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摘要　目的：探讨牛蒡子苷元（ＡＲＧ）对子宫内膜癌ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖抑制作用及机制。方法：ＨＥＣ１Ｂ细胞分为观察组
和对照组，观察组用终浓度为１０、２０、３０、４０、６０、１００μｍｏｌ／Ｌ的ＡＲＧ干预，对照组用０５％二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）干预。４８ｈ
后，用四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色法（ＭＴＴ法）检测胞增殖情况；流式细胞仪检测细胞凋亡及细胞周期；蛋白免疫印
迹法（ＷＢ）检测细胞ＮＦκＢ信号通路相关蛋白表达。结果：１０、２０、３０、４０、６０、１００μｍｏｌ／ＬＡＲＧ干预４８ｈ，ＨＥＣ１Ｂ细胞的
相对生存率分别为（９２３６±０５２）％、（８９５９±０７４）％、（７８４９±０６８）％、（５６４７±０５９）％、（４０１２±０６９）％、（３７５２
±０５８）％，且随着ＡＲＧ作用浓度的升高，ＨＥＣ１Ｂ细胞的相对生存率呈逐渐降低趋势，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），干
预４８ｈＨＥＣ１Ｂ细胞５０％抑制浓度（ＩＣ５０）为５０μｍｏｌ／Ｌ。对照组和观察组（５０μｍｏｌ／ＬＡＲＧ）细胞凋亡率分别为（２８９±
０５６）％、（２６５８±３２６）％，观察组细胞凋亡率明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。但观察组细胞周期分布
与对照组比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。观察组（５０μｍｏｌ／ＬＡＲＧ）细胞ｐ６５、ｐＩκＢα蛋白表达量明显低于对照组，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５），２组间ＩκＢα蛋白表达量差异无统计学意义（Ｐ＞００５）。结论：ＡＲＧ可抑制 ＨＥＣ１Ｂ细胞
增殖，促进其凋亡，其作用机制与可能与降低ＮＦκＢ通路相关蛋白表达水平，抑制ＮＦκＢ通路活化有关。
关键词　子宫内膜癌；牛蒡子苷元；ＨＥＣ１Ｂ细胞；增殖；凋亡；ＮＦκＢ通路
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　　子宫内膜癌又称子宫体癌，为子宫内膜腺体的
恶性肿瘤，约占女性癌症总数的 ７％，其发病与遗
传、患者长期使用激素以及高血压、肥胖、糖尿病、不

孕不育、绝经等体质因素有关［１２］。近年来中西医结

合抗肿瘤治疗取得了较为显著的临床效果，因此中

药及其活性成分的抗肿瘤作用研究成为广大中医医

务工作者关注的焦点，也成为临床研究的热点和方

向。牛蒡子苷元（Ａｒｃｔｉｇｅｎｉｎ，ＡＲＧ）为木质素类化合
物，是中药牛蒡子的主要药理活性成分之一［３］。最

新研究［４５］证实，ＡＲＧ不仅具有抗炎及免疫调节的
功效，还具有较强的抗肿瘤作用，体外实验显示

ＡＲＧ能够增强肺癌细胞对化疗药物的敏感性，但是
目前其对子宫内膜癌细胞抗肿瘤作用的研究仍较为

罕见。本研究以子宫内膜癌 ＨＥＣ１Ｂ细胞为研究模
型，观察 ＡＲＧ对 ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖抑制作用，分
析其抗肿瘤作用机制，现将结果报道如下。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　细胞　子宫内膜癌 ＨＥＣ１Ｂ细胞，购自中国
科学院上海细胞库。

１１２　药品　ＡＲＧ：每支２０ｍｇ，批号：１１５７１１，美国
ＳａｎｔａｃｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ公司；ＤＭＥＭ培养基、二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ），美国Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清，美国Ｇｉｂ
ｃｏ公司；胰蛋白酶，杭州四季青生物试剂有限公司；
ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染细胞凋亡检测试剂盒，美国
Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ有限公司；ｐ６５和ＩκＢα抗体，美国Ｓａｎ
ｔａＣｒｕｚ公司；磷酸化ＩκＢα（ｐＩκＢα）抗体，美国Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司等。
１１３　仪器　细胞培养板及细胞培养瓶，无锡耐思
生物科技有限公司；ＤＳ４２５Ｐ电子天平，上海寺岗电
子有限公司；Ａｌｌｅｇｒａ６４Ｒ高速冷冻离心机，美国
ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ有限公司；ＣＫＸ３１荧光倒置相差显
微镜，日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司；７２５型紫外可见分光光度
计，上海舜宇恒平科学仪器有限公司；ＭｅｔａＭｏｒｐｈ图
像分析系统，美国ＭｅｄｉａＣｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ公司等。
１２　方法
１２１　ＡＲＧ的配制　ＤＭＳＯ溶解 ＡＲＧ制成 ２０
ｍｍｏｌ／Ｌ的溶液，除菌后４℃避光暂存。
１２２　ＨＥＣ１Ｂ细胞培养及ＡＲＧ干预　将ＨＥＣ１Ｂ
细胞以含有 １０％胎牛血清、１×１０５Ｕ／Ｌ青霉素及
１００ｍｇ／Ｌ链霉素的 ＤＭＥＭ培养基，置于温度为３７
℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养，每３天以０２５％的胰蛋
白酶消化传代１次。将生长至对数期 ＨＥＣ１Ｂ细胞
用０２５％胰蛋白酶消化，ＰＢＳ洗涤后，以 ＤＭＥＭ培

养液调整细胞密度为２×１０４～３×１０４个／ｍＬ接种
于培养瓶中，于３７℃ ５％ ＣＯ２条件下培养箱中培养
过夜，待细胞贴壁后，观察组细胞分别加入终浓度为

１０、２０、３０、４０、６０、１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＲＧ处理［６］，对照

组则以０５％ＤＭＳＯ处理，各组均继续培养４８ｈ。
１３　观察指标
１３１　ＭＴＴ法检测ＡＲＧ对 ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖抑制
作用　取上述处理 ４８ｈ后的 ＨＥＣ１Ｂ细胞，用
０２５％胰蛋白酶消化，以密度为４×１０３～５×１０３个／
ｍＬ接种于９６孔细胞培养板中，于３７℃ ５％ ＣＯ２条
件下培养箱中培养。２４ｈ后待细胞贴壁生长后，按
照１２２的方法处理细胞，于培养箱中继续培养４８
ｈ后进行细胞增殖活性的检测。将各组细胞上清吸
弃后加５ｍｇ／ｍＬ的ＭＴＴ，每孔２０μＬ，继续培养４ｈ，
弃上清，加 ＤＭＳＯ，轻轻震荡１０ｍｉｎ，以全自动酶标
仪检测各孔于波长为 ５７０ｎｍ的吸光光度值
（ＯＤ５７０ｎｍ），绘制生存曲线，细胞相对生存率 ＝（观察
组ＯＤ５７０ｎｍ／对照组ＯＤ５７０ｎｍ）×１００％，计算５０％抑制
浓度（ＩＣ５０）。
１３２　流式细胞术检测 ＡＲＧ对 ＨＥＣ１Ｂ细胞周期
及凋亡率的影响　观察组和对照组 ＨＥＣ１Ｂ细胞分
别用５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＲＧ及０５％ＤＭＳＯ处理，干预
４８ｈ后，按照ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ检测试剂盒的实验
要求收集细胞并处理，于收集好的细胞沉淀中加入

１×ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ２００μＬ悬浮细胞，并加入 Ａｎｎｅｘｉｎ
ＶＦＩＴＣ５μＬ，４℃避光孵育１５ｍｉｎ，加５μＬ碘化丙
啶（ＰＩ）染液混匀，室温避光孵育５ｍｉｎ，以流式细胞
仪进行检测，以 ＭｏｄｆｉｔＬＴ２０细胞周期分析软件分
析ＨＥＣ１Ｂ细胞周期分布及凋亡情况。
１３３　蛋白免疫印迹法（ＷＢ）检测ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ
细胞 ＮＦκＢ信号通路相关蛋白表达的影响　将
ＨＥＣ１Ｂ细胞以密度为２×１０４～３×１０４个／ｍＬ接种
于细胞培养瓶，至对数期弃培养液，观察组分别加终

浓度为５０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＲＧ处理，对照组则以０５％
ＤＭＳＯ处理，４８ｈ后收集细胞。提取细胞总蛋白，以
βａｃｔｉｎ为参照，ＭｅｔａＭｏｒｐｈ图像分析系统分析各组
细胞ｐ６５、ＩκＢα、ｐＩκＢα蛋白表达情况。
１４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计
学分析，计量资料用均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用
ｔ检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两
比较采用ＳＮＫｑ检验法，以 Ｐ＜００５为差异有统计
学意义。

２　结果
２１　ＡＲＧ对 ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖抑制作用　经

·６１０２· ＷＯＲＬＤＣＨＩＮＥＳＥＭＥＤＩＣＩＮＥ　Ａｕｇｕｓｔ．２０１８，Ｖｏｌ．１３，Ｎｏ．８



ＭＴＴ实验检测，１０、２０、３０、４０、６０、１００μｍｏｌ／ＬＡＲＧ
处理 ４８ｈ，ＨＥＣ１Ｂ细胞的相对生存率分别为
（９２３６±０５２）％、（８９５９±０７４）％、（７８４９±
０６８）％、（５６４７±０５９）％、（４０１２±０６９）％、
（３７５２±０５８）％，随着 ＡＲＧ作用浓度的升高，
ＨＥＣ１Ｂ细胞的相对生存率呈逐渐降低趋势，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），ＡＲＧ处理４８ｈＨＥＣ１Ｂ细
胞的ＩＤ５０为 ５０μｍｏｌ／Ｌ，因此后续实验均采用 ５０
μｍｏｌ／Ｌ的ＡＲＧ进行ＨＥＣ１Ｂ细胞的处理。

图１　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖抑制作用
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

２２　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞周期及凋亡率的影响　
干预４８ｈ后，对照组和观察组 ＨＥＣ１Ｂ细胞凋亡率
分别为（２８９±０５６）％、（２６５８±３２６）％，观察组
细胞凋亡率明显高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ
＜００５）。但观察组细胞周期分布与对照组比较，差
异无统计学意义（Ｐ＞００５）。见图２、３。

图２　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞凋亡的影响
　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

２３　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞 ＮＦκＢ信号通路相关蛋
白表达的影响　ＷＢ检测结果显示，观察组 ＨＥＣ１Ｂ
细胞ｐ６５、ｐＩκＢα蛋白表达量明显低于对照组，差
异有统计学意义（Ｐ＜００５），２组 ＩκＢα蛋白表达量

比较，差异无统计学意义（Ｐ＞００５），如图４。

图３　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞周期的影响

图４　ＡＲＧ对ＨＥＣ１Ｂ细胞ＮＦκＢ信号通路
相关蛋白表达的影响

　　注：与对照组比较，Ｐ＜００５

３　讨论
子宫内膜癌是女性生殖道三大恶性肿瘤之一，

发病率居我国妇科肿瘤的第２位，而近年来其发病

有年轻化的趋势，严重危害女性健康。常规放化疗

虽可抑制癌细胞增殖，但患者对于小剂量治疗易产

生耐药性，大剂量治疗则由于其细胞毒性，患者易无

法耐受而影响临床治疗，因而更安全有效的低毒性

治疗药物成为临床研究的热点和方向。中医学中并

无子宫内膜腺癌的病名，据其主要临床特点将其归

属“崩漏”“痛经”“瘕”“五色带下”等范畴，认为

正气虚弱、血瘀、气滞、湿毒、热邪等为子宫内膜腺癌

的主要病机，属于本虚标实之症。患者疾病初期邪

盛而正虚明显，后期则随疾病病情进展出现气血阴

阳虚弱，表现为肝脾肾三脏具损，而肾虚肾脏受损最

甚［７］。尚洪宇［８］研究认为，长期肝肾亏虚、冲任二脉

失调导致了子宫内膜癌的形成，同时也与脾虚生湿，

湿蕴化热，湿热注于胞宫，与?血互结化为邪毒所致

有关。目前关于中医药抗肿瘤的相关研究报道甚

多，充分反映出中药所具有的潜在抗肿瘤作用，李柳
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叶等［９］研究发现，白花蛇舌草黄酮通过降低子宫内

膜癌Ｉｓｈｉｋａｗａ细胞炎性细胞因子的表达进而抑制细
胞增殖。陈寒露等［１０］研究发现，姜黄素通过上调抑

制基因ＮＫＤ２的表达，抑制 Ｗｎｔ信号通路进而体外
抑制结肠癌细胞 ＳＷ６２０的生长。武超等［１１］研究表

明，黄芪皂苷Ⅱ可增加人肝癌细胞株ＨｅｐＧ２对５ＦＵ
的敏感性，明显抑制细胞的增殖，其机制与抑制 ｐ
ＥＲＫ１／２表达有关。

牛蒡子为牛蒡的果实，ＡＲＧ为牛蒡子的主要木
脂素成分，具有不良反应小及较好的调控免疫等作

用。近期报道［１２］显示，ＡＲＧ具有显著的抗肿瘤活
性，其在体内外均可抑制肿瘤细胞增殖，诱导肿瘤细

胞凋亡。研究［１３］报道，ＡＲＧ可增加非小细胞肺癌
Ｈ４６０细胞对顺铂的敏感性，抑制细胞增殖；王静泓
等［１４］研究发现，ＡＲＧ可促进肝癌 ＨｅｐＧ２、Ｈｅｐ３Ｂ细
胞的凋亡，与抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路下调抗凋亡蛋
白表达有关。本研究结果显示，ＡＲＧ可抑制子宫内
膜癌ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖，并呈浓度依赖性的特点，同
时ＡＲＧ也具有促进ＨＥＣ１Ｂ细胞凋亡的作用，但对
细胞周期并无明显的影响。因此可以认为 ＡＲＧ可
能通过诱导ＨＥＣ１Ｂ细胞凋亡的方式实现其对子宫
内膜癌细胞的杀伤作用。关于 ＡＲＧ的抗肿瘤作用
机制研究报道不一，Ｈｕａｎｇ等［１５］发现，ＡＲＧ诱导卵
巢癌细胞的凋亡与 ｉＮＯＳ／ＮＯ／ＳＴＡＴ３／Ｓｕｒｖｉｖｉｎ信号
通路相关；Ｙａｏ等［１６］研究证实，ＡＲＧ通过抑制
ＳＴＡＴ３信号增强多种肿瘤细胞体外对顺铂的化疗敏
感性；Ｈｓｉｅｈ等［１７］报道，ＡＲＧ诱导雌激素受体阴性的
乳腺癌细胞凋亡与 ＲＯＳ／ｐ３８ＭＡＰＫ通路有关。ＮＦ
κＢ信号通路为炎性细胞通路，通过抑制细胞凋亡、
参与肿瘤侵袭性转移及诱导肿瘤耐药等多种途径参

与肿瘤的形成的进展，ｐ６５是 ＮＦκＢ通路上的主要
位点蛋白，具有调控下游基因转录，激活细胞因子的

级联放大作用，可反映ＮＦκＢ的活化程度［１８］。本研

究结果中，观察组ＨＥＣ１Ｂ细胞ｐ６５、ｐＩκＢα蛋白表
达量明显低于对照组，表明ＡＲＧ可抑制上游信号分
子ＩκＢα的磷酸化，抑制ＮＦκＢ信号通路，进而抑制
子宫膜癌ＨＥＣ１Ｂ细胞的增殖，并促其凋亡。

综上所述，ＡＲＧ可抑制ＨＥＣ１Ｂ细胞增殖，促进
凋亡，其作用机制与可能与降低 ＮＦκＢ通路相关蛋
白表达水平，抑制 ＮＦκＢ通路活化有关，但是否具
有其他作用机制尚需进一步研究确认。
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