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·基础研究·
AKT 途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中乙二醛酶Ⅰ

表达的作用 *
祝 颖 冯怡雯 周冬梅 魏桠楠 吴 凌 扬 婷 席晓薇△ 张箴波△ 丰有吉

（上海交通大学附属上海第一人民医院妇产科 上海 200080）

摘要 目的：探讨雌激素是否通过 AKT 途径调控子宫内膜癌 KLE 细胞中乙二醛酶Ⅰ（Glyoxalase Ⅰ，GloⅠ）的表达。方法：采用

RT-PCR 和 Western blotting 检测雌激素(17-β雌二醇)处理或 AKT 途径抑制剂(LY294002)处理子宫内膜癌 KLE 细胞后 GloⅠ的

mRNA 或蛋白的表达情况。实验分 4 组：Con 组 （对照组）；LY294002 组 （LY294002 处理组）；E2 组 （17-β雌二醇处理组）；

E2+LY294002 组（LY294002 预处理 1 小时后再 17-β雌二醇处理组）。结果：1、经不同浓度的 17-β雌二醇（Con、10-11、10-10、10-9
M）作用于 KLE 细胞 24 小时后，GloⅠ mRNA 的相对表达量分别为 1，1.58±0.04，1.82±0.03，1.81±0.04，以 10-10 M 的浓度时最

为显著（P<0.05）。以 10-10 M 的 17-β雌二醇作用于 KLE 细胞 48 小时后, GloⅠ 蛋白的相对表达量为 1.79±0.02,高于 Con 组。2、
以 LY294002 抑制 AKT 途径后，KLE 细胞中 GloⅠ mRNA 的相对表达量为 0.69±0.03，蛋白的相对表达量为 0.16±0.02，均低于

Con 组。3、E2＋LY294002 组 GloⅠ mRNA 和蛋白的相对表达量分别为 1.02±0.04、1.01±0.03，均低于 E2 组中 GloⅠmRNA 和蛋

白的相对表达量，E2 组分别为 1.34±0.03、1.79±0.02。LY294002 组 GloⅠ mRNA 和蛋白的相对表达量分别为 0.69±0.03，0.16±
0.02，均低于 Con 组 GloⅠmRNA 和蛋白的相对表达量。结论：雌激素可上调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠmRNA 和蛋白的表

达。抑制 AKT 途径可下调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠmRNA 和蛋白的表达。AKT 途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中

GloⅠ的表达无明显作用。
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expression in mRNA and protein levels respectively. KLE cells were divided into 4 groups: Con group (the control group); LY294002
group(which were treated by LY294002);E2 group(which were treated by E2);E2＋LY294002 group(which were treated by LY294002
for 1h,then with E2). Results: 1.The expression of GloⅠ mRNA levels in KLE cells, which were treated by E2（Con、10-11、10-10、10-9 M）

for 24h, were increased. The results were:1，1.58±0.04，1.82±0.03，1.81±0.04（P<0.05）. The protein levels were also increased, the
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乙二醛酶Ⅰ（glyoxalase Ⅰ,GloⅠ）是调节细胞糖代谢的关

键酶，主要在降解乙二醛与甲基乙二醛的毒性中发挥作用[1]。目

前各项研究证实 GloⅠ在多种人类肿瘤细胞中，如乳腺癌，膀

胱癌，肺癌，子宫内膜癌和卵巢癌等，表达均较正常组织增
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高 [2-5]。研究结果提示 GloⅠ的高表达与肿瘤细胞的增殖，侵袭

及耐药性有相关性[6-7]。子宫内膜癌是妇科常见的三大生殖道恶

性肿瘤之一。其中，长期的雌激素刺激是子宫内膜癌发生的高

危因素。因此，本研究旨在探讨雌激素对子宫内膜癌中 GloⅠ

表达的影响。

1 材料与方法

1.1 细胞系

人子宫内膜癌细胞系 KLE（ER-）由上海市第一人民医院

妇产科实验室保存并提供。
1.2 主要试剂及材料

DMEM-F12 培养基、胎牛血清均购自 HYCLONE 公司；

17-β 雌二醇、GloI、AKT、P-AKT、GAPDH 抗体均购自 sigma
公司；LY294002 购自默克公司；ECL 购自 PerkinElmer 公司；

Trizol 试剂购自 Invitrogen 公司；逆转录试剂盒购自 Takara 公

司；GloⅠ、GAPDH 引物序列由上海生物工程有限公司合成。
1.3 细胞培养及处理

在 37℃, 5% CO2 条件下,用含 10 %胎牛血清、100 U /L 青

霉素和 100 U /L 链霉素双抗的 DMEM-F12 培养液培养 KLE
细胞。当细胞处于对数生长期时，用无血清培养基饥饿处理 24
小时后，经不同浓度(con、10-11、10-10、10-9M)的雌激素刺激 24 小

时，收集细胞提取 RNA，用于 PCR 鉴定 GloⅠ mRNA 的表达

情况。应用 AKT 途径的特异性抑制剂 LY294002 预处理细胞

一小时，加入 10-10 M 的雌激素处理细胞 24 小时后，收集细胞

提取 RNA 用于 PCR，同样处理细胞 48 小时后，收集细胞提取

蛋白用于 Western-blot，鉴定雌激素是否通过介导 AKT 途径调

控 GloⅠ的表达。实验分 4 组：Con 组（对照组）；LY294002 组

（LY294002 处理组）；E2 组 （雌激素处理组）；E2+LY294002 组

（LY294002 预处理 1 小时后再雌激素处理组）。
1.4 RT-PCR 反应

按 Trizol 说明书提取细胞总 RNA，按 TAKARA 试剂盒说

明将其逆转录为 cDNA，然后进行 PCR 反应，体系为 20 ul。反

应条件为：94℃预变性 5 min, 94℃变性 30 s, 58℃退火 30 s,
72℃延伸 45 s,共 35 个循环,最后 72℃去杂 5 min。GloⅠ引物:
上游 5'-CGA GGA TTC GGT CAT ATT GG-3', 下 游 5'-CCA
GGC CTT TCA TTT TAC CA-3'，扩增片段为 151 bp;GAP DH
作为内参，引物: 上游 5'-AAC GGA TTT GGT CGT ATT G-3',
下游 5'- GGA AGA TGG TGA TGG GAT T - 3'。反应结束后，

行琼脂糖凝胶电泳，溴乙锭染色，用凝胶成像系统观察扩增片

断的表达情况。
1.5 Western blot 分析

收集药物处理的细胞，冰上裂解细胞 30 min,离心收集上

清,BCA 蛋白定量法检测蛋白浓度,然后加入上清液体积 1/4 的

1×loading buffer 混匀,煮沸 5 min,保存于 -80℃中。以 60 ug
蛋白每孔上样于 10 %的 SDS-PAGE，电泳结束后，将蛋白用

300 mA，90 min 转印置 PVDF 膜上，应用均按 1:1000 稀释好的

GloⅠ、AKT、P-AKT 和 GAPDH 抗体置冰上孵育 12 小时，用

1×TBST 洗涤 4 次,每次 10 min 后，选择对应的按 1:5000 稀释

的二抗摇床孵育 1 小时，再次 TBST 洗涤 4 次，每次 10 min，应

用 ECL 化学发光法检测目的蛋白表达情况。
1.6 统计学处理

所有实验均重复 3 次，采用 SPSS 17.0 软件对数据进行统

计分析，采用单因素方差分析，P<0.05 认为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 雌激素上调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ 的表达

不同浓度雌激素作用于 KLE 细胞 24 小时后，经 PCR 反

应检测发现随着雌激素浓度的增高，GloⅠ mRNA 的相对表达

量逐渐增加，以 Con 组所得数值为标准值 1，mRNA 的相对表

达量分别为 1，1.58±0.04，1.82±0.03，1.81±0.04，其中以雌激

素浓度为 10-10 M 时最显著（P 均 <0.05），结果见图 1。以 10-10 M
浓度的雌激素作用于 KLE 细胞 48 小时后，GloI 蛋白的相对表

达量为 1.79±0.02（P<0.05），较 Con 组升高，结果见图 3。提示

雌激素具有上调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloI 表达的作用。

图 1 雌激素上调 KLE 细胞 GloⅠmRNA 的表达

Fig.1 E2 enhances GloⅠ mRNA expression of KLE cells

2.2 抑制 AKT 途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中 Glo
Ⅰ表达的作用

经 PCR 反应检测，以 Con 组所得数值为标准值 1，发现

GloⅠ mRNA 的相对表达量分别为 1 （Con 组），0.69±0.03
（LY294002 组），1.34±0.03（E2 组），1.02±0.04（E2+LY294002
组）（P 均 <0.05），结果见图 2。用 Western blotting 方法检测，发

现 GloⅠ 蛋白的相对表达量分别为 1 （Con 组），0.16±0.02
（LY294002 组），1.79±0.02（E2 组），1.01±0.03（E2+LY294002
组）（P 均 <0.05），结果见图 3。由上可发现，LY294002 组低于

Con 组，表明抑制 AKT 途径可下调子宫内膜癌 KLE 细胞中

GloⅠ 表达。而 E2+LY294002 组同样低于 E2 组，但数值下降

同 LY294002 组相比于 Con 组的数值下降，比值为 1。因此，
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AKT 途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ的表达 无明显作用。

图 2 LY294002 抑制子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ mRNA 的表达

Fig.2 LY294002 decrease GloⅠ mRNA expression of KLE cells

图 3 LY294002 抑制子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ蛋白的表达

Fig.3 LY294002 decrease GloⅠ protein expression of KLE cells

3 讨论

子宫内膜癌的流行病学调查显示，80 %～90 %的子宫内膜

癌为Ⅰ型，即雌激素依赖型，主要与雌激素的过多刺激有关。而

Ⅱ型子宫内膜癌与雌激素的关系不大，因而又称非雌激素依赖

型[8]。长期过度的雌激素刺激是子宫内膜癌发生发展的高危因

素目前已基本得到肯定。但其具体的作用机制仍不明确。而子

宫内膜癌的发生又是一个多种因素联合作用的复杂过程。肥

胖、高血压、糖尿病被称为子宫内膜癌的三联征，这一系列代谢

紊乱性疾病亦是子宫内膜癌的高危因素[9-12]。因此，了解雌激素

与子宫内膜癌代谢途径中的关键基因之间是否存在联系，将为

研究治疗子宫内膜癌的方法提供新的指导方向。
GloⅠ是细胞代谢过程中重要的蛋白酶，包括 GloⅠ和 Glo

Ⅱ，作为甲基乙二醛的主要代谢酶而引起大家的重视。目前已

证实 GloⅠ在多种肿瘤细胞中均高表达，提示 GloⅠ的高表达

与肿瘤的发生发展相关[2-5]。不仅如此，亦有研究结果提示 Glo
Ⅰ的过度表达还导致肿瘤细胞的高侵袭性和耐药的特性[6-7]。在

同样激素依赖性的乳腺癌中，有研究指出 17β- 雌二醇可以上

调 MCF7 乳腺癌细胞株中 GloⅠ的表达和酶活性，同时上调细

胞的增殖活性[13]。但 GloⅠ在子宫内膜癌中的表达是否同样受

到雌激素的调节，还未见到相关报道。
在本研究中，我们发现不同浓度的雌激素均能上调子宫内

膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ mRNA 的表达水平，以 10-10 M 时最

显著。同浓度的雌激素亦能上调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ

蛋白的表达。但雌激素是如何调控 GloⅠ的表达仍不清楚。
PI3K/AKT 信号通路与细胞增殖、凋亡等密切相关，雌激素能够

活化该信号通路[14]。因此，在本研究中，我们用信号通路抑制剂

LY294004 阻断 AKT 途径后，发现 GloⅠmRNA 的表达明显下

调。在蛋白水平的改变上，也出现了类似的结果。说明抑制

AKT 途径可下设子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ表达。而抑制

AKT 途径后，再用雌激素刺激，相对于单独用雌激素刺激的

KLE 细胞中 GloⅠ表达的下降幅度同抑制 AKT 途径和未用药

物处理的 KLE 细胞中 GloⅠ表达的下降数值相近，说明 AKT
途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ的表达无明

显作用。
综上所述，雌激素可上调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ的

表达，抑制 AKT 途径可下调子宫内膜癌 KLE 细胞中 GloⅠ的

表达，但 AKT 途径在雌激素调控子宫内膜癌 KLE 细胞中 Glo
Ⅰ的表达无明显作用。对于 GloⅠ的研究，可以为子宫内膜癌

的发病机制，以及相关治疗提供新的思考方向。而雌激素对子

宫内膜癌细胞中 GloⅠ的具体调控机制则需要进一步的研究。
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可能为第一天 MA 通过氧化应激、化学损伤破坏的 COX-2 的

基础水平大于其产生 COX-2，导致 MA1 天组 COX-2 水平降

低；随着注射 MA 作用时间的延长，其产生的 COX-2 水平增

高，因此 COX-2 水平也增高。而 COX-2 有两种活性[9]：过氧化

物酶和环氧合酶，合成 PGE2 主要依靠环氧合酶活性，根据

MA2 天组、MA3 天组 PGE2、EP2 受体表达水平没有随 COX-2
水平增高而增高推测 MA 主要是激活了 COX-2 的过氧化物酶

活性而导致上述结果。
在 MPTP 的 PD 模型中,COX-2 水平和小胶质细胞数目呈

明显的正相关关系, 和多巴胺能神经元数目呈负相关, 抑制

COX-2 或 COX-2 基因缺陷能明显减少小胶质细胞激活, 保护

多巴胺能神经元免受神经毒素的损伤[8],且有学者提出 PD 中小

胶质细胞活化机制是通过 COX-2→PGE2→EP2 受体→小胶质

细胞激活这个途径进行的[4]。本研究发现小胶质细胞表达水平

三个实验组均高于正常组，且 3 天组高于 2 天组，2 天组高于 1
天组，可以推出 MA 可以引起小胶质细胞活化，但与上述 PD
的活化途径不同。小胶质细胞可能与 COX-2 的过氧化物酶活

性有关，但肯定还有其他因素参与其中并起主要作用，有待进

一步研究。
基于 COX-2、PGE2 和 EP2 受体在神经系统中的构成性表

达这一前提，结合 COX-2、PGE2、EP2 受体及小胶质细胞在 MA
中毒大鼠中的表达异常与产生的相应的神经生物学功能的改

变 ， 可 以 提 出 COX-2 与 甲 基 苯 丙 胺 的 神 经 毒 性 有 关 ，而

COX-2/PGE2 系统与甲基苯丙胺中毒大鼠纹状体内小胶质细胞

活化无明显相关性，MA 中毒大鼠导致小胶质细胞活化的机制

有待进一步研究。
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