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摘要

目的: 探讨黄连素对人结肠癌细胞系HT-29 的作用及与

Ca2+有关的机制 为黄连素作为一种新的结肠癌化学治疗

药物进行理论上的准备和提供相关实验结果.

方法: 0.1 µmol/L 0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L
的黄连素加入到HT-29结肠癌细胞系培养液中. 分别在第1 d

第 2 d 第 3 d测量各有关值. 以 bapta-AM(33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (50 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制细胞内Ca2+和细胞膜Ca2+通道 对

比观察黄连素对细胞内Ca2+的影响及结肠癌细胞在不同

Ca2+浓度条件下各有关值. 细胞记数检测细胞的生长和增

生 用免疫荧光分光光度法检测细胞内Ca2+浓度.

结果: 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时则有明显的量效关系
抑制结肠癌细胞的生长. 黄连素在浓度大于0.3 µmol/L时对
细胞内Ca2+的释放有抑制作用.

结论: 黄连素能够抑制Ca2+的释放可能为黄连素抑制HT-

29细胞生长和增生的一个机制.
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0   引言

结肠癌是常见的恶性肿瘤之一 他严重地危害着人们

的身体健康. 目前临床上结肠癌常用的化疗药物毒副作

用大 寻找新的化疗效果好 毒副作用小的药物 可

以提高结肠癌患者的治疗效果 提高患者的生存期及

生存质量. 已有研究证实黄连素(berberine, ber)对平滑肌

细胞内Ca2+有作用[1]. Ca2+作为第二信使可能以某种形式

参与肿瘤生长和繁殖的调节[2]. 本题采用细胞培养的方

法 将黄连素加入到结肠癌细胞培养环境中 观察培养

上清中细胞内Ca2+的改变 同时观察ber 对结肠癌细

胞生长 增生的影响 为ber作为一种新的结肠癌化疗

药物进行理论上的研究.

1   材料和方法

1.1 材料  细胞系: HT-29细胞系购自中南大学湘雅医学

院肿瘤研究所 该细胞系由该所引自ATCC. 主要试剂

和仪器: berberine (Sigma) Fura-2/AM (Sigma) bapta-

AM(Sigma) verapamil(Sigma) 日本产岛津RF-5000

荧光分光光度计.

1.2 方法

1.2.1 细胞培养  HT-29以RPMI-1640为培养液 加入

100 mL/L热灭活的FBS及青霉素和链霉素 HT-29细胞

置于37 50 mL/L CO2培养箱中培养 以1 106/mL

细胞接种 24 h 后 分组加药: 终浓度为 0.1 µmol/L
0.3 µmol/L 3.0 µmol/L 30.0 µmol/L 的 ber加入到HT-
29结肠癌细胞系培养液中. 以 bapta-AM (33 µmol/L)为
细胞内Ca2+螯合剂 verapamil (30 mmol/L)为细胞膜Ca2+

通道拮抗剂 分别抑制胞内Ca2+及胞膜钙通道 对比

观察黄连素对细胞内Ca2+的影响. 24 h后测量钙离子浓度.

1.2.2 生长曲线的绘制  采用氮兰四唑盐实验(MTT)法

取对数生长期的HT-29细胞按传代方式制成单细胞悬

液 以每孔4 103个细胞接种于96孔培养板中 培

养24 h 后 弃去原细胞培养液 实验组每孔加入ber
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母液 使其浓度为0.1 µmol/L 0.3 µmol/L 3.0 µmol/L
30.0 µmol/L 对照组不加药 换成与实验组相同体积
的培养液. 每组每个时间点设6个平行孔 继续培养箱

内培养 培养6 d 每组各取6孔加入MTT溶液(5 mg/mL)

20 µL 37 孵育 4 h后弃去孔内培养液 每孔加入
15 µLDMSO震荡10 min. 以空白孔调零 在酶联免疫
检测仪上测490nm波长处的每孔吸光度值(aborbance A

值) 求其平均值.

1.2.3 免疫荧光分光光度法检测钙离子浓度  经典的

Fura-2/AM负载测钙[2]方法: 用无血清的培养液洗涤细

胞 将106细胞悬浮于1 mL含 2.5 mmol/L Fura-2/AM

和 2 g/L BSA的BSS液中 37 温浴80 min 并不断

振荡. 用冷BSS洗涤细胞2次 去除胞外游离的Fura-2/

AM. 将细胞悬浮在冷BSS中. 连续测定340 nm 380 nm

波长激发光交替激发时 490 nm发射新的荧光强度F

同时记录荧光强度比值R (R =F340/F380). 扫描结果由Su-

per Ion Probe Software软件自动分析 依据公式[Ca2+]I =Kd

(Rmin-R)/(R-Rmax) (Ff2/Fb2), 其中Kd为 Fura-2/AM

与钙离子结合反应的解离平衡常数. Ff2/Fb2 分别为钙离

子游离与饱和时380 nm的荧光强度. 自发荧光以未负载

Fura-2/AM的细胞同样方法测得 计算时减去.

         统计学处理  采用统计软件SPSS10.0分析. 根据资料性

质 实验数据均以 sx ± 表示 用 t检验处理 P <0.05
为有统计学差异.

2   结果

2.1 ber对HT-29细胞生长 增生的影响  不同浓度的

ber对HT-29细胞干预后的生长曲线如图1. 细胞接种

后 对照组细胞几乎呈线性生长 72 h后细胞数量大

约增加8倍. ber干预后呈剂量依赖性抑制细胞增生 生

长曲线向右移 3.0 µmol/L及 30.0 µmol/L浓度抑制细
胞增生较明显.

图1  不同浓度ber 对HT-29细胞干预后的生长曲线.

2.2 ber 对 HT-29[Ca2+] I的影响  不同浓度的ber 及

verapamil Bapta-AM对HT-29 [Ca2+]I的影响见表1. 结

果显示当ber浓度在0.3-30 µmol/L之间时 对[Ca2+]I有
抑制作用 但作用强度比胞膜Ca2+拮抗剂verapamil弱

比胞内Ca2+螯合剂Bapta-AM更弱.

表1  Ber 和 verapamil Bapta-AM对HT-29[Ca2+]I的影响(n =6)

组别       浓度( µmol/L) [Ca2+]I(nmol/L)

对照 145.5 10.7

Ber 0.1 141.3 9.5

0.3 123.7 7.5a

3.0 120.7 10.3a

           30.0 118.8 8.5a

Verapamil  50 110.3 8.7a

Bapta-AM  33   20.1 5.4b

aP <0.05, bP <0.01 vs 对照组.

3   讨论

黄连素是从毛莨科黄连素(Coptis chinensi)根状茎中提取

的一种季胺类化合物 属于异喹啉生物碱 主要用于肠

道炎症伴发热 其毒副作用很小. 近年来有研究证实

ber对肿瘤细胞系也有作用[3]. 关于ber对肿瘤细胞的作

用机制 以前侧重于ber与细胞凋亡的关系[4]. Ca2+作为

一种第二信使 在细胞信号传导中起着重要作用[5].

         细胞钙以结合钙(如与带负电的脂质及蛋白质结合)

和游离钙两种形式存在. 在通常情况下 细胞外液约

50-60 %是结合钙 游离钙浓度约0.1-10 mmol/L 细

胞内钙则99.9 %以上为结合钙 主要分布于细胞核 线

粒体 内质网 /肌浆网和质膜 而胞内游离钙极少. 细

胞在非激活状态时 胞内游离钙浓度仅为0.1µmol/L左

右 但胞内游离钙浓度的改变却是细胞生理功能的关

键环节. 钙库如内质网 线粒体中的Ca2+缓冲能力很

大 在调节细胞质内Ca2+浓度中起着重要作用. 当一种

刺激使胞外即使少量的Ca2+进入胞内溶质或钙库释放

稍有增加时 均可以导致胞质内Ca2+浓度大幅度增加

继而引起一系列生理生化反应 而起到传递细胞外信

号的作用[6]. 由此可见 胞内游离钙浓度的变化是细胞

生理功能的重要物质基础 胞内游离钙浓度的调节也

就成为信息传递过程中的关键环节[7, 8].

        细胞游离钙浓度的变化是Ca2+跨膜转运的结果. 胞
外Ca2+内流: 钙在细胞内外的电化学梯度大于其他许多
离子 细胞外Ca2+可通过被动扩散进入细胞内 但控
制胞外Ca2+内流最主要的途径还是通过细胞膜上的钙
通道. 钙通道的种类很多 但对其确切的分子结构大多
还不完全清楚 目前认为有五大钙通道: (1)电压操纵的
钙通道(voltage-operated calcium channels VOCs): 常见
于应激细胞 其活动受膜电压变化的影响 存在于心

肌 骨骼肌 神经元及内分泌等不同细胞中[9]. (1)受体

操纵的钙通道(receptor-operated calcium channels  RCCs):

见于神经元与其靶细胞之间的突触传递[10]. (3) 第二信使

操纵的钙通道(second messenger operated calcium channels

SMOCs): 受控于细胞的第二信使 其电导很小[11]. (4)机

械操纵的钙通道(mechanically operated calcium channels

MOCs): 内皮细胞上有牵张刺激的钙通道 这一通道也
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存在于平滑肌与骨骼肌中[12]. (5) 漏流钙通道(leak calcium

channels LCCs): 也称为静息钙通道或背景钙通道 存

在于平滑肌与心肌细胞膜中 在无电化学或机械刺激时

参与静息钙电流 协助调节静息细胞内Ca2+浓度[13].

        细胞内钙主要储存于内质网(endoplasmic reticulum

ER)/ 肌浆网(sarcoplasmic reticulum SR)内. 目前已知

ER/SR有两类钙库 即IP3敏感(IP3-sensitive calcium

pools IsCaP)和 IP3不敏感钙库(IisCaP) 分别通过上面

的IP3受体通道和ryanodine受体通道释放Ca2+[14].

        本研究发现浓度大于0.3 µmol/L时黄连素可以降低
胞内Ca2+浓度 结果如表所示. 在正常培养环境中 胞

内Ca2+浓度为145.5 10.7 nmol/L verapamil 50  µmol/L
可以使胞内Ca2+浓度降至110.3 8.7 nmol/L. 而verapamil

的作用位点为VOCs 这说明在HT-29细胞胞膜上存

在VOCs 这一点与Jamie et al [14]的研究结果相一致; 由

于 RCCs 仅见于神经元与其靶细胞之间的突触传递;

SMOCs由于受控于细胞的第二信使; MOCs仅见于血管内

皮细胞 平滑肌和骨骼肌; LCCs仅存于心肌和平滑肌细

胞膜 参与静息钙电流. 故在HT-29细胞中黄连素降低

[Ca2+]I胞外钙离子内流环节可能涉及到的通道为VOCs

和SMOCs. 而在细胞内钙离子动员方面 Bischof et al [15]

已经证实HT-29细胞胞内钙可以通过ER/SR钙库动员.

故本实验推测黄连素降低细胞内钙离子浓度其机制可能

是通过VOCs或SMOCs或抑制ER SR胞内钙离子的释放

进而降低胞内钙离子浓度; 在观察的0.1-10.0 µmol/L浓度
范围内 其抑制用的强度弱于50 µmol/L的细胞膜L-通
道拮抗剂verapamil (30 µmol/L黄连素组 vs 50 µmol/L verapamil
组 P >0.05 无显著性差异) 更不如33 µmol/L的胞内钙
离子螯合剂bapta-AM (30 µmol/L黄连素组 vs 33 µmol/L
bapta-AM组 P <0.05 差异有显著性).
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