
in human gastric adenocarcinoma MGC80-3 cells． Methods Cell cycle arrest and intracellular reactive oxygen spe-
cies(ＲOS) generation were detected by utilizing flow cytometry analysis after treatment with different concentrations
of CsA on MGC80-3 cells． Morphological changes of apoptotic cells were observed under fluorescent microscope
through acridine orange /ethidium bromide (AO /EB) staining method． Western blot was performed to measure
Caspase-3 protein expression． Ｒesults Flow cytometry indicated that CsA could arrest the cell cycle in G0 /G1
phase(F = 48. 21，P ＜ 0. 05，P ＜ 0. 01) and significantly increased intracellular ＲOS content in a dose-dependent
manner． Compared with the control group，the difference was statistically significant(F = 90. 24，P ＜ 0. 01) ． After
being treated with CsA，AO /EB staining results showed that the cells of apoptosis were characterized by typical mor-
phological changes such as swelling，shrinking and fragmentation． Western blot analysis also showed that CsA obvi-
ously increased the expression of Caspase-3 protein (P ＜ 0. 01) ． Conclusion CsA may inhibit proliferation of
MGC80-3 cells by blocking cell growth cycle，and the mechanism of CsA induced apoptosis may be correlated with
high levels of intracellular ＲOS generation and increasing expression of Caspase-3 protein．
Key words cyclosporin A;MGC80-3 cells; cell cycle;apoptosis;Caspase-3 protein
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NGF和 CgA对 ＲWPE-1 细胞内钙离子浓度变化的
影响及其在慢性前列腺炎中的作用
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摘要 目的 探讨神经生长因子(NGF)和嗜铬颗粒蛋白 A
(CgA)处理后前列腺上皮细胞系 ＲWPE-1 细胞内钙离子浓
度(［Ca2 +］i)的差异及 NGF和 CgA在慢性前列腺炎(CP)发
病中的作用。方法 不同浓度的 NGF 和 CgA(50、200 ng /
ml)刺激 ＲWPE-1 细胞，用激光共聚焦显微镜观察不同浓度
的 NGF和 CgA刺激后细胞内［Ca2 +］i 变化，加入 TＲPV1 受

体拮抗剂后继续观察细胞内［Ca2 +］i 变化。然后，将正常细

胞外液换成 D-PBS，再加入 NGF和 CgA观察细胞内［Ca2 +］i

变化。结果 50 ng /ml NGF 和 CgA 刺激细胞后，细胞内
［Ca2 +］i 未见明显变化。200 ng /ml NGF 和 CgA 刺激细胞

后，细胞内［Ca2 +］i 明显增加，加入 TＲPV1 受体拮抗剂后，细

胞内［Ca2 +］i 未见明显变化。将正常细胞外液换成 D-PBS，

用 NGF和 CgA刺激后，细胞内［Ca2 +］i 未见明显改变。结论
CP的发生可能是通过分泌和释放 NGF 和 CgA，引起前列
腺上皮细胞膜 TＲPV1 通道开放，促使细胞内钙离子浓度增
加，导致前列腺上皮分泌功能下降所致。
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慢性前列腺炎( chronic prostatitis，CP)是一种
常见的泌尿系统疾病，多发生于青壮年男性，发病率

约为 4. 5% ～ 9. 0%［1］。然而，CP 的发病机制至今
尚不清楚，治愈率低、复发率高，严重影响患者的身
心健康。研究［2 － 3］

表明神经内分泌机制在 CP 的发
生、发展中发挥重要作用以及神经内分泌细胞与 CP
的进展密切相关。神经生长因子(nerve growth fac-
tor，NGF)和嗜铬颗粒蛋白 A(chromogranin A，CgA)
是神经内分泌细胞重要的标志蛋白，在炎症的发展

中发挥重要作用
［4 － 5］。研究［6］表明，瞬时受体电位

通道亚型 1( transient receptor potential vanilloid 1 ，
TＲPV1)调控 NGF 所介导的相关级联反应。Zhu et
al［7］研究认为 NGF灵敏地调控 TＲPV1 的活动，但是
介导此效应的机制尚未可知。细胞内钙离子浓度
(［Ca2 +］i)可能与 NGF 和 CgA 所介导的信号通路
有关。因此，定量或者定性分析细胞内［Ca2 +］i 可

能对于研究 NGF 和 CgA 与 CP 的神经内分泌机制
之间的关系提供有价值的信息。该实验使用 Ca2 +
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荧光探针 Fluo-3 /AM 孵育后，在激光共聚焦显微镜
下动态观察受 NGF 和 CgA 处理后 ＲWPE-1 细胞内
［Ca2 +］i 的变化;同时，通过加入 TＲPV1 受体拮抗
剂和无 Ca2 +

细胞外液(D-PBS)后观察 ＲWPE-1 细
胞内［Ca2 +］i 的变化，以期阐明其变化的原因。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞系及主要试剂 ＲWPE-1 细胞由上海
细胞生物研究所提供;K-SFM培养基、ＲPMI 1640 培
养基、0． 05% EDTA、胎牛血清(FBS)、D-PBS(不含
Ca2 +
和 Mg2 + )购自美国 Gibco 公司;NGF(20 μg)、

CgA(1 mg /ml)购自以色列 ProSpec 公司;TＲPV1 受
体拮抗剂购自英国 Abcam 公司;Fluo-3 /AM 购自美
国 AAT Bioquest公司;激光共聚焦专用培养皿购自
美国 Thermo Fisher 公司;NaCl、KCl 、NaHCO3、Mg-
SO4·7H2O、CaCl2·2H2O、Hepes、Glucose、DMSO 购
自美国 Sigma公司。
1． 1． 2 实验仪器 Leica TCS SP5 激光共聚焦显微
镜购自德国 Leica 公司;VC3-8PX 加药系统购自美
国 ALA公司。
1． 1． 3 负载液配置 取适量 Fluo-3 /AM 溶于 DM-
SO，配成浓缩储存液(1 mmol /L)，－ 20 ℃低温避光
保存。以 K-SFM 培养基将 Fluo-3 /AM 稀释成 5
μmol /L，作为负载液。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 细胞培养基成分是 K-SFM，为无
血清培养基。因此，ＲWPE-1 细胞在用 0. 05% EDTA
消化 80% ～90%后必须加入 5 ml ＲPMI 1640 + 10%
FBS终止胰酶消化，且该细胞的消化时间较长，一般
约 5 ～ 6 min。置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，

每 2 d换液 1 次，将生长 90%汇合的细胞进行传代，
该过程约需 4 ～ 5 d。前 2 代细胞培养结果见图 1。

图 1 前 2 代 ＲWPE-1 细胞培养结果 × 100

A:第 1 代 ＲWPE-1 细胞;B:第 2 代 ＲWPE-1 细胞

1． 2． 2 荧光染色 将 ＲWPE-1 细胞以 2 × 105
接种

于共聚焦培养皿中，待细胞铺满激光共聚焦专用培

养皿底(约需 12 h)，用 PBS漂洗 2 ～ 3 次，往激光共
聚焦专用培养皿中央凹槽中加入 100 μl 含有 Fluo-
3 /AM的负载液，37 ℃孵育 45 min。吸取负载液后，
再用 PBS漂洗 2 ～ 3 次。加 100 μl 细胞外液，待上
机进行实验。
1． 2． 3 激光共聚焦显微镜系统 将进行荧光染色
后的 ＲWPE-1 细胞转移到激光共聚焦显微镜上，激
发波长为 488 nm，选择 128 × 128 像素采集二维图
片，每 1. 314 s 扫描一帧。将配置好的正常细胞外
液、不同浓度的 NGF、CgA(50、200 ng /ml，用细胞外
液配置)和 TＲPV1 受体拮抗剂(100 mmol /L，用 DM-
SO配置)以及 D-PBS 装入 VC3-8PX 加药系统。首
先，加入正常细胞外液，观察细胞内 Ca2 +

荧光强度

变化。然后，分别加入不同浓度的 NGF、CgA(50、
200 ng /ml) 刺激 ＲWPE-1 细胞，继续观察细胞内
Ca2 +
荧光强度变化。最后，在加入不同浓度的

NGF、CgA的同时加入 TＲPV1 受体拮抗剂，观察细
胞内 Ca2 +

荧光强度变化。接着，将正常细胞外液换
成 D-PBS(不含 Ca2 +

和 Mg2 + )进行实验，再用不同

浓度的 NGF、CgA 刺激 ＲWPE-1 细胞，观察细胞内
Ca2 +
荧光强度变化。共计荧光成像 10 min，所得图

片应用 Lecia 激光共聚焦显微镜专用软件进行分
析。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 16. 0 软件进行分析。
实验结果以 珋x ± s 表示，采用配对 t 检验进行统计学
检验。图表用 GraphPad Prism 5. 0 生成。

2 结果

2． 1 50 ng /ml NGF 和 CgA 对 ＲWPE-1 细胞内
［Ca2 +］i 的影响 根据荧光强度图和 Intensity-t 曲
线图可知，在 50 ng /ml NGF 组中，静息状态下荧光
强度始终维持在平稳水平，第 20 秒加入 NGF(50
ng /ml)后，荧光强度在 30 s 后稳定且缓慢地减弱。
在 50 ng /ml CgA组中，静息状态下荧光强度也较平
稳，第 20 秒分别加入 CgA(50 ng /ml)后，仍维持在
相对较稳定的水平，在第 310 秒后荧光强度逐渐地
平稳减弱。见图 2、3。
在 ＲWPE-1 细胞内，两组比较，与 10 s 和 100 s

时细胞内的荧光强度相比，30 s和 310 s时荧光强度
表达差异无统计学意义;而 300 s和 550 s时荧光强
度表达明显减弱，差异有统计学意义( t = 4. 742，P ＜
0. 01;t = 12. 343，P ＜ 0. 01)。见表 1、图 4。
2． 2 200 ng /ml NGF和 CgA对 ＲWPE-1 细胞内
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图 2 ＲWPE-1 细胞内 Fluo-3 /AM荧光强度图像 × 400

A:10 s，50 ng /ml NGF;B:30 s，50 ng /ml NGF;C:300 s，50 ng /ml NGF;D:100 s，50 ng /ml CgA;E:310 s，50 ng /ml CgA;F:550 s，50 ng /ml CgA

图 3 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +荧光强度随时间( Intensity-t)变化的曲线
A:50 ng /ml NGF;B:50 ng /ml CgA

图 4 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +荧光强度在各时间段中表达情况

A:50 ng /ml NGF，与 10 s比较:＊＊P ＜ 0. 01;B:50 ng /ml CgA，与 100 s比较:＊＊P ＜ 0. 01

［Ca2 +］i 的影响
2． 2． 1 200 ng /ml NGF 对 ＲWPE-1 细胞内［Ca2 +］i

变化的影响 根据荧光强度图和 Intensity-t 曲线图

可知，在正常细胞外液组中，潜伏期内(10 s)荧光强
度一直维持在平稳水平，第 20 秒加入 NGF(200 ng /
ml)后，荧光强度一过性地达到最大值，在第 30 秒
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达到峰值水平(峰值期)后，细胞内荧光强度迅速减

弱，且较刚开始静息状态荧光强度弱，在第 50 秒后
荧光强度逐渐地平稳减弱。在 TＲPV1 受体拮抗剂
组和 D-PBS组中，潜伏期(10 s)荧光强度一直维持

在平稳水平，第 20 秒分别加入 TＲPV1 受体拮抗剂、
NGF(200 ng /ml)及将正常细胞外液换成 D-PBS 后，
未见明显峰值水平出现，且在第 50 秒后荧光强度逐
渐地平稳减弱。见图 5、6。

表 1 不同浓度 NGF和 CgA刺激下 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +荧光强度变化(n = 5，珋x ± s)

项目
50 ng /ml
NGF

50 ng /ml
CgA

200 ng /ml NGF
正常细胞

外液组

TＲPV1 受体
拮抗剂组

D-PBS组

200 ng /ml CgA
正常细胞

外液组

TＲPV1 受体
拮抗剂组

D-PBS组

潜伏期 30． 03 ± 9． 36 26． 14 ± 4． 38 58． 38 ± 19． 91 58． 07 ± 19． 76 58． 51 ± 19． 83 29． 29 ± 5． 68 28． 52 ± 6． 12 28． 44 ± 6． 09
峰值期 29． 26 ± 8． 86 25． 11 ± 4． 45 150． 06 ± 21． 48 56． 37 ± 19． 49 55． 55 ± 19． 13 133． 82 ± 10． 33 27． 05 ± 6． 51 26． 89 ± 2． 91
衰退期 23． 69 ± 9． 78 14． 50 ± 4． 91 24． 94 ± 7． 77 40． 93 ± 16． 19 39． 97 ± 14． 79 104． 29 ± 13． 39 25． 77 ± 6． 69 24． 85 ± 6． 41
t1 值 2． 440 2． 58 － 6． 105 2． 075 2． 251 － 38． 627 2． 483 2． 460
t2 值 4． 742 12． 343 2． 816 8． 256 6． 803 － 18． 071 3． 115 4． 154
P1 值 0． 071 0． 061 0． 004 0． 107 0． 088 0． 000 0． 068 0． 070
P2 值 0． 009 0． 000 0． 048 0． 001 0． 002 0． 000 0． 036 0． 014

t1:峰值期与潜伏期相比;t2:衰退期与潜伏期相比;P1:峰值期与潜伏期相比;P2:衰退期与潜伏期相比

图 5 200 ng /ml NGF作用下 ＲWPE-1 细胞内 Fluo-3 /AM荧光强度图像 × 400
A:潜伏期(10 s);B:峰值期(30 s);C:衰退期(300 s);1:正常细胞外液组;2:TＲPV1 受体拮抗剂组;3:D-PBS组
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图 6 200 ng /ml NGF作用下 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +荧光强度

随时间( Intensity-t)变化的曲线
A:正常细胞外液组;B:TＲPV1 受体拮抗剂组;C:D-PBS组

在 ＲWPE-1 细胞内，在正常细胞外液组中，与潜
伏期(10 s)相比，峰值期(30 s)细胞内 Ca2 +

荧光强

度表达明显增强，差异有统计学意义( t = － 6. 105，
P ＜ 0. 01)。而在其余两组内，峰值期(30 s)细胞内
Ca2 +
荧光强度表达无明显增强。各组内，与潜伏期

(10 s)相比，衰退期(300 s)细胞内 Ca2 +
荧光强度表

达均明显减弱，差异有统计学意义( t = 2. 816，P ＜
0. 05;t = 8. 256，P ＜ 0. 01; t = 6. 803，P ＜ 0. 01)。见
表 1、图 7。
2． 2． 2 200 ng /ml CgA 对 ＲWPE-1 细胞内［Ca2 +］i

变化的影响 根据荧光强度图和 Intensity-t 曲线图
可知，在正常细胞外液组中，潜伏期内(100 s)细胞
内荧光强度处在平稳水平，第 20 秒加入 CgA(200
ng /ml)后，细胞内荧光强度未见明显波动，一直维
持在较为平稳水平，从 230 s 开始荧光强度缓慢增

强，在第 310 秒达到峰值水平(峰值期)后，细胞内
荧光强度缓慢减弱。在 TＲPV1 受体拮抗剂组和 D-
PBS组中，静息状态下荧光强度维持在平稳水平，第
20 秒分别加入 TＲPV1 受体拮抗剂、CgA(200 ng /
ml)及将正常细胞外液换成 D-PBS 后，未见明显峰
值水平出现，总体来说一直处于相对平稳状态。见
图 8、9。

图 7 200 ng /ml NGF作用下 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +

荧光强度在各组中表达情况

1:正常细胞外液组;2:TＲPV1 受体拮抗剂组;3:D-PBS 组;与潜

伏期比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

在 ＲWPE-1 细胞内，在正常细胞外液组中，与潜
伏期(100 s)相比，峰值期(310 s)细胞内 Ca2 +

荧光

强度表达明显增强，差异有统计学意义( t = －
38. 627，P ＜ 0. 01)。而在其余两组内，峰值期(30 s)
细胞内 Ca2 +

荧光强度表达无明显增强。各组内，与
潜伏期(100 s)相比，衰退期(550 s)细胞内 Ca2 +

荧

光强度表达差异均有统计学意义( t = － 18. 071，P ＜
0. 01;t = 3. 115，P ＜ 0. 05; t = 4. 154，P ＜ 0. 05)。见
表 1、图 10。这些结果说明，200 ng /ml NGF 和 CgA
引起细胞内［Ca2 +］i 增强主要是通过触发细胞膜上

TＲPV1 通道开放，而并非是细胞内钙库释放所致。
而后期细胞内荧光强度衰弱主要是细胞内的荧光量

常规衰减所致。

3 讨论

NGF 和 CgA 是 NECs 特异性的标志物。NGF
是典型的、研究最多的神经营养因子家族成员。
NGF在单次或者反复组织损伤 /炎症时合成和释
放，并调控着基因的表达，引起持续的疼痛

［5，8］。在
炎症和损伤的情况下，NGF 浓度增加将会诱导 TＲ-
PV1 水平的进一步表达［9］。CgA是一种亲水性酸性
蛋白质，存在于正常组织和神经内分泌肿瘤的神经
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图 8 200 ng /ml CgA作用下 ＲWPE-1 细胞内 Fluo-3 /AM荧光强度图像 × 400

A:潜伏期(100 s);B:峰值期(310 s);C:衰退期(550 s);1:正常细胞外液组;2:TＲPV1 受体拮抗剂组;3:D-PBS组

图 9 200 ng /ml CgA作用下 ＲWPE-1 细胞内 Ca2 +荧光强度随时间( Intensity-t)变化的曲线

A:正常细胞外液组;B:TＲPV1 受体拮抗剂组;C:D-PBS组

内分泌细胞嗜铬颗粒中
［10］，分子量约为 48 ku，可作

为前体肽在不同的组织中分解为不同的片段发挥着

不同的生理作用，同时还是一种重要的炎性介质，在

多种疾病的发生、发展中起关键作用。研究［11］显示
CgA及其衍生物在炎症腺体内异常聚集，能增加上

皮细胞的通透性，促使前列腺液渗入基质，表明 CP
的发生和神经内分泌细胞之间可能存在着一定的联

系。
细胞内 Ca2 +

不仅参与调节细胞的运动、代谢、
分泌、信号跨膜传递等多种细胞功能活动，且其浓度
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图 10 200 ng /ml CgA作用下 ＲWPE-1 细胞内

Ca2 +荧光强度在各组中表达情况

1:正常细胞外液组;2:TＲPV1 受体拮抗剂组;3:D-PBS 组;与潜

伏期比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

的变化对维持细胞质膜和细胞器膜两侧的跨膜梯度

以及对外界刺激的应答反应具有重要的调控作

用
［12-13］。钙离子通道是一类镶嵌在膜结构脂质中
的大分子蛋白质复合体，广泛分布于人体各种组织

细胞，在维持人体正常结构和机体功能以及参与人

体内多种生物活动代谢过程中起关键作用。瞬时感
受器电位( transient receptor potential，TＲP)是受体门
控 Ca2 +
通道 ( receptor operated calcium channels，

ＲOCCs)的一种，当配体和受体结合后使 ＲOCCs 开
放，细胞外 Ca2 +

流入细胞内。而 TＲPV1 是 TＲP 家
族中研究最清楚的亚型。
本课题前期研究

［14］
显示，慢性非细菌前列腺炎

大鼠模型的前列腺中 CgA 蛋白表达水平明显增加，
表明神经内分泌细胞与 CP 有一定的相关性。同
时，本课题前期研究

［15］
显示慢性非细菌性前列腺炎

模型大鼠前列腺细胞中存在着钙离子通道功能的变

化。本实验使用 NGF 和 CgA 等神经内分泌因子直
接刺激人类前列腺上皮细胞系 ＲWPE-1，观察细胞
内［Ca2 +］i 的变化及其发生机制，间接将前列腺神

经内分泌功能与钙离子通道联系起来。本研究使用
Ca2 +
荧光指示剂 Fluo-3 /AM 作为荧光探针，可透过

细胞膜进入细胞，进入细胞后在胞浆脂酶的作用下

分解为 Fluo-3，与 Ca2 +
结合后能被激光激发而产生

荧光，采用此方法可对细胞内游离 Ca2 +
进行定量或

定性分析。首先采用 50 ng /ml NGF和 CgA(正常细
胞外液配置) 刺激 ＲWPE-1 细胞，观察细胞内
［Ca2 +］i 无明显变化。接着，加大药物浓度进行实
验，结果显示 200 ng /ml NGF和 CgA(正常细胞外液
配置) 刺激 ＲWPE-1 细胞后均能引起细胞内

［Ca2 +］i 增加。然后，在加入 NGF 和 CgA 的同时混
入 TＲPV1 受体拮抗剂，显示细胞内［Ca2 +］i 无明显

变化。如果细胞外 Ca2 +
进入细胞是通过 NGF 和

CgA触发电压依赖或者其他通道开放引起，那么在
无 Ca2 +
溶液中，细胞内［Ca2 +］i 不会增加。为了进

一步探索细胞内 Ca2 +
的来源，采用 D-PBS (不含

Ca2 +
和 Mg2 + )作为细胞外液进行实验，显示采用同

等浓度的 NGF和 CgA刺激 ＲWPE-1 细胞后，细胞内
［Ca2 +］i 无明显变化。由此可知，NGF 和 CgA 引起
细胞内［Ca2 +］i 的增加主要依赖于细胞外液

［Ca2 +］i 和 TＲPV1 通道的开放，而并非细胞内钙库
的释放。
综上所述，NGF 和 CgA 引起细胞内［Ca2 +］i 增

加，主要是依赖于 TＲPV1 通道开放，促使细胞外
Ca2 +
内流所致。进一步说明，CP 可能的发病机制:

各种伤害性因素刺激前列腺神经末梢，引起前列腺

神经内分泌细胞分泌 NGF 和 CgA，通过旁分泌、自
分泌等机制导致前列腺上皮细胞膜 TＲPV1 通道开
放，促使细胞内 Ca2 +

增加，引起前列腺上皮分泌功

能下降。
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Effect of NGF and CgA on the intracellular calcium ion concentration of
ＲWPE-1 cells and the role of NGF and CgA in chronic prostatitis

Ding Huayang1，Fan Song1，2，Zhang Li1，2，et al
( 1Dept of Urology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2Urological Institute of Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To explore difference of intracellular calcium ion (［Ca2 +］i) concentration of nerve growth
factor(NGF) and chromogranin A(CgA) treated prostate epithelial cell line ＲWPE-1 cells and evaluate the role of
NGF and CgA in chronic prostatitis (CP) ． Methods Using different concentrations of NGF and CgA (50 ng /ml
and 200 ng /ml) to stimulate ＲWPE-1 cells，the difference of intracellular［Ca2 +］i concentration was observed by
using Laser Scanning Confocal Microscopy． The difference of intracellular［Ca2 +］i concentration was observed after
infusing NGF and CgA mixed with TＲPV1 receptor antagonist． When the extracellular solution was changed to D-
PBS，the intracellular［Ca2 +］i concentration was observed after NGF and CgA infusion． Ｒesults Change in intra-
cellular［Ca2 +］i concentration did not occur by infusing 50 ng /ml NGF and CgA． Intracellular［Ca2 +］i concentra-
tion significantly increased by infusing 200 ng /ml NGF and CgA． Intracellular ［Ca2 +］i concentration did not
change after infusion of NGF and CgA mixed with TＲPV1 receptor antagonist． Even when the extracellular solution
was changed to D-PBS，the intracellular［Ca2 +］i concentration did not change after NGF and CgA infusion． Con-
clusion NGF and CgA might participate in the mechanism of CP and cause the opening of TＲPV1 of prostate epi-
thelial cell membrane． Then，the intracellular［Ca2 +］i concentration increase． In the end，prostate epithelial se-
cretion decline．
Key words prostatitis;nerve growth factor;chromogranin A;ＲWPE-1 cells;calcium ion
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