） 。

3 　讨论

　 　 EGFR广泛表达于上皮 、间质和神经组织 ，在正

常组织中调控细胞的生长 、分化等 ，在发生异常的情

况下可引起恶变 。目前在多种类型的肿瘤组织中均

可检测到 EGFR的高表达 ，胰腺癌中同样存在 EG唱
FR高表达 。 EGFR受体参与调控肿瘤细胞的增殖 、

图 4 　 TRPV1表达变化对 Akt2（A）和 K唱ras（B）原癌基因表达的影响
倡 P＜ ０ ．０５ ，与 Mock 组比较 ；＃ P＜ ０ ．０５ ，与 NC 组比较

转移及存活 ，与肿瘤的发生发展密切相关 。 因此 ，

EGFR是重要的抗肿瘤治疗药物靶点 ，但在以 EG唱
FR为靶点的治疗过程中也存在一定困难 ，主要包

括此类药物的毒副作用较多 、易引起耐药 、单用此类

药物时疗效不理想等 。因此 ，围绕 EGFR的研究工
作一直是研究和设计抗肿瘤药物的热点 。

　 　有研究发现 TRPV１受体与 EGFR有一定的关
联 ，其具体的相互作用方式还有待进一步探讨 。本

研究结果发现 ，胰腺癌细胞中 EGFR 的蛋白含量与
TRPV１的表达变化密切相关 ；TRPV１过表达或是
受激动剂激活后 ，EGFR 的蛋白含量下调 ；反之 ，干

扰 TRPV１表达会使 EGFR的蛋白表达增加 ；过表

达 TRPV１的胰腺癌细胞其增殖速率减缓 ，推测可

能与 TRPV１对 EGFR的蛋白含量的调控有关 。

　 　此外 ，过表达 TRPV１的胰腺癌细胞中 ，２ 个重

要的原癌基因 Akt２和 K唱ras的表达明显受抑制 ，而

TRPV１表达受干扰时 ，Akt２和 K唱ras 的表达增加 ，

表明 TRPV１的表达量对原癌基因的激活有一定的
调控作用 。 Akt２ 是 PI３K ／Akt 信号转导通路中的
重要因子 ，具有癌基因的特点 ，在乳腺癌 、卵巢癌 、胰

腺癌等多种恶性肿瘤细胞的增殖 、分化 、凋亡以及侵

袭和转移中发挥重要作用 ，是肿瘤发生恶性生物学

特征的必要基因 ，能通过多种途径抑制细胞凋亡 。

另一个重要基因 K唱ras ，其表达蛋白处于 EGFR 信
号通路的下游 ，在生理情况下介导细胞的增殖和分

化 。 TRPV１对这 ２个原癌基因的调控作用可能与

其对 EGFR受体的调控有关 。

　 　综上 ，本研究发现在胰腺癌细胞中 TRPV１ 对
EGFR受体有一定的调控作用 ，并影响了细胞增殖

和与其功能相关的癌基因的表达 ，为进一步研发通

过 TRPV１途径以 EGFR为靶点干预胰腺癌的小分
子药物提供了研究基础 。
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