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冬凌草甲素抑制SW620结肠癌细胞增殖与BMP7-p53通路的相关性研究
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摘 要： 目的 研究冬凌草甲素（ORI）对人结肠癌细胞 SW620的增殖抑制、诱导凋亡作用，并探讨其可能的分子机制。

方法 采用结晶紫染色研究ORI（5、10、15、20、25 μmol/L）对 SW620细胞的增殖抑制作用；流式细胞术研究ORI（10、

15、20 μmol/L）诱导SW620细胞凋亡作用；采用Western blotting技术研究ORI对SW620细胞中增殖细胞核抗原（PCNA）、

凋亡相关指标（Caspase-3）、骨形态发生蛋白7（BMP7）、p53蛋白表达的影响；转染重组p53腺病毒实现p53的外源性过表

达，p53抑制剂PFTα降低BMP7水平，检测ORI是否通过调节 p53表达影响细胞增殖凋亡、BMP7-p53信号通路。结果 与

对照组比较，ORI可以时间和剂量依赖性地抑制 SW620细胞生长，上调 PCNA蛋白水平；流式细胞术以及Western blotting

检测结果显示，ORI明显增加细胞凋亡率，促进Caspase-3蛋白表达，并且上调BMP7和 p53蛋白表达；外源性过表达 p53

加强了 ORI对上述蛋白表达的调控，PFTα则部分抑制了 ORI的作用。结论 ORI可以通过激活 BMP7-p53 信号通路抑制

SW620细胞增殖、诱导凋亡。
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Abstract: Objective To investigate the proliferation inhibitory and apoptosis-inducing effects of oridonin (ORI) on human colon

cancer SW620 cells and its possible mechanisms. Methods Crystal violet staining and flow cytometry assay were introduced to

analyze the proliferation inhibition and induction apoptosis of ORI on SW620 cells. Western blotting assay were used to detect the

effects of ORI on the expression of PCNA, Caspase-3, BMP7, and p53 of SW620 cells; The exogenous overexpression of p53 was

achieved by transfecting recombinant adenovirus, and its inhibitor (PFTα) reduced the level of BMP7 with aim to detect the

influence of ORI on the BMP7-p53 pathway. Results ORI (5, 10, 15, 20, and 25 μmol/L) could inhibit the proliferation of SW620

cells in a time and concentration dependent manner and upregulate the protein level of PCNA; Flow cytometry and Western blotting

results showed that ORI induced apoptosis of SW620 cells significantly and upregulated the expression of BMP7, Caspase-3, and

p53. The exogenous overexpression of p53 strengthened the expression regulation of above proteins, While p53 inhibitor (PFTα)

reduced growth inhibition rate and apoptosis rate induced by ORI in SW620 cells and downregulated the level of BMP7 and p53.

Conclusion ORI can induce apoptosis of SW620 cells via BMP7-p53 signal pathway.
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冬凌草甲素（Oridonin，ORI），又名延命草宁，是

传统中药冬凌草全草中提取的主要有效成分，属于

四环二萜类化合物［1-2］。近年来研究表明，在体内和

体外实验中，ORI均能够抑制多种肿瘤细胞的

生长［3-4］，延长患肿瘤动物的存活时间［5］，并被认为是

最有希望的治疗肿瘤的天然药物之一，但是其具体

的分子机制还不清楚。

结肠癌在胃肠道消化系统肿瘤中排第 3位，严

重危害着人类健康。正常生理条件下，肠道内的各

种细胞系与微环境之间是一个相对平衡、不断更新

的状态，一旦这种相互作用被破坏，就可能增加患

癌几率［6］。结肠癌的发病机制有很多，Wnt信号异

常是最普遍的发病因素［7-8］，BMP7-p53信号通路异

常也是结肠癌发生的重要原因之一。骨形态发生

蛋白 7（Bone morphogenetic protein 7，BMP7），是转

化生长因子 β（transforming growth factor-β，TGF-β）

超家族成员，可以调节细胞的增殖、分化、迁移和凋

亡，BMP7及其下游信号的异常涉及了结肠癌的发

生发展。p53作为 BMP7的下游信号蛋白，在 DNA

损伤诱导细胞凋亡中发挥极其重要的作用［9］。本研

究选用人结肠癌 SW620细胞为研究对象，分析ORI

对结肠癌的抑制作用，探究其可能的作用机制，筛

选有效抑癌靶点，为ORI的临床应用和开发提供更

深一步的理论支持，为结肠癌的药物治疗提供新思路。

1 材料

1.1 细胞培养

SW620 细 胞 ，购 自 美 国 模 式 培 养 物 集 存

库（American Type Culture Collection，ATCC），细胞

用含 10%胎牛血清、100 kU/L青霉素和 0.1 g/L链霉

素的高糖 DMEM 培养基，在 5% CO2、37 ℃环境中

培养。

1.2 药物及主要试剂

ORI 购自西安昊轩生物科技有限公司，批号

DLCJS-110630，质量分数98.2%，用二甲基亚砜溶解并

配成浓度为10 μmol/L的储存液，分装于1.5 mL的 EP

管中。

实验所用抗体均购自 Santa Cruz Biotechnology

公司；GFP、p53腺病毒由美国芝加哥大学何通川教

授提供；p53抑制剂PFTα购于赛力克公司。

1.3 主要仪器

二氧化碳培养箱、低温离心机（Thermo公司）；

细胞培养超净台（安泰技术有限公司）；倒置荧光显

微镜（Nikon公司）；湿式转膜仪、垂直电泳槽（六一

仪器厂）；酶联免疫检测仪、凝胶成像系统（Bio-Rad

公司）。

2 方法

2.1 结晶紫染色

将处于指数生长期的SW620细胞消化、计数铺

于 24孔板中，每孔约 5×104个。待细胞贴壁之后，分

为 ORI（5、10、15、20、25 μmol/L）组与对照组，对照

组加入等量DMSO。分别于 24、48、72 h后，弃去上

层培养基，用冷的PBS轻轻洗 2次，每孔加入 200 μL

0.25%的结晶紫溶液，室温孵育 20 min后，用自来水

轻轻冲洗2次。室温放置，晾干，扫描。

2.2 流式细胞仪检测细胞凋亡

将处于指数生长期的 SW620 细胞均匀铺于 6

孔板中，每孔约 2×105个。待其贴壁后，加入不同浓

度ORI（10、15、20 μmol/L），最高浓度多 1个复孔，对

照组用相同体积的 DMSO 进行处理。48 h 后分别

收集细胞上清液，先用PBS（4 ℃）清洗贴壁细胞，然

后用无 EDTA 的胰酶进行消化，PBS 重悬并离

心（800 r/min，5 min×3次），按照试剂盒的操作说明

用 Annexin-V EGFP 和 PI 处理，流式细胞仪进行凋

亡检测。

2.3 蛋白提取以及Western blotting实验

以每孔约 2×105个细胞将SW620细胞均匀铺于

6孔板中，细胞贴壁后，加入低、中、高浓度（10、15、

20 μmol / L）的 ORI 处理，对照组给予等体积的

DMSO。24 h后，弃去上清液并用 PBS洗 2次，每孔

约加入 200 μL的裂解液、2 μL 的蛋白酶抑制剂和

2 μL 的磷酸酶抑制剂，冰上充分搅拌至细胞完全裂

解，置 1.5 mL中的 EP管保存。每孔按照 200 μL：

10 μL：50 μL的比例加入 β-巯基乙醇与 5×Loading

buffer混匀，沸水煮 10 min，－20 ℃保存。采用 10%

的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，按照常规方法进行

Western blotting试验。电泳后将蛋白转印至硝酸纤

维素膜（PVDF）上，采用 5%的BSA封闭 2 h，一抗封

闭过夜，二抗封闭 1 h，最后采用ECL试剂盒显影并

成像。

2.4 重组p53腺病毒

采用 AdEasy 质粒重组过表达 p53 腺病毒。具

体步骤为：用高保真 Taq酶将目的基因编码序列以

PCR 进行扩增并克隆到穿梭质粒中。将穿梭质粒

线性化，与骨架质粒重组。重组完成后转染到

HEK-293细胞中进行病毒包装，得到 p53的重组腺

病毒，并用绿色荧光标记，命名为Adp53。同法构建

AdGFP作为空白对照。

用 Adp53病毒感染 HCT116细胞实现 p53的外
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源性过表达，并通过外源给予 p53抑制剂PFTα减少

p53水平，观察ORI是否通过BMP7-p53调控细胞凋

亡。过表达 P53 实验分为 4 组：对照（DMSO +

AdGFP）组、p53（DMSO + Adp53）组、ORI（20 μmol /L

ORI + AdGFP）组、ORI + p53（20 μmol / L ORI +

Adp53）组；抑制 p53 蛋白表达实验共分 4 组：对

照（DMSO）组、PFTα（DMSO + 3 µg/mL PFTα）组、

ORI（20 μmol/L）组、ORI + PFTα（20 μmol/L ORI + 3

µg/mL PFTα）组。细胞接种及Western blotting实验

操作均同“2.4”项，药物作用48 h。

3 结果

3.1 ORI对SW620细胞增殖的影响

结晶紫染色结果（图 1A）显示，ORI抑制SW620

细胞增殖，呈明显的浓度与时间相关性。Western

blotting 结果（图 1B）显示，ORI 明显升高 SW620 细

胞 中 增 殖 细 胞 核 抗 原（proliferation cell nuclear

antigen，PCNA）表达，且呈浓度与时间相关性。结

果提示，ORI能够抑制SW620细胞的增殖。

3.2 ORI对SW620细胞凋亡的影响

Western blotting结果显示，经ORI处理后，细胞

中凋亡蛋白 caspase-3的表达显著增加，且与药物浓

度呈正相关，且随时间延长，48 h时 caspase-3的增

加水平比 24 h有所提高，结果见图 2A。流式细胞术

凋亡检测显示，ORI组凋亡细胞比例明显较对照组

上升，且随 ORI 浓度升高而升高（图 2B）。结果提

示，ORI促进了SW620细胞的凋亡。

3.3 ORI上调BMP7与p53的表达

Western blotting 结 果 显 示 ，ORI 明 显 上 调

SW620细胞中BMP7、p53蛋白表达，且呈浓度与时

间相关性，见图 3。结果提示，BMP7和 p53能够调

A-Western blotting 检测ORI对SW620细胞中 caspase-3蛋白表达的影响；B-流式细胞术分析ORI对SW620细胞凋亡的影响，Q2与Q4象限代

表凋亡细胞所占比例。

A- Western blotting was used to detect effect of ORI on expression of caspase-3 protein in SW620 cells；B- The effect of ORI on apoptosis of

SW620 cells was analyzed by flow cytometry. Q2 and Q4 quadrants represented the proportion of apoptotic cells.

图2 ORI对SW620细胞凋亡的影响

Fig. 2 Effect of ORI on apoptosis of SW620 cells

A-结晶紫染色检测ORI对SW620细胞的增殖抑制作用；B-Western

blot检测ORI对SW620细胞中PCNA蛋白表达水平的影响

A-crystal violet staining was used to detect inhibitory effect of ORI on

proliferation of SW620 cells；B-Western blotting was used to detect

the effect of ORI on expression of PCNA protein in SW620 cells.

图1 ORI对SW620细胞增殖的影响

Fig. 1 Effect of ORI on proliferation of SW620 cells

··1772



Drug Evaluation Research 第41卷第10期 2018年10月

节 ORI 所诱导的增殖凋亡，BMP7 与 p53 可能存在

某种联系。

3.4 p53调节ORI诱导的细胞增殖抑制、凋亡

Western blotting 结 果 显 示 ，ORI 明 显 上 调

SW620细胞中 caspase-3、PCNA蛋白表达，加入外源

性的 p53 腺病毒，能够促进 ORI 诱导的 caspase-3、

PCNA 表达上调；加入 p53 抑制剂 PFTα，能够逆转

ORI诱导的 caspase-3、PCNA 表达上调，见图 4。结

果提示，ORI诱导凋亡与p53表达有关。

3.5 ORI影响BMP7-p53通路

对ORI诱导的细胞增殖抑制、凋亡进行初步机

制分析，Western blotting 结果显示，ORI 明显上调

SW620细胞中 p53、BMP7蛋白表达，加入外源性的

p53 腺病毒，能够促进 ORI 诱导的 p53、BMP7 表达

上调；加入 p53 抑制剂 PFTα，能够逆转 ORI诱导的

p53、BMP7表达上调，见图 5。结果提示，ORI可能

是通过上调BMP7、p53蛋白的表达，实现对 SW620

细胞中 BMP7-p53通路的调控。p53是 BMP7的下

游信号蛋白，本结果发现 p53 能够反馈调节 BMP7

的表达，二者之间复杂的传导关系有待进一步

研究。

4 讨论

结肠癌是世界上高发的恶性肿瘤之一，其发病

率和死亡率逐年增加，尤其是在西方国家［10］。尽管

目前治疗结肠癌的方法有了很大的提高，但是其预

后仍不乐观。因此，急需开发一些新的药物或者治

疗方法来促进结肠癌的诊断或者治疗，减少结肠癌

的复发。本研究发现，ORI能够明显抑制结肠癌细

胞 SW620的增殖、促进凋亡，上调 p53的表达，通过

激活BMP7-p53信号通路，抑制结肠癌的发生发展。

结肠癌的发病机制有很多，包括TGF-β、Wnt/β-

catenin、PI3K / Akt 的转导异常以及 p53 的缺失与

PTEN的突变等［11-12］。在人体正常细胞活动中，p53

基因在多种生物功能中发挥作用，例如诱导细胞周

期阻滞、促进细胞凋亡和DNA的修复等，调节细胞

的分化与衰老、维持基因组的稳定［13］。据报道，在

p53基因信号通路中，被发现并且经过研究的基因

已超过 160种［14］。经研究验证，p53相关靶基因主要

包括 ：p21、MDM2、Bax、WT1、CD95 / fas、HER2、

p53AIP1、PCNA、cyclin G、PAG608 等，这些基因受

p53调控，参与 p53的众多功能［15］。p53作为肿瘤抑

制因子，调节着肿瘤细胞的生长凋亡，但 p53基因在

大多数肿瘤细胞中易发生突变，突变率可超过

50%。有报道称［16］，用 5-氟尿嘧啶在体外处理结肠

癌，可使细胞中 p53表达逐渐上升，继而激活 Bcl-2

相关X蛋白（bcl2 -associated x protein，Bax），致使细

胞凋亡。BMP7属于 TGF-β超家族成员之一，是一

类具有成骨活性的蛋白。BMP7不仅能够调节成骨

分化，还与癌症的发生发展、侵袭转移有关［17］，

BMP7能够介导多种癌症的发生，包括乳腺癌、淋巴

癌、宫颈癌、骨肉瘤等，但是具体的分子机制还不是

很清楚。

本研究结果表明，ORI 可以抑制结肠癌细胞

SW620 增殖，促进其凋亡，上调 BMP7 与 p53 的表

达；外源性过表达 p53加强了ORI抑制增殖、诱导凋

图 5 ORI/p53/PFTα对 SW620细胞中 p53及BMP7蛋白表

达水平的影响

Fig. 5 Effect of ORI/p53/PFTα on expression of p53 and

BMP7 protein of SW620 cells

图3 ORI对SW620细胞中BMP7、、p53蛋白表达水平的影响

Fig. 3 Effect of ORI on expression of BMP7 and p53 pro-

tein of SW620 cells

图 4 ORI/p53/PFTα对 SW620细胞中Caspase-3及 PCNA

蛋白表达水平的影响

Fig. 4 Effect of ORI/p53/PFTα on expression of Caspase-

3 and PCNA protein of SW620 cells
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亡、上调 BMP7 表达的作用，PFTα则部分抑制了

ORI的作用，BMP7与 p53之间的相互调节是ORI抑

制结肠癌生长的机制之一，为ORI进一步应用于临

床提供了参考。
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