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[摘　 要] 　 目的　 研究瞬时受体电位通道 １(ＴＲＰＣ１)及钙释放激活钙通道调节分子 １(Ｏｒａｉ１)在人脐静脉内皮细

胞(ＨＵＶＥＣ)经钙池操纵性钙通道(ＳＯＣ)和受体操纵性钙通道(ＲＯＣ)介导的 Ｃａ２＋ 内流和一氧化氮(ＮＯ)生成中的

作用ꎮ 方法　 取 ２~３ 代 ＨＵＶＥＣ 进行随机分组ꎬ将构建的 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 干扰质粒( ｓｈＴＲＰＣ１、ｓｈＯｒａｉ１)分别转染入

ＨＵＶＥＣꎬ采用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达及转染抑制效率ꎮ 将各组细胞

分别与钙敏感受体(ＣａＲ)激动剂精胺、ＲＯＣ 模拟剂(ＴＰＡ)＋ＣａＲ 负性变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１、蛋白激酶 Ｃ(ＰＫＣ)抑制

剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 与经典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣμ 抑制剂 Ｇｏ６９６７ 孵育后ꎬ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ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬｓｈＴＲＰＣ１ 组和 ｓｈＯｒａｉ１ 组 ｍＲＮＡ 表达(抑制率分别为 ８４.５０％、
７６.１０％)和蛋白的表达(抑制率分别为 ８３.９８％、７１.７３％)明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 在 ４ 种不同药物作用下ꎬｓｈＴＲＰＣ１ 组

和 ｓｈＯｒａｉ１ 组[Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光强度值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 参与了人脐静脉内

皮细胞 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 介导的钙内流和 ＮＯ 生成ꎮ
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　 　 细胞内钙离子(Ｃａ２＋)是多种受体激动后信息传

递过程的中心环节ꎬ在细胞内外需要先达到或维持

一定浓度才能够执行第二信使的功能ꎬ完成对细胞

各种信号通路的精确调控ꎬ如细胞的收缩、分化、凋
亡与增殖等[１]ꎮ 研究证实在生理条件下ꎬ钙池操纵

性钙通道( ｓｔｏｒｅ ｏｐｅｒａｔｅｓ ｃａｔｉｏｎ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＳＯＣ)和受

体操纵性钙通道( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｐｅｒａｔｅｄ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＲＯＣ)
是非兴奋细胞介导外 Ｃａ２＋内流的重要通道ꎬ参与多

种生理和病理生理过程ꎬ对维持细胞内游离 Ｃａ２＋浓

度稳定具有重要作用ꎮ ＳＯＣ 激活依赖内质网(ｅｎｄｏ￣
ｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬＥＲ)钙库耗竭后 ＥＲ 腔内 Ｃａ２＋ 浓

度下降ꎬ对 Ｃａ２＋ 有高度选择ꎻＲＯＣ 激活不依赖钙库

耗竭ꎬ对 Ｃａ２＋缺乏选择性[２]ꎮ 最初发现在哺乳动物

经典 瞬 时 感 受 器 电 位 蛋 白 ( ｃａｎｏｎｉｃａｌ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬＴＲＰＣｓ)超家族有 ７ 个成

员表达于内皮细胞ꎬ众多学者对于 ＴＲＰＣ１ 作为非选

择性钙通道参与 ＳＯＣ 的研究开展较早且成熟ꎮ 虽

然也存在 ＴＲＰＣ１ 是 ＲＯＣ 的分子组件的报道ꎬ但仍

被认为是最可能的 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 分子基础ꎮ 随后又

发现定位于内质网(ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍꎬＥＲ)的胞

内的 基 质 相 互 作 用 分 子 １ ( ｓｔｒｏｍａｌ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅ １ꎬＳＴＩＭ１) 是钙库 Ｃａ２＋ 感受器ꎬ通过影响

Ｃａ２＋内流调节细胞功能ꎬ将信息传给位于细胞膜上

的 ＴＲＰＣ１ 及钙释放激活钙通道调节分子 １(ｃａｌｃｉｕｍ
ｒｅｌｅａｓｅ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｍｏｄｕｌａｔｏｒ １ꎬ Ｏｒａｉ１)ꎬ介导

ＴＲＰＣ１ 及 Ｏｒａｉ１ 通道开放ꎬ引起外钙内流ꎮ 大量文

献证实在不同细胞中由 ＴＲＰＣｓ、ＳＴＩＭｓ 和 Ｏｒａｉｓ 可以

形成二元或三元复合物来调节 ＳＯＣ 的活化ꎬ如 ＴＲ￣
ＰＣｓ、肌浆网钙泵 ( ｓａｒｃｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ Ｃａ２＋ ￣ＡＴ￣
Ｐａｓｅꎬ ＳＥＲＣＡ) 和 微 管 结 合 蛋 白 ( ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅｅｎｄ
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎꎬＥＢｌ)等参与了 ＳＯＣ 介导的钙池操纵

性钙内流ꎬ它们可与 ＳＴＩＭｓ、Ｏｒａｉｓ 构成钙池操纵钙

内流复合体[３]ꎮ 作为 ＳＯＣ 主要构成成分ꎬＴＲＰＣ１ 与

Ｏｒａｉ１ꎬＳＴＩＭ１ 一起作为一个整体可对疾病的发生发

展产生作用ꎮ
研究 证 实 细 胞 外 钙 敏 感 受 体 ( Ｃａ￣ｓｅｎｓｉｎｇ

ｒｅｃｅｐｔｏｒꎬＣａＲ)可以通过感受细胞外 Ｃａ２＋浓度(ｅｘｔｒａ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎꎬ [Ｃａ２＋] ｏ)的变化直接调

节 细 胞 功 能ꎮ 在 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ꎬＨＵＶＥＣ)中加入精胺

后可经激活 ＣａＲ 介导 Ｃａ２＋内流和一氧化氮(ＮＯ)生
成ꎬ而这一过程可经 ＳＯＣ(钙池耗竭激活 ＳＯＣ)和

ＲＯＣ [由二脂酰甘油(ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌꎬＤＡＧ)介导]ꎬ二
者以协同的方式参与 ＣａＲ 激活介导钙内流及 ＮＯ 生

成过程[４]ꎬ且目前研究已经证实 ＳＴＩＭ１、Ｏｒａｉ２[５] 和

Ｏｒａｉ３[６]为参与上述过程的关键组件之一ꎮ 本研究

拟进一步阐明 ＴＲＰＣ１ 和 Ｏｒａｉ１ 是否为 ＣａＲ 经 ＳＯＣ
和 ＲＯＣ 介导的 Ｃａ２＋内流和 ＮＯ 生成的相关组件ꎬ为
心血管疾病的预防及临床用药提供新思路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 标本来源

标本取自华中科技大学同济医学院附属同济

医院妇产科ꎬ产妇及胎儿身体健康(性别、体重不

限、无污染)ꎬ营养状况良好ꎮ 产妇及家属对实验均

知情同意ꎬ并经医院伦理委员会批准ꎮ
１.２　 主要试剂和仪器

新生胎牛血清(ＦＢＳ)、０. ２５％胰蛋白酶￣ＥＤＴＡ
消化液、青霉素、链霉素均购自 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ培养基

ＥＣＭ 购自 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ 公司ꎻＧ４１８ 购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻ
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００、Ｆｕｒａ￣２ / ＡＭ 与 ＯＰＴＩ￣ＭＥＭ 购自

美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎻｓｈＲＮＡ 购自上海吉凯基因化学

技术有限公司ꎻ引物购自友名生物技术有限公司ꎻ
逆转录试剂盒与 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 试剂盒购自

ＴａＫａＲａＢｉｏｓｈａｒ 公司ꎻＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒与

ＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡ(ＮＯ 荧光探针)购自 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司ꎻ鼠
抗 β￣Ａｃｔｉｎ 单克隆抗体、鼠抗人 ＴＲＰＣ１ 单克隆抗体

与鼠抗人 Ｏｒａｉ１ 多克隆抗体购自 Ａｂｃａｍ 公司ꎻ二抗

购自 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｔｅｃｈ 公司ꎻ其它生化试剂均为进口分装

或国产分析纯ꎮ
ＦＶ３００Ｃａ２＋成像系统、ＦＶ３００ 激光共聚焦显微镜

和 ＩＸ￣７０ 倒置荧光显微镜购自日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司ꎻ
ＣＸ￣１０２ 型超净工作台购自安徽蚌埠净化设备厂ꎻ
－８０℃超低温冰箱购自 Ｎｕａｉｒｅ 公司ꎻ台式高速低温

离心机购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ二氧化碳培养箱购自

Ｔｈｅｒｍｏ Ｅｌｅｃｔｒｏｎ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ 公司ꎻＤＹＹ￣４ 型电泳仪

和 ＤＹＹ￣Ⅲ７Ｂ 型转膜仪购自北京六一仪器厂ꎮ
１.３　 ＨＵＶＥＣ 培养和基因转染

按文献 [７￣８]方法ꎬ取健康孕产妇剖宫产胎儿

的新鲜脐带ꎮ 采用胰酶消化法用含 １０％胎牛血清

的 ＥＣＭ 培养基(含 １００ ｍｇ / Ｌ 青霉素、１００ ｍｇ / Ｌ 链

霉素)培养 ＨＵＶＥＣꎬ待细胞生长至 ９０％融合时消化

传代ꎬ取指数生长期内细胞进行实验ꎮ 做细胞转染

时所用培养基中不加双抗ꎮ
重组质粒来源于上海吉凯基因化学技术有限

公司设计构建并保存ꎬ基因转染步骤参照 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００ 试剂盒说明书进行ꎮ 结合文献 [５￣
６]方法ꎬ取对数生长期 ＨＵＶＥＣ 接种于 ６ 孔板(取 ２

０９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



个 ６ 孔板铺板)ꎬ待细胞融合至 ８５％时ꎬ用 ＯＰＴＩ￣
ＭＥＭ 稀 释 转 染 液 随 后 将 ＴＲＰＣ１ｓｈＲＮＡ 与

Ｏｒａｉ１ｓｈＲＮＡ 分别转染至 ＨＵＶＥＣ 中ꎮ 实验分为对照

组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)、空质粒组(Ｖｅｈｉｃｌｅ 组)、ｓｈＴＲＰＣ１ 组

和 ｓｈＯｒａｉ１ 组ꎬ每组 ３ 孔ꎮ 分别在转染后 ２４ ｈ、４８ ｈ、
７２ ｈ 于荧光显微镜下观察 Ｃｙ３ 和 ＧＦＰ 荧光ꎮ 提取

转染 ４８ ｈ、用 Ｇ４１８(２００ ｍｇ / Ｌ)进行筛选 ７ 天后 ＨＵ￣
ＶＥＣ 总蛋白、总 ｍＲＮＡꎬ行 １.４ 和 １.５ 步骤实验ꎮ
１.４　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＲＴ￣ＰＣＲ 检测 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ ｍＲＮＡ
表达

参照文献[５￣６]ꎬ收集不同处理组 ＨＵＶＥＣꎬ取样

后按 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒说明书抽提细胞 ＲＮＡꎮ 实验中采

用公司设计合成的引物ꎮ ＴＲＰＣ１ 上游引物是 ５′￣
ＡＴＴ ＣＴＣ ＧＣＡ ＴＴＴ ＣＣＡ ＧＴＴ ＡＡＧ￣３′ꎬ下游引物是

５′￣ＴＴＡ ＣＡＧ ＡＣＣ ＡＡＧ ＧＧＴ ＴＡＣ ＣＴＧ ＣＡ￣３′ꎮ β￣
ａｃｔｉｎ 上游引物是 ５′￣ＡＣＧ ＧＴＣ ＡＧＧ ＴＣＡ ＴＣＡ ＣＴＡ
ＴＣＧ￣３′ꎬ下游引物是 ５′￣ＧＧＣ ＡＴＡ ＧＡＧ ＧＴＣ ＴＴＴ
ＡＣＧ ＧＡＴ Ｇ￣３′ꎮ Ｏｒａｉ１ 上游引物是 ５′￣ＡＣＣ ＧＧＡ
ＧＴＣ ＡＴＣ ＧＧＣ ＡＧＡ Ａ￣３′ꎬ下游引物是 ５′￣ＣＣＡ ＣＣＡ
ＧＣＡ ＴＧＡ ＡＧＴ ＣＣＴ ＴＧＡ Ｇ￣３′ꎮ 分别按逆转录试剂

盒与 ＰＣＲ 试剂盒对 ｍＲＮＡ 进行逆转与多聚酶链反

应ꎮ 用 ２５ μＬ 反应体系进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ以上每组实

验重复 ４ 次ꎮ
１.５　 免疫印迹法检测 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 蛋白表达

将 ＨＵＶＥＣ 接种于 ６ 孔板置于恒温孵箱中培

养ꎬ各转染组加入 Ｇ４１８ 稳筛后弃培养基并用预冷

ＰＢＳ 冲洗ꎬ采用细胞刮取法提取细胞总蛋白ꎬ各取 ５
μＬ 待测样品用于 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

１０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白ꎬ湿转、封闭 １ ｈ 后ꎬ
分别加入 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 稀释抗体 ( １ ∶ １０００、１ ∶
１２００)ꎬ抗 β￣ａｃｔｉｎ 抗体(１ ∶ １０００)ꎮ ４ ℃摇床上孵育

过夜ꎮ 次日用 ＴＢＳＴ 洗膜后加相应入二抗摇床上孵

育ꎮ 按照 ＥＣＬ 化学发光试剂盒处理ꎬ获得实验结

果ꎬ以上每组实验重复 ３ 次ꎮ
１.６　 [Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 的检测

首先将转染的 ＨＵＶＥＣ 接种于放有圆形玻片的

小培养皿中ꎬ待细胞融合至 ８５％时ꎬ分别加入药物

刺激:ＣａＲ 激动剂精胺、ＲＯＣ 模拟剂 ＴＰＡ＋ＣａＲ 负性

变构调节剂 Ｃａｌｈｅｘ２３１、ＰＫＣ 抑制剂 Ｒｏ３１￣８２２０ 与经

典型 ＰＫＣｓ 和 ＰＫＣ 抑 制 剂 Ｇｏ６９６７ 刺 激ꎬ 检 测

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 浓度ꎮ
１.６.１　 ＨＵＶＥＣ [Ｃａ２＋] ｉ 测定　 　 转染 ４８ ｈ 将 Ｆｕｒａ￣
２ / ＡＭ 与含钙液以 １ ∶ ４９９ 的比例混合后加入ꎬ３７℃

孵育细胞后并去酯化处理ꎮ 激光共聚焦监测荧光

的动态变化[７]ꎮ 分析得出 ３４０ 和 ３８０ 处激发光的荧

光强度比值的变化 (Δｒａｔｉｏ)即 [Ｃａ２＋] ｉꎬ以上每组实

验重复 ３ 次ꎮ
１.６.２　 ＮＯ 浓度的测定　 　 转染 ４８ ｈ 后将 ＤＡＦ￣ＦＭ
ＤＡ 荧光探针稀释液稀释 ＤＡＦ￣ＦＭ ＤＡ 按 １ ∶ ２０００
比例加入ꎬ３７℃孵育细胞后室温避光条件下ꎬ在细胞

层面进行实时、逐时间点检测刺激前后荧光的强

弱[７]ꎬ并通过 ＩＰＡ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 进行分析ꎬ以上每组实验

重复 ３ 次ꎮ
１.７　 统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行数据分析ꎮ 数据

以 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组以上均数比较采用单因素方差分

析ꎬ方差齐时组间两两比较采用最小显著性差异法

(ＬＳＤ 法)ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｓｈＴＲＰＣ１、ｓｈＯｒａｉ１ 成功转染 ＨＵＶＥＣ
细胞转染 Ｃｙ３ 标记的 ｓｈＴＲＰＣ１ 后ꎬ转染成功的

细胞内发出红色荧光ꎻ 细 胞 转 染 ＧＦＰ 标 记 的

ｓｈＯｒａｉ１ 后ꎬ转染成功的细胞内发出绿色荧光ꎬ可反

映转染效率(图 １)ꎮ 转染 ４８ ｈ 后加入 Ｇ４１８ 稳筛

后ꎬ可获取 ９０％以上的阳性克隆细胞ꎮ
２.２　 ＨＵＶＥＣ 中 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 蛋白及 ｍＲＮＡ 的表达

和抑制效率

与对 照 组 和 空 质 粒 组 比 较ꎬ ｓｈＴＲＰＣ１ 组、
ｓｈＯｒａｉ１ 组中 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 的蛋白表达明显降低(图
２)ꎬ抑制率分别为 ８３.９８％、７１.７３％(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎮ
与对照组和空质粒组比较ꎬｓｈＴＲＰＣ１ 组、ｓｈＯｒａｉ１ 组

中 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ ｍＲＮＡ 表达明显降低(图 ２)ꎬ抑制

率分别为 ８４.５０％、７６.１０％(Ｐ<０.０５ꎬ表 １)ꎮ

表 １. 转染后 ＨＵＶＥＣ 各组中 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 蛋白和 ｍＲＮＡ
的抑制效率(ｘ±ｓꎬ％)
Ｔａｂｌｅ １. Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ＴＲＰＣ１ ａｎｄ Ｏｒａｉ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬ％)

分　 组 ｎ 蛋白抑制效率 ｍＲＮＡ 抑制效率

对照组 ３ ０.００±０.００ ０.００±０.００

空质粒组 ３ ２.２０±２.３４ ３.２１±２.２８

ｓｈＴＲＰＣ１ 组 ３ ８３.９８±１.７８ａｂ ８４.５０±３.１２ａｂ

ｓｈＯｒａｉ１ 组 ３ ７１.７３±１.４６ａｂ ７６.１０±１.８２ａｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空质粒组比较ꎮ
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图 １. 特异性转染后 ＨＵＶＥＣ 中 Ｃｙ３ 标记的 ｓｈＴＲＰＣ１ 和 ＧＦＰ 标记的 ｓｈＯｒａｉ１(×２０)　 　 Ａ~Ｃ 为同一视野ꎻ Ｄ~Ｆ 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 Ａ、Ｄ 在自然光下拍摄ꎬＢ 红色为 Ｃｙ３ 阳性着色ꎬＥ 绿色为 ＧＦＰ 阳性着色ꎬＣ、Ｆ 为图像叠加ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｙ３￣ｌａｂｅｌｌｅｄ ｓｈＴＲＰＣ１ ａｎｄ ＧＦＰ￣ｌａｂｅｌｌｅｄ ｓｈＯｒａｉ１ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎｔｏ ＨＵＶＥＣ(×２０)

图 ２. 特异性转染后ＨＵＶＥＣ各组中 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１蛋白和ｍＲＮＡ的表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｖｅｈｉｃｌｅ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＲＰＣ１ꎬ Ｏｒａｉ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｍＲＮＡ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.３　 不同药物刺激对 ＨＵＶＥＣ 中 [Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生

成的影响

２.３. １ 　 沉默 ＴＲＰＣ１ 基因对 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 介导的

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的影响 　 　 与对照组及空质粒

组比较ꎬｓｈＴＲＰＣ１ 组 [Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光

强度值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ空质粒组与对照组比

较均无显著差异(Ｐ>０.０５ꎬ图 ３)ꎮ 说明 ｓｈＲＮＡ 沉默

ＴＲＰＣ１ 基因ꎬ能够使 ＣａＲ 经 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 介导的

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成减少ꎮ

２９１１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



图 ３. 不同药物刺激对转染 ｓｈＴＲＰＣ１ 的 ＨＵＶＥＣ 经 ＳＯＣ、ＲＯＣ 产生的 Ｃａ２＋内流和 ＮＯ 荧光强度动态变化(ｎ＝ ３) 　 　 Ａ、Ｅ 为

ＣａＲ 激动剂组ꎻＢ、Ｆ 为 ＴＰＡ＋ Ｃａｌｈｅｘ２３１ 组ꎻＣ、Ｇ 为 Ｒｏ３１￣８２２０ 组ꎻＤ、Ｈ 为 Ｇｏ６９６７ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣ ａｎｄ ＲＯＣ ｉｎ
ｓｈＴＲＰＣ１￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)

２.３. ２ 　 沉默 Ｏｒａｉ１ 基因对 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 介 导 的

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成的影响 　 　 与对照组及空质粒

组比较ꎬｓｈＯｒａｉ１ 组 [Ｃａ２＋] ｉ△ｒａｔｉｏ 值和 ＮＯ 净荧光

强度值均明显降低(Ｐ<０.０５)ꎬ空质粒组与对照组比

较均无显著差异(Ｐ>０.０５ꎬ图 ４)ꎮ 说明 ｓｈＲＮＡ 沉默

Ｏｒａｉ１ 基因ꎬ能够使 ＣａＲ 经 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 介导的

[Ｃａ２＋] ｉ 和 ＮＯ 生成减少ꎮ

３　 讨　 论

细胞内 Ｃａ２＋是多种受体激动后信息传递过程的

中心环节ꎬ在细胞内外需要先达到或维持一定浓度

才能够执行第二信使的功能ꎬ完成对细胞各种信号

通路的精确调控ꎮ 存在与细胞膜上的 ＳＯＣ、ＲＯＣ 及

电压门控性钙通道 ( ｖｏｌｔａｇｅ￣ｇａｔｅｄ Ｃａ２＋ ｃｈａｎｎｅｌｓꎬ

ＶＯＣ)等为介导细胞外 Ｃａ２＋内流通道ꎬ其中 ＳＯＣ 和

ＲＯＣ 是非兴奋细胞外钙内流的主要通道ꎬ对 ＣａＲ 介

导的细胞内钙库释放和由各类通道介导的 Ｃａ２＋内流

的调节 [Ｃａ２＋] ｉ 发挥重要作用ꎮ ＶＯＣ 和 ＲＯＣ 的特

性是在短时间内产生大量的钙内流ꎬＳＯＣ 则产生较

小的、持续性的钙内流ꎮ 而 [Ｃａ２＋] ｉ 持续升高可调

节长期细胞效应ꎬ如细胞内 ＮＯ 的生成及细胞生长、
分化等ꎬ所以说外 Ｃａ２＋内流在细胞内各种信息传递

方面发挥重要的作用[９]ꎬ对于 ＨＵＶＥＣ 而言血管内

皮细胞持续性的 Ｃａ２＋内流是释放 ＮＯ 所必需的ꎮ
研究发现对于在序列上高度同源的 Ｏｒａｉｓ

(Ｏｒａｉ１、Ｏｒａｉ２ 和 Ｏｒａｉ３)ꎬ在成纤维细胞、Ｔ 淋巴细

胞、ＨＥＫ２９３ 细胞株的胞膜均存在其 ｍＲＮＡ 的表

达[１０]ꎬ然而各自的功能表现却不同ꎮ 虽然有学者提

出 ＴＲＰＣ１ 是 ＲＯＣ 的分子组件的学说ꎬ但目前仍被认
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图 ４. 不同药物刺激对转染 ｓｈＯｒａｉ１ 的 ＨＵＶＥＣ 经 ＳＯＣ、ＲＯＣ 产生的 Ｃａ２＋内流和 ＮＯ 荧光强度动态变化(ｎ ＝ ３) 　 　 Ａ、Ｅ 为

ＣａＲ 激动剂组ꎻＢ、Ｆ 为 ＴＰＡ＋ Ｃａｌｈｅｘ２３１ 组ꎻＣ、Ｇ 为 Ｒｏ３１￣８２２０ 组ꎻＤ、Ｈ 为 Ｇｏ６９６７ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｄｙｎａｍｉｃ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｎ ｃａｌｃｉｕｍ ａｎｄ ＮＯ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＳＯＣ ａｎｄ ＲＯＣ ｉｎ
ｓｈＯｒａｉ１￣ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)

为是最可能的构成 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 的分子基础ꎮ
ＴＲＰＣ１ 敲除只能部分抑制 ＳＯＣ 介导 Ｃａ２＋ 内流和

ＳＯＣ 电流ꎬＯｒａｉ１ 敲除能完全抑制 ＳＯＣ 介导 Ｃａ２＋ 内

流和 ＳＯＣ 电流[１１]ꎮ 这些结果与 ＳＯＣ 的多样性一

致ꎬ不同的 ＳＯＣ 均与 Ｏｒａｉ１、 ＴＲＰＣ１、 ＳＴＩＭ１ 有关ꎮ
Ｋｌｅｊｍａｎ 等[１２]在小鼠大脑中神经元细胞的研究中发

现ꎬＳＴＩＭ 和 Ｏｒａｉ 是激活 ＳＯＣ 的两个重要蛋白质且

二者共同参与 ＳＯＣＥꎮ ＳＴＩＭｓ、ＴＲＰＣｓ、Ｏｒａｉｓ 可以作

为单个组件或形成复合物的形式在不同组织细胞

中经 ＲＯＣ 或 ＳＯＣ 引起生理及病理生理方面的效

应[１３]ꎮ 如 Ｌｉａｏ 等[１４] 发现 ＴＲＰＣ / Ｏｒａｉ 复合物参与

Ｃａ２＋内流ꎬ其中 ＳＴＩＭ１ 调节下 ＲＯＣ 和 ＳＯＣ 的分子组

件 ＴＲＰＣ１、 Ｏｒａｉ１ 存在功能上相互作用ꎬ并推测可能

Ｏｒａｉ１ / ＴＲＰＣｓ 组成的复合物在脂笩积聚介导 ＳＯＣꎬ
当复合物定位于脂笩外介导 ＲＯＣ[１５]ꎮ 而 Ｊａｒｄｉｎ

等[１６]在人血小板发现 Ｏｒａｉ１ 在介导 ＴＲＰＣ１￣ＳＴＩＭ１
相互作用及 ＴＲＰＣ１ 形成钙通道的激活模式(依赖

ＳＯＣ 或 ＲＯＣ)中发挥重要作用ꎮ
心脑血管疾病现已成为危害人类健康和致死

的主要因素ꎬ如高血压、冠心病和脑栓塞等心血管

系统疾病的发病率呈现逐年上升的趋势ꎬ因此研究

心脑血管疾病发病机制研究已然成为热点ꎮ 随着

人们对 ＴＲＰＣ 与 Ｏｒａｉ 生物学作用及机制深入研究ꎬ
发现其在心脑血管疾病的发生发展中发挥重要作

用ꎮ 实验研究发现:ＣａＲ 在介导 ＨＵＶＥＣ Ｃａ２＋内流、
ｅＮＯＳ 活性和 ＮＯ 生成中起着重要作用ꎬ而钙通道相

关蛋白 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 作为单个分子组件在 ＣａＲ 激

活引发持续 Ｃａ２＋内流和 ＮＯ 生成等相关心血管疾病

发生、发展机制中的作用尚未阐明ꎬ因此在这一领

域的研究工作也显得尤为重要ꎮ 本实验将前期筛
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选出来的抑制效率最高的 ＴＲＰＣ１ 和 Ｏｒａｉ１ｓｈＲＮＡ 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 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 通路ꎬ发
现在 ＨＵＶＥＣ 中ꎬ沉默 ＴＲＰＣ１ 及 Ｏｒａｉ１ 可抑制 ＳＯＣ
和 ＲＯＣ 通路介导的 [Ｃａ２＋] ｉ 升高和 ＮＯ 生成ꎮ 随后

又与 ＴＰＡ ＋ Ｃａｌｈｅｘ２３１、 Ｒｏ３１￣８２２０、 Ｇｏ６９６７ 共孵育

ＨＵＶＥＣꎬ分别激活 ＳＯＣ 或 ＲＯＣ 通路ꎬ发现沉默 ＴＲ￣
ＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 既可抑制 ＳＯＣ 通路又可以抑制 ＲＯＣ 通

路ꎮ ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 均为 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 的关键分子组

件ꎬ且二者均参与了 ＳＯＣ 和 ＲＯＣ 通路介导 Ｃａ２＋ 内

流及 ＮＯ 生成ꎮ
在血管系统中 ＣａＲ 可通过增加 [Ｃａ２＋ ] ｉ 调节

ＮＯ 的释放和钾通道激活ꎬ在调节血管张力及高血

压等心血管疾病的发生发展中起着重要的作用ꎬ而
上述研究又为深入认识血管系统中 ＴＲＰＣ１ 和 Ｏｒａｉ１
调节 ＣａＲ 功能的生理和病生理作用和机制提供了

重要理论基础ꎮ 与临床而言ꎬ学者可以针对 ＣａＲ、
ＴＲＰＣ１ 与 Ｏｒａｉ１ 的功能、调节机制及寡聚化模式为

进行靶向干预ꎬ无疑将进一步明确 ＴＲＰＣ１、Ｏｒａｉ１ 与

ＣａＲ 在心血管疾病发生和发展中的重要作用和意

义ꎬ为临床疾病的治疗提供新的思路和方法ꎮ
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