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Abstract
BACKGROUND 
Studies have shown that opioids can not only be used 
for tumor anesthesia and postoperative analgesia, but 
also have an inhibitory effect on the malignant biological 
behavior of tumor cells. As a highly efficient opioid 
receptor agonist, remifentanil has been reported to inhibit 
the proliferation and migration and induce apoptosis of 
tumor cells such as colon cancer, liver cancer, and lung 
adenocarcinoma cells. However, the effect of remifentanil 
on the proliferation and apoptosis of gastric cancer (GC) 
cells and the underlying mechanism are still unclear.

AIM
To study the effect of remifentanil on proliferation and 
apoptosis of GC cells and the potential mechanism 
involved. 

METHODS 
Human GC SGC7901 and BGC823 cells were cultured, 
and the effects of different concentrations of remifentanil 
on cell proliferation were detected by MTT assay. GC 
cells overexpressing miR-519d-3p, those with low 
expression of miR-519d-3p, and those overexpressing 
STAT3 were constructed and treated with remifentanil. 
Cell proliferation activity was measured by MTT assay 
at 24 h, 48 h, and 72 h after remifentanil treatment. 
Apoptosis was detected by flow cytometry at 48 h. qRT-
PCR and Western blot were used to detect the expression 
levels of miR-519d-3p and STAT3 in cells, respectively. 
The dual luciferase reporter assay was used to test 
whether miR-519d-3p targets STAT3. 

RESULTS 
Remifentanil could effectively inhibit the proliferation 
of GC cells, induce their apoptosis, and promote the 

瑞芬太尼通过miR-519d-3p/STAT3对胃癌细胞增殖、凋
亡的影响

孙成成, 刘 宇, 胡旭明

在线投稿: https://www.baishideng.com
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expression of miR-519d-3p. Overexpression of miR-
519d-3p inhibited the proliferation of GC cells and 
induced their apoptosis, while inhibition of miR-
519d-3p expression reversed the effect of remifentanil 
on the proliferation and apoptosis of GC cells. Dual 
luciferase reporter gene assay confirmed that miR-
519d-3p negatively regulated STAT3 activity in GC 
cells. Overexpression of STAT3 reversed the effect of 
remifentanil on the proliferation and apoptosis of GC 
cells. 

CONCLUSION 
Remifentanil can inhibit the proliferation of GC cells 
and induce their apoptosis, which may be related to the 
regulation of mir-519d-3p/STAT3 expression.

Key Words: Gastric cancer; Remifentanil; miR-519d-3p; 
STAT3; Proliferation; Apoptosis 

Sun CC, Liu Y, Hu XM. Remifentanil inhibits proliferation and 
promotes apoptosis of gastric cancer cells by regulating miR-519d-3p/
STAT3 expression. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi 2019; 27(16): 984-990
URL: https://www.wjgnet.com/1009-3079/full/v27/i16/984.htm  
DOI: https://dx.doi.org/10.11569/wcjd.v27.i16.984

摘要
背景
研究表明, 阿片类药物不仅用于肿瘤手术麻醉及术
后镇痛, 而且对肿瘤细胞恶性生物学行为具有一定
抑制作用. 瑞芬太尼作为一种高效阿片受体激动剂, 
已有报道瑞芬太尼可抑制结肠癌、肝癌、肺腺癌等
多种肿瘤细胞增殖、迁移并诱导肿瘤细胞凋亡. 但
目前瑞芬太尼对胃癌(gastric cancer, GC)细胞增殖和
凋亡的影响及其机制尚不清楚. 

目的 
研究瑞芬太尼对GC细胞增殖、凋亡的影响及其潜在
作用机制. 

方法 
培养人GC SGC7901细胞, MTT实验检测不同浓度
瑞芬太尼对细胞增殖的影响. 构建过表达miR-519d-
3p的GC细胞, 另构建抑制表达miR-519d-3p和过表
达STAT3的细胞并给于瑞芬太尼处理, 分别于培养
24 h、48 h和72 h时采用MTT法测定细胞增殖活性, 
培养48 h时采用流式细胞仪测定细胞凋亡情况, qRT-
PCR和Western blot实验分别用于检测细胞中miR-
519d-3p和STAT3蛋白表达水平, 双荧光素酶报告基
因实验检验miR-519d-3p是否靶向STAT3. 

结果 
瑞芬太尼能够有效抑制GC细胞增殖, 诱导细胞凋亡, 
并促进细胞中miR-519d-3p表达; 过表达miR-519d-3p

抑制GC细胞增殖并诱导细胞凋亡, 而抑制miR-519d-
3p表达可逆转瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的作
用; 双荧光素酶报告基因实验证实GC细胞中miR-
519d-3p靶向负调控STAT3的活性; 过表达STAT3逆转
了瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的作用. 

结论 
瑞芬太尼具有抑制GC细胞增殖并诱导细胞凋亡的作
用, 其作用机制可能与调控miR-519d-3p/STAT3表达
有关. 

关键词: 胃癌; 瑞芬太尼; miR-519d-3p; STAT3; 增殖; 凋亡 

核心提要: 瑞芬太尼体外处理胃癌(gastric cancer, GC)细
胞, 可抑制GC细胞增殖并诱导细胞凋亡, 并诱导GC细胞

中miR-519d-3p表达上调. 功能验证发现, STAT3是miR-
519d-3p的靶基因, 而抑制miR-519d-3p表达或过表达

STAT3均能逆转瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的作用. 
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0  引言

胃癌(gastric cancer, GC)发病率和死亡率在中国恶性肿

瘤中均居第3位, 是威胁中国居民生命健康的重大疾病

之一[1]. 外科手术治疗是GC根治的唯一方式, 阿片类药

物广泛用于肿瘤手术全麻及术后自控镇痛, 也是癌痛

治疗的重要部分, 此外有研究表明, 阿片类药物可通过

不同机制影响肿瘤细胞增殖、凋亡、侵袭和转移等恶

性生物学行为[2-4]. 瑞芬太尼是一种高效阿片受体激动

剂, 已有研究报道瑞芬太尼可抑制结肠癌、肝癌、肺腺

癌等多种肿瘤细胞增殖、迁移并诱导肿瘤细胞凋亡[5-7]. 
但目前瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的影响及其机制

还不清楚. 本研究以GC SGC7901细胞为研究对象, 分析

瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的影响, 并初步探讨其

潜在作用机制. 

1  材料与方法

1.1 材料 GC细胞株SGC7901由中国科学院上海生科

院细胞资源中心提供; 胎牛血清和RPMI 1640培养基

(Gibco公司); 注射用盐酸瑞芬太尼(Remifentanil, 湖北

宜昌人福药业有限公司, 批号6120903); LipofectamineTM 

2000转染试剂(北京索莱宝科技有限公司); MTT试剂和

二甲基亚砜(上海生工生物工程有限公司); Trizol试剂和

RIPA裂解液(Invitrogen公司). 
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1.2 方法

1.2.1 细胞培养、转染: 将GC细胞SGC7901培养于含

10%胎牛血清的RPMI 1640培养基, 放于37 ℃, 5%CO2培

养箱中培养, 第2 d更换培养液, 待细胞长至80%作用融

合时, 用0.25%胰酶消化细胞进行传代培养. 
取对数生长期GC SGC7901细胞进行计数并按2

×105个/孔接种于96孔板, 待细胞长至60%左右融合

时, 使用LipofectamineTM 2000转染试剂分别将miRNA-
mimics、miR-519d-3p-mimics、miRNA-inhibitor、
miR-519d-3p-inhibitor、pcDNA3.1空载体、pcDNA3.1-
STAT3转染至细胞, 并分别记为miR-NC组、miR-519d-
3p组、anti-miR-NC组, anti-miR-519d-3p组、pcDNA组, 
pcDNA3-STAT3组. 
1.2.2 MTT实验: 取对数生长期的GC SGC7901细胞, 
以5×104个/孔接种于24孔板中培养过夜, 分别加入

Remifentanil浓度1 mg/mL、1.5 mg/mL、2 mg/mL、2.5 
mg/mL、3 mg/mL、3.5 mg/mL、4 mg/mL处理, 继续培养

24 h、48 h、72 h时, 每孔分别加入20 μL MTT溶液孵育

4 h, 吸去上清, 每孔分别加入150 μL二甲基亚砜反应10 
min. 酶标仪下测定各孔490 nm波长处吸光度(A)值. 同
样方法检测各转染组SGC7901细胞的增殖活性. 
1.2.3 流式细胞仪实验: 将生长状态良好的细胞以1×106

个/mL的密度加入流式管中, 1000×g离心5 min弃上清, 
使用PBS溶液洗涤细胞3次后1×Binding Buffer重悬细

胞, 采用Annexin V-FITC和PI双染法检测细胞凋亡情况. 
首先加入Annexin V-FITC 5 μL混匀室温避光染色15 min, 
再加入PI染色液10 μL冰浴下染色5 min, 放入流式细胞

仪上检测并计算细胞凋亡率.  
1.2.4 qRT-PCR实验: 收集细胞加入Trizol试剂抽提总

RNA, 紫外分光光度计下测定RNA样品质量和浓度, 以
RNA为模板使用Takara逆转录酶进行逆转录反应合成

cDNA, 以cDNA为模板、U6为内参基因使用ABI染料

法实时荧光定量PCR试剂盒进行qPCR反应. 结果采用

2-△△Ct法计算miR-519d-3p相对表达水平. 
1.2.5 Western blot实验: 收集细胞加入RIPA裂解液提取

总蛋白, BCA法测定蛋白样品浓度并定量, 将蛋白样品

按1:5比例与上样缓冲液混合, 放入100 ℃水浴锅中变性

3 min, 采用SDS-PAGE分离蛋白样品并转移至PVDF膜, 
并放入封闭液中封闭1 h. TBST溶液洗膜, 加入稀释的

STAT3抗体和GAPDH抗体一抗4 ℃下过夜, 洗膜, 加入

相应二抗室温放置2 h. 洗膜, 放入ECL显色液中显色, 紫
外凝胶成像仪中曝光、拍照, 应用Image J软件分析蛋白

条带灰度值, 以GAPDH为对照计算STAT3蛋白相对表

达水平. 
1.2.6 双荧光素酶报告基因实验: 为证实miR-519d-3p

靶向STAT3, 本研究分别构建STAT3的3’UTR和突变3’
UTR的荧光素酶报告基因载体, 然后分别与miRNA-
mimics、miR-519d-3p-mimics共转染GC细胞, 使用

Promega双荧光素酶报告基因检测试剂盒检测荧光素酶

活性. 
统计学处理 统计学软件SPSS 19.0用于实验数据

分析, 计量数据用mean±SD表示, 多组间比较采用单因

素方差分析检验, 两组间比较采用两独立样本t检验, 以
P<0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 Remifentanil对GC细胞SGC 7901增殖及对miR-
519d-3p表达的影响 与Con组比较, 培养48 h和72 h时
2 mg/mL、2.5 mg/mL、3 mg/mL、3.5 mg/mL、4 mg/mL 
Remifentanil处理的GC SGC7901细胞增殖活性明显降低

(P<0.05), 2 mg/mL、2.5 mg/mL、3 mg/mL、3.5 mg/mL、
4 mg/mL Remifentanil处理的GC SGC7901细胞中miR-
519d-3p表达水平逐渐升高(P<0.05). 说明Remifentanil能
够抑制GC细胞增殖, 并促进GC细胞miR-519d-3p表达. 
根据以上实验结果, 选用对细胞抑制效果较为明显的

Remifentanil(4 mg/mL)做后续实验(图1). 
2.2 Remifentanil对GC细胞SGC7901凋亡影响 流式细胞

仪检测结果, Con组、Remifentanil组GC SGC7901细胞

凋亡率分别为7.18%±1.24%、21.98%±5.37%. 与Con
组比较, Remifentanil组GC细胞凋亡率明显升高(P<0.05). 
说明Remifentanil能够诱导GC细胞凋亡(图2). 
2.3 过表达miR-519d-3p对GC细胞SGC7901增殖、凋亡

的影响 与miR-NC组比较, miR-519d-3p组GC SGC7901细
胞中miR-519d-3p表达水平明显升高(P<0.05), 培养48 h
和72 h时细胞增殖活性明显降低(P<0.05); miR-NC组和

miR-519d-3p组GC细胞凋亡率分别为7.23%±1.31%、

17.94%±4.38%, miR-519d-3p组细胞凋亡率明显高于

miR-NC组(P <0.05). 说明过表达miR-519d-3p能够抑制

GC细胞增殖并诱导细胞凋亡(图3). 
2.4 抑制miR-519d-3p表达能逆转Remifentanil对GC细

胞SGC7901增殖、凋亡的作用 与REM+anti-miR-NC
组比较, REM+anti-miR-519d-3p组GC SGC7901细胞中

miR-519d-3p相对表达水平明显降低(P<0.05), 培养48 h
和72 h时细胞增殖活性明显升高(P <0.05); REM+anti-
miR-NC组和REM+anti-miR-519d-3p组GC细胞凋亡率分

别为22.37%±4.96%、14.08%±3.74%, REM+anti-miR-
519d-3p组细胞凋亡率明显低于REM+anti-miR-NC组
(P<0.05)(图4). 
2.5 STAT3为miR-519d-3p的靶基因 生物信息学软件分

析发现miR-519d-3p能够与STAT3的3’UTR区互补结合
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(图5A). 双荧光素酶报告基因实验显示(图5B), 过表达

miR-519d-3p抑制STAT3的转录活性, 而将STAT3的3’
UTR区突变后miR-519d-3p的抑制作用消失. Western blot
结果表明(图5C和D), 过表达miR-519d-3p的GC细胞中

STAT3蛋白表达明显降低(P<0.05), 而抑制miR-519d-3p
表达的GC细胞中STAT3蛋白表达明显升高(P<0.05). 说
明STAT3是miR-519d-3p的靶基因. 
2.6 过表达STAT3能逆转Remifentanil对GC细胞SGC 
7901增殖、凋亡的作用  与R E M+p c D N A组比较 , 

REM+pcDNA-STAT3组GC SGC7901细胞中STAT3蛋
白相对表达水平明显升高(P <0.05), 培养48 h和72 h时
细胞增殖活性明显增强(P <0.05); REM+pcDNA组和

REM+pcDNA-STAT3组GC细胞凋亡率分别为19.17%±

3.02%、13.76%±2.88%, REM+pcDNA-STAT3组细胞凋

亡率明显低于REM+pcDNA组(P<0.05)(图6). 

3  讨论

肿瘤细胞增殖和凋亡是肿瘤发生发展过程中的重要环
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节[8]. 阿片类药物是肿瘤治疗中重要的麻醉镇痛药, 近年

来越来越多的研究证实其在肿瘤细胞增殖和凋亡中起

重要作用. 张海芳等[9]报道芬太尼可使GC细胞周期阻滞

在G1期, 并显著抑制CyclinD1蛋白和Bcl-2蛋白表达, 进
而抑制GC细胞增殖. 瑞芬太尼的亲和力和半衰期优于

比芬太尼, 唐优仕等[10]报道瑞芬太尼可通过抑制Akt通
路, 调节细胞凋亡相关蛋白表达, 发挥抑制胰腺癌细胞

增殖并促进其凋亡的作用. 本研究参考唐优仕等方法, 
用不同浓度瑞芬太尼处理GC SGC7901和BGC823细胞, 
结果发现瑞芬太尼明显抑制GC细胞增殖, 其中瑞芬太

尼浓度为4 mg/mL时抑制作用最明显, 且GC SGC7901细
胞对瑞芬太尼相对较为敏感. 

microRNA(miRNA)是肿瘤细胞增殖和凋亡过程中

的关键调控因子[11]. 据报道[12], miR-519d在GC组织和细

胞系中表达下调, 与GC远处转移、淋巴结转移和临床

分期有关, 且是GC不良预后的独立预测因子. 功能分

析表明, 抑制miR-519d表达能促进GC细胞增殖、迁移

和侵袭, 而过表达miR-519d则显著抑制GC细胞上皮间

质转化, 抑制肿瘤生长. 提示miR-519d在GC中起肿瘤抑

制剂作用. 本研究发现, 瑞芬太尼可诱导GC细胞中miR-
519d-3p表达升高. 体外构建过表达miR-519d-3p的GC细
胞表明miR-519d-3p能够抑制GC细胞增殖并促进细胞

凋亡, 而抑制miR-519d-3p表达则逆转了瑞芬太尼对GC
细胞增殖和凋亡的影响. 说明瑞芬太尼对GC细胞增殖
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和凋亡的影响与miR-519d-3p表达有关. 
Li等[13]报道, miR-519d-3p可通过靶向LIM结构域

激酶1抑制乳腺癌细胞生长和转移. 另有研究表明[14], 
miR-519d-3p在GC组织中低表达与GC组织分期和淋巴

结转移有关, 并证实过表达miR-519d-3p延缓GC细胞周

期G1/S期转换, 抑制细胞周期蛋白表达, 并靶向下调B
细胞淋巴瘤6表达, 而发挥抑制GC细胞增殖和侵袭的

作用. 信号转导与转录激活因子3(signal transducers and 
activators of transcription 3, STAT3)是细胞中参与生长因

子、细胞因子等应答的信号转导蛋白, 负责调控细胞

增殖、分化、凋亡等, 其持续活化与肿瘤发生发展密

切相关[15,16]. 本研究通过生物信息学软件和相关实验发

现GC细胞中miR-519d-3p靶向负调控STAT3的表达, 与
Deng等[17]在乳腺癌中的研究结果基本一致. 进一步分析

结果, 过表达STAT3也可逆转瑞芬太尼对GC细胞增殖

和凋亡的影响. 推测瑞芬太尼可能通过诱导GC细胞中

miR-519d-3p表达, 进而靶向抑制STAT3的表达, 发挥抑

制GC细胞增殖和凋亡的作用. 
综上所述, 瑞芬太尼能够有效抑制GC细胞增殖并

促进细胞凋亡, 其作用机制可能与调控GC细胞中miR-
519d-3p/STAT3表达有关. 本研究为瑞芬太尼在GC治疗

中的应用提供了实验参考, 但其在GC中是否存在其它

作用途径尚需进一步研究. 

文章亮点 

实验背景 

研究表明, 阿片类药物不仅用于肿瘤手术麻醉及术后镇

痛, 而且对肿瘤细胞恶性生物学行为具有一定抑制作用. 
瑞芬太尼作为一种高效阿片受体激动剂, 已有报道瑞芬

太尼可抑制结肠癌、肝癌、肺腺癌等多种肿瘤细胞增

殖、迁移并诱导肿瘤细胞凋亡. 但目前瑞芬太尼对胃癌

(gastric cancer, GC)细胞增殖和凋亡的影响及其机制尚不

清楚.

实验动机 

本研究分析瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的影响, 并
进一步探讨其潜在分子作用机制, 对瑞芬太尼在GC治
疗中应用具有指导意义. 

实验目标 

阐明瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的影响及其分子机

制, 旨在为瑞芬太尼在临床GC治疗中的应用提供实验

基础. 

实验方法 

体外培养人GC细胞SGC7901, 分别采用MTT实验和流式

细胞术检测不同浓度瑞芬太尼对GC细胞增殖和凋亡的

影响, 采用RT-qPCR实验检测不同浓度瑞芬太尼对GC细
胞中miR-519d-3p表达的影响. 构建抑制表达miR-519d-
3p的GC细胞, 观察瑞芬太尼对抑制miR-519d-3p表达后

的GC细胞增殖和凋亡的影响. 双荧光素酶报告基因实

验验证STAT3是否是miR-519d-3p的靶基因. 构建过表达

STAT3的GC细胞, 观察瑞芬太尼对过表达STAT3的GC细
胞增殖和凋亡的影响. 

实验结果 

瑞芬太尼能够有效抑制GC细胞增殖, 并诱导细胞凋亡, 
诱导GC细胞中miR-519d-3p表达上调. 双荧光素酶报告

基因实验证实miR-519d-3p能够靶向抑制STAT3的表达. 
抑制miR-519d-3p表达或过表达STAT3均能逆转瑞芬太

尼对GC细胞增殖和凋亡的影响作用. 

实验结论 

瑞芬太尼具有抑制GC细胞增殖, 并诱导细胞凋亡的作

相
对

ST
A

T
3表

达

1.5

1.0

0.5

0.0

c

a

Co
n

RE
M

RE
M+pc

DNA3
.1

RE
M+pc

DNA3
.1-

ST
AT

3

1.5

1.0

0.5

0.0

O
D

 v
al

ve
 (
λ

=
 4

90
 n

m
)

Con
REM
REM+pcDNA3.1
REM+pcDNA3.1-STAT3

c

a
c a

24 h         48 h        72 h

凋
亡

率
(%

)

25

20

15

10

5

0

c

a

Co
n

RE
M

RE
M+pc

DNA3
.1

RE
M+pc

DNA3
.1-

ST
AT

3

A B C

图 6 过表达STAT3能逆转Remifentanil对胃癌细胞SGC 7901增殖、凋亡的作用. A: STAT3的表达; B: 过表达STAT3能逆转Remifentanil对

细胞SGC 7901增殖的抑制作用; C: 过表达STAT3能逆转Remifentanil对细胞SGC 7901凋亡的促进作用. aP<0.05, 与Con组比较; cP<0.05, 与

Remifentanil+pcDNA3.1组比较.
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用. 其分子作用机制之一是促进GC细胞中miR-519d-3p
表达, 进而靶向抑制STAT3的表达. 

展望前景 

本研究通过体外实验, 阐明了瑞芬太尼对GC细胞增殖

和凋亡的作用及其潜在分子机制, 对临床GC治疗具有

一定指导意义. 下一步将构建GC大鼠模型, 研究瑞芬太

尼在体内对GC细胞的作用及其最佳作用浓度. 
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