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瑞芬太尼调控Linc00462/miR-2355-5p对肾癌细胞
生物学行为的影响*
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(电子科技大学医学院附属绵阳医院/绵阳市中心医院麻醉科,四川绵阳
 

621000)

  [摘要] 目的 探讨瑞芬太尼对肾癌(RCC)细胞生物学行为的影响和机制。方法 通过四甲基偶氮唑蓝

(MTT)法、克隆形成实验、Transwell实验、实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测不同浓度的瑞芬太尼对RCC细

胞786-0增殖、克隆迁移与侵袭,以迁移及基因间长链非编码RNA00462(Linc00462)、微RNA(miR)-2355-5p
表达的影响。将Linc00462小干扰RNA(si-Linc00462)、Linc00462过表达质粒(pcDNA-Linc00462)分别转染

786-0细胞,观察干扰Linc00462或过表达Linc00462对786-0细胞生物学行为的影响。双荧光素酶报告实验

和RT-qPCR分析Linc00462和miR-2355-5p的靶向关系。结果 瑞芬太尼处理显著降低786-0细胞活力、克

隆形成数、迁移数和侵袭数(P<0.05),降低Linc00462表达水平(P<0.05),增加miR-2355-5p表达水平(P<
0.05)。干扰Linc00462表达显著降低786-0细胞克隆形成数、迁移数和侵袭数(P<0.05),增加 miR-2355-5p
表达水平(P<0.05)。过表达Linc00462显著增加786-0克隆形成数、迁移数和侵袭数(P<0.05),降低 miR-
2355-5p表达水平(P<0.05)。过表达Linc00462显著减弱瑞芬太尼处理对786-0细胞增殖、迁移和侵袭的抑

制作用(P<0.05)。双荧光素酶报告实验结果显示Linc00462能与 miR-2355-5p直接结合。结论 瑞芬太尼

可抑制RCC细胞增殖、迁移和侵袭,其机制可能与下调Linc00462
 

/miR-2355-5p通路表达有关。
[关键词] 肾癌;瑞芬太尼;细胞增殖;迁移;侵袭;Linc00462;miR-2355-5p
[中图法分类号] R737.11 [文献标识码] A [文章编号] 1671-8348(2022)07-1093-07

Effects
 

of
 

remifentanil
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

renal
 

cancer
 

cells
 

by
 

regulating
 

Linc00462/miR-2355-5p*
WEN

 

Zhu,LI
 

Jun△,HE
 

Jie
(Department

 

of
 

Anesthesiology,Mianyang
 

Central
 

Hospital/Affiliated
 

Mianyang
 

Hospital,School
 

of
 

Medicine,University
 

of
 

Electronic
 

Science
 

and
 

Technology
 

of
 

China,Mianyang,Sichuan
 

621000,China)
  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

remifentanil
 

on
 

the
 

biological
 

behavior
 

of
 

renal
 

cancer
 

(RCC)
 

cells.Methods The
 

effects
 

of
 

different
 

concentrations
 

of
 

remifentanil
 

on
 

the
 

prolifera-
tion,cloning,migration,invasion

 

and
 

long
 

intergenic
 

non-coding
 

RNA
 

(Linc00462)
 

and
 

microRNA
 

(miR)-
2355-5p

 

expression
 

of
 

RCC
 

cells
 

786-0
 

were
 

detected
 

by
 

the
 

methyl
 

thiazolyl
 

tetrazolium
 

(MTT)
 

method,
clone

 

formation
 

assay,Transwell
 

assay,real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(RT-qPCR).Linc00462
 

small
 

interfering
 

RNA
 

(si-Linc00462),Linc00462
 

overexpression
 

plasmid
 

(pcDNA-Linc00462)
 

were
 

respectively
 

transfected
 

in-
to

 

786-0
 

cells
 

to
 

observe
 

the
 

effect
 

of
 

interference
 

with
 

Linc00462
 

or
 

Linc00462
 

overexpression
 

on
 

the
 

biologi-
cal

 

behavior.The
 

dual
 

luciferase
 

report
 

assay
 

and
 

RT-qPCR
 

were
 

applied
 

to
 

analyze
 

targeting
 

relationship
 

be-
tween

 

Linc00462
 

and
 

miR-2355-5p.Results Remifentanil
 

treatment
 

significantly
 

reduced
 

the
 

viability
 

of
 

786-
0

 

cells,clonal
 

formation
 

number,migration
 

number
 

and
 

invasion
 

number
 

of
 

786-0
 

cells
 

(P<0.05),decreased
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Linc00462
 

(P<0.05),and
 

increased
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-2355-5p
 

(P<0.05)
 

in
 

786-0
 

cells.Interference
 

with
 

Linc00462
 

expression
 

significantly
 

reduced
 

clonal
 

formation
 

number,migration
 

and
 

invasion
 

number
 

of
 

786-0
 

cells
 

(P<0.05),and
 

increased
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-2355-5p
 

(P<0.05).
Overexpression

 

level
 

of
 

Linc00462
 

significantly
 

increased
 

clonal
 

formation
 

number,migration
 

and
 

invasion
 

number
 

of
 

786-0
 

(P<0.05),and
 

decreased
 

the
 

expression
 

of
 

miR-2355-5p
 

(P<0.05).Overexpression
 

of
 

Linc00462
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significantly
 

reduced
 

the
 

inhibitory
 

effects
 

of
 

remifentanil
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

786-0
 

cells
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

the
 

dual
 

luciferase
 

report
 

assay
 

showed
 

that
 

Linc00462
 

could
 

directly
 

bind
 

to
 

miR-2355-5p.Conclusion Remifentanil
 

can
 

inhibit
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

RCC
 

cells,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

down-regulation
 

of
 

Linc00462/
 

miR-2355-5p
 

axis.
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  肾癌(RCC)是泌尿系统常见的恶性肿瘤,近年其

发病率呈上升趋势。手术、放疗和分子靶向治疗的应

用在一定程度上改善了RCC患者生存现状,但其5
年生存率仍非常低,其中远处转移和复发是RCC患

者治疗失败和复发的主要原因[1]。瑞芬太尼是μ-阿
片类全身麻醉药物,具有麻醉起效快、镇痛作用强、代
谢快、不良反应少等优势。近年研究表明,瑞芬太尼

可抑制T淋巴细胞增殖和炎症因子释放,从而缓解结

肠癌患者术后氧化应激和炎性反应[2]。此外,瑞芬太

尼通过激活糖原合成酶激酶3β(GSK-3β)诱导胶质瘤

细胞 凋 亡[3],并 通 过 上 调 微 RNA-206(miR-206)、
miR-519d-3p表达水平抑制胃癌细胞增殖并诱导凋

亡[4-5]。然而瑞芬太尼抗RCC的相关研究十分有限。
长链非编码RNA(lncRNA)是长度超过200

 

nt但不

编码蛋白的RNA分子,其参与基因调控和肿瘤细胞

稳态的各个方面,可能表现出肿瘤抑制和促进功

能[6]。研究发现基因间lncRNA00462(Linc00462)在
肝癌中显著上调,并通过激活磷脂酰肌醇-3-羟激酶

(PI3K)/蛋白激酶(AKT)通路增强肝癌细胞侵袭表

型[7]。但目前Linc00462在RCC中的表达和功能尚

不清楚。miR-2355-5p在膀胱癌中表达水平减少,过
表达miR-2355-5p能够抑制膀胱癌细胞恶性表型[8]。
但目前Linc00462、miR-2355-5p在RCC中的表达和

功能 尚 未 见 研 究。本 研 究 通 过 观 察 瑞 芬 太 尼、
Linc00462对RCC细胞786-0增殖、迁移、侵袭的影

响,旨在揭示瑞芬太尼在RCC中的抗癌机制。
1 材料与方法

1.1 细胞和试剂

RCC细胞786-0购自美国ATCC公司;瑞芬太尼

购自江苏恩华药业股份有限公司;Linc00462小干扰

RNA(si-Linc00462)、小干扰RNA阴性对照(si-NC)、
Linc00462过表达载体(pcDNA-Linc00462)、荧光素

酶报告质粒由上海吉凯基因公司合成或生产;四甲基

偶氮唑蓝(MTT)试剂盒购自南京森贝伽生物公司;
Transwell小室购自美国Corning公司;E-cadherin兔

抗单克隆抗体、N-cadherin兔抗单克隆抗体、GAPDH
兔抗多克隆抗体购自美国Abcam公司;miRNA荧光

定量PCR检测试剂盒购自上海联迈生物工程公司;
化学发光试剂盒购自南京诺唯赞生物公司;Prime

 

Script逆转录试剂盒、SYBR
 

Prime
 

Script实时荧光定

量(RT-qPCR)试剂盒、miRNA
 

cDNA合成试剂盒购

自大连宝生物工程公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养和实验分组

786-0细胞用含100
 

U/mL青霉素、100
 

μg/mL
链霉素、10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基于37

 

℃、含5%
 

CO2、湿度饱和的培养箱培养。胰酶消化

80%融合细胞,1∶3传代。以3×105/孔的细胞密度

接种对数期786-0细胞至6孔板,参照Lipofectami-
neTM

 

2000说 明 书 分 别 转 染si-NC、si-Linc00462、

pcDNA-Linc00462至50%融合的786-0细胞,转染48
 

h用RT-qPCR检测转染效果后进行下一步实验。实

验分组,对照组:正常培养的786-0细胞;瑞芬太尼10
 

nmol/L组、瑞芬太尼20
 

nmol/L 组、瑞 芬 太 尼40
 

nmol/L组:分别用含有10、20、40
 

nmol/L瑞芬太

尼[4]的 培 养 液 孵 育 细 胞 24~72
 

h;si-NC 组、si-
Linc00462组、pcDNA-Linc00462 组:分 别 转 染 si-
NC、si-Linc00462、pcDNA-Linc00462的786-0细胞;
瑞芬太尼+pcDNA-Linc00462组:用含40

 

nmol/L瑞

芬太尼的培养液孵育转染pcDNA-Linc00462的细胞

48
 

h。
1.2.2 MTT法检测细胞活力

以6×103/孔的密度接种786-0细胞至96孔板,
分别用含10、20、40

 

nmol/L瑞芬太尼的培养液孵育

细胞,在培养24、48、72
 

h时分别取出1板细胞,每孔

加入20
 

μL的 MTT,孵育4
 

h后终止培养,吸尽孔内

培养液。每孔内加入150
 

μL的二甲基亚砜,至摇床

上低速震荡10
 

min,酶标仪检测490
 

nm 处吸光度

(A)值。
1.2.3 克隆形成实验检测细胞克隆能力

以500/孔的细胞密度接种786-0细胞至6孔板,
轻轻抖动平板使细胞分散均匀,放入培养箱常规培养

直至出现细胞集落。用甲醇固定集落10
 

min,结晶紫

染色15
 

min,显微镜下计数含有50个以上细胞的集

落数。
1.2.4 Transwell实验检测细胞迁移和侵袭

将各组786-0细胞重悬于无血清培养基中,取
100

 

μL细胞悬液转移至未包被(迁移)或包被(侵袭)
基质胶的 Transwell上室,下室中加入约600

 

μL含

10%胎牛血清的培养基。培养24
 

h后,用甲醇固定

Transwell底部膜表面细胞,用结晶紫染色,光镜下计

数5个视野细胞数总和,以均值表示细胞侵袭或迁

移数。
1.2.5 蛋白免疫印记(Western

 

blot)检测E-cadher-
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in、N-cadherin蛋白表达

用预冷的PBS洗涤各组786-0细胞1次,于冰上

加入细胞裂解液提取细胞总蛋白。取30
 

μg蛋白进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶(SDS-PAGE)电泳,
设置电压为100

 

V、电泳100
 

mA。用湿式转膜装置将

蛋白转移到聚偏氟乙烯(PVDF)膜,电流设置30
 

mA。
室温下,用封闭缓冲液孵育5

 

h;然后用 E-cadherin
(1∶10

 

000)、N-cadherin(1∶5
 

000)、GAPDH(1∶
2

 

500)一抗溶液孵育PVDF膜2
 

h;随后用二抗溶液

与PVDF膜反应1
 

h。用化学发光试剂盒检测PVDF
膜上的免疫条带,以Image软件测得相对灰度值表示

目的蛋白表达水平。

1.2.6 RT-qPCR检测Linc00462、miR-2355-5p表达

根据TRIzol试剂说明书提取各组786-0细胞总

RNA。利用Prime
 

Script反转录试剂盒合成cDNA,
再用SYBR

 

Prime
 

Script
 

RT-qPCR试剂盒进行PCR
反应。Linc00462正向引物5'-ACT

 

AGG
 

TCC
 

TTC
 

TGG
 

TGT
 

TTT-3',反向引物5'-GTA
 

AAA
 

CTT
 

GCT
 

GCT
 

GAT
 

G-3';GAPDH 正 向 引 物5'-CGG
 

AGT
 

CAA
 

CGG
 

ATT
 

TGG
 

TCG
 

TAT-3',反向引物

5'-AGC
 

CTT
 

CTC
 

CAT
 

GGT
 

GGT
 

GAA
 

GAC-3';

miR-2355-5p 正 向 引 物 5'-ATC
 

CCC
 

AGA
 

TAC
 

AAT
 

GGA
 

CAA-3',反 向 引 物5'-CCA
 

GTG
 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T-3';U6正 向 引 物5'-CTC
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3',反向引物5'-AAC
 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3'。采用2-ΔΔCt 法计算靶基因

表达 水 平。GAPDH 为 Linc00462 的 内 参,U6 为

miR-2355-5p的内参。

1.2.7 双荧光素酶报告基因实验

为确定Linc00462与 miR-2355-5p的靶向关系,
利用LipofectamineTM

 

2000将 miR-2355-5p
 

mimic
或 miR-NC 分 别 转 染 miR-2355-5p 结 合 位 点 的

Linc00462野 生 型(wt-Linc00462)及 突 变 型(mut-
Linc00462)荧光素酶报告载体。在转染后48

 

h利用

双荧光素酶活性检测试剂盒分析荧光素酶活性。

1.3 统计学处理

采用SPSS23.0软件分析数据,计量资料以x±s
表示。2组间数据比较采用独立样本t检验,3组及

以上组间比较采用单因素方差分析和LSD-t检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 瑞芬太尼对786-0细胞增殖及Linc00462、miR-
2355-5p表达的影响

与对照组比较,瑞芬太尼10、20、40
 

nmol/L组

786-0细 胞 克 隆 形 成 数、细 胞 A 值(48
 

h、72
 

h)、

Linc00462表达水平显著降低(P<0.05),miR-2355-
5p表达水平显著增加(P<0.05)。见图1和表1。

  A:克隆形成实验;B:MTT实验。a:P<0.05,与对照组比较;b:

P<0.05,与瑞芬太尼10
 

nmol/L组比较;c:P<0.05,与瑞芬太尼20
 

nmol/L组比较。
 

图1  瑞芬太尼抑制786-0细胞克隆形成和细胞活性

表1  瑞芬太尼对786-0
 

Linc00462、miR-2355-5p表达水平

 和细胞克隆形成的影响(x±s,n=3)

组别 Linc00462 miR-2355-5p 克隆形成数(个)

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 132.67±4.99
瑞芬太尼10

 

nmol/L组 0.78±0.05a 1.67±0.06a 112.33±2.87a

瑞芬太尼20
 

nmol/L组 0.47±0.03ab 2.71±0.12ab 85.00±2.16ab

瑞芬太尼40
 

nmol/L组 0.22±0.01abc 3.95±0.15abc 61.00±1.63abc

F 402.829 491.188 291.166

P <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与瑞芬太尼10
 

nmol/L组

比较;c:P<0.05,与瑞芬太尼20
 

nmol/L组比较。

2.2 瑞芬太尼对786-0细胞迁移、侵袭的影响

与对照组比较,瑞芬太尼10、20、40
 

nmol/L组

786-0细胞迁移数、侵袭数、N-cadherin蛋白表达水平

显著降低(P<0.05),E-cadherin蛋白表达水平显著

增加(P<0.05)。见图2和表2。

2.3 沉默Linc00462对786-0细胞增殖、迁移、侵袭

的影响

与对照组、si-NC组比较,si-Linc00462组786-0
细胞Linc00462表达水平、克隆形成数、侵袭数、迁移

数、N-cadherin蛋白表达水平显著降低(P<0.05),E-
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cadherin蛋白表达水平、miR-2355-5p表达水平显著 增加(P<0.05)。见图3和表3。

  A:Transwell实验;B:Western
 

blot。

图2  瑞芬太尼抑制786-0迁移、侵袭

  A:克隆形成实验;B:Transwell实验;C:Western
 

blot。

图3  沉默Linc00462抑制786-0细胞克隆形成、迁移、侵袭

表2  瑞芬太尼对786-0组迁移、侵袭的影响(x±s,n=3)

组别 迁移细胞数(n) 侵袭细胞数(n) E-cadherin蛋白 N-cadherin蛋白

对照组 185.67±5.31 135.67±3.86 0.24±0.02 0.79±0.05
瑞芬太尼10

 

nmol/L组 147.00±4.08a 108.00±2.45a 0.46±0.04a 0.52±0.04a

瑞芬太尼20
 

nmol/L组 106.67±3.86ab 75.33±1.70ab 0.67±0.04ab 0.30±0.02ab

瑞芬太尼40
 

nmol/L组 72.00±2.94abc 43.33±1.25abc 0.86±0.05abc 0.14±0.01abc

F 425.685 757.526 140.639 207.370
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与瑞芬太尼10
 

nmol/L组比较;c:P<0.05,与瑞芬太尼20
 

nmol/L组比较。
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2.4 Linc00462能 逆 转 瑞 芬 太 尼 对786-0增 殖、迁

移、侵袭的影响

与对照组比较,瑞芬太尼组(40
 

nmol/L)786-0细

胞Linc00462表达水平、克隆形成数、侵袭数、迁移

数、N-cadherin蛋白表达水平显著降低(P<0.05),E-
cadherin蛋白表达水平、miR-2355-5p表达水平显著

增加(P<0.05);与对照组比较,pcDNA-Linc00462
组786-0细胞Linc00462表达水平、克隆形成数、侵袭

数、迁移数、N-cadherin蛋白表达水平显著升高(P<
0.05),E-cadherin蛋白表达水平、miR-2355-5p表达

水平显著降低(P<0.05);与瑞芬太尼组比较,瑞芬太

尼(40
 

nmol/L)+pcDNA-Linc00462组786-0细胞

Linc00462表达水平、克隆形成数、侵袭数、迁移数、N-
cadherin蛋白表达水平显著升高(P<0.05),E-cad-
herin蛋白表达水平、miR-2355-5p表达水平显著降低

(P<0.05)。见图4和表4。

表3  沉默Linc00462对786-0细胞克隆形成、迁移、侵袭及Linc00462及 miR-2355-5p表达的影响(x±s,n=3)

组别
Linc00462

基因

miR-2355-5p
基因

克隆形成数

(个)
迁移细胞数

(个)
侵袭细胞数

(个)
E-cadherin

蛋白

N-cadherin
蛋白

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 132.67±6.65 187.33±4.92 134.67±5.44 0.25±0.02 0.80±0.06
si-NC组 0.98±0.02 1.01±0.02 135.33±7.13 183.67±5.44 136.67±4.11 0.24±0.02 0.79±0.07
si-Linc00462组 0.13±0.01ab 4.73±0.12ab 46.00±0.82ab 51.33±1.70ab 34.33±0.94ab 0.94±0.05ab 0.05±0.01ab

F 4
 

439.400 2
 

812.642 242.844 953.165 650.598 439.182 193.640
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  *:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与si-NC组比较。

  A:克隆形成实验;B:Transwell实验;C:Western
 

blot。

图4  过表达Linc00462逆转瑞芬太尼对786-0克隆形成、迁移和侵袭的抑制作用

表4  过表达Linc00462逆转瑞芬太尼对786-0克隆形成、迁移、侵袭的抑制作用(x±s,n=3)

组别
Linc00462

基因

miR-2355-5p
基因

克隆形成数

(个)
迁移细胞数

(个)
侵袭细胞数

(个)
E-cadherin

蛋白

N-cadherin
蛋白

对照组 1.00±0.00 1.00±0.00 133.00±5.89 187.33±4.92 136.67±3.86 0.25±0.02 0.79±0.06
瑞芬太尼组 0.22±0.01a 3.99±0.20a 60.67±1.89a 72.00±4.08a 44.00±1.63a 0.86±0.06a 0.14±0.01a

pcDNA-Linc00462组 4.69±0.12a 0.12±0.01a 189.00±7.12a 263.67±6.13a 208.00±3.74a 0.08±0.01a 1.07±0.08a

瑞芬太尼+pcDNA-Linc00462组 0.84±0.04b 1.42±0.12b 124.00±5.10b 172.67±4.99b 118.00±2.94b 0.35±0.02b 0.67±0.04b

F 3
 

070.677 645.099 288.365 720.959 1
 

356.043 300.533 155.650
P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  a:P<0.05,与对照组比较;b:P<0.05,与瑞芬太尼组比较。
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2.5 Linc00462靶向miR-2355-5p
Starbase预测到miR-2355-5p是Linc00462的潜

在靶基因,miR-2355-5p与Linc00462之间的预测结

合区域见图5。进行双荧光素酶报告基因检测,miR-
2355-5p

 

mimics和wt-Linc00462共转染后相对荧光

素酶活性与 miR-2355-5p
 

mimics和 mut-Linc00462
共转染比较显著降低(P<0.05),见表5。

图5  Starbase预测Linc00462和 miR-2355-5p的靶向关系

表5  荧光素酶活性(x±s,n=3)

组别 wt-Linc00462 mut-Linc00462

miR-NC 0.95±0.08 1.01±0.09

miR-2355-5p
 

mimics 0.28±0.03a 1.03±0.12

t 13.582 0.231

P <0.001 0.829

  a:P<0.05,与miR-NC组比较。

3 讨  论

麻醉是手术治疗的重要组成部分,但手术过程中

麻醉药与癌细胞的接触可能直接影响癌细胞生物学

行为,甚至影响癌症的复发和转移。因此,探讨麻醉

药对RCC细胞生物学行为的影响对临床治疗 RCC
意义重大。

瑞芬太尼因其起效快、麻醉苏醒时间快、不良反

应发生率低、代谢可预测等优点在临床肿瘤切术中应

用广泛[8]。LU等[9]研究发现瑞芬太尼对宫颈癌根治

术患者的认知功能、T淋巴细胞和炎症因子的影响相

对较小。唐优仕等[10]、赵莉等[11]证实瑞芬太尼在体

外能抑制胰腺癌细胞、结肠癌细胞增殖,并促进其凋

亡。孟俊青[12]研究表明瑞芬太尼以剂量依赖方式诱

导肺癌细胞G2/M期周期阻滞和凋亡。可见,瑞芬太

尼对肿瘤细胞生物学行为具有重要影响。本研究以

10、20、40
 

nmol/L瑞芬太尼处理RCC细胞786-0,结
果表明786-0细胞活力、克隆能力、迁移和侵袭能力均

显著下降,且呈浓度依赖性,提示瑞芬太尼对RCC细

胞恶性表型具有抑制作用。E-cadherin和N-cadherin
参与细胞上皮间质转化(EMT)调控,N-cadherin表达

水平上调、E-cadherin表达缺失是肿瘤细胞侵润、转移

的重要机制,通过调控二者的表达情况可有效调节肿

瘤细胞迁移和侵袭行为[13]。本研究中瑞芬太尼处理

明显下调N-cadherin蛋白表达水平,上调E-cadherin
蛋白表达水平,这与瑞芬太尼的抗迁移、抗侵袭作用

相符和。以上研究表明瑞芬太尼对RCC细胞恶性生

物学行为具有抑制作用。
lncRNA通过在转录和转录后水平调控基因表

达,在细胞增殖、分化、凋亡和转移中具有关键作用,

与肿瘤发生、转移关系密切。Linc00462是长度为

1
 

023
 

nt的lncRNA,胰腺癌中Linc00462表达水平显

著上调,其表达水平与肿瘤大小、肿瘤分化、TNM 分

期和远处转移有关,过表达Linc00462显著抑制胰腺

癌细胞凋亡和黏附,促进胰腺癌细胞增殖、迁移、侵袭

和细胞周期过程[14]。Linc00462表达水平与肝癌患

者生存相关,Linc00462和其他4个lncRNA联合检

测 是 肝 癌 预 后 的 可 靠 标 志 物[15]。本 研 究 探 讨

Linc00462在 RCC 中 的 功 能,结 果 表 明 转 染 si-
Linc00462沉默Linc00462表达可明显抑制786-0细

胞克隆形成、迁移和侵袭能力,抑制 N-cadherin蛋白

表达,促 进 E-cadherin蛋 白 表 达,而 转 染 pcDNA-
Linc00462过表达Linc00462则增强786-0细胞克隆

形成、迁移和侵袭能力,提示Linc00462在RCC中表

现出肿瘤促进功能。同时,本研究发现瑞芬太尼处理

后786-0细胞中Linc00462表达水平以剂量依赖方式

降低,且瑞芬太尼与沉默Linc00462的抗癌效果类似,
提示瑞芬太尼可能通过下调Linc00462在RCC中发

挥抗癌功能。深入研究显示,过表达Linc00462还可

明显削弱瑞芬太尼对786-0细胞克隆形成、迁移和侵

袭的抑制作用,并改变N-cadherin和E-cadherin蛋白

表达水平。
多项研究证实lncRNA充当miRNA海绵作用是

其参与调控肿瘤进展的重要机制,例如lncRNA面生

殖发育不良基因5反义RNA1(FGD5-AS1)通过靶向

抑制 miR-5590-3p促进 RCC细胞增殖、迁移、EMT
和侵袭[16]。研究表明 miR-2355-5p在膀胱癌中表达

水平减少,过表达 miR-2355-5p能够抑制膀胱癌细胞

恶性表型[17]。miR-2355-5p可作为lncRNA
 

WD重

复和FYVE结构域蛋白3反义RNA2(WDFY3-AS2)
的靶基因,介导 WDFY3-AS2对食管鳞癌细胞增殖、
迁移的促进作用[18]。此外,lncRNA受体活性修饰蛋

白2-反义RNA(RAMP2-AS1)通过下调miR-2355-5p
表达促进血管生成[19]。本研究证实 miR-2355-5p是

Linc00462的 靶 基 因,且 miR-2355-5p的 表 达 受 到

Linc00462的负性调控。瑞芬太尼处理后 miR-2355-
5p表达上调,这与沉默Linc00462上调 miR-2355-5p
表达 的 作 用 一 致,提 示 瑞 芬 太 尼 可 能 通 过 调 控

Linc00462/miR-2355-5p通路对RCC具有抗癌作用。
然而,本研究仍存在不足之处,如敲低或过表达 miR-
2355-5p对RCC细胞生物学行为的影响仍需验证。

综上所述,本研究首次证实瑞芬太尼对RCC细

胞的增殖、迁移和侵袭具有抑制作用,其机制可能与

下调Linc00462/miR-2355-5p通路有关,这些发现为

瑞芬太尼在RCC治疗中的应用奠定了理论基础,为

RCC的基因治疗提供潜在有效靶点。
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