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  [摘要] 目的 探讨瑞芬太尼(RFTN)对胶质瘤U87细胞恶性侵袭、上皮-间质转化(EMT)和血管新生的

影响机制。方法 采用CCK8实验筛选RFTN对U87细胞的无毒性剂量,显微镜下观察其对U87细胞EMT
的影响,分别采用Transwell小室实验、微管形成实验、蛋白免疫印迹法(Western

 

blot)观察其对 U87细胞侵

袭、血管新生及相关蛋白[E钙黏素(E-cadherin)、N钙黏素(N-cadherin)及波形蛋白(vimentin)]的影响。将

U87细胞分为对照组(Control组)、RFTN处理组、血管内皮生长因子(VEGF)组和 VEGF+RFTN组,构建

VEGF过表达U87细胞,观察各组细胞侵袭能力及相关蛋白的表达。结果 与对照组比较,8~100
 

mg/mL
 

RTFN处理组的细胞存活率明显降低(P<0.05),而0.01~4.00
 

mg/mL
 

RTFN对细胞存活率无明显影响

(P>0.05),确定实验剂量为1.00、2.00、4.00
  

mg/mL;与对照组比较,RTFN处理组细胞形态开始转变为椭圆

状,细胞间隙缩小,细胞侵袭数、微管样结构数、N-cadherin、Vimentin及VEGF的表达下调,E-cadherin的表达

上调(P<0.05);过表达VEGF后,细胞侵袭数、N-cadherin表达上调,E-cadherin表达下调,添加4.00
 

mg/mL
 

RTFN可逆转VEGF的作用。结论 RFTN可抑制胶质瘤 U87细胞侵袭,阻碍EMT,减少血管新生,这可能

与降低VEGF的表达有关。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

remifentanil
 

(RFTN)
 

on
 

the
 

malignant
 

invasion,epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

and
 

angiogenesis
 

of
 

glioma
 

U87
 

cells.Methods The
 

CCK8
 

experiment
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

the
 

non-toxic
 

dose
 

of
 

RFTN
 

on
 

U87
 

cells,and
 

the
 

effect
 

on
 

U87
 

cells
 

EMT
 

was
 

observed
 

under
 

a
 

microscope.Transwell
 

chamber
 

experiment,microtubule
 

formation
 

experiment,
Western

 

blot
 

were
 

used
 

to
 

observe
 

U87
 

cell
 

invasion,angiogenesis
 

and
 

related
 

proteins
 

[E-cadherin
 

(E-cadher-
in),N-cadherin

 

(N-cadherin)
 

and
 

vimentin
 

(vimentin)].Divide
 

U87
 

cells
 

into
 

blank
 

group
 

(Control
 

group),
RFTN

 

group,VEGF
 

group
 

and
 

VEGF+RFTN
 

group,construct
 

vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor
 

(VEGF)
 

overexpressing
 

U87
 

cells,and
 

observe
 

cell
 

invasion
 

ability
 

and
 

related
 

protein
 

expression
 

in
 

each
 

group.
Results Compared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

cell
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

8-100
 

mg/mL
 

RTFN
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

reduced
 

(P<0.05),while
 

0.01-4.00
 

mg/mL
 

RTFN
 

had
 

no
 

significant
 

effect
 

on
 

the
 

cell
 

survival
 

rate
 

(P>0.05),confirm
 

the
 

experiment
 

the
 

dose
 

is
 

1.00,2.00,4.00
 

mg/mL.Compared
 

with
 

the
 

con-
trol

 

group,the
 

cell
 

morphology
 

of
 

the
 

RTFN
 

treatment
 

group
 

began
 

to
 

change
 

to
 

an
 

oval
 

shape,the
 

intercellu-
lar

 

space
 

was
 

reduced,the
 

number
 

of
 

cell
 

invasion,the
 

number
 

of
 

microtubule-like
 

structures,the
 

expression
 

of
 

N-cadherin,Vimentin
 

and
 

VEGF
 

was
 

down-regulated,and
 

the
 

expression
 

of
 

E-cadherin
 

was
 

up-regulated
 

(P<0.05).
After

 

over-expression
 

of
 

VEGF,cell
 

invasion
 

number
 

and
 

N-cadherin
 

expression
 

are
 

up-regulated,and
 

E-cadherin
 

ex-
pression

 

is
 

down-regulated.Adding
 

4.00
 

mg/mL
 

RTFN
 

can
 

reverse
 

the
 

effect
 

of
 

VEGF.Conclusion RFTN
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can
 

inhibit
 

U87
 

cell
 

invasion,hinder
 

EMT,and
 

reduce
 

angiogenesis,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

reducing
 

VEGF
 

expression.
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  人脑胶质瘤是常见的中枢神经系统恶性肿瘤之

一,占所有颅内肿瘤的40%~50%[1]。因大多数胶质

瘤呈浸润性生长,与周围正常脑组织界限不明,导致

其病理学上肿瘤的全部切除十分困难,使得胶质瘤术

后复发率较高[2]。而且临床观察发现,随着手术次数

和肿瘤复发次数的增多,胶质瘤会呈恶化趋势[3]。尽

管现代医疗技术已得到飞速发展,但胶质瘤患者预后

情况仍不乐观,而且颅内病变特殊的解剖位置,手术

过程中可能产生医源性损伤,影响患者术后的生活质

量,故加强胶质瘤的机制研究仍是临床研究的重要课

题[4]。瑞芬太尼(remifentanil,RFTN)是肿瘤细胞根

治术中常用的阿片类麻醉镇痛药物,除了能增强患者

术后的免疫功能,影响其转归外,还可直接作用于肿

瘤细胞的生长、增殖及转移[5-6]。XU等[7]研究发现,
RFTN可介导糖原合酶激酶-3β,诱导胶质瘤细胞的

凋亡。肿瘤细胞侵袭能力是评价肿瘤转归的重要内

容,因此,探讨RFTN对胶质瘤U87细胞侵袭能力的

影响十分必要。本研究拟评价RFTN对胶质瘤 U87
细胞恶性侵袭、上皮-间质转化(EMT)和血管新生的

影响及作用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

U87细胞购自美国ATCC公司,批号CL1449。
1.2 仪器与试剂

恒温细胞培养箱(东莞市谱标实验器材科技有限

公司),低温高速离心机(德国Sartorius公司),光学

显微镜(日本Olympus公司),全自动凝胶成像仪(美
国Bio

 

Rad公司)。RFTN(宜昌人福药业有限责任公

司,国药准字H20030197,规格:1
 

mg
 

5瓶),胎牛血清

(澳洲AlphaCell公司),DMEM 培养基(美国Sigma
公司),CCK8试剂盒(上海钰博生物科技有限公司),
Transwell小室、Matrigel胶(美国BD公司),蛋白一

抗、二抗(美国Abcam公司),脂质体3000试剂盒(美
国Invitrogen公司)。
1.3 方法

1.3.1 细胞培养

将冻存的U87细胞于37
 

℃快速解冻,离心后重

悬于含15%~20%胎牛血清的DMEM 培养基中,置
于37

 

℃、5%
 

CO2 培养,待细胞融合至80%~90%
时,添加胰蛋白酶消化细胞进行传代培养,取对数生

长期细胞用于后续试验。
1.3.2 CCK8实验

将U87细胞以5×103 个/mL接种于96孔板,培
养24

 

h;分别加入0.01、0.05、0.10、0.50、1.00、2.00、
4.00、8.00、20.00、50.00 及 100.00

 

mg/mL 的

RFTN,每个剂量3个复孔,并设置对照组(含有细胞,
但无RFTN)和空白组(无细胞,无RFTN),继续培养

24
 

h;每孔加入含有10
 

μL
 

CCK8试剂的培养基继续

孵育2
 

h,应用酶标仪检测各组细胞450
 

nm处的吸光

度,计算细胞存活率:细胞存活率=(吸光度实验-吸光

度空白)/(吸光度对照-吸光度空白)×100%。
1.3.3 Transwell小室实验

分别以0、1.00、2.00及4.00
 

mg/mL的RFTN
处理 U87 细 胞 (RFTN 处 理 组),再 添 加 无 血 清

DMEM培养基饥饿处理24
 

h;经消化后以4×105 个/
mL接种于 Matrigel胶预处理的 Transwell小室上

层,下层加入含血清的正常培养液,培养48
 

h;取出

Transwell小室,拭去小室上层的残留细胞,滴加结晶

紫染色,显微镜下随机挑选5个视野进行细胞计数并

拍照。
1.3.4 细胞上皮间质形态转换的观察

分别以0、1.00、2.00及4.00
 

mg/mL的RFTN
处理U87细胞,置于37

 

℃、5%
 

CO2 的环境中培养24
 

h,显微镜下随机挑选5个视野,观察各组细胞形态并

拍照。
1.3.5 蛋白免疫印迹法(Western

 

blot)检测

收集各组细胞,添加RIPA裂解液提取细胞中总

蛋白;参照 BCA 试剂盒说明书,检测蛋白浓度;取
70~100

 

μg蛋白进行凝胶电泳分离,再电转至PVDF
膜,浸于5%脱脂奶粉中封闭2

 

h;再置于相应的蛋白

一抗中,各蛋白稀释比分别为:肌动蛋白(actin)1∶
1

 

000、E钙黏素(E-cadherin)1∶1
 

500、N钙黏素(N-
cadherin)1∶1

 

500、波形蛋白(vimentin)1∶2
 

000及

血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

fac-
tor,VEGF)1∶1

 

000,4
 

℃孵育过夜;次日浸于蛋白二

抗(1∶10
 

000)中,室温下孵育1
 

h;最后应用全自动凝

胶成像仪显示蛋白条带。利用Image
 

J软件检测各蛋

白条带灰度值,以Actin为内参基因,计算各蛋白的相

对表达量。
1.3.6 微管形成实验

预先在96孔板中加入 Matrigel胶,待其凝固后

接种1.5×104 个/mL经 RFTN(0、1.00、2.00及

4.00
 

mg/mL)处理的 U87细胞,继续培养8
 

h;显微

镜下随机挑选5个视野,计数微管结节数并拍照。
1.3.7 转染实验

参照脂质体3000试剂盒说明书,将pcDNA-NC
和pcDNA-VEGF转染至U87细胞,转染6

 

h后改用

常规DMEM培养基培养72
 

h,收集各组细胞。
1.4 统计学处理

采用SPSS20.0统计学软件进行处理,计量资料
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以x±s表示,多组间比较采用单因素方差分析,组间

两两比较采用SNK-q 法,以P<0.05为差异有统计

学意义。
2 结  果

2.1 RTFN对U87细胞存活率的影响

CCK8结果显示,与对照组比较,8~100
 

mg/mL
 

RTFN处理组的细胞存活率明显降低,细胞存活率均

低于80%,差异有统计学 意 义(P<0.05)。选 择

RFTN无毒剂量1.00、2.00、4.00
 

mg/mL进行后续

实验,见图1。
2.2 RTFN对U87细胞侵袭的影响

与对照组比较,RTFN各处理组细胞侵袭数显著

减少,差异有统计学意义(P<0.05),见图2。
2.3 RTFN对U87细胞EMT的影响

显微镜下细胞形态显示,对照组细胞多呈梭形,
细胞间链接松散;相较于对照组,2、4

 

mg/mL
 

RTFN
处理组细胞形态开始转变为椭圆状,细胞间隙缩小,
细胞更密集,见图3。

  a:P<0.05,与对照组比较。

图1  RTFN对U87细胞存活率的影响

  A:结晶紫染色(×100);B:各组侵袭细胞数的比较;a:P<0.05,与对照组比较。

图2  RTFN对U87细胞侵袭的影响

图3  RTFN对U87细胞EMT的影响(×100)

  A:显微镜下微管样结构表现(×400);B:各组微管结节数的比较;a:P<0.05,与对照组比较。

图4  RTFN对U87细胞血管新生的影响

2.4 RTFN对U87细胞血管新生的影响

微管形成实验结果显示,对照组中的微管样结构

完整而典型,数量多;2、4
 

mg/mL
 

RFTN处理组的微

管样结构破坏、断续;通过计数,2、4
 

mg/mL
 

RFTN
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处理组的微管样结构数明显少于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05),见图4。

  1:对照组;2~4:1、2、4
  

mg/mL
 

RFTN处理组;a:P<0.05,与对照

组比较。

图5  RTFN对U87细胞中EMT标记分子表达的影响

2.5 RTFN对U87细胞中EMT标记分子表达的影响

Western
 

blot结果显示,与对照组比较,2、4
 

mg/

mL
 

RFTN处理组的E-cadherin蛋白表达明显上调,
N-cadherin蛋白表达明显下调(P<0.05);1、2、4

 

mg/mL
 

RFTN处理组的 Vimentin蛋白表达较对照

组显著下调(P<0.05),见图5。

  1:对照组;2~4:1、2、4
  

mg/mL
 

RFTN处理组;a:P<0.05,与对照

组比较。

图6  RTFN对U87细胞中VEGF表达的影响

  A:转染pcDNA-VEGF后细胞中VEGF蛋白表达的变化;B:RTFN降低VEGF的表达对 U87细胞侵袭的影响,结晶紫染色(×100);C:RT-
FN降低VEGF的表达后各组侵袭细胞数比较;D:RTFN降低VEGF的表达对U87细胞EMT标记分子表达的影响;E:RTFN降低VEGF的表达

后各组EMT标记分子表达的比较;a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与VEGF组比较。

图7  RTFN降低VEGF的表达对U87细胞侵袭与EMT的影响

8023 重庆医学2020年10月第49卷第19期



2.6 RTFN对U87细胞中VEGF表达的影响

与对 照 组 比 较,2、4
 

mg/mL
 

RFTN 处 理 组,

VEGF表达水平显著下降(P<0.05),见图6。

2.7 RTFN降低 VEGF的表达对 U87细胞侵袭与

EMT的影响

与对照组比较,pcDNA-VEGF组 VEGF蛋白的

表达上调,差异有统计学意义(P<0.05);在 Tran-
swell小室实验结果中,与对照组比较,VEGF组的细

胞侵袭数明显增多(P<0.05);Western
 

blot实验结

果显示,与对照组比较,VEGF组的E-cadherin蛋白

表达明显下调,N-cadherin蛋白表达明显上调(P<
0.05);与VEGF组比较,VEGF+RFTN组的E-cad-
herin蛋白表达明显上调,N-cadherin蛋白表达明显

下调(P<0.05),见图7。

3 讨  论

胶质瘤的发生、发展是由多因素共同参与的复杂

过程,涉及多条信号通路,伴随着抑癌基因的失活及

促癌基因的激活;胶质瘤除了一般恶性肿瘤的无限增

殖与抗凋亡恶性表型外,还具有异常活跃的侵袭性生

长特点[8]。因此,有效阻断胶质瘤细胞的侵袭有助于

其治疗。RTFN是一种新型阿片受体激动剂,具有镇

痛效果强、起效快、易控制等优点[9]。阿片类药物抑

制肿瘤细胞的机制可能有:(1)结合肿瘤细胞表面μ
受体,抑制其DNA的合成;(2)下调炎性细胞因子的

表达,保护机体的免疫功能,间接抑制肿瘤细胞生长;
(3)诱 导 肿 瘤 细 胞 的 凋 亡;(4)抑 制 肿 瘤 细 胞 转

移[10-11]。研究显示,RTFN可降低患者术后的免疫抑

制增强机体免疫力,抑制肿瘤的转移[12]。但 RTFN
对胶质瘤侵袭能力的影响尚不清楚。本研究结果显

示,当RTFN浓度达到8
 

mg/mL时,可明显抑制U87
细胞的增殖,与文献报道结果类似[13]。考虑 RTFN
抑制U87细胞增殖对后续实验的影响,故选取其无毒

剂量1.00、2.00、4.00
  

mg/mL为实验剂量。
本研究结果显示,RTFN可显著抑制U87细胞的

侵袭。在胶质瘤的侵袭性生长过程中,EMT是重要

基础之一。上皮细胞间连接紧密,是细胞一道严密的

防线;间质细胞毗邻上皮细胞,但其连接松散,缺乏细

胞极性,具有转移和侵袭的能力。EMT的调控也是

一个十分复杂的网络,其中E-cadherin表达的缺失,
是EMT的关键步骤,导致细胞丧失极性[14]。N-cad-
herin和Vimentin则是间质细胞的标志物,主要功能

是维持间质特性[15]。本研究结果显示,RTFN可明显

抑制U87细胞EMT,可能通过上调E-cadherin的表

达,并下调N-cadherin和Vimentin的表达来实现。

血管新生是恶性实体肿瘤突破上皮基底膜后进

一步生长所必须的,肿瘤中新生血管表现为管壁不完

整、无平滑肌成分,仅由有孔的内皮细胞和片状基膜

构成[16]。VEGF是肿瘤血管生成的主要因子,可特异

性促进血管内皮细胞的增殖。本研究发现,RTFN可

明显减少U87细胞微管样结构数,下调 VEGF的表

达,从而抑制细胞的血管新生。另外,VEGF也是目

前抗肿瘤侵袭转移的重要治疗靶点之一,可通过不同

途径参与肿瘤的侵袭和转移,如血管新生、提高血管

通透性、调节细胞免疫及诱导内皮细胞黏附分子的表

达等[17]。本研究结果显示,VEGF过表达后 U87细

胞的侵袭能力增加,EMT水平提高,但RTFN可逆转

VEGF的作用,提示RTFN可能下调VEGF的表达,
从而抑制U87细胞侵袭、EMT及血管新生。

综上所述,本研究发现RFTN可抑制 U87细胞

侵袭,阻碍EMT,减少血管新生,可能与降低 VEGF
的表达有关。但本研究仅在细胞水平探讨,后续将选

取动 物 载 体 进 一 步 验 证 结 论,另 外,RTFN 下 调

VEGF的作用机制尚有待深入分析。
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