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依托咪酯调节cGAS-STING信号通路对子宫内膜癌

细胞增殖、迁移和免疫逃逸的影响
陈垂凯1*  王庆1  王小花2

(1海南省妇女儿童医学中心麻醉科, 海口 570100; 2海南省妇女儿童医学中心妇科, 海口 570100)

摘要      该文探讨依托咪酯 (Eto)通过调节环磷酸鸟苷–腺苷酸合成酶 (cGAS)-干扰素基因刺

激因子 (STING)信号通路对子宫内膜癌细胞增殖、迁移和免疫逃逸的影响。用10、20、40 μg/mL 
Eto处理人子宫内膜癌细胞株HEC-1-A, 并将其分别标记为Eto低、中、高浓度组, 未经处理的HEC-
1-A细胞作为对照组, 同时在Eto高浓度的基础上, 加入1 μmol/L cGAS抑制剂RU.521处理HEC-1-A
细胞 , 记为Eto高浓度+RU.521组 ; MTT法及流式细胞术检测各组HEC-1-A细胞的增殖、凋亡情况 ; 
Transwell实验检测各组HEC-1-A细胞的迁移情况 ; Western bolt法检测各组HEC-1-A细胞中cGAS、
STING以及免疫逃逸蛋白PD-L1的表达水平 ; 将各组细胞接种在小鼠右背部以构建子宫内膜细

胞癌移植瘤模型 , 饲养小鼠4周后 , 分离肿瘤并称重 , 通过免疫组化法测定组织中CD8+T细胞浸润

数。结果显示, 与对照组相比, Eto低、中、高浓度组HEC-1-A细胞凋亡率、CD8+T细胞浸润数以及

cGAS蛋白、STING蛋白表达水平增加 , HEC-1-A细胞增殖率、迁移数、PD-L1表达水平、肿瘤质

量显著降低, 呈现浓度依赖性(P<0.05)。与Eto高浓度组相比, Eto高浓度+RU.521组细胞HEC-1-A细

胞凋亡率、CD8+T细胞浸润数以及cGAS、STING蛋白表达水平降低, HEC-1-A细胞增殖率、迁移数、

PD-L1表达水平、肿瘤质量显著增加(P<0.05)。总之, Eto通过调节激活cGAS-STING信号通路抑制

子宫内膜癌细胞增殖、迁移和免疫逃逸, 诱导其凋亡。
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Abstract       This paper aimed to investigate the effects of Eto (etomidate) on the proliferation, migration 
and immune escape of endometrial cancer cells by regulating the cGAS (cyclic guanosine-adenosine synthetase)-
STING (interferon gene stimulating factor) signal pathway. Human endometrial cancer cell line HEC-1-A was 
treated with 10, 20, and 40 μg/mL Eto and labeled as low, medium, and high concentration Eto groups, and untreat-
ed HEC-1-A cells were used as control group. Meantime, on the basis of Eto high concentration, 1 μmol/L cGAS 
inhibitor RU.521 was added to treat HEC-1-A cells, which was recorded as Eto high concentration+RU.521 group. 
The proliferation and apoptosis of HEC-1-A cells in each group were detected by MTT method and flow cytom-
etry. Transwell test was applied to detect the migration of HEC-1-A cells in each group. The expression levels of 
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cGAS, STING and PD-L1 (immune escape protein) in HEC-1-A cells were detected by Western blot. The cells of 
each group were inoculated into the right back of mice to build a model of endometrial cell carcinoma transplanted 
tumor. After 4 weeks of feeding, the tumors were separated and weighed, and the number of CD8+T cells in the tis-
sues was determined by immunohistochemistry. The results show that compared with the control group, the apop-
tosis rate of HEC-1-A cells, the infiltration number of CD8+T cells, the expression of cGAS and STING proteins 
in the Eto low, medium and high concentration groups increased, while the proliferation rate, migration number, 
expression of PD-L1 of HEC-1-A cells, and tumor mass were obviously decreased, in a concentration-dependent 
manner (P<0.05). Compared with Eto high concentration group, the apoptosis rate of HEC-1-A cells, the infiltra-
tion number of CD8+T cells, the expression of cGAS and STING proteins in Eto high concentration+RU.521 group 
decreased, while the proliferation rate, migration number, expression of PD-L1 of HEC-1-A cells, and and tumor 
mass were obviously increased (P<0.05). In short, Eto can inhibit the proliferation, migration and immune escape 
of endometrial cancer cells and induce their apoptosis by regulating and activating the cGAS-STING signal path-
way.

Keywords       etomidate; cGAS-STING signal pathway; endometrial carcinoma; proliferation; migration; im-
mune escape

子宫内膜癌是最常见的原发性女性肿瘤之一 , 
具有极高的发病率和死亡率 [1]。大多数患有子宫腺

肌病的妇女是无症状的 , 部分患者可能会表现出一

系列症状 , 如痛经、子宫异常出血和不孕症等 , 目
前手术切除是子宫内膜癌的首选治疗方法 , 然而由

于肿瘤生长快、侵袭性强、易复发等原因 , 单纯手

术很难完全切除肿瘤 [2], 因此迫切需要为子宫内膜

癌的治疗开发新方案。依托咪酯 (Eto)是一种常用

的静脉麻醉药, Eto在麻醉期间可维持良好的血液动

力学稳定性 [3]。研究表明 , Eto具有抗氧化、抗炎、

抗肿瘤和抗血小板聚集的作用 [4], 此外Eto在癌症中

可发挥抑癌作用 , 如刘璐等 [5]研究证明 , Eto可抑制

人子宫内膜癌KLE细胞增殖 , 促进其凋亡 , 但其作

用机制尚不清楚。磷酸鸟苷–腺苷酸合成酶 (cyclic 
guanosine monophosphate-adenosine monophosphate 
synthase, cGAS)是一种胞质DNA传感器 , 可针对病

毒等微生物病原体的入侵通过作用于干扰素基因刺

激因子(stimulator of interferon genes, STING)作出免

疫反应 , 研究证明 cGAS-STING通路是中枢细胞胞

质双链DNA传感器 , 可使先天免疫对感染、炎症作

出反应 , 且激活该通路在肿瘤细胞和免疫细胞中发

挥着至关重要的作用[6]。先前研究表明, 激活cGAS-
STING信号可促进非小细胞肺癌中NK细胞的浸润

和抗肿瘤免疫 [7]。但Eto通过调节cGAS-STING通路

对子宫内膜癌细胞的作用尚不清楚 , 本研究旨在探

讨Eto通过调节 cGAS-STING信号通路对子宫内膜

癌细胞增殖、迁移和免疫逃逸的影响。

1   材料与方法
1.1   细胞来源

中国科学院上海细胞库提供人子宫内膜癌细胞

株HEC-1-A, HEC-1-A细胞被置于RPMI-1640培养基

(含10%胎牛血清)中, 在37 °C、5% CO2条件下孵育。

广东维通利华实验动物技术有限公司提供50
只4周龄的C57BL/6雄性小鼠, 体质量为16~20 g, 生
产许可证号为SCXK(粤)2022-0063, 小鼠均饲养在

温度为(23.5±1.5) °C, 湿度为(55±5)%的动物房中。

所有动物实验已获得海南省妇女儿童医学中心动物

伦理委员会的批准(批号: 2022021006), 且所有关于

动物实验的操作均严格按照动物保护与使用委员会

的指导原则进行。

1.2   主要材料、仪器

依托咪酯 (Eto)购自美国Sigma公司 ; cGAS抑制

剂RU.521购自Selleckchem公司; MTT溶液购自上海

哈灵生物科技有限公司 ; AnnexinV-FITC/PI细胞凋

亡检测试剂盒购自德国Merck公司 ; 通用SP检测试

剂盒购自北京索莱宝科技有限公司 ; cGAS、STING
以及免疫逃逸蛋白PD-L1一抗及兔源抗小鼠CD8抗
体购自Abcam公司。

酶标仪购自Bio-Tek公司; FACScan流式细胞仪购

自Becton公司 ; 光学显微镜购自Olympus Corporation; 
恒温培养箱购自苏州贝锐仪器科技有限公司。
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1.3   细胞分组及处理

取对数生长期HEC-1-A细胞, 用10、20、40 μg/mL 
Eto处理HEC-1-A, 并将其分别标记为Eto低、中、高浓

度组[8], 未经处理的HEC-1-A细胞作为对照组 , 同时在

Eto高浓度的基础上, 加入1 μmol/L cGAS抑制剂RU.521
处理HEC-1-A细胞 , 记为Eto高浓度+RU.521组[9]; 上述

各组HEC-1-A细胞经常规培养48 h后进行分析。

1.4   MTT法检测各组HEC-1-A细胞增殖率

将HEC-1-A细胞悬浮液接种到96孔板中 , 按照

上述分组处理后 , 在37 °C、5% CO2孵育48 h后 , 将
5 mg/mL、20 μL的MTT溶液添加到每个孔中, 37 °C下
培养细胞4 h, 舍弃每个孔中的残余液体后, 将150 μL二
甲基亚砜添加到每个孔中, 轻轻摇动孔板, 使用酶标仪

在570 nm下测定每个孔的光密度(D)值, 计算细胞增殖

率。

1.5   流式细胞术检测各组HEC-1-A细胞凋亡变化

将各组HEC-1-A细胞(1×105个/孔)接种到37 °C的
96孔板中 , 并用PBS洗涤细胞。细胞在室温下避光

孵育15 min, 加入5 mL膜联蛋白V-FITC和5 mL PI, 
使用配有CellQuest软件的FACScan流式细胞仪检测

凋亡细胞, 分析细胞凋亡率。

1.6   Transwell实验检测HEC-1-A细胞迁移变化

将 1×105个HEC-1A细胞分散在 200 μL无血清

RPMI-1640培养基中 , 将细胞接种到上室中; 将含有

20% FBS的培养基加入到下室中。细胞用4%多聚甲

醛在室温下固定15 min, 然后用 0.1%结晶紫室温下

染色20 min, 用PBS洗涤, 在光学显微镜下观察HEC-
1-A细胞迁移的数量。

1.7   Western blot检测HEC-1-A细胞中 cGAS、
STING以及PD-L1蛋白表达水平

细胞于RIPA裂解液中冰上孵育30 min, 并进行

超声处理, 4 °C、12 000 r/min离心细胞裂解物20 min, 
保留上清液。通过SDS-PAGE分离蛋白质 , 并将其

转移到硝酸纤维素膜上 , 将膜与 cGAS、STING以

及PD-L1一抗(均1:1 500稀释)在4 °C下孵育过夜, 之
后将二抗 (1:2 000稀释 )在室温下孵育 1 h, 使用增

强化学发光底物ECL对蛋白质进行可视化 , 并使用

ChemiDoc XRS Biorad成像仪和图像实验室软件进

行成像, 分析蛋白表达水平情况。

1.8   构建子宫内膜癌细胞癌移植瘤小鼠模型 , 并
检测肿瘤组织中CD8+T细胞浸润数

取小鼠随机分为对照组, Eto低、中、高浓度组, 

Eto高浓度+RU.521组 , 每组10只 , 然后取出1.3中采

集的各组HEC-1A细胞 , 分散于PBS(1×106个 /μL)中 , 
将每种细胞悬液共 100 μL皮下注射到小鼠的右背

部。注射后, 让小鼠自由进食和饮水4周。

4周后, 小鼠无死亡发生, 通过腹腔注射60 mg/kg
的戊巴比妥深度麻醉小鼠 , 然后颈部脱臼迅速处死

小鼠 , 剥离异种移植肿瘤组织进行称重 , 在4%多聚

甲醛中固定 , 经脱水、透明、包埋后在切片机中连

续切片 , 之后加入兔源抗小鼠CD8抗体 (1:100)孵育 , 
洗涤后按照试剂盒说明书进行操作。之后脱水 , 经
中性树脂封片后, 任选3个视野拍照, 采用Image Pro 
Plus软件定量视野中CD8+T阳性细胞数及切片面积 , 
按照CD8+T阳性细胞数 /切片面积 (个 /mm2)可得出

CD8+T细胞浸润数。

1.9   统计分析

用 SPSS 26.0软件分析结果 , 以均数 ±标准差

(x
_
±s)表示数据 , 多组间比较采用单因素方差分析 , 进

一步行SNK-q检验; 当P<0.05时, 差异有统计学意义。

2   结果
2.1   不同浓度的Eto对各组HEC-1-A细胞增殖率

的影响

与对照组相比 , 低、中、高浓度Eto处理HEC-
1-A细胞后 , 各组增殖率显著降低 , Eto浓度越高 , 其
增殖率下降越多 , 且组与组之间均具有统计学差异

(P<0.05); 与Eto高浓度组相比 , Eto高浓度+RU.521
组增殖率显著增加 , 结果具有统计学差异 (P<0.05)
(图1)。结果表明, 不同浓度的Eto均可抑制HEC-1-A
细胞增殖。

2.2   不同浓度的Eto对各组HEC-1-A细胞凋亡率

的影响

与对照组相比 , 低、中、高浓度Eto处理HEC-
1-A细胞后 , 各组凋亡率显著增加 , Eto浓度越高 , 其
凋亡率增加越多 , 且组与组之间均具有统计学差异

(P<0.05); 与Eto高浓度组相比 , Eto高浓度+RU.521
组凋亡率显著降低 , 结果具有统计学差异 (P<0.05)
(图2和表1)。流式结果表明 , 不同浓度的Eto均可促

进HEC-1-A细胞凋亡。

2.3   不同浓度的Eto对各组HEC-1-A细胞迁移的

影响

与对照组相比, 低、中、高浓度Eto处理HEC-
1-A细胞后, 各组细胞迁移数显著降低, Eto浓度越
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高, 其细胞迁移数量下降越多, 且组与组之间均具有

统计学差异(P<0.05); 与Eto高浓度组相比, Eto高浓

度+RU.521组细胞迁移数显著增加, 结果具有统计

学差异(P<0.05)(图3和表2)。结果表明, 不同浓度的

Eto均可抑制HEC-1-A细胞迁移。

2.4   不同浓度的Eto对各组HEC-1-A细胞cGAS、
STING以及PD-L1蛋白表达水平的影响

与对照组相比, 低、中、高浓度Eto处理HEC-
1-A细胞后, 各组cGAS、STING蛋白表达水平显著

增加, PD-L1蛋白表达水平显著降低, Eto浓度越高, 

*P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与Eto低浓度组比较; &P<0.05, 与Eto中浓度组比较; @P<0.05, 与Eto高浓度组比较。

*P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Eto low concentration group; &P<0.05 compared with Eto medium concentration group; 
@P<0.05 compared with Eto high concentration group.

图1   比较HEC-1-A细胞增殖率变化

Fig.1   Comparison of HEC-1-A cell proliferation rate changes

图2   观察HEC-1-A细胞凋亡变化

Fig.2   Observation of changes in HEC-1-A cell apoptosis
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表1   比较HEC-1-A细胞凋亡率变化

Table 1   Comparison of changes in apoptosis rate of HEC-1-A cells
组别

Group
凋亡率/%
Apoptosis rate /%

Control   5.86±0.59

Eto low concentration 15.22±7.53*

Eto medium concentration 25.25±2.53*#

Eto high concentration 38.52±3.86*#&

Eto high concentration+RU.521 23.64±2.37@

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与Eto低浓度组比较; &P<0.05, 与Eto中浓度组比较; @P<0.05, 与Eto高浓度组比较。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Eto low concentration group; &P<0.05 compared with Eto medium concen-

tration group; @P<0.05 compared with Eto high concentration group.

25 μm 25 μm 25 μm

25 μm 25 μm

Control Eto low concentration Eto medium concentration

Eto high concentration Eto high concentration+RU.521

图3   观察HEC-1-A细胞迁移变化

Fig.3   The migration of HEC-1-A cells was observed

表2   比较HEC-1-A细胞迁移数变化

Table 2   Comparison of HEC-1-A cell migration number changes
组别

Group
迁移细胞数

Number of migration cells

Control 186.28±18.66

Eto low concentration 122.41±12.25*

Eto medium concentration   75.37±7.55*#

Eto high concentration   48.46±4.86*#&

Eto high concentration+RU.521   83.18±8.34@

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与Eto低浓度组比较; &P<0.05, 与Eto中浓度组比较; @P<0.05, 与Eto高浓度组比较。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Eto low concentration group; &P<0.05 compared with Eto medium concen-

tration group; @P<0.05 compared with Eto high concentration group.

cGAS、STING蛋白表达水平增加越多, PD-L1蛋白

表达水平下降越多, 且组与组之间均具有统计学差

异(P<0.05); 与Eto高浓度组相比, Eto高浓度+RU.521
组细胞cGAS、STING蛋白表达水平降低, PD-L1表
达显著增加, 结果具有统计学差异(P<0.05)(图4和表

3)。这表明Eto可能通过调节激活cGAS-STING信号

通路抑制子宫内膜癌细胞免疫逃逸。

2.5   不同浓度的Eto对各组HEC-1-A细胞移植瘤

小鼠组织中CD8+T细胞浸润数的影响

为进一步验证Eto对子宫内膜癌的影响, 实验
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进行了小鼠体内实验探索, 结果发现与对照组相

比, 低、中、高浓度Eto处理HEC-1-A细胞后, 各组

CD8+T细胞浸润数显著增加, Eto浓度越高, CD8+T细
胞浸润数增加越多, 但肿瘤质量逐渐降低, 且组与组

之间均具有统计学差异(P<0.05); 与Eto高浓度组相

比, Eto高浓度+RU.521组CD8+T细胞浸润数显著降

低, 肿瘤质量增加(P<0.05)(图5和表4)。这表明Eto
可抑制细胞免疫逃逸及肿瘤生长。

3   讨论
子宫内膜癌是一种常见的妇科恶性肿瘤, 约占女

性癌症的4.8%[10]。大多数患有子宫内膜癌的患者如

果在早期被诊断, 可以获得良好的预后诊疗, 伴随着

高达82%的五年生存率, 晚期被诊断患者, 其生存率

大大降低[11], 进一步研究表明到2030年, 被诊断患有

这种疾病的女性人数预计将是2020年的两倍[12]。因此, 

全面了解子宫内膜癌的发病机制, 寻找更有效的治疗

方法势在必行。

Eto是一种常用的催眠和静脉麻醉剂, 具有起效

快、维持时间短、苏醒迅速等特点, 临床研究表明

在子宫内膜癌腹腔镜的治疗中, Eto可用于静脉注射

麻醉[13]。以往的研究表明, Eto具有抗血小板聚集、

抗氧化、抗炎等作用, 尤其是它的抗肿瘤作用被逐

渐关注[14]。如Eto可以有效地减弱A549细胞的增殖和

迁移能力[15]。研究证明细胞增殖过度以及凋亡减少

均与癌症发生发展密切相关, 两者处于动态平衡, 抑
制增殖和促进凋亡可抑制肿瘤发展[16]。本研究发现

不同浓度的Eto处理HEC-1-A细胞后, HEC-1-A细胞

凋亡率显著增加, 且其增殖率显著下降, 呈现浓度依

赖性, 与张晶晶等[8]研究结果相吻合, 表明Eto可抑

制HEC-1-A细胞增殖, 诱导其凋亡。同时研究发现

转移是癌症发展的关键步骤, 而不同浓度的Eto处理
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表3   比较HEC-1-A细胞cGAS、STING、PD-L1表达水平

Table 3   Comparison of expression levels of cGAS, STING, and PD-L1 in HEC-1-A cells
组别

Group
cGAS/β-actin STING/β-actin PD-L1/β-actin

Control 0.15±0.02 0.25±0.03 1.06±0.11
Eto low concentration 0.31±0.04* 0.54±0.06* 0.72±0.08*

Eto medium concentration 0.62±0.07*# 0.82±0.09*# 0.48±0.05*#

Eto high concentration 0.85±0.09*#& 1.24±0.13*#& 0.22±0.03*#&

Eto high concentration+RU.521 0.55±0.06@ 0.66±0.07@ 0.57±0.06@

x
_
±s, n=6; *P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与Eto低浓度组比较; &P<0.05, 与Eto中浓度组比较; @P<0.05, 与Eto高浓度组比较。

x
_
±s, n=6; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Eto low concentration group; &P<0.05 compared with Eto medium concen-

tration group; @P<0.05 compared with Eto high concentration group.

图4   HEC-1-A细胞cGAS、STING、PD-L1蛋白表达水平

Fig.4   Expression of cGAS, STING, and PD-L1 proteins in HEC-1-A cells
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HEC-1-A细胞可显著抑制HEC-1-A细胞迁移, 但其

具体机制尚不清楚。

CD8+T细胞又称细胞毒性T淋巴细胞, 是肿瘤微

环境中发挥免疫效应的免疫细胞[17]。PD-L1, 也称为

B7-H1或CD274, 通过与程序性死亡1受体结合抑制

CD8+T细胞发挥作用, 而在许多人类癌症中PD-L1蛋
白的高水平表达, 与患者不良预后相关[18]。本研究发

现经不同浓度Eto处理HEC-1-A细胞中CD8+T细胞浸

润数增加, PD-L1表达水平显著降低, 表明Eto可以抑

制细胞免疫逃逸, 发挥抗肿瘤作用。cGAS是一种激

活先天免疫反应的胞质DNA传感器, 可催化cGAMP
的合成, cGAMP作为第二信使结合并激活衔接蛋白

STING, 诱导I型干扰素和其他免疫调节分子表达, 在
癌症免疫治疗中发挥着重要作用[19]。先前研究表明

cGAS途径的激活对于内在抗肿瘤免疫是重要的, 并
且cGAMP可以直接用于癌症免疫治疗[20]。本研究

发现不同浓度的Eto处理HEC-1-A细胞后, cGAS、
STING蛋白表达水平升高, cGAS-STING信号通路被

激活, 同时细胞免疫逃逸、增殖及肿瘤生长被抑制, 
癌细胞凋亡被促进, 与ZENG等[21]结果相吻合, 推测

Eto可通过激活cGAS-STING信号通路抑制子宫内膜

癌细胞增殖、迁移和免疫逃逸, 诱导其凋亡。为进

一步验证实验推测, 实验以cGAS抑制剂RU.521进行

回复验证, 结果显示RU.521逆转了Eto对HEC-1-A细

胞的抗肿瘤作用, 提示Eto可抑制子宫内膜癌细胞增

殖、迁移和免疫逃逸, 诱导其凋亡, 这一过程与激活

cGAS-STING信号通路有关。

综上所述, Eto通过激活cGAS-STING信号通路

100 μm 100 μm

100 μm 100 μm

100 μm

Control Eto low concentration Eto medium concentration

Eto high concentration Eto high concentration+RU.521

图5   各组HEC-1-A细胞移植瘤小鼠组织中浸润的CD8+T细胞数

Fig.5   Number of CD8+T cells infiltrating in the tissues of HEC-1-A cell transplanted tumor mice in each group

表4   各组HEC-1-A细胞移植瘤小鼠组织中CD8+T细胞浸润数

Table 4   Number of CD8+T cell infiltration in the tissues of HEC-1-A cell transplanted tumor mice in each group
组别

Group
CD8+T细胞浸润数/mm–2

Infiltration number of CD8+T cells /mm–2

肿瘤质量/g
Tumor mass /g

Control   80.24±8.04 2.52±0.26

Eto low concentration 134.28±13.44* 1.88±0.19*

Eto medium concentration 235.11±24.31*# 1.34±0.14*#

Eto high concentration 411.05±41.24*#& 0.88±0.09*#&

Eto high concentration+RU.521 204.15±20.55@ 1.22±0.13@

x
_
±s, n=10; *P<0.05, 与对照组比较; #P<0.05, 与Eto低浓度组比较; &P<0.05, 与Eto中浓度组比较; @P<0.05, 与Eto高浓度组比较。

x
_
±s, n=10; *P<0.05 compared with control group; #P<0.05 compared with Eto low concentration group; &P<0.05 compared with Eto medium concen-

tration group; @P<0.05 compared with Eto high concentration group.
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抑制HEC-1-A细胞增殖、迁移和免疫逃逸, 诱导其

凋亡, 这为Eto治疗子宫内膜癌提供了理论依据, 但
Eto通过激活cGAS-STING信号通路中的具体基因

或蛋白抑制HEC-1-A细胞恶性行为进展仍在探索之

中。
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