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　 　 ［摘要］ 　 目的　 探讨罗哌卡因经原癌基因（ｃ⁃ＭＹＣ）信号通路抑制胃癌细胞增殖和迁移的机制。 　 方法　 体外培养人胃

癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞进行实验，分为对照组、罗哌卡因低剂量组、罗哌卡因中剂量组、罗哌卡因高剂量组和顺铂组。 罗哌卡因低、

中、高剂量组分别给予终浓度为 １００、２００、４００ μｇ ／ ｍＬ 的罗哌卡因；顺铂组给予终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ 的顺铂；对照组无处理。

继续培养 ２４ ｈ 后，细胞计数试剂盒 ８（ＣＣＫ⁃８）法检测细胞增殖率，细胞划痕法检测 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞迁移能力，同时检测 ＭＧＣ⁃

８０３ 细胞中蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）、ｃ⁃ＭＹＣ、金属蛋白酶⁃９（ＭＭＰ⁃９）、磷脂酰肌醇 ３ 激酶（ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ（ＡＫＴ）和哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）蛋白表达。 　 结果 　 罗哌卡因低、中、高剂量组和顺铂组的 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖率［（９２􀆰 ０５± ８􀆰 ２４）％、

（７６􀆰 ２６±６􀆰 ９３）％、（５３􀆰 １８±５􀆰 ８６）％、（４２􀆰 １８±１５􀆰 １７）％］和迁移能力［（３６􀆰 ３４±４􀆰 ０３）μｍ、（３１􀆰 ２１±３􀆰 ５６）μｍ、（２４􀆰 ６０±２􀆰 ５７）μｍ、

（１８􀆰 ０７±１􀆰 ２６）μｍ］较对照组［（１００􀆰 ００±５􀆰 ９１）％、（４０􀆰 １２±５􀆰 １７） μｍ］明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５）；上述各组 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中 ＰＫＣ

［（０􀆰 ６２±０􀆰 ０６）、（０􀆰 ５０±０􀆰 ０８）、（０􀆰 ４２± ０􀆰 ０８）、（０􀆰 ３６± ０􀆰 １０）］、ｃ⁃ＭＹＣ［（０􀆰 ５３± ０􀆰 ０９）、（０􀆰 ４９± ０􀆰 １５）、（０􀆰 ４３± ０􀆰 ０２）、（０􀆰 ３１±

０􀆰 ０４）］、ＭＭＰ⁃９［（０􀆰 ４７±０􀆰 ０３）、（０􀆰 ４２± ０􀆰 ０５）、（０􀆰 ３０± ０􀆰 ０４）、（０􀆰 ２１± ０􀆰 ０６）］、ＰＩ３Ｋ［（０􀆰 ３９± ０􀆰 ０４）、（０􀆰 ３３± ０􀆰 ０８）、（０􀆰 ２８±

０􀆰 ０４）、（０􀆰 ２５±０􀆰 ０１）］、ＡＫＴ［（０􀆰 ５０± ０􀆰 １０）、（０􀆰 ４３± ０􀆰 ０９）、（０􀆰 ２４± ０􀆰 ０２）、（０􀆰 １６± ０􀆰 ０３）］和 ｍＴＯＲ［（０􀆰 ４２± ０􀆰 ０５）、（０􀆰 ３６±

０􀆰 ０３）、（０􀆰 ３０±０􀆰 ０２）、（０􀆰 ２５±０􀆰 ０４）］ 表达较对照组［（０􀆰 ７４±０􀆰 ０８）、（０􀆰 ６３±０􀆰 ０６）、（０􀆰 ５３±０􀆰 ０５）、（０􀆰 ４６±０􀆰 ０７）、（０􀆰 ７１±０􀆰 ０４）、

（０􀆰 ４９±０􀆰 ０６）］明显降低（Ｐ＜０􀆰 ０５），且各罗哌卡因剂量组降低强度呈剂量依赖性，但各指标均仍高于顺铂组（Ｐ＜０􀆰 ０５）。

结论　 罗哌卡因可抑制人胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖和迁移，其机制可能与抑制 ｃ⁃ＭＹＣ 信号通路的激活有关。
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０　 引　 　 言

化疗是胃癌最常用的治疗方法，但 ５⁃氟尿嘧

啶、顺铂、阿霉素等多数化疗药物疗效不满意，不
良反应严重［１⁃２］ 。 因此，迫切需要寻找新效药物以

提高胃癌的治疗效果。 研究发现，罗哌卡因具有

影响人癌细胞侵袭的能力［３］ 。 在直结肠癌细胞

中，罗哌卡因通过抑制基质金属蛋白酶⁃２（ ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ⁃２，ＭＭＰ⁃２） 和 ＭＭＰ⁃９ 的表达，在
体外抑制细胞的侵袭和迁移［４］ 。 此外，持续输注

罗哌卡因还可抑制小鼠骨肉瘤 ＬＭ８ 细胞的肺转

移［５］ 。 蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｃ，ＰＫＣ）途径在

癌症化疗中的作用受到研究者的关注。 ＰＫＣ 在肿

瘤增殖和生存过程中发挥作用，它也被认为具有

致癌活性［６］ 。 原癌基因 （ ｐｒｏｔｏ⁃ｏｎｃｏｇｅｎｅ， ｃ⁃ＭＹＣ）
是 ＰＫＣ 通路的下游靶基因之一，参与细胞周期进

展、细胞生长、分化、代谢和凋亡的基因的主要调

控因子，也是一种有效的细胞致癌基因，在人类癌

症中经常发现其异常［７］ 。 因此，在本研究探讨罗

哌卡因对胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖、迁移的影响，并
探讨其潜在机制。

１　 材料与方法

１．１　 主要试剂与仪器　 主要试剂：罗哌卡因（瑞典 Ａｓ⁃
ｔｒａＺｅｎｅｃａ ＡＢ 公司，批号：６９０３０６５􀆰 ７７）；顺铂 （美国

ｓｉｇｍａ 公司，批号：Ｐ４３９４）；人胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞（中国

科学院典型培养物保藏委员会细胞库）；ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培

养基和胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）；青链霉素溶液

（美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）；细胞计数试剂盒 ８ （ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ ｋｉｔ
８，ＣＣＫ⁃８）（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司，规格：９６Ｔ）；细胞蛋白抽

提试剂盒（碧云天生物技术研究所）；ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、
ＭＭＰ⁃９、磷脂酰肌醇 ３ 激酶 （ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ ３
ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）、蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂ，ＡＫＴ）、哺
乳动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 （ ｍａｍｍａｌｉａｎ Ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）和 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司）；辣根过氧化物酶 ＨＲＰ 标记亲和纯化山羊抗小鼠

ＩｇＧ 二抗（武汉艾美捷科技有限公司）。 主要仪器：Ｍｕｌ⁃
ｔｉｓｋａｌｌ ＭＫ３ 酶标仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；ＣＯ２

培养箱（美国 Ｔｈｅｒ⁃ｍｏ Ｒｅｖｃｏ 公司）；倒置显微镜（日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司）；ＢＤ 垂直电泳仪（美国 ＢＤ 公司）；凝胶

成像仪（美国 ＵＶＰ 公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 细胞培养和分组 　 用含胎牛血清（１０％）和

５０ Ｕ ／ ｍＬ 青链霉素（５０ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 ５０ μｇ ／ ｍＬ
链霉素）的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养液在 ３７ ℃、５％ＣＯ２条件

下培养 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞，选择对数生长期细胞进行实

验。 实验分为对照组、罗哌卡因低剂量组、罗哌卡

因中剂量组、罗哌卡因高剂量组和顺铂组。 对照组

无处理，罗哌卡因低、中、高剂量组分别给予终浓度

为 １００、２００、４００ μｇ ／ ｍＬ 的罗哌卡因［８］，顺铂组给予

终浓度为 １０ ｍｍｏｌ ／ ｍＬ 的顺铂［９］，继续培养２４ ｈ后
进行相关检测。
１．２．２　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞增殖率　 以 ５×１０３ ／孔接

种于 ９６ 孔板中 （２００ μＬ ／孔），待细胞融合后，按
１􀆰 ２􀆰 １ 给予受试物干预 ２０ ｈ，继续培养 ２０ ｈ，向培养

板中加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂，３７ ℃ 继续培养 ４ ｈ，
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用酶标仪在 ６３０ ｎｍ 处测定吸光度值，细胞增殖率计

算公式如下：
细胞增殖率＝ （实验组 ＯＤ 值⁃空白组 ＯＤ 值） ／

（对照组 ＯＤ 值⁃空白组 ＯＤ 值）
１．２．３　 细胞划痕法检测 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞迁移能力　
以 ５×１０４ ／孔接种于 ６ 孔板中（２ ｍＬ ／孔），待细胞融

合，用 １００ μＬ 灭菌枪头在单层细胞上呈“一”字划

痕，用无血清的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基清洗 ３ 次，按

１􀆰 ２􀆰 １ 给予受试物干预 ２４ ｈ 后，用显微镜下拍照，用
图像分析仪测量测量划痕宽度。
１．２．４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、ＭＭＰ⁃９、
ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 表达　 以 ５×１０４ ／孔接种于 ６
孔板内（３ ｍＬ ／孔），待细胞融合加入按 １􀆰 ２􀆰 １ 分组

分别处理 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞 ２４ ｈ，收获细胞，根据细胞

量加入细胞蛋白抽提液，进行电泳（每孔上样量为

２０ μｇ），将印迹转移到聚偏氟乙烯膜上，然后用 ５％
脱脂牛奶在室温下封膜 １ ｈ，将膜与 ＰＫＣ（１ ∶２００）、
ｃ⁃ＭＹＣ（１ ∶ １００）、ＭＭＰ⁃９（１ ∶ ４００）、ＰＩ３Ｋ（１ ∶ ３００）、
ＡＫＴ（１ ∶４００）、ｍＴＯＲ（１ ∶２００）和 β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶１０００）抗
体进行孵育，４ ℃过夜，用 ＴＢＳＴ 缓冲液对膜进行 ２
次冲洗，将二抗（１ ∶５０００）在室温下孵育 ３０ ｍｉｎ。 进

行显色，采集图像进行分析。
１．３　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２３􀆰 ０ 软件进行统计

分析，计量资料采用均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，以单

因素方差分析进行判断，组间两两比较用 ＬＳＤ⁃ｔ 检
验，以 Ｐ≤０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 　 果

２．１　 罗哌卡因对ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖和迁移能力的

影响　 与对照组比较，各罗哌卡因剂量组和顺铂组

ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖率和迁移能力降低，且各罗哌卡

因剂量组降低强度呈剂量依赖性，但细胞增殖率和

迁移能力仍高于顺铂组，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。 见表 １，图 １、图 ２。
２．２　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中 ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、
ＭＭＰ⁃９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 表达的影响 　 与对

照组比较，各罗哌卡因剂量组和顺铂组 ＭＧＣ⁃８０３ 细

胞中 ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、ＭＭＰ⁃９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 表

达均降低，且各罗哌卡因剂量组降低强度呈剂量依

赖性，但各指标表达仍高于顺铂组，差异有统计学

意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２，图 ３。

表 １　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖和迁移能力的影响

（􀭵ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 细胞增殖率（％） 迁移能力（μｍ）
对照组 １００􀆰 ００±５􀆰 ９１ ４０􀆰 １２±５􀆰 １７
罗哌卡因低剂量组 ９２􀆰 ０５±８􀆰 ２４∗ ３６􀆰 ３４±４􀆰 ０３∗

罗哌卡因中剂量组 ７６􀆰 ２６±６􀆰 ９３∗＃ ３１􀆰 ２１±３􀆰 ５６∗＃

罗哌卡因高剂量组 ５３􀆰 １８±５􀆰 ８６∗＃△ ２４􀆰 ６０±２􀆰 ５７∗＃△

顺铂组 ４２􀆰 １８±１５􀆰 １７∗＃△▲ １８􀆰 ０７±１􀆰 ２６∗＃△▲

　 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与罗哌卡因低剂量组比较，＃Ｐ＜
０􀆰 ０５；与罗哌卡因中剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与罗哌卡因高
剂量组比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

ａ：对照组；ｂ⁃ｄ：分别为罗哌卡因低剂量、中剂量、高剂

量组；ｅ：顺铂组

图示随着罗哌卡因剂量的增加，细胞增殖率降低

图 １　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞增殖影响的透射电镜图

（ ×３０００）

表 ２　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中 ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、ＭＭＰ⁃９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 表达的影响（􀭵ｘ±ｓ，ｎ＝３）

组别 ＰＫＣ ｃ⁃ＭＹＣ ＭＭＰ⁃９ ＰＩ３Ｋ ＡＫＴ ｍＴＯＲ
对照组 ０􀆰 ７４±０􀆰 ０８ ０􀆰 ６３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０５ ０􀆰 ４６±０􀆰 ０７ ０􀆰 ７１±０􀆰 ０４ ０􀆰 ４９±０􀆰 ０６
罗哌卡因低剂量组 ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ５３±０􀆰 ０９∗ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０３∗ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５０±０􀆰 １０∗ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗

罗哌卡因中剂量组 ０􀆰 ５０±０􀆰 ０８∗＃ ０􀆰 ４９±０􀆰 １５∗＃ ０􀆰 ４２±０􀆰 ０５∗＃ ０􀆰 ３３±０􀆰 ０８∗＃ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０９∗＃ ０􀆰 ３６±０􀆰 ０３∗＃

罗哌卡因高剂量组 ０􀆰 ４２±０􀆰 ０８∗＃△ ０􀆰 ４３±０􀆰 ０２∗＃△ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０４∗＃△ ０􀆰 ２８±０􀆰 ０４∗＃△ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２∗＃△ ０􀆰 ３０±０􀆰 ０２∗＃△

顺铂组 ０􀆰 ３６±０􀆰 １０∗＃△▲ ０􀆰 ３１±０􀆰 ０４∗＃△▲ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０６∗＃△▲ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０１∗＃△▲ ０􀆰 １６±０􀆰 ０３∗＃△▲ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０４∗＃△▲

　 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与罗哌卡因低剂量组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与罗哌卡因中剂量组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与罗哌卡因高剂量组
比较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５
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ａ：对照组；ｂ⁃ｄ：分别为罗哌卡因低剂量、中剂量、高剂

量组；ｅ：顺铂组

图示随着罗哌卡因剂量的增加，细胞迁移能力降低

图 ２　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞迁移能力影响的划痕实

验结果（ ×２００）

１：对照组；２⁃４ 分别为：罗哌卡因低剂量、中剂量、高
剂量组；５：顺铂组

图 ３　 罗哌卡因对 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞中 ＰＫＣ、ｃ⁃ＭＹＣ、ＭＭＰ⁃
９、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ 和 ｍＴＯＲ 表达影响的电泳图

３　 讨　 　 论

既往大量报道显示，罗哌卡因对癌症具有一定

的治疗作用，且其安全性令人满意［１０］。 为了进一步

了解罗哌卡因对胃癌的分子机制，本研究进行了一

系列的体外实验。 通过 ＣＣＫ⁃８ 检测结果可以看出，
罗哌卡因对胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞有生长抑制作用。

转移是癌症的标志之一，抑制转移已成为治疗

癌症的有吸引力的治疗选择。 在转移中，细胞迁移

是关键步骤。 最近的报告显示，罗哌卡因既可以起

到抗肿瘤作用，又可以起到抗血管生成作用［１１］。 有

研究显示，罗哌卡因降低了人纤维肉瘤 ＨＴ⁃１０８０ 细

胞中 ＭＭＰ⁃９ 的水平［１２］。 本研究结果表明，罗哌卡

因抑制人胃癌细胞的迁移，并与抑制 ＭＭＰ⁃９ 的表达

有关，从而扩大了罗哌卡因的生物活性。 在此，本
研究证实了罗哌卡因通过 ｃ⁃ＭＹＣ 信号通路在体外

抑制细胞的增殖和迁移。

罗哌卡因除了体外抑制细胞的增殖和迁移，本
研究发现罗哌卡因降低了 ＰＫＣ 水平。 这些数据表

明，ＰＫＣ 是罗哌卡因的抗肿瘤作用的主要关键目

标。 为了进一步验证这一假设，本研究检测了 ｃ⁃
ＭＹＣ 水平的变化。 原癌基因 ＰＫＣ 的致癌途径与下

游 ｃ⁃ＭＹＣ 表达增加相关联［１３］。 ｃ⁃ＭＹＣ 是人类癌症

中最普遍的致癌基因之一，在约 ５０％的肿瘤中被失

调，尤其是在淋巴瘤中，并且还存在于子宫颈癌、结
肠癌、乳腺癌、胃癌中［１４］。 尽管有一些研究报道

ｃ⁃ＭＹＣ的阳性表达与不良预后显着相关，如食管鳞

状细胞癌样品中存在 ｃ⁃ＭＹＣ 过表达，并且 ｃ⁃ＭＹＣ
ｍＲＮＡ 的水平是淋巴结转移的危险因素，是食管鳞

状细胞癌患者生存的指标，但其潜在机制尚未得到

很好的了解［１５］。 研究显示，ｃ⁃ＭＹＣ 是细胞生长的重

要调控因子，并在多种细胞类型中响应生长促进因

子而被激活［１６］。 癌基因表达的变化在细胞癌变和

逆转运动中起重要作用，相关基因的扩增和失活是

人胃癌细胞的主要指标。 因此，ｃ⁃ＭＹＣ 基因表达的

改变是细胞转化和增殖的重要事件。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
ｍＴＯＲ 信号转导通路由 ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ 和 ｍＴＯＲ 三个蛋

白酶组成。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号转导通路的激活

可通过多种刺激抑制凋亡的触发，促进肿瘤细胞的

周期进展、存活和增殖［１７］。 此外，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
信号通路还具有多种功能，包括参与血管生成、恶
性肿瘤的发生、发展和耐药，以及肿瘤的侵袭转

移［１８］。 研究显示，罗哌卡因通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ
诱导人脐血管内皮细胞自噬并抑制血管生成能力，
而过表达 ｃ⁃ＭＹＣ 可显著增加黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０ 细胞

中 ｍＴＯＲ 蛋白的表达［１９］。 在本研究中，我们发现罗

哌卡因的加入明显抑制了 ｃ⁃ＭＹＣ 的表达，从而抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路的激活。 因此，ｃ⁃ＭＹＣ 可

能成为胃癌治疗的新靶点。
综上所述， 本研究显示罗哌卡因通过抑制

ｃ⁃ＭＹＣ信号通路在体外抑制人胃癌 ＭＧＣ⁃８０３ 细胞

增殖和迁移。 这些结果突出了罗哌卡因作为抗增

殖和抗迁移剂的重要性，并可能提供抗胃癌的治疗

潜力，但其作为临床治疗药物还要大量的研究进行

论证。
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