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摘要： 目的 探讨氯普鲁卡因（CP）对胶质瘤细胞增殖和转移的影响及分子机制。方法 用浓度为 1 mmol/L、3 mmol/L、9
mmol/L的 CP培养U251细胞作为 CP低、中、高浓度组；未经任何处理的细胞作为对照组；此外将U251细胞分为 si-NC组、si-
TTN-AS1组、CP+pcDNA组、CP+pcDNA-TTN-AS1组。噻唑兰（MTT）检测细胞增殖抑制率；Transwell检测细胞迁移和侵袭；实时

荧光定量PCR（RT-qPCR）检测 lncRNA TTN-AS1表达水平。结果 CP处理胶质瘤U251细胞后，细胞增殖抑制率升高，细胞迁

移侵袭数以及TTN-AS1表达水平降低（P<0.05）。抑制TTN-AS1表达可抑制胶质瘤细胞增殖、迁移和侵袭。TTN-AS1过表达逆

转了CP对U251细胞的作用。结论 CP通过下调 lncRNA TTN-AS1表达抑制胶质瘤细胞增殖和转移。
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Abstract： Objective To investigate the effect of chloroprocaine (CP) on the proliferation and metastasis of glioma cells and its mo‑
lecular mechanism.Methods U251 cells were cultured with chloroprocaine at a concentration of 1 mmol/L, 3 mmol/L, and 9 mmol/L
as the low, medium, and high concentration groups of chloroprocaine; cells without any treatment were used as the control group. In ad‑
dition, U251 cells were divided into si-NC group, si-TTN-AS1 group, CP+pcDNA group, CP+pcDNA-TTN-AS1 group. Thiazole blue
(MTT) was used to detect the inhibition rate of cell proliferation; Transwell was used to detect cell migration and invasion; real-time
quantitative PCR (RT-qPCR) was used to detect the expression of lncRNA TTN-AS1.Results After chloroprocaine treatment of glio‑
ma U251 cells, the cell proliferation inhibition rate was significantly increased, and the number of cell migration and invasion, TTN-

AS1 expression were reduced (P<0.05). Inhibition of TTN-AS1 expression can inhibit glioma cell proliferation, migration and invasion.
TTN-AS1 overexpression reversed the effect of chloroprocaine on U251 cells.Conclusion Chloroprocaine inhibits the proliferation
and metastasis of glioma cells by down-regulating the expression of lncRNA TTN-AS1.
Key words： Glioma; Chloroprocaine; RNA, antisense; LncRNA TTN-AS1; Proliferation; Migration; Invasion

胶质瘤是常见的原发性脑肿瘤，其呈浸润性生

长，易转移，其治疗方式仍以手术切除为主，同时辅

以放、化疗，然而目前胶质瘤的治疗效果还不尽如

人意［1］。研究表明很多肿瘤病人在术后肿瘤易复发

和转移，影响病人生存率，而麻醉药可影响肿瘤的

微转移［2］。氯普鲁卡因（chloroprocaine，CP）是一类

新型的酯类高效局麻药，其起效快、效果确切、不良

反应小、麻醉效应强，麻醉后恢复快的优点［3］。研究

报道CP可抑制人宫颈癌细胞HeLa和CaSki增殖，诱

导抑癌基因上皮型钙黏蛋白 1（epithelial cadherin 1，

CDH1）、结肠腺瘤性息肉病基因（adenomatous polyp‑
osis coli，APC）及P16启动子去甲基化［4］。CP可抑制

乳腺癌MDA-MB-231细胞活力和迁移［5］。Titin反义

RNA 1（titin antisense RNA 1，TTN-AS1）在肺腺癌的

组织和细胞中上调，并与较差的总体生存率相关，

TTN-AS1可促进肺癌细胞的恶性生物学行为［6］。

TTN-AS1在食管鳞状细胞癌组织和细胞系中高表

达，并促进细胞增殖和转移［7］。TTN-AS1通过miR-

573/E2F转录因子 3（E2F3）促进宫颈癌中的细胞生

长和转移［8］。以上研究表明 CP具有一定的抑癌作
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用，TTN-AS1也与癌症的增殖、转移相关，然而CP和
长链非编码RNA（lncRNA）TTN-AS1对胶质瘤细胞

增殖和转移的影响还尚未可知。因此，本实验自

2019年 6—11月研究氯普鲁卡是否通过调控 TTN-

AS1表达影响胶质瘤细胞的增殖和转移。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂 胶质瘤细胞株U251购自上

海冠导生物工程有限公司；RPMI-1640培养基、胎牛

血清购自上海浩然生物技术有限公司；盐酸氯普鲁

卡因购自上海广锐生物科技有限公司；噻唑兰

（MTT）试剂盒、RIPA蛋白裂解液购自美国 Sigma；
Transwell小室、Matrigel、荧光定量 PCR试剂盒购于

上海研卉生物科技有限公司。

1.2 细胞培养与分组 U251细胞用RPMI-1640培
养液常规培养，取对数生长期细胞，分别用浓度为

1 mmol/L、3 mmol/L、9 mmol/L的 CP培养细胞作为

CP低、中、高浓度组；未经任何处理的细胞作为对照

组。将 si-NC、si-TTN-AS1转染至U251细胞中，记为

si-NC组、si-TTN-AS1组；将pcDNA、pcDNA-TTN-AS1
转染至U251细胞中再用 9 mmol/L的 CP培养，记为

CP+pcDNA组、CP+pcDNA-TTN-AS1组。

1.3 MTT法检测细胞增殖抑制率 细胞培养 48
h，按试剂盒说明书操作，最后检测 490 nm处吸光度

（OD）值；计算细胞增殖抑制率（%）。

1.4 蛋白质印迹（Western blotting）法检测蛋白表

达 提取各组细胞总蛋白，进行聚丙烯酰胺凝胶电

泳，转膜、封闭，加入细胞周期蛋白 D1（CyclinD1）、

细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂 1A（p21）、基质金

属蛋白酶 2（MMP-2）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）等

一抗（1∶1 000）4 ℃孵育过夜，再加入二抗（1∶2 000）
室温孵育2 h，显影后分析蛋白条带的灰度值。

1.5 Transwell 检测细胞迁移和侵袭 迁移：将

100 μL细胞悬液加入 Transwell小室上室，培养

24 h，多聚甲醛固定，结晶紫染色，显微镜下观察并

计数。侵袭：用Matrigel包被 Transwell小室上室，然

后与迁移操作一样。

1.6 实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测 lncRNA
TTN-AS1表达水平 提取各组细胞总RNA，反转录

成 cDNA，按照试剂盒说明以GAPDH为内参进行扩

增，相对表达量用2−ΔΔCt法计算。

1.7 统计学方法 采用 SPSS 20.0软件进行统计学

分析，计量资料用 x̄ ± s表示，两组比较行 t检验，多

组间比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CP对胶质瘤U251细胞增殖的影响 相较于

对照组，低、中、高浓度CP处理可提高U251细胞增

殖抑制率和 p21表达水平，降低CyclinD1表达水平，

且呈浓度依赖性（P<0.05）。见图1、表1。

2.2 CP对胶质瘤U251细胞迁移侵袭的影响 相

较于对照组，低、中、高浓度CP处理可降低迁移侵袭

数及MMP-2、MMP-9的表达水平，呈浓度依赖性（P<
0.05）见图2、表2。
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注：1―GAPDH；2―p21；3―CyclinD1；4―对照组；5―CP-L；
6―CP-M；7―CP-H。

图1 氯普鲁卡因（CP）对增殖相关蛋白的影响

表1 氯普鲁卡因（CP）对胶质瘤U251细胞增殖的影响/x̄ ± s
组别

对照组

CP-L
CP-M
CP-H
F值

P值

重复

次数

9
9
9
9

抑制率/%
0.00±0.02
19.65±1.87①
38.12±3.48①②
57.22±5.74①②③

446.759
0.000

CyclinD1蛋白

0.77±0.06
0.63±0.05①
0.49±0.04①②
0.33±0.03①②③
148.884
0.000

p21蛋白

0.21±0.03
0.33±0.03①
0.45±0.04①②
0.58±0.05①②③
153.915
0.000

注：①与对照组比较，P=0.000。②与 CP-L组比较，P<0.05。
③与CP-M组比较，P=0.000。

表2 氯普鲁卡因（CP）对胶质瘤U251细胞迁移侵袭的影响/x̄ ± s
组别

对照组

CP-L
CP-M
CP-H
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

迁移细胞数/个
96.32±9.45
78.22±7.12①
61.25±6.32①②
47.52±4.28①②③

81.075
0.000

侵袭细胞数/个
79.36±7.25
62.33±6.14①
49.22±4.58①②
36.87±4.02①②③

93.638
0.000

MMP-2蛋白

0.68±0.06
0.56±0.05①
0.44±0.04①②
0.29±0.03①②③
116.477
0.000

MMP-9蛋白

0.71±0.07
0.58±0.05①
0.45±0.04①②
0.31±0.03①②③
107.242
0.000

注：MMP-2为基质金属蛋白酶2，MMP-9为基质金属蛋白酶9。
①与对照组组比较，P=0.000。②与CP-L组比较，P<0.05。③与CP-M组比较，P =0.000。
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2.3 CP对胶质瘤 U251细胞中 lncRNA TTN-AS1
表达的影响 相较于对照组（1.00±0.09），低（0.78±
0.07）、中（0.65±0.06）、高（0.52±0.05）浓度CP处理可

降低 TTN-AS1表达水平，呈浓度依赖性（F=78.958，
P=0.000）。

2.4 干扰 lncRNA TTN-AS1表达对胶质瘤U251细
胞增殖和转移的影响 相较于 si-NC组，干扰 ln‑
cRNA TTN-AS1可提高细胞增殖抑制率和 p21表达

水平，减少细胞迁移侵袭数，且降低CyclinD1、MMP-

2、MMP-9表达水平（P<0.05）。见图3，表3。
2.5 lncRNA TTN-AS1过表达逆转了CP（9 mmol/
L）对胶质瘤U251细胞增殖和转移的作用 相较于

CP+pcDNA组，CP+pcDNA-TTN-AS1组细胞增殖抑

制率和 p21表达水平降低，而迁移侵袭细胞数以及

CyclinD1、MMP-2、MMP-9表达水平升高（P<0.05）。

见图4，表4。

3 讨论

复发和转移是目前肿瘤治疗的难点，手术是肿

瘤治疗的基础和主要方式，研究表明局部麻醉药可

影响某些肿瘤细胞的凋亡、增殖、转移［9］。且研究报

道麻醉药也可影响胶质瘤，研究麻醉药对胶质瘤侵

袭迁移影响，可为围手术期合理应用麻醉药及改善

病人预后提供新思路［10］。有研究表明，普鲁卡因可

抑制膀胱癌细胞增殖，诱导细胞凋亡，将肿瘤细胞

阻滞于G0/G1期［11］。罗哌卡因能抑制结肠癌细胞增

殖和结肠癌皮下瘤的生长［12］。利多卡因可抑制乳

腺癌和前列腺癌细胞侵袭、迁移［13］。以上研究表
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注：1―GAPDH；2―MMP-9；3―MMP-2；4―对照组；5―CP-L；
6―CP-M；7―CP-H。
图2 氯普鲁卡因（CP）对基质金属蛋白酶2（MMP-2）、基质金属蛋

白酶9（MMP-9）蛋白表达的影响

表3 干扰 lncRNA TTN-AS1表达对U251细胞增殖和迁移侵袭的影响/x̄ ± s
组别

si-NC
si-TTN-AS1
t值

P值

重复

次数

9
9

TTN-AS1
1.01±0.09
0.57±0.05①
12.821
0.000

抑制率/%
6.32±0.64
44.23±4.12①
27.277
0.000

迁移细胞数

/个
98.56±9.22
56.32±5.62①
11.736
0.000

侵袭细胞数

/个
77.25±7.73
41.27±4.23①
12.250
0.000

CyclinD1蛋白

0.79±0.07
0.39±0.03①
15.757
0.000

p21蛋白

0.23±0.03
0.56±0.05①
16.978
0.000

MMP-2蛋白

0.67±0.06
0.32±0.03①
15.652
0.000

MMP-9蛋白

0.70±0.07
0.36±0.04①
12.652
0.000

注：CyclinD1为细胞周期蛋白D1，p21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂1A，MMP-2为基质金属蛋白酶2，MMP-9为基质金属蛋白酶9。
①与 si-NC组比较，P<0.05。
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注：1―GAPDH；2―MMP-9；3―MMP-2；4―p21；5―CyclinD1；6
―si-NC；7―si-TTN-AS1。
图3 干扰 lncRNA TTN-AS1表达对细胞周期蛋白D1（CyclinD1）、细

胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂1A（p21）、基质金属蛋白酶2（MMP-

2）、基质金属蛋白酶9（MMP-9）蛋白表达的影响

表4 lncRNA TTN-AS1过表达逆转了氯普鲁卡因（CP）（9 mmol/L）对胶质瘤U251细胞增殖和转移的作用/x̄ ± s
组别

对照组

CP
CP+pcDNA
CP+pcDNA-TTN-AS1
F值

P值

重复

次数

9
9
9
9

TTN-AS1
1.00±0.07
0.56±0.05①
0.54±0.05
0.83±0.08②
108.865
0.000

抑制率/%
0.00±0.01
55.32±5.14
56.87±5.62
19.68±1.95②
453.229
0.000

迁移细胞

数/个
97.25±9.61
46.32±4.22①
44.59±5.38
78.25±7.22②
123.673
0.000

侵袭细胞

数/个
76.25±7.24
38.25±3.84①
36.14±3.66
62.47±6.28②
113.178
0.000

CyclinD1蛋
白

0.78±0.07
0.34±0.03①
0.32±0.03
0.67±0.06②
189.058
0.000

p21蛋白

0.22±0.03
0.59±0.05①
0.60±0.06
0.33±0.03②
164.810
0.000

MMP-2蛋白

0.69±0.06
0.28±0.03①
0.27±0.03
0.57±0.05②
202.443
0.000

MMP-9蛋白

0.72±0.07
0.32±0.03①
0.30±0.03
0.61±0.06②
154.107
0.000

注：CyclinD1为细胞周期蛋白D1，p21为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂1A，MMP-2为基质金属蛋白酶2，MMP-9为基质金属蛋白酶9。
①与对照组组比较，P=0.000。②与CP+pcDNA组比较，P=0.000。
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明，不同麻醉药均有一定的抑癌作用。本实验用不

同浓度的CP处理胶质瘤细胞U251后，U251细胞增

殖抑制率升高，细胞迁移侵袭数减少；表明氯普鲁

卡可抑制胶质瘤U251细胞增殖、迁移和侵袭。

研究表明 lncRNA也参与调节肿瘤的发生发

展［14］。研究报道 lncRNA TTN-AS1在甲状腺乳头状

癌组织和细胞中高表达，其表达水平与淋巴转移、

TNM分期和病人的整体生存率有关，抑制 TTN-AS1
表达可抑制细胞增殖，迁移，侵袭和 EMT［15］。TTN-

AS1高表达与肺腺癌病人的 TNM分期、淋巴结转移

和术后预后差也有关，敲除 TTN-AS1可抑制肺腺癌

细胞增殖、迁移、侵袭［16］。沉默 TNN-AS1明显抑制

乳腺癌细胞的迁移和侵袭［17］。沉默 TTN-AS1通过

上调miR-1271抑制前列腺癌的增殖和迁移［18］。以

上研究表明 TNN-AS1参与多种肿瘤的增殖和转移

等过程，还与病人的生存及预后有关。本实验抑制

TN-AS1抑制可提高细胞增殖抑制，降低细胞迁移侵

袭数；说明抑制 TTN-AS1表达可抑制胶质瘤细胞增

殖、迁移和侵袭。用不同浓度的CP处理胶质瘤细胞

U251后，TTN-AS1表达水平显著降低；而过表达

TTN-AS1逆转了CP对U251细胞的作用。以上研究

表明，CP可能通过调控 TTN-AS1影响胶质瘤 U251
细胞的增殖、迁移和侵袭。

综上所述，CP通过下调 lncRNA TTN-AS1表达

可抑制胶质瘤细胞增殖和转移。
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注：1―GAPDH；2―MMP-9；3―MMP-2；4―p21；5―CyclinD1；6
―对照组；7―氯普鲁卡因（CP）；8―CP+pcDNA；9―CP+pcDNA-

TTN-AS1。
图4 细胞周期蛋白D1（CyclinD1）、细胞周期蛋白依赖性激酶抑制

剂1A（p21）、基质金属蛋白酶2（MMP-2）、基质金属蛋白酶9（MMP-9）
蛋白的表达
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