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【摘要】 　 目的 　 探讨布比卡因(bupivacaine,BUP)调控微小 RNA-212-3p(miR-212-3p) / Krüppel 样因子 7( krüppel-like
factor 7,KLF7)通路对结直肠癌(colorectal cancer,CRC)细胞侵袭、迁移能力的影响。 方法　 体外培养人正常结肠上皮细胞系

NCM460 和 CRC 细胞系 HCT-116、SW480、HCT-8、LS513,qRT-PCR 检测各细胞系中 miR-212-3p 和 KLF7 mRNA 表达量,Western
blot 检测各细胞系中 KLF7 蛋白表达量;四甲基偶氮唑蓝(MTT)法检测不同浓度 BUP 对 HCT-116 细胞活性的影响;将 HCT-
116 细胞分为:NC 组、BUP-L 组、BUP-H 组、BUP-H+inhibitor-NC 组、BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组。 Transwell 实验检测各组

HCT-116 细胞侵袭能力,划痕愈合实验检测各组 HCT-116 细胞迁移能力;qRT-PCR 实验检测各组 HCT-116 细胞中 miR-212-
3p、KLF7 mRNA 表达量;Western blot 检测 KLF7、基质金属蛋白酶(MMP-2)、组织金属蛋白酶抑制因子(TIMP-1)、上皮型钙黏

蛋白(E-cadherin)、神经型钙黏蛋白(N-cadherin)表达量;双荧光素酶报告基因实验验证 miR-212-3p 和 KLF7 互作关系。 结果

　与 NCM460 细胞系相比,CRC 细胞系中 miR-212-3p 表达量均明显下调,KLF7 mRNA 和蛋白表达量均明显上调(P<0. 05)。 与

NC 组相比,BUP-L 组和 BUP-H 组 HCT-116 细胞侵袭数量、划痕愈合率及 MMP-2、N-cadherin 蛋白表达量明显降低,TIMP-1 和

E-cadherin 蛋白表达量明显升高,miR-212-3p 表达量显著升高,KLF7 mRNA 和蛋白表达量明显降低(P<0. 05);与 BUP-H+in-
hibitor-NC 组相比,BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组 HCT-116 细胞侵袭数量、划痕愈合率及 MMP-2、N-cadherin 蛋白表达量明显

升高,TIMP-1 和 E-cadherin 蛋白表达量明显降低,miR-212-3p 表达量显著降低,KLF7 mRNA 和蛋白表达量明显升高(P<0.
05);双荧光素酶实验结果证实 miR-212-3p 和 KLF7 存在靶向关系(P<0. 05)。 结论　 BUP 通过调控 miR-212-3p / KLF7 通路抑

制 CRC 细胞侵袭、迁移。
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【Abstract】　 Objective　 To explore the effect of bupivacaine (BUP) on the invasion and migration abilities of colorectal cancer

(CRC) cells by regulating microRNA-212-3p / Krüppel like factor 7 (KLF7) pathway. Methods 　 Normal colon epithelial cell line
NCM460 and CRC cell lines HCT-116, SW480, HCT-8, and LS513 were cultured in vitro. qRT-PCR was performed to detect the
miR-212-3p and KLF7 mRNA in various cell lines. Western blot was performed to detect KLF7 protein in various cell lines. MTT as-
say was used to detect the effect of different concentrations of BUP on the activity of HCT-116 cells. HCT-116 cells were assigned into
a NC group, a BUP-L group, a BUP-H group, a BUP-H+inhibitor NC group, and a BUP-H+miR-212-3p inhibitor group. Transwell
experiment was used to measure the invasion ability of HCT-116 cells. Scratch healing experiment was performed to measure the migra-
tion ability of HCT-116 cells. The qRT-PCR experiment was used to measure the miR-212-3p and KLF7 mRNA in HCT-116 cells.
Western blot was used to measure expression levels of the KLF7, matrix metalloproteinase (MMP-2), tissue metalloproteinase inhibitor
(TIMP-1), E-cadherin, and N-cadherin. The dual luciferase reporter gene experiment was used to verify the interaction between miR-
212-3p and KLF7. Results　 Compared with the NCM460 cell line, the miR-212-3p was significantly downregulated in the CRC cell
line, while the KLF7 mRNA and protein were significantly upregulated (P<0. 05). Compared with the NC group, the invasion number
of HCT-116 cells, the scratch healing rate, and the expression levels of MMP-2 and N-cadherin proteins were significantly decreased,
the expression levels of TIMP-1 and E-cadherin proteins were significantly increased, the expression level of miR-212-3p was signifi-
cantly increased, and the expression levels of KLF7 mRNA and protein were significantly decreased in the BUP-L and BUP-H groups
(P<0. 05). Compared with the BUP-H + inhibitor-NC group, the invasion number of HCT-116 cells, the scratch healing rate, and the
expression levels of MMP-2 and N-cadherin proteins in the BUP-H+miR-212-3p inhibitor group were significantly increased, the ex-
pression levels of TIMP-1 and E-cadherin proteins were significantly decreased, the expression level of miR-212-3p was significantly
decreased, and the expression levels of KLF7 mRNA and protein were significantly increased (P<0. 05). Dual luciferase assay con-
firmed the targeting relationship between miR-212-3p and KLF7 (P<0. 05). Conclusions　 BUP inhibits CRC cell invasion and migra-
tion by regulating miR-212-3p / KLF7 pathway.
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　 　 结直肠癌(colorectal cancer,CRC)是全球癌症

相关死亡的第三大原因,发生机制涉及一系列病理

生理过程,如异常细胞增殖、细胞分化、对细胞凋亡

的抵抗、侵袭结直肠肿瘤细胞附近的结构以及远处
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转移等等[1,2]。 而这些生理过程大多由环境因素相

互作用造成,例如:抽烟、久坐、饮酒、肥胖等[3]。 有

研究表明 CRC 发病率和死亡率的地理差异与该癌

症的危险因素分布密切相关,其中亚洲发病率最

高,而拉丁美洲和加勒比地区死亡率最高[4]。 目前

手术和放疗仍是 CRC 的基础治疗手段,但有一部分

患者仍无法从传统疗法中收益[5]。 因此,探究 CRC
潜在机制对于治疗方案的创新是必要的。 布比卡

因(bupivacaine,BUP)是一种长效局部麻醉药,与其

他局部麻醉剂一样,其可通过抑制神经冲动的启动

和传导来发挥作用,提供非阿片类镇痛作用[6]。 现

有研究发现,BUP 在多种癌症研究中发挥作用,其
能明显抑制肝癌 HepG2 细胞增殖和侵袭,促进细胞

凋亡[7],但 BUP 在 CRC 中的研究鲜有报道。 微小

RNA(miRNA)是一种只含有 20 ~ 25 个核苷酸的微

小非编码 RNA,近年来已有大量研究证实 miRNA 调

控多种癌症发展[8]。 circMAN1A2 可通过调节 miR-
212-3p / DNA 损伤可诱导转录物 4(DDIT4)轴抑制胃

癌细 胞 增 殖、 侵 袭 和 迁 移[9]。 Krüppel 样 因 子

(Krüppel-like factor 7,KLF7)是一组高度保守的锌指

转录因子,广泛参与多种癌症相关生物学过程,并且

在特定细胞环境中异常表达的 KLF 作为肿瘤抑制因

子或肿瘤促进因子发挥作用[10]。 KLF7 在许多实体

瘤中呈现异常表达模式,有研究报道 KLF7 可通过调

控 miR-139-5p / TPD52 轴增强 CRC 细胞的侵袭和迁

移[11]。 但关于 BUP 是否能通过调控 miR-212-3p /
KLF7 来影响 CRC 发展尚未有研究说明,因此,本研

究旨在探讨 BUP 对 CRC 的影响及其具体机制。
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1　 材料与方法

1. 1　 实验细胞　 本研究于 2024 年 10 月在四川省

绵阳市麻醉与神经调控重点实验室进行。 人正常

结肠上皮细胞系 NCM460、人 CRC 细胞系 HCT-116、
SW480(货号:PT-H1504)、HCT-8 和 LS513 均购自

上海匹拓生物科技公司。
1. 2　 主要试剂 　 miR-212-3p inhibitor 及 inhibitor-
NC 质粒、KLF7-MUT 及 KLF7-WT 质粒、miR-212-3p
mimics 及 miR-NC 质粒均由上海达为科生物科技有

限公司构建;BUP(国药准字 H20054726)购自西安

力邦制药有限公司;MTT 检测试剂盒购自上海联祖

生物科技有限公司;基质胶包被的 Transwell 小室

(货号:354480)购自北京云肽生物公司;RNA 提取

试剂盒购自上海百生跃生物科技公司;反转录试剂

盒购自 MedChem Express 公司;荧光定量 PCR 酶购

自上海彩佑实业有限公司;双荧光素酶活性检测试

剂盒(货号:DR075)购自北京兰博利德公司;一抗

KLF7、基质金属蛋白酶(MMP-2)、组织金属蛋白酶

抑制因子(TIMP-1)、上皮型钙黏蛋白(E-cadherin)、
神经型钙黏蛋白(N-cadherin)购自 Abcam;GAPDH、
辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗购自华美生物。
1. 3　 细胞培养　 取 2×105 个 HCT-116 细胞接种至

含有新鲜完全培养基的培养皿中,培养至融合率为

80% ~90%时进行传代,待 HCT-116 细胞传至第三

代且状态稳定时可用于实验。
1. 4　 药物浓度筛选及分组 　 将 HCT-116 细胞(2×
103 个 /孔)接种至 96 孔板中,培养箱中培养 24 h
后,分别用 0、1. 25、2. 5、5、10 mg / ml 的 BUP 处理

HCT-116 细胞 24 h,之后按照 MTT 检测试剂盒说明

书步骤操作,检测 570 nm 处各孔的吸光度,并计算

细胞存活率。
1. 5　 细胞分组 　 将 HCT-116 细胞分为:NC 组(不
做任何处理)、BUP-L 组(含 2. 5 mg / ml BUP 培养基

培养)、BUP-H 组(含 5 mg / ml BUP 培养基培养)、
BUP-H+inhibitor-NC 组(转染 inhibitor-NC 质粒后用

含 5 mg / ml BUP 培养基培养)、BUP-H+miR-212-3p
inhibitor 组(转染 miR-212-3p inhibitor 质粒后用含 5
mg / ml BUP 培养基培养)。
1. 6　 Transwell 实验检测 HCT-116 细胞侵袭能力

　将 HCT-116 细胞调整密度至 5×104 个 / ml,取 200 μl
HCT-116 细胞接种至基质胶包被的 Transwell 小室

上室中,下室加入 500 μl 完全培养基,培养 24 h 后,
甲醛固定 HCT-116 细胞,结晶染色,显微镜下观察

各组 HCT-116 细胞侵袭情况并计数。
1. 7　 划痕愈合实验检测 HCT-116 细胞迁移能力　
取消化后的 HCT-116 细胞(1×105 个)接种至 6 cm
皿中,培养箱中培养 24 h,随后使用移液枪枪头划

线,继续培养 24 h,最后在显微镜下观察各组 HCT-
116 细胞划痕愈合情况,并计算各组 HCT-116 细胞

划痕愈合率。
1. 8 　 qRT-PCR 实验检测 HCT-116 细胞中 miR-
212-3p 和 KLF7 mRNA 表达量 　 将 HCT-116 细胞

培养至对数生长期后收集,提取总 RNA,使用试剂

盒反转录合成 cDNA,以得到的 cDNA 为模板进行

qRT-PCR,以 U6 和 GAPDH 作为参照,使用 2-△△CT

法将各基因 mRNA 表达量进行标准化,qRT-PCR 引

物序列见表 1。
1. 9 　 Western blot 实验检测 HCT-116 细胞中

KLF7、MMP-2、TIMP-1、E-cadherin、N-cadherin 蛋

白表达量 　 收集处于对数生长期的各组 HCT-116
细胞,使用蛋白裂解液和蛋白酶抑制剂混合物提取

总蛋白,使用二辛可宁酸测定试剂盒测定蛋白浓
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度,并通过 10% SDS-PAGE 分离 30 μg 总蛋白质并

转移到 PVDF 膜上。 将膜与 5% 脱脂牛奶一起孵育

1 h 以阻断非特异性结合,然后在 4 °C 下与 KLF7、
MMP-2、 TIMP-1、 E-cadherin、 N-cadherin 和 GAPDH

的一抗孵育过夜。 洗涤后,将膜与 HRP 偶联的 IgG
孵育 30 min,并使用自动化学发光图像分析系统进

行分析,最后用软件 IMAGE J 对蛋白条带进行标

准化。
表 1　 qRT-PCR 引物序列

基因 正向引物(5’-3’) 反向引物(5’-3’)

miR-212-3p GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAG TGGTTCGTGGGTAACAGTCTCCAGTC

KLF7 TTGTGTGGCACTTCCTCCTC GTCAGTCTGTCTGGCTCACC

U6 CTCGCTTCGGCAGCACAT TTTGCGTGTCATCCTTGCG

GAPDH AAGGTCATCCATGACAAC AGGCAGGGATGATGTTCT

1. 10 　 双荧光素酶报告基因实验验证 miR-212-3p
和 KLF7 互作关系　 通过网站 TargetScan 预测获得

miR-212-3p 和 KLF7 靶向互作序列,将 KLF7 野生型

和突变型序列构建至 pmirGLO 载体上,以获取

KLF7-WT 和 KLF7-MUT 质粒。 通过转染试剂将质粒

按照如下分组转入 HCT-116 细胞中:KLF7-WT+miR-
NC、KLF7-WT +miR-212-3p mimic、KLF7-MUT +miR-
NC、KLF7-MUT+miR-212-3p mimic,转染24 h 后,使用

试剂盒测定 HCT-116 细胞中荧光素酶活性。
1. 11　 统计学方法　 采用 GraphPad Prism 9 进行数据

分析。 结果均表示为均数±标准差,两组间比较采用 t
检验,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比

较采用 SNK-q 法。 P<0. 05 为差异有统计学意义。
2　 结果

2. 1　 miR-212-3p 和 KLF7 在正常结肠上皮细胞和

CRC 细胞中的表达量 　 与 NCM460 细胞相比,
HCT-116、SW480、HCT-8、LS513 细胞中 miR-212-3p
表达量明显下降(P<0. 05),KLF7 mRNA 和蛋白表

达量明显上升(P<0. 05),其中 HCT-116 细胞变化

趋势最明显。 见图 1、表 2。

图 1　 KLF7 在正常结肠上皮细胞和 CRC 细胞中的表达

量　 a:NCM460 细胞;b:HCT-116 细胞;c:SW480 细胞;
d:HCT-8 细胞;e:LS513 细胞

表 2　 miR-212-3p 和 KLF7 在正常结肠上皮细胞和

CRC 细胞中的表达量 (n=6)

细胞系 miR-212-3P KLF7 mRNA KLF7 蛋白

NCM460 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00 0. 68±0. 07

HCT-116 0. 31±0. 03a 2. 01±0. 21a 1. 53±0. 16a

SW480 0. 53±0. 06a 1. 35±0. 14a 0. 99±0. 10a

HCT-8 0. 57±0. 06a 1. 54±0. 16a 0. 84±0. 05a

LS513 0. 62±0. 07a 1. 89±0. 19a 1. 08±0. 11a

a 与 NCM460 比较,P<0. 05

2. 2　 BUP 处理对 HCT-116 细胞活性的影响 　 不

同浓度 BUP(1. 25、2. 5、5、10 mg / ml)处理后,HCT-
116 细胞存活率均显著高于未处理(0 mg / ml)的细

胞(P<0. 05),BUP 对 HCT-116 细胞作用的 IC50 为

5. 81 mg / ml,所以选定 BUP 处理的高浓度为 5 mg /
ml,低浓度为 2. 5 mg / ml。 见表 3。

表 3　 不同浓度 BUP 处理对 HCT-116 细胞活性的影响 (n=6)

BUP 浓度(mg / ml) 细胞存活率(% )

0 99. 24±0. 31

1. 25 72. 34±7. 35a

2. 5 63. 19±6. 54a

5 51. 37±5. 66a

10 42. 16±4. 74a

a 与 0 mg / ml 比较,P<0. 05

2. 3　 各组 HCT-116 细胞侵袭能力比较　 与 NC 组

相比,BUP-L 组和 BUP-H 组 HCT-116 细胞侵袭细

胞数明显减少(P<0. 05),且 BUP-H 组较 BUP-L 组

HCT-116 细胞侵袭数减少(P<0. 05);与 BUP-H+in-
hibitor-NC 组相比,BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组

HCT-116 细胞侵袭数明显增加(P<0. 05)。 见图 2、
表 4。

图 2　 各组 HCT-116 细胞侵袭能力比较
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表 4　 各组 HCT-116 细胞侵袭细胞数比较(n=6)

组别 侵袭细胞数(个)

NC 组 137. 17±14. 01

BUP-L 组 81. 83±8. 95a

BUP-H 组 62. 17±6. 93ab

BUP-H+inhibitor-NC 组 65. 83±7. 02

BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组 119. 83±12. 24c

a 与 NC 组比较,P<0. 05;b 与 BUP-L 组比较,P<0. 05;c 与 BUP-H+
inhibitor-NC 组比较,P<0. 05

2. 4　 各组 HCT-116 细胞迁移能力比较　 与 NC 组

相比,BUP-L 组和 BUP-H 组 HCT-116 细胞划痕愈

合率明显下降(P<0. 05),并且与 BUP-L 组相比,
BUP-H 组 HCT-116 细胞划痕愈合率下降趋势更明

显(P<0. 05);与 BUP-H+inhibitor-NC 组相比,BUP-
H+miR-212-3p inhibitor 组 HCT-116 细胞划痕愈合

率明显升高(P<0. 05)。 见图 3、表 5。

图 3　 各组 HCT-116 细胞划痕愈合情况比较

表 5　 各组 HCT-116 细胞划痕愈合率比较 (n=6)

组别 划痕愈合率(% )

NC 组 79. 82±8. 31

BUP-L 组 52. 44±5. 95a

BUP-H 组 39. 12±4. 50ab

BUP-H+inhibitor-NC 组 41. 39±4. 26

BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组 68. 16±7. 47c

a 与 NC 组比较,P<0. 05;b 与 BUP-L 组比较,P<0. 05;c 与 BUP-H+
inhibitor-NC 组比较,P<0. 05

2. 5　 各组 HCT-116 细胞中 miR-212-3p 和 KLF7
mRNA 表达量比较 　 与 NC 组相比,BUP-L 组和

BUP-H 组 HCT-116 细胞中 miR-212-3p 表达量明显

上调,KLF7 mRNA 表达量明显下调(P<0. 05),且
BUP-H 组表达量变化趋势更明显 (P < 0. 05);与
BUP-H+inhibitor-NC 组相比,BUP-H+miR-212-3p in-
hibitor 组 HCT-116 细胞中 miR-212-3p 表达量明显

下调,KLF7 mRNA 表达量明显上调(P<0. 05)。 见

表 6。
表 6　 各组 HCT-116 细胞中 miR-212-3p 和 KLF7 mRNA

表达量 (n=6)

组别 miR-212-3P KLF7

NC 组 1. 00±0. 00 1. 00±0. 00

BUP-L 组 1. 35±0. 14a 0. 61±0. 06a

BUP-H 组 1. 64±0. 17ab 0. 24±0. 03ab

BUP-H+inhibitor-NC 组 1. 68±0. 17 0. 38±0. 04

BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组 1. 12±0. 11c 0. 79±0. 08c

a 与 NC 组比较,P<0. 05;b 与 BUP-L 组比较,P<0. 05;c 与 BUP-H+

inhibitor-NC 组比较,P<0. 05

2. 6　 各组 HCT-116 细胞中 KLF7、MMP-2、TIMP-
1、E-cadherin、N-cadherin 蛋白表达量比较　 与 NC
组相比, BUP-L 组和 BUP-H 组 HCT-116 细胞中

KLF7、MMP-2 和 N-cadherin 蛋白表达量明显降低,
TIMP-1 和 E-cadherin 蛋白表达量明显升高(P<0.
05),且 BUP-H 组各指标变化趋势更加明显(P<0.
05);与 BUP-H+ inhibitor-NC 组相比,BUP-H+miR-
212-3p inhibitor 组 HCT-116 细胞中 KLF7、MMP-2 和

N-cadherin 蛋白表达量明显升高,TIMP-1 和 E-cad-
herin 蛋白表达量明显降低 (P < 0. 05)。 见图 4、
表 7。

图 4　 各组 HCT-116 细胞中 KLF7、MMP-2、TIMP-1、E-cadherin 蛋白

表达量　 a:NC 组;b:BUP-L 组;c:BUP-H 组;d:BUP-H+inhibitor-NC
组;e:BUP-H+miR-212-3p inhibitor 组。
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