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钾通道阻断剂对胶质瘤细胞迁移和侵袭的影响

李卫玲，李超英，茹 琴*

( 江汉大学武汉生物医学研究院，湖北 武汉 430056)

摘要:为了检测电压门控钾通道阻断剂 4-氨基吡啶( 4-AP) 、四乙胺( TEA) 和 ATP敏感钾通道阻断剂格列
苯脲( Glibenclamide，Gli) 对胶质瘤细胞迁移和侵袭的影响，选用人胶质瘤细胞系 U87 和 U251，其中钾通
道阻断剂 4-AP、TEA及 Gli处理作为实验组，未处理的作为对照组．采用划痕实验和 Transwell小室法检测
钾通道阻断剂对 U87 和 U251 细胞迁移和侵袭能力的影响;Western blot检测药物处理后细胞高迁移率蛋
白 B1( high mobility group protein B1，HMGB1) 表达水平．结果表明: 5 mmol·L －1的 4-AP、40 mmol·L －1的
TEA及 400 μmol·L －1的 Gli可以显著抑制胶质瘤细胞的迁移、侵袭，并降低 HMGB1 表达水平．电压门控
钾通道和 ATP敏感钾通道对胶质瘤细胞迁移和侵袭具有重要调控作用，3 种钾通道阻断剂对胶质瘤细胞
迁移和侵袭有不同程度的抑制作用，可能通过调控 HMGB1 相关通路实现．
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0 引言

神经胶质瘤是来源于神经上皮的恶性肿瘤，占
颅内肿瘤的 40% ～50%，具有高发病率、高复发率、
高死亡率和低治愈率的特点［1］，由于胶质瘤细胞呈
浸润性生长，目前的手术方式无法完全切除肿瘤，手
术后仍需要辅助化疗［2-3］． 由于血脑屏障、肿瘤组织
内及水肿脑组织间隙静水压较高等因素导致肿瘤内
化疗药物的有效浓度较低，残余病灶的复发率达到
100%［4］．因此，寻求新的治疗方法仍是胶质瘤治疗
过程中亟待解决的难题．
钾通道是种类最多、分布最广的离子通道之一，

在许多疾病的发生发展过程中发挥重要作用［5］． 近
年来研究发现，神经系统、消化系统等多种肿瘤细胞
较相同组织来源的正常细胞过度表达不同类型的钾
通道，或存在钾通道的异常开放，对肿瘤细胞增殖或
凋亡的调控起重要作用［6］，已有学者将恶性肿瘤划
归到“钾通道病”的范畴，并将其列为恶性肿瘤非常
有前景的诊疗靶点［7］．目前发现在胶质瘤中表达量
显著上调的钾通道主要有电压敏感型钾通道( Kv) 、
Ca2 +激活型钾通道 ( KCa ) 和 ATP 敏感型钾通道
( KATP) ，且与胶质瘤的恶性程度高度相关，钾通道
阻断剂如 Kv 通道阻断剂 4-氨基吡啶( 4-Aminopyri-
dine，4-AP) 、KATP 通道阻断剂 tolbutamide 等可显

著抑制胶质瘤生长［8-11］．由此可见，钾通道在胶质瘤
的发生发展过程中发挥着重要作用．
钾离子通道蛋白作为一种细胞膜蛋白，广泛存

在于各种肿瘤细胞膜表面，参与细胞外信号向细胞
内传导，一些钾通道如 Kv1． 3、Kca1． 1 /3． 1 及 Kir4． 2
与胶质瘤迁移和侵袭相关［12-16］． 钾离子通道与细胞
迁移的机制目前尚未明确，目前认为钾通道开放间
接引起细胞内钙离子浓度增加从而促进细胞运动相
关的蛋白的活性，增加细胞迁移．另外的一种解释认
为，钾通道介导钾离子的外流，能增加细胞外的局部
钾离子浓度，而激活局部细胞膜的各种通道，促进细
胞局部体积的变化，从而引起细胞的迁移．
此前本课题组对钾通道在胶质瘤细胞 U87 增

殖、细胞周期和细胞凋亡的作用进行了研究［17］，而钾
通道对胶质瘤细胞迁移和侵袭鲜见文献报道．本文通
过电压门控钾通道阻断剂 4-AP、四乙胺( Tetraethyl-
ammonium，TEA) 及 ATP敏感钾通道阻断剂格列本脲
( Glibenclamide，Gli) 处理胶质瘤细胞 U87和 U251，研
究钾通道对胶质瘤细胞的迁移、侵袭的影响．

1 材料与方法

1． 1 细胞系及试剂
人胶质瘤细胞 U87 和 U251 购自中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库; 4-氨基吡啶、四乙胺和



格列苯脲购自 Sigma公司; DMEM培养基购自 Gibco
公司; Transwell 小室购自 Corning 公司; ＲIPA 裂解
液、cocktail、PMSF、BCA 蛋白定量试剂盒购自博士
德; anti-HMGB1 抗体购自 Abcam 公司; 山羊抗小鼠
IgG、anti-β-actin购自 Cell Signaling公司．
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养和加药 人恶性胶质瘤 U251 和
U87 细胞系培养于含 10%胎牛血清的高糖 DMEM
培养基 ( 完全培养基) 中，培养条件为 37 ℃、5%
CO2、70%湿度．将生长状态良好的细胞接种到 6 孔
板中，培养至细胞融合度为 90%左右，实验分空白
对照组、加药组，其中加药组分别是 4-氨基吡啶
( 2. 5、5． 0 mmol·L －1 ) 、四乙胺( 20、40 mmol·L －1 )

和格列苯脲 ( 200、400 μmol·L －1 ) ，空白对照组只

加入完全培养基．
1． 2． 2 细胞划痕实验 加药处理 48 h 的细胞用
200 μL枪头顶端垂直于 6 孔板底部划痕．用 PBS 洗
3 次去除划下的细胞后换无血清培养基，37 ℃、5%
CO2、70%湿度温箱中培养． 随机取 10 个固定点分
别在划痕后 0 和 24 h 时于倒置光学显微镜下拍照
( 放大 100 倍) 记录． 利用 Image J 软件测量划痕区
域宽度，并计算细胞迁移能力 Ｒ，即 0 和 24 h划痕两
侧边缘之间的距离差．
1． 2． 3 Transwell 细胞迁移和侵袭实验 1 ) 取加药
处理 48 h的胶质瘤细胞用于迁移实验，每组设 3 个
复孔，上室每孔加入 100 μL 无血清细胞悬液，总计
约 1 × 105个细胞; 下室每孔中加入 600 μL 含 10%
胎牛血清的培养基，37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h，取出小室，移去上室中的培养液，以棉签擦去
膜上层未穿过的细胞，4%甲醛溶液固定 15 min，
0． 1%结晶紫染色，PBS冲洗后在倒置显微镜下观察
迁移到膜下的细胞，并以 30%醋酸洗脱小室，酶标
仪检测590 nm吸光度． 2) 取加药处理 48 h的胶质瘤
细胞用于侵袭实验，Matrigel 胶在 4 ℃冰箱内融化
后，用无血清按 1∶ 5 进行稀释，取 100 μL 均匀平铺
于预冷的 24孔 Transwell小室的聚碳酸酯膜上，37 ℃
JP预置30 min聚合成凝胶备用．每组设 3 个复孔，上
室每孔加入 150 μL 无血清细胞悬液，总计约 2 × 105

个细胞;下室每孔中加入 600 μL 含 10%胎牛血清的
培养基，培养 24 h，结晶紫染色后照相并洗脱测吸光
度．
1． 2． 4 总蛋白的提取 加药处理 48 h，用预冷的
1 × PBS( pH值为 7． 4) 洗涤 1 次，悬浮收获至离心管
中，加入 200 μL 细胞裂解液冰浴裂解 30 min． 4 ℃，

12 000 r·min －1离心 10 min，弃沉淀，收上清即细胞
裂解液．用 BCA法进行蛋白定量，加入 5 × SDS 上样
缓冲液混合后，100 ℃煮沸 5 min，缓慢冷却后分装并
在 －20 ℃冰箱中保存．
1． 2． 5 Western blot 检测胶质瘤细胞 HMGB1 蛋白的
表达 取 30 μg细胞总蛋白上样，12% SDS-PAGE电
泳分离蛋白质，半干转至 PVDF 膜． 用0． 05 g·mL －1

脱脂奶粉封闭 2 h，加入小鼠抗人 HMGB1 蛋白一抗
( 1∶ 500) 4 ℃过夜，加入山羊抗小鼠 IgG 二抗 ( 1 ∶
5 000) 孵育 1 h．采用 Gensys成像分析系统扫描．用样
本的 HMGBI条带灰度值与该样本 β-actin 的条带灰
度值相比，求出其比值作为样本中 HMGB1 蛋白的表
达水平．

1． 3 统计学方法

采用 SPSS软件进行数据分析．计量资料采用均
数 ±标准差表示，多组间比较采用单因素方差分析．
以 P ＜0． 05为差异有统计学意义．

2 结果

2． 1 不同组别细胞迁移、侵袭能力的比较

划痕实验后分别于 0和 24 h时在倒置光学显微
镜下观察划痕宽度，结果如图 1 所示． U87 细胞加药
的 4-AP 5 mmol·L －1组、TEA 40 mmol·L －1组和 Gli
400 μmol·L －1组在 24 h 内迁移距离分别为 24. 0、
21. 5和 10. 5 μm，与正常组 48. 0 μm相比差异有显著
性( F =6． 983; P ＜0． 05) ; U251细胞加药组4-AP、TEA
和Gli在24 h内迁移距离分别为 94. 0、61. 5和 38. 5 μm，
与正常组 159. 0 μm相比差异有显著性( F = 25． 236;
P ＜ 0． 05 ) ． 另外 4-AP 2． 5 mmol·L －1 组、TEA
20 mmol·L －1组及 Gli 200 μmol·L －1组划痕结果

与正常组相比差异无统计学意义．
采用 Transwell 小室法检测钾通道阻断剂对

U87 和 U251 细胞侵袭和迁移能力的影响，结果如
图 2 所示，U87 加药的 4-AP 5 mmol·L －1组、TEA
40 mmol·L －1组和 Gli 400 μmol·L －1组侵袭至 Tr-
answell小室经 30%乙酸处理后吸光度与正常组相
比差异有显著性( F = 33; P ＜ 0． 05) ; 迁移结果与正
常组相比也有显著性差异( F = 141． 614; P ＜ 0． 05) ．
U251 加药组 4-AP、TEA和 Gli侵袭和迁移结果与正
常组比差异显著 ( F = 34． 838; F = 203． 759; P ＜
0. 05) ．由此可知，钾通道阻断剂在合适浓度下能显
著抑制 U87 和 U251 细胞的侵袭和迁移．
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* 代表 P ＜ 0． 05．
图 1 划痕实验检测阻断剂对 U87 和 U251 细胞迁移的影响( × 100)

* 代表 P ＜ 0． 05．
图 2 Transwell小室法检测钾通道阻断剂对 U87 和 U251 细胞侵袭和迁移的影响( × 200)

2． 2 Western blot结果

蛋白质印迹法结果显示，在 U87 和 U251 细胞
中，HMGB1 蛋白表达量较高，而钾通道阻断剂各处

理组 HMGB1 表达量降低，根据条带灰度值归一化
法，与正常组 U87 细胞相比，加药的 4-AP 5 mmol·
L －1组、TEA 40 mmol·L －1组和 Gli 400 μmol·L －1
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组 HMGB1 表达量分别是 82%、51%和 39%，经过
统计学分析有显著差异( F = 17． 160; P ＜ 0． 05 ) ． 与
正常组 U251 细胞相比，加药组 4-AP、TEA 和 Gli 的

HMGB1 表达量分别是 70%、64%和 53%，钾通道阻
断剂组显著抑制 HMGB1 表达 ( F = 14． 811; P ＜
0. 05) ．

* 代表 P ＜ 0． 05．
图 3 Western blot检测钾通道阻断剂对 U87 和 U251 细胞 HMGB1 蛋白的影响

3 讨论

离子通道作为药物治疗靶点已广泛应用于临

床．如钾通道阻断剂多非利特是 III类抗心律失常药
物、优降糖( 格列本脲) 是口服降糖药; 钙通道阻断
剂尼莫地平是降血压药物等．近年来文献报道，钾通
道参与肿瘤细胞的增殖、分化及肿瘤发生等过程，钾
通道作为潜在化疗药物靶点越来越受到重视．
本实验通过划痕法检测了钾通道阻断剂 4-AP、

TEA和 Gli 对胶质瘤细胞迁移的影响，Transwell 法
检测其对胶质瘤细胞迁移和侵袭的影响，相关分析

显示钾通道阻断剂有显著的抑制作用． E． Lastraioli
等［18］发现，电压门控钾通道 HEＲG1 在多种结肠癌
细胞系中有表达，并且与结肠癌的侵袭能力相关．
Zhou Qing 等［19］电压门控钾通道抑制剂 4-AP 可以
抑制肝癌细胞的增殖及黏附． 以上结果均说明钾通
道在肿瘤细胞迁移和侵袭中起重要作用．
肿瘤细胞高度侵袭是胶质瘤高死亡率的主要原

因．肿瘤的侵袭转移是多基因、多步骤相互作用的过
程，细胞迁移的动态过程持续存在于肿瘤侵袭转移

的始终． HMGB1 是一种非组蛋白染色体结合蛋白，
广泛分布于心、肝、肺、淋巴、脾、肾和脑等组织．有文
献报道，HMGB1 在胶质瘤组织中恶性程度升高而表
达增强，并在胶质瘤的恶化及侵润生长过程中起着
重要作用［20］． HMGB1 也可与其受体 ＲAGE 结合，引
起表达上调，细胞外基质的降解，肿瘤发生浸润和转
移，导致肿瘤的发展［21］． 通过 Western blot 结果可
知，钾通道阻断剂能显著下调 HMGB1 水平，钾通道

可能通过调控 HMGB1 表达参与细胞迁移．
目前，对胶质瘤的迁移研究中主要有电压门控

钾通道和 Ca2 +激活钾通道，而 ATP敏感钾通道鲜见
文献报道． 本研究发现电压门控钾通道阻断剂 4-
AP、TEA及 ATP敏感钾通道阻断剂 Gli 能显著抑制
胶质瘤细胞的体外迁移和侵袭现象，可能通过下调
HMGB1 蛋白水平实现，进一步说明钾通道在胶质瘤
迁移和侵袭中起重要作用，为钾通道阻断剂药物在

胶质瘤转移防治中应用提供基础．
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Effect of Potassium Channel Blockers on Migration
and Invasion of Human Glioma Cells

LI Weiling，LI Chaoying，ＲU Qin*

( Wuhan Insititutes of Biomedical Science，Jianghan University，Wuhan Hubei 430056，China)

Abstract: To explore the effect of potassium channel blocker on glioma migration and invasion，voltage-gated potas-
sium channel blocker 4-aminopyridine，tetraethylammonium and ATP sensitive potassium channel blocker glib-
enclamide were investigated． Human glioma cell lines U87 and U251 were selected to use． Wound-healing assay and
Transwell assays were performed to determine the migration and invasion of glioma cells． The expression level of
HMGB1 protein was detected by western blot． Cell abilities of migration and invasion were significantly reduced with
4-AP( 5 mmol·L －1 ) ，TEA( 40 mmol·L －1 ) or glibenclamide( 400 μmol·L －1 ) compared with that of the control．
The expression level of HMGB1 was significantly down-regulated in the blockers groups． Potassium channels play
important roles in the migration and invasion of human glioma． The selective blockers of voltage-gated potassium
channels or ATP-sensitive potassium channels significantly inhibited the migration and invasion of U87 and U251
cells，and down-regulation of HMGB1 gene expressions might be its possible mechanism．
Key words: potassium channels; glioma; cell migration; invasion; blockers
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