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全反式维甲酸对人子宫内膜腺癌细胞增殖抑制作用的研究 
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【摘 要】目的：探讨全反式维甲酸(All trans retinoic acid，ATRA)对人子宫内膜腺癌细胞株(RL95—2)的增殖抑制作用。方 

法：用不同浓度 ATRA处理体外培养的 RL95—2，分别在处理后不同的时间点，以 Mqq"法检测 ATRA对 RL95—2增殖活性的 

影响；用流式细胞术检测经 ATRA处理后的 RL95—2细胞周期的变化；免疫组化方法检测细胞周期素 A(Cyclin A)的改变；扫 

描电镜和透射电镜观察 ATRA处理后的细胞形态变化。结果 ：ATRA可抑制 RL95—2的增殖 ，且这种作用呈时间及浓度依赖 

性。FCM分析发现 RL95—2细胞增殖被 ATRA阻滞于 G0／G1期。电镜观察到用药后细胞恶性表型消失。免疫组化发现 AT． 

RA处理后48h，Cyclin A蛋白表达降低。结论：ATRA对子宫内膜癌细胞系 RL95—2的生长有抑制作用，且这种抑制作用与 

Cyclin A蛋白表达水平降低有关。 
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Study on the proliferation inhibition effect of alI trans 

retinoic acid on human endometriaI adenocarcinoma eelI Iine 
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(Department of Obstetrics and Gynecology， 

the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 
【Abstract】Objective：To evaluate the action of all trans retinoic acid on human endometrial adenocar℃in0ma ce11 line RL95—2．Meth． 

ods：The human endometrial adenocarcinoma cells(RL95—2)cultured in vitro were treated with va6ous concentrations of all trans ret． 

inoic acid(ATRA)．At specific time points after treatment with ATRA，the effect of ATRA on the proliferation of RL95—2 cells wI曲 

determined by Mqq"method，and Cyclin A was detected by immunohistochemistry
． The morphological change of RL95—2 cells was ob． 

served by scanning electron microscope and transmission electron microscope
． Results：A time—dependent and dose—dependent Drolif- 

eration inhibition was demonstrated in RL95—2
，and ATRA induced a G0／Gl cell cycle arrest．The malignant morphological characteris． 

tic of RL95—2 cells disappeared after treatment by ATRA
． ATRA could down—regulate the expression of Cyclin A

． Cone1usion：The 

proliferation inhibition effect of ATRA on RL95—2 cells cultured in vitro appeam to be due to the down—regn lation of Cyclin A
． The 

results provide evidence for the potential effect of ATRA in the prevention and treatment of human endometrial adenocarcinoma
．  
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子宫内膜癌的发病率居我国妇女生殖道恶性肿 

瘤的第二位。手术后放射治疗虽可减少子宫内膜癌 

的复发，然而分化低或有深肌层侵袭的患者经放射 

治疗后常发生远处转移。因此，放射治疗并没有改 

善内膜癌的生存率⋯。近年来，诱导分化作为实体 

瘤的一种新型治疗方法，已13益引起医学工作者的 
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关注和兴趣。维生素 A族衍生物——维 甲酸具有 

调控生物细胞增殖、分化和凋亡的作用 ]。但是 

其对子宫内膜癌细胞的影响及其作用机制研究较 

少。本研究采用 RL95—2细胞株，观察 ATRA对该 

细胞株的诱导分化作用，为其应用于子宫内膜癌的 

临床治疗提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 实验 材料 
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1．1．1 细胞系培养条件 子宫内膜腺癌 RL95—2来源于中 

分化的子宫内膜癌组织 ，购 自中国武汉大学中国典型培养物 

保藏中心 (来 源 于 ATCC)。培 养在含 10％ 胎牛血 清 的 

DMEM／
．F一12培养基中，用0．25％胰酶消化传代 ，每三天传 

代一次。药物配制：全反式维甲酸购 自美 国 Sigma公司，用 

无水乙醇溶解，然后用含有血清的 DMEM／F一12培养液稀 

释成所需浓度。 

1．1．2 试剂 ATRA、M1Tr、碘化丙啶为美国 Sigma公司生 

产；鼠抗人 Cyclin A单克隆抗体检测试剂盒购自北京中山生 

物技术公司．。 

1．2 方法 

1．2．1 MTF法测定生长抑制率 RL95—2细胞悬 

液以5 X 10 个／ml浓度接种于 96孔板。将 0、0．5、 

1和5Ixmol／L ATRA的药物浓度作用于 96孔细胞 

板中培养 4天，每组设 10个平行孔，并设空白对照。 

测定不同作用时间(24、48、72、96h)和不同浓度下 

的 吸 光 度 值 (A ∞ )。 抑 制 率 = 

[1一(药物组 A ∞／PBS对照组 A ∞)]X 100％。存 

活率 =1一抑制率。 

1．2．2 流式细胞仪检测细胞周期 用 75％预冷乙 

醇按常规方法固定对照组及 1 Ixmol／L ATRA处理 

48h组细胞，以 1 X 10 个／ml细胞量送检，PI染色后 

流式细胞仪检测细胞周期。以 S期细胞 比例(S— 

phase fraction，SPF)代表细胞增殖活性，SPF=S／ 

(G0／G1+G2／M+S)X 100％。 

1．2．3 电镜观察 (1)扫描电镜下观察细胞形态： 

1Ixmol／LATRA培养 RL95—2细胞 48h后，将细胞 

刮下、离心，用4~C、4％戊二醛固定载片，1％锇酸后 

固定，系列 乙醇 一丙酮脱水，临界点干燥，喷碳、 

25KV下观察。(2)透射 电镜下观察细胞形态： 

1Ixmol／LATRA培养 RL95—2细胞 48h后，将细胞 

消化离心，用4~C、4％戊二醛 1ml固定，1％锇酸后 

固定，系列乙醇 一丙酮脱水，环氧树脂包埋，制成超 

薄切片，电子染色，60KV下观察。 

1．2．4 免疫组化 SP方法检测 Cyclin A 取出盖玻 

片培养48h的RL95—2细胞，采用 SP检测法操作。 

据染色强度进行定性分析，阳性(+)：阳性细胞数 

>10％ 。 

1．3 统计学处理 

采用 Logistic曲线回归法，t检验，X 检验。 

2 结 果 

2．1 ATRA作用时间与 RL95—2细胞存活率的关 

系 

从图 1看出，不同浓度的 ATRA作用于 RL95— 

2细胞 96h，增殖受到不同程度的抑制，用药组的细 

胞存活率明显低于对照组(P<0．05)。ATRA的溶 

剂无水 乙醇 与对 照组 比较差异无 显著性 (P> 

0．05)。用M1Tr法测得人RL95—2细胞的半数抑制 

量 IC50为 1 Ixmol／L。同一浓度的药物作用于细胞 

时间随着药物作用时间的延长，对肿瘤细胞的抑制 

率增加，肿瘤细胞的存活率下降。 
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图 1 ATRA对 RL95—2存活率的影响 

2．2 ATRA对 RL95—2细胞周期的影响 

表 1显示 和对 照组相 比，RL95—2细胞经 

1Ixmol／L ATRA处理 24h后，G0／G1期细胞开始增 

多，SPF明显低于对照组(P<0．01)，提示 ATRA可 

抑制子宫内膜癌细胞株 RL95—2增殖，使细胞周期 

阻止于 G。／G 期。 

表 1 全反式维甲酸对 RL95—2细胞周期的影响 

注 ：一 与对照组相 比 P<0．01 

2．3 ATRA对 RL95—2细胞形态学的影响 

透射电镜下可见对照组细胞基质电子密度不 

均，胞浆内有少量空泡(图2)。经 ATRA处理后，细 

胞基质电子密度变深，细胞器结构模糊，细胞浆内充 

满大小不等空泡(图3)。 
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物治疗中具有重要意义。维甲酸(RA)是维生素 A 

的衍生物，它潜在调节各种细胞基质形成、细胞生长 

和分化，同时，在胚胎形成中起着重要作用 。近 

来研究表明，维甲酸的胞内平衡状态在子宫内膜癌 

中被破坏 ；且维甲酸(RA)可能在建立和维持子 

宫内膜细胞的分化状态中起着重要作用 。 

本实验采用了形态学观察、M1丫r法、免疫细胞 

化学技术和流式细胞分析等多种反映细胞增殖活性 

的方法，观察了 ATRA对 RL95—2细胞作用的时效 

和量效关 系。结果表明：以不 同浓度 (0．5，1和 

5I,zmolfL)的ATRA作用 24～96h后，RL95—2细胞 

的增殖明显受到抑制，表现为细胞存活率减少，抑制 

率增加，这种抑制作用呈明显的剂量和时间依赖性。 

以 1 p~mol／L作用 96h，细胞存活率为51．60％，在此 

浓度下，RL95—2恶性表型消失(电镜检测发现细胞 

表面微绒毛减少，有芽生小孢出现)，故 1txmolfL为 

ATRA诱导 RL95—2细胞分化的适宜浓度。 

ATRA还影响 RL95—2细胞的周期分布，流式 

细胞仪结果显示大量的细胞被阻滞在 G。／G 期，进 

入 s期的细胞数减少，使细胞 DNA合成能力降低， 

从而影响了 RL95—2细胞周期的进程，抑制细胞生 

长。 

同时发现 ATRA抑制了CyclinA的表达。Cycli． 

nA是细胞周期 G ／M限制点的主要调控元件，它的 

过表达使细胞周期 G，／M转换时间缩短，进而促进 

细胞进程和细胞过度增殖，导致细胞癌变。Benbow 

u 的实验表明，当细胞周期由G1进入 S期时，Cy- 

clinA的合成增加。本实验免疫组化检测表明，AT— 

RA作用 RL95—2细胞后 CyclinA表达明显减弱，说 

明ATRA可下调 CyclinA表达，阻止细胞周期由G 

进入 S期，这可成为 ATRA抑制子宫内膜癌细胞增 

殖 的机理之一。 

总之，一定浓度的 ATRA可抑制 RL95—2细胞 

增殖，表现在 CyclinA表达降低 、恶性形态表型消 

失，使肿瘤生长和侵袭能力减弱，提示 ATRA用于子 

宫内膜的预防及治疗有一定的临床应用前景。 
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