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Abstract
AIM: To investigate the effect of imipramine on 
cell growth, cell cycle and apoptosis of HT-29 
colon cancer cells, and to elucidate its molecular 
mechanism.

METHODS: Human colon cancer HT-29 cells 
were grown with routine cell cultivation and 
cells were treated with different concentrations 
of imiprmine. Cell survival was determined us-
ing MTT assay at 24 h, 48 h and 72h, respective-
ly; cell cycle distribution was assessed by FACS 
flow cytometery after propidium iodide stain-
ing; apoptosis of HT-29 cells was detected using 
Annexin V/PI methods and DNA ladder assay. 

Expression level of Eag1 protein was detected 
by Western blot, and mRNA expressions of p21, 
p27, CyclinE1 and CDK2 were determined by 
reverse transcription-polymerase chain reaction. 

RESULTS: After treatment with imipramine 
in HT-29 cells at 24, 48 and 72 h, IC50 were 43, 
32 and 22 μmol/L, respectively. Cell viability 
decreased dose-dependently and time-depend-
ently after treatment with imiprmince in HT 29 
cells. Cell cycle arrested during the G0/G1 phase 
accompanied by the induction of apoptosis in 
a dose-dependent manner. With imipramine 
increasing, HT-29 cells apoptosis index gradu-
ally increased (P < 0.01). Expression level of 
Eag1 protein was decreased in a dose-dependent 
manner (P < 0.05). The p21 mRNA and p27 
mRNA were up-regulated (P < 0.05), and CDK2 
mRNA and CyclinE1 mRNA were suppressed 
in imipramine-treated HT-29 cells in a dose-
dependent manner (P < 0.05). 

CONCLUSION: Imipramine, a non-specific in-
hibitor of Eag1 potassium channel, induces cell 
growth inhibition, cell-cycle arrest and apopto-
sis in HT-29 cells through up-regulation of p27 
and/or p21. 

Key Words: Colorectal cancer; Potassium channels, 
Ether à go-go; Imipramine; Apoptosis; Cell-cycle
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摘要
目的: 探讨丙咪嗪对结肠癌HT-29细胞的增
殖、细胞周期和凋亡的影响及其作用机制.

方法: 按ACTT方法常规培养HT-29细胞, 并以
不同浓度(0、1、5、10、25、50和100 μmol/L)
丙咪嗪干预, MTT法检测各浓度干预24、48
和72 h后的细胞增殖能力; 丙咪嗪以各浓度
(0、1、10、50和100 μmol/L)干预HT-29细胞
24 h, PI染色后流式细胞仪检测细胞周期分
布, Annexin V/PI双染后流式细胞仪和DNA
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■背景资料
丙咪嗪作为三环
类抗抑郁药, 能有
效缓解癌症引起
的抑郁症状, 并可
能通过舒缓疼痛
的情绪成分和直
接影响中枢神经
系统而有效的治
疗癌性疼痛.临床
流行病学研究表
明长期服用丙咪
嗪不增加恶性肿
瘤 的 风 险 ;  体 外
实验证实丙咪嗪
能抑制肿瘤细胞
增 殖 ;  动 物 实 验
发现丙咪嗪抗抑
郁治疗能逆转大
鼠慢性抑郁状态
促进的肿瘤生长
作用.近期研究还
发现丙咪嗪能相
对特异性的阻断
Eag1钾电流, 发挥
对肿瘤细胞的增
殖抑制作用.

■同行评议者
王正康, 教授, 北
京中日友好医院
普外科



片段梯试验检测细胞凋亡, Western blot检测
Eag1蛋白的变化, 逆转录PCR检测p21、p27、
CyclinE1和CDK2 mRNA表达水平的变化. 

结果: 各浓度丙咪嗪干预HT-29细胞24、48
和72 h后, IC50分别为43、32、22 μmol/L; 丙
咪嗪以剂量依赖方式诱导HT-29细胞在细胞
周期G0/G1期停滞 ,  随丙咪嗪干预的浓度增
加, HT-29细胞的凋亡指数逐渐升高(P <0.01), 
HT-29细胞中Eag1蛋白的表达水平逐渐下降
(P <0.05), p27和p21  mRNA表达水平逐渐增强
(P <0.05), CyclinE1和CDK2 mRNA的表达水
平逐渐减弱(P <0.05).

结论: 丙咪嗪可抑制H T-29细胞增殖, 阻滞
HT-29细胞周期进展, 诱导细胞凋亡. 其作用
机制可能与抑制Eag1钾通道的活性, 上调p27
和p21表达、下调CyclinE1和CDK2表达有关.

关键词: 结肠癌; Ether à go-go钾通道; 丙咪嗪; 

凋亡; 细胞周期
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0  引言

随着临床药理剂量的阿米替林和去甲丙咪嗪可

刺激啮齿类动物肿瘤生长的证实[1-3], 临床上长

期应用三环类抗抑郁药(tricyclic antidepressant, 
TCAs)是否会诱导或促进癌的发生备受关注[4-8].
某些药物可能增加某些肿瘤的风险[2-3,9-13], 或与肿

瘤的风险无关[8,13-20], 或者具有抗肿瘤作用[7,21-22]. 
长期服用丙咪嗪不增加恶性肿瘤的风险[6-8,20], 甚
至能逆转大鼠慢性抑郁状态促进的肿瘤生长作

用[23].
Eag1基因(KCNH1)在黒腹果蝇作突变检测

时发现[24-25]. Eag1钾通道(Kv10.1)具有癌基因的

特点, 在多种肿瘤组织异常表达, 是前景乐观的

恶性肿瘤诊治靶点[26-31]. Eag1特异性抑制剂能在

转录、蛋白和电流水平抑制癌细胞Eag1钾通道, 
对体内外癌细胞的增殖均有抑制作用[32-34]. 离子

通道激活可引起细胞体积变化和膜电位振荡, 
诱导细胞周期的进展和有丝分裂的完成[35-37]; 而
抑制胶质前体细胞(glial progenitor cells)钾电流

和膜去极化可引起p27和p21的蓄积, 阻滞细胞

周期进展[38].
近期研究证实丙咪嗪能抑制肿瘤细胞增
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殖[22-23,39-40], 其作用机制尚未阐明. 此前研究发

现丙咪嗪能相对特异性的阻断Eag1钾电流[25], 
发挥对肿瘤细胞的增殖抑制作用[26-27,39-40].

根据以上文献复习 ,  推测丙咪嗪能促进

HT-29细胞增殖抑制和凋亡, 其作用机制可能与

通过抑制Eag1表达, 调节细胞周期相关蛋白的

表达有关. 本研究旨在验证该假说.

1  材料和方法

1.1 材料 人结肠癌细胞株HT-29细胞购自由中国

科学院上海细胞所. McCoy's 5A、胰酶和胎牛血

清购自GIBCO公司; Eag1抗体、丙咪嗪、TRIzol
试剂购自Sigma公司; Annexin V/PI试剂盒购自

Roche公司; 逆转录PCR试剂盒(mRNA Selective 
PCR Kit Ver. 1.1)购自TaKaRa公司; 引物由上海

生工合成.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人结肠癌细胞系HT-29培养按

ATCC培养方法, McCoy's 5A培养基中临时加

入1.5 mmol/L L-谷胺酰胺、2.2 g/L碳酸氢钠、

100 mL/L胎牛血清、100 kU/L青霉素和链霉素, 
在37℃、50 mL/L CO2的饱和湿度培养箱内培

养; 每3-4天以1∶3-1∶5传代. 正常生长状态下

HT-29细胞形态为上皮样, 单层贴壁生长, 丧失

接触抑制与密度抑制. 
1.2.2 MTT法: 亚融合状态的细胞消化后制成单

细胞悬液, 以每孔4×103个细胞接种于96孔培养

板中, 在37℃、50 mL/L CO2的培养箱中培养. 24 
h后换无血清培养液, 加不同浓度丙咪嗪(终浓度

分别为0, 1, 5, 10, 25, 50, 100 μmol/L), 每组每个

时间点设4个平行孔; 继续培养第24, 48, 72 h, 每
孔加入MTT溶液(5 g/L) 20 μL, 37℃孵育4 h后弃

培养液; 每孔加入150 μL DMSO振荡10 min; 用
酶标仪在490 nm处测定吸光度. 
1.2.3 流式细胞分析仪分析细胞周期: 对数生长

期HT-29细胞消化后培养液重悬, 调整细胞浓度

为4×108/L, 接种于培养瓶; 24 h后换0.5 mL/L胎
牛血清的培养基(同步化); 24 h后换100 mL/L胎
牛血清的培养基, 加入不同浓度丙咪嗪(终浓度

分别为0, 1, 10, 50, 100 μmol/L)继续培养; 收集

细胞, 悬浮者直接移至离心管, 贴壁者胰酶消化

后移至离心管; 按照试剂盒的说明逐步处理并

加PI染液上流式细胞分析仪测定.
1.2.4 流式细胞分析仪检测细胞凋亡: 对数生长期

培养细胞中加入不同浓度丙咪嗪(终浓度分别为

0, 1, 10, 50, 100 μmol/L)培养24 h, 按Annexin V/PI

www.wjgnet.com

■研发前沿
离子通道与恶性
肿瘤的研究相关
性 日 益 受 到 重
视 ,  其 中 以 钾 通
道的研究最为深
入. Ether à go-go
钾通道 (Eag1)由
于在体内局限性
分布、具有癌基
因的特性以及在
多种临床肿瘤组
织中高频率表达
的 特 点 ,  已 经 成
为前景乐观的恶
性肿瘤诊治的靶
点. 目前Eag1钾通
道的特异性抑制
剂的研发在起步
阶段, 未能应用于
临床.在目前尚无
特异性Eag1钾通
道阻断剂的背景
下, 丙咪嗪作为特
异性相对较高的
Eag1钾通道阻断
剂, 在长期的临床
应用中被认为是
相对安全的, 临床
医师应该更加重
视其在肿瘤临床
中的应用.



丁祥武, 等. 丙咪嗪对结肠癌HT-29细胞增殖、凋亡的影响及其机制		                                                      3045

www.wjgnet.com

试剂盒说明和步骤处理后上流式细胞仪检测. 
1.2.5 DNA片段分析: 细胞培养和药物干预收

集漂浮细胞和贴壁细胞移入无菌的1.5 mL离心

管, 洗涤、离心3次后加入100 μL DNA溶解缓冲

液, 55℃孵育3 h; 加10 μL RNAse A, 37℃孵育3 
h; 加5 μL 6×DNA加样缓冲液(300 g/L甘油, 2.5 
g/L溴酚蓝), 取5 μL在15 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 
溴化乙啶染色, 凝胶成像系统拍照. 
1.2.6 免疫印迹: 提取总蛋白, Bradford法测定浓

度; SDS-PAGE凝胶电泳后蛋白质电转移到NC
膜, 5%脱脂奶粉封闭90 min后行抗原抗体反应

(以新鲜膜封闭液稀释抗体, 抗Eag1抗体浓度为

1∶500, 二抗为1∶2000); 暗室内增强化学发光

法X胶片显影.
1.2.7 逆转录PCR: TRIzol法抽提培养细胞总

RNA, 凝胶电泳检测总RNA质量, 紫外分光光度

仪测量RNA浓度及A 260/A 280的比值. 二步法完成

逆转录PCR. 反应调节参照试剂盒说明书, 根据

实验稍作调整. Biometra UNOII PCR扩增仪扩增

后, PCR产物用20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 溴化乙

啶染色后凝胶成像系统拍照.

统计学处理 采用SPSS11.0统计软件进行分

析, 定量资料采用t检验或方差分析, P <0.05为差

异有显著性意义.

2  结果

2.1 丙咪嗪对HT-29细胞增殖、周期和凋亡的影

响 丙咪嗪抑制HT-29细胞的IC50在24、48和72和7272 
h分别为43, 32, 22 μmol/L. MTT法检测细胞增

殖的变化: 丙咪嗪以浓度和干预时间依赖的方

式抑制HT-29细胞增殖(P <0.05, 图1A). 随丙咪

嗪干预的浓度增加, G0/G1期细胞的比例逐渐增

加、S期细胞的比例逐渐下降、G2/M期细胞的

比例无明显变化, 证实丙咪嗪以剂量依赖方式

诱导HT-29细胞在细胞周期G0/G1期停滞(图1B).
Annexin V/PI双染后流式细胞仪检测HT-29细胞

的生存变化: 随丙咪嗪干预的浓度增加, HT-29
细胞的凋亡指数逐渐升高, 证实丙咪嗪可诱导

HT-29细胞凋亡(P <0.01, 图2, 表2). 进一步检测

发现50, 100 μmol/L组出现DNA片段梯度, 证实片段梯度, 证实梯度, 证实

丙咪嗪可诱导细胞凋亡(图3).
2.2 丙咪嗪对Eag1蛋白表达的影响 Eag1蛋白表

表  1  PCR引物

     
基因	       登录号	                       引物序列		                扩增片段

p27 	 NM_004064	5 '-AAGATGTCAAACGTGCGAGTG-3'

			5   '-GCTTCTTGGGCGTCTGCT-3'		5  74 bp 

p21 	 NM_000389	5 '-CTCAAAGGCCCGCTCTACATC-3'

			5   '-GTCACCCTGCCCAACCTTAG-3'		5  11 bp 

CyclinE1	 NM_001238	5 '-CCAAACTCAACGTGCAAGC-3'

			5   '-ATGTCGCACCACTGATACCCT-3'		  710 bp 

CDK2	 NM_001798	5 '-CCATTCTCATCGGGTCCTC-3'

			5   '-GGGCTTCAAGAAGGCTATCAG-3'		5  61 bp 

β-actin	 NM_001101	5 '-TGACGGGGTCACCCACACTGTGCC-3'

			5   '-CCTTCTGCATCCTGTCGGCAATGC-3'	 479 bp 

■相关报道
Eag1钾通道与细
胞周期进展关系
密切, 可通过与细
胞骨架成分的相
互作用 ,  M g 2 +依
赖或Ca2+/钙调蛋
白的调节 ,  epsin
蛋白的调节, 细胞
外基质的调节, 缺
氧信号的调节, 胰
岛素样生长因子
(IGF-1)通过Akt依
赖信号途径, 或者
MAP激酶信号途
径引起Eag1电位
感受器出现构象
改变等方式, 激活
癌细胞Eag1钾通
道, 参与调节肿瘤
细胞的增殖.

图  1  丙咪嗪对HT-29细胞增殖和细胞周期的影响. A: 细胞增殖; B: 细胞周期; aP<0.05 vs  0 μmol/L; bP<0.05 vs  0, 1 μmol/L.
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达水平随丙咪嗪浓度增加而逐渐减弱(图4), 证丙咪嗪浓度增加而逐渐减弱(图4), 证浓度增加而逐渐减弱(图4), 证
实丙咪嗪能抑制HT-29细胞Eag1钾通道蛋白的丙咪嗪能抑制HT-29细胞Eag1钾通道蛋白的能抑制HT-29细胞Eag1钾通道蛋白的

表达.
2.3 丙咪嗪对细胞周期调节因子表达的影响 逆
转录PCR检测丙咪嗪干预HT-29细胞后各目的基丙咪嗪干预HT-29细胞后各目的基干预HT-29细胞后各目的基

因mRNA的表达水平, 发现随丙咪嗪浓度增加, 
p27和p21表达水平逐渐增强, CyclinE1和CDK2

表达水平逐渐减弱(各目的基因不同浓度间比较

P <0.05, 图5).

图   3   D N A 片
段 梯 检 测 细 胞
凋亡.
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图  4   Western blot检测Eag1蛋白表达的变化. A: Eag1蛋白

表达; B: Eag1蛋白表达相对半定量(aP<0.05 vs  0, 1 μmol/L;  
cP<0.05 vs  0, 1, 10 μmol/L).
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图  2  流式细胞仪检测Annexin V/PI双染后细胞凋亡. 丙咪嗪干预浓度: A-E分别为: 0, 1, 10, 50, 100 μmol/L.

表  2  Annexin V/PI双染后流式细胞仪检测细胞凋亡 (mean±SD, %)

     
					     丙咪嗪干预浓度 (μmol/L)

	                  	        0 	           	    1 	              10 	   	            50 		        100 

活细胞	                81.4±1.25	         70.6±4.31a   	      65.7±1.27a	   46.6±2.79c	 41.8±2.82c

早期凋亡	                  8.0±0.51	         15.3±2.97a	     20.4±1.05a	   35.6±3.37c	 39.2±3.54c

晚期凋亡/坏死        10.6±1.49	         14.1±1.44a	     13.9±1.52a	   17.7±0.91c	 19.0±1.62c

aP<0.05 vs  0 μmol/L; cP<0.01 vs  0, 1, 10 μmol/L.

■创新盘点
通过复习文献, 推
测丙咪嗪抑制癌
细胞增殖和/或诱
导凋亡的作用机
制可能与阻断肿
瘤细胞的Eag1钾
通道, 阻滞细胞周
期的进展有关.本
研究旨在验证该
假说.
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3  讨论

本实验探讨丙咪嗪对结肠癌HT-29细胞(该细胞

株Eag1钾通道异常表达[30])增殖和凋亡的影响及

其可能机制, 发现: 丙咪嗪以剂量和时间依赖方

式抑制HT-29细胞的增殖能力; 以剂量依赖性诱

导HT-29细胞周期在G0/G1期停滞; 可诱导HT-29
细胞凋亡, 这种作用可能与细胞周期的阻滞有

关; 可通过上调p27和p21表达, 下调CyclinE1和 
CDK2表达, 从而阻滞HT-29细胞周期的进展, 
诱导细胞凋亡; 以剂量依赖方式抑制HT-29细
胞Eag1蛋白的表达水平, 从而诱导细胞周期停

滞、增殖抑制和凋亡.
由于发现某些抗抑郁药可能有促癌作用, 人

们对安全应用TCAs作为癌症的辅助治疗药物存

在顾虑. 有些学者认为TCAs可能增加某些肿瘤

的风险, 如结肠癌[2-3]、乳腺癌[9-11]、非何杰金淋

巴瘤[11]、前列腺癌[12]; 也有认为与恶性肿瘤的风

险无关, 如乳腺癌[8,13-16]、卵巢癌[17-19]、结肠癌[20]

或其他肿瘤[11]; 还认为某些TCAs具有抗肿瘤作

用, 尤其是中间环含氮原子时(如丙咪嗪)[7,21-22]; 
甚至有认为某些药物(如氟西汀和氯丙咪嗪)
具有双重作用(兼有促进和抑制肿瘤生长的作

用)[6]. 随着相关研究的深入, 更多证据支持长期

应用某些TCAs(如丙咪嗪) 能有效缓解各种癌性

疼痛和抑郁/焦虑甚至失眠状态[41-42], 不会增加

癌症的风险[6-8,20], 甚至有抗肿瘤作用[6-7,22-23,29].
Arimochi et al [22]检测TCAs对结肠癌HT-29 

细胞增殖的影响, 发现丙咪嗪以时间依赖方式

抑制HT-29细胞的增殖, 去甲丙咪嗪以药物浓度

依赖方式诱导HT-29细胞在G0/G1或G2/M期停滞

和凋亡; 他们还发现去甲丙咪嗪的促凋亡作用

与线粒体途径无关, 并推测与阻滞细胞周期的

进展有关. 这与本实验结果一致, 进一步证实丙

咪嗪具有抗肿瘤作用.
细胞周期依赖激酶 (c y c l i n  d e p e n d e n t 

k inase s, CDKs)控制绝大多数真核生物细胞

周期的进展[43-44], 其中CDK2、CDK4和CDK6
等与哺乳动物细胞的G 1/ S关卡有关 [ 4 5 ] ,  他
们受到多层次的调节 ,  包括细胞周期蛋白

(Cyclins)[46-47]、CDKs的磷酸化和去磷酸化、

CDKs抑制剂等[48]. p27和p21是普遍的Cyclin-
CDKs抑制剂, 能抑制包括CyclinE-CDK2在内

的多种G1期Cyclin-CDKs激酶活性, 使细胞不

能通过G1/S关卡 [45,49-50]. 研究还证实药物诱导

细胞周期阻滞可伴随细胞凋亡 ,  如岩藻黄质

(fucoxanthin)作用于结肠癌HCT116细胞[51], 美
洛克嗪作用于结肠癌COLO205细胞和HT-29细
胞[52]; 凋亡可能是细胞周期停滞的继发事件, 其
机制可能与细胞核内p27的蓄积有关[53-55].

Arimochi et al [22]推测去甲丙咪嗪对HT-29细
胞的毒性作用与抑制细胞周期的进展有关. 此
前也有丙咪嗪诱导神经胶质瘤C6细胞[56-57]和急

性髓性白血病 HL-60细胞凋亡的报道[58]. 本实验

发现丙咪嗪以剂量依赖方式上调HT-29细胞转

录水平p27和p21的表达, 下调CyclinE1和CDK2
的表达. 这证实丙咪嗪可能通过调节CDKs抑制

剂、Cyclins和CDKs的表达, 诱导肿瘤细胞周期

停滞, 发挥其抑制增殖、促进凋亡的作用, 也验

证了Arimochi et al [22]的假说.
研究表明钾通道的激活可推动细胞周期从

G1期进展[35], 抑制钾电流和膜去极化可调节p27
和p21的蓄积, 引起细胞周期停滞[37], 证实钾通

道可以直接调节CDKs抑制剂, 与细胞周期进展

密切相关. 研究还证实丙咪嗪是相对特异性的

Eag1钾通道抑制剂, 能抑制该电流发挥其抗肿

瘤作用[39-40,59]. 本实验发现随丙咪嗪浓度增加以

及细胞周期停滞和细胞增殖抑制增强, Eag1蛋
白表达水平逐渐减弱. 这进一步证实了丙咪嗪
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图  5  逆转录PCR检测细胞周期调节因子的表达. A: 各目的

基因的电泳图; B: 各目的基因mRNA相对含量值变化的比较.

■应用要点
本研究发现丙咪
嗪能阻滞细胞周
期进展、抑制癌
细胞增殖、诱导
凋亡; 其作用机制
可能与通过抑制
Eag1表达, 调节某
些细胞周期相关
因子的表达有关. 
这可能为临床重
视丙咪嗪应用于
恶性肿瘤的辅助
治疗, 开发Eag1钾
通道作为癌症的
诊疗靶点提供理
论依据.
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可能通过抑制Eag1钾通道, 调节p21等细胞周期

相关调节因子的表达, 阻滞细胞周期进展, 诱导

凋亡, 发挥其抗肿瘤的作用. 也有学者认为丙咪

嗪等TCAs能通过Caspase-3依赖途径诱导人急

性髓性白血病HL-60细胞凋亡[58], 因此Eag1钾通

道也有可能通过Caspase途径发挥其促进凋亡的

作用, 这有待进一步实验证实.
丙咪嗪作为TCAs之一, 能有效缓解癌症引

起的抑郁症状, 并可能通过舒缓疼痛的情绪成分

和直接影响中枢神经系统而有效的治疗癌性疼

痛[60]; 是Eag1特异性相对较高的抑制剂, 可能通

过抑制Eag1钾通道而具有抗癌作用, 这也可能

是丙咪嗪能有效缓解癌细胞浸润引起的疼痛的

机制之一. 丙咪嗪在长期的临床应用中被认为

相对安全, 临床医师应该更加重视其在恶性肿

瘤患者中的应用.
总之, 本研究发现, 丙咪嗪可抑制HT-29细

胞增殖, 阻滞HT-29细胞周期进展, 诱导细胞凋

亡. 其作用机制可能与抑制Eag1钾通道的活性, 
上调p27和p21表达, 下调CyclinE1和CDK2表达

有关.
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