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TRPV1激动剂辣椒素在大鼠肝缺血再灌注损伤中的作用及机制
李飞 1，王辰 2

长宁县中医院普外科 1、内科 2，四川 长宁 644009

【摘要】 目的 研究瞬时感受器电位香草酸受体-1 (TRPV1)激动剂辣椒素对大鼠肝缺血再灌注损伤(IR)的保

护作用及机制。方法 将实验大鼠30只按双盲法随机均分为假手术组(Sham组)、缺血再灌注损伤损伤组(IR组)和辣

椒素预处理组(CPS组)，每组10只。采用夹闭左、中叶肝蒂建立70%大鼠 IR模型，术前给予药物治疗。再灌注2 h后，

取静脉血利用ELISA检测血清中谷草转氨酶(AST)、谷丙转氨酶(ALT)和乳酸脱氢酶(LDH)的浓度；取肝脏组织利

用TUNEL法检测缺血肝脏细胞凋亡指数(AI)，Western blotting检测肝脏瞬时感受器电位香草酸受体-1 (TRPV1)、

磷酸化瞬时感受器电位香草酸受体-1 (p-TRPV1)、B淋巴细胞瘤-2 (BCL-2)、细胞外信号调节激酶(ERK)、磷酸化

细胞外信号调节激酶(p-ERK)、Bcl-2相关X蛋白(Bax)和半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶3 (Caspase-3)表达水平；并利用

苏木精—伊红染色(HE)染色观察肝脏病理损伤。结果 IR 组大鼠血清中 AST、ALT 和 LDH 表达水平分别为

(158.14±21.15) U/L、(327.78±36.43) U/L和(577.94±68.31) U/L，明显高于CPS组的(66.19±6.58) U/L、(155.36±15.81)

U/L和(254.76±38.69) U/L，差异均有统计学意义(P<0.05)；IR组大鼠的损伤评分为(3.50±0.50)分，明显高于CPS组的

(1.50±0.20)分；AI为(80.00±15.00)个，明显多于CPS组的(35.00±7.00)个，差异均有统计学意义(P<0.05)；IR组大鼠的

肝组织中 p-TRPV1、BCL-2 和 Caspase-3 灰度比值分别为 0.35±0.09、0.14±0.04 和 0.27±0.05，明显低于 CPS 组的

0.57±0.12、0.48±0.06和0.56±0.16，差异均有统计学意义(P<0.05)；而 IR组大鼠的肝组织Bax和p-ERK灰度比值分别

为0.42±0.09和1.34±0.27，明显高于CPS组的0.15±0.06和0.85±0.17，差异均有统计学意义(P<0.05)；IR组大鼠的肝

组织TRPV1和ERK灰度比值分别为0.69±0.20和1.27±0.20，CPS组大鼠的肝组织TRPV1和ERK灰度比值分别为

0.76±0.21和1.16±0.31，差异均无统计学意义(P>0.05)。结论 TRPV1激动剂辣椒素具有良好的抗 IR作用，其作用

机制可能与抑制ERK途径介导的细胞凋亡相关。
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【Abstract】 Objective To study the protective effect and mechanism of TRPV1 agonist capsaicin on hepatic

ischemia-reperfusion injury (IR) in rats and its mechanism. Methods Thirty experimental rats were randomly divided

into the sham operation group (Sham group), the ischemia-reperfusion injury (ischemia-reperfusion, IR) group, and the

capsaicin preconditioning group (capsaicin, CPS), with 10 rats in each group, by douple blind methods. The IR model of

70% rats was established by clamping the left and middle lobe liver pedicle, and the drug was given before the operation.

After reperfusion for 2 h, the serum levels of aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), and lac-

tate dehydrogenase (LDH) was measured by ELISA. TUNEL was used to detect the apoptosis index (apoptotic index,

AI) of the liver. Western blotting was used to detect the expression level of the transient receptor potential vanilloid 1

(TRPV1), phosphorylated TRPV1 (p-TRPV1), B lymphoma-2 (BCL-2), extracellular signal-regulated kinase (ERK),

phosphorylated ERK (p-ERK), Bcl-2-related X protein (Bax), and Caspase-3 in the liver. HE was used to examine the

pathological injury of liver. Results The serum expression levels of AST, ALT, and LDH in IR group were (158.14±

21.15) U/L, (327.78±36.43) U/L, (577.94±68.31) U/L, significantly higher than (66.19±6.58) U/L, (155.36±15.81) U/L,

(254.76±38.69) U/L in CPS group (P<0.05). The hepatic injury score in IR group was 3.50±0.10, significantly higher

than 1.50±0.20 in CPS group (P<0.05). The AI in IR group was 80.00±15.00, significantly higher than 35.00±7.00 in

CPS group (P<0.05). In addition, the gray scale ratios of p-TRPV1, BCL-2, and Caspase-3 in IR group were 0.35±0.09,

0.14±0.04, and 0.27±0.05, significantly lower than 0.57±0.12, 0.48±0.06 and 0.56±0.16 in CPS group with statistically

significant differences (P<0.05); The gray scale ratios of p-ERK and Bax in IR group were 0.42±0.09 and 1.34±0.27, sig-

nificantly higher than 0.15±0.06 and 0.85±0.17 in CPS group (P<0.05). The gray scale ratios of TRPV1 and ERK in IR

group were 0.69±0.20 and 1.27±0.20, versus 0.76±0.21 and 1.16±0.31 in CPS group (P>0.05). Conclusion TRPV1 ago-

nist capsaicin has good anti-IR effect, and its mechanism may be related to suppressing ERK mediating apoptotic signal.
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肝脏移植过程中常不可避免的发生肝脏缺血再

灌注损伤，损伤较重时可引起移植肝功能恢复延迟，

增加急性排斥反应发生的风险，并可作为重要的非抗

原依赖性因素引起慢性移植肝病，影响肝移植的近远

期预后[1-3]。凋亡信号途径构建的级联反应网络是导

致肝脏缺血再灌注损伤的重要机制[4-5]。近年来，器官

感受缺血等伤害性刺激的分子感受器，即辣椒素受体

瞬时感受器电位香草酸受体-1 (transient receptorpo-

tential vanilloid-1，TRPV1)在器官保护方面的作用受

到研究者高度关注。目前有研究显示TRPV1激动剂

辣椒对心脏和肾脏缺血再灌注损伤具有保护作用[6-7]，

而对肝脏 IR的保护作用尚不清楚，本实验旨在探索辣

椒素对肝脏缺血再灌注损伤中的凋亡信号途径的抑

制作用，以及对肝脏的保护作用。

1 材料与方法

1.1 实验动物及试剂 SPF 级 SD 雄性大鼠 30

只，体质量220~250 g，6~8 周龄，购买四川大学实验动

物中心，动物许可证号：SCXL(川)2014-011。辣椒素

购买于Sigma公司，谷草转氨酶(AST)检测试剂盒、谷

丙转氨酶(ALT)检测试剂盒和乳酸脱氢酶(LDH)检测

试剂盒均购买于南京建成科技公司，细胞外信号调

节激酶(ERK)、磷酸化细胞外信号调节激酶(p-ERK)、

B 淋巴细胞瘤-2 (BCL-2)、BCL-2 相关 X 蛋白(Bax)、

半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3 (Caspase-3)和β-肌动蛋

白(β-actin)一抗均购买于美国 CST 公司，TUNEL 凋

亡检测试剂盒购买于武汉谷歌公司，戊巴比购买于

武汉谷歌公司，显微镜(Olympus BX51)及成像系统

(HITMAS-30)均由四川大学病理实验室提供。

1.2 实验分组及处理

1.2.1 实验分组 30只SD大鼠随机均分为假手术

组(Sham)、缺血再灌注损伤损伤(ischemia-reperfusion，

IR)组和辣椒素预处理组(capsaicin，CPS)，每组10只。

1.2.2 模型构建 术前12 h禁食，自由饮水，腹腔

注射30 mg/kg戊巴比妥麻醉后打开腹腔，暴露肝脏，分

离显露肝门部，剪左中肝叶各韧带，游离左、中肝叶的胆

管及门静脉、肝动脉分支。用无创血管夹钳夹后造成

左、中叶肝脏缺血，麻醉后用无损伤小血管夹阻断大鼠

左半肝血供90 min，阻断后可见被阻断区肝叶颜色由鲜

红色变为暗红色表明肝脏缺血成功，恢复血流进行再灌

注60 min，形成肝缺血再灌注模型[8]。假手术组仅行麻

醉剖腹，解剖肝门，不行血供阻断；CPS组在肝脏缺血前

30 min 经腹腔注射 CPS (8 μg/kg)，剂量参考文献 [9]，

Sham组和IR组腹腔注射同等剂量生理盐水。各组均于

再灌注2 h后，取大鼠外周血血清检测肝脏功能的变化，

并取缺血肝叶标本，固定于甲醛溶液用于病理学检测。

1.3 观察指标与检测方法 ALT、AST和LDH的

含量用常规生化方法测定；采用Western blotting法检

测肝组织 TRPV1、p-TRPV1、BCL-2、ERK、p-ERK、

Bax和Cleaved-Caspase3的表达水平。肝组织病理学

处理和观察：用1∶10的甲醛溶液固定新鲜肝组织，按

病理学常规制片，HE染色，光学显微镜观察肝组织的

形态学变化并评分。分级评分标准：损伤<10%，病理

评分为 0分；损伤在 10%~25%，病理评分为 1分；损伤

在25%~50%，病理评分为2分；损伤在50%~75%，病理

评分为 3分；损伤在 75%~ 100%，病理评分为 4分，具

体评分标准参考文献[8]。采用脱氧核糖核苷酸末端转

移酶介导的缺口末端标记法(terminal deoxy nucleo-

tidyl transferase mediated-dUTP nick end labeling，TU-

NEL)检测肝脏细胞凋亡情况[细胞凋亡指数(apoptotic

indix，AI)]，采用DAB染色法，以细胞核染褐黄色为阳性

细胞，随机选取10个高倍视野，计平均数为阳性细胞数。

1.4 统计学方法 所有数据均采用统计SPSS13.0

软件进行处理。本研究计量资料数据符合正态分布，

以均数±标准差(x-±s)表示，各组独立样本数据系经检

验为方差齐性，两组间的统计应用两因素的方差分

析，并进行多组间的统计分析，以P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 三组大鼠的肝功酶学 AST、ALT 和 LDH 表

达水平比较 与 Sham 组大鼠的血清中 AST、ALT 和

LDH表达水平相比，IR组血清中AST、ALT和LDH表

达水平明显增高，差异均有统计学意义(P<0.05)；CPS

组血清中 AST、ALT 和 LDH 表达水平较 IR 组均显著

降低，差异均有统计学意义(P<0.01)，见表1。

2.2 三组大鼠的肝脏病理损伤评分比较 HE染

色结果显示，Sham组肝细胞及肝窦内皮细胞均正常，

肝索及肝窦排列规则。IR组肝小叶中央静脉和肝血

窦瘀血显著，肝窦明显狭窄，肝索窦排列紊乱，可见大

量肝细胞水肿、空泡样变性和坏死，肝组织中有大量

炎性细胞浸润和聚集，其损伤评分为(3.50±0.50)分，较

Sham组的(0.20±0.10)分明显加重，差异有统计学意义

(P<0.05)；CPS组肝小叶和肝血窦瘀血程度较轻，肝索

肝窦排列较规则，肝小叶结构基本正常，细胞变性不

明显，有少量炎性细胞浸润，其损伤评分为(1.50±0.20)

分，较 IR组明显减轻，差异有统计学意义(P<0.05)，见

图1和表2。

表1 三组大鼠血清中AST、ALT和LDH含量比较(x-±s，U/L)

组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

AST

21.61±5.32

158.14±21.15a

66.19±6.58b

5.19

<0.05

ALT

21.22±4.97

327.78±36.43a

155.36±15.81b

3.78

<0.05

LDH

106.27±26.43

577.94±68.31a

254.76±38.69b

5.52

<0.05

注：与Sham比较，aP<0.01；与 IR组比较，bP<0.05。
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2.3 三组大鼠的肝组织 BCL-2、Caspase-3 和
Bax表达水平比较 与Sham组相比，IR组Bax表达水
平明显增高，差异有统计学意义(P<0.05)，而BCL-2和
Caspase-3表达水平明显降低，差异有统计学意义(P<
0.05)；与IR组相比，CPS组Bax表达水平明显降低，差异
有统计学意义(P<0.05)，而BCL-2和Caspase-3表达水
平明显增高，差异有统计学意义(P<0.05)，见图2和表3。

2.4 三组大鼠的肝组织ERK、p-ERK蛋白表达水
平比较 与 Sham组相比，IR组 p-ERK表达水平明显
增高，差异有统计学意义(P<0.05)，而ERK表达水平差
异无统计学意义(P>0.05)；与 IR组相比，CPS组p-ERK
表达水平明显降低，差异有统计学意义(P<0.05)，而
ERK 表达水平差异无统计学意义(P>0.05)，见图 3 和
表4。

2.5 三组大鼠的肝组织TRPV1和p-TRPV1蛋白
表达水平比较 与Sham组相比，IR组 p-TRPV1表达
水平明显增高，差异有统计学意义(P<0.05)，而TRPV1

表达水平差异无统计学意义(P>0.05)；与 IR 组相比，
CPS组p-TRPV1表达水平明显增高，差异有统计学意
义(P<0.05)，而TRPV1表达水平比较差异无统计学意
义(P>0.05)，见图4和表5。

2.6 三组大鼠的肝组织凋亡细胞情况比较 Sham
组大鼠的AI为(4.00±1.00)个，IR组AI为(80.00±15.00)
个，差异有统计学意义(P<0.05)；CPS 组 AI 为(35.00±
7.00)个，较 IR组表达明显降低，差异有统计学意义(P<
0.05)，见图5和表6。

图1 WB检测辣椒素各组大鼠肝组织病理学表现(HE，400×)

组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

损伤评分

0.20±0.10

3.50±0.50a

1.50±0.20b

6.48

<0.05

注：与Sham比较，aP<0.01；与 IR组比较，bP<0.05。

图2 WB检测辣椒素对各组大鼠肝组织BCL-2、Bax和Caspase-3表达影响

表3 三组大鼠的BCL-2、Bax和Caspase-3表达水平比较(x-±s)
组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

BCL-2

0.61±0.09

0.14±0.04a

0.48±0.06b

5.42

<0.05

Bax

0.11±0.03

0.42±0.09a

0.15±0.06b

3.11

<0.05

Caspase-3

0.75±0.16

0.27±0.05a

0.56±0.11b

4.84

<0.05

注：与Sham比较，aP<0.01；与 IR组比较，bP<0.05。

图3 WB检测辣椒素对各组大鼠肝组织p-ERK和ERK表达影响

表4 三组大鼠的p-ERK和ERK表达水平比较(x-±s)

组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

p-ERK

0.19±0.08

1.34±0.27a

0.85±0.17b

6.95

<0.05

ERK

1.05±0.26

1.27±0.20

1.16±0.31

1.14

>0.05

注：与Sham比较，aP<0.01；与 IR组比较，bP<0.05。

图4 WB检测辣椒素对各组大鼠肝组织p-TRPV1和TPRV1表达影响

表5 三组大鼠的p-TRPV1和TPRV1表达水平比较(x-±s)
组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

p-TRPV1

0.15±0.05

0.35±0.09a

0.57±0.12b

4.31

<0.05

TPRV1

0.75±0.16

0.69±0.20

0.76±0.21

0.84

>0.05

图5 TUNEL检测CPS各组大鼠肝组织细胞凋亡影响(200×)
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3 讨论

肝脏缺血时间达到一定程度可引起肝脏损伤，及
时恢复肝脏的血液灌注本应缓解受损的肝脏，然而，
肝脏恢复血液供应后，缺血肝脏的损伤不但没有减
轻，反而肝脏受损进一步加重，最终导致不可逆转的
肝脏损伤，即肝脏缺血再灌注损伤[1-3]。肝脏缺血再灌
注损伤严重影响肝切除和肝移植等手术患者的疗效
和预后[3]。目前，对于辣椒素对肝脏缺血再灌注损伤
的作用及机制研究不多，辣椒素(CPS)是辣椒中萃取的
最主要活性成分，是TRPV1的特异性激活剂，具有抗
炎、抑制凋亡、拮抗肿瘤、预防消化系统疾病等多种生
物学活性 [10]。TRPV1 在哺乳动物的肝细胞呈弥漫性
分布，有研究显示，CPS对器官缺血再灌注损伤具有保
护作用[10]，而基因敲除或阻断TRPV1可加重器官缺血
再灌注损伤[4-5]。TRPV1受体在消化系统疾病中的作
用越发受到关注，然而其具体机制目前仍未阐明。

本实验采用夹闭大鼠左、中叶肝蒂建立 70%大鼠
肝脏缺血再灌注损伤模型，结果显示与Sham组相比，
IR组血清中急性肝损伤标记物ALT、AST和LDH的浓
度明显上调，肝组织中p-TRPV1的表达水平以及肝脏
病理损伤和细胞凋亡明显增加，而辣椒素预处理可以
减少血清中ALT、AST和LDH的浓度和肝脏病理损伤
以及细胞，并进一步增加 p-TRPV1的表达水平，提示
辣椒素可通过磷酸化激活TRPV1进而抑制细胞凋亡
起保护作用，而激活TRPV1抑制细胞凋亡的具体机制
仍不清楚。

既往研究显示在缺血再灌注损伤，细胞色素 C

(CytC)的释放是细胞凋亡的重要原因 [11]。在 ATP/

dATP存在的条件下，CytC能与凋亡蛋白酶活化因子
结合形成多聚体，激活半胱氨酸蛋白酶9 (Caspase-9)，
而激活的 Caspase-9 可进一步激活下游的 Caspase-3

等，进而诱导肝细胞凋亡[12]。而Bcl-2蛋白家族在调节
CytC的释放起关键作用，Bcl-2/Bax的蛋白表达比例是
决定CytC释放的重要因素[13]。Bcl-2主要分布于线粒
体膜和细胞质中可抑制CytC的释放，而Bax主要分布
于胞浆或细胞骨架上可促进CytC的释放[13]。本研究结
果显示，与Sham组相比，IR组BCL-2和Caspase-3表
达降低，而 Bax 表达增高，而 CPS 预处理可明显增加
BCL-2和Caspase-3表达以及减少Bax的表达。提示
CPS可能通过上调Bcl-2/Bax的蛋白表达比例，进而抑
制CytC的释放介导的凋亡信号途径激活。

既往研究显示在肝脏缺血再灌注损伤，MAPK信

号途径可调节Bcl-2/Bax的比值[14]。激活TRPV1可严
重影响MAPK信号途径的激活[15]。本研究结果显示：
与Sham相比，IR组p-ERK表达明显增高，而CPS预处
理可明显减少 p-ERK表达。提示CPS可能通过抑制
ERK磷酸化而促进Bcl-2/Bax比值的上调。

综上所述，TRPV1激动剂辣椒素对大鼠肝脏缺血
再灌注损伤有保护作用，其作用机制与抑制ERK介导
的线粒体凋亡途径相关。然而，如何有效的将辣椒素转
化成为临床治疗药物，尚需进一步的研究，这也将为临
床治疗和防治肝脏缺血再灌注损伤提供新的策略。
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表6 三组大鼠的肝脏细胞凋亡情况比较(个，x-±s)
组别

Sham组

IR组

CPS组

F值

P值

只数

10

10

10

AI

4.00±1.00

80.00±15.00a

35.00±7.00b

5.92

<0.05

注：与Sham比较，aP<0.01；与 IR组比较，bP<0.05。
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