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　　［摘要］　目的　研究冬凌草甲素（ｏｒｉｄｏｎｉｎ，ＯＲＩ）对人骨肉瘤细胞株增殖抑制和凋亡诱导作用的分
子机制。方法　以结晶紫染色和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞增殖的抑制作用，ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ
染色法和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞凋亡的促进作用；ＲＴＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ
细胞内Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的影响；沉默或过表达βｃａｔｅｎｉｎ后，结晶紫染色分析 ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞增殖
的抑制作用的变化。结果　ＯＲＩ能够抑制１４３Ｂ细胞株增殖，并诱导其凋亡（Ｐ＜００５）；呈浓度依赖性
抑制１４３Ｂ细胞ＰＣＮＡ的表达，同时促进其 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｄ的表达；能够抑制１４３Ｂ细胞内 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号的表达，沉默或过表达βｃａｔｅｎｉｎ后则可以相应地促进或抑制１４３Ｂ细胞的凋亡（Ｐ＜００５）。结论
　ＯＲＩ能够浓度依赖性抑制１４３Ｂ骨肉瘤细胞株增殖并诱导其凋亡，可能与 ＯＲＩ能够抑制其 Ｗｎｔ／β
ｃａｔｅｎｉｎ信号转导有关。
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　　冬凌草甲素（ｏｒｉｄｏｎｉｎ，ＯＲＩ）是一种贝壳杉烯二萜
类天然有机化合物，可从唇形科香茶菜属植物中提取，

目前主要从香茶菜、道孚香茶菜、冬凌草等天然植物中

提取。作为传统中药提取物，ＯＲＩ以其显著的抗肿瘤
及低毒副作用等优势［１－２］展现了作为新型抗肿瘤或辅

助抗肿瘤药物的良好潜力。目前 ＯＲＩ的抗肿瘤作用
已成为研究热点，大量研究表明 ＯＲＩ能够抑制或杀灭
多种肿瘤细胞［３－５］，且毒副作用较低，尚少见对骨髓、

肝、肾、心、脑等重要脏器有明显损伤作用的报道。但

ＯＲＩ抗肿瘤作用的具体机制目前尚不十分清楚。
Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路对动物的生长发育至关重要，
在生物进化中极为保守。许多研究表明Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号通路在各种癌症的发生、发展中有非常重要的作

用［６－８］。许多骨及软组织肿瘤的发生与其异常激活有

关。有研究表明，在骨肉瘤中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ的转导异
常［９－１２］，提示其可能是治疗骨肉瘤的一个潜在靶点。

本研究检测不同浓度ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞增殖和凋亡的
影响，分析该作用与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的关系，探索
ＯＲＩ调控Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导的可能机制，以期为
ＯＲＩ作为抗肿瘤药物提供新的证据。

１　材料及方法

１．１　药物及试剂
　　人骨肉瘤细胞株１４３Ｂ购自 ＡＴＣＣ，冬凌草甲素购
自西安昊轩生物科技有限公司，实验所用抗体购自

ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，重组腺病毒表达红色荧光
蛋白（ＡｄＲＦＰ）、沉默及过表达 βｃａｔｅｎｉｎ（Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ、
Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ）提前通过ＡｄＥａｓｙ系统制备。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　　１４３Ｂ细胞采用 ＤＭＥＭ培养基
（含１０％胎牛血清、１０５Ｕ／Ｌ青霉素和 ０．１ｇ／Ｌ链霉
素）常规培养于 ５％ ＣＯ２饱和湿度、３７℃培养箱中，
２ｄ换液传代１次，取对数生长期细胞用于实验。
１．２．２　实验设计及分组　　将１４３Ｂ细胞分为实验
组和对照组，用ＤＭＳＯ溶解ＯＲＩ，实验组用不同浓度的
ＯＲＩ处理，对照组用相同体积 ＤＭＳＯ或者同体积 Ａｄ
ＲＦＰ处理。
１．２．３　结晶紫染色检测细胞增殖　　将细胞接种于
２４孔板中，用不同浓度ＯＲＩ（５、１０、１５、２０、２５μｍｏｌ／Ｌ）或
者ＯＲＩ、Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ、Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ、ＯＲＩ＋Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ、
ＯＲＩ＋Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ（ＯＲＩ均为１０μｍｏｌ／Ｌ）处理，分别
于２４、４８、７２ｈ进行结晶紫染色，检测细胞增殖情况。
弃培养基，用ＰＢＳ小心清洗孔板１次，弃 ＰＢＳ，每孔加
入２００μＬ结晶紫饱和溶液，在室温下孵育２０ｍｉｎ，弃
结晶紫染色液，用 ＰＢＳ小心清洗３次，室温下将孔板

晾干后扫描。每组实验重复３次。
１．２．４　结晶紫定量分析　　在进行过结晶紫染色的
２４孔板中每孔加入２００μＬ２０％的乙酸溶液，置于摇
床上，室温孵育２０ｍｉｎ以溶解结晶紫，每孔取１００μＬ
溶液转移至９６孔板，于酶标仪检测光密度值，波长定
于５７０ｎｍ。每组实验重复３次。
１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ染色法检测细胞凋亡　　凋
亡早期，细胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸翻向外侧。

ＡｎｎｅｘｉｎＶ是一种磷脂结合蛋白，与磷脂酰丝氨酸有高
度亲和力，可与细胞外侧暴露的磷脂酰丝氨酸结合，可

用于特异性检测早期凋亡细胞。将细胞接种于２４孔
板中，用不同浓度的ＯＲＩ（５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）处理，２４ｈ
后用ＰＢＳ小心清洗孔板１次，弃ＰＢＳ，加入染色工作液
室温孵育５ｍｉｎ，工作液按结合缓冲液（ｂｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，
ＢＦ）和染色液（ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ）２５０∶１比例配制，于荧
光显微镜下检测绿色荧光蛋白。每组实验重复３次。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　将细胞接种于６孔板中，
按实验设计加入不同浓度的 ＯＲＩ（５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）处
理，于２４ｈ提取各组总蛋白于１０％的聚丙烯酰胺凝胶
进行电泳，按常规操作方法进行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。最
后采用ＥＣＬ试剂盒显影成像。每组实验重复３次。
１．２．７　ＲＮＡ提取及 ＲＴＰＣＲ实验　　将细胞接种于
Ｔ２５培养瓶中，按实验设计加入不同浓度的 ＯＲＩ（５、
１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）处理，并用含１％胎牛血清的完全培养
基培养细胞，于相应的时间点（２４ｈ）采用 ＴＲＩｚｏｌ提取
总ＲＮＡ，逆转录制备ｃＤＮＡ，ＰＣＲ检测目的基因 ｍＲＮＡ
表达水平。ＧＡＰＤＨ上游引物 ５′ＣＡＡＣＧＡＡＴＴＴＧＧＣ
ＴＡＣＡＧＣＡ３′，下游引物 ５′ＡＧＧＧＧＡＧＡＴＴＣＡＧＴＧＴＧ
ＧＴＧ３′，片段长度为１７０ｂｐ；βｃａｔｅｎｉｎ上游引物５′ＣＴ
ＧＣＡＧＧＧＧＴＣＣＴＣＴＧＴＧ３′，下 游 引 物 ５′ＴＧＣＡＴＡＴ
ＧＴＣＧＣＣＡＣＡＣＣ３′，片段长段３４３ｂｐ。每组实验重复
３次。
１．３　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１９．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
组间比较行ｔ检验，以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞增殖的影响
　　结晶紫染色（图１Ａ）及定量（图１Ｂ）分析结果显
示，与对照组相比，ＯＲＩ处理组１４３Ｂ细胞的增殖受到
明显抑制，ＯＲＩ在１０μｍｏｌ／Ｌ时已能明显抑制１４３Ｂ细
胞的生长，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），并表现出浓
度依赖性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＯＲＩ能够明显
下调增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，
ＰＣＮＡ）的表达（图１Ｃ）。这提示 ＯＲＩ能抑制１４３Ｂ骨
肉瘤细胞的增殖。
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图１　冬凌草甲素对１４３Ｂ细胞增殖的作用
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Ａ：ＲＴＰＣＲ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞中βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ表达水平的影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞中βｃａｔｅｎｉｎ蛋白
表达水平的影响；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞中ＧＳＫ３β蛋白表达水平的影响；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＲＩ对１４３Ｂ细
胞中ｐＧＳＫ３β蛋白表达水平的影响

图３　冬凌草甲素对１４３Ｂ细胞中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号的作用

２．２　ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞凋亡的影响
　　ＡｎｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ染色结果显示，与对照组相比，
ＯＲＩ处理组１４３Ｂ细胞凋亡显著增加，并随着药物浓度
提高而增加（图２Ａ）。Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｄ为重要的细胞
凋亡相关蛋白。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，ＯＲＩ不同
浓度处理组的Ｃａｓｐａｓｅ３及其活化型Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｄ蛋
白表达水平明显高于对照组，并呈浓度依赖性增加

（图２Ｂ）。这提示ＯＲＩ有诱导１４３Ｂ细胞凋亡的作用。
２．３　ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞中Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导的影响
　　βｃａｔｅｎｉｎ在 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号转导过程中处于

中心地位，与细胞内 βｃａｔｅｎｉｎ水平及丝氨酸／苏氨酸
激酶糖原合成酶激酶３β（ｓｅｒｉｎ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎ
ｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）的表达直接相关。经 ＯＲＩ处
理后，与对照组相比，ＲＴＰＣＲ检测结果提示１４３Ｂ细
胞βｃａｔｅｎｉｎｍＲＮＡ的表达水平并未出现显著变化（图
３Ａ）。但是 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果提示 βｃａｔｅｎｉｎ蛋白
水平随着药物浓度的增加显著降低（图３Ｂ），ＧＳＫ３β
随ＯＲＩ浓度增高而增高（图３Ｃ），而ｐＧＳＫ３β则呈相
反趋势，随药物浓度增加降低（图 ３Ｄ）。这提示 ＯＲＩ
能抑制１４３Ｂ细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ的表达，该抑制作用可

９３９１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１７）



能主要通过调控Ａｘｉｎ／腺瘤性结肠息肉病基因（ａｄｅｎｏ
ｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）／ＧＳＫ３β复合物实现，而不
是通过直接抑制βｃａｔｅｎｉｎ基因的表达实现。
２．４　沉默或过表达１４３Ｂ细胞中 βｃａｔｅｎｉｎ对 ＯＲＩ诱

导１４３Ｂ凋亡作用的影响
　　结晶紫染色（图４Ａ）及定量（图４Ｂ）分析结果显
示，与对照组相比，ＯＲＩ及Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ处理组１４３Ｂ细
胞的增殖受到明显抑制，且Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ后能促进 ＯＲＩ
对１４３Ｂ细胞增殖的抑制作用；Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ对 １４３Ｂ
细胞增殖的促进作用虽然仅在第１天较明显，但能在
一定程度上逆转 ＯＲＩ对１４３Ｂ细胞增殖的抑制作用，
差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。
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１：对照组；２：ＯＲＩ组；３：Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ处理组；４：Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ
组；５：ＯＲＩ＋Ｓｉβｃａｔｅｎｉｎ组；６：ＯＲＩ＋Ａｄβｃａｔｅｎｉｎ组　
Ａ：结晶紫染色；Ｂ：定量分析　ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜００５，与ＯＲＩ组比较
图４　沉默和过表达βｃａｔｅｎｉｎ后冬凌草甲素对１４３Ｂ细胞

增殖的作用

３　讨论

　　骨肉瘤好发于青少年，是小儿最常见的原发性恶
性骨肿瘤，其致死率和致残率极高，随着手术和放、化

疗的进展，其预后有了很大改善［１３］，但放、化疗的副作

用严重影响患者生活质量。因此，寻找有效且低毒的

抗骨肉瘤活性药物具有重要的临床意义。

　　近年研究表明，ＯＲＩ对多种肿瘤细胞具有增殖抑

制和凋亡诱导作用，如淋巴瘤细胞［３］、结肠癌细胞［４］

和乳腺癌［５］细胞等。本研究表明，ＯＲＩ能够明显下调
ＰＣＮＡ［１４］，抑制１４３Ｂ细胞增殖。Ｃａｓｐａｓｅ和 Ｂ细胞淋
巴瘤白血病２（Ｂｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａ２，Ｂｃｌ２）家族的细胞因
子均直接参与调控细胞凋亡过程，Ｂａｄ可通过细胞信
号通路以及与天冬氨酸特异的半胱氨酸蛋白家族成员

作用促进凋亡［１５－１６］，而 ＯＲＩ能够促进 Ｃａｓｐａｓｅ３及
Ｂａｄ的表达。因此，我们认为ＯＲＩ能够促进１４３Ｂ细胞
凋亡。

　　Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路在生物进化过程中高度
保守，在个体的生长发育过程中具有至关重要的作用，

和许多肿瘤的发生、发展有紧密联系［６－８］。在经典

Ｗｎｔ信号通路中，βｃａｔｅｎｉｎ发挥着最为关键的作用，而
细胞内βｃａｔｅｎｉｎ水平受到 Ａｘｉｎ、ＡＰＣ和 ＧＳＫ３β复合
物调控［１７－１８］。其中 ＧＳＫ３β水平与 βｃａｔｅｎｉｎ密切相
关，磷酸化后该复合物便无法降解βｃａｔｅｎｉｎ［１９－２０］。当
βｃａｔｅｎｉｎ进入细胞后被该复合物降解而失去活性，
Ｗｎｔ信号通路被抑制；而当 ＧＳＫ３β磷酸化，βｃａｔｅｎｉｎ
不能被降解，在胞浆内积聚，进而转移至核内与转录因

子ＴＣＦ／ＬＥＦ结合，调节下游靶基因［２１］。这些靶基因

包括Ｓｕｒｖｉｖｉｎ、Ｃｍｙｃ、Ｃｙｃｌｉｎ、Ｃａｓｐａｓｅ等，通过这些靶基
因Ｗｎｔ信号即可参与调控细胞的增殖、分化、凋亡及
癌变等过程。研究表明，Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路与骨
肉瘤密切相关［１０－１２］，βｃａｔｅｎｉｎ可作为骨肉瘤治疗的
潜在靶点之一。本研究表明，ＯＲＩ能够抑制１４３Ｂ细胞
中βｃａｔｅｎｉｎ的表达，而过表达βｃａｔｅｎｉｎ能在一定程度
上逆转ＯＲＩ对１４３Ｂ增殖的抑制作用，沉默βｃａｔｅｎｉｎ则
进一步促进该作用。

　　本研究表明，ＯＲＩ能够抑制人骨肉瘤细胞株１４３Ｂ
增殖，诱导其凋亡；该作用可能与其抑制Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ
信号转导相关；而ＯＲＩ对Ｗｎｔ信号的抑制作用很可能
通过促进 Ａｘｉｎ／ＡＰＣ／ＧＳＫ３β复合物降解 βｃａｔｅｎｉｎ
实现。
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