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普鲁卡因抑制脂多糖诱导的结肠癌细胞肿瘤侵袭性的作用机制
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［摘　要］　目的　探讨普鲁卡因抑制脂多糖诱导结肠癌细胞肿瘤侵袭性行为的调控及其机制。方法　ＣＣＫ８细胞活性实验
检测不同浓度的普鲁卡因对结肠癌细胞活性的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ分析普鲁卡因对脂多糖结合蛋白表达水平的影响，划痕愈合实
验检测普鲁卡因对结肠癌细胞迁移能力的影响，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测普鲁卡因对结肠癌细胞侵袭能力的影响。结果　浓度为
０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因对结肠癌细胞的活性影响情况最明显，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因对脂
多糖结合蛋白的表达水平抑制最明显，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；划痕愈合测定显示普鲁卡因可以直接抑制结肠癌细胞的运动
能力；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验测定显示普鲁卡因可以直接抑制结肠癌细胞的侵袭能力，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　普鲁卡因
可以通过影响脂多糖诱导结肠癌细胞的迁移和侵袭，可作为化疗辅助药物，为探索结肠癌诊疗的分子机制和新的潜在治疗策略提

供相应理论帮助，为结肠癌的临床治疗方式提供有效支持。
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　　恶性肿瘤具有细胞生长不受控制的特性，是严重
致命的疾病之一［１］。消化道系统恶性肿瘤中最普遍

的结肠癌是仅次于肺癌和乳腺癌的第三大癌症，是癌

症死亡的第二常见原因［２４］。与疾病有关的基因，与许

多癌症类型有关［５］。结肠癌的发病机制和相关分子

是目前的研究热点。化学治疗被认为是控制多种恶性

肿瘤有效治疗方法之一。尽管由于其严重的细胞毒性

且无法仅作用于恶性肿瘤细胞，标准化疗计划通常只

能一定程度上延长生存时间［６７］。目前主要的问题是

化疗药物的靶向性不足，导致作用靶标偏离目标细胞

而造成过多的副作用［８］。之前已有相关文献集中讨

论了联合使用麻醉药物治疗恶性肿瘤［９］。普鲁卡因

是常用的局部麻醉药品，也是常用的化疗药物之一。

其表现出一种表观遗传的行动模式，去甲基化剂为

ＤＮＡ高甲基化ＣｐＧ岛，因此成为治疗不同类型癌症的
选择之一［１０］。本研究的主要目的是探讨普鲁卡因（作

为ＤＮＭＴ抑制剂药物的代表）对结肠癌细胞生物学行
为的影响情况，从而明确普鲁卡因在结肠癌细胞中作

用机制。

１　材料与方法

１．１　组织样本和实验器材
脂质体 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自上海吉凯基因，

Ｔｒｉｚｏｌ购自美国 Ａｍｂｉｏｎ公司。ＰＣＲ试剂盒购自美国

１４５局解手术学杂志　ＪＲＥＧＡＮＡＴＯＰＥＲＳＵＲＧ　２０１８，２７（８）　　　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｊｊｓｓｘｚｚ．ｃｎ



Ｋａｐａ公司。荧光素酶活性检测试剂盒购自 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司。荧光素酶报告载体由Ｐｒｏｍｅｇａ公司合成。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，
ＭＡ），Ｍａｔｒｉｇｅｌ购自ＢｉｏＲａｄ（ＢｉｏＲａｄ，Ｍａｄｒｉｄ，Ｓｐａｉｎ）。
１．２　细胞株和培养

人类结肠癌细胞系（ｓｗ４８０）获自中国科学院细胞
库（中国上海）。所有细胞在含有 １０％胎牛血清和
１００ｕ／ｍＬ青霉素或 １００ｍｇ／ｍＬ链霉素的 Ｄｕｌｂｅｃｃｏｓ
改良的Ｅａｇｌｅ培养基中培养，培养条件：３７℃含 ５％
ＣＯ２的恒温孵箱中。
１．３　细胞活性测定

使用不同浓度的普鲁卡因处理结肠癌细胞，在

２４ｈ后以每孔 ５０００个细胞接种于 ９６孔板（每孔
５０００个细胞）中。在接种细胞２４，４８和７２ｈ后，使
用 ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８（ＣＣＫ８）测量细胞增殖。使用
微孔板分光光度计在 ４５０ｎｍ处测定吸光度。实验
重复３次。
１．４　蛋白质印迹

使用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
总蛋白，并将其转移到硝酸纤维素膜。使用５％脱脂
牛奶充分封闭膜，并与ＬＰＳ抗体（浓度１∶１０００），内参
ＧＡＰＤＨ（浓度１∶２０００），４℃，孵育过夜。次日，ＴＢＳＴ
充分冲洗过后，使用二抗辣根酶标记物（浓度１∶５０００）
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ充分冲洗过后，使用增强的化学发光试
剂ＥＣＬ显影液检测目标蛋白的表达水平。
１．５　细胞迁移能力检测

使用伤口愈合测定评估细胞迁移。将转染的细胞

在６孔板（每孔 ５×１０４个细胞）中培养。在 ９０％ ～
９５％汇合时，使用无菌塑料微量移液枪头刮擦单层细
胞，然后将细胞在标准条件下培养２４ｈ。洗涤几次后，
观察伤口的恢复并使用Ｘ７１倒置显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，Ｔｏ
ｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）拍照。
１．６　细胞侵袭能力检测

使用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭测定以确定细胞侵袭。将
１×１０５个转染的ｓｗ４８０细胞接种到具有游离血清培养
基的上室中。含有１０％ＦＢＳ的培养基作为趋化剂添
加到下部室中，将细胞在３７℃和５％ＣＯ２下侵入４８ｈ。
然后将侵入过滤器下表面的细胞在７０％乙醇中固定
３０ｍｉｎ，并用０．１％结晶紫染色１０ｍｉｎ。在倒置显微镜
下随机选择的５个视野中计数迁移到下侧的细胞数。
实验重复３次。
１．７　统计学分析

数据采用 ＳＰＳＳ１９．０版（ＩＢＭ，ＵＳＡ）进行分析，并
用至少３次独立实验的平均值 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。

使用 ＡＮＯＶＡ或双向 ｔ检验比较组间的显著差异。
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度的普鲁卡因对结肠癌细胞的影响
通过 ＣＣＫ８细胞活性实验检测不同浓度的普鲁

卡因对结肠癌细胞细胞活性的影响情况，实验结果显

示：质量浓度为 ０．０２，０．０４，０．０６，０．０８，０．１０ｍｇ／ｍＬ
的普鲁卡因处理结肠癌细胞，细胞活性分别为

（０．８２±０．１２），（２．２１±０．３５），（２．９８±０．４１），（４．１２±
０．８１），（１．７２±０．８１）。说明质量浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ
的普鲁卡因对结肠癌细胞的活性影响情况最明显，差

异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。

图１　不同浓度的普鲁卡因对结肠癌细胞细胞活性的影响

２．２　普鲁卡因对脂多糖表达活性的影响
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测不同浓度的普鲁卡因对脂多

糖结合蛋白表达情况的影响。实验结果显示：质量浓

度为０．０２，０．０４，０．０６，０．０８，０．１０ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因
处理结肠癌细胞后，各组脂多糖结合蛋白相对表达量

分别为（３５．６２±４．３２），（３１．２９±５．３２），（１９．２５±３．２６），
（８．６２±２．２１），（３１．９５±３．３５）。表明合适浓度的普鲁卡
因可以抑制脂多糖结合蛋白的活性，其中质量浓度为

０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因对脂多糖结合蛋白的表达水平抑
制最明显，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测普鲁卡因对脂多糖结合蛋白表达
的影响
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２．３　普鲁卡因对结肠癌细胞迁移能力的影响
为了进一步评估普鲁卡因对结肠癌细胞体外转移

的影响，在用 ０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因处理结肠癌
ｓｗ４８０细胞后测定细胞迁移能力。划痕愈合测定显示
普鲁卡因可以直接抑制结肠癌细胞的运动能力，相比对

照组细胞，迁移距离比例相对减小，且随着时间进展差

异明显加大，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图３。

图３　划痕愈合实验检测普鲁卡因对结肠癌细胞迁移能力的
影响

２．４　普鲁卡因对结肠癌细胞侵袭能力的影响
使用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测普鲁卡因对结肠癌细

胞侵袭能力的影响，实验结果显示：相比对照组细胞，

２４ｈ后的侵袭细胞数目相对减少［（２８．３５±３．３６）ｖｓ．
（１９．２１±２．６２）］，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见
图４。上述结果表明普鲁卡因可以直接抑制结肠癌细
胞的侵袭行为。

图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测普鲁卡因对结肠癌细胞侵袭能

力的影响

３　讨论

鉴定临床治疗对恶性细胞的影响最直接的方法之

一是评估细胞活力的表达［１１］，通过对比不同组细胞活

力的变化判断药物的作用效果。细胞数量的减少可归

因于外源性凋亡途径的激活，通过该外源性凋亡途径，

普鲁卡因与苯基丁酸钠联合使一些凋亡相关基因去甲

基化，继而激活细胞凋亡，导致细胞活性降低［１２１３］。

有研究已经表明化疗药物／药物组合在减少恶性细胞

活性方面具有显著功效［１４１５］。同时有研究指出苯二

甲酸丁二醇酯与普鲁卡因联用时有拮抗作用，其中前

者可以抑制普鲁卡因起作用［１６］。但当普鲁卡因与厄

洛替尼或卡铂结合时，细胞活性显著降低。厄洛替尼

和卡铂与普鲁卡因相比也具有不同的作用方式［１７１８］。

本研究显示，浓度为０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因对
结肠癌细胞的活性影响情况最明显，同时该浓度的普

鲁卡因对脂多糖 ＬＰＳ的影响作用最明显。进一步探
讨普鲁卡因对结肠癌细胞生物学行为的影响，结果表

明使用０．０８ｍｇ／ｍＬ的普鲁卡因可在一定程度上抑制结
肠癌细胞的迁移和侵袭行为，表明适宜浓度的普鲁卡因

可能在一定程度上抑制肿瘤细胞的生物活性，但是针对

其可能的调控机制及蛋白表达目前尚无相关研究指出。

有研究表明全身炎症和术后感染在一定程度上可

以导致恶性肿瘤的复发［１９］。对术后革兰阴性细菌感

染促进癌症复发的机制了解甚少。尽管脂多糖诱导的

系统性炎症可以增加肿瘤细胞向肝窦的募集和体内肝

转移，但是有关脂多糖对体内癌细胞的转移潜能直接

影响的文献较为有限［２０］。尽管脂多糖可能会改变癌

细胞的增殖和凋亡行为，并且可能参与癌细胞的转移

过程，但其在结肠癌细胞中的表达作用目前不甚清楚。

之前有学者证实了脂多糖可以诱导的 ＴＬＲ４信号传
导，促进人肝癌细胞在体外对内皮细胞和各种ＥＣＭ底
物的黏附能力［２１］。事实上，有研究表明，脂多糖可能

诱导免疫抑制细胞因子和促血管生成趋化因子的分

泌［２２］。本实验中，通过检测合适浓度普鲁卡因对脂多

糖结合蛋白的表达水平的调控，推测普鲁卡因可以影

响脂多糖结合蛋白的表达进一步干扰结肠癌细胞的迁

移和侵袭行为，在 ｓｗ４８０细胞中的实验可以验证这一
点。之前有研究指出，一方面，普鲁卡因可以通过与

肝窦内的不同的基质组分直接相互作用来介导细胞

黏附；另一方面，普鲁卡因可以直接与内皮细胞上的

蛋白受体结合配偶体结合发挥调控作用［２３］。所以，

通过本研究的结果推测普鲁卡因可能通过影响脂多

糖结合蛋白的表达调控结肠癌细胞的迁移和侵袭。

当然，本研究存在一定程度的不足，普鲁卡因作为

一种化疗辅助药物，可以进一步探讨与其他化疗药物

（如卡铂、厄洛替尼、顺铂等）的联合作用，增强普鲁卡

因在临床治疗中的应用方式，同时还需要完善动物体内

实验，进一步证明普鲁卡因对实体肿瘤的作用效果。

综上所述，本研究结果表明普鲁卡因可作为化疗

辅助药物，为探索结肠癌诊疗的分子机制和新的潜在

治疗策略提供相应理论帮助，为结肠癌的临床治疗方

式提供有效的支持。
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