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摘 要：【目的】探讨肉桂醛对子宫内膜癌RL95-2细胞凋亡的影响及其作用机制。【方法】选取肉桂醛作用

子宫内膜癌 RL95-2 细胞，噻唑蓝（MTT）比色法检测子宫内膜癌 RL95-2 细胞的增殖活性和肉桂醛的 IC50，

Hoechst 33258 染色荧光显微镜观察细胞凋亡形态学改变，流式细胞术检测RL95-2细胞的凋亡百分率，Western blot
检测肉桂醛对RL95-2细胞Cleaved caspase-3、Caspase-3、NF-κB、IL-6和 IGF-R蛋白表达的影响。【结果】肉桂醛可

降低子宫内膜癌RL95-2细胞的增殖率，与药物浓度和作用时间有关；与溶剂对照组比较，肉桂醛组（0.29、0.59和
1.20 mg/mL）作用 48 h后RL95-2细胞的凋亡百分率明显增高（P < 0.01），出现典型的凋亡小体，Cleaved caspase-3
蛋白的表达明显增加（P < 0.01），Caspase-3蛋白的表达无明显变化（P > 0.05），而NF-κBp65、IL-6和 IGF-R蛋白

的表达均明显降低（P < 0.05）。【结论】肉桂醛可降低RL95-2细胞NF-κB·p65、IL-6和 IGF-R蛋白的表达，促进

RL95-2细胞的凋亡，从而起到抗子宫内膜癌作用。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of cinnamaldehyde on the apoptosis of RL95-2 cell in endometrial
carcinoma.【Methods】Endometrial carcinoma RL95-2 cells were treated with cinnamaldehyde，and the proliferation
activity and IC50 of endometrial carcinoma RL95-2 cells were detected by MTT colorimetry assay. Apoptotic morphology
was observed after Hoechst 33258 staining. The percentage of apoptosis in RL95-2 cells was measured by flow cytometry.
Western blot analysis was used to test the effect of cinnamaldehyde on the expression of Cleaved caspase-3，caspase-3，
NF-κB·p65，IL-6 and IGF-R in RL95-2 cells.【Results】Cinnamaldehyde can reduce the viability rate of endometrial
cancer RL95-2 cells，which is related to the treatment duration and concentration. Compared with the solvent control
group， the apoptosis percentage of RL95- 2 cells in the cinnamaldehyde group （0.29，0.59，1.20 mg/mL） was
significantly increased after 48 hours（P < 0.01），typical apoptotic bodies were found，and the expression of Cleaved
caspase-3 protein was significantly increased（P < 0.01），there was no significant change in the expression of Caspase 3
protein（P > 0.05），while the expression of NF-κB·p65，IL-6 and IGF-R protein were significantly increased（P <
0.05）.【Conclusion】Cinnamaldehyde can reduce the expression of NF-κB·p65，IL-6 and IGF-R proteins in RL95-2
cells and promote the apoptosis of RL95-2 cells，thus playing an anti-endometrial cancer role.
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子宫内膜癌（endometrial carcinoma，EC）是女

性生殖系统最常见的恶性肿瘤之一，位居女性恶

性肿瘤第四位［1-2］。肉桂醛是樟科植物肉桂挥发

油的主要成分，肉桂醛做为一种天然活性成分，具

有抗氧化、降血糖、抗炎、抗病毒和解热镇痛等多

种药理作用，可抑制Wnt/β-catenin信号通路诱导

三种非小细胞肺癌细胞凋亡，并通过抑制核因子

（nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti⁃
vated B cells，NF-κB）和核转录因子激活蛋白-1
（alkalinephosphataseactivatorprotein-1，AP1）活性，

诱导黑素瘤细胞凋亡、抗肺癌和黑素瘤［3-7］。肉桂

醛对子宫内膜癌研究尚未见报道，本研究通过肉

桂醛作用子宫内膜癌 RL95-2细胞检测 NF-κB、

白介素-6（interleukin-6，IL-6）和胰岛素样生长因

子受体（insulin-like growth factor receptor，IGF-R）
蛋白表达，探讨肉桂醛对子宫内膜癌细胞凋亡的

影响及其作用机制。

1 材料与方法

1.1 实验材料

RL95-2细胞株由佳木斯大学病理生理学教

研室保存。DMEM培养基、胎牛血清、双抗（青霉

素-链霉素）均购自美国 Gibco公司，MTT购自美

国 Sigma公司；BCA试剂盒购自碧云天生物技术

有限公司；Caspase-3、β-actin、NF-κB·p65、IL-6
和 IGF-R抗体均购自美国 Santa公司；Cleaved cas⁃
pase-3 抗体购自美国 CST公司；Annexin V-FITC/
7AAD凋亡检测试剂盒购自美国BD公司。

1.2 细胞培养

RL95-2细胞用体积分数 10 % DMEM培养液

（含 10 %血清、1 %双抗）置于 37 ℃、体积分数 5 %
CO2常规培养。

1.3 药物配制

用体积分数 10 % DMEM 细胞培养液将 25
mg/mL的肉桂醛贮存液（1 ‰ DMSO）按 1∶8稀释

后依次 2倍倍比稀释，0.22 μm有机微孔滤器抽滤

除菌，4 ℃保存。

1.4 细胞活性测定

RL95-2细胞用 0.25 g/L胰酶消化，以浓度为

2.5×105 个/mL每孔 200 μL细胞悬液铺板，设置空

白对照、细胞对照和溶剂对照，37 ℃，体积分数为

5% CO2 培养 12 h，将不同浓度肉桂醛加入 96 孔

板，空白对照孔和细胞对照孔加入体积分数 10 %
DMEM 培养液，溶剂对照孔加入 10 % DMEM 培

养液（含有1‰ DMSO），分别培养24、48和72 h。培

养结束前 4 h，PBS冲洗 2次，每孔各加入 180 μL
体积分数 10% DMEM 培养液和 20 μL（5 mg/mL）
MTT溶液混匀，37℃培养 4 h，吸弃培养液，每孔加

入 150 μL DMSO，酶标仪（波长 490和 570 nm）检

测，细胞存活率＝A 实验组/A 对照组×100%，实验重复

3次。

1.5 流式细胞术检测RL95-2细胞凋亡百分率

不同浓度肉桂醛和 10 % DMEM培养液（含有

1‰ DMSO）作用RL95-2细胞 48 h后，细胞用体积

分数 0.25 %的胰酶消化，1 000 r/min（r = 14.5 cm）
5 min收集细胞，缓冲液重悬细胞，调至细胞浓度

为 1×106 个/mL，取 100 μL细胞悬液，分别加入 5
μL Annexin V-FITC和 7AAD，避光孵育 15 min，流
式细胞仪（BD公司）检测。

1.6 Hoechst33258染色检测RL95-2细胞凋亡

不同浓度肉桂醛和 10 % DMEM培养液（含有

1‰ DMSO）作用 RL95-2 细胞 48 h 后，吸尽培养

液，加入 0.5 mL固定液，固定 10 min，吸去固定液，

PBS 液轻轻漂洗 2 遍，每次 3 min，加入 0.5 mL
Hoechst 33258 染色液，染色 5 min，吸去染色液，

PBS液轻轻漂洗 2遍，每次 3 min，滴一滴抗荧光淬

灭封片液于载玻片上，盖上贴有细胞的盖玻片，置

荧光显微镜下激发波长 350 nm，发射波长 460 nm
观察并分析，实验重复 3次。

1.7 Western blot检测Cleaved caspase-3、Cas-

pase-3、NF-κB·p65、IL-6和IGF-R蛋白表达

不同浓度肉桂醛和 10 % DMEM培养液（含有

1‰ DMSO）作用 RL95-2 细胞 48 h 后，TBS 洗涤

3次，RIPA缓冲液裂解收集蛋白。BCA试剂盒测

定细胞裂解液中的蛋白质浓度。SDS-PAGE 凝

胶分离蛋白质，样品转移到 PVDF膜，5 %脱脂奶

粉封闭 1 h，一抗 4 ℃孵育过夜，TBS洗涤 3次，二

抗 37 ℃孵育 1 h，ECL检测试剂盒检测，实验重复

3次。

1.8 统计学分析

用 SAS（9.13版）软件处理数据，定量资料服

从正态分布，采用（X ± S）表示，多组间比较数据呈

正态分布且方差齐，采用完全随机设计的方差分

析，实验组与对照组比较采用Dunnett t检验，检验

为双侧检验。P < 0.05表示差异有统计学意义。
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2 结 果

2.1 细胞活性测定

不同浓度肉桂醛作用RL95-2细胞可降低子

宫内膜癌RL95-2细胞增殖率（图1）。随着药物浓

度增加和作用时间延长，细胞增殖率逐渐降低。

肉桂醛作用 RL95-2 细胞 24、48 和 72 h 的 IC50 值

比较差异有统计学意义（F = 228.74，P = 0.000 0），

IC50 值分别为（1.18±0.08）、（0.59±0.06）和（0.13±
0.03）mg /mL（48 h与 24 h比较，P = 0.000 5；72 h
与 24 h 比较，P = 0.000 0；72 h 与 48 h 比较，P =
0.000 3）。
2.2 Hoechst33258染色检测RL95-2细胞形态

学变化

不同浓度肉桂醛作用 48 h后，RL95-2细胞出

现细胞凋亡的典型变化，细胞核固缩，致密浓染、

边集，有的断裂成大小不一碎块状致密浓染，颜色

发白，而对照组细胞核形规则，呈弥散均匀的淡蓝

色荧光（图 2，箭头所示为凋亡小体）。

2.3 流式细胞术检测RL95-2细胞凋亡百分率

各组RL95-2细胞凋亡百分率比较差异有统

计学意义（F = 69.53，P = 0.0000）。肉桂醛（0.29、
0.59、1.20 mg/mL）组RL95-2细胞凋亡百分率明显

高于溶剂对照组，差异有统计学意义（P＜0.01；
图 3），结果进一步说明肉桂醛可促进 RL95-2细

胞的凋亡。

2.4 Western blot检测Cleaved caspase-3、Cas-

pase-3、NF-κB·p65、IL-6和IGF-R蛋白表达

各组RL95-2细胞Cleaved caspase-3蛋白的表

达比较差异有统计学意义（F = 30.22，P = 0.000 1），

A：control group；B：cinnamaldehyde（0.29 mg/mL）；C：cinnamaldehyde（0.59 mg/mL）；D：cinnamaldehyde（1.20 mg/mL）；Hoechst33258，
bar = 100 μm

图 2 RL95-2细胞凋亡形态学的变化

Fig.2 The apoptosis morphologic changes of RL95-2 cells
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图 1 细胞增殖率的变化

Fig.1 Cell viability by MTT assay
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各组 RL95-2 细胞 NF-κB·p65 蛋白的表达比较

差异有统计学意义（F = 22.12，P = 0.000 3），各组

RL95-2细胞 IL-6蛋白的表达差异有统计学意义

（F = 58.73，P = 0.000 0），各组RL95-2细胞 IGF-R
蛋白的表达差异有统计学意义（F = 67.43，P =
0.000 0），而各组RL95-2细胞 caspase-3蛋白的表

达无明显变化，差异无统计学意义（F = 3.61，P =
0.0652）。与溶剂对照组比较，肉桂醛（0.29、0.59、
1.20 mg/mL）组 RL95-2 细胞 Cleaved caspase-3 蛋

白的表达增加，差异有统计学意义（P < 0.05），而

肉桂醛（0.29、0.59和 1.20 mg/mL）组 RL95-2细胞

NF-κB·p65、IL-6和 IGF-R蛋白的表达均明显降

低，差异有统计学意义（P < 0.05；图 4）。

3 讨 论

子宫内膜癌是源自子宫内膜上皮的恶性肿瘤，

近年来子宫内膜癌的发病率显著增加，发病年龄

趋于年轻化。虽然子宫内膜癌的诊断和治疗方面

取得了巨大进步，但 30％的患者确诊即为晚期［8］。

con：control group；cin 0.29：cinnamaldehyde（0.29 mg/mL）；cin 0.59：cinnamaldehyde（0.59 mg/mL）；cin 1.2：cinnamaldehyde（1.20 mg/mL）；

A：Flow cytometric analysis was used；B：Apoptosis rate of RL95-2 cells；t-test was used；compared with control；1）P < 0.01 vs control group；n = 3.
图 3 RL95-2细胞凋亡率的变化

Fig.3 The apoptosis rates of RL95-2 cells
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con：control group；cin 0.29：cinnamaldehyde（0.29 mg/mL）；cin 0.59：cinnamaldehyde（0.59 mg/mL）；cin 1.2：cinnamaldehyde（1.20 mg/mL）；

A：Western blot analysis was used；B：t-test was used；compared with control；1）P < 0.01 vs. control group，2）P < 0.05 vs. control group.
图 4 RL95-2细胞Cleaved caspase-3、Caspase-3、NF-κB·p65、IL-6和 IGF-R蛋白表达

Fig.4 Expression of Cleaved caspase-3，Caspase-3，NF-κB·p65，IL-6 and IGF-R in RL95-2 cells
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虽然手术可切除肿瘤，但是在区域淋巴结转移、血

管、放疗、化疗和造血系统中存在残留的肿瘤栓

子，预后不理想。因此开展子宫内膜癌的药物治

疗研究尤为重要。

肉桂醛是肉桂精油的主要化学成分，是 FDA
批准的食品添加剂，具有公认的安全性，并且在

FDA批准的口服剂量下具有广泛的无毒性记录［9］。

肉桂醛可抑制宫颈癌、肺癌等细胞增殖，还可以通

过CASP-8 / t-Bid途径等多种机制参与内在（线粒

体介导的）和外在（死亡受体介导的）HCC细胞凋

亡［10］。本实验采用不同浓度肉桂醛作用子宫内膜

癌RL95-2细胞，分别在 24、48和 72 h检测细胞存

活率，发现RL95-2细胞存活率的下降与药物浓度

和作用时间有关。随着作用浓度增加和作用时间

延长RL95-2细胞存活率逐渐降低，结果表明肉桂

醛有抑制子宫内膜癌 RL95-2细胞增殖的作用。

我们进一步采用流式细胞术和 Hoechst33258 检

测RL95-2细胞凋亡，对照组细胞核形规则，呈弥

散均匀的淡蓝色荧光（图 2），凋亡率为 4.12%，而

肉桂醛作用后 RL95-2 细胞凋亡率明显增加为

11.85%、15.13%和 24.32%，RL95-2细胞出现细胞

凋亡的典型变化，细胞核固缩，致密浓染、边集，有

的断裂成大小不一碎块状致密浓染，颜色发白，凋

亡蛋白Cleaved caspase-3的表达增加（图 4），表明

肉桂醛通过活化caspase-3促进RL95-2细胞凋亡。

细胞凋亡与两种主要途径相关，包括死亡受

体介导的外源性途径和线粒体介导的内源性途

径，半胱氨酸蛋白酶（caspase）家族对于这两条途

径引起的细胞凋亡是必要的，而 caspase-3 是最

关键的执行者。死亡受体途径始于Fas活化，激活

caspase-8，而线粒体介导的凋亡途径始于线粒体膜

电位丧失，细胞色素C释放，进而激活 caspase-9，
两种主要途径最终都活化 caspase-3引发细胞凋

亡。许多信号通路可通过死亡受体和线粒体途径

最终剪切活化 caspase-3蛋白，导致凋亡的发生。

为了进一步了解肉桂醛活化caspase-3促进RL95-2
细胞凋亡的机制，我们研究了 NF-κB·p65、IL-6
和 IGF-R 在其中的作用。核因子（nuclear factor
kappa- light- chain- enhancer of activated B cells，
NF-κB）是一种多效转录因子，可调节许多基因的

表达抗细胞凋亡，促进肿瘤细胞生长、存活和肿

瘤转化，而 NF-κB 的下调可通过线粒体介导的

caspase-3依赖性途径抑制细胞增殖，促进细胞凋

亡［11-12］。白介素-6（interleukin-6，IL-6）可调控子

宫内膜细胞周期，细胞分化，细胞迁移，IL-6可通

过抑制线粒体途径凋亡抑制蛋白 Bcl-2的表达，

抑制 caspase-3活化，参与肿瘤发生、进展和化疗耐

药，而 IL-6的活性降低可增加 Cleaved caspase-3
水平促进肿瘤细胞凋亡［13-16］。胰岛素样生长因子

受体（Insulin-like growth factor receptor，IGF-R）可

调节子宫内膜的生长和分泌，保持子宫内膜完整，

且在细胞增殖、凋亡以及子宫内膜癌形成、进展和

转移中起关键作用，IGF1R siRNA可通过激活死亡

受体途径 Caspase-8蛋白表达，增强了 caspase-3
依赖性细胞凋亡［17］。本实验使用不同浓度肉桂醛作

用宫内膜癌RL95-2细胞 48 h后，Western blot检测

RL95-2细胞NF-κB·p65、IL-6和 IGF-R蛋白的表

达降低，Cleaved caspase-3蛋白的表达增加（图4），

结果显示肉桂醛可能通过降低NF-κB·p65、IL-6
和 IGF-R蛋白水平，分别经由死亡受体和线粒体

途径增加 Cleaved caspase-3蛋白的表达，进而促

进肿瘤RL95-2细胞凋亡。

综上所述，我们的研究表明，肉桂醛可使子

宫内膜癌RL95-2细胞活力下降，诱导细胞凋亡，

其机制可能与下调NF-kB·p65、IL-6和 IGF-R表

达有关。但是肉桂醛抑制子宫内膜癌RL95-2细

胞增殖过程中NF-κB·p65、IL-6、IGF-R三者之间

是否存在互相调控机制以及是否涉及到其他信号

分子或信号通路仍需进一步的体外和体内实验来

研究。
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