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影响及其与细胞增殖、凋亡的关系
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摘要      该文旨在研究低氧高二氧化碳时C型瞬时受体电位通道1(transient receptor potential 
channel 1, TRPC1)和TRPC4的表达变化与肺动脉平滑肌细胞增殖和凋亡的关系。经免疫荧光鉴

定后随机分为5组: 常氧对照组(N)、低氧高二氧化碳组(H)、溶剂二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, 
DMSO)对照组(D)、TRPC1/4抑制剂SKF-96365组(S)和TRPC1/4激动剂环匹阿尼酸(cyclopiazonic 
acid, CPA)组(C)。N组置于常氧培养箱(21% O2、5% CO2、37 °C)中培养24 h, 其余4组放于低氧

高二氧化碳培养箱(5% O2、6% CO2、37 °C)中培养24 h。采用逆转录聚合酶链式反应(reverse 
transcription polymerase chain reaction, RT-PCR)和蛋白质印迹法(Western blot)分别检测TRPC1和
TRPC4的mRNA和蛋白质水平; CCK-8法检测各组细胞增殖情况; 原位末端标记法(TdT-mediated 
dUTP nick-end labeling, TUNEL)检测各组细胞凋亡指数(apoptotic index, AI); Fura 2-AM法检测细胞

内钙离子浓度[Ca2+]i。结果发现, H组TRPC1和TRPC4的mRNA和蛋白质水平以及细胞增殖和[Ca2+]

i均高于N组(P<0.05), 而凋亡指数低于N组(P<0.05)。与H组相比, S组TRPC1/4的mRNA和蛋白质水

平以及细胞增殖和[Ca2+]i均降低(P<0.05), 细胞凋亡增加(P<0.05); C组TRPC1的mRNA和蛋白质水

平以及细胞增殖和[Ca2+]i增加(P<0.05), 细胞凋亡率下降(P<0.05), 但C组TRPC4的mRNA和蛋白表

达变化无统计学意义(P>0.05)。以上结果说明, 在低氧高二氧化碳情况下, TRPC1/4的mRNA和蛋

白质水平以及[Ca2+]i均增高, 细胞的增殖和凋亡与细胞内TRPC1的表达变化有关。

关键词      低氧高二氧化碳; TRPC; 肺动脉平滑肌细胞; 增殖; 凋亡
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Abstract       This work was aimed to study the relationship between TRPC1/4 and pulmonary artery smooth 
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muscle cells (PASMCs) proliferation and apoptosis under hypoxic and hypercapnic conditions. Cellular purity was 
assessed by immunofluorescence staining for α-SMA under fluorescence microscopy. PASMCs were divided into 5 
groups randomly: normoxic group (N), hypoxic and hypercapnic group (H), DMSO group (D), TRPC1/4 inhibitor 
SKF96365 group (S) and TRPC1/4 activator CPA group (C). N group was incubated under normoxia (5% CO2, 
21% O2, 37 °C) for 24 h, and the others were incubated under hypoxic and hypercapnic (6% CO2, 5% O2, 37 °C) 
atmosphere for 24 h. TRPC1/4 mRNA levels were detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT-
PCR). TRPC1/4 protein levels were detected by Western blot. The proliferation assay of PASMCs was performed 
by CCK-8 kit. The apoptosis of PASMCs was detected using the terminal deoxyribonucleotide transferase-mediated 
dUTP nick end-labeling (TUNEL) assay. [Ca2+]i was measured in PASMCs using fura 2-AM fluorescence. The 
results showed that the expression of TRPC1/4 mRNA and proteins and [Ca2+]i were upregulated under hypoxic 
and hypercapnic conditions. Hypoxia and hypercapnia promoted PASMCs proliferation and inhibited apoptosis. 
TRPC1/4 inhibitor SKF96365 reversed the effect of hypoxia and hypercapnia. CPA increased TRPC1 mRNA and 
protein levels, but neither TRPC4. The levels of TRPC1/4 mRNA and proteins and [Ca2+]i were upregulated under 
hypoxic and hypercapnic conditions. TRPC1 has a relationship with PASMCs proliferation and apoptosis.

Keywords       hypoxia and hypercapnia; TRPC; PASMCs; proliferation; apoptosis

肺动脉高压(pulmonary hypertension, PH)是一

种预后不良的极度严重的疾病, 以持续的肺动脉压

力增高为特点, 最终会导致右心衰竭, 甚至死亡[1]。

PH的主要变化是肺血管收缩增强和肺血管结构重

构, 此变化与肺动脉平滑肌细胞(pulmonary artery 
smooth muscle cells, PASMCs)的异常增殖密切相关。

近年来研究表明, 低氧可促进PASMCs的增殖, 从而

使肺动脉壁增厚, 导致肺血管重构并增加肺血管抵

抗, 最终发展为PH[2]。

Ca2+作为细胞内普遍存在的第二信使, 在不同

的细胞内参与多种生理过程的调节, 包括分泌、基

因转录、细胞增殖和凋亡[3]。在PASMCs中存在的

非电压依赖性钙通道(non-voltage-dependent Ca2+ 
channels, non-VDCC)有两种: 由G蛋白偶联受体信

号通路激活的受体操纵性钙通道(receptor-operated 
Ca2+ channels, ROCC)和由内质网/肌质网中Ca2+浓度

下降或钙库耗竭所激活的钙库操纵性钙通道(store-
operated Ca2+ channels, SOCC)[4-5]。

C型瞬时受体电位(canonical transient receptor 
potential, TRPC)是 一 种6次 跨 膜 蛋 白, 是 组 成

ROCC和SOCC的分子基础[6]。TRPC共有7个亚型

(TRPC1-7), 一般认为, TRPC1/4可以被内质网钙库

的耗竭激活[7]。PASMCs中主要表达的是TRPC1、
TRPC3、TRPC4和TRPC6[8-10]。因此, 本文主要研究

TRPC1和TRPC4的表达变化。

很多低氧性肺病往往伴随着二氧化碳的升高, 

已有研究证明, 动脉内CO2分压和肺动脉压力有关

系[11]。目前, 关于低氧时TRPC变化的研究很多, 但
对于低氧高二氧化碳时的研究很少。研究表明, 在
不同的肺动脉高压模型中TRPC1/4的表达有不同程

度的增高, 从而增加了ROCC和SOCC[12-13]。以上结

果说明, TRPC1/4在PH的发展中起着重要作用。本

文旨在研究低氧高二氧化碳时TRPC1和TRPC4的表

达变化与细胞增殖和凋亡的关系。

1   材料与方法
1.1   动物、试剂与药品

健康Sprague-Dawley(SD)雄性大鼠30只 , SPF
级, 体重为200±20 g, 由温州医科大学动物实验中

心提供, 动物许可证号: SCXK(浙)2010-0044。主要

试剂和药品有: I型胶原酶(Biosharp公司)、胎牛血

清 (Gibco公司 )、DMEM(dulbecco’s modified eagle 
medium)高糖培养基 (Gibco公司 )、SKF-96365和
CPA(Sigma公司)、逆转录试剂盒(天根生化科技有

限公司)、BCA蛋白质定量试剂盒(Thermo公司)、兔

抗大鼠TRPC1多克隆抗体(Sigma公司)、兔抗大鼠

TRPC4多克隆抗体(Sigma公司)、辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP)标记的羊抗兔二抗(上
海博蕴生物科技有限公司)、CCK-8试剂盒和Fura 
2-AM(日本同仁化工)、TUNEL试剂盒(Roche公
司)、α-平滑肌肌动蛋白(alpha-smooth muscle actin, 
α-SMA)(宝生物工程大连有限公司)、异硫氰酸荧光
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素(fluorescein isothiocyanate, FITC)标记的荧光二抗

(上海谱振生物有限公司)。
1.2   离体培养肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)

10%水合氯醛腹腔注射(0.33 mL/100 g)SD雄性大鼠, 
麻醉后, 用酒精棉擦拭全身。迅速取出心肺, 于超净

台中轻柔分离2~3级肺动脉。剥离外膜, 并尽量去除

内膜。将平滑肌放入0.2%的胶原酶I中, 剪成1 mm3

大小的组织块, 37 °C培养箱内静置30 min。离心后

去除胶原酶I, 加入含20%胎牛血清的培养液(含1% 
100×青、链霉素), 吹打使组织块悬浮, 接种至培养

瓶中。37 °C、5% CO2培养箱中培养至第3 d见细胞

贴壁后, 将培养液加至3 mL继续培养, 第6 d即可传

代。生长良好的4~6代细胞用无血清DMEM饥饿培

养24 h后, 随机分为5组: 常氧对照组(N)、低氧高二

氧化碳组(H)、溶剂DMSO对照组(D)、TRPC1/4抑
制剂30 μmol/L SKF-96365组(S)和TRPC1/4激动剂

10 μmol/L CPA组(C)。N组置于21% O2、5% CO2常

氧培养箱中培养24 h, 其余4组放于5% O2、6% CO2

低氧高二氧化碳培养箱培养24 h。
1.3   大鼠PASMCs鉴定—α-SMA免疫荧光检测

PASMCs制成细胞悬液, 吹打混匀后接种到铺有

盖玻片的6孔板中, 待细胞汇合达80%时进行实验[14]。

用PBS洗3次, 4%甲醛溶液室温下固定后PBS清洗。

1% BSA+0.3% Triton X -100配置的封闭液孵育1 h, 
弃去封闭液。取α -SMA一抗, 稀释后室温孵育1.5 h, 
PBS洗3次。荧光二抗稀释后, 室温孵育1 h, PBS洗
3次。DAPI室温下避光孵育5 min, PBS洗3次。50%
甘油封片后于荧光显微镜下观察并拍片。

1.4   RT-PCR检测细胞TRPC1/4 mRNA水平

用Trizol裂解细胞提取细胞总RNA, 紫外分光

光度计测RNA浓度。取2 μg总RNA逆转录成cDNA。

PCR反应体系共25 μL, 其中cDNA和上、下游引物

各1 μL。TRPC1上游引物序列为5′-AGG CCA CAG 
AGT GCA GAC A-3′, 下游引物序列为5′-AAG CGC 
ATA ATC CCA TTG TAG-3′; TRPC4上游引物序列为5′-
GCG TGC TGC TGA TAA CTT GA-3′, 下游引物序列

为5′-TGC GTT GGC TGA CTG TAT TG-3′; β-actin上游

引物序列为5′-CGT TGA CAT CCG TAA AGA C-3′, 下
游引物序列为5′-TGG AAG GTG GAC AGT GAG-3′。
TRPC1和内参β-actin的反应条件为94 °C预变性6 min, 
94 °C变性1 min, 59 °C退火1 min, 72 °C延伸1 min, 重复

30个循环。TRPC4反应条件为95 °C预变性15 min, 

94 °C变性15 s, 62 °C退火20 s, 72 °C延伸20 s, 循环次数

为45个。配制1.5%的琼脂糖凝胶电泳约30 min后, 用
UV-800全自动凝胶成像分析系统曝光成像。Quantity 
One软件分析电泳条带灰度值, 用目的基因与β-actin基
因灰度值之比表示目的基因的表达水平。

1.5   Western blot检测细胞TRPC1和TRPC4蛋白

质水平

苯甲基磺酰氟(phenylmethanesulfonyl fluoride, 
PMSF)和RAPI的比例为1100׃配置成裂解液, 使细

胞充分裂解。低温12 000 r/min离心20 min后, 吸取

上清。用BCA蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白质浓

度。电泳结束后按分子量大小进行转膜, 1 kDa转膜

1 min。用一抗稀释液稀释一抗(TRPC1/4为1500׃, 
内参为1000 5׃), 采用反铺法4 °C静置孵育过夜。

TBST洗膜后, 用HRP标记的山羊抗兔二抗室温

孵育1 h, TRPC1和内参所用二抗比例为1000 50׃, 
TRPC4所用二抗比例为1000 20׃。洗膜后滴加化

学发光检测试剂, 暗室中用X胶片感光1 min, 显影

2 min, 定影30 s即可。扫描底片, Quantity One软
件分析条带灰度值, 用目的蛋白与β-actin蛋白质灰

度值之比表示目的蛋白质水平。

1.6   CCK-8法检测细胞增殖情况

取4~6代PASMCs制成细胞悬液, 密度约为

2.5×103/mL。吹打混匀加入96孔板, 每孔200 μL, 约
5 000个细胞。每组设置6个复孔, 实验孔周围加一

圈PBS以防实验孔培养液蒸发过快。待细胞生长状

态良好换无血清DMEM饥饿培养24 h, PBS洗3次, 
加药造模。取出96孔板, 去净培养液, 加入110 μL 
CCK-8混合液。放入37 °C培养箱30 min, 用酶标仪

450 nm处测吸光度(D), 每隔30 min测量一次, 记录D
值。

1.7   TUNEL法检测细胞凋亡指数

用TUNEL试剂盒检测细胞凋亡指数。处理好

的细胞用PBS清洗, 4%多聚甲醛固定, 曲拉通破膜

(阳性对照: 破膜后加入100 μL DNase I反应液, 37 °C
水浴30 min) 。用胎牛血清和小牛血清白蛋白溶液封

闭后, 滴加反应液50 μL(阴性对照: 此步骤不加TdT), 
置湿盒内避光孵育60 min。3% H2O2甲醇溶液孵育

10 min以阻断内源性过氧化物酶。滴加POD 50 μL, 
置湿盒内37 °C水浴30 min。DAB显色后自来水冲

洗终止反应。滴加苏木精复染30 s。逆浓度梯度乙

醇脱水后用二甲苯透明, 待其干燥后中性树胶封片。
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显微镜下观察细胞核被染成棕褐色者为阳性细胞。

随机选出5个视野, 凋亡指数(apoptotic index, AI)=视
野内的阳性细胞数/视野内总细胞数×100%。

1.8   Fura 2-AM双波长法检测细胞内钙离子浓度

造模结束的细胞用磷酸缓冲盐溶液(phosphate 
buffer saline, PBS)洗3次。胰酶消化悬浮细胞, 离心

后去上清, PBS洗3次以彻底去除胰酶和培养液。加

入200 μL浓度为5 μmol/L的Fura 2-AM工作液, 置于

37 °C培养箱孵育40 min。去除Fura 2-AM工作液, 
PBS清洗以彻底去除Fura 2-AM工作液。最后, 每管

加入200 μL的PBS吹打混匀, 转移到黑色96孔酶标板

中, 用酶标仪检测。设定发射波长为510 nm, 激发波

长为340 nm和380 nm, 此时测得的F340/F380荧光强

度比值为R。然后加入Triton X-100破膜10 min, 使
Fura 2-AM与Ca2+结合达到饱和状态, 此时用酶标

仪测得的F340/F380荧光强度比值为Rmax。再加入

Ca2+螯合剂EGTA(ethylene glycol tetraacetic acid)充
分反应10 min, 以螯合所有的Ca2+, 此时用酶标仪测

得的F340/F380荧光强度比值为Rmin。细胞内钙离

子浓度的计算公式为: [Ca2+]i=Kd[(R-Rmin)/(Rmax-R)]

(Fmin/Fmax)。式中的Kd为Fura 2-AM与Ca2+结合反

应的解离常数, 细胞内环境下为224 nmol/L。Fmin和
Fmax分别为Ca2+被完全螯合和Ca2+饱和时, 激发波

长为380 nm时测得的荧光强度值。

1.9   统计学处理

采用SPSS l7.0软件进行统计分析, 计量资料进

行正态性检验, 数据用均数±标准差(x
_
±s)形式表示。

多组样本均数比较进行方差齐性检验, 组间比较采

用单因素方差分析(One-Way ANOVA), 方差齐性者

两两比较采用LSD法, 方差不齐者进行Dunnett’s T3
检验, 以P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   α-SMA免疫荧光检测鉴定大鼠PASMCs

大鼠PASMCs原代培养4 d后, 可见有大量长梭

形细胞从组织块爬出贴壁生长。普通光学显微镜下

显示细胞呈长梭形或多角形, 细胞核呈卵圆形位于

中央, 细胞具有长短不等的伪足(图1)。孵育荧光抗

体后于荧光镜下可见胞质内发绿色荧光的是FITC
标记的α-SMA, α-SMA与细胞长轴平行且呈纤维细

100 μm

DAPI FITC Merge

50 μm 50 μm 50 μm

图1   原代大鼠肺动脉平滑肌细胞

Fig.1   Primary rat PASMCs 

图2   大鼠肺动脉平滑肌细胞免疫荧光图

Fig.2    Immunofluorescence staining of rat PASMCs
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丝状; 发蓝色荧光的是DAPI标记的细胞核, 位于细

胞中央呈卵圆形(图2), 即可鉴定为PASMCs, 约99%
的细胞为PASMCs。
2.2   低氧高二氧化碳对 PASMCs中TRPC1/4 
mRNA表达水平的影响

低氧高二氧化碳时TRPC1/4 mRNA水平均明显

增高(P<0.01、P<0.05)。SKF-96365可使低氧高二

氧化碳时TRPC1/4 mRNA水平降低(P<0.05)。CPA

可促进TRPC1 mRNA的表达(P<0.01), 但对TRPC4
无明显影响(P>0.05)(图3和图4)。
2.3   低氧高二氧化碳对PASMCs中TRPC1/4蛋白

质水平的影响

在低氧高二氧化碳条件下, TRPC1/4蛋白质

水平明显增高(P<0.05); 使用抑制剂SKF-96365后
TRPC1/4蛋白质水平明显降低(P<0.05、P<0.01); C
组TRPC1蛋白质水平明显增高(P<0.01), 但TRPC4
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图4   各组TRPC4 mRNA水平

Fig.4   TRPC4 mRNA level in each group
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蛋白水平无明显变化(P>0.05)(图5和图6)。
2.4   低氧高二氧化碳对PASMCs细胞增殖的影响

低 氧 高 二 氧 化 碳 可 促 进PASMCs的 增 殖

(P<0.05);  使用 TRPC1/4抑制剂SKF-96365后 , 
PASMCs增殖明显被抑制(P<0.01), C组细胞增殖增

加(P<0.01)(图7)。
2.5   低氧高二氧化碳对各组细胞凋亡的影响

阳性对照组可见所有细胞核被染成黄褐色(图

8A), 阴性对照组所有细胞核均染成蓝色(图8B)。与

N组相比, H组和D组PASMCs凋亡减少(P<0.05); H组

和D组相比, 细胞增殖变化没有统计学意义(P>0.05); 
较之H组, S组PASMCs凋亡明显增加(P<0.01), C组细

胞凋亡减少(P<0.01)(图8C~图8G, 图9)。
2.6   细胞内钙离子浓度

用Fura 2-AM孵育细胞后, 于荧光显微镜下可

见PASMCs胞质内游离钙离子发出绿色荧光, 细胞
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图6  各组TRPC4蛋白质水平

Fig.6   TRPC4 protein level in each group

*P<0.05, **P<0.01, 与N组比较; #P<0.05, ##P<0.01, 与H组比较。
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图5  各组TRPC1蛋白质水平

Fig.5   TRPC1 protein level in each group
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Fig.7   Bar graph showing PASMCs proliferation in each group
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A B C

D E F G

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm100 μm 100 μm 100 μm

A: 阳性对照组, 均为凋亡细胞; B: 阴性对照组; C: 常氧对照组; D: 低氧高二氧化碳组; E: DMSO对照组; F: TRPC1/4抑制剂SKF-96365组; G: 
TRPC1/4激动剂CPA组。红色箭头所示处为凋亡细胞。

A: the positive control group; B: the negative control group; C: normoxia group; D: hypoxia and hypercapnia group; E: DMSO control group; F: 
TRPC1/4 inhibitor SKF-96365 group; G: TRPC1/4 activator CPA group. Red arrowheads indicate apoptotic cells.

图8  各组细胞凋亡的比较

Fig.8   PASMCs cell apoptosis in each group
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*P<0.05, **P<0.01 vs N group; #P<0.05, ##P<0.01 vs H group.
图9   各组细胞凋亡的柱状图

Fig.9   Bar graph showing PASMCs cell apoptosis in each group

25 μm

图10   PASMCs细胞内钙离子荧光染色 
Fig.10   Fluorescence staining of PASMCs intracellular Ca2+ 
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核内钙离子不发荧光, 说明此方法检测的是胞质内

游离钙离子, 而不包括细胞核内的钙离子(图10)。
与常氧组相比, 低氧高二氧化碳条件下细胞内钙离

子浓度明显增加(P<0.01)。D组和H组细胞内钙离

子浓度变化没有统计学差异(P>0.05)。TRPC1/4抑
制剂SKF-96365使低氧高二氧化碳时细胞内钙离子

浓度明显降低(P<0.01)。TRPC1/4激动剂CPA能够

使细胞内钙离子浓度增高, 明显高于H组(P<0.05)
(图11)。

3   讨论
尽管以往有研究表明, PASMCs中不表达

TRPC4[15], 但本研究发现, TRPC4是有表达的, 这和

王建等[16]的研究结果也是一致的。但我们同时也发

现, 检测TRPC4 mRNA时, 循环次数达到40个循环时

才有明显的条带; 检测TRPC4蛋白质时, 需要增加二

抗的浓度, 才能得到明显的蛋白条带, 说明TRPC4基
因表达量相对较少。

钙离子作为第二信使, 在细胞内发挥着多种

作用。胞内钙离子浓度增加可以激发和促进细胞

周期, 能够使转录因子磷酸化从而促进基因的转

录, 最终引起PASMCs的增殖。在PASMCs中, 一
般认为TRPC1和TRPC4构成SOCC[17-18]。结合本实

验结果说明, 低氧高二氧化氮情况能够增加TRPC
的表达, 促进钙离子内流, 使PASMCs增殖增加, 从
而引起肺动脉高压。即低氧高二氧化碳能够通过

TRPC-SOCC/ROCC-[Ca2+]i通路使PASMCs增殖增
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图11  各组PASMCs细胞钙离子浓度柱状图

Fig.11   Bar graph showing PASMCs intracellular Ca2+ concentration in each group

加。

已有研究表明, 在低氧小鼠模型中, 基因敲除

TRPC1能够降低右心室收缩压、动脉的肌化数量以

及右心室和肺的重量, 从而降低肺动脉重构和PH[19]。

TRPC1和胞内钙离子浓度的降低能够增加Kv1.5, 从
而减少PASMCs的增殖并促进其凋亡[20]。基因敲

除TRPC1可减轻低氧诱导的PASMCs的迁移, 说明

TRPC1在低氧诱导的PASMCs的增殖和迁移发挥着

重要的作用[21]。以上实验结果均说明, TRPC1参与

了肺血管的重构。在本实验中, 我们使用了TRPC1/4
的共同抑制剂SKF-96365[22], 结果发现, SKF-96365
能够同时降低TRPC1/4基因和蛋白的表达, 并抑制

PASMCs的增殖促进其凋亡。

TRPC1/4可被钙库耗竭激活, 也可用CPA和毒

胡萝卜素激活[23]。本研究发现, CPA可以通过促进

TRPC1的表达, 使PASMCs增殖增加, 而凋亡率降低, 
说明TRPC1参与了低氧高二氧化碳时PASMCs增殖

和凋亡的调节。同时也发现, CPA组TRPC4的表达

无明显变化, 可能是因为TRPC4翻译后修饰, 如泛素

化。以往有研究表明, 慢性低氧时, PASMCs中TRPC1 
mRNA和蛋白质水平会增加, 而TRPC4无变化[13]。但

本研究发现, 不但TRPC1在低氧高二氧化碳时有所增

加, 而且TRPC4也有所增加。在野百合碱诱导的肺动

脉高压大鼠中, TRPC1和TRPC4表达均增高[24]; 在成

骨蛋白4诱导的肺动脉高压模型中, TRPC1/4表达也

都有增高[13]。这说明, 在不同的肺动脉高压模型中, 
TRPC的表达变化并不完全一致, 可能是因为不同诱
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导因子的作用机制不同。但也有研究表明, TRPC4灭
活能够降低恶性肺动脉高压相关的死亡率[25], 说明

TRPC4与肺动脉高压的发生可能也存在着一定的关

系。

综上所述, 在低氧高二氧化碳大鼠PASMCs模
型中, TRPC1/4的表达都明显增加, 且PASMCs增
殖增加和凋亡率减少, 当使用TRPC1/4抑制剂后, 
PASMCs的增殖被抑制, 而使用TRPC1激动剂后增

殖增加, 说明TRPC1在低氧高二氧化碳PASMCs增
殖和凋亡中发挥着关键作用, 阻止PASMCs中TRPC
蛋白质水平是治疗肺动脉高压的一个新的、有效的

下游治疗靶点。
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