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　　摘　要：目的　探讨二萜类化合物ｋａｙａｄｉｏｌ抑制子宫内膜癌细胞 ＨＥＣ１增殖作用的机制。方法　采用四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）法检测ｋａｙａｄｉｏｌ对子宫内膜癌ＨＥＣ１细胞增殖的抑制作用；采用ＤＮＡ断裂原位末端标记（ＴＵＮＥＬ）法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

检测ｋａｙａｄｉｏｌ诱导子宫内膜癌 ＨＥＣ１细胞凋亡。结果　ｋａｙａｄｉｏｌ对 ＨＥＣ１细胞增殖显示较强的抑制活性，呈量效关系；其中以

１０μｍｏｌ／Ｌ的ｋａｙａｄｉｏｌ处理 ＨＥＣ１细胞后，发现凋亡率变化与时间呈依赖关系，ＨＥＣ１细胞内的Ｂａｘ和半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）蛋白表达显著上调。结论　Ｋａｙａｄｉｏｌ可通过诱导细胞凋亡抑制 ＨＥＣ１细胞增殖。
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　　目前化疗已成为治疗中、晚期恶性肿瘤的重要方法，但是

现有的绝大多数化疗药物细胞毒作用大、组织特异性差，易产

生耐药性等问题一直困扰着临床医生。因此，寻找毒副作用

低，抗耐药性强，组织特异性强的化疗药物已成为国内、外研究

的热点之一。自天然产物紫杉醇作为抗癌药物应用到临床以

来，与其结构相似药物的开发已愈来愈受到重视。有研究报

道，日本粗榧果实中分离出的二萜类化合物ｋａｙａｄｉｏｌ对人白血

病细胞Ｋ５６２细胞增殖有抑制作用
［１２］。目前对二萜类化合物

的抑瘤活性的研究比较少见，关于ｋａｙａｄｉｏｌ抑制细胞增殖作用

机制的研究更少见报道。本研究将二萜类化合物ｋａｙａｄｉｏｌ作

用于人子宫内膜癌 ＨＥＣ１细胞株，观测其对子宫内膜癌细胞

的生物学影响，并探讨其内在机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人子宫内膜癌细胞株 ＨＥＣ１由日本千叶大学医

学部第二生物化学教室提供。实验用化合物ｋａｙａｄｉｏｌ由河北

医科大学药学院天然药物化学教研室提供。四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）和顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；胎牛血清、ＲＰ

ＭＩ１６４０、胰蛋白酶购自ＧＩＢＣＯ公司；ＴＵＮＥＬ细胞凋亡原位检

测试剂盒（１１６８４７９５９１０）购自德国Ｒｏｃｈｅ公司；十二烷基硫酸

钠（ＳＤＳ）购自美国Ｂｉｏｔｅｃ公司；鼠抗人半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）多克隆抗体、鼠抗人 Ｂａｘ多克隆抗体（ｓｃ

７４８０）、羊抗鼠ＩｇＧ 红外荧光二抗及βａｃｔｉｎ购自美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司；溴化乙锭购自美国Ｓｉｇｍａ公司。

１．２　方法

１．２．１　体外抑瘤实验　取对数生长期 ＨＥＣ１细胞，调整细胞

浓度为１×１０５／ｍＬ，接种于９６孔板，每孔１００ｍＬ，培养箱中培

养２４ｈ后，吸出各孔内培养基，加入含有不同浓度ｋａｙａｄｉｏｌ（１、

１０、１００、μｍｏｌ／Ｌ）的培养基，并设二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶剂对照

组（１、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ的 ＤＭＳＯ）、顺铂对照组（分别为１、１０、

１００μｍｏｌ／Ｌ的顺铂），每孔１００μＬ，每组设３个复孔，继续在培

养箱中培养４４ｈ后，向各培养孔中加入１０ｍＬＭＴＴ（５ｍｇ／

ｍＬ），继续培养４ｈ，弃上清液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡

１０ｍｉｎ，充分溶解蓝紫色结晶。采用酶联免疫吸附测定

（ＥＬＩＳＡ）于４９２ｎｍ波长下测定各孔 ＯＤ值，计算药物对细胞

的抑制率。生存率（％）＝（实验组 ＯＤ值／对照组 ＯＤ值）×

１００％。

１．２．２　凋亡细胞原位标记与半定量分析　取对数生长期的

ＨＥＣ１细胞，接种于８孔培养板，每孔１００μＬ（含１×１０
４ 个细

胞），分别加入终浓度０．１％ ＤＭＳＯ和终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的

ｋａｙａｄｉｏｌ１００μＬ，于培养箱中分别培养１２、２４ｈ；弃培养液，加

入４％多聚甲醛，每孔１００μＬ，于室温培养１ｈ；弃液体，加入通

透液每孔１００μＬ，冰浴２ｍｉｎ；弃液体，溶剂对照组与ｋａｙａｄｉｏｌ

组加入ＴＵＮＥＬ溶液，每孔８０μＬ。溶剂对照组，加入荧光标

记的三磷酸脱氧尿苷（ｄＵＴＰ）液，每孔８０μＬ，加盖玻片在暗湿
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盒中反应１ｈ。弃液体，荧光显微镜下观察，可以使用的激发波

长范围为４５０～５００ｎｍ，发射波长范围为５１５～５６５ｎｍ （绿色

荧光）。结果根据凋亡阳性细胞分布情况。每张切片拍摄５个

阳性视野，每视野计数正常细胞数和带荧光的凋亡细胞数，以

阳性细胞所占正常细胞的百分比作为细胞凋亡率（ＡＲ）。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测　收集溶剂对照组、顺铂对照组

（终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的顺铂作用４８ｈ）和ｋａｙａｄｉｏｌ组（终浓度

为１０μｍｏｌ／Ｌｋａｙａｄｉｏｌ作用４８ｈ）ＨＥＣ１细胞，按蛋白提取操

作步骤提取细胞总蛋白，ＢＣＡ法蛋白定量，１２％ＳＤＳ聚丙烯酰

胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）２ｈ，然后将蛋白转移至聚偏氟乙烯

膜，用含脱脂奶粉的无蛋白（ＴＢＳ）封闭缓冲液封闭１ｈ后，分

别加入一抗Ｂａｘ抗体（１∶５００）和Ｃａｓｐａｓｅ３抗体（１∶７００），

４℃过夜，加入二抗（１∶５０００），室温孵育１ｈ，双色红外激光

成像系统扫描显像，设βＡｃｔｉｎ为内参。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析。实验结果

以狓±狊表示，两个独立样本组间均数比较用狋检验。多组间

比较用方差分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｋａｙａｄｉｏｌ、顺铂对 ＨＥＣ１细胞增殖的影响　Ｋａｙａｄｉｏｌ和

顺铂对 ＨＥＣ１细胞的增殖显示强的抑制活性。１、１０、１００

μｍｏｌ／Ｌ的顺铂处理 ＨＥＣ１细胞后，其生存率分别为８６．０４％、

６６．３３％、３７．０４％，并呈现较好的剂量依赖关系，与溶剂对照组

比较均差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ｋａｙａｄｉｏｌ组１、１０、１００

μｍｏｌ／Ｌｋａｙａｄｉｏｌ处 理 ＨＥＣ１ 细 胞 后，其 生 存 率 分 别 为

６９．８７％、３９．３１％、２．７６％，并呈现较好的剂量依赖关系，与溶

剂对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。顺铂和ｋａｙａｄｉｏｌ

作用后 ＨＥＣ１细胞生存率比较，见表１。

表１　　顺铂和ｋａｙａｄｉｏｌ作用后 ＨＥＣ１细胞生存率比较（％）

组别 １μｍｏｌ／Ｌ １０μｍｏｌ／Ｌ １００μｍｏｌ／Ｌ

Ｋａｙａｄｉｏｌ组 ６９．８７ ３９．３１ ２．７６

顺铂对照组 ８６．０４ ６６．３３ ３７．０４

溶剂对照组 ９０．０３ ８８．５４ ８９．３６

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与溶剂对照组比较。

　　Ａ、Ｂ：溶剂对照组（光镜、荧光显微镜）；Ｃ、Ｄ：Ｋａｙａｄｉｏｌ组１２ｈ后（光镜、荧光显微镜）；Ｅ、Ｆ：Ｋａｙａｄｉｏｌ组２４ｈ后（光镜、荧光显微镜）。

图１　　各组 ＨＥＣ１细胞凋亡情况

２．２　Ｋａｙａｄｉｏｌ对 ＨＥＣ１细胞凋亡的影响　１０μｍｏｌ／Ｌ的

ｋａｙａｄｉｏｌ处理 ＨＥＣ１细胞２４ｈ后，ＴＵＮＥＬ法检测结果显示，

Ｋａｙａｄｉｏｌ可明显诱导 ＨＥＣ１细胞的凋亡，具有时间依赖关系，

溶剂对照组和 Ｋａｙａｄｉｏｌ组１２、２４ｈ的 ＨＥＣ１细胞凋亡率比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表２。荧光显微镜下观察

各组 ＨＥＣ１细胞凋亡情况，见图１。

表２　　溶剂对照组和Ｋａｙａｄｉｏｌ组１２、２４ｈ的

　ＨＥＣ１细胞凋亡率比较（狓±狊）

组别 １２ｈ ２４ｈ

溶剂对照组 ２．４０±１．２０ ３．０６±０．２７

Ｋａｙａｄｉｏｌ组 ４０．１６±６．８４ ８６．８８±６．００

　　：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与溶剂对照组比较。

２．３　Ｋａｙａｄｉｏｌ对 ＨＥＣ１细胞中Ｂａｘ和Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的

影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果提示，经ｋａｙａｄｉｏｌ处理４８ｈ后的

ＨＥＣ１细胞内的Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平显著上调，与顺

铂对照组接近，见图２。

图２　　各组 ＨＥＣ１细胞４８ｈ后Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达
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３　讨　　论

子宫内膜癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，占女性生殖道

恶性肿瘤的２０％～３０％。子宫内膜癌的治疗以手术为主，放

疗为辅，化疗主要用于特殊病理类型、细胞分化差或晚期的和

复发的子宫内膜癌，旨在降低内膜癌的复发风险［３４］，提高总体

生存率。近年来，具有高危因素的子宫内膜癌术后同步放、化

疗也开始应用［５７］，同时，国外开展了多项针对早期高危子宫内

膜癌术后辅助化疗预防复发的随机对照研究，使早期子宫内膜

癌化疗成为目前研究的热点之一。

二萜类化合物中紫杉醇、雷公藤内酯醇等对多种肿瘤细胞

的增殖都有抑制作用［８１１］。ｋａｙａｄｉｏｌ是从日本榧树中分离出的

二萜类化合物，潘永梅等［１］报道ｋａｙａｄｉｏｌ对人白血病细胞

Ｋ５６２细胞增殖也有抑制活性。顺铂是广谱抗癌药，为铂的金

属络合物，作用似烷化剂，主要作用靶点为ＤＮＡ，是被证明在

铂类药物中最有效的药物。本实验以ｋａｙａｄｉｏｌ为研究对象，以

顺铂为阳性对照，用 ＭＴＴ 比色法检测其对人子宫内膜癌

ＨＥＣ１细胞株体外生长的抑制作用，结果显示经１、１０、１００

μｍｏｌ／Ｌ３种不同浓度的ｋａｙａｄｉｏｌ作用 ＨＥＣ１细胞后，ＨＥＣ１

细胞株生存率与溶剂对照组比较均差异有统计学意义，且呈现

剂量依赖关系，以浓度１００μｍｏｌ／Ｌ显著（犘＜０．０１），强于顺铂

抑瘤效果。

细胞增殖与凋亡平衡的失调和多种癌症的发生、发展有着

密切联系［１２１４］。凋亡抑制基因过高表达、促凋亡基因突变或

缺失，都可使肿瘤发生率增加［１５］。本实验用 ＴＵＮＥＬ法检测

了ｋａｙａｄｉｏｌ处理１２、２４ｈ后ＨＥＣ１细胞的细胞凋亡率，结果显

示差异有统计学意义，且具有时间依赖关系，提示ｋａｙａｄｉｏｌ具

有明显诱导 ＨＥＣ１细胞发生凋亡的活性。Ｂａｘ蛋白是Ｂｃｌ２

家族的一种前凋亡蛋白，主要定位于细胞质，一旦受到凋亡因

子的诱导，可以向线粒体转位，通过寡聚化在线粒体外膜形成

跨膜通道，或者开启线粒体的通透性转换孔，导致线粒体中的

凋亡 因 子 释 放，从 而 激 活 Ｃａｓｐａｓｅ蛋 白 导 致 细 胞 凋 亡。

Ｃａｓｐａｓｅ家族属于半胱氨酸蛋白酶，是细胞凋亡中的关键蛋白

酶［１６］，其中Ｃａｓｐａｓｅ３可直接降解胞内的结构蛋白和功能蛋白

而引起细胞凋亡。本实验用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｋａｙａｄｉｏｌ处

理４８ｈ后的 ＨＥＣ１细胞中的Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ蛋白水平，结

果显示：经ｋａｙａｄｉｏｌ处理后，ＨＥＣ１细胞内的Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ

蛋白表达明显上调，提示ｋａｙａｄｉｏｌ对人子宫内膜癌细胞增殖的

抑制作用有可能是通过诱导肿瘤细胞凋亡来实现的。

综上所述，本实验证实ｋａｙａｄｉｏｌ对 ＨＥＣ１细胞的增殖具

有强的抑制作用，呈时效和量效关系，其抑制 ＨＥＣ１细胞增殖

是通过上调Ｂａｘ蛋白的表达和激活Ｃａｓｐａｓｅ３而引起肿瘤细

胞凋亡而实现的。诱导细胞凋亡是一个由多信号诱导、多基因

调控和多因子参与的过程，本实验验证的仅仅是诱导凋亡的通

路之一，ｋａｙａｄｉｏｌ是否还通过其他途径诱导凋亡需要进一步

研究。
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　　启事：本刊对院士及８６３、９７３项目文章开通绿色通道，欢
迎投稿。
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