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Abstract
AIM
To investigate the effect of sevoflurane on cell migration 
and invasion in gastric cancer (GC) cells, and to explore 
the underlying mechanism. 

METHODS
After SGC7901 cells were transfected with siCARMA3 
(siCARMA3 group), siControl (NC group), pcDNA 
3.1-CARMA3 (CARMA3 group), or pcDNA 3.1 (vector 
group) by liposome method, the expression of CARMA3 
mRNA in cells was detected by qRT-PCR, and the protein 
expression of CARMA3, p-p65, and p65 was detected by 
Western blot.

RESULTS
Compared with the control group, sevoflurane inhibited 
the migration and invasion of GC cells and down-
regulated the expression of CARMA3. Silencing of 
CARMA3 inhibited the migration and invasion of GC 
cells, while overexpression of CARMA3 promoted the 
migration and invasion of GC cells. CARMA3 targeted 
the NF-κB pathway. Thus, sevoflurane regulated 
CARMA3 to inhibit migration and invasion of GC cells 
by targeting the NF-κB pathway. 

CONCLUSION
Sevoflurane could inhibit the migration and invasion 
of GC cells via mechanisms that may be related to the 
regulation of CARMA3 to target the NF-κB pathway. 

七氟烷调节CARMA3靶向NF-κB通路抑制胃癌细胞迁
移、侵袭

贾秀萍, 陈晓贞, 楼群兵, 周振锋, 高 亮, 周鹏飞

在线投稿: https://www.baishideng.com

DOI: 10.11569/wcjd.v27.i4.220
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This finding will provide a basis for clinical treatment of 
GC with sevoflurane.

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

Key Words: Sevoflurane; CARMA3; NF-κB pathway; Gastric 
cancer cells; Migration; Invasion

Jia XP, Chen XZ, Lou QB, Zhou ZF, Gao L, Zhou PF. Sevoflurane 
regulates CARMA3 to inhibit migration and invasion of gastric 
cancer cells by targeting NF-κB signaling pathway. Shijie Huaren 
Xiaohua Zazhi 2019; 27(4): 220-227 
URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i4/220.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i4.220

摘要
目的
研究七氟烷对胃癌(gastric cancer, GC)细胞迁移、侵
袭的影响, 并探讨其作用机制. 

方法
运用Transwell法检测细胞迁移、侵袭量; 将siCAR 
MA3组(转染siCARMA3)、NC组(转染siControl)、
CARMA3组(转染pcDNA 3.1-CARMA3)、Vector组
(转染pcDNA 3.1)均用脂质体法转染至SGC7901细
胞; 用qRT-PCR检测细胞中CARMA3 mRNA表达; 
Western blot检测细胞中CARMA3、p-p65、p65蛋白
表达. 

结果
与对照组相比, 七氟烷抑制GC细胞迁移、侵袭, 且抑
制CARMA3表达; 沉默CARMA3抑制GC细胞迁移、

侵袭, 过表达CARMA3促进GC细胞迁移、侵袭, 且
CARMA3靶向NF-κB通路; 七氟烷可抑制CARMA3
失活NF-κB通路抑制GC细胞迁移、侵袭. 

结论
七氟烷可抑制GC细胞迁移、侵袭, 其机制可能与失
活CARMA3/NF-κB信号通路有关, 将可为七氟烷用
于临床治疗GC提供依据. 

© The Author(s) 2019. Published by Baishideng Publishing 
Group Inc. All rights reserved.

关键词: 七氟烷; CARMA3; NF-κB通路; 胃癌细胞; 迁移; 

侵袭

核心提要: 七氟烷可以抑制胃癌(gastric cancer, GC)细胞

的迁移和侵袭, 其中的作用机制与下调CARMA3失活NF-
κB通路有关. 七氟烷有望成为治疗GC的新药物. 

贾秀萍, 陈晓贞, 楼群兵, 周振锋, 高亮, 周鹏飞. 七氟烷调节CARMA3靶

向NF-κB通路抑制胃癌细胞迁移、侵袭. 世界华人消化杂志 2019; 27(4): 

220-227 

URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i4/220.htm  
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)是消化道常见癌症之一, 其发病

率在全球范围内位居第四, 仅2012年诊断出95.2万新病

例, 且新增病例数呈逐年增加趋势[1]. 近年来GC的早期

筛查和治疗技术有较大提高, 但其预后仍不佳. 目前临

床上仍迫切需要寻找能够诊断和治疗GC的新型药物. 
七氟烷(Sevoflurane)作为一种吸入麻醉药, 凭借其麻醉

诱导简单、平稳的优点在临床上广泛应用. 报道显示, 
七氟烷吸入法用于老年GC根治手术患者麻醉, 对患者

的血流动力学影响小, 术后患者苏醒质量高[2,3]. 七氟

烷可调节乳腺癌[4]、前列腺癌[5]、胶质瘤[6]、肺癌、

肾癌[7]的癌细胞发展. 黎真真等[8]报道, 七氟烷可抑制

卵巢癌细胞增殖、迁移、侵袭. 但七氟烷对GC细胞迁

移、侵袭的作用机制尚未完全阐明. 含半胱天冬酶募集

结构域的膜相关鸟苷酸激酶蛋白(coactivator-associated 
arginine methyltransferase, CARMA)蛋白家族有三个成

员, 分别为CARMA1、CARMA2、CARMA3. 该家族三

成员均广泛参与调节各种疾病的发生发展[9]. CARMA3
在乳腺癌[10]、卵巢癌[11]、结直肠癌[12]、肾癌[13]、膀胱

癌[13]、胰腺癌等[14]癌组织均高表达, 且与癌细胞的恶性

生物学行为关系密切. CARMA3调节乳腺癌、大肠癌细

胞的增殖、侵袭、迁移, 其机制与激活NF-κB有关[15-17]. 
而NF-κB与细胞增殖分化、肿瘤侵袭转移、上皮-间充

质化和肿瘤血管生成密切相关[18]. CARMA3可促进GC
细胞增殖、抑制凋亡[19]. 但CARMA3对GC细胞迁移、

侵袭的作用机制尚未完全清楚. 本研究拟以人GC细胞 
SGC7901为研究对象, 观察七氟烷、沉默CARMA3、过

表达CARMA3对GC细胞迁移、侵袭的影响, 其机制可

能与失活NF-κB通路有关, 可为七氟烷用于GC的临床

治疗提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人GC细胞SGC7901购自中国科学院上海细胞

库; 信号通路特异性激活剂PMA、信号通路特异性抑

制剂PTDC、pcDNA 3.1、siCARMA3、Matrigel基质胶

购自美国Invitrogen公司; Transwell小室购自美国Coming
公司; PVDF膜、LipofectamineTM 2000脂质体、SDS-
PAGE 试剂盒、ECL发光液和RIPA蛋白裂解液均购于
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碧云天公司; DMEM培养基、胎牛血清、BCA蛋白定

量试剂盒、逆转录试剂盒均购于大连Takara公司; 半干

转膜仪购自美国BIO-RAD公司; 实时荧光定量PCR系统

购自美国ABI公司; 紫外分光光度计购自美国Thermo公
司; 细胞培养箱购自美国Forma Scientific公司; PCR仪购

自美国BIO-RAD公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 用含10%胎牛血清的DMEM培养液培

养GC细胞SGC7901, 于37 ℃, 5% CO2的培养箱中进行

常规培养. 每2-3 d更换培养液或消化传代一次. 
1.2.2 转染: 将siCARMA3、siControl、pcDNA 3.1-CAR 
MA3和pcDNA 3.1用LipofectamineTM2000脂质体转染

GC细胞SGC7901, 分别标记为siCARMA3组、NC组、

CARMA3组、Vector组. 将转染后的细胞培养至对数生

长期进行qRT-PCR实验、Western blot实验和Transwell
实验. 
1.2.3 Transwell: 取适量对数生长期的转染细胞, 调整细

胞密度为106个/孔接种于6孔板, 常规培养至细胞融合

度达到70%, 更换为无血清培养基培养过夜. 调整各组

细胞密度为105个/mL, 取100 μL加入上室内, 600 μL含
血清的培养基加入下室内, 继续培养过夜. 取出小室, 用
棉签擦去上室内的细胞, PBS洗涤2次, 甲醇固定30 min, 
0.1%结晶紫染色20 min, PBS洗涤2次. 显微镜下观察小

室下表面附着的迁移细胞, 随机取5个视野拍照计数, 
取平均数. 

将小室的上室涂适量基质胶后再加入100 μL适当

密度的转染胰腺癌细胞, 其他操作与检测细胞迁移数一

样, 最后显微镜下观察小室下表面附着的细胞数量, 随
机取5个视野拍照计算, 取平均值. 
1.2.4 qRT-PCR: 取适量对数生长期的转染细胞, Trizol裂
解液裂解细胞, RNA抽提试剂盒提取RNA,并进行分光

光度计定量. 立即用逆转录试剂盒合成cDNA, qRT-PCR
试剂盒进行CARMA3 mRNA的检测, 以2-△△Ct法计算定

量结果. 实验重复3次. 
1.2.5 Western blot: 取适量对数生长期的转染细胞, 
RIPA裂解后, 提取总蛋白, BCA法蛋白定量后变性, 然
后进行SDS蛋白电泳, 之后进行PVDF转膜, 脱脂奶粉

封闭2 h, 然后用Ⅰ抗, 4 ℃孵育过夜. 次日, 洗膜后用辣

根过氧化物酶标记的Ⅱ抗37 ℃孵育2 h. 结束后加入显

影混合液, 显影曝光. 以GADPH为内参, 以目的条带灰

度值与GADPH灰度值的比值表示目的蛋白的表达情

况. 
统计学处理 实验数据采用SPSS 13.0软件进行分

析. 计量资料用mean±SD表示, 多组间数据比较采用

单因素方差分析, 两两数据比较采用SNK-q检验, 以

P <0.05表示差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 七氟烷抑制GC细胞迁移、侵袭 运用Transwell法检

测不同浓度七氟烷处理的GC细胞的细胞迁移、侵袭

量. 高剂量组、中剂量组、低剂量组于对照组, 细胞迁

移量均显著降低, 高剂量组于中剂量组, 细胞迁移量显

著降低(图1A和B); 高剂量组、中剂量组、低剂量组于

对照组, 细胞侵袭量均显著降低, 高剂量组于中剂量组, 
细胞侵袭量显著降低(图1A和C). 可见, 七氟烷抑制为癌

细胞迁移、侵袭且呈浓度依赖性. 
2.2 七氟烷抑制GC细胞中CARMA3表达 运用qRT-
PCR法检测不同浓度组GC细胞中CARMA3 mRNA
表达 ,  高剂量组、中剂量组、低剂量组于对照组 , 
CARMA3 mRNA表达均为显著降低, 高剂量组于中剂

量组, CARMA3 mRNA表达显著降低(图2A); CARMA3
蛋白表达均显著降低, 高剂量组于中剂量组, CARMA3
蛋白表达显著降低(图2B). 可见, 七氟烷抑制GC细胞中

CARMA3表达. 
2 . 3  C A R M A3对G C细胞迁移、侵袭的影响  s i -
CARMA3组于NC组, SGC7901细胞迁移数、侵袭数均

显著降低, CARMA3组于NC组, 细胞迁移数、侵袭数

均显著升高(图3A和B). CARMA3于Vector组细胞迁移

数、侵袭数均显著升高(图3A和B), 均具有统计学意义

(P<0.05). 可见, 沉默CARMA3抑制GC细胞迁移、侵袭, 
过表达CARMA3促进GC细胞迁移、侵袭. 
2.4 CARMA3靶向NF-κB信号通路 运用Western blot检
测si-CARMA3组、CARMA3组GC细胞中p-p65、p65
蛋白表达. si-CARMA3组于NC组, p-p65蛋白表达显著

降低(图4A和B), p65蛋白表达差异不显著(图4A和C); 
CARMA3组于NC组, p-p65蛋白表达显著降低(图4A、

B), p65蛋白表达差异不显著(图4A和C), 均具有统计学

意义(P<0.05). 可见, CARMA3靶向NF-κB信号通路. 
2.5 NF-κB通路对GC细胞迁移、侵袭的影响 将用1 
μmol/L的NF-κB通路激活剂处理48 h的GC细胞标记为

PMA组, 用20 μmol/L的NF-κB通路抑制剂处理48 h的
GC细胞标记为PTDC组. PMA组于NC组, 细胞迁移数、

细胞侵袭数均显著升高(图5A和B), PTDC组于NC组, 细
胞迁移数、细胞侵袭数均显著降低(图5A和B), 均具有

统计学意义(P <0.05). 可见, NF-κB的活性与GC细胞迁

移、侵袭量成正相关. 
2.6 七氟烷可调节靶向NF-κB信号通路的CARMA3抑

制GC细胞迁移、侵袭 将用七氟烷处理过的Vector组、

CARMA3组、CARMA3+PBS组和CARMA3+PTDC组
与未做任何处理的NC组相比, Vector组细胞迁移量、
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图  1  七氟烷抑制胃癌细胞迁移、侵袭. A: 七氟烷对胃癌细胞迁移、侵袭的影响; B: 不同浓度的七氟烷对胃癌细胞的细胞迁移量影响(对照组: 

323.33±20.55; 低剂量组: 276.67±8.18; 中剂量组: 224.33±11.09; 高剂量组: 170.00±12.83); C: 不同浓度的七氟烷对胃癌细胞转移量影响(对照组: 

176.00±8.98; 低剂量组: 131.00±6.16; 中剂量组: 107.67±4.78; 高剂量组: 75.67±8.58); aP<0.05, 与对照组比较; cP<0.05, 与中剂量组比较.
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图  2  七氟烷抑制胃癌细胞中CARMA-3表达. A: 不同浓度七氟烷对胃癌细胞中CARMA3 mRNA表达的影响(对照: 1.01±0.04; 低剂量组: 

0.77±0.09; 中剂量组: 0.57±0.05; 高剂量组: 0.35±0.08); B: 不同浓度七氟烷对胃癌细胞中CARMA3蛋白表达的影响(对照组: 1.01±0.04; 低

剂量组: 0.77±0.10; 中剂量组: 0.55±0.05; 高剂量组: 0.35±0.08); aP<0.05, 与对照组比较; cP<0.05, 与中剂量组比较.
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侵袭量均显著降低; CARMA3组与Vector组相比, 细胞

迁移量、侵袭量均显著升高; CARMA3+PTDC组与

CARMA3+PBS组相比, 细胞迁移量、侵袭量均显著降

低(图6A和B), 均具有统计学意义(P<0.05). 可见, 七氟烷
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图  3  CARMA3对胃癌细胞迁移、侵袭的影响. A: 不同处理方式对胃癌细胞的细胞迁移量的影响(NC: 318.33±22.29; si-CARMA3: 178.00±

14.97; Vector: 311.00±24.91; CARMA3: 414.00±13.95); B: 不同处理方式对胃癌细胞的细胞侵袭量的影响(NC: 174.67±5.73; si-CARMA3: 

78.67±8.58; Vector: 177.67±17.17; CARMA3: 274.67±13.27); aP<0.05, 与NC组比较; cP<0.05, 与Vector组比较.
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表达量的影响(NC: 1.05±0.13; si-CARMA3: 0.31±0.07; CARMA3: 0.80±0.62); C: 不同处理方式对胃癌细胞中p65蛋白表达量的影响(NC:  

1.04±0.09; si-CARMA3: 1.05±0.12; CARMA3: 0.97±0.04); aP<0.05, 与NC组比较.
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可调节靶向NF-κB信号通路的CARMA3抑制GC细胞迁

移、侵袭. 

3  讨论

七氟烷曾为吸入麻醉的里程碑药物, 其为维持儿童全

麻的首选药物[20]. 近几年七氟烷在多种癌症中的治疗作

用均得到证实. 最近Yang等[21]在研究头颈部鳞状细胞癌

(head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC)中发现, 
七氟烷可抑制头颈部鳞状细胞癌细胞增殖、促进凋亡, 
激活HIF-1α途径, 揭示了七氟烷可降低HNSCC细胞的

恶性行为, 其机制与激活HIF-1α途径有关. 本研究运用

Transwell检测不同浓度七氟烷处理的GC细胞的细胞迁

移、侵袭发现, 七氟烷可抑制GC细胞迁移、侵袭, 且呈

浓度依赖性; 又运用qRT-PCR、Western blot检测七氟烷

处理的GC细胞中CARMA3的mRNA、蛋白表达发现, 
七氟烷可抑制CARMA3表达. 

半胱天冬酶募集结构域的膜相关鸟苷酸激酶蛋

白(CARMA)归属于膜相关鸟苷酸激酶(MAGUK)家族. 
MAGUK家族蛋白在特定的细胞膜区域具有组装蛋白复

合物的支架作用. CARMA的肽链末端有一个半胱氨酸

蛋白酶结构域和一个卷曲螺旋结构域, CARMA羧基末

端有一个MAGUK区域(PDZ结构域、SH3结构域、GUK
结构域)[22]. GARMA蛋白家族的分布非常广泛, 但其家

族成员间的分布具有一定特异性, CARMA3主要分布

于心、肝、肾、膀胱、卵巢等器官组织中[23]. McAuley
等[24]在研究CARMA3在实体肿瘤发病机制的作用中揭
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图  5  NF-κB通路对胃癌细胞迁移、侵袭的影响. A: NF-κB通路对胃癌细胞的细胞迁移量影响(NC: 308.67±23.80; PMA: 411.00±13.14; 

PTDC: 178.00±14.97); B: NF-κB通路对胃癌细胞的细胞侵袭量影响(NC: 168.67±13.72; PMA: 255.33±6.60; PTDC: 87.67±8.18), aP<0.05, 

与NC组比较.
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图  6  七氟烷可调节靶向NF-κB信号通路的CARMA3抑制胃癌细胞迁移、侵袭. A: 不同处理组对胃癌细胞的细胞迁移量影响(NC:307.33±7.54; 

Vector: 170.00±12.83; CARMA3: 359.00±12.83; CARMA3+PBS: 358.67±18.79; CARMA3+PTDC: 274.33±12.47); B: 不同处理组对胃癌细胞的

细胞侵袭量影响(NC: 173.00±8.83; Vector: 79.33±3.68; CARMA3: 214.33±5.31; CARMA3+PBS: 213.67±8.65; CARMA3+PTDC: 135.33±7.41); 
aP<0.05, 与NC组比较; cP<0.05, 与Vector组比较; eP<0.05, 与CARMA3+PBS组相比.
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示, CARMA-Bcl 10-MALT1(CBM)信号通路在实体肿瘤

细胞中具调节作用, 而含有CARMA3的CBM复合物在

G蛋白偶联受体(GPCRs)和生长因子受体酪氨酸激酶

(PTKs)的下游起作用, GPCRs和PTKs的异常激活是大

部分实体肿瘤发病机理的基础, 阐明了CARMA3介导

的信号通路在恶性肿瘤中具有重要意义. 刘枋等[25]在

研究结肠癌时, 构建敲减CARMA3基因的HCT116细胞, 
并对其进行细胞增殖、凋亡、EMT、迁移、侵袭的检

测分析发现, 敲减CARMA3可抑制细胞EMT、增殖、

迁移、侵袭, 揭示了CARMA3可调节细胞周期、EMT
影响结肠癌细胞的增殖、迁移、侵袭, 其机制与NF-κB
通路有关. 本研究运用Transwell检测了沉默CARMA3和
过表达CARMA3的GC细胞迁移数、侵袭数发现, 沉默

CARMA3抑制GC细胞迁移、侵袭, 过表达CARMA3促
进GC细胞迁移侵袭. 

CARMA3在淋巴和非淋巴细胞中与Ikappa激酶

γ/NFκB必需调节(IkappaKgamma-NEMO)物理结合, 且
CARMA3的NEMO结合区的表达失活Bcl10介导的NF-
κB[26]. Jiang等[16]研究EGFR激活NF-κB的作用机制中

发现, CARMA3具有EGF诱导的NF-κB活化所必需的

caspase募集域(CARD), 敲减CARMA3抑制EGF刺激后

IKK复合物的活化, 导致EGF诱导的IκBα磷酸化和NF-
κB的失活, 揭示CARMA3有助于体内肿瘤的生长、转

移. Ekambaram等[27]在乳腺癌的研究中发现, 血管紧张

素II受体(AGTR1)介导CARMA3-Bcl10-MALT1(CBM
通路)信号通路的激活, 促进癌细胞增殖、迁移、侵

袭, NF-κB的CBM依赖性激活促进肿瘤血管生成, 揭示

AGTR1可激活CBM/ NF-κB信号通路促进乳腺癌的恶

化. 本研究检测了沉默CARMA3、过表达CARMA3对
NF-κB信号通路的表达发现, 沉默CARMA3可失活NF-
κB信号通路, 过表达CARMA3可激活NF-κB信号通路; 
进一步运用通路激活剂PMA、通路抑制剂PTDC处理

GC细胞发现, NF-κB的活性与GC细胞迁移、侵袭量成

正相关, 且过表达CARMA3的GC细胞与七氟烷、通路

抑制剂PTDC共处理后可抑制GC细胞迁移、侵袭. 
总之, 七氟烷可抑制GC细胞迁移、侵袭, 其机制可

能与下调CARMA3失活NF-κB信号通路有关, 为七氟烷

治疗GC的临床应用提供理论依据. 

文章亮点

实验背景

七氟烷在多种癌症中均可调节癌细胞的增殖、迁移和

侵袭. 但七氟烷在胃癌(gastric cancer, GC)细胞中的作用

机制国内外尚未有人研究. 

实验动机

本研究旨在研究七氟烷对GC细胞迁移侵袭的影响, 并
探讨其分子作用机制, 以期望为解决GC治疗的问题提

供线索. 

实验目标

探讨七氟烷抑制GC细胞迁移侵袭的作用, 及其机制, 以
期为GC的治疗提供新方向. 

实验方法

将GC细胞SGC7901分成siCARMA3组(转染siCARM 
A3)、N C组(转染s i C o n t r o l)、C A R M A3组(转染

pcDNA 3.1-CARMA3)、Vector组(转染pcDNA 3.1), 用
Transwell法检测细胞迁移、侵袭量; 用qRT-PCR检测

细胞中CARMA3 mRNA表达; Western blot检测细胞中

CARMA3、p-p65、p65的蛋白表达. 

实验结果

本研究成功构建过表达CARMA3和沉默CARMA3的
GC细胞发现, GC细胞的迁移侵袭能力与CARMA3的表

达量呈正相关; 七氟烷能够抑制GC细胞的迁移侵袭及

CARMA3表达, 且CARMA3靶向NF-κB信号通路. 

实验结论

七氟烷可抑制GC细胞迁移、侵袭, 其可能与七氟烷下

调CARMA3进而失活NF-κB信号通路有关, 提示七氟烷

可用于治疗GC. 

展望前景

本研究仅在体外研究七氟烷对GC细胞迁移侵袭的抑制

作用, 后期还需增加七氟烷在动物体内对GC转移的研

究实验, 以更清晰的展示七氟烷对GC的治疗价值, 也为

七氟烷的临床应用提供更充分的理论依据. 
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