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Abstract :Objective　This study aimed to assess the effect s of verapamil on signal t ransduction and prolif2
eration of in vit ro meningioma and inquired into the possible mechanisms. Methods　Spect rofluorometer

was used to measure the cytoplasmic f ree calcium ; cell count was used to determine the proliferation of

meningioma. Results　Verapamil in concentration of 1μmol/ L l can block the proliferation of in vit ro

meningioma cell induced by FCS , the rate of cell number (vs. control group) is 80 % , FCS induced a

quick rise of int racellular f ree calcium ( P < 0 . 01) ; [ Ca2 + ] I was increased to 435 . 3±34 . 9μmol/ L , p rein2
cubation with verapamil could inhibit the rise of [ Ca2 + ] I , the [ Ca2 + ] I is 221 . 1±26 . 1 ( P < 0 . 01) . Con2
clusion　These data indicate that verapamil can stop the influx of Ca2 + and hence inhibit the FCS ∃ in2
duced proliferation signal t ransduction.
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摘　要 :目的　观察维拉帕米对体外培养的脑膜瘤细胞信号转导及增殖的影响并探讨其作用机制。方

法　采用荧光光度计检测脑膜瘤细胞内游离钙离子浓度 ( [ Ca2 + ] I)水平 ,结合细胞计数方法测定细胞的

增殖情况。结果　1μmol/ L 维拉帕米能明显抑制血清诱导的脑膜瘤细胞的增殖 ( P < 0 . 01) ;细胞数为对

照组的 80 %。10 %的血清作用于脑膜瘤细胞以后 , [ Ca2 + ] I迅速升高到 (435 . 3 ±34 . 9)μmol/ L ( P <

0 . 01) 。用维拉帕米预处理后 ,[ Ca2 + ] I为221 . 1±26 . 1 ,升高辐度明显降低 , ( P < 0 . 01) 。结论 　维拉帕

米能抑制血清诱导的体外培养的脑膜瘤细胞增殖信号的转导 ,其作用机制与降低了[ Ca2 + ] I增加有关。
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0　引言

血清中丰富的生长因子作用于细胞膜上相应的

受体 ,引起 [ Ca2 + ] I浓度水平的改变 ,但这种早期

[ Ca2 + ] I水平改变与细胞增殖的关系尚未完全肯定。

本实验观察维拉帕米对细胞增殖的影响 ,并初步探

讨其作用机制。

1　材料与方法

1 . 1 　试剂与仪器 　维拉帕米 (美国 Sigma 公司) 、

Fura22 / AM (美国 Calbiochem 公司分装) 、超净工

作台 (苏州净化设备厂) 、CO2培养箱 (德国 Heraeus

公司) 、倒置显微镜 (日本 olymp us公司) 、荧光光度

计 (日本 Hitachi公司) 。

1 . 2 　细胞培养 　新鲜脑膜瘤组织块 ,放入 PBS缓

冲液中 ,洗净后剪碎 ,室温下用胰蛋白酶及胶原酶联

合消化 ,充分消化后过滤、离心 ,收集细胞种植于

100mL 的培养瓶中 ,第 3～5代细胞用于本次实验。

1 . 3　培养细胞的特征及鉴定 　定期观察培养细胞

的生长特点。用多聚赖氨酸处理后盖玻片置入培养

皿中 ,接种细胞 ,待细胞次全融合后用 4 %多聚甲醛

固定 ,然后用 SP法行 EMA及 Vimentin抗原染色。

1 . 4　细胞生长试验 　取 105个细胞置于含培养基

的 25mL 培养瓶中。对照组不加维拉帕米 ,实验组

按加入维拉帕米浓度不同分为 5 组 , Ⅰ组 1μmol/

L ,Ⅱ组 5μmol/ L ,Ⅲ组 10μmol/ L ,Ⅳ组 50μmol/ L ,

Ⅴ组 100μmol/ L 。7天后收集各组细胞 ,苔盼蓝染

色以后细胞计数 ,每组重复 3次。

1 . 5　细胞内游离钙离子浓度的检测　[ Ca2 + ] I采用

荧光标记法来测量。取 2～3 ×106个对数生长期的

细胞 ,悬浮于测钙液中 ,加入 Fura22/ AM 孵育、离

心、悬浮后上机测量荧光值。对照组加入血清后测
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量荧光值。实验组细胞用 100μmol/ L 维拉帕米预

处理 5min以后加入血清。测得的荧光值代入公式

来计算钙离子的浓度。

[ Ca2 + ] I (nmol/ L) = Kd [ ( R2Rmin / Rmax2R) (β) ]

1 . 6　统计学分析　数据以均数±标准差表示 ,生长

实验结果行配对 t检验 ,[ Ca2 + ] I结果行 t检验 ,确定

P < 0 . 05有显著性意义。

2　结果

2 . 1　培养细胞的特征及鉴定　早期的脑膜瘤细胞

呈贴壁生长 ,双极 ,有丰富的胞浆 ,核相当大并呈圆

形 ,核仁明显。细胞次全融合以后 ,细胞呈多边形 ,

均匀肥大 ,连结成片 (见图 1) ,且表现为延长的增生

抑制。5 例标本中 ,检测均表达 EMA 及 Vimentin

抗原 (见图 2) 。

2 . 2　细胞生长试验结果　浓度为 1μmol/ L 维拉帕

米明显抑制脑膜瘤的增殖 ,细胞数约为对照组的

80 % ( P < 0 . 01 ) 。抑制效应呈剂量依赖性 ,在

100μmol/ L 浓度处达到最大抑制效应 ,约为对照组

细胞数的 10 %( P < 0 . 01) 。结果见表 1。

2 . 3　血清及维拉帕米对细胞内游离钙离子浓度的

影响 　培养的脑膜瘤细胞在加入 10 % FCS 以后 ,

[ Ca2 + ] I值由静息状态的 (123 . 2 ±12 . 1)μmol/ L 上

升至 (435 . 3 ±34 . 9)μmol/ L ,与静息水平相比有显

著性差异 ( P < 0 . 01 ) ,用维拉帕米预处理后 ,

[ Ca2 + ] I比静息状态升高 ,为 (221 . 1 ±26 . 1)μmol/ L

( P < 0 . 01 ) ,但升高辐度较实验组明显降低 ( P <

0 . 01) 。
表 1　维拉帕米对脑膜瘤细胞数的影响( �x±s)

组别 n 细胞数目 (×105 )

对照组 3 10 . 40±0 . 90

Ⅰ 3 8 . 30±0 . 73 △

Ⅱ 3 6 . 50±0 . 61 △

Ⅲ 3 2 . 07±0 . 17 △

Ⅳ 3 2 . 08±0 . 15 △

Ⅴ 3 1 . 25±0 . 11 △

　　△与对照组相比 , P < 0 . 01

3　讨论

脑膜瘤起源于神经囊组织 , EMA 及 Vimentin

抗原阳性表达高度提示为脑膜瘤细胞 ,结合本次培

养中观察到的细胞生长特点及免疫组化结果证实为

脑膜瘤细胞。生长试验结果显示 1μmol/ L 维拉帕

米就能观察到生长抑制效应。各组细胞用苔盼蓝染

色发现细胞存活率仍可达 90 % ,显示其对培养细胞

没有毒性作用。据此推测钙通道阻滞剂抑制增殖的

效应 ,仅仅是减少细胞的增生 ,而不是通过毒性效应

来杀伤细胞。临床上血浆维拉帕米浓度范围约为

0 . 5～8μmol/ L ,脑脊液中的药物浓度比血浆中低 10

倍 ,一般 10～20μmol/ L 被认为是有毒性作用[ 1 ,2 ]。

脑膜瘤一般有丰富的血供 ,因此认为在脑脊液中 1

～5μmol/ L 浓度的维拉帕米是可以达到的。

一般认为有两种相互关联的钙内流调控机制。

一种是依赖于细胞内的钙的储存容量 (钙库) ,另一

种是直接依赖于胞膜表面受体的活动。大量的证据

表明胞外的钙内流起决定性的作用 ,这种钙内流指

的是在细胞内的钙储存耗尽以后细胞膜表面的钙通

道的开放 ,提供了从细胞内钙储存释放后延长的胞

浆内钙浓度的增加[ 3 ,4 ]。血清中丰富的生长因子与

受体结合以后可以激活 G蛋白介导的磷脂酶 C系

统 ( P KC) , P KC系统产生的 IP3 激活内质网上 Ca

通道 ,引发短暂的胞内钙库释放 Ca2 + ,随后是释放

的钙诱发长程的胞外钙内流 , [ Ca2 + ] I升高[ 5 ] ,介导

细胞增殖。是否改变细胞内的钙稳态可能是一种有

效的抑制细胞增殖的手段呢 ? [ Ca2 + ] I的测量证实

这种推测。加入 FCS以后 ,细胞内的 [ Ca2 + ] I明显

增加。若预先给予维拉帕米处理后 , [ Ca2 + ] I虽然

同样增加 ,但细胞内钙上升幅度水平明显下降。据

此认为脑膜瘤细胞增殖信号转导过程中 ,细胞内钙

起到第二信使的作用 ,因为钙通道阻滞剂是通过改

变细胞内钙浓度 ,来抑制增殖信号转导。维拉帕米

抑制增殖的机制可能与破坏了细胞内的钙稳态 ,改

变了细胞对各种受体介导信号的反应的能力有

关[ 6 ]。其他可能的机制包括抑制了蛋白激酶 C系

统、R T K2ras2raf212ER K2 系统、阻断血浆诱导的鸟

苷酸脱羧酶的激活等有关。
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