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[摘　 要] 　 目的　 观察碱性环境中高磷诱导大鼠胸主动脉平滑肌细胞中电导钙激活钾通道(ＫＣａ３􀆰 １)与大电导钙

激活钾通道(ＫＣａ１􀆰 １)表达的变化ꎬ以及探究钙激活钾通道与大鼠胸主动脉平滑肌细胞表型转化之间的关系ꎮ 方

法　 采用组织块贴壁法培养原代大鼠主动脉平滑肌细胞ꎬ利用 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸钠制备血管平滑肌细胞钙化

模型ꎮ 使用 ＨＣｌ 和 ＮａＨＣＯ３ 调节培养基 ｐＨ 值ꎮ 细胞随机分为 ５ 组:正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、高磷 ｐＨ ７􀆰 ７
组、高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组、ＴＲＡＭ￣３４ 干预组ꎬ共培养 ４ 天ꎮ 用逆转录￣聚合酶链反应检测各组细胞中 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α、
ＫＣａ１􀆰 １β、Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２(Ｒｕｎｘ２)和平滑肌 ２２α(ＳＭ２２α)表达ꎮ 结果　 与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎬ高磷组 Ｒｕｎｘ２
水平明显升高ꎬ且随着 ｐＨ 升高而表达量增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ高磷组 ＳＭ２２α 水平明显下降ꎬ且随着 ｐＨ 升高而表达量减

少(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎬ高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组 ＫＣａ３􀆰 １ 表达升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＫＣａ１􀆰 １α 表达下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
在高磷组中ꎬ随着 ｐＨ 升高 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α 表达量增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 在同一组中 ＫＣａ３􀆰 １ 表达高于 ＫＣａ１􀆰 １α(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎮ ＫＣａ１􀆰 １β 表达在 ３ 个高磷组间未见统计学差异(Ｐ>０􀆰 ０５)ꎮ 与高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组相比ꎬＴＲＡＭ￣３４ 干预组 Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ 水平明显下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＭ２２α ｍＲＮＡ 水平明显上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 相关分析显示ꎬＫＣａ３􀆰 １ 表达与 Ｒｕｎｘ２ 表

达呈正相关( ｒ＝ ０􀆰 ９４５ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ与 ＳＭ２２α 表达呈负相关( ｒ＝ －０􀆰 ９２６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ在正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组

中 ＫＣａ１􀆰 １α 表达与 Ｒｕｎｘ２ 表达呈负相关( ｒ＝ －０􀆰 ７４６ꎬＰ＝ ０􀆰 ０２９)ꎬ与 ＳＭ２２α 表达呈正相关( ｒ＝ ０􀆰 ９７１ꎬＰ＝ ０􀆰 ００２)ꎻ在
高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组、高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组中 ＫＣａ１􀆰 １α 表达与 Ｒｕｎｘ２ 表达呈正相关( ｒ＝ ０􀆰 ８０５ꎬＰ＝ ０􀆰 ００２)ꎬ与 ＳＭ２２α 表达呈负

相关( ｒ ＝ － ０􀆰 ８０６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００５)ꎻＫＣａ１􀆰 １β 表达与 Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α 表达不相关( ｒ ＝ ０􀆰 ４１４ꎬＰ ＝ ０􀆰 ３５６ꎻ ｒ ＝ － ０􀆰 １５５ꎬＰ ＝
０􀆰 ７１４)ꎮ 结论　 碱性环境中平滑肌细胞钙激活钾通道表达参与高磷诱导的大鼠胸主动脉平滑肌细胞的表型转化ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ａｌｋａｌｉｎｅ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎻ　 Ｈｉｇｈ Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｓｍｏｏｔｈ Ｍｕｓｃｌｅ Ｃｅｌｌꎻ　 Ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｐｏ￣
ｔａｓｓｉｕｍ Ｃｈａｎｎｅｌꎻ　 Ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｆａｃｔｏｒ ２ꎻ　 Ｓｍｏｏｔｈ Ｍｕｓｃｌｅ ２２ αꎻ　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ Ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌ (ＫＣａ３􀆰 １) ａｎｄ ｌａｒｇｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ (ＫＣａ１􀆰 １) ｉｎ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｉｎ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔꎻ Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ＫＣａ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｅ￣
ｎｏｔｙｐｅ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｉｓｓｕｅ ｂｌｏｃｋ ａｄｈｅｒｅｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ
ｃｕｌｔｕｒｅ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ａｏｒｔｉｃ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ. 　 Ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ (ＶＳＭＣ) ｃａｌｃｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｐｒｅｐａｒｅｄ
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ｗｉｔｈ １０ ｍｍｏｌ / Ｌ β￣ｇｌｙｃｅｒｏｌ ｓｏｄｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ.　 ＰＨ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＨＣｌ ａｎｄ ＮａＨＣＯ３ . 　
Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ５ ｇｒｏｕｐｓ: ｎｏｒｍａｌ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ７􀆰 ７
ｇｒｏｕｐꎬ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ８􀆰 ０ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＲＡＭ￣３４ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ４ ｄａｙｓ. 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＫＣａ３􀆰 １ꎬ ＫＣａ１􀆰 １αꎬ ＫＣａ１􀆰 １βꎬ ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ (Ｒｕｎｘ２) ａｎｄ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ２２ α (ＳＭ２２α) ｗｅｒｅ ｄｅ￣
ｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ＰＣＲ) ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒ￣
ｍａｌ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ
ｐＨ (Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＭ２２α ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｐＨ (Ｐ
<０􀆰 ０５).　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＣａ３􀆰 １ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＣａ１􀆰 １α
ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ ｉｎ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５).　 Ｉｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＫＣａ３􀆰 １ ａｎｄ
ＫＣａ１􀆰 １α ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｐＨ (Ｐ<０􀆰 ０５).　 Ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＣａ３􀆰 １ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ
ＫＣａ１􀆰 １α (Ｐ<０􀆰 ０５).　 Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ＫＣａ１􀆰 １β ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｍｏｎｇ ３ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｇｒｏｕｐｓ (Ｐ>
０􀆰 ０５).　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ８􀆰 ０ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＳＭ２２α ａｄｄｅｄ ｉｎ ＴＲＡＭ￣３４ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０􀆰 ０５).　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＫＣａ３􀆰 １ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｐｏｓｉ￣
ｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ＝ ０􀆰 ９４５ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１) ａｎｄ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭ２２α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ＝ －
０􀆰 ９２６ꎬ Ｐ<０􀆰 ０１).　 ＫＣａ１􀆰 １α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ ＝ －０􀆰 ７４６ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ０２９) ａｎｄ
ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭ２２α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ＝ ０􀆰 ９７１ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００２) ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ
７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐ.　 ＫＣａ１􀆰 １α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｒｕｎｘ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ ＝ ０􀆰 ８０５ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ００２) ａｎｄ ｗａｓ ｎｅｇａ￣
ｔｉｖｅｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＭ２２α ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ( ｒ＝ －０􀆰 ８０６ꎬ Ｐ＝ ０􀆰 ００５) ｉｎ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ７􀆰 ７ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ
ｐＨ ８􀆰 ０ ｇｒｏｕｐ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＫＣａ１􀆰 １β ｗａｓ ｎｏｔ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＳＭ２２α ( ｒ＝ ０􀆰 ４１４ꎬ Ｐ＝
０􀆰 ３５６ꎻ ｒ ＝ － ０􀆰 １５５ꎬ Ｐ ＝ ０􀆰 ７１４). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｔ ｔｈｏｒａｃｉｃ ａｏｒｔａ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒ￣
ｕｓ ｉｎ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ.

　 　 心血管疾病是慢性肾脏病( ｃｈｒｏｎｉｃ ｋｉｄｎｅｙ ｄｉｓ￣
ｅａｓｅꎬＣＫＤ)患者最常见并发症[１]ꎬ也是终末期肾病

(ｅｎｄ￣ｓｔａｇｅ ｒｅｎａｌ ｄｉｓｅａｓｅꎬＥＳＲＤ)患者的首要致死原

因[２]ꎮ 动脉血管钙化是 ＣＫＤ 患者心血管疾病发生

的重要病理生理机制之一[３]ꎮ 平滑肌细胞向成骨

样或成软骨样转化则是动脉血管钙化发生的关键

步骤[４]ꎮ Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２ ( ｒｕｎｔ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２ꎬＲｕｎｘ２)是调节成骨和软骨分化的

关键转录因子ꎬ平滑肌 ２２α ( ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ２２ αꎬ
ＳＭ２２α)是血管平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)分化的标志蛋白之一ꎮ 本课题组前期

研究发现ꎬ磷可诱导平滑肌细胞发生表型转化进而

导致其钙化ꎬ基质金属蛋白酶 ２ 表达升高可促进血

管钙化发生[５]ꎬ镁[６]、维生素 Ｋ[７] 可抑制高磷诱导

的平滑肌细胞发生表型转化而发挥抑制钙化的作

用ꎮ 碳酸氢盐透析液的应用使人们关注碱性环境

对心血管系统的影响ꎮ 近期研究发现ꎬ在碱性环境

中体外培养的大鼠动脉平滑肌细胞可发生明显钙

化[８]ꎮ 但碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞表型

转化的影响目前尚不清楚ꎮ 钙激活钾通道(ｃａｌｃｉｕｍ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎬＫＣａ)是依赖钙激活的重

要的钾离子通道ꎬ在平滑肌细胞中广泛表达[９]ꎬ参
与多种细胞调节功能ꎬ如平滑肌收缩[１０]、神经递质

释放[１１]等ꎬ推测其可能在血管钙化中起着重要作

用ꎮ 鉴于此ꎬ本研究探讨碱性环境对高磷诱导的平

滑肌细胞表型转化的影响及 ＫＣａ 在其中的作用ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

　 　 选择 ５ 周龄健康雄性 ＳＤ 大鼠 ６ 只ꎬ体重 ８０ ~
１００ ｇꎬ由河北医科大学动物实验中心提供ꎬ动物合

格证编号:１３０５０９０ꎮ
１􀆰 ２　 试剂及仪器

胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)、ＤＭＥＭ 培

养基(ｄｕｌｂｅｃｃｏ'ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｅａｇｌｅ'ｓ ｍｅｄｉｕｍ)购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻβ￣甘油磷酸购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ逆转

录￣聚合酶链反应 ( ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬＲＴ￣ＰＣＲ)试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｏｍ 公

司ꎬＲＴ￣ＰＣＲ 引物由上海捷瑞生物工程有限公司合

成ꎮ 细胞培养箱购自美国 Ｓｈｅｌｄｏｎ 公司ꎻ酸度计购

自北京赛多利斯科学仪器有限公司ꎻ倒置相差显微

镜(ＬＨ５０Ａ 型)购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎻＲＴ￣ＰＣＲ 仪

购自美国 Ａｂｉ 公司ꎮ
１􀆰 ３　 ＶＳＭＣ 的培养

采用组织块贴壁法培养原代大鼠主动脉平滑肌

细胞ꎬ本实验室前期实验中曾使用此种方法[５]ꎮ 采用

随机抽样法ꎬ选取 ２ 只 ５ 周龄 ＳＤ 雄性大鼠(８０~１００

８５４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６



ｇ)ꎬ无菌条件下取胸主动脉ꎬ仔细分离外膜ꎬ使用机械

法去除内膜ꎬ将血管剪成约 １ ｍｍ×１ ｍｍ×１ ｍｍ 小块ꎬ
贴于培养瓶壁ꎬ置于含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ
放入 ３７℃、５％ＣＯ２ 的孵箱中进行原代培养ꎮ ＶＳＭＣ
的鉴别方法同本实验室前期实验[６]ꎮ
１􀆰 ４　 钙化 ＶＳＭＣ 的制备及分组

采用第 ４ 代细胞ꎬ接种于培养瓶中ꎬ分别进行下

述实验:体外血管钙化模型的建立参照文献 [５]ꎬ细
胞在含有 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ 培养基中生长至汇合

状态后ꎬ钙化组(即高磷组)在原有基础上加入 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ β￣甘油磷酸(钙化培养基)ꎬ正常对照组培

养基不变ꎮ 继续培养 ４ 天ꎬ每天换液 １ 次ꎬ使用 １０
ｍｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨＣＯ３ 调整培养基 ｐＨ
值ꎮ 实验分为 ５ 组:正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组(即正常对照

组)、高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组、高磷 ｐＨ ８􀆰 ０
组、ＴＲＡＭ￣３４ 干预组(在高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组培养基基础

上加入 ２０ ｎｍｏｌ / Ｌ ＴＲＡＭ￣３４)ꎮ 将剩余 ４ 只大鼠按

照上述方法体外培养平滑肌细胞ꎬ重复 ２ 次ꎮ

１􀆰 ５ 　 ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＫＣａ３􀆰 １、 ＫＣａ１􀆰 １α、 ＫＣａ１􀆰 １β、
Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达的变化

细胞总 ＲＮＡ 提取采用 Ｔｒｉｚｏｌ 一步法ꎬ提取干预

４ 天后正常对照组、高磷组细胞的总 ＲＮＡꎬ按照反转

录试剂盒说明ꎬ以 Ｏｌｉｇｏ(ｄＴ) １８为引物ꎬ在 ２０ μＬ 体

系中合成 ｃＤＮＡꎮ 以各组 ｃＤＮＡ 为模板ꎬ分别加入大

鼠 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α、ＫＣａ１􀆰 １β、Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α 上、
下游引物进行 ＰＣＲꎬ磷酸甘油醛脱氢酶(ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅ￣
ｈｙｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ) 作为内参

照[７]ꎻ 各 引 物 序 列 见 表 １ꎮ ＫＣａ３􀆰 １、 ＫＣａ１􀆰 １α、
ＫＣａ１􀆰 １β、ＧＡＰＤＨ ２０ μＬ 体系反应条件:９５℃ 变性

３０ ｓꎬ５８℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ循环 ３３ 次ꎬ继续

７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ Ｒｕｎｘ２ ２０ μＬ 体系反应条件:９５℃
变性 ３０ ｓꎬ５５℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ循环 ２８ 次ꎬ
继续 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＳＭ２２α ２０ μＬ 体系反应条

件:９５℃变性 ３０ ｓꎬ５８℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ４５ ｓꎬ循
环 ２５ 次ꎬ继续 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 产物经 ２％琼脂糖

凝胶电泳并采集图像进行分析ꎮ 实验重复 ３ 次ꎮ

表 １. ＲＴ￣ＰＣＲ 目的基因引物序列

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＲＴ￣ＰＣＲ

基　 因 序列 产物长度

ＫＣａ３􀆰 １
上游: ５′￣ＣＴＧＡＧＡＧＧＣＡＧＧＣＴＧＴＣＡＡＴＧ￣３′

下游: ５′￣ＡＣＧＴＧＴＴＴＣＴＣＣＧＣＣＴＴＧＴＴ￣３′ＣＧＣＴＣＣＧＧＣＣＣＡＣＡＡＡＴＣＴＣ￣３′
２１７ ｂｐ

ＫＣａ１􀆰 １α
上游: ５′￣ＣＴＣＣＴＣＧＴＣＣＴＣＧＧＴＣＣＡＣ￣３′

下游: ５′￣ＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＡＡＣＣＡＣＡＧＣ￣３′
５６９ ｂｐ

ＫＣａ１􀆰 １β
上游: ５′￣ＡＡＧＣＴＧＧＴＧＡＴＧＧＣＣＣＡＧＡＡ￣３′

下游: ５′￣ＴＧＧＴＴＴＴＧＡＴＣＣＣＧＡＧＴＧＴＣ￣３′
２９３ ｂｐ

Ｒｕｎｘ２
上游: ５′￣ＣＣＧＣＡＣＧＡＣＡＡＣＣＧＣＡＣＣＡＴ￣３′

下游: ５′￣ＣＧＣＴＣＣＧＧＣＣＣＡＣＡＡＡＴＣＴＣ￣３′
２８９ ｂｐ

ＳＭ２２α
上游: ５′￣ＴＴＣＴＧＣＣＴＣＡＡＣＡＴＧＧＣＣＡＡＣ￣３′

下游: ５′￣ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴＣ￣３′
２４９ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ
上游: ５′￣ＣＡＡＧＧＴＣＡＴＣＣＡＴＧＡＣＡＡＣＴＴＴＧ￣３′

下游: ５′￣ＧＴＣＣＡＣＣＡＣＣＣＴＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧ￣３′
４９６ ｂｐ

１􀆰 ６　 统计学方法

数据分析采用 ＳＰＳＳ １５􀆰 ０ 软件分析ꎬ符合正态

分布的计量资料以ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间均数比较采用 ｔ
检验ꎬ多组间均数比较采用单因素方差分析[１２]ꎻ相
关分析中ꎬ符合正态分布的双变量采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 检

验ꎮ Ｐ<０􀆰 ０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２􀆰 １　 碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞 Ｒｕｎｘ２、
ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达的影响

与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎬ高磷组 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 水

平明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ且随着 ｐＨ 升高而表达量增

加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ高磷组 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 水平明显下降

(Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ且随着 ｐＨ 升高而表达量减少 ( Ｐ <
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０􀆰 ０５)(图 １)ꎮ

图 １. 碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞 Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ表达的影响　 　 １ 为正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组ꎬ２ 为高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组ꎬ３ 为高磷 ｐＨ
７􀆰 ７ 组ꎬ４ 为高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＳＭ２２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

２􀆰 ２　 碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞钙激活钾

通道 ｍＲＮＡ 表达的影响

与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎬ高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组 ＫＣａ３􀆰 １
ｍＲＮＡ 表达升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＫＣａ１􀆰 １α ｍＲＮＡ 表达下

降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＫＣａ１􀆰 １β ｍＲＮＡ 表达在两组间未见统

计学差异(Ｐ>０􀆰 ０５) (图 ２)ꎮ 在高磷组中ꎬ随着 ｐＨ
升高 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α 表达量增加(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎻ在同

一组中 ＫＣａ３􀆰 １ 表达高于 ＫＣａ１􀆰 １α ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎻ
ＫＣａ１􀆰 １β 表达在 ３ 个高磷组间未见统计学差异(Ｐ>
０􀆰 ０５)(图 ３)ꎮ

图 ２. 大鼠平滑肌细胞正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组钙激

活钾通道 ｍＲＮＡ 的表达水平　 　 １ 为正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组ꎬ２ 为高磷

ｐＨ ７􀆰 ４ 组ꎻＡ 为 ＫＣａ３􀆰 １ꎬ Ｂ 为 ＫＣａ１􀆰 １αꎬ Ｃ 为 ＫＣａ１􀆰 １βꎮ ａ 为 Ｐ <
０􀆰 ０５ꎬ与正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＫＣａ３􀆰 １ꎬ ＫＣａ１􀆰 １α ａｎｄ
ＫＣａ１􀆰 １β ｍＲＮＡ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓ￣
ｐｈｏｒｕｓ ｐＨ ７􀆰 ４ ｇｒｏｕｐ

图 ３. 碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞 ＫＣａ３􀆰 １、
ＫＣａ１􀆰 １α、ＫＣａ１􀆰 １β ｍＲＮＡ 表达的影响　 　 １ 为高磷 ｐＨ ７􀆰 ４
组ꎬ２ 为高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组ꎬ３ 为高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组ꎻＡ 为 ＫＣａ３􀆰 １ꎬ Ｂ 为

ＫＣａ１􀆰 １αꎬＣ 为 ＫＣａ１􀆰 １βꎮ ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与 ＫＣａ３􀆰 １ 高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组相

比ꎻｂ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与 ＫＣａ３􀆰 １ 高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组相比ꎻｃ 为 Ｐ< ０􀆰 ０５ꎬ与
ＫＣａ３􀆰 １ 高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ
ｏｆ ＫＣａ３􀆰 １ꎬ ＫＣａ１􀆰 １α ａｎｄ ＫＣａ１􀆰 １β ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓ￣
ｃｌｅ ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

２􀆰 ３　 ＴＲＡＭ￣３４ 干预对碱性环境中高磷诱导的平滑

肌细胞 Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达的影响

与高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组相比ꎬＴＲＡＭ￣３４ 干预组 Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ 水平明显下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬＳＭ２２α ｍＲＮＡ 水平

明显上升(Ｐ<０􀆰 ０５ꎻ图 ４)ꎮ
２􀆰 ４　 钙激活钾通道与 Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达之

间的关系

相关性分析显示:ＫＣａ３􀆰 １ ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ 表达呈正相关 ( ｒ ＝ ０􀆰 ９４５ꎬ Ｐ < ０􀆰 ０１ )ꎬ 与

０６４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ５ꎬ２０１６



ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈负相关( ｒ ＝ －０􀆰 ９２６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ
在正常 ｐＨ ７􀆰 ４ 组、 高磷 ｐＨ ７􀆰 ４ 组中 ＫＣａ１􀆰 １α
ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达呈负相关 ( ｒ ＝
－０􀆰 ７４６ꎬＰ＝ ０􀆰 ０２９)ꎬ与 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈正相关

(ｒ＝ ０􀆰 ９７１ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００２)ꎻ在高磷 ｐＨ ７􀆰 ７ 组、高磷 ｐＨ
８􀆰 ０ 组中 ＫＣａ１􀆰 １α ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达

呈正相关( ｒ ＝ ０􀆰 ８０５ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００２)ꎬ与 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ
表达呈负相关 ( ｒ ＝ － ０􀆰 ８０６ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００５)ꎻＫＣａ１􀆰 １β
ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达不相关( ｒ
＝ ０􀆰 ４１４ꎬＰ＝ ０􀆰 ３５６ꎻｒ＝ －０􀆰 １５５ꎬＰ＝ ０􀆰 ７１４)ꎮ

图 ４. ＴＲＡＭ￣３４ 干预对碱性环境中高磷诱导的平滑肌细胞

Ｒｕｎｘ２、ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达的影响　 　 １ 为高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组ꎬ２
为 ＴＲＡＭ￣３４ 干预组ꎻＡ 为 Ｒｕｎｘ２ꎬＢ 为 ＳＭ２２αꎮ ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与高磷

ｐＨ ８􀆰 ０ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＴＲＡＭ￣３４ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｒｕｎｘ２ ａｎｄ ＳＭ２２α ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｉｎ ａｌｋａｌｉｎｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ

３　 讨　 论

透析患者在透析过程中使用碳酸氢盐透析液

使机体处在碱性环境中ꎬ以及 ＥＳＲＤ 患者常口服碳

酸氢钠进行治疗ꎬ使越来越多的研究关注患者体内

碱性环境对 ＥＳＲＤ 患者的影响[１３]ꎮ Ｋｉｒｓｃｈｂａｕｍ 研

究发现由高碳酸氢盐透析液引起的代谢性碱中毒

增加了 ＥＳＲＤ 患者血管钙化风险[１４]ꎮ 在有关 ＣＫＤ
患者血管钙化的研究中发现血管钙化并不是钙磷

被动地在血管中沉积ꎬ而是由平滑肌细胞主动参与

的过程ꎬ其中 ＶＳＭＣ 向成骨或成软骨样细胞表型转

化是关键环节[１５]ꎮ Ｒｕｎｘ２ 在此表型转化过程中扮

演了重要角色ꎮ ＳＭ２２α 作为 ＶＳＭＣ 的标志蛋白ꎬ也
是平滑肌细胞的重要表型标志物ꎮ 在前期预实验

中ꎬ我们在高磷干预下调整培养基 ｐＨ 值从 ７􀆰 ４ 开

始ꎬ每组相差 ０􀆰 １ꎬ直到 ８􀆰 ０ꎮ 我们通过噻唑蓝法检

测发现平滑肌细胞在此 ｐＨ 范围的培养基中生长良

好ꎮ 为了放大造模效应ꎬ更好地说明碱性环境对于

高磷诱导的平滑肌细胞表型转化的作用ꎬ我们选择

了 ３ 个 ｐＨ 值 ７􀆰 ４、７􀆰 ７、８􀆰 ０ 进行实验ꎮ 本研究观察

了碱性环境对高磷诱导的 ＶＳＭＣ Ｒｕｎｘ２ 和 ＳＭ２２α

表达的影响ꎬ结果发现碱性环境可增加高磷诱导的

ＶＳＭＣ Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ减少 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 的

表达ꎬ提示碱性环境可促进高磷诱导的血管平滑细

胞发生表型转化ꎮ
钙激活钾通道是一类对细胞内 Ｃａ２＋浓度敏感的

钾离子通道ꎬ根据其电导容量分为 ３ 类:大电导钙激

活钾通道( ｌａｒｇｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓ￣
ｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎬＫＣａ１􀆰 １)、中电导钙激活钾通道( ｉｎｔｅｒ￣
ｍｅｄｉａｔｅ ｃｏｎｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌꎬＫＣａ３􀆰 １)、小电导钙激活钾通道(ｓｍａｌｌ ｃｏｎ￣
ｄｕｃｔａｎｃｅ ｃａｌｃｉｕｍ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎬ
ＫＣａ２􀆰 ３)ꎮ ＫＣａ１􀆰 １ 由 α 亚基(ＫＣａ１􀆰 １α)和 β 亚基

(ＫＣａ１􀆰 １β)构成ꎬ其中 α 亚基在胞内的羧基尾部含

有对 Ｃａ２＋敏感的结构域ꎬ可直接结合 Ｃａ２＋ꎻβ 亚基则

影响门控通道的动力学和 Ｃａ２＋敏感性[１６]ꎮ ＫＣａ３􀆰 １
的碳端结构域可与 Ｃａ２＋传感器钙调蛋白紧密结合ꎮ
胞内 Ｃａ２＋小幅度升高即可通过 Ｃａ２＋ ￣钙调蛋白介导

的交联反应激活 ＫＣａ３􀆰 １[１７]ꎮ 本实验中观察到高磷

可促使平滑肌细胞 ＫＣａ１􀆰 １α 低表达ꎬＫＣａ３􀆰 １ 高表

达ꎻ相关分析显示 ＫＣａ１􀆰 １α ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２
ｍＲＮＡ 表达呈负相关ꎬ与 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈正相

关ꎻＫＣａ３􀆰 １ ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ 表达呈正相

关ꎬ与 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈负相关ꎮ 提示 ＫＣａ３􀆰 １
高表达和 ＫＣａ１􀆰 １α 低表达协同参与了高磷诱导的

ＶＳＭＣ Ｒｕｎｘ２ 和 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 的表达ꎬ为下一步研

究钾钙通道在碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞

表型转化中的作用奠定了基础ꎮ
早在上世纪 ９０ 年代开始ꎬ有很多研究发现碱性

环境可以促进平滑肌细胞发生钙化[１８]ꎬ但截止目前

有关碱对高磷诱导的平滑肌细胞表型转化中的作

用研究较少ꎮ 本课题组在前期有关高磷诱导的平

滑肌细胞表型转化发生机制的系列研究基础上ꎬ又
进一步探讨了碱性环境对高磷诱导的平滑肌细胞

表型转化中作用的可能机制ꎮ 我们通过控制细胞

培养基的 ｐＨꎬ观察了不同程度的碱性环境对高磷诱

导的平滑肌细胞 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α、ＫＣａ１􀆰 １β ｍＲＮＡ
表达的影响ꎬ结果显示碱呈浓度依赖性的促使

ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α ｍＲＮＡ 的表达ꎬ其中对 ＫＣａ３􀆰 １
ｍＲＮＡ 表达的促进作用更大ꎮ 因此ꎬ 我们使用

ＫＣａ３􀆰 １ 特异性抑制剂 ＴＲＡＭ￣３４ 对高磷 ｐＨ ８􀆰 ０ 组

进行干预ꎮ 结果显示ꎬＴＲＡＭ￣３４ 可抑制 Ｒｕｎｘ２ 的表

达ꎬ促进 ＳＭ２２α 的表达ꎬ说明 ＴＲＡＭ￣３４ 可抑制碱性

环境中血管平滑肌细胞发生表型转化ꎮ 相关分析

显示 ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α ｍＲＮＡ 表达与 Ｒｕｎｘ２ ｍＲＮＡ
表达呈正相关ꎬ与 ＳＭ２２α ｍＲＮＡ 表达呈负相关ꎮ 这
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些结果都提示碱性环境促进高磷诱导的血管平滑

细胞发生表型转化可能是通过调控钙激活钾通道

表达来实现的ꎮ
总之ꎬ碱性环境可促使高磷诱导的平滑肌细胞

发生表型转化ꎬ其作用可能是通过调控 ＫＣａ３􀆰 １、
ＫＣａ１􀆰 １α 的表达来实现的ꎮ 鉴于细胞的各种生物

学功能是通过蛋白来实现的ꎬ本课题组接下来将对

ＫＣａ３􀆰 １、ＫＣａ１􀆰 １α、ＫＣａ１􀆰 １β 蛋白表达与 Ｒｕｎｘ２ 蛋

白表达的关系继续研究ꎮ
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