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摘要 目的 探讨不同浓度高盐环境下大鼠冠状动脉平滑

肌中钙库操纵的钙内流 ( SOCE) 及其介导的收缩功能的影
响。方法 不同浓度高盐培养基 ( 分别含 137. 65 ～ 167. 65
mmol /L NaCl) 培养离体大鼠冠状动脉 24 h 后，采用免疫组
化检测 Orai1、STIM1、IP3R和 ETA 在冠状动脉平滑肌中表达

情况;应用微血管张力测定系统检测 U46619、ET-1 和 SOCE
诱导的大鼠冠状动脉收缩功能; 用钙成像技术检测

RCASMCs中 SOCE。结果 高盐培养可显著增强 ET-1 和
SOCE诱导的冠状动脉收缩( P ＜ 0. 01) 及 RCASMCs中 SOCE

介导的 Ca2 +内流( P ＜ 0. 01 ) ，并使 Orai1、STIM1、IP3R 在冠
状动脉平滑肌中表达显著上调 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 细胞外
高盐环境可增强激动剂及 SOCE 诱导的大鼠冠状动脉的收
缩功能，其机制可能与平滑肌 IP3 受体-SOCE 途径相关蛋白

表达上调及 SOCE介导的 Ca2 +内流增强有关。
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膳食钠摄入量增高，冠状动脉痉挛和缺血性心

脏病的风险增加，这与冠脉血管反应性的变化有

关［1］。研究［2］证实，高盐饮食使血管床对激动剂的
反应性增强。盐敏感性高血压会引起细胞外液中的
钠水潴留［3］，神经体液因素通过冠脉内受体机制影

响血管张力。有研究［4 － 5］发现血栓素及内皮素受体

下游 IP3 受体-SOCE途经关键性调节了小动脉血管
张力。钙库操纵的钙内流 ( store-operated Ca2 + en-
try，SOCE) 保持内质网 Ca2 +的稳态，是维持血管平

滑肌( vascular smooth muscle cells，VSMCs) 收缩功能
的重要环节。虽然高盐饮食可能导致血管反应性及
细胞外 Na + 浓度的暂时性增加，但其是否改变

SOCE 介导的冠脉收缩及其 Ca2 +内流机制尚不清

楚。该研究旨在讨论细胞外高盐环境对冠状动脉收
缩功能的影响，为高血压相关缺血性心脏病临床治

疗提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 动物 本研究中所用大鼠均严格遵守《中
华人民共和国实验动物管理条例》，并已得到安徽
医科大学动物伦理委员会的允许。实验用动物为体
质量 300 g左右清洁级雄性 SD 大鼠。所有实验大
鼠均于 25℃左右通风环境下自由活动、饮食。
1． 1． 2 试剂与仪器 Orai1、ETA 抗体购自美国 Af-
finity Biosciences 公司; STIM1 抗体购自美国 Gene-
Tex公司; U46619 购自美国 Sigma 公司; ET-1 购自
美国 MedChemExpress 公司; Pluronic F-127 购自美
国 Invitrogen 公司; 微血管张力检测仪 ( DMT620M)
购自丹麦 Danish Myo Technology A /S 公司; 体式辅
助显微镜购自日本奥林巴斯株式会社; 荧光显微镜

( Nikon T200 ) 购 自 日 本 尼 康 公 司。 Krebs 液
( mmol /L ) NaCl 118、KCl 4. 7、CaCl2 2. 5、KH2PO4

1. 2、MgSO4 · 7H2O 1. 2、NaHCO3 25. 2、C6H12 O6

11. 1;高钾溶液 ( mmol /L ) NaCl 58、KCL 60、CaCl2
2. 5、KH2PO4 1. 2、MgSO4·7H2O 1. 2、NaHCO3 25. 2、
C6H12O6 11. 1; 1 mol /L NaCl溶液。
1． 2 方法
1． 2． 1 冠状动脉环的制备 大鼠用 CO2 窒息处死

后，手术剪打开胸腔，取出心脏后置于灭菌 PBS 液
中轻轻挤压排出血液，在显微镜下仔细剥出冠状动

脉，分离周围肌肉组织，注意不要钳夹及牵拉血管。
分离出的冠状动脉剪成 4 段 1. 8 ～ 2. 0 mm 长的血
管环，用细金属丝去除血管内皮。整个分离过程要
在 4℃冰浴且不断通有 95% O2 和 5% CO2 混合气

体的条件下进行。
1． 2． 2 离体血管培养 用无菌 PBS 将游离的冠状
动脉血管环洗 3 次后放入含 10%胎牛血清的 1640
培养基中，分别加入 10、20、30、40 μl 的 1 mol /L
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NaCl溶液，放进培养箱培养 24 h后进行离体血管张
力实验。
1． 2． 3 离体血管张力实验 在 DMT张力仪的浴槽
中预置 5 ml Krebs液并通有 95% O2 和 5% CO2 混

合气体，维持温度在 37 ℃，将培养的冠状动脉血管
环用细钢丝固定于浴槽中。调节张力换能器给血管
施加 2 mN的基础张力，利用 Powerlab 生物信号记
录系统记录血管张力的变化。待血管在 Krebs 液平
衡 1 h 且张力稳定后，用 60 mmol /L 高钾溶液激动
血管 2 次，待达到最大收缩效应时，用 Krebs 液冲洗
3 次至基础张力，每次间隔 5 min。为检测血管内皮
活性，用 1 μmol /L的 U46619 刺激血管收缩，维持 5
min后用 1 μmol /L Ach 诱导血管舒张，若舒张幅度
小于 20%，则说明内皮去除良好，方可进行后续实
验。洗脱 4 次至基线张力后，依次用 U46619 ( 0. 01
～ 3 μmol /L) 、ET-1 ( 1 ～ 300 nmol /L) 诱导血管进行
浓度依赖性收缩，观察并测定其张力变化。在
SOCE 诱导的收缩实验中，首先用不含 CaCl2 的
Krebs液冲洗 3 次以清除细胞外 Ca2 +，每次间隔 5
min，然后加入 1 μmol /L 维拉帕米和 100 nmol /L
ET-1 孵育 10 min 以耗尽内质网中存储的 Ca2 +，记

录 CaCl2 ( 1 ～ 10 mmol /L) 诱导的血管浓度依赖性收
缩。
1． 2． 4 钙成像实验 大鼠冠脉平滑肌细胞株 ( rat
coronary arterial smooth muscle cells，RCASMCs) 传代
种板于 30 mm 玻璃盖玻片上。分别用含 137. 65
mmol /L和 157. 65 mmol /L NaCl 的完全培养基培养
24 h后进行细胞钙成像实验。用含 6 μmol /L Fluo-8
AM和 0. 02% Pluronic F-127 的培养基孵育细胞 30
min，随后在不含 Ca2 + 的 OPSS 缓冲溶液中用 4
μmol /L毒胡萝卜素 ( thapsigargin，TG) 处理 10 min
以耗竭内质网中 Ca2 + 存储，随即添加 2 mmol /L
CaCl2 诱导细胞外 Ca2 +内流。在荧光显微镜下检测
和记录荧光，Fluo-8 的激发和发射波长分别为 488
和 515 nm。将添加细胞外 Ca2 +之后与添加之前的

荧光强度之比( F1 /F0 ) 作为［Ca
2 +］i变化量。

1． 2． 5 免疫组织化学实验 大鼠离体冠状动脉用
不同浓度高盐培养基 ( 分别含 137. 65 ～ 167. 65
mmol /L NaCl) 培养 24 h后，取出并固定于 4% 多聚
甲醛中。脱水并包埋成组织蜡块后切成 5 μm 厚的
切片。经脱蜡、水化、修复抗原后用 0. 3%过氧化氢
处理以封闭内源性过氧化物酶，室温下用 10%山羊
血清封闭 30 min。随后加一抗，在 4℃下孵育过夜。
室温复温 30 min后用 PBS冲洗，室温下用二抗孵育

30 min，经 DAB 显色后用苏木精对切片进行复染，
流水冲洗后用显微镜观察是否染色完全，烘干后用

中性树脂封片晾干，镜下观察并拍照。
1． 3 统计学处理 实验数据均采用以 珋x ± s 表示，
统计分析和绘制统计图采用 Sigma Plot 12. 5 软件，
两组间比较采用双因素方差分析及两独立样本 t 检
验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 高盐培养对 U46619 和 ET-1 诱导的冠状动脉
血管收缩的影响 采用累积给药法加入 U46619
( 0. 01 ～ 3 mmol /L) 或 ET-1 ( 1 ～ 300 nmol /L) ，可诱
导大鼠冠状动脉产生浓度依赖性收缩。与对照组
( 培养基中 NaCl浓度为 137. 65 mmol /L) 相比，大鼠
冠脉在高盐培养后 ( 培养基中 NaCl 浓度为 147. 65
～ 167. 65 mmol /L) 由 U46619 所引发的血管浓度依
赖性收缩增强( P ＜ 0. 05) ，见图 1A及表 1。由 ET-1
所引发的血管浓度依赖性收缩也增强 ( P ＜ 0. 01 ) ，
见图 1B及表 2。这一结果表明，细胞外高盐环境可
增强激动剂诱导的大鼠冠状动脉的收缩功能。

图 1 高盐培养对激动剂诱导的冠状动脉收缩的影响
A: U46619 诱导的冠状动脉浓度依赖性收缩; B: ET-1 诱导的冠

状动脉浓度依赖性收缩; 与 137. 65 mmol /L［NaCl］组比较: * P ＜

0. 05，＊＊P ＜ 0. 01
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2． 2 高盐培养对 SOCE 诱导的冠状动脉血管收缩
的影响 结果如图 2 及表 3 所示，与对照组相比，高
盐培养后 SOCE诱导的冠状动脉浓度依赖性收缩增
强( P ＜ 0. 01) 。

图 2 高盐培养对 SOCE诱导的冠状动脉收缩反应的影响

与 137. 65 mmol /L［NaCl］组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

2． 3 高盐培养对 RCASMCs 中 SOCE 介导 Ca2 +

内流的影响 为了探究高盐环境下 SOCE 介导
Ca2 +内流的变化，选取使冠状动脉收缩最强的高盐

浓度( 培养基中 NaCl 浓度为 157. 65 mmol /L) 处理
RCASMCs 24 h 后做钙成像实验，结果如图 3 所示，

与对照组 ( F1 /F0 = 2. 70 ± 0. 43 ) 相比，高盐培养
( F1 /F0 = 4. 32 ± 0. 59) 使 RCASMCs中 SOCE介导的
Ca2 +内流增强( t = 4. 477，P ＜ 0. 01) 。

图 3 高盐培养对 RCASMCs中 SOCE介导的 Ca2 +内流的影响

A: RCASMCs中 SOCE 介导的 Ca2 + 内流的钙成像代表性曲线;

B: RCASMCs 中 SOCE 介导的 Ca2 + 内流的钙成像的统计图表; 与

137. 65 mmol /L［NaCl］组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

表 1 高盐培养对 U46619 诱导的冠状动脉收缩的影响( n = 6，珋x ± s，% )

NaCl浓度
( mmol /L)

U46619 ( μmol /L)
0． 01 0． 03 0． 1 0． 3 1 3

F值

137． 65 0． 27 ± 0． 29 8． 31 ± 14． 13 36． 10 ± 32． 71 90． 05 ± 36． 00 115． 49 ± 15． 76 125． 45 ± 13． 21 －
147． 65 2． 40 ± 2． 43 33． 06 ± 30． 15 69． 25 ± 44． 09 99． 46 ± 42． 14 122． 72 ± 21． 70 133． 20 ± 20． 59 4． 14*

157． 65 8． 04 ± 6． 33 56． 32 ± 34． 77 103． 98 ± 9． 81 124． 95 ± 7． 51 131． 39 ± 9． 46 133． 01 ± 10． 84 36． 03＊＊

167． 65 0． 56 ± 1． 24 25． 82 ± 27． 66 63． 20 ± 32． 98 111． 98 ± 12． 55 121． 07 ± 12． 35 124． 09 ± 13． 33 4． 73*

与 137． 65 mmol /L［NaCl］组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

表 2 高盐培养对 ET-1 诱导的冠状动脉收缩的影响( n = 6，珋x ± s，% )

NaCl浓度
( mmol /L)

ET-1 ( nmol /L)
1 3 10 30 100 300

F值

137． 65 4． 94 ± 2． 61 49． 37 ± 11． 31 105． 47 ± 9． 68 124． 04 ± 15． 46 137． 64 ± 9． 90 139． 85 ± 9． 49 －
147． 65 13． 67 ± 10． 78 53． 86 ± 24． 27 118． 20 ± 22． 28 144． 71 ± 18． 92 156． 21 ± 19． 56 160． 02 ± 18． 52 12． 39＊＊

157． 65 28． 48 ± 20． 59 86． 89 ± 23． 13 131． 30 ± 8． 15 150． 77 ± 9． 21 158． 73 ± 15． 77 160． 21 ± 16． 33 52． 71＊＊

167． 65 18． 54 ± 7． 59 80． 57 ± 24． 47 133． 45 ± 13． 72 148． 11 ± 8． 04 158． 67 ± 12． 95 160． 36 ± 17． 59 46． 89＊＊

与 137. 65 mmol /L［NaCl］组比较: ＊＊P ＜ 0. 01

表 3 高盐培养对 SOCE诱导的冠状动脉收缩的影响( n = 6，珋x ± s，% )

NaCl浓度
( mmol /L)

CaCl2 ( mmol /L)
1 2． 5 5 10

F值

137． 65 4． 94 ± 2． 61 49． 37 ± 11． 31 105． 47 ± 9． 68 124． 04 ± 15． 46 －
147． 65 13． 67 ± 10． 78 53． 86 ± 24． 27 118． 20 ± 22． 28 144． 71 ± 18． 92 14． 81＊＊

157． 65 28． 48 ± 20． 59 86． 89 ± 23． 13 131． 30 ± 8． 15 150． 77 ± 9． 21 32． 55＊＊

167． 65 18． 54 ± 7． 59 80． 57 ± 24． 47 133． 45 ± 13． 72 148． 11 ± 8． 04 23． 54＊＊

与 137． 65 mmol /L［NaCl］组比较: ＊＊P ＜ 0. 01
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图 4 高盐培养后冠状动脉免疫组化结果 × 400

A: Orai1、STIM1、IP3R和 ETA 蛋白在冠状动脉平滑肌层的表达; B-E: Orai1、STIM1、IP3R和 ETA 蛋白免疫组化平均吸光度值的统计结果;

1: 137. 65 mmol /L［NaCl］; 2: 147. 65 mmol /L［NaCl］; 3: 157. 65 mmol /L［NaCl］; 4: 167. 65 mmol /L［NaCl］; 与 137. 65 mmol /L［NaCl］组比较:
* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 4 IP3R-SOCE相关蛋白的分布和表达 结果如
图 4 所示，用免疫组织化学方法对不同浓度高盐培
养后的离体冠状动脉进行染色，放大 400 倍视野观
察，Orai1、STIM1、IP3R和 ETA 于冠状动脉平滑肌层

均有分布，与对照组相比，高盐培养后，Orai1、STIM1
和 IP3R的表达增强( P ＜ 0. 05) ，ETA 的表达有增强

趋势，但差异无统计学意义。

3 讨论

现有证据［3］表明钠摄入量与血压值之间存在

直接关系，过量的钠摄入已被证明会引发血压的显

著增加，并与缺血性心脏病的发病及其心血管并发

症有关。高钠摄入及血压水平升高与保水、全身外

周阻力增加、内皮功能改变、大弹性动脉结构和功能
改变、交感神经活动改变、心血管系统自主神经调节
有关。一些研究［6］表明，在高钠摄入期间，体内钠
含量的增加虽然很小，也许是暂时的，但仍可能高于

低钠摄入期间，无论是在人类［6］还是在实验模型［7］

中，钠可能在体内积累，而不伴随着水的滞留。此
外，虽然体内钠可能增加的位置尚不清楚，但一些钠

可能存在于细胞内，而很大一部分可能在细胞外液

中［8］。最近的研究［9］表明，钠血浆水平的变化不仅
对小阻力动脉产生影响，而且还可能影响大弹性动

脉的功能和结构。
生理情况下，当第一信使 ( 如内皮素和血栓环

素) 激活细胞膜上 G 蛋白偶联受体，下游第二信使
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1，4，5-三磷酸肌醇( IP3 ) 激活内质网上的 IP3R 引起
内质网中的 Ca2 +释放到胞质中引起血管收缩，钙库

操纵 的 钙 通 道 ( store-operated calcium channel，
SOCC) 是细胞膜钙通道的一种，其开放与胞内钙库
的释放密切相关，是血管收缩机制之一，而 Orai1、
STIM1 是 SOCE 作用的关键蛋白［10］。病理情况下
冠状动脉的粥样硬化处由于内皮损伤和血小板聚集

后能够释放如内皮素和血栓环素等强烈的缩血管因

子，通过 G蛋白偶联受体发挥收缩血管的作用，导
致局部严重的冠脉痉挛，因此 G 蛋白偶联受体-
IP3R-SOCE作用是调节冠脉血管张力不可忽视的因
素。血管平滑肌细胞的增殖、迁移的调节都与
SOCE密切相关，更有动物研究［11 － 12］表明在肺动脉

高压以及自发性高血压的疾病大鼠，肺动脉及胸主

动脉收缩张力增加与 SOCE作用增强有关。
ET-1 对血管平滑肌上 ETA 受体的主要作用是

促进血管收缩、高血压、纤维化、炎症改变以及动脉
粥样硬化。缺血性心脏病患者冠状动脉 ETA 和

ETB受体水平显著高于充血性心衰患者及正常对照
组［13］。高盐诱导高血压大鼠的外周小动脉收缩张
力显著增加，而 SOCE 介导的血管收缩对脑基底动
脉张力的调节起重要作用［14］。有研究［5］证明了血
管激动剂介导的 SOCE信号通路在冠状动脉血管收
缩中的作用，发现 IP3R-SOCE 蛋白水平与冠脉的收
缩张力呈现正相关性。本研究显示高盐培养离体冠
脉后，激动剂 ( U46619、ET-1 和 CaCl2 ) 诱导的血管
收缩力增强，SOCE 介导的 Ca2 +内流增强，冠脉平

滑肌层 G 蛋白偶联受体 ETA 和下游 IP3R 上调，
SOCE蛋白 ( STIM1 和 Orai1 ) 上调。所以本实验中
冠脉收缩增强可能由于细胞外高盐环境引起 IP3R-
SOCE蛋白水平升高及 SOCE 介导的 Ca2 +内流增强

有关。
有研究［15］发现生理范围内细胞外 NaCl 浓度增

加可通过 Na + /Ca2 + 反向交换促使 Ca2 + 进入细胞

( 而不是内钙释放) 从而增强 5-HT 诱导的冠脉收
缩，而细胞外 NaCl浓度进一步升高时由于离子张力
增加冠脉血管张力却是下降的。本研究中在 NaCl
浓度为 137. 65 ～ 157. 65 mmol /L 时，随着盐浓度的
提高，激动剂诱导的冠脉收缩依次增强，Orai1、
STIM1 和 IP3R蛋白在冠状动脉平滑肌的表达依次
上调，而当盐浓度进一步提高到 167. 65 mmol /L时，
激动剂诱导的冠脉收缩较低浓度 NaCl 组反而有所
下降，相应的蛋白表达下调，这可能与离子强度的过

度增加有关，并可能掩盖细胞外 NaCl的生理增加对

冠状动脉血管收缩的显著影响。
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Effects of high-salt environment on store-operated calcium entry and
contractile function in rat coronary artery smooth muscle

He Ke，Xiao Hui，Lu Haoyang，et al
( Dept of Cardiology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effects of high-salt environment on store-operated calcium entry ( SOCE)
and contractile function in rat coronary artery smooth muscle． Methods After culturing the isolated rat coronary ar-
teries in different concentrations of high-salt culture media ( with 137. 65 ～ 167. 65 mmol /L NaCl respectively) for
24 h，the distribution and expression of Orai1，STIM1，IP3R and ETA in coronary artery smooth muscle were detec-

ted by immunohistochemistry assays，U46619，ET-1 and SOCE-induced coronary vasoconstriction were examined
by microvascular tension measurement system，and the SOCE mediated Ca2 + influx in RCASMCs was detected by
calcium imaging technology． Results High-salt environment significantly enhanced ET-1 and SOCE-induced coro-
nary vasoconstriction ( P ＜ 0. 01) and SOCE mediated Ca2 + influx in the RCASMCs ( P ＜ 0. 01) ，and increased the
expression of Orai1，STIM1 and IP3R in coronary artery smooth muscle ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The extracellu-

lar high-salt environment can enhance the contractile function of rat coronary artery induced by agonist and SOCE，
and the mechanism may be associated with the up regulation of key proteins related to the IP3R-SOCE pathway and

the enhancement of Ca2 + influx mediated by SOCE in the rat coronary artery smooth muscle．
Key words high-salt; coronary artery; vasoconstriction; vascular smooth muscle; store-operated calcium entry
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肺炎支原体 P116 基因 FP2 片段的免疫优势和细胞黏附活性
林 康1，文 志1，周 畅1，李文丽1，吴焕武1，刘丹艳2，朱玉林3，王林定1

摘要 目的 通过对肺炎支原体 P116 基因 FP2 段的 453 bp
片段进行了克隆表达，探讨肺炎支原体 P116 蛋白对 A549 细
胞的黏附性。方法 肺炎支原体感染者血清和肺炎支原体
抗体用 Western blot和 ELISA 检测纯化的 P116 蛋白片段的
免疫原性及效价。P116-FP2 多克隆抗体和 A549 细胞黏附
试验用免疫荧光评价肺炎支原体的黏附、黏附抑制。结果
P116-FP2 蛋白具有免疫原性，用该蛋白构建的 ELISA 方法
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具有较高的敏感性和特异性。制备的 P116-FP2 抗体可阻断
肺炎支原体黏附 A549 细胞。随着多克隆抗体效价的增加，

肺炎支原体对 A549 细胞的黏附率明显降低。结论 初步证
明 P116-FP2 蛋白具有免疫反应性。P116-FP2 多克隆抗体能
够抑制肺炎支原体对 A549 细胞的黏附。
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肺炎支原体是一种原核细胞型微生物，是已知

能够自我复制的最小的人类病原体，大约 7% ～
20%的获得性肺炎病例是由该病原体引起的［1 － 2］。
肺炎支原体对宿主呼吸道黏膜上皮细胞的黏附和定

植是成功感染的关键因素之一［3］。这一过程由肺
炎支原体的附着细胞器 ( adherent organelle，AO) 所
介导。AO是一种极化和锥形的细胞延伸，被认为
与肺炎支原体滑动和细胞分裂有关［4］。肺炎支原

·8621· 安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2021 Aug; 56( 8)


