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　 　 ［摘要］ 　 目的　 观察人参皂甙 Ｒｈ２ 对人胶质瘤细胞内钙离子浓度的影响。 　 方法　 实验分为对照组和人参皂甙 Ｒｈ２
组，对照组应用常规培养基培养人胶质瘤细胞株 Ｕ８７ＭＧ，人参皂甙 Ｒｈ２ 组在常规培养基中人参皂甙 Ｒｈ２ 的浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ，
利用激光共聚焦显微镜和流式细胞仪检测各组培养的人胶质瘤细胞内钙离子浓度，再利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测人胶质瘤细

胞 Ｃａｖ１．２ 蛋白的表达，最后利用膜片钳技术检测人胶质瘤细胞 Ｌ 型电压依赖型钙离子通道的功能。 　 结果　 人参皂甙 Ｒｈ２
处理 Ｕ８７ＭＧ 细胞后，细胞内钙离子浓度是对照组的 ２．５ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５）；人参皂甙 Ｒｈ２ 培养后胶质瘤细胞 Ｃａｖ１．２ 蛋白表达量是

对照组的 １．５ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５），且 Ｌ 型电压依赖性钙离子通道功能增强。 　 结论　 人参皂甙 Ｒｈ２ 可通过增加胶质瘤细胞 Ｃａｖ１．２
表达和 Ｌ 型电压依赖性钙离子通道的功能促进细胞内游离钙离子浓度的增加，从而诱导人胶质瘤细胞的凋亡。
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０　 引　 　 言

脑胶质瘤是中枢神经系统中发病率最高的恶

性肿瘤［１⁃２］。 由于其生长呈浸润性且与周围正常组

织分界不清，即使是当代的神经外科技术操作也难

以做到将肿瘤在病理学上完全切除，因而胶质瘤的

复发率极高，且胶质瘤随着复发次数的增加，其恶

性程度亦增加［３⁃４］。 因此，研究脑胶质瘤的分子机

制、发现治疗的新型药物有重要意义。 大量研究表

明，作为细胞内第二信使的钙离子在细胞的增殖、
凋亡等过程中发挥重要作用，而 Ｌ 型电压依赖性钙

离子通道（Ｌ⁃ｔｙｐｅ ｖｏｌｔａｇｅ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｃａｌｃｉｕｍ ｃｈａｎｎｅｌ，
ＬＴＣＣ）是钙离子进入胶质瘤细胞的主要方式［５⁃６］。
人参皂甙 Ｒｈ２ 是人参中的天然成分，其具有脂溶

性，极易通过血脑屏障［７⁃８］。 本研究通过人参皂甙
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Ｒｈ２ 体外培养的人胶质瘤细胞，利用流式细胞仪等

手段检测细胞内钙离子浓度，进而探究其机制。

１　 材料与方法

１．１　 材料　 ＤＭＥＭ 细胞培养基、胎牛血清等细胞培

养试剂（Ｇｉｂｃｏ 公司）；人胶质瘤细胞株 Ｕ８７ＭＧ（中
科院上海细胞库）；膜片钳信号采集设备（Ｎｉｈｏｎ Ｋｏ⁃
ｈｄｅｎ， ＣＥＺ⁃２３００）；人参皂甙 Ｒｈ２（南京世洲生物科

技公司）；激光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ ＴＣＳ ＳＰ５）；流式

细胞仪（美国 Ｂ＆Ｄ 公司）；尼菲地平、Ｂａｙ Ｋ８６４４ 和

Ｃａｖ１．２ 抗体（以色列 Ａｌｏｍｏｎｅ 公司）；荧光标记钙离

子探针 Ｆｌｕｏ⁃３ＡＭ（中国碧云天公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞培养　 细胞的培养环境为 ３７℃，５％ＣＯ２

孵箱内培养。 取第 ５ ～ １０ 代 Ｕ８７ＭＧ 细胞株用于实

验。 实验分为对照组和人参皂甙 Ｒｈ２ 组，对照组应

用常规培养基培养细胞，人参皂甙 Ｒｈ２ 组在常规培

养基中人参皂甙 Ｒｈ２ 的浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ，作用时间

为 ４８ ｈ。
１．２．２　 钙显像检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度　 利

用 Ｆｌｕｏ⁃３ＡＭ 对 Ｕ８７ＭＧ 细胞内游离钙离子标记，
ＰＢＳ 洗涤细胞，３７℃孵箱孵育 ３０ ｍｉｎ，再次用预冷的

ＰＢＳ 洗涤细胞 ３ 次，参照说明设置激光共聚焦显微

镜参数。 在共聚焦显微镜视野中选取 ５０ 个细胞并

检测细胞内的荧光强度，并利用激光共聚焦显微镜

自带软件进行数据分析。
１．２．３　 流式细胞仪检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓

度　 将Ｕ８７ＭＧ 细胞制备成流式细胞仪合适的细胞

悬液，利用上述方法标记 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子，调
节细胞数量至 ２×１０６ ／ ｍＬ，上流式细胞仪检测。 激发

条件为：发射波长为 ５２５ ｎｍ，激发波长为 ４８８ ｎｍ。
利用 ＥＸＰＯ３２ 和 ＦＡＣＳＤｉｖａ 软件对检测数据进行

分析。
１．２．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞 Ｃａｖ１．２ 含

量　 ＬＴＣＣ 是钙离子进入 Ｕ８７ＭＧ 细胞的主要通道。
为了探究人参皂甙 Ｒｈ２ 增加 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子

的原因，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞膜

上 ＬＴＣＣ 核心蛋白 Ｃａｖ１．２ 表达。 制备 Ｕ８７ＭＧ 细胞

的蛋白样本，并绘制标准曲线；将上述成功制备的

蛋白样本煮沸后电泳，条件设置为 ９０ Ｖ，持续 ３０
ｍｉｎ，随即更改电泳条件为 １２０ Ｖ，继续电泳 ９０ ｍｉｎ；

转膜时设置条件 ２５０ ｍＡ 恒流 ２ ｈ；按照抗体说明书

孵育一抗 ４℃过夜，孵育二抗后进行 ＥＣＬ 发光进行

半定量分析。
１．２．５　 膜片钳全细胞模式记录 Ｕ８７ＭＧ 细胞 Ｌ 型电

压依赖型钙离子通道电活动　 为了进一步探究人参

皂甙 Ｒｈ２ 增加 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度的原因，我
们利用膜片钳技术检测人参皂甙 Ｒｈ２ 对 Ｕ８７ＭＧ 细

胞上 ＬＴＣＣ 功能的影响。 利用垂直拉制法制备接触

细胞用玻璃微电极，根据 Ｕ８７ＭＧ 细胞内液的成分和

Ｌ 型电压依赖型钙离子通道的特性，配制玻璃微电极

内外液体，电极内液配方为（ｍｍｏｌ ／ Ｌ） １５０ ＣｓＣｌ、１０
ＨＥＰＥＳ、５ Ｎａ２ＡＴＰ 、５ ＥＧＴＡ 和 １０ Ｄ⁃葡萄糖，ｐＨ 用

ＣｓＯＨ 调整到 ７．２；制备外液 １ 和外液 ２，其配方分别

是外液 １（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）：１２０ ＮａＣｌ、０􀆰 １％ ＢＳＡ、３０ｍａｎｎｉｔｏｌ、
３０ ＨＥＰＥＳ、３ Ｋ２ ＨＰＯ４、０􀆰 ５％葡萄糖和 １ ＭｇＳＯ４，用
ＮａＯＨ 将 ｐＨ 调整至 ７．４；外液 ２（ｍｍｏｌ ／ Ｌ）：１０ ＨＥＰＥＳ
和 １０８ ＢａＣｌ２，用 Ｂａ（ＯＨ）２将 ｐＨ 调整到 ７．６。 高阻封

接后保持电阻在 ２ ＧΩ 以上，随后进行电击或者吸引

破膜。 先利用 ＬＴＣＣ 特异的激动剂（Ｂａｙ Ｋ８６４４）和阻

断剂（尼菲地平）处理后检测单个细胞的电流水平，
明确上述方法检测到的电流为 ＬＴＣＣ 产生的电流。
进一步再检测 ２ 组多个细胞的电流强度变化。
１．３　 统计学分析　 利用 ＳＰＳＳ １６．０ 统计软件进行相

关数据分析，计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，
首先进行数据正态性分析和方差齐性的检验，两样

本间比较采用独立 ｔ 检验；不同时间点多次测量的

样本分析采用重复测量方差分析，组间比较采用

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ ｐｏｓｔ ｈｏｃ 检验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计

学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 钙显像技术和流式细胞仪检测细胞内钙离子

浓度　 与对照组比较，人参皂甙 Ｒｈ２ 组荧光强度明

显增高。 人参皂甙 Ｒｈ２ 处理后 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离

子浓度是对照组 Ｕ８７ＭＧ 的 ２．６ 倍（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图

１。 流式细胞仪结果显示：与对照组比较，人参皂甙

Ｒｈ２ 组荧光强度明显增高（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ２。
２．２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞 Ｌ 型钙离子通道的核

心蛋白 Ｃａｖ１．２ 的表达量 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示：
人参皂甙 Ｒｈ２ 能够上调 Ｃａｖ１． ２ 的蛋白表达 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见图 ３。
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与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 １　 钙显像技术检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ２　 流式细胞仪检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 Ｌ 型钙离子通道的核

心蛋白 Ｃａｖ１．２ 的表达量

２．３　 膜片钳检测细胞 ＬＴＣＣ 电流强度　 人参皂甙

Ｒｈ２ 处理后 Ｕ８７ＭＧ 细胞上 ＬＴＣＣ 电流增强 （ Ｐ＜
０􀆰 ０５），且在加入此离子通道特异性激动剂 Ｂａｙ
Ｋ８６４４ 后人参皂甙 Ｒｈ２ 组和对照组的钙离子电流强

度均增加，但人参皂甙 Ｒｈ２ 组钙离子电流强度增加

的幅度更大（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见图 ４。

３　 讨　 　 论

虽然目前胶质瘤的治疗是积极的手术、放、化
疗等联合措施，但胶质瘤复发率极高，且随着复发

次数的增加，其恶性程度亦增加，患者预后极差。
研究表明，ＷＨＯ 分级 ３ 级的胶质瘤患者的平均生

存期在 ４ 年左右，恶性程度较高的胶质母细胞瘤

患者平均生存期为 １２ ～ １５ 个月。 因此，寻找胶质

瘤治疗新靶点具有重要意义［９⁃１１］ 。 人参皂甙 Ｒｈ２
相对分子质量小，且为脂溶性容易通过血脑屏障

在颅内发挥作用［７⁃８］ 。 有研究表明人参皂甙 Ｒｈ２
可通过激活 Ｃａｓｐａｓｅ 通路促进肝细胞的凋亡，并伴

有细胞周期的改变［１２］ 。 研究证实人参皂甙 Ｒｈ２
抑制 Ｃ６ 胶质瘤细胞的增殖并可诱导胶质细胞瘤

的凋亡［７］ 。 作为细胞内第二信使的钙离子在细胞

的增殖、凋亡等过程中发挥重要作用［１３］ 。 而细胞

内过多的钙离子引起钙超载，后者又是引起细胞

凋亡的重要机制。
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ａ：对照组；ｂ：人参皂甙 Ｒｈ２ 组；ｃ：无钙离子通道调节剂作用； ｄ：Ｌ 型钙离子通道特异性激动剂作用

与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５、＃Ｐ＜０􀆰 ０５
图 ４　 膜片钳全通道技术检测细胞 Ｌ 型电压依赖性钙离子通道电流强度

　 　 本实验中，我们利用 Ｆｌｕｏ⁃３ＡＭ 标记 Ｕ８７ＭＧ 细

胞内钙离子，分别利用流式细胞仪和激光共聚焦显

微镜检测 Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度，我们发现人

参皂甙 Ｒｈ２ 处理后，Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度增

加。 研究证实大多数细胞内游离钙离子有两个来

源，即外钙内流和内钙释放，前者主要是指细胞外

的钙离子通过钙离子通道进入细胞内，而细胞表面

的钙离子通道主要指的是 ＬＴＣＣ［６］；后者主要是指

细胞内部内质网等细胞器的释放，但细胞器中钙离

子的释放主要是通过细胞器表面 Ｒｙ 受体等形式释

放，可使得细胞内的钙离子在短时间内大幅提

升［１４⁃１５］。 而本实验中，Ｕ８７ＭＧ 细胞内的钙离子浓度

持续保持较高水平，未检测到短时间内大幅度的细

胞内钙离子浓度波动，故我们将 ＬＴＣＣ 作为机制探

究的重点。
为了进一步探究人参皂甙 Ｒｈ２ 增加 Ｕ８７ＭＧ 细

胞内钙离子浓度的原因，我们围绕 Ｕ８７ＭＧ 细胞

ＬＴＣＣ 分别利用免疫印迹技术和膜片钳技术检测

ＬＴＣＣ 相关特性，发现 Ｕ８７ＭＧ 细胞上 ＬＴＣＣ 的核心

蛋白 Ｃａｖ１．２ 表达增加，且 ＬＴＣＣ 在人参皂甙 Ｒｈ２ 处

理后功能增强。 ＬＴＣＣ 的功能受到多种因素的影

响，主要包括通道的数量和单个通道的功能［１２］，本
实验中 Ｃａｖ１．２ 表达增加可能是 ＬＴＣＣ 功能增强的原

因之一。 通过本实验我们认为，细胞外游离钙离子

通过 ＬＴＣＣ 进入细胞很可能是人参皂甙 Ｒｈ２ 处理后

Ｕ８７ＭＧ 细胞内钙离子浓度增加的一个重要原因。
综上所述，人参皂甙 Ｒｈ２ 可通过增加 Ｕ８７ＭＧ

细胞通道核心蛋白 Ｃａｖ１．２ 表达和 ＬＴＣＣ 的功能促进

细胞内游离钙离子浓度的增加。 本实验探讨了人

参皂甙 Ｒｈ２ 对 Ｕ８７ＭＧ 细胞内游离钙离子浓度的影

响及其可能的机制，但人参皂甙 Ｒｈ２ 促进 Ｕ８７ＭＧ
细胞内游离钙离子浓度升高的原因和人参皂甙 Ｒｈ２
诱导 Ｕ８７ＭＧ 细胞凋亡的其他机制仍有待进一步研

究与探索。
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