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Abstract
AIM: To investigate whether oridonin has anti-
proliferation effects against human pancreatic 
carcinoma SW1990 cells and to explore possible 
mechanisms involved.

METHODS: SW1990 cells were treated with dif-
ferent concentrations of oridonin. Cell prolifera-
tion was measured by MTT assay. Cell morpho-
logical changes were observed by laser confocal 
microscopy after double immunofluorescence 
staining. Cell apoptosis was detected by flow cy-
tometry (FCM).

RESULTS: Treatment with oridonin signifi-
cantly inhibited the growth of SW1990 cells. 
After treatment with oridonin, apoptosis-related 

morphological changes, such as condensation of 
chromatin and nuclear fragmentation, were ob-
served in SW1990 cells. The fluorescence inten-
sity of β-actin in the cytoplasm was increased, 
especially in the perinuclear area. The early 
apoptotic rates of SW1990 cells treated with 12.5, 
25.0 and 50.0 µmol/L oridonin were significantly 
higher than those of control cells (2.17% ± 0.57%, 
5.83% ± 0.57%, 4.43% ± 0.78% vs 0.30% ± 0.17%, 
all P < 0.05). The late apoptotic and cell necrosis 
rates were also significantly higher in oridonin-
treated cells than in control cells (5.10% ± 0.98%, 
7.03% ± 1.52%, 10.13% ± 0. 70% vs 2.63% ± 0.06%, 
all P < 0.05).

CONCLUSION: Oridonin can significantly 
inhibit proliferation and induce apoptosis of 
SW1990 cells perhaps by altering β-actin depoly-
merization/polymerization.
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roliferation; Apoptosis; β-actin
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摘要
目的: 研究冬凌草甲素(Oridonin)对人胰腺癌
SW1990细胞增殖的抑制作用并探究其可能的
机制.

方法: 以不同浓度的冬凌草甲素作用于体外
培养的SW1990细胞, MTT法检测细胞生长抑
制率, 双重免疫荧光染色后激光共聚集显微镜
观察细胞的形态学变化, 流式细胞仪检测细胞
凋亡率.

结果: 冬凌草甲素对人胰腺癌SW1990细胞具
有明显增殖抑制作用. 给药组细胞核DAPI染
色可见典型的凋亡形态学改变, 细胞质骨架
蛋白β-肌动蛋白荧光染色增强, 尤其是细胞中
央近细胞核处荧光染色明显增强. 12.5, 25.0, 
50.0 μmol/L给药组早期凋亡率显著高于未给
药组(2.17%±0.57%, 5.83%±0.57%, 4.43%
±0.78% vs  0.30%±0.17%, 均P <0.05), 晚期
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■背景资料
胰腺癌是一病情
凶 险 、 治 愈 率
低、预后极差的
消化系恶性肿瘤, 
近年来发病率有
升 高 的 趋 势 .  目
前中晚期胰腺癌
主要以非手术治
疗 为 主 ,  由 于 中
医药治疗肿瘤毒
不良反应低且疗
效 显 著 ,  在 防 治
胰腺癌有较大的
潜 力 与 优 势 ,  日
益受到国内外医
学界的关注. 
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凋亡和坏死细胞的百分率也显著高于未给药
组(5.10%±0.98%, 7.03%±1.52%, 10.13%±

0.70% vs  2.63%±0.06%, 均P <0.05).

结论: 冬凌草甲素可抑制胰腺癌SW1990细胞
增殖, 促进肿瘤细胞凋亡, 其作用机制可能是
药物干预后引起了β-肌动蛋白聚合/解聚状态
的改变.
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0  引言

冬凌草系唇形科香茶菜属植物, 学名碎米亚, 在
我国分布广泛. 通常取其干燥地上部分入药, 味
苦甘、性微寒, 具有清热解毒、消炎止痛、健

胃活血及抗肿瘤等作用. 冬凌草主要的化学成

分为贝壳杉烯类的二菇, 包括冬凌草甲素、乙

素、丙素、丁素、戊素等, 其中最重要的抗癌

有效成分确定为冬凌草甲素(Oridonin). 研究表

明, Oridonin对食管癌、肝癌、结肠癌、胃癌、宫

颈癌、肺癌、鼻咽癌、白血病、人黑色素瘤、纤

维肉瘤等具有一定的疗效[1-6]. 关于Oridonin治疗胰

腺癌的实验研究, 少有文献报道, 新近研究提示其

对人胰腺癌细胞株有生长抑制作用[7]. 本文研究

Oridonin对人胰腺癌SW1990细胞增殖抑制作用

并探究其可能机制, 为其进一步应用于临床治

疗胰腺癌提供有力的实验依据.  

1  材料和方法

1.1 材料 Oridonin购自南京泽朗医药科技有限

公司(纯度≥98%); 人胰腺癌SW1990细胞株为

上海长海医院消化内科实验中心惠赠. SW1990
细胞用含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基培

养于25 mL塑料培养瓶中, 37 ℃,  50 mL/L CO2

培养箱常规培养. Oridonin用1 mL DMSO溶解后

加入三蒸水9 mL, 配制成含10% DMSO浓度为

100 mmol/L的母液, -4 ℃保存, 应用时加培养基

稀释成目标浓度(DMSO终浓度≤0.01%时, 无明

显细胞毒作用). DMEM培养基(Gibco), MTT、
DMSO(Sigma), DAPI试剂盒、抗β-肌动蛋白

(β-actin)小鼠单克隆抗体、Alexa Fluor 488标记

山羊抗小鼠IgG(H+L)的二抗、Annexin V-FITC 
细胞凋亡检测试剂盒(碧云天公司), 小牛血清
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(PAA laboratories).
1.2 方法 
1 .2 .1  细胞生长抑制率的测定 :  采用噻唑蓝

( M T T )还原法进行检测 .  取对数生长期的

SW1990细胞, 调整细胞浓度为1×105/mL, 将
细胞悬液接种于无菌96孔细胞培养板中, 每孔

100 μL, 培养12 h细胞完全贴壁后弃上清分别加

入含3.125、6.250、12.500、25.000、50.000、
100.000 μmol/L Oridonin的DMEM培养基100 
μL, 每种浓度均设6个平行孔; 对照组加入不含

药物的培养液100 μL. 将培养板置于37 ℃, 饱
和湿度, 50 mL/L CO2孵箱中常规培养至12, 24, 
36, 48 h后, 于终止培养前4 h, 各孔均加入5 g/L 
MTT溶液20 μL, 继续培养4 h后弃上清, 各孔加

入DMSO 150 μL, 振荡器上振荡5-10 min溶解蓝

色结晶, 待孔内结晶完全溶解并色素均匀后以

酶标仪于490 nm处读取各孔吸光度值(A 490), 计
算细胞生长抑制率与IC50. 细胞生长抑制率(%) = 
[对照组A值-实验组A值]/对照组A值×100%. 实
验重复3次. 
1.2.2 双重染色法后激光共聚集显微镜观察细胞

的形态学变化: 本实验采用β-actin抗体免疫荧光

染色法观察细胞质细胞骨架蛋白变化, DAPI染
色法观察细胞核凋亡变化. 具体操作步骤为: (1)
细胞爬片: 洁净的盖玻片消毒灭菌后放置到6孔
板内, 取对数生长期细胞, 调整细胞浓度为2×
108/L接种于6孔板中, 每孔2 mL, 培养12 h细胞

完全贴壁后弃上清分别加入含12.5、25.0、50.0 
μmol/L Oridonin的DMEM培养基2 mL, 培养24 h
后弃上清; (2)固定: 用PBS分3次取代6孔板中的

培液后, 移除PBS, 培养细胞爬片在4 ℃预冷的 
4%多聚甲醛中固定30 min, 常温下PBS漂洗3遍, 
每次5 min; (3)封闭: 加入免疫染色封闭液, 培养

板放入湿盒, 4 ℃冰箱封闭60 min; (4)β-actin一
抗孵育: 按照1∶100比例用免疫染色一抗稀释

液稀释Actin抗体, 吸尽封闭液, 立即加入稀释好

的一抗, 4 ℃冰箱孵育过夜后常温下PBS漂洗3
次, 每次5 min; (5)二抗孵育: 按照1∶100比例用

免疫荧光染色二抗稀释液稀释Alexa Fluor 488
标记山羊抗小鼠IgG(H+L)的二抗, 吸尽PBS液, 
立即加入稀释好的二抗, 4 ℃冰箱中孵育1 h后, 
常温下PBS漂洗3次, 每次5 min; (6)DAPI染色: 
加入DAPI染色稀释液, 室温染色3-5min, PBS漂
洗3次, 每次5 min; (7)从培养板中取出盖玻片, 立
即倒置于载玻片上方, 荧光封片剂封片, 室温放

置1-2 h待封片剂凝固, 于激光共聚焦显微镜上

观察并摄影. 
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■研发前沿
细胞凋亡又称为
程序性死亡, 是由
基因控制的细胞
自我消亡过程, 在
多种组织中对于
控制细胞的数量
起到关键性的作
用. 诱导肿瘤细胞
凋亡治疗逐渐成
为国际肿瘤研究
的一个热点.
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1.2.3 流式细胞仪检测细胞凋亡: 用A nnex in 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒. 取对数生长期细

胞, 调整细胞浓度为2×108/L接种于6孔板中, 每
孔2 mL, 培养12 h细胞完全贴壁后弃上清分别加

入含12.5、25.0、50.0 μmol/L Oridonin的DMEM
培养基2 mL, 培养24 h后弃上清. PBS洗涤贴壁细

胞1次, 用胰酶细胞消化液(含有EDTA)消化细胞, 
加入2 mL的DMEM培养基, 吹打细胞后转移到离

心管内, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 收集细胞, 
用PBS轻轻重悬细胞并计数. 取(5-10)×104重悬

的细胞, 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 加入195 
μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细胞. 加入5 
μL Annexin V-FITC, 轻轻混匀. 室温(20 ℃-25 ℃)
避光孵育10 min. 1 000 r/min离心5 min, 弃上清, 
加入190 μL Annexin V-FITC结合液轻轻重悬细

胞. 加入10 μL碘化丙啶染色液, 轻轻混匀, 冰浴

避光放置. 随即进行流式细胞仪检测.
统计学处理 统计分析应用SPSS16.0版统计

软件, 实验数据mean±SD表示, 计量资料用方差

分析两两比较组间差异性, 计算P值. 检验水准: 
α = 0.05.

2  结果

2.1 Or idonin对SW1990细胞的生长抑制作用 
3.125 μmol/L、6.250 μmol/L的Oridonin对细胞

的生长无明显的抑制作用, Oridonin处理后细胞

增殖抑制率随给药浓度增加和作用时间延长而

逐渐增加, 呈明显的时间-剂量依赖关系. 其中

12.5、25.0、50.0 μmol/L的药物作用24 h的抑制

率分别为38.9%、45.9%、62.1%,  24 h Oridonin
作用的IC50值为35.43 μmol/L(图1). 
2.2 激光共聚集显微镜观察细胞的形态学变化 
对细胞爬片进行扫描, 每次摄影形成D A P I染
色细胞核图、β-actin抗体免疫荧光染色细胞质

图、光学显微镜细胞分布图以及双重染色合成

图. DAPI染色细胞核图显示, 对照组细胞核较

大, 核大小及染色均匀, 染色较浅(图2A1); 给药

组随浓度升高细胞数量减少, 部分细胞核体积

变小, 荧光染色增强, 细胞出现典型的凋亡改变, 
凋亡细胞主要表现为细胞核浓缩及细胞核碎裂

等典型改变(图2B1, 2C1). β-actin抗体免疫荧光

染色细胞质图显示, 对照组细胞质β-actin荧光染

色分布均匀(图2A2); 给药组细胞质荧光染色增

强(图2B2), 尤其是细胞中央近细胞核处荧光染

色明显增强(图2C2). 经上述染色处理后, 光学显

微镜细胞分布图显示, 对照组细胞呈椭圆形、

梭形贴壁生长(图2A3), 经不同浓度Oridonin处
理的实验组细胞生长受到不同程度的抑制, 随
着浓度升高细胞数量减少(图2C3); 部分细胞形

态逐渐变圆, 细胞体积缩小, 呈小类圆形细胞, 
细胞内颗粒状物质增多, 另可见部分坏死崩解

细胞(图2B3, 2C3). 双重染色合成图显示, 细胞

核发出蓝色荧光, 细胞质发出绿色荧光, 结果与

上述一致(图2A4, B4, C4). 
2.3 流式细胞仪分析结果 Oridonin均可诱导细胞

凋亡发生. 不同浓度组早期凋亡、晚期凋亡和

坏死细胞、死亡细胞总数的百分率, 与对照组

相比, 差异具有统计学意义(P <0.05, 表1, 图3).

3  讨论

胰腺癌是一病情凶险、治愈率低、预后极差的

消化系恶性肿瘤. 近年来发病率有升高的趋势, 
在美国已成为消化系肿瘤致死原因的第2位[8]. 世
界范围的综合资料显示, 胰腺癌的5年生存率仅

为5.0%或更低, 是预后最差的肿瘤. 目前胰腺癌

■相关报道
宋芳等2010年发
现冬凌草甲素对
人胰腺癌SW1990
细胞有生长抑制
作用, 认为冬凌草
甲素通过诱导凋
亡和G2/M期周期
阻滞来抑制人胰
腺癌SW1990细胞
生长, 其分子机制
可能与Survivin和
P21调节的信号途
径有关.

表  1  流式细胞仪检测药物对细胞凋亡的影响 (mean±SD, %)

     
细胞

                      Oridonin浓度(μmol/L)

    
对照组

      12.5         25.0         50.0

早期凋亡细胞 0.30±0.17 2.17±0.57a   5.83±0.57ac   4.43±0.78ace 

晚期凋亡和坏死细胞 2.63±0.06 5.10±0.98a   7.03±1.52ac 10.13±0.70ace

死亡细胞总数 2.93±0.15 7.27±0.42a 12.87±1.39ac 14.57±1.46ac

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  12.5 μmol/L组; eP<0.05 vs  25 μmol/L组.
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图  1  不同浓度Oridonin处理后细胞增殖抑制率变化曲线.
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治疗方法有手术治疗和非手术治疗. 根治性手

术是最有效的治疗方法, 然而80%-85%的胰腺

癌病例确诊时已届中晚期[9], 无法切除. 非手术

治疗包括化疗、放疗、生物治疗、物理治疗、

营养支持治疗、中医药治疗等. 现今中晚期胰

腺癌主要以非手术治疗为主, 由于中医药治疗

肿瘤不良反应低且疗效显著, 在防治胰腺癌有

较大的潜力与优势, 正日益受到国内外医学界

的关注[10]. 
本实验选择SW1900细胞株, 应用多种方法

观察中草药Oridonin对肿瘤细胞的影响. MTT结
果显示Oridonin处理细胞后抑制率随给药浓度

增加和作用时间延长而逐渐增加, 呈明显的时

间-剂量依赖关系, 这与文献报道一致[7]. 本实验

光学显微镜细胞分布图进一步证实, 经不同浓

度Oridonin处理的实验组细胞生长受到不同程

度的抑制, 随着浓度升高细胞数量减少; 部分细

胞呈小类圆形细胞, 另可见部分坏死崩解细胞.  

DAPI染色细胞核图显示给药组随浓度升高细胞

数量减少, 细胞出现典型的凋亡改变. 流式细胞

仪检测结果显示不同浓度组早期凋亡、晚期凋

亡和坏死细胞、死亡细胞总数的百分率, 均高

于对照组. 上述结果说明Oridonin可诱导细胞凋

亡发生, 其抑制肿瘤细胞增殖作用可能与诱导

肿瘤细胞凋亡有关. 
细胞骨架是细胞内蛋白质成分组成的网络

结构, 包括微管、微丝和中间纤维. 微丝是3种
骨架结构中最细的, 主要由肌动蛋白(actin)组成, 
以游离球状肌动蛋白(G-actin)或聚合纤维状肌

动蛋白(F-actin)形式存在, 正常细胞微丝聚合/解
聚的动态变化和平衡是细胞运动、附着、细胞

分裂周期的重要调控因素[11-13]. 研究表明, G-ac-
tin和F-actin平衡状态的改变, 与肿瘤发生密切相

关[14]. 关于actin改变与细胞癌变之间的关系, 研
究认为可能是由于微丝的组装和分布发生了变

化, 使微丝不能够和质膜相连, 不能受细胞的正

■创新盘点
本研究采用双重
免疫荧光染色法
检测人胰腺癌细
胞的形态学变化, 
通过激光共聚集
显微镜观察细胞
核和细胞质骨架
蛋白β-actin形态
学 变 化 ,  首 次 探
讨了冬凌草甲素
对细胞骨架蛋白
的影响.

图  2  不同浓度Oridonin处理后的细胞形态学变化. A: 对照组; B: 12.5 μmol/L组; C: 50.0 μmol/L组; 1: DAPI染色; 2: β-actin

抗体免疫荧光染色; 3: 光学显微镜; 4: 双重染色.
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常调控, 进而导致细胞生长与增殖的失控[13,15-18]. 
Rao等[19]表明actin聚合/解聚状态的改变, 即actin
骨架重组, 对恶性肿瘤细胞的形态和表型有非

常重要的调节作用, 认为干预细胞骨架微丝actin
重组可作为抗癌药物的作用靶点, 也可作为研

发新的抗肿瘤药物的依据. 进一步研究表明, 通
过改变actin的聚合/解聚状态可以起到治疗肿瘤

的作用[20-23]. 
关于Oridonin作用于细胞骨架蛋白actin的

研究, 尚未见文献报道. 真核细胞骨架蛋白actin
至少分为6种: 两个横纹肌型(α-心肌型, α-骨骼

肌型), 两个平滑肌型(α-血管平滑肌型, γ-内脏平

滑肌型)和两个细胞质型(β和γ亚型). β-actin为6
种actin中的一种, 属于非肌肉细胞骨架actin. 本
实验通过β-actin抗体免疫荧光染色法观察Ori-
donin对肿瘤细胞骨架蛋白影响, 激光共聚集显

微镜观察发现细胞质发绿色荧光, 对照组胞质

β-actin荧光染色分布均匀, 给药组胞质荧光染色

增强, 提示药物干预后引起了β-actin聚合/解聚

状态的改变, 可能是F-actin增加, 导致了细胞质

荧光染色增强. 本实验同时发现细胞中央近细

胞核处荧光染色明显增强, 可能是药物干预使

微丝actin的分布发生了变化. 
目前, 作用于细胞骨架蛋白actin的抗肿瘤

药物, 按作用机制特点, 大致分为两类, 第1类是

促进肌丝蛋白解聚并使肌丝蛋白处于不稳定状

态, 以长春花生物碱类为代表. 第2类是促进肌

丝蛋白聚合并稳定肌丝蛋白, 以紫杉醇为代表. 
尽管作用机制不同, 但最终都可以抑制肿瘤细

胞增殖和促进肿瘤细胞凋亡[12,21,24]. 细胞凋亡又

称为程序性死亡, 是由基因控制的细胞自我消

亡过程, 在多种组织中对于控制细胞的数量起

到关键性的作用[25]. 诱导肿瘤细胞凋亡治疗逐

渐成为国际肿瘤研究的一个热点. β-actin是主要

的微丝组成成分, 研究已明确显示微丝结构的

动态变化能调控细胞凋亡[13,26-29]. 本实验研究提

■应用要点
本研究探讨了冬
凌草甲素对细胞
质细胞骨架蛋白
β-actin和细胞核
的影响, 显示该药
是一种有良好活
性的抗胰腺癌中
药制剂, 为其进一
步应用于临床治
疗胰腺癌提供有
力的实验依据.

图  3  流式细胞仪检测不同药物浓度组处理24 h后细胞的凋亡情况. A: 12.5 μmol/L组; B: 25.0 μmol/L组; C: 50.0 μmol/L组; 

D: 对照组. Q1: 检测误差; Q2: 晚期凋亡和坏死细胞; Q3: 正常活细胞; Q4: 早期凋亡细胞.
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示Oridonin引起了β-actin聚合/解聚状态的改变, 
可能是F-actin增加, 导致肿瘤细胞增殖受到抑制. 
本实验β-actin聚合/解聚状态的改变, 必然导致微

丝结构的变化, 这可能是药物诱导肿瘤细胞凋亡

的机制之一. 本实验结果也说明Oridonin是属于

上述作用于细胞骨架的抗肿瘤药物中的第2类药

物. 本实验没有进一步运用分子生物学技术检测

细胞中G-actin和F-actin含量和比例, 这也是本研

究不足之处, 故F-actin增加有待实验进一步证实. 
总之, Oridonin可抑制胰腺癌SW1990细胞增

殖, 促进肿瘤细胞凋亡, 其作用机制可能是药物

干预后引起了β-actin聚合/解聚状态的改变. 我们

研究结果提示, Oridonin作为一种有良好活性的

抗胰腺癌中药制剂, 具有很好的临床应用和开发

价值, 但其抗癌作用机制有待进一步深入研究. 

志谢: 感谢尚文斌、刘佳及赵娟在本实验中给

予的大力帮助. 
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■同行评价
本文设计合理, 方
法 得 当 ,  结 果 可
靠, 为进一步研究
冬凌草甲素对胰
腺癌的临床治疗
打下了基础.


