
1.3.4 J82细胞增殖率 取培养24
 

h的细胞,具体

步骤参照EdU 细胞增殖检测试剂盒说明书操作处

理,处理完成后装片,拍照(荧光显微镜),处理图片

(Image-J
 

1.8.0软件)。红色细胞占蓝色细胞的百分

比即为增殖率。
1.3.5 J82 细 胞 侵 袭 数  将 基 质 胶 稀 释 为 1

 

mg/mL,吸取80
 

μL加入小室中,置37
 

℃,5%CO2
条件下培养5

 

h,将细胞悬液(200
 

μL)加至Transwell
上室,在下室中加入培养液(含10%

 

FBS)600
 

μL,并
进行24

 

h培养后弃上清液。将小室表面的细胞擦去,
清洗3次,固定30

 

min(4%甲醇),染色10
 

min后清

洗3次,在显微镜下进行观察并拍照,计算侵袭细胞

数(小室下表面紫色细胞数量),用Image-J图像分析

软件处理。
1.3.6 J82细胞迁移率 取24

 

h的细胞,调整密度

(2×105 个/mL),待培养的细胞密度达到90%后,进
行划痕实验,置于培养箱中,37

 

℃,5%CO2 条件下培

养24
 

h后放置显微镜下,于0
 

h(S0)和24
 

h(S24)进行

拍照记录。细胞迁移率=(S0 时划痕宽度或面积-
S24 时划痕宽度或面积)/S24 时划痕宽度或面积×
100%。
1.3.7 蛋白免疫印迹(Wb)法检测J82细胞EMT和

JNK信号通路相关蛋白表达水平 干预后提取蛋白,
定量并上样,进行凝胶电泳。转膜,利用脱脂牛奶法

进行膜封闭,接着加入一抗(FN、N-cadherin、Vimen-
tin、E-cadherin、JNK、p-JNK及β-actin),4

 

℃温育过

夜,加入山羊抗鼠IgG的抗体稀释液,室温温育2
 

h,

最后加入BCIP/NBT染色工作液,室温避光温育30
 

min或更长时间,最后在凝胶成像系统中进行图片采

集。蛋白灰度用Image-J图像分析软件处理,内参为

β-actin,计算目的蛋白相对表达量。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行统

计分析。计量资料均符合正态分布,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

Dunnett's
 

t检验。作图软件为GraphPad
 

Prism
 

8.0。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 罗哌卡因干预J82细胞作用浓度的筛选 对照

组和低、中、高浓度罗哌卡因组的细胞活力分别为

(100.00±2.78)%、(87.01±4.04)%、(81.76±
3.85)%、(65.55±4.25)%,4组比较,差异有统计学

意义(F=42.840,P<0.05);高浓度罗哌卡因组细胞

活力低于对照组、低浓度罗哌卡因组和中浓度罗哌卡

因组,差异均有统计学意义(P<0.05),最终选择高浓

度罗哌卡因组(800
 

μmol/L)进行正式实验。
2.2 罗哌卡因对J82细胞增殖率的影响 对照组、
罗派卡因组、阳性药物组、抑制剂组、激活剂组的细胞

增殖率分别为(36.73±0.94)%、(28.37±2.29)%、
(23.68±1.07)%、(14.44±1.48)%、(35.81±
0.94)%,5组比较,差异有统计学意义(F=463.081,
P<0.05)。与对照组比较,罗哌卡因组和阳性药物组

细胞增殖率下降(P<0.05);与罗哌卡因组比较,抑制

剂组细胞增殖率下降(P<0.05),激活剂组细胞增殖

率明显上升(P<0.05)。见图1。

图1  EdU法检测罗哌卡因对J82细胞增殖率的影响(20×)

2.3 罗哌卡因对J82细胞侵袭数的影响 对照组、
罗派卡因组、阳性药物组、抑制剂组、激活剂组的细胞

侵袭数分别为(138.00±6.56)、(72.67±5.51)、
(55.33±3.21)、(42.00±6.24)、(107.67±5.13)个,
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5组比较,差异有统计学意义(F=390.984,P<0.
05);与对照组比较,罗哌卡因组和阳性药物组细胞侵

袭数下降(P<0.05);与罗哌卡因组比较,抑制剂组细

胞侵袭数下降(P<0.05),激活剂组上升(P<0.05)。
见图2。

图2  Transwell小室法测定罗哌卡因对J82细胞侵袭数的影响(20×)

2.4 罗哌卡因对J82细胞迁移率的影响 对照组、
罗派卡因组、阳性药物组、抑制剂组、激活剂组的细胞

迁移率分别为(24.78±0.68)%、(17.85±0.79)%、
(14.84±0.95)%、(7.88±2.06)%、(23.21±
0.62)%,5组比较,差异有统计学意义(F=327.456,

P<0.05)。罗哌卡因组和阳性药物组迁移率较对照

组降低(P<0.05);抑制剂组迁移率较罗哌卡因组下

降(P<0.05),激活剂组迁移率较罗哌卡因组升高

(P<0.05)。见图3。

图3  划痕法测定罗哌卡因对J82细胞迁移率的影响(4×)

2.5 罗哌卡因对J82细胞EMT相关蛋白表达水平

的影响 与对照组相比,罗哌卡因组和阳性药物组E-
cadherin表达水平升高(P<0.05),N-cadherin、Vim-
entin、FN表达水平降低(P<0.05);与罗哌卡因组相

比,抑制剂组E-cadherin表达水平升高(P<0.05),

N-cadherin、Vimentin、FN表达水平降低(P<0.05)。
与罗哌卡因组相比,激活剂组E-cadherin表达水平降

低(P<0.05),N-cadherin、Vimentin、FN表达水平升

高(P<0.05)。见图4、表1。

图4  Wb法检测罗哌卡因对J82细胞EMT相关蛋白

表达水平的影响

表1  各组J82细胞EMT相关蛋白表达水平

   比较(n=3,x±s)

组别 E-cadherin N-cadherin Vimentin FN

对照组 0.44±0.01 0.86±0.04 0.61±0.01 0.28±0.07

罗派卡因组 0.54±0.04a 0.69±0.04a 0.52±0.01a 0.27±0.02a

阳性药物组 0.59±0.03a 0.66±0.08a 0.36±0.02a 0.22±0.01a

抑制剂组 0.66±0.03b 0.62±0.02b 0.23±0.01b 0.12±0.01b

激活剂组 0.43±0.04b 0.86±0.02b 0.63±0.02b 0.12±0.01b

F 262.422 237.164 1
 

336.119 50.912

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与罗派卡因组相比,bP<0.05。

2.6 罗哌卡因对J82细胞JNK通路相关蛋白表达水
平的影响 与对照组相比,罗哌卡因组和阳性药物组

p-JNK表达水平降低(P<0.05);与罗哌卡因组相
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比,抑制剂组p-JNK表达水平明显下降(P<0.05),
激活剂组p-JNK表达水平明显上升(P<0.05)。各

组JNK表达水平比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。见图5、表2。

图5  Wb法检测罗哌卡因对J82细胞JNK通路相关蛋白

表达水平的影响

表2  各组J82细胞JNK、p-JNK表达水平比较

   (n=3,x±s)

组别 JNK p-JNK

对照组 1.01±0.05 0.57±0.02

罗派卡因组 0.97±0.04 0.46±0.02a

阳性药物组 0.95±0.02 0.44±0.03a

抑制剂组 0.96±0.02 0.34±0.03b

激活剂组 0.96±0.03 0.55±0.04b

F 1.227 255.280

P 0.355 <0.001

  注:与对照组相比,aP<0.05;与罗派卡因组相比,bP<0.05。

3 讨  论

膀胱癌是泌尿系统中发病率较高的恶性肿瘤,分
为非肌层浸润性膀胱癌和肌层浸润性膀胱癌。手术

是目前膀胱癌最主要的治疗方式。但肌层浸润性膀

胱癌手术后易复发、转移且预后不良,因此,需要新的

治疗方式和治疗药物解决这一问题[12]。罗哌卡因是

一种通过抑制神经细胞钠离子通道,阻断神经兴奋与

传导的长效酰胺类局部麻醉药[13]。近年来罗哌卡因

被报道对多种癌症具有抗癌作用。孙全鹏等[14]研究

发现,罗哌卡因可对人肝癌细胞系 Hep3B迁移和侵

袭起到一定抑制作用。李福祥等[15]报道罗哌卡因可

抑制子宫内膜癌细胞的增殖、迁移。而罗哌卡因对膀

胱癌的治疗鲜有报道。本研究发现,与对照组相比,
高浓 度 罗 哌 卡 因 组 细 胞 活 力 明 显 降 低,提 示800

 

μmol/L罗哌卡因能降低J82细胞活力。因此,本研

究选择800
 

μmol/L罗哌卡因进行后续的实验。正式

实验中,罗哌卡因组细胞增殖率、迁移率和侵袭数较

对照组明显降低,提示罗哌卡因能抑制J82细胞的增

殖、迁移和侵袭,有良好的医学应用前景。
EMT是肿瘤微环境调控癌细胞转移最重要的机

制,上皮性标志物E-cadherin的下调和间质性标志物

Vimentin的上调是EMT最主要的表现[16-17]。胡艺

还等[18]研究发现,木犀草素能够对膀胱癌细胞的转移

及EMT进程起抑制作用。另有曹芹等[19]报道,罗哌

卡因可抑制胃癌细胞的增殖、迁移、侵袭及EMT。但

是罗哌卡因对人膀胱癌J82细胞的EMT机制很少被

报道。本研究发现,与对照组比较,罗哌卡因组 E-
cadherin表达水平升高,N-cadherin、Vimentin、FN表

达水平降低,预示罗哌卡因对EMT进程起到了抑制

作用。
JNK信号通路在生理环境下位于细胞质,被外界

环境刺激后,进入细胞核参与细胞的增殖、分化、形态

维持、细胞凋亡及转移等多种细胞生物学过程。JNK
在膀胱癌中的生物学反应是很多学者研究的热点。
NI等[20]报道敲除TRPM7能抑制JNK信号通路激

活进而抑制膀胱癌细胞的迁移和侵袭。吴铁林等[21]

研究发现常春藤皂苷元通过调控JNK信号通路抑制

膀胱癌细胞增殖。ZHANG等[22]研究发现罗哌卡因

抑制食管癌细胞的增殖、迁移是通过抑制JNK信号

通路的活性发挥作用的。但关于罗哌卡因调控JNK
信号通路对膀胱癌的作用机制鲜有报道。本研究发

现,与对照组相比,罗哌卡因组JNK相关蛋白p-JNK
表达水平明显降低,说明罗哌卡因可抑制J82细胞内

JNK信号通路活性;与罗哌卡因组相比,抑制剂组在

罗哌卡因的基础上加20
 

μmol/L
 

JNK信号通路抑制

剂SP600125后,增殖率、迁移率、侵袭数,以及EMT
相关蛋白、p-JNK表达水平降低,激活剂组在罗哌卡

因的基础上加1
 

μg/mL
 

JNK信号通路激活剂茴香霉

素后,明显逆转了以上指标的趋势,验证了罗哌卡因

可通过阻断JNK信号通路激活抑制J82细胞的恶性

行为。
综上所述,罗哌卡因可能通过抑制JNK信号通

路激活阻碍人膀胱癌J82细胞的增殖、迁移、侵袭及

EMT进程。本研究揭示了罗哌卡因对人膀胱癌J82
细胞的作用,能够为临床膀胱癌的治疗提供一定的理

论基础,但膀胱癌的生物学行为是否还存在其他通路

有待进一步研究。
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血清IP-10、SOCS1联合T-SPOT.TB对肺结核的诊断价值*

黎彧利,郭 鹰,杨 蓉,高英英△

重庆市巴南区人民医院检验科,重庆
 

401320

  摘 要:目的 探讨γ-干扰素诱导蛋白10(IP-10)、细胞因子信号转导抑制物1(SOCS1)在肺结核(PTB)患

者血清中的表达,以 及IP-10、SOCS1联 合 结 核 感 染 T细 胞 斑 点 试 验(T-SPOT.TB)对PTB的 诊 断 价 值。
方法 收集2020年1月至2023年2月在该院治疗的96例PTB患者作为PTB组,另选取同期该院收治的与

PTB患者临床资料基本一致的其他肺部疾病患者96例作为对照组。比较两组血清IP-10和SOCS1水平。采

用受试者工作特征(ROC)曲线分析血清IP-10、SOCS1对PTB的诊断效能。采用四格表法分析血清IP-10、
SOCS1联合T-SPOT.TB对PTB的诊断价值。结果 与对照组相比,PTB组血清IP-10水平明显升高(P<
0.05),SOCS1水平明显降低(P<0.05)。四格表法分析结果显示,血清IP-10、SOCS1联合T-SPOT.TB诊断

PTB的准确率为92.71%,灵敏度为95.83%,特异度为89.58%。其中3项联合诊断的特异度高于IP-10、
SOCS1单独 诊 断 (P<0.05),准 确 率 和 灵 敏 度 高 于 T-SPOT.TB、IP-10、SOCS1单 独 诊 断 (P<0.05)。
结论 PTB患者血清IP-10水平明显升高,SOCS1水平明显降低,血清IP-10、SOCS1联合 T-SPOT.TB对

PTB具有较高的诊断价值。
关键词:γ-干扰素诱导蛋白10; 细胞因子信号转导抑制物1; 结核感染T细胞斑点试验; 肺结核; 

诊断价值
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Diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

IP-10
 

and
 

SOCS1
 

combined
 

with
 

T-SPOT.TB
 

for
 

pulmonary
 

tuberculosis*
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

γ-interferon-induced
 

protein
 

10
 

(IP-10)
 

and
 

sup-
pressor

 

of
 

cytokine
 

signaling
 

1
 

(SOCS1)
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

(PTB),and
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

IP-10,SOCS1
 

combined
 

with
 

the
 

tuberculosis-specific
 

T-cell
 

spot
 

test(T-SPOT.TB)
 

for
 

PTB.Methods A
 

total
 

of
 

96
 

patients
 

with
 

PTB
 

treated
 

at
 

the
 

hospital
 

from
 

January
 

2020
 

to
 

February
 

2023
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

PTB
 

group.Simultaneously,96
 

patients
 

with
 

other
 

pulmonary
 

diseases,whose
 

clinical
 

da-
ta

 

were
 

similar
 

to
 

those
 

of
 

the
 

PTB
 

patients
 

in
 

the
 

hospital,were
 

chosen
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

se-
rum

 

IP-10
 

and
 

SOCS1
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

serum
 

IP-10
 

and
 

SOCS1
 

for
 

PTB.The
 

diagnostic
 

value
 

of
 

combi-
ning

 

serum
 

IP-10,SOCS1
 

and
 

T-SPOT.TB
 

for
 

PTB
 

was
 

evaluated
 

by
 

a
 

contingency
 

table
 

analysis.Results Com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

level
 

of
 

serum
 

IP-10
 

in
 

the
 

PTB
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

(P<0.05);
the

 

level
 

of
 

SOCS1
 

was
 

significantly
 

lower
 

(P<0.05).The
 

contingency
 

table
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

combi-
nation

 

of
 

serum
 

IP-10,SOCS1
 

and
 

T-SPOT.TB
 

for
 

diagnosing
 

PTB
 

had
 

an
 

accuracy
 

of
 

92.71%,sensitivity
 

of
 

95.83%
 

and
 

specificity
 

of
 

89.58%.The
 

specificity
 

of
 

the
 

combined
 

diagnosis
 

of
 

IP-10,SOCS1
 

and
 

T-SPOT.
TB

 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

IP-10
 

or
 

SOCS1
 

alone
 

(P<0.05),and
 

the
 

accuracy
 

and
 

sensitivity
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

T-SPOT.TB,IP-10
 

or
 

SOCS1
 

alone
 

(P<0.05).Conclusion In
 

PTB
 

patients,serum
 

IP-10
 

level
 

is
 

significantly
 

elevated,while
 

SOCS1
 

level
 

is
 

significantly
 

decreased.The
 

combination
 

of
 

serum
 

IP-10,SOCS1
 

and
 

T-SPOT.TB
 

provides
 

a
 

high
 

diagnostic
 

value
 

for
 

PTB.
Key

 

words:γ-interferon
 

induced-protein
 

10; suppressor
 

of
 

cytokine
 

signaling
 

1; tuberculosis-specific
 

T-cell
 

spot
 

test; pulmonary
 

tuberculosis; diagnostic
 

value

  结核病是一种由结核分枝杆菌(MTB)引起的传

染性疾病。MTB是一种细胞内生物,可通过人群的

呼吸系统有效传播,在免疫宿主中可引起较为严重的

肺部疾病[1]。此外,MTB是一种适应能力极强的革
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