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丙泊酚通过miR-21/PTEN通路抑制结肠癌

HCT116细胞增殖∗
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摘 要：结肠癌作为全球高发的恶性肿瘤，其发病率和死亡率均位居癌症前列．麻醉药物丙泊酚在多种癌症中表现出抗

肿瘤活性，其作用机制可能与调节miR-21的表达相关．本文重点关注丙泊酚通过调控miR-21-5p/PTEN信号通路对结

肠癌细胞增殖和凋亡的影响机制，为结肠癌治疗提供新的潜在靶点．将HCT116细胞分为对照组、丙泊酚组、miR-21-5p

NC组、miR-21-5p mimic组、丙泊酚+miR-21-5p NC组、丙泊酚+miR-21-5p mimic组，将miR-21-5p mimic或miR-

21-5p NC转染至HCT116细胞后，使用CCK-8法检测细胞增殖，流式细胞仪检测细胞周期，qRT-PCR检测细胞中miR-

21-5p和PTEN的基因表达，Western Blot（WB）检测PTEN、p-AKT等关键蛋白的表达，双荧光素酶基因报告实验检

测miR-21-5p与PTEN的靶向关系．实验结果显示：与对照组相比，丙泊酚处理显著抑制HCT116细胞增殖．在分子机制方

面，丙泊酚组miR-21-5p mRNA表达水平较对照组显著下调，同时伴随PTEN mRNA表达水平增加（P<0.05）．WB分

析表明：miR-21-5p过表达可抑制PTEN蛋白表达并激活p-AKT信号，而丙泊酚处理能够逆转这一效应．双荧光素酶报

告实验进一步证实，PTEN是miR-21-5p的靶基因．故丙泊酚可能通过抑制miR-21-5p，解除其对PTEN的靶向调控作

用，从而影响细胞增殖．
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Propofol Inhibits Proliferation of Colon Cancer HCT116 Cells

through miR-21/PTEN Pathway
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Abstract：As a highly prevalent malignant tumor worldwide, colon cancer ranks among the top cancers in terms

of morbidity and mortality. The anesthetic drug propofol exhibits antitumor activity in a variety of cancers, and

its mechanism of action may be related to the regulation of miR-21 expression. The paper focuses on the effects of

propofol on colon cancer cell proliferation and apoptosis by modulating the miR-21-5p/PTEN signaling pathway,

aiming to reveal this molecular mechanism to provide new potential targets for colon cancer therapy. HCT116 cells
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are divided into control group, propofol group, miR-21-5p NC group, miR-21-5p mimic group, propofol+miR-21-5p

NC group, propofol+miR-21-5p mimic group, and miR-21-5p mimic or miR-21-5p NC are transfected into HCT116

cells, and CCK-8 method is used to detect cell proliferation, flow cytometry is used to detect cell cycle. qRT-PCR is

used to detect gene expression of miR-21-5p and PTEN in cells. Western Blot (WB) is used to detect the expression

of key proteins such as PTEN and p-AKT. A dual luciferase gene reporter assay is used to detect the targeting

relationship between miR-21-5p and PTEN. The experimental results show that propofol treatment significantly

inhibites the proliferation of HCT116 cells compared with the control group. In terms of molecular mechanisms,

miR-21-5p mRNA expression level is significantly down-regulated in the propofol group compared with the control

group, accompanied by an increase in PTEN mRNA expression level (P<0.05). WB analysis shows that miR-21-5p

overexpression inhibites PTEN protein expression and activates p-AKT signaling, and propofol treatment is able

to reverse this effect. Dual luciferase reporter assay further confirms that PTEN is a target gene of miR-21-5p.

It is suggested that propofol may affect cell proliferation by inhibiting miR-21-5p and deregulating its targeted

regulation of PTEN.

Key words： colon cancer; propofol; miRNAs; PTEN

0 引 言

结肠癌是我国新发癌症的第二常见癌种[1]，手术是其最有效的治疗方式[2]．作为结肠癌手术中最常用的静

脉麻醉药物之一，丙泊酚的抗肿瘤效应日益受到关注[3]．微小RNAs（microRNA, miRNAs）与结肠癌的代谢、增

殖和化疗耐药相关，通过靶向信号通路的组成部分调节其转导[4]．研究发现，丙泊酚在多种恶性肿瘤（如非小细

胞肺癌[5]、乳腺癌[6]和胰腺癌[7]）中靶向微小RNA-21（microRNA-21, miR-21）抑制其表达，进而抑制肿瘤进展．

值得注意的是，Zheng等[5]通过双荧光素酶报告基因实验证实了miR-21-5p与PTEN 3
′
UTR的特异性结合．虽然

已有研究表明miR-21/PTEN轴在非小细胞肺癌[8]和子宫内膜癌[9]中影响肿瘤进展，但其在结肠癌中的作用机制

尚未完全阐明．鉴于miR-21是结肠癌进展的重要调节因子[10]，以及丙泊酚在结肠癌手术中的广泛应用，本文旨

在探讨丙泊酚是否通过调控miR-21-5p/PTEN信号通路抑制结肠癌HCT116细胞增殖，为优化结肠癌治疗的麻醉

方案提供参考．

1 材料与方法

1.1 细胞、试剂和仪器

丙泊酚购自德国Sigma公司，PTEN WT报告质粒、PTEN MUT报告质粒、miR-21-5p mimic、mimic NC购自

中国北京通用生物公司，McCoy’s 5A基础培养基、10 000 U/mL青霉素-链霉素混合抗生素溶液以及0.25%胰蛋

白酶-EDTA消化液购自美国Gibco公司；细胞增殖与毒性检测试剂盒购自中国全式金生物技术有限公司（北京）；

酶标仪购自美国Bio-Rad公司，流式细胞仪购自中国广西优利特公司，荧光酶标仪购自美国ThermoFisher公司．

1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养及分组

根据CCK-8实验结果，选用20 μg/mL丙泊酚用于后续实验．将细胞进行分组，每组3个重复：（1）对照

组，HCT116细胞正常培养48 h；（2）丙泊酚组，HCT116细胞使用20 μg/mL丙泊酚干预48 h；（3）miR-21-5p

NC组，HCT116细胞按最适转染条件转染mimic NC 48 h；（4）miR-21-5p mimic组，HCT116细胞按最适转染条件

转染miR-21-5p mimic 48 h；（5）丙泊酚+miR-21-5p NC组，HCT116细胞按最适转染条件转染mimic NC 12 h后，

使用20 μg/mL丙泊酚干预48 h；（6）丙泊酚+miR-21-5p mimic组，HCT116细胞按最适转染条件转染miR-21-5p

mimic 12 h后，使用20 μg/mL丙泊酚干预48 h．

1.2.2 HCT116细胞转染

按实验分组进行转染．收集处于对数生长期且汇合度达到90%的HCT116细胞，使用0.25%胰蛋白酶溶液进

行消化处理，随后用无抗生素培养基调整细胞浓度至5×104个/毫升．将制备好的细胞悬液以每孔500μL的体积

接种于24孔板，置于37 ℃、5% CO2恒温培养箱中培养24 h．待细胞贴壁后，每孔加入50 μL转染复合物，轻柔

混匀后继续培养．将培养板置于标准培养条件下培养，分别于转染后24 h和48 h通过荧光显微镜观察，以优化

转染效率并确定最佳转染条件．
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1.2.3 CCK-8法检测细胞增殖活性

按实验分组进行相应处理后，吸弃上清，每孔加入100μL含10% CCK-8的新鲜培养基，于37℃培养箱中避

光孵育60 min．随后使用酶标仪在450 nm处检测各孔OD值．

1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期

HCT116细胞按实验分组干预后，收集各组细胞至15 mL离心管中，经PBS洗涤1次，用500 μL预冷PBS重

悬，缓慢加入3.5 mL预冷80%乙醇中，4 ℃固定12 h．2 000 r/min离心5 min，弃上清．细胞经预冷PBS洗涤2次，

2 000 r/min离心5 min，弃上清．随后加入500μL PI/RNase染色缓冲液重悬细胞，通过200目尼龙细胞滤网制备

单细胞悬液，4 ℃避光孵育30 min．使用流式细胞仪进行检测，设置488 nm激发波长，采集PI红色荧光信号及

光散射信号．基于FlowJo软件对细胞周期分布及散射光特征进行分析．

1.2.5 qRT-PCR检测miR-21-5p和PTEN的mRNA表达

收集HCT116细胞并提取总RNA，使用紫外分光光度计检测总RNA的纯度和含量，采用等量RNA样本进行

反转录，具体操作严格参照逆转录试剂盒说明书进行．随后使用实时荧光定量聚合酶链式反应（quantitative

Real-time reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction, qRT-PCR）试剂盒进行扩增，通过qRT-PCR仪检测

并分析各实验组目的基因表达水平．

1.2.6 WB检测蛋白表达水平

采用蛋白免疫印迹（Western Blot, WB）检测PTEN、蛋白激酶B（Protein Kinase B, AKT）、磷酸化蛋白激

酶B（phosphorylated Protein Kinase B, pAKT）的表达情况．

1.2.7 双荧光素酶活性检测

构建包含PTEN基因3
′
-UTR野生型（PTEN-WT）及突变型（PTEN-MUT）序列的双荧光素酶报告基因载

体．将HCT116细胞接种于24孔板，每孔2×104个细胞，标准培养条件下孵育过夜．实验设置4个处理组：PTEN-

WT+miR-21-5p NC、PTEN-WT+miR-21-5p、PTEN-MUT+miR-21-5p NC及PTEN-MUT+miR-21-5p．转染48

h后，将细胞培养板置于室温平衡．弃上清，每孔加入75 μL Dual-Glor Luciferase检测试剂，室温避光孵育30

min促进细胞裂解．将细胞裂解液充分混匀后，取75 μL转移至96孔荧光检测板中．使用荧光酶标仪在2 h内测

定萤火虫荧光素酶的相对荧光强度．随后每孔加入等体积Dual-Glor Stop&Glor试剂，室温孵育5 min后检测海

肾荧光素酶活性．荧光素酶报告基因活性为萤火虫荧光素酶与海肾荧光素酶活性的比值．

1.2.8 数据统计

所有数据以“均值±标准差”（x̃±s）表示，采用SPSS 19.0软件进行统计分析，组间比较采用单因素方差分

析，组内比较采用重复测量设计的方差分析．P<0.05表示差异有统计学意义．数据可视化通过GraphPad Prism

5.0软件完成．

2 实验结果

2.1 丙泊酚抑制HCT116细胞增殖

为探究丙泊酚对HCT116细胞增殖活力的影响，本文先以2、5、10 μg/mL丙泊酚分别处理HCT116细胞12、

24、48 h，随后采用CCK-8法检测细胞增殖活力，结果显示各处理组间细胞增殖活力差异不显著．鉴于此，进一

步开展补充实验，使用20、30、40 μg/mL丙泊酚分别处理HCT116细胞24、48、72 h，并通过CCK-8法检测细胞

增殖活力，结果显示随着药物浓度的增加和作用时间的延长，丙泊酚对细胞增殖的抑制效果逐渐增强，显示出

明确的剂量依赖性和时间依赖性．基于以上实验结果，本文选取20 μg/mL的丙泊酚干预48 h作为最佳干预条

件，见图1．

CCK-8实验结果显示，与对照组相比，丙泊酚组处理HCT116细胞48 h后，细胞存活率为(75.324±7.930)%，

miR-21-5p mimic组细胞存活率为(121.573±7.249)%，丙泊酚+miR-21-5p mimic组细胞存活率为(90.423±1.642)%．

与对照组相比，丙泊酚处理后HCT116细胞的增殖能力受到抑制（P<0.05）；与miR-21-5p NC组相比，miR-21-5p

mimic组的细胞增殖能力增强，而丙泊酚处理后细胞增殖能力明显降低（P<0.05），见图2、表1．



第 5期 袁婷婷，等：丙泊酚通过miR-21/PTEN通路抑制结肠癌HCT116细胞增殖 635

图 1 不同浓度丙泊酚对HCT116细胞增殖活力的影响

注：*表示P<0.05，下同

图 2 CCK-8法检测各组细胞增殖活力

表 1 HCT116细胞增殖检测结果（x̃±s，n=5）

实验分组 存活率/%

对照组 100.000±8.566

丙泊酚组 75.324±7.9304

miR-21-5p NC组 96.995±6.171N

miR-21-5p mimic组 121.573±7.2494N∇

丙泊酚+miR-21-5p NC组 72.954±8.6014∇H

丙泊酚+miR-21-5p mimic组 90.423±1.6424NH?

F 31.665

P <0.001

注：4表示与对照组相比P<0.05；N表示与丙泊酚组相比P<0.05；∇表示与miR-21-5p NC组相比P<0.05；H表示与miR-21-5p

mimic组相比P<0.05；?表示与丙泊酚+miR-21-5p NC组相比P<0.05

2.2 丙泊酚阻滞HCT116细胞周期

通过流式细胞仪检测各组细胞的周期变化．丙泊酚组G0/G1期细胞显著高于对照组（P<0.05），S期和G2/M

期显著低于对照组（P<0.05）．miR-21-5p mimic组G0/G1期细胞显著低于miR-21-5p NC组（P<0.05），S期

和G2/M期显著高于miR-21-5p NC组（P<0.05），见图3．

2.3 丙泊酚抑制HCT116细胞中miR-21-5p表达、促进PTEN表达

与对照组相比，丙泊酚处理后HCT116细胞中的miR-21-5p mRNA表达下降（P<0.05），同时PTEN mRNA表

达升高（P<0.05）；与丙泊酚单独处理组相比，丙泊酚+miR-21-5p mimic组的miR-21-5p mRNA表达升高（P<0.05）

而PTEN mRNA表达下降（P<0.05）．结合双荧光素酶报告基因实验证实miR-21-5p可直接靶向PTEN的结果，

这些发现表明丙泊酚可能通过下调miR-21-5p解除其对PTEN的抑制作用，而miR-21-5p过表达可逆转丙泊酚

对PTEN mRNA的上调作用．这些结果提示丙泊酚可能通过调控miR-21-5p/PTEN轴发挥作用，见图4．
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图 3 流式细胞仪检测各组细胞的周期变化

图 4 qRT-PCR检测各组细胞中miR-21-5p mRNA及PTEN mRNA的表达

2.4 丙泊酚对HCT116细胞miR-21-5p/PTEN通路的影响

WB实验结果显示，与对照组相比，丙泊酚组中PTEN蛋白表达水平显著升高（P<0.05），p-AKT蛋白表达

水平下降（P<0.05）．miR-21-5p mimic组中PTEN蛋白表达水平下降而p-AKT蛋白表达水平升高（P<0.05）．丙

泊酚+miR-21-5p mimic组中PTEN蛋白表达水平升高而p-AKT蛋白表达水平下降（P<0.05），表明丙泊酚处理

可能逆转了miR-21-5p对PTEN信号通路的抑制，见图5．

图 5 各组HCT116细胞中PTEN、AKT、p-AKT蛋白表达水平

2.5 miR-21-5p与PTEN的靶向关系

荧光素酶报告基因检测结果显示，与miR-21-5p NC组相比，miR-21-5p mimic与PTEN-WT共转染组的荧

光素酶活性显著降低（P<0.05）．而在PTEN-MUT组中，miR-21-5p mimic处理并未引起荧光素酶活性的改变

（P<0.05），见图6．
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图 6 miR-21-5p与PTEN靶向关系的验证结果

注：（a）为miR-21-5p与PTEN-WT的假定结合位点；（b）为荧光素酶活性实验检测miR-21-5p与PTEN的靶向关系

3 讨 论

围术期麻醉管理对肿瘤患者术后预后至关重要，麻醉技术和药物可能影响肿瘤的复发和转移，从而影响预

后[11]．丙泊酚因镇静催眠作用常用于全身麻醉的诱导和维持[12]．研究表明，丙泊酚不仅能发挥镇静作用，还能

改变肿瘤的生物学特性[13−15]．

结肠癌中，丙泊酚影响癌细胞的细胞生物学行为，促进癌细胞凋亡，具有抗癌活性．本文中，丙泊酚处理后

结肠癌HCT116细胞的增殖能力下降，细胞存活率为(75.324±7.930)%，与对照组相比，丙泊酚处理后HCT116细

胞的增殖能力受到抑制（P<0.05）；并且细胞周期停滞在G0/G1期，丙泊酚组G0/G1期细胞显著高于对照组

（P<0.05），表明丙泊酚抑制结肠癌细胞增殖．梁伟华等发现丙泊酚通过促进miR-34a转录表达，对肠癌细胞的

增殖和侵袭能力具有显著的抑制作用[16]．李娜等发现丙泊酚可抑制结直肠癌细胞的恶性增殖，同时下调白细胞

介素-1β及肿瘤坏死因子-α的表达，抑制炎症反应[17]．然而，张博通过动物模型发现丙泊酚通过上调核因子E2相

关因子2表达，进而抑制循环肿瘤细胞发生铁死亡，最终促进肿瘤细胞发生远处转移[18]．这些差异可能由多种

因素导致．首先，不同癌症的遗传背景和信号通路存在显著差异．例如，miR-34a在结肠癌中通常作为抑癌因

子，其高表达可抑制细胞增殖并促进凋亡；而在某些侵袭性肿瘤中，Nrf2的过度激活可能增强抗氧化防御，促

进癌细胞存活．其次，某些肿瘤可能依赖特定的促生存信号，而丙泊酚对这些通路的调控可能因肿瘤类型而异．

此外，体外细胞实验与动物模型或临床数据之间可能存在差异．例如，体外研究可能无法完全模拟肿瘤微环境

的复杂性，而动物模型中免疫系统的参与可能改变丙泊酚的最终效应．丙泊酚在结肠癌中的作用复杂而多面，

其生物学效应可能依赖药物浓度、作用时间及肿瘤微环境等关键因素．本文中，CCK-8实验表明随着药物浓度

的增加和作用时间的延长，丙泊酚对细胞增殖的抑制效果逐渐增强，显示出明确的剂量依赖性和时间依赖性特

征．在HCT116细胞中，丙泊酚通过调控miR-21-5p/PTEN信号通路显著抑制肿瘤细胞增殖．未来研究需要结合

多组学分析和临床验证，系统阐明丙泊酚在不同分子背景和给药方式下的精确作用机制，为其在结肠癌治疗中

的应用提供更全面的参考．

基因表达异常是结肠癌发展的核心病理生理机制，这种改变导致关键信号通路和细胞代谢过程的功能障

碍[19]．miR-21是一种致癌基因，促进多种肿瘤的癌细胞生长并抑制细胞凋亡，miR-21上调往往与肿瘤的不良预后

相关[20]．本文中，丙泊酚组细胞存活率为(75.324±7.930)%，miR-21-5p mimic组细胞存活率为(121.573±7.249)%，

丙泊酚+miR-21-5p mimic组细胞存活率为(90.423±1.642)%，表明miR-21-5p过表达后显著促进结肠癌细胞增殖，

丙泊酚处理后细胞存活率显著下降；与对照组相比，miR-21-5p过表达逆转了丙泊酚诱导的细胞增殖作用．CCK-

8结果表明，miR-21-5p在丙泊酚抑制HCT116细胞增殖中起重要作用．在乳腺癌中，丙泊酚可通过下调miR-

21的表达来抑制MCF-7细胞的增殖和上皮-间充质转化[6]．本文结果表明，丙泊酚对结肠癌细胞增殖的抑制作

用与miR-21-5p的表达调控密切相关．在HCT116细胞中，miR-21-5p过表达显著促进细胞增殖，而丙泊酚处理不

仅直接降低细胞存活率，还能部分逆转miR-21-5p的促增殖作用．这一发现与乳腺癌的研究结果具有一致性，即

丙泊酚通过调控miR-21表达来抑制肿瘤细胞增殖．虽然miR-21在不同肿瘤中的作用机制可能存在细微差异，但

本文证实了在结肠癌中丙泊酚的抗肿瘤作用涉及对miR-21-5p通路的调控．这些结果表明miR-21是丙泊酚抗肿
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瘤作用的关键靶点之一，提示调控miR-21表达可能是丙泊酚发挥抗肿瘤效应的机制之一．未来研究可进一步探

索丙泊酚调控miR-21表达的具体分子机制，以及这一通路在更多肿瘤类型中的作用，为开发基于丙泊酚的抗肿

瘤治疗策略提供更全面的参考．

PTEN是一种抑癌基因，其低表达与癌症的发生发展有关[21]．结肠癌组织中miR-21过表达会明显降低PTEN

表达水平，导致结肠癌的浸润转移[22]．本文通过WB分析，发现丙泊酚处理可显著上调HCT116细胞中PTEN蛋

白表达，同时抑制AKT磷酸化（p-AKT）水平．本文还发现丙泊酚处理可逆转miR-21-5p mimic对PTEN/AKT信

号通路的抑制作用．为寻找miR-21在丙泊酚影响结肠癌增殖中的作用机制，我们在过表达miR-21-5p的同时检

测了PTEN mRNA的表达．结果表明丙泊酚组HCT116细胞中miR-21-5p mRNA表达下降，而PTEN mRNA表达

升高（P<0.05），miR-21-5p mimic组中PTEN mRNA呈低表达（P<0.05），丙泊酚+miR-21-5p mimic组中miR-

21-5p mRNA表达显著下降，而PTEN mRNA的表达升高（P<0.05），表明miR-21-5p可能靶向PTEN并改变其

在HCT116细胞中的表达，而丙泊酚处理抑制了miR-21-5p的表达从而影响PTEN的表达．以往研究表明PTEN/

AKT信号通路是调控细胞生存的主要通路，AKT磷酸化可以促进下游一系列调控细胞增殖和凋亡蛋白的功能活

化，进而实现促进细胞增殖和抑制细胞凋亡的作用[23]．本文提示丙泊酚可能通过调控miR-21-5p/PTEN/AKT信

号轴抑制结肠癌细胞增殖．实验结果表明，丙泊酚处理不仅显著下调miR-21-5p表达，同时上调PTEN表达并抑

制AKT磷酸化水平，这一系列变化共同构成了丙泊酚抗肿瘤作用的分子基础．并且丙泊酚能够有效逆转miR-

21-5p过表达对PTEN的抑制作用，证实miR-21-5p通过靶向PTEN进而调控AKT信号通路．这些发现与以往研究

报道中PTEN/AKT通路在调控细胞增殖和凋亡中的作用一致，进一步阐明了丙泊酚抗肿瘤效应的具体信号转

导途径．

双荧光素酶报告基因的验证实验进一步证实，miR-21-5p可特异性靶向调控PTEN基因的3
′
-UTR．这与Zheng

等在非小细胞肺癌的研究中发现PTEN是miR-21靶基因的结果吻合[5]．本文通过转染miR-21-5p mimic成功上

调miR-21-5p表达后进一步检测发现，miR-21-5p过表达可逆转丙泊酚对HCT116细胞增殖的抑制作用和PTEN蛋

白表达的促进作用，说明丙泊酚可通过下调miR-21-5p进而促进其靶基因PTEN的表达，发挥抑制HCT116细胞

增殖的作用，为临床研究结肠癌提供了实验基础．

不同麻醉方式可能引起血液动力学参数和凝血机制的差异，进而诱发术后并发症，为优化结肠癌手术患者

的术后康复，选择合适的麻醉策略尤为关键．田进发现与七氟烷吸入相比，丙泊酚静脉麻醉对患者凝血功能影

响更小[24]．林惠娟等研究发现，丙泊酚与七氟烷对结肠癌患者围术期血液流变学参数的影响程度相当，而与

七氟烷相比，丙泊酚对患者凝血功能和免疫功能的抑制作用更为轻微[25]，这可能与其在促进术后恢复、降低

并发症发生率方面的优势相关．本文发现丙泊酚能够显著抑制结肠癌HCT116细胞的增殖活性，这一作用可能

与miR-21-5p/PTEN信号通路密切相关，未来有待进一步的动物移植瘤实验验证，并转化为临床研究，探究丙

泊酚抑制miR-21表达对结肠癌患者预后的影响．

本文对miR-21-5p/PTEN调控通路的验证主要基于表达水平相关性和靶向关系确认，完整的信号通路验证

将是后续研究的重点方向．虽然观察到丙泊酚处理与miR-21-5p/PTEN表达存在相关性，但要完全证实丙泊酚

通过miR-21-5p直接影响PTEN的表达，未来仍需进一步通过miR-21-5p抑制剂实验验证，并检测下游AKT信号

通路活性．本文还发现PTEN/AKT通路是介导丙泊酚抑癌作用的关键途径，但不排除存在其他并行机制，后续

将通过miR-21-5p靶基因预测以及转录组测序筛选丙泊酚调控的其他关键基因，进一步揭示其多靶点调控网络．
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