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盐酸罗哌卡因对低氧诱导的肺癌细胞生长和转移能力的影响*

赖晓红,杨承祥,刘洪珍,梁 桦,李露君,周桥灵,王汉兵
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  [摘要] 目的 探讨盐酸罗哌卡因对低氧诱导的肺癌细胞生长和转移能力的影响。方法 用培养板接种

人肺腺癌A549细胞,培养24
 

h后,按照随机数字表法分为5组:常氧组(N组)、低氧组(H组)、0.5
 

mmol/L盐

酸罗哌卡因联合低氧组(R1H)、1.0
 

mmol/L盐酸罗哌卡因联合低氧组(R2H)、2.0
 

mmol/L盐酸罗哌卡因联

合低氧组(R3H)分别处理A549细胞。采用CCK-8法检测各组细胞处理0、2、4、6
 

h后的增殖抑制率。采用流

式细胞仪检测各组细胞处理4
 

h的细胞凋亡率。采用Transwell法检测各组细胞处理4
 

h的侵袭和迁移能力。
采用 Western

 

blot法检测各组细胞处理4
 

h后的低氧诱导因子(HIF)-1α、RhoA和ROCK1蛋白表达水平。
结果 低氧促进A549细胞增殖和转移,抑制细胞凋亡(P<0.05)。盐酸罗哌卡因抑制低氧诱导的A549细胞

增殖、侵袭和迁移,促进细胞凋亡,HIF-1α、RhoA和ROCK1蛋白表达显著下调(P<0.05)。随着盐酸罗哌卡

因浓度的增加,R1H、R2H、R3H 组中 A549细胞的数量、侵袭和迁移细胞数依次降低
 

(P<0.05)。HIF-1α、
RhoA和ROCK1蛋白表达依次下调(P<0.05)。结论 盐酸罗哌卡因抑制低氧诱导肺癌细胞的增殖和转移,
促进细胞凋亡,此作用可能与调控HIF-1α有关。
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  [Abstract] Objective To
 

study
 

the
 

effect
 

of
 

ropivacaine
 

hydrochloride
 

on
 

the
 

growth
 

and
 

metastasis
 

a-
bility

 

of
 

lung
 

cancer
 

cells
 

induced
 

by
 

hypoxia.Methods The
 

human
 

lung
 

cancer
 

A549
 

cells
 

were
 

inoculated
 

in
 

the
 

culture
 

plates.
 

After
 

culturing
 

for
 

24
 

h,they
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

five
 

groups
 

according
 

to
 

the
 

random
 

number
 

table
 

method:
 

normoxic
 

group
 

(group
 

N),hypoxic
 

group
 

(group
 

H),0.5
 

mmol/L
 

ropivacaine
 

hydro-
chloride

 

combined
 

hypoxic
 

group(R1H),1.0
 

mmol/L
 

ropivacaine
 

hydrochloride
 

combined
 

hypoxic
 

group
 

(R2H)
 

and
 

2.0
 

mmol/L
 

ropivacaine
 

hydrochloride
 

combined
 

hypoxic
 

group
 

(R3H).Then
 

the
 

five
 

groups
 

were
 

treated
 

respectively.
 

The
 

proliferation
 

inhibition
 

rate
 

of
 

cells
 

in
 

each
 

group
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

at
 

0,
2,4,6

 

h
 

after
 

treatment.The
 

cellular
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

flow
 

cytometry
 

at
 

4
 

h
 

after
 

treatment.
 

The
 

cellular
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability
 

was
 

determined
 

by
 

adopting
 

the
 

Transwell
 

method
 

at
 

4
 

h
 

after
 

treatment.The
 

protein
 

expressions
 

of
 

HIF-1α,RhoA,ROCK1
 

in
 

each
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

Western
 

blot
 

method
 

at
 

4
 

h
 

after
 

treatment.Results Hypoxia
 

promoted
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

A549
 

cells,inhibited
 

the
 

apoptosis
 

of
 

A549
 

cells(P<0.05).Ropivacaine
 

hydrochloride
 

inhibited
 

the
 

prolifera-
tion,invasion

 

and
 

migration
 

of
 

hypoxia-induced
 

A549
 

cell,promoted
 

the
 

apoptosis
 

of
 

A549
 

cells,and
 

signifi-
cantly

 

down-regulated
 

the
 

protein
 

expressions
 

of
 

HIF-1α,RhoA
 

and
 

ROCK1
 

(P<0.05).The
 

cells
 

number,
invasion

 

and
 

the
 

migration
 

cells
 

number
 

in
 

the
 

R1H,R2H
 

and
 

R3H
 

groups
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

turn
 

with
 

ropivacaine
 

hydrochloride
 

concentration
 

increase
 

(P<0.05).The
 

protein
 

expressions
 

of
 

HIF-1α,RhoA
 

and
 

ROCK1
 

in
 

the
 

R1H,R2H
 

and
 

R3H
 

groups
 

were
 

down-regulated
 

in
 

turn
 

(P<0.05).Conclusion Ropiva-
caine

 

hydrochloride
 

inhibits
 

the
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

lung
 

cancer
 

cells
 

induced
 

by
 

hypoxia,promotes
 

the
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cellular
 

apoptosis.This
 

effect
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

HIF-1α.               
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cancer;HIF-1α;ropivacaine
 

hydrochloride

  肺癌已成为世界上发病率最高的癌症,具有预后

差、早期转移、病死率高的特点[1]。手术切除是治疗

肺癌的有效方法之一[2],但手术操作、应激和麻醉因

素通过刺激下丘脑垂体肾上腺轴(HPA)-交感神经轴

(SNS)会抑制机体的免疫功能,增强围术期肺癌细胞

的侵袭性,导致肿瘤复发和转移,给患者预后造成不

良的影响[3-4]。因此防治手术期间肺癌细胞生长和转

移有利于改善患者的转归。
低氧是实体肿瘤的基本特征,因氧供和氧需失衡

所致。越来越多的体外细胞研究发现,低氧可促进肿

瘤细胞的增殖、抑制肿瘤细胞凋亡,且可促进肿瘤细

胞生长和转移[5-6]。单肺通气(OLV)是肺癌切除术普

遍应用的一项麻醉技术。单肺通气期间,肿瘤侧肺由

于长时间处于无通气状态,导致通气/血流比值失调,
从而加剧肺癌组织的低氧状态,促进肺癌细胞发生转

移[7]。因此,防止肺癌手术期间低氧导致的肿瘤细胞

发生转移有利于降低术后患者肿瘤的转移和复发。
近期研究表明,局部麻醉药可抑制肿瘤转移、促

进肿瘤细胞凋亡[8]。盐酸罗哌卡因镇痛效果优良、作
用时间长、毒性小,是目前临床广泛应用的局部麻醉

药。肺癌手术创伤大、应激反应强、疼痛剧烈,临床上

常复合椎旁神经阻滞或硬膜外阻滞术后镇痛来减轻

围术期的创伤应激反应和术后疼痛,以期促进患者术

后恢复[9]。研究证实,盐酸罗哌卡因抑制肿瘤坏死因

子-α(TNF-α)诱导的 NCI-H838肺癌细胞转移[10]。
但盐酸罗哌卡因是否能抑制低氧诱导的肺癌细胞的

生长和转移能力尚不明确。因此,本文拟探讨盐酸罗

哌卡因对低氧诱导肺癌细胞的生长和转移能力的影

响。由于低氧诱导因子(HIF)-1α是调节肿瘤细胞适

应和耐受低氧环境的核心转录因子[11],本文还研究了

盐酸罗哌卡因对低氧诱导肺癌细胞的生长和转移的

影响是否与调控HIF-1α表达有关。
1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

人肺腺癌A549细胞(中国科学院上海细胞生物

医学研究所提供),盐酸罗哌卡因注射液(批号 NA-
ZL,AstraZeneca公 司,瑞 典),HIF-1α抗 体(货 号

ab1,Abcam公司,英国),RhoA
 

抗体(货号ab187027,
Abcam公司,英国),ROCK1抗体

 

(货号ab134181,
Abcam公司,英国),CCK-8溶液(Cat.No.C0037,碧
云天生物技术研究所,中国),10%胎牛血清(Hyclone
公司,美国),DMEM-高糖培养基(Hyclone公司,美
国),RPMI1640培养基(Hyclone公司,美国),PVDF
膜(Millipore公司,美国),Transwell小室(Corning
公司,美国),Matrigel胶(BD公司,美国),HRP标记

GAPDH内参(Abcam公司,美国)。
1.2 细胞培养及分组

将人肺腺癌 A549细胞放入含10%
 

胎牛血清

(FBS)的RPMI-1640培养液,每毫升含链霉素100
 

U
和青霉素100

 

U,于5%CO2、37
 

℃的培养箱中培养。
每隔2~3

 

d更换1次培养基,以胰蛋白酶-乙二胺四

乙酸(EDTA)消化传代。取对数生长期细胞进行实

验。低氧培养:将细胞放入密闭玻璃容器,通入94%
N2、5%CO2 和1%O2,维持37

 

℃。低氧后复氧:细胞

放回5%CO2 的培养箱。取对数生长期的A549细胞,
于培养板接种,接种24

 

h后进行实验。常氧组(N组)
细胞通入95%空气、5%CO2 混合气体,6

 

L/min,持续

4
 

h;低氧组(H组)通入94%N2、5%CO2 和1%O2,6
 

L/
min,持续4

 

h;盐酸罗哌卡因+低氧组(R1H组、R2H
组、R3H组)则分别加入0.5、1.0、2.0

 

mmol/L罗哌卡

因和94%N2、5%CO2 和1%O2,6
 

L/min,持续4
 

h。
1.3 CCK-8法检测细胞增殖

检测细胞增殖抑制率:A549细胞接种于96孔

板,每孔1×104 个/mL,接种24
 

h后,细胞分别经低

氧或盐酸罗哌卡因处理2、4、6
 

h,再将细胞置入于

CO2 培养箱孵育24
 

h。每组取3个培养孔。在每孔中

加入CCK-8溶液,继续培养4
 

h后,酶标仪读板,
CCK-8检测读取450

 

nm时各孔光吸收值(OD 值)。
计算细胞增殖抑制率(%)=(1-用药孔OD 值/对照

孔OD 值)×100%。
1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

检测细胞凋亡率:将细胞浓度为2×105/mL的

A549细胞接种于12孔的培养板,于每孔加入1
 

000
 

μL的细胞悬液。培养24
 

h后,细胞分别经低氧或盐

酸罗哌卡因处理4
 

h
 

后,置入条件为37
 

℃、5%CO2
的培养箱中培养24

 

h。每组取3个培养孔,取细胞离

心、收集悬浮细胞。用磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤细胞,
离心后收集细胞,用500

 

μL
 

的1×结合缓冲液重悬细

胞,加入磷脂结合蛋白V-荧光素1.25
 

μL,于24
 

℃避

光反应15
 

min,加入10
 

μL的碘化丙啶,染色5
 

min、4
 

℃避光5
 

min后,采用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
1.5 Transwell法检测细胞侵袭和迁移能力

检测细胞侵袭:A549细胞接种于24孔板,每孔

2×105 个,接种24
 

h后经低氧和盐酸罗哌卡因处理4
 

h。取 Matrigel胶,放在4
 

℃的冰箱中,溶解24
 

h。后

取50
 

μL铺在Transwell小室上、下室之间,即铺在聚

碳酸酯微孔膜(孔径为8
 

μm)上,于37
 

℃下放置30
 

min。细胞(每孔1×105 个)接种在上室,加入无血清

的RPMI1640培养基100
 

μL,下室加入含10%胎牛

血清的RPMI1640培养基600
 

μL,在37
 

℃下放置12
 

h。洗涤、消化细胞,用含0.2%BSA的无血清培养基

重悬后收集细胞,置于37
 

℃、5
 

%CO2 培养箱内培养

24
 

h。在室温下用甲醛固定,时间为15
 

min,去除固定

液,加入0.5%的结晶紫染液,于室温中作用10
 

min。用
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表1  5组人肺腺癌A549细胞增殖抑制率的比较(n=3,x±s,%)

组别 处理0
 

h 处理2
 

h 处理4
 

h 处理6
 

h
N组 0 0 0

   

0
H组 -0.59±0.08a -2.86±0.79a -6.94±0.33a -9.10±0.20a

R1H组 0.29±0.27b 15.17±0.64be 21.94±0.23bef 30.76±0.52befg

R2H组 0.44±0.16bc 21.75±1.45bce 32.21±0.53bcef 41.78±1.98bcefg

R3H组 0.65±0.12bcd 34.26±0.73bcde 42.45±1.09bcdef 51.53±0.53bcdefg

  a:P<0.05,与N组比较;b:P<0.05,与 H组比较;c:P<0.05,与R1H组比较;d:P<0.05,与R2H组比较;e:P<0.05,与相同浓度0
 

h比

较;f:P<0.05,与相同浓度2
 

h比较;g:P<0.05,与相同浓度4
 

h比较。

棉签擦去基质胶和上室未穿过膜的细胞,拍照并计数

穿过滤膜的细胞数。随机选取5个视野(×100),取
平均值。相同条件重复本实验3次,取平均值。检测

细胞迁移:实验与上述检测细胞侵袭能力实验基本一

致,但不使用 Matrigel胶。
1.6 Western

 

blot法检测 HIF-1α、RhoA和ROCK1
蛋白表达

检测蛋白的表达:A549细胞接种于6孔板,每孔

1×106 个,接种24
 

h后经低氧和盐酸罗哌卡因处理4
 

h,收集细胞,每组取3个培养孔。加入胰酶消化细

胞,离心10
 

min,除去培养液,用PBS洗涤,后加入细

胞裂解液100
 

μL,裂解细胞并离心5
 

min,收集上清

液。用BCA溶液测定总蛋白浓度。提取样品蛋白溶

液10
 

μg,用10%聚丙烯酰胺凝胶电泳,后冲洗。将蛋

白转至聚偏氟乙烯(PVDF)膜,用含5%脱脂奶粉的

TBST缓冲液(含0.1%Tween20)封闭抗原,后分别

加入抗 HIF-1α、抗RhoA抗体和抗ROCK1抗体,孵
育过夜,用TBST漂洗膜3次,每次漂洗15

 

min,加入

相应二抗[由辣根过氧物酶体(HRP)标记],避光孵育

1
 

h,后用 TBST 避光将膜漂洗3次,每次漂洗15
 

min,后放在暗盒中显影。扫描PVDF膜,将 HIF-1α、
RhoA和ROCK1的光密度值与GAPDH的光密度值

作对比,其比值反映 HIF-1α、RhoA和ROCK1蛋白

表达水平。相同条件下重复本实验3次,取平均值。
1.7 统计学处理

采用SPSS18.0统计学软件分析数据,计量资料

采用统计学处理表示。增殖抑制率比较采用两因素

析因设计的方差分析,单独效应分析采用单因素方差

分析,组间多重比较采用 LSD法(方差齐)或 Dun-
nett's

 

T3
 

法(方差不齐)分析,以P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 各组A549细胞增殖抑制率的比较

结果显示,与N组相比,H组细胞的增殖抑制率

明显降低(P<0.05)。与H组相比,盐酸罗哌卡因+
低氧组的增殖抑制率明显上升(P<0.05)。经析因分

析发现,不同盐酸罗哌卡因处理浓度的各组间增殖抑

制率的差异有统计学意义(P<0.05)。不同盐酸罗哌

卡因处理时间各组间增殖抑制率的差异有统计学意

义(P<0.05)。不同盐酸罗哌卡因处理浓度与罗哌卡

因处理时间这两个因素无交互效应(P>0.05)。各个

处理时间的 R2H、R3H 组增殖抑制率均高于 R1H

(P<0.05),其中R3H组增殖抑制率大于R2H组增

值抑制率(P<0.05);R1H、R2H、R3H组处理6
 

h的

增值抑制率大于处理4
 

h的增值抑制率大于处理2
 

h
的增殖抑制率(P<0.05),见表1。
2.2 各组 A549细胞凋亡率、侵袭力和迁移能力的

比较

结果显示,与N组相比,H组细胞的凋亡率明显

降低(P<0.05),侵袭力和迁移能力明显增加(P<
0.05)。与H组相比,盐酸罗哌卡因+低氧组的细胞

凋亡率明显上升(P<0.05),侵袭数和迁移数明显减

少(P<0.05)。随 着 盐 酸 罗 哌 卡 因 浓 度 的 升 高,
R1H、R2H和R3H 组的细胞凋亡率依次上升(P<
0.05),侵袭数和迁移数依次减少(P<0.05)。见

表2。
表2  5组人肺腺癌A549细胞凋亡率、侵袭细胞数和

   迁移细胞数的比较(x±s)

组别 凋亡率(%)
侵袭细胞数

(个/视野)
迁移细胞数

(个/视野)

N组 5.32±0.23  90±6  9±2

H组 1.14±0.11a  266±6a  74±5a

R1H组 28.53±0.84b  237±3b  54±4b

R2H组 42.46±1.96bc  215±13bc  38±3bc

R3H组 53.05±2.38bcd  155±7bcd  20±4bcd

  a:P<0.05,与 N组比较;b:P<0.05,与 H组比较;c:P<0.05,

与R1H组比较;d:P<0.05,与R2H组比较。

表3  5组人肺腺癌A549细胞 HIF-1α、RhoA和ROCK1
 蛋白表达的比较(n=3,x±s)

组别 HIF-1α RhoA ROCK1

N组 0.24±0.02 0.72±0.01 0.60±0.03

H组 1.31±0.11a 1.74±0.16a 1.82±0.24a

R1H组 1.01±0.06b 1.44±0.12b 1.38±0.11b

R2H组 0.64±0.02bc 1.02±0.07
 bc 0.91±0.08bc

R3H组 0.52±0.02bcd 0.65±0.04bcd 0.47±0.01bcd

  a:P<0.05,与 N组比较;b:P<0.05,与 H组比较;c:P<0.05,

与R1H组比较;d:P<0.05,与R2H组比较。

2.3 各组A549细胞HIF-1α、RhoA和ROCK1表达

的影响

Western
 

blot结果显示,与 N组相比,低氧处理

可显著上调HIF-1α、RhoA和ROCK1表达水平(P<
0.05)。与 H 组相比,盐酸罗哌卡因+低氧组 HIF-
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1α、RhoA和ROCK1表达水平明显下调(P<0.05)。
随着盐酸罗哌卡因浓度的升高,R1H、R2H 和 R3H
组HIF-1α、RhoA和ROCK1表达水平依次下调(P<
0.05)。见表3和图1。

图1  5组人肺腺癌A549细胞 HIF-1α、RhoA
和ROCK1蛋白表达图

3 讨  论

  低氧是肺癌、乳腺癌等实体肿瘤内环境的基本现

象,因肿瘤细胞的快速增殖与异常的血管结构所致,
在肿瘤转移的过程中起重要作用[12]。研究表明,低氧

微环境促进肿瘤的增殖、侵袭和迁移,抑制肿瘤细胞

的凋亡[13-14],且 与 肺 癌 转 移 及 其 不 良 预 后 息 息 相

关[15]。临床上,单肺通气是广泛用于肺癌手术的一项

技术,此技术导致通气/血流比值失调,加剧低氧,促
进肺癌的转移[7]。本研究发现,低氧促进肺癌细胞增

殖、侵袭和迁移,抑制细胞凋亡。本研究参照文献

[16]和预实验中盐酸罗哌卡因的作用浓度和时间,选
择盐酸罗哌卡因的浓度为0.5、1.0、2.0

 

mmol/L,时
间为4

 

h。结果表明,盐酸罗哌卡因可抑制低氧诱导

的肺癌细胞增殖;随着盐酸罗哌卡因浓度和作用时间

的增加,抑制细胞增殖的作用随之增强。同时,盐酸

罗哌卡因也可抑制低氧诱导的肺癌细胞发生侵袭和

迁移,促进细胞凋亡,且随着盐酸罗哌卡因浓度的增

加,这一作用也随之增强。
低氧可激活肿瘤细胞内一系列信号转导通路产

生应答反应,其中重要的产物之一是 HIF-1,因为它

常常在常氧细胞中迅速降解[17]。已证实,HIF-1在肿

瘤细胞的生长及转移的过程中发挥了重要的作用[18]。
HIF-1是由HIF-1α和 HIF-1β两个亚基组成的异二

聚体转录因子,其中 HIF-1α不仅在多种恶性肿瘤中

均高表达,而且是调节肿瘤细胞适应低氧环境的核心

转录因子,与肺癌、胃癌等恶性肿瘤发生增殖、凋亡、
血管再生、侵袭与转移息息相关[19]。本研究的结果表

明,在低氧状态下,HIF-1α蛋白水平明显升高,盐酸

罗哌卡因可显著下调低氧状态下细胞 HIF-1α的表

达,提示盐酸罗哌卡因抑制低氧诱导肺癌细胞增殖、
转移和促进细胞凋亡的作用可能与下调 HIF-1α蛋白

水平有关。
小G蛋白RhoA是Rho家族中最为关键的蛋白

之一,参与调节几种重要转录因子的表达,其中包括

低氧状态下对 HIF-1α的调节[20]。ROCK是其重要

的下游蛋白之一,包括具有高度同源性的ROCK1和

ROCK2,其中ROCK1高度表达于肺癌、肝癌等肿瘤

细胞[21]。RhoA和 ROCK1的高表达与肿瘤的进展

密切相关,RhoA/ROCK1信号转导通路激活后,通过

重建细胞骨架、改变细胞的黏附力等,促进肺癌、卵巢

癌、膀胱癌和神经胶质细胞瘤等肿瘤细胞的生长和转

移,提示RhoA/ROCK1
 

信号转导通路在肿瘤细胞的

生长和转移的过程中发挥着重要的作用[22-24]。目前

已有研究证实,低氧激活 RhoA/ROCK1信号通路,
可上调HIF-1α的表达[20,25]。同时研究显示,在低氧

状态下,RhoA/ROCK1信号通路激活后可上调 HIF-
1α的表达,抑制卵巢癌细胞的凋亡[26]。本研究的结

果表明,在低氧状态下,RhoA和ROCK1蛋白表达增

高,盐酸罗哌卡因可显著下调低氧状态下的RhoA和

ROCK1蛋白的表达,这与HIF-1α表达的变化是一致

的,表明盐酸罗哌卡因可抑制低氧诱导的肺癌细胞的

生长和转移,下调 HIF-1α、RhoA和ROCK1蛋白的

表达,从而提示盐酸罗哌卡因抑制肺癌细胞的生长和

转移可能与RhoA/ROCK1-
 

HIF-1α信号通路有关。
综上所述,盐酸罗哌卡因可抑制体外培养人肺腺

癌 A549细 胞 的 生 长 和 转 移,其 机 制 可 能 与 抑 制

RhoA/ROCK1-
 

HIF-1α信号转导通路有关。
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