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  摘 要:目的 探究罗哌卡因对胃癌BGC-823细胞生物学行为及腺苷酸活化蛋白激酶(AMPK)/核因子

E2相关因子2(Nrf2)信号通路的影响。方法 体外培养胃癌BGC-823细胞,取培养至对数生长期的BGC-823
细胞分为对照组(常规培养)、顺铂组(培养基含5

 

mg/L顺铂)及罗哌卡因低水平(培养基含25
 

mg/L罗哌卡

因)、中水平(培养基含50
 

mg/L罗哌卡因)、高水平(培养基含100
 

mg/L罗哌卡因)组,培养48
 

h。采用细胞计

数试剂-8(CCK-8)检测BGC-823细胞存活率;Transwell小室实验检测BGC-823细胞侵袭能力;流式细胞仪检

测BGC-823细胞凋亡率;实时荧光定量PCR(qPCR)法检测BGC-823细胞中AMPK、Nrf2信使RNA(mRNA)
水平;Western

 

blot法检测BGC-823细胞中AMPK、Nrf2蛋白水平。结果 与对照组比较,顺铂组及罗哌卡因

低、中、高水平组BGC-823细胞存活率、侵袭数量、AMPK、Nrf2
 

mRNA和蛋白水平均下降(P<0.05),而凋亡

率升高(P<0.05);与顺铂组比较,罗哌卡因低、中、高水平组BGC-823细胞存活率、侵袭数量、AMPK、Nrf2
 

mRNA和蛋白水平均升高(P<0.05),而凋亡率下降(P<0.05);与罗哌卡因低水平组比较,罗哌卡因中、高水

平组BGC-823细胞存活率、侵袭数量、AMPK、Nrf2
 

mRNA和蛋白水平均依次下降(P<0.05),而凋亡率依次

升高(P<0.05)。结论 罗哌卡因能抑制BGC-823细胞存活和侵袭,促进BGC-823细胞凋亡,其机制可能与抑

制AMPK/Nrf2信号通路有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

ropivacaine
 

on
 

biological
 

behavior
 

of
 

gastric
 

cancer
 

BGC-
823

 

cells
 

and
 

AMP
 

activated
 

protein
 

kinase
 

(AMPK)/nuclear
 

factor
 

E2-related
 

factor
 

2(Nrf2)
 

signaling
 

path-
way.Methods Gastric

 

cancer
 

BGC-823
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro.When
 

BGC-823
 

cells
 

were
 

cultured
 

to
 

log-
arithmic

 

growth
 

phase,they
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

(routine
 

culture),cisplatin
 

group
 

(medium
 

con-
taining

 

5
 

mg/L
 

cisplatin),and
 

low-level
 

(medium
 

containing
 

25
 

mg/L
 

ropivacaine),medium-level
 

(medium
 

containing
 

50
 

mg/L
 

ropivacaine),and
 

high-level
 

(medium
 

containing
 

100
 

mg/L
 

ropivacaine)
 

ropivacaine
 

groups.The
 

cells
 

were
 

cultured
 

for
 

48
 

h.Cell
 

counting
 

kit-8
 

(CCK-8)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

survival
 

rate
 

of
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BGC-823
 

cells.Transwell
 

chamber
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

invasion
 

ability
 

of
 

BGC-823
 

cells.The
 

apopto-
sis

 

rate
 

of
 

BGC-823
 

cells
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.The
 

mRNA
 

levels
 

of
 

AMPK
 

and
 

Nrf2
 

in
 

BGC-823
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR(qPCR).The
 

protein
 

levels
 

of
 

AMPK
 

and
 

Nrf2
 

in
 

BGC-823
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

survival
 

rate,

invasion
 

number,AMPK
 

and
 

Nrf2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

BGC-823
 

cells
 

in
 

the
 

cisplatin
 

group
 

and
 

the
 

low-level,medium-level
 

and
 

high-level
 

ropivacaine
 

groups
 

were
 

decreased
 

(P<0.05),while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

cisplatin
 

group,the
 

survival
 

rate,invasion
 

number,AMPK
 

and
 

Nrf2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

BGC-823
 

cells
 

in
 

the
 

low-level,medium-level
 

and
 

high-level
 

ropivacaine
 

groups
 

were
 

increased
 

(P<0.05),while
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

low-
level

 

ropivacaine
 

group,the
 

survival
 

rate,invasion
 

number,AMPK,Nrf2
 

mRNA
 

and
 

protein
 

levels
 

of
 

BGC-823
 

cells
 

in
 

the
 

medium-level
 

and
 

high-level
 

ropivacaine
 

groups
 

were
 

decreased
 

in
 

oder
 

(P<0.05),while
 

the
 

apop-
tosis

 

rate
 

was
 

increased
 

in
 

oder
 

(P<0.05).Conclusion Ropivacaine
 

could
 

inhibit
 

the
 

survival
 

and
 

invasion
 

of
 

BGC-823
 

cells
 

and
 

promote
 

the
 

apoptosis
 

of
 

BGC-823
 

cells,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

AMPK/

Nrf2
 

signaling
 

pathway.
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activated
 

protein
 

kinase/nuclear
 

factor
 

E2-related
 

factor
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signaling
 

pathway; cell
 

survive; invasion; apoptosis

  胃癌具有较高病死率,其发病率存在明显的地区

差异,治疗方法有靶向药物治疗、手术切除、放疗及化

疗[1]。癌细胞的复发和转移是胃癌患者术后死亡的

重要原因[2]。即便胃癌患者进行了肿瘤的完全切除,
肿瘤组织中脱落的癌细胞也会进入血液循环系统,从
而诱发肿瘤转移和复发[3-4]。胃癌患者术后通常需要

进行抗癌药物治疗,但抗癌药物通常价格昂贵且有诸

多不良反应,因此迫切需要开发新的经济且高效的治

疗药物。罗哌卡因可用于神经阻滞,能通过蛛网膜下

腔注射、局部浸润、静脉给药等多种方式发挥镇痛作

用[5]。此外,有研究表明罗哌卡因还可能对某些肿瘤

细胞产生直接影响[6]。罗哌卡因可抑制人肝癌细胞

的肿瘤生物学特性,使得癌细胞凋亡率增加[7]。腺苷

酸活化蛋白激酶(AMPK)/核因子 E2相关因子2
(Nrf2)信号通路在细胞能量稳态调节中起重要作用,
与多种癌症的发生、发展密切相关[8]。然而,目前关

于罗哌卡因是否对胃癌细胞有影响及其作用机制尚

不明确。本研究拟基于 AMPK/Nrf2信号通路探讨

罗哌卡因对胃癌细胞生物学行为的影响,为胃癌的临

床治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料来源 胃癌BGC-823细胞(批号:W15985)
购自宜昌易成生物科技有限公司。

1.2 仪器与试剂

1.2.1 主要仪器 荷兰Biostream
 

BCI-40型CO2 培

养箱、美国PerkinElmer
 

Victor
 

X型酶标仪、美国BD
 

Accuri
 

C6型流式细胞仪、美国 millipore
 

PIRP12R48
型Transwell小室均购自武汉贝兰生物科技有限公

司;澳大利亚Kewlab
 

BM1650A型显微镜、美国 ABI
 

7900型实时荧光定量 PCR(qPCR)仪、美 国 UVP
 

GDS-8000型凝胶成像系统均购自南京北鱼生物科技

有限公司。

1.2.2 主要试剂 罗哌卡因(原料药,纯度>99.9%,
批号 Y29185)、顺铂(原料药,纯度≥99.75%,批号

Y70164)均购自广州杨叶生物科技有限公司;胎牛血

清、RPMI1640培养基、基质胶、结晶紫染色液、膜联蛋

白Ⅴ-异硫氰酸荧光素(Annexin
 

Ⅴ-FITC)/碘化丙啶

(PI)凋亡检测试剂盒、PCR试剂盒均购自岳阳嘉诚生

物科技有限公司;细胞计数试剂-8(CCK-8)、Trizol试

剂、反转录试剂盒、蛋白裂解液、BCA试剂盒、ECL试

剂均 购 自 湘 潭 嘉 叶 源 生 物 科 技 有 限 公 司;兔 源

AMPK、Nrf2、GAPDH一抗、羊抗兔二抗均购自深圳

振强生物技术有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养、分组及干预 将胃癌BGC-823细

胞置于含有10%胎牛血清、青霉素(100
 

U/mL)和链

霉素(100
 

μg/mL)的RPMI1640培养基,在5%CO2、

37
 

℃培养箱中静置培养,每天更换培养液,在细胞覆

盖率达到70%左右时使用胰蛋白酶消化、传代。选对

数生长期的BGC-823细胞接种于96孔板上(5×104

个/孔)进行实验,实验分组包括对照组、顺铂组及罗

哌卡因低、中、高水平组。对照组:常规培养BGC-823
细胞;顺铂组:BGC-823细胞培养基中含有5

 

mg/L的

顺铂[9];罗哌卡因低、中、高水平组:BGC-823细胞培

养基分别含有25、50、100
 

mg/L的罗哌卡因[10]。上

述每组设6个平行样本。

1.3.2 CCK-8检测BGC-823细胞存活率 将BGC-
823细胞以5×104 个/孔的密度接种于96孔板中,按
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1.2.1中的方法分组处理BGC-823细胞后继续培养

48
 

h,每孔加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,3
 

h后,读取450
 

nm波长处的吸光度(A)值,重复3次,通过A值计算

BGC-823细胞的存活率。细胞存活率(%)=(实验组

A值-空白组A值)/(对照组A值-空白组A值)×
100%。

1.3.3 Transwell小室实验检测BGC-823细胞侵袭

能力 按1.2.1中的方法分组处理BGC-823细胞,将
基质胶溶解后添加到每个Transwell小室的上室中,

37
 

℃下固化3
 

h后,随即添加1×105 个BGC-823细

胞到上室,并在下室中添加 RPMI1640培养基(500
 

μL),孵育48
 

h,4%多聚甲醛固定,0.1%结晶紫染色,
随机选取5个视野使用显微镜捕获细胞图像,计算

BGC-823细胞侵袭数量,数量越多代表细胞侵袭能力

越强。

1.3.4 流式细胞仪检测BGC-823细胞凋亡率 按

1.2.1中的方法分组处理BGC-823细胞,培养48
 

h,
将BGC-823 细 胞 重 悬,调 整 细 胞 密 度 为 1×106

个/mL,加入Annexin
 

Ⅴ-FITC和PI各15
 

μL,避光

孵育20
 

min,采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1.3.5 BGC-823细胞中 AMPK、Nrf2信使 RNA
(mRNA)水平的测定 按1.2.1中的方法分组处理

BGC-823细胞,培养48
 

h,使用 Trizol试剂从BGC-
8230细胞中提取总RNA,反转录合成cDNA,以此为

模板,qPCR 法检测 BGC-823细胞中 AMPK、Nrf2
 

mRNA水平,以 U6为内参,引物由南通市银琪生物

科技有限公司设计合成。反应条件:93
 

℃
 

4
 

min,

93
 

℃
 

26
 

s、44
 

℃
 

28
 

s、69
 

℃
 

31
 

s,共29个循环,74
 

℃,4
 

min。根据PCR检测试剂盒说明书配制反应体

系。AMPK、Nrf2
 

mRNA水平的计算采用2-ΔΔCt 法。
引物序列见表1。

表1  引物序列

基因名称 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

AMPK ATCTGCTTAACTCGCCTCGC TGGCCGACCGAAATTGCGAA

Nrf2 GTCACTCCGTGAGGCCAACCT AAGTACAAACTTCCTGCCATC

U6 GCGAGCCAAGTACAATGTTC TGTCAATCGAAGTCGCACAT

1.3.6 Western
 

blot检测BGC-823细胞中AMPK、

Nrf2蛋白水平 按1.2.1中的方法分组处理BGC-
823细胞,培养48

 

h,使用蛋白裂解液裂解细胞,用
BCA试剂盒对各组细胞的总蛋白水平进行定量检测,
用凝胶电泳分离各组等量蛋白质后转膜,用脱脂牛奶

配制的封闭液(质量体积百分比为5%)在室温下封闭

1
 

h,加入稀释好的兔源 AMPK(1∶660)、Nrf2(1∶
750)、GAPDH(1∶900)一抗,4

 

℃下孵育过夜。加入

羊抗兔二抗(1∶1
 

500),室温下孵育1
 

h,ECL试剂显

色,Image
 

J软件分析蛋白条带灰度值,以GAPDH为

内参,计算AMPK、Nrf2蛋白水平。

1.4 统计学处理 采用SPSS26.0软件进行统计学

处理。符合正态分布且方差齐的计量资料以x±s表

示,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比

较采用SNK-q检验,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组BGC-823细胞存活率、侵袭数量的比较 
与对照组比较,顺铂组、罗哌卡因低、中、高水平组

BGC-823细胞存活率、侵袭数量均下降(P<0.05);
与顺铂组比较,罗哌卡因低、中、高水平组BGC-823细

胞存活率、侵袭数量均增加(P<0.05);与罗哌卡因低

水平组比较,罗哌卡因中、高水平组BGC-823细胞存

活率、侵袭数目依次降低(P<0.05)。见表2、图1。

表2  各组BGC-823细胞存活率、侵袭数量的

   比较(x±s,n=6)

组别 存活率(%) 侵袭数量(个)

对照组 100.00±0.00 241.40±28.69

顺铂组 42.78±5.14a 105.46±15.87a

罗哌卡因低水平组 82.49±7.11ab 196.85±19.75ab

罗哌卡因中水平组 68.57±8.63abc 167.42±17.07abc

罗哌卡因高水平组 55.96±5.64abcd 131.47±16.06abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与顺铂组比较,bP<0.05;与罗哌卡

因低水平组比较,cP<0.05;
 

与罗哌卡因中水平组比较,dP<0.05。

2.2 各组BGC-823细胞凋亡率比较 与对照组比

较,顺铂组及罗哌卡因低、中、高水平组BGC-823细胞

凋亡率均升高(P<0.05);与顺铂组比较,罗哌卡因

低、中、高水平组BGC-823细胞凋亡率均下降(P<
0.05);与罗哌卡因低水平组相比,罗哌卡因中、高水

平组BGC-823细胞凋亡率依次升高(P<0.05)。见

表3、图2。

2.3 各组BGC-823细胞中 AMPK、Nrf2
 

mRNA水

平比较 与对照组比较,顺铂组、罗哌卡因低、中、高
水平组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2

 

mRNA水平均

下降(P<0.05);与顺铂组比较,罗哌卡因低、中、高水

平组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2
 

mRNA水平均升
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高(P<0.05);与罗哌卡因低水平组比较,罗哌卡因

中、高水平组BGC-823细胞中 AMPK、Nrf2
 

mRNA

水平依次降低(P<0.05)。见表4。

图1  各组BGC-823细胞侵袭图(结晶紫染色,×200)
       

图2  流式细胞仪检测各组BGC-823细胞凋亡

2.4 各组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2蛋白水平比

较 与对照组比较,顺铂组、罗哌卡因低、中、高水平

组BGC-823细胞中 AMPK、Nrf2蛋白水平均降低

(P<0.05);与顺铂组比较,罗哌卡因低、中、高水平组

BGC-823细胞中AMPK、Nrf2蛋白水平均升高(P<
0.05);与罗哌卡因低水平组比较,罗哌卡因中、高水

平组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2蛋白水平依次降

低(P<0.05)。见图3、表5。
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表3  各组BGC-823细胞凋亡率比较(x±s,%)

组别 n 凋亡率

对照组 6 5.14±1.07

顺铂组 6 45.49±7.05a

罗哌卡因低水平组 6 15.75±3.11ab

罗哌卡因中水平组 6 26.86±5.55abc

罗哌卡因高水平组 6 35.07±6.14abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与顺铂组比较,bP<0.05;与罗哌卡

因低水平组比较,cP<0.05;与罗哌卡因中水平组比较,dP<0.05。
  

表4  各组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2
 

mRNA
   水平比较(x±s,n=6)

组别 AMPK
 

mRNA Nrf2
 

mRNA

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00

顺铂组 0.28±0.05a 0.25±0.06a

罗哌卡因低水平组 0.69±0.09ab 0.71±0.08ab

罗哌卡因中水平组 0.55±0.09abc 0.59±0.06abc

罗哌卡因高水平组 0.42±0.07abcd 0.41±0.05abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与顺铂组比较,bP<0.05;与罗哌卡

因低水平组比较,cP<0.05;与罗哌卡因中水平组比较,dP<0.05。

  注:A为对照组;B为顺铂组;C为罗哌卡因低水平组;D为罗哌卡

因中水平组;E为罗哌卡因高水平组。

图3  Western
 

blot检测各组BGC-823细胞中AMPK、

Nrf2蛋白水平

表5  各组BGC-823细胞中AMPK、Nrf2蛋白水平比较

   (x±s,n=6)

组别 AMPK Nrf2

对照组 0.95±0.18 0.90±0.15

顺铂组 0.15±0.02a 0.19±0.03a

罗哌卡因低水平组 0.72±0.13ab 0.75±0.12ab

罗哌卡因中水平组 0.45±0.08abc 0.43±0.06abc

罗哌卡因高水平组 0.33±0.05abcd 0.30±0.04abcd

  注:与对照组比较,aP<0.05;与顺铂组比较,bP<0.05;与罗哌卡

因低水平组比较,cP<0.05;
 

与罗哌卡因中水平组比较,dP<0.05。
  

3 讨  论

  胃癌是最常见的恶性肿瘤之一,随着当前人们饮

食质量及饮食习惯的改善,胃癌的整体发病率有所下

降,胃癌的主要问题在于其预后差,患者生存率低,是
全世界主要的公共卫生问题之一[11-12]。胃癌的转移

是患者预后较差的主要原因,探究胃癌转移的发生机

制对于开发出治疗胃癌的新药物意义重大。

罗哌卡因作为一种麻醉剂,广泛应用于外科手术

区域阻滞、硬膜外麻醉及分娩镇痛[13-14]。目前关于罗

哌卡因的抗癌作用已有报道,WANG等[15]的研究表

明,罗哌卡因能通过调控整合素β1抑制结直肠癌细

胞的增殖和迁移。CHEN等[16]报道,罗哌卡因可通

过阻滞细胞周期和诱导凋亡来抑制宫颈癌细胞生长。

ZHAO等[17]发现,罗哌卡因能够减弱乳腺癌细胞侵

袭和迁移能力,使得癌细胞存活率降低,并诱导癌细

胞凋亡,从而抑制乳腺癌进展。但是,目前关于罗哌

卡因对胃癌BGC-823细胞生物学行为的影响尚不清

楚。本研究使用罗哌卡因处理胃癌BGC-823细胞,结
果发现,罗哌卡因低、中、高水平组BGC-823细胞存活

率、侵袭数量均明显下降,凋亡率明显升高,且罗哌卡

因的水平越高效果越明显,与 WANG等[15]、CHEN
等[16]、ZHAO等[17]研究结果一致。表明罗哌卡因能

促进BGC-823细胞凋亡,抑制BGC-823细胞存活和

侵袭,从而使得BGC-823细胞恶性生物学表现减少。

AMPK/Nrf2是与细胞生物学行为及氧化应激密

切相关的信号通路,同时也可影响许多疾病的病理、
生理进程[18-19]。AMPK可调节细胞能量稳态,抑制炎

症反 应、氧 化 应 激,Nrf2 是 AMPK 的 下 游 通 路,

AMPK的激活可促进下游分子Nrf2的细胞核转位,
上调Nrf2的表达[20-21]。研究发现,AMPK/Nrf2信号

通路在多种癌症中呈现异常激活。XIE等[22]报道,

AMPK 和 Nrf2在 骨 肉 瘤 细 胞 中 呈 高 表 达,敲 低

AMPK和Nrf2可降低骨肉瘤细胞的存活率、迁移能

力和 增 殖 能 力。WANG 等[23] 研 究 表 明,抑 制

AMPK/Nrf2信号通路能够增强黑色素瘤细胞的铁死

亡敏感性,抑制黑色素瘤细胞的增殖。本研究发现,
罗哌卡因处理后的BGC-823细胞 AMPK、Nrf2

 

mR-
NA和蛋白水平明显降低且呈现水平依赖性。结合

XIE等[22]和 WANG等[23]的研究,本课题组推测罗哌

卡因对BGC-823细胞存活和侵袭的抑制作用及对

BGC-823细胞凋亡的促进作用可能与抑制 AMPK/

Nrf2信号通路有关,罗哌卡因可降低AMPK/Nrf2信

号通路活性,使得BGC-823细胞能量稳态破坏,从而

改变BGC-823细胞生物学行为。
综上所述,罗哌卡因能够抑制BGC-823细胞存活

和侵袭,促进BGC-823细胞凋亡,其机制可能与抑制

AMPK/Nrf2信号通路有关。但本研究仅探讨了罗哌

卡因通过AMPK/Nrf2信号通路对胃癌BGC-823细

胞存活、侵袭和凋亡的调控作用,罗哌卡因能否通过

其他信号通路调控BGC-823细胞的生物学行为,有待

进一步的探究。在下一步的研究中,本课题组将补充

AMPK/Nrf2信号通路激活剂实验进一步验证本文的

结论。
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