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雌激素通过激活AKT通路产生的细胞
因子增强子宫内膜癌细胞增殖能力
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　　［摘要］　背景与目的：目前认为子宫内膜癌的发生可能与无拮抗的雌激素长期作用有关，但雌激素如

何调节细胞增殖的作用机制尚不清楚。AKT信号转导通路是细胞生存和增殖的一个重要调节信号。本研究探讨

在子宫内膜癌细胞HEC-1A中，雌二醇能否通过激活AKT通路产生细胞因子，以及其对细胞增殖能力的影响。 

方法：蛋白质印迹法(Western blot)技术检测雌二醇作用HEC-1A细胞后AKT活化情况，以及AKT抑制剂、ER抑制

剂对AKT活化的影响。荧光定量PCR及ELISA技术检测雌二醇(E2组)作用于HEC-1A细胞30 min后；或雌激素受体

抑制剂(ER组)、AKT抑制剂(AKT组)分别预处理细胞1 h后再加入雌二醇作用30 min后，细胞内血管内皮生长因

子受体(VEGF)、bFGF、IL-8基因mRNA表达及细胞培养上清液中蛋白表达。细胞集落形成实验、流式细胞仪检测

细胞周期的变化，CFSE法检测细胞增殖能力。结果：E2组的AKT活化比值较对照组显著升高(P=0.006 2)，ER组

和AKT组的AKT活性比值较E2组显著降低(P=0.006 0和P=0.006 4)，但不能完全抑制雌二醇作用。E2组的VEGF、

bFGF、IL-8 mRNA或蛋白的表达均明显高于对照组(P均<0.01)；在ER组及AKT组中VEGF、bFGF、IL-8 mRNA或

蛋白的表达均明显低于E2组(P均<0.05)；雌二醇作用HEC-1A细胞后，细胞增殖数明显增多，细胞周期加快 

(P均<0.01)。结论：在HEC-1A细胞，雌二醇可能通过激活AKT信号通路产生VEGF、bFGF、IL-8因子，从而增强

肿瘤细胞的增殖能力。
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Estradiol enhances the proliferation of endometrial cancer cells by producing angiogenesis by 
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　　［Abstract］ Background and purpose: The occurrence of endometrial cancer may be related to the persistent 
stimulus of endogenous and exogenous estrogen without progesterone antagonist. But how does estrogen regulate cell 
proliferation is still unknown. AKT pathway is the most important signal transduction way to mediate proliferation 
in the cells. The main aim was to study whether estradiol induces the expression of VEGF, bFGF and IL-8 in the 
endometrial cancer HEC-1A cells by activating AKT, and its effect on proliferation. Methods: Western blot was used 
to detect the expression of AKT protein in HEC-1A cells after estradiol stimulation, AKT inhibitor or ER inhibitor 
stimulation followed by estradiol. Real-time PCR and ELISA were used to detect the gene and protein expression of 
VEGF, bFGF and IL-8 in different inhibitors. Cell colony formation assay, flow cytometry and CFSE assay were used to 
examine the proliferation in HEC-1A cells. Results: The expression of p-AKT protein in HEC-1A cells after stimulation 
with estradiol was markedly higher than that in the control group (P=0.006 2); the expression of p-AKT protein in AKT 
inhibitor group and ER inhibitor group were significantly decreased than that in estradiol group (P=0.006 0, P=0.006 4). 
qPCR and ELISA showed the mRNA and protein expression of VEGF, bFGF, IL-8 in estradiol group were significantly 
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　　子宫内膜癌(endometrial cancer)是女性生

殖系统常见的恶性肿瘤之一。目前认为子宫内

膜癌的发生可能与无拮抗的雌激素长期作用

有关。磷脂酰肌醇-3- 激酶/丝苏氨酸蛋白激酶

(PI3K/AKT)介导的信号通路是细胞内重要的信

号转导通路，与细胞的凋亡、增殖、分化和代

谢等密切相关。本研究以雌二醇及其相关抑制

物作用于人子宫内膜癌HEC-1A细胞，探讨雌二

醇能否通过激活AKT信号通路产生细胞因子，

以及其对子宫内膜癌细胞增殖能力的影响，为

预防子宫内膜癌提供新的思路。

1　材料和方法

1.1　材料和试剂

1.1.1　细胞株

　　人子宫内膜癌细胞株HEC-1A[雌激素受体

(estrogen receptor，ER)弱阳性]由北京大学魏

丽惠教授惠赠。细胞在DMEM高糖完全培养液含

10%胎牛血清、100 U/mL的青霉素、100 μg/mL
链霉素，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的培养

箱中培养及传代。

1.1.2　主要试剂

　　总RNA逆转录试剂盒购自美国Fermentas公

司；荧光定量PCR试剂购自德国Roche公司；

水溶性雌二醇购于美国Sigma公司；ER抑制剂

ICI182，780购于英国Tocris公司；AKT抑制剂

购于美国Alexis公司；兔抗血管内皮生长因子受

体(VEGF)抗体购于美国Santa Cruz公司；兔抗

人bFGF抗体购于美国Cell-signaling公司；AKT/
p-AKT一抗抗体购自美国Cell signaling公司；兔

抗人GAPDH一抗购于南宁中加联合抗体公司；

远红外二抗DyLight 680购于美国KPL公司。人

IL-8、人bFGF以及人VEGF ELISA试剂均购自

上海依科赛生物公司；CFSE荧光染料购自美国

Molecular Probes公司。

increased than that in control group (P<0.05); The expressions of VEGF, bFGF, IL-8 in AKT inhibitor group and ER 
inhibitor group were significantly decreased than that in estradiol group (P<0.01). The abilities of proliferation and 
cell cycle were significantly increased in HEC-1A cells after estradiol stimulation. Conclusion: Estrogen induces the 
production of VEGF, bFGF and IL-8 through activating AKT signal pathway.
   　［Key words］ Estrogen; Endometrial cancer; AKT; Proliferation

1.2　方法

1.2.1　蛋白质印迹法(Western blot)检测AKT蛋白

表达

　　以1×10-6 mol/L雌二醇作用HEC-1A细胞 

30 min；或以25×10 -6 mol /L AKT抑制剂、 

1×10-6 mol/L ER抑制剂预处理HEC-1A细胞1 h
后，再以1×10-6 mol/L雌二醇作用30 min，提取

细胞总蛋白，经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离、转

膜、封闭后，分别加入1∶1 000稀释的AKT，

或1∶2 000稀释的p-AKT抗体4 ℃过夜，辣根过

氧化物酶标记的二抗检测杂交蛋白。用Odyssey
红外荧光成像扫描仪进行扫描成像。目的条带

用Odyssey红外荧光成像系统软件进行蛋白定量

分析。实验重复3次，取均值。

1.2.2　荧光定量PCR(qPCR)检测细胞VEGF、

bFGF、IL-8 mRNA的表达

　 　 取 对 数 生 长 期 细 胞 ， 在 无 血 清 培 养 液

温育24  h细胞生长至70%~80%融合。实验

设 4 组 ： ① 雌 二 醇 组 ( E 2 组 ) ： 加 入 浓 度 为 

1×10-6 mol/L 雌二醇作用30 min；②ER抑制

剂组(ER组)：1×10-6 mol/L ER抑制剂预处理

1 h后，加入1×10-6 mol/L 雌二醇作用30 min；

③AKT抑制剂组(AKT组)：25×10-6 mol/L AKT
抑制剂预处理1 h后，加入1×10-6 mol/L雌二醇

作用30 min；④对照组：仅加入无血清DMEM
培养液。各组细胞用TRIzol法提取总RNA，逆

转录合成cDNA，进行qPCR检测。根据引物

设计的原则设计引物序列如下：VEGF的上、

下游引物分别为5’-GAATCATCACGAAGTGG 
TGAAGT-3’和5’ -GCACACAGGATGGCT 
T G A A G - 3 ’ ； b F G F 的 上 、 下 游 引 物

分 别 为 5 ’ - T A T T T C T T T G G C T G C T A 
C T T G - 3 ’ 和 5 ’ - T C C A G C A T T T C 
G G T G T T G - 3 ’ ； I L - 8 的 上 、 下 游 引 物 分 别

为5’ -TACTCCAAACCTTTCCACCC-3’和
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5’-CAAAAACTTCTCCACAACCC-3’。引

物由Invitrogen公司合成。以GAPDH看家基

因作为内参照，GAPDH的上、下游引物分

别为5’-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’，

5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’。PCR
反应体系：SYBR Green Master(ROX)10 µL，

上、下游引物各0.5 µL，cDNA模板2 µL，加

水至20 µL。反应条件为：94 ℃预变性2 min； 

95 ℃15 s；55~60 ℃(收集荧光)15 s，40个循

环。应用美国ABI公司的StepOne荧光定量PCR

仪和StepOne_Software_v2.1软件进行qPCR和

结果分析。实验所获得的数据采用比较Ct值法 

(2−ΔΔCT法)进行相对定量分析。RQ值为经过2−ΔΔCT

运算后得到。实验重复3次，取均值。

1.2.3　ELISA检测细胞蛋白的表达

　　细胞分组同上文。4 ℃收集细胞，10 000×g
离心10 min，上清液置-80 ℃保存。双抗体夹心

ELISA法检测上清液中VEGF、bFGF、IL-8蛋

白表达，按照试剂盒说明书操作。测定各样本 

450 nm处A值，以试剂盒中提供的标准品A值与

零孔A值之差为纵坐标，以浓度为横坐标绘制标

准曲线，根据标准曲线计算蛋白表达。

1.2.4　细胞集落形成实验

　 　 取 对 数 生 长 的 H E C - 1 A 细 胞 ， 每 孔 5 0 0
个 细 胞 接 种 于 6 孔 板 ， 待 细 胞 贴 壁 后 加 入 

1×10-6 mol/L的雌激素，或无血清的DMEM液

作为对照，设3个复孔，作用30 min后，置培养

箱中培养7 d，镜下计数各孔所形成的细胞集落

数，以50~100个细胞为1个克隆。终止培养后用

PBS洗涤2次，95%乙醇固定20 min后，再用PBS
洗涤2次，用HE染色，显微镜下(×10倍)计算集

落数。克隆形成率=克隆数/接种细胞数×100%。

1.2.5　流式细胞仪检测细胞周期的变化

　　取对数生长期的HEC-1A细胞1×106接种于6
孔板中，加入1×10-6 mol/L的雌激素，或无血清

的DMEM液作为对照，设3个复孔，作用30 min

后，在37 ℃、CO2体积分数为5%的培养箱培

养24 h后，用流式细胞仪检测细胞DNA含量分

布，操作按周期试剂盒说明书。

1.2.6　CFSE法检测细胞生长曲线

　　取对数生长期细胞，用 CFSE标记后接

种 于 6 孔 板 ， 使 每 孔 细 胞 数 为 1 × 1 0 5， 加 入 

1×10-6 mol/L的雌激素或无血清的DMEM液作为

对照，设3个复孔，作用30 min后，置培养箱中

培养分别于24、48、72及96 h后用流式细胞仪检

测细胞增殖情况。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 16.0软件进行统计学分析，计量

资料结果以x±s表示。方差分析法进行各组间差

异的比较，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　不同药物作用于细胞后AKT活化情况

　　AKT活化以p-AKT/AKT/GAPDH比值表

示。E2组的AKT活化比值较对照组显著升高，

差异有统计学意义(P=0.006 2)；ER组及AKT组

的AKT活化比值较E2组显著降低，差异均有统

计学意义(P=0.006 0和0.006 4，图1)。

图 1　雌二醇作用HEC-1A细胞30 min后p-AKT和总AKT蛋白印

迹电泳图

Fig. 1    Effects of estradiol on p-AKT and total AKT protein in 

HEC-1A cells after 30 min

 A: Protein extract was prepared from the cells and used for Western 
blot analysis to measure levels of p-AKT and total AKT protein. 
B: Quantization of the Western blot signal was normalized to the 
Western blot signal for total AKT and GAPDH levels. **: P<0.01, 
compared with control group; ##: P<0.01, compared with E2 group. 
Values were expressed as x±s.
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2.2　各组细胞VEGF、bFGF、IL-8 mRNA和

蛋白的表达

　　qPCR检测结果显示，E2组VEGF、bFGF、

IL-8 mRNA的表达分别为对照组的44.20、

26.52和34.85倍，差异有统计学意义(P=0.001、

P=0.001、P=0.004)；ER组、AKT组VEGF、

bFGF、IL-8 mRNA的表达与E2组相比均明显降

低，差异均有统计学意义(P=0.012，P=0.003
和P=0.027)和(P=0.006，P=0.012和P=0.005， 

图2)。

图 2　HEC-1A细胞VEGF，bFGF和IL-8 mRNA的相对表达量

Fig. 2    The mRNA expression of VEGF, bFGF and IL-8 in HEC-

1A cells

 RNA was prepared 30 min after estrogen treatment. cDNA was 
reverse transcribed from total RNA of the cell and amplified as 
described in materials and methods. **: P<0.01, compared with control 
group; #: P<0.05, compared with E2 group. Values were expressed as 
x±s.

　　ELISA检测结果显示，E 2组中VEGF、

bFGF 、 I L -8 蛋 白 与 对 照 组 相 比 表 达 增 高 ，

差异均有统计学意义(P=0.000 1，P=0.000和

P=0.000)；ER组、AKT组VEGF、bFGF、IL-8
的蛋白表达与E2组相比均明显降低，差异均有

统计学意义(P=0.000，P=0.002和P=0.001)和

(P=0.000，P=0.000和P=0.000，表1)。

2.3　雌激素对细胞集落形成的影响

　 　 H E C - 1 A 细 胞 经 E 2培 养 3 0  m i n 后 ， E 2

组 集 落 形 成 率 为 ( 4 3 . 4 ± 3 . 0 8 ) % ， 对 照 组 为

(36.4±1.44)%，两者相比较，差异有统计学意义

(t=−3.566，P=0.023，图3)。

图3 HEC-1A细胞集落形成实验

Fig.3 The clone formation assay of HEC-1A cells 

(×10)
 Cells were fixed by 95% methanol for 15 min and HE staining.

2.4　雌激素对细胞周期的影响

　　E 2作用于HEC-1A细胞后，E 2组G 1期细

胞在所占比例为 (55 .63±0.56)%，对照组为

(71.15±5.62)%，差异有统计学意义(t=4.756，

P=0.009)，E 2组G 2期及S期细胞所占比例分

别为(9.36±0.72)%和(8.62±1.18)%，对照组为

(35.00±0.17)%和(20.21±6.73)%，差异均有

统计学意义(t=−2.941，t=−3.782，P=0.042，

P=0.019)。
2.5　雌激素对细胞增殖的影响

　　HEC-1A细胞在E2培养30 min，并经24、

48、72和96 h温育后，E2组细胞增殖数分别为

(6.95±0.82)个、(8.00±0.82)个、(9.36±0.48)个和

(9.75±0.50)个，对照组分别为(5.20±0.91)个、

(6.5±0.58)个、(7.75±0.96)个和(8.75±0.50)个，

差异有统计学意义(t值分别为−3.365、−2.611、

−3.030和−2.820，P值分别为0.015、0.04、

0.023、0.03，图4)。

表 1　不同组别中VEGF、bFGF、IL-8蛋白的表达量 

Tab. 1    Expression level of VEGF, bFGF, IL-8 protein in different groups(pg/mL)

Group Protein
VEGF bFGF IL-8

Control 168.97±13.47 80.88±3.31 11.85±0.43
E2             374.22±7.16**    270.44±10.42**   53.24±0.89**

ER 273.76±7.25##  106.75±1.85##   28.68±1.15##

AKT 141.25±3.53##    25.99±2.14##   12.83±0.74##

 The protein expressions of VEGF, bFGF and IL-8 were measured by ELISA in the culture supernatants. **: P<0.01, compared with control group; 
##: P<0.01, compared with E2 group. Values were expressed as x±s.
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3　讨　　论 

　　子宫内膜癌是女性生殖道常见的恶性肿

瘤，与子宫内膜癌发生密切相关的雌激素可以

非转录机制快速激活细胞内的PI3K/AKT激酶级

联而调节内膜细胞的增殖与凋亡［1］。AKT作

为多个信号转导通路中的关键中枢效应蛋白，

是细胞生存和增殖的一个重要调节信号。Guo 

等［2］的研究发现在雌激素作用于子宫内膜癌细

胞能够使AKT磷酸化，磷酸化效果最显著的时

间HEC-1A为15 min，并都至少能持续2 h。因

此，本研究以1×10-6 mol/L雌二醇作用HEC-1A
细胞后，p-AKT蛋白表达与对照组相比较明显

升高；ER抑制剂、AKT抑制剂作用后，p-AKT
蛋白表达明显下降，提示ER抑制剂能阻碍雌二

醇与ER结合，从而抑制活化AKT。但也发现

AKT抑制剂作用后，p-AKT蛋白表达降低幅度

比ER抑制剂大，说明抑制AKT比竞争性抑制雌

激素与ER结合的效果显著，同时也说明雌二醇

激活AKT是非ER依赖的，提示p-AKT参与了肿

瘤的发生，这与以往的研究结果一致［3］。

　　雌激素通过非转录机制快速激活细胞内的

PI3K/AKT信号通路可从转录水平调节VEGF
的表达而促进肿瘤血管形成［4］。为了解子宫

内膜癌中E2与细胞因子间的关系，本研究以雌

二醇温育EC-1A细胞后，E2组VEGF、bFGF、

IL-8 mRNA或蛋白的表达均明显高于对照组(P
均<0.05)；加入ER抑制剂或AKT抑制剂后，

VEGF、bFGF、IL-8 mRNA或蛋白的表达明显

降低；且AKT抑制剂比ER抑制剂更能阻抑细胞

产生VEGF、bFGF或IL-8蛋白，提示雌二醇可

能经ER非依赖性的方式通过激活AKT通路产生

VEGF、bFGF、IL-8因子。在ER阴性HEC-1A细

胞，雌激素主要与细胞膜或细胞质中的ER结合

后，迅速激活细胞内的信号传导通路，通过通

路中的效应分子，参与细胞的增殖效应。

　　实体肿瘤的发生、发展、侵袭和转移需要

持续的新生血管，VEGF是促血管活性因子，

与受体结合后，会导致血管内皮细胞分裂增

殖、迁移，促进肿瘤新生血管形成［5–6］；bFGF
是细胞生长和分化的重要调节因子，具有促血

管形成、细胞增殖、细胞趋化、细胞迁移等活

性；Presta等［7］研究发现，bFGF和VEGF有协

同作用促进肿瘤的生长和转移作用。IL-8是重

要的趋化因子，在肿瘤的发生、发展和转移中

起重要作用。本课题的前期研究表明雌二醇诱

导子宫内膜癌细胞产生VEGF、bFGF和IL-8，

是通过激活AKT信号转导通路实现的［8］。本

研究结果显示，E2作用于HEC-1A细胞30 min
后，细胞中的VEGF、bFGF、IL-8基因与蛋白

的表达量增加。为了研究这些因子与子宫内膜

癌细胞恶性生物行为的关系，本研究又给予 

1×10-6 mol/L的E2诱导HEC-1A细胞产生细胞因

子，结果发现，细胞增殖能力显著增强。细

胞周期中G1期细胞比例显著下降，G2期、S期

细胞比例显著升高；细胞迁移、侵袭能力显著

增强。这些结果显示，雌激素作用后产生的

VEGF、bFGF、IL-8明显促进子宫内膜细胞增

生、迁移和侵袭。

　　综上所述，E2通过非转录效应激活AKT通

路产生VEGF、bFGF、IL-8因子，促进子宫内膜

癌的发生、发展。
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