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1,4-二氢吡啶类化合物对 CHO-K1 细胞的辐射防护作用  

张宇睿  薛虚慧  李园园  徐文清 
（北京协和医学院&中国医学科学院放射医学研究所 天津市放射医学与分子核医学重点实验室  天津 300192） 

摘要  为探究 1,4-二氢吡啶类化合物对于 CHO-K1 细胞的体外防护活性，实验分为 DHP（2,6-二甲基-3,5-二乙

酯基-l,4-二氢吡啶）给药照射组(DHP)、单纯照射组(Rad)和对照组(Con)。采用中性红法测定 DHP 对 CHO-K1

细胞的细胞毒性和照射后细胞的存活率；DCFH-DA 法检测活性氧(Radical oxidative spices, ROS)水平；彗星

实验测定 DNA 损伤情况。通过以上指标来评价 DHP 的辐射防护活性。结果显示，与 Con 相比，Rad 的 ROS

水平、DNA 百分含量和尾距等指标均上升，并且 ROS 探针荧光强度达到 1 800，尾部 DNA 含量和尾距分别

达到 3.5%和 1.7%，其差异具有统计学意义(p<0.05)，提示照射后 CHO-K1 细胞中产生了过多的 ROS 和 DNA

链断裂损伤。与 Rad 相比，DHP 的 ROS 探针荧光强度降为 945、尾部 DNA 含量和尾距分别降为 0.83%和

0.7%，3 个指标均明显降低，其差异均具有统计学意义(p<0.05)，提示 DHP 给药能显著降低照射引起的 CHO-K1

细胞 ROS 水平升高，通过清除照射产生的过多 ROS，减轻照射所致的 DNA 损伤，发挥细胞保护作用。这说

明 DHP 具有良好的辐射防护作用。 
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Radioprotective effect of 1,4- dihydropyridine in CHO-K1 cell 

ZHANG Yurui  XUE Xuhui  LI Yuanyuan  XU Wenqing 

(Tianjin Key Laboratory of Radiation Medicine and Molecular Nuclear Medicine, Institute of Radiation Medicine,  

Peking Union Medical College & Chinese Academy of Medical Science, Tianjin 300192, China) 

ABSTRACT  The aim is to study the radiation protection effect of 1,4-dihydropyridine in CHO-K1 cell. There were 

three groups which were DHP treated group, radiation group and control group, respectively. Diethyl 2,6- 

dimethyl-1,4-dihydropyridine-3,5-dicarboxylate (DHP) cell viability and cell cytotoxicity were measured by neutral 

red assay, DCFH-DA was used to test the level of reactive oxygen species (ROS) and comet assay was adopted to 

measure DNA damages. Radioprotective activity was evaluated by these three indices. The fluorescence intensity of 

DCF was 1 800, tail DNA and tail moment were 3.5% and 1.7% in radiation group, which significantly increased 

(p<0.05) compared with control group. The results indicated that radiation could produce more ROS to cause DNA 
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damage. The fluorescence intensity of DCF was 945, tail DNA and tail moment were 0.83% and 0.7% in DHP treated 

group, which significantly decreased (p<0.05) compared with radiation group. The results indicated that radiation 

could induce DNA damage and DHP could relief this injury to DNA. It can be concluded that DHP could protect cell 

against radiation-induced damage in CHO-K1 cell. 

KEYWORDS  1,4-dihydropyridine, Radioprotector, Reactive oxygen species, CHO-K1 cell 
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随着电离辐射在核能、医疗诊断、工业探伤以及

放射性同位素方面的应用与发展，电离辐射与人类

的关系越来越密切。人们接触到低剂量电离辐射是

不可以避免的，低剂量射线可以使体内产生过多的

活性氧(Radical oxidative species, ROS)，进一步损伤

体内具有生物功能的蛋白质和核酸等大分子。高剂

量电离辐射不仅可以产生过多 ROS，而且还可以造

成 DNA 分子断裂，这些损伤会通过细胞内信号通

路放大，从而对细胞和组织造成不可逆的损伤[1]。

早在 20 世纪 60 年代科研人员就已经致力于开发有

效的辐射防护药物，在过去几十年里，以氨磷汀为

代表的巯基类化合物显示出了较强抗辐射活性且仅

有氨磷汀上市，但由于毒副作用大，限制了其临床

应用。 

1,4-二氢吡啶类化合物（2,6-二甲基-3,5-二乙酯

基-l,4-二氢吡啶，简称 DHP）是一种传统的钙离子

通道拮抗剂[2]，该类化合物在治疗高血压方面发挥

了不可替代的作用，化学结构式见图 1。硝苯地平

为 1971 年上市的第一代二氢吡啶类钙离子拮抗剂，

其在临床上主要作为冠脉舒张药。在这之后，人们

先后研制出了第二代钙离子拮抗剂如尼莫地平、尼

索地平，第三代钙离子拮抗剂拉西地平和氨氯地等

二氢吡啶类药物。第二代和第三代因具有起效快、

持续时间较长和选择性强等优点而得到了广泛的应

用[3-4]。二氢吡啶环为二氢吡啶类抗高血压药物的母

核及活性药效团，同时也是辅酶 NADH 的母环结构

的一部分[5]。而辅酶 NADH 是体内的还原性辅酶，

能够将氢负离子转移给具有氧化性的自由基，达到

清除自由基的作用。 

 

 

图 1  DHP 的化学结构 
Fig.1  Structure of DHP 

1 材料与方法 

1.1 材料 

DHP（批号：D3375，TCI 公司），CHO-K1 细

胞（本实验室冻存），PBS（Hyclone 公司），中性红

（Solarbio 公司），双抗（Solarbio 公司），血清（美

国Gibco公司），DMEM基础培养基（Hyclone公司），

胰酶（美国 Gibco 公司），2',7'-二氯二氢荧光素二乙

酯（DCFH-DA，美国 sigma 公司），乙醇（天津市

江天化工有限责任公司），分析天平 (Sartorius 

BS124s)，多功能酶标仪（型号：Infinite F200，Tecan 

公司），荧光显微镜（型号：Nikon 90i，日本 Nikon

公司），137Cs 源（加拿大 GammaⅡ40 型）。 

1.2 细胞毒性实验 

实验分为 3 组，分别为 DHP 给药照射组

(DHP)，单纯照射组(Rad)和对照组(Con)。本实验用

中性红法评价 DHP 对 CHO-K1 细胞的毒性[6]。取对

数生长期细胞，以每孔 4 000 个细胞接种于 96 孔板

中，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，细胞贴壁

过夜，将原培养液换为分别含 0、10−8、10−7、10−6、

10−5、10−4 mol/L DHP 的新鲜培养基，每组设置 5

个复孔，分别培养 24 h 和 48 h。终止培养前，移去

含有药液的培养基，加入 100 μL 饱和中性红培养

液，培养箱孵育 2 h 后弃去中性红培养液，用 150 μL 

PBS 洗涤 2 次，甩干 PBS，加入 150 μL 中性红溶解

液（乙酸:乙醇:水的体积比=1:50:49），震荡 3 min，

用酶标仪在 540 nm 波长处测定吸光度值(A)，实验

重复 3 次。 

1.3 照射后细胞存活率 

将培养至对数期的 CHO-K1 细胞以每孔 4 000

个细胞接种于 96 孔板内，按照上述方法分组，分别

置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，培养贴壁过夜，

照射前 30 min，分别给含 0、10−8、10−7、10−6、10−5、
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10−4 mol/L DHP 的新鲜培养基每孔 100 μL，置于培

养箱中培养 30 min，分别给予 γ 射线照射（吸收剂

量 4 Gy，剂量率 0.98 Gy/min），于培养箱中继续培

养 24 h，每组设置 5 个复孔，移去培养液，然后每

孔加入 100 μL 饱和的中性红培养液于培养箱中培

养 2 h，使细胞充分摄取中性红，吸出中性红培养液，

用 150 μL PBS洗涤 2次，洗去未吸收的残留中性红，

甩干 PBS，加入 150 μL 中性红溶解液（乙酸:乙醇:

水的体积比=1:50:49），震荡 3 min，用酶标仪在 540 

nm 波长处测定吸光度(A)值，实验重复 3 次。 

1.4 活性氧清除能力测定 

将培养至对数期的 CHO-K1 细胞以每孔 10 000

个细胞接种在 6 孔板内，按照上述方法分组，分别

置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，照射前 30 min

加入含 10−4 mol/L DHP 的新鲜培养液，每孔 1 mL，

于培养箱中培养 30 min。采用 γ 射线照射（吸收剂

量 4 Gy，剂量率 0.98 Gy/min），并于培养箱中继续

培养 24 h，移去含有药液的培养液，加入浓度为 5 

μmol/L 2',7'-二氯二氢荧光素二乙酯(DCFH-DA)培

养液 1 mL，避光 37 ℃孵育 20 min，移去 DCFH-DA

培养液，用 PBS 洗涤 3 次，一部分用胰酶消化收集

细胞，吹打均匀后取 200 μL，用酶标仪在 488 nm

激发波长，525 nm发射波长条件下测定荧光强度[7]；

另一部分直接在倒置荧光显微镜实验下拍摄图片，

实验重复 3 次。 

1.5 彗星实验 

取对数期生长的 CHO-K1 细胞，按照上述方法

分组，分别加入不含 DHP 的新鲜培养基和含有 10−4 

mol/L DHP 新鲜 DHP 培养液，于 37 ℃、5% CO2 培

养箱中培养 30 min，采用 γ 射线照射（吸收剂量 4 

Gy，剂量率 0.98 Gy/min）。 制作正常熔点凝胶； 取

5×105个/mL 细胞悬液体 20 μL 与 60 μL 低熔点凝胶

(7.5%)混匀后滴于第一层上；碱性裂解液中 4 ℃裂

解 2.5 h；电泳液中 4 ℃解旋 20 min；4 ℃条件下电

泳 20 min (30 V, 40 mA)；4 ℃下用中和液中和 20 

min。溴化乙锭(EB, 2 μg/mL)染色 1 min，去离子水

漂洗，去掉多余染液，于荧光显微镜（40 倍物镜）

下观察彗星，用图像传感器对每份样品随机拍摄

100 个彗星图像。采用波兰弗罗茨瓦夫大学提供的

CASP 慧星分析软件系统对所得彗星图像进行分

析，观察彗星尾部 DNA 百分比和 Olive 尾矩指标[8]。 

1.6 数据处理 

采用 SPSS19.0 统计学软件，数据以 x ±s 表示，

实验结果采用单因素方差分析，组间两两比较采用

t 检验，p<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果与讨论 

2.1 细胞毒性实验 

CHO-K1 细胞经 γ 射线照射后 24 h、48 h，中

性红法测得结果（图 2）可知，不同浓度的 DHP 处

理后细胞活力值均在 90%以上，提示 DHP 对于

CHO-K1 细胞的毒性较低。γ 射线照射至吸收剂量

为 4 Gy 后 48 h 的 CHO-K1 细胞活力值均高于 24 h

的 CHO-K1 细胞活力值，且照射后 48 h 的细胞活力

值均在 100%以上，提示在 48 h 内 DHP 可能促进了

CHO-K1 细胞的损伤恢复，从而发挥促细胞生长作

用。由于 10−4 mol/L 的 DHP 处理时，其细胞活力值

较其他浓度好，我们选取 10−4 mol/L 作为下一步实

验的给药浓度。 

 

图 2  不同浓度的 DHP 处理时 CHO-K1 细胞的生存率 
Fig.2  Cell viability in CHO-K1 cell treated with varying DHP 

concentrations 

DHP 作为一种低毒的化合物，它能够有效地清

除细胞内的活性氧，防止细胞的氧化应激，且二氢

吡啶环是体内 NADH 酶的活性基团，能够在生理环

境下还原氧化性的大分子物质，保持体内诸如谷胱

甘肽、类脂和蛋白的生物活性，因此，它能在正常

条件下促进细胞的生长。而本实验结果中出现的 γ

射线照射后 48 h 的 CHO-K1 细胞活力值均高于

100%，DHP 可能促进了 CHO-K1 细胞的损伤恢复，

其发挥的促细胞生长作用很可能是通过清除细胞内

的活性氧实现的。为进一步验证此猜测，我们进行

了活性氧清除能力测定实验。 

此外，DHP 能促进动物生长发育，提高生产性

能和繁殖性能，增强免疫功能；而且饲喂安全，已
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被广泛用于饲料的添加剂。DHP 虽然属于二氢吡啶

钙离子通道阻滞剂，但由于 4 位上没有取代基，从

该类化合物的构效关系可以看出[9]，与传统的 4 位

芳基取代二氢吡啶化合物相比，DHP 与钙离子通道

结合能力减弱，降压的活性也非常弱，因此，可以

作为一种高效安全的辐射防护药物。 

2.2 照射后细胞存活率 

照前 30 min 给药，CHO-K1 细胞经 γ 射线照射

后 24 h 结果显示，10−4、10−5、10−6、10−7 mol/L 的

DHP 与 Rad 的细胞存活率相比均有所提高，且差异

均具有统计学意义(p<0.05)，且在 10−4 mol/L 浓度

时，CHO-K1 细胞的存活率最高（图 3）。 

 

图 3  不同浓度的 DHP 对照射后 CHO-K1 细胞存活率的影
响，*p<0.05 

Fig.3  Cell viability of CHO-K1 at different DHP  
concentrations after radiation, *p<0.05 

2.3 活性氧清除能力测定 

DCFH-DA 是一种不具有荧光性能，但能透过

细胞膜装载在细胞内的活性氧探针，该化合物进入

细胞中初步代谢成为 2',7'-二氯二氢荧光素，当 ROS

与其相遇时就会将其氧化为 2',7'-二氯荧光素呈现

绿色荧光。我们将给药组、照射组和对照组同时用

探针处理后，一部分用荧光显微镜拍照，另一部分

通过酶标仪测定荧光强度。 

细胞照射后 24 h 后，ROS 探针荧光强度显示为

1 800，与 Rad 相比，CHO-K1 细胞照前 30 min 给予

10−4 mol/L DHP 并经 γ 射线照射后 24 h 结果显示，

ROS 含量降低为 Rad 的二分之一，差异具有统计学

意义(p<0.05)，提示照射后 CHO-K1 细胞中产生了

过多 ROS。与 DHP 的 ROS 含量相比，Rad 的 ROS

水平的差异具有统计学意义(p<0.05)，提示 DHP 给

药能显著降低照射引起 CHO-K1 细胞 ROS 水平升

高，通过清除照射产生过多 ROS，发挥细胞保护作

用（图 4）。 

DHP 的核心结构是二氢吡啶环，二氢吡啶是体

内还原型辅酶 NADH 的药效团，NADH 是体内重

要的递氢体，参与氧化呼吸和合成代谢过程中的电

子传递，且能够保持体内谷胱甘肽的还原态，在细

胞生命活动中有着不可替代的作用。 

 

图 4  细胞内 ROS 图像和数据统计图，*p<0.05：(a)对照组，(b)照射组，(c) DHP 给药组，(d) ROS 相对含量 
Fig.4  Statistics and images of ROS in cell, *p<0.05  

(a) control group, (b) radiation group, (c) DHP group, (d) ROS relative level 
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DHP 能够有效地模仿 NADH 辅酶在体内的活

性。首先，二氢吡啶环作为一种高效低毒的递氢体，

能够有效地中和体内的 ROS；其次，作为一种参与

体内各种代谢活动的电子传递体，能够协助参与细

胞的各种信号通路，使细胞各种代谢维持在正常水

平；最后，它能够帮助维持体内某些分子的正常还

原态，如谷胱甘肽、过氧化氢酶和超氧化物歧化酶

的还原性，从而确保体内清除氧化应激系统的正常

活性[10]。 

2.4 彗星实验 

彗星实验是用来检测有核细胞 DNA 损伤的技

术，可在单个细胞水平上检测 DNA 损伤程度。与

Con 相比，CHO-K1 细胞照前 30 min 给予 10−4 mol/L 

DHP 并经 γ 射线照射后 24 h，尾部 DNA 百分含量

由原来的 3.5%降低到 0.83%，尾距由 1.7%降低到

0.7%，差异具有统计学意义(p<0.05)，提示照射后

CHO-K1 细胞中 DNA 链被射线损伤，DNA 损伤显

著增多，DHP 给药能显著减轻照射引起的 CHO-K1

细胞 DNA 损伤，发挥细胞保护作用（图 5）。 

 

图 5  彗星图像、细胞尾部 DNA 含量和尾距统计图，*p<0.05：(a)对照组，(b)照射组，(c)DHP 给药组， 
(d)尾部 DNA 含量统计，(e)尾距分析 

Fig.5  Cell comet images, tail DNA and tail moment, *p<0.05 
(a) control group, (b) radiation group, (c) DHP group, (d) tail DNA, (e) tail moment 

 

3 结论 

通过上述实验可以发现，CHO-K1 细胞在各种

浓度的 DHP 中生存率基本接近 100%，说明 DHP

对于正常的 CHO-K1 细胞的生长基本没有毒副作

用；ROS 实验结果表明，给药组的 ROS 水平相比

照射组降低了一半，并且基本达到了照射前细胞中

的 ROS 水平，说明 DHP 能够有效地清除照射后细

胞中过多的 ROS；彗星实验指标中，给药后细胞核

尾部 DNA 含量较照射组降低了约 4 倍，尾距较照

射组降低了 2 倍，结果表明，DHP 发挥了良好的细

胞辐射防护作用。 

电离辐射会导致有机生物体内产生过多自由

基，通过直接或者间接作用攻击生物体内的生物大

分子，如蛋白质、DNA 和类脂膜，活化相关的激酶

和信号分子，进一步激活相关信号通路，破坏机体

氧化还原平衡，引起放射性损伤。 

外源性给予抗氧化剂能够有效地帮助细胞清除

产生的 ROS，减轻细胞受到的射线损伤，从而及时

维持细胞的正常状态。DHP 的低毒性又能够给予大

剂量给药并作为外源性的抗氧剂，对于 ROS 的清除

有着至关重要的作用。本研究采用的 DHP 作为一种

高效低毒的抗氧化剂，能够有效地抑制照射后细胞

产生的活性氧自由基，降低活性氧对于 DNA 的损
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伤并提高细胞的存活率。 
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