
2006年 12月 19日第 86卷第 47期 NailMed J China,December19,2006,Vol 86,No．47 

红霉素对钾离子通道 HERG高表达癌细胞的 

增殖抑制及其与化疗药物的协同作用 

陈淑珍 张胜华 弓建华 甄永苏 

【摘要】 目的 研究红霉素对钾离子通道 HERG高表达癌细胞的增殖抑制及其与化疗药物的 

协同作用。方法 采用Western印迹、四甲基偶氮唑蓝(MYr)法、流式细胞术、细胞黏附实验以及明 

胶酶谱法观察红霉素对肿瘤细胞的作用。结果 HERG钾通道在人结肠癌 HT-29细胞和小鼠结肠癌 

C26细胞中均有表达，和HERG钾通道高表达对照神经母细胞瘤 SH·SYSY相比，在 HT-29细胞中表 

达量较高。红霉素对 HT-29细胞和 C26细胞的增殖具有不同程度的抑制作用，呈浓度依赖性。红霉 

素能将 HT-29细胞阻滞于 G2／M期，并引起明显的 Sub G。峰。红霉素对 HT-29细胞黏附于 I型胶原 

具有明显的抑制作用 ，存在明显的剂量一效应关系。红霉素能抑制肿瘤细胞释放明胶酶 MMP-2。红霉 

素与长春新碱协同抑制小鼠C26细胞的增殖。长春新碱单用以及长春新碱与红霉素(50 I~mol／L)联 

用的Ic加分别为62．65 nmol／L和4．68 nmol／L。红霉素与紫杉醇、羟基喜树碱联用亦显示协同作用。 

结论 红霉素在能抑制钾离子通道HERG高表达癌细胞HT-29的增殖，并能诱导肿瘤细胞凋亡。红 

霉素与长春新碱等化疗药物显示协同作用。 
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of erythromycin on the proliferation of the human 

ether-a—go—go related gene(HERG)K channel highly expressing cancer cells and its synergy with 

antitumor chemotherapeutic agents．M ethods Human fibrosarcoma cell of the line HT-1080．routine colon 

carcinoma cells of the line C26，human col0n carcinoma  cells of the line HT-29．human pulmonary epithelial 

cells of the line A549，and human neuroblastoma cells of the line SH．SY5Y were cultured．Western blotting 

was used to detect the protein expression of the HERG K channel protein． Erythromycin．taxo1．and 

vincristine were added into the culture fluid．to observe the pm~emtion ofthe cancer cells．Collagen 1 was 

used to coat 96-well plate，H’r．29 cells were put into，an d Erythromycin，taxol，and vincristine were added。 

M IT method was used to examine the cell adhesion． SDS．PAGE was used to detect the secretion of 

gelatinase．Flow c~ometry was used to detect the cell cycle and apoptosis． e coefficient of drug interaction 

(CDI)was calculated．Results HERG K channel expression was found in both HT-29 hum an col0n 
carcinoma  cells an d C26 routine colon carcinoma  cells．The expression level in HT-29 cells was higher than 

that in the positive control SHSY5Y neuroblastoma cells．Erythromycin suppressed the proliferation of HT-29 

and C26 cells in a dose—dependent manner． 111ere existed a remarkable G2／M arrest after the cells were 

exposed to erythromycin． Induction of apoptosis in H’r-29 cells and inhibition of cell adhesion to collagen 1 

were found． Erythromycin inhibited the secretion of MMP-2 from HT-29 cells in a dose．dependent manner, 

At sub —cytotoxic concentration，erythromycin potentiated the cytotoxicity of vincristine，taxol，and hydroxyl— 

camptothecin to C26 cells． e IC50 values for vincristine and vincristine plus erythromycin(50~moVL) 
were 62．65 nmol／Land and 4．68 nmol／L respectively．Condusion Erythromycin inh ibits the Dmliferation 

and induces the lape ptesis of cancer cells with hish HERG K channel expression．Synergy is found in the 

combination of erythromycin with otheran ticanceragents． 
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红霉素作为大环内酯类抗生素临床应用 40多 

年，其抗菌以外的作用 日益受到重视。有研究表明， 

红霉素能延长携带艾氏腹水癌及 P388白血病的小 

鼠的生存期，这种抗肿瘤作用产生的机制主要通过 

增加小白鼠体内白细胞介素4(IL4)的水平，从而 

提高巨噬细胞杀伤肿瘤细胞的活性⋯。近来研究 

发现，HERG(the human ether a—ga-gb related genes) 

钾通道在不同组织源性的肿瘤细胞中均有表达，其 

表达水平的高低与肿瘤细胞的增殖、凋亡、肿瘤的侵 

袭和转移等相关 引，也与抗肿瘤药物的化疗敏感性 

相关 J。红霉素具有 HERG通道阻断作用 J，许多 

钾通道阻断剂具有一定的抗肿瘤作用，红霉素作为 

HERG钾通道阻断剂，可能具有抗肿瘤作用，因此本 

研究探讨红霉素对 HERG钾通道高表达肿瘤细胞 

的抗肿瘤作用及增强抑制作用。 

材料与方法 

一

、材料 

1．试剂：琼脂糖为美国 Promega公司产品；胰 

蛋白胨、酵母提取物为英国 OXIOD公司产品；氨苄 

青霉素、MTF、盐酸为美国Sigma公司产品；抗 HERG 

的抗体(SC-15968)购自美国 Santa Cruz公司，二抗、 

ECL发光试剂盒和SABC试剂盒购 自北京中山生物 

技术有限公司；RPMI1640粉购自美国 GIBCO公司。 

2．实验仪器：高速低温离心机为 Beckman公司 

产品，酶标仪为 BIO-RAD公司产品，二氧化碳培养 

箱为Revco公司产品，96孔培养板购自Costar公司， 

显微镜为 COIC公司产品，超净工作台购自北京昌 

平长城空气净化工程公 司，低温高速离心机为 

Eppendorf公 司产 品，电 转仪 及 垂 直 电泳 仪 为 

Pharmacia公司产品o· 

二、方法 

1．肿瘤细胞系的培养：人纤维肉瘤 HT．1080细 

胞系、小鼠结肠癌 C26为本室保存，人结肠癌 HT-29 

细胞系、人肺上皮细胞癌 A549细胞系、人神经母细 

胞瘤 SH-SYSY细胞系由中国医学科学院基础研究 

所细胞 中心提供。所有细胞系均置于 37~C、5％ 

CO 和饱和湿度的培养箱中，以含 10％的新生牛血 

清的 RPMI 1640培养，用 0．25％胰酶 和 0．02％ 

EDTA每3～4 d传代一次，所有细胞均处于对数生 

长期时进行实验。 

2．Western印迹检测 HERG通道蛋白表达：收 

集细胞，用预冷的 PBS洗涤两次，用细胞刮刀将细 

胞收集到 1．5 ml的离心管中，离心弃上清，加入4O0 

裂解液(10 mol／／L Tris-HC1 pH7．4，150 mol／／L 

NaC1，1％ Triton-X 100，1 mmol／L EDTA，1 mmo~L 

EGTA，0．2 mmol／L Na3VO4，0．2 mmol／L PMSF， 

0．5％ NP-40，0．2 U／ml aprotinin)4℃裂解 20 min， 

收集细胞裂解液，16 000 Xg离心 5 min，收集上清 

液，用 Bradford法测定蛋白含量，取 50 g蛋 白用 

7．5％的分离胶进行 SDS．PAGE聚丙烯酰胺凝胶电 

泳。用半干转膜仪将蛋白转移到 PVDF膜上，用含 

5％ 脱脂奶粉 TBS缓冲液(含 0．05％ Tween 20)封 

闭过夜，用TBST洗膜 5次，每次5 min，加入一抗 

(抗 HERG的羊抗体)，室温孵育2 h，按上述方法洗 

膜。加人二抗，室温孵育 2 h，洗膜后用 Western印 

迹发光剂(ECL，美国Santa Cruz公司)显色，拍照。 

3．四甲基偶氮唑蓝(MTF)法检测细胞增殖作 

用：取培养 4～5 d、处于对数生长期 的 HT-29、C26 

细胞各一瓶，加入适量胰蛋白酶．EDTA液，使细胞 

脱落，用含 10％小牛血清的 RPMI 1640培养液配成 

细胞悬液，经计数后接种于 96孔板，每种细胞的细 

胞数分别为 2500／~L，3ooo／：~L，将培养板置于 37~C、 

5％ CO 的温箱中培养24 h，每孔加不同浓度药物， 

将平板置 37~C、5％ CO 温箱中继续培养 48 h，MTI' 

用 PBS配成 2 mg／ml溶液，每孔加 入 50 ，于 

37~C、5％ CO 的温箱中培养4 h，吸出上清液，加入 

150 l DMSO使甲瓒颗粒溶解，用平板摇床摇匀 15 

min，于570 nm处测定吸光度(A)值。细胞数变化 

百分率以A值变化百分率表示 ]。即T／C(％)= 

(A给药组 空白)~(Axe照-A空白)X 100。 

4．细胞黏附能力的测定：首先将胶原 I溶于 

0．1 mol／L乙酸 (1 mg／m1)，用 I型胶 原 6～ 

10 I~g／cm 包被 96孔培养板，4~C孵育 16 h，PBS冲 

洗 3次，3％灭活的 BSA 37~C封闭非特异性结合 1 

h，收集对数生长期的 HT．29细胞，在悬浮液中置 

37~C、5％ CO 2 h，使细胞膜组分恢复，以含 0．1％ 

BSA的 RPMI1640 10％ 血清培养液悬浮细胞，每孔 

加入8 X 10 个细胞和不同浓度的药液，孵箱内37~C 

孵育 1 h，弃去培养基，加入 200 l／／孔 PBS，抽吸吹 

打 10次，共冲洗 3遍。以去除未黏附的细胞，弃去 

PBS，加入 MTF 40 g／孔，孵箱孵育4 h，弃去 MTF， 

纸巾吸尽痕量残留，用酶标仪于 570 nm测定吸 

光值。 

5．明胶酶分泌的检测：以胰蛋白酶．EDTA消化 

对数生长期肿瘤细胞，以 1 X 10 ／瓶种于6孔培养板 

中，过夜后，加入不同浓度的药物作用 12 h，以灭菌 

PBS(pH 7．4)洗3次，换以无血清 RPMI1640培养液 
Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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培养 1 h，以 PBS洗3次，睁加^含有 同浓度药物 

的尤血清培养液继续培养24 h，制备 10％分离胶币̈ 

5％浓缩胶，分离胶中l『』JJ入终浓度为 l I]1g／rn[的叫 

胶，灌胶及以岳电泳操作 j普通的 SDS—PAGE聚阿 

烯酰胺凝腔电泳相同 收集药物作}}】后剐胞的无血 

清培养液．200 g低速离一O 5 min，上清液立即使用 

或-20~C贮存备用 同tgx,j-fl~J胞培养板一lJ的细胞计 

数，按照细胞数取秆]应体积的上清(约80～IO0 J) 

与等体积的上样缓冲液棍合(5％SDS，20％蔗糖， 

0．2％溴酚蓝)，上样，以下按文献方法 进行 

6．流式细胞术对细胞周期和凋亡的检{!l14：收集 

药物作用后的细胞，PBS洗2次，加人 一20％预冷的 

70％ 乙醇 4℃同定过夜，离心弃乙醇．PBS洗 1次， 

RNase A(50 g／m1)37℃消化45 min 碘化阿啶 

(PI，50 l-tg／m1)4℃避光染色30 alin，过 4(x】F1尼龙 

网，流式细胞仪 (Coulter EPICS XL)榆测橱r：及周 

期变化： 

7．药物联台作用评价 ：蹦药卡H互作用指数 

(coefficient of drug interaction，CDI)的计算公式为： 

CDI=AB／(A×B) 采州 Ⅵ 厂r法．AB为断药联用 

组与对照组570 nnj吸光值的比值；A或B是各药物 

单独使用组与对照组 570 nm 吸光值的比值 当 

CDI<1时，阿药有 同作用；当 CDI<0．7时． 同 

作用非常娃著一并同时进行 榆骑 

8．统计学处理：实验数据以 ± 表示．采用 

Students t检验进行统计学检验，Ic 山 Star统汁软 

件进行计算 

结 果 

1 HERG钾通道在肿瘤细胞中的丧逃：采J日肺 

上皮细胞癌 A549细胞作为阴性对照．种经母细胞 

瘸SH—SY5Y细胞作为阳性对照，用针对 C一末端的 

HEP~G钾通道蛋白抗体作为一抗，经 Western印迹 

分析，发现两条带，·条带位于相对分了质量约为 

155 000左 ￡ 另 一条带 位于州对 分 质 鼗为 

135 0COl~近 (I期1)，同时表明 HERG通道蛋白 

A549细胞中基本 表达，庄人结肠墙 FIT一29细胞 l 

小鼠结肠癌C26细胞巾均有表达．存 卜rr一29细胞 

表达最高 

2．红霉素体外抗肿瘤作用的研究 ： 同浓J=lc的 

红霉素51"H,】 HT一29和 C26细胞一M培养 48 h，其 

对细胞生 }乇的抑制 度依次为 HT-29细f】c!f和 C26 

细胞，其中对 HT-29细胞的作 H{较强，其 为 

106．6 5 ttmol／I (图2)，对 C26的作用较弱，其 Ic 

为523．45~xmoWL．红霉素对肿痛细胞的抑制作 

停住浓度依赖性。 

I-- ●■一 l__● 255 000 

．●-一 ·●__I  I_—一  ：35 I)0[I 

B-叭瑚蛋fl作为内垂J!f}；1：A 9自lI胞；2：SFI—SY5Y细 

地 ；3：HT-29细 怄 ：4：‘二26洲 胞 

图 I W~lem印J壹分析 IIERG卸王匝遵萤 肿埔邦fl地 

中的表达情 

图2 |I．攀寨 td26蜘l埏和HT-29细胞蝌殖的影帆 

3．红霉索对 T̈一29细胞周期和搁亡【|l勺影响： 

表l表明．红霉素与细胞共同培养 12 h．能将细胞阻 

滞于G：／M期．但随蕾作用时IhJ的延长．细胞阁期时 

柑逐渐恢复 常 表2随明红霉素对HT一29细胞凋 

r：的影响 红霉素与H1"-29共同作朋 12 h，能引起 

面积为5．51％的 I)G 峰，忭Ⅲ24 h．Sub G．期的 

峰面积为 23 8％．作州48 II，Sub G．斯的峰面积为 

20．2％，作用超过 24 l11并不随着1t 问的延 凋亡 

峰面积增 

4．红霉素对 H 1"-29细胞黏5fj的影响：红霉素对 

I1 r-29细胞黏附于 l型胶原具有明显的抑制作用， 

在浓 度为 l25 ttmol／'l ．250 t*mol／L稍1 500 ittniol／k 

的抑制 举分别为32％，38％和45％，随着浓度的增 

拥】制作r『]J曾强 

5．红霉索埘 瘤细胞分泌l_il_I胶酶的影响：如 

图3#Jr示．1 rr一29细胞分泌 MIMI -9、MMP一2叫胶酶， 
‘

霉素能抑制 "I,IMP一2的分泌 4表明，红霉素能 

澉度依赖性抑制|IT—1080细胞分泌刚胶酶MMP-9 

6．红霉素 j抗肿癖药物的联合应『}j：长春新碱 

单用以及和 同浓度的 l：霉索(50和 l00 i．tmol／L) 

联用时对 C26绑胞生 的抑制作用的rc 。值分别为 Q2xvdWRWZXJzaW9uLQo?
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表1 红露索对HI一29 胞J 期Llj柯分布n々影I咖 

表 2 红缚 索诱导 H r一29纠胞凋亡 SubG 抽变化 

100O 

一 ∞ O 

600 

400 

200 

厂_] 
r_]l l 

3 

蛆别 

1：}丌一1080 钏 吣 ．阳 性 对 照 ；2：600 ·l，L：3： 

400 【l1． ，1，；4：2e~3 ，1 ；5：100 ~mol／l；6：HT-29细 

胞 

圉 3 红 霉索对 HT-29细胞曲 泌旧 瞪酶的 I向 

62 65 nmoL，L±】1．22 mnol／I．4．68 nmol／L±0．69 

nmol／1 和 I 35 nmol／L±0．26 nmo]／l 紫杉醇 用 

以及和不同浓度的红霉素(50和 100 p,mol／L)联用 

时对C26细胞生长的抑制作用的 Jc 值分别为 

I80．26 nmol／I ±30．09 rl／lqol／L 119．87 nmo]／L ± 

13．94 nmol／l 和 38．46 nmol／! ±3．88 nmol／l 羟 

基喜树碱单用以及和不同浓度的红霉素(50和 100 

1．rmolfL)联用时对C26细胞生长的抑制作用的 lc 

I上 Jl ! 06 Y- 86 t 47 

值 分 刖 为 4．66 txmoVL ± I．4 J ~mol／] 、 

0．32 umoVI ±0．06~rnol／I 和 0 07 p．mo]／1 ±0．02 

LLmol／L，这 种药物与红霉素联用后，在不同浓度 

条件 卜CDI值均小于1．有的小于0．7 ．这些结果表 

明，红霉素与长春新赋、紫杉醇、羟基喜事时碱联用能 

同抑制 C26细胞的增贿( 5—7) 

组别 

5 6 

1：对 照 ；2：25 pano~L；3：50 0 L；4：1∞ lamlob'L 

5：200 limoL．'Li6：40(I~mol／I 

圈4 {】：罐索时 HT-1080 胞分秘明歧赫的影响 

长春新碱漱度 ( 帕o L 

VCR：托春新喊；ERM：红撵索 CDI(0 85． CDI(0 7 

围5 长存新碱 i虹罐索联丌1刈C26细胞增瞳的髟唰 

讨 论 

红霉素是一种 14元环的大环内酯类抗生索，主 

要对革兰阳性细菌有效，它的作用机制是通过可逆 

地结☆核糖体的大亚基(即 50S亚基)．从而阻断肽 

链延长过程中的转位反应，抑制细菌的 RNA依赖的 

咖 湖 珊 瑚 瑚 。 

一千 葛一氆蜘 
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图6 紫杉醇与红霉素联用对 C26细胞增殖的影响 
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羟基喜树碱浓度 (pmo帆 ) 

HCPT：羟基喜树碱；ERM：红霉素。’CDI<0．85。 CDI<0．7 

图7 羟基喜树碱与红霉素联用对 C26细胞增殖的影响 

蛋白质的合成。HERG钾通道在 HT-29细胞和C26 

细胞中均有表达，本研究发现红霉素能剂量依赖性 

地抑制 HERG钾通道高表达的 HT-29细胞的增殖， 

对 C26细胞的生长也具有抑制作用。红霉素能将 

HT-29细胞的细胞周期阻滞于 G ／M期，并引起 HT一 

29细胞凋亡。 

已有研究发现，许多抗生素如强力霉素能够影 

响明胶酶的分泌 。红霉素是一种抗生素，它能抑 

制白血病细胞 U937分泌明胶酶 MMPO_9 J。HERG 

钾通道与肿瘤的侵袭转移相关，具体机制仍然不清 

楚。红霉素作为一种 HERG通道阻断剂，可能可以 

影响肿瘤的侵袭和转移能力，因此本研究探讨了红 

霉素对肿瘤细胞黏附和明胶酶释放的影响。研究结 

果表明，红霉素能剂量依赖性的抑制 HT-29细胞黏 

附于 I型胶原，同时对 HT-29细胞释放 明胶 酶 

MMP4具有明显的抑制作用。红霉素可能通过抑 

制肿瘤细胞的黏附和明胶酶的释放而影响肿瘤的侵 

袭和转移。这说明，红霉素通过对 HERG通道的阻 

断作用，影响到钾离子的通透性，通过细胞内的调节 

机制，影响到癌细胞的转移和侵袭的能力，这与已有 

的文献 ，9 报道 HERG通道可能通过与细胞表面的 

整合素受体家族相互作用而调节下游信号通路，影 

响到细胞的转移特性相一致。 

已有研究表明，红霉素分别与长春新碱、紫杉 

醇、羟基喜树碱、阿霉素联用对 HT-29细胞的生长 

存在明显的协同抑制作用 'm J，长春新碱、紫杉醇、 

羟基喜树碱、阿霉素的化疗敏感性均与 HERG钾通 

道的表达相关。本研究进一步发现，红霉素具有体 

外抗肿瘤作用 ，它与长春新碱、紫杉醇、羟基喜树碱 

联用对 C26细胞的增殖抑制作用存在明显的协同 

作用。 

总之，红霉素在体外能抑制 HERG钾通道高表 

达肿瘤细胞的生长，对肿瘤细胞黏附和明胶酶释放 

具有抑制作用，因而可能影响肿瘤的侵袭和转移。 

红霉素与抗肿瘤药物联用存在明显的协同作用，可 

能作为生化调节剂应用于临床，同时为研究新的生 

化调节剂提供了思路。 
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