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Abstract Objective To study the effect of interleukin ( IL) -6，IL-8，IL-13，Eotaxin epithelial cells NCI-H292 by
poly-L-arginine ( PLA) ． Methods NCI-H292 cells were divided into control group( culture solution) ，lipopolysac-
charide ( LPS) group( 5 μg /ml) ，PLA group ( Max = 40 μg /ml) ，LPS + PLA group and LPS + PLA + heparin
group． The expressions of IL-6，IL-8，IL-13 and Eotaxin were determined by ELISA，and compared the differences
among the groups． Ｒesults IL-6，IL-8 and Eotaxin levels in LPS + PLA group were significantly higher than other
groups ( P ＜ 0. 05) ; but there was no statistical significance among LPS group，PLA group and the control group ( P
＞ 0. 05) ; and also no statistical significance on IL-13 among each group( P ＞ 0. 05) ; but heparin could reduce the
levels of cytokines in LPS + PLA group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion PLA can increase the expression of IL-6，IL-8，
Eotaxin in NCI-H292 cells association with LPS，but heparin can inhibit the expression of cytokines; and there has
no effect on IL-13．
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stim1 和 orai1 蛋白在哮喘大鼠支气管平滑肌中的表达
王 丽1，丁圣刚1，李忠强2，王亚亭1

摘要 目的 研究基质交感分子 1 ( stim1) 和钙离子释放激

活钙离子通道蛋白 1 ( orai1 ) 在哮喘气道平滑肌细胞中表达

水平的变化。方法 选取 40 只清洁级 SD 大鼠随机分为对

照组和哮喘组，其中哮喘组用鸡卵清蛋白 ( OVA) 激发制备

大鼠哮喘模型 ( n = 20 ) ，对照组用生理盐水代替 ( n = 20 ) 。

肺组织病理切片 HE染色判断哮喘模型是否建立成功，分析

支气管肺泡灌洗液( BALF) 中的细胞总数及分类计数，应用

免疫组化技术及彩色病理图文分析系统测定 stim1 和 orai1

蛋白阳性细胞平均光密度值。结果 肺组织病理切片 HE

染色镜下观察呈现大量炎细胞浸润，支气管黏膜肿胀，支气

管腔内可见黏液栓等，证实哮喘模型建立成功。哮喘组中大

鼠 BALF中细胞总数、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞计数明显

高于对照组，差异有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。哮喘组大鼠支

气管平滑肌表达 orai1 蛋白阳性细胞平均光密度值明显高于
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对照组( P ＜ 0. 05) 。哮喘组和对照组大鼠支气管平滑肌表

达 stim1 蛋白阳性细胞的平均光密度值无明显差异 ( P ＞

0. 05) 。结论 orai1 蛋白在哮喘大鼠气道平滑肌细胞中表

达变化较 stim1 蛋白明显，对支气管平滑肌调节作用可能更

重要。
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钙库调控钙离子内流( store operated calcium en-
try，SOCE) 在机体生理、病理活动中起着重要作用，
参与细胞的生长、迁移、增殖与分化，同时与机体免
疫细胞、炎症细胞以及结构细胞发挥作用有密切关
系［1 － 2］。钙离子释放激活钙离子通道蛋白 1 ( calci-
um release-activated calcium channel protein 1，orai1)
和基质交感分子 1 ( stromal interaction molecule l，
stim1) 是构成 SOCE 的重要分子，orai1 被公认为介
导 SOCE通道中 Ca2 +内流的离子通道，stim1 被认为
是胞内钙库 Ca2 +的“传感器”，Ca2 +敏感区是细胞内

质网 ( endoplasmic reticulum，EＲ) 腔内的 EF-hand
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结构。支气管哮喘的发生、发展与机体慢性炎症和
长期免疫应答反应有密切关系。该研究旨在探讨
orai1 蛋白在哮喘大鼠气道平滑肌细胞中表达变化，
以期证实构成 SOCE的 orai1 和 stim1 与支气管哮喘
的发生、发展存在的联系。

1 材料与方法

1． 1 实验动物 SD大鼠 40 只，清洁级，雄性，体重
100 ～ 130 g，购自安徽医科大学实验动物中心。
1． 2 主要试剂与仪器 鸡卵清蛋白( OVA) 购自美
国 Sigma公司;氢氧化铝粉购自上海凌峰化学试剂
有限公司; orai1 和 stim1 一抗抗体购自美国 Abcam
公司;羊抗兔 IgG抗体-HＲP多聚体购自北京中杉金
桥生物技术有限公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 大鼠哮喘模型的建立 参照文献［3］方法，
取清洁级 SD 大鼠 40 只，随机分为对照组和哮喘
组。哮喘组于第 1、8、15 天分别腹腔注射 10% OVA
溶液 1 ml( 含 100 mg OVA 和 100 mg 氢氧化铝) 进
行致敏，对照组用生理盐水代替腹腔注射;哮喘组于

第 16 天起雾化吸入含有 1% OVA 生理盐水 1 ml，
每次 30 min，共 7 d，激发哮喘，使其出现打喷嚏、喘
息、呼吸急促或呼吸困难等表现;对照组用生理盐水
代替雾化吸入，吸入时间相同。
1． 3． 2 标本的留取 最后一次雾化吸入后 24 h
内，用 3%戊巴比妥( 0. 3 ml /100 g) 腹腔注射进行麻
醉，麻醉后行开胸手术，分离周围组织，充分暴露左

右主支气管，结扎右肺主支气管，并切取右肺叶，置

于装有 4%多聚甲醛溶液中充分浸末备用。
1． 3． 3 支气管肺泡灌洗液( BALF) 的留取 左肺予
以生理盐水 3 ml 灌洗，重复进行 3 次，每次灌洗时
间持续 30 s，将回抽的灌洗液放入离心管，经 4 ℃
1 000 r /min 离心 10 min，离心后弃去上清液，将沉
淀细胞用 Hanks液洗涤离心 2 次，弃去上清液，加入
Hanks液吹打混匀制成细胞悬液，细胞悬液涂片经
HE染色后用改良牛氏血细胞计数板做细胞计数。
1． 3． 4 石蜡切片 HE染色 将浸入 4%甲醛溶液固
定的新鲜肺组织，24 h 后制作蜡块，后用切片机连
续切片，厚度为 5 μm。常规用脱蜡、乙醇梯度脱水，
行 HE染色，光镜下观察肺脏组织病变情况。
1． 3． 5 石蜡切片免疫组化 将肺组织切片放在 90
℃恒温箱中烘烤 10 min 后，常规用脱蜡、乙醇梯度
脱水，PBS 冲洗后分别应用 orai1 和 stim1 蛋白免疫

组化试剂盒，羊抗兔 IgG抗体-HＲP多聚体作为标记
二抗，依次按步骤选取比较完整的支气管，显微镜下

观察计数表达 orai1 和 stim1 蛋白的阳性细胞，并随
机选取 5 个高倍视野，进行彩色病理图文分析系统
测定 orai1 和 stim1 蛋白阳性细胞平均光密度值。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 11． 0 统计软件进行
分析，数据以 珋x ± s表示，组间比较采用两独立样本 t
检验。

2 结果

2． 1 大鼠肺部组织形态学观察 行 HE 染色后，镜
下观察哮喘组大鼠肺脏组织，表现为支气管黏膜肿

胀，内膜皱襞增多，部分上皮细胞破坏、脱落，杯状细
胞增生，平滑肌层增厚，管壁增厚，管腔狭窄，黏液分

泌增多，可见黏液栓形成，管壁周围见大量炎症细胞

浸润;对照组则未见上述炎性改变，仅有少许炎症细

胞浸润，支气管腔内少许分泌物。见图 1。

图 1 两组大鼠肺部组织表达 HE ×200

A:对照组; B:哮喘组

2． 2 支气管 BALF涂片 HE 染色细胞计数 两组
大鼠 BALF中均含有中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细
胞等，与对照组比较，哮喘组大鼠 BALF 中细胞总
数、中性粒细胞、嗜酸性粒细胞计数明显升高，差异
有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。见表 1。

表 1 两组大鼠 BALF中细胞计数及分类( n = 20，珋x ± s)

项目 哮喘组 对照组 t值 P值
细胞总数( ×106 /L) 110． 70 ± 27． 56 50． 00 ± 19． 77 0． 581 0． 000
中性粒细胞( ×106 /L) 28． 80 ± 5． 07 5． 50 ± 2． 64 3． 403 0． 000
嗜酸性粒细胞( ×106 /L) 7． 80 ± 2． 25 1． 60 ± 1． 08 4． 033 0． 000

2． 3 支气管平滑肌 orail和 stim1 表达 与对照组
相比，哮喘组大鼠支气管平滑肌细胞及其周围组织

均有 orai1 蛋白阳性细胞表达，呈棕黄色颗粒，支气
管平滑肌细胞平均光密度值明显升高 ( 0. 099 ±
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0. 025 vs 0. 072 ± 0. 014，P ＜ 0. 05) ;哮喘组大鼠支气
管平滑肌细胞及其周围组织均有 stim1 蛋白阳性细
胞的表达，呈棕黄色颗粒，支气管平滑肌细胞的平均

光密度值与对照组比较差异无统计学意义 ( 0. 093
± 0. 025 vs 0. 088 ± 0. 017，P ＞ 0． 05) 。见图 2。

图 2 orai1、stim1 蛋白免疫组化检测

A:对照组; B:哮喘组; 1: orai1 SP × 400; 2: stim1 SP × 200

3 讨论

气道平滑肌细胞是哮喘发作时气道结构变化的

主要效应细胞，被认为是气道高反应性的结构基础，

同时中性粒细胞、巨噬细胞、淋巴细胞、嗜酸性粒细
胞、肥大细胞、气道上皮细胞等多种细胞和细胞组分
也参与哮喘的慢性炎症反应。Baryshnikov et al［4］利
用 siＲNA法敲除大鼠血管平滑肌细胞及人主动脉
血管平滑肌细胞中的 stim1 和( 或) orai1 蛋白降低细
胞的 SOCE活性，明显抑制平滑肌细胞的增殖及细
胞外 Ca2 +内流，进而使中性粒细胞的炎症反应活性

降低，肥大细胞脱颗粒及释放炎症介质减少，淋巴细

胞克隆分化减弱［5 － 8］。
有研究［9］表明 orai1 和 stim1 两种蛋白是构成

SOCE通路的重要组成部分，在细胞静息状态下
stim1 和 orai1 蛋白分别均匀地分布在内质网膜和细
胞膜上，胞外激动剂作用于 G 蛋白偶联受体( G pro-
tein-linked receptor，GPCＲ) 活化磷脂酶 C ( phospho-
lipaseC，PLC) 产生三磷酸肌醇( inositol triphosphate，
IP3) ，IP3 与细胞内钙库 IP3 受体 ( IP3 receptor，

IP3Ｒ) 结合，使钙库开放，钙库迅速释放 Ca2 +流入胞

质，并出现钙库损耗状态，stim1 蛋白感受钙库的充
盈状态，stim1 蛋白在内质网膜上重新排列，在靠近
细胞膜的内质网膜上聚集［10 － 11］，将细胞内钙库耗竭

信号，传递给位于细胞膜上的 orai1 蛋白，orai1 蛋白
活化且表达增多，形成功能性钙离子通道，促使胞外

Ca2 +内流。
哺乳动物细胞中还有两个 orai1 的同源蛋白:

orai2、orai3，在 HEK293 细胞研究［12］显示所有的 orai
蛋白都能增加 SOCE，其中 orai1 功效最强，且是构成
SOCE通道的重要组成部分，介导 Ca2 +的内流。本
研究结果显示哮喘组支气管平滑肌细胞内表达

orai1 蛋白的阳性细胞平均光密度值明显高于对照
组，提示在哮喘发作时，气道平滑肌细胞经过 G 蛋
白偶联受体信号转导途径，使钙库开放，并出现钙库

耗竭，stim1 作为胞内钙库 Ca2 + 的“传感器”，介导
Ca2 +内流的离子通道开放，胞外 Ca2 +流入胞内，填

充胞内钙库，以维持气道平滑肌细胞内外钙离子平

衡及其收缩功能。利用 ＲNA 干扰技术沉默 orail 蛋
白后可显著抑制毒胡萝卜素或环匹阿尼酸清空钙库

引起的 Ca2 +内流，从而抑制平滑肌 Ca2 +内流，充分

证实这一观点［9］。
stim1 被证明是细胞内 Ca2 +的传感器，检测细

胞内 Ca2 +含量。目前已发现 stim 分子有 stim1 和
stim2 两种亚型［13 － 14］。stim1 在 SOCE 通道活性中
有重要作用，钙库排空之前 stim1 定位在内质网膜
上，随胞内钙库排空，stim1 在靠近细胞膜的内质网
膜上以“斑”状重新聚集［14 － 15］，Ca2 +敏感区 EF-hand
结构域的基因突变，可能会降低其与 Ca2 + 的亲和

力，使 stim1 蛋白对未排空的钙库敏感，导致 SOC 非
钙库调控的激活［4］。本研究结果显示哮喘组支气
管平滑肌细胞表达 stim1 蛋白阳性细胞平均光密度
值与对照组比较无明显差异，然而 Potier et al［1］在
研究细胞生长过程中发现，在哮喘大鼠的气道平滑

肌细胞中 stim1 的表达较对照组大鼠的表达增多，
所以 stim1 蛋白在气道平滑肌细胞中作用机制仍需
进一步探讨。
综上所述，stim1 和 orai1 蛋白作为 SOCE 通路

的重要组成部分，在哮喘气道平滑肌细胞中表达水

平的变化，可能对气道平滑肌收缩功能起到重要作

用，且 orai1 蛋白对支气管平滑肌调节作用更重要，
SOCE通道可能参与哮喘的发生、发展，其作用机制
仍需进一步研究。
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The expression of stim1 and orai1 protein in asthmatic
rats airway smooth muscle cells

Wang Li1，Ding Shenggang1，Li Zhongqiang2，et al
( 1 Dept of Pediatrics，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;

2 Dept of Pediatrics，Linyi City People's Hospital，Linyi 276000)

Abstract Objective To investigate the changes of stim1 and orai1 protein in the level of expression in asthmatic
airway smooth muscle cells． Methods 40 SD rats were randomly divided into normal control group and asthma
group，and asthma model was established by OVA sensitization in rats． HE staining of lung tissue to determine
whether the asthma model successfully established． Cell counting and classification were obtained in bronchoalveo-
lar lavage fluid ( BALF) of rats，immunohistochemical detection and color graphic analysis system was used to
measure the expression of stim1 and orai1 protein positive cells mean optical density value． Ｒesults The lung tis-
sue pathological section HE staining showed inflammatory cell infiltration，bronchial mucosal edema，bronchial visi-
ble mucus，confirmed the asthma model was established successfully． Compared with the normal control group，the
total number of cells，neutrophils count，eosinophils count in BALF sediment of the asthma group were significantly
increased，and the difference was statistically significant ( P ＜ 0. 01) ． The expression of orai1 protein positive cells
mean optical density value of asthma group was significantly higher than the normal control group ( P ＜ 0. 05 ) ．
Asthma group and normal control group had no significant difference in expression the stim1 protein positive cells in
the average optical density value( P ＞ 0. 05) ． Conclusion Orai1 proteins may play an important role in the con-
traction of asthma rat airway smooth muscle cells．
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