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冬凌草甲素对人结肠癌细胞株 HCT116生长的影响及其机制研究 *
金星镜 丁文评 张 莲 田 玮 陈思宇△

(上海交通大学医学院附属新华医院肿瘤科 上海 200092)

摘要目的：研究冬凌草甲素(ORI)对人结肠癌细胞株 HCT116生长的影响及其可能机制。方法：以体外培养的 HCT116细胞为研

究对象，给予不同浓度(0、2.5、5、10、20 μ M)ORI处理 HCT116细胞不同时间(0、24、48、72 h)，通过MTT法检测其对 HCT116细胞

增殖的影响，DAPI染色观察其对细胞核的形态的影响，western blot检测细胞内 茁-catenin、c-myc蛋白表达的变化。结果：①ORI可
显著抑制 HCT116细胞的增殖，且此作用随着浓度和作用时间的增加或延长而增强(P<0.05)。②ORI处理 HCT116细胞 24小时

后，细胞核固缩的百分率随药物作用浓度的增加而增加。③ 5、10、20 滋M ORI处理 HCT116细胞 24小时后，细胞内的 茁-catenin、
c-myc蛋白水平均显著下调，且随着 ORI浓度的增加逐渐减少。结论：ORI能以浓度和时间依赖性的方式抑制 HCT116细胞的增

殖，其机制可能与Wnt/茁-catenin信号通路有关。
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Effects and Mechanisms of Oridonin on the Growth of HCT116 Cells*

To investigate the effect and mechanisms of oridonin on the growth of human colon cancer HCT116 cells.
HCT116 cells were cultured in vitro and treated with various concentrations (0, 2.5, 5, 10, 20 滋M) of ORI for different

durations(0, 24, 48, 72 h). The cytotoxic effect of ORI on HCT116 cells was observed by MTT assay. The morphological nuclear changes

following treatment with ORI (0, 10, 20 滋M) for 24 h were observed under the fluorescence microscope. Western Blot was used to
investigate the expression levels of 茁-catenin, c-myc in HCT116 cells. ① HCT116 proliferation was inhibited in a time and

concentration dependent manner after treatment of ORI (P<0.05). ②With the increase of ORI concentration, the percentage of nuclear
condensation increased. ③ The expression of 茁-catenin and c-myc both significantly down-regulated with the ORI concentration

increased. ORI could inhibit the HCT116 cells proliferation in a time and concentration dependent manner, and the

mechanism may be associated with the Wnt/茁-catenin signal pathway.

Oridonin; Colon cancer; HCT 116; 茁-catenin; c-myc

前言
结直肠癌的发生、发展是多步骤、多基因畸变的结果，在此

过程中可能涉及到多个途径的分子改变，如 Wnt 通路中的
茁-catenin和 c-myc等[1,2]。冬凌草甲素(Oridonin，ORI)是从唇形

科香茶菜属植物冬凌草的叶子中提取的一种四环二萜类活性

天然有机化合物，具有广泛的生物活性，包括抗炎、抗菌、降压

等多种药理作用[3]。近年来的研究发现，ORI对多种肿瘤细胞有

明显的抑制或杀伤作用，但其机制尚未完全阐明[4]。本研究旨在

观察不同剂量 ORI处理不同时间对结肠癌细胞株 HCT116的

增殖及Wnt信号的影响，以期为 ORI应用于抗结肠癌的治疗

提供实验基础。

1 材料与方法

1.1 实验材料
人结肠癌细胞株 HCT116购自中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库 /中国科学院上海生命科学研究院细胞资源

中心。ORI购自西安旭煌生物公司，用 DMSO溶解。胎牛血清、
DMEM培养液、胰酶等购自美国 Gibco公司；MTT购自美国
Sigma 公司；DAPI 染色液、SDS- 聚丙烯酰胺凝胶 (polyacry-

lamide gelelectrophoresis，PAGE)配制试剂盒、5× 蛋白上样缓冲
液、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、HRP 标记的山羊抗兔抗体和
HRP标记的山羊抗小鼠抗体均购自碧云天公司；抗 茁-catenin
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图 1不同浓度 ORI(左图)作用不同时间(右图)对 HCT116细胞的增殖的影响

注：(左图)以不同浓度(2.5、5、10、20 滋M/L)的 ORI处理 HCT116细胞 24 h，细胞存活率由 MTT测得；(右图)20 滋M ORI处理 HCT116细胞 0、24、

48、72 h，细胞存活率由MTT测得；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

Fig. 1 The Effect of different concentrations of ORI on proliferation of in HCT116 cells treated for different time

Note: (Left)HCT116 cells were treated with different concentrations of ORI for 24h. Cell survival rate was measured by MTT assay; (Right)HCT116 cells

were treated by 20 滋M of ORI for 0, 24, 48, 72 h, respectively. Cell survival rate was measured by MTT assay; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

抗体和抗 c-myc抗体均来自 Cell Signaling公司；抗 茁-actin抗

体购自 Proteintech公司；Western Blot相关试剂盒购自碧云天
公司。PVDF膜和 ECL超敏发光液购自 Millipore公司。
1.2 实验方法和步骤
1.2.1 细胞培养 HCT116细胞常规培养于含 10 %胎牛血清

的 DMEM培养液，在 37℃，5%CO2的饱和湿度孵育箱中培养，

细胞按 1:5传代，2天一次，以含 0.25 %EDTA的胰酶常规消

化。

1.2.2 MTT 法检测 ORI 对 HCT116 细胞的增殖抑制作用
取对数生长期细胞，按 1× 105个 /mL孔接种于 96孔板，每孔

细胞悬液体积为 90 滋L。待细胞贴壁后，实验组加入不同浓度

的 ORI (0、2.5、5、10、20 滋M)，ORI由 DMEM培养液进行稀释，

每孔所加药物溶液体积均为 10 滋L，每组设 3 个复孔，分别培

养 24、48和 72小时后，加 0.5 %MTT溶液 10 滋L，反应 4小时
后，加 150 滋L的 10 % SDS溶液过夜溶解，用酶标仪在 562 nm

波长下测定吸光度(A)值，并计算各组细胞的生存率。细胞生存

率(%)=(实验组吸光度值 -空白组吸光度值)/(对照组吸光度值 -

空白组吸光度值)× 100%。
1.2.3细胞形态学观察 按 106个 / 孔的细胞密度分别接种
HCT116细胞于 12孔培养板中，每个组设 3个平行孔。用 10

滋M/L 和 20 滋M/L ORI 处理 HCT116 细胞 24 小时后，进行
DAPI荧光染色，于倒置荧光显微镜下观察细胞的形态学变化。
1.2.4 细胞总蛋白的提取及 Western Blot 实验 不同浓度

ORI(0、5、10、20 滋M)处理 HCT116 细胞 24 h，收集细胞，加入

RIPA裂解液后置于冰上静止 30分钟(min)，离心 15 min(4℃，
14000 rpm)。吸取上清，检测蛋白浓度及定量，加上样缓冲液置

于 100 ℃水浴中煮沸 10 min使蛋白变性，吸取等量蛋白上样

于 SDS-PAGE电泳、转膜，用 5 %脱脂奶粉室温封闭 1 h。抗

茁-catenn抗体和抗 c-myc抗体按 1:1000比例稀释，抗 茁-actin

抗体按 1:2000比例稀释，孵育过夜，二抗按 1:1000比例稀释后

孵育 1 h，用 ECL试剂曝光显色。
1.3 统计学分析

运用 SPSS 19.0软件进行统计分析，各组所得计量数据采

用均数± 标准差(mean± SD)表示，两组间均数比较用配对样本
t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 ORI对 HCT116细胞的增殖的影响

以不同浓度 ORI(2.5、5、10、20 滋M)处理 HCT116 细胞 24

小时，细胞生长抑制率分别为(5.04± 0.22)%、(11.15± 0.59)%、
(19.78± 2.33)%、(58.86± 0.49)%，均较对照组显著升高，差异均

有统计学意义(P<0.05)。随着 ORI作用浓度的增加，HCT116细

胞的存活率逐渐下降，以 20 滋M ORI作用时，HCT116细胞的

存活率最低。进一步采用 20 滋M ORI分别处理 HCT116细胞
24、48、72 h，其细胞生长抑制率分别为 (58.86 ± 0.48)%、
(88.74± 0.50)%、(93.34± 0.90)%，均较对照组显著升高，差异均

有统计学意义(P<0.01)。随着 ORI作用时间的延长，HCT116细

胞的存活率逐渐下降。见图 1。

2.2 ORI对 HCT116细胞形态学的影响

在荧光显微镜下(200× )观察，空白对照组细胞生长良好，

呈均匀微弱的荧光，细胞核固缩少见(图 2A)。10 μ M ORI作用
24小时后，细胞数目比对照组减少，出现细胞核固缩、紧密的

蓝色荧光(图 2B)。20 滋M ORI作用 24小时后，细胞数目明显减

少，核固缩多见，细胞膜与细胞核呈浓缩致密的强蓝色荧光(图
2C)。经定量分析，10 滋M和 20 滋M ORI处理 HCT116细胞 24

小时后，核固缩的百分率分别为 (19.40± 0.67)%、(36.18±

0.48)%，均显著高于对照组，差异有统计学意义(P<0.05)。
2.3 ORI对 HCT116细胞茁-catenin和 c-myc蛋白表达的影响

不同浓度的 ORI(5、10、20 滋M/L)处理 HCT116细胞 24小

时后，随着 ORI作用浓度增加，细胞 茁-catenin、c-myc的蛋白表

达逐渐下调，与对照组相比均显著下降，差异均有统计学意义

(p<0.05)。见图 3。

3 讨论
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图 2 ORI对 HCT116细胞形态学的影响(200× )

Fig.2 Effect of ORI on the morphology of HCT116 cells(200× )

注：A：对照组；B：10 滋M/L ORI处理组；C：20 滋M/L ORI处理组。

Note: A: Control group; B: Experimental group(treated with 10 滋M/L ORI); C: Experimental group(treated with 20 滋M/L ORI).

图 3不同浓度 ORI(5、10、20 滋M/L)处理 24 h对 HCT116细胞内 茁-catenin及 c-myc蛋白表达的影响

注：与对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。

Fig.3 Effect of different concentrations of ORI (5, 10, 20 滋M/L) on the expression of 茁-catenin and c-myc in HCT116 cells for 24h

Note: Compared with control group, *P<0.05; **P<0.01.

冬凌草甲素(ORI)是贝壳杉烯二萜类天然有机化合物，具

有较强的抗肿瘤活性，临床上常用于食管癌、胃癌等治疗[4,5]，对

膀胱癌、卵巢癌、肺腺癌、肝癌、骨肉瘤、白血病等恶性肿瘤也有

一定的作用[6,7]。近年来，许多研究发现 ORI可诱导肿瘤细胞凋

亡，但其具体的分子机制尚不完全清楚。受 ORI影响而发生磷

酸化变化的蛋白，显著富集在与控制细胞增殖、激酶结合功能、

癌症相关的重要通路中[8]。ORI可能通过 PI3K/Akt、NF-κ B等
通路抑制乳腺癌 MDA- MB-231细胞和急性淋巴细胞白血病
Molt-4细胞的生长，诱导细胞凋亡[3,7]；通过调节 Caspase-3活性

诱导胆囊癌 GBC-SD细胞和白血病 Molt-4细胞的凋亡[9,10]。邓

志成等研究表明，ORI能通过降低 Survivin、Bcl-2表达和上调
Bax表达抑制人肝癌 SMMC-7721细胞的生长及诱导细胞凋亡
[11]。本研究观察了 ORI对 HCT116细胞增殖的影响，结果表明
ORI可明显抑制 HCT116细胞的增殖，且作用呈时间和浓度依

赖性。20 滋M/L ORI作用于 HCT116细胞 72 h后，细胞形态发

生明显改变，且细胞生存率下降了 90 %以上。
Wnt/茁-catenin信号转导途径是一类传导生长刺激信号的

通路，在动物胚胎发育和肿瘤形成中起着重要作用，其中涉及

茁-catenin及 c-myc，这些基因突变引起转导途径失调从而导致

多种肿瘤形成[12]。茁-catenin与 c-myc蛋白表达与结肠癌细胞的

增殖关系密切。茁-catenin作为Wnt通路中的关键环节，与其他

信号通道可能相互影响，形成复杂的网络效应，提示 茁-catenin

异常表达在肿瘤发展过程中有多重效应[13,14]。C-myc作为 Wnt

通路下游的一个靶基因，在大肠腺瘤、腺瘤恶变、大肠癌中呈过

表达[15,16]。当Wnt信号存在时，Wnt蛋白结合于卷曲蛋白(Friz-

zled) 受体和低密度脂蛋白受体相关蛋白 5或 6(LRP5/6)，Wnt

蛋白和 Frizzled受体的富半胱氨酸富集区、LRP5/6氨基端形成
复合体，导致复合体的出现[17]。Wnt复合体的 LRP 5/6的所极端

与 Axin结合，从蛋白复合体中释放 茁-catenin，在细胞质中堆

积，从而转入至细胞核。在细胞核，茁-catenin与 TCF/LEF蛋白

结合，激活靶基因 c-myc、VEGF、cyclinD1等转录[18]。本研究结

果表明不同浓度 ORI均可明显下调 HCT116细胞 茁-catenin和
c-myc的蛋白表达水平，且随着 ORI浓度的增加，其表达也逐

渐减少。因此，我们推测 ORI可能通过Wnt/茁-catenin信号通

路，下调 c-myc表达，从而抑制 HCT116细胞的增殖。

综上所述，ORI能显著抑制人结肠癌 HCT116 细胞的增

殖，其机制可能与抑制Wnt/茁-catenin信号通道有关。ORI作为

一种中药制剂，具有临床应用及开发价值，本研究为进一步深

入研究 ORI抗结肠癌的分子机制提供了实验基础。
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