
ning． The effect of NFATc1 on the transcriptional activity of cell-cycle-related factors was measured by qPCＲ． Ｒe-
sults Based on the TCGA data，we found that high NFATc1 expression in colorectal cancer patients was associated
with poor prognosis． The expression of NFATc1 in clinical colorectal cancer tissues was significantly higher than that
in adjacent normal tissues． Additionally，interference with NFATc1 inhibited the proliferation rate of colorectal canc-
er cells in vitro，and the clonogenic capacity of cells was impaired． As expected，the cell cycle was arrested at the
G0 /G1 phase． The qPCＲ results indicated that the knockdown of NFATc1 increased the transcriptional activity of
multiple key cell cycle inhibitors． Conclusion NFATc1 promotes cell cycle progression by inhibiting the transcrip-
tional activity of cell cycle regulatory factors，thereby promoting the proliferation and tumorigenic ability of colorectal
cancer cells．
Key words NFATc1; colon cancer; cell cycle; cell proliferation
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木犀草素调控 HPGD表达抑制子宫内膜间质细胞侵袭和迁移
邵艳社1，许雪梅1，杨宝芹1，李会娟2，姬 霞1

摘要 目的 研究木犀草素对子宫内膜间质细胞侵袭和迁

移的影响，并探讨其机制是否与调控 15-羟基前列腺素脱氢
酶( HPGD) 表达有关。方法 将子宫内膜间质细胞 hEM15A
细胞分为对照组( 正常培养细胞) 、木犀草素组( 采用不同浓
度木犀草素处理细胞) 、si-HPGD组( si-HPGD 转染细胞) 、si-
NC组( si-NC转染细胞) 、木犀草素 + si-HPGD 组( 采用 20
μmol /L木犀草素处理 si-HPGD 转染细胞) 、木犀草素 + si-
NC组( 采用 20 μmol /L木犀草素处理 si-NC转染细胞) 。实
时定量 PCＲ 检测 HPGD 的 mＲNA 表达水平，CCK-8 实验检
测细胞增殖，Transwell 和划痕实验检测细胞侵袭与迁移，
Western blot检测增殖细胞核抗原( PCNA) 、基质金属蛋白酶
2( MMP-2) 、MMP-9、HPGD 的蛋白表达，ELISA 试剂盒检测
前列腺素 E2( PGE2) 水平。结果 与 0 μmol /L 木犀草素比
较，20、50、100 μmol /L的木犀草素显著抑制 hEM15A细胞的
增殖，减少 PCNA 表达( 均 P ＜ 0. 05 ) 。与对照组比较，20
μmol /L木犀草素显著抑制细胞侵袭和迁移( P ＜ 0. 05 ) ，减
少 MMP-2、MMP-9 的表达( P ＜ 0. 05) ，上调 HPGD mＲNA 和
蛋白表达水平( P ＜ 0. 05) ，抑制细胞 PGE2 水平( P ＜ 0. 05) 。
与木犀草素组比较，木犀草素 + si-HPGD组细胞侵袭和迁移
均增加( P ＜ 0. 05 ) ，MMP-2 和 MMP-9 的表达也增加( P ＜
0. 05) 。结论 木犀草素调控 HPGD/PGE2 信号以抑制子宫
内膜间质细胞的侵袭和迁移。
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子宫内膜异位症( endometriosis，EMs) 是育龄期
妇女常见的一种慢性疾病［1］，其特征为有生长活性

的腺体或间质等子宫内膜组织在子宫体以外的其他

部位出现异位生长、浸润。目前 EMs 的发病机制尚
未完全明确，但研究［2］表明 15-羟基前列腺素脱氢
酶( 15-Hydroxyprostaglandin dehydrogenase，HPGD) 、
前列腺素内过氧化物合酶( prostaglandin-endoperox-
ide synthase，PTGS) 等可影响 EMs发生发展。其中，
HPGD 能够介导前列腺素 E2 ( prostaglandin E2，
PGE2) 的分解代谢，且其在 EMs 和子宫内膜癌组织
中都表达下调，是 EMs病理生理学相关的关键候选
基因之一［3 － 4］。异位侵袭和远端迁移被认为是 EMs
内膜细胞异位种植的关键步骤［5］，寻找可靶向 EMs
内膜细胞侵袭迁移的药物对 EMs 治疗意义重大。
研究表明，木犀草素是可用于 EMs 治疗的多种中药
配方的主要活性成分之一［6 － 7］，木犀草素可体外抑
制子宫内膜细胞的增殖并诱导凋亡［8 － 9］，但其是否
影响 EMs 内膜间质细胞的侵袭和迁移尚不清楚。
因此，该研究探求木犀草素对 EMs 内膜间质细胞侵
袭和迁移的作用及相关机制，以期为 EMs 的临床治
疗方案提供新的参考。

1 材料与方法

1． 1 实验材料与试剂 人永生化 EMs 在位内膜间
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质细胞系 hEM15A购自中国典型培养物保藏中心;
DMEM/F12 培养基和胎牛血清( fetal bovine serum，
FBS) 购自北京索莱宝科技有限公司; 木犀草素( 纯
度≥98% ) 购自美国 Sigma公司; CCK-8 细胞增殖与
活性检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司; LipofectamineTM3000 购自美国 Thermo Fisher 公
司; 靶向 HPGD 的 siＲNA ( si-HPGD) 及其阴性对照
siＲNA( si-NC) 购自美国 Santa Cruz 公司; ＲNA 提取
试剂盒购自翌圣生物科技( 上海) 股份有限公司; 实

验所用 PCＲ引物由生工生物工程( 上海) 股份有限
公司合成; qPCＲ试剂盒购自美国 KAPA 公司; 增殖
细胞核抗原( proliferating cell nuclear antigen，PCNA)
抗体购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 基质
金属蛋白酶 ( matrix metalloproteinase，MMP ) -2、
MMP-9、HPGD、GAPDH 等抗体及二抗均购自美国
Abcam公司; 超敏 ECL化学发光试剂盒购自北京四
正柏生物科技有限公司; PGE2 的 ELISA 试剂盒购
自于上海酶联生物科技有限公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养与分组 hEM15A 细胞采用含
10% FBS的 DMEM/F12 培养基，置于含 5% CO2 的

37 ℃培养箱中培养，每 2 ～ 3 d 换液 1 次，选择稳定
传代 2 次、生长状态良好的细胞用于后续实验。按
照实验需求将细胞分为 6 组。对照组: 正常培养细
胞; 木犀草素组: 按实验需求采用 0、10、20、50 或
100 μmol /L的木犀草素处理细胞; si-HPGD组: 正常
培养 si-HPGD 转染细胞; si-NC 组: 正常培养 si-NC
转染细胞; 木犀草素 + si-HPGD组: 采用 20 μmol /L
木犀草素处理 si-HPGD 转染细胞; 木犀草素 + si-
NC组: 采用 20 μmol /L木犀草素处理 si-NC 转染细
胞。
1． 2． 2 细胞转染 转染前，按照每孔 1 × 105 个细

胞的密度接种细胞于 24 孔板，无血清培养过夜。按
照说明书，采用 LipofectamineTM3000 将 si-HPGD 或
si-NC分别转染至 hEM15A 细胞，常规培养 48 h 后
验证转染效率，选择稳定转染细胞用于实验。
1． 2． 3 CCK-8 检测细胞增殖活性 按照每孔 2 ×
103 个细胞的密度接种细胞于 96 孔板，常规培养至
贴壁，采用 0、10、20、50 或 100 μmol /L 的木犀草素
处理细胞 24、48、72 h，每孔加入 CCK-8 溶液 20 μl，
继续孵育 2 h，酶标仪检测 450 nm 波长处各孔的吸
光度。
1． 2． 4 Transwell 细胞侵袭实验 先以无血清培养
基稀释制备 Matrigel 基质胶，并均匀铺在 Transwell

上室，室温风干。再将各组细胞以无血清培养基分
别制备成浓度为 1 × 106 个 /ml 的细胞悬液，取 100
μl细胞悬液加入 Transwell上室，而下室加入 600 μl
含 10% FBS的 DMEM/F12 培养基。将 Transwell小
室置于含 5% CO2 的 37 ℃培养箱，培养 24 h 后甲
醛固定，结晶紫染色，显微镜下观察计数。
1． 2． 5 细胞划痕实验 按照每孔 1 × 106 个细胞的

密度接种细胞于 6 孔板，常规培养至贴壁，用无菌移
液管尖端刮擦培养板底部以产生笔直“一”字划痕，
小心洗去悬浮细胞。继续培养 24 h，显微镜观察并
拍摄划痕边缘细胞迁移情况，ImageJ 软件分析细胞
迁移比例。
1． 2． 6 实时定量 PCＲ 采用 ＲNA提取试剂盒提取
各组细胞总 ＲNA，按照逆转录试剂盒和 qPCＲ 试剂
盒的说明操作进行 PCＲ 反应。PCＲ 反应条件为:
95 ℃ 预变性 5 min，95 ℃ 变性 20 s，58 ℃ 退火 30
s，72 ℃ 延伸 1 min，循环 40 次，最后 72 ℃ 延伸 5
min，4 ℃ 终止反应。相关引物序列为: HPGD 正向
5'- TAGTTGGATTCACACGCTCAGC-3'，HPGD 反向
5'-AAAGCCTGGACAAATGGCAT-3'; β-actin 正向 5'-
TCCTAGCACCATGAAGATC-3'，β-actin 反向 5'-AA-
ACGCAGCTCAGTAACAG-3'。最后，以 β-actin 为内
参，采用 2 － ΔΔCt法分析目的基因的 mＲNA 相对表达
水平。
1． 2． 7 Western blot 实验 采用 ＲIPA 裂解试剂分
别提取各组细胞总蛋白，BCA 试剂盒测定蛋白浓
度。采用 10% SDS-PAGE对每组 20 μg蛋白样品进
行电泳分离，湿转至 PVDF 膜。将膜浸于 5%脱脂
奶粉溶液中，常温封闭 1 h后，分别加入相应一抗，4
℃ 孵育过夜，再加入二抗，常温孵育 1 h，ECL 试剂
盒显影，Image J分析条带。
1． 2． 8 ELISA 检测 PGE2 水平 收集各组细胞上
清液，按照 ELISA 试剂盒说明操作，检测 PGE2 水
平。
1． 3 统计学处理 所有实验均至少重复 3 次，结果
数据采用 SPSS 22. 0 软件进行统计学分析，并以�x ±
s表示。组间两两比较采用独立样本 t检验，多组间
比较采用单因素方差分析，事后两两比较采用

Tukey检验。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 木犀草素对 hEM15A细胞增殖活性的影响
将 hEM15A细胞与不同浓度的木犀草素共孵育，结
果显示，与 0 μmol /L 木犀草素比较，20、50 和 100
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μmol /L的木犀草素均显著抑制 hEM15A 细胞在 24
h( F = 45. 95，P ＜ 0. 05) 、48 h( F = 145. 5，P ＜ 0. 05 )
和 72 h( F = 426. 6，P ＜ 0. 05) 的增殖活性，见图 1A。
检测不同浓度的木犀草素处理 hEM15A 细胞 24 h
后细胞增殖相关蛋白 PCNA 的表达，发现 PCNA 的
表达随着木犀草素浓度的升高而降低，见图 1B ( F
= 65. 63，P ＜ 0. 05 ) 。选择对细胞增殖活性影响较
小的 20 μmol /L 作为后续侵袭迁移实验的作用浓
度。
2． 2 木犀草素对 hEM15A细胞侵袭和迁移的影响
采用 20 μmol /L 的木犀草素处理 hEM15A 细胞

24 h，结果显示，与对照组比较，木犀草素组细胞侵

袭( t = 23. 07，P ＜ 0. 05，图 2A) 和迁移( t = 27. 75，P
＜ 0. 05，图 2B ) 均减少，且 MMP-2 ( t = 8. 205，P ＜
0. 05，图 2C) 和 MMP-9 ( t = 9. 769，P ＜ 0. 05，图 2C)
表达减少。
2． 3 木犀草素对 hEM15A 细胞 HPGD 表达的影
响 采用 DTC、TCMSP、ChEMBL 等数据库分析木犀
草素作用于 EMs 的可能靶点，发现包括 HPGD、
PTGS1、PTGS2 等在内的多个靶点，见图 3A。结果
显示，与对照组比较，木犀草素处理 24 h HPGD 的
mＲNA ( t = 38. 97，P ＜ 0. 05，图 3B ) 和蛋白 ( t =
30. 14，P ＜ 0. 05，图 3C) 表达水平上调，PGE2 水平
降低( t = 10. 63，P ＜ 0. 05，图 3D) 。

图 1 木犀草素对 hEM15A细胞增殖的影响
A: CCK-8 测定 hEM15A 细胞经不同浓度( 0、20、50 或 100 μmol /L) 木犀草素处理 24、48 和 72 h 的细胞增殖活性; B: Western blot 检测

hEM15A 细胞经不同浓度木犀草素处理 24 h 后细胞 PCNA 蛋白表达; 与 0 μmol /L木犀草素组比较: * P ＜ 0. 05

图 2 木犀草素对 hEM15A细胞侵袭和迁移的影响
A: Transwell 试验检测细胞侵袭 结晶紫染色 × 100; B: 划痕

试验检测细胞迁移 × 100; C: Western blot 检测 MMP-2 和 MMP-9

蛋白表达; a: 对照组; b: 木犀草素组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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2． 4 木犀草素通过调控 HPGD 对 hEM15A 细胞
侵袭和迁移的影响 将 si-HPGD或 si-NC 分别转至
hEM15A细胞 24 h，结果显示，与对照组比较，si-
HPGD组 HPGD的 mＲNA( t = 72. 37，P ＜ 0. 05) 和蛋
白( t = 83. 48，P ＜ 0. 05 ) 表达显著减少，见图 3。用
20 μmol /L的木犀草素处理细胞 24 h，与木犀草素
组比较，木犀草素 + si-HPGD 组细胞 HPGD 的 mＲ-
NA( F = 429. 8，P ＜ 0. 05 ) 和蛋白( F = 283. 7，P ＜
0. 05) 表达减少，侵袭( F = 160. 1，P ＜ 0. 05 ) 和迁移
( F = 153. 1，P ＜ 0. 05 ) 均增加，MMP-2 ( F = 24. 05，P
= 0. 00 02) 和 MMP-9 的表达( F = 33. 87，P ＜ 0. 05 )
也增加，见图 4。

3 讨论

作为一种妇科多发病，EMs的发病率逐年攀升，
其发病机制尚未完全明确，但被证实与其间质细胞

异位黏附、侵袭等类似恶性肿瘤的生物学行为密切
相关［5］。近年来，木犀草素被发现是可用于 EMs 治
疗的多种中药配方的主要活性成分之一［7］，可影响

子宫内膜细胞的增殖和凋亡［8 － 9］。本研究表明，木
犀草素可抑制 EMs 在位内膜间质细胞 hEM15A 的
细胞增殖活性，并减少其细胞侵袭和迁移，而沉默

HPGD可抑制木犀草素的抗侵袭和抗迁移作用，提
示木犀草素通过调控 HPGD 影响 EMs 间质细胞的
侵袭和迁移。
木犀草素是一种广泛存在于多种蔬菜水果及中

草药中的天然黄酮类化合物［10］，具备抗炎、抗菌、抗
肿瘤、抗病毒、抗氧化、抗血管生成等多种生物活
性［11］，可通过抑制增殖、诱导凋亡、抑制侵袭和迁移
等方式抑制乳腺癌、前列腺癌、宫颈癌等多种肿瘤细
胞的恶性生物学行为［10］。研究［9］表明，木犀草素能
抑制阴道黏膜上皮 VK2 /E6E7 细胞和宫颈内膜上皮
End1 /E6E7 细胞的增殖，并诱导细胞周期阻滞和凋
亡。木犀草素也能抑制 EMs 来源的 12Z 细胞增殖
并诱导其凋亡，同时抑制 EMs相关的巨噬细胞炎症
反应［8］。本研究表明，浓度为 20 μmol /L 以上的木
犀草素可显著抑制 hEM15A 细胞的增殖活性，同时
抑制细胞增殖相关蛋白 PCNA的表达。这与木犀草
素被报道可以抑制平滑肌细胞的 PCNA表达与细胞
增殖［12］相一致。此外，研究［13 － 14］表明，木犀草素抑

制多种癌细胞的侵袭迁移及 MMP-2、MMP-9 的表
达。本研究发现浓度为 20 μmol /L的木犀草素能减
少 hEM15A细胞的侵袭和迁移，并抑制侵袭迁移相
关分子 MMP-2 和 MMP-9 的表达。

图 3 木草素对 hEM15A细胞 HPGD表达的影响
A: 木犀草素作用于 EMs的可能靶点; B: HPGD mＲNA 相对表达量; C: West-

ern blot检测 HPGD 蛋白表达; D: ELISA检测 PGE2 水平; a: 对照组; b: 木犀草素

组; c: si-HPGD组; d: si-NC组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05
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图 4 沉默 HPGD逆转木犀草素对 hEM15A细胞的抗侵袭和抗迁移作用
A: HPGD mＲNA 相对表达量; B: Western blot检测 HPGD的蛋白表达; C: Transwell检测细胞侵袭 结晶紫染色 × 100; D: 划痕试验检测细胞

迁移 × 100; E: Western blot检测 MMP-2 和 MMP-9 的蛋白表达; a: 对照组; b: 木犀草素组; c: 木犀草素 + si-HPGD组; d: 木犀草素 + si-NC 组; 与

对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与木犀草素组比较: #P ＜ 0. 05

采用 DTC、TCMSP、ChEMBL 等数据库分析与木
犀草素和 EMs 相关的作用靶点，发现包括 HPGD、
PTGS1、PTGS2 等在内的多个靶点。其中，HPGD 可
介导 PGE2 的分解代谢［15］，同时对 PTGS2 具有生理
性拮抗作用，而 PGE2 和 PTGS2 与 EMs 发生发展密
切相关。在 EMs和子宫内膜癌组织中都存在 HPGD
表达下调而 PGE2 表达上调，HPGD 是与 EMs 病理
生理学相关的关键候选基因之一［3 － 4］。虽然 HPGD
在 EMs发生发展中的作用还未明确，但 HPGD 表达
缺失或上调可影响多种癌细胞的侵袭、迁移等恶性
生物学行为［10］。本研究表明，木犀草素处理可显著
上调 hEM15A 细胞中 HPGD 的表达水平并抑制
PGE2 水平，而沉默 HPGD 可减少木犀草素对
hEM15A细胞的抗侵袭和抗迁移作用并上调 MMP-2
和 MMP-9 表达。这提示木犀草素可能通过调节
HPGD和 PGE2 水平影响 hEM15A 细胞的侵袭迁移
行为。
综上所述，木犀草素可通过调控 HPGD 影响

PGE2 信号通路进而抑制 EMs在位间质细胞的侵袭
和迁移以阻碍其发生和发展。木犀草素和 HPGD
有望成为治疗 EMs潜在药物和靶点，但其具体分子
调控网络仍需进一步研究，并通过动物实验和临床

验证进行探究。
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Luteolin inhibits the invasion and migration of
endometrial stromal cells by regulating HPGD expression

Shao Yanshe1，Xu Xuemei1，Yang Baoqin1，Li Huijuan2，Ji Xia1

［1Dept of Obstetrics and Gynecology，Henan Province Hospital of Traditional Chinese Medicine
( The Second Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine) ，Zhengzhou 450000;

2Dept of Ｒeproductive Medicine，The First Affiliated Hospital of Henan University
of Traditional Chinese Medicine，Zhengzhou 450000］

Abstract Objective To investigate the effects of luteolin on invasion and migration of endometriosis stromal cells
and whether its mechanism is related to the regulation of 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase ( HPGD) expres-
sion． Methods The endometrial stromal cells HEM15A were divided into control group ( cells were cultured in nor-
mal medium) ，luteolin group ( cells were treated with different concentrations of luteolin) ，si-HPGD group ( cells
were transfected with si-HPGD) ，si-NC group ( cells were transfected with si-NC ) ，luteolin + si-HPGD Group
( cells were transfected with si-HPGD and treated with 20 μmol /L luteolin) ，Luteolin + si-NC Group ( cells were
transfected with si-NC and treated with 20 μmol /L luteolin) ． Ｒeal-time quantitative PCＲ was used to detect mＲNA
level of HPGD． Cell proliferation was detected by CCK-8 assay，Transwell and scratch assays were used to detect
cell invasion and migration． The protein expression of proliferating cell nuclear antigen ( PCNA) ，matrix metallopro-
teinase ( MMP-2) ，MMP-9 and HPGD were detected by Western blot，and the level of prostaglandin E2 ( PGE2 )
was detected by ELISA． Ｒesults Compared with 0 μmol /L luteolin，luteolin at 20，50 and 100 μmol /L significantly
inhibited the proliferation activity of hEM15A cells，and reduced PCNA expression ( all P ＜ 0. 05) ． Compared with
the control group，20 μmol /L of luteolin significantly inhibited cell invasion and migration ( P ＜ 0. 05 ) ，decreased
the expressions of MMP-2 and MMP-9 ( P ＜ 0. 05) ，and up-regulated the mＲNA and protein levels of HPGD ( P ＜
0. 05) ，while inhibited cellular PGE2 level ( P ＜ 0. 05) ． Compared with the luteolin group，the luteolin + si-HPGD
group increased cell invasion and migration ( P ＜ 0. 05 ) ，increased the expressions of MMP-2 and MMP-9 ( P ＜
0. 05) ． Conclusion Luteolin regulates HPGD /PGE2 signaling pathway to inhibit the invasion and migration of en-
dometrial stromal cells．
Key words endometriosis; luteolin; HPGD; invasion; migration
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