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  摘 要:目的 探讨布比卡因对膀胱癌细胞凋亡和铁死亡的影响及其机制。方法 常规培养人膀胱癌细

胞(T24和5637)和人尿路上皮细胞(SV-HUC-1),MTT实验检测布比卡因细胞毒性,筛选合适处理浓度,将

T24和5637细胞分为对照组、0.25、0.5和1
 

mmol/L布比卡因组、布比卡因+铁死亡激动剂(Erastin)组、布比

卡因+铁死亡抑制剂(Fer-1)组细胞和布比卡因+PI3K激动剂(740Y-P)组。采用流式细胞术检测细胞凋亡

率,相应试剂盒检测Fe2+、丙二醛(MDA)、谷胱甘肽(GSH)和活性氧(ROS)水平,Western
 

blot检测Bcl-2、
Bax、细胞色素C、xCT、GPX4和磷脂酰肌醇3/蛋白激酶B/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白(PI3K/AKT/mTOR)相

关蛋白表达。
 

结果 0.25、0.5、1、2、4、8、16
 

mmol/L布比卡因均可明显抑制T24和5637细胞的活性(P<
0.001),选择仅对癌细胞有毒性的0.25、0.5和1

 

mmol/L布比卡因进行后续研究。与对照组比较,随着布比卡

因浓度增加,T24和5637细胞凋亡率、Fe2+、ROS和MDA水平逐渐升高,GSH水平逐渐降低,差异有统计学意义

(P<0.001);与1
 

mmol/L布比卡因组比较,布比卡因+Erastin组Fe2+水平升高,而布比卡因+Fer-1组降低,差异

有统计学意义(P<0.05)。Western
 

blot结果显示,与对照组比较,布比卡因组细胞色素C蛋白表达增高,Bax/Bcl-
2、xCT、GPX4表达,以及PI3K

 

p85α/PI3K、p-AKT(Thr308)/AKT、p-AKT(Ser473)/AKT和p-mTOR(Ser2448)/
mTOR比值降低,差异有统计学意义(P<0.001)。验证实验结果显示,与对照组比较,布比卡因+740Y-P组细胞

活力和GSH水平升高,Fe2+水平和细胞色素C蛋白表达降低(P<0.001)。结论 布比卡因可通过抑制PI3K/
AKT/mTOR信号通路激活诱导膀胱癌细胞凋亡和铁死亡。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

effects
 

of
 

local
 

anesthetic
 

bupivacaine
 

on
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

apopto-
sis

 

and
 

ferroptosis
 

in
 

vitro
 

and
 

its
 

mechanism.Methods Human
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

(T24
 

and
 

5637)
 

and
 

uro-
epithelial

 

cells
 

(SV-HUC-1)
 

were
 

routinely
 

cultured,and
 

bupivacaine
 

cytotoxicity
 

was
 

tested
 

by
 

MTT
 

assay
 

to
 

select
 

the
 

appropriate
 

concentration.T24
 

and
 

5637
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,0.25,0.5
 

and
 

1
 

mmol/L
 

bupivacaine
 

group,bupivacaine+ferroptosis
 

agonist
 

(Erastin)
 

group,bupivacaine+ferroptosis
 

inhibitor
 

(Fer-
1)

 

group
 

and
 

bupivacaine+PI3K
 

agonist
 

(740Y-P)
 

group.Flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

apoptosis
 

rate,the
 

levels
 

of
 

Fe2+,MDA,GSH
 

and
 

ROS
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

corresponding
 

kits,and
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

assay
 

Bcl-2,Bax,cytochrome
 

C,xCT,GPX4
 

and
 

PI3K/AKT/mTOR-related
 

protein
 

expression.Re-
sults 0.25,0.5,1,2,4,8,16

 

mmol/L
 

bupivacaine
 

significantly
 

inhibited
 

the
 

activity
 

of
 

T24
 

and
 

5637
 

cells
 

(P<0.001),and
 

0.25,0.5
 

and
 

1
 

mmol/L
 

bupivacaine,which
 

were
 

only
 

toxic
 

to
 

cancer
 

cells,were
 

selected
 

for
 

the
 

follow-up
 

study.Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

apoptosis
 

rate,Fe2+,ROS
 

and
 

MDA
 

levels
 

of
 

T24
 

and
 

5637
 

cells
 

gradually
 

increased
 

and
 

GSH
 

content
 

gradually
 

decreased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

bupivacaine
 

con-
centration

 

(P<0.001).Compared
 

with
 

the
 

1
 

mmol/L
 

bupivacaine
 

group,the
 

Fe2+
 

level
 

of
 

the
 

bupivacaine+
Erastin

 

group
 

increased,while
 

the
 

bupivacaine+Fer-1
 

group
 

decreased
 

(P<0.05).Western
 

blot
 

results
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showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,cytochrome
 

C
 

protein
 

expression
 

was
 

increased
 

in
 

the
 

bupiva-
caine

 

group,and
 

the
 

expression
 

of
 

Bax/Bcl-2,xCT,and
 

GPX4,as
 

well
 

as
 

the
 

expression
 

of
 

PI3K
 

p85α/PI3K,p-
AKT(Thr308)/AKT,p-AKT(Ser473)/AKT,and

 

p-mTOR
 

(Ser2448)/mTOR
 

ratios
 

were
 

decreased
 

(P<
0.001).The

 

results
 

of
 

validation
 

experiments
 

showed
 

that
 

cell
 

viability
 

and
 

GSH
 

level
 

were
 

elevated,and
 

Fe2+
 

level
 

and
 

cytochrome
 

C
 

protein
 

expression
 

were
 

decreased
 

in
 

the
 

bupivacaine+740Y-P
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.001).Conclusion Bupivacaine
 

could
 

induce
 

apoptosis
 

and
 

ferroptosis
 

in
 

bladder
 

cancer
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

PI3K/AKT/mTOR
 

pathway
 

activation.
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  膀胱癌是泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤之一,
目前其临床总体治愈率仍不理想[1]。研究表明,应用

局部麻醉药可能具有杀伤或抑制肿瘤细胞的作用,预
防癌症患者术后复发[2]。布比卡因作为临床常用局

部麻醉药,通过其钠通道阻滞特性用于局部浸润、硬
膜外和鞘内麻醉[3]。研究发现,布比卡因通过消耗烟

酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD+)诱导神经母细胞瘤、卵
巢癌和前列腺癌细胞凋亡,减少胃癌的发生[4-5],但其

对膀胱癌的作用尚鲜见报道。铁死亡是近年发现的

由脂质过氧化作用驱动的非凋亡性细胞死亡模式[6],
多种药物可通过诱导铁死亡抑制肿瘤细胞的生长[7]。
然而,麻醉药介导的肿瘤抑制作用与铁死亡之间的关

系仍需探索。本研究观察布比卡因对膀胱癌细胞凋

亡、铁死亡和氧化应激的影响,同时探讨磷脂酰肌醇

3/蛋白激 酶 B/哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白(PI3K/
AKT/mTOR)信号通路在其中的调控机制。
1 材料与方法

1.1 材料 人膀胱癌细胞(T24和5637)和人尿路上

皮细胞(SV-HUC-1)购自中国科学院上海生命科学研

究院细胞资源中心。试剂:盐酸布比卡因注射液(货
号:H20056442)购自上海朝晖药业有限公司;MTT
检测试剂盒(货号:M1020)购自索莱宝科技有限公

司;丙二醛(MDA,货号:675067)和铁测定(货号:
P8374)试剂盒购自美国Sigma-Aldrich公司;谷胱甘

肽(GSH)测定试剂盒(货号:ab138881)购自美国Ab-
cam公司;Annexin

 

V-FITC/PI凋亡检测试剂盒(货
号:C1062L)购自碧云天生物科技有限公司;xCT(货
号:ab175186)、GPX4(货号:ab40993)、Bcl-2(货号:
ab117115)、Bax(货号:ab3191)、细胞色素 C(货号:
ab13354)和β-actin抗体(货号:ab8224)购自美国Ab-
cam公司;PI3K(货号:4292)、p-PI3K

 

p85α(货号:
17366)、AKT(货号:9272)、p-AKT

 

Thr308(货号:
13038)、p-AKT

 

Ser473(货号:4060)、mTOR(货号:
2972)和p-mTOR

 

Ser2448抗体(货号:5536)购自美

国CST公司。仪器:Cytation3多功能酶标仪(美国

BioTek公司);Chemi
 

Doc
 

XRS化学发光凝胶成像分

析系统(美国Bio-Rad公司);160HR高速冷冻离心机

(美国赛默飞公司);倒置式生物显微镜(日本 Olym-
pus公司)。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养和分组 所有细胞均在37
 

℃和5%
 

CO2 环境下,置于含10%胎牛血清(FBS)的DMEM
高糖培养基中培养。当细胞达80%~90%融合度时,
选择仅对癌细胞具有毒性的适当浓度,分为对照组(0

 

mmol/L布比 卡 因)、布 比 卡 因 组(0.25、0.5和1
 

mmol/L)、布比卡因(1
 

mmol/L)+铁死亡激动剂

(Erastin,10
 

μmmol/L)组、布比卡因(1
 

mmol/L)+
铁死亡抑制剂(Fer-1,10

  

μmmol/L)组和布比卡因(1
 

mmol/L)+PI3K激动剂(740Y-P,25
 

nmmol/L)组。
对照组仅给予等体积磷酸盐缓冲液(PBS)处理。
1.2.2 MTT实验检测细胞活性 将T24和5637细

胞按照每孔5×103 个接种到96孔板中。24
 

h后,分
别加入布比卡因(0、0.01、0.025、0.05、0.1、0.25、
0.5、1、2、4、8、16

 

mmol/L)再处理24
 

h。每孔加入20
 

μL
 

MTT试剂,继续培养4
 

h。弃上清,每孔加入DM-
SO

 

200
 

μL。振荡30
 

s,采用酶标仪检测570
 

nm波长

处的吸光度。
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡 收集各组处理后

细胞,利用Annexin
 

V-FITC/PI试剂盒,上流式细胞

仪检测1
 

h内细胞凋亡率。
1.2.4 Transwell实验检测细胞侵袭 将各组细胞

重悬至100
 

μL无血清培养基,加入 Transwell小室

中,并放至加有500
 

μL完全培养基的下室中继续培

养24
 

h。4%多聚甲醛固定膜表面细胞,吉姆萨染色,
显微镜下观察统计细胞穿膜数目。
1.2.5 Fe2+浓度测定 收集各组细胞并用RIPA裂

解液裂解,离心收集上清。96孔板中每孔加入50
 

μL
上清液和50

 

μL盐酸(0.1
 

mmol/L),孵育30
 

min。
随后,每孔加入铁探针100

 

μL,继续孵育60
 

min。采

用酶标仪检测562
 

nm波长处吸光度。
1.2.6 DEFH-DA法检测活性氧(ROS) 将各组细

胞接种于6孔板中(1×105 个/孔),24
 

h后弃去培养

基,每孔加入 DCFH-DA
 

50
 

μmol/L,37
 

℃反应30
 

min,弃上清。荧光显微镜和酶标仪检测荧光强度,激
发波长488

 

nm,检测波长525
 

nm。
1.2.7 细胞 MDA和GSH 水平测定 收集各组细

胞,利用 MDA和GSH 检测试剂盒测定细胞上清液

中 MDA和GSH水平,步骤参照试剂盒说明书进行。
1.2.8 Western

 

blot检 测 凋 亡 和 PI3K/AKT/
mTOR信号通路相关蛋白表达 各组细胞经RIPA
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裂解后,离心获得总蛋白。BCA蛋白测定试剂盒定量

浓度。以10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)分离蛋白50
 

μg,电湿转将蛋白转移至

PVDF膜上,室温下5%脱脂牛奶封闭1
 

h,一抗(1∶
1

 

000)4
 

℃孵育过夜。次日,二抗(1∶10
 

000)室温孵育

2
 

h,然后将ECL化学发光液加至PVDF膜上,滴加显

影液和定影液曝光,并在凝胶图像分析系统上拍照。利

用Image
 

J根据灰度值计算目的蛋白相对表达量。
1.3 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件对数据

进行分析。计量资料以x±s表示,两组间比较采用

成组t检验,多组间比较采用单因素方差分析,多组

间两两比较采用LSD-t检验。以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 同浓度布比卡因对膀胱癌细胞活性的影响 

MTT结果显示,布比卡因在0~0.1
 

mmol/L浓度范

围内对T24和5637细胞活力无影响,但在0.25、0.5、
1、2、4、8、16

 

mmol/L浓度下对T24和5637细胞活性

均有明显抑制作用(P<0.05);而仅当布比卡因浓度

≥8
 

mmol/L时,SV-HUC-1细胞活性显著降低(P<
0.05)。见图1。
2.2 布比卡因对膀胱癌细胞凋亡的影响 流式细胞

术结果显示,0、0.25、0.5和1
 

mmol/L布比卡因处理

24
 

h后 T24细胞凋亡率分别为2.16%±0.32%、
11.80%±1.12%、16.10%±1.76%和18.50%±
2.34%,5637细胞凋亡率分别为2.05%±0.28%、
2.45%±0.31%、12.00% ±1.36% 和 17.60%±
2.23%。与对照组T24和5637细胞比较,布比卡因

处理细胞的凋亡率随浓度增加逐渐升高(P<0.05)。
见图2。

  注:与对照组比较,①P<0.05,②P<0.01,③P<0.001。

图1  MTT实验检测不同浓度布比卡因对人膀胱癌和正常尿路上皮细胞活性的影响

图2  布比卡因对膀胱癌细胞凋亡的影响

2.3 布比卡因对膀胱癌细胞铁死亡的影响 与对照

组T24和5637细胞比较,布比卡因(0.25、0.5和1
 

mmol/L)可随浓度升高逐渐增加细胞中Fe2+、ROS

和 MDA 水平,并降低 GSH 水平(P<0.001)。与

1
 

mmol/L布比卡因组比较,布比卡因+Erastin组

T24和5637细胞Fe2+ 水平均明显升高;而布比卡
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因+Fer-1组细胞Fe2+ 水平较布比卡因组显著降低

(P<0.05)。见图3。
2.4 布比卡因对膀胱癌细胞凋亡和铁死亡相关蛋白

表达的影响 Western
 

blot结果显示,与对照组T24

和5637细胞比较,布比卡因0.25、0.5和1
 

mmol/L
处理可随浓度增加显著降低膀胱癌细胞xCT、GPX4
蛋白表达和Bax/Bcl-2,并增加细胞色素C蛋白表达

(均P<0.05),见图4。

  注:A和B为细胞中Fe2+水平比较;C为DCFH-DA探针检测细胞内ROS水平;D为ROS水平统计图;E为细胞中GSH相对表达水平比较;

F为细胞中 MDA相对表达水平比较;与对照组相比,①P<0.05,②P<0.01;与1.0
 

mmol/L布比卡因处理细胞相比,③P<0.05。

图3  布比卡因对膀胱癌细胞铁死亡的影响

  注:A为Western
 

blot检测各组细胞Bax/Bcl-2、细胞色素C、xCT和GPX4蛋白表达;B~E为xCT和GPX4相对表达水平统计图;与对照组相

比,①P<0.05,②P<0.01。

图4  布比卡因对膀胱癌细胞凋亡和铁死亡相关蛋白表达的影响

·619· 国际检验医学杂志2024年4月第45卷第8期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2024,Vol.45,No.8



2.5 布比卡因对膀胱癌细胞PI3K/AKT/mTOR信

号通路活性的影响 与对照组 T24和5637细胞比

较,布比卡因(0.25、0.5和1
 

mmol/L)可随浓度升高

显著 降 低 膀 胱 癌 细 胞 PI3K
 

p85α/PI3K、p-AKT
(Thr308)/AKT、p-AKT(Ser473)/AKT和p-mTOR
(Ser2448)/mTOR比值(P<0.05)。见图5。

2.6 抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路对布比卡因

诱导膀胱癌细胞铁死亡的影响 与对照组比较,布比

卡因+740Y-P组细胞活力和 GSH 水平明显升高,

Fe2+水平和细胞色素C蛋白表达显著减少,差异均有

统计学意义(P<0.05),见图6。

  注:A为 Western
 

blot检测代表图;B为蛋白相对表达水平统计图;与对照组比较,①P<0.05,②P<0.01。

图5  布比卡因对膀胱癌细胞PI3K/AKT/mTOR信号通路活性的影响

  注:A为 MTT实验检测细胞活力;B为细胞内Fe2+比较;C为细胞内GSH相对表达水平比较;D为Western
 

blot检测细胞色素C蛋白表达;E

为细胞色素C相对表达水平统计图;与对照组比较,①P<0.05,②P<0.01。

图6  抑制PI3K/AKT/mTOR通路对布比卡因诱导细胞色素C表达的影响

3 讨  论

  布比卡因作为临床常用酰胺衍生物局部麻醉药,
最近的一些研究关注其潜在的肿瘤细胞毒性,例如,

布比卡因在一定浓度范围内可诱导卵巢癌和前列腺

癌细胞死亡,并抑制结肠癌和胰腺癌细胞增殖,进而

抑制肿瘤进展[5]。但布比卡因对膀胱癌细胞的作用
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鲜有报道。张振翼等[3]的研究发现,布比卡因可通过

降低肝癌 HepG2细胞中 miR-191表达,促进 KLF6
表达,从而抑制细胞增殖和侵袭并促进其凋亡。这表

明布比卡因具有抗癌作用,可能有效抑制癌细胞活

性。本研究结果显示,布比卡因处理可呈剂量依赖关

系(0.25、0.5、1、2、4、8、16
 

mmol/L)抑制T24和5637
细胞 的 增 殖 活 性,但 只 有 当 布 比 卡 因 浓 度 ≥8

 

mmol/L时可对SV-HUC-1细胞产生毒性。这与上

述研究结果一致,提示本文选择的4种剂量(0、0.25、

0.5、1
 

mmol/L)布比卡因对正常细胞无影响,而对膀

胱癌癌细胞有明显毒性影响。
目前抗癌药抑制肿瘤细胞增殖的主要机制是诱

导其凋亡[8]。CHAPMAN等[9]在体外研究中发现,
随着布比卡因浓度和接触时间的增加,软骨肿瘤细胞

凋亡数量显著增多。布比卡因通过线粒体损伤和丝

裂原活化蛋白激酶的激活对乳腺癌和甲状腺癌细胞

亦表现出显著的促凋亡作用,抑制肿瘤细胞活力和克

隆形成[10]。这表明布比卡因可能通过促进细胞凋亡,
发挥抗肿瘤作用。本研究结果显示,布比卡因处理膀

胱癌细胞后,Bax/Bcl-2较对照组降低,细胞凋亡率升

高。这与CHANG等[10]的研究结论类似。上述结果

提示布比卡因对膀胱癌细胞具有促凋亡作用。
铁死亡是近年来新发现的一种新型程序性细胞

死亡形式,与其他经典的非凋亡性细胞死亡程序不

同,其特征为大量铁依赖性脂质过氧化产物积累,在
多种肿瘤相关疾病中发挥作用[6]。此外,当机体铁平

衡遭到破坏时,过量游离Fe2+ 与过氧化氢作用,产生

羟基自由基,促进脂质过氧化,诱导细胞死亡[11]。据

报道,膀胱癌细胞的铁依赖性促使其对临床诱导铁死

亡及铁螯合剂药物的应用非常敏感,因此产生了一种

可用于临床的代谢敏感性[12]。研究发现,Erastin可

通过抑制谷胱甘肽的合成降低GPX4活性,导致脂质

过氧化代谢受阻,从而诱导细胞铁死亡[13]。JIN等[14]

发现,茄碱可提高肝癌细胞ROS水平,抑制GPX4的

表达,促进癌细胞铁死亡,而铁死亡抑制剂能逆转茄

碱对肝癌细胞的保护作用。这些研究表明诱导铁死

亡可用于抗癌治疗。细胞内抗氧化剂GSH和脂质过

氧化产物 MDA在细胞铁死亡中亦发挥重要作用,被
定义为铁死亡的标记物。铁死亡的细胞毒性也依赖

于ROS的产生,研究发现,布比卡因可显著降低SH-
SY5Y细胞中 GSH 水平并增加 MDA 水 平,加 剧

ROS氧化损伤介导的细胞凋亡[15]。本研究检测布比

卡因处理后膀胱癌细胞脂质过氧化产物和抗氧化酶

的水平,与预期一致,布比卡因可增加膀胱癌细胞的

Fe2+浓度,降低xCT和GSH4的表达及GSH 水平,

并升高ROS和MDA水平。基于这些结果,推测布比

卡因引起的膀胱癌细胞抑制可能与铁死亡有关。为

验证这一假设,本研究使用铁死亡抑制剂Fer-1和激

动剂Erastin可分别抑制和促进布比卡因引起的Fe2+

产生,结果提示布比卡因引起的膀胱癌细胞抑制至少

部分是通过诱导铁死亡来实现的。

PI3K/AKT/mTOR信号通路是通过感知细胞代

谢状态来调节细胞功能的关键调节通路,包括细胞凋

亡和铁死亡[16]。KWAKYE等[17]研究表明,布比卡

因可诱导乳腺癌细胞凋亡和PI3K/AKT/mTOR途

径失活。此外,PI3K/AKT/mTOR激活可通过调节

SREBP1介导的脂肪生成,促进肝癌细胞铁死亡和氧

化应激,而PI3K抑制剂能够阻断该作用[18]。本研究

结果发现,布比卡因处理可抑制膀胱癌细胞中PI3K、

AKT和 mTOR的磷酸化,而且PI3K抑制剂可逆转

布比卡因对膀胱癌细胞活性、Fe2+、GSH水平和细胞

色素C表达的作用,提示布比卡因对膀胱癌细胞凋亡

和铁死亡的促进作用可能是通过抑制PI3K/AKT/

mTOR信号通路的激活来实现的。由于本研究仅进

行了细胞层面的研究,未在动物模型和人体标本中进

行验证,故布比卡因在临床的应用前景有待进一步

研究。
布比卡因可诱导膀胱癌细胞凋亡和铁死亡,其机

制可能与抑制PI3K/AKT/mTOR信号通路激活有

关,这为布比卡因用于膀胱癌治疗提供了理论基础和

实验依据。
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