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摘 要 目的：研究丙泊酚对肝癌HepG2细胞侵袭的影响。方法：以0（阴性对照）、1、3、10 μg/ml丙泊酚作用于肝癌HepG2细胞

48 h后，采用MTT法检测细胞活力，Transwell法检测细胞侵袭能力，Western blot法检测基质金属蛋白酶2（MMP-2）、MMP-9、E-钙

黏附素（E-cadherin）、锌指转录因子（Snail）的表达及核因子-κB p65（NF-κB p65）磷酸化水平。结果：与阴性对照比较，1、3、10 μg/ml丙

泊酚能降低HepG2细胞活力和侵袭能力，下调NF-κB p65磷酸化水平和Snail表达，上调E-cadherin表达（P＜0.01）；3、10 μg/ml丙

泊酚能下调MMP-2、MMP-9表达（P＜0.01）。上述效果均呈浓度依赖性（P＜0.01）。结论：丙泊酚能抑制肝癌HepG2细胞侵袭，其

机制可能与抑制NF-κB/Snail信号通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of propofol on invasion of hepatoma carcinoma HepG2 cell. METHODS：MTT

method was used to detect the viability of HepG2 cells which were cultured with 0（negative control），1，3 and 10 μg/ml propofol

for 48 h. The ability of cell invasion was detect by Tranaswell method. The phosphorylation level of nuclear factor-κB p65（NF-κB

p65）and the expression of matrix metalloproteinase 2（MMP-2），MMP-9，E-cadhherin and Snail were detected by Western blot

method. RESULTS：Compared with negative control，1，3，10 μg/ml propofol inhibited the cell viability and invasion，down-regu-

lated the expression of Snail and the phosphorylation level of NF-κB p65，and up-regulated the expression of E-cadherin（P＜

0.01）. 3，10 μg/ml propofol down-regulated the expression of MMP-2 and MMP-9（P＜0.01）. Above effects depended on drug con-

centration（P＜0.01）. CONCLUSIONS：Propofol can suppress HepG2 invasion，which might be related to the inhibition of NF-κB /

Snail signal pathway.
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磷酸化水平，能显著抑制前列腺癌细胞的增殖[6]。

本研究结果表明，12.5、25、50 μmol/L坦索罗辛能显著抑
制PC-3细胞活力，25、50 μmol/L坦索罗辛能显著诱导细胞凋
亡，提示一定浓度的坦索罗辛能显著诱导细胞凋亡。通过
Western blot 法检测进一步发现，Akt、mTOR、p70S6K 及 4E-

BP1磷酸化水平都显著降低，说明坦索罗辛可能作为 Akt/

mTOR通路的抑制剂，从而使此通路失活，抑制 PC-3细胞增
殖并诱导细胞凋亡。
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肝细胞肝癌（HCC）是原发性肝癌的主要形式，是位居世

界第 5位的常见实体瘤。接受肝切除术的患者易出现复发现

象，且导致患者病死率较高、预后不良，其主要原因在于HCC

的侵袭转移[1]。因此，一定程度上抑制HCC侵袭转移，对有效

防治HCC、提高HCC的治疗水平具有重要作用。

丙泊酚，化学名称为 2，6-双异丙酚，是一种静脉麻醉药，

因起效快、苏醒迅速、平稳、副作用少而被广泛应用于临床上

各种恶性肿瘤患者手术的麻醉诱导、麻醉维持以及术后重症

加强护理病房（ICU）的镇静。近年来丙泊酚也被逐渐用于肿

瘤的防治，主要集中于肝癌、胃癌、前列腺癌、肺腺癌 [2-3]。已

有报道，丙泊酚能显著诱导人肝癌SMCC-7721细胞凋亡，并下

调血管内皮生长因子（VEGF）及胞间黏附因子 1（ICAM-1）的

表达[3]；能降低Wistar大鼠肝癌细胞中B淋巴细胞瘤2（Bcl-2）/

Bax比值，促进肝癌细胞凋亡，抑制肝癌细胞增殖[4]。此外也有

报道，丙泊酚能显著抑制人肝癌HepG2细胞的克隆形成、迁移

及侵袭[5]。但丙泊酚对于肝癌细胞侵袭能力的影响及其具体

机制报道较少，所以本研究将探讨丙泊酚对肝癌HepG2细胞

侵袭能力的影响及具体机制。

1 材料
1.1 仪器

Eclipse TS100倒置光学显微镜（日本Nikon公司）；Chemi-

DocTM XRS凝胶成像系统（美国Bio-Rad公司）；Multiskan MK3

酶标仪、Maxi MixⅡ涡旋振荡器（美国Thermo公司）。

1.2 药品与试剂

丙泊酚注射剂（美国 AstraZeneca 公司，批号：FD834，规

格：20 ml ∶ 0.2 g）；MTT、结晶紫（美国Sigma公司）；兔抗基质金

属蛋白酶 2（MMP-2）、MMP-9、E-钙黏附素（E-cadherin）、锌指

转录因子（Snail）、核因子-κB p65（NF-κB p65）、磷酸化NF-κB

p65（p-NF-κB p65）、甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（美

国Epitmics公司）；二喹啉甲酸（BCA）试剂盒（碧云天生物技术

有限公司，批号：P0010）。

1.3 细胞株

HepG2细胞购于中国科学院上海细胞库；培养于含 10％

胎牛血清的DMEM培养基中。

1.4 其他

Transwell 细胞培养小室（美国Corning 公司，批号：3422）。

2 方法
2.1 MTT法检测细胞活力

将处于生长对数期的HepG2细胞消化，并调整细胞密度

为6×103 ml－1，取200 μl接种于96孔板，于37 ℃、5％ CO2培养

箱中培养 48 h。以 0（阴性对照）、1、3、10 μg/ml丙泊酚作用于

细胞48 h后，每孔加MTT（5 mg/ml）20 μl，4 h后，弃上清，并每

孔加入二甲基亚砜（DMSO）150 μl，10 min后，用酶标仪于570

nm波长处测定光密度（OD）。每组试验重复3次。

2.2 Traswell法检测细胞侵袭能力

将 Matrigel 胶均匀平铺于 Transwell 小室的微膜（8 μm）

上，制成凝胶备用。将处于生长对数期的HepG2细胞消化，并

调整细胞密度为 6×103 ml－1，取 1 ml 接种于 6孔板，于 37 ℃、

5％ CO2培养箱中培养48 h。以0（阴性对照）、1、3、10 μg/ml丙

泊酚作用于细胞 48 h，常规消化细胞，加入至Transwell上室，

下室加入含 5％胎牛血清的 DMEM 培养基，继续培养 24 h。

取出Transwell小室，洗涤，多聚甲醛固定，结晶紫染色。被染

色的细胞浆呈紫色，倒置光学显微镜下计数5个视野穿膜细胞

（穿膜的细胞显紫色，是活细胞）个数，计算平均每个视野的细

胞数，即表示细胞的侵袭能力。每组试验重复3次。

2.3 Western blot 法检测细胞中 NF-κB p65磷酸化水平及

MMP-2、MMP-9、E-cadherin、Snail蛋白表达

将处于生长对数期的HepG2细胞消化，并调整细胞密度

为 6×103 ml－1，取 1 ml接种于 6孔板，于 37 ℃、5％ CO2培养箱

中培养 48 h。以 0（阴性对照）、1、3、10 μg/ml丙泊酚作用于细

胞48 h后，刮下细胞，以离心半径为15 cm（下同）、10 000 r/min

离心10 min，收集沉淀加入适量的RIPA裂解液，每隔10 min置

于涡旋振荡器中振荡30 s，40 min后，于4 ℃下10 000 r/min离

心10 min，小心吸取上清，即可获得总蛋白。根据BCA试剂盒

对蛋白浓度进行测定。蛋白上样，进行十二烷基硫酸钠-聚丙

烯酰胺凝胶电泳，湿法转膜。将膜浸入一抗（兔抗 MMP-2、

MMP-9、E-cadherin、Snail、NF-κB p65、p-NF-κB p65、GADPH，

稀释比例 1 ∶ 100）溶液孵育，4 ℃过夜；漂洗后，浸入二抗溶液

[辣根过氧化物酶标记山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG）（H+L），稀

释比例1 ∶500]中室温孵育1～2 h。将膜取出漂洗，在膜上滴加

增强化学发光液，在凝胶成像系统中曝光。用Quantity One软

件对各抗体条带灰度值进行统计，每组试验重复 3次。以

MMP-2、MMP-9、E-cadherin、Snail与GADPH灰度值的比值表

示相应蛋白的相对表达量。以p-NF-κB p65及NF-κB p65灰度

值的比值表示NF-κB p65的磷酸化水平。

2.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0统计软件对数据进行分析处理。计量资

料以x±s表示，两组间比较用 t检验，多组间用单因素方差分

析（One-way ANOVA）。P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞活力

与阴性对照比较，1、3、10 μg/ml的丙泊酚作用后HepG2细

胞活力降低（P＜0.01）；与 1 μg/ml丙泊酚比较，3、10 μg/ml的

丙泊酚作用后HepG2细胞活力降低（P＜0.01）；与3 μg/ml丙泊

酚比较，10 μg/ml的丙泊酚作用后HepG2细胞活力降低（P＜

0.01）。不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞活力检测结果

见表1。

表1 不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞活力、侵袭能力

的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Determination results of HepG2 cell viability，inva-

sion after treated with different concentrations of

propofol（x±±s，n＝3）

丙泊酚质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

1

3

10

细胞活力（OD值）

0.735±0.073

0.665±0.034＊

0.542±0.032＊#

0.357±0.021＊#Δ

细胞侵袭能力（细胞个数）

129.7±9.3

110.4±8.0＊

85.5±7.6＊#

58.9±5.8＊#Δ

注：与阴性对照比较，＊P＜0.01；与1 μg/ml丙泊酚比较，#P＜0.01；

与3 μg/ml丙泊酚比较，ΔP＜0.01

Note：vs. negative control，＊ P＜0.01；vs. 1 μg/ml propofol，#P＜

0.01；vs. 3 μg/ml propofol，ΔP＜0.01

3.2 细胞侵袭能力

与阴性对照比较，1、3、10 μg/ml的丙泊酚作用后HepG2细
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胞侵袭数目减少（P＜0.01）；与1 μg/ml丙泊酚比较，3、10 μg/ml

的丙泊酚作用后 HepG2细胞侵袭数目减少（P＜0.01）；与 3

μg/ml丙泊酚比较，10 μg/ml的丙泊酚作用后细胞HepG2细胞

侵袭数目减少（P＜0.01）。不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2

细胞侵袭情况的显微镜图见图1，检测结果表1。

3.3 细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表达

与阴性对照和 1 μg/ml丙泊酚比较，3、10 μg/ml丙泊酚作

用 后 HepG2 细 胞 中 MMP-2、MMP-9 蛋 白 表 达 降 低（P＜

0.01）；与 3 μg/ml 丙泊酚比较，10 μg/ml 丙泊酚作用后 HepG2

细胞中MMP-2蛋白表达降低（P＜0.01）。不同质量浓度丙泊

酚作用后HepG2细胞中MMP-2、MMP-9蛋白表达的电泳图见

图2，检测结果表2。

3.4 细胞中E-cadherin、Snail蛋白表达

与阴性对照比较，1、3、10 μg/ml的丙泊酚作用后HepG2细

胞中 E-cadherin 蛋白表达增强，Snail 蛋白表达减弱（P＜

0.01）；与 1 μg/ml 丙泊酚比较，3、10 μg/ml 的丙泊酚作用后

HepG2细胞中E-cadherin蛋白表达增强，10 μg/ml的丙泊酚作

用后 HepG2细胞中 Snail 蛋白表达减弱（P＜0.01）；与 3 μg/ml

丙泊酚比较，10 μg/ml 的丙泊酚作用后 HepG2细胞中 E-cad-

herin蛋白表达增强，Snail蛋白表达减弱（P＜0.01）。不同质量

浓度丙泊酚作用后HepG2细胞中E-cadherin、Snail蛋白表达的

电泳图见图3，检测结果表3。

3.5 细胞中NF-κB p65磷酸化水平

与阴性对照比较，1、3、10 μg/ml的丙泊酚作用后HepG2细

表3 不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞中E-cadherin、

Snail 蛋白表达及 NF-κB p65磷酸化水平的检测结果

（x±±s，n＝3）

Tab 3 The expression of E-cadherin，Snail protein and the

phosphorylation level of NF-κB p65 in HepG2 cell af-

ter treated with different concentrations of propofol

（x±±s，n＝3）

丙泊酚质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

1

3

10

E-cadherin/GADPH

0.213±0.020

0.334±0.021＊

0.528±0.054＊#

1.238±0.117＊#Δ

Snail/GADPH

0.999±0.081

0.491±0.043＊

0.495±0.035＊

0.287±0.019＊#Δ

p-NF-κB p65/NF-κB p65

1.385±0.112

1.097±0.085＊

0.345±0.030＊#

0.332±0.025＊#

注：与阴性对照比较，＊P＜0.01；与1 μg/ml丙泊酚比较，#P＜0.01；

与3 μg/ml丙泊酚比较，ΔP＜0.01

Note：vs. negative control，＊ P＜0.01；vs. 1 μg/ml propofol，#P＜

0.01；vs. 3 μg/ml propofol，ΔP＜0.01

胞中 NF-κB p65磷酸化水平降低（P＜0.01）；与 1 μg/ml 丙泊

酚比较，3、10 μg/ml 的丙泊酚作用后 HepG2 细胞中 NF-κB

p65磷酸化水平降低（P＜0.01）。不同质量浓度丙泊酚作用后

HepG2细胞中NF-κB p65磷酸化水平的电泳图见图 4，检测结

果见表3。

4 讨论
众多因素会导致恶性肿瘤的术后不良及复发，麻醉可能

是其中一种。丙泊酚是一种快效的静脉麻醉药，主要通过肝

脏代谢，形成醌醇结合物后迅速从尿中排出，被广泛地应用于

各种肿瘤手术的麻醉中。已有报道，血浆中3～8 μg/ml的丙泊

酚能够显著抑制人肿瘤细胞的侵袭[5]。MMPs是降解细胞外基

质的最重要的蛋白水解酶，在细胞肿瘤侵袭和转移中发挥重

图1 不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞侵袭情况的显

微镜图（×200）

Fig 1 Micrograms of HepG2 cell invasion after treated with

different concentrations of propofol（×200）

A. 阴性对照 B. 1 μg/ml丙泊酚

C. 3 μg/ml丙泊酚 D. 10 μg/ml丙泊酚

图 2 不同质量浓度丙泊酚作用后 HepG2细胞中 MMP-2、

MMP-9蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretograms of the expression of MMP-2 and

MMP-9 protein in HepG2 cells after treated with dif-

ferent concentrations of propofol

MMP-2

MMP-9

GADPH

1 μg/ml阴性对照 3 μg/ml 10 μg/ml

表 2 不同质量浓度丙泊酚作用后 HepG2细胞中 MMP-2、

MMP-9蛋白表达的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 The expression of MMP-2 and MMP-9 protein in

HepG2 cells after treated with different concentra-

tions of propofol（x±±s，n＝3）

丙泊酚质量浓度，μg/ml

0（阴性对照）

1

3

10

MMP-2/GADPH

0.987±0.011

0.989±0.021

0.350±0.034＊#

0.208±0.016＊#Δ

MMP-9/GADPH

1.032±0.118

1.005±0.079

0.495±0.043＊#

0.478±0.015＊#

注：与阴性对照比较，＊P＜0.01；与1 μg/ml丙泊酚比较，#P＜0.01；

与3 μg/ml丙泊酚比较，ΔP＜0.01

Note：vs. negative control，＊ P＜0.01；vs. 1 μg/ml propofol，#P＜

0.01；vs. 3 μg/ml propofol，ΔP＜0.01

图3 不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞中E-cadherin、

Snail蛋白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of the expressions of E-cadherin

and Snail protein in HepG2 cells after treated with

different concentrations of propofol

E-cadherin

Snail

GADPH

1 μg/ml阴性对照 3 μg/ml 10 μg/ml
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要作用。MMP-2不仅可以降解细胞外基质中的明胶Ⅳ型胶原

等，有利于肿瘤细胞沿着受损的基底膜向周围浸润，还可以通

过新生毛细血管促进肿瘤的侵袭及转移，是恶性肿瘤浸润和

侵袭的标志。MMP-9是由多种细胞分泌的一种蛋白水解酶，

是MMPs中分子质量最大的酶，能够降解细胞外基质和基底

膜，从而增加细胞的运动能力，促进肿瘤的扩散和转移。因

此，下调MMP-2及MMP-9的表达，能显著抑制HepG2细胞的

侵袭能力。Miao Y等[6]发现用丙泊酚处理结肠癌细胞株LO-

VO，可通过下调MMP-2及MMP-9的表达，从而抑制LOVO的

侵袭能力。Zhang J等[7-8]证实丙泊酚既可抑制肝癌HepG2细

胞中含半胱氨酸氨基蛋白酶 8（Caspase-8）及Caspase-9活性，

从而抑制肿瘤生长并诱导肝癌细胞凋亡，又可通过miR-199抑

制肝癌HepG2细胞中MMP-9蛋白的表达，从而降低肿瘤的侵

袭能力。这提示丙泊酚能通过下调MMP-2及MMP-9表达，来

抑制肝癌HepG2细胞的侵袭能力。本研究结果也正好证实了

此推测，3、10 μg/ml的丙泊酚能显著降低MMP-2及MMP-9的

表达量，从而抑制HepG2的侵袭。

众多研究亦证实上皮细胞-间充质转化（EMT）对肿瘤发

生、浸润、转移及扩散起着重要作用，并认为在恶性肿瘤细胞

发生EMT时，是浸润转移的开始。EMT的分子标志性特征为

E-cadherin的表达下调和一系列间充质标记物N-cadherin、Snail

的表达上调。Snail 可通过与 E-cadherin 启动子区的 E-box 序

列结合，抑制 E-cadherin 的表达。将 Snail-1 shRNA 及阴性对

照转入骨肉瘤细胞SaOS2中，发现瘤细胞中E-cadherin表达量

升高，且细胞迁移及侵袭能力下降；而当Snail-1过表达后，瘤

细胞中E-cadherin表达量下降，且细胞迁移侵袭能力提高，这

说明Snail能通抑制E-cadherin表达来诱导骨肉瘤细胞的迁移

侵袭能力[9]。而Snail的表达受NF-κB信号通路调控，NF-κB可

通过与人类 Snail 启动子区结合来加强 Snail 的转录。NF-κB

是细胞核转录因子，与肿瘤细胞凋亡、侵袭和转移等关系密

切。当受到细胞外界刺激时，可与 IκB蛋白分离，转入核内，并

与靶基因结合，发挥转录调控作用，促进一系列有关肿瘤增殖

转移的分子机制的发生，从而增强癌细胞的运动性和侵袭

性。并且已有研究证实，通过抑制EMT发生及NF-κB/Snail信

号通路激活，能显著抑制胃腺癌细胞SGC-7901的侵袭转移[10]。

因此本研究继续探讨丙泊酚对NF-κB/Snail信号通路的影响，

结果证实，1、3、10 μg/ml丙泊酚能显著上调HepG2细胞中E-

cadherin表达，下调Snail表达，并降低NF-κB p65磷酸化水平，

这说明丙泊酚亦能通过抑制NF-κB/Snail信号通路激活，从而

抑制EMT的形成，最终导致肝癌细胞侵袭能力的抑制。

综上所述，丙泊酚能显著下调MMP-2及MMP-9的表达，

上调E-cadherin表达，并通过使NF-κB/Snail信号通路失活，最

终抑制肝癌细胞HepG2的侵袭能力。
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图 4 不同质量浓度丙泊酚作用后HepG2细胞中NF-κB p65

磷酸化水平的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of the phosphorylation level of

NF-κB p65 in HepG2 cell after treated with different

concentrations of propofol
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