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尼莫地平对人结肠癌细胞系增殖的影响

杨　智，牛海艳，蓝永洪，符碧薇（海南医学院形态学实验室，海口　５７１１９９）

　　【摘要】　目的　探讨分析尼莫地平对人结肠癌细胞系（ＨＣＴ）增殖的影响。方法　采用不同剂量的尼莫地平

作用于 ＨＣＴ细胞，通过细胞的生长动力学检测、细胞凋亡的流式细胞仪测定、瑞士吉姆萨染色观察细胞形态。结

果　０．１～２０．０μｍｏｌ／Ｌ的尼莫地平加入 ＨＣＴ细胞培养基和对照组比较，１２、２４ｈ后吸光度值均有明显差异，说明

不同浓度尼莫地平对 ＨＣＴ细胞的增殖均有一定抑制作用，而在４８ｈ后，２０．０μｍｏｌ／Ｌ的尼莫地平作用于 ＨＣＴ细

胞，抑制率可达３５．６７％。尼莫地平的浓度增高，Ｇ０～Ｇ１ 期的ＨＣＴ细胞百分率逐渐升高，当尼莫地平浓度为１０．０、

２０．０μｍｏｌ／Ｌ，Ｇ０～Ｇ１ 期的百分率明显高于对照组的百分率，而Ｓ期的百分率则明显低于对照组的百分率，差异具

有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　在一定剂量范围内，随着尼莫地平浓度的升高可以有效抑制 ＨＣＴ的增殖，为肿

瘤的治疗提供新的方法。
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　　生物体内的第二信使有环磷酸腺苷（ｃＡＭＰ）、环磷酸鸟苷

（ｃＧＭＰ）、１，２二酰甘油（ＤＡＧ）、１，４，５三磷酸肌醇（ＩＰ３）、

Ｃａ２＋，游离的钙离子在细胞凋亡的过程中同样扮演着重要的

角色［１］。据文献［２］报道，处于凋亡早期的细胞常伴随着胞质

内游离钙离子浓度的升高。尼莫地平作为临床上常用的钙离

子通道阻滞剂（ＣＣＢ），可以通过调节细胞膜对钙离子的通透性

从而调节细胞内游离钙的浓度，目前较多用于心血管疾病的治

疗［３］，本研究旨在观察不同浓度的尼莫地平对人结肠癌细胞系

（ＨＣＴ）内钙离子浓度的影响，为肿瘤的治疗提供新的方法。

１　材料与方法

１．１　细胞培养的材料　ＨＣＴ细胞购于上海中科院细胞所，将

ＨＣＴ细胞在含１０％胎牛血清及青霉素、链霉素各１×１０５ Ｕ／Ｌ

的ＲＰＭＩ１６４０培养基中贴壁生产，并在３７℃的温度下，５％

ＣＯ２、９５％ Ｏ２ 培养箱中传代培养，取３～６代细胞用于实验。

１．２　实验药试剂及分组　尼莫地平注射液、四氮唑（ＭＴＴ）、

胰蛋白酶、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）、甲基亚砜（ＤＭＳＯ）等试剂。

根据培养基中的试剂不同，将培养的细胞随机分为５组，即采

用培养基培养的为对照组，以及加入不同浓度（０．１、１．０、１０．０、

２０．０μｍｏｌ／Ｌ）的尼莫地平组。

１．３　实验方法

１．３．１　细胞的生长动力学检测　取对数生长期的人结肠癌

ＨＣＴ细胞，用２．５ｇ／Ｌ胰酶消化，使用含５％胎牛血清的ＲＰ

ＭＩ１６４０培养液调整细胞数量至１×１０５／ｍＬ接种于９６孔培养

板，每孔５×ｌ０５ 个细胞，每组取１８个孔，在３７℃、５％ ＣＯ２、

９５％ Ｏ２ 以及饱和适度的条件下培养。当细胞达到亚融合状

态时，每孔加入２００μＬ无血清培养基，１２ｈ后弃培养基，随后

加入０．１、１．０、１０．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ尼莫地平及培养基，各孔体

积均为２００μＬ。２ｄ后再次弃培养基，每孔中加 ＭＴＴ溶液（５

ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ。培养３ｈ后，再往每孔中加入１５０μＬＤＭＳＯ，

振荡１０ｍｉｎ，用酶联免疫检测仪测定每孔吸光度值（测量波长

５７０ｎｍ，参考波长４９０ｎｍ）。根据公式抑制率ＩＲ（％）＝（１－

Ｂ／Ａ）×１００％，计算细胞的生长抑制率（Ａ、Ｂ分别为对照组和

不同剂量组的光密度者）。

１．３．２　细胞凋亡的流式细胞仪测定　将对照组以及不同浓度

尼莫地平培养的 ＨＣＴ细胞用ＰＢＳ液洗细胞两次，将细胞浓度

调整为１×１０６／ｍＬ。从中取１ｍＬＨＣＴ细胞并加入１０ｇ／Ｌ核

糖核酸酶Ａ（ＲＮａｓｅＡ）１０μＬ，于３７℃环境下孵育３０ｍｉｎ，随

后在冰浴环境中加入７０％冷乙醇（－２０℃）固定，置于４℃冰

箱１２ｈ，冰浴过后加入荧光探针碘化丙啶（ＰＩ）至终浓度为５０

ｍｇ／Ｌ，用流式细胞仪对细胞凋亡和细胞周期进行分析。

１．３．３　瑞士吉姆萨染色观察细胞形态　采用瑞士吉姆萨染

色，在显微镜下观察各组细胞形态变化情况。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计学处理，计

量资料以狓±狊表示，比较采用狋检验，计量资料以率表示，比

·６０２１· 检验医学与临床２０１４年５月第１１卷第９期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｙ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．９



较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　尼莫地平对 ＨＣＴ细胞增殖的影响　不同浓度的尼莫地

平加入 ＨＣＴ细胞培养基和对照组比较，１２、２４ｈ后吸光度值

差异有统计学意义（犘＜０．０５），说明不同浓度尼莫地平对

ＨＣＴ细胞的增殖均有一定抑制作用，而在４８ｈ后，２０．０μｍｏｌ／

Ｌ的尼莫地平作用于 ＨＣＴ细胞，抑制率可达３５．６７％。见

表１。

表１　尼莫地平对人结肠癌细胞系 ＨＣＴ增殖的影响（狓±狊）

组别 狀

吸光度值（ＯＤ）

１２ｈ ２４ｈ ４８ｈ

对照组 １８ ０．７４５±０．０１１ ０．８２６±０．０３６ １．１０２±０．１０８

尼莫地平组

　０．１μｍｏｌ／Ｌ １８ ０．６８７±０．００８０．７０４±０．０３７１．０１５±０．１４４

　１．０μｍｏｌ／Ｌ １８ ０．６７３±０．０１３０．６９７±０．０３４１．１１８±０．１７８

　１０．０μｍｏｌ／Ｌ １８ ０．６７７±０．０１６０．６７９±０．０４９１．０７２±０．０５７

　２０．０μｍｏｌ／Ｌ １８ ０．６８７±０．０４３０．６７３±０．０４５０．８９２±０．０２０

　　注：与对照组比较，犘＜０．０５。

２．２　尼莫地平对 ＨＣＴ细胞周期的影响　随着尼莫地平浓度

的浓度增高，Ｇ０Ｇ１ 期的 ＨＣＴ细胞百分率逐渐升高，同时Ｓ

期的 ＨＣＴ细胞百分率则逐渐降低，当尼莫地平浓度为１０．０、

２０．０μｍｏｌ／Ｌ，Ｇ０～Ｇ１ 期的百分率明显高于对照组的百分率，

而Ｓ期的百分率则明显低于对照组的百分率，差异具有统计学

意义（犘＜０．０５），说明尼莫地平可以使 ＨＣＴ细胞停滞于Ｇ０～

Ｇ１ 期，且随着浓度增加停滞的效果越明显。见表２。

表２　尼莫地平对人结肠癌系 ＨＣＴ细胞周期的影响（％）

组别
各细胞周期的细胞百分率

Ｇ０～Ｇ１ Ｓ Ｇ２～Ｍ

对照组 ５２．１３ ３８．６４ ９．２３

尼莫地平组

　０．１μｍｏｌ／Ｌ ５６．２７ ３３．１２ １０．６１

　１．０μｍｏｌ／Ｌ ５７．８７ ３２．８１ ９．３２

　１０．０μｍｏｌ／Ｌ ７２．９６ ２０．９６ ６．０８

　２０．０μｍｏｌ／Ｌ ７１．１８ ２０．２８ ８．５４

２．３　显微镜下细胞凋亡形态　通过瑞士吉姆萨染色细胞，在

显微镜下观察到 ＨＣＴ细胞随着时间的推移，细胞膜刨化，染

色质凝集、折光性增高，并且２０．０μｍｏｌ／Ｌ尼莫地平作用下的

ＨＣＴ细胞凋亡形态比对照组的细胞凋亡形态更明显。

３　讨　　论

ＣＣＢ是临床中较常见的应用于心血管疾病治疗的药

物［４］，该种药物在调节细胞内游离钙离子浓度时，是否会对肿

瘤细胞的增殖产生促进或抑制作用，为肿瘤疾病的预防及治疗

提供新思路，本院采用常见的ＣＣＢ药物———尼莫地平对 ＨＣＴ

进行作用，分析其细胞增殖情况。

从本研究可以看出不同浓度的尼莫地平对 ＨＣＴ细胞的

增殖均有一定抑制作用，而在４８ｈ后，２０．０μｍｏｌ／Ｌ的尼莫地

平作用于 ＨＣＴ细胞，抑制率可达３５．６７％，这与文献［５６］报

道结果相符合，并且从吸光度的变化上可以看出，随着尼莫地

平浓度的升高，其吸光度越低即细胞增殖的抑制情况越显著，

而从流式细胞仪检测中可以看出，随着尼莫地平浓度的浓度增

高，Ｇ０～Ｇ１ 期的ＨＣＴ细胞百分率逐渐升高，同时Ｓ期的ＨＣＴ

细胞百分率则逐渐降低，当尼莫地平浓度为１０．０、２０．０μｍｏｌ／

Ｌ时，Ｇ０～Ｇ１ 期的百分率明显高于对照组的百分率，而Ｓ期的

百分率则明显低于对照组的百分率，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），说明尼莫地平可以使 ＨＣＴ细胞停滞于Ｇ０～Ｇ１ 期，且

随着浓度增加停滞的效果越明显，与文献［７］报道相符合。从

本研究结果可以看出尼莫地平主要是抑制 ＨＣＴ细胞的增殖

从而加速了其凋亡的过程，并非在细胞凋亡早期加速细胞凋亡

的过程。据文献［８９］报道，在一定浓度的尼莫地平作用下，

ＨＣＴ细胞内游离钙离子浓度升高，说明尼莫地平也可以在

ＨＣＴ细胞凋亡期产生作用，同时也符合胞质内钙离子浓度升

高可以激活细胞凋亡途径这一研究结果［１０］。通过本次实验，

作者认为在后期的研究过程中可以加大尼莫地平的剂量，并分

析不同浓度尼莫地平下 ＨＣＴ细胞胞质内游离钙的浓度，从而

帮助了解尼莫地平调节 ＨＣＴ细胞凋亡的具体过程。

综上所述，在一定剂量范围内，随着尼莫地平浓度的升高

可以有效抑制人结肠癌细胞系 ＨＣＴ的增殖，为肿瘤的治疗提

供新的方法。
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