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增龄通过下调平滑肌细胞 BKCa 通道 琢 和
茁1 亚基表达改变肠系膜动脉舒缩性
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨增龄对大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞大电导钙激活钾通道 (BKCa) 琢 和 茁1 亚基蛋白表达的

影响。 方法摇 选用不同年龄雄性 Wistar 大鼠,分为青年组(4 ~ 5 月龄)、中年组(15 ~ 16 月龄)和老年组(22 ~ 24 月

龄)。 分别进行在体血压监测和离体去内皮血管张力测定,并采用蛋白免疫印迹分析观察肠系膜动脉平滑肌细胞

BKCa通道 琢 和 茁1 亚基的表达。 结果摇 增龄导致大鼠收缩压和脉压显著增大。 去甲肾上腺素诱发各组肠系膜动脉

收缩,并呈浓度依赖性,增龄导致血管对去甲肾上腺素的敏感性(pD2)和最大收缩反应降低;BKCa通道选择性阻断

剂 Iberiotoxin 诱发各组血管张力增高,但增高幅度青年组 > 中年组 > 老年组。 蛋白免疫印迹分析显示 琢 和 茁1 亚基

均随增龄下降,但 茁1 亚基下降幅度显著大于 琢 亚基。 结论摇 增龄诱导大鼠肠系膜动脉 BKCa通道在血管张力维持

中的贡献下降,其分子机制可能为增龄诱发的 琢 和 茁1 亚基表达非平行性下调(茁1 亚基下调更为显著)。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of aging on the molecular expression of 琢鄄 and 茁1 鄄subunit of large鄄
conductance Ca2 + 鄄activated K + (BKCa) channels in rat mesenteric arterial smooth muscle cells. 摇 摇 Methods摇 Young (4
~ 5 months), middle鄄aged (15 ~ 16 months), and old (22 ~ 24 months) male Wistar rats were used. 摇 In vivo blood
pressure and in vitro endothelium鄄removed mesenteric arterial tension were measured. 摇 Immunohistochemistry and Western
Blot assay were also conducted. 摇 摇 Results摇 The systolic blood pressure and pulse pressure were significantly increased
with aging. 摇 The vascular tone caused by norepinephrine (NE) strongly increased in a concentration dependent manner in
each group, and aging reduced the sensitivity to NE in mesenteric arteries (MA). 摇 Selective BKCa channel blocker (Iberi鄄
otoxin) induced a marked increase of vascular tension in MA in all three age groups. 摇 However, these effects were greatly
decreased in old animals. 摇 Western Blot showed that the protein expression of BKCa 琢鄄 and 茁1 鄄subunit was significantly re鄄
duced with aging, and the suppression of 茁1 subunits was larger than that of 琢 subunits. 摇 摇 Conclusions摇 These data
suggest that aging induces decrease of molecular expression of 琢鄄 and 茁1 鄄subunit of BKCa channels in MA myocytes, in
which the suppression of 茁1 鄄subunit is more pronounced than 琢鄄subunit. 摇 This unparallel downregulation of two subunits
may be the mechanism underlying the aging鄄associated decrease of BKCa channel contribution in regulating MA basal tone.

757CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2014 年第 22 卷第 8 期



摇 摇 增龄是心血管疾病发生的一个独立危险因素,
在增龄过程中常常伴随着各种心血管疾病的发生。
血管的形态和功能亦随年龄的增长发生各种退行

性变化,主要表现为管壁增厚、血管增生导致管腔

变窄、弹性纤维减少、内皮细胞功能紊乱、血管硬度

增加等[1]。 在血管老化进程中,血管平滑肌上的各

种离子通道也将发生增龄性变化。 其中,大电导钙

激活钾通道( large鄄conductance calcium鄄activated K +

channels, BKCa)在血管平滑肌细胞的膜电位及血管

张力维持中起着重要的负反馈调节作用[2,3],因此

它在衰老及疾病中的变化也受到广泛关注[4]。 血

管平滑肌细胞上的 BKCa通道由 琢 亚基和 茁1 亚基构

成。 其中 4 个 琢 亚基构成孔道结构,而 茁1 亚基则是

重要的功能调控单位[5]。 前期研究中我们发现,衰
老可导致大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞 BKCa通道活

性下降,表现为电压敏感性和钙敏感性下降、开放

时间缩短而关闭时间延长[6]。 然而,大鼠肠系膜动

脉 BKCa通道 琢 和 茁1 亚基的分子表达随年龄增长究

竟发生怎样的变化尚未见文献报道。 因此,本研究

拟选用青年、中年和老年大鼠,探讨其肠系膜动脉

平滑肌细胞 BKCa通道组成亚基的增龄性变化特征,
以期为衰老导致的外周阻力动脉的舒缩功能改变

寻找分子依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验动物与分组

摇 摇 2 月龄健康雄性 Wistar 大鼠购自北京维通利华

实验技术有限公司,分别饲养至 4 ~ 5 月龄(青年

组)、15 ~ 16 月龄(中年组)和 22 ~ 24 月龄(老年

组),各组 18 只。 国家标准啮齿类动物饲料,分笼

饲养,自由饮食,温度维持在 22 ~ 24益,相对湿度

40% ~60% ,昼夜节律人工控制光照(光照时间为

6:00鄄18:00)。
1郾 2摇 主要药物及溶液配制

anti鄄KCa1郾 1 (BKCa)和 anti鄄slo茁1 (KCNMB1) 购

自 Alomone Labs(以色列);辣根过氧化物酶标记羊

抗兔 IgG 购自 Proteintech Group(美国);茁鄄actin (R鄄
22):sc鄄130657 购自 Santa Cruz(美国);去甲肾上腺

素( norepinephrine,NE)、BKCa 通道选择性阻断剂

Iberiotoxin( IbTX)、Hepes、EDTA 均购自 Sigma (美

国);NaCl、KCl、MgCl2、Glucose、NaHCO3 等购自北京

化学试剂公司;肝素钠购于北京东胜泰博科技有限

公司。 Krebs 液成分:131郾 5 mmol / L NaCl,5 mmol / L

KCl,1郾 2 mmol / L NaH2PO4,1郾 2 mmol / L MgCl2,2郾 5
mmol / L CaCl2,11郾 2 mmol / L Glucose,13郾 5 mmol / L
NaHCO3,0郾 025 mmol / L EDTA,持续充氧(95% O2 ~
5%CO2),pH =7郾 4。
1郾 3摇 大鼠心血管反应性测定

青年组、中年组和老年组各选取 6 只,进行股

动、静脉插管手术[7]。 术后 24 h,动物恢复良好,自
由饮水进食,在清醒状态下进行基础血压测试。
1郾 4摇 离体血管环制备及张力测定

另选取每组各 6 只大鼠进行肠系膜动脉血管环

张力测定[8] 和免疫组织化学实验(见下文)。 大鼠

腹腔麻醉后断头处死,迅速打开腹腔取肠系膜动

脉,在 4益 Krebs 液中剔除血管壁周围脂肪和血管

分支并用平头针来回穿插去除内皮,制成长 4 mm
血管环,进行血管收缩张力测定。 先用 120 mmol / L
KCl 刺激血管收缩,以净收缩幅度作为 100%最大收

缩,并用乙酰胆碱(Ach)检测内皮完整性。 之后分

别再给予去甲肾上腺素(10 - 9 ~ 10 - 5 mol / L)和 IbTX
(10 - 7 mol / L)刺激血管环,观察各组血管张力及反

应性的变化。
1郾 5摇 蛋白免疫印迹分析

每组选取 6 只大鼠进行肠系膜动脉 BKCa通道 琢
和 茁1 亚基蛋白免疫印迹分析。 大鼠麻醉断头,分离

出肠系膜动脉并除去脂肪,立即投入液氮中暂存,之
后转入 -80益冰箱保存。 称取100 mg 组织,迅速加入

500 滋L RIPA 裂解液,用匀浆器在冰水浴中匀浆 10
次,每次匀 4 ~ 5 s,间隔 4 ~ 5 s。 将匀浆液于 4益以

13000 伊 g 离心 30 min,取上清液待测。 按照常规操

作进行蛋白浓度的测定、电泳样品制备、聚丙烯酰胺

凝胶(SDS鄄PAGE)电泳(上样量每孔 40 ~ 50 滋g 蛋

白)、转膜(BKCa 琢 亚基 300 mA 恒流 1郾 5 h;BKCa 茁1

亚基 250 mA 恒流 50 min)、5% BSA 封闭 2 h。 加入

用 0郾 01 mol / L TBST 稀 释 的 一 抗 [ anti鄄KCa 1郾 1
(BKCa),1 颐 300;anti鄄slo茁1 (KCNMB1),1 颐 200;茁鄄actin
(R鄄22) 颐 sc鄄130657,1颐 300],室温脱色摇床上摇动孵

育 1 h, 4益孵育过夜;0郾 01 mol / L TBST 漂洗三次,加
入用辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG[1颐 16000(BKCa

琢 亚基);1颐 2000(BKCa茁1 亚基);1颐 4000(茁鄄actin)]孵
育 1 h。 免疫蛋白活性由增强化学发光法检测,并采

用 Quantity One 软件进行半定量分析。
1郾 6摇 统计学分析

所有结果均以 x 依 s 表示,应用 SPSS 17郾 0、
GraphPad Prism 5 进行数据统计分析,青年组、中年

组和老年组之间比较采用单因素方差分析,P <
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0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 增龄对大鼠体重、心脏重量及基础血压的影响

摇 摇 大鼠体重随增龄显著增加,而心脏重量三个年龄

组间差异无显著性。 因此,心脏(mg) /体重(g)比值

随年龄呈明显下降。 清醒、在体动脉血压测试显示,
与青年组大鼠相比,中年组和老年组大鼠收缩压明显

增高,且老年组显著高于中年组;舒张压则随年龄增

加表现为下降,中年组和老年组均显著低于青年组,
但中年组与老年组间差异无显著性。 脉压与收缩压

变化相似,老年组 > 中年组 > 青年组。 三组间心率

无明显差异(P >0郾 05;表 1 和图 1)。
2郾 2摇 增龄对大鼠肠系膜动脉血管收缩特性的影响

2郾 2郾 1摇 高钾诱发的肠系膜动脉收缩反应 摇 摇 KCl
(120 mmol / L)可诱发各年龄组肠系膜动脉收缩,青
年、中年和老年组大鼠的最大收缩张力(Kmax)分别

为 1郾 43 依 0郾 07 g、1郾 38 依 0郾 06 g 和 1郾 36 依 0郾 05 g,三
组之间差异无显著性(P > 0郾 05)。

图 1. 各年龄组大鼠基础血压记录图

Figure 1. The basal blood pressure in rats at different
age groups

表 1. 增龄对大鼠体重、心脏重量及基础血压的影响(x 依 s,n = 6)
Table 1. Effects of aging on the rat body weight, heart weight and basal blood pressure

分摇 组 体重(g) 心脏重量(g) 心脏 /体重比(mg / g) 收缩压(mmHg) 舒张压(mmHg) 脉压(mmHg)

青年组 578郾 1 依 18郾 6 1郾 6 依 0郾 1 2郾 8 依 0郾 2 130郾 5 依 5郾 4 110郾 2 依 4郾 2 20郾 3 依 4郾 7
中年组 682郾 4 依 20郾 3a 1郾 7 依 0郾 1 2郾 5 依 0郾 1a 135郾 6 依 4郾 6 95郾 4 依 4郾 8a 40郾 2 依 4郾 7a

老年组 733郾 0 依 14郾 7ab 1郾 7 依 0郾 2 2郾 3 依 0郾 1ab 143郾 0 依 3郾 8a 88郾 7 依 4郾 4a 54郾 3 依 4郾 5ab

a 为 P < 0郾 05,与青年组比较;b 为 P < 0郾 05,与中年组比较。

2郾 2郾 2摇 增龄对去甲肾上腺素诱发的肠系膜动脉收

缩反应的影响摇 摇 去甲肾上腺素(10 - 9 ~ 10 - 5 mol /
L)可诱发各组肠系膜动脉收缩,并呈浓度依赖性收

缩(图 2)。 与青年组相比,中年组和老年组肠系膜

动脉对去甲肾上腺素的最大收缩反应依次下降。
引起 50%最大收缩反应的去甲肾上腺素浓度的负

对数( pD2)分别是 5郾 85 依 0郾 04 (青年组),5郾 47 依
0郾 04(中年组)和 5郾 34 依 0郾 05(老年组),提示增龄导

致大鼠肠系膜动脉对去甲肾上腺素的敏感性降低。
2郾 2郾 3摇 增龄对 IbTX 诱发的肠系膜动脉收缩反应的

影响摇 摇 BKCa 通道特异性阻断剂 IbTX(10 - 7 mol /
L)可诱发大鼠肠系膜动脉收缩,与青年组相比

(28郾 6% 依3郾 6% Kmax),中年组和老年组大鼠血管

收缩反应明显降低(18郾 2% 依 2郾 4% Kmax,8郾 3% 依
1郾 1%Kmax)(P < 0郾 05)。 提示随年龄增长,BKCa通

道在血管基础张力维持中的贡献率下降(图 3)。

2郾 3摇 增龄对大鼠肠系膜动脉 BKCa通道 琢 和 茁1 亚

基表达的影响

分别采用 琢 和 茁1 亚基的特异性抗体可以检测

到 125 kDa(琢 亚基)和 28 kDa(茁1 亚基)的蛋白表

达。 与青年组相比,中年组和老年组 琢 和 茁1 亚基

表达均显著下降;与中年组相比,老年组 茁1 亚基显

著下降(P < 0郾 05),而 琢 亚基却差异无显著性(P >
0郾 05)。 因此,茁1 / 琢 随增龄呈现显著性下降(P <
0郾 05;表 2 和图 4)。 此结果提示,增龄可诱发肠系

膜动脉 BKCa通道 琢 和 茁1 亚基显著下降,但 茁1 下降

较 琢 亚基更为显著。

3摇 讨摇 论

本研究以青年组、中年组和老年组大鼠的肠系

膜动脉为研究对象,首次报道了其平滑肌细胞 BKCa
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图 2. 增龄对去甲肾上腺素诱发的肠系膜动脉收缩反应的影响(n = 6)
Figure 2. Effects of aging on NE鄄induced mesenteric arterial contraction(n = 6)

图 3. 增龄对 IbTX 诱发的肠系膜动脉收缩反应的影响(n = 6)摇 摇 a 为 P < 0. 05,与青年组比较;b 为 P < 0郾 05,中年组比较。
Figure 3. Effects of aging on IbTX鄄induced mesenteric arterial contraction(n = 6)

表 2. 增龄诱导肠系膜动脉平滑肌细胞 BKCa通道 琢亚基和

茁1 亚基蛋白表达下降(x 依 s,n = 6)
Table 2. Aging decreased protein expression of 琢鄄 and 茁1 鄄
subunit of BKCa channel in mesenteric arterial myocytes

蛋白 青年组 中年组 老年组

琢 亚基 1郾 00 依 0郾 00 0郾 86 依 0郾 90a 0郾 78 依 0郾 10a

茁1 亚基 1郾 00 依 0郾 00 0郾 55 依 0郾 10a 0郾 33 依 0郾 10ab

茁1 / 琢 1郾 00 依 0郾 00 0郾 64 依 0郾 11a 0郾 42 依 0郾 09ab

a 为 P < 0郾 05,与青年组比较;b 为 P < 0郾 05,与中年组比较。

通道 琢 亚基和 茁1 亚基蛋白表达随增龄出现非 1颐 1
下降的现象,茁1 亚基下调较 琢 亚基更为显著。

在增龄所致的众多组织器官的退行性变中,血
管衰老是人体衰老的关键始发因素。 血管老化加

快了机体衰老的进程,不仅容易进展为动脉粥样硬

化,影响中枢和器官的供血功能以及心脏功能,而
且还易诱发多种内脏疾病的发生,例如冠心病、心
肌梗死、脑出血、肾性高血压、肾功能衰竭等[9,10]。
衰老导致的动脉硬化,使收缩压显著升高,舒张压

下降、不变或轻度升高,从而使脉压显著增大。 因
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图 4. Western Blot 检测增龄对肠系膜动脉平滑肌细胞

BKCa通道 琢亚基和 茁1 亚基蛋白表达的影响

Figure 4. Effect of aging on protein expression of 琢鄄 and 茁1 鄄

subunit of BKCa channel in mesenteric arterial myocytes by

Western Blot

此,有研究表明脉压对心血管疾病的预测性更强,
是心血管疾病发生的强预测因子,预测效果明显强

于收缩压和舒张压[11]。 本研究的在体血压监测结

果显示中年组和老年组大鼠基础收缩压和脉压均

显著高于青年组,且老年组又较中年组显著增高,
均符合血压的增龄性变化特点。 此结果表明本实

验中所建立的增龄大鼠模型成功。
去甲肾上腺素是一种血管收缩剂,它通过与血

管平滑肌上的 琢 肾上腺素能受体结合而发挥生物

学效应。 有研究表明,增龄可导致血管平滑肌上 琢
肾上腺素能受体数量下降,从而使血管对去甲肾上

腺素的敏感性下降,导致血管收缩幅度下降[12];但
亦有研究表明增龄并不会影响 琢 肾上腺素能受体

的数量,血管收缩幅度降低是因为血管管壁结构改

变所致[13]。 本实验发现,去甲肾上腺素诱发肠系膜

动脉收缩,并呈浓度依赖性。 而随着年龄的增加,
大鼠肠系膜动脉对去甲肾上腺素的敏感性(pD2)和
最大收缩反应都显著降低。

BKCa通道在血管平滑肌细胞上分布广泛且表达

密度最高,是细胞运载外向电流的优势通道,在小

动脉肌源性紧张和血管平滑肌舒缩调节中具有重

要意义。 BKCa 通道的门控机制表现 为 对 胞 内

[Ca2 + ]i 的敏感性和对膜电位的依赖性,因此,在膜

去极化和细胞外 Ca2 + 内流导致肌浆网上的 Ryanod鄄
ine 受体的 Ca2 + 释放时 BKCa通道被激活,从而使细

胞膜超极化,继而通过抑制 L 型钙通道,降低细胞

内 Ca2 + 浓度,引起平滑肌舒张,呈现出一种负反馈

调节机制[14,15]。 肠系膜动脉为机体主要的外周阻

力血管,其舒缩功能对血压起至关重要的作用。 为

探讨 BKCa通道在肠系膜动脉基础张力维持中随增

龄出现的变化,我们进行了离体去内皮血管环张力

测定实验。 实验发现,BKCa通道特异性阻断剂 IbTX
(10 - 7 mol / L)可诱发各组肠系膜动脉张力增加,幅
度为青年组 > 中年组 > 老年组。 此结果提示随年

龄增长,BKCa通道在维持血管基础张力中的贡献率

显著下降,这也是增龄导致血管张力增高和外周阻

力增大的重要原因。
血管平滑肌上的 BKCa通道由构成孔道结构的

琢 亚基和具有调控功能的 茁1 亚基构成[5]。 茁1 亚基

能增强 BKCa通道的 Ca2 + 敏感性和电压敏感性。 有

研究发现,茁1 亚基敲除的小鼠平滑肌细胞上 BKCa通

道与钙火花失耦联导致细胞膜去极化、血管收缩、
血压升高和左心室肥厚[16]。 另外,茁1 亚基敲除的

小鼠脑动脉平滑肌细胞的 BKCa通道表现出对 Ca2 +

的敏感性降低,脑动脉的舒张能力下降[17]。 有关血

管增龄变化的研究报道,某些血管床随年龄增长可

出现 BKCa通道功能和表达的下降,如在大鼠和人类

的冠状动脉,BKCa通道 琢 亚基蛋白表达下降[18,19],
且在转录水平发现 茁1 亚基与 琢 亚基表达平行下

降;但是肺动脉和脑动脉平滑肌细胞 BKCa通道表达

无显著性变化[20]。 这提示增龄对血管平滑肌细胞

BKCa通道的影响是具有组织特异性的。
我们前期采用膜片钳内面向外单通道记录模式

对大鼠肠系膜动脉平滑肌细胞 BKCa通道的生物物理

特性进行了观察。 研究发现衰老可使其 BKCa通道的

功能(活性)下降,主要表现为电压敏感性和钙敏感

性下降、平均开放时间缩短和平均关闭时间延长[6]。
另外,采用药理学实验发现,衰老大鼠肠系膜动脉平

滑肌细胞 BKCa 通道对 Tamoxifen 的敏感性下降[6]。
Tamoxifen 是一种选择性雌激素受体拮抗剂,其对

BKCa通道的激活必须依赖于 茁1 亚基存在,因此具有

检测 茁1 亚基功能的作用。 如上所述,茁1 亚基不仅可

以明显地增加 BKCa 通道的电压敏感性和钙敏感

性[21,22],也可以增加对 Tamoxifen[23]、雌激素和 DHS鄄
1 的敏感性[24]。 衰老伴随的肠系膜动脉平滑肌细胞

BKCa通道对 Tamoxifen 的敏感性减弱这一实验现象提

示,衰老很可能通过显著降低 茁1 亚基功能(即 琢 亚基

和 茁1 亚基非 1颐 1 下降)使 BKCa通道的电压敏感性和

钙敏感性下降,平均开放概率降低。
为验证此推测,本研究中我们采用蛋白免疫印

迹分析方法观察了增龄对肠系膜动脉 BKCa通道 琢
亚基和 茁1 亚基蛋白表达的影响。 在细胞水平,实验

发现 BKCa通道 琢 亚基和 茁1 亚基表达均随年龄增长

逐渐减少,但 茁1 亚基下降得更为明显。 茁1 / 琢 随年

龄增长而下降,青年组 > 中年组 > 老年组。 此结果
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证实了我们的推测,即增龄可诱发肠系膜动脉 BKCa

通道 琢 和 茁1 亚基蛋白表达显著下降,但 茁1 下降较

琢 亚基更为显著;此结果亦为 BKCa通道电生理功能

学实验提供了重要的分子依据。 在增龄过程中,
BKCa通道蛋白结构、功能、代谢等的变化可能是由于

机体内在的或外在的因素通过某种机制如氧化作

用、突变等引起的,这些机制改变了血管平滑肌对

内源性血管活性物质及药物的反应性,致使 BKCa通

道的功能、活性和数目发生变化,导致了血管舒张

功能的下降[25,26],最终成为心血管疾病发病的重要

危险因素。
本研究未在 mRNA 水平上对增龄肠系膜动脉

BKCa通道 琢 和 茁1 亚基进行检测,此为本实验的不

足之处。 mRNA 水平和蛋白水平的改变以及两者之

间的关联将能更全面地解释增龄诱导大鼠肠系膜

动脉 BKCa通道功能改变的机制,在今后的研究中我

们将进一步深入探讨。

4摇 结摇 论

增龄诱导大鼠肠系膜动脉 BKCa通道在血管张

力维持中的贡献下降,其分子机制可能为增龄诱发

的 琢 和 茁1 亚基表达非平行性下调,即 茁1 亚基下调

较 琢 亚基更为显著。
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