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摘　要　通过瞬时转染 ＴＲＰＭ７ｅＧＦＰ质粒至人胚胎肾细胞 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞建立瞬时受体电位 Ｍｅｌａｓｔａｔｉｎ的７型通道
（ＴＲＰＭ７通道）过表达体系并利用此体系对通道特性进行研究。经荧光显微镜观察，转染率可达３０％ ～４０％，ＲＴＰＣＲ及
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果显示转染后的细胞在相应的基因及蛋白水平上均有明显的表达。膜片钳结果显示转染后全细胞电流可
达２８００ｐＡ，ｐＨ７４至ｐＨ４０时通道内向电流显著增加，２００μｍｏｌ／Ｌ二苯硼酸２氨基乙酯（２ＡＰＢ）显著抑制通道外向电
流。结果表明瞬时转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞的ＴＲＰＭ７过表达体系成功构建，细胞外酸性条件及ＴＲＰＭ７通道抑制剂２ＡＰＢ对通
道电流有不同影响，提示该通道功能可受到多种因素的影响。
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　　ＴＲＰＭ７通道是第一个被发现同时具有通道功
能和激酶功能的离子通道［１］，因此亦被称为“通道

酶”。其广泛表达于机体的多种组织器官中，参与

众多的生理和病理过程，包括钙超载及缺血／缺氧

神经元损伤、调节细胞内Ｍｇ２＋平衡、介导微量金属
元素进入细胞、参与神经递质的释放、细胞运动

等［２－４］。关于ＴＲＰＭ７通道生理功能的研究仍在进
行中，但是它具有一些特性：① ＴＲＰＭＴ含有６个

２６４
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跨膜节段，在Ｃ端有一个磷脂酶Ｃ（ＰＬＣ）互动激酶
节段。②ＴＲＰＭ７通道含有一内向整电流，该电流对
Ｃａ２＋和Ｍｇ２＋具有通透性。③细胞内Ｍｇ２＋降低及细
胞外二价阳离子的降低都会升高ＴＲＰＭ７通道的电
流幅度。④ 刺激Ｇｑ相关受体激活ＰＬＣ，ＰＬＣ水解
磷酯酰肌醇４，５二磷酸（ＰＩＰ２），随后使 ＴＲＰＭ７失
活［１］。目前对ＴＲＰＭ７通道的研究大多来自体外转
染体系，由于缺乏选择性的抑制剂或激动剂，在机

体组织上深入研究ＴＲＰＭ７通道的难度极大。因此
本实验通过瞬时转染人胚胎肾细胞ＨＥＫ２９３Ｔ细胞
构建 ＴＲＰＭ７通道的过表达载体，为进一步探讨
ＴＲＰＭ７通道的功能及其作用机制，以及进一步筛
选出高选择性抑制剂或激动剂奠定基础。

!

　材　料

１１　细胞与质粒
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，由中山大学生命科学院惠赠，

来自美国ＡＴＣＣ（ＣＲＬ１１２６８ＴＭ）。用含１０％新生牛血
清的ＤＭＥＭ培养基培养，培养条件为３７℃，５％ ＣＯ２。
ＴＲＰＭ７ｅＧＦＰ质粒ＤＮＡ（载体为ｐＴｒａｃｅｒＴＭＣＭＶ２）由
美国哈佛大学医学院Ｄｒ．ＤａｖｉｄＥ．Ｃｌａｐｈａｍ惠赠，带有
ｅＧＦＰ标签。
１２　试　剂

脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ２０００（美 国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＤＭＥＭ培养基、ＯｐｔｉＭＥＭ（美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司）；新生牛血清（美国ＰＡＡ公司）；质粒大提试
剂盒（美国 Ｏｍｅｇａ公司）；ＴＲＰＭ７单克隆抗体（英
国 Ａｂｃａｍ公司）；羊抗小鼠 ＩｇＧ（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
公司）；Ｔｒｉｚｏｌ、ＡＭＶ、ＡＭＶ缓冲液、核酸酶抑制剂、
ｄＮＴＰ、随机引物、ＤＬ２０００［宝生物工程（大连）有
限公司］、ＴａｑＰｒｅｍｉｘ（美国 ＧｅｎＳｃｒｉｐｔ公司）、二苯
硼酸２氨苯乙酯（２ＡＰＢ，美国 Ｓｉｇｍａ公司）；ＣｓＣｌ
（台湾 ＭＤＢｉｏ公司）；ＣｓＯＨ（美国 Ｆｌｕｋａ公司）；
ＣｓＳＯ３ＣＨ３（美国 Ａｌｄｒｉｃｈ公司），ＥＤＴＡ、４羟乙基
哌嗪乙磺酸（ＨＥＰＥＳ）（上海 Ｍｂｃｈｅｍ公司）；其余
试剂为市售分析纯。引物由生工生物（上海）有限

公司合成，序列见表１。

Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｍｏｕｓｅｔｒｐｍ７ｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ 　　Ｓｅｎｓｅ（５′→３′） Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ（５′→３′）　　　　

ｔｒｐｍ７ ＣＣＴＴＣＧＴＴＣＣＴＧＴＡＣＣＴＣＣＡ ＡＧＧＣＣＴＡＧＣＴＧＡＧＡＣＣＡＴＧＡ

ＧＡＤＰＨ ＴＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＡＣＧＡＣＣＣＣ ＡＴＧＡＧＣＣＣＴＴＣＣＡＣＡＡＴＧＣＣ

１３　主要电生理溶液
台氏液（细胞外液）：葡萄糖，１０ｍｍｏｌ／Ｌ；

ＮａＣｌ，１４５ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＫＣｌ，５ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＨＥＰＥＳ，
１０ｍｍｏｌ／Ｌ；ＣａＣｌ２，２ｍｍｏｌ／Ｌ，调节 ｐＨ到 ７４。细
胞内液：ＣｓＳＯ３ＣＨ３，１１５ｍｍｏｌ／Ｌ；ＮａＣｌ，８ｍｍｏｌ／Ｌ；
ＨＥＰＥＳ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ；ＥＧＴＡＣｓ，１０ ｍｍｏｌ／Ｌ；用
１ｍｏｌ／ＬＣｓＯＨ调节ｐＨ至７２。
１４　仪　器

ＩＸ７１型倒置荧光显微镜（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公
司）；Ｐ９７型电极拉制仪（美国 Ｓｕｔｔｅｒ公司）；
５５２０ＸＲ型渗透压仪（美国 Ｗｅｓｃｏｒ公司）；膜片器
放大器（Ａｘｏｐａｔｃｈ２００Ｂ）及附件均为美国 Ａｘｏｎ公
司产品。

"

　方　法

２１　质粒的转化与抽提
将质粒 ＤＮＡ转化至 ＤＨ５α感受态大肠杆菌

中，接种到含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素（Ａｍｐ）的 ＬＢ
平板上，将平板倒置于３７℃恒温培养箱过夜。挑
取单个菌落于含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ的 ＬＢ液体培养
基，１８０ｒ／ｍｉｎ，３７℃过夜培养。使用试剂盒进行
ＤＮＡ的抽提。
２２　细胞的转染

转染前２４ｈ细胞接种于３５ｍｍ２平皿，细胞融
合至约５０％进行转染。使用脂质体转染试剂Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００进行转染，每皿加质粒２μｇ与脂质
体４μＬ。６ｈ后将含脂质体的培养基换成含１０％
新生牛血清、无抗生素的 ＤＭＥＭ培养基。２４ｈ后
倒置荧光显微镜观察。

２３　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）
转染后２４ｈ，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，

进行 ＲＴＰＣＲ。ＰＣＲ反应参数为：９４℃预变性
５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５６℃退火４５ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，扩增２８个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。
２４　蛋白印迹

转染后２４ｈ，用三去污裂解液提取转染细胞的
总蛋白，测定浓度并分装，取总蛋白４０μｇ与５×
ＳＤＳ上样缓冲液混合，进行８％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，随
后电转至ＰＶＤＦ膜上，用含５％脱脂奶粉的封闭液室
温封闭１５ｈ。用 ＴＲＰＭ７单克隆一抗（１∶５００）４℃
孵育过夜。用辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠
ＩｇＧ（１∶１５００）室温孵育１ｈ。随后进行显影。以α

３６４
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ｔｕｂｕｌｉｎ作为内参。
２５　膜片钳记录电流

细胞转染后 ２４ｈ，将细胞用质量分数为
０２５％胰酶消化，接种于事先用多聚赖氨酸处理过
的盖玻片表面。细胞完全贴壁后，在荧光显微镜

下，挑选转染成功带绿色荧光的细胞，采用全细胞

膜片钳方式记录。玻璃微电极经３步拉制后热抛
光，冲灌电极内液后，入水电阻为３～５ＭΩ，微电极
尖端贴附于细胞膜表面后，给予适当负压吸引，使

电极与细胞表面形成高阻封接，继续加大负压，吸

破细胞膜，形成全细胞记录。信号经 Ａｇ／ＡｇＣｌ电
极引导，应用软件Ｃｌａｍｐｅｘ１０１（美国 Ａｘｏｎ公司）
进行数据采样，采样频率为２ｋＨｚ，滤波为１ｋＨｚ，
增益为１。记录的信号将膜片钳放大器进行模拟
数字信号转换机滤波放大后保存。ＴＲＰＭ７通道电
流记录方案如下：阶跃电位－１２０ｍＶ～＋１００ｍＶ，
持续时间２５０ｍｓ，采样间隔１ｓ。细胞破膜后等候
１０ｍｉｎ使电流增至稳态［６］，采用软件Ｃｌａｍｐｆｉｔ１０１
测量电流数据。用２ｍｏｌ／Ｌ盐酸将台氏液ｐＨ调至
４０，并用台氏液配制２００μｍｏｌ／Ｌ２ＡＰＢ溶液，用
于灌流。

#

　结　果

３１　倒置荧光显微镜观察
转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞２４ｈ后，荧光显微镜观察

结果显示在转染的 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞中有荧光蛋白
的表达，可以认为该目的基因已成功转入细胞，见

图１。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅＧＦＰｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ（１００×）
Ａ：Ｖｉｅｗｕｎｄｅｒｔｈｅｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：
Ｖｉｅｗｕｎｄｅｒｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｃ：
ＭｅｒｇｅｏｆＡａｎｄＢ

３２　过表达ＴＲＰＭ７的ＲＴＰＣＲ扩增鉴定
所用质粒从小鼠源性基因克隆所得，因此使用

小鼠源性的引物进行扩增。在对照组中，并无扩增

出明显的条带，而在转染组中，可见在１００ｋｂ处扩
增出一较明显的条带（图２），说明在基因水平上该
质粒转染成功。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｒｐｍ７ｇｅｎｅｐｒｏｄｕｃｔｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｒａｎｓ
ｆｅｃｔｅｄＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ
Ｌａｎｅ１：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｖａｃａｎｔｖｅｃｔｏｒ；Ｌａｎｅ２：ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；Ｌａｎｅ３：
Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；Ｌａｎｅ４６：２４，４８，７２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３３　过表达ＴＲＰＭ７通道的蛋白印迹鉴定
蛋白印迹检测结果表明，在２２０ｋＤ处均有一

清晰条带为野生型细胞自身所具有的ＴＲＰＭ７通道
蛋白基础表达，在该条带上方约２５０ｋＤ处有一清
晰条带为ＴＲＰＭ７ｅＧＦＰ融合蛋白，而空白对照组不
具备此条带，如图３所示。蛋白印迹实验表明质粒
转染成功。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＲＰＭ７ａｎｄαｔｕｂｕｌｉｎｉｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ
ｃｅｌｌｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ｌａｎｅ１２：２４，４８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｌａｎｅ３：Ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；
Ｌａｎｅ４：Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆｖｅｃｔｏｒｏｎｌｙ

３４　膜片钳记录ＴＲＰＭ７通道原始电流
未经转染和转染后的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞上记录得

的原始电流如图４所示，未转染的细胞只能记录到
低于５００ｐＡ的微小电流，经转染后的细胞，所记得
的外向电流随时间增加而增大。细胞破膜后，至

１０ｍｉｎ时电流幅度达到一个稳定的状态，约为
２８００ｐＡ，而内向电流则未显示出明显变化，如
图４。
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Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＴＲＰＭ７ｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌ
Ａ：ＣｕｒｒｅｎｔｓｏｆｗｉｌｄｔｙｐｅＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｓｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｈａｎｇｅｓｏｆｔｈｅＴＲＰＭ７ｏｕｔｗａｒｄｃｕｒｒｅｎｔｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔ
１０ｍｉｎ，ｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔｂｅｃａｍｅｓｔａｂｌｅａｔａｂｏｕｔ１０ｍｉｎ；Ｃ：ＴＲＰＭ７ｃｕｒｒｅｎｔｓｅｌｉｃｉｔｅｄｂｙｖｏｌｔａｇｅｓｔｅｐｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ－１２０ｍＶｔｏ＋１００ｍＶｗｉｔｈａｎｉｎｃｒｅｍｅｎｔ
ｏｆ２０ｍＶ

３５　膜片钳记录特定实验条件下 ＴＲＰＭ７电流的
变化

２ＡＰＢ是 ＴＲＰＭ７通道的非特异性抑制剂，在
一定浓度范围内对 ＴＲＰＭ７电流有抑制作用［５］。

由于目前缺乏 ＴＲＰＭ７的特异性抑制剂，因此亦有
较多研究使用２ＡＰＢ作为 ＴＲＰＭ７通道的抑制剂。
本研究使用２００μｍｏｌ／Ｌ２ＡＰＢ灌流细胞，外向电
流有大幅度的降低，而内向电流则无明显变化，如

图５Ａ。本研究亦使用钙离子通道阻断剂维拉帕
米（１００μｍｏｌ／Ｌ）对细胞进行灌流，但外向及内向
电流皆无表现出明显变化。表明 Ｌ型钙离子通道
阻断剂不参与调控该电流。

由于内向电流的改变在生理范围内更具有意

义，因此本研究在病理刺激条件下，观察ＴＲＰＭ７内
向电流的变化。有报道细胞外低 ｐＨ能促进
ＴＲＰＭ７的开放［６］，本研究分别使用 ｐＨ７４、ｐＨ
６０、ｐＨ５０、ｐＨ４０的细胞外液对细胞进行灌流。
灌流时，内向电流随着酸度增加而增大，灌流液ｐＨ
降至４０时可增大至－２０００ｐＡ，而外向电流则无
明显变化，如图５Ｂ。有报道指出在心肌受损时细
胞外 ｐＨ可低至５４［７］，而人和大鼠心脏成纤维细
胞也存在 ＴＲＰＭ７通道［８］，提示心脏成纤维细胞

ＴＲＰＭ７在低ｐＨ病理条件下电流可能产生变化，并
可能在缺血损伤等等病理过程中产生作用。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆＴＲＰＭ７ｃｕｒｒｅｎｔｓｂｙ２ａｍｉｎｏｅｔｈｙｌｄｉｐｈｅｎｙｌｂｏｒａｔｅ（２ＡＰＢ）（Ａ）ａｎｄａｃｉｄｉｃｐＨ（Ｂ）

$

　讨　论

ＴＲＰＭ７通道广泛表达在众多器官组织中，作
为一种非选择性阳离子通道，其对包括 Ｃａ２＋、
Ｍｇ２＋、Ｋ＋、Ｎａ＋在内的众多二价和单价阳离子有通
透性，其通道开放介导细胞内钙，镁的调控及具备

的激酶的活性参与多种生理病理过程，如神经细胞

缺血性损伤［９］、淋巴细胞增殖［１０］、平滑肌细胞增

殖、肿瘤细胞的增殖和迁移等［１１］，是近年来研究的

热点。以往的研究进展已经使人们对ＴＲＰＭ７通道
的分子结构、生物物理学特性及其调控机制的细节

等方面都有了一定的认识。
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然而在一些原代细胞上，ＴＲＰＭ７通道的电流
较小，记录和研究ＴＲＰＭ７通道有一定的技术困难。
为克服这一困难，本研究采用过表达的手段，在细

胞上过表达该通道蛋白，取得较好的转染率和蛋白

表达，记录到典型的 ＴＲＰＭ７通道的电流。并利用
这一表达体系，系统地开展 ＴＲＰＭ７通道阻断剂的
筛选，取得初步的成绩。

本研究利用ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，成功构建瞬时转染
ＴＲＰＭ７的细胞体系，拟利用该体系，对其调控和功
能做进一步研究，将有助于更深入地了解ＴＲＰＭ７通
道的功能特型，与此同时，作为潜在的药物作用靶

点，为寻找特异性的 ＴＲＰＭ７通道的激动剂或阻断
剂提供了有效的研究工具。
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