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肠胶质细胞系ＴＲＰＶ４依赖性Ｃａ２＋内流、ＡＴＰ释放与炎症因子表达
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　　［摘要］　目的　探讨瞬时感受器电位离子通道香草素受体４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ４，
ＴＲＰＶ４）在调节肠胶质细胞外Ｃａ２＋内流中的作用及其意义。方法　收集大鼠肠胶质细胞系 ＣＲＬ２６９０、
大鼠肠上皮细胞系ＩＥＣ６和人胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ样本，采用 ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和免疫荧光方法
检测ＴＲＰＶ４的ｍＲＮＡ、蛋白表达与定位；将ＣＲＬ２６９０细胞依次分为ＧＳＫ组与ＧＳＫ＋ＨＣ组，低渗组与低
渗＋ＨＣ组，ＧｄＣｌ３组与ＧｄＣｌ３＋ＨＣ组以及 ＣａＣｌ２组与 ＣａＣｌ２＋ＨＣ组，采用 Ｆｕｒａ２荧光探针和单细胞荧光
Ｃａ２＋检测仪评估ＣＲＬ２６９０细胞中ＴＲＰＶ４通道活性。将ＣＲＬ２６９０细胞分为对照组、ＧＳＫ组与ＧＳＫ＋ＨＣ
组，通过荧光素荧光素酶实验测量细胞 ＡＴＰ的释放水平；采用 ＲＴｑＰＣＲ检测炎症相关基因 ＧＦＡＰ、
ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１０的ｍＲＮＡ表达。结果　在大鼠肠胶质细胞系ＣＲＬ２６９０中检测到ＴＲＰＶ４ｍＲＮＡ和蛋
白表达；ＴＲＰＶ４特异性激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ和低渗透压刺激明显增强了 ＣＲＬ２６９０细胞内钙荧光强
度，而ＴＲＰＶ４特异性抑制剂ＨＣ０６７０４７可抑制此作用（０．４３０３８±０．０６３６５ｖｓ０．００４２３±０．００５７８，Ｐ＜
０．０００１）；钙敏感受体（ｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣａＳＲ）激活诱导的外Ｃａ２＋内流也可被ＨＣ０６７０４７所抑制
（Ｐ＜０．０５）；功能上，激活ＴＲＰＶ４可促ＡＴＰ释放、ＥＧＣ反应性增生标志物 ＧＦＡＰ和炎症因子 ＩＬ１β、ＩＬ６
的表达，并抑制抗炎因子ＩＬ１０的表达，该作用可被 ＨＣ０６７０４７所抑制（Ｐ＜０．０５）。结论　激活 ＴＲＰＶ４
可引起肠胶质细胞外Ｃａ２＋内流，并促进ＡＴＰ释放与炎症因子表达，可能参与肠道炎症的发生。
　　［关键词］　 肠胶质细胞；瞬时感受器电位离子通道香草素受体４；Ｃａ２＋信号；三磷酸腺苷；炎症
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　　肠胶质细胞（ｅｎｔｅｒｉｃｇｌｉａｌｃｅｌｌ，ＥＧＣ）作为肠神经系
统（ｅｎｔｅｒｉｃｎｅｒｖｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＥＮＳ）的关键组分之一，近年
来在肠稳态调控中的作用备受研究者关注。脊椎动物

ＥＮＳ中的ＥＧＣ与神经元均来源于胚胎发育过程中的
神经嵴喙部［１－２］，共同组成了相对独立于中枢神经的

具有自主调节功能的肠神经系统［３］。现有研究表明，

ＥＧＣ一方面可协同神经元参与胃肠道运动调节，另一
方面ＥＧＣ在包括肠屏障结构与功能维持［４］、肠腔内营

养成分吸收与肠黏膜分泌、肠道菌群与微生态调控、肠

免疫功能维护中均发挥着重要作用［５］；本课题组前期研

究也显示，在肠缺血再灌注损伤刺激下，ＥＧＣ可分泌
ＧＤＮＦ上调肠上皮间紧密连接蛋白表达，增强肠屏障功
能，发挥肠保护作用［６］。因此，进一步阐明ＥＧＣ的分子
与细胞调节通路对于深入了解生理与不同病理条件下

肠稳态调控机制、发现新型干预靶点具有重要意义。

　　Ｃａ２＋是介导 ＥＧＣ与肠神经元之间通讯的关键介
质。近来有研究显示，ＥＧＣ胞内 Ｃａ２＋流动可通过作用
于肠神经元来激活肠道动力，而干预ＥＮＳ中半通道蛋
白ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３可改变ＥＧＣ之间以及ＥＧＣ神经元之间
Ｃａ２＋流动以及 ＡＴＰ依赖性神经传导，抑制肠道蠕
动［７］，这也被认为可能是肠道炎症以及假性肠梗阻发

生的重要机制［８－９］。但有关ＥＧＣＣａ２＋与肠道炎症之间
的调节机制仍有待进一步阐明。瞬时感受器电位离子

通道香草素受体４（ｔｒａｎｓｉｅｎｔｒｅｃｅｐｔｏｒｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｎｉｌｌｏｉｄ
４，ＴＲＰＶ４）是一种非选择性 Ｃａ２＋通道蛋白，其活化后
介导Ｃａ２＋内流，参与多种生理功能调控，同时能被包括
机械刺激、热和内源性花生四烯酸代谢物（环氧二十

三烷酸）在内的多种物理化学刺激以及炎症刺激激

活，参与炎症反应［１０－１１］。目前研究已证实 ＴＲＰＶ４在

肠上皮细胞、肠巨噬细胞和肠神经元等细胞中的表

达［１２－１４］。ＴＲＰＶ４的激活会导致细胞内Ｃａ２＋浓度上升、
趋化因子释放，从而导致结肠炎发病率以及上皮屏障

通透性的增加［１５－１６］，相关调控机制尚须进一步阐明。

　　目前有关ＴＲＰＶ４在ＥＧＣ中表达及相关作用仍未
见报道。ＥＧＣ作为肠道免疫与肠屏障稳态的调节者，
其对周围环境作出的反应可能与胞内Ｃａ２＋信号密切相
关，但目前尚不清楚 ＴＲＰＶ４是否参与 ＥＧＣ的炎症调
节功能。本研究利用体外 ＥＧＣ培养模型验证了
ＴＲＰＶ４在ＥＧＣ中的表达，使用 ＴＲＰＶ４特异性激动剂
及拮抗剂观察到了其对 ＥＧＣ细胞 ＡＴＰ释放、炎症相
关基因ＧＦＡＰ、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＬ１０表达及外钙内流的明
显影响，提示 ＥＧＣ可能通过 ＴＲＰＶ４Ｃａ２＋信号参与肠
道炎症的进程。

１　材料与方法

１．１　试剂与耗材
　　ＴＲＰＶ４激动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ、ＴＲＰＶ４拮抗剂
ＨＣ０６７０４７和ＣａＳＲ特异性激动剂 ＧｄＣｌ３购自 ＭＣＥ公
司（美国）；ＣａＣｌ２购自上海生工（中国）；ＡＴＰ检测试剂
盒购自碧云天（中国）；胎牛血清购自ＨｙＣｌｏｎｅ（美国）；
ＤＭＥＭ高糖培养基购自 Ｇｉｂｃｏ（美国）；Ｆｕｒｏ２／ＡＭ购
自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）；盖玻片购自鼎国昌盛（北
京）；１２孔板购自 Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ公司（美国）；实时定量
ＲＴｑＰＣＲ和反转录试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司（日本）。
１．２　细胞培养
　　大鼠肠胶质细胞系 ＣＲＬ２６９０购自美国 ＡＴＣＣ细
胞库，培养于添加 １０％胎牛血清和 １％青链霉素的
ＤＭＥＭ高糖培养基中，置于５％ＣＯ２的３７℃细胞孵箱
中培养。
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１．３　单细胞荧光钙成像及离子浓度测定
　　将ＣＲＬ２６９０细胞适量接种到１２孔爬片上，置于
５％ＣＯ２的３７℃细胞培养箱中培养２４ｈ。
１．３．１　激活ＴＲＰＶ４对肠胶质细胞内Ｃａ２＋信号的影响
　　准备ＥＧＣ细胞爬片，并分为下列２组：①ＧＳＫ（ｎ＝
２６）；②ＧＳＫ＋ＨＣ（ｎ＝２６）；用生理盐溶液（ＰＳＳ）漂洗细
胞爬片，洗去爬片上残留的培养基，然后加载 Ｆｕｒａ２
乙酰氧基甲（ａｃｅｔｏｘｙｍｅｔｈｙｌ，ＡＭ）［溶解于０．０１％Ｆ１２７＋
０．１％ＤＭＳＯ的正常生理盐溶液（ＰＳＳ）中］，３７℃孵箱
避光孵育５０ｍｉｎ，然后在ＰＳＳ或ＰＳＳ＋ＨＣ０６７０４７液中
清洗至少１５ｍｉｎ。之后，将细胞爬片安装在徕卡ＤＭｉ８
显微镜载物台上的灌注室中，注入 ＰＳＳ或 ＰＳＳ＋
ＨＣ０６７０４７溶液５００μＬ，圈选明亮且饱满的细胞，在室
温（２２℃）下使用增强型 ＣＣＤ（ＩＣＣＤ２００）相机记录加
药前荧光基线变化，基线平稳后，在灌流室中加入

ＧＳＫ１０１６７９０Ａ（终浓度 ０．５ｎｍｏｌ／Ｌ），使用 ＭｅｔａＦｌｕｏｒ
成像系统连续监测３４０、３８０ｎｍ激发波下细胞发出的
Ｆｕｒａ２荧光比率，并记录下来以供后期分析。记录加
药前后荧光比率的变化。

１．３．２　低渗 （Ｈｙｐｏｔｏｎｉｃ）刺激对肠胶质细胞内Ｃａ２＋信
号的影响　　准备ＥＧＣ细胞爬片，并分为下列２组：①
低渗（ｎ＝３５）；②低渗＋ＨＣ（ｎ＝２９）。同上用５μｍｏｌ／Ｌ
Ｆｕｒａ２乙酰氧甲酯（ＡＭ）ＰＳＳ溶液中避光孵育５０ｍｉｎ，
孵育结束后用ＰＳＳ清洗至少１５ｍｉｎ。如上述安装细胞
爬片，灌流槽注入ＰＳＳ溶液 ５００μＬ，通过记录Ｆ（３４０／
３８０）荧光比率来反映胞内 Ｃａ２＋浓度的变化。基线平
稳后，去掉ＰＳＳ溶液并换为低渗液５００μＬ（低渗液渗
透压为１７０ｍＯｓｍ），继续观察待基线平稳，再将灌流槽
中换为ＰＳＳ，记录Ｆ（３４０／３８０）荧光比率的变化。
１．３．３　细胞钙敏感受体 （Ｃａｌｃｉｕｍｓｅｎｓｉｔｉｖｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＣａＳＲ）激活后外钙内流的 Ｃａ２＋通道　　准备 ＥＧＣ细
胞爬片，并分为下列 ４组：①ＧｄＣｌ３（ｎ＝９）；②ＧｄＣｌ３＋
ＨＣ（ｎ＝２７）；③ＣａＣｌ２（ｎ＝２５）；④ＣａＣｌ２＋ＨＣ（ｎ＝３０）。
同上孵育细胞，用 ＰＳＳ或（ＰＳＳ＋ＨＣ０６７０４７溶液）清洗
１５ｍｉｎ，如上述安装细胞爬片，使用 ＣａＳＲ激动剂
（ＧｄＣｌ３或ＣａＣｌ２）刺激，记录 Ｆ（３４０／３８０）荧光比率的
变化。

　　Ｆ（３４０／３８０）荧光比率即胞内Ｃａ２＋浓度的变化。ΔＦ
（３４０／３８０）为添加药物后所有细胞Ｆ（３４０／３８０）最大值减
去加药前Ｆ（３４０／３８０）基线值。ＰＳＳ溶液包含（ｍｍｏｌ／Ｌ）：
１４０Ｎａ＋、５Ｋ＋、２Ｃａ２＋、１４７Ｃｌ－、１０ＨＥＰＥＳ和 １０葡萄
糖，ｐＨ＝７．４；低渗溶液包含（ｍｍｏｌ／Ｌ）：７０Ｎａ＋、５Ｋ＋、
２Ｃａ２＋、７７Ｃｌ－、１０ＨＥＰＥＳ和１０葡萄糖，ｐＨ＝７．４。
１．４　ＲＮＡ提取和实时定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
　　使用 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试剂（Ｃａｔ．Ｎｏ．９１０９，Ｔａｋａｒａ，

Ｊａｐａｎ）提取各细胞的总 ＲＮＡ。使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ聚
合酶（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｒ０５０Ａ，ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）合成 ｃＤＮＡ。
然后，将每个 ｃＤＮＡ扩增 ５０ｎｇ作为模板，使用 Ｓｔｅｐ
ＯｎｅＰｌｕｓ设备（Ａｒｔ．Ｎｏ．２７２００８３４２，ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，
ＵＳＡ）和 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ试剂盒（Ｃａｔ．Ｎｏ．
ＲＲ８２０Ａ，ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）进行 ＲＴｑＰＣＲ。所有样品
均为一式 ３份，甘油醛３磷酸脱氢酶（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ
３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）作为内参基因。
使用２－ΔΔＣｔ相对定量方法对数据进行量化，对内参基
因ＧＡＰＤＨ表达进行归一化，并以 ＴＲＰＶ４与 ＧＡＰＤＨ
ｍＲＮＡ水平的比率表示。引物设计见表１。

表１　 ＲＴｑＰＣＲ引物序列与片段长度

引物 序列（５′→３′） 片段长度／ｂｐ

ＧＡＰＤＨ（Ｒａｔ）
上游：ＣＡＡＧＧＣＴＧＴＧＧＧＣＡＡＧＧＴＣＡＴ

下游：ＧＣＣＴＧＣＴＴＣＡＣＣＡＣＣＴＴＣＴＴＧ
１５３

ＧＡＰＤＨ（Ｈｕｍａｎ）
上游：ＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴＡＴＴＧＧＧ

下游：ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴＧＧＧＡＴＴ
２１１

ＴＲＰＶ４（Ｒａｔ）
上游：ＣＡＧＣＡＡＧＡＴＣＧＡＧＡＡＣＣＧＣＣＡＴ

下游：ＣＧＡＡＣＴＴＡＣＧＣＣＡＣＴＴＧＴＣＣＣＴ
８０

ＴＲＰＶ４（Ｈｕｍａｎ）
上游：：ＣＴＡＣＧＧＣＡＣＣＴＡＴＣＧＴＣＡＣＣ

下游：ＴＴＡＧＧＣＧＴＴＴＣＴＴＧＴＧＧＧＴＣＡ
２１５

ＧＦＡＰ（Ｒａｔ）
上游：ＡＧＡＧＧＡＡＧＧＴＴＧＡＧＴＣＧＣＴＧＧＡＧ

下游：ＡＧＡＧＣＣＧＣＴＧＴＧＡＧＧＴＣＴＧＧ
１４５

ＩＬ１β（Ｒａｔ）
上游：ＡＡＴＣＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＡＴＣＴＣＧＡＣＡＡＧ

下游：ＴＣＣＡＣＧＧＧＣＡＡＧＡＣＡＴＡＧＧＴＡＧＣ
９８

ＩＬ６（Ｒａｔ）
上游：ＡＣＴＴＣＣＡＧＣＣＡＧＴＴＧＣＣＴＴＣＴＴＧ

下游：ＴＧＧＴＣＴＧＴＴＧＴＧＧＧＴＧＧＴＡＴＣＣＴＣ
１１０

ＩＬ１０（Ｒａｔ）
上游：ＣＴＧＣＡＴＡＧＡＡＧＣＣＴＡＣＧＴＧＡＣＡＣＴＣ

下游：ＡＣＧＡＧＧＴＴＴＴＣＣＡＡＧＧＡＧＴＴＧＣＴＣ
１３７

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析
　　全细胞裂解物在变性 １０％或 １２％的 ＳＤＳＰＡＧＥ
胶上分离，并转移到聚偏氟乙烯膜（Ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）上 （Ｃａｔ．Ｎｏ．ＩＳＥＱ０００１０，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，
ＵＳＡ）。室温下将ＰＶＤＦ膜置于含５％牛血清白蛋白的
ＴＢＳＴ封闭液中封闭６０ｍｉｎ，之后用特异性一抗于４℃
恒温孵育过夜：抗 ＴＲＰＶ４（Ｃａｔ．Ｎｏ．ａｂ３９２６０，ａｂｃａｍ）和
抗ＧＡＰＤＨ（Ｃａｔ．Ｎｏ．５１７４Ｓ，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ），
所有一抗稀释比例为１∶１０００。用 ＴＢＳＴ冲洗３遍，每
遍１０ｍｉｎ，在室温下将 ＰＶＤＦ膜与 ＨＲＰ结合的抗兔
（Ｃａｔ．Ｎｏ．７０７４Ｐ２，ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）二抗孵育
６０ｍｉｎ。增强化学发光液（Ｃａｔ．Ｎｏ．３４０９４，Ｔｈｅｒｍｏ，
ＵＳＡ）用于检测免疫反应条带。
１．６　免疫荧光检测
　　将细胞接种于３５ｍｍ培养皿的盖玻片上，在室温
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下用４％多聚甲醛固定 １５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ清洗 ３次，每
次５ｍｉｎ。细胞在室温下用山羊血清封闭６０ｍｉｎ，然后
用抗 ＴＲＰＶ４（Ｃａｔ．Ｎｏ．ａｂ３９２６０，ａｂｃａｍ）抗体或 ＧＦＡＰ
（Ｃａｔ．Ｎｏ．ｓｃ３３６７３，ＳＡＮＴＡＣＲＵＺ）在 ４℃下孵育过
夜。细胞在 ＰＢＳ中洗涤 ３次后，用 Ｄｙｌｉｇｈｔ４８８（Ｃａｔ．
Ｎｏ．ＢＳ１００１７，ｂｉｏｗｏｒｌｄ）或ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ６４７（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ａ０４６８，
碧云天）标记的二抗在室温下孵育 ６０ｍｉｎ。最后，用
ＤＡＰＩ（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｃ００２１，Ｓｏｌａｒｂｉｏ）对细胞核染色 １０ｍｉｎ。
在共聚焦显微镜（ＺＥＩＳＳ８８０，德国）上捕捉图像。
１．７　ＡＴＰ检测
　　通过荧光素荧光素酶测定法（ＡＴＰ检测试剂盒，
Ｓ００２６，碧云天）和酶标仪（ＶａｒｉｏｓｋａｎＦｌａｓｈ，Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＵＳＡ），按照试剂盒说明书进行。各组细胞
处理２４ｈ后，取细胞培养液２０μＬ，用于后续的测定。
１．８　统计学分析
　　应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０绘图软件进行数据统
计、分析和图片制作，所有数据以 珋ｘ±ｓ表示。２组之间
的比较采用独立样本 ｔ检验，多组之间比较则采用单
因素方差分析。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＴＲＰＶ４在大鼠ＥＧＣ细胞中的表达
　　首先检测 ＴＲＰＶ４在大鼠肠胶质细胞系 ＣＲＬ

２６９０、大鼠小肠上皮细胞系 ＩＥＣ６（ＴＲＰＶ４阳性对照细
胞）以及人胚肾细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ（ＴＲＰＶ４阴性对照细
胞）中的表达水平。ＲＴｑＰＣＲ（图 １Ａ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
（图１Ｂ）结果显示，ＴＲＰＶ４在大鼠胶质细胞系 ＣＲＬ
２６９０和阳性对照细胞系 ＩＥＣ６均有表达，而在阴性对
照细胞系 ＨＥＫ２９３Ｔ不表达。免疫荧光检测结果（图
１Ｃ）显示，ＴＲＰＶ４在大鼠胶质细胞系 ＣＲＬ２６９０与
ＥＧＣ标记蛋白 ＧＦＡＰ存在细胞质内的阳性染色分布
与共定位表达，进一步证实了ＴＲＰＶ４在大鼠胶质细胞
系ＣＲＬ２６９０的表达。
２．２　ＴＲＰＶ４活性变化可引起ＥＧＣ细胞内钙荧光信号
　　ＣＲＬ２６９０细胞未进行药物处理时，Ｆ３４０／３８０基
线值较低，荧光呈灰色 （图 ２Ａ）；细胞加入 ＴＲＰＶ４激
动剂 ＧＳＫ１０１６７９０Ａ（ＧＳＫ，０．５ｎｍｏｌ／Ｌ）后，Ｆ３４０／３８０
比值呈明显升高，荧光强度增加，荧光呈蓝色（图

２Ｂ）；细胞加入 ＴＲＰＶ４特异性抑制剂 ＨＣ０６７０４７
（３μｍｏｌ／Ｌ）后，Ｆ３４０／３８０荧光比率下降，荧光呈灰色，
部分呈淡蓝色（图２Ｃ）。以上结果显示（图２Ｄ），细胞
静息状态时，大鼠肠胶质细胞 ＣＲＬ２６９０细胞质中
Ｃａ２＋浓度较低，而加药刺激细胞 ＴＲＰＶ４活化后，细胞
内Ｃａ２＋浓度快速上升，反之抑制ＴＲＰＶ４活性则会抑制
这一现象。
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Ａ、Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析 ＴＲＰＶ４在 ＣＲＬ２６９０、ＩＥＣ６及 ＨＥＫ２９３Ｔ中的 ｍＲＮＡ和蛋白水平　１：ＣＲＬ

２６９０；２：ＩＥＣ６；３：ＨＥＫ２９３Ｔ；Ｃ：免疫荧光染色分析ＴＲＰＶ４（红色）和ＧＦＡＰ（绿色）蛋白在ＣＲＬ２６９０细胞中的表达

与共定位　细胞核被ＤＡＰＩ染成蓝色

图１　肠胶质细胞系ＣＲＬ２６９０中ＴＲＰＶ４的表达（ｎ＝３）

０２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：对照组；Ｂ：ＧＳＫ组；Ｃ：ＧＳＫ＋ＨＣ组；箭头示荧光变化；Ｄ：比较 ３组荧光强度变化　１：对照组；２：ＧＳＫ组；３：
ＧＳＫ＋ＨＣ组；ａ：Ｐ＜０．０００１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０００１，与ＧＳＫ组比较

图２　 荧光钙成像观察加药处理前后ＣＲＬ２６９０细胞内Ｃａ２＋信号荧光强度变化（ｎ＝１３）

２．３　化学刺激ＴＲＰＶ４增加ＥＧＣ细胞内Ｃａ２＋信号
　　为了进一步确认ＣＲＬ２６９０细胞中ＴＲＰＶ４的Ｃａ２＋

调节功能，使用单细胞荧光 Ｃａ２＋成像系统检测了
ＴＲＰＶ４特异性激动剂ＧＳＫ刺激ＣＲＬ２６９０细胞后胞内
的Ｃａ２＋信号变化。结果显示，ＧＳＫ能增强其胞内Ｃａ２＋信
号，而这种反应能被 ＨＣ０６７０４７所抑制［（０．４３０３８±
０．０６３６５）ｖｓ（０．００４２３±０．００５７８），Ｐ＜０．０００１，图３］，
表明肠胶质细胞内 Ｃａ２＋信号对 ＧＳＫ的反应是 ＴＲＰＶ４
特异性的。

２．４　低渗刺激ＴＲＰＶ４增加ＥＧＣ细胞内Ｃａ２＋信号
　　为了确认物理刺激对 ＣＲＬ２６９０细胞的 Ｃａ２＋信号
的影响以及 ＴＲＰＶ４在其中的作用，使用单细胞荧光
Ｃａ２＋成像系统检测了低渗透压刺激（ｈｙｐｏｓｍｏｌａｌｉｔｙ，
Ｈｙｐｏ）对ＣＲＬ２６９０胞内Ｃａ２＋信号的影响。结果显示，
低渗刺激也能促进其胞内 Ｃａ２＋信号上升，而该反应亦

能被 ＨＣ０６７０４７部分阻断［（０．０３０５７±０．０１５８９）ｖｓ
（０．０２０６７±０．００６９１），Ｐ＜０．０００１，图４］。这表明，肠
胶质细胞内Ｃａ２＋信号对物理刺激的反应也是ＴＲＰＶ４特
异性的。

２．５　ＴＲＰＶ４介导ＣａＳＲ诱导的ＥＧＣ细胞外Ｃａ２＋内流
　　已知钙敏感受体 ＣａＳＲ为 ＴＲＰＶ４的上游调控蛋
白。为了验证 ＣＲＬ２６９０细胞中，ＴＲＰＶ４是否参与
ＣａＳＲ介导的细胞外 Ｃａ２＋内流，使用单细胞荧光 Ｃａ２＋

成像系统检测了 ＣａＳＲ特异性激动剂 ＧｄＣｌ３（图 ５Ａ～

Ｃ）及高细胞外Ｃａ２＋浓度（图５Ｄ～Ｆ）刺激ＣＲＬ２６９０细
胞后，胞内Ｃａ２＋信号的变化。结果显示，两种刺激均可
诱导细胞内 Ｃａ２＋信号上升，而该作用能被 ＨＣ０６７０４７
部分阻断。这表明，在 ＣＲＬ２６９０细胞中 ＴＲＰＶ４通道
参与了ＣａＳＲ诱导的细胞外Ｃａ２＋内流。
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Ａ：ＧＳＫ诱导Ｃａ２＋信号变化；Ｂ：ＨＣ预处理后 ＧＳＫ诱导 Ｃａ２＋信号变化；Ｃ：比较２组 Ｃａ２＋信号变化　１：ＧＳＫ组；

２：ＧＳＫ＋ＨＣ组　ａ：Ｐ＜０．０００１，与ＧＳＫ组比较

图３　单细胞荧光 Ｃａ２＋成像检测ＴＲＰＶ４特异性激动剂ＧＳＫ刺激ＣＲＬ２６９０细胞后胞内Ｃａ２＋信号变化（ｎ＝２６）

１２４　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）
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Ａ：低渗诱导Ｃａ２＋信号变化 （ｎ＝３５）；Ｂ：ＨＣ预处理后低渗诱导 Ｃａ２＋信号变化（ｎ＝２９）；Ｃ：低渗组与低渗＋ＨＣ组
Ｃａ２＋信号变化比较　１：低渗组；２：低渗＋ＨＣ组；ａ：Ｐ＜０．０００１，与ＧＳＫ组比较

图４　单细胞荧光 Ｃａ２＋成像检测低渗透压刺激ＣＲＬ２６９０细胞后细胞内Ｃａ２＋信号变化
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Ａ：ＧｄＣｌ３诱导Ｃａ
２＋信号变化（ｎ＝９）；Ｂ：ＨＣ预处理后ＧｄＣｌ３诱导Ｃａ

２＋信号变化（ｎ＝２７）；Ｃ：２组Ｃａ２＋信号变化比较
　１：ＧｄＣｌ３组；２：ＧｄＣｌ３＋ＨＣ组；ａ：Ｐ＜０．０００１，与ＧｄＣｌ３组比较；Ｄ：ＣａＣｌ２诱导Ｃａ

２＋信号变化（ｎ＝２５）；Ｅ：ＨＣ预处
理后ＣａＣｌ２诱导Ｃａ

２＋信号变化（ｎ＝３０）；Ｆ：２组Ｃａ２＋信号变化比较　１：ＣａＣｌ２组；２：ＣａＣｌ２＋ＨＣ组；ａ：Ｐ＜０．０００１，与
ＣａＣｌ２组比较

图５　单细胞荧光 Ｃａ２＋成像检测激活ＣａＳＲ后ＣＲＬ２６９０胞内Ｃａ２＋信号变化

２．６　ＴＲＰＶ４激动剂诱导ＥＧＣ细胞ＡＴＰ释放
　　已知ＡＴＰ是ＥＧＣ参与肠神经系统炎症反应的一
种关键介质。为了观察在 ＣＲＬ２６９０细胞中激活
ＴＲＰＶ４能否促进 ＡＴＰ释放，使用荧光素荧光素酶法
检测ＧＳＫ（０．５μｍｏｌ／Ｌ）处理不同时间后，培养基中
ＡＴＰ的含量（图 ６Ａ）。ＥＧＣ的 ＡＴＰ释放浓度与 ＧＳＫ
处理时长正相关。ＴＲＰＶ４抑制剂ＨＣ０６７０４７（５μｍｏｌ／Ｌ）
明显降低了 ＧＳＫ诱导的 ＡＴＰ释放（图 ６Ｂ）。这些结
果表明，ＴＲＰＶ４通道的激活是导致 ＥＧＣ释放 ＡＴＰ的
可能重要机制之一。

２．７　ＴＲＰＶ４激动剂促进ＥＧＣ细胞炎症因子表达
　　为了进一步确定 ＴＲＰＶ４是否参与肠胶质细胞对
炎症的调控，通过 ＧＳＫ刺激 ＣＲＬ２６９０细胞 ２４、４８ｈ
后，ＲＴｑＰＣＲ检测 ＥＧＣ反应性增生标记物 ＧＦＡＰ、促
炎因子ＩＬ１β和ＩＬ６以及抗炎因子 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达
变化。结果显示，ＧＳＫ刺激 ２４、４８ｈ后可显著上调
ＧＦＡＰ、ＩＬ１β和 ＩＬ６表达，而下调 ＩＬ１０表达；而该作
用能被ＨＣ０６７０４７阻断（图７）。表明ＴＲＰＶ４通道活化
可能是ＥＧＣ参与肠道炎症反应的重要机制。

２２４ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（５）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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Ａ：ＧＳＫ０．５μｍｏｌ／Ｌ处理后细胞外ＡＴＰ浓度变化（ｎ＝３）　１：对照组；２：５ｍｉｎ组；３：１０ｍｉｎ组；４：２０ｍｉｎ组；
５：３０ｍｉｎ组；６：４０ｍｉｎ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；Ｂ：ＨＣ预处理后，ＧＳＫ０．５μｍｏｌ／Ｌ处理４０ｍｉｎ后细胞外
ＡＴＰ浓度变化（ｎ＝４）　１：对照组；２：ＧＳＫ组；３：ＧＳＫ＋ＨＣ组；ａ：Ｐ＜０．００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０００１，与ＧＳＫ
组比较

图６　荧光素酶法测定ＧＳＫ激活ＴＲＰＶ４后ＣＲＬ２６９０胞外ＡＴＰ浓度变化
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１：２４ｈ对照组；２：２４ｈＧＳＫ组；３：２４ｈＧＳＫ＋ＨＣ组；４：４８ｈ对照组；５：４８ｈＧＳＫ组；６：４８ｈＧＳＫ＋ＨＣ组
Ａ：ＥＧＣ反应性增生标记物ＧＦＡＰｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．００５，与ＧＳＫ组比较；Ｂ：促炎
因子ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０００１，与 ＧＳＫ组比较；Ｃ：促炎因子 ＩＬ６ｍＲＮＡ
的表达　ａ：Ｐ＜０．００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０００５，与 ＧＳＫ组比较；Ｄ：抗炎因子 ＩＬ１０ｍＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜
０．００５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＧＳＫ组比较

图７　ＲＴｑＰＣＲ检测ＧＳＫ激活ＴＲＰＶ４后ＣＲＬ２６９０细胞炎症因子表达变化（ｎ＝３）

３　讨论

　　ＴＲＰＶ４是一种定位于细胞质膜上的非选择性阳
离子通道，对Ｃａ２＋具有通透性，可被物理和化学刺激激
活，从而促进胞外Ｃａ２＋内流或通过触发钙诱导的钙释
放机制（ｃａｌｃｉｕｍｉｎｄｕｃｅｄｃａｌｃｉｕｍｒｅｌｅａｓｅ，ＣＩＣＲ）引起内

质网上内部存储Ｃａ２＋释放，产生重复的Ｃａ２＋振荡，导致
许多来自该通道活化后的生理与病理反应［１７］。本研

究率先验证了大鼠 ＥＧＣ中丰富的 ＴＲＰＶ４表达，显示
ＴＲＰＶ４是ＥＧＣ的重要钙信号通道与机械感受器。激
活 ＣａＳＲ可诱导 ＥＧＣ胞内 Ｃａ２＋信号增强，而抑制
ＴＲＰＶ４通道活性可显著降低 ＣａＳＲ引起的外 Ｃａ２＋内
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流，提示可能存在 ＣａＳＲＴＲＰＶ４Ｃａ２＋信号通路。这些
发现表明，ＴＲＰＶ４可能介导 ＥＧＣ的 Ｃａ２＋反应，参与
ＥＧＣ对肠道炎症的调节。
　　目前研究显示 ＥＧＣ在外界环境变化时存在着不
同的功能状态，故而“激活”（ａｃｔｉｖａｔｅｄ）、“反应性”
（ｒｅａｃｔｉｖａｔｅｄ）和 “胶质病”（ｇｌｉｏｐａｔｈｙ）等术语常被用来
描述肠胶质细胞的不同状态，这也反映了ＥＧＣ在参与
肠稳态维持中的复杂角色［１８］。有研究认为，“激活”是

一个正常的生理过程，下游效应通常被认为是有益的，

可以调节肠道反射和／或维持体内平衡；“反应性”胶
质增生通常是有害的，表现出促炎功能；“胶质病”是

指肠神经胶质的功能严重失调或适应不良反应和／或
存活［１８］。Ｃａ２＋信号通路已被证实参与了 ＥＧＣ的炎症
调节机制，ＡＴＰ则是 ＥＧＣ促进肠道炎症的重要介质，
但其调节机制仍需阐明［１９］。作为一种重要的非选择

性Ｃａ２＋通道蛋白，之前的研究已证明激活ＴＲＰＶ４可通
过自分泌或旁分泌途径刺激细胞 ＡＴＰ释放 。在胆管
细胞纤毛中，ＴＲＰＶ４激活通过顶端ＡＴＰ释放诱导碳酸
氢盐的分泌［２０］。肾髓质的升肢粗段内渗透压的下降

通过ＴＲＰＶ４的激活刺激ＡＴＰ释放［２１］。小鼠和大鼠胃

上皮中激活 ＴＲＰＶ４，有助于 ＡＴＰ释放与胃排空［２２］。

人类肺部成纤维细胞中激活ＴＲＰＶ４，可促进ＡＴＰ被释
放到细胞外空间［２３］。ＡＴＰ释放与嘌呤能信号传导在
“反应性”ＥＧＣ胶质增生引起的肠道炎症反应中发挥
重要作用［２４］。因此，我们推测 ＴＲＰＶ４可能参与 ＥＧＣ
的ＡＴＰ产生与释放。结果显示，ＴＲＰＶ４激动剂 ＧＳＫ
可显著刺激 ＥＧＣ释放 ＡＴＰ，干预 ＴＲＰＶ４活性则可抑
制ＡＴＰ的释放，表明 ＴＲＰＶ４的活化确实可以促进
ＥＧＣ释放ＡＴＰ，这可能是ＥＧＣ由激活状态转向反应状
态的一个重要环节；同时，激活ＴＲＰＶ４可引起 ＥＧＣ反
应性增生标记物ＧＦＡＰ表达上调，进一步证明 ＴＲＰＶ４
的活化可能参与ＥＧＣ转向反应状态的过程。
　　反应性 ＥＧＣ增生与炎症性肠病发生关系密切，
ＥＧＣ可通过包括腺苷 ２Ｂ受体（Ａ２ＢＲ）、ＩＬ１β、ＴＬＲ４
等多个信号分子参与炎症进程［２５］。本研究结果显示，

ＴＲＰＶ４激动剂ＧＳＫ可显著上调促炎因子ＩＬ１β和ＩＬ６
表达，而下调抗炎因子 ＩＬ１０的表达，该作用能被
ＨＣ０６７０４７阻断。这表明ＴＲＰＶ４通道的激活可诱导炎
症因子表达，介导 ＥＧＣ对肠道炎症进程的调控。总
之，ＥＧＣ细胞中 ＴＲＰＶ４通道的激活，可能通过促进
ＡＴＰ释放与炎症因子的表达共同影响细胞状态转变，
从而参与肠道炎症调节。本研究结果为临床肠道炎症

性疾病治疗提供新的研究思路。
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