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二氢杨梅素对子宫内膜癌细胞肿瘤生物学特性的影响机制研究
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［摘 要］　目的　探讨二氢杨梅素对子宫内膜癌（EC）细胞增殖、凋亡及侵袭的影响，并分析其可能的作用机制。方法　取对

数生长期 Ishikawa细胞，分为对照组、20 μmol/L二氢杨梅素干预组、40 μmol/L二氢杨梅素干预组、80 μmol/L二氢杨梅素干预组，分

别用不同终浓度的二氢杨梅素（0 μmol/L、20 μmol/L、40 μmol/L、80 μmol/L）处理 Ishikawa细胞。CCK-8法和流式细胞术检测二氢杨

梅素对细胞增殖和凋亡的影响。Transwell实验检测二氢杨梅素对细胞迁移、侵袭的影响。qRT-PCR和Western blot检测二氢杨梅素

对细胞miR-21和PTEN表达的影响。结果　与对照组比较，二氢杨梅素干预组细胞增殖抑制率和凋亡率明显升高（P<0. 05），且随着

二氢杨梅素浓度的增加而逐渐升高（P<0. 05）；与对照组比较，二氢杨梅素干预组迁移及侵袭细胞数明显减少（P<0. 05），且随着二氢

杨梅素浓度的增加而逐渐减少（P<0. 05）；与对照组比较，二氢杨梅素干预组细胞miR-21表达明显降低（P<0. 05），且随着二氢杨梅

素浓度的增加而逐渐降低（P<0. 05），PTEN mRNA和蛋白的表达水平明显增高（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓度的增加而逐渐升高

（P<0. 05）。结论　二氢杨梅素能够抑制EC细胞的生长及转移，其抑制作用与浓度呈正相关，其机制可能与二氢杨梅素对EC细胞

miR-21/PTEN信号通路的影响有关。
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Abstract: Objective　 To explore the effects of dihydromyricetin on the proliferation，apoptosis，and invasion of endometrial cancer 
（EC） cells and its possible mechanisms. Methods　Ishikawa cells in the logarithmic growth phase were taken and divided into the control 
group，20 μmol/L dihydromyricetin intervention group，40 μmol/L dihydromyricetin intervention group，and 80 μmol/L dihydromyricetin 
intervention group，which were treated with different final concentrations of dihydromyricetin （0 μmol/L，20 μmol/L，40 μmol/L，80 μmol/L）.  
Then，CCK-8 assay and flow cytometry were used to detect the effects of dihydromyricetin on the cell proliferation and apoptosis.  Transwell 
experiment was used to detect the effect of dihydromyricetin on the cell invasion.  qRT-PCR and Western blot were used to detect the 
effects of dihydromyricetin on the cell expression of miR-21 and PTEN. Results　Compared with the control group，the cell proliferation 
inhibition rate and apoptosis rate in the dihydromyricetin intervention group were significantly increased （P<0. 05），and gradually 
increased with the increase of dihydromyricetin concentration （P<0. 05）.  Compared with the control group，the numbers of migration and 
invasion cells in the dihydromyricetin intervention group were significantly decreased （P<0. 05），and gradually decreased with the increase 
of dihydromyricetin concentration （P<0. 05）.  Compared with the control group，the cell expression of miR-21 in the dihydromyricetin 
intervention group was significantly decreased （P<0. 05），and gradually decreased with the increase of dihydromyricetin concentration 
（P<0. 05），the expression levels of PTEN mRNA and protein were significantly increased （P<0. 05），and gradually increased with the 
increase of dihydromyricetin concentration （P<0. 05）. Conclusion　Dihydromyricetin can inhibit the growth and metastasis of EC cells，
and the inhibitory effect is positively correlated with its concentration.  The mechanism may be related to the effect of dihydromyricetin on 
the miR-21/PTEN signaling pathway of EC cells.
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子宫内膜癌（endometrial cancer,EC）是常见的妇

科恶性肿瘤，是女性第四常见癌症类型，其发病率随

着年龄的增长而增加。据统计，早期EC患者 5年生存

率在 90% 以上，而晚期 EC 患者仅为 20% 左右[1]。目

前，针对 EC 的治疗主要有手术切除、激素治疗、化疗

和放疗等，但这些治疗方式主要适用于早期EC患者，
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对晚期 EC 患者的疗效较差，并且化疗和放疗往往会

对正常器官和组织造成严重不良影响，降低患者生存

质量[2]。因此，寻找新的治疗 EC 的有效药物，对于提

高EC患者的生存率及生存质量意义重大。

二氢杨梅素是一种二氢黄酮类化合物，具有抗氧

化、抗炎、神经保护等药理活性[3]。有研究发现，二氢

杨梅素能抑制肿瘤细胞增殖，诱导细胞周期阻滞和凋

亡，并且还能影响肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，已

成为肿瘤学领域新的研究热点[4]。研究显示，miR-21/
PTEN信号通路在许多恶性肿瘤的发生发展中均起着

重要作用[5-7]；并且近期研究发现，二氢杨梅素等药物

或化学合成物在胆管癌、甲状腺癌、白血病中能够通

过影响 miR-21/PTEN 信号通路发挥抗肿瘤作用[8-10]。
但二氢杨梅素在 EC 中的作用及机制尚不完全清楚。

因此，本研究通过观察二氢杨梅素对EC细胞 Ishikawa
肿瘤生物学特性及 miR-21/PTEN 信号通路的影响，探

讨二氢杨梅素在EC中的可能作用机制。

1　材料与方法

1. 1　细胞及主要试剂

人 EC 细胞系 Ishikawa 购自中国科学院上海细胞

库。二氢杨梅素购自美国 Sigma 公司；TRIzol 总 RNA
提取试剂购自北京天根公司；一抗PTEN、GAPDH抗体

及辣根过氧化物酶标记的二抗购自美国 Santa Cruz公
司；CCK-8 增殖检测试剂盒购自北京达科为公司；

Transwell 小室购自美国 Corning 公司；Matrigel 胶购自

美国 BD 公司；Prime Script RT 试剂盒、SYBR Premix 
Ex TaqⅡ试剂盒购自日本TaKaRa公司；PCR相关引物

购自广州锐博生物公司；Annexin V-FITC/PI双染凋亡

试剂盒购自南京凯基生物公司。

1. 2　细胞分组

Ishikawa细胞置于 37 ℃、5%CO2、含 10%胎牛血清

的 RPMI 1640 培养基中培养。待融合度为 80%~90%
时，胰酶消化进行传代培养。取生长状态良好的对数

生长期 Ishikawa细胞接种于 96孔板，将其分为对照组

（0 μmol/L二氢杨梅素）和 3个不同终浓度（20 μmol/L、
40 μmol/L、80 μmol/L）的二氢杨梅素干预组，每组设

5 个平行孔，培养 24 h，待细胞贴壁后弃原培养基，

PBS 清洗细胞。二氢杨梅素干预组更换为含不同终浓

度二氢杨梅素（20 μmol/L、40 μmol/L、80 μmol/L）的

RPMI 1640 培养基，对照组更换为等量的无二氢杨梅

素的新鲜 RPMI 1640培养基，继续培养 48 h后收集各

组细胞进行后续实验。

1. 3　CCK-8实验检测细胞的增殖抑制率

取各组细胞，按照 CCK-8增殖检测试剂盒说明书

向每孔中加入 10 μL CCK-8 液，继续孵育 2 h，应用酶

标仪测定各孔 450 nm波长处的光密度(optical density，
OD)值。细胞增殖抑制率（%）=(1-二氢杨梅素干预组

OD450 nm/对照组OD450 nm)×100%。

1. 4　流式细胞术检测细胞凋亡率

取各组细胞，使用 Annexin V-FITC/PI双染凋亡试

剂盒，根据说明书进行操作，PBS 洗涤细胞 3 次，加入

结合液 600 μL重悬细胞后，加入 5 μL Annexin V-FITC
混匀，再加入 5 μL PI混匀，室温避光反应 10 min，立即

上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1. 5　Transwell实验检测细胞的迁移、侵袭能力

取各组细胞，以无血清培养基稀释制备单细胞悬

液。Matrigel胶 4 ℃充分融化，用无血清培养基按说明

书稀释后，均匀预铺 Transwell小室上室膜。各组细胞

取等量单细胞悬液接种至小室上室内，小室下室加入

500 μL含 10%胎牛血清的细胞培养基，24 h后终止培

养，取出小室，棉签擦拭上室上层细胞，4% 多聚甲醛

固定细胞，倒置、风干，0. 1%结晶紫染色，高倍光学显

微镜下随机取 4个视野，计算穿膜的细胞数。迁移实

验不使用 Matrigel 胶预铺 Transwell 小室上室膜，其余

步骤同侵袭实验。

1. 6　qRT-PCR检测细胞miR-21、PTEN mRNA的表达

取各组细胞，TRIzol总RNA提取试剂提取各组细

胞总 RNA，按照 Prime Script RT 试剂盒说明书操作反

转录获得 cDNA，加入引物，根据 SYBR Premix Ex Taq
Ⅱ试剂盒说明书操作配制PCR反应体系，进行扩增反

应。采用 2-△△Ct法计算miR-21和PTEN mRNA的表达。

相关引物序列见表1。

1. 7　Western blot检测细胞PTEN蛋白的表达

取各组细胞，用蛋白裂解液裂解，提取细胞总蛋

白，每孔取等量蛋白上样，进行 10% SDS-PAGE电泳分

离，电转至硝酸纤维素膜上，5% 脱脂牛奶封闭 2 h，加
入一抗 PTEN 抗体(稀释度 1∶2 000)或 GAPDH 抗体(稀
释度 1∶5 000)，4 ℃孵育过夜，加入二抗，ECL发光显影

后，应用 Image J软件检测各条带灰度值。

1. 8　统计学处理

采用 SPSS 21. 0 统计学软件分析数据，计量数据

以均数±标准差（x̄±s）表示，多组间比较应用单因素方

表1　引物序列

基因

miR-21
U6
PTEN
GAPDH

正向

5'-ACGTTGTGTAGCTTATCAGACTG-3'
5'-TGCGGGTGCTCGCTTCGGCAGC-3'
5'-ACCATAACCCACCACAGC-3'
5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'

反向

5'-AATGGTTGTTCTCCACACTCTC-3'
5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'
5'-CAGTTCGTCCCTTTCCAG-3'
5'-TGCCATGGGTGGAATCATATTGG-3'

1040



http:/ / www. jjssxzz. cn局解手术学杂志 2024,33（12）J  REG ANAT OPER SURG

差分析，进一步两两比较采用 LSD-t检验。P<0. 05 表

示差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞增殖的抑制作用

CCK-8实验结果显示，与对照组比较，20 μmol/L、
40 μmol/L、80 μmol/L 二氢杨梅素干预组细胞增殖抑

制率明显升高（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓度的

逐渐升高，细胞增殖抑制率逐渐升高（P<0. 05），

见图1。
2. 2　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞凋亡的促进作用

流式细胞术结果显示，与对照组比较，20 μmol/L、

40 μmol/L、80 μmol/L 二氢杨梅素干预组细胞凋亡率

明显升高（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓度的逐渐升

高，细胞凋亡率逐渐升高（P<0. 05），见图2。

2. 3　二氢杨梅素下调 Ishikawa细胞miR-21的表达

qRT-PCR 结果显示，与对照组比较，20 μmol/L、
40 μmol/L、80 μmol/L 二氢杨梅素干预组细胞 miR-21
的表达水平明显降低（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓

度的逐渐升高，Ishikawa 细胞 miR-21的表达水平逐渐

降低（P<0. 05），见图3。

2. 4　二氢杨梅素对 Ishikawa 细胞迁移、侵袭能力的抑

制作用

Transwell实验结果显示，与对照组比较，20 μmol/L、
40 μmol/L、80 μmol/L 二氢杨梅素干预组迁移和侵袭

细胞数明显减少（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓度的

逐渐升高，迁移和侵袭细胞数逐渐减少（P<0. 05），

见图4。
2. 5　二氢杨梅素上调 Ishikawa细胞 PTEN mRNA 和蛋

白的表达

与对照组比较，20 μmol/L、40 μmol/L、80 μmol/L二

氢杨梅素干预组细胞 PTEN mRNA和蛋白的表达水平

明显升高（P<0. 05），且随着二氢杨梅素浓度的逐渐升

高，Ishikawa细胞PTEN mRNA和蛋白的表达逐渐升高

（P<0. 05），见图5。
3　讨论

EC是目前常见的女性生殖道癌症，严重威胁着女

性的健康。大多数早期诊断的EC患者经治疗后预后

较好。然而，当 EC 患者出现转移和复发时，5 年生存

率仅为 15%~17%[11]。化疗是延缓晚期EC患者病情进

展的主要手段，但很多晚期 EC 患者由于化疗耐药导

致治疗失败，并且化疗药物易引起严重的不良反应，

降低患者的生存质量。因此迫切需要寻找更有效且

不良反应少的抗肿瘤药物来治疗EC。

二氢杨梅素是一种二氢黄酮类化合物，具有抗氧

化、抗血栓、清除自由基、抗炎等药理特性[12]，由于其低

*：与对照组比较，P<0.05；#：与 20 μmol/L 二氢杨梅素干预组比

较，P<0.05；△：与40 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05
图1　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞增殖的抑制作用

*：与对照组比较，P<0.05；#：与20 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05；△：与40 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05
图2　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞凋亡的促进作用

*：与对照组比较，P<0.05；#：与 20 μmol/L 二氢杨梅素干预组比

较，P<0.05；△：与40 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05
图3　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞miR-21表达的抑制作用
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毒性、高活性及强大的功效，受到研究者的关注。近

年来发现，二氢杨梅素在体内外研究中均显示出抗肿

瘤的特性，具有较好的应用前景。田亚萍等[13]研究发

现，二氢杨梅素通过抑制 TGF-β1 介导的食管鳞癌细

胞增殖及上皮间质转化促进细胞凋亡。秦安敏等[14]报

道，二氢杨梅素能够通过调控ERK/MAPK信号通路发

挥抗人卵巢癌细胞活性的作用。Li等[15]研究显示，二

氢杨梅素通过调控 miR-455-3p 抑制胆管癌细胞生长

和上皮间质转化。动物实验亦显示，二氢杨梅素干预

能明显增强伊立替康化疗对结肠癌模型小鼠疾病进

展的抑制作用[16]。但二氢杨梅素是否具有抗 EC 作用

尚不清楚。本研究结果显示，二氢杨梅素能够明显抑

制EC细胞的增殖、迁移和侵袭，诱导EC细胞凋亡，并

且随着二氢杨梅素浓度的增加，其对抗 EC 细胞生长

的作用明显增强。这表明二氢杨梅素对EC具有明显

抗肿瘤活性作用，能够明显抑制 EC 的进展。二氢杨

梅素作为天然产物，对人体的细胞毒性很小，而且现

代制药技术提高了其溶解度、稳定性和生物利用度，

其可能会为EC治疗提供新的思路。

miR-21/PTEN信号通路目前在恶性肿瘤发生发展

中的作用已获得认可。研究发现，在 EC 组织和细胞

中 miR-21 的表达明显升高，且与 EC 患者的预后密切

a：二氢杨梅素对 Ishikawa 细胞迁移的影响；b：二氢杨梅素对 Ishikawa 细胞侵袭的影响    *：与对照组比较，P<0.05；#：与 20 μmol/L 二

氢杨梅素干预组比较，P<0.05；△：与40 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05
图4　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞迁移、侵袭的抑制作用

a：PTEN mRNA 相对表达；b：PTEN 蛋白相对表达    *：与对照组比较，P<0.05；#：与 20 μmol/L 二氢杨梅素干预组比较，P<0.05；△：与

40 μmol/L二氢杨梅素干预组比较，P<0.05
图5　二氢杨梅素对 Ishikawa细胞PTEN mRNA和蛋白表达的促进作用
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相关[17-18]。PETN 是至今发现的唯一具有磷酸酯酶活

性和蛋白脂酶活性的抑癌基因，其在 EC 组织和细胞

中低表达，上调 PTEN 能够抑制 EC 细胞增殖、侵袭及

迁移等肿瘤生物学过程，从而抑制 EC 细胞的生长及

转移[19-21]。研究显示，抑制miR-21能够通过上调PTEN
基因表达抑制 EC 细胞的增殖、侵袭、迁移，并促进细

胞凋亡[22-24]。近年来研究发现，二氢杨梅素能够通过

抑制miR-21/PTEN信号通路发挥抗胆管癌细胞生长的

作用[8]。但目前二氢杨梅素对 EC 细胞抗肿瘤活性的

作用机制尚不清楚。为了观察二氢杨梅素是否通过

抑制 miR-21/PTEN 信号通路发挥抗 EC 细胞肿瘤生物

学行为的作用，本研究通过 qRT-PCR和Western blot检
测miR-21及PTEN的表达，结果显示，二氢杨梅素能够

明显下调 EC 细胞中 miR-21 的表达，上调 PTEN 的表

达，并且这种调控作用有一定的浓度依赖性，提示二

氢杨梅素对EC细胞肿瘤生物学特性的影响与其调控

miR-21/PTEN信号通路有关。

综上所述，二氢杨梅素能够抑制 EC 细胞的生长

及转移，其抑制作用与浓度呈正相关，其机制可能与

二氢杨梅素对miR-21/PTEN信号通路的影响有关。
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