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稳定抑制TRPM2基因表达肺微血管

内皮细胞系的构建与鉴定
梁亭2  李 瑶1  罗强2  王少华1  李军2  徐明举1  张瑞华1  徐彤1,2*

(1河北北方学院预防兽医学重点实验室, 张家口 075000; 2河北北方学院生命科学研究中心, 张家口 075000)

摘要      应用短发卡RNA(shRNA)慢病毒表达载体感染小鼠肺微血管内皮细胞(PMVEC), 对
其M2型瞬时受体电位(TRPM2)基因进行干扰, 以建立稳定shRNA TRPM2 PMVEC细胞株。结果表

明, 正常PMVEC对胰酶的最大耐受浓度和嘌呤霉素最小致死剂量分别为0.4 µg/mL和0.6 µg/mL; 然
后加入0.6、2.0、4.0、8.0 µg/mL嘌呤霉素筛选稳定抑制TRPM2表达的shRNA TRPM2 PMVEC株, 
结果在嘌呤霉素达到8 µg/mL时该细胞株仍细胞生长良好; Semi-quantitative PCR和Western blot对
获得阳性细胞株进行TRPM2基因和蛋白表达的检测显示, shRNA TRPM2阳性PMVEC的TRPM2基
因和蛋白表达相对量显著低于阴性对照和正常对照组(P<0.01)。该研究通过shRNA慢病毒载体成

功建立了稳定shRNA TRPM2 PMVEC细胞株, 为进一步开展TRPM2在流感病毒诱导肺微血管内皮

细胞损伤的作用机制奠定了基础。
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Construction and Verification of a Mouse Pulmonary Microvascular Endothelial 
Cell Lines to Inhabit TRPM2 Gene Expression with shRNA Lentivirus System

Liang Ting2, Li Peiyao1, Luo Qiang2 , Wang Shaohua1, Li Jun2, Xu Mingju1, Zhang Ruihua1, Xu Tong1,2*
(1Key Laboratory of Preventive Veterinary Medicine, Department of Veterinary Medicine, Animal Science College, Hebei North 
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Abstract       To construct and verify transient receptor potential melastatin-2 (TRPM2) gene silencing of 
mouse pulmonary microvascular endothelial cell (PMVEC), the PMVEC was infected by short sairpin RNA 
(shRNA) trpm2 lentivirus particles. The results showed that the maximal tolerance concentration of TPCK-trypsin 
to PMVEC was 0.4 µg/mL and minimal lethal dose of puromycin dihydrochloride to PMVEC was 0.6 µg/mL, 
respectively. The stable clones expressing the shRNA TRPM2 were selected by adding 0.6, 2.0, 4.0, 8.0 µg/mL 
puromycin dihydrochloride to kill the non-transduced PMVEC, and there was no effect on PMVEC of the stable 
clones expressing shRNA TRPM2 even the puromycin dihydrochloride concentration reach to maximal 8 µg/mL. 
The result of Semi-quantitative PCR showed that the TRPM2 gene was silenced significantly in shRNA TRPM2 
cell compared to shRNA control and uninfected PMVEC (P<0.01). Similarly, the protein expression of shRNA 
TRPM2 PMVEC was also decreased markedly compared with shRNA control and PMVEC group (P<0.01). The 
shRNA TRPM2 PMVEC cell line was successfully constructed by shRNA TRPM2 lentivirus particles and lie the 
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foundation for further to investigate the mechanism of TRPM2 on PMVEC damage infected by influenza virus.
Keywords       short hairpin RNA; transient receptor potential melastatin 2; pulmonary microvascular 

endothelial cell; lentivirus particles

TRPM2(transient receptor potential melastatin 2, 
TRPM2)是瞬时受体电位超家族中M亚家族成员之一, 
作为氧化应激敏感性传感器TRPM2介导氧化应激引

起的细胞内Ca2+浓度升高, 参与多种细胞的生理/病理

过程, 因此, TRPM2可作为氧化应激相关性疾病一个

潜在的治疗靶点[1]。Hecquet等[2]的研究表明, TRPM2
离子通道在H2O2作用下导致细胞质内Ca2+浓度增加, 
同时, 通过不同方法抑制内源性TRPM2的表达和功

能, 有效地缓解了氧化应激导致的血管内皮细胞损

伤。因此, TRPM2离子通道可能是氧化应激导致血管

内皮细胞进一步损伤的重要途径之一。

研究证实, H5N1禽流感病毒感染致小鼠肺损伤

与活性氧类自由基有关[3-4]。同时, 研究人员在研究

H9N2猪源性流感病毒(H9N2-SIV)感染致小鼠肺损伤

机制时亦发现, 氧化应激是导致急性肺损伤发生的重

要原因之一[5-7]。因此, 氧化应激损伤在流感病毒感染

致急性肺损伤中起着非常重要的作用。肺微血管内皮

细胞(pulmonary microvascular endothelial cell, PMVEC)
和肺泡上皮细胞是维持肺PMVEC屏障结构和功能完

整的主要成分和结构基础。各种因素引起PMVEC损
伤, 进而导致急性肺损伤的发生, 因此, PMVEC损伤成

为急性肺损伤的中心环节。目前研究证实, PMVEC也
是流感病毒复制的重要靶细胞之一。Zeng等[8]报道, 人
PMVEC支持高致病禽流感H5N1病毒复制, 并认为其

可能与H5N1病毒的致病机制有关。张增峰等[9]实验

证实, H9N2病毒也可以在人肺组织内增殖。同时, 人
工感染的实验动物及人类患者肺病理组织学损伤特征

为弥漫性肺泡损伤, PMVEC损伤可能是流感病毒引起

急性肺损伤的重要环节之一。以上研究表明, TRPM2
在流感病毒诱导氧化应激导致PMVEC损伤及肺损伤

中可能发挥重要作用, 但目前文献中未见相关报道, 
因此, 本研究拟通过RNA干扰技术, 建立小鼠shRNA 
TRPM2 PMVEC细胞株, 为进一步阐明TRPM2在流感

病毒诱导PMVEC损伤中的作用机制奠定基础。 

1   材料和方法
1.1   材料

Pricells-小鼠肺微血管内皮细胞(PMVEC)购

自上海拜力生物科技有限公司 ; TRPM2 shRNA 
(m) Lentiviral Particles、Control shRNA Lentiviral 
Particles、Puromycin dihydrochloride和Polybrene等购

自美国Santa Cruz Biotechnology公司; DMEM-H购自

Gibco公司; FBS购自Corning公司; TPCK-胰蛋白酶、

GAPDH、BCA蛋白定量试剂盒、ECL试剂盒购自

南京凯基生物技术有限公司; Anti-TRPM2抗体购自

Abcam公司; goat anti rabbit IgG购自Invitrogen公司。

1.2   方法

1.2.1   PMVEC培养      将PMVEC细胞使用DMEM-H
培养基, 含10% FBS, 培养基中含L-谷氨酰胺、丙酮

酸钠、青链霉素, 培养至对数生长期使用。

1.2.2   TPCK-胰蛋白酶浓度对PMVEC生长的影响      
将对数生长期的PMVEC细胞收集计数, 调整浓度至

5×104个/mL, 接种于96孔板中, 每孔100 µL, 37 °C、
5% CO2条件下过夜培养, 细胞贴壁后, 使用培养基

配制TPCK-胰蛋白酶, 浓度为0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8、
1.0、1.2、1.4、1.6、1.8、2.0 µg/mL, 共12个浓度, 将96孔
板中的上清弃掉, 更换为不同浓度的胰酶培养基继

续培养, 每个浓度设置4个重复孔, 分别于24 h和48 h
显微镜下观察细胞生长状态。

1.2.3   嘌呤霉素对PMVEC致死浓度的确定      由于

shRNA TRPM2 PMVEC阳性细胞对嘌呤霉素具有抗

性, 因此在阳性细胞筛选时需要在细胞中加入嘌呤

霉素以杀死未转染的细胞, 因此, 本研究首先确定嘌

呤霉素对正常PMVEC的致死浓度。试验中将对数

生长期的PMVEC细胞收集计数, 调整浓度至5×104

个/mL, 接种于96孔板中, 每孔100 µL, 37°C、5% 
CO2条件下过夜培养, 细胞贴壁后, 使用培养基配制

嘌呤霉素, 浓度为0、0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 µg/mL, 
共6个浓度, 将96孔板中的上清弃掉, 更换为不同浓

度的嘌呤霉素培养基继续培养, 每个浓度设置4个重

复孔, 分别于24 h和48 h显微镜下观察细胞生长状

态。

1.2.4   shRNA慢病毒转染      将PMVEC培养至对数

生长期, 收集并计数, 将浓度调整至2×104个/mL, 接
种于12孔板中, 每孔500 µL, 补500 µL完全培养基, 
使每孔培养基体积为1 mL, 37 °C、5% CO2条件下
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孵育过夜, 使细胞贴壁后的密度为20%, 第2天将

孔中的培养液弃除, 更换为含有Polybrene(浓度为

5 µg/mL)的培养基, 每孔1 mL。室温下融化阳性和

阴性对照慢病毒颗粒, 轻轻混匀后, 在12孔板培养基

中加入慢病毒, 阴性和阳性各设置3个体积, 分别为

10、20、40 µL, 每种体积设置4个重复孔, 37 °C、5% 
CO2条件下过夜培养后, 镜下观察细胞, 将孔中培

养基弃掉, 更换为不含Polybrene的完全培养基, 每
孔1 mL, 继续培养24 h。镜下观察细胞, 此时孔中细

胞明显增殖, 状态良好; 再次将孔中培养基弃掉, 每
孔加入500 µL胰酶/EDTA消化液, 将2个重复孔中的

细胞收集后, 平均分配至6孔板中的3个孔中, 继续培

养。待6孔板细胞密度长满时, 转移至细胞培养瓶中

继续培养。

1.2.5   shRNA TRPM2 PMVEC阳性细胞的筛选      
将转染好慢病毒的细胞(shRNA-control和shRNA 
TRPM2 PMVEC)分别加入含嘌呤霉素(0.6 µg/mL)
培养基, 以去除未成功转染慢病毒的细胞, 上述培

养基每天换液1次, 连续3次, 将嘌呤霉素浓度提

高至2.0 µg/mL, 继续培养72 h; 将培养基更换为含

嘌呤霉素(4.0 µg/mL)的培养基继续培养48 h; 然后

用8.0 µg/mL嘌呤霉素筛选1周, 以获得稳定shRNA 
TRPM2 PMVEC细胞株。

1.2.6   Semi-quantitative PCR检测转染后PMVEC 
TRPM2基因的表达      收获shRNA TRPM2 PMVEC, 
在细胞培养板中, 不同处理作用后, 将相同数量细

胞移入离心管内1 500 r/min离心5min去上清液, 倒
置控干, 加入Trizol液混匀, 静置5 min, 加入氯仿振

荡, 冰上静置5 min, 12 000 ×g离心15 min, 将上层

无色水相移入另一离心管内, 加入等体积异丙醇 
12 000 ×g离心10 min, 加入75%乙醇洗涤RNA沉淀, 
DEPC水重悬RNA沉淀, RNA浓度要求D260/D280大

于2.0。用Promega公司提供的Reverse Transcription 
System试剂盒进行总RNA逆转录合成cDNA; Semi-
quantitative PCR反应, 参考设计的TRPM2引物为

F: 5′-GGC ACC UUU AUA UCA UUA ATT-3′, R: 5′-
UUA AUG AUA UAA AGG UGC CTT-3′; GAPDH
的引物为F: 5′-GTG GAG TCA TAC TGG AAC ATG 
TAG-3′, R: 5′-AAT GGT GAA GGT CGG TGT G-3′。
加入上述引物, 95 °C 10 s和55 °C 40 s为一个循环, 
共进行40个循环。在55 °C条件下检测荧光信号, 检
测熔解度曲线。

1.2.7   Westren blot检测转染后PMVEC TRPM2蛋白

的表达      收获稳定细胞株, 细胞裂解液冰上裂解

60 min; 然后4 °C、12 000 r/min离心5 min取上清, 
BCA进行蛋白定量。加入5×loading buffer, 沸水煮

10 min, 得到蛋白样品。将制备好的蛋白样品进行

SDS-PAGE凝胶电泳; 80 mA恒流4 h, 将蛋白从凝胶

中转移至PVDF膜上; TBST溶液配制的5%脱脂奶

粉室温封闭60 min; Anti-TRPM2抗体(1300׃稀释)和
GAPDH抗体(1000 1׃稀释)于4 °C孵育过夜; TBS溶
液洗2次, 再用TBST溶液洗1次, 每次10 min; 二抗室

温孵育1 h; TBS溶液洗2次, 再用TBST溶液洗1次, 每
次10 min; ECL显色系统显影检测目的蛋白。

1.3   数据统计

实验数据以mean±S.D.形式表示, 显著性差异

分析用SPSS 11.5软件进行。P<0.05为差异具有显

著意义, P<0.01为差异具有极显著意义。

2   结果
2.1   胰酶浓度对正常PMVEC生长的影响

PMVEC细胞培养至对数生长期, 在浓度为

5×104个/mL细胞培养液中液加入不同浓度TPCK-胰
蛋白酶, 培养至24 h, 从0.4 µg/mL组细胞开始部分

PMVEC出现停止增殖、逐渐变圆、肿胀死亡、从

孔底脱离等现象; 在胰酶浓度为0.6 µg/mL以上组, 
PMVEC大量死亡脱落, 其损伤与TPCK-胰蛋白酶浓

度的增加和培养时间的延长呈正相关。培养至48 h
时, 0.4 µg/mL组细胞尽管在24 h时观察时有少量细

胞发生损伤, 但是由于细胞的增殖量多余损伤的量, 
因而呈现细胞增多现象; 0.6 µg/mL以上组细胞逐渐

肿胀、变圆并大量死亡脱落(图1)。因0.2 µg/mL组
在24 h和48 h时对细胞生长没有影响, 0.4 µg/mL组
在24 h时对细胞生长有一定影响, 但培养至48 h时则

对细胞生长没有影响。我们综合考虑胰酶对病毒的

裂解以及细胞的生长影响, 最终确定使用0.3 µg/mL
胰酶浓度作为最佳浓度。

2.2   嘌呤霉素对PMVEC致死浓度的确定

正常PMVEC细胞培养液加入不同浓度嘌呤霉

素后, 从0.4 µg/mL组细胞开始出现停止增殖、死亡, 
细胞从孔底脱离; 细胞损伤程度与嘌呤霉素浓度的

增加呈正相关。当嘌呤霉素达到0.6 µg/mL, 细胞开

始大量死亡; 当嘌呤霉素浓度为0.8 µg/mL时, 细胞

培养至24 h, 90%的正常PMVEC死亡。
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2.3   shRNA TRPM2阳性PMVEC对嘌呤霉素耐

受性

在转染后的shRNA TRPM2 PMVEC中, 为保证

去除未转染PMVEC, 在培养基中加入2 µg/mL的嘌

呤霉素作用24 h后, 镜下观察, PMVEC组开始出现死

亡细胞, 而shRNA阴性对照和shRNA TRPM2阳性组

中, 细胞明显增殖, 未受到嘌呤霉素影响。嘌呤霉素

作用48 h后, PMVEC对照组细胞绝大部分细胞死亡, 
shRNA阴性对照和shRNA TRPM2阳性组中PMVEC
明显增殖, 未受嘌呤霉素影响(图3)。将shRNA和

shRNA TRPM2组细胞传代后依次更换为含有4 µg/mL
和8 µg/mL嘌呤霉素的培养基, 继续培养, 细胞生长

均未受影响; 即使在浓度为8 µg/mL嘌呤霉素的培

养基条件下继续培养1周后, 细胞未出现死亡, 增殖

明显。因此, 该转染细胞为稳定TRPM2基因沉默的

PMVEC细胞株。 

2.4   Semi-quantitative PCR的检测转染后阳性

PMVEC TRPM2基因的表达

选择GAPDH为校准基因, 所有样本进行3个
重复, 计算–ΔΔCt值, 以平均相对含量=2–ΔΔCt计算

TRPM2基因的相对含量, 依此数据做图4。实时定量

PCR结果显示, 未转染的正常PMVEC TRPM2相对

含量最高, 其相对值为6.4; 慢病毒感染shRNA阴性

对照组中TRPM2相对含量为5.7, 两组比较没有显著

性差异(P>0.05); 而慢病毒感染shRNA TRPM2阳性

PMVEC TRPM2相对含量为仅为1.2, 与前两组相比

具有显著差异(P<0.01)(图4)。
2.5   Westren blot检测 shRNA TRPM2 PMVEC 
TRPM2蛋白的表达

Westren blot检测结果显示, 正常PMVEC组在

分子量为171 kDa附近出现明显的条带; 同样, 慢病

毒感染的shRNA阴性对照组在同样位置也出现一

图2   嘌呤霉素对PMVEC的影响

Fig.2   The effect of puromycin dihydrochloride on PMVEC

24 h

48 h

0.2 µg/mL 0.4 µg/mL 0.6 µg/mL 0.8 µg/mL

50 µm

Puromycin
concentration

图1   不同TPCK-胰蛋白酶浓度对PMVEC生长的影响

Fig.1   The effect of different concentration of TPCK-trypsin on PMVEC growth

0.2 µg/mL

24 h

48 h

0.4 µg/mL 0.6 µg/mL 0 µg/mL

50 µm

Puromycin
concentration
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2 µg/mL

shRNA

shRNA

TRPM2

PMVEC

24 h 48 h

control

8 µg/mL

50 µm

Puromycin
concentration

图3   嘌呤霉素筛选稳定表达shRNA TRPM2 PMVEC阳性细胞株

Fig.3   The selection of stable clones expressing shRNA TRPM2 PMVEC by 
different concentration of puromycin dihydrochloride

图4   Semi-quantitative PCR检测shRNA TRPM2 
PMVEC中TRPM2基因的表达

Fig.4   The gene expression of TRPM2 in shRNA 
TRPM2 PMVEC by Semi-quantitative PCR
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图5   shRNA TRPM2 PMVEC TRPM2蛋白的表达

Fig.5   The protein expression of TRPM2 in shRNA 
TRPM2 PMVEC by Western blot

条明显的条带; 与上述两组比较, shRNA TRPM2阳
性PMVEC则未见明显的条带。实验中所用TRPM2
一抗为多克隆抗体, 故显示不是单一条带(图5)。

3   讨论
1995年首次发现RNA干扰现象, 1998年该现象

被证实并被应用, 其中, shRNA慢病毒载体因具有转

染效率高的优点被广泛应用[10-11]。靳俊杰等[12]利用

构建shRNA慢病毒载体对赖氨酸乙酰转移酶进行

RNA干扰研究其对乳腺癌细胞的抑制功能。吴锦艳

等[13]利用慢病毒表达技术建立稳定表达抑制繁殖呼

吸综合病毒(PPRSV)的shRNA的Marc-145阳性细胞

株, 研究抑制PPRSV的关键基因的干扰效果。

自从1997年以来, 不同的动物源性流感病毒, 
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如H5N1、H7N9以及H9N2等亚型流感病毒感染人

类并导致致死性病例, 其导致PMVEC损伤为中心的

急性肺损伤以及急性呼吸窘迫综合征在其致病机制

中占有重要作用[3-4,14]。因此, 本研究通过shRNA慢

病毒转染技术建立稳定shRNA TRPM2阳性PMVEC
细胞株, 沉默TRPM2基因, 探讨TRPM2在猪源性

H9N2流感病毒诱导PMEVC损伤的作用机制。鉴于

低致病性流感病毒在复制过程中需要外源性胰蛋白

酶帮助其裂解血凝素才能在体外培养细胞内增殖, 
因此, 本研究在后续研究流感病毒感染致PMVEC损
伤过程需要加入外源性胰酶, 但是不同细胞对胰酶

的耐受性不同, 故本研究首先探讨TPCK-胰蛋白酶

浓度对正常及转染后PMVEC生长的影响以便为后

续开展流感病毒对PMVEC损伤的研究奠定基础。

首先在前期筛选小鼠PMVEC培养的最佳条件的基

础上, 确定TPCK-胰蛋白酶以及嘌呤霉素影响正常未

转染PMVEC生长的最大浓度和致死作用的最小浓

度。研究显示, PMVEC对胰酶耐受浓度为0.3 µg/mL。
根据Santa Cruz Biotechnology实验技术方案, shRNA 
TRPM2阳性细胞株在2~10 µg/mL作用下对嘌呤霉

素具有明显的抗性, 其生长不受其影响, 但该浓度的

嘌呤霉素能够完全杀死未转染的细胞。本研究表明, 
0.4 µg/mL的嘌呤霉素即可影响PMVEC的正常生长。

用shRNA技术基因沉默的PMEVC可耐受嘌呤霉素

的浓度为8 µg/mL, 在上述浓度的嘌呤霉素作用下, 
PMEVC培养至144 h时, 其生长和增殖未影响。

通过Semi-quantitative PCR检测shRNA TRPM2 
PMVEC表达情况, 结果表明, TRPM2基因表达相对

量明显低于PMVEC和shRNA阴性对照组; Western 
blot检测TRPM2蛋白表达也证实该阳性PMVEC
细胞株TRPM2蛋白表达明显低于正常PMVEC和
shRNA阴性对照的PMVEC。以上结果显示, 本研究

成功建立了稳定表达的shRNA TRPM2 PMVEC细胞

株。

TRPM2作为氧化应激敏感性传感器介导氧化

应激引起的细胞内Ca2+浓度升高, 参与多种细胞的

生理/病理过程[1]。Yamamoto等发现[15], H2O2通过

TRPM2活化Ca2+依赖性络氨酸激酶Pyk2引起Ca2+内

流, 导致Ras GTPase放大Erk信号通路, 证实TRPM2
离子通道是活性氧类自由基进一步引起炎性反应的

重要级联信号通路之一。TRPM2离子通道介导的

Ca2+内流可以调控氧化物诱导趋化因子产生的信号

级联反应, 反馈性增加嗜中性粒细胞对内皮细胞的

黏附和ROS的产生, 进而导致内皮细胞炎症和损伤

加重, 血管渗出性增强[15]。此外, Hecquet等[16]证实, 
氧化应激过程中抑制TRPM2介导的Ca2+内流可以减

缓内皮细胞凋亡进而缓解血管损伤和炎症反应。同

时, 某些病毒感染可激活细胞钙信号通路而引发病

理生物学反应。在研究H5N1禽流感病毒致病机制

时, Ueda等[17]发现, H5N1禽流感病毒可以诱导细胞

外Ca2+内流增加, 导致细胞凋亡发生和线粒体功能

异常。同时, 这种现象在H5N1病毒感染者肺泡上皮

细胞和血管内皮细胞也存在[17-18]。因此, 为了有效

探讨TRPM2在相关疾病中的作用机制, 目前已经建

立一些shRNA TRPM2细胞株, 如H-SY5Y神经细胞

株和人舌鳞状细胞癌SCC9细胞系[19-20], 但是目前未

见shRNA TRPM2 PMVEC细胞株。本研究成功建立

了shRNA TRPM2 PMVEC细胞株, 为今后有效开展

TRPM2离子通道在动物源性流感病毒以及其他致

病因素诱导的肺损伤机理奠定基础。
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