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［［摘 要］］   目的目的：：探讨冬凌草甲素对人鼻咽癌 HONE-1 细胞增殖、迁移、上皮-间质转化 （EMT） 和

凋亡的影响，阐明其相关抗肿瘤机制。方法方法：：鼻咽癌 HONE-1 细胞经不同浓度 （0、5、10、20、40、
80 和 160 mg·L-1） 冬凌草甲素处理 48 h 后，采用 CCK-8 法检测各组细胞增殖抑制率，确定后续实验的

用药浓度。HONE-1 细胞分为对照组、3 mg·L-1 冬凌草甲素组和 6 mg·L-1 冬凌草甲素组，培养 24 和

48 h 后，采用 CCK-8 法检测各组细胞增殖活性，5-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶核苷 （EdU） 法检测各组细胞

中 EdU 阳性细胞率，克隆形成实验检测各组细胞中克隆形成数，Transwell 小室实验和细胞划痕实

验检测各组细胞中迁移细胞数和划痕愈合率，实时荧光定量 PCR （RT-qPCR） 法检测各组细胞中

细胞周期蛋白依赖性激酶 1 （CDK1） 和细胞周期蛋白依赖性激酶 4 （CDK4） mRNA 表达水平，

Western blotting 法检测各组细胞中 E-钙黏蛋白 （E-cadherin）、波形蛋白 （Vimentin）、含半胱氨酸的天

冬氨酸蛋白水解酶3（Caspase-3）和多腺苷二磷酸核糖聚合酶1（PARP1）蛋白表达水平。结果结果：：CCK-8法
确定冬凌草甲素 48 h 半数抑制浓度 （IC50） 为 12. 18 mg·L-1，以 1/4 IC50和 1/2 IC50值为后续实验用药

浓度。与对照组比较，24 和 48 h 时 3 和 6 mg·L-1 冬凌草甲素组细胞增殖活性降低 （P<0. 05 或 P<
0. 01），EdU 阳性细胞率降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），细胞中克隆形成数和迁移细胞数减少 （P<
0. 05 或 P<0. 01），划痕愈合率降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），细胞中 CDK1 和 CDK4 mRNA 表达水平

降低 （P<0. 05 或 P<0. 01），E-cadherin、Caspase-3 和 PARP1 蛋白表达水平升高 （P<0. 05 或 P<
0. 01），Vimentin 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。结论结论：：冬凌草甲素可通过抑制细胞周期相关蛋白的

表达及 EMT，进而抑制人鼻咽癌 HONE-1 细胞增殖、克隆形成和迁移能力，促进细胞凋亡，发挥抗

肿瘤作用。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effect of oridonin on the proliferation， migration， epithelial-
mesenchymal transition （EMT）， and apoptosis of the human nasopharyngeal carcinoma HONE-1 cells， and 
to clarify its related antitumor mechanism.  Methods：The HONE-1 cells were treated with different 
concentrations （0， 5， 10， 20， 40， 80， and 160 mg·L-1） of oridonin for 48 h.  CCK-8 method was used to 
detect the inhibitory rates of proliferation of the cells in various groups and the drug concentration for 
subsequent experiment was confirmed. The HONE-1 cells were divided into control group， 3 mg·L-1 
oridonin group， and 6 mg·L-1 oridonin group.  After 24 and 48 h of culture， CCK-8 method was used to 
detect the proliferation activities of the cells in various groups； 5-ethynyl-2'-deoxyuridine （EdU） method was 
used to detect the rates of EdU-positive cells in various groups； colony formation assay was used to detect 
the numbers of clone formation in the cells in various groups； Transwell chamber experiment and cell 
wound  assay were used to detect the numbers of migration cells and the scratch healing rates of the cells in 
various groups； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR）  method was used to detect the 
expression levels of cyclin-dependent kinase 1 （CDK1） and cyclin-dependent kinase 4 （CDK4） mRNA in 
the cells in various groups； Western blotting method was used to detect the expression levels of E-cadherin， 
Vimentin， Caspase-3， and poly ADP-ribose polymerase 1 （PARP1） proteins in the cells in various 
groups.  Results：The CCK-8 method  results showed that the half-maximal inhibitory concentration 
（IC50） of oridonin at 48 h was 12. 18 mg·L-1，and  1/4 IC50 and 1/2 IC50 values were used as the 
concentrations for subsequent experiments.  Compared with control group， after treated for 24 and 48 h， the 
proliferation activities of the cells in 3 and 6 mg·L-1 oridonin groups were decreased （P<0. 05 or P<
0. 01）， the rate of EdU-positive cells were decreased （P<0. 05 or P<0. 01）， the numbers of clone 
formation and migraton cells were decreased （P<0. 05 or P<0. 01）， the scratch healing rates were decreased 
（P<0. 05 or P<0. 01）， the expression levels of CDK1 and CDK4 mRNA in the cells were decreased （P<
0. 05 or P<0. 01）， the expression levels of E-cadherin， Caspase-3， and PARP1 proteins were increased 
（P<0. 05 or P<0. 01）， and the expression levels of Vimentin protein were decreased （P<0. 05）.  
Conclusion：Oridonin can inhibit the proliferation， clone formation， and migration of the human 
nasopharyngeal carcinoma HONE-1 cells by downregulating the expression of cell cycle-related proteins and 
EMT， and promote the apoptosis to exert an antitumor effect.
KEYWORDS Oridonin； Nasopharyngeal neoplasm； Cell cycle； Epithelial-Mesenchymal transit；
Apoptosis

我国是鼻咽癌高发国家之一［1］，且南方发病率

高于北方。鼻咽癌是一种发生于鼻咽部上皮内黏膜

的鳞状细胞癌，以远处转移为特征［2］，因鼻咽位置

隐蔽，同时鼻咽癌的早期症状比较复杂，缺乏特异

性表现，易被忽视，故多数患者就诊时常处于晚期

阶段［3］。鼻咽癌治疗方式主要是以放疗为主［4］、化

疗为辅的综合治疗，但有许多患者易产生放疗抵抗

和化疗耐药。冬凌草甲素是一种从唇形科香茶菜属

植物中分离出来的有生物活性的二萜类天然物

质［5］。既往研究［6-9］ 表明：冬凌草甲素具有抗炎和

抗氧化的功效，同时还具有诱导细胞周期阻滞、诱

导细胞凋亡和抑制血管生成等明显的抗癌活性及肝

肾和心脏保护活性。冬凌草甲素在肺癌、甲状腺癌

和肝癌等多种肿瘤中发挥一定的抗肿瘤作用，  但
其在鼻咽癌中的作用鲜有报道。本研究探讨冬凌草

甲素对人鼻咽癌 HONE-1 细胞增殖和凋亡的影响，

阐明其相关抗肿瘤机制。

1 材料与方法  

1. 1　　细胞细胞、、主要试剂和仪器主要试剂和仪器　　人鼻咽癌 HONE-1 细

胞由滨州医学院附属医院医学研究中心提供。冬凌

草甲素购于上海麦克林生化科技股份有限公司，

DMEM 培养基购于上海龙田生物科技有限公司，

胎 牛 血 清 购 于 中 国 ExCell Bio 科 技 有 限 公 司 ，

CCK-8 试剂购于美国 Genview 公司，5-乙炔基-2'-脱
氧尿嘧啶核苷 （5-ethynyl-2'-deoxyuridine EdU） 试

剂 盒 购 于 苏 州 优 逸 兰 迪 生 物 科 技 有 限 公 司 ，

Transwell 小室购于武汉来博赛斯科技有限公司，

预染蛋白 marker 购于中国台湾 SMOBIO 科技有

限公司，  聚偏二氟乙烯 （polyvinylidene    fluoride，
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PVDF） 膜和 ECL 显影液购于美国 Millipore 公司，

结晶紫染液和 RIPA 裂解液购于北京索莱宝科技有

限 公 司， TRIzol 试 剂、 苯 甲 基 磺 酰 氟

（phenylmethanesulfonyl fluoride，PMSF） 和脱脂奶

粉购于生工生物工程 （上海） 股份有限公司，十二

烷 基 硫 酸 钠 - 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 （sodium dodecyl 
sulfate-polyacrylamide  gel  electrophoresis， SDS-

PAGE） 购于上海雅酶生物科技有限公司， 5×
loading buffer 购于上海碧云天生物科技有限公司，

GAPDH 抗体、 E-钙黏蛋白 （E-cadherin） 抗体、

含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 3 （cysteinyl 
aspartate specific proteinase-3， Caspase-3） 抗体和

多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 1 （poly ADP-ribose 
polymerase 1，PARP1） 抗体购于武汉三鹰生物技

术有限公司，波形蛋白 （Vimentin） 抗体购于天津

博士德生物科技有限公司，SYBR qPCR SuperMix 
plus 购于中国 Novoprotein 生物公司，逆转录试剂

盒购于美国 Thermo Fisher Scientific 公司。CO2 细

胞培养箱和多功能酶标仪购于美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司，普通光学显微镜购于中国 Motic 公

司，荧光显微镜购于日本 Olympus 公司， Count 
star 全自动细胞计数仪购于上海睿钰生物科技有限

公司，涡旋混合仪购于宁波新芝生物科技股份有限

公司，实时荧光定量 PCR （real-time fluorescence 
quantitative PCR，RT-qPCR） 仪、电泳槽和凝胶

成像仪购于美国 Bio-Rad 公司。

1. 2　　 细 胞 培 养细 胞 培 养　　 HONE-1 细胞在 DMEM 培养基

（含 10% 胎牛血清和 1% 链霉素 -青霉素双抗） 中，

置于 37 ℃、5% CO2培养箱中培养，待细胞贴壁生

长后取对数生长期 HONE-1 细胞，用 0. 25% 胰蛋

白酶消化，在显微镜下观察，细胞变圆、间距变

大并有细胞脱落时加入等体积的完全培养基终止

消化，用移液枪轻柔吹打直至贴壁细胞完全脱

落。将吹打混匀的细胞悬液移至高压灭菌的离心

管中，1 000 r·min-1 离心 5 min，弃上清，加入 1 mL
完全培养基重悬，1∶3 比例接种至培养皿中继续

培养，用于后续实验或制成单细胞悬液备用。

1. 3　　CCK--8 法检测不同浓度冬凌草甲素组细胞增法检测不同浓度冬凌草甲素组细胞增

殖 抑 制 率 和 各 组 细 胞 增 殖 活 性殖 抑 制 率 和 各 组 细 胞 增 殖 活 性　　 取 对 数 生 长 期

HONE-1 细胞制成单细胞重悬液，按照台盼蓝∶细

胞重悬液=1∶1 比例混合均匀。调整细胞密度为

3×104 mL-1，取 100 µL 接种于 96 孔细胞培养板中，

每组设 3 个复孔。待细胞贴壁后，用浓度为 0、5、

10、20、40、80和 160 mg·L-1冬凌草甲素培养 48 h，
每孔加 5 µL CCK-8 试剂继续培养 3 h，采用酶标仪

测定 450 nm 波长处吸光度 （A） 值，实验重复

3 次，取不同时间点的平均 A 值，并且以 0 h 的平

均 A 值进行归一化处理后，绘制随药物浓度变化的

细胞增殖抑制率曲线，计算各组细胞增殖抑制率，

细胞增殖抑制率= （对照组 A 值－实验组 A 值） /
对照组 A 值 ×100%，采用 GraphPad Prism 8. 0. 1
统 计 软 件 计 算 冬 凌 草 甲 素 半 数 抑 制 浓 度 （half 
maximal inhibitory concentration， IC50）。将单细胞

悬液接种于培养皿中，待细胞贴壁且铺满培养皿

50%~60% 时，以不加药组细胞为对照组，以加入

不同浓度 （1/4 IC50 和 1/2 IC50，即 3 和 6 mg·L-1）

冬凌草甲素组为实验组，继续培养 48 h 后，调整细

胞密度为 3×104 mL-1，取 100 µL 接种于 96 孔细胞

培养板中，每组设 3 个复孔。在细胞贴壁 24 和 48 h
时每孔加入 5 µL CCK-8 试剂，3 h 后检测各组细胞

A值，以 A值代表各组细胞增殖活性。

1. 4 EdU 法检测各组法检测各组 HONE--1 细胞中细胞中 EdU 阳性细阳性细

胞率胞率  细胞分组方法见“1. 3”。取各组细胞制成单细

胞重悬液，细胞计数后调整细胞密度为 2×104 mL-1，

取 100 µL 接种于 96 孔细胞培养板中，每组设 3 个

复孔，培养 48 h 后，采用 EdU 试剂盒进行染色，

染色完成后采用荧光显微镜观察拍照。在荧光显微

镜下，EdU 标记的阳性细胞为红色。随机选取 3 个

视野计数阳性细胞数，计算 EdU 阳性细胞率。EdU
阳性细胞率=EdU 阳性细胞数/总细胞数×100%。

1. 5　　 克 隆 形 成 实 验 检 测 各 组 细 胞 中 克 隆 形 成 数克 隆 形 成 实 验 检 测 各 组 细 胞 中 克 隆 形 成 数　　

  取处于对数生长期且状态良好的细胞，计数，

调整细胞密度为 300 mL-1，接种于 6 孔细胞培养板

中，分组和处理方法见“1. 3”。在 37 ℃、5% CO2

细胞孵育箱中培养 10 d，更换培养基 2 次，待肉眼

观察到细胞集落后终止培养。弃上清，用 PBS 缓

冲液清洗 3 次，80% 无水乙醇固定 30 min。弃掉固

定液，用 PBS 缓冲液清洗 3 次，结晶紫溶液染色

15 min。用流水冲洗，干燥后拍照，计数克隆形

成数。

1. 6　　Transwell 小室实验检测各组细胞中迁移细胞小室实验检测各组细胞中迁移细胞

数数　　细胞分组方法见“1. 3”。取各组 HONE-1 细胞

制成单细胞重悬液，细胞计数后用无血清培养基调

整细胞密度为 1. 5×104 mL-1，Transwell 小室下室

加入含有 20% FBS 的培养基 800 µL，轻轻放入小

室避免产生气泡，小室上室加入 200 µL 细胞悬液。
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轻轻震荡后放入细胞培养箱孵育 72 h。孵育完成后

弃掉上室细胞悬液，用棉签轻轻擦掉上室底层的细

胞，结晶紫溶液染色 10 min，用 PBS 缓冲液浸泡数

次，倒置显微镜下采集图像。各组随机选取 6 个视

野，计数各组细胞中迁移细胞数。

1. 7　　细胞划痕实验检测各组细胞划痕愈合率细胞划痕实验检测各组细胞划痕愈合率　　细

胞分组方法见“1. 3”。取各组生长状态良好的细胞

制成单细胞重悬液，细胞计数后取 5×105个细胞接

种于 6孔细胞培养板中。待细胞贴壁且铺满孔板后，

取一直尺使其平面横穿于孔板上方，使用 20 µL 灭

菌枪头，垂直并紧贴直尺进行划痕，每孔横纵各一

条划痕。划痕结束后，采用 PBS 缓冲液清洗 3 次，

去除滑落的细胞，加入无血清培养基，37 ℃、5% 
CO2细胞孵育箱中培养，分别于 0、24 和 48 h 后取

样拍照。测量各组不同时间段的划痕宽度，计算细

胞划痕愈合率。细胞划痕愈合率= （0 h 划痕宽度- 

24 或 48 h 划痕宽度） /0 h 划痕宽度×100%。

1. 8　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 CDK1 和和 CDK4 

mRNA 表达水平表达水平　　细 胞 分 组 方 法 见 “ 1. 3”。 收

集各组细胞沉淀，参照说明书采用 TRIzol 法提取

细胞总 RNA，逆转录合成 cDNA，使用 Nanodrop
测定逆转 录 产 物 浓 度，并  用  DEPC 水  稀  释  至
200 mg·L-1，以 GAPDH 为 内 参 扩 增 CDK1 和

CDK4 基因。引物序列：CDK1，F 5'-GTGCATC-

TACACCGACAACTCCA-3'，R 5'-TGAGCTTG-

TTCACCAGGAGCA-3'；CDK4，F 5'-CTCTGC-

GTCCAGCTGCTCCG-3'，R 5'- AGGGAGACCC-

TCACGCCAGC-3'；GAPDH，F 5'-CTCCTCCT-

GTTCGACAGTCAGC-3'， R 5'- CCCAATACG-

ACCAAATCCGTT-3'。反应条件： 95 ℃、 15 s，
53 ℃、30 s，72 ℃、20 s，共 35 个循环。实验重复

3 次。采用 2−ΔΔCt法计算目的基因 mRNA 水平。

1. 9　　 Western   blotting  法法  检检  测测  各各  组组  细细  胞胞  中中

E--cadheren、、Vimentin、、Caspase--3 和和 PARP1 蛋白表蛋白表

达水平达水平　　细胞分组方法见“1. 3”。收集各组细胞，

以预冷的 PBS 缓冲液充分洗涤细胞 2 次，加入适量

RIPA 裂解液∶PMSF=100∶1 比例配制的蛋白裂

解液 （现用现配） 后冰上裂解 30 min，每 10 min 震

荡混匀 1 次使其充分裂解，4 ℃、12 000 r·min-1 离

心 10 min，取上清转移至新的 EP 管中，加入 1/4
的 5×蛋白上样缓冲液，金属浴 100 ℃，10 min 变

性。采用 SDS-PAGE 电泳。上样体积为 10 µL，中

间上蛋白样品，两边上 maker 并用 1×蛋白上样缓

冲液补齐上样体积。半干法将凝胶上的蛋白质转移

到 PVDF 膜上，5% 脱脂牛奶常温封闭 1 h，分别加

入一抗 E-cadherin、Vimentin、Caspase-3、PARP1
和 GAPDH 抗体 （1∶1 000），4 ℃孵育过夜，TBST
洗膜 3次，每次 10 min，洗膜完成后加入HRP标记的

羊抗兔或羊抗鼠抗体 （稀释比例 1∶1 000） 常温孵

育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每次 10 min。配制 ECL
显影液，采用化学发光法显色曝光。采用 Image J
图像分析系统对图像扫描，计算各组细胞中目的蛋

白的表达水平。目的蛋白的表达水平=目的蛋白条

带的灰度值/内参 GAPDH 灰度值×100%。

1. 10　　统计学分析统计学分析　　采用 GraphPad Prism 8. 0. 1 统

计软件进行统计学分析。采用 Shapiro-Wilk 检验对

各组数据进行正态性检验，各组细胞增殖活性、

EdU 阳性细胞率、克隆形成数、迁移细胞数和划痕

愈合率，各组细胞中 CDK1 和 CDK4 mRNA 表达水

平，各组细胞中E-cadheren、Vimentin、Caspase-3和
PARP1 蛋白表达水平均符合正态分布，以

-
x± s 表

示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析，组

间样本均数两两比较采用 LSD-t检验。以 P<0. 05
为差异有统计学意义。

2 结  果  

2. 1　　冬凌草甲素的冬凌草甲素的 IC50 和各组细胞增殖活性和各组细胞增殖活性　　不

同浓度 （0、5、10、20、40、80 和 160 mg·L-1） 冬

凌草甲素 （每组 3 个复孔） 分别作用于 HONE-1 细

胞 48 h 后，随着冬凌草甲素浓度升高，各组细胞增

殖抑制率明显升高。根 据 以 上 结 果 计 算 出 冬 凌

草 甲 素 的  IC50 为 12. 18 mg·L-1。  与对照组比较，

24 和 48 h 时 3 和 6 mg·L-1 冬凌草甲素组细胞增殖

活性降低 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 1。
2. 2　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 EdU 阳 性 细 胞 率阳 性 细 胞 率　　 与 对 照 组

（34. 35%±1. 01%）比较，3和 6 mg·L-1冬凌草甲素

组 EdU 阳性细胞率 （29. 83%±1. 33% 和 19. 34%
±0. 32%）降低（P<0. 05或P<0. 01）。见图 2。
2. 3　　各组细胞克隆形成数各组细胞克隆形成数　　与对照组 （81. 00个± 
5. 66 个） 比较，3 和 6 mg·L-1冬凌草甲素组克隆形

成数 （51. 00 个±2. 83 个和 3. 50 个±0. 707 个） 减

少 （P<0. 05）。见图  3。
2. 4　　各组细胞中迁移细胞数各组细胞中迁移细胞数　　与对照组（52. 00个± 
3. 00 个） 比较，3 和 6 mg·L-1冬凌草甲素组细胞中

迁移细胞数（42. 00个±3. 00个和22. 67个±1. 53个）

减少 （P<0. 05 或 P<0. 01）。见图 4。
2. 5　　各组细胞划痕愈合率各组细胞划痕愈合率　　与对照组 （59. 80%± 
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图图 1　各组细胞增殖抑制率　各组细胞增殖抑制率（（A））和增殖活性和增殖活性（（B））

Fig. 1　　Inhibitory rates of proliferation (A) and proliferation activities(B) of cells in various groups

Control 3 mg·L-1 oridonin 6 mg·L-1 oridonin

DAPI

EdU

Merge

200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm 200 μm

200 μm 200 μm 200 μm

图图 2　　EdU 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 EdU 阳性表达情况阳性表达情况

Fig. 2　　Positive expression of EdU in various groups detected by EdU method 

A：Control group；B： 3 mg·L-1 oridonin group；C： 6 mg·L-1 
oridonin group.
图图 3　克隆形成实验检测各组细胞克隆形成情况　克隆形成实验检测各组细胞克隆形成情况（（结晶紫结晶紫））

Fig. 3　　 Clone  formation of cells in  various groups 

detected by clone formation assay（（Crystal violet））

A：Control  group； B：3 mg·L-1  oridonin  group； C：6 mg·L-1 
oridonin  group.
图图 4　　Transwell 小 室 实 验 检 测 各 组 细 胞 迁 移 情 况小 室 实 验 检 测 各 组 细 胞 迁 移 情 况

（（结结晶紫晶紫，，×400）） 

Fig. 4　　 Migration of cells in various groups detected 

by Transwell chamber assay（（Crystal violet,×400））
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7. 02% 和 86. 70%±2. 83%） 比较，3和 6 mg·L-1 冬

凌 草 甲 素 组 细 胞 24 h 划 痕 愈 合 率 （26. 42%± 
1. 21% 和 6. 09%±4. 44%） 和 48 h 划 痕 愈 合 率

（47. 25%±3. 75% 和 9. 62%±4. 66%） 降低 （P<
0. 05 或 P<0. 01）。见图 5。

2. 6　　 各 组 细 胞 中各 组 细 胞 中 CDK1 和和 CDK4 mRMA 表 达 水表 达 水

平平　　与对照组比较，3 和 6 mg·L-1冬凌草甲素组细

胞中 CDK1 和 CDK4 mRNA 表达水平降低 （P<
0. 05 或 P<0. 01）。见图 6。

2. 7 各组细胞中各组细胞中 E--cadherin、、Vimentin、、Caspase--3

和和  PARP1 蛋 白 表 达 水蛋 白 表 达 水 平平  与对照组比较，  3 和
6 mg·L-1冬凌草甲素组细胞中 E-cadherin、Caspase-3
和 PARP1 蛋 白 表 达 水 平 升 高 （P<0. 05 或 P<
0. 01），Vimentin 蛋白表达水平降低 （P<0. 05）。

见图 7。

3 讨  论  

近年来，国内外多项研究［10-14］ 表明：冬凌草

甲素对肿瘤的发生发展具有一定的抑制作用。在肺

癌中，冬凌草甲素能抑制肺癌细胞生长并促进细胞

凋亡，与放疗联合使用时可通过增加细胞 DNA 损

伤和细胞凋亡来增强放疗反应，同时也可有效抑制

异种移植瘤的生长，可通过下调 B 细胞淋巴瘤 2
（B-cell lymphoma-2，Bcl-2） 和上调 Bcl-2 相关 X 蛋

白 （Bcl-2-associated X protein，Bax） 增强肺癌的

放疗敏感性；在甲状腺癌中，冬凌草甲素可通过下

调非受体型蛋白酪氨酸激酶家族信号通路抑制

EMT 和血管生成；在肝癌中，其衍生物可通过线

粒体途径触发肝癌细胞的凋亡；但其在鼻咽癌中的

作用少见报道。

本研究结果显示：采用冬凌草甲素处理后，与

对照组比较，HONE-1 细胞的增殖能力、克隆形成

能力、迁移能力和划痕愈合能力均减弱，表明冬凌

草甲素能够抑制 HONE-1 细胞的增殖和迁移。

细胞周期蛋白是一类与细胞周期功能状态密切

相关的蛋白质家族，可通过与特定蛋白激酶结合并

激活其活性，从而在细胞周期的不同阶段发挥调控

作用［15］。CDK1 和 CDK4 是高度保守的丝氨酸/苏
氨酸 （Ser/Thr） 蛋白激酶，在细胞周期循环中发

A B CA B C

D E F

G H I

A−C： 0 h；D−F： 24 h；G−I： 48 h； A，D，G： Control group；
B，E，H： 3 mg·L-1 oridonin group；C，F，I： 6 mg·L-1 oridonin 
group.
图图 5　细胞划痕实验检测各组细胞划痕愈合情况　细胞划痕实验检测各组细胞划痕愈合情况（（××400））

Fig. 5　　Scratch  healing  of  cells   in   various   groups 

detected by cell scratch assay（（××400））
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图图  6　　RT--qPCR 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 CDK1（（A））和和 CDK4（（B）） mRNA 表达水平表达水平

Fig. 6　　Expression levels of CDK1(A) and CDK4(B) mRNA in cells in various groups detected by RT--qPCR method
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挥重要作用［16-17］。本研究结果显示：冬凌草甲素处

理 后 人 鼻 咽 癌 HONE-1 细 胞 中 CDK1 和 CDK4 
mRNA 表达水平降低，提示冬凌草甲素能抑制鼻

咽癌 HONE-1 细胞的分裂能力。

EMT 是指上皮细胞通过特定程序转化为具有

间质表型细胞的生物学过程，在癌症的进展和转移

过程中发挥了重要作用［18］，其主要的特征为细胞

黏附分子表达水平降低［19-20］，细胞角蛋白细胞骨架

转化为 Vimentin 为主的细胞骨架及形态上具有间充

质细胞的特征［21］。通过 EMT，上皮细胞失去了

细胞极性，失去了与基底膜的连接等上皮表型，获

得了较高的迁移、侵袭、抗凋亡和降解细胞外基质

的能力等间质表型。本研究结果显示：冬凌草甲素

作用后，HONE-1 细胞中 E-cadherin 蛋白表达水平

升高，Vimentin 蛋白表达水平降低，说明冬凌草甲

素可控制 HONE-1 细胞的 EMT 过程，抑制其迁移

和侵袭，促进细胞凋亡，抑制细胞外基质的降解。

Caspase-3 是细胞凋亡过程中主要的终末剪切酶，

在细胞凋亡中发挥着重要的作用［22］。多聚腺苷二

磷 酸 核 糖 聚 合 酶 （poly ADP-ribose polymerases，
PARPs） 是一个超大蛋白酶家族，在 DNA 修复、

染色质组织、基因组完整性、炎症过程和细胞凋亡

过程中发挥重要作用［23］，也是细胞凋亡核心成员

含 半 胱 氨 酸 的 天 冬 氨 酸 蛋 白 水 解 酶 （cysteine 
aspastic acid-specific proteases， Caspases） 的 切 割

底物。PARP1 作为 PARPs 家族的重要成员之一，

能快速标记细胞 DNA 损伤的位置，通过相关系统

来清除 DNA 的损伤［24］。本研究结果显示：冬凌草

甲素处理后，鼻咽癌 HONE-1 细胞中 Caspase-3 和

PARP1 蛋白表达水平升高，表明冬凌草甲素可以

诱导鼻咽癌 HONE-1 细胞凋亡，但其具体促凋亡机

制仍有待深入研究。

综上所述，冬凌草甲素可抑制鼻咽癌 HONE-1
细胞的增殖能力、克隆形成能力和迁移能力，并参

与诱导细胞凋亡过程，进而抑制肿瘤的生长。本研

究为寻找鼻咽癌新的治疗方法奠定了基础。
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图图 7　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 EMT 相关蛋白和凋亡相关蛋白表达电泳图相关蛋白和凋亡相关蛋白表达电泳图（（A,B））和直条图和直条图（（C~F））

Fig. 7　　Electrophoregrams(A,B)  and  histograms(C-F)  of expressions of  EMT-related  proteins and apoptosis-related 

proteins in HONE-1 cells detected by Western blotting method
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