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摘要 目的：探索褪黑素联合MPA（醋酸甲羟孕酮）对子宫内膜异常增生细胞增殖活性的抑制作用及其机制。方法：取分化良好的

子宫内膜增生细胞株 Ishikawa和内膜癌细胞株 ECC1于适宜条件培养，加入褪黑素、MPA单独或者联合处理 48 h后，检测子宫

内膜细胞株的增殖活性。收集褪黑素、MPA单独或者联合处理 48 h后的子宫内膜增生细胞株 Ishikawa细胞，提取细胞内的蛋白，

检测人 20琢-羟基类固醇脱氢酶（AKR1C1）的表达情况。结果：褪黑素和MPA联合使用后对子宫内膜异常增生细胞的抑制作用明

显高于褪黑素或MPA单独使用。褪黑素和MPA可抑制 AKR1C1的表达，二者联合使用对 AKR1C1的抑制高于两者单独使用。

结论：褪黑素可提高子宫内膜异常增生细胞对MPA的敏感性，降低MPA的使用剂量，同时抑制 AKR1C1的表达，使孕酮的代谢

速率降低。褪黑素与MPA联合使用给子宫内膜增生和内膜癌的治疗策略带来新的思路。
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Inhibitory Effect and Mechanism of Melatonin Combined with MPA
on Endometrial Hyperplasia*

To explore the inhibitory effect of melatonin combined with MPA on the proliferation of endometrial hyper-

plasia cells and its mechanism. The well differentiated endometrial hyperplasia cell line Ishikawa and endometrial cancer cell

line ECC1 were cultured under appropriate conditions. After treatment with melatonin and MPA alone or in combination for 48 hours,

the proliferative activity of endometrial cell lines was detected. The Ishikawa cells treated with melatonin and MPA alone or in combina-

tion for 48 h were collected, the protein was extracted, and the expression of AKR1C1 was detected. Ishikawa cell line overexpressing

AKR1C1 was used to detect the cell proliferation activity after melatonin and MPA were treated alone or in combination for 48 hours.

The inhibitory effect of melatonin combined with MPA on endometrial cancer cells and endometrial dysplastic cells was signifi-

cantly higher than that of melatonin or MPA alone. Melatonin and MPA can inhibit the expression of AKR1C1, and the inhibition of

AKR1C1 in combination is higher than that in combination. Melatonin can improve the sensitivity of endometrial cancer to

MPA, reduce the dosage of MPA, inhibit the expression of AKR1C1 and reduce the metabolic rate of progesterone. The combination of

melatonin and MPA brings new ideas to the treatment strategy of endometrial hyperplasia.
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前言

子宫内膜癌（endometrial cancer）和癌前病变的异常增生是

发达国家最常见的生殖道疾病，起源于子宫内膜腺体，位列女

性恶性肿瘤死亡率前四位[1-3]。近年来子宫内膜增生和癌的发病

率和死亡率都在逐年上升[4]，严重威胁女性的生殖功能和身体

健康。子宫内膜癌可分为 I型和 II型，不同类型的子宫内膜癌

在流行病学、组织病理学、预后和治疗有所不同[2]。体内雌激素
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过量，包括分泌雌激素的肿瘤，使用非对抗性雌激素替代激素

（不含孕酮的雌激素治疗）等使女性易患子宫内膜癌和内膜异

常增生[5,6]。患有子宫内膜癌和异常增生的育龄期患者通常希望

保留生育功能，这些女性中许多是由于雌激素过量和孕激素缺

乏，对于这类患者来说保留子宫的保守治疗方法主要是口服孕

激素或使用含有孕激素的宫内节育器 [4,7]。褪黑素（melatonin，

MLT）是一种神经激素，在多种组织类型中均可表达，如大脑、

视网膜、胃肠道、生殖道等，其合成和分泌主要由光控制。近年

来越来越多的证据表明，褪黑素与多种肿瘤的发生和发展有

关，在肿瘤的不同阶段表现出抑制肿瘤的能力[8-14]，褪黑素与化

疗药物联合应用可增强癌细胞对化疗药物的敏感性[15,16]。本研

究旨在讨论褪黑素联合MPA在抑制子宫内膜异常增生中的可

能分子机制，为子宫内膜异常增生的治疗提供新的可能。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 人子宫内膜细胞株 选取保存在上海市第一人民医院

妇产科实验室的分化良好的子宫内膜增生细胞株 Ishikawa、子

宫内膜癌细胞株 ECC1。

1.1.2 主要试剂 DMED培养基、1640培养基、胎牛血清、0.25%-

EDTA胰酶 (美国 Gibco公司)、100 U/mL青霉素和 100 滋g/mL
链霉素溶液、嘌呤霉素(浙江吉诺生物医药科技有限公司)，磷酸

盐缓冲液（PBS）溶液（天津灏洋生物公司），CCK-8 试剂(日本

同仁)，CellCounting-Lite2.0检测试剂（南京诺唯赞），醋酸甲羟

孕酮 (MPA) 和褪黑素 (melatonin) 购自 Sigma-Aldrich公司。

AKR1C1 抗体、ER 抗体、GAPDH 抗体、琢-Tubulin 抗体、
HRP-Linked抗兔 IgG二抗、HRP-Linked 抗鼠 IgG二抗 (美国

Abcam公司)，WB一抗稀释液、WB 二抗稀释液、ECL化学发

光试剂（上海雅酶生物医药公司）。

1.1.3 仪器及设备 恒温二氧化碳培养箱 (美国 Thermo 公

司)，垂直电泳仪、电转移电泳槽（美国 Bio-Rad公司）、计算机

凝胶图像分析系统（上海 Tanon公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 Ishikawa和 ECC1分别使用含 10 %胎牛血

清、100 U/mL青霉素和 100 滋g/mL链霉素的 DMEM 和 1640

培养基。Ishikawa过表达 AKR1C1的细胞株使用含 10 %胎牛

血清、2 滋g/mL嘌呤霉素的 DMEM培养基。

1.2.2 细胞增殖检测 CCK-8检测：贴壁细 PBS清洗、胰酶消

化后加培养基重悬, 按照 5× 103/mL的细胞密度将细胞悬液按

100 滋L/孔铺至 96孔板中，每组设置 5个复孔，置于细胞培养

箱中继续培养。24 h后待细胞贴壁且密度达到 60 %-70 %时，

换液，加入配制好的含不同浓度药物的培养基，对照组(0 滋M)

加入等体积 DMSO。到加药处理时间后,弃去原培养基，按每孔

100 滋L (10 滋L CCK-8试剂溶液 +90 滋L培养基)预先将培养基

与 CCK-8溶液混匀，并用排枪加入，将 96孔板置于培养箱中

继续孵育 1-4 h（具体孵育时长由细胞量决定）。用酶标仪检测

波长 450 nm处的吸光度值（OD值），统计结果并进行差异显

著分析。CellCounting-Lite2.0检测：按说明书操作。于培养箱中

取出待测细胞培养板，室温放置 30 min，以使培养板温度平衡

至室温。加入与待测细胞培养物等体积并平衡至室温的 Cell-

Counting-Lite 2.0。例如，使用 96孔培养板时，吸取 100 滋L

CellCounting-Lite 2.0加入 100 滋L待测细胞培养物中。振荡混
匀 2-5 min使细胞充分裂解；室温放置 10 min以稳定发光信

号，即可进行检测。

1.2.3 蛋白免疫印迹检测 Ishikawa经过褪黑素和或MPA处

理 48 h后，收集细胞弃掉培养基，PBS清洗，重复 2-3次弃去

PBS并吸干。贴壁细胞 6孔板每孔加入 100 滋L裂解液并用细
胞刮刀刮取细胞后的将其转移至 EP管中,冰上裂解 10 min。超

声破碎仪充分破碎细胞 7-10 s，冰上。将裂解样品置于预冷的

4℃离心机中，离心 12000 rpm 10 min，将上清液转入新的 EP

管中，做好标记并记录体积。取 6 滋L的上清蛋白裂解样用于蛋
白浓度测定，在剩余的蛋白样品中入 1/4样体积的 5× loading-

buffer缓冲液,充分吹打混匀后，100℃变性 10 min.取 30 滋g蛋
白进行电泳和转膜，TBST清洗后，加入 5 %脱脂牛奶于室温封

闭 1 h，加入一抗 AKR1C1、（稀释倍数按说明书）及内参

GAPDH、琢-Tubulin（稀释倍数按说明书），4 ℃摇床孵育过夜
后，加入兔二抗和鼠二抗（稀释倍数按说明书）在 37℃条件下

孵育 2 h，TBST清洗后，计算机凝胶图像分析系统观察条带并

拍照，Image-J软件分析检测目的蛋白表达情况。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 21.0统计软件。组间比较采用 t检验和方差分

析。P＜0.05为差异有统计学意义。

2结果

2.1 褪黑素抑制细胞增殖情况检测

不同浓度的褪黑素分别处理 Ishikawa和 ECC1，与对照组

相比两组细胞株在褪黑素浓度为 1 mM时已出现明显的抑制

效应（P<0.01），随着褪黑素浓度的增加，Ishikawa和 ECC1细胞

的增殖活性逐渐下降，褪黑素对子宫内膜癌的抑制效应呈剂量

依赖式。见图 1。

2.2 MPA抑制细胞增殖情况检测

不同浓度的MPA分别处理 Ishikawa和 ECC1，与对照组

相比两组细胞株在 MPA浓度为 10 滋M时已出现明显的抑制
效应（P<0.01），褪黑素对 Ishikawa和 ECC1细胞株的抑制效应

呈剂量依赖式。与 Ishikawa细胞株相比，ECC1细胞株在MPA

浓度为 1 滋M时已表现出抑制效应（P<0.05），说明 ECC1细胞

株对MPA更敏感。见图 2。

2.3 褪黑素和MPA联合应用抑制细胞增殖情况检测

褪黑素和 MPA 单独使用时均能明显抑制 Ishikawa 和

ECC1细胞株的增殖活性，联合应用时MLT 1 mM和MPA 20

滋M时其抑制细胞增殖活性的能力高于单独使用 MLT 1 mM

或 MPA 20 滋M（P<0.05），表现出两种药物在抑制子宫内膜异
常增生和子宫内膜癌细胞株增殖的协同作用。见图 3。

2.4 褪黑素和MPA联合应用抑制 AKR1C1表达情况检测

褪黑素单独使用时在 1 mM 就表现出明显的抑制人 20

琢-羟基类固醇脱氢酶（AKR1C1）表达的能力，MPA单独使用时

在 20 滋M时也表现出明显的抑制 AKR1C1表达的能力，但其

联合应用的抑制 AKR1C1表达能力高于单独使用的抑制效果

（P<0.01）。见图 4。

2.5 AKR1C1相关分子脉络图

AKR1C1分子与 SRD5A1 等分子密切相关，而 SRD5A1

和 SRD5A2与孕酮的代谢密切相关[17,18]。见图 5。
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3 讨论

子宫内膜癌和子宫内膜异常增生的发病率和死亡率在逐

年提升，其发病率也趋于年轻化，这给很多有生育意愿的病人

带来极大的困扰。目前子宫内膜异常增生的保守治疗主要是使

用大剂量的孕激素[19]，而大剂量长疗程的孕激素使用往往导致

孕激素耐药，给后续的治疗带来极大的挑战。

褪黑素在维持人体健康方面发挥着重要作用，体内褪黑素

的改变可引起多种生理和病理的变化，甚至与癌症的发生发展

紧密相关。褪黑素可通过多种途径对肿瘤起到抑制作用，如抗

氧化作用、细胞周期调节、细胞凋亡诱导、抗转移、抗血管生成

等[8]。在卵巢癌细胞中，褪黑素的使用使卵巢癌细胞对顺铂更敏

图 1 A:褪黑素处理 Ishikawa细胞 48 h后 CCK-8检测其增殖情况；B:褪黑素处理 ECC1细胞 48 h后 CCK-8检测其增殖情况

Fig.1 A: The cell viability was evaluated by CCK-8 assay in Ishikawa cells after treatment with indicated doses of MLT for 48 h; B: The cell viability was

evaluated by CCK-8 assay in ECC1 cells after treatment with indicated doses of MLT for 48 h.

图 2 A: MPA处理 Ishikawa细胞 48 h后 CCK-8检测其增殖情况；B: MPA处理 ECC1细胞 48 h后 CCK-8检测其增殖情况；C: MPA处理

Ishikawa细胞 48 h后 CellCounting-Lite2.0检测其增殖情况；D: MPA处理 ECC1细胞 48 h后 CellCounting-Lite2.0检测其增殖情况

Fig.2 A: The cell viability was evaluated by CCK-8 assay in Ishikawa cells after treatment with indicated doses of MPA for 48 h; B: The cell viability was

evaluated by CCK-8 assay in ECC1 cells after treatment with indicated doses of MPA for 48 h; C: The cell viability was evaluated by CellCounting-Lite2.

0 assay in Ishikawa cells after treatment with indicated doses of MPA for 48 h; D: The cell viability was evaluated by CellCounting-Lite2.0 assay in ECC1

cells after treatment with indicated doses of MPA for 48 h.
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图 3 A:褪黑素和MPA联合处理 Ishikawa细胞 48 h后 CCK-8检测其增殖情况；B:褪黑素和MPA联合处理 ECC1细胞 48 h后 CCK-8检测其增

殖情况

Fig.3 A: The cell viability was evaluated by CCK-8 assay in Ishikawa cells after treatment with indicated doses of MLT and MPA for 48 h; B: The cell

viability was evaluated by CCK-8 assay in ECC1 cells after treatment with indicated doses of MLT and MPA 48 h.

图 4 A:褪黑素和MPA联合处理 Ishikawa细胞 48 h后检测 AKR1C1的表达情况；B:以琢-Tubulin为内参做灰度分析统计；C：以 GAPDH为内参做

灰度分析统计

Fig.4 A: The expressions of AKR1C1 was detected by western blot after corresponding treatments in Ishikawa cells. B: 琢-Tubulin was used as a reference
to analyze the expression of AKR1C1; C: GAPDH was used as a reference to analyze the expression of AKR1C1

图 5 AKR1C1相关分子脉络图

Fig.5 AKR1C1 molecular network

感[16]，在卵巢癌的小鼠模型中，褪黑素作为化疗辅助剂和顺铂

联合使用不仅提高了顺铂的抗癌效果还保留了小鼠的卵巢功

能，保留了小鼠的生育能力[15]。二甲双胍和MPA联合使用后子

宫内膜癌的完全缓解率高于单独使用MPA[20]。本研究中我们

将褪黑素和MPA联合应用以期能对子宫内膜异常增生产生更

好的抑制作用，同时为其他癌症的治疗措施带来新的启发。

褪黑素和MPA单独使用可抑制子宫内膜异常增生细胞和

癌细胞（Ishikawa和 ECC1）的增殖，褪黑素和MPA联合使用对

其增殖活性的抑制作用的远高于单独使用，表明褪黑素可以增

强 MPA在子宫内膜异常增生细胞和癌细胞中的抗癌作用，提

高子宫内膜异常增生细胞和癌细胞对MPA的敏感性。大剂量

的MPA容易导致子宫内膜异常增生细胞和癌细胞对MPA产

生耐药性，从而使MPA的使用剂量更高或者保守治疗失败。本

研究中褪黑素提高了MPA对子宫内膜异常增生细胞和癌细胞

的抗增殖活性，当两者联合使用时效果高于MPA单独使用，低

剂量的MPA联合褪黑素使用时或可达到高剂量MPA单独使

用时的效果（MPA 20 滋M单独使用时对子宫内膜癌细胞的抑
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制率约为 37%，MLT 1 mM和MPA 20 滋M联合使用时抑制率
达 59%，MLT 2 mM 和 MPA 20 滋M 联合使用时抑制率高达
68%）。

AKR1C1是醛酮还原酶 ( aldo-keto reductase，AKRs)超家

族成员之一，可在不同的正常外周组织中表达，如肾脏、心脏、

卵巢和子宫内膜等。AKR1C1与肿瘤细胞的增殖、侵袭和转移

密切相关，在一些癌症中如卵巢癌、宫颈癌、皮肤癌、肺癌和结

肠癌中 AKR1C1高表达，而 AKR1C1的高表达与抗癌药物的

耐药性有关，降低化疗的敏感性，可作为预后不良的标志[17]。同

样，在子宫内膜癌中 AKR1C1的表达也明显增加，且 AKR1C1

的过表达与子宫内膜癌的进展相关[17,21]。AKR1C存在四种亚型

（AKR1C1-4），其中 AKR1C1能最有效的将有活性的孕酮还原

为无活性的 20琢-羟基类固醇[17,22-24]。子宫内膜异常增生和子宫

内膜癌的发生与长期暴露于雌激素而无孕酮保护有关，孕酮是

抑制其发生和进展的重要保护性因素，AKR1C1的过表达加速

孕酮代谢，孕酮代谢的增加使抑制子宫内膜异常增生和子宫内

膜癌进展的保护性因素减弱或消失，形成恶性循环。褪黑素和

MPA 单独使用时可抑制 AKR1C1 的表达，联合应用时对

AKR1C1的抑制作用明显强于单独使用（P<0.01）。
本研究指出褪黑素和MPA联合应用对子宫内膜异常增生

的增殖抑制有协同作用，提高异常增生的子宫内膜对MPA的

敏感性，降低 MPA的用药剂量，延缓或预防 MPA耐药的发

生。同时，褪黑素抑制 AKR1C1的表达，从而降低孕酮的代谢

速率，延长孕酮的的作用时间。综上所述，褪黑素联合MPA为

子宫内膜异常增生的治疗策略提供了新的思路，为想保留生育

功能的患者提供了新的可能，褪黑素是一个能有效抑制子宫内

膜异常增生的很有前景的药物。
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