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瑞马唑仑调节HMGB1-RAGE通路对膀胱癌细胞

增殖、凋亡和上皮–间充质转化的影响
武晓旭1  罗树军1  王然1  吴安石2*

(1北京怀柔医院麻醉科, 北京 101400; 2首都医科大学附属北京朝阳医院麻醉科, 北京 100020)

摘要      该文旨在探究瑞马唑仑调节HMGB1-RAGE通路对膀胱癌细胞增殖、凋亡和上

皮 –间充质转化 (EMT)的影响。培养永生化膀胱细胞系SV-HUC-1和膀胱癌细胞系BIU-87, 采
用CCK-8检测瑞马唑仑对SV-HUC-1和BIU-87细胞活力的影响。将BIU-87细胞依次分为 : 对照

组、低剂量瑞马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组、高剂量瑞马唑仑组、高剂量瑞马唑仑 +人重组

HMGB1(rHMGB1)组。集落形成实验评估细胞增殖能力; AO/EB双染和Annexin V-FITC/PI双染

检测细胞凋亡情况; 免疫荧光检测EMT; Western blot检测细胞行为相关蛋白及HMGB1-RAGE通
路相关蛋白的表达水平。与0 µg/mL瑞马唑仑比较 , 当浓度在0.5 µg/mL~4 µg/mL时 , BIU-87细
胞活力显著降低 (P<0.05)。与对照组比较 , 低剂量瑞马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞

马唑仑组BIU-87细胞集落形成数量、Ki-67阳性细胞率、Fibronectin阳性细胞率、p-p65/p65值
以及 c-myc、CyclinD1、XIAP、Bcl-2、HMGB1、RAGE蛋白水平均降低 , AO/EB双染凋亡率、

Annexin V-FITC/PI双染凋亡率、E-cadherin阳性细胞率、Claudins阳性细胞率均升高, 且高剂量

瑞马唑仑组对BIU-87细胞恶性行为的抑制作用显著强于中、低剂量组 (P<0.05), 与单纯高剂量

瑞马唑仑处理相比 , 高剂量瑞马唑仑联合 rHMGB1可部分逆转瑞马唑仑对膀胱癌细胞恶性行为

的抑制作用 (P<0.05)。瑞马唑仑通过抑制HMGB1-RAGE通路激活调控膀胱癌细胞增殖、凋亡

和EMT过程。
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Effects of Remimazolam on the Proliferation, Apoptosis, 
and Epithelial-Mesenchymal Transition of Bladder Cancer Cells 

by Regulating the HMGB1-RAGE Pathway
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Abstract       This study aims to investigate the mechanism by which remimazolam regulates the 
HMGB1-RAGE pathway and its subsequent effects on the proliferation, apoptosis, and EMT (epithelial-mes-
enchymal transition) of bladder cancer cells. The immortalized bladder cell line SV-HUC-1 and the bladder 
cancer cell line BIU-87 were cultured, and cell viability following remimazolam treatment was assessed us-
ing the CCK-8 assay. BIU-87 cells were sequentially divided into the following groups: control group, low-
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dose remimazolam group, medium-dose remimazolam group, high-dose remimazolam group, and high-dose 
remimazolam+rHMGB1 (recombinant human HMGB1) group. Cell proliferation capacity was evaluated 
by colony formation assay; cell apoptosis was detected by AO/EB double staining and Annexin V-FITC/PI 
double staining; EMT was detected by immunofluorescence; the levels of cell behavior-associated proteins 
and HMGB1-RAGE pathway-associated proteins were detected by Western blot. Compared with the 0 µg/mL 
remimazolam group, the viability of BIU-87 cells was significantly decreased when the concentration was 
in the range of 0.5 µg/mL to 4 µg/mL (P<0.05). Compared with the control group, the number of colonies 
formed, Ki-67 positive cell rate, Fibronectin positive cell rate, p-p65/p65 ratio, and the protein levels of c-myc, 
CyclinD1, XIAP, Bcl-2, HMGB1, and RAGE were decreased in the low-, medium-, and high-dose remima-
zolam groups, while the cell apoptosis rates detected by AO/EB double staining and Annexin V-FITC/PI flow 
cytometry, and the positive cell rates of E-cadherin and Claudins were increased. The inhibitory effect of the 
high-dose remimazolam group on malignant behaviors of BIU-87 cells was significantly stronger than those 
of the medium- and low-dose groups (P<0.05). Compared with high-dose remimazolam treatment alone, 
high-dose remimazolam combined with rHMGB1 partially reversed the inhibitory effect of remimazolam on 
malignant behaviors of bladder cancer cells (P<0.05).  Remimazolam regulates the proliferation, apoptosis, 
and EMT process of bladder cancer cells by inhibiting the activation of the HMGB1-RAGE pathway.

Keywords       remimazolam; HMGB1-RAGE pathway; bladder cancer cell proliferation; apoptosis; epitheli-
al-mesenchymal transition

膀胱癌作为泌尿系统常见的恶性肿瘤 , 最新

癌症统计结果显示 , 预计 2025年膀胱癌新发病例

为84 870例, 死亡病例为17420例, 其对患者的生活

质量和医疗系统的成本都有重大影响 [1]。既往研

究表明 , 上皮–间充质转化 (epithelial-mesenchymal 
transition, EMT)、肿瘤细胞的异常增殖和凋亡失

衡等病理过程在膀胱癌恶化进程中相互交织, 共同

推动膀胱癌的恶化[2]。因此, 深入研究膀胱癌增殖、

凋亡和EMT的调控机制 , 有助于开发新的治疗策

略。

在肿瘤研究中 , HMGB1-RAGE通路备受关注 , 
其在多种肿瘤中异常激活 , 参与肿瘤细胞的增殖、

存活和转移 [3]。研究显示 , 在膀胱癌细胞中 , 降低

HMGB1/RAGE通路相关蛋白表达水平, 可通过减少

转化生长因子β相关的EMT进而抑制肿瘤细胞的迁

移和侵袭 [4]。而瑞马唑仑作为新型超短效静脉注射

苯二氮䓬衍生物药物备受关注 , 该药物凭借独特药

代动力学特性和创新代谢机制 (主要通过血液中非

特异性酯酶代谢 , 不依赖肝肾 ), 在麻醉及操作性诊

疗镇静领域广泛应用[5]。在临床研究中, 瑞马唑仑已

被用作经尿道膀胱肿瘤切除术中的麻醉药物 , 且患

者术后恢复效果良好[6]。已有研究证实, 瑞马唑仑可

通过抑制细胞增殖和转移的恶性行为在喉鳞状细胞

癌中发挥抗肿瘤作用[7]。但目前, 瑞马唑仑与膀胱癌

中HMGB1-RAGE通路的关联尚未见报道。本研究

首次探索瑞马唑仑通过调节HMGB1-RAGE通路, 对
膀胱癌细胞增殖、凋亡和EMT的影响 , 有望为膀胱

癌治疗提供新思路。

1   材料与方法
1.1   材料

人正常膀胱上皮细胞系SV-HUC-1(货号 : HT-
X1556)和人膀胱癌细胞系BIU-87(货号 : HTX2158C)
均购自深圳华拓细胞库; 人重组HMGB1(rHMGB1, 货
号 : rp147000)、CCK-8试剂盒 (货号 : C266180)、An-
nexin V-FITC/PI双染试剂盒 (货号 : A266226)均购自

阿拉丁试剂 (上海 )有限公司 ; AO/EB双染试剂盒 (货
号 : S0012)购自上海碧云天生物技术有限公司 ; 一抗

Ki-67(货号 : ab15580)、E-cadherin(货号 : ab314063)、
Claudins(货号 : ab211737)、Fibronectin(货号 : ab2413)、
c-myc(货号 : ab32072)、CyclinD1(货号 : ab16663)、
XIAP(货号 : ab229050)、Bcl-2(货号 : ab182858)、
HMGB1(货号 : ab18256)、RAGE(货号 : ab216329)、
p-p65(货号: ab76302)、p65(货号: ab76311)和β-actin(货
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号: ab8227)均购自英国Abcam公司。

1.2   方法

1.2.1   CCK-8检测瑞马唑仑对SV-HUC-1和BIU-87
细胞活力的影响      将SV-HUC-1和BIU-87细胞以

5×103/孔的密度接种到96孔板上 , 每孔添加100 μL
含胎牛血清的DMEM培养基常规培养 24 h。待细

胞贴壁后更换含有不同浓度 (0、0.25、0.5、1、2、
4 μg/mL)[7]瑞马唑仑的培养基 , 培养 24 h后每孔添

加10 μL的CCK-8溶液, 37 ℃孵育2 h。使用酶标仪

检测各孔细胞吸光度 (D)值 , 以D值大小来表示细

胞活力。

1.2.2   BIU-87细胞分组      将BIU-87细胞分为5组, 对
照组 (不做任何处理 )、低剂量瑞马唑仑组 (0.5 μg/mL
瑞马唑仑处理 )、中剂量瑞马唑仑组 (1 μg/mL瑞马唑

仑处理)、高剂量瑞马唑仑组(2 μg/mL瑞马唑仑处理)、
高剂量瑞马唑仑+rHMGB1组(先加入2 μg/mL瑞马唑仑

处理24 h, 再加入100 ng/mL rHMGB1[3]继续处理24 h), 
以上各组BIU-87细胞均处理48 h。
1.2.3   集落形成实验检测各组BIU-87细胞集落形成

数量      将各组BIU-87细胞以每孔500个细胞的密

度接种于6孔板中, 添加相应培养基置于37 ℃、5% 
CO2培养箱中培养14天, 每3天更换一次培养基, 待
出现肉眼可见的集落时 , 用多聚甲醛于 37 ℃固定

30 min后添加结晶紫于37 ℃染色20 min, 染色完成

后在显微镜下对集落数进行统计。

1.2.4   免疫荧光检测各组BIU-87细胞中Ki-67和
EMT相关蛋白的表达情况      将各组BIU-87细胞以

1×104/孔的密度接种到24孔板上 , 添加相应培养基置

于37 ℃、5% CO2培养箱中培养48 h, 然后进行多聚

甲醛固定 (37 ℃、30 min)、Triton X-100通透 (37 ℃、
10 min), 添加牛血清白蛋白 (bovine serum albumin, 
BSA)在37 ℃下封闭2 h后 , 分别补充兔抗人Ki-67抗
体、E-cadherin抗体、Claudins抗体、Fibronectin抗体

(均为1200׃稀释)在4 ℃下过夜培养 , 添加相应荧光二

抗 室温孵育2 h后(200׃1) , 使用DAPI复染细胞核。封

片后在荧光显微镜下拍照并计算阳性细胞占总细胞

的比例。

1.2.5   Western blot检测各组BIU-87细胞中相关蛋白

水平      收集各组培养的BIU-87细胞, 获取总蛋白。

将蛋白分离后转移到PVDF膜上, 封闭后添加兔抗人

HMGB1抗体、RAGE抗体、p-p65抗体、p65抗体、

c-myc抗体、CyclinD1抗体、XIAP抗体、Bcl-2抗体

和β-actin(均为1000 1׃稀释)在4 ℃下过夜培养, 添加

HRP二抗 于室温孵育2 h, 显影后使用凝胶(000 2׃1)

成像系统分析蛋白条带灰度值 (β-actin为内参 )并计

算p-p65/p65值。

1.2.6   AO/EB和Annexin V-FITC/PI双染检测各组

BIU-87细胞凋亡率      AO/EB染色: 将各组BIU-87细
胞以1×105/孔的密度接种到6孔板上 , 48 h后收集细

胞, 洗涤后分别添加100 μL AO/EB染色液, 37 ℃避光

孵育15 min, 在荧光显微镜下拍照 , 并计算细胞凋亡

率(橙红色与绿色细胞比例)。
Annexin V-FITC/PI染色 : 将各组BIU-87细胞以

1×105/孔的密度接种到6孔板上 , 48 h后收集细胞 , 洗
涤后分别添加10 μL Annexin V-FITC/PI染色液, 37 ℃
避光孵育15 min, 使用流式细胞仪检测细胞凋亡率

(早期凋亡细胞与晚期凋亡细胞百分比之和)。
1.3   统计学分析

用SPSS 25.0软件进行统计分析。若数据服从

正态分布 (Shapiro-Wilk检验 )且方差齐性 (Levene检
验 ), 则以均值±标准差 (x

_
±s)表示。组间比较采用单

因素方差分析, P<0.05表示差异有统计学意义。

2   结果
2.1   瑞马唑仑对SV-HUC-1和BIU-87细胞增殖活

力的影响

表1数据表明 , 与0 µg/mL瑞马唑仑比较 , 当瑞马

唑仑浓度在0.5~2 µg/mL时 , BIU-87细胞活力显著降

低 (P<0.05), 而SV-HUC-1细胞活力变化无显著差异

(P>0.05), 而当瑞马唑仑浓度为4 µg/mL时可明显抑制

SV-HUC-1和BIU-87细胞活力 (P<0.05)。通过计算得

出瑞马唑仑对BIU-87细胞的24 h半数抑制浓度 (half-
maximal inhibitory concentration, IC50)值为1.85 μg/mL, 基
于IC50值, 并参考临床麻醉血药浓度范围(0.5~2 µg/mL), 
选用0.5、1、2 µg/mL作为后续研究中的低、中和高

剂量瑞马唑仑浓度。

2.2   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞增殖的影响

图1~图3和表2表明 , 与对照组比较 , 低剂量瑞马

唑仑组、中剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑组BIU-
87细胞集落形成数量、Ki-67阳性细胞率、c-myc蛋白

水平、CyclinD1蛋白水平均降低 , 且低、中、高剂量

瑞马唑仑组之间的差异也具有统计学意义 (P<0.05); 
与高剂量瑞马唑仑组比较, 高剂量瑞马唑仑+rHMGB1
组BIU-87细胞集落形成数量、Ki-67阳性细胞率、c-myc
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图1   集落形成实验检测各组BIU-87细胞集落形成数量

Fig.1    The number of colonies formed in each group of BIU-87 cells was detected by colony formation assay

图2   免疫荧光检测各组Ki-67阳性细胞率

Fig.2    The Ki-67 positive cell rate in each group was detected by immunofluorescence

High-dose
remimazolam+
rHMGB1 group

Control group
Low-dose

remimazolam group
Medium-dose

remimazolam group
High-dose

remimazolam group

100 µm 100 µm 100 µm 100 µm 100 µm

High-dose
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a~e依次表示对照组、低剂量瑞马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组、高剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑+rHMGB1组。

a-e represent control group, low-dose remimazolam group, medium-dose remimazolam group, high-dose remimazolam group, and high-dose 
remimazolam+rHMGB1 group, respectively.

图3   Western blot检测各组BIU-87细胞c-myc和CyclinD1蛋白水平

Fig.3    The protein levels of c-myc and CyclinD1 in each group of BIU-87 cells were detected by Western blot
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表1   CCK-8检测瑞马唑仑对SV-HUC-1和BIU-87细胞活力的影响

Table 1    The effects of remimazolam on the viability of SV-HUC-1 and BIU-87 cells were detected by CCK-8 assay
瑞马唑仑/µg·mL–1

Remimazolam /µg·mL–1 SV-HUC-1 BIU-87

0 0.87±0.08 0.94±0.06

0.25 0.92±0.05 0.87±0.06

0.5 0.86±0.04 0.79±0.05*

1 0.84±0.06 0.68±0.04*

2 0.77±0.05 0.56±0.05*

4 0.68±0.07* 0.33±0.02*

*P<0.05, 与0 µg/mL瑞马唑仑比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with 0 µg/mL remimazolam. x
_
±s, n=6.
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蛋白水平、CyclinD1蛋白水平均升高(P<0.05)。
2.3   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞凋亡的影响

图4~图6和表3表明 , 与对照组比较 , 低剂量瑞

马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑组

BIU-87细胞AO/EB双染凋亡率、Annexin V-FITC/PI
双染凋亡率均升高 , XIAP和Bcl-2蛋白水平均降低 , 
且低、中、高剂量瑞马唑仑组之间的差异也具有统

计学意义 (P<0.05); 与高剂量瑞马唑仑组比较 , 高剂

量瑞马唑仑+rHMGB1组BIU-87细胞AO/EB双染凋

亡率、Annexin V-FITC/PI双染凋亡率均降低 , XIAP
和Bcl-2蛋白水平均升高(P<0.05)。
2.4   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞上皮–间充质转

化的影响

图7和表4表明 , 与对照组比较 , 低剂量瑞马唑

仑组、中剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑组BIU-
87细胞E-cadherin、Claudins阳性细胞率均升高 , 

表2   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞增殖相关指标的影响

Table 2    The effects of remimazolam on proliferation-related indicators in each group of BIU-87 cells
组别

Group
集落形成数量 
Number of colonies formed

Ki-67阳性细胞率/% 
Ki-67 positive cell rate /%

c-myc CyclinD1

Control group 89.65±7.15 67.12±5.19 1.24±0.12 0.85±0.07

Low-dose remimazolam group 69.12±6.05* 53.02±4.19* 0.78±0.06* 0.67±0.05*

Medium-dose remimazolam group 55.00±5.11*# 37.33±3.85*# 0.55±0.05*# 0.54±0.03*#

High-dose remimazolam group 44.62±3.82*#& 25.02±2.12*#& 0.38±0.04*#& 0.41±0.02*#&

High-dose remimazolam+rHMGB1 
group

60.15±5.06@ 41.36±4.65@ 0.61±0.06@ 0.59±0.05@

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与低剂量瑞马唑仑组比较; &P<0.05, 与中剂量瑞马唑仑组比较; @P<0.05, 与高剂量瑞马唑仑组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with low-dose remimazolam group; &P<0.05 compared with medium-dose remimazolam group; 
@P<0.05 compared with high-dose remimazolam group. x

_
±s, n=6.

图4   AO/EB双染检测各组BIU-87细胞凋亡率

Fig.4    The apoptosis rate in each group of BIU-87 cells was detected by AO/EB double staining
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图5   Annexin V-FITC/PI双染检测各组BIU-87细胞凋亡率

Fig.5    The apoptosis rate in each group of BIU-87 cells was detected by Annexin V-FITC/PI double staining
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表3   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞凋亡相关指标的影响

Table 3    The effects of remimazolam on apoptosis-related indicators in each group of BIU-87 cells
组别

Group
AO/EB双染凋亡率/%
AO/EB apoptosis rate /%

Annexin V-FITC/PI双染凋亡率/%
Annexin V-FITC/PI apoptosis rate /%

XIAP Bcl-2

Control group   4.25±0.32   3.88±0.37 1.03±0.12 0.97±0.07

Low-dose remimazolam group 15.02±3.12* 19.65±2.11* 0.75±0.06* 0.82±0.07*

Medium-dose remimazolam group 24.03±4.13*# 28.66±3.02*# 0.60±0.05*# 0.59±0.05*#

High-dose remimazolam group 35.64±3.02*#& 37.33±2.45*#& 0.42±0.04*#& 0.40±0.02*#&

High-dose remimazolam+rHMGB1 group 19.64±1.58@ 22.51±2.16@ 0.66±0.05@ 0.65±0.05@

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与低剂量瑞马唑仑组比较; &P<0.05, 与中剂量瑞马唑仑组比较; @P<0.05, 与高剂量瑞马唑仑组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with low-dose remimazolam group; &P<0.05 compared with medium-dose remimazolam 
group; @P<0.05 compared with high-dose remimazolam group. x

_
±s, n=6.

图7   免疫荧光检测瑞马唑仑对各组BIU-87细胞EMT相关标志物阳性细胞率

Fig.7    The positive cell rates of EMT-related markers in each group of BIU-87 cells were detected by immunofluorescence
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表4   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞EMT相关指标的影响

Table 4    The effects of remimazolam on EMT-related indicators in each group of BIU-87 cells
组别

Group
E-cadherin Claudins Fibronectin

Control group 20.16±2.36 15.23±1.26 69.15±5.16

Low-dose remimazolam group 41.33±4.02* 31.62±2.05* 50.03±3.84*

Medium-dose remimazolam group 58.62±5.03*# 42.32±3.02*# 33.05±2.84*#

High-dose remimazolam group 70.05±6.54*#& 66.03±5.02*#& 15.36±1.05*#&

High-dose remimazolam+rHMGB1 group 49.02±5.12@ 38.64±3.12@ 39.66±2.02@

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与低剂量瑞马唑仑组比较; &P<0.05, 与中剂量瑞马唑仑组比较; @P<0.05, 与高剂量瑞马唑仑组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with low-dose remimazolam group; &P<0.05 compared with medium-dose remimazolam 
group; @P<0.05 compared with high-dose remimazolam group. x

_
±s, n=6.
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a~e依次表示对照组、低剂量瑞马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组、高剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑+rHMGB1组。

a-e represent control group, low-dose remimazolam group, medium-dose remimazolam group, high-dose remimazolam group, and high-dose 
remimazolam+rHMGB1 group, respectively.

图6   Western blot检测各组BIU-87细胞XIAP和Bcl-2蛋白水平

Fig.6    The protein levels of XIAP and Bcl-2 in each group of BIU-87 cells were detected by Western blot
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Fibronectin阳性细胞率降低, 且低、中、高剂量瑞马

唑仑组之间的差异也具有统计学意义 (P<0.05); 与
高剂量瑞马唑仑组比较 , 高剂量瑞马唑仑+rHMGB1
组BIU-87细胞E-cadherin、Claudins阳性细胞率均降

低, Fibronectin阳性细胞率升高(P<0.05)。
2.5   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞中HMGB1、
RAGE蛋白水平以及p-p65/p65值的影响

图8和表5表明, 与对照组比较, 低剂量瑞马唑仑

组、中剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑组BIU-87
细胞HMGB1、RAGE蛋白水平以及p-p65/p65值均降

低 , 且低、中、高剂量瑞马唑仑组之间的差异也具

有统计学意义 (P<0.05); 与高剂量瑞马唑仑组比较 , 
高剂量瑞马唑仑+rHMGB1组BIU-87细胞HMGB1、
RAGE蛋白水平以及p-p65/p65值均升高(P<0.05)。

3   讨论
膀胱癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤之一 ,  严

重威胁人类健康。当前, 膀胱癌治疗效果受限于出血、

感染并发症以及耐药性等副作用 [8]。膀胱癌细胞系

BIU-87具有典型膀胱癌细胞特征 , 在体外条件下可以

很好地模拟膀胱癌细胞在体内的生物学特性 [9], 因此

本研究选择该细胞系进行实验 , 深入研究膀胱癌的发

病机制, 为早日开发高效低毒的治疗方法奠定基础。

瑞马唑仑是一种新型短效苯二氮类药物 , 在
临床麻醉和镇静领域应用广泛 [5-6]。已有研究表

明 , 瑞马唑仑具有一定的抗肿瘤潜力。例如 : 在结

直肠癌细胞中 , 1 μg/mL的瑞马唑仑可通过抑制癌

细胞增殖活力以及肿瘤标志物CEA和CA19-9的表

达来发挥抗肿瘤功能 [10]。蔡玉红等 [7]研究还表明 , 
瑞马唑仑可通过抑制Wnt/β-catenin通路来抑制细

胞增殖和转移的恶性行为。本研究结果显示 , 当
瑞马唑仑浓度为0.5~2 µg/mL时 , BIU-87细胞活力

呈剂量依赖性降低。在临床常用镇静剂量下 , 瑞
马唑仑的血药浓度通常维持在 0.1~0.5 µg/mL, 而
在达到深度镇静或麻醉状态时瑞马唑仑的血药浓

度可升至 0.5~2 µg/mL, 其与本研究设定的浓度

a~e依次表示对照组、低剂量瑞马唑仑组、中剂量瑞马唑仑组、高剂量瑞马唑仑组和高剂量瑞马唑仑+rHMGB1组。

a-e represent control group, low-dose remimazolam group, medium-dose remimazolam group, high-dose remimazolam group, and high-dose 
remimazolam+rHMGB1 group, respectively.

图8  Western blot检测各组BIU-87细胞HMGB1、RAGE、p-p65和p65蛋白水平

Fig.8    The protein levels of HMGB1, RAGE, p-p65, and p65 in each group of BIU-87 cells were detected by Western blot
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表5   瑞马唑仑对各组BIU-87细胞HMGB1-RAGE通路相关蛋白表达的影响

Table 5    The effects of remimazolam on the expression of HMGB1-RAGE pathway-related proteins in each group of BIU-87 cells
组别

Group
HMGB1 RAGE p-p65/p65

Control group 0.89±0.07 1.20±0.14 0.75±0.05

Low-dose remimazolam group 0.70±0.05* 0.88±0.07* 0.58±0.04*

Medium-dose remimazolam group 0.44±0.03*# 0.65±0.06*# 0.32±0.02*#

High-dose remimazolam group 0.32±0.02#& 0.46±0.03*#& 0.16±0.03*#&

High-dose remimazolam+rHMGB1 group 0.49±0.03@ 0.71±0.05@ 0.39±0.04@

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与低剂量瑞马唑仑组比较; &P<0.05, 与中剂量瑞马唑仑组比较; @P<0.05, 与高剂量瑞马唑仑组比较。x
_
±s, n=6。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with low-dose remimazolam group; &P<0.05 compared with medium-dose remimazolam 
group; @P<0.05 compared with high-dose remimazolam group. x

_
±s, n=6.
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范围 (0.5~2 µg/mL)相似 , 提示在该浓度下瑞马唑

仑可能兼具麻醉与抗肿瘤双重作用。进一步分析

发现 , 瑞马唑仑可明显降低BIU-87细胞集落形成

数量、Ki-67阳性细胞率以及 c-myc、CyclinD1、
XIAP、Bcl-2蛋白水平 , 升高AO/EB双染凋亡率、

Annexin V-FITC/PI双染凋亡率 ,  且具有剂量依

赖性。其中 , Ki-67表达直接反映细胞增殖活性 ; 
c-Myc是原癌基因编码的关键转录因子 , 参与调控

多个细胞生物过程 ; CyclinD1可推动细胞向S期进

展 [11-12]。XIAP蛋白和Bcl-2蛋白则是抗凋亡相关

因子 [13]。上述结果表明 , 瑞马唑仑通过抑制膀胱

癌细胞增殖、解除抗凋亡机制等多重途径 , 发挥

对膀胱癌的抑制作用 , 且高剂量的瑞马唑仑抗癌

效果更显著。此外 , EMT相关指标检测结果显示 , 
下调 E-cadherin蛋白水平可通过削弱胞间连接离

散细胞 , Claudins表达改变影响紧密连接完整性 , 
而Fibronectin主要在细胞外基质中积累, 为细胞转

移提供支架 , 三者协同驱动细胞获得间质特性 , 参
与EMT进程 [14-15]。瑞马唑仑处理后 , BIU-87细胞

中E-cadherin和Claudins表达上调 , Fibronectin表
达下调 , 表明细胞间质化程度降低 , 并且向着上皮

细胞表型转变 , 提示瑞马唑仑能够抑制膀胱癌细

胞的EMT过程。

HMGB1-RAGE通路在肿瘤中发挥重要作用 , 
HMGB1作为一种损伤相关分子 , 在肿瘤微环境中

被释放 , 通过结合RAGE激活下游的NF-κB等信号

通路 (p-p65/p65是关键激活指标 ), 促进肿瘤细胞增

殖和转移[16]。研究显示, 在乳腺癌中, 阻断HMGB1-
RAGE通路可抑制肿瘤细胞生长和迁移 [17]。本研究

结果与之相似, 随着瑞马唑仑浓度增加, BIU-87细胞

HMGB1、RAGE蛋白水平以及 p-p65/p65值也随之

降低, 且高剂量瑞马唑仑抑制效果最佳, 提示瑞马唑

仑抑制BIU-87细胞中HMGB1-RAGE通路激活。为

了进一步验证该通路在瑞马唑仑抗癌中的作用机

制 , 在高剂量瑞马唑仑干预的前提下补充 rHMGB1
激活HMGB1-RAGE通路 , 结果证实 , rHMGB1能够

逆转瑞马唑仑对BIU-87细胞增殖和EMT的抑制作

用, 并拮抗其促凋亡效应, 这充分表明瑞马唑仑通过

抑制HMGB1-RAGE通路激活调控膀胱癌增殖、凋

亡和EMT进程。

综上 ,  本研究首次证实瑞马唑仑通过抑制

HMGB1-RAGE通路激活进而有效抑制膀胱癌细胞增

殖和EMT, 诱导细胞凋亡。这一发现为临床上膀胱癌

的治疗开辟了新思路。后续需进一步开展动物实验和

临床试验来验证瑞马唑仑在体内的抗肿瘤效果以及安

全性, 为膀胱癌的精准治疗提供有效支持。
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