
2 结  果

2.1 未穿孔组与穿孔组临床资料对比 两组CRP、
Hb、ALB 水 平 比 较,差 异 均 无 统 计 学 意 义(P >

0.05)。与未穿孔组相比,穿孔组 WBC、NEUT、PLT
明显升高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见表1。

表1  未穿孔组与穿孔组临床资料对比(x±s)

组别 n WBC(×109/L) NEUT(×109/L) PLT(×109/L) CRP(mg/L) Hb(g/L) ALB(g/L)

未穿孔组 89 14.16±4.23 12.05±3.64 251.46±65.52 25.46±3.47 134.05±10.24 43.52±4.41

穿孔组 43 19.31±5.41 15.64±4.17 278.15±70.68 26.62±3.65 133.84±10.63 43.12±4.39

t/χ2 -5.971 -5.061 -2.138 -1.770 0.109 0.489

P <0.001 <0.001 0.034 0.079 0.913 0.626

2.2 未穿孔组和穿孔组血清RANTES、IL-35水平

比较 与未穿孔组相比,穿孔组的RANTES水平明

显升高,IL-35水平明显降低,差异均有统计学意义

(P<0.05)。见表2。
表2  未穿孔组和穿孔组急性阑尾炎患儿血清RANTES、

   IL-35水平比较(x±s)

组别 n RANTES(μg/L) IL-35(pg/mL)

未穿孔组 89 1.62±0.47 15.85±5.13

穿孔组 43 2.41±0.55 8.93±1.45

t -8.554
 

8.664

P <0.001 <0.001

2.3 急性阑尾炎患儿血清RANTES、IL-35水平之

间的 相 关 性 Pearson相 关 分 析 结 果 显 示,血 清

RANTES水 平 与 IL-35 水 平 呈 负 相 关 性 (r=
-0.474,P<0.05)。
2.4 多因素Logistic回归分析急性阑尾炎患儿发生

阑尾穿孔的影响因素 以急性阑尾炎患儿是否发生

阑尾穿孔作为因变量(0=未发生,1=发生),以血清

RANTES、IL-35、WBC、NEUT、PLT为自变量(均为

连续性变量,原值代入),进行多因素Logistic回归分

析。结果显示,血清 RANTES水平、WBC、NEUT、

PLT升高是急性阑尾炎患儿发生阑尾穿孔的危险因

素(P<0.05),IL-35水平升高是急性阑尾炎患儿发

生阑尾穿孔的保护因素(P<0.05)。见表3。
表3  多因素Logistic回归分析急性阑尾炎患儿发生

   阑尾穿孔的影响因素

影响因素 B SE Waldχ2 P OR OR的95%CI

RANTES 0.933
 

0.364 6.569
 

0.010
 

2.542 1.245~5.188

IL-35 -0.772
 

0.332 5.410
 

0.020
 

0.462 0.241~0.886

WBC 1.293
 

0.545 5.632
 

0.018
 

3.645 1.253~10.607

NEUT 0.969
 

0.398 5.931
 

0.015
 

2.636 1.208~5.751

PLT 0.498
 

0.146 11.651
 

0.001
 

1.646 1.236~2.191

2.5 血清RANTES、IL-35对急性阑尾炎患儿阑尾

穿孔的诊断价值分析 以急性阑尾炎患儿是否发生

阑尾穿 孔 为 状 态 变 量(0=未 发 生,1=发 生),以
RANTES、IL-35为检验变量,绘制ROC曲线。结果

显示,血清RANTES、IL-35单独及联合诊断急性阑

尾炎患 儿 阑 尾 穿 孔 的 曲 线 下 面 积(AUC)分 别 为

0.852、0.870、0.937。血清 RANTES、IL-35联合诊

断急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的AUC优于RANTES、
IL-35单独诊断的 AUC(Z二者联合-RANTES=2.948,P=
0.003;Z二者联合-IL-35=2.087,P=0.037)。见表4。

表4  血清RANTES、IL-35对急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的诊断价值

项目 AUC 最佳截断值 AUC的95%CI 灵敏度(%) 特异性(%) 约登指数

RANTES 0.852
 

1.719
 

μg/L
 

0.779~0.907 95.30
 

65.20
 

0.605
 

IL-35 0.870
 

13.178
 

pg/mL 0.800~0.922 93.00
 

70.80
 

0.638
 

二者联合 0.937
 

— 0.898~0.980 88.37
 

93.26
 

0.816
 

  注:—表示无数据。

3 讨  论

急性阑尾炎是小儿腹部手术的最常见原因,尽管

医疗技术已经取得了进步,但对该病的诊断仍然较为

困难,延误诊断和治疗会增加患儿阑尾穿孔的风

险[13-14]。阑尾穿孔会提高患者术后病死率和住院

率[15-16]。因此,需要特异的生物标志物对急性阑尾炎

患儿是否发生阑尾穿孔进行诊断,这有助于提高儿童

急性阑尾炎伴穿孔的诊断准确性,为临床提供新的诊

断方法,从而改善患儿的治疗效果和预后。

RANTES属CC亚族成员中的一员,是由激活的

T淋巴细胞分泌的一种趋化因子,可结合趋化因子受

体,诱导白细胞向病变处迁移,分泌炎症递质,促进炎

症反应[17-18]。桑云华等[19]研究表明,减少结肠黏膜趋

化因子RANTES的表达,对急性期结肠炎小鼠有治
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疗作用。在本研究中,与未穿孔组相比,穿孔组的

RANTES水平明显升高,提示了RANTES与急性阑

尾炎患儿发生阑尾穿孔有关,且其高表达会对患儿产

生不利的影响。分析原因为急性阑尾炎发生阑尾穿

孔后会促进炎症反应,使巨噬细胞穿过血管内皮,激
活T淋巴细胞进而分泌RANTES[20-21]。此外,本研

究中血清RANTES诊断急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的

AUC为0.852,提示血清RANTES可能是诊断急性

阑尾炎患儿阑尾穿孔的潜在生物标志物,当血清

RANTES水平>1.719
 

μg/L时,应重点关注并及时

治疗。
IL-35主要由调节性T淋巴细胞分泌,具有抗炎

的作 用,对 机 体 起 一 定 的 保 护 作 用[22-23]。WANG
等[24]研究发现,在结肠炎小鼠模型中,IL-35具有多

种抗炎作用,可以通过减少巨噬细胞、CD4+T淋巴细

胞和CD8+T淋巴细胞的浸润,增加调节性T淋巴细

胞的浸润,调节炎症反应,进而减慢结肠炎小鼠的病

情进展。唐文静等[25]的研究表明,与健康对照组比

较,溃疡性结肠炎组血清IL-35水平降低。在本研究

中,与未穿孔组相比,穿孔组IL-35水平降低,提示了

血清IL-35与急性阑尾炎患儿是否阑尾穿孔有关,且
其低表达会增加急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的风险。
另外,本研究中血清IL-35诊断急性阑尾炎患儿阑尾

穿孔发生的AUC为0.870,提示血清IL-35可能是诊

断急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的辅助指标,当血清IL-
35水平<13.178

 

pg/mL时,应及时制订诊疗方案,防
止急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的发生及病情进一步

恶化。
本研究Pearson相关分析结果可知,血清RAN-

TES水平与IL-35水平呈负相关,说明二者共同参与

急性阑尾炎患儿阑尾穿孔的发生。多因素Logistic
回归 分 析 结 果 显 示,血 清 RANTES 水 平、WBC、
NEUT、PLT升高是急性阑尾炎患儿发生阑尾穿孔的

危险因素,血清IL-35水平升高是急性阑尾炎患儿发

生阑尾穿孔的保护因素。这说明血清RANTES高表

达与IL-35低表达可能增加急性阑尾炎患儿阑尾穿孔

的发生风险。血清RANTES、IL-35联合诊断急性阑

尾炎患儿阑尾穿孔的 AUC最高,优于血清 RAN-
TES、IL-35单独诊断,提示了 RANTES、IL-35联合

检测对急性阑尾炎患儿阑尾穿孔有一定的辅助诊断

价值,为患儿的早期诊断和及时治疗带来了契机。
综上所述,急性阑尾炎患儿血清RANTES水平

升高及IL-35水平降低与阑尾穿孔的发生有关,二者

联合诊断阑尾穿孔的效能更好,可作为临床辅助诊断

阑尾穿孔的潜在标志物。但RANTES、IL-35在急性

阑尾炎患儿阑尾穿孔中的影响机制还尚未明确,后期

将设计实验进行论证。
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罗哌卡因抑制膀胱癌J82细胞增殖、迁移及侵袭的分子机制研究*
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  摘 要:目的 探讨罗哌卡因对人膀胱癌J82细胞增殖、迁移和侵袭的影响及对c-Jun氨基末端激酶

(JNK)信号通路的调控作用。方法 体外培养人膀胱癌J82细胞,该研究分为预实验和正式实验两个部分。预

实验分组:对照组(不进行干预),低、中、高浓度罗哌卡因组(200、400、800
 

μmol/L罗哌卡因);正式实验分组:
对照组、罗哌卡因组(有显著作用浓度的罗哌卡因)、阳性药物组(100

 

nmol/L紫杉醇)、抑制剂组(罗哌卡因+20
 

μmol/L
 

JNK信号通路抑制剂SP600125)和激活剂组(罗哌卡因+1
 

μg/mL
 

JNK信号通路激活剂茴香霉素),
干预24

 

h。分别采用细胞计数试剂盒-8(CCK-8)法、5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶核苷(EdU)、划痕法、Transwell小

室法、蛋白免疫印迹法检测细胞活力、增殖率、迁移率、侵袭细胞数、上皮间质转化(EMT)及JNK通路相关蛋白

水平。结果 预实验中,与对照组比较,高浓度罗哌卡因组细胞活力明显降低(P<0.05),以高浓度罗哌卡因

(800
 

μmol/L)进行正式实验。正式实验中,罗哌卡因组和阳性药物组细胞增殖率、迁移率、侵袭细胞数,以及

N-钙黏蛋白(N-cadherin)、波形蛋白(Vimentin)、纤维粘连蛋白(FN)和磷酸化(p)-JNK表达水平较对照组降低

(P<0.05),E-钙黏蛋白(E-cadherin)表达水平较对照组升高(P<0.05)。与罗哌卡因组相比,抑制剂组细胞增

殖率、迁移率、侵袭细胞数,以及N-cadherin、Vimentin、FN和p-JNK表达水平降低(P<0.05),E-cadherin表

达水平升高(P<0.05),而激活剂组上述指标趋势则正好相反(P<0.05)。结论 罗哌卡因可能通过阻断JNK
信号通路活化抑制人膀胱癌J82细胞增殖、迁移、侵袭和EMT进程。

关键词:膀胱癌; 罗哌卡因; 人膀胱癌J82细胞; c-Jun氨基末端激酶信号通路; 增殖; 迁移; 侵

袭; 上皮间质转化
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

ropivacaine
 

on
 

the
 

proliferation,migration
 

and
 

invasion
 

of
 

human
 

bladder
 

cancer
 

J82
 

cells,as
 

well
 

as
 

its
 

regulatory
 

effects
 

on
 

the
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)
 

sig-
naling

 

pathway.Methods Human
 

bladder
 

cancer
 

J82
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro
 

and
 

the
 

experiment
 

of
 

this
 

study
 

was
 

divided
 

into
 

two
 

parts:the
 

preliminary
 

experiment
 

and
 

the
 

formal
 

experiment.In
 

the
 

preliminary
 

experiment,the
 

groups
 

were
 

as
 

follows:control
 

group
 

(without
 

intervention),and
 

low,medium,high
 

concen-
trations

 

of
 

ropivacaine
 

groups
 

(200,400,800
 

μmol/L
 

ropivacaine).In
 

the
 

formal
 

experiment,the
 

groups
 

in-
cluded:control

 

group,ropivacaine
 

group
 

(ropivacaine
 

at
 

the
 

concentration
 

with
 

significant
 

effects),positive
 

drug
 

group
 

(100
 

nmol/L
 

paclitaxel),inhibitor
 

group
 

(ropivacaine
 

+
 

20
 

μmol/L
 

JNK
 

signaling
 

pathway
 

inhib-
itor

 

SP600125),and
 

activator
 

group
 

(ropivacaine
 

+
 

1
 

μg/mL
 

JNK
 

signaling
 

pathway
 

activator
 

fennel
 

myco-
toxin),with

 

interventions
 

lasting
 

24
 

h.Cell
 

viability,proliferation
 

rate,migration
 

rate,number
 

of
 

invasive
 

cells,levels
 

of
 

epithelial-mesenchymal
 

transition
 

(EMT)
 

proteins
 

and
 

JNK
 

signaling
 

pathway-related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

cell
 

counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

assay,5-ethynyl-2'-deoxyuridine
 

(EdU)
 

assay,wound
 

healing
 

assay,Transwell
 

chamber
 

assay
 

and
 

Western
 

blot.Results In
 

the
 

preliminary
 

experiment,compared
 

with
 

the
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control
 

group,the
 

cell
 

viability
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

high
 

concentration
 

of
 

ropivacaine
 

group
 

(P<
0.05).Therefore,the

 

formal
 

experiment
 

was
 

conducted
 

with
 

high
 

concentration
 

ropivacaine
 

(800
 

μmol/L).In
 

the
 

formal
 

experiment,the
 

cell
 

proliferation
 

rate,migration
 

rate,invasion
 

cell
 

number
 

and
 

N-cadherin,Vimen-
tin,fibronectin

 

(FN),phosphorylated
 

(p)
 

-JNK
 

expression
 

levels
 

in
 

ropivacaine
 

group
 

and
 

positive
 

drug
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

protein
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

ropivacaine
 

group,the
 

inhibitor
 

group
 

showed
 

decreased
 

cell
 

proliferation
 

rates,migration
 

rate,invasion
 

cell
 

counts,and
 

lower
 

expression
 

levels
 

of
 

N-
cadherin,vimentin,FN

 

and
 

p-JNK
 

(P<0.05),with
 

an
 

increased
 

expression
 

level
 

of
 

E-cadherin
 

(P<0.05).In
 

contrast,the
 

activator
 

group
 

showed
 

the
 

opposite
 

trends
 

in
 

these
 

indicators
 

(P<0.05).Conclusion Ropiva-
caine

 

may
 

inhibit
 

the
 

proliferation,migration,invasion
 

and
 

EMT
 

process
 

of
 

human
 

bladder
 

cancer
 

J82
 

cells
 

by
 

blocking
 

the
 

activation
 

of
 

JNK
 

signaling
 

pathway.
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  膀胱癌是发生于泌尿系统的常见恶性肿瘤,受遗

传、环境、饮食、基因等多种因素的影响。目前,膀胱

癌的治疗仍以手术切除和放化疗为主。由于膀胱癌

细胞具有生物侵袭性和特异性放化疗耐药性,治疗后

易转移和复发[1-2]。因此,寻找新的治疗方案和开发

新型药物来改善膀胱癌患者的治疗效果意义重大。
罗哌卡因为临床麻醉药,研究发现其也参与肿瘤的发

生、发展[3]。ZHANG等[4]报道罗哌卡因通过抑制胰

岛素样生长因子1受体/磷脂酰肌醇3-激酶/蛋白激

酶B/哺 乳 动 物 雷 帕 霉 素 靶 蛋 白 (IGF-1R/PI3K/
AKT/mTOR)信号通路活性抑制肝癌细胞的恶性生

物学行为。QIAO等[5]报道罗哌卡因可抑制膀胱癌

细胞增殖、诱导其自噬和凋亡,但罗哌卡因对人膀胱

癌细胞的作用机制尚不十分清楚。c-Jun氨基末端激

酶(JNK)在细胞增殖、转移、上皮间质转化(EMT)等
生物过程中起着至关重要的调控作用[6]。ZHU等[7]

研究发现重组人半乳糖凝集素1(Galectin-1)通过激

活丝裂原活化蛋白激酶/JNK/应激激活的蛋白激酶

p38信号通路诱导人卵巢癌细胞的转移及EMT进

程。夏夏等[8]报道罗哌卡因可通过抑制JNK信号通

路活性对细胞生长、迁移与侵袭起抑制作用。罗哌卡

因通过JNK信号通路是否能对人膀胱癌J82细胞的

生物学行为产生影响目前尚不清楚。基于此,本研究

探讨罗哌卡因通过JNK信号通路对人膀胱癌细胞增

殖、迁移、侵袭以及EMT的影响,以期为膀胱癌的治

疗提供新的方向。
1 材料与方法

1.1 材料 人膀胱癌J82细胞株购自通派(上海)生
物科技有限公司。
1.2 仪器与试剂 主要仪器包括二氧化碳培养箱

(上海慕斯实验设备有限公司,型号160L)、倒置荧光

显微镜(上海豫光仪器有限公司,型号:WMF-3690)、
凝胶成像系统(广州科适特科学仪器有限公司,型号:
GD-1000)。主要药品与试剂包括紫杉醇、罗哌卡因

(上 海 致 备 生 物 有 限 公 司)、JNK 通 路 抑 制 剂

SP600125、JNK通路激活剂茴香霉素(上海源叶生物

有限公司)、细胞计数试剂盒-8(CCK-8,上海致备生物

有限公司)、5-乙炔基-2'脱氧尿嘧啶核苷(EdU)细胞

增殖检测试剂盒(北京索莱宝生物有限公司)、鼠抗人

一抗[包 括 波 形 蛋 白 (Vimentin)、纤 维 粘 连 蛋 白

(FN)、N-钙黏蛋白(N-cadherin)、E-钙黏蛋白(E-cad-
herin)、JNK、磷酸化(p)-JNK、β-actin]、山羊抗鼠免疫

球蛋白G(IgG,辣根过氧化物酶标记二抗,美国CST
公司)。
1.3 方法

1.3.1 人膀胱癌J82细胞培养 人膀胱癌J82细胞

接种于DMEM培养液[含10%胎牛血清(FBS)]中培

养(37
 

℃,5%CO2),70%~80%湿度培养箱中培养,
换液间隔天数:2~3

 

d。传代(密度达80%)后用于研

究(对数期细胞)。
1.3.2 分组及给药 本研究分为预实验和正式实

验。预实验分组包括对照组和低、中、高浓度罗哌卡

因组。对照组不进行干预,低、中、高浓度罗哌卡因组

依次加入200、400、800
 

μmol/L罗哌卡因,干预24
 

h。
设置空白组(只添加培养液)。根据预实验结果选择

有显著作用浓度的罗哌卡因进行正式实验。正式实

验:对照组、罗哌卡因组、阳性药物组、抑制剂组和激

活剂组;对照组不进行干预,罗哌卡因组根据预实验

结果添加有显著作用浓度的罗哌卡因,阳性药物组加

入100
 

nmol/L紫杉醇[9],抑制剂组在罗哌卡因基础

上 加 入 20
 

μmol/L
 

JNK 信 号 通 路 抑 制 剂

SP600125[10],激活剂组在罗哌卡因基础上加1
 

μg/
mL

 

JNK信号通路激活剂茴香霉素[11],干预24
 

h。每

组设3次重复,置于培养箱中,37
 

℃,5%CO2 条件下

培养24
 

h后进行各项指标测定。
1.3.3 J82细胞活力 取培养24

 

h的细胞,参照

CCK-8试剂盒说明书进行操作,反应完成后,检测各

孔吸光度(A)值(450
 

nm处),计算细胞活力。细胞活

力(%)=(低、中、高浓度罗哌卡因组A值-空白组A
值)/(对照组A值-空白组A值)×100%。
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