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冬凌草甲素对卵巢癌细胞紫杉醇耐药性的拮抗作用及其机制研究 
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摘  要：目的  探讨冬凌草甲素体内外对卵巢癌细胞紫杉醇耐药性的拮抗作用及其机制。方法  通过大剂量冲击法，诱导制

备耐紫杉醇的人卵巢癌 HO-8910PM 细胞株（HO-8910PM/PIX），用不同浓度冬凌草甲素处理 HO-8910PM/PIX 细胞；或在冬

凌草甲素作用 HO-8910PM/PIX 细胞前以 NF-κB 激活剂 TPA 进行预处理。给药后，细胞经 DAPI 染色，荧光显微镜下观察细

胞形态变化；CCK-8 法检测细胞增殖；流式细胞仪检测细胞凋亡情况；Western blotting 检测卵巢癌细胞中 NF-κB 蛋白的表

达。建立裸鼠卵巢癌皮下移植瘤模型。接种后 8 周，观察冬凌草甲素对裸鼠皮下移植瘤生长的影响；免疫组织化学法检测肿

瘤组织中 NF-κB 的阳性表达。结果  与对照组相比，冬凌草甲素呈浓度相关性抑制卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细胞增殖，显著

诱导细胞凋亡，而 TPA 可显著削弱冬凌草甲素诱导细胞凋亡的作用。与 HO-8910PM 细胞相比，NF-κB 在 HO-8910PM/PIX
细胞中表达显著上调，冬凌草甲素可抑制 HO-8910PM/PIX 细胞中 NF-κB 的表达。冬凌草甲素可显著抑制裸鼠卵巢癌皮下移

植瘤生长，明显减弱移植瘤组织中 NF-κB 的阳性表达。结论  冬凌草甲素体内外对卵巢癌细胞紫杉醇耐药性具有拮抗作用，

该作用可能通过抑制 NF-κB 的表达而实现。 
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and its mechanism 
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Abstract: Objective  To investigate the antagonistic effect of oridonin on paclitaxel-resistance of human ovarian cancinoma cells and 
its mechanism. Methods  Paclitaxel-resistant human ovarian cancer cell line (HO-8910PM/PIX) was established with HO-8910PM 
cells. HO-8910PM/PIX cells were treated with different concentrations of oridonin, or pretreated with NF-κB activator TPA, then 
followed by the treatment of oridonin. HO-8910PM/PIX cells morphological changes were observed under the fluorescence 
microscopy after DAPI staining, the cellular proliferation was detected by CCK-8 assay. The flow cytometry was used to determine the 
apoptosis. Western blotting was used to detect the protein expression of NF-κB in ovarian cancer cells. HO-8910PM/PIX cells were sc 
injected into nude mice to establish ovarian xenograft tumor model. Eight weeks after implantation, the inhibitory effect on growth of 
xenograft tumor in nude mice was observed. Immunohistochemistry was used to detect the positive expression of NF-κB in the tumor 
tissues. Results  The proliferation of HO-8910PM/PIX cells was significantly inhibited by oridonin with a concentration correlation. 
Apoptotic rate induced by oridonin was markedly higher than that in the control group. However, pretreated with TPA, the apoptosis 
induced by oridonin was significantly attenuated. Compared to HO-8910PM cells, NF-κB protein expression in HO-8910PM/PIX cells 
was obversly up-regulated, which could be inhibited by oridonin. Oridonin could significantly inhibit the growth of xenograft tumor in 
nude mice and weaken the positive expression of NF-κB in xenograft tumor tissues. Conclusion  Oridonin has antagonistic effect on 
paclitaxel-resistance of human ovarian cancer cells both in vivo and in vitro, which may be related to the down-regulation of NF-κB 
expression. 
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卵巢癌是妇科中常见恶性肿瘤，其死亡率居妇

科肿瘤首位。手术治疗和以紫杉醇、顺铂等为主的

联合化疗方案是目前卵巢癌治疗的重要手段。而在

临床治疗过程中会出现由于长期治疗而导致肿瘤细

胞对化疗药物产生的耐药性，5 年存活率仅 45%[1]。

如何逆转卵巢癌细胞的耐药问题成为卵巢癌治疗的

热点和难点。目前国内外对卵巢癌化疗耐药机制的

研究多采用浓度梯度递增法建立耐药细胞株，且关

于卵巢癌对紫杉醇耐药的研究较少。研究发现，提

取自唇形科香茶菜属植物中的冬凌草甲素能有效抑

制鼻咽癌[2]、肝癌[3]、肺癌[4]、胃癌[5-6]等多种肿瘤

细胞生长，但目前尚未见冬凌草甲素对卵巢癌耐药

作用的研究报道。因此，本实验模拟紫杉醇的临床

大剂量冲击用药所对应的剂量和给药方式，建立人

卵巢癌紫杉醇耐药细胞株（HO-8910PM/PIX），探

讨冬凌草甲素对 HO-8910PM/PIX 细胞株的影响及

其可能机制，为卵巢癌临床治疗提供参考。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

冬凌草甲素（质量分数＞98%），中国科学院昆

明植物研究所，用二甲基亚砜（DMSO）溶液配成

10 mmol/L 储备液（DMSO 终体积分数＜0.1%）；紫

杉醇，海南新世通制药有限公司，批号 20110401；
所用药物均经 0.22 μm 微孔滤膜滤过除菌后分装，

于−20 ℃冻存，临用时用不含血清的 RPMI 1640 培

养基稀释成所需浓度。胎牛血清（FBS）、RPMI 1640
培养基、含 EDTA 胰酶，美国 Gibco 公司；DAPI
染色试剂盒、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、CCK-8
试剂盒，上海碧云天生物技术研究所；Annexin 
V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒，南京凯基生物发展有

限公司；NF-κB 抗体，美国 Epitomics 公司；NF-κB
激活剂 TPA，美国 Sigma 公司，用 DMSO 配成 30 
μmol/L 的贮存液（DMSO 终体积分数＜0.1%）。 
1.2  动物 

BALB/c 雌性小鼠，4～6 周龄，体质量 18～20 
g，购于中国科学院上海实验动物中心，许可证号：

SCXK（沪）2007-0005。 
1.3  细胞 

人卵巢癌细胞株 HO-8910PM 购自 ATCC，培

养在含 10% FBS、100 U/mL 青霉素、100 μg/mL 链

霉素的 RPMI 1640 培养液中，置于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中。细胞单层贴壁生长至 70%～80%融合

时，胰蛋白酶消化传代。 

2  方法 
2.1  HO-8910PM/PIX 细胞株的制备 

为使细胞培养体系中紫杉醇的终质量浓度与人

体内有效血药浓度相近，参照郭和清等[7]的方法，

以卵巢癌患者紫杉醇临床化疗方案的用药剂量 175 
mg/m2 计算，求得紫杉醇终质量浓度约 100 μg/mL。
以临床大剂量冲击疗法的用药剂量为常用剂量的 3
倍为标准[8]，本实验采用大剂量冲击法，以终质量

浓度为 300 μg/mL 的紫杉醇作用于 HO-8910PM 细

胞 2 h 来诱导细胞耐药。取对数生长期达 80%～90%
融合生长的 HO-8910PM 细胞，加入 300 μg/mL 紫

杉醇作用 2 h，待细胞恢复生长再进行第 2 次冲击，

如此反复作用 6 次，历时 5 个月，最终建立耐紫杉

醇的人卵巢癌细胞株 HO-8910PM/PIX（耐药指数为

6.70 倍）。 
2.2  细胞形态学观察 

取浓度为 1×106/L 的 HO-8910PM/PIX 细胞悬

液 0.5 mL 接种于载玻片上，待过夜细胞贴壁后更换

培养液，分别加入不同浓度（10、20、40 μmol/L）
的冬凌草甲素培养 24 h。甲醛固定，DAPI 染色 5 
min，荧光显微镜（×400，BX51TF 型，Olympus）
下观察细胞形态。 
2.3  CCK-8 法检测细胞存活率 

收集处于对数生长期的 HO-8910PM/PIX 细胞，

调整细胞浓度为 5×105/mL，接种于 96 孔细胞培养

板中，每孔 10 μL。过夜待细胞贴壁后，分别加入

不同浓度（10、20、40 μmol/L）冬凌草甲素，置 37 
℃培养箱作用 24 h，同时设置空白组（不加细胞加

入等量双蒸水）以及阴性对照组（加细胞加入等量

双蒸水）。药物作用结束前 1 h，各孔加入 CCK-8
溶液 0.01 mL，继续培养 1 h，用酶标仪（ELX800
型，Bio-Tek）测各孔 450 nm 处的吸光度（A）值，

计算细胞存活率。 
细胞存活率＝（实验组 A450 值－空白组 A450 值）/（对

照组 A450值－空白组 A450值） 

2.4  流式细胞术检测细胞凋亡 
将对数生长期HO-8910PM/PIX细胞4×105个，

接种在 6 孔培养板中，生长至 90%融合时加入不同

浓度（10、20、40 μmol/L）冬凌草甲素作用 24 h。
另 HO-8910PM/PIX 细胞经 TPA（80 nmol/L）预处

理 1 h 后再加入冬凌草甲素（40 μmol/L）作用 24 h。
细胞经胰蛋白酶消化，1 000 r/min 离心 5 min，冷

PBS 洗 2 次，按试剂盒说明用 500 μL 结合缓冲液
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重悬细胞，加入 5 μL AnnexinV-FITC 混匀后，再加

入 5 μL PI，混匀，室温避光培养 15 min 上机检测，

检测细胞数为 1×104/组。激发波长 488 nm，发射

波长 530 nm。Cell quest 软件分析。 
2.5  Western blotting 检测 HO-8910PM/PIX 细胞

中 NF-κB 的表达 
收集处于对数生长期的 HO-8910PM/PIX 细胞，

接种于 6 孔板，细胞过夜贴壁后分别用冬凌草甲素

（10、20、40 μmol/L）作用 24 h，RIPA 裂解液裂解

细胞，提取上清液，采用 Bradford 法蛋白定量后进

行 十 二 烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳

（SDS-PAGE）及转膜。经脱脂奶粉封闭后滴加

NF-κB 抗体作为一抗，HRP 标记的 IgG 为二抗，ECL
显色，X 线胶片曝光。 
2.6  裸鼠卵巢癌皮下移植瘤模型制备与给药 

将 4×107 个 HO-8910PM/PIX 细胞悬浮于 0.2 
mL 无血清 RPMI 1640 培养基中，sc 至 BALB/c 裸

鼠背部靠近右侧后肢，以制备裸鼠卵巢癌皮下移植

瘤模型。接种肿瘤细胞 2 周后，待移植瘤体积长至

100 mm3，将荷瘤裸鼠随机分为对照组（ig 0.1% 
DMSO 0.2 mL）、紫杉醇组（ip 20 mg/kg）和冬凌草

甲素组（ig 40 mg/kg），每组 10 只，紫杉醇每周给

药 1 次，冬凌草甲素每周给药 3 次，两给药组均连

续给药 3 周，每次给药体积均为 0.2 mL。第 8 周处

死裸鼠，取皮下移植瘤组织，行常规病理检查，测

肿瘤质量后计算抑瘤率。 
2.7  免疫组织化学法检测肿瘤组织 NF-κB 表达 

取各组新鲜肿瘤组织，切片，脱蜡，微波抗原

修复及阻断内源性过氧化物酶后加入兔抗人 NF-κB
抗体，37 ℃孵育 l h，PBS 冲洗，加二抗孵育 30 min，
PBS 冲洗，加 SABC 室温孵育 20 min，DAB 显色，

显微镜下控制显色时间，苏木素轻度复染，细胞核

棕黄色染色为阳性。显微镜（×400）下取 10 个视

野，计数镜下染色阳性细胞所占比例。 
2.8  统计学处理 

计量数据均以 ±x s 的形式表示，采用 SPSS 
13.0 统计软件进行方差分析和 t 检验。 
3  结果 
3.1  对 HO-8910PM/PIX 细胞形态学的影响 

荧光显微镜下观察到对照组的 HO-8910PM/ 
PIX 细胞核完整而规则；经冬凌草甲素处理后

HO-8910PM/PIX 细胞出现明显核固缩和染色体凝

集等凋亡特征性改变，低浓度组细胞核逐渐出现波

纹状改变，且随着冬凌草甲素浓度的增加，中浓度

组部分染色质出现浓缩和边缘化，高浓度冬凌草甲

素作用 HO-8910PM/PIX 细胞后，细胞核裂解为碎

块，产生大量凋亡小体。表明冬凌草甲素可明显诱

导耐紫杉醇卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细胞凋亡。结

果见图 1。 
3.2  对 HO-8910PM/PIX 细胞增殖的影响 

HO-8910PM/PIX 细胞经不同浓度（10、20、40 
μmol/L）冬凌草甲素作用 24 h 后，细胞存活率分别

为 83.1%、80.5%、75.8%，与对照组相比较均有统

计学差异（P＜0.05）。结果见图 2。 
3.3  对 HO-8910PM/PIX 细胞凋亡的影响 

不同浓度（10、20、40 μmol/L）冬凌草甲素作

用 HO-8910PM/PIX 细胞 24 h 后，分别诱导（6.3±
1.5）%、（8.1±1.7）%、（10.6±2.1）%的 HO- 
8910PM/PIX 细胞凋亡，与对照组［（2.5±0.6）%］

相比均有显著差异（P＜0.01、0.001）（图 3-A）。用

TPA 80 nmol/L 处理后对卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细

胞凋亡未见明显影响，但以 TPA 80 nmol/L 预处理 

 
箭头所示为细胞皱缩或核固缩、染色体凝集和凋亡小体 

Arrow shows cell shrinkage or nuclear solid shrinkage, chromosome condensation, and apoptotic bodies 

图 1  冬凌草甲素对 HO-8910PM/PIX 细胞形态学的影响 
Fig. 1  Effect of oridonin on cell morphological changes in HO-8910PM/PIX 

对照               冬凌草甲素 10 μmol·L−1          冬凌草甲素 20 μmol·L−1        冬凌草甲素 40 μmol·L−1 
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与对照组比较：*P＜0.05 
*P<0.05 vs control group 

图 2  冬凌草甲素对 HO-8910PM/PIX 细胞增殖的影响 
Fig. 2  Effect of oridonin on proliferation of HO-8910PM/PIX 

HO-8910PM/PIX 细胞 1 h 后再给予冬凌草甲素 40 
μmol/L，可显著减弱冬凌草甲素对 HO-8910PM/PIX
细胞凋亡的诱导作用（图 3-B）。 
3.4  对卵巢癌细胞中 NF-κB 蛋白表达的影响 

与 HO-8910PM 细 胞 相 比 较 ， NF-κB 在

HO-8910PM/PIX 细胞中的表达明显上调；而冬凌草

甲素作用于卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细胞 24 h 后，

HO-8910PM/PIX 细胞中 NF-κB 蛋白显著下调，并

呈浓度相关性。结果见图 4。 
3.5  对裸鼠卵巢癌皮下移植瘤生长的影响 

HO-8910PM/PIX 细胞接种于裸鼠 7 d 后，均可

在裸鼠皮下触摸到结节，移植瘤成功率为 100%。 

 
与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与冬凌草甲素组比较：

▲▲▲P＜0.001 
**P<0.01  ***P<0.001 vs control group; ▲▲▲P<0.001 vs oridonin group 

图 3  冬凌草甲素单用 (A)及与 TPA 联合用药 (B)对 HO-8910PM/PIX 细胞凋亡的影响 
Fig. 3  Effect of oridonin single administration (A) or combined with TPA (B) on apoptosis of HO-8910PM/PIX 

 
A-HO-8910PM  B-HO-8910PM/PIX  C-HO-8910PM/PIX＋冬凌

草甲素 10 μmol·L−1  D-HO-8910PM/PIX＋冬凌草甲素 20 μmol·L−1 
E-HO-8910PM/PIX＋冬凌草甲素 40 μmol·L−1 
A-HO-8910PM  B-HO-8910PM/PIX  C-HO-8910PM/PIX + oridonin 
10 μmol·L−1  D-HO-8910PM/PIX + oridonin 20 μmol·L−1 

E-HO-8910PM/PIX + oridonin 40 μmol·L−1 

图 4  冬凌草甲素对HO-8910PM中NF-κB蛋白表达的影响 
Fig. 4  Effect of oridonin on protein expression of NF-κB 

in HO-8910PM 

给药后第 8 周处死裸鼠，分离皮下移植瘤，称质量。

结果显示，与对照组瘤质量为（0.684±0.154）g 相

比，紫杉醇组和冬凌草甲素组肿瘤分别为（0.514±

0.116）、（0.375±0.067）g，差异显著（P＜0.05），
紫杉醇组瘤质量与冬凌草甲素组相比也有显著差异

（P＜0.05）；紫杉醇组和冬凌草甲素组抑瘤率分别为

29.11%、47.09%。 
3.6  对裸鼠肿瘤组织病理学和 NF-κB 表达的影响 

对照组裸鼠肿瘤组织血供丰富，肿瘤细胞增殖

活跃，细胞核异型性明显；紫杉醇组肿瘤细胞轮廓

稍显模糊，核仁不太明显；而冬凌草甲素组肿瘤组

织出现大量坏死细胞。免疫组织化学染色检测可见，

对照组肿瘤组织中大量细胞 NF-κB 阳性表达；与对

照组相比，紫杉醇组肿瘤切片中 NF-κB 表达上调；

而冬凌草甲素组肿瘤组织中 NF-κB 表达显著被抑

制。各组肿瘤组织切片经 PBS 代替特异性一抗作为

空白对照，肿瘤组织镜下均无阳性表达。结果见图 5。 
4  讨论 

紫杉醇在卵巢癌的治疗中存在抗药性，因此单

用其治疗卵巢癌的效果不佳[9]。在本实验中，通过 
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图 5  冬凌草甲素对裸鼠卵巢癌皮下移植瘤组织病理学及 NF-κB 表达的影响 
Fig. 5  Effect of oridonin on ovarian xenograft tumor histopathology and NF-κB expression in nude mice 

大剂量冲击法，成功诱导培养 HO-8910PM/PIX 细

胞株，这种诱导耐药的方法与临床获得性耐药过程

接近。前期实验显示，冬凌草甲素对紫杉醇敏感型

卵巢癌 HO-8910PM 细胞增殖有明确的抑制作用[10]。

在本实验中发现，冬凌草甲素明显抑制耐紫杉醇的

卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细胞株生长，细胞形态学

和流式细胞术检测结果也同时证实冬凌草甲素能有

效诱导细胞凋亡；体内实验首次观察到冬凌草甲素

对接种耐药的卵巢癌 HO-8910PM/PIX 细胞后皮下

移植肿瘤的生长具显著抑制作用，效果优于紫杉醇；

组织病理学观察到冬凌草甲素使裸鼠卵巢肿瘤组织

出现大片坏死，与体外实验结果相符，显示出冬凌

草甲素抗耐药型卵巢癌细胞的可喜前景。 
研究发现，NF-κB 与肿瘤的发生、生长、转移

及其血管生长等有密切联系[11]，同时有文献报道紫

杉醇能上调肿瘤细胞中 NF-κB 活性[12]，NF-κB 激活

后转运至核内，进而调控一系列凋亡相关蛋白如

IAPs 家族和 Bcl-2 家族[13-14]等。IAPs 家族中最重要

的凋亡抑制蛋白之一 XIAP 在大多数的肿瘤细胞株

中呈过度表达状态，可直接抑制Caspases级联反应，

特别是 Caspase-3 的激活而抑制细胞凋亡，从而与

肿瘤化疗耐药密切相关[15]；而 IAPs 家族另一重要

蛋白 Survivin 则直接作用于细胞凋亡途径中的终末

效应酶 Caspase-3 和 Caspase-7[16-17]，从而直接抑制

细胞凋亡；Bcl-2 家族重要蛋白 Bcl-2 不仅可阻断细

胞色素 C 释放，还可直接与凋亡活化因子 Apaf-1
结合，阻止 Caspase 活化，从而发挥抗凋亡作用。

这些进一步表明 NF-κB 在介导肿瘤细胞耐药中的

重要地位。在本研究中，相对原代 HO-8910PM 细

胞， HO-8910PM/PIX 细胞株中 NF-κB 表达上调；

体内实验也表明，紫杉醇给药后裸鼠皮下移植瘤组

织中 NF-κB 的表达上调，与文献报道相符[12]，从而

表明 NF-κB 与卵巢癌细胞获得性耐药关系密切，同

时提示抑制 NF-κB 能逆转卵巢癌的耐药性。 
Arlt等[18]使用NF-κB抑制剂柳氮磺吡啶能增强

人胰腺癌 BxPc-3、PancTu-1 和 Capan-1 细胞对吉西

他滨的敏感性。在本实验中，冬凌草甲素在体内外

能有效抑制耐紫杉醇卵巢癌细胞生长，提示其可能

通过抑制卵巢癌细胞中 NF-κB 的表达而逆转卵巢

癌的耐药性。为此本实验采用 TPA 预先作用于卵巢

癌细胞，观察其对卵巢癌药物敏感性的影响，结果

TPA 可促使 IκBα磷酸化和降解，从而激活 NF-κB，
使 HO-8910PM/PIX 细胞对冬凌草甲素的敏感性显

著减弱，证明冬凌草甲素可能通过抑制 NF-κB 表

达，从而发挥诱导卵巢癌细胞凋亡的作用。Western 
blotting 检测表明，冬凌草甲素能有效下调 NF-κB
在 HO-8910PM/PIX 细胞中的表达。在体内实验中

观察到冬凌草甲素能有效抑制 NF-κB 在皮下移植

瘤组织中的表达，与体外实验结果相似。以上实验

结果提示，抑制 NF-κB 表达在冬凌草甲素发挥抗卵

巢癌作用和逆转细胞耐药中起重要作用。 
本实验表明冬凌草甲素体内外对耐紫杉醇型人

卵巢癌有明确的抗癌效应，其机制可能主要是下调

NF-κB 在卵巢癌中的表达，这为冬凌草甲素应用于
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临床卵巢癌治疗提供了实验依据，使其有望成为新

型抗卵巢癌药物用于临床。冬凌草甲素联合紫杉醇

对卵巢癌的影响尚需进一步研究。 
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