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七氟醚对乳腺癌细胞侵袭、迁移能力的影响及作用机制

张玉河，王立力，王志涛，许仙华，赵坤

(延安大学咸阳医院麻醉科，陕西 咸阳 712000)

[摘　要]	 目的：探究七氟醚与乳腺癌MDA-MB-231细胞侵袭、迁移的关系以及作用机制。方法：采用不同

浓度七氟醚处理MDA-MB -231细胞6 h，分为对照组、1.7%给药组、3.4%给药组、5.1%给药组，

划痕实验和Transwel l小室法观察细胞的迁移、侵袭能力，采用Western印迹法检测基质金属蛋白

酶-2(matrix metalloprotease-2，MMP-2)、MMP-9、钙黏蛋白E(E-cadherin)、β-连环蛋白(β-catenin)

的水平。结果：与对照组相比，七氟醚处理MDA-MB-231细胞迁移率和侵袭细胞数随着浓度的增

加而降低(P<0.05)。MDA-MB -231细胞经七氟醚干预后，细胞中MMP-2，MMP-9，E-cadherin，

β-catenin蛋白水平显著降低(P<0.05)，且随着浓度的增加逐渐降低；Wnt/β-catenin信号通路激活剂

LiCl作用于5.1%七氟醚干预6 h的细胞，细胞中β-catenin和E-cadherin蛋白水平明显增加，侵袭、迁

移能力显著提高。结论：七氟醚可能是通过调控Wnt/β-catenin信号通路影响MMP-2，MMP-9蛋白

水平，抑制乳腺癌MDA-MB-231细胞的侵袭、迁移能力。该效应具有浓度依赖性，为乳腺癌的治

疗提供新的理论基础。
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Abstract Objective: To investigate the relationship between sevoflurane and invasion, migration of breast cancer MDA-

MB-231 cells and its mechanism. Methods: MDA-MB-231 cells were treated with different concentrations 

of sevoflurane for 6 h. The experiment was divided into a control group, a 1.7% administration group, a 3.4% 

administration group, and a 5.1% administration group. The migration and invasion ability of cells was observed 

by scratch test and Transwell chamber assay. The protein levels of matrix metalloprotease-2 (MMP-2), MMP-9,  

E-cadherin and β-catenin were examined by Western blot. Results: Compared with the control group, the 

migration and invasion of MDA-MB-231 cells treated with sevoflurane significantly decreased (P<0.05). The levels 

of MMP-2, MMP-9, E-cadherin, and β-catenin in MDA-MB-231 cells treated with sevoflurane were significantly 

decreased with an increase of concentration (P<0.05). The LiCl, a Wnt/β-catenin signaling pathway activator, 
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乳 腺 癌 是 常 发 生 于 女 性 的 恶 性 肿 瘤 ， 近 年

来的发病率逐年升高，且患者呈现年轻化，转移

率高、易复发等特点是导致其病死率高居不下的

主 要 原 因 [ 1 - 3 ]。 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 属 于 三 阴 乳 腺

癌，是一种乳腺癌细胞系的分型，对雌激素受体

(estrogen receptor，ER)、孕激素受体(progesterone 
r e c e p to r，P R )、人表皮生长因子受体(e p i t h e l i a l 
growth factor receptor，EGFR)均表现为阴性的乳腺

癌。三阴乳腺癌的转移能力很强，极易发生局部

和远端转移、复发，且患者年龄一般较小，预后

较差，其治疗方法主要是手术治疗和化疗，而麻

醉管理是乳腺癌围术期的重要成分 [4-5]。因此研究

在围术期抑制肿瘤细胞的侵袭、迁移成为目前临

床医学研究的重点和热点。既往研究表明，麻醉

药物对恶性肿瘤细胞的侵袭、迁移能力具有一定

的影响 [6-7]。其中，七氟醚是临床麻醉术中常用药

物。关于七氟醚对三阴乳腺癌细胞侵袭、迁移影

响的相关研究较少。因此本研究通过吸入麻醉药

七氟醚作用于MDA-MB-231细胞，观察细胞侵袭、

迁移以及相关蛋白水平的变化。

1  材料与方法

1.1  材料

人 乳 腺 癌 细 胞 系 M D A - M B - 2 3 1 购 买 于 美

国 A T C C 公 司 。 七 氟 醚 购 自 美 国 B a x t e r 公 司 ，

RPMI1640培养基、胎牛血清、青-链霉素、0.25%
胰酶购自美国Hyclone公司，磷酸盐缓冲液(PBS)购

自美国Thermo Scientific公司，Transwell小室、细胞

培养板购自美国Corning公司，Matrigel胶购自美国

BD公司，RIPA细胞裂解液购自上海碧云天生物技

术公司，LiCl购自美国Sigma公司，兔抗人基质金

属蛋白酶-2(matrix metalloprotease，MMP-2)单克隆

抗体、兔抗人MMP-9单克隆抗体、鼠抗人β肌动蛋

白(β-actin)单克隆抗体购自美国Abcam公司，鼠抗

人钙黏蛋白E(E-cadherin)单克隆抗体、鼠抗人β-连
环蛋白(β-catenin)购自美国Proteintech公司。细胞

恒温培养箱购自德国Thermo Scientif ic公司，倒置

显微镜购自德国Leica公司，七氟醚吸入式动物麻

醉剂购自上海瑞曼信息科技有限公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞的培养

MDA-MB-231细胞贴壁培养于含10%胎牛血清

的RPMI1640培养基，并加入100 μg/mL的青-链霉

素，放入37 ℃，5%CO 2细胞培养箱中，显微镜下

观察细胞生长状态，每隔2 d更换一次培养基。待

细胞汇合达到约90%，加入0.25%胰酶溶液，显微

镜下观察到细胞变圆，间隙变化，加入5 mL完全

培养基，1 000 r/min离心5 min，弃去上清，加入

10 mL完全培养基重悬细胞，移入2个培养瓶中，

37 ℃培养箱中培养。

1.2.2  细胞的分组与处理

将 M D A - M B - 2 3 1 单 细 胞 悬 液 接 种 于 培 养 板

中，37 ℃培养24 h后，将细胞培养板置于无菌密

闭玻璃箱中，进气口连接麻醉气体挥发罐，出气

口连接气体分析仪，混合气体瓶中充入5 % CO 2，

2 1 % O 2， 7 4 % N 2( 模拟培养箱气体组成 ) ，连接于

麻醉机。打开混合气体，气流调至3 L/min，预充  
3 min后，气流调整至0.5 L/min；打开麻醉气体挥

发罐，维持麻醉气体的适当浓度，关闭进气口以

及出气口。37 ℃处理6 h，取出培养板，继续培养

24 h，测定细胞的侵袭、迁移能力。

细 胞 随 机 分 为 对 照 组 、 1 . 7 % 给 药 组 、 3 . 4 %
给 药 组 、 5 . 1 % 给 药 组 ， 对 照 组 只 充 入 混 合 气 体

( 5 % C O 2， 2 1 % O 2， 7 4 % N 2) ， 3 7  ℃处理 6  h ；给

药 组 分 别 充 入 含 有 不 同 浓 度 七 氟 醚 的 混 合 气 体

(5%CO2，21%O2，74%N2)，37 ℃处理6 h。

1.2.3  细胞划痕实验

将 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 密 度 调 整 为 1 × 
1 0 5个 / m L ，接种与 6孔板上，细胞培养箱中培养 
24 h，将不同浓度七氟醚处理6 h后，恒温培养箱

中 培 养 2 4  h ， 每 个 样 本 设 置 6 个 平 行 孔 ， 待 细 胞

生长浓度至90%，进行实验。在6孔板背后均匀划

线，每孔有5条线穿过。更换各组细胞培养液，加

入丝裂霉素，阻碍细胞分裂。采用无菌枪头垂直

which interacted with 5.1% sevoflurane for 6 h, and the levels of β-catenin and E-cadherin were significantly 

increased, and the invasion and migration ability were significantly increased. Conclusion: Sevoflurane can inhibit 

the invasion and migration of breast cancer MDA-MB-231 cells in a concentration-dependent by regulating Wnt/

β-catenin signaling pathway and MMP-2 and MMP-9 protein levels, providing a new theoretical basis for the 

treatment of breast cancer.

Keywords breast cancer; sevoflurane; MDA-MB-231 cells; Wnt/β-catenin signaling pathway
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背后横线划线，PBS液清洗划下的细胞，加入无血

清培养基，置于3 7  ℃培养箱中，光镜下观察0， 
24 h细胞的划痕距离，每样品随机选取5个视野，

计算细胞的迁移率。细胞的迁移率=(1–24 h划痕距

离/0 h划痕距离)×100%。

1.2.4  Transwell法检测细胞的侵袭能力

将 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 密 度 调 整 为 1 × 
10 5个/mL，接种与24孔板上，细胞培养箱中培养

24 h，将不同浓度七氟醚处理6 h后，恒温培养箱

中培养24 h，每个样本设置6个平行孔。吸取50 μL 
Matrigel溶液至Transwell小室上下间的微孔膜中，

37 ℃聚合30 min，吸取100 μL和600 μL不含血清培

养基分别加入上、下室中，37 ℃平衡12 h。下室

每孔加入500 μL含10%胎牛血清的培养基。将处理

后的各组细胞漂洗，消化，重悬，加入100 μL至上

室，37 ℃培养24 h，甲醛固定15 min，0.5%结晶紫

染色10 min，棉签擦去残留Matrigel胶和细胞，拍

照，计数侵袭细胞数，实验重复3次，取平均值。

细胞的迁移实验过程中不添加Matrigel溶液，其余

均同侵袭实验。

1.2.5  Western印迹法检测细胞中MMP-2，MMP-9， 
E-cadherin，β-catenin蛋白的表达量

弃去培养基，加入预冷的PBS洗涤细胞2次，

采用细胞刮刮下细胞，细胞碎片移至无菌的离心

管中，离心，加入提前配置的裂解液，冰上裂解

30 min，离心，取上清，保存于−20 ℃。配置12%
的分离胶和4%浓缩胶，固定于电泳装置上，加入

电泳缓冲液，每孔泳道加入40 μg蛋白，80 V电泳

一段时间，调整至120 V电泳至溴酚蓝到达凝胶底

侧 。 剪 取 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 大 小 的 N C 膜 和 滤 纸 ，

按照顺序组装转膜装置：阴极 - 海绵 - 2 张滤纸 - 凝

胶-NC膜-2张滤纸-海绵-阳极，接通电源，300 mA
转膜9 0  m i n。T B ST冲洗N C膜3次，每次5  m i n，

加入5%脱脂奶粉溶液，室温封闭2 h。TBST洗膜

3 次，每次 5  m i n ，加入单克隆抗体， 4 ℃过夜，

TBST洗膜3次，每次15 min，加入二抗，室温孵育

90 min，TBST洗膜4次，每次15 min，化学发光分

析仪分析蛋白质含量。

1.3  统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，实验

结果以均数±标准差(x±s)表示，多组间比较采用单

因素方差分析，组间差异使用LSD-t检验，P<0.05
为差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  七氟醚对MDA-MB-231细胞迁移力的影响

与对照组相比，不同浓度(1.7%，3.4%，5.1%)
七氟醚处理细胞后，细胞的迁移率显著降低，差

异具有统计学意义(P<0.05)；同时，与1.7%给药组

相比，细胞的迁移率随着七氟醚浓度的增加逐渐

降低，差异具有统计学意义(P<0.05；表1，图1)。

表1 七氟醚对MDA-MB-231细胞迁移力的影响(n=3， 
x±s)

Table 1 Effect of sevoflurane on cell migration in MDA-

MB-231 cell scratch test (n=3, x±s)

组别 细胞迁移率/%

对照组 36.254±3.487

1.7%给药组 23.745±2.158*

3.4%给药组 16.847±1.752*&

5.1%给药组 8.452±1.206*&#

与对照组相比，*P<0.05；与1.7%给药组相比，&P<0.05；

与3.4%给药组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

1.7% group, &P<0.05; compared with the 3.4% group, #P<0.05.

图1 七氟醚对MDA-MB-231细胞划痕实验检测细胞迁移力的影响

Figure 1 Effect of sevoflurane on cell migration in MDA-MB-231 cell scratch test

对照组 1.7% 给药组 3.4% 给药组 5.1% 给药组
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2.2  七氟醚对MDA-MB-231细胞侵袭力的影响

与对照组相比，不同浓度(1.7%，3.4%，5.1%)
七氟醚处理细胞后，细胞的侵袭数显著降低，差

异具有统计学意义(P<0.05)；同时，与1.7%给药组

相比，细胞的侵袭数随着七氟醚浓度的增加逐渐

降低，差异具有统计学意义(P<0.05；表2，图2)。

2 . 3   七 氟 醚 对 M D A - M B - 2 3 1 细 胞 中 M M P - 2 和

MMP-9蛋白水平的影响

与对照组相比，浓度分别为1.7%，3.4%，5.1%
七氟醚处理细胞后，细胞中MMP-2和MMP-9蛋白

水平明显降低，差异具有统计学意义(P<0.05)；与

1.7%给药组相比，细胞中MMP-2和MMP-9蛋白水

平随着七氟醚浓度的增加逐渐降低，差异具有统

计学意义(P<0.05；表3，图3)。

2.4   七氟醚对MDA-MB-231细胞中Wnt/β-catenin
蛋白水平的影响

与 对 照 组 相 比 ， 浓 度 分 别 为 1 . 7 % ， 3 . 4 % ，

5 . 1 % 七氟醚干预细胞 6  h 后，细胞中 β - c a t e n i n 和

表2 七氟醚对MDA-MB-231细胞侵袭力的影响(n=3， 
x±s)

Table 2 Effect of sevoflurane on invasiveness of MDA-

MB-231 cells (n=3, x±s)

组别 侵袭细胞数

对照组 159.358±21.045

1.7%给药组 124.156±18.369*

3.4%给药组 89.367±12.420*&

5.1%给药组 63.578±8.967*&#

与对照组相比，*P<0.05；与1.7%给药组相比，&P<0.05；

与3.4%给药组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

1.7% group , &P<0.05; compared with the 3.4% group, #P<0.05. 

图2 七氟醚对MDA-MB-231细胞侵袭力的影响(×200)

Figure 2 Effect of sevoflurane on invasiveness of MDA-MB-231 cells (×200)

对照组 1.7% 给药组 3.4% 给药组 5.1% 给药组

表3 七氟醚对MDA-MB-231细胞中MMP-2和MMP-9蛋白

水平的影响(n=3， x±s)

Table 3 Effect of sevoflurane on MMP-2 and MMP-9 protein 

levels in MDA-MB-231 cells (n=3, x±s)

组别 MMP-2 蛋白水平 MMP-2 蛋白水平

对照组 0.622±0.057 0.963±0.097

1.7% 给药组 0.435±0.045* 0.748±0.079*

3.4% 给药组 0.258±0.023*& 0.489±0.054*&

5.1% 给药组 0.147±0.018*&# 0.225±0.026*&#

与对照组相比，*P<0.05；与1.7%给药组相比，&P<0.05；

与3.4%给药组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

1.7% group , &P<0.05; compared with the 3.4% group, #P<0.05.

图3 七氟醚对MDA-MB-231细胞中MMP-2和MMP-9蛋白水

平的影响

Figure 3 Effect of sevoflurane on MMP-2 and MMP-9 protein 

levels in MDA-MB-231 cells

Control 1.7% 3.4% 5.1%

MMP-9

MMP-2

β-actin

给药组
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表4 七氟醚对MDA-MB-231细胞中β-catenin和E-cadherin

蛋白水平的影响(n=3， x±s)

Table 4 Effect of sevoflurane on the level of β-catenin and 

E-cadherin protein in MDA-MB-231 cells (n=3, x±s)

组别 β-catenin蛋白水平 E-cadherin蛋白水平

对照组 0.586±0.053 0.638±0.072

1.7%给药组 0.452±0.047* 0.511±0.059*

3.4%给药组 0.312±0.036*& 0.386±0.042*&

5.1%给药组 0.185±0.021*&# 0.235±0.027*&#

与 对 照 组 相 比 ， * P < 0 . 0 5 ； 与 1 . 7 % 给 药 组 相 比 ，
&P<0.05；与3.4%给药组相比，#P<0.05。

Compared with the control group, *P<0.05; compared with the 

1.7% group , &P<0.05; compared with the 3.4% group, #P<0.05. 

图4 七氟醚对MDA-MB-231细胞中β-catenin和E-cadherin蛋

白水平的影响

Figure 4 Effect of sevoflurane on the level of β-catenin and 

E-cadherin protein in MDA-MB-231 cells

E-cadherin蛋白水平明显降低，差异具有统计学意

义(P<0.05)；与1.7%给药组相比，细胞中β-catenin
和E-cadherin蛋白水平随着七氟醚浓度的增加逐渐

降低，差异具有统计学意义(P<0.05；表4，图4)。

2.5   激活Wnt/β-catenin信号通路对七氟醚诱导的

细胞侵袭、迁移的影响

Wn t / β - c a t e n i n 信 号 通 路 激 活 剂 L i C l 作 用 与

5 . 1 % 七氟醚干预 6  h 的细胞，细胞中 β - c a t e n i n 和

E - c a d h e r i n 蛋白水平明显增加，细胞侵袭、迁移

能 力 显 著 提 高 ， 差 异 具 有 统 计 学 意 义 ( P < 0 . 0 5 ；

图5)。

图5 激活Wnt/β-catenin信号通路对七氟醚诱导的细胞侵袭、迁移的影响

Figure 5 Effect of activation of Wnt/β-catenin signaling pathway on sevoflurane induced cell invasion and migration

(A)Transwell法检测细胞的迁移数(×200)；(B)Transwell法检测细胞的侵袭数(×200)；(C)Western印迹法检测细胞中β-catenin

和E-cadherin蛋白水平。与5.1%给药组相比，*P<0.05。

(A) Transwell method was used to detect the number of cell migration(×200); (B) Transwell method was used to detect the number of 

cell invasion (×200); (C) Western blot was used to detect the levels of β-catenin and E-cadherin protein in cells. Compared with the 5.1% 

group, *P<0.05.
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3  讨论

乳 腺 癌 是 一 种 严 重 威 胁 女 性 健 康 的 恶 性 肿

瘤，其病死率居世界恶性肿瘤的第2位，肿瘤组织

的转移以及术后复发是导致其病死率高的主要原

因。目前，关于麻醉药物对恶性肿瘤转移的影响

越来越受到人们的关注。研究 [8-9]表明：异丙酚对

体外培养的乳腺癌细胞、食管鳞癌细胞的侵袭能

力具有抑制作用，其可能的作用机制是降低细胞

中MMP-2和MMP-9蛋白的含量，表明异丙酚对恶

性肿瘤的生长转移具有抑制作用。采用不同浓度

的七氟醚作用于肺癌细胞，发现七氟醚具有抑制

肺癌细胞侵袭、迁移的作用，且呈现一定的浓度

依赖性，主要通过调控MAPK信号通路抑制基质金

属蛋白酶的表达 [10]。七氟醚是临床上应用的麻醉

药，研究[11-13]发现七氟醚对乳腺癌细胞侵袭、迁移

能力具有显著相关性，但其具体的作用机制尚不

完全清楚，因此本实验结果显示：七氟醚具有抑

制乳腺癌MDA-MB-231细胞侵袭、迁移的作用，且

随着浓度的增加抑制作用逐渐增加，提示麻醉药

七氟醚抑制体外培养的乳腺癌MDA-MB-231细胞侵

袭、迁移，且具有浓度依赖性。

肿瘤组织的转移和浸润是一个复杂的过程，

降解细胞外基质、破坏血管基底膜是其重要的过

程 。 基 质 金 属 蛋 白 酶 是 一 种 能 够 降 解 血 管 基 底

膜 和 细 胞 外 基 质 的 蛋 白 内 切 酶 [ 1 4 ]。 肿 瘤 细 胞 的

侵 袭 、 迁 移 能 力 与 基 质 金 属 蛋 白 酶 的 水 平 正 相 
关 [15]。MMP-2和MMP-9蛋白是基质金属蛋白酶家

族中的重要成员。研究[16]显示：MDA-MB-231细胞

中MMP-2和MMP-9蛋白高表达，与细胞的侵袭、

迁 移 能 力 密 切 相 关 。 本 研 究 发 现 ： 与 对 照 组 相

比，不同浓度的七氟醚处理MDA-MB-231细胞后，

MMP-2和MMP-9蛋白的水平随着浓度的增加逐渐

降低，提示七氟醚抑制MDA-MB-231细胞侵袭、迁

移能力的作用与MMP-2和MMP-9蛋白水平有关。

Wn t / β - c ate n i n是一种公认的Wn t途径中最经

典 的 信 号 转 导 通 路 ， 与 多 种 恶 性 肿 瘤 的 发 生 、

发 展 、 转 移 密 切 相 关 [ 1 7 - 1 8 ] 。 近 年 来 ， 国 内 外 学 
者 [ 1 9 - 2 0 ]从多方面研究了干预该信号通路的调控策

略。在机体正常情况下，β - c aten i n在细胞质中由

泛素蛋白酶体参与而降解，从而维持在低水平状

态；而 E - c a d h e r i n 主要通过与 β - c a t e n i n 相连接形

成复合体，影响细胞的黏附力，发挥抑癌作用；

同时 E - c a d h e r i n 竞争性地结合于β - c a t e n i n 蛋白，

降低细胞中游离β - c aten i n蛋白的水平，从而抑制

Wn t 信号通路以及相应靶基因的激活。本实验经

不同浓度处理的M DA -M B - 2 3 1细胞中的β - c aten i n
和 E - c a d h e r i n 蛋白较对照组显著下降，且具有浓

度依赖性；Wnt/β- catenin信号通路激活剂L iCl作
用于5.1%七氟醚干预6 h的细胞，显著增加细胞中
β-catenin和E-cadherin蛋白水平以及侵袭、迁移能

力，表明七氟醚抑制MDA-MB-231细胞侵袭、迁移

能力，其作用机制可能通过影响Wnt/β-catenin信

号通路中重要蛋白因子的表达量有关。

综 上 所 述 ， 七 氟 醚 可 能 是 通 过 调 控 W n t /
β-catenin信号通路，影响MMP-2和MMP-9蛋白水

平，减弱乳腺癌MDA-MB-231细胞的侵袭能力。该

效应具有浓度依赖性，但其具体的作用机制尚需

进一步的研究。
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