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瞬时感受器电位通道在人脑微血管内皮细胞机械牵张中的作用及其信号转导机制

孙彦龙１，王志明１，蒲九君１，周　辉１，唐寅斌１，夏海龙２，杨　刚１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院神经外
科１；４０００２０重庆，重庆市红十字会医院神经外科２）

　　［摘要］　目的　观察瞬时感受器电位（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）通道在人脑微血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏ
ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣ）机械牵张刺激中的作用，并对其信号转导入胞内的机制进行初步探讨。方法　ＨＢＭＥＣ
体外培养，采用多功能小型生物撞击机给予机械牵张刺激，根据不同施加条件将细胞分为对照、单纯牵张、牵张 ＋ＳＫＦ
９６３６５（非选择性ＴＲＰ通道阻滞剂）、牵张＋低分子量肝素（ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎ，ＬＭＷＨ）、牵张＋一氧化氮合酶抑制
剂（Ｎｎｉｔｒｏｌａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＬＮＡＭＥ）共５组。采用激光扫描共聚焦显微镜观察胞内游离 Ｃａ２＋分布情况，流式细胞
仪检测牵张前后胞内Ｃａ２＋荧光强度变化；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测牵张前后一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）
蛋白表达情况。结果　流式细胞仪检测结果显示，单纯牵张组和牵张 ＋ＬＭＷＨ组细胞内游离 Ｃａ２＋浓度较对照组显著升
高（Ｐ＜００５）；牵张＋ＳＫＦ９６３６５组胞内Ｃａ２＋浓度较单纯牵张组明显降低（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，单纯牵
张组细胞ｅＮＯＳ蛋白表达水平明显增高（Ｐ＜００５）；牵张＋ＳＫＦ９６３６５组和牵张 ＋ＬＮＡＭＥ组 ｅＮＯＳ蛋白表达水平较单纯
牵张组明显降低（Ｐ＜００５）。结论　ＨＢＭＥＣ胞膜ＴＲＰ通道可感知机械牵张刺激的激活，继而引起胞内游离钙离子浓度
升高，其转导机制可能主要与胞外Ｃａ２＋内流相关。
　　［关键词］　机械牵张刺激；瞬时感受器电位通道；钙离子内流
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　　下丘脑区病变合并高钠或低钠血症较为常见，研
究认为下丘脑部位手术后水电解质失衡主要存在尿崩

症、抗利尿激素分泌不当综合征（ｓｙｎｄｒｏｍｅｏｆｉｎａｐｐｒｏ
ｐｒｉａｔｅａｎｔｉｄｉｕｒｅｔｉｃｈｏｒｍｏｎｅｓｅｃｒｅｔｉｏｎ，ＳＩＡＤＨ）和脑性盐
耗综合征（ｃｅｒｅｂｒａｌｓａｌｔｗａｓｔｉｎｇｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＣＳＷＳ）３种类
型［１］，ＳＩＡＤＨ多发生于术后７ｄ左右［２］，ＣＳＷＳ常见于
蛛网膜下腔出血［３］。临床发现鞍区病变（垂体腺瘤、

颅咽管瘤等）显微手术后１～２ｄ常出现具有自限性的
水电解质失衡。这一临床现象的原因及病理生理性机

制尚不清楚。鞍区手术过程中显微器械的操作可对富

含丰富微血管的垂体柄造成持续牵拉刺激，由此可对

微血管内皮细胞产生持续的牵张力。研究表明，神经

元胞膜上表达的与渗透压相关的瞬时感受器电位

（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌ，ＴＲＰ）通道，激活开放后使
胞内游离Ｃａ２＋浓度升高，进一步激活 ＮＯｃＧＭＰ经典
通路，从而调节下丘脑精氨酸加压素（ａｒｇｉｎｉｎｅｖａｓｏ
ｐｒｅｓｓｉｎ，ＡＶＰ）的合成与分泌［４－５］。大量研究证实 ＮＯ
可影响下丘脑ＡＶＰ的合成及分泌［６－９］，继而影响肾脏

对水的重吸收作用导致机体水电解质失衡；由此可见

术中对下丘脑垂体区域微血管的机械牵张刺激与感知

机械力的 ＴＲＰ通道激活产生后续生物学分子效应存
在相互交联点。本研究以人脑微血管内皮细胞（ｈｕ
ｍａｎｂｒａｉｎｍｉｃｒｏｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＢＭＥＣ）作为
研究对象，采用流式细胞仪和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分别检
测各组细胞牵张前后胞内游离 Ｃａ２＋浓度和一氧化氮
合酶蛋白表达水平，以明确 ＴＲＰ通道在 ＨＢＭＥＣ机械
牵张刺激中的作用及其机械信号转导机制。

１　材料与方法

１．１　主要试剂和材料
１．１．１　主要试剂　　非选择性 ＴＲＰ通道阻滞剂 ＳＫＦ９６３６５、
肌醇三磷酸（ｉｎｏｓｉｔｏｌｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＩＰ３）受体竞争性拮抗剂低分
子量肝素 （ｌｏｗｍｏｌｅｃｕｌａｒｗｅｉｇｈｔｈｅｐａｒｉｎ，ＬＭＷＨ）、噻唑蓝
（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇｍａ，美国）；ａｎｔｉｅＮＯＳ抗体
（ａｂ６６１２７，Ａｂｃａｍ，美国），一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）抑制剂Ｎ硝基
Ｌ精氨酸甲酯（Ｎｎｉｔｒｏｌａｒｇｉｎｉｎｅｍｅｔｈｙｌｅｓｔｅｒ，ＬＮＡＭＥ）、钙离子
荧光探针Ｆｌｕｏ３／ＡＭ、抗 αｔｕｂｕｌｉｎ抗体（碧云天生物技术研究
所）。

１．１．２　细胞　　ＨＢＭＥＣ株（ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ，美国）。
１．１．３　仪器　　多功能小型生物撞击机（第三军医大学大坪
医院野战外科研究所）；自动酶标仪（奥地利 Ｔｅｃａｎ）；激光扫描
共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国）；流式细胞仪（ＢＤ公司，美国）；包
被Ⅰ型胶原的６孔硅胶弹性膜培养板（Ｆｌｅｘｃｅｌｌ，美国）。

１．２　方法
１．２．１　ＨＢＭＥＣ培养　　采用完全培养基（４．５ｇ／Ｌ葡萄糖，
３７ｇ／Ｌ碳酸氢钠，４ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，１０％胎牛血清，１００μｇ／ｍＬ
青霉素，１００μｇ／ｍＬ链霉素），于５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱内培

养，３～４ｄ传代１次。
１．２．２　分组　　ＨＢＭＥＣ以５×１０５／孔接种在包被Ⅰ型胶原的
６孔硅胶弹性膜培养板上，于 ５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱内培
养，待细胞生长融合至７０％ ～８０％后，分为５组。①对照组：
１０％胎牛血清培养液，不予机械牵张刺激；②单纯牵张组：机械
牵张＋１０％胎牛血清培养液；③牵张＋ＳＫＦ９６３６５组：机械牵张＋
ＳＫＦ９６３６５（１０μｍｏＬ／Ｌ）＋１０％胎牛血清培养液；④牵张 ＋
ＬＭＷＨ组：机械牵张＋低分子量肝素（１０μｍｏＬ／Ｌ）＋１０％胎牛
血清培养液；⑤牵张 ＋ＬＮＡＭＥ组：机械牵张 ＋ＬＮＡＭＥ
（１００μｍｏＬ／Ｌ）＋１０％胎牛血清培养液。
１．２．３　机械牵张　　牵张装置为多功能小型生物撞击机，通
过控制开闭电磁阀和撞击力的变化，来改变密闭容器内的压

力，继而导致弹性膜上的培养细胞发生拉伸变化。吸除各组弹

性膜培养板中的培养液，与撞击机牵张装置相连接，并保持密

封。使用计算机将驱动压力设定为３０ｃｍＨ２Ｏ，弹性膜可拉伸
约３０％，维持３０次／ｍｉｎ的牵张频率，牵拉∶松弛时程为１∶１。
牵张２０ｍｉｎ后立即在各孔中加入１ｍＬ培养液，根据观测指标
不同分别做相应处置。实验重复６次。
１．２．４　机械牵张对 ＨＢＭＥＣ活性的影响　　将细胞按 ５×
１０５／孔接种于弹性膜培养板，５％ＣＯ２、３７℃细胞培养箱内培
养，待细胞生长融合至７０％ ～８０％后，分为６组：空白对照组
（无细胞生长，仅有培养基），阴性对照组（不予机械牵张刺激，

仅加ＤＭＳＯ），牵张强度分别为１０、２０、３０、４０ｃｍＨ２Ｏ的机械牵
张组４组。根据各组不同牵张强度分别施予机械牵张刺激
２０ｍｉｎ，待牵张结束后，加入完全培养基并细胞计数，以 １×
１０４／ｍＬ将细胞悬液２００μＬ／孔接种于９６孔酶标仪培养板内，
置于５％ＣＯ２、３７℃培养箱内培养２４ｈ，吸除９６孔板培养基，避
光操作滴加 ２００μＬ／孔培养基（无血清）＋２０μＬ／孔 ＭＴＴ液
（５ｍｇ／ｍＬ），培养箱内孵育 ４ｈ，吸除培养基及 ＭＴＴ液，滴加
１５０μＬ／孔ＤＭＳＯ，室温下应用振荡器震荡１０ｍｉｎ，于自动酶标
仪上４９２ｎｍ波长处测定光密度值［Ｄ（４９２）］，重复实验３次。
按公式计算细胞生存率。细胞生存率 ＝［实验组 Ｄ（４９２）值 －
空白对照组Ｄ（４９２）值］／［阴性对照组Ｄ（４９２）值－空白对照组
Ｄ（４９２）值］×１００％。
１．２．５　激光扫描共聚焦显微镜观察胞内Ｃａ２＋荧光情况　　待
牵张作用结束后，立即消化对照组和单纯牵张组弹性膜上的

细胞，离心弃上清，ＤＨａｎｋｓ液漂洗 ２次，于每份样本中加入
５μｍｏＬ／Ｌ的 Ｃａ２＋荧光探针 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ，培养箱中避光孵育
４０ｍｉｎ，离心，ＤＨａｎｋｓ液漂洗２次，重悬于激光共聚焦培养小
皿，于激光扫描共聚焦显微镜下观察２组细胞胞内Ｃａ２＋荧光情
况并摄像。

１．２．６　流式细胞仪检测细胞内游离Ｃａ２＋浓度　　待牵张作用
结束后，立即消化对照组、单纯牵张组、牵张 ＋ＳＫＦ９６３６５组和
牵张 ＋ＬＭＷＨ组弹性膜上的细胞，离心弃上清，ＤＨａｎｋｓ液漂
洗２次，４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ，离心，于每份样本中加入
５μｍｏＬ／Ｌ的 Ｃａ２＋荧光探针 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ，培养箱中避光孵育
４０ｍｉｎ，离心，ＤＨａｎｋｓ液漂洗２次，于流式细胞仪上４８８ｎｍ激
光波长下检测细胞内游离 Ｃａ２＋浓度，以胞内 Ｃａ２＋的相对荧光
强度代表其浓度。

１．２．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｅＮＯＳ蛋白表达　　待牵张作用结束
后，立即消化对照组、单纯牵张组、牵张＋ＳＫＦ９６３６５组、牵张＋
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ＬＮＡＭＥ组弹性膜上的细胞，离心弃上清，培养液重悬，接种于
普通无菌６孔板，待细胞生长２４ｈ后，加入细胞裂解液，细胞刮
取细胞，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心２５ｍｉｎ，取上清液，加入上样缓
冲液强力混匀，煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性，ＢＣＡ法测定蛋白浓度
并标化；十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转至硝酸纤
维膜，封闭液室温封闭１ｈ，分别加入抗ｅＮＯＳ抗体 （１∶５００）、抗
αｔｕｂｕｌｉｎ抗体（１∶１０００，内参）置于４℃孵育过夜；山羊抗兔
ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）、山羊抗小鼠ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）３７℃孵育 １ｈ；按１∶１配制
Ａ、Ｂ发光液，凝胶成像仪与ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件照相显影，分析结
果。采用αｔｕｂｕｌｉｎ为内参照。
１．３　统计学处理
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比
较采用单因素方差分析，两两比较采用Ｔｕｋｅｙｔｅｓｔ检验。

２　结果

２．１　机械牵张对ＨＢＭＥＣ细胞活性的影响
　　较低强度的机械牵张刺激对细胞无明显损伤，但随着机械
牵张刺激强度的增加，细胞出现水肿，贴壁能力下降，进一步增

加机械牵张刺激强度，可见细胞的细胞质疏松，空泡明显增多，

有不同程度的细胞死亡；当机械牵张刺激强度达到 ４０ｃｍＨ２Ｏ
时，细胞生存率显著下降（表１）；因此，后续研究采用３０ｃｍＨ２Ｏ
作为ＨＢＭＥＣ细胞的机械牵张刺激强度。

表１　ＭＴＴ测定机械牵张刺激对ＨＢＭＥＣ细胞活性的影响

　　组别 Ｄ（４９２）值 生存率（％）
空白对照组 ０．１１５±０．００６ —

阴性对照组 ０．８２２±０．０１４ １００
机械牵张组 １０ｃｍＨ２Ｏ ０．７８１±０．０１９ ９４

２０ｃｍＨ２Ｏ ０．７５８±０．０２５ ９１
３０ｃｍＨ２Ｏ ０．７２３±０．０２９ ８６
４０ｃｍＨ２Ｏ ０．４８９±０．０５８ ５３

２．２　机械牵张刺激对ＨＢＭＥＣ胞内Ｃａ２＋浓度的影响
２．２．１　激光扫描共聚焦显微镜观测细胞内Ｃａ２＋荧光强度　　
可见绿色荧光均匀分布于细胞内；细胞机械牵张刺激后与牵张

前相比较，绿色荧光明显增强（图１）。

!"#$ !%

!"#$ !%
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Ａ：牵张前；Ｂ：牵张后

图１　激光共聚焦显微镜观察细胞机械牵张前后胞内Ｃａ２＋荧光强度

２．２．２　流式细胞仪检测细胞内Ｃａ２＋相对荧光强度　　对细胞
施予机械牵张刺激后，胞内游离 Ｃａ２＋相对荧光强度（１０３８６±
７．０５）较对照组（７３．１５±８．２０）明显增高（Ｐ＜００５）；使用非选
择性 ＴＲＰ通道阻滞剂 ＳＫＦ９６３６５阻断通道的激活，胞内游离

Ｃａ２＋相对荧光强度（７９．１２±８．９８）较单纯牵张组明显降低
（Ｐ＜００５）。当使用ＩＰ３受体拮抗剂ＬＭＷＨ作用于细胞时，牵
张刺激后可见胞内 Ｃａ２＋相对荧光强度较对照组明显升高
［（９７．５３±８．０６），Ｐ＜００５，图２］。
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Ａ：对照组；Ｂ：单纯牵张组；Ｃ：牵张 ＋ＳＫＦ９６３６５组；Ｄ：牵张 ＋
ＬＭＷＨ组

图２　流式细胞仪检测各组细胞内Ｃａ２＋相对荧光强度

２．３　机械牵张刺激对ＨＢＭＥＣ胞质ｅＮＯＳ蛋白表达的
影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，单纯牵张组细胞ｅＮＯＳ蛋白相
对表达水平较对照组明显升高（Ｐ＜００５）。使用 ＴＲＰ通道阻
滞剂ＳＫＦ９６３６５阻断细胞ＴＲＰ通道的激活，细胞 ｅＮＯＳ蛋白相
对表达水平较单纯牵张组明显降低（Ｐ＜００５）。使用一氧化氮
合酶抑制剂ＬＮＡＭＥ作用于细胞后，ｅＮＯＳ蛋白表达水平较单
纯牵张组明显降低（Ｐ＜００５，图３）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：定量分析结果；１：对照组；２：单纯牵张
组；３：牵张＋ＳＫＦ９６３６５组；４：牵张＋ＬＮＡＭＥ组；ａ：Ｐ＜００５，与对
照组比较；ｂ：Ｐ＜００５，与单纯牵张组比较

图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞牵张前后ｅＮＯＳ蛋白的表达

３　讨论

　　ＴＲＰ超家族中，ＴＲＰＶ、ＴＲＰＣ、ＴＲＰＭ亚家族成员具
有机械门控属性，可感受胞膜表面应力如拉伸力变化，
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实现胞外机械信号向胞内的转导，调节胞内 Ｃａ２＋浓
度，参与机械应力所致的多种生理病理过程，研究证实

多种ＴＲＰ通道蛋白表达于脑微血管内皮细胞［１０－１１］。

　　传统观点认为，经典通路胞内 Ｃａ２＋浓度升高致
ＮＯＳ表达增加所产生的ＮＯ作为一种神经递质或神经
调质存在。ＮＯ对 ＡＶＰ释放的作用已有广泛研究，可
刺激或抑制：有实验研究显示 ＮＯ可减少 ＡＶＰ释
放［６］；ＮＯＳ抑制剂 ＬＮＡＭＥ导致 ＡＶＰ释放增加［７］或

减少［４］；脑室内注射 ＮＯ前体可引起 ＡＶＰ释放增
加［８］。有研究把 ＮＯ影响 ＡＶＰ分泌的矛盾效应归因
于ＮＯ这一介质产生量的不同［９］，但此研究结果并未

获得广泛认可。ＮＯ对 ＡＶＰ分泌影响研究结果不一，
由此我们猜想可能这正预示着鞍区手术术后可出现高

钠血症或低钠血症两种表现。

　　我们采用多功能小型生物撞击机作为细胞的机械
牵张刺激来源，其原理为：用一定的正压使弹性膜发生

拉伸变化，造成弹性膜上培养的细胞受到机械牵张刺

激。此机械牵张模型可以精确地控制牵张力的大小、

牵张频率及时间。本实验中以３０ｃｍＨ２Ｏ压力施加于
人脑微血管内皮细胞，获得了３０％机械牵张变形。
　　本实验结果显示，对ＨＢＭＥＣ施予机械牵张刺激，
胞内游离Ｃａ２＋浓度明显增加，ＳＫＦ９６３６５作为非选择
性ＴＲＰ通道阻滞剂可阻断 ＴＲＰ通道的激活［１０，１２］。本

实验中 ＳＫＦ９６３６５对 ＴＲＰ通道的阻断作用抑制了机
械牵张刺激引起的胞内游离 Ｃａ２＋浓度的增加，表明
ＨＢＭＥＣ的ＴＲＰ通道可感知机械牵张刺激激活，并参
与机械信号转导过程，将机械信号转化为生物学信号

引起胞内游离Ｃａ２＋浓度增加，因此可明确ＴＲＰ通道为
ＨＢＥＭＣ感知胞外机械牵张信号的关键中介。Ｃａ２＋为
参与胞外机械牵张信号向胞内转导的最重要因子，胞

内游离Ｃａ２＋浓度的升高可由胞外Ｃａ２＋内流，也可由胞
内钙库释放，机械牵张信号转导入胞内机制到底如何？

本研究采用可自由通过细胞膜发挥作用的 ＬＭＷＨ来
拮抗内质网ＩＰ３受体的激活［１３］，继而影响Ｃａ２＋通道开
放、钙库释放。本实验结果显示，使用 ＬＭＷＨ并未阻
断机械牵张刺激引起的ＨＢＭＥＣ胞内游离Ｃａ２＋浓度的
升高，表明了胞内增多的游离 Ｃａ２＋主要来源于胞外。
ＨＢＭＥＣ胞膜ＴＲＰ通道感知机械牵张刺激并激活，引
起胞内游离Ｃａ２＋浓度升高，其机械信号转导机制可能
主要与胞外Ｃａ２＋内流有关。本研究采用ｅＮＯＳ蛋白表
达作为检测指标，对ＨＢＭＥＣ细胞施予机械牵张刺激，
细胞ｅＮＯＳ蛋白表达水平增高，使用 ＴＲＰ通道阻滞剂
ＳＫＦ９６３６５后阻断了机械牵张刺激引起的 ｅＮＯＳ蛋白
表达增多效应，ＬＮＡＭＥ作为 ｅＮＯＳ表达的阻断剂［１４］

同样阻断了机械牵张刺激引起的 ｅＮＯＳ蛋白表达增多
效应，这表明 ｅＮＯＳ作为 ＨＢＭＥＣ胞膜 ＴＲＰ通道激活

后下游通路的一种信号分子存在。

　　综上所述，本研究明确了人脑微血管内皮细胞胞
膜ＴＲＰ通道可感知机械牵张刺激，进而导致胞内游离
Ｃａ２＋浓度升高，其实现胞外机械信号向胞内转导的机
制主要与胞外Ｃａ２＋内流相关。
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