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[关键词] 　 瞬时受体电位通道 １ꎻ　 基质交联分子 １ꎻ　 钙池操纵性钙通道ꎻ　 受体操纵性钙通道ꎻ　 一氧化氮ꎻ　
人脐静脉内皮细胞

[摘　 要] 　 目的　 研究瞬时受体电位通道 １(ＴＲＰＣ１) / 基质交联分子 １(ＳＴＩＭ１)复合体在人脐静脉内皮细胞(ＨＵ￣
ＶＥＣ)钙池操纵性钙通道(ＳＯＣＣ)和受体操纵性钙通道(ＲＯＣＣ)介导的钙内流和 ＮＯ 生成中的作用ꎮ 方法　 取 ２~ ３
代 ＨＵＶＥＣꎬ将构建的 ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 干扰质粒分别转染 ＨＵＶＥＣꎬ观察细胞转染效果的同时采用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达ꎮ 将细胞分别与钙敏感受体(ＣａＲ)激动剂精胺、ＲＯＣＣ 模拟剂

(ＴＰＡ)＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１、蛋白激酶 Ｃ(ＰＫＣ)抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 及经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂

Ｇｏ６９６７ 孵育后ꎬ用荧光探针 Ｆｕｒａ￣２ / ＡＭ 及 ＤＡＦ￣ＦＭ 负载方法同步检测[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的变化ꎻ随后用 ＴＲＰＣ１ 和

ＳＴＩＭ１ 干扰质粒同时转染 ＨＵＶＥＣꎬ与精胺孵育后检测[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成ꎬ免疫共沉淀法检测 ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 的

相互作用ꎮ 结果　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬＴＲＰＣ１ 转染组和 ＳＴＩＭ１ 转染组 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达均明显降低

(Ｐ<０.０５)ꎻ在四种不同处理作用下ꎬＴＲＰＣ１ 转染组和 ＳＴＩＭ１ 转染组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度值均明显降

低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＴＲＰＣ１ 转染组及 ＳＴＩＭ１ 转染组相比ꎬＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 共转染组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ
净荧光强度值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻＴＲＰＣ１ 与 ＳＴＩＭ１ 相互作用形成复合体ꎬ且在 ＣａＲ 激动剂的剌激下作用增强ꎮ
结论　 ＴＲＰＣ１ / ＳＴＩＭ１ 复合体共同调节 ＣａＲ 经 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 激活介导的钙内流和 ＮＯ 生成ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

ＴＲＰＣ１ / ＳＴＩＭ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ Ｃａ２＋ ｅｎｔｒｙ ａｎｄ ＮＯ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔｏｒｅ￣ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌｓ
ＷＡＮＧ Ｌａ￣Ｍｅｉꎬ ＨＵ Ｑｉｎｇ￣Ｈｕａꎬ ＺＨＯＮＧ Ｈｕａꎬ ＴＡＮＧ Ｎａꎬ ＳＵＮ Ｚｈｉ￣Ｐｉｎｇꎬ ＨＥ Ｆａｎｇ
(Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ｅｎｄｅｍｉｃ ａｎｄ Ｅｔｈｎｉｃ Ｄｉｓｅａｓｅｓ ａｎｄ Ｃｅｎｔｒｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ Ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔｓ ＆ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙꎬ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｓｈｉｈｅｚｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｉｈｅｚｉꎬ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ８３２００２ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ] 　 Ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｎｅｌ １ꎻ　 Ｓｔｒｏｍａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎻ 　 Ｓｔｏｒｅ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ
ｃｈａｎｎｅｌꎻ　 Ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎻ　 Ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎻ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ / ＳＴＩＭ１ ｉｎ Ｃａ２＋ ｅｎｔｒｙ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ) ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｍｅｄｉａ￣
ｔｅｄ ｂｙ ｓｔｏｒｅ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ (ＳＯＣＣ) ａｎｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ (ＲＯＣＣ) ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ~ ｔｈｉｒｄ
ｐａｓｓａｇｅ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣａＲ ａｇｏｎｉｓｔ ｓｐｅｒｍｉｎｅꎬ ＣａＲ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｌ￣
ｌｏｓｔｅｒｉｃ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ Ｃａｌｈｅｘ２３１ ａｎｄ ＲＯＣＣ ａｎａｌｏｇｕｅ ＴＰＡꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ (ＰＫＣ) ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｒｏ３１￣８２２０ꎬ ＰＫＣｓ ａｎｄ ＰＫＣμ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｇｏ６９６７.　 Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ([Ｃａ２＋] ｉ) ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ Ｃａ２＋ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ Ｆｕｒａ￣２ /
ＡＭꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ＤＡＦ￣ＦＭ ｏｆ ｅｖｅｒｙ ｇｒｏｕｐ ｉｎ ＨＵＶＥＣ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｉｎ￣
ｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｐｌａｓｍｉｄｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣａＲ ａｇ￣
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ｏｎｉｓｔｓ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ [Ｃａ２＋] ｉ ａｎｄ ＮＯ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＴＩＭ１ ａｎｄ ＴＲＰＣ１ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏ￣
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ.　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ
ＴＲＰＣ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ (Ｐ<０.０５).　 Ｉｎ ｆｏｕｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｕｎｄｅｒ
ｔｈｅ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｆａｃｔｏｒｓꎬ ｔｈｅ [Ｃａ２＋] ｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｔ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ＳＴＩＭ１
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０５). 　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＲＰＣ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ
ＳＴＩＭ１ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ [Ｃａ２＋] ｉ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｔ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃｏ￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<０.０５). 　 ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｔｏ ｆｏｒｍ ａ ｃｏｍｐｌｅｘꎬ ａｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣａＲ ａｇｏｎｉｓｔｓ
ｕｎｄｅｒ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＴＲＰＣ１ꎬ ＳＴＩＭ１ ａｒｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｏｆ ＳＯＣＣ ａｎｄ ＲＯＣＣ ｉｎ Ｃａ２＋ ｅｎｔｒｙ ａｎｄ ＮＯ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ.

　 　 钙离子(Ｃａ２＋)是细胞内最普遍、最重要的信号

转导成分ꎬ而且在细胞内外维持一定的浓度差ꎮ 细

胞内钙离子浓度 ( ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ
[Ｃａ２＋] ｉ)的升高主要通过胞内 Ｃａ２＋释放和胞外钙内

流两大途径ꎬ而胞外钙内流在传递细胞信息方面更

为重要ꎮ 血管内皮细胞持续钙内流是释放舒张因

子如一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)以维持血管内环境

稳定和抵御心血管疾病的基础防线ꎬ血管内皮功能

障碍是多种心血管疾病的共同病理机制ꎮ 在人脐

静脉 内 皮 细 胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬＨＵＶＥＣ)中精胺可通过激活钙敏感受体(Ｃａ￣
ｓｅｎｓｉｎｇ ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＣａＲ)而引起[Ｃａ２＋] ｉ 升高及 ＮＯ 生

成ꎮ 钙池操纵性钙通道(ｓｔｏｒｅ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎ￣
ｎｅｌꎬＳＯＣＣ)和受体操纵性钙通道( ｒｅｃｅｐｔｏｒ￣ｏｐｅｒａｔｅｄ
ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌꎬＲＯＣＣ)以协同的方式参与了此过

程[１￣２]ꎮ 研究表明瞬时受体电位通道( ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ｒｅ￣
ｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｎｅｌꎬＴＲＰＣ)、肌浆网钙泵和微管

结合蛋白 ＥＢ１ 等参与了 ＳＯＣＣ 介导的钙池操纵钙内

流ꎬ 它 们 与 基 质 交 联 分 子 ( ｓｔｒｏｍａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅꎬＳＴＩＭ)、钙释放激活钙通道调节分子形成

钙池操纵钙内流复合体[３]ꎮ ＴＲＰＣ１ 与 Ｏｒａｉ１、ＳＴＩＭ１
作为 ＳＯＣＣ 主要构成成分ꎬ在人体中与其一起作为

一个整体ꎬ对疾病的发生发展产生作用ꎮ 本研究拟

进一步明确 ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 的作用及其是否参与

了 ＣａＲ 经 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 介导的钙内流和 ＮＯ 生

成ꎬ有助于研究者以介导钙活动通路的各种机制为

靶点ꎬ进行药物筛选并为心血管疾病防治提供一条

新途径ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

取正常孕产妇剖宫产胎儿的新鲜脐带ꎬ性别、体
重不限(来自华中科技大学同济医学院附属同济医

院ꎬ该研究经伦理道德委员会批准和个人知情同意)ꎮ

１.２　 主要试剂

ＥＣＭ 培养基购自武汉博士德生物工程有限公

司ꎬ来源于美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公司ꎻ蛋白酶抑制剂购自

Ｃａｌｂｉｃｈｅｍ 公司ꎻ鼠抗人 ＴＲＰＣ１ 多克隆抗体购自 Ａｂ￣
ｃａｍ 公司ꎻ兔抗人 ＳＴＩＭ１ 单克隆抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇ￣
ｎａｌｉｎｇ 公司ꎻ鼠抗 β￣ａｃｔｉｎ 单克隆抗体购自 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚｅ 公司ꎻ二抗购自 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔｅｃｈ 公司ꎻＥＣＬ 发光

试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ 公司ꎻ逆转录试剂盒、 ｒｅａｌ ｔｉｍｅ
ＲＴ￣ＰＣＲ 试 剂 盒 购 自 ＴａＫａＲａ 公 司ꎻ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ￣
ｎｅＴＭ２０００、 ＯＰＴＩ￣ＭＥＭ、 Ｆｕｒａ￣２ / ＡＭ 购 自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司ꎻＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡ(ＮＯ 荧光探针)购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公

司ꎻＧ４１８ 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻ去内毒素高纯度质粒

抽提试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ 公司ꎻｓｈＲＮＡ 购自上海吉凯

基因化学技术有限公司ꎻ引物由友名生物技术有限

公司合成ꎻ其余均为国产分析纯试剂ꎮ Ｃａ２＋ 成像系

统 ＦＶ３００、倒置荧光显微镜 ＩＸ￣７０、激光共聚焦显微

镜 ＦＶ３００(日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司)ꎮ
１.３　 ＨＵＶＥＣ 的培养与鉴定

按文献[１ꎬ４] 的方法将 ＨＵＶＥＣ 培养在含有

１０％胎牛血清的 ＥＣＭ 培养基中ꎬ添加 １００ ｍｇ / Ｌ 青

霉素、１００ ｍｇ / Ｌ 链霉素(用于转染的细胞培养基中

不加双抗)ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２ 条件下培养ꎬ待细胞生

长至 ９０％汇合时传代ꎮ 用细胞内Ⅷ因子相关抗原

进行免疫细胞化学染色ꎬ鉴定 ＨＵＶＥＣꎬ取增殖状态

良好的细胞用于实验ꎮ
１.４　 基因的 ｓｈＲＮＡ 构建及转染

基因的 ｓｈＲＮＡ 由上海吉凯基因化学技术有限

公司构建ꎬ细胞生长至 ７０％ ~ ９０％ 时ꎬ按照 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 试剂盒操作说明书完成转染ꎮ 实

验分为未转染组即空白对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、空质粒

组(Ｓｃｒａｍｂｌｅｄ 组)和特异性质粒转染组即实验组ꎮ
１.５　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１
ｍＲＮＡ 的表达

定量引物由友名生物技术有限公司设计合成ꎮ
ＴＲＰＣ１ 的上游引物为 ５′￣ＴＴＧ ＴＧＧ ＡＧＧ ＴＧＧ ＡＡＴ
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ＴＣＡ ＧＧ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＧＴ ＴＴＧ ＴＣＡ ＡＧＡ ＧＧＣ
ＴＣＧ ＴＣ￣３′ꎻＳＴＩＭ１ 的上游引物为 ５′￣ＡＣＣ ＧＧＡ ＧＴＣ
ＡＴＣ ＧＧＣ ＡＧＡ Ａ￣３′ꎬ下游引物为 ５′￣ＣＣＡ ＣＣＡ ＧＣＡ
ＴＧＡ ＡＧＴ ＣＣＴ ＴＧＡ Ｇ￣３′ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 的上游引物为 ５′￣
ＡＣＧ ＧＴＣ ＡＧＧ ＴＣＡ ＴＣＡ ＣＴＡ ＴＣＧ￣３′ꎬ下游引物为

５′￣ＧＧＣ ＡＴＡ ＧＡＧ ＧＴＣ ＴＴＴ ＡＣＧ ＧＡＴ Ｇ￣３′ꎮ 收集不

同处理组细胞ꎬ按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书抽提细胞

ＲＮＡꎬ紫外分光光度仪检测并计算提取的总 ＲＮＡ 浓

度及纯度ꎬＡ２６０ｎｍ / Ａ２８０ｎｍ比值在 １.８ ~ ２.０ 之间ꎮ 然后

按逆转录试剂盒将 ＲＮＡ 逆转为 ｃＤＮＡꎬ以此为模板

以 β￣ａｃｔｉｎ 作为内参照用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒对

ｍＲＮＡ 进行多聚酶联反应ꎬ反应体系为 ２５ μＬꎬ其中

ＳＹＢＲ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｐ １２.５ μＬꎬＰＣＲ Ｆｏｒｗａｒｄ Ｐｒｉｍｅｒ
０􀆰 ５ μＬꎬ ＰＣＲ Ｒｅｖｅｒｓｅ Ｐｒｉｍｅｒ ０. ５ μＬꎬ样品 ｃＤＮＡ
２.０ μＬꎬ灭菌蒸馏水 ９. ５ μＬꎮ 反应条件为预变性

９５℃、３０ ｓꎻＰＣＲ 反应(９５℃、５ ｓꎬ６０℃、２０ ｓ)ꎬ４０ 个循

环ꎮ 随之由电脑自动分析系统进行定量分析ꎮ
１.６　 免疫印迹法检测 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ 的

蛋白表达

使用蛋白抽提试剂盒提蛋白ꎬ取 ５ μＬ 上清用于

ＢＣＡ 试剂测定蛋白质浓度并标化ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 为内参

蛋白ꎮ 上样 ３０ μｇ 蛋白提取液以 １０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳分离蛋白ꎬ将蛋白转移至硝酸纤维素膜进行湿

转ꎬ４℃摇床上用 ５％脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 溶液封闭 １ ｈꎬ
分别 加 入 抗 ＴＲＰＣ１、 ＳＴＩＭ１ 稀 释 抗 体 (分 别 为

１ ∶ １０００、１ ∶ １２００)、抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(１ ∶ １０００)ꎬ置于

４℃摇床孵育过夜ꎮ 封闭液 ＴＢＳＴ 漂洗后加入稀释

的二抗(１ ∶ ５０００)ꎬ３７℃摇床上孵育 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３
次ꎮ 使用 Ｔｈｅｒｍｏ 超敏发光试剂增强反应ꎬ进行显

色、显影、定影ꎬ并根据灰度值分析蛋白相对表达量ꎮ
１.７　 ＨＵＶＥＣ 中 Ｃａ２＋浓度的测定

参照文献[５]ꎬ将第 ２ 代或第 ３ 代 ＨＵＶＥＣ 接种

于放有圆形玻片的培养皿中ꎬ待细胞达 ８０％汇合时

进行转染ꎬ转染 ４８ ｈ 后将玻片取出放入自制的灌流

槽中ꎬ 将 １ μＬ １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｆｕｒａ￣２ / ＡＭ 与 ４９９ μＬ
２ ｍｍｏｌ / Ｌ含钙液混合后加入灌流槽中ꎬ３７℃孵育细

胞 ３０ ｍｉｎꎬ冲洗 ３~ ５ 遍后用含钙液去酯化 ２０ ｍｉｎꎮ
将灌流槽置于倒置荧光显微镜上ꎬ利用 ３４０ ｎｍ 与

３８０ ｎｍ 波长的激发光激发 Ｃａ２＋荧光探针 Ｆｕｒａ￣２ / ＡＭ
发射荧光ꎬ用 ＣＣＤ 拍摄荧光的动态变化ꎬ通过

３４０ ｎｍ和 ３８０ ｎｍ 的荧光强度 比 值 的 变 化 (即

Δｒａｔｉｏ)反映[Ｃａ２＋] ｉꎮ
１.８　 ＨＵＶＥＣ 中 ＮＯ 含量的检测

参照文献[５]ꎬ将第 ２ 代或第 ３ 代 ＨＵＶＥＣ 接种

于放有圆形玻片的培养皿中ꎬ待细胞达 ８０％汇合时

进行转染ꎬ转染 ４８ ｈ 后将玻片取出放入自制的灌流

槽中ꎬ按 １ ∶ ２０００ 比例加入 ＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡ 荧光探针稀

释液稀释 ＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡꎬ３７℃ 孵育细胞 ２０ ｍｉｎꎬ用

２ ｍｍｏｌ / Ｌ含钙液冲洗 ３ 次后将灌流槽置于荧光显微

镜上ꎬ用 ４９５ ｎｍ 激发波长ꎬ５１５ ｎｍ 发射波长ꎬ实时

检测 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 精胺刺激前后荧光的强弱变化ꎬ并通

过 ＩＰＡ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 进 行 分 析ꎮ ＮＯ 相 对 荧 光 强 度

( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｕｎｉｔꎬＲＦＵ)代表 ＮＯ 含量ꎬＮＯ
含量＝(测定孔曲线最高 ＲＦＵ－最低 ＲＦＵ)－(空白孔

曲线最高 ＲＦＵ－最低 ＲＦＵ)ꎮ
１.９　 免疫共沉淀检测 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ 的

相互作用

①用 ＴＲＰＣ１ 多克隆抗体沉淀(正向):将 ２ ~ ３
代 ＨＵＶＥＣ 接种于放有圆形玻片的培养皿中ꎬ待细

胞达融合ꎬ与药物孵育 ２０ ｍｉｎ 后加入裂解液充分裂

解ꎬ１２０００ ｇ 离心 ３~５ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ加入一抗ꎬ４℃摇

床过夜ꎬ按 １ ∶ １０ 体积比加 ５０％Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｇ Ａｇａｒｏｓｅꎬ
４℃、摇床上混匀 １０ ｍｉｎ 后ꎬ４℃、１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬ用裂解液洗涤沉淀 ５ 次ꎬ裂解

液用量为 ５００ μＬꎬ洗涤、离心条件和吸除上清液要

求同上ꎮ 完成最后一次洗涤后ꎬ去上清ꎬ加入 ＳＤＳ
蛋白上样缓冲液中ꎬ混匀煮沸 ５ ｍｉｎꎬ２００ ｇ 离心

３ ｍｉｎꎬ取上清进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳ꎬ用 ＳＴＩＭ１ 作一

抗(１ ∶ １０００)进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎮ ②用 ＳＴＩＭ１
单克 隆 抗 体 沉 淀 ( 反 向 ): 用 ＴＲＰＣ１ 作 一 抗

(１ ∶ １０００)进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析ꎬ方法同①ꎮ 实验

中用非特异性鼠 ＩｇＧ 代替一抗沉淀作为对照ꎮ
１.１０　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ所有数据采用 ＳＰＳＳ １７.０
统计软件ꎬ多组间均数比较采用单因素方差分析ꎬ
有显著差异者两组间均数比较采用 ＳＮＫ￣ｑ 法检验ꎬ
Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２. １ 　 ｓｈＲＮＡ 转染 ＨＵＶＥＣ 及 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、
ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ 的表达

细胞转染 Ｃｙ３ 标记的 ｓｈＴＲＰＣ１ 后ꎬ成功转染的

细胞内发出红色荧光ꎻ 细 胞 转 染 ＧＦＰ 标 记 的

ｓｈＳＴＩＭ１ 后ꎬ成功转染的细胞内发出绿色荧光ꎮ 转

染 ４８ ｈ 后加入 Ｇ４１８ 稳筛ꎬ可获取 ９０％以上的阳性

克隆细胞(图 １)ꎮ 提取 ＨＵＶＥＣ 总 ｍＲＮＡꎬ结果显

示:与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ转染组 ｍＲＮＡ 的表达均有降

低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ
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图 １. 化学荧光 Ｃｙ３ 标记的 ｓｈＴＲＰＣ１、ＧＦＰ 标记的 ｓｈＳＴＩＭ１ 转染进入细胞(２０×)　 　 Ａ１、Ａ２、Ａ３ 为同一视野ꎻＢ１、Ｂ２、Ｂ３ 为同一视

野ꎬ各自在转染 ４８ ｈ 后加入 Ｇ４１８ 筛选 ７２ ｈ 时拍摄ꎮ Ａ１、Ｂ１ 在自然光下拍摄ꎬＡ２ 红色代表 Ｃｙ３ 阳性着色ꎬＢ２ 绿色代表 ＧＦＰ 阳性着色ꎬＡ３、Ｂ３
为图像的叠加ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｙ３￣ｌａｂｅｌｌｅｄ ｓｈＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＧＦＰ￣ｌａｂｅｌｌｅｄ ｓｈＳＴＩＭ１ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＵＶＥＣ(２０×)

图 ２. 转染后 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ 的表达(ｎ＝ ４)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｍＲＮＡ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.２　 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ 的蛋白表达

提取转染 ４８ ｈ、用 Ｇ４１８(２００ ｍｇ / Ｌ)进行筛选 ７
天后的 ＨＵＶＥＣ 总蛋白ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比ꎬ转染组

ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ 蛋白的表达均有显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ
图 ３)ꎬ与 ｍＲＮＡ 表达的变化趋势一致ꎮ
２.３　 ＴＲＰＣ１ 基因沉默对 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通路介导

的[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的作用

ＣａＲ 激动剂、ＲＯＣＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性变构

调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１、ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０、经典型

ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 处理细胞ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组和 Ｓｃｒａｍｌｅｄ 组相比ꎬ转染组[Ｃａ２＋] ｉ △ｒａｔｉｏ 值和

ＮＯ 净荧光强度值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组与 Ｓｃｒａｍｌｅｄ 组[Ｃａ２＋] ｉ △ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强

度值均无显著差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 ４ 和 ５)ꎮ

２.４　 ＳＴＩＭ１ 基因沉默对 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通路介导的

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的作用

同 ２.３ 方法处理细胞ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 Ｓｃｒａｍｌｅｄ
组相比ꎬ转染组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度

值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ而 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组与 Ｓｃｒａｍｌｅｄ
组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度值均无显著

差异(Ｐ>０.０５ꎻ图 ６ 和 ７)ꎮ
２.５ 　 ＴＲＰＣ１、 ＳＴＩＭ１ 基因同时沉默对 ＨＵＶＥＣ 中

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的影响

与单纯加入 ＣａＲ 激动剂组相比ꎬ单基因或双基

因转染组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度值均

明显降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与单基因转染组相比ꎬ双基因

转染组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度值均明

显降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ８ 和 ９)ꎮ
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２.６　 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１ 与 ＳＴＩＭ１ 的相互作用

用抗 ＳＴＩＭ１ 的抗体能共沉淀 ＴＲＰＣ１ 的蛋白分

子ꎬ同样用抗 ＴＲＰＣ１ 的抗体能共沉淀 ＳＴＩＭ１ 的蛋白

分子ꎬ说明 ＳＴＩＭ１ 与 ＴＲＰＣ１ 在 ＨＵＶＥＣ 中能发生相

互作用形成复合体ꎬ且这种作用在 ＣａＲ 激动剂刺激

后作用增强(Ｐ<０.０５ꎻ图 １０)ꎮ

图 ３. 转染后 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１ 蛋白的表达(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

图 ４. 不同处理因素对转染 ＴＲＰＣ１ 的ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ 介导的 Ｃａ２＋荧光强度的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＣａＲ 激动剂处理ꎬＢ
为 ＲＯＣＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１ 处理ꎬＣ 为 ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 处理ꎬＤ 为经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 处理ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣＣ ａｎｄ ＲＯＣＣ ｉｎ ｓｈＴＲＰＣ１￣
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ
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图 ５. 不同处理因素对转染 ＴＲＰＣ１ 的 ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ 介导的 ＮＯ 荧光强度的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＣａＲ 激动剂处理ꎬＢ
为 ＲＯＣＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１ 处理ꎬＣ 为 ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 处理ꎬＤ 为经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 处理ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣＣ ａｎｄ ＲＯＣＣ ｉｎ ｓｈＴＲＰＣ１￣
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ

图 ６. 不同处理因素对转染 ＳＴＩＭ１ 的 ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ 介导的 Ｃａ２＋荧光强度的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＣａＲ 激动剂处理ꎬＢ
为 ＲＯＣＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１ 处理ꎬＣ 为 ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 处理ꎬＤ 为经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 处理ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣＣ ａｎｄ ＲＯＣＣ ｉｎ ｓｈＳＴＩＭ１￣
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ
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图 ７. 不同处理因素对转染 ＳＴＩＭ１ 的 ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ 介导的 ＮＯ 荧光强度的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 ＣａＲ 激动剂处理ꎬＢ
为 ＲＯＣＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１ 处理ꎬＣ 为 ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 处理ꎬＤ 为经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 处理ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ７. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣＣ ａｎｄ ＲＯＣＣ ｉｎ ｓｈＳＴＩＭ１￣ｔｒａｎｓ￣
ｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ

图 ８. 转染 ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 的ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ 介导的 Ｃａ２＋荧光强度动态变化(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为单纯加入ＣａＲ 激动剂组ꎬ
Ｂ 为 ｓｈＴＲＰＣ１转染组ꎬＣ 为 ｓｈＳＴＩＭ１转染组ꎬＤ 为 ｓｈＴＲＰＣ１＋ｓｈＳＴＩＭ１转染组ꎮ ａ 为Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｈＴＲＰＣ１转染组比较ꎻｂ 为Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｈＳＴＩＭ１转染组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ８. Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｌｃｉｕｍ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｒａｔｉｏ ｂｙ ＳＯＣＣꎬ ＲＯＣＣ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ
ｓｈＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ
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图 ９. 转染 ＴＲＰＣ１和 ＳＴＩＭ１的ＨＵＶＥＣ中 ＳＯＣＣ、ＲＯＣＣ介导的 ＮＯ荧光强度动态变化(ｎ＝３)　 　 Ａ 为单纯加入 ＣａＲ 激动剂组ꎬＢ 为

ｓｈＴＲＰＣ１转染组ꎬＣ 为 ｓｈＳＴＩＭ１转染组ꎬＤ 为 ｓｈＴＲＰＣ１＋ｓｈＳＴＩＭ１转染组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｈＴＲＰＣ１转染组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｓｈＳＴＩＭ１转染组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ９. Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｂｙ ＳＯＣＣꎬ ＲＯＣＣ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ｓｈＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１￣
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ

图 １０. 不同处理因素刺激下 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１
的相互作用 ( ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 为正向 ＩＰ: ＴＲＰＣ１ꎬ Ｂ 为反向 ＩＰ:
ＳＴＩＭ１ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １０ . Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＳＴＩＭ１ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

３　 讨　 论

在细胞膜上存在各种介导不同类型外钙内流

的通道ꎬ包括电压门控性钙通道( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｃａ２＋

ｃｈａｎｎｅｌꎬＶＯＣ)、 ＳＯＣＣ、 ＲＯＣＣ 等[６]ꎬ其中 ＳＯＣＣ 和

ＲＯＣＣ 是非兴奋细胞外钙内流的主要通道ꎮ ＳＯＣＣ
激活依赖内质网(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬＥＲ)钙池耗

竭后 ＥＲ 腔内 Ｃａ２＋浓度下降ꎬ对 Ｃａ２＋有高度选择性ꎻ
ＲＯＣＣ 激活不依赖钙池耗竭ꎬ对 Ｃａ２＋ 缺乏选择性ꎮ
在哺乳动物中ꎬＴＲＰＣ 超家族有 ７ 个成员均表达于

内皮细胞ꎮ 不同细胞由不同或相同的 ＴＲＰＣ 以同源

二聚体、异源二聚体及多聚体形式构成不同的

ＳＯＣＣ[７]ꎬＴＲＰＣ１ 是不同 ＳＯＣＣ 关键组件成份之一ꎬ
其中在 ＨＵＶＥＣ 中由 ＴＲＰＣ１ / ＴＲＰＣ３ 异源二聚体构

成 ＳＯＣＣꎮ 位于内质网的 Ｃａ２＋感受蛋白 ＳＴＩＭ(包括

ＳＴＩＭ１ 和 ＳＴＩＭ２ 两个亚型)ꎬ它们普遍表达在不同

类型的细胞中ꎮ ＳＴＩＭ１ 作为 ＳＯＣＣ 的感受器[８]ꎬ通
过影响钙离子内流调节细胞功能ꎬ它能感受钙库中

钙离子浓度下降ꎬ然后易位到胞膜ꎬ将信息传给位

于胞膜的 ＴＲＰＣ 及钙释放激活钙通道调节分子ꎬ介
导外钙内流的通道开放ꎬ胞外钙离子内流以补充胞

内钙离子ꎮ 文献证实 ＴＲＰＣ、ＳＴＩＭ、Ｏｒａｉ 单个组件或

复合物在不同组织细胞中经 ＳＯＣＣ 或 ＲＯＣＣ 介导生

理和病理生理作用[９￣１０]ꎬ如 Ｊａｒｄｉｎ 等[１１] 在人血小板
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发现 Ｏｒａｉ１ 在 介 导 ＴＲＰＣ１￣ＳＴＩＭ１ 相 互 作 用 及

ＴＲＰＣ１ 形成钙通道的激活模式 (依赖 ＳＯＣＣ 或

ＲＯＣＣ)中发挥重要作用ꎮ 与此不同ꎬＡｌｉｃｉａ 等[１２] 在

ＨＥＫ２９３ 细胞株发现 ＴＲＰＣ１ 插入脂笩ꎬ ＴＲＰＣ１ /
ＳＴＩＭ１ 形成复合物定位于脂笩并介导 ＳＯＣＣ 激活ꎬ
缺乏 ＳＴＩＭ１ 时ꎬＴＲＰＣ１ 与 ＴＲＰＣ 其他亚型结合激活

ＲＯＣＣꎬ认为 ＳＴＩＭ１ 是 ＴＲＰＣ１ 功能从 ＲＯＣＣ 转变成

ＳＯＣＣ 的关键分子ꎮ
本课题组前期研究发现 ＳＯＣＣ 与 ＲＯＣＣ 是以协

同方式参与 ＣａＲ 介导钙内流及 ＮＯ 生成ꎮ 因此本研

究首先将前期筛选出来的抑制效率最高的 ＴＲＰＣ１
和 ＳＴＩＭ１ ｓｈＲＮＡ 分别转染 ＨＵＶＥＣꎬ保证沉默基因

有效抑制相关表达ꎬ用精胺与 ＨＵＶＥＣ 共孵育激活

ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通路ꎬ结果发现ꎬ在 ＨＵＶＥＣ 中ꎬ沉默

ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 可抑制 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通路介导

的[Ｃａ２＋] ｉ 升高和 ＮＯ 生成ꎮ 随后又与 ＴＰＡ ＋Ｃａｌ￣
ｈｅｘ２３１、Ｒｏ３１￣８２２０ 或 Ｇｏ６９６７ 共孵育 ＨＵＶＥＣꎬ分别

激活 ＳＯＣＣ 或 ＲＯＣＣ 通路ꎬ发现沉默 ＴＲＰＣ１、ＳＴＩＭ１
既可抑制 ＳＯＣＣ 通路又可以抑制 ＲＯＣＣ 通路ꎬ表明

ＴＲＰＣ１ 和 ＳＴＩＭ１ 作为 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 的关键组件ꎬ
参与了 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通路介导钙内流及 ＮＯ 生

成ꎮ 最 后 将 ＴＲＰＣ１、 ＳＴＩＭ１ ｓｈＲＮＡ 同 时 转 染

ＨＵＶＥＣꎬ用精胺与 ＨＵＶＥＣ 共孵育激活 ＳＯＣＣ 和

ＲＯＣＣ 通路ꎬ与单独转染一个基因相比ꎬ[Ｃａ２＋] ｉ 升

高和 ＮＯ 生成均降低ꎬ再用免疫共沉淀检测结果显

示ꎬ用精胺与 ＨＵＶＥＣ 共孵育激活 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通

路ꎬＴＲＰＣ１ 与 ＳＴＩＭ１ 发生相互作用ꎬ且这种作用在

精胺作用下增强ꎬ进一步证明在 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１
与 ＳＴＩＭ１ 相互作用形成复合体共同调节 ＣａＲ 经

ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 激活介导的钙内流和 ＮＯ 生成ꎮ
上述研究结果已初步显示出 ＴＲＰＣ１ 与 ＳＴＩＭ１

在心血管疾病发生、发展中的作用ꎮ 未来的研究将

更多阐明在心血管系统不同细胞中 ＴＲＰＣ１ 与

ＳＴＩＭ１ 的功能、寡聚化模式及调节机制ꎬ了解不同细

胞中 ＳＯＣＣ 和 ＲＯＣＣ 通道的结构与调节机制之间的

细微差别ꎬ进而在分子水平实现选择性靶向作用治

疗心血管疾病ꎮ
(致谢:衷心感谢华中科技大学同济医学院病理生

理学系 / 卫生部呼吸疾病重点实验室提供实验条件

和技术指导)
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