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舒芬太尼通过调控LncRNA PSMA3-AS1对结肠癌

SW1116细胞增殖、迁移及侵袭的影响
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摘要      该文旨在探讨舒芬太尼对结肠癌SW1116细胞增殖、迁移及侵袭的影响及其可能作

用机制。体外培养人结肠癌细胞SW1116, 并将其随机分组 : 对照组、低舒芬太尼组、中舒芬太尼

组、高舒芬太尼组、si-NC组、si-LncRNA PSMA3-AS1组、高舒芬太尼+pcDNA组、高舒芬太尼

+pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1组。CCK-8法和克隆形成实验检测细胞增殖 ; Transwell检测细胞迁

移及侵袭; qRT-PCR法检测LncRNA PSMA3-AS1表达水平; Western blot检测E-cadherin、N-cadherin
蛋白表达。低、中、高舒芬太尼处理或下调LncRNA PSMA3-AS1表达后 , 结肠癌SW1116细胞存

活率、LncRNA PSMA3-AS1表达量和N-cadherin水平降低(P<0.05), 细胞克隆形成数、迁移、侵袭

细胞数减少(P<0.05), E-cadherin水平升高(P<0.05); 上调LncRNA PSMA3-AS1表达可导致高舒芬太

尼对结肠癌SW1116细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭的影响降低。舒芬太尼可通过下调LncRNA 
PSMA3-AS1表达而降低结肠癌细胞增殖、克隆形成、迁移及侵袭能力。
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Abstract       This article aims to explore the effect of sufentanil on the proliferation, migration and invasion 
of colon cancer SW1116 cells and its possible mechanism. Cultured human colon cancer cells SW1116 in vitro, 
randomly divided into groups: control group, low sufentanil group, medium sufentanil group, high sufentanil group, 
si-NC group, si-LncRNA PSMA3-AS1 group, high sufentanil+pcDNA group, high sufentanil+pcDNA-LncRNA 
PSMA3-AS1 group. The cell proliferation was detected by CCK-8 method and clonal formation experiment; migra-
tion and invasion were detected by Transwell. The expression level of LncRNA PSMA3-AS1 was detected by qRT-
PCR. The expressions of E-cadherin and N-cadherin proteins were detected by Western blot. After low, medium and 
high sufentanil treatment or downregulation of LncRNA PSMA3-AS1 expression, the survival rate of colon cancer 
SW1116 cells, LncRNA PSMA3-AS1 expression level and the level of N-cadherin were decreased (P<0.05), the 
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number of colony formation, migration, and invasion of cells was decreased (P<0.05), and the level of E-cadherin 
was increased (P<0.05); the up-regulated expression of LncRNA PSMA3-AS1 reduced the effects of cassufentanil 
on the proliferation, clonogenesis, migration and invasion of colon cancer SW1116 cells. Sufentanil could reduce 
the proliferation, clone formation, migration and invasion of colon cancer cells by down-regulating the expression 
of LncRNA PSMA3-AS1.

Keywords       Sufentanil; colon cancer; LncRNA PSMA3-AS1; cell proliferation; cell migration; cell invasion

结肠癌是常见和最具侵袭性的恶性肿瘤之一, 
结肠癌细胞远处侵袭和转移是造成结肠癌死亡率高

的重要原因。近年来, 随着生活环境和饮食结构的

改变, 我国结肠癌的发病率和死亡率逐年上升[1]。由

于大部分结肠癌患者确诊时已处于中晚期, 患者预

后较差且生存率明显降低[2]。因此, 寻找早期诊断

的标志物, 探索参与结肠癌生长和转移的关键分子

是当前研究的重点。手术中采用的麻醉药可影响

肿瘤生物学行为, 并可抑制结肠癌细胞生长[3-5]。舒

芬太尼属于强效阿片类镇痛药, 具有镇痛作用强且

不良反应少等特点, 研究表明舒芬太尼可抑制卵

巢癌细胞增殖及促进细胞凋亡[6]。但关于舒芬太

尼与结肠癌相关性研究报道相对较少。长链非编

码RNA(LncRNA)的异常表达与许多疾病尤其是恶

性肿瘤的发生发展有关。据报道, 在结肠癌中, Ln-
cRNA PSMA3-AS1表达上调, 可调控细胞增殖、迁

移和侵袭, 其是结直肠癌的潜在治疗靶点[7]。但Ln-
cRNA PSMA3-AS1是否参与舒芬太尼治疗结肠癌这

一过程仍不清楚。本研究主要探讨舒芬太尼对结肠

癌细胞增殖、迁移及侵袭的作用, 及其是否可调控

LncRNA PSMA3-AS1表达。

1   材料与方法
1.1   材料与试剂

舒芬太尼注射液(规格为100 μg/2 mL, 即2 mL注
射液中含舒芬太尼100 μg)购自宜昌人福药业有限责

任公司 ; Lipofectamine2000购自美国 Invitrogen公司 ; 
Trizol试剂、反转录与荧光定量PCR试剂盒购自美国

Thermo Fisher公司 ; CCK-8试剂盒、Transwell小室、

Matrigel基质胶购自北京索莱宝科技有限公司; si-NC、
si-LncRNA PSMA3-AS1、pcDNA、pcDNA-LncRNA 
PSMA3-AS1购自广州锐博生物科技有限公司 ; 人结

肠癌细胞SW1116购自上海慧颖生物科技有限公司 ; 
兔抗人N-cadherin、E-cadherin一抗、GAPDH一抗、

山羊抗兔IgG二抗购自英国Abcam公司。

1.2   方法

1.2.1   分组      SW1116细胞接种于6孔板(1×105个/孔), 
加含舒芬太尼 (终浓度为 0.5 nmol/L、5 nmol/L、
50 nmol/L)的培养基培养24 h[8], 作为低、中、高舒

芬太尼组。正常培养的SW1116细胞作为对照组。用

脂质体法将 si-NC、si-LncRNA PSMA3-AS1转染至

SW1116细胞, 记为si-NC组、si-LncRNA PSMA3-AS1
组。用脂质法将pcDNA、pcDNA-LncRNA PSMA3-
AS1转染至SW1116细胞 , 加舒芬太尼50 nmol/L培
养 24 h, 记为高舒芬太尼+pcDNA组、高舒芬太尼

+pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1组。

1.2.2   CCK-8检测细胞增殖      将SW1116细胞接种

于96孔板 , 按照1.2.1分组进行处理 , 培养24 h后 , 每
孔加入CCK-8溶液10 μL, 继续培养2 h, 酶标仪检测

450 nm处各孔的光密度(D)值。计算细胞存活率, 细
胞存活率 (%)=(A450经过处理的细胞 /A450对照细

胞)×100%。

1.2.3   克隆形成实验      将SW1116细胞以500个/孔
的浓度接种于6孔板 , 按照1.2.1项下分组进行处理 , 
培养直至出现肉眼可见的细胞克隆团 , 弃培养基 , 
预冷PBS洗涤 , 500 μL甲醇室温固定20 min, 结晶紫

(1%)室温染色15 min, 在显微镜下记录克隆形成数。

1.2.4   Transwell实验      迁移实验, 将1.2.1项下各组

SW1116细胞 (5×105个细胞 /孔 )放入无血清培养基并

接种到上室 , 下室加600 μL含10%胎牛血清的培养

液 , 在37 °C、5% CO2下孵育48 h后 , 取出Transwell
小室 , 弃去孔中的培养基并用PBS洗涤。然后将细

胞在室温下固定(4%多聚甲醛) 30 min、室温下染色

(1%结晶紫染色液 ) 20 min, 显微镜下记录迁移细胞

数。侵袭实验 , Matrigel稀释后预先加入上室 , 每孔

40 μL, 剩余步骤与迁移实验相同。

1.2.5   qRT-PCR检测LncRNA PSMA3-AS1的表达水平      
在1.2.1项下向各组SW1116细胞中加入1 mL Trizol试
剂 , 提取RNA。通过分光光度法在260~280 nm处检

测提取的RNA纯度 , RNA反转录合成cDNA, 反转录
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反应体系含有1  μL RT Enzyme Mix I、1  μL Random 
6 mers、4  μL 5× PrimeScript Buffer、1  μL Oligo dT 
Primer和RNase-free H2O。以cDNA为模板应用美国

ABI StepOnePlus实时荧光定量PCR仪检测Ct值 , 反
应系统 (20 µL): 10 µL SYBR® Premix Ex TaqTM(2×)、
0.8 µL PCR正向引物、0.8 µL PCR反向引物、2 µL 
cDNA(200 ng/μL)和6.4 µL ddH2O。反应条件 : 95 °C
初始变性10 min; 然后在92 °C变性15 s, 60 °C退火

30 s, 72 °C延伸1 min, 40个循环。采用2–ΔΔCt法计算

LncRNA PSMA3-AS1表达量。相对表达标准化为

GAPDH, 引物序列如下 , PSMA3-AS1: 正向5′-AAC 
AGA CCA TCA GAA GAG AAC A-3′和反向5′-GAA 
CAG AAA CCA GAG CCA TAC A-3′; GAPDH: 正向

5′-AAG GTG AAG GTC GGA GTC AA-3′和反向5′-
GGA AGA TGG TGA TGG GAT TT-3′。
1.2.6   Western blot检测E-cadherin、N-cadherin蛋白

表达      使用RIPA裂解液提取1.2.1项下各组SW1116
细胞总蛋白, 将裂解物在4 °C条件下离心(12 000 ×g, 
5 min)后 , 将上清转移至新的试管中 , 通过BCA法测

定蛋白浓度。取蛋白样品 , 通过十二烷基硫酸钠–聚
丙烯酰胺凝胶电泳分离 , 然后将其转移到聚偏二氟

乙烯膜上。用5%脱脂牛奶37 °C封闭2 h后, 将膜与E-
cadherin(1:800)、N-cadherin(1:800)一抗、GAPDH抗

体(1:2 000)在4 °C下孵育24 h, 次日, 洗去一抗, 加二

抗(1:3 000)在37 °C下孵育1 h, 在Tanon 5200化学发光

凝胶成像系统 (上海天能 )上用化学发光法检测蛋白

质条带。利用ImageJ软件分析各目的条带灰度值。

1.3   统计学分析

计量资料符合正态分布以(x
_
±s)表示, 采用SPSS 

21.0软件分析数据 , 两组间采用独立样本 t检验进行

差异比较, 多组间采用单因素方差分析和LSD-t进行

差异比较, P<0.05为差异有统计学意义。

2   结果
2.1   舒芬太尼对SW1116细胞增殖、迁移、侵袭

的影响

与对照组相比 , 低、中、高舒芬太尼组细胞克

隆形成数 (分别降低了18.04%、37.82%、55.03%)、
迁移细胞数(分别降低了20.06%、36.02%、54.90%)、
侵袭细胞数(分别降低了15.77%、34.26%、56.42%)、
存活率(分别降低了18.08%、29.18%、36.05%)、N-
cadherin蛋白水平 (分别降低了 25.81%、56.45%、

77.42%)均降低 (P<0.05), E-cadherin水平增高 , 分别

升高至1.63倍、2.63倍、3.79倍 (P<0.05), 且呈剂量

依赖性(图1和表1)。
2.2   舒芬太尼对SW1116细胞中LncRNA PSMA3-
AS1表达的影响

与对照组 (1.00±0.00)比较 , 低、中、高舒芬太

A: 细胞克隆检测结果; B: 细胞迁移检测结果; C: 细胞侵袭检测结果; D: SW1116细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达; 1: 对照组; 2: 低舒芬太

尼组; 3: 中舒芬太尼组; 4: 高舒芬太尼组。

A: cell cloning test results; B: cell migration test results; C: cell invasion detection results; D: E-cadherin and N-cadherin proteins were expressed in 
SW1116 cells; 1: control group; 2: low sufentanil group; 3: moderate sufentanil group; 4: high sufentanil group.

图1   舒芬太尼对SW1116细胞克隆、迁移、侵袭及相关蛋白表达的影响

Fig.1   Effects of sufentanil on the cloning, migration, invasion and expression of related proteins of SW1116 cells
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表1   舒芬太尼对SW1116细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Table 1   Effects of sufentanil on proliferation, migration and invasion of SW1116 cells
分组

Groups
存活率/%
Survival rate /%

克隆形成数

Number of clones
迁移细胞数

Number of migrated 
cells

侵袭细胞数

Number of invasive cells E-cadherin N-cadherin

Control 100.00±0.00 121.33±4.22 187.22±7.69 151.44±5.81 0.19±0.02 0.62±0.05

Low sufentanil   81.92±3.61*   99.44±4.14* 149.67±5.27* 127.56±3.62* 0.31±0.03* 0.46±0.05*

Moderate suf-
entanil

  70.82±3.66*#   75.44±2.50*# 119.78±4.34*#   99.56±3.83*# 0.50±0.04*# 0.27±0.03*#

High sufentanil   63.95±1.93*#△   54.56±2.01*#△   84.44±2.36*#△   66.00±2.54*#△ 0.72±0.04*#△ 0.14±0.02*#△

F 294.963 667.766 617.688 717.628 429.333 254.238

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与对照组相比; #P<0.05, 与低舒芬太尼组相比; △P<0.05, 与中舒芬太尼组相比。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with the control group; #P<0.05 compared with the low sufentanil group; △P<0.05 compared with the moderate sufentanil 

group.

尼组LncRNA PSMA3-AS1的表达量 [(0.71±0.05)、
(0.39±0.04)、(0.17±0.02)]降低 , 分别降低了 29%、

61%、83%(F=1035.326, P<0.05), 且呈剂量依赖性。

2.3   LncRNA PSMA3-AS1处理后转染效率的检测

与si-NC组(1.00±0.00)比较, si-LncRNA PSMA3-
AS1组LncRNA PSMA3-AS1的表达量 (0.27±0.04)
降低 , 降低了73%(t=54.750, P<0.05); 与pcDNA组

(1.00±0.00)比较 , pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1组
LncRNA PSMA3-AS1的表达量 (4.19±0.19)升高 , 升
高了4.19倍(t=50.368, P<0.05)。
2.4   抑制LncRNA PSMA3-AS1对SW1116细胞增

殖、迁移、侵袭的影响

与si-NC组比较, si-LncRNA PSMA3-AS1组细胞

存活率、克隆形成数、迁移细胞数、侵袭细胞数、

N-cadherin表达水平均降低 , 分别降低了 32.48%、

49.82%、45.77%、49.08%、70.00%(P<0.05), E-cadherin
表达水平升高, 升高至3.22倍(P<0.05)(图2和表2)。
2.5   LncRNA PSMA3-AS1对舒芬太尼处理的

SW1116细胞增殖、迁移、侵袭的影响

与高舒芬太尼 +pcDNA组比较 , 高舒芬太尼

+pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1组细胞存活率、克

隆形成数、迁移细胞数、侵袭细胞数、N-cadherin
表达水平均升高 , 分别升高至1.23倍、1.65倍、1.66
倍、1.69倍、3.00倍 (P<0.05), E-cadherin表达降低 , 
降低了52.05%(P<0.05)(图3和表3)。

3   讨论
目前临床主要采用根治性手术治疗结肠癌 , 麻

醉技术与麻醉药品可改善患者预后及生存率 , 麻醉药

物对结肠癌患者复发及转移具有重要影响 [9-10]。Ln-
cRNA在结肠癌中表达异常 , 并可充当miRNA竞争性

结合RNA(ceRNA)而调控结肠癌细胞恶性生物学行

为 [11-12]。近年来 , 许多基因药理学研究表明 , 一些非

编码RNA(LncRNA/miRNA/circRNA)表达的改变可

影响机体对药物的反应 , 进而产生药物治疗效果的差

异。例如 , 黄芩苷可通过下调结肠癌细胞中miR-217
的表达发挥抗癌作用 [13]; 异丙酚可通过下调LncRNA 
HOXA11-AS表达促进结直肠癌细胞凋亡 [14]; 这提示

LncRNA可作为麻醉药治疗结肠癌的潜在靶点。

舒芬太尼是一种强效阿片类镇痛药 , 广泛应用

于结肠癌的手术镇痛。研究表明 , 舒芬太尼对肝癌

细胞增殖、迁移及侵袭有抑制作用, 可诱导凋亡, 可
能与上调miR-495表达相关 [15]。舒芬太尼可抑制肺

癌细胞迁移 [16]。右美托咪定联合舒芬太尼可增强结

肠癌患者免疫功能 [17]。与上述研究结果一致 , 本研

究发现 , 舒芬太尼可降低结肠癌细胞存活率 , 克隆

形成能力降低。上皮–间质转化(epithelial-interstitial 
transformation, EMT)是肿瘤侵袭和转移的起始原因, 
在EMT过程中 , 上皮细胞黏附连接蛋白E-cadherin
下调 , N-cadherin上调 , 这可导致细胞分离和运动性

增强 , 从而诱导细胞转移[18]。在本研究中 , 结肠癌

细胞经舒芬太尼处理后, 迁移及侵袭能力均降低, E-
cadherin表达水平升高, N-cadherin表达水平降低, 提
示舒芬太尼可抑制结肠癌细胞迁移、侵袭和EMT。
表明舒芬太尼在结肠癌中具有抗癌作用。

据报道, 舒芬太尼可通过调控LncRNA表达发挥

药效学作用。例如, 舒芬太尼预处理能抑制LncRNA-
MALAT1表达, 减轻大鼠心肌缺血/再灌注损伤[19]; 在
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卵巢癌中 , 舒芬太尼可通过下调LncRNA DNM3OS
表达抑制卵巢癌细胞的迁移、侵袭和EMT[20]。Ln-
cRNA PSMA3-AS1作为一种致癌LncRNA, 在多种

癌症中呈高表达, LI等[21]发现, LncRNA PSMA3-AS1
对肺癌细胞生长、侵袭有明显的促进作用。Ln-
cRNA PSMA3-AS1在食管癌细胞中呈高表达 , 并可

充当miR-101的 ceRNA分子而促进EZH2表达从而

促进食管癌细胞增殖及转移 [22]。最近的一项研究显

示 , LncRNA PSMA3-AS1在结肠癌组织和细胞中表

达上调 , 可加速结肠癌进展 , 其可作为结肠癌患者

的潜在治疗靶点 [7]。本研究结果显示 , 抑制LncRNA 
PSMA3-AS1表达可降低结肠癌细胞增殖、迁移及

侵袭能力 , 而舒芬太尼能够以浓度依赖性方式降低

LncRNA PSMA3-AS1的表达量 , 推测舒芬太尼在

结肠癌中的抗癌机制可能与下调LncRNA PSMA3-
AS1表达有关。为了验证此推测 , 本研究在舒芬太

尼处理的基础上, 采用质粒转染技术来上调LncRNA 
PSMA3-AS1表达, 结果显示, 上调LncRNA PSMA3-

A: 细胞克隆检测结果; B: 细胞迁移检测结果; C: 细胞侵袭检测结果; D: SW1116细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达; 1: si-NC组; 2: si-
LncRNA PSMA3-AS1组。

A: cell cloning test results; B: cell migration test results; C: cell invasion detection results; D: E-cadherin and N-cadherin proteins were expressed in 
SW1116 cells; 1: si-NC group; 2: si-LncRNA PSMA3-AS1 group.

图2   抑制LncRNA PSMA3-AS1对SW1116细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Fig.2   Effect of inhibiting LncRNA PSMA3-AS1 on proliferation, migration and invasion of SW1116 cells
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表2   抑制LncRNA PSMA3-AS1对SW1116细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Table 2   Effect of inhibiting LncRNA PSMA3-AS1 on proliferation, migration and invasion of SW1116 cells 
分组

Groups
存活率/%
Survival rate /%

克隆形成数

Number of clones
迁移细胞数

Number of migrated cells
侵袭细胞数

Number of invasive cells
E-cadherin N-cadherin

si-NC 100.00±0.00 121.56±6.62 186.78±8.52 150.56±8.50  0.18±0.02 0.60±0.06

si-LncRNA 
PSMA3-AS1

  67.52±2.02*   61.00±4.16* 101.22±7.05*   76.67±5.42*  0.58±0.04* 0.18±0.02*

t  48.238   23.237   23.211   21.989 26.833 19.922

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与si-NC组相比。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with the si-NC group.
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AS1可减弱舒芬太尼对结肠癌细胞增殖、迁移及侵

袭的抑制作用 , 提示舒芬太尼对结肠癌细胞生长及

转移的阻碍作用可能与抑制LncRNA PSMA3-AS1
表达有关。

综上所述 , 舒芬太尼可能通过下调 LncRNA 

PSMA3-AS1抑制结肠癌细胞增殖、迁移、侵袭 , 
LncRNA PSMA3-AS1可能作为舒芬太尼减缓结肠

癌发展进程的潜在靶点 , 但关于其具体作用机制仍

需进一步探究。此外, 在本研究中, 舒芬太尼的抗癌

活性呈剂量依赖性 , 在后续的研究中将结合体内实

A: 细胞克隆检测结果; B: 细胞迁移检测结果; C: 细胞侵袭检测结果; D: SW1116细胞中E-cadherin、N-cadherin蛋白表达; 1: 高舒芬太尼+pcDNA
组; 2: 高舒芬太尼+pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1组。

A: cell cloning test results; B: cell migration test results; C: cell invasion detection results; D: E-cadherin and N-cadherin proteins were expressed in 
SW1116 cells; 1: high sufentanil+pcDNA group; 2: high sufentanil+pcDNA-LncRNA PSMA3-AS1 group.

图3   LncRNA PSMA3-AS1对舒芬太尼处理的SW1116细胞克隆迁移侵袭及相关蛋白表达的影响

Fig.3   Effect of LncRNA PSMA3-AS1 on migration and invasion of SW1116 cells treated with sufentanil 
and expression of related proteins
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表3   LncRNA PSMA3-AS1对舒芬太尼处理的SW1116细胞增殖、迁移、侵袭的影响

Table 3   Effect of LncRNA PSMA3-AS1 on proliferation, migration and invasion of SW1116 cells treated with sufentanil
分组

Groups
LncRNA 
PSMA3-AS1

存活率/%
Survival rate /%

克隆形成数

Number of clones
迁移细胞数

Number of 
migrated cells

侵袭细胞数

Number of 
invasive cells

E-cadherin N-cadherin

High 
sufentanil+pcDNA

1.00±0.00 63.80±2.72 54.11±2.60   82.00±3.89   66.89±3.70 0.73±0.06 0.13±0.02

PSMA3-AS1
High 
sufentanil+pcDNA-
LncRNA PSMA3-
AS1

4.23±0.14* 78.58±3.13* 89.11±4.51* 136.00±6.29* 113.22±4.26* 0.35±0.03* 0.39±0.04*

t 69.214 10.693 20.170 21.905 24.633 16.994 17.441

P 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000

x
_
±s; n=9; *P<0.05, 与高舒芬太尼+pcDNA组相比。

x
_
±s; n=9; *P<0.05 compared with the high sufentanil+pcDNA group.
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验对其最佳给药剂量进行探索 , 为促进其临床前研

究和实现临床转化奠定基础。
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