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摘要：目的  基于铁死亡探讨冬凌草甲素（Ori）对胰腺癌的影响，以及低强度脉冲超声（LIPUS）在协同增效中的作用机制。方法  

体外实验首先分为对照组、不同浓度的Ori组，通过CCK-8法检测不同浓度Ori对PANC-1增殖活力的影响。其次实验分为对

照组、Ori组，通过流式细胞术检测细胞内Fe2+、ROS含量，试剂盒检测细胞内二醛（MDA）、而谷胱甘肽（GSH）和三磷酸腺苷

（ATP）浓度，Western blotting检测细胞内GPX4、Nrf2、HO-1蛋白表达。随后分为对照组、铁死亡抑制剂组（Fer-1）、Ori组以及

Ori联合 Fer-1组，通过 CCK-8法检测各组对 PANC-1增殖活力的影响。最后分为对照组、Ori组、LIPUS 组及联合组，通过

Western blotting检测细胞内PIEZO1蛋白表达。体内实验构建C57BL/6J小鼠胰腺癌模型，实验分组分为对照组、Ori组、LIPUS

组及联合组，通过检测皮下移植瘤小鼠肿瘤的苏木精-伊红染色（HE）、免疫组织化学Ki67染色评估肿瘤组织病理变化及细胞增

殖活性，Western blotting及免疫荧光染色（IF）检测小鼠肿瘤内GPX4表达。结果  与对照组相比，Ori可以抑制PANC-1细胞增

殖（P<0.001），细胞内 Fe2+、ROS、MDA升高（P<0.05），GSH和ATP下降（P<0.001）。与对照组相比，Ori组GPX4蛋白表达下

降（P<0.01），HO-1、Nrf2蛋白表达升高（P<0.05）。与Ori组相比，Ori联合LIPUS组细胞活力下降（P<0.01）。比较各组皮下移植

瘤小鼠肿瘤发现，与Ori组相比，Ori联合LIPUS组进一步抑制肿瘤的生长（P<0.01）。Ki67染色表明联合组相较于Ori组细胞增

殖活性更弱。与Ori组相比，联合组GPX4蛋白表达及荧光强度均更低（P<0.05）。与对照组相比，LIPUS组和Ori组PIEZO1蛋

白表达均升高（P<0.005），与 Ori组相比，联合组 PIEZO1蛋白表达升高更为显著（P<0.01）。结论  LIPUS协同 Ori通过激活

PIEZO1，通过Nrf2/HO-1/GPX4通路促进胰腺癌细胞铁死亡。
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Abstract: Objective  To evaluate the inhibitory effect of oridonin against proliferation of pancreatic cancer cells and the 
mechanism underlying the synergistic effect of low-intensity pulsed ultrasound (LIPUS). Methods  PANC-1 cells treated with 
different concentrations of oridonin were examined for changes in cell proliferation using CCK-8 assay and in MDA, GSH and 
ATP levels using flow cytometry. The protein expressions of GPX4, Nrf2 and HO-1 in the treated cells were detected with 
Western blotting. The effect of Fer-1, a ferroptosis inhibitor, on proliferation of oridonin-treated cells were assessed, and the 
effects of oridonin combined with LIPUS on PIEZO1 protein expression was evalauted using Western blotting. A C57BL/6J 
mouse model bearing pancreatic cancer cell xenograft was established and treated with oridonin, LIPUS, or both, and the 
histological changes in the tumor tissues and tumor cell proliferation were examined with HE staining and 
immunohistochemistry for Ki67; the changes in GPX4 expression in the tumor tissues were detected using Western blotting 
and immunofluorescence staining. Results  In PANC-1 cells, oridonin treatment significantly inhibited cell proliferation, 
increased intracellular Fe2+, ROS, and MDA levels, and decreased GSH and ATP levels. Oridonin also resulted in lowered GPX4 
and increased HO-1 and Nrf2 protein expression levels in the cells. The combined treatment with LIPUS signficiantly 
enhanced the inhibitory effect of oridonin on PANC-1 cell viability in vitro and on xenograft growth in the mouse models, 
resulting also in more obvious reduction of the intensity of Ki67 staining and GPX4 protein expression and more pronounced 
increase of PIEZO1 protein expression in the tumor tissues in the mouse models. Conclusion  LIPUS enhances the effect of 
oridonin to promote ferroptosis of pancreatic cancer cells by activating PIEZO1 through the Nrf2/HO-1/GPX4 pathway.
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胰腺癌是一种高度恶性、预后极差且具有高耐药性

的消化系统肿瘤，也是全球癌症死亡的主要原因之一。

在我国，其发病率位居各类癌症第10位，但死亡率却高

居第6位［1， 2］。由于多数患者确诊时已处于中晚期，丧失

了手术根治的机会［3， 4］。而肿瘤本身的耐药性又导致许

多药物疗效不佳。现有的放疗、化疗等治疗手段效果有
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限，且伴随的不良反应不容忽视［5］ 。因此，寻找新型药

物和治疗策略是当前迫切的需求。中医药作为一个蕴

藏丰富潜力的药物宝库，在胰腺癌治疗领域展现出一定

的潜力［6， 7］。中药以其药性温和、不良反应少的特点受

到广泛关注，挖掘更多有效的中药治疗方案已成为临床

亟需解决的问题。

在众多具有抗胰腺癌潜力的中草药中，冬凌草备受

关注。该草药于20世纪70年代初的中草药资源普查中

被发现，传统上用于清热解毒等症［8］ 。临床研究显示，

冬凌草可用于治疗喉炎、口腔炎，并在食管癌、结肠癌等

肿瘤治疗中表现出一定疗效［9］。其关键活性成分——

冬凌草甲素（Ori）是一种萜类化合物，因显著的抗炎和

抗癌活性而成为研究热点［10］。研究表明，Ori的抗癌机

制可能涉及：诱导细胞内活性氧（ROS）水平变化、调节

p53及细胞外信号调节激酶（ERK）通路、以及通过线粒

体途径触发细胞凋亡［11， 12］。已有研究表明，Ori能在胃

癌、乳腺癌、黑色素瘤等肿瘤中通过促进肿瘤细胞铁死

亡来抑制肿瘤进展［13-15］，但Ori在胰腺癌治疗中的相关

证据仍较为有限［16］ 。

铁死亡是一种Fe2+依赖性的细胞死亡方式，其核心

特征包括氧化应激、脂质过氧化以及特定的调控通路异

常［17］。具体而言，细胞内铁离子积累会催化Fenton反应，

产生高活性自由基，如羟自由基和ROS。这些活性物质

攻击细胞膜上的多不饱和脂肪酸，引发脂质过氧化反

应，生成脂质过氧化物MDA。与此同时，GPX4利用GSH

还原脂质过氧化物，维持细胞氧化还原稳态。当GSH耗

竭时，GPX4活性下降，导致脂质过氧化物累积，从而驱

动铁死亡进程。此外，ROS的过度积累还会损伤线粒体

功能，减少ATP生成［17-19］。研究表明，诱导铁死亡能够抑制

肿瘤生长并促进肿瘤内免疫反应［20， 21］，值得注意的是，

已有证据表明促进铁死亡可有效抑制胰腺癌的生长［22］ 。

此外，Ori水溶性低、口服生物利用度差，成为限制其

临床应用的主要障碍［23］。低强度脉冲超声（LIPUS）是一

种安全无创的物理治疗手段。研究显示，联合应用

LIPUS可有效提升药物的利用率［24-26］ ，因此，探索Ori治

疗胰腺癌的具体机制，并验证联合LIPUS能否增强其抗

肿瘤效果，具有重要意义。本研究旨在揭示Ori对胰腺癌

细胞增殖的抑制作用及其潜在分子机制；同时，进一步验

证LIPUS能否通过协同作用增强Ori的抗癌效果。本研

究将为Ori治疗胰腺癌提供关键的临床前数据与理论依

据，并为提高中药活性成分的生物利用度提供新策略。

1  材料和方法

1.1  细胞

人胰腺癌PANC-1细胞，小鼠胰腺癌 panc02细胞

（上海富衡生物科技有限公司），使用DMEM完全培养

基（含10%胎牛血清，1%双抗），在37 ℃，5%CO2的细胞

培养箱中培养。

1.2  动物

6~8周龄SPF级雄性C57BL/6小鼠 40只，体质量

（20±2） g，由重庆恩斯维尔生物科技有限公司提供，合

格证号为：SCXK（湘）2021-0002，饲养于重庆医科大学

SPF级实验动物中心，实验动物饲养许可证：SYXK（渝）

2022-0016。12 h 光照/12 h 无光照环境，室内温度在

（25±1） ℃，相对湿度40%~70%，普通饲料喂养，自由饮

食饮水。本实验由重庆医科大学实验动物管理和使用

委员会审批（伦理批号：IACUC-CQMU-2024-0002）。

1.3  药品及试剂

冬凌草甲素、Ferrostatin-1（上海陶术生物科技有限

公司）；胎牛血清、DMEM培养基、青霉素-链霉素溶液、

磷酸盐缓冲液（PBS，南京生航生物技术有限公司）；

0.25%胰酶消化液（Gibco）；二甲基亚砜（DMSO，北京

索莱宝科技有限公司）；细胞增殖与活性检测（CCK-8）

试剂盒（APExBio）；BCA蛋白浓度检测试剂盒、活性氧

检测试剂、脂质氧化（MDA）检测试剂盒、脂质过氧化检

测试剂盒（BODIPY）、ATP 检测试剂盒、总谷胱甘肽

（GSH）检测试剂盒、Western一抗稀释液（上海碧云天生

物技术有限公司）；谷胱甘肽过氧化物酶 4（GPX4）一

抗、核因子-E2相关因子2（Nrf2）一抗、血红素氧合酶-1

（HO-1）一抗、压电型机械敏感离子通道组件1（Piezo1）

一抗（武汉三鹰生物技术有限公司）；甘油醛-3-磷酸脱氢

酶（GAPDH）抗体、β-肌动蛋白（β-actin）抗体、HRP辣根

酶标记的山羊抗兔二抗（江苏亲科生物研究中心有限公

司）；苏木素染液，伊红染液、增殖细胞核抗原（PCNA）抗

体、3，3'-二氨基联苯胺（DAB）、4，6-二脒基-2-苯基吲哚

（DAPI）、CY3山羊抗兔 IgG（武汉塞维尔生物科技有限

公司）。

1.4  仪器

细胞培养箱（Thermo），低温离心机（青岛海特生物

医疗有限公司），倒置光学显微镜（OLYMPUS），酶标仪

（Tecan），凝胶成像系统（Azure），垂直电泳仪、转印槽、

通用电泳仪电源（BIO-RAD），流式细胞仪（BD），低强度

脉冲超声设备（重庆融海超声医学工程研究中心有

限公司）。

1.5  方法

1.5.1  细胞培养   人胰腺癌 PANC-1 和小鼠胰腺癌

panc02细胞在DMEM完全培养基（10%胎牛血清，1%

青霉素-链霉素溶液）中培养，培养条件为37 ℃，5% CO2，

2 d/次。

1.5.2  动物分组及造模   40只C57BL/6小鼠适应性饲

养1周之后，备皮，在背部注射200 μL含有panc02细胞

（2×106）的PBS细胞悬液。约5 d后，肿瘤直径约为5 mm

时，模型视为构建成功，共选择32只肿瘤大小相近的小

鼠进行分组，随机分为对照组，LIPUS组，Ori组及Ori联
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合LIPUS组（n=8）。对照组小鼠每日腹腔注射200 μL

无菌 PBS，Ori 组每日腹腔注射 10 mg/kg 的 Ori 溶液

200 μL，LIPUS组小鼠每日在肿瘤处辐照10 min，Ori联

合LIPUS组小鼠在打药完成后即刻进行超声辐照，治疗

持续14 d。

1.5.3  超声参数设置   根据课题组前期实验结果，超

声频率设置为 350 kHz，重复频率 1 kHz，占空比

20%。LIPUS-1组强度为 200 mW/cm2，LIPUS-2强度

为400 mW/cm2，细胞辐照时间为2 min，动物辐照时间

10 min。

1.5.4  CCK-8 检测   细胞增殖活力将对数生长的

PANC-1 细胞接种于 96 孔板中（1×104/孔），待细胞贴

壁后，加入不同浓度的 Ori（1、2、5、10、20、40、60、80、

100 µmol/L），6个复孔/组；使用Ferrostatin-1时，分为对

照组，Ori组（20 µmol/L），Fer-1组（50 µmol/L），Ori联合

Fer-1 组（浓度分别为 20 µmol/L、50 µmol/L）；联合

LIPUS 时，分为对照组，LIPUS-1，LIPUS-2，Ori 联合

LIPUS-1 及 Ori 联合 LIPUS-2 组，加入 Ori 后，立即用

LIPUS 进行辐照。Ori 与细胞共同孵育 24 h 后，将

DMEM完全培养基与CCK-8试剂以10∶1的比例混合

加入孔中，细胞培养箱孵育1.5 h后，酶标仪测定吸光度

A450 nm，根据公式：（A冬凌草甲素组-A空白组）/（A对照组-A空白组）计算细

胞活力。

1.5.5  流式细胞术检测Fe2+和ROS含量   将对数生长期

的 PANC-1 细胞接种于 6 孔板中（5×105/孔），实验分

为对照组和Ori组（20 µmol/L）。细胞贴壁后加入Ori，

共同孵育 24 h 后，胰蛋白酶消化 3 min，收集细胞，

1200 r/min离心3 min，PBS洗涤，根据说明书推荐比例

加入Fe2+及ROS染色试剂，室温染色 30 min后上机检

测，Flow Jo分析结果。

1.5.6  二醛（MDA）、而谷胱甘肽（GSH）和三磷酸腺苷

（ATP）检测   细胞铺板及分组同 2.5，细胞贴壁后加入

Ori作用 24 h，弃上清，加入裂解液冰上裂解 10 min，

12 000 r/min离心10 min，取上清，进行后续检测，对于

GSH检测，用胰蛋白酶消化细胞后，收集细胞，根据细胞

沉淀体积加入相应蛋白去除试剂，液氮反复冻融2次，

离心，收集上清进行GSH测定。根据说明书公式进行

检测及统计计算。

1.5.7  BODIPY 581/591 C11检测   细胞铺板及分组同

2.5，细胞贴壁后加入 Ori作用 24 h 后吸除培养液，用

PBS洗涤细胞1次，加入1 mL BODIPY 581/591 C11染

色工作液后于细胞培养箱中37 ℃孵育10 min。孵育结

束后，吸除上清，用PBS洗涤2次，加入PBS后在共聚焦

显微镜下观察。

1.5.8  蛋白免疫印记法（WB）检测蛋白表达   细胞铺板

及分组同2.5，Ori（20 µmol/L）干预24 h后，弃培养基，预

冷PBS洗2次，加入含1%PMSF的裂解液，冰上裂解10 

min后，收集细胞，12 000 r/min离心10 min，取上清进行

BCA蛋白浓度定量，根据结果加入5×蛋白上样缓冲液，

100 ℃加热10 min，冷却到室温后-20 ℃保存或进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，湿法转膜后，5%脱脂牛奶

封闭 1 h，TBST 洗涤 3 次，加入 GPX4、Nrf2、HO-1、

GAPDH一抗（一抗与稀释液比例均为1∶1000）4 ℃孵育

过夜过后TBST洗涤3次，加入HRP辣根酶标记的山羊

抗兔二抗（1∶5000）摇床孵育1.5 h后，TBST洗涤3次，利

用化学发光成像仪进行显影。Image J分析条带灰度

值，GraphPad Prism 10进行统计分析。

1.5.9  测量小鼠体质量、肿瘤大小及肿瘤质量   治疗期间，

2 d/次小鼠体质量和肿瘤长径a，短径b，肿瘤体积V根据

公式V=0.52ab2进行计算，实验终点时，脱颈处死小鼠，

取肿瘤称质量。最后用GraphPad Prism进行统计分析。

1.5.10  苏木素-伊红（HE）染色   小鼠肿瘤用PBS清洗之

后，放入4%多聚甲醛溶液固定，经脱水、透明、包埋、切

片、脱蜡与复水后，将切片浸入苏木素溶液中，分化、返

蓝之后，将切片浸入伊红溶液，最后脱水、透明、封片，置

于光学显微镜下观察。

1.5.11  免疫组化（IHC）染色   肿瘤处理同2.9，脱蜡复水

之后，进行抗原修复，3%BSA封闭30 min，滴加Ki67抗

体（1∶400），随后将切片置于湿盒中，4 ℃孵育过夜，次日

将切片置于PBS溶液中，在脱色摇床上晃动洗涤3次后，

滴加HRP标记的山羊抗兔二抗，避光室温孵育。DAB

显色，最后复染细胞核，经脱水封片后在光学显微镜下

观察和拍摄，Image J分析，GraphPad Prism 10统计。

1.5.12  免疫荧光（IF）染色   肿瘤处理同2.9，脱蜡复水之

后，进行抗原修复、3%BSA封闭30 min，滴加GPX4抗

体（1∶400），切片置于湿盒中4 ℃孵育过夜，次日将切片

置于PBS溶液中，在脱色摇床上晃动洗涤3次后，滴加

荧光标记的山羊抗兔二抗，避光室温孵育1 h。最后滴

加DAPI染细胞核，滴加抗荧光淬灭剂，封片。在光学显

微镜或荧光显微镜下观察和拍摄，Image J 分析，

GraphPad Prism 10统计。

1.5.13  统计学分析   采用GraphPad Prism 10进行统计

分析，计量资料采用均数±标准差表示。两组间比较使

用 t检验，多组间比较使用单因素方差分析，P<0.05表示

差异具有统计学意义。

2  结果

2.1  Ori抑制PANC-1细胞增殖活力

与对照组比较，Ori组细胞活力呈浓度依赖性下降，

Ori显著抑制PANC-1细胞增殖。计算得出Ori的IC50值

约为17.02 µmol/L，当Ori浓度为10 µmol/L时，细胞活

力抑制率约 33%，当浓度为 20 µmol/L时，抑制率约为

63%，故选用浓度为20 µmol/L的Ori进行后续实验（P<

0.001，图1）。
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2.2  Ori 促进 PANC-1 铁死亡 Ori 促进 PANC-1 细胞内

Fe2+升高

流式细胞术显示，与对照组相比，Ori（20 µmol/L）

作用后 PANC-1细胞内 Fe2+增加（P<0.001，图 2）。Ori

促进 PANC-1 细胞内 ROS 升高。与对照组相比，Ori

（20 µmol/L）组细胞内 ROS 表达上升（P<0.01，图3）。

此外，通过使用Ori联合铁死亡抑制剂Ferrostatin-1（Fer-1）

来观察PANC-1细胞活力的变化，与对照组相比，Fer-1

组细胞活力无明显变化，Ori组细胞活力下降显著，联合

Fer-1之后，其细胞活力较Ori组稍高，且有统计学意义

（P<0.05，图4）。

2.3  Ori通过GPX4、HO-1、Nrf2通路靶向诱导PANC-1

铁死亡

Ori调控铁死亡相关标志物MDA、GSH、ATP的表

达。与对照组相比，用20 µmol/L的Ori处理后，细胞内

脂质氧化物MDA的表达上升；而GSH和ATP表达下降

（P<0.05，图5）。同时，WB结果显示，Ori调控细胞内铁

死亡相关蛋白GPX4、HO-1、Nrf2的表达，与对照组比

较，Ori组 GPX4 和 Nrf2 蛋白表达下降，而 HO-1 蛋白

表达增加（P<0.01，图6）。此外，共聚焦显微镜检测C11-

BODIPY荧光探针的结果显示，经Ori处理的PANC-1

细胞中，还原态探针（红色荧光）信号强度显著减弱，而

氧化态探针（绿色荧光）信号强度显著增强（图7）。该荧

光信号转换表明，Ori处理显著诱导了PANC-1细胞内
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图2　Ori处理后PANC-1细胞内Fe2+水平
Fig.2　Effect of Ori on intracellular Fe2+ level in PANC-1 cells (n=3). ***P<0.001 vs Control.
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图3　Ori处理后PANC-1细胞内ROS水平
Fig.3 　Effect of Ori on intracellular ROS level (n=3). **P<0.01 vs Control.
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图1　不同Ori浓度对PANC-1活力的影响
Fig.1　Effect of different concentrations of oridoni (Ori) 
on proliferation of PANC-1 cells (n=6).
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脂质过氧化产物的积累。

2.4  LIPUS协同Ori促进PANC-1细胞铁死亡

与对照组相比，LIPUS-1 组（200 mW/cm2）和

LIPUS-2 组（400 mW/cm2）细胞活力差异无统计学意

义。当LIPUS-1组联合Ori时，与对照组相比，细胞活力

下降显著，但是与Ori组相比，差异无统计学意义。当

LIPUS-2组联合Ori时，与Ori组相比，联合组细胞活力

进一步下降，且差异有统计学意义（P<0.01，图8）。

2.5  LIPUS协同Ori促进胰腺癌小鼠PANC-1铁死亡

WB结果显示，对照组和LIPUS组GPX4表达无明

显差异，Ori组和LIPUS+Ori组表达下降。而与Ori组

相比，联合组GPX4蛋白的表达更低（P<0.01，图9）。免

疫荧光显示，对照组与LIPUS组红色荧光（GPX4）强度

差异不明显，Ori组和 LIPUS+Ori组红色荧光强度低

于对照组，而 LIPUS+Ori组红色荧光强度低于 Ori组

（P<0.01，图10）。

Control     Fer-1        Ori      Ori+Fer-1

 **** 
 *** 

1.5

1.0

0.5

0

R
el

at
iv

e 
ce

ll
 v

ia
bi

li
ty

图4　Ori联合Fer-1对PANC-1活力的影响
Fig. 4　Effect of Ori combined with Fer-1 on 
proliferation of PANC-1 cells (n=6). ****P<0.001 
vs Control, ***P<0.005 vs Ori Group.
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图5　Ori处理后PANC-1细胞内MDA、GSH、ATP表达
Fig. 5　Effect of Ori on intracellular MDA, GSH, and ATP levels in PANC-1 cells (n=3). *P<0.05, 
***P<0.001 vs Control.
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图6　Ori处理后PANC-1细胞内GPX4、Nrf2、HO-1蛋白表达
Fig.6　Effect of Ori on intracellular GPX4, Nrf2, and HO-1 expressions in PANC-1 cells (n=3). **P<0.001, 
***P<0.005 vs Control.
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2.6  LIPUS联合Ori对胰腺癌小鼠体质量的影响

第14天时，各组小鼠体质量之间差异无统计学意

义，但是与各自造模前相比，体质量上升（P<0.01，图11）。

2.7  LIPUS联合Ori抑制胰腺癌小鼠肿瘤生长

第14天时，对照组与LIPUS组小鼠肿瘤体积差异

无统计学意义。与对照组相比，Ori组和LIPUS+Ori组
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Merge                                      Green                                        Red

图7　Ori处理后PANC-1细胞内C11-BODIPY标记荧光强度
Fig. 7　Fluorescence intensity of C11-BODIPY labeling in PANC-1 cells after Ori 
treatment (Original magnification: ×40) (n=3).
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图8　Ori联合LIPUS对PANC-1细胞活力影响
Fig. 8　Effect of Ori combined with LIPUS on proliferation of 
PANC-1 cells (n=6). **P<0.01 vs Ori-20 μmol/L.
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图9　Ori联合LIPUS处理后小鼠肿瘤内GPX4表达
Fig. 9　Effect of Ori combined with LIPUS on intra-tumoral GPX4 expression in the mouse 
models (n=3). *P<0.05 vs Control,***P<0.005 vs Ori.
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肿瘤体积明显更小，同时，与Ori组相比，LIPUS+Ori组

肿瘤体积更小，且有统计学差异。同时取小鼠肿瘤进行

称质量，LIPUS组与对照组相比无明显差异。与对照组

相比，Ori组和LIPUS+Ori组肿瘤质量更轻。与Ori组

相比，LIPUS+Ori 组肿瘤质量小于 Ori 组（P<0.01，图

12）。LIPUS联合Ori促进胰腺癌小鼠肿瘤坏死。取小

鼠肿瘤做病理切片染色，HE染色结果显示，所有组别小

鼠肿瘤均存在坏死现象，与对照组相比，LIPUS组坏死

程度差异不明显，Ori组坏死程度更大，LIPUS+Ori组坏

死程度最大。Ki67染色显示，对照组与LIPUS阳性率

无明显差异， Ori组阳性率下降，LIPUS+Ori组Ki67阳

性率最低（P<0.01，图13）。

2.8  LIPUS促进胞内Fe2+积累

与对照组相比，LIPUS-1组和 LIPUS-2组细胞内

Fe2+均多于对照组，且差异有统计学意义（P<0.01，图14）。

2.9  LIPUS协同Ori促进PIEZO1表达

WB结果显示，与对照组比较，LIPUS组、Ori组和

LIPUS+Ori组PIEZO1蛋白表达均升高，其中LIPUS+

Ori组升高更为显著，且差异具有统计学意义（P<0.05，

图15）。

3  讨论

本研究首先采用 CCK-8 法检测了 Ori 对胰腺癌

细胞 PANC-1 的增殖抑制作用。结果显示，Ori 处理

PANC-1细胞的IC50值为17.02 µmol/L。在20 µmol/L浓

度下，Ori 对细胞活力的抑制率达到 63%，显著高于

10 µmol/L浓度下的抑制率（33%）。因此，后续实验选

用20 µmol/L作为Ori的工作浓度。流式细胞术分析显

示，经Ori处理后，PANC-1细胞内的Fe²⁺水平和ROS含

量均显著升高，表明Ori诱导了细胞内的铁代谢紊乱和

氧化应激。与铁死亡的特征相符，在Ori作用下，细胞内

MDA含量升高而 ATP含量下降。进一步检测发现，

GSH 含量也显著降低，这与铁死亡相关研究报道一

致［17， 27］。此外，共聚焦显微镜检测C11-BODIPY荧光探

Control        LIPUS           Ori        Ori+LIPUS

图10　Ori联合LIPUS处理后小鼠肿瘤内GPX4
平均荧光强度
Fig. 10　Effect of Ori combined with LIPUS on 
intra-tumoral GPX4 mean fluorescence intensity 
in the mouse models (×20) (n=3) (scale bar=50 μm). 
***P<0.001 vs Control, **P<0.01 vs Ori.
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图11　Ori联合LIPUS对胰腺癌小鼠体质量的影响
Fig. 11　Effect of Ori combined with LIPUS on body 
weight of the mouse models bearing pancreatic cancer 
xenograft (n=8).
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图12　Ori联合LIPUS对胰腺癌小鼠肿瘤体积及体质量影响
Fig.12　Effect of LIPUS combined with Ori on tumor volume and weight in the tumor-bearing mice 
(n=8). ****P<0.001 vs Control, **P<0.01 vs Ori.
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图13　小鼠肿瘤组织HE和Ki67染色
Fig.13　HE and Ki67 staining of mouse tumor 
tissues (A) and statistical results of Ki67 
positivity rates in different groups (B; n=3). 
***P<0.001 vs Control, *P<0.05 vs Ori.
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图14　LIPUS处理后PANC-1细胞内Fe2+水平
Fig.14　Effect of LIPUS on intracellular Fe2+ level (n=3). *P<0.05, **P<0.01 vs Control.
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针的结果显示，Ori处理显著诱导了PANC-1细胞内脂

质过氧化产物的积累。以上结果表明，Ori处理导致

PANC-1细胞Fe²⁺积累，引发氧化应激及脂质过氧化，并

伴随能量代谢障碍和抗氧化能力减弱，最终导致细胞活

力下降。这些变化提示Ori可能通过诱导铁死亡途径抑

制 PANC-1 细胞活力。为验证这一机制，本实验将

PANC-1细胞与Ori及铁死亡特异性抑制剂Fer-1共同

孵育24 h后，CCK-8检测结果显示，与单独使用Ori处

理组相比，Ori联合Fer-1组的细胞活力显著升高。该结

果证实，Ori对PANC-1细胞增殖的抑制作用主要通过

诱导铁死亡实现。

为深入探究Ori诱导铁死亡的具体分子机制，通过

WB检测了经Ori处理的PANC-1细胞中关键蛋白的表

达水平，包括：GPX4、Nrf2以及 HO-1。GPX4是细胞内

清除脂质过氧化物的关键酶，其活性依赖于GSH作为

辅因子。当细胞内GSH合成减少或耗竭时，GPX4功能

受损，导致脂质过氧化物积累，进而促进铁死亡的发

生［28］ 。HO-1通过催化血红素降解释放Fe²⁺，增加细胞

内游离铁池。在铁死亡过程中，HO-1表达上调导致的

Fe²⁺积累会通过Fenton反应促进ROS生成和脂质过氧

化，从而进一步驱动铁死亡进程［29］ 。HO-1的表达受

Nrf2的直接转录调控。Nrf2是一种关键的氧化还原敏

感转录因子。当细胞处于氧化应激状态时，如ROS水

平升高，Nrf2被激活并转位至细胞核，与靶基因启动子

区的抗氧化反应元件（ARE）结合。HO-1基因启动子含

有ARE序列，因此Nrf2的激活能够上调HO-1的表达，

发挥其抗氧化作用［30］。既往研究表明，抗氧化通路

Nrf2/HO-1在铁死亡过程中通常表达下调［31， 32］。抗氧化

通路Nrf2/HO-1在铁死亡过程中通常表达下调。然而

本研究中WB结果显示，Ori处理后GPX4蛋白水平下

降，而Nrf2与HO-1表达量却显著升高，推测铁死亡发

生时诱发的氧化应激可能激活了Nrf2/HO-1通路作为

代偿性抗氧化反应。但该通路的过度活化会导致HO-1

大量积累，其降解过程释放的Fe²⁺可进一步加剧铁死

亡。综上所述，Ori 通过 Nrf2/HO-1/GPX4 通路诱导

PANC-1细胞发生铁死亡。综上所述，本研究证实Ori

通过调控Nrf2/HO-1/GPX4通路诱导PANC-1细胞发生

铁死亡。为验证其体内抗肿瘤效果，采用C57BL/6小

鼠，经皮下注射小鼠胰腺癌细胞panc02建立移植瘤模

型。课题组前期研究确定了Ori的有效及安全剂量为

10 mg·kg-¹。实验终点解剖取材，结果显示：与对照组相

比，Ori组小鼠肿瘤重量显著减轻。H&E和Ki67染色结

果进一步表明，Ori能促进肿瘤组织坏死并抑制其增殖。

此外，WB和 IF检测显示，Ori组肿瘤组织中GPX4蛋白

表达显著降低。以上结果提示，Ori在体内通过促进胰

腺癌细胞铁死亡抑制肿瘤增殖。

LIPUS作为一种安全无创的治疗手段，其疗效主要

源于非热效应，即机械效应与空化效应。具体而言，

LIPUS的生物学效应通常起始于细胞膜通道的激活，进

而可调节细胞分化、神经活动以及促进药物递送等过

程［33， 34］。LIPUS可通过其机械应力增强网格蛋白介导

的内吞作用，从而促进药物跨膜转运［32， 33］ 。其中，

PIEZO1机械敏感阳离子通道蛋白主要通过响应机械力

变化，如压力或拉伸，激活通道允许阳离子流入细胞内。

有研究显示PIEZO1受到持续机器应力时激活并诱导

Fe²⁺内流［35-39］。实验结果显示，LIPUS处理可显著升高

细胞内Fe²⁺水平。WB结果表明，与对照组相比，单独

LIPUS处理组和单独Ori处理组的PIEZO1蛋白表达均

显著升高；且LIPUS+Ori联合处理组的PIEZO1表达升

高幅度显著大于 Ori 单独处理组。此外，单独应用

LIPUS对PANC-1细胞增殖无明显影响；然而，当与Ori

联合时，400 mW/cm²强度的LIPUS能显著增强Ori抑

制PANC-1细胞增殖的作用，该结果与前期研究一致。

体内实验表明，与Ori单独治疗组相比，LIPUS联合Ori

治疗对肿瘤生长的抑制作用更为显著。LIPUS单独辐

照组小鼠的肿瘤重量和体积与对照组相比无显著差异；
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图15　Ori联合LIPUS处理后PANC-1细胞内PIEZO1蛋白表达
Fig.15　Effect of Ori combined with LIPUS on intracellular PIEZO1 expression (n=3). **P<0.005 
vs Control; ***P<0.001 vs Ori.
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而LIPUS+Ori联合治疗组的肿瘤重量和体积均显著小

于Ori单独治疗组。WB及 IF染色结果显示，LIPUS单

独辐照对肿瘤组织 GPX4 蛋白表达无明显改变；而

LIPUS联合Ori处理后，肿瘤组织内GPX4蛋白表达水

平显著低于对照组及Ori单独治疗组。以上结果表明，

LIPUS能有效促进Ori抑制胰腺癌增殖的效应。

综上所述，本研究表明中药活性成分Ori对胰腺癌

具有显著的治疗效果，能有效抑制肿瘤增殖。其机制与

调控Nrf2/HO-1/GPX4通路、升高细胞内Fe²⁺水平，从而

诱导铁死亡密切相关。同时，本研究证实LIPUS可通过

机械应力激活PIEZO1并诱导Fe²⁺内流，进而与Ori协同

促进铁死亡。Ori有效地通过诱导铁死亡的发生来抑制

胰腺癌的增殖，为中医药治疗胰腺癌提供了新的思路和

理论依据。值得注意的是，LIPUS与当前临床广泛应用

的超声诊断及治疗设备原理相通，具备良好的临床转化

潜力。LIPUS不仅本身具有诱导铁离子内流的能力，更

有望与中药活性成分联用，促进药物在靶组织的富集，

降低全身毒性，改善患者预后，为后续临床转化研究奠

定了重要的实验基础。下一步研究将深入探索LIPUS

促进药物作用的分子机制，并系统评价其对其他抗肿瘤

药物的增敏效应。
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