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紫草素对子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞雌激素
信号通路表达的影响
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摘要　目的：观察紫草素对子宫内膜癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞雌激素信号通路表达的影响。方法：Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞体外培养，经１、３、
５Ｍ紫草素及相应浓度紫草素中分别加入雌激素１０ｎＭ，处理细胞后，用ＭＴＴ法分别检测治疗２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ后 Ｉｓｈｉｋａｗａ
细胞生长抑制率；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲＴＰＣＲ法检测雌激素信号通路ＥＲα、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ蛋白表达情况及ＥＲα基因的表达
情况。结果：显示随着紫草素作用浓度的增加及干预时间的延长，Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞抑制率明显上升；紫草素作用于子宫内膜
癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞２４ｈ后，ＥＲα、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ蛋白表达下降，与空白对照组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５），但是
ＥＲαｍＲＮＡ表达无统计学意义，与空白对照组比较（Ｐ＞００５）。结论：紫草素随着浓度的增加及作用时间的延长，能够显
著抑制Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞的增殖；紫草素通过抑制雌激素信号通路中 ＥＲα、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ蛋白表达，起到抑制子宫内膜癌
Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞增殖的作用。
关键词　紫草素；子宫内膜癌；雌激素信号通路；Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
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　　子宫内膜癌（ＥｎｄｏｍｅｔｒｉａｌＣａｎｃｅｒ，ＥＣ）是女性常
见的恶性肿瘤，其发病率呈逐年上升趋势，在发达国

家，该病目前已接近新发妇科恶性肿瘤的５０％［１］。

根据ＥＣ的病因、病理及生物学行为，临床常将 ＥＣ
分为Ⅰ和Ⅱ ２种类型。其中７０％ ～８０％的散发 ＥＣ
属于Ⅰ型癌，为雌激素依赖型ＥＣ［２］。孕激素治疗是
主要的内分泌治疗措施。但调查显示，超过３０％的
早期患者对孕激素不敏感或在孕激素治疗过程中产

生孕激素抵抗，为子宫内膜癌患者的激素治疗带来

困难［３］。紫草素是从天然紫草中提取的萘醌类化合

物，有研究表明新疆紫草素能诱导生殖系肿瘤细胞

凋亡，从而抑制其体外增殖［４］。另有研究表明紫草

素具有抑制雌激素受体阳性乳腺癌中雌激素依赖性

基因翻译的作用［５］。先前的研究表明紫草素具有通

过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路诱导子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细
胞凋亡的作用［６］。本研究进一步探索紫草素对子宫
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内膜癌雌激素受体阳性Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞增殖及雌激素
信号通路的影响。

１　材料与方法
１１　细胞株　雌激素受体阳性子宫内膜癌细胞株：
Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞（丰有吉教授赠予）。
１２　试剂与试药　紫草素（干燥粉末，纯度＞９８％，
中国药品生物制品检定所），用 ５％二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）帮助溶解，配制成浓度为１ｍｇ／ｍＬ溶液，－
２０℃保存备用，实验时将紫草素溶液稀释到需要的
浓度。ＤＭＥＭ培养基（ＧＩＢＣＯ公司）；胎牛血清、胰
酶（Ｓｉｇｍａ公司）；ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ（ｃｓｔ公司）；ＥＲａ
（ａｂｃａｍ公司）；羊抗兔 ＨＲＰ标记二抗、羊抗鼠 ＨＲＰ
标记二抗（碧云天生物有限公司）；引物由英俊生物

科技有限公司合成。

１３　实验仪器　酶标仪（美国ＢＩＯＴＥＫ公司）；倒置
显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；细胞培养箱（德国 Ｈｅｒａｅ
ｕｓ）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ电泳系统、化学发光仪（ＢｉｏＲａｄ公
司）；电转仪（大连竞迈科技有限公司）；实时荧光定

量ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ７５００型号）；高速低温离心机
（德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司）。
１４　实验方法
１４１　细胞培养　Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞株生长于含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，放置于３７℃、５％ＣＯ２
的培养箱中传代培养。

１４２　实验分组　紫草素浓度参照前期实验结
果［６］，将实验分为空白组（只含细胞培养液）；治疗

组５组：紫草素的浓度分别为（１、３、５μＭ紫草素）；
对照组４组分别为雌二醇＋紫草素（雌激素１０ｎＭ、
紫草素１μＭ＋雌激素１０ｎＭ、紫草素３μＭ＋雌激素
１０ｎＭ、紫草素５μＭ＋雌激素１０ｎＭ）。
１４３　ＭＴＴ法　以每孔约５×１０３每孔接种到９６
孔培养板孔内，每组设５个平行孔，培养２４ｈ后，细
胞贴壁，细胞接近 ８０％融合，吸弃培养液，用含

０２％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液静止２４ｈ，依据
实验要求加药。加药后，继续分别培养２４ｈ、４８ｈ、
７２ｈ后每孔加入２０μＬ的５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液继续
培养４ｈ。每孔加入二甲亚枫１５０μＬ，轻轻震荡，１０
ｍｉｎ后在４９０ｎｍ波长处用酶标仪测 ＯＤ值，并计算
增殖率，增殖率 ＝（Ａ实验Ａ对照）／Ａ对照。每个
浓度设５个重复孔。
１４４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞株接种于
培养皿中，各组加入相应终浓度紫草素或雌二醇，作

用细胞２４ｈ后，提取总蛋白。ＢＣＡ蛋白定量法检测
蛋白浓度，取 ＰＢＳ、各样品１０μＬ，加 ＤＷ９９０μＬ，灌
胶上样，电泳分离，转ＰＶＤＦ膜，５％ＢＳＡ封闭，一抗４
℃孵育过夜，选择合适的二抗室温孵育 ６０ｍｉｎ，显
色，混合等体积化学发光剂 ＡＢ液，与 ＰＶＤＦ膜共孵
育１ｍｉｎ；放射自显影：放入 ＢｉｏＲａｄ化学发光仪检
测结果。

１４５　ＲＴＰＣＲ检测　取对数生长期的Ｉｓｈｉｋａｗａ细
胞株接种于１０ｃｍ的培养皿中，加入含终浓度为０、
１、３、５μＭ的紫草素，作用细胞 ２４ｈ后，提取总
ＲＮＡ。逆转录合成ｃＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增，ＰＣＲ反应
条件为９５℃ ３０ｓ、９５℃ ５ｓ、６０℃ ３４ｓ，共４０个循
环。ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧ
ＧＴＣＧ３′；下 游 引 物：５′ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡ
ＣＡＡＴＡ３′。
１５　统计学方法　数据采用 ＳＰＳＳ１６０软件进行
分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，对所测
定结果进行正态性及方差齐性检验，数据满足正态

分布且符合方差齐则采用方差分析，以 Ｐ＜００５表
示差异有统计学意义。

２　结果
２１　紫草素对 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞增殖的影响　ＭＴＴ结
果显示，不同浓度的紫草素对 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞的增殖
均有抑制作用，随着药物浓度的增加和作用时间的

表１　紫草素不同浓度及作用时间对子宫内膜癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞株生长抑制作用

组别
２４ｈ

ＯＤ值 抑制率

４８ｈ
ＯＤ值 抑制率

７２ｈ
ＯＤ值 抑制率

空白组 １４９±００６１ ０ ２３０７±０１５８ ０ ２４２１±０１３０ ０
ＳＫ１ＵＭ １４７３±０１０１☆ １６３ ２０８６±０１６３☆◆ ９５８ １８７３±０１０３△☆◆ ２２６４
ＳＫ３ＵＭ １１２３±０１２３△ ２４９６ １４８８±０１８２△◆ ３５４８ １２８５±０１１７△ ４６９３
ＳＫ５ＵＭ ０６８８±００９３△☆ ５４０７ ０６０８±０１６４△☆ ７３６３ ０５２０±００８３△☆ ７８５４
ＳＫ０＋Ｅ１０ １５４２±００３７☆ －３０３ ２３９５±００７３☆◆ －３８０ ２４２７±０１８３☆◆ －０２６
ＳＫ１＋Ｅ１０ １４６５±００４５☆ ２１２ ２２８０±０１２０☆◆ １１５ ２３２１±００９３☆◆ ４１１
ＳＫ３＋Ｅ１０ １１４１±０１５５△ ２３７７ １７２５±０２２４△◆ ２５２２ １５４１±０１８１△◆ ３６３３
ＳＫ５＋Ｅ１０ ０７４０±００９８△□ ５０５９ ０８１８±０２３４△□ ６４５４ ０６５１±０１１２△□ ７３１３

　　注：△与空白组比较Ｐ＜００５；☆与ＳＫ３ＵＭ组比较Ｐ＜００５；□与ＳＫ３ＵＭ＋Ｅ１０组比较Ｐ＜００５◆与２４ｈ比较＜００１。
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延长，抑制增殖的作用越明显。雌激素对 Ｉｓｈｉｋａｗａ
细胞有促进增殖作用，但在含有雌激素的培养液中

逐渐增加紫草素，抑制增殖的作用显著。见表１。
２２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测雌激素信号通路相关蛋白的
表达

２２１　ＥＲα、ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达　分别用紫草素
（１，３，５μＭ）浓度组作用Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞，结果随着紫
草素浓度的增加，ＥＲα蛋白的表达呈下降趋势，与
空白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）；与紫草
素低浓度组比较有统计学意义（Ｐ＜００５）；ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白的表达随紫草素浓度的上升呈下降趋势，与空

白组比较，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），与紫草素
低浓度组比较有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图１、表
２。

图１　不同浓度紫草素作用Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞２４ｈ后，
ＥＲα及ｃｙｃｌｉｎＤ１表达情况

表２　紫草素对ＥＲα及ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ＥＲα ｃｙｃｌｉｎＤ１

空白对照组 １５３７±０１４２ ３１０８±０５７７
紫草素浓度组 １μＭ １２１８±０７１０■ １７６０±０３６４■

３μＭ ０９６０±００９０■▲ ０７５０±０５８２■▲

５μＭ ０５８４±００５７■▲ ０５２９±０３３０■▲

　　注：■与空白组比较Ｐ＜００５；▲与紫草素Ⅰ组比较Ｐ＜００５。

２２２　紫草素对 ｃｙｃｌｉｎＤ１、ｃｍｙｃ蛋白表达的影响
　Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞分别进行空白对照组、Ⅰ组：雌激素
１０ｎＭ、Ⅱ组：ＳＫ３μＭ、Ⅲ组：雌激素 １０ｎＭ＋ＳＫ３
μＭ作用后用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表
达：雌激素组与空白对照组比较无差异，无统计学意

义（Ｐ＞００５），单纯紫草素组及紫草素与雌激素混
合组与空白组比较有统计学意义（Ｐ＜００５），单纯
雌激素组与单纯紫草素组比较有统计学意义（Ｐ＜
００５）；单纯雌激素组与紫草素、雌激素混合组比较
有统计学意义（Ｐ＜００５）；雌激素对 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
ｃｍｙｃ蛋白的表达无影响，与空白对照组比较，无统
计学意义（Ｐ＞００５），紫草素促进 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞 ｃ
ｍｙｃ蛋白的表达下降，与空白组比较，有统计学意义
（Ｐ＜００５），雌激素加紫草素混合培养 Ｉｓｈｉｋａｗａ细
胞ｃｍｙｃ蛋白的表达也下降，与空白对照组比较，有
统计学意义（Ｐ＜００５）；但与单纯紫草素组比较无
统计学意义（Ｐ＞００５）；与单纯雌激素组比较ｃｍｙｃ

蛋白的表达下降有统计学意义（Ｐ＜００５）。见图２、
表３。

图２　Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞经紫草素、雌激素或联合作用２４ｈ后
ｃｍｙｃ及ｃｙｃｌｉｎＤ１表达情况

表３　紫草素对ｃｍｙｃ及ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ｃｍｙｃ ＣｙｃｌｉｎＤ１

空白对照组 １０２３±０２７４ １８５７±０５２７
Ⅰ组 ０７７５±０１４０ １７５０±０６０８
Ⅱ组 ０６０９±０９４４★ ０８８１±０１９８★●

Ⅲ组 ０５１０±０１０９★● ０７０３±０１３８★●

　　注：★与空白组比较Ｐ＜００５；●与Ⅰ组比较Ｐ＜００５。

２３　 ＲＴＰＣＲ检测紫草素对 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞中
ＥＲαｍＲＮＡ的表达情况　本实验将紫草素（１，３，５
μＭ）分别干预 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞２４ｈ后，用 ＲＴＰＣＲ检
测发现 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞中 ＥＲαｍＲＮＡ表达与空白对
照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图３。

图３　经紫草素治疗２４ｈ后Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
ＥＲαｍＲＮＡ表达情况

３　讨论
ＥＣ占女性生殖道恶性肿瘤２０％ ～３０％，其中

近８０％为与雌激素依赖密切相关的子宫内膜样腺
癌，为Ⅰ型ＥＣ［７］。经典通路认为雌激素主要通过与
细胞内雌激素受体（ＥｓｔｒｏｇｅｎＲｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）结合调
节子宫内膜癌发生的作用［８］。ＥＲ、ＰＲ的缺失与细
胞恶性程度上升、侵袭性增加有关［９］。对于Ⅰ型ＥＣ
的发生与ＥＲα的表达密切相关［１０］。有研究表明子

宫内膜的慢性炎性反应，引起巨噬细胞增多，巨噬细

胞分泌的炎性反应因子通过上调ＥＲα的表达，增加
雌二醇对子宫内膜癌的增殖作用［１１］。

《神农本草经》记载，紫草，味苦、性寒，入心、肝
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经，具有清热凉血、活血、解毒透疹之功。其有效成

分紫草素可通过抑制类固醇硫酸酯酶减少雌激素合

成，从而抑制 ＭＣＦ７细胞的生长［１２］。前期研究表

明紫草素有抑制子宫内膜癌生长的作用［６］，紫草素

诱导子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞凋亡，其凋亡机制可
能与促进 Ｂａｘ表达，抑制 Ｂｃｌ２表达相关［１３］。本研

究进一步探索紫草素抑制雌激素受体阳性子宫内膜

癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞的作用机制。用 ＭＭＴ法检测发现
紫草素对Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞的抑制作用显著。

内、外源性雌激素对子宫内膜的长期刺激是子

宫内膜癌发生的重要诱因，雌激素特定的受体 ＥＲ
在子宫内膜癌的发生发展中起着至关重要的作

用［１４］。有研究发现从正常子宫内膜到癌变的子宫

内膜，随着病理分级、临床分期的增高，ＥＲ、ＰＲ含量
逐渐递减，ＥＲ、ＰＲ的缺乏是子宫内膜癌恶性程度增
高的表现［１５］。而本研究发现随着紫草素作用时间

的延长及浓度的增加，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测显示 ＥＲα
的蛋白表达下降，但是 ＲＴＰＣＲ检测显示对
ＥＲαｍＲＮＡ表达无显著差异。本研究结果与 Ｙｕａｎ
等研究紫草素具有抑制雌激素受体阳性乳腺癌

ＥＲα蛋白翻译的实验结果相一致［５］。说明紫草素

通过对雌激素受体ＥＲα的靶向作用可能抑制ＥＣ的
生长，其原因有待进一步研究探索。

ＣｙｃｌｉｎＤ１与肿瘤发生有着密切的关系，是雌激
素基因组应答途径的效应蛋白之一［１６］。有研究显

示子宫内膜癌患者的内膜组织中 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表
达明显高于正常对照组，提示 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白可能成
为子宫内膜癌侵袭的筛查指标［１７］。本研究表明随

着浓度的增加，紫草素对子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达有明显抑制作用，雌激素对子宫
内膜癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达没有抑制作
用。

作为雌激素受体靶基因之一 ｃＭｙｃ，是通过过
表达、基因高度扩增或重排参与肿瘤的形成过

程［１８］。Ｃｈｅｎｇ等［１９］认为 ｃＭｙｃ在雌激素介导的雌
激素受体转录中起重要作用。有研究表明ｃＭｙｃ蛋
白引起的细胞周期调控异常在 ＥＣ发病中为重要的
分子事件［２０］。雌激素对子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
ｃＭｙｃ蛋白表达无影响，紫草素能抑制子宫内膜癌
Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞ｃＭｙｃ蛋白的表达。

综上所述，紫草素通过抑制 ＥＲα、ＣｙｃｌｉｎＤ１、ｃ
Ｍｙｃ蛋白表达，起到抑制子宫内膜癌 Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞
增殖的作用。为紫草素成为防治子宫内膜癌的基因

靶向治疗药物提供实验依据。
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