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摘 要:目的 观察氨氯地平对肺腺癌A549细胞生长及上皮间质转化的影响,并初探其作用机制。方法 将本实验中

培养的肺腺癌A549细胞分空白对照组、二甲亚砜(DMSO)、氨氯地平组,采用CCK-8法检测细胞增殖抑制率;流式细胞

仪检测细胞凋亡及周期变化;WesternBlot法检测上皮间质转化相关蛋白表达。结果 与空白对照组比较,氨氯地平对

A549细胞具有显著抑制作用(P<0.05),IC50值为4.93μg/ml;氨氯地平对A549细胞具有促凋亡作用(P<0.05),且
处理组G1 期细胞明显增多(P<0.05),S期细胞明显减少(P<0.05);WesternBlot及PCR方法检测发现Snail的蛋

白和 mRNA表达显著下调,E-cadherin的蛋白和 mRNA表达显著上调(P<0.05)。结论 氨氯地平可通过阻滞G1/S
期细胞增殖来抑制A549细胞的增殖,促进细胞的凋亡,同时改变上皮间质转化靶基因Snail和E-cadherin的表达。
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  Abstract: Objective Toobservetheeffectsofamlodipineonthegrowthandepithelialmesenchymal
transitionoflungadenocarcinomaA549celllines,andtoexploreitsmechanism. Methods Theculturedlung
adenocarcinomaA549cellsinthisexperimentweredividedintoablankcontrolgroup,anegativeDMSOcon-
trolgroup,a0.625μg/mlamlodipinegroup,a1.25μg/mlamlodipinegroup,a2.50μg/mlamlodipinegroup,
a5.00μg/mlamlodipinegroupanda10.00μg/mlamlodipinegroup.Theinhibitionrateofcellproliferation
wasdetectedbyCCK-8technique.Theapoptosisandthecellcycleweredetectedbyflowcytometry.Theex-
pressionofepithelialmesenchymaltransitionrelatedproteinwasdetectedby WesternBlottechnique.The
measurementswererecordedandthestatisticallycomparativeanalysiswasperformed. Results Bycomparing
withblankcontrolgroup,AmlodipinehadsignificantinhibitoryeffectsonA549cellsinadosedependentman-
ner(P<0.05),theIC50valuewas4.93μg/ml.AmlodipinehadtheeffectsofpromotingA549cellsapoptosis
(P<0.05).TheG1phasecellsof1.25μg/mland2.50μg/mlgroupswereincreasedsignificantly(P <
0.05),andSphasecellsdecreasedsignificantly(P<0.05).ThedetectionbyWesternBlotandPCRmethods
foundthattheexpressionsofproteinandmRNAofSnailweresignificantlydownregulated,andtheprotein
andmRNAexpressionsofE-cadherinweresignificantlyup-regulated(P <0.05). Conclusion Amlodipine
caninhibittheproliferationofA549cells,promotecellapoptosisandatthesametime,changetheexpressions
ofepithelialmesenchymaltransitiontargetgenesSnailandE-cadherinbyblockingtheproliferationofG1/S
phasecells.
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  目前,肺癌已成为发病率和死亡率增长最快,对人

类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一[1],在我国肺

癌病人的死亡率居各种肿瘤之首[2]。近年来,对肺癌

的生物学、预防、诊断和治疗等方面研究取得了飞速发

展,但人们仍在为寻求一种相对副作用小、治疗效果好

的药物而努力。
氨氯地平(Amlodipine)作为一种二氢吡啶类选择

性L型Ca2+通道拮抗剂,临床上主要用来治疗高血压

等相关疾病[3-4]。Yoshida等[5-6]首次发现氨氯地平作

为Ca2+通道阻滞剂可抑制 A431细胞EGFR的磷酸

化,抑制肿瘤细胞的增殖。近期研究发现,氨氯地平对

多种肿瘤细胞的生长、转移具有抑制作用,如:乳腺癌

ZR75、小鼠肝癌 H22、人乳腺癌 MCF-7细胞等[7-8]。
但氨氯地平对肺腺癌A549细胞生长及上皮间质转化

的影响尚不明确。上皮间质转化不仅在个体发育过程

中起关键作用,在肿瘤侵袭转移中起重要作用。上皮

间质转化的实现主要通过抑制E-cadherin的表达来

实现,而转录因子Snail作为E-cadherin的重要抑制

因子,通常被认为是上皮间质转化的重要靶蛋白。因

此,本研究主要观察氨氯地平对肺腺癌 A549细胞增

殖及上皮间质转化的影响,并初探其作用机制,为研究

氨氯地平治疗肺腺癌提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂 肺腺癌 A549细胞购自上海中科

院细胞库,氨氯地平(美国辉瑞医药公司,5mg/片)配
成不同浓度时用DMSO溶解;细胞凋亡检测试剂盒

(碧云天生物技术有限公司,50次/盒);DMEM 培养

基(Hyclone,SH30022.01B,500ml/瓶);0.25%胰酶

(Gibco,25200-056,100ml/瓶);组织RNA试剂盒(天
根生化科技有限公司,DP431,50次/盒);逆转录酶

(Promega,M1701);SYRBgreenPCR试剂盒(Ther-
mo,K0221);Snail抗体(CST,3895S);E-cadherin抗

体(CST,144725);β-actin抗体(CST,4970T);QPCR
仪(ABI,7500);酶标仪(TECAN,M200pro);化学发

光检测系统(ProteinSimple,FC3)。

1.2 实验方法

1.2.1 CCK-8法检测氨氯地平对 A549细胞增殖的

影响及IC50值 实验分空白对照组、DMSO阴性对照

组(DMSO组)和5个不同浓度氨氯地平组。取对数

期A549细胞经胰酶消化,将细胞浓度调整至1×104

个/ml,每孔添加100μl细胞悬液至96孔板,24h后

除空白对照组外,分别加入5组10μl等体积不同浓

度的氨氯地平溶液(0.625μg/ml、1.25μg/ml、2.50

μg/ml、5.00μg/ml、10.00μg/ml),每个浓度设5个

复孔,DMSO组加入10μlDMSO溶液。24h后每孔

加入10μlCCK-8溶液,继续孵育2h,450nm处测定

吸光度,实验在相同条件下重复3次。

1.2.2 流式细胞仪检测 A549细胞凋亡的影响 取

对数期A549细胞按照每孔1×106 个细胞铺6孔板。
贴壁后加入不同浓度氨氯地平(0μg/ml、1.25μg/ml、

2.50μg/ml、5.00μg/ml)各10μl,48h后,收集所有

细胞,离心,弃上清,加195μlAnnexinV-FITC结合

液轻轻重悬细胞,再加5μlAnnexinV-FITC,最后加

10μlPI轻轻混匀,室温孵育30min后流式细胞仪检

测凋亡率。相同条件下重复3次。

1.2.3 流式细胞仪检测不同组别细胞周期 细胞周

期检测设有4组:空白对照组、DMSO组、1.25μg/ml
氨氯地平组、2.50μg/ml氨氯地平组,细胞的铺板、收
集按照1.2.2方法进行。将收集好的细胞加入预冷

75%酒精4℃固定过夜,将细胞离心,PBS清洗2遍,
加入RNaseA,使其终浓度为1μg/ml,37℃水浴30
min。加碘化丙啶,避光冰浴30min,流式细胞仪488
nm激发光下检测细胞周期。相同条件重复3次。

1.2.4 WesternBlot法检测上皮间质转化相关蛋白

 取对数期A549细胞胰酶消化,按照每孔1×106 个

细胞铺6孔板,待细胞贴壁加入不同浓度氨氯地平(0、

2.50、5.00μg/ml)处理3h,弃培养基,PBS清洗2遍,
裂解收集蛋白,煮沸变性10min,进行SDS-PAGE电

泳,将蛋白转至NC膜,一抗孵育过夜,然后添加 HRP
标记的二抗,ECL显影。

1.2.5 荧光定量PCR检测上皮间质转化相关蛋白

mRNA表达量 取不同浓度氨氯地平处理3h后的

A549细胞,按照TIANGEN细胞组织RNA试剂盒提

取细胞总RNA,逆转录得cDNA。-20℃冰箱保存

逆转 录 样 品。Snail、E-cadherin 和 β-actin 基 因 的

QPCR引物序列如表1所示。QPCR反应条件:95℃
预变性5s,95℃变性5s,60℃退火延伸30s,共40
个循环。见表1。

表1 Snail和E-cadherin基因荧光定量PCR引物序列

基因 引物序列 扩增长度

Snail F:CCGGAGATCCTCAACCCCAC 319
 R:CCTTTCGAGCCTGGAGATCCTT
E-cadherin F:ACCATTCAGTACAACGACCCAA 312

R:CAGTAAGGGCTCTTTGACCAC

β-actin F:TCCTGTGGCATCCACGAAACT 314
R:GAAGCATTTGCGGTGGACGAT

1.3 统计学方法 计量资料以(췍x±s)表示,Graph-
PadPrism5软件作图,采用SPSS18.0统计软件进行

数据分析,组间比较采用独立样本t检验,P <0.05
表示两组之间差异有统计学意义。
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2 结果

2.1 氨氯地平抑制肺腺癌 A549细胞的增殖 结果

表明A549细胞的增殖与氨氯地平的处理浓度呈现明

显的剂量负相关(见图1),细胞增殖活力的计算公式:
细胞活力(%)=[A(加药)-A(空白)]/[A(0加药)

-A(空白)]×100%。作用24h的药物半数抑制浓

度IC50=4.93μg/ml。

图1 不同浓度氨氯地平对A549细胞增殖能力的影响

注:与空白对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.01

2.2 氨氯地平促进 A549细胞凋亡 与空白对照组

和DMSO组相比较,2.50μg/ml和5.00μg/ml组早

期凋亡、晚期凋亡比例显著升高(P <0.01或 P <
0.05),1.25μg/ml处理组细胞凋亡率较对照组升高,
但差异无统计学意义(P>0.05),整体来看促凋亡效

应呈现浓度依赖性[依据:与2.50μg/ml组比较,5.00

μg/ml组早期、晚期细胞凋亡率明显升高,差异有统计

学意义(P<0.001)],见表2。

表2 各组A549细胞的凋亡率 (췍x±s,%)

组别 n 生存率
A549细胞(%)

早期凋亡率 晚期凋亡率

空白对照组 3 93.23±0.96 1.30±0.12 5.32±0.31
DMSO组 3 92.89±0.62 1.43±0.41 5.66±0.49
氨氯地平组(μg/ml)

 1.25 3 91.65±0.25 1.79±0.52 6.56±0.44
 2.50 3 75.21±0.76a 8.26±0.36a 16.51±0.53a

 5.00 3 50.86±0.16bc 16.23±0.72bd 32.73±0.84bd

 注:与空白对照组比较,a:P <0.05,b:P <0.01;与2.50

μg/ml组比较,c:P<0.05,d:P<0.001

2.3 氨氯地平引起A549细胞G1/S期阻滞 与空白

对照组和DMSO组相比,氨氯地平处理后G1 期A549
细胞数量比例显著升高,S期细胞数量明显下降(P<
0.05),阻滞作用呈剂量依赖效应(依据:与1.25μg/

ml组比较,G1 期2.50μg/ml组细胞数量明显升高,

两组比较差异有统计学意义,S期2.50μg/ml组细胞

数量降低,但差异无统计学意义),见表3。

表3 氨氯地平对A549细胞周期的影响 (췍x±s,%)

组别 n G0/G1期
A549细胞数量(%)

S期 G2/M期

空白对照组 3 58.21±1.31 21.91±1.12 19.88±2.67
DMSO组 3 57.83±1.92 22.45±1.57 19.72±2.33
1.25μg/ml组 3 70.65±2.11a 15.36±2.29a 13.99±1.91a

2.50μg/ml组 3 73.57±1.37ab 12.31±3.08a 14.12±2.09a

 注:与空白对照组比较,a:P<0.05;与1.25μg/ml组比较,

b:P<0.05

2.4 基因Snail、E-cadherin的 mRNA和蛋白表达水

平 通过检测不同组别蛋白表达发现,随着氨氯地平

浓度的增加,上皮间质转化标志性蛋白Snail的表达

显著下降(P<0.01或P<0.05),E-cadherin的表达

显著升高(P <0.01或P <0.05),且呈剂量依赖效

应。见图2。

图2 不同浓度氨氯地平对上皮间质转化

标志蛋白表达的影响

注:与空白对照组比较,a:P<0.05,b:P<0.01

3 讨论

近几年,氨氯地平的抗肿瘤作用也越来越受到关

注,发现氨氯地平可通过下调 MMP-9的表达来抑制

MDA-MB-231细胞的转移[9];也可抑制小鼠黑色素细

胞瘤B16自发的肺转移,且呈剂量依赖性[10]。另外,
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氨氯地平还可以对多种肿瘤细胞的生长有抑制作用,
如:乳腺癌ZR75、小鼠肝癌 H22、人乳腺癌 MCF-7细

胞等。那么氨氯地平对A549细胞是不是也具有这种

抑制作用呢? 本实验发现氨氯地平浓度达到1.25

μg/ml时 可 以 显 著 抑 制 A549细 胞 的 增 殖(P <
0.05),但IC50值相对于 MDA-MB-231细胞的耐受量

偏小,说明A549细胞的增殖过程对氨氯地平更敏感,
具体机制还有待进一步研究。另外,凋亡检测时发现,
低浓度的氨氯地平对 A549细胞的凋亡没有促进作

用,只有浓度达到2.5μg/ml时才具有促凋亡作用。
结合相关文献我们发现,氨氯地平引起细胞内贮库释

放Ca2+,然后高浓度的 Ca2+ 使核酸酶活化,DNA和

染色质水解,导致染色体完整性丧失[9],可能是最终导

致细胞凋亡的主要原因。
上皮间质转化作为肿瘤转移的早期事件,是肿瘤

侵袭、转移的关键步骤[10],该过程利用特定程序将具

有极性的上皮细胞转换成为具有间质表型的细胞,使
肿瘤细胞具有侵袭和迁移能力。近期研究表明,转录

因子Snail在肺癌、乳腺癌、胃癌等多种恶性肿瘤中表

达上调[11-14],对肿瘤细胞的侵袭转移具有促进作用,被
公认为预后不良的重要靶标[15-16]。我们研究发现,随
着氨氯地平浓度的升高,Snail表达下调,E-cadherin
表达上调。表明氨氯地平可抑制A549细胞上皮间质

转化的发生,从而进一步抑制细胞的侵袭转移。另外,

Snail的表达具有抑制细胞凋亡的作用[17-18],这与我们

发现的氨氯地平抑制Snail的表达促进细胞凋亡相一

致。氨氯地平作为钙通道阻滞剂,引起胞内钙离子浓

度降低,使胞内Snail表达下降,其抑制E-cadherin表

达的作用减轻,引起膜上E-cadherin蛋白含量增多,

E-cadherin可与胞外的钙离子结合,维持肿瘤细胞上

皮细胞形态,可能是氨氯地平抑制上皮间质转化的分

子机制,但还有待进一步探究。
从本次实验研究结果来看,氨氯地平浓度为1.25

μg/ml时开始呈现明显抑制肺腺癌 A549细胞增殖,
促进细胞凋亡、上调Snail表达及下调E-cadherin的

作用。但是本次细胞可能存在不足之处:实验采用5
个浓度测定IC50值后,发现氨氯地平的作用范围在

1.25μg/ml~5μg/ml,不设计细胞凋亡、细胞周期、上
皮间质转化相关蛋白0.625μg/ml和10μg/ml组。

综上所述,氨氯地平可以抑制肺腺癌 A549细胞

的增殖和上皮间质转化过程,同时高浓度处理可促进

其凋亡,但氨氯地平调控 A549细胞上皮间质转化的

具体机制还有待进一步研究。
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和SVZ区Ⅳ型胶原数量减少,而放射后1d、7d组的

小鼠Ⅳ型胶原数量并没有显著差异,这提示放射线可

能通过引起脑血管基膜Ⅳ型胶原的降解,降低血管密

度,引起小鼠记忆能力下降,但并没有随着时间的延长

而加重,也可能是我们所观察的时间短。Warrington
JP等[13]报道WBRT后引起的海马区的学习记忆下降

与放射后血管密度降低以及血管再生受到损害有密切

的关系。因而,若能使用药物减轻放疗后血管基膜Ⅳ
型胶原的降解,促进血管新生,这对于放射性脑损伤的

治疗及预后可能有重要临床意义,但放射后血管基膜

Ⅳ型胶原降解的具体机制仍不明确,尚待进一步探讨。
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