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[摘  要]  目的：探究甜橙黄酮调节Fas/FasL信号通路对子宫内膜癌细胞恶性生物学行为的影响。方法：选择人子宫内膜癌细

胞 Ishikawa（ISK）、RL95-2、AN3-CA及KLE为研究对象，采用CCK-8法初步检测4种细胞对甜橙黄酮的敏感性（以120 μmol/L处理

48 h）。在此基础上，选择对甜橙黄酮较为敏感的 ISK细胞为后续研究对象，分为对照组、L-甜橙黄酮组（40 μmol/L）、M-甜橙黄酮组

（80 μmol/L）、H-甜橙黄酮组（120 μmol/L）、H-甜橙黄酮 + si-NC组及H-甜橙黄酮 + si-Fas组。采用CCK-8法、克隆形成实验、

Transwell实验及流式细胞术，分别检测各组细胞的增殖、侵袭和凋亡水平。采用血管形成拟态实验检测各组细胞的血管形成拟态

能力，WB法检测各组细胞中Fas、FasL及 cleaved caspase-8蛋白的表达水平。结果：甜橙黄酮对子宫内膜癌细胞 ISK、RL95-2、

AN3-CA和KLE的增殖具有抑制作用（均P < 0.01），其中对 ISK细胞的作用最显著。在 ISK细胞中，与对照组相比，L-甜橙黄酮组、

M-甜橙黄酮组、H-甜橙黄酮组的细胞增殖水平、克隆形成数、侵袭细胞数和血管形成拟态分支数均逐渐降低，而细胞凋亡率及Fas、

FasL、cleaved caspase-8蛋白表达水平均逐渐升高，且浓度越高，上述指标变化幅度越明显（P < 0.01）。与H-甜橙黄酮 + si-NC组相

比，H-甜橙黄酮 + si-Fas组 ISK细胞的细胞增殖水平、克隆形成数、侵袭细胞数和血管形成拟态分支数均升高，而细胞凋亡率及

Fas、FasL、cleaved caspase-8蛋白表达水平均降低（P < 0.01）。结论：甜橙黄酮抑制子宫内膜癌细胞的增殖、侵袭及血管形成拟态

能力，并诱导凋亡，其机制可能与Fas/FasL信号通路的激活有关。
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[Abstract]  Objective: To investigate the effect of sinensetin on malignant biological behaviors of endometrial cancer cells through 

regulation of the Fas/FasL signaling pathway. Methods: Human endometrial cancer cell lines Ishikawa (ISK), RL95-2, AN3-CA, and 

KLE were selected as research subjects. The CCK-8 assay was initially used to screen the inhibitory effect of sinensetin on the 

proliferation of these four cell lines (treatment with 120 μmol/L for 48 h). Based on this, ISK cells, which were more sensitive to 

sinensetin, were selected for subsequent experiments and divided into the following groups: control group, L-sinensetin group (40 

μmol/L), M-sinensetin group (80 μmol/L), H-sinensetin group (120 μmol/L), H-sinensetin + si-NC group, and H-sinensetin + si-Fas 

group. The CCK-8 assay, colony formation assay, Transwell assay, and flow cytometry were used to detect cell proliferation, invasion, 

and apoptosis, respectively. Vasculogenic mimicry assay was performed to assess the vasculogenic mimicry-forming ability of cells in 

each group, while  WB was employed to detect the protein expression levels of Fas, FasL, and cleaved caspase-8 in each group. 

Results: Sinensetin inhibited the proliferation of endometrial cancer cell lines ISK, RL95-2, AN3-CA, and KLE (all P < 0.01), with the 
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most pronounced effect observed in ISK cells. In ISK cells, compared with the control group, the levels of cell proliferation, number of 

colonies, number of invading cells, and number of vasculogenic mimicry branches in the L-sinensetin group, M-sinensetin group, and 

H-sinensetin group gradually decreased, while the apoptosis rate and the protein expression levels of Fas, FasL, and cleaved caspase-8 

gradually increased. Moreover, higher concentrations of sinensetin were associated with more pronounced changes in the above 

indicators (P < 0.01). Compared with the H-sinensetin + si-NC group, the H-sinensetin + si-Fas group showed increased cell 

proliferation, number of colonies, number of invading cells, and number of vasculogenic mimicry branches, as well as decreased 

apoptosis rate and reduced protein expression levels of Fas, FasL, and cleaved caspase-8 in ISK cells (P < 0.01). Conclusion: 

Sinensetin inhibits proliferation, invasion, and vasculogenic mimicry of endometrial cancer cells and induces apoptosis, which may be 

associated with the activation of the Fas/FasL signaling pathway.
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人体子宫内膜是一种独特的组织，在月经周期

中响应雌激素和孕激素的波动而经历结构改变和特

化细胞的变化[1]。子宫内膜癌主要影响绝经后女性，

其中大多数为腺癌。子宫内膜腺癌是最常见的组织

学类型，通常起源于子宫内膜的腺细胞，其肿瘤细胞

在形态上可与正常子宫内膜腺体相似，并存在许多

变体[2]。子宫内膜癌在女性恶性肿瘤中发病率较

高[3]。甜橙黄酮是一种具有多种生物活性的天然黄

酮类化合物，在不同的体内外模型中已证实其具有

抗肿瘤、抗炎、抗氧化、抗糖尿病和抗菌活性[4]。例

如，在乳腺癌中，甜橙黄酮通过抑制Wnt/β-catenin通

路抑制乳腺癌细胞的转移，但对正常乳腺细胞无不

良影响[5]。除抑制转移外，诱导肿瘤细胞凋亡是甜橙

黄酮发挥抗肿瘤作用的另一重要机制。Fas/FasL是

经典的死亡受体凋亡通路，其激活可诱导肿瘤细胞

凋亡[6-7]。例如，萝卜硫素可通过抑制甲基转移酶样

蛋白3激活Fas相关死亡域蛋白（Fas-associated protein 

with death domain, FADD）和细胞凋亡相关通路，抑

制子宫内膜样卵巢癌细胞增殖并诱导凋亡[8]。然而，

目前甜橙黄酮对子宫内膜癌的作用鲜有报道，其对子宫

内膜癌细胞恶性生物学行为的影响也尚不明确。因

此，本研究旨在探究甜橙黄酮是否通过调控Fas/FasL

通路来影响子宫内膜癌细胞的恶性生物学行为。

1  材料与方法

1.1  细胞及主要试剂

人子宫内膜癌细胞 Ishikawa（ISK）（ZQ0472）、

RL95-2（ZQ0362）、AN3-CA（ZQ0471）、KLE（ZQ0473）

购自上海中乔新舟生物科技有限公司，si-NC/si-Fas干

扰质粒购自广州派真生物技术有限公司，甜橙黄酮

（HPLC ≥ 98%，B21246）购自上海源叶生物科技有限公

司，超敏ECL化学发光试剂盒（P0018S）、Lipo8000TM转

染试剂（C0533FT）和BCA蛋白浓度测定试剂盒（P0012）

购自上海碧云天生物技术有限公司，Matrigel基质胶

（356237）购自美国 Corning 公司 ，CCK-8 试剂盒

（40203ES80）、Annexin Ⅴ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒

（40302ES50）购自上海翌圣生物科技股份有限公司，RIPA

裂解液（C1055）购自北京普利莱基因技术有限公司，Fas

兔单克隆抗体（ab133619）、FasL 兔单克隆抗体

（ab302905）、cleaved caspase-8兔单克隆抗体（ab32397）、

β-actin兔单克隆抗体（ab8227）和HRP山羊抗兔 IgG二

抗（ab205718）购自英国Abcam公司。

1.2  细胞培养、转染与分组

所有细胞均置于37 ℃，CO2体积分数为5%的细

胞培养箱中培养，基础培养基为含 10%胎牛血清和

1%青-链霉素的RPMI 1640培养基。以此为基础，将

ISK细胞随机分为以下几组：对照组、L-甜橙黄酮组

（含40 μmol/L甜橙黄酮）、M-甜橙黄酮组（含80 μmol/L

甜橙黄酮）、H-甜橙黄酮组（含 120 μmol/L 甜橙黄

酮）[9]、H-甜橙黄酮 + si-NC组及H-甜橙黄酮 + si-Fas组。

其中，后两组分别先转染 si-NC/si-Fas干扰质粒 48 h，

再更换为含 120 μmol/L甜橙黄酮的基础培养基继续

培养48 h后进行检测。

1.3  CCK-8法检测甜橙黄酮对子宫内膜癌细胞增殖

能力的影响

将 ISK、RL95-2、AN3-CA和KLE细胞分别接种于

96孔板中，使用含120 μmol/L甜橙黄酮的培养基处理

48 h，以不含药物的培养基作为对照，处理结束后每孔

加入10 μL CCK-8溶液，在培养箱中培养1 h，使用酶标

仪测定各孔在450 nm处的光密度（D）值，以比较不同

子宫内膜癌细胞对甜橙黄酮的敏感性。

将 ISK细胞以5 × 103个/孔的密度接种于96孔板

中，按 1.2 节分组处理 48 h 后，向每孔加入 10 μL 

CCK-8溶液，在培养箱中培养1 h，通过酶标仪测量各

孔在 450 nm处的D值，以评估甜橙黄酮对 ISK细胞

增殖的抑制作用，并探讨敲低Fas表达对甜橙黄酮抗

增殖效应的影响。

1.4  Transwell实验检测甜橙黄酮对 ISK细胞侵袭能

力的影响

取对数生长期的各组 ISK细胞，以 1 × 105个/孔
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接种于预涂有 Matrigel 基质胶的上室中，下室加入

600 μL含10% FBS的基础培养基，培养24 h后，将侵

袭细胞用4%多聚甲醛固定，并用0.1%结晶紫在室温

下染色。最后，在倒置显微镜下观察，并计数侵袭细

胞数量。

1.5  流式细胞仪检测甜橙黄酮对ISK细胞凋亡的影响

收集按 1.2节中的方法处理后的各组 ISK细胞，

将细胞按 1 × 105个/mL的密度重悬于 100 μL结合缓

冲液中。每管加入 5 μL Annexin V-FITC和 5 μL PI，

在室温下避光反应 15 min。随后，每管加入 400 μL

结合缓冲液，混匀后放置于冰上，FACSAria Ⅱ流式细

胞仪检测各组细胞凋亡情况。

1.6  克隆形成实验检测甜橙黄酮对 ISK细胞克隆形

成能力的影响

取对数生长期的 ISK细胞，按1.2节中的方法处理

各组细胞，以1 000个/孔的密度接种于6孔板中，持续

培养2周后弃去培养液，各组细胞经固定、结晶紫染色

后，在倒置显微镜下观察拍照，计数克隆形成数量。

1.7  血管形成拟态检测甜橙黄酮对ISK细胞血管形成

拟态能力的影响

将Matrigel基质胶以每孔 50 μL预涂于 96孔板

中，置于 37 ℃ 培养箱中 30 min使其凝固。随后，收

集经 1.2节方法处理后的各组 ISK细胞，制备成 2 × 

104 个/mL 的细胞悬液，接种于 96 孔板（100 μL/孔）

中。培养 6 h后，在光学显微镜下观察并拍照，使用

ImageJ软件分析血管形成拟态分支数，以评估各组

细胞的血管形成拟态能力。

1.8  WB法检测甜橙黄酮对ISK细胞中Fas/FasL通路相

关蛋白表达的影响

将 ISK细胞在RIPA缓冲液中裂解，于12 000 × g

条件下离心 10 min，收集上清液并采用BCA法试剂

盒检测其中的蛋白含量。取等量蛋白样品经 8% 

SDS-PAGE分离后，电转移至PVDF膜上。用5%（w/v）

脱脂牛奶封闭膜上的非特异性结合位点，随后分别

加入Fas（1∶1 000）、FasL（1∶1 000）、cleaved caspase-8

（1∶1 000）、β-actin（1∶2 000）一抗，在 4 ℃下反应过

夜。洗膜后，加入相应 IgG（1∶5 000）二抗处理2 h，通

过超敏ECL化学发光试剂盒和化学发光成像系统检

测蛋白条带信号。最后，通过 ImageJ软件测量条带

灰度值，并计算目的蛋白的相对表达量。

1.9  统计学处理

数据采用SPSS 25.0软件进行统计学分析，符合

正态分布的数据以 x̄ ± s表示，两组间差异用 t检验比

较，多组间差异采用单因素方差分析，进一步两两比

较用SNK-q检验分析。以P < 0.05或P < 0.01表示差

异有统计学意义。

2  结  果

2.1  甜橙黄酮显著抑制四种子宫内膜癌细胞增殖

与对照组相比，ISK、RL95-2、AN3-CA和KLE细

胞的D450值均显著降低（均P < 0.01，表 1），提示甜橙

黄酮对 ISK、RL95-2、AN3-CA和KLE细胞增殖具有

抑制作用，且对 ISK细胞影响最为显著。因此，选择

ISK细胞作为后续实验细胞。

表1  甜橙黄酮对 ISK、RL95-2、AN3-CA和KLE细胞增殖能力（D450）的影响（（x̄ ± s，，n = 6））

组  别

对照组

甜橙黄酮组

t

P

ISK

1.46 ± 0.16

0.87 ± 0.10

7.660

< 0.001

RL95-2

1.49 ± 0.16

1.14 ± 0.13

4.159

0.002

AN3-CA

1.52 ± 0.17

1.07 ± 0.12

5.297

< 0.001

KLE

1.42 ± 0.15

1.12 ± 0.13

3.702

0.004

2.2  甜橙黄酮抑制ISK细胞增殖，敲低Fas表达可部分

逆转此作用

CCK-8实验结果（图1）显示，与对照组相比，各浓

度甜橙黄酮处理组 ISK 细胞的 D450 值显著下降（L-甜

橙黄酮组，P < 0.05；M-甜橙黄酮组、H-甜橙黄酮组，

P < 0.01）；与 H-甜橙黄酮 + si-NC 组相比，H-甜橙黄

酮 + si-Fas 组 ISK 细胞 D450 值显著升高（P < 0.01）。

2.3  甜橙黄酮抑制 ISK细胞侵袭，敲低Fas表达可部分

逆转此作用

Transwell实验结果（图2）显示，与对照组相比，各浓

度甜橙黄酮组ISK细胞的侵袭能力显著下降（P < 0.01），

并呈现浓度依赖性；与H-甜橙黄酮 + si-NC组相比，H-甜

橙黄酮 + si-Fas组ISK侵袭细胞数显著增加（P < 0.01）。

2.4  甜橙黄酮诱导ISK细胞凋亡，敲低Fas表达可部分

逆转此作用

流式细胞术结果（图 3）显示，与对照组相比，各

浓度甜橙黄酮处理组的 ISK细胞凋亡率均升高，并呈

现浓度依赖性（P < 0.01）；与H-甜橙黄酮 + si-NC组

相比，H-甜橙黄酮 + si-Fas组的 ISK细胞凋亡率显著

降低（P < 0.01）。
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2.5  甜橙黄酮抑制ISK细胞克隆形成，敲低Fas可部分

逆转此作用

克隆形成实验结果（图 4）显示，与对照组相比，

各浓度甜橙黄酮处理组的 ISK细胞克隆形成数量呈

浓度依赖性减少（P < 0.01）；与H-甜橙黄酮 + si-NC

组相比，H-甜橙黄酮 + si-Fas组 ISK细胞克隆形成数

量显著增加（P < 0.01）。

2.6  甜橙黄酮抑制ISK细胞血管形成拟态，敲低Fas表

达可部分逆转此作用

血管形成拟态实验结果（图5）显示，与对照组相

比，随着甜橙黄酮浓度（L、M、H）升高，ISK细胞形成

的血管样结构分支数逐渐减少（P < 0.01）；与H-甜橙

黄酮 + si-NC组相比，H-甜橙黄酮 + si-Fas组 ISK细

胞血管形成拟态分支数增加（P < 0.01）。

2.7  甜橙黄酮上调 ISK 细胞中 Fas、FasL、cleaved 

caspase-8蛋白表达，敲低Fas表达可部分逆转此作用

WB实验结果（图6）显示，与对照组相比，各浓度

甜橙黄酮处理组的 ISK 细胞中 Fas、FasL、cleaved 

caspase-8蛋白表达水平均显著升高，且呈浓度依赖

性（P < 0.01）；与H-甜橙黄酮 + si-NC组相比，H-甜橙

黄 酮 + si-Fas 组 ISK 细 胞 中 Fas、FasL、cleaved 

caspase-8蛋白表达水平均显著降低（P < 0.01）。

*P < 0.05，**P < 0.01。

图1  各组 ISK细胞D450值比较

**P < 0.01。

图2  Transwell检测细胞侵袭及侵袭细胞数比较

**P < 0.01。

图3  流式检测各组 ISK细胞凋亡情况
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**P < 0.01。

图4  ISK细胞克隆形成测定及克隆形成数比较

**P < 0.01。

图5  ISK细胞血管形成拟态测定及血管形成拟态分支数比较

**P < 0.01。

图6  WB法检测 ISK细胞中Fas、FasL和cleaved caspase-8蛋白表达情况

3  讨  论

多数子宫内膜癌患者可在早期确诊，通过手术或

手术联合放化疗等辅助治疗手段即可获得良好疗效[10]；

近年来，免疫疗法也为伴有错配修复缺陷的晚期或复

发性患者提供了新的治疗选择[11]。然而，由于该肿瘤具

有高度异质性，不同病理类型患者对治疗的反应差异

显著，部分患者仍面临复发或转移困境[12]。因此，亟须

探索更具针对性的个性化治疗方案，以改善这部分患

者的临床结局。甜橙黄酮是一种植物来源的多甲氧基

化类黄酮，主要存在于肾茶和甜橙、柑橘等水果中，具

有抗炎、抗氧化、抗菌等多种药理活性，且在多种肿瘤

中表现出显著的抗癌作用[13]。例如，甜橙黄酮可通过靶

向VEGF/VEGFR2/AKT信号通路抑制肝癌血管形成[14]，

通过调控miRNA-374c-5p/VEGF-A/VEGFR2/AKT轴抑

制肺腺癌血管形成[15]，还可通过AKT/β-catenin通路抑
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制非小细胞肺癌的生长、侵袭、上皮-间质转化和免疫逃

逸[16]。然而，甜橙黄酮在子宫内膜癌中的作用及机制尚

不明确。本研究结果显示，甜橙黄酮可抑制子宫内膜

癌细胞 ISK、RL95-2、AN3-CA和KLE的增殖，并在 ISK

细胞中呈浓度依赖性地抑制增殖、克隆形成、侵袭及血

管形成拟态能力，同时诱导细胞凋亡，提示甜橙黄酮具

有治疗子宫内膜癌的潜在价值。

细胞凋亡是程序性细胞死亡的主要形式之一，外

源性凋亡通路由Fas/FasL相互作用启动，通过招募衔接

分子FADD激活caspase-8，进而触发级联反应[17]。本研

究中，WB法检测结果显示，甜橙黄酮处理后 ISK细胞

中Fas、FasL及cleaved caspase-8蛋白表达均呈浓度依

赖性升高，提示Fas/FasL通路被激活。同时，进一步采

用 si-Fas干扰质粒敲低Fas表达后，甜橙黄酮诱导的凋

亡效应被显著逆转，同时其对增殖、侵袭及血管形成拟

态的抑制作用亦被削弱，提示Fas/FasL通路可能参与甜

橙黄酮抗子宫内膜癌的作用机制。有研究[18]表明，Fas

信号激活可上调NF-κB信号通路，而FasL启动子区域

存在NF-κB特异性结合位点，激活后的NF-κB会进入

细胞核并结合到FasL的启动子区域，作为转录激活因

子启动并增强FasL的基因转录[19]。本研究观察到Fas

与FasL表达变化趋势一致，与上述机制相符。此外，在

肿瘤微环境中，Fas表达下调有助于肿瘤细胞逃避免疫

细胞（如T细胞）介导的凋亡，从而促进肿瘤生长；而FasL

表达下调则会抑制T细胞凋亡，增强免疫清除能力[20]。

本研究发现甜橙黄酮可上调Fas表达，但其对肿瘤免疫

微环境的影响尚不明确，需在体内模型中进一步探究。

综上所述，甜橙黄酮可呈浓度依赖性地抑制 ISK

细胞的增殖、侵袭及血管形成拟态，并诱导细胞凋

亡，其机制可能与激活Fas/FasL通路有关。本研究为

子宫内膜癌的治疗提供了一定参考，但未进行动物

体内实验验证，且子宫内膜癌的发生发展涉及多条

信号通路，甜橙黄酮是否通过其他通路（如 VEGF/

VEGFR、AKT等）发挥作用，仍需进一步研究。
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