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　　新生血管形成在肿瘤的形成与转移中起重要作用。通

过干扰血管形成来抑制肿瘤已成为临床生物治疗策略［１２］，

其中血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）单克隆抗体贝伐单抗

（ｂｅｖａｃｉｚｕｍａｂ，商品名Ａｖａｓｔｉｎ），已被美国食品药品监督管理

局（ＦＤＡ）批准为大肠癌肝转移的临床治疗一线用药［３］。在

ＶＥＧＦ的胞内信号转导过程中，Ｃａ２＋作为第二信使分子，其

浓度变化，可以通过下游的信号途径使多种相关酶的活性改

变，促进内皮细胞的增殖与分化，调节新生血管形成［４５］。为

了明确一种新的钙通道蛋白瞬间受体电位通道 Ｃ亚家族

（ＴＲＰｃａｎｏｎｉｃａｌ，ＴＲＰＣ）是否参与 ＶＥＧＦ的调节过程，本研

究选用ＴＲＰＣ３、６、７通道的阻滞剂ＳＫＦ９６３６５观察其对血管

内皮细胞内游离钙离子浓度的影响。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　人脐静脉内皮细胞系（ＨＵＶＥＣ）购

自美国 ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司，ＶＥＧＦ１６５ 购自美国 Ｒ＆Ｄ 公司，

ＳＫＦ９６３６５、钙染料Ｆｕｒａ２ＡＭ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，活细胞

工作站应用中科院神经科学所 ＮｉｋｏｎＴＥ２０００Ｅ系统。

１．２　ＨＵＶＥＣ培养及实验分组　ＨＵＶＥＣ培养液组成：内

皮细胞培养基（ＥＣＭ）＋５％胎牛血清＋内皮细胞生长添加剂

（ＥＣＧＳ）＋青霉素／链霉素，于３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中生长。

细胞传代时使用０．１５％胰酶ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ），实验时所用细

胞均为第３～８代。ＨＵＶＥＣ种在培养皿中直径１０ｍｍ的圆

玻片上，上机实验时以细胞生长至未融合状态为宜。实验

分为对照组、ＳＫＦ组（５μｍｏｌ／Ｌ）、ＶＥＧＦ组（１５ｎｇ／ｍｌ）和

ＶＥＧＦ＋ＳＫＦ组，每组细胞上活细胞工作站检测前先去血清

培养１２ｈ，上机实验后以专用细胞外液冲洗至基线平稳。

ＶＥＧＦ组于基线平稳后５ｍｉｎ继以ＶＥＧＦ滴入１０ｍｉｎ，再换

用胞外液灌洗；ＶＥＧＦ＋ＳＫＦ组则先以５μｍｏｌ／ＬＳＫＦ胞外

液使基线平稳后５ｍｉｎ继以 ＶＥＧＦ滴入１０ｍｉｎ，再换以含

ＳＫＦ的胞外液灌洗１０ｍｉｎ。

１．３　活细胞内游离钙离子浓度检测　参照Ｆｕｒａ２荧光法进

行测定，主要步骤为：将 ＨＵＶＥＣ细胞培养玻片以无血清的

ＭＥＭ培养液清洗后，滴入终浓度为 ５μｍｏｌ／Ｌ的 Ｆｕｒａ２／

ＡＭ溶液，３７℃避光孵育３０ｍｉｎ，洗去细胞外未负载的残余

荧光染料。负载的活细胞于胞外液中室温放置１０ｍｉｎ后上

机检测。

　　参数设置：３４０ｎｍ 和３８０ｎｍ 两个激发光每间隔６ｓ交

替激发Ｆｕｒａ２，测量５１０ｎｍ 左右的发射光，记录到的３４０

ｎｍ／３８０ｎｍ比值代表细胞内游离钙离子浓度，连续记录胞内

钙荧光强度变化曲线。预扫描时调节焦平面使图像清晰，正

式扫描３００ｓ到基线平稳后，选择形态完整、负载良好、完全

贴壁的单个细胞经灌流装置缓慢灌流给药，确保加药过程中

细胞位置不动，记录细胞内钙荧光强度值的变化并由计算机

进行处理，得到［Ｃａ２＋］ｉ变化（相对钙荧光强度值）的时间效

应曲线。实验所测定染色条件和激光扫描参数在整个实验

过程中不变，每实验组先后测定３次，图形均基本一致。

２　结　果

　　对照组以胞外液灌洗至１５ｍｉｎ，可以看到ＨＵＶＥＣ内钙

离子水平保持稳定，３４０／３８０比值维持在０．９左右。个别细

胞可出现自发的钙信号，显示３４０／３８０比值升高。５００ｓ时

细胞３４０／３８０均值０．９０，９００ｓ时细胞３４０／３８０均值０．９１。

ＶＥＧＦ组中，前５ｍｉｎ胞外液冲洗时，游离钙离子浓度稳定

在基线水平，换１５ｎｇ／ｍｌＶＥＧＦ给药刺激后１ｍｉｎ，细胞内

钙离子浓度快速上升，约１００ｓ后到达最高值，３４０／３８０比值

２．８。后钙离子浓度缓慢下降，未再出现新的钙离子高峰。

换用胞外液灌洗１０ｍｉｎ后仍明显高于基线水平，９００ｓ时

３４０／３８０比值１．５０。５μｍｏｌ／Ｌ的ＳＫＦ则显著改变 ＨＵＶＥＣ
对ＶＥＧＦ的反应能力，ＶＥＧＦ＋ＳＫＦ组中，瞬间钙离子升高

仍存在，在５００ｓ时３４０／３８０最大比值２．４５，与 ＶＥＧＦ组比

较无统计学差异，峰值过后钙离子浓度缓慢下降，但是延迟
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期中胞内游离钙离子水平较 ＶＥＧＦ组明显下降，９００ｓ时

３４０／３８０比值为１．０９。仅以５μｍｏｌ／Ｌ的ＳＫＦ灌洗，可以看

到 ＨＵＶＥＣ内钙离子水平保持稳定，３４０／３８０比值维持在

０．８５左右。５００ｓ时细胞３４０／３８０均值０．８６，９００ｓ时细胞

３４０／３８０均值０．８４。

３　讨　论

　　ＴＲＰ离子通道是一种跨膜蛋白质，被激活时允许包括

钙离子在内的阳离子进行跨膜运输。哺乳动物ＴＲＰ通道蛋

白包括几个关联的蛋白家族：ＴＲＰＣ、ＴＲＰＶ、ＴＲＰＭ、ＴＲＰＰ、

ＴＲＰＮ及ＴＲＰＭＬ，其中每个家族又有许多亚型。ＴＲＰ通道

蛋白的作用非常广泛，既可调节多细胞生物的传感性信号转

导，又能在单个细胞层次上发挥信号转导作用，被认为是调

节细胞内钙离子稳态的重要离子通道［６７］。

　　ＴＲＰＣ是ＴＲＰ家族的主要成员之一，在哺乳动物机体

内有非常广泛的表达。ＴＲＰＣ可被胞内钙离子浓度激活，亦

可被Ｇ蛋白偶联受体或酶联受体ＲＴＫ（ｒｅｃｅｐｔｏｒｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉ

ｎａｓｅ）介导的ＰＬＣ信号通路激活，被认为是最可能的钙库操

纵性钙通道和受体操纵性钙通道的分子基础。ＴＲＰＣ包括７

个亚型，即ＴＲＰＣ１７，各亚型的分布与功能有所差别。ＴＲ

ＰＣ对于调节细胞内钙离子水平起到了重要的作用，以往对

ＴＲＰＣ通道蛋白的研究多集中在神经系统，现已开始向其他

系统或脏器拓展。

　　ＴＲＰＣ通道在血管内皮细胞中的研究也得到了充分的

重视。应用ＲＴＰＣＲ的方法，Ｐａｒｉａ等［８］证实人脐静脉内皮

细胞表达 ＴＲＰＣ１、３、４、６、７。但在同一细胞系中，Ｋｈｌｅｒ

等［９］却未检测到ＴＲＰＣ４、６的表达，这可能与细胞的培养状

态、ＰＣＲ条件有关，并且都只是检测了 ｍＲＮＡ的水平，有待

于蛋白水平的进一步检测。

　　钙离子的升高既有胞内钙库的释放，又需要胞外钙的内

流。现有研究表明，在血管内皮细胞中，ＴＲＰＣ通道参与了

胞内钙离子浓度的调控：Ｋｈｌｅｒ等［９］证实了人肠系膜动脉

内皮细胞表达ＴＲＰＣ１和ＴＲＰＣ３，并且ＴＲＰＣ１的激活伴随

了Ｃａ２＋浓度变化。Ｋａｍｏｕｃｈｉ等［１０］在牛的肺动脉内皮细胞

中过表达了ＴＲＰＣ３，以 ＡＴＰ刺激，发现了明显的钙离子内

流。ＴＲＰＣ４基因敲除小鼠模型的血管内皮细胞中，ＡＴＰ刺

激的钙内流大为减弱［１１］。

　　细胞内Ｃａ２＋ 可从细胞外经细胞膜上的钙离子通道流

入，也可从细胞内肌浆网等钙池释放，两种途径互相促进。

本实验中，ＶＥＧＦ引起的快速钙离子升高，已有研究提示由

胞内钙库释放引起，而被ＳＫＦ降低的延迟期钙离子浓度，符

合ＴＲＰＣ通道的电流性质。基于此，我们推测：ＴＲＰＣ可能

参与ＶＥＧＦ信号作用途径，并通过调控钙离子浓度来影响内

皮细胞增殖、成管，在 ＶＥＧＦ刺激新生血管形成过程中起到

了重要的作用。

　　本结果为进一步深入研究ＴＲＰＣ通道的功能提供了实

验室依据，但是ＶＥＧＦ引起的延迟期［Ｃａ２＋］升高，是由ＴＲ

ＰＣ的某一亚型单独介导还是多个亚型同时参与，值得进一

步探讨。
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