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Abstract Objective To investigate the effect of ＲNA interference on the invasion and migration of hepatocellular
carcinoma cell by epidermal growth factor receptor gene． Methods The expression of EGFＲ and p-EGFＲ was de-
tected by Ｒeal-time PCＲ and Western blot． Cell scratch and Transwell were used to detect the invasion and migra-
tion of MHCC-97H cells． Lipofectamine 2000 was used to transfect MHCC-97H cells． Ｒesults EGFＲ and p-EG-
FＲ were significantly decreased in EGFＲ siＲNA group compared with the normal group ( P ＜ 0. 05) ． Meanwhile，
the invasion and migration of EGFＲ siＲNA group were significantly decreased ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion Interfer-
ing with EGFＲ can reduce the ability of invasion and migration of MHCC-97H cells and reduce the distant metasta-
sis ability of MHCC-97H cells．
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钙库操纵钙内流和钠钙交换体
在卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩中的作用

闫德俊1，尹 胜1，丁圣刚2，沈 兵1，杜 鹃1

摘要 目的 探讨钙库操纵钙内流 ( SOCE) 和钠钙交换体
( NCX) 在卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩中的作用。方法
采用小鼠离体气管实验，观察 NCX 特异性阻断剂 KB-

Ｒ7943、电压依赖型钙通道阻断剂尼非地平、Orai1 阻断剂
BTP2 对卡巴胆碱引起的气管收缩的抑制效应。结果 KB-
Ｒ7943和 BTP2 显著阻断了累积浓度卡巴胆碱引起的小鼠气
管收缩和卡巴胆碱引起的 SOCE介导的气管收缩，而尼非地
平未显著阻断卡巴胆碱引起的气管收缩。结论 NCX 和
Orai1 都参与介导卡巴胆碱引起的气管平滑肌收缩，Orai1 主
要参与卡巴胆碱引起的起始阶段的瞬时收缩，NCX 主要参
与后期的持续收缩，而起始阶段的 Orai1 介导的钙内流可能
是激活 NCX的前提条件，阻断 Orai1 的同时也会导致后期
NCX引起的收缩阻断，两者共同参与介导卡巴胆碱引起的
收缩。
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Ca2 +作为细胞内重要的第二信使，在很多情况
下发挥着重要的作用［1］，静息状态下，细胞质中
Ca2 +浓度通常维持在约 10 －7 mol /L，细胞受到各种
刺激后可引起胞内 Ca2 +浓度升高，诱发 Ca2 +信号介
导的一系列生理反应。而钙库操纵钙内流 ( store-
operated calcium entry，SOCE) 是介导 Ca2 +内流的一
种重要方式，Orai1 和基质相互作用蛋白分子 1 ( sto-
mal-interacting molecular 1，STIM1 ) 是 SOCE 的两个
重要组成成分［2］。钠钙交换体 ( sodium calcium ex-
changer，NCX) 是广泛分布于细胞质膜、线粒体膜、
内质网、分泌小泡膜等膜性结构上的一种阳离子转
运蛋白。NCX可以对胞质内 Ca2 +浓度进行快速精
确的调节，从而影响细胞内信号转导、细胞生长发育
等一系列生理活动。
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气管平滑肌舒缩在调节气道和呼吸功能中发挥
重要作用，而 SOCE和 NCX在调节气管平滑肌细胞
内钙浓度和收缩功能中有重要作用，但详细机制仍
未阐明清楚。该研究采用小鼠气管为研究对象，阐
明其内在机制。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 实验动物 本实验选用雄性清洁级 C57 小
鼠，6 ～ 8 周龄，20 ～ 25 g，由安徽医科大学实验动物
中心提供，所用小鼠放置于室温 20 ～ 25 ℃、通风环
境饲养，不阻碍其活动，自由饮水、进食。实验中所
用的小鼠完全遵循《实验动物质量管理方法》和《中
华人民共和国实验动物管理条例》法规。
1． 1． 2 药品与试剂 卡巴胆碱、尼非地平( Nifedip-
ine) 均购自美国 Sigma 公司; KB-Ｒ7943、BTP2 购自
美国 Santa Cruz 公司; 克氏液 ( NaCl 118 mmol /L，
KCl 4. 7 mmol /L，CaCl2 2. 5 mmol /L，MgSO4·7H2O
1. 2 mmol /L，KH2PO4 1. 2 mmol /L，NaHCO3 25. 2
mmol /L和 glucose 11. 1 mmol /L) ; 高钾溶液 ( NaCl
62. 7 mmol /L，KCl 60 mmol /L，CaCl2 2. 5 mmol /L，
KH2PO4 1. 2 mmol /L，MgSO4·7H2O 1. 2 mmol /L，
NaHCO3 25. 2 mmol /L和 glucose 11. 1 mmol /L) 。
1． 2 实验方法
1． 2． 1 离体气管环的制备 CO2 窒息法处死小鼠，
然后行颈部正中切口，按照皮肤、皮下黏膜、肌肉组
织依次剪开，充分暴露并尽快取出气管，放入预先通
入混合气体( 95% O2 和 5% CO2 ) 的克氏液中。在
解剖显微镜下用精密手术剪和手术镊仔细、快速的
去除气管周围脂肪组织。然后用钢丝小心的去除气
管内皮，沿纵轴快速而准确的将气管剪成长度约 2
mm的气管环以备用。
1． 2． 2 离体气管张力实验 参照朱金行、张洁
等［3 － 4］实验方法将制备好的气管环小心穿入张力换
能器的双层挂钩上，注意不要让钢丝损伤气管，调节
换能器位置，拉开气管。然后放置于装有 5 ml克氏
液的恒温玻璃浴槽内，持续通入混合气体( 95% O2

和 5% CO2 ) 。调节张力换能器位置，使小鼠气管环
维持在 500 mg的前负荷，用 BL-420S生物机能实验
系统检测气管环张力。在克氏液中平衡 45 ～ 60
min，并且每 15 min 换一次新鲜的克氏液。待气管
环平衡稳定后，向浴槽内加入 60 mmol /L 的高钾溶
液激动气管，收缩达到最大值后，用克氏液冲洗 3
次，然后进行后续实验。在 SOCE 引起的收缩实验

中，克氏液冲洗完后再用含有 1 μmol /L EGTA 的无
钙克氏液洗 3 次，然后用 1 μmol /L卡巴胆碱和不同
类型的阻断剂分别处理 10 min，最后加入 2. 5
mmol /L CaCl2，记录实验过程中气管环张力的变化。
1． 3 统计学处理 采用 Sigma Plot 12. 5 软件进行
统计分析，本实验所得的全部数据均以 珋x ± s 表示，
组间资料采用独立样本 t 检验进行比较，认为 P ＜
0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 阻断 NCX 对 SOCE 引起的气管平滑肌收缩
的影响 在无钙缓冲液中加入胆碱受体激动剂卡巴
胆碱，清空气管平滑肌肌浆网钙库内的钙离子，可引
起气管平滑肌收缩( 图 1 ) ，稳定 10 min 后，在缓冲
液中加入 2. 5 mmol /L的 CaCl2，引起外钙内流，这一
过程即为 SOCE，内流的钙离子可引起胞质钙离子
浓度升高和气管平滑肌收缩，从而使气管环张力增
加。NCX的阻断剂 KB-Ｒ7943 ( 10 μmol /L) 与卡巴
胆碱一同加入后，SOCE 引起的气管环瞬间收缩
( 46. 50 ± 3. 10，t = 11. 58，P ＜ 0. 05 ) 和 10 min 后
( 28. 25 ± 6. 59，t = 17. 03，P ＜ 0. 05 ) 的持续收缩的
幅度均显著下降，收缩形式由持续收缩转变为瞬时
性收缩( 图 1B、E、F) ，该结果表明，NCX 在 SOCE 引
起的气管平滑肌收缩中发挥重要作用，且主要参与
收缩的持续过程。
2． 2 阻断电压依赖的钙通道对 SOCE 引起的气管
平滑肌收缩的影响 与卡巴胆碱同时加入电压依赖
的钙通道阻断剂 Nifedipine( 10 μmol /L) ，结果显示，
Nifedipine对 SOCE 引起的气管平滑肌瞬时性和持
续性收缩效应均差异无统计学意义( 图 1B、E、F) 。
2． 3 抑制 Orai1 通道对 SOCE 引起的气管平滑肌
收缩反应的影响 与卡巴胆碱同时加入 Orai1 通道
阻断剂 BTP2( 1 μmol /L) ，可显著抑制 SOCE引起的
气管平滑肌瞬时性 ( 6. 07 ± 2. 38，t = 18. 69，P ＜
0. 05) 和持续性收缩反应( 13. 36 ± 4. 17，t = 11. 07，
P ＜ 0. 05) ( 图 1D、E、F) ，结果表明，在气管平滑肌
中，Orai1 也是 SOCE的主要组成成分。
2． 4 阻断 NCX和Orai1 对卡巴胆碱引起的气管平
滑肌收缩反应的影响 气管环在平衡稳定后，按浓
度梯度依次加入卡巴胆碱，累计加入 3 × 10 －8 ～ 3 ×
10 －5． 5 mol /L，气管呈浓度依赖性逐渐增强的收缩，
如所示，加入 NCX 的阻断剂 KB-Ｒ794 ( 10 μmol /L)
或加入 Orai1 通道阻断剂 BTP2 ( 1 μmol /L) 均可显
著抑制卡巴胆碱引起的气管平滑肌浓度依赖性收缩
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图 1 3 类阻断剂对 SOCE引起的气管平滑肌收缩效应的影响
A:卡巴胆碱对照组的原始曲线图; B:加阻断剂 KB-Ｒ7943 实验组原始曲线图; C:加阻断剂 Nifedipine实验组原始曲线图; D:加阻断剂 BTP2

实验组原始曲线图; E: SOCE引起气管平滑肌开始阶段瞬间收缩反应; F: SOCE引起的气管平滑肌 10 min后持续性收缩反应; 1:卡巴胆碱对照

组; 2:加阻断剂 KB-Ｒ7943 实验组; 3:加阻断剂 Nifedipine实验组; 4:加阻断剂 BTP2 实验组;与卡巴胆碱对照组比较: * P ＜ 0. 05

效应( 图 2B、D、E、F) 。

3 讨论

NCX作为一种双向转运蛋白广泛分布于各种
膜结构中［5］。研究者已成功克隆出三大家族、九种
不同类型的 NCX: 非 K + 依赖性的钠钙交换蛋白
( K + -independent sodium calcium exchanger) : NCX1、
NCX2、NCX3; K +依赖的钠钙交换蛋白( K + -depend-
ent sodium calcium exchanger，NCKX ) : NCKX1、

NCKX2、NCKX3、NCKX4、NCKX5; 阳离子依赖的钠
钙交 换 蛋 白 ( calcium cation exchanger，CCX ) :
NCKX6 或 NCLX ( Na + /Ca2 + -Li + exchanger ) ［6］。
NCX的主要功能是调节细胞内钙浓度，其转运的方
式主要依赖膜电位以及细胞膜两侧的 Na +、Ca2 +浓
度差。现阶段许多研究［7 － 8］表明，NCX 是按照 3
Na + : 1 Ca2 +的比例进行钠钙交换。离子的转运方
向主要取决于细胞膜两侧游离的Na +和Ca2 +的电
度［9 － 10］。NCX的两种模式中，前向模式是主要的工

·9311·安徽医科大学学报 Acta Universitatis Medicinalis Anhui 2017 Aug; 52( 8)



图 2 3 类阻断剂对卡巴胆碱引起的小鼠气管收缩效应
A:卡巴胆碱对照组的原始曲线图; B:加入 NCX的阻断剂 KB-Ｒ7943 原始曲线图; C:卡巴胆碱对照组的原始曲线图; D: 加入 Orai1 通道的

阻断剂 BTP2 原始曲线; E: NCX的阻断剂 KB-Ｒ7943 的实验组; F: Orai1 通道的阻断剂 BTP2 实验组; G:电压依赖的钙通道阻断剂 Nifedipine 的

实验组;与卡巴胆碱对照组比较: * P ＜ 0. 05

化学梯作模式，其与细胞膜上的钙泵共同将 Ca2 +转
运到细胞外，维持胞内 Ca2 +的稳态。在不同的组织
细胞，钙泵的功能主要是在静息状态下维持 Ca2 +浓
度，但是 NCX主要功能是调节 Ca2 +浓度变化［11］。

SOCE被普遍认为是调节非兴奋性细胞 Ca2 +内
流的重要方式，Orai1 和 STIM1 蛋白是组成 SOCE 的
两种重要蛋白［12］。其中，Orai1［13］是定位于质膜上
的四次跨膜蛋白，STIM1 作为内质网上的 Ca2 +浓度
感受器［14 － 15］，大部分位于内质网膜上，当 Ca2 +库耗
竭时，STIM1 聚集到内质网膜和质膜之间的区域并
且数量逐渐增加［16］。与此同时，Orai1 在质膜表面
聚集并与 STIM1 相互作用激活 Orai1 通道，介导细
胞外 Ca2 +内流。在本研究中，卡巴胆碱作为人工合
成的拟胆碱药物性质稳定，通过激活胆碱受体可增
加内质网膜上IP3的合成，引起钙库内钙释放引起

STIM1 的聚集并最终激活细胞膜上的 Orai1 通道，
诱导 SOCE的发生。

本实验结果表明，NCX 的阻断剂 KB-Ｒ7943 和
Orai1 阻断剂 BTP2 均可显著抑制卡巴胆碱引起的
气管平滑肌浓度依赖性收缩反应，但电压依赖的钙
通道阻断剂 Nifedipine 则没有显著阻断作用，说明
主要是 NCX和 SOCE 参与了卡巴胆碱引起的气管
平滑肌收缩。而在探讨 NCX 与 SOCE 的关系中显
示，NCX的阻断剂 KB-Ｒ7943 可显著限制 SOCE 引
起的瞬时和 10 min 时的持续收缩，且导致 SOCE 引
起的气管平滑肌收缩不能维持，使其在瞬时收缩后
就迅速出现舒张。由此可见，NCX 在 SOCE 引起的
气管平滑肌中的作用主要是维持持续收缩。

综上所述，在气管平滑肌收缩过程中，NCX 和
SOCE共同调节 Ca2 +浓度，影响气管平滑肌的收缩。
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The role of store-operated calcium entry and sodium calcium
exchanger in carbachol-induced tracheal smooth muscle contraction

Yan Dejun1，Yin Sheng1，Ding Shenggang2，et al
( 1Dept of Physiology，Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Pediatric，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the role of store-operated calcium entry ( SOCE ) and sodium calcium ex-
changer( NCX) in the contraction of tracheal smooth muscle induced by carbachol． Methods Isolated tracheal
rings of mice were used to observe the effect of NCX blocker KB-Ｒ7943，voltage-dependent calcium channel bloc-
ker nifedipine and Orai1 blocker BTP2 on carbachol-induced tracheal contraction． Ｒesults KB-Ｒ7943 and BTP2
were significantly inhibited the cumulative mouse tracheal contraction induced by carbachol and carbachol-induced
SOCE-mediated tracheal contraction，whereas nifedipine did not significantly affect carbachol-induced tracheal con-
traction． Conclusion Both NCX and Orai1 contribute carbachol-induced contraction of tracheal smooth muscle．
Orai1 mainly participates in the initial phase of contraction． NCX is mainly involved in the continued contraction of
the late phase． Orai1-mediated calcium intracellular flow may be a prerequisite for activation of NCX，blocking
Orai1 also led to late NCX-induced contraction blockage and they both are involved in mediating cardbo-induced
contractility．
Key words tracheal smooth muscle; NCX; SOCE; carbachol
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