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瑞芬太尼对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖、
凋亡及 Wnt /β-catenin通路的影响

张 杨1，刘文文2，苗欢欢3，杨 光1

( 河北大学附属医院 1 麻醉科、2 乳腺外科、3 中西医结合科，保定 071000)

摘要 目的 探讨瑞芬太尼对乳腺癌 MDA-MB-231 细胞增殖、凋亡及 Wnt /β-连环蛋白( β-catenin) 通路的影响。方法 用不
同浓度瑞芬太尼( 0、0. 5、2. 5、5. 0、10. 0、20. 0、40. 0 μg /mL) 处理人正常乳腺 MCF-10A细胞和乳腺癌 MDA-MB-231 细胞筛选瑞
芬太尼的实验浓度。将 MDA-MB-231 细胞分为对照组、瑞芬太尼低( 5. 0 μg /mL) 、中( 10. 0 μg /mL) 、高( 20. 0 μg /mL) 浓度组、
瑞芬太尼 + SKL2001( Wnt /β-catenin通路激动剂) 组; MTT实验和集落形成实验检测细胞增殖能力; 流式细胞术检测细胞凋亡
及细胞周期变化;Western blot检测细胞增殖、凋亡和 Wnt /β-catenin信号通路相关蛋白表达。结果 5. 0、10. 0、20. 0 μg /mL瑞
芬太尼可降低 MDA-MB-231 细胞活力，并对 MCF-10A细胞无明显毒性。与对照组相比，瑞芬太尼低、中、高浓度组细胞增殖的
光密度值、集落形成数、S期细胞比例、细胞髓细胞瘤病基因( c-Myc) 、细胞周期素 D1、B 淋巴细胞瘤 2 ( Bcl-2) 、半胱天冬氨酸
蛋白酶 3 前体( pro-caspase-3) 、β-catenin蛋白水平降低( P ＜ 0. 05) ，G0 /G1 期细胞比例、细胞凋亡率、早期凋亡率、Bcl-2 相关 X
蛋白( Bax) 和激活型半胱天冬氨酸蛋白酶 3 ( Cleaved caspase-3 ) 、糖原合酶激酶 3β ( GSK-3β) 蛋白水平增加 ( P ＜ 0. 05 ) ;
SKL2001 可削弱瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞增殖和凋亡的影响。结论 瑞芬太尼可抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，诱导细胞
凋亡和细胞周期停滞，其机制可能与抑制 Wnt /β-catenin信号通路激活有关。
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乳腺癌是全球女性癌症相关死亡的主要原因，
目前乳腺癌的治疗主要包括手术、化疗、激素治疗、
靶向治疗和免疫治疗，但患者预后效果仍不够理
想［1］。药物不良反应( 如呕吐、腹泻) 、疾病复发、转
移和耐药性是长期存在的临床问题［2］。因此，开发
低成本、低毒的新型药物来治疗或预防乳腺癌势在
必行。瑞芬太尼是一种超短效的纯 μ 阿片类受体
激动剂，在乳腺癌手术中，其可减轻患者疼痛和不适
感，并有助于患者术后恢复［3］。研究显示，瑞芬太
尼可抑制卵巢癌［4］、子宫内膜癌［5］等癌细胞的增
殖、迁移。但瑞芬太尼对乳腺癌细胞的影响尚未可
知。Wnt /β-连环蛋白( β-catenin ) 信号通路在癌症
的发展、血管生成等过程中发挥重要作用，在乳腺癌
细胞中，糖原合酶激酶 3β( glycogen synthase kinase-
3β，GSK-3β) 活性下调，会导致 Wnt /β-catenin 信号
通路过度激活，促进癌细胞的增殖和侵袭能力［6］。

且瑞芬太尼通过增加 GSK-3β 表达诱导恶性胶质瘤
细胞凋亡［7］。因此，本研究旨在探讨瑞芬太尼对乳
腺癌细胞的抗肿瘤作用及潜在分子机制，以期为乳
腺癌的治疗提供新的思路。

1 材料与方法

1． 1 细胞来源与培养 人正常乳腺 MCF-10A细胞
( 货号: CL-0525) 、乳腺癌细胞 MDA-MB-231 ( 货号:
CL-0150) 、MCF-10A 细胞专用培养基( 货号: CM-
0525) 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。MCF-
10A细胞在其专用培养基中进行培养; MDA-MB-231
细胞在含 10%胎牛血清和 1%青 －链霉素的 Leibo-
vitz's L-15 培养基中培养。
1． 2 主要试剂与仪器 瑞芬太尼 ( 国药准字
H20123423) 购自国药集团工业有限公司; Wnt /β-
catenin通路激动剂 SKL2001 ( 纯度: 99. 68%，货号:
HY-101085) 购自美国 MCE 公司; MTT 试剂盒 ( 货
号: M1020) 购自北京 Solarbio公司;膜联蛋白 V( An-
nexin V) -FITC /碘化丙啶( propidium iodide，PI) 细胞
凋亡检测试剂盒( 货号: E-CK-A211) 、细胞周期检测
试剂盒( 货号: E-CK-A351 ) 购自武汉伊莱瑞特生物
科技股份有限公司; 细胞髓细胞瘤病基因( cellular
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myelocytomatosis，c-Myc) ( 货号: ab32072) 、细胞周期
素 D1( Cyclin D1) ( 货号: ab134175 ) 、半胱天冬氨酸
蛋白酶 3 前体 ( precursor of cysteine aspartate prote-
ase-3，pro-caspase-3 ) ( 货号: ab32150 ) 、激活型半胱
天冬氨酸蛋白酶 3 ( cleaved cysteine aspartate prote-
ase-3，Cleaved caspase-3) ( 货号: ab2302 ) 、B 淋巴细
胞 瘤 2 ( B-cell lymphoma-2，Bcl-2 ) ( 货 号:
ab182858) 、Bcl-2 相关 X 蛋白( bcl-2 related X pro-
tein，Bax ) ( 货 号: ab32503 ) 、GSK-3β ( 货 号:
ab32391) 、β-catenin( 货号: ab32572) 、β-actin( 货号:
ab8227) 购自英国 Abcam 公司; BCA 试剂盒( 货号:
KTD3001) 购自武汉亚科因生物技术有限公司。酶
标仪( 型号: Elx 800，美国 Bio-Tek 公司) ; 流式细胞
仪( 型号: BD FACSCanto Ⅱ，美国 Bio-Ｒad公司) 。
1． 3 瑞芬太尼的实验浓度筛选 将 MCF-10A细胞
和 MDA-MB-231 细胞以 5 × 103 个细胞 /孔的密度接
种在 96 孔板中，待细胞铺满孔底后，弃去原培养基，
用含终浓度分别为 0、0. 5、2. 5、5. 0、10. 0、20. 0、40. 0
μg /mL瑞芬太尼的培养基继续培养。孵育 24 h 后，
每孔加 20 μL MTT溶液，37 ℃孵育 4 h。然后除去
培养基，加入 150 μL DMSO 与细胞充分混合，直至
晶体完全溶解。采用酶标仪测定各孔的 OD 值，波
长为 570 nm。将不含细胞的培养基作为空白对照
组。细胞活力以对照组活力的百分比表示。细胞活
力 = ( 药物处理组 OD －空白对照组 OD) / ( 无药物
处理组 OD －空白对照组 OD) × 100%。
1． 4 细胞分组与处理 将 MDA-MB-231 细胞分为
对照组、瑞芬太尼低、中、高浓度组、瑞芬太尼 +
SKL2001 组。瑞芬太尼低、中、高浓度组细胞分别用
终浓度为 5. 0、10. 0、20. 0 μg /mL瑞芬太尼的培养基
处理 24 h;瑞芬太尼 + SKL2001 组使用含 20. 0 μg /
mL瑞芬太尼和 1 μmol /L SKL2001［8］处理细胞 24
h，对照组正常培养，不进行药物处理。
1． 5 MTT 实验检测细胞增殖活力 将 MDA-MB-
231 以 5 × 103 个细胞 /孔的密度置于 96 孔板中，按
照 1. 4 项下步骤处理后，采用 MTT法检测细胞增殖
活力。
1． 6 集落形成实验检测细胞克隆能力 将 1. 4 项
下各组 MDA-MB-231 细胞接种到 6 孔板中( 5 × 102

个细胞 /孔) 并置于培养箱中进一步培养，14 d 后，
将集落用 4%多聚甲醛固定并用 1%结晶紫染色，随
后进行图像采集和计数。
1． 7 流式细胞术检测细胞凋亡及细胞周期变化
将MDA-MB-231 细胞接种到 6 孔板上，孵育过夜后，

按照 1. 4 项下分组处理细胞 24 h。细胞周期分析:
收集细胞，用预冷的 70%乙醇在 4 ℃下固定过夜。
丢弃乙醇溶液，用磷酸盐缓冲液 ( phosphate buffer
solution，PBS) 洗涤细胞 2 次，加入 PI 工作液室温避
光孵育 30 min。在流式细胞仪上采集数据，并使用
ModFit LT 3. 2 软件进行分析。

细胞凋亡检测: 收集细胞并用冷 PBS 洗涤 2
次。随后，将细胞重悬于 100 μL的 1 倍结合缓冲液
中，与 5 μL annexin V和 5 μL PI溶液在室温下避光
孵育 15 min。流式细胞术检测细胞凋亡百分率。
1． 8 Western blot 检测细胞增殖、凋亡和 Wnt /β-
catenin信号通路相关蛋白表达 收集 1. 4 项下处
理后的各组细胞，通过 ＲIPA 裂解液提取细胞的总
蛋白，BCA法测定蛋白浓度。然后用十二烷基硫酸
钠 －聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，并将其转移
到聚偏二氟乙烯膜上。用 5%脱脂牛奶封闭膜 1 h
后，用抗 c-Myc( 1 ∶ 1 000) 、Cyclin D1 ( 1 ∶ 10 000 ) 、
Bax ( 1 ∶ 1 000 ) 、Bcl-2 ( 1 ∶ 1 000 ) 、pro-caspase-3
( 1 ∶ 1 000) 、Cleaved caspase-3 ( 1 ∶ 1 000 ) 、GSK-3β
( 1 ∶ 5 000) 、β-catenin( 1 ∶ 5 000) 和抗 β-actin( 1 ∶
5 000) 一抗在 4 ℃下孵育过夜。洗涤膜后，蛋白样
品与羊抗兔辣根过氧化物酶标记的 IgG 二抗( 1 ∶
6 000) 在 37 ℃下孵育 2 h。最后，用电化学发光试
剂显影检测印迹信号。使用 ImageJ 软件定量目的
蛋白的相对表达量。
1． 9 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计
学分析。所有结果均以均数 ±标准差( �x ± s) 表示。
采用单因素方差分析和 Tukey多重比较检验来评估
组间的差异。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度瑞芬太尼对 MCF-10A 和 MDA-
MB-231 细胞活力的影响 MTT 结果显示，0. 5、
2. 5、5. 0、10. 0、20. 0、40. 0 μg /mL 瑞芬太尼对 MCF-
10A细胞活力无显著影响( 均 P ＞ 0. 05 ) ，40. 0 μg /
mL瑞芬太尼可降低 MCF-10A 细胞活力 ( PTukey ＜
0. 05) ; 5. 0、10. 0、20. 0、40. 0 μg /mL 瑞芬太尼均可
降低 MDA-MB-231 细胞活力 ( PTukey ＜ 0. 05 ) ; 见图
1。由于 40. 0 μg /mL 瑞芬太尼对 MCF-10A 细胞有
明显毒性，因此，选择 5. 0、10. 0、20. 0 μg /mL瑞芬太
尼处理 MDA-MB-231 细胞。
2． 2 瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞增殖的影响

MTT和集落形成实验结果显示，5组细胞 OD值、
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图 1 不同浓度瑞芬太尼对MCF-10A和MDA-MB-231

细胞活力的影响
Fig． 1 Effects of remifentanil at different concentrations on

MCF-10A and MDA-MB-231 cell viability
* P ＜ 0． 05 vs 0 μg /mL remifentanil．

集落形成数差异均有统计学意义 ( F = 26. 744、
57. 678，P ＜ 0. 05) ;随着瑞芬太尼浓度的增高，细胞
增殖的 OD 值、集落形成数降低( 两两比较均 PTukey

＜ 0. 05) ; 与瑞芬太尼高浓度组相比，瑞芬太尼 +
SKL2001 组细胞增殖的 OD值、集落形成数升高( 均
PTukey ＜ 0. 05) ;见图 2。结果表明，瑞芬太尼可以抑
制 MDA-MB-231 细胞增殖，而 SKL2001 可逆转这种
变化。
2． 3 瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞周期的影响
流式细胞术结果显示，5 组 G0 /G1 和 S 期细胞比

例差异均有统计学意义 ( F = 29. 510、62. 332，P ＜
0. 05) ，而 G2 /M 期细胞比例差异无统计学意义 ( F
= 1. 004，P ＞ 0. 05 ) ; 与对照组相比，瑞芬太尼低、
中、高浓度组 G0 /G1 期细胞比例增加，S 期细胞比例

降低( 均 PTukey ＜ 0. 05 ) ; 与瑞芬太尼高浓度组相比，
瑞芬太尼 + SKL2001 组 G0 /G1 期细胞比例降低，S
期细胞比例增加( 均 PTukey ＜ 0. 05 ) 。见图 3。结果
表明，瑞芬太尼可诱导 MDA-MB-231 细胞周期停
滞，而 SKL2001 可逆转这种变化。
2． 4 瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞凋亡的影响
流式细胞术结合 annexin V /PI 双染结果显示，5

组细胞凋亡率和早期凋亡率差异均有统计学意义
( F = 148. 982、98. 432，P ＜ 0. 05) ;与对照组相比，瑞
芬太尼低、中、高浓度组细胞凋亡率和早期凋亡率升
高( PTukey ＜ 0. 05 ) ; 与瑞芬太尼高浓度组相比，瑞芬
太尼 + SKL2001 组细胞凋亡率和早期凋亡率降低
( PTukey ＜ 0. 05) 。见图 4。结果表明，瑞芬太尼可诱
导 MDA-MB-231 细胞凋亡，而 SKL2001 可逆转这种
变化。
2． 5 瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞增殖和凋亡
标志蛋白表达的影响 Western blot 结果显示，5 组
细胞 c-Myc、Cyclin D1、Bcl-2、Bax、pro-caspase-3、
cleaved caspase-3 表达差异均有统计学意义 ( F =
40. 722、40. 435、31. 761、59. 073、35. 613、78. 995，P
＜ 0. 05) ;与对照组相比，瑞芬太尼低、中、高浓度组
c-Myc、Cyclin D1、Bcl-2、pro-caspase-3 蛋白水平降
低，Bax和 Cleaved caspase-3 蛋白水平升高( 均 PTukey

＜ 0. 05) ; 与瑞芬太尼高浓度组相比，瑞芬太尼 +
SKL2001 组 c-Myc、Cyclin D1、Bcl-2、pro-caspase-3 蛋
白水平升高，Bax和 Cleaved caspase-3 蛋白水平降低
( 均 PTukey ＜ 0. 05) 。见图 5。结果表明，瑞芬太尼可
调节 MDA-MB-231 细胞增殖和凋亡标志蛋白表达，
而 SKL2001 可逆转这种变化。

图 2 各组MDA-MB-231 细胞增殖活力和集落形成数比较
Fig． 2 Comparison of proliferation activity and colony formation number of MDA-MB-231 cells in each group

A: Comparison of OD values of cell proliferation in each group; B: Comparison of cell colony formation number in each group ( crystal violet stai-

ning) ; a: Control group; b: Ｒomifentanil low concentration group; c: Ｒomifentanil medium concentration group; d: Ｒomifentanil High concentration

group; e: Ｒomifentanil + SKL2001 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs remifentanil low concentration group; ＆P ＜ 0. 05 vs remifentanil me-

dium concentration group; △P ＜ 0. 05 vs remifentanil high concentration group．
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图 3 各组MDA-MB-231 细胞周期分布情况
Fig． 3 Cell cycle distribution of MDA-MB-231 in each group

A: Cell cycle distribution was detected by flow cytometry; B: The proportion of cells at different stages in each group; a: Control group; b:

Ｒomifentanil low concentration group; c: Ｒomifentanil medium concentration group; d: Ｒomifentanil High concentration group; e: Ｒomifentanil +

SKL2001 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs remifentanil low concentration group; ＆P ＜ 0. 05 vs remifentanil medium concentration group;
△P ＜ 0. 05 vs remifentanil high concentration group．

2． 6 瑞芬太尼对 MDA-MB-231 细胞中 Wnt /β-
catenin信号通路相关蛋白表达的影响 Western
blot结果显示，5 组细胞 GSK-3β、β-catenin 表达差
异均有统计学意义( F = 39. 578、34. 539，P ＜ 0. 05) ;
对照组相比，瑞芬太尼低、中、高浓度组 β-catenin 蛋
白水平降低，GSK-3β 蛋白水平升高 ( 均 PTukey ＜
0. 05) ; 与瑞芬太尼高浓度组相比，瑞芬太尼 +
SKL2001 组 β-catenin 蛋白水平升高，GSK-3β 蛋白
水平降低( 均 PTukey ＜ 0. 05) 。见图 6。结果表明，瑞

芬太尼可抑制 Wnt /β-catenin 信号通路相关蛋白表
达，而 SKL2001 可逆转这种变化。

3 讨论

阿片类镇痛药广泛用于临床麻醉。最近，越来
越多的证据表明阿片类药物可以抑制肿瘤生长。例
如，舒芬太尼可抑制乳腺癌细胞的增殖、侵袭、上皮
间质转化，并诱导乳腺癌细胞凋亡，减缓乳腺癌的进
展［9］。作为阿片受体激动剂，瑞芬太尼可减少肝癌
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图 4 各组MDA-MB-231 细胞凋亡情况
Fig． 4 Apoptosis of MDA-MB-231 cells in each group

A: Apoptosis was detected by flow cytometry; B: Comparison of apoptosis rate and early apoptosis rate in each group of cells; a: Control group; b:

Ｒomifentanil low concentration group; c: Ｒomifentanil medium concentration group; d: Ｒomifentanil High concentration group; e: Ｒomifentanil +

SKL2001 group; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs remifentanil low concentration group; ＆P ＜ 0. 05 vs remifentanil medium concentration group;
△P ＜ 0. 05 vs remifentanil high concentration group．

细胞的增殖、迁移和侵袭［10］; 且瑞芬太尼可诱导神
经胶质瘤细胞凋亡［7］。然而，关于瑞芬太尼对乳腺
癌进展影响的研究较少。因此，本研究探讨了瑞芬
太尼对乳腺癌细胞的影响，结果显示，不同浓度瑞芬
太尼均降低了 MDA-MB-231 细胞的增殖活力，并诱

导了细胞周期停滞和凋亡，呈浓度依赖性，这表明瑞
芬太尼可能在乳腺癌中发挥抗癌作用。

癌细胞过度增殖是癌症相关死亡的主要原因，
癌细胞凋亡的异常和抑制是癌症发生和发展的重要
原因之一，细胞周期停滞可诱导细胞凋亡。c-Myc
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图 5 各组MDA-MB-231 细胞中增殖和凋亡标志蛋白表达
Fig． 5 The expression of markers of proliferation and apoptosis in MDA-MB-231 cells in each group

a: Control group; b: Ｒomifentanil low concentration group; c: Ｒomifentanil medium concentration group; d: Ｒomifentanil High concentration

group; e: Ｒomifentanil + SKL2001 group; f: Ｒemifentanil + SKL2001( 20. 0 μg /mL + 1 μmol /L) ; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs remifen-

tanil low concentration group; ＆P ＜ 0. 05 vs remifentanil medium concentration group; △P ＜ 0. 05 vs remifentanil high concentration group．

图 6 各组MDA-MB-231 细胞中 GSK-3β、β-catenin蛋白表达
Fig． 6 The expression of GSK-3β and β-catenin in MDA-MB-231 cells of each group

a: Control group; b: Ｒomifentanil low concentration group; c: Ｒomifentanil medium concentration group; d: Ｒomifentanil High concentration
group; e: Ｒomifentanil + SKL2001 group; f: Ｒemifentanil + SKL2001 ( 20. 0 μg /mL + 1 μmol /L) ; * P ＜ 0. 05 vs Control group; #P ＜ 0. 05 vs remifen-

tanil low concentration group; ＆P ＜ 0. 05 vs remifentanil medium concentration group; △P ＜ 0. 05 vs remifentanil high concentration group．
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是细胞增殖的主要转录因子，在多种癌症中高表达，
包括乳腺癌［11］; Cyclin D1 在细胞周期 G1 期的细胞
进程中起着重要的调节作用，作为一种致癌基因，其
高表达可加速细胞从 G0 /G1 向 S 期的进展，在乳腺
癌和其他人类癌症中具有重要的致病作用［12］。Bcl-
2 家族蛋白是细胞凋亡的关键调控因子，抗凋亡蛋
白 Bcl-2 可以通过蛋白 －蛋白相互作用抑制促凋亡
蛋白来阻止细胞凋亡，而促凋亡蛋白 Bax 通过促进
线粒体释放细胞色素 c 来促进这一过程。Cleaved-
caspase-3 是 Caspase-3 的活化形式，是细胞凋亡的
关键介质［13］。本研究发现，在瑞芬太尼处理的
MDA-MB-231 细胞中，c-Myc 和 Cyclin D1、Bcl-2 及
pro-caspase-3 蛋白的表达显著降低，Bax 和 Cleaved
caspase-3 的蛋白水平显著升高，并且 G0 /G1 期细胞
比例增加，S 期细胞比例降低; 这些结果表明，瑞芬
太尼可抑制 MDA-MB-231 细胞增殖，诱导细胞凋亡
和细胞周期停滞。

Wnt /β-catenin 通路是调节乳腺癌发生发展的
重要通路之一［14 － 15］。β-catenin 是 Wnt 通路的关键
调节因子，该通路在正常的细胞中不活跃。GSK-3β
是一种多功能丝氨酸 /苏氨酸激酶，是 β-catenin 降
解复合体的关键组成部分。当 Wnt 通路被激活时，
GSK-3β 从 β-catenin 降解复合体中解离，导致 β-
catenin 在细胞质中不断积累并易位至细胞核，β-
catenin进入细胞核与转录因子 T 细胞因子 /淋巴增
强因子( T cell factor / lymphoid enhancer factor，TCF /
LEF) 结合，从而启动下游 c-Myc、Cyclin D1 等靶基因
的转录，这有助于细胞从 G1 期进入 S 期，促进细胞
增殖［16］。既往研究显示，抑制 Wnt /β-catenin 通路
可诱导乳腺癌细胞细胞周期停滞和细胞凋亡［17］;瑞
芬太尼可通过增加 GSK-3β的表达诱导胶质瘤细胞
凋亡［7］。本研究通过 Western blot 探讨了瑞芬太尼
对乳腺癌细胞 Wnt /β-catenin通路的影响，发现在瑞
芬太尼处理的 MDA-MB-231 细胞中 GSK-3β 蛋白表
达升高，β-catenin 蛋白显著下调，表明瑞芬太尼可
促使 Wnt /β-catenin信号通路失活。此外，SKL2001
( Wnt /β-catenin 通路激动剂 ) 可削弱瑞芬太尼对
MDA-MB-231 细胞增殖和凋亡的影响，并升高 β-
catenin蛋白的表达和降低 GSK-3β 蛋白的表达，提
示瑞芬太尼可能通过抑制 Wnt /β-catenin 信号通路
的激活发挥抗乳腺癌作用。
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Impacts of remifentanil on proliferation，apoptosis and Wnt /β-catenin
pathway of breast cancer MDA-MB-231 cells

Zhang Yang1，Liu Wenwen2，Miao Huanhuan3，Yang Guang1

( 1Dept of Anesthesiology，2Dept of breast surgery，3Dept of Chinese and Western Medicine，
Affiliated Hospital of Hebei University，Baoding 071000)

Abstract Objective To investigate the impacts of remifentanil on the proliferation，apoptosis and Wnt /β-catenin
pathway of breast cancer MDA-MB-231 cells． Methods Different concentrations of remifentanil ( 0，0. 5，2. 5，
5. 0，10. 0，20. 0，40. 0 μg /mL) were used to treat human normal breast MCF-10A cells and breast cancer MDA-
MB-231 cells to screen for experimental concentrations of remifentanil． MDA-MB-231 cells were divided into con-
trol group，remifentanil low ( 5. 0 μg /mL) ，medium ( 10. 0 μg /mL) ，and high ( 20. 0 μg /mL) concentration
groups，and remifentanil + SKL2001 ( Wnt /β-catenin pathway agonist) group． MTT assay and colony formation as-
say were applied to detect cell proliferation ability． Flow cytometry was applied to detect cell apoptosis and cell cy-
cle changes． Western blot was applied to detect protein expression related to cell proliferation，apoptosis，and the
Wnt /β-catenin signaling pathway． Ｒesults Ｒemifentanil at concentrations of 5. 0，10. 0，and 20. 0 μg /mL could
reduce the viability of MDA-MB-231 cells and had no prominent toxicity to MCF-10A cells． Compared with the
control group，the optical density value of cell proliferation，colony formation number，proportion of S-phase cells，
and the protein levels of cellular myelocytomatosis ( c-Myc) ，Cyclin D1，B lymphoblastoma 2 ( Bcl-2) ，precursor
of cysteine aspartate protease-3 ( pro-caspase-3) and β-catenin were lower in the low，medium，and high concen-
tration remifentanil groups ( P ＜ 0. 05) ，while the proportion of G0 /G1 phase cells，apoptosis rate，early apoptosis
rate，the protein levels of Bcl-2 associated X protein ( Bax) and cleaved cysteine aspartate protease-3 ( Cleaved
caspase-3) ，and glycogen synthase kinase-3β ( GSK-3β) were higher ( P ＜ 0. 05 ) ． SKL2001 could weaken the
effects of remifentanil on the proliferation and apoptosis of MDA-MB-231 cells． Conclusion Ｒemifentanil inhibits
the proliferation of MDA-MB-231 cells，induces apoptosis and cell cycle arrest，and its mechanism may be related
to the inhibition of Wnt /β-catenin signaling pathway activation．
Key words remifentanil; breast cancer; proliferation; apoptosis; cell cycle; Wnt /β-catenin signaling pathway
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