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·基础研究·
白藜芦醇对人子宫内膜癌细胞系 AN3CA 增殖和凋亡效应

及其机制探讨 *
王清莹 姜飞洲 庄玉玉 万小平△

(上海交通大学附属国际和平妇幼保健院 上海 200030)

摘要 目的：探讨白藜芦醇(resveratrol，Res)对人子宫内膜癌细胞 AN3CA 的增殖抑制和凋亡诱导效应及可能存在的机制。方法: 应

用噻唑蓝(MTT)法检测 Res 对 AN3CA 的增殖影响；流式细胞术检测 Res 对细胞周期分布和凋亡影响；荧光实时定量 PCR 检测

Res 对细胞 Bcl-2、Bax 和 MMP-9mRNA 表达水平的影响；Western Blot 方法检测 Res 对 PCNA、Bcl-2、Bax 及 ERK1/2、p-ERK1/2
蛋白表达水平的影响。结果: Res 对子宫内膜癌细胞 AN3CA 具有显著的生长抑制作用（P＜0.01），呈时间 - 剂量依赖性；不同浓度

Res 处理细胞 G0/G1 期比例显著增加伴随 S 期细胞数的减少；细胞凋亡率明显增高，200μmol/l Res 处理 48h 凋亡率可达 30.96%
±2.041%（P＜0.01）。与对照组相比，Res 能抑制 PCNA 的蛋白表达量，增加 Bax 和降低 Bcl-2 转录和蛋白水平的表达量。Res 在短

时间内（0.5-1h）激活 ERK1/2 的磷酸化表达但随着作用时间延长（4-48h）其表现为抑制效应。结论: Res 具有抑制 AN3CA 细胞增

殖，诱导细胞 G0/G1 期阻滞和凋亡的效应。Res 诱导凋亡可能是通过上调 Bax，下调 Bcl-2 发挥作用，其抗癌作用机制可能与

ERK1/2 通路失调相关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of resveratrol (Res) on proliferation and apoptosis of endometrial cancer cell lines

AN3CA and explore the involved mechanism in vitro. Methods: AN3CA cells were treated with different concentrations of resveratrol
for various periods. The cell growth inhibitory rate was examined by MTT assay. The cell cycle arrest and apoptosis induction of
resveratrol in AN3CA cells were detected by flow-cytometry analysis.We utilized real-time quantitative polymerase chain reaction(PCR)
to identify expression level of Bcl-2,Bax and MMP-9 mRNA.The protein expression level of PCNA,Bcl-2,Bax,ERK1/2 and p-ERK1/2
were detected by Western-blot.Results: Resveratrol has significantly anti-proliferation effect on AN3CA cells which is in time- and
concentration-dependent manners. It increases the G0/G1 phase cell population, whereas a concomitant decrease of cell numbers in S
phase(P＜0.01). In addition, resveratrol treatment could induce cellular apoptosis that the rate of apoptosis increased to 30.96%±2.041%
(200μmol/l Res).Compared with the control, resveratrol treatment caused a decrease in the levels of PCNA and Bcl-2,whereas the level of
Bax expression was upregulated. In a short time (0.5-1h)，resveratrol can activate ERK1/2 phosphorylation but with the time prolonged, it
showed inhibition of the expression of p-ERK. Conclusion: It seems that resveratrol has the antitumor action including inhibition of cell
proliferation, blocking cells at the G0/G1 phase and inducing apoptosis. It regulated expression level of apoptosis-related Bcl-2 family
protein. The antitumor effect of resveratrol is possiblly mediated by ERK1/2 pathway.
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前言

子宫内膜癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤，近年来发病

率呈明显上升趋势。目前临床上对子宫内膜癌的治疗包括手术

治疗，辅助化学药物治疗或激素治疗，但因化疗药物本身费用

昂贵，易形成耐药且毒性作用严重，激素药物仅仅对部分 I 型
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子宫内膜癌有效。因此，寻找高效低毒的治疗药物至关重要。白

藜芦醇属于非黄酮类多酚化合物，是植物在遇到真菌感染、紫
外线照射等不利条件时产生的植物防御素，其广泛存在于葡

萄、花生、虎杖等多种食用和药用植物中[1]。白藜芦醇药理作用

广泛，具有植物雌激素样作用，心血管保护，抗炎，免疫调节，抗

菌抗病毒等多种功能。近年来随着研究的深入，其在肿瘤治疗

方面的作用备受关注。研究发现白藜芦醇在肿瘤的起始、增殖、
发生、转移等各个阶段抑制肿瘤生长和诱导肿瘤细胞凋亡且作

为天然小分子化合物其毒副作用小，然而关于白藜芦醇拮抗肿

瘤的作用机制至今尚未完全阐明。本实验旨在研究 Res 对高转

移低分化子宫内膜腺癌细胞株 AN3CA 的生长和凋亡的影响，

并对其作用机制进行初步探讨，为今后白藜芦醇作为潜在的抗

肿瘤药物应用于子宫内膜癌临床治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

白藜芦醇（Sigma 公司，纯度 99%）用 DMSO（二甲基亚砜）

溶 解 ，-20℃避 光 保 存。实 验 前 以 含 10% 胎 牛 血 清 的

DMEM/F-12 培养液稀释成不同浓度,使 DMSO 终浓度＜0.1%。
噻唑蓝（MTT），碘化丙啶(PI)购自 Sigma 公司；DMEM/F-12 培

养基购自 Hyclone 公司；胎牛血清购自杭州四季青公司；Anne -
xin V-FITC 凋亡检测试剂盒购自凯基生物公司；TRIzol 试剂购

自美国 Invitrogen 公司；荧光实时定量 SYBR PrimeScript
RT-PCR 试剂盒购自 Takara 公司；PCR 引物由上海生工生物公

司合成，Bcl-2、Bax、ERK1/2 和 p-ERK1/2 兔抗人多克隆抗体购

自 CST 公司，PCNA 鼠抗人多克隆抗体，GAPDH 兔抗人多克

隆抗体购自武汉博士德生物工程公司，其它试剂均为国产分析

纯。电泳仪，转膜仪及酶标仪 (Bio-Rad 美国)，流式细胞仪

（FC500 MCL,美国），PCR 仪（eppendorf realplex4,德国）。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人子宫内膜癌细胞 AN3CA 为本实验室保存。
用含 10%胎牛血清 DMEM/F-12 培养液，加入 100U/mL 青霉

素、100U/mL 链霉素，置于 37℃、5%CO2 培养箱中培养,取处于

对数生长期的细胞进行实验。
1.2.2 MTT 检测 Res 对细胞增殖抑制作用 将细胞以 1×105 个

/mL 密度接种于 96 孔板，每孔 100μL，培养 24 h 后，用不同浓

度 Res（12.5、25、50、100、200μmol/L）处理细胞 12、24、48、72h。
实验设 6 复孔和不含药物含 DMSO 液的阴性对照组和不含细

胞 和 药 物 的 空 白 对 照 组。终 止 培 养 前 每 孔 加 20μl MTT
(5mg/ml)，培养 4 h 后弃上清，加 DMSO150μl/ 孔,低速振荡，酶

标仪 490nm 测定吸光度值（OD 值）。细胞增殖抑制率(%)=[1-
(实验组 OD 值 - 空白对照孔 OD 值) /(阴性对照组 A 值 - 空白

对照孔 OD 值)]×100%。
1.2.3 流式细胞仪测定细胞周期 将细胞接种于 6 孔板，待细

胞贴壁换为无血清培养液继续培养 24h，加入含不同浓度的白

藜 芦 醇 （12.5、25、50、100、200μmol/L） 的 10%胎 牛 血 清 的

DMEM 培养液，同时加入使其终浓度为，培养 48h 后收集细胞,
PBS 洗涤两次, 4℃70%乙醇固定过夜。PBS 洗涤后制成 0 .5mL
细胞悬液，用含 RNAase 酶的 PI 工作液染色, 4℃避光 30min，

流式细胞仪分析细胞周期。
1.2.4 AnnexinⅤ/PI 双标法 FCM 检测细胞凋亡 按 AnnexinⅤ

/PI 细胞凋亡检测试剂盒说明书操作。细胞培养收集同上，用

PBS 洗涤细胞两次，500μL 的 Binding Buffer 悬浮细胞；分别加

5μL Annexin V-FITC 和 PI 混匀后，室温避光反应 5～15min；

在流式细胞仪上测定凋亡细胞百分率。
1.2.5 荧光实时定量 PCR 检测 Bcl-2，Bax 和 MMP-9mRNA 的

表达量 TRIzol 试剂提取细胞总 RNA，按 RT 试剂盒说明书的

方法将其反转录成 cDNA，以其为模板行 PCR 扩增。Bcl-2 上游

引物序列 5'ATGTGTGTGGAGAGCGTCAACC-3'，下游引物序

列 5'TGAGCAGAGTCTTCAGAGACAGCC-3'，扩增片段长度

196bp。bax 上游引物序 5'GCTGTTGGGCTGGATCCAAG-3'，
下游引物序列 5'TCAGCCCATCTTCTTCCAGA-3'，扩增片段长

度 139 bp。MMP-9 上游引物序列 5'TGGGGGGCAACTCGGC-
3'，下游引物序列 5'GGAATGATCTAAGCCCAG-3'，扩增片段

长度 224 bp。以 GAPDH 作为内参照，其上游引物序列 5'C-
AAGGTCATCCATGACAACTTTG-3'，下游引物序列 5'GTCC-
ACCACCCTGTTGCTGTAG-3'，扩增片段长度 373 bp。PCR 反

应条件：95℃预变性 5s；95℃30s、58℃30s、72℃1min，共 40 次

循环；最后解离 95℃15s、60℃1 min、95℃15s，采用 2-△△Ct
法分析目的基因 mRNA 相对表达量。
1.2.6 Western blot 检测 Bcl-2,Bax ERK1/2,p-ERK1/2 蛋白的表

达量 根据实验要求培养细胞，加入适量含 PMSF 的 RIPA 裂

解液，于冰上裂解 30min；4℃，10 000 rpm/min 离心 15 min；取

上清，用 BCA 法测定蛋白浓度。加上样缓冲液,100℃变性

5min。每孔 40μg 蛋白上样，SDS-PAGE 电泳分离蛋白，将蛋白

电转移至 PVDF 膜上。5%脱脂奶粉封闭，加入一抗, 4℃过夜,洗
膜后加入二抗，室温反应 1 h，洗膜后进行化学发光,显影，定

影，结果扫描储存。
1.2.7 统计学处理 数据用 SPSS16. 0 软件进行统计学分析, 以

x±s 表示，组间均数比较采用单因素方差分析，P＜0.05 为具有

统计学意义，P＜0.01 为有显著性统计学意义。

2 结果

2.1 Res 对 AN3CA 细胞增殖抑制的影响

白藜芦醇对 AN3CA 细胞具有增殖抑制作用。Res 在较低

浓度时，12.5μmol/lRes 处理细胞 48h 可抑制细胞生长，抑制率

为 11.582±2.461（P＜0.01）；25μmol/lRes 处理细胞 24h 即可抑

制细胞生长（P＜0.01）。Res 在较高浓度时（50-200μmol/l），对细

胞增殖抑制作用更为明显，处理 12h 即表现为显著的抑制效应

（P＜0.01）。200μmol/l Res 浓度作用 72h，细胞抑制率高达

80.728±0.096%。白藜芦醇抑制子宫内膜癌细胞 AN3CA 的增殖

呈剂量和时间依赖性。见图 1。

图 1 白藜芦醇对 AN3CA 增殖抑制影响

Fig.1 Inhibitory effect of resveratrol on proliferation of AN3CA
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2.2 流式细胞仪检测 Res 对 AN3CA 细胞周期分布的影响

与对照组相比，Res 作用于 AN3CA 细胞 48h 后，随着药物

浓度的增加，G0/G1 期的细胞比例显著增加（P ＜0 .01）并伴随

S 期细胞数明显减少 (P ＜0 .01)，差异具有显著统计学意义，

G2/M 期细比例无显变化(P＞0 .05)。见图 2。

图 2 不同浓度的白藜芦醇处理 48 小时后流式细胞仪分析的细胞

周期图

Fig.2 Cells cycle phase distribution of AN3CA treated with resveratrol
of different concentrations analyzed by flow cytometry after 48h treatment

2.3 Res 对 AN3CA 细胞凋亡的影响

随着药物浓度的增加，早期凋亡率从 2.14%（对照组）上升

至 22.63%（200μmol/l Res），晚期凋亡率从 0.15%（对照组）上升

至 8.38%（200μmol/l Res）。与对照组相比，Res 诱导 AN3CA 细

胞凋亡率增加，具有统计学意义（P＜0.05，P＜0.01）。白藜芦醇

诱导 AN3CA 细胞凋亡存在剂量依赖性，在较高浓度时作用明

显且其诱导细胞凋亡是以增加细胞早期凋亡率为主要作用方

式（见图 3）。

图 3 白藜芦醇对 AN3CA 细胞凋亡的影响。A.不同浓度的白藜芦醇

作用 AN3CA 细胞 48 小时后流式细胞仪分析图 B.白藜芦醇诱导的

AN3CA 细胞早期凋亡和总凋亡率（* P＜0.05，# P＜0.01）
Fig.3 Effect of resveratrol on apoptotic rate in AN3CA cells. A. AN3CA
cells treated with resveratrol of different concentrations for 48h analyzed
by flow cytometry B. The average rate of early apoptotic cells and total
apoptotic cell after exposure to resveratrol with different concentrations.

（* P＜0.05，# P＜0.01）

2.4 Res对 AN3CA细胞中 Bcl-2,Bax,MMP-9mRNA表达的影响

不同浓度白藜芦醇处理 48h 后与对照相比较，AN3CA 细

胞中 Bcl-2 mRNA 的表达水平逐渐下降 (P＜0.01)；Bax mRNA

的表达水平在 Res12.5μmol/l 以上，随着药物浓度的升高而显

著增加，差异具有统计学意义（P ＜0.05）；MMP-9mRNA 的表

达水平无明显变化（P＞0.05）(见图 4)。

图 4 Bcl-2、Bax、MMP-9mRNA 的相对表达水平（* P ＜0.01，#P＜0.01）
Fig.4 Relative expression level of Bcl-2, Bax, MMP-9mRNA

(* P＜0.01，# P＜0.01）

2.5 Res对 AN3CA细胞中 PCNA，Bcl-2，Bax，p-ERK1/2，ERK1/2
蛋白表达量的影响

用不同浓度 Res 处理 AN3CA 细胞 ，检测 PCNA，bcl-2，

bax 的蛋白的表达情况。与对照组比较，PCNA 蛋白的表达量明

显下降（见图 5A）且呈剂量依赖性；随着药物浓度的增加，促凋

亡蛋白 bax 的表达量显著增加而抗凋亡蛋白 bcl-2 的表达量则

明显降低（见图 5B）。为观察 ERK1/2 在白藜芦醇处理 AN3CA
细胞中的作用，我们采用不同处理浓度的 Res 及不同作用时间

检测 ERK 和 p-ERK 的蛋白表达量。用 100μmol/l Res 处理细

胞，在较短的时间内其能显著增加 ERK 磷酸化的表达量，尤其

在作用 1h 时最为显著；在作用 4h 左右 p-ERK 表达降至基础

水平；其后随着作用时间的延长，p-ERK 表达水平明显下降而

t-ERK 表达无显著变化（见图 5C）；而用不同浓度的 Res 处理

细胞 48h，低浓度的 Res（12.5-25μmol/l）作用后，细胞内 p-ERK
表达水平无明显变化，高浓度的 Res（50-100μmol/l） 作用，

p-ERK 表达量显著下降（见图 5D）。

图 5 Western blot 检测 Res 对蛋白表达量的影响。A 不同浓度的

Res 对 PCNA 蛋白表达量的影响 B 不同浓度的 Res 对凋亡相关蛋白

Bcl-2 和 Bax 表达量的影响 C 100μmol/l Res 处理细胞后不同时间点检

测 ERK 和 p-ERK 的蛋白表达量 D 不同浓度的 Res 对 ERK 和 p-ERK
的蛋白表达量的影响

Fig.5 Effect of Res on the protein expression level detected by
Western-blot. A. Effect of Res with different concentration on PCNA
expression. B. Effect of Res on the expression level of apoptosis-related
Bcl-2 and Bax protein. C. ERK and p-REK protein expression after
exposure to100μmol/l Res for different time. D. Effect of Res with

different concentration on ERK and p-REK expression.
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3 讨论

近年来，天然物质尤其是广泛存在于水果、蔬菜、天然香料

等各种食物中的小分子物质引起研究人员的广泛关注。研究中

发现这些天然成分因子对肿瘤具有预防和治疗作用。白藜芦醇

其抗肿瘤活性及机制目前研究的较为广泛，被认为是最有希望

的天然抗癌药之一。
文献报道，白藜芦醇能够抑制多种肿瘤细胞的增殖效应[3-10]。

在本研究中，通过采用不同药物浓度和不同作用时间处理人子

宫内膜癌 AN3CA 细胞，我们观察到白藜芦醇能够显著抑制细

胞的增殖。200μmol/l Res 作用细胞 72h 抑制率可高达 80.728±
0.096%，这种抗增殖效应具有量效性和时效性。为进一步验证

其增殖抑制效应，我们检测了 PCNA 的蛋白表达水平。PCNA
为 DNA 聚合酶 δ 的辅助蛋白，参与 DNA 合成，其表达与细胞

增殖及周期密切相关，可作为评价细胞增殖状态的一个指标[11]。
本实验结果显示，与对照组相比，PCNA 在 Res 处理组表达量

显著下降，并呈剂量依赖性。白藜芦醇的细胞抗增殖作用除与

抑制 DNA 合成相关还可能是通过干扰细胞周期来实现的。本

实验中观察到白藜芦醇可引起细胞 G0/G1 期比例增加，S 期细

胞数减少。研究报道白藜芦醇可以将细胞阻滞在 G0/G1[6，7]，

S[3，8，9]，G2/M 期[10]。由此可见，白藜芦醇对肿瘤细胞周期阻滞作

用并不相同，推断可能和细胞的类型，药物的浓度以及作用时

间相关。
白藜芦醇发挥抗肿瘤作用的另一机制在于诱导细胞凋亡。

本实验中，白藜芦醇能诱导 AN3CA 细胞的凋亡，总凋亡率由

2.42±0.64%上升至 30.96±2.04%。细胞凋亡是指在在一定条件

下细胞按特定程序进行的主动死亡的过程。凋亡是基因精密调

节和一系列酶促反应控制的多步骤复杂过程。目前研究已证实

癌基因 Bcl-2 家族在该过程中发挥重要调节作用。Bcl-2 家族成

员在结构上具有同源氨基酸序列，功能上可分为两大亚类包括

凋亡抑制蛋白如 Bcl-2 ，Bcl-xl，Bcl-B 等以及凋亡诱导蛋白如

Bax，Bak，Bad 等。Wang 等[12]对乳腺癌 MCF-7 细胞的研究中发

现 Res 诱导细胞凋亡同时能够上调 bax 和下调 Bcl-2 的表达。
为了探索在子宫内膜癌 AN3CA 细胞是否具有同样的现象，我

们用实时荧光定量 PCR 和 Western blot 检测其在转录和蛋白

水平的表达量，结果发现白藜芦醇能够增加 Bax 的表达水平而

减少 Bcl-2 的表达量，该结果与文献报道的在其他肿瘤包括前

列腺癌[7]，食道癌[13]，皮肤癌[14]，胃癌[15]，肝癌[16]等研究结果相一

致。白藜芦醇诱导 AN3CA 细胞凋亡可能是通过上调 bax 和下

调 Bcl-2 介导的。
ERK 属于丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）家族成员，既往认

为 ERK1/2 异常激活能刺激细胞持续生长并促进细胞存活，它

与肿瘤的恶性增殖密切相关，然而近年来有研究认为迅速激活

ERK1/2 能够诱导细胞凋亡。在骨肉瘤 SJSA1[17]和乳腺癌 MDA-
MB-231 细胞的[18]研究中发现 Res 能够快速活化 ERK1/2，应用

抑制剂 PD98059 阻断 ERK1/2 激活能够拮抗 Res 对细胞的增

殖抑制效应。Shih[19]等研究发现激活的 ERK1/2 诱导 P53 的 15
位丝氨酸磷酸化，其介导了 Res 诱导甲状腺癌细胞的凋亡。在

黑色素瘤细胞 A375 细胞中同样观察到 Res 诱导细胞凋亡伴

随 ERK 的活化[20]。然而有趣的是，最近在肝癌细胞 Huh-7 的研

究中发现 Res 可以抑制 p-ERK 的表达，应用抑制剂 U0126 能

增加 Res 诱导的细胞凋亡[9]。Jubilee 等[21] 研究发现 Res 抑制前

列腺癌 PC-3 细胞增殖并且能够抑制 EGF 激活 ERK1/2 的效

应。目前对 Res 的抗肿瘤效应与 ERK1/2 的关系尚未阐明。在

本实验中，我们发现应用 Res 处理 AN3CA 细胞能够在短时间

内迅速激活 ERK1/2，其后随着作用时间的延长 Res 能够抑制

p-ERK 基础表达水平；运用不同浓度的 Res 作用 48h 后则表现

为抑制作用并且呈剂量依赖性，其与肿瘤的具体机制仍需进一

步研究。
综上所述，白藜芦醇对人子宫内膜癌细胞 AN3CA 细胞具

有增殖抑制，周期阻滞，诱导凋亡的效应。其凋亡机制可能与上

调 Bax，下调 Bcl-2 有关。白藜芦醇的抗肿瘤机制可能和 ERK
1/2 信号通路失调相关。细胞信号通路是一个复杂的网络调控

机制，本实验仅对 ERK1/2 信号通路中的关键分子 ERK1/2 进

行检测，关于在白藜芦醇作用下 ERK 上游及下游分子通路的

调节以及与其它信号通路的相互作用机制仍有待进一步研究。
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