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[摘 要] 目的：探讨冬凌草甲素（Ori）逆转人黑色素瘤细胞顺铂（DDP）耐药的作用及其机制。方法：分别将黑色素瘤DDP耐

药细胞A375/DDP和M14/DDP分为对照组、2 μmol/L Ori组、4 mg/L DDP组和2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组。CCK-8法、Transwell

实验、Annexin Ⅴ-FITC/PI染色流式细胞术分别检测各组细胞的增殖活力、侵袭和迁移能力及凋亡水平，透射电子显微镜观察自

噬小体，免疫荧光染色法观察微管相关蛋白轻链 3（LC3）点状结构，WB 法检测 A375/DDP 细胞自噬相关蛋白Beclin-1、p62、

LC3Ⅱ和LC3Ⅰ的表达。结果: 与4 mg/L DDP组相比，2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组细胞增殖活力、迁移和侵袭能力均显著下降

（均P<0.01），凋亡水平显著升高（P<0.01）。4 mg/L DDP组细胞中可见大量自噬小体以及LC3点状染色，但2 μmol/L Ori+4 mg/L

DDP组仅可见少量。与对照组相比，4 mg/L DDP 组细胞中 Beclin-1 和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的蛋白表达水平均显著升高（均P<0.01），

p62的蛋白表达水平显著降低（P<0.05 或 P<0.01）；与 4 mg/L DDP 组相比，2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组细胞中Beclin-1和

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的表达水平均显著降低（均P<0.01），p62的表达水平显著升高（P<0.05）。结论: Ori可增加耐药黑色素瘤细胞对

DDP的敏感性，此作用可能与其抑制DDP引起的细胞自噬有关。
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Effect of oridonin in reversing cisplatin resistance in melanoma cells and its
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of oridonin (Ori) in reversing cisplatin (DDP) resistance in human melanoma cells and its

related mechanism. Methods: Melanoma cisplatin-resistant cell lines A375/DDP and M14/DDP were divided into control group,

2 μmol/L Ori group, 4 mg/L DDP group and 2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP group. Cell viability, invasion and migration, and apoptosis were

detected by CCK-8, Annexin Ⅴ-FITC/PI staining flow cytometry and Transwell assay, respectively. The autophagosomes were observed

by transmission electron microscopy, microtubule associated protein1 light chain 3 (LC3)-point structure was observed by immunofluorescence

staining, and the expressions of autophagy related proteins Beclin-1, p62, LC3Ⅱ and LC3Ⅰ of A375/DDP cells were detected by WB.

Results: Compared with 4 mg/LDDP group, cell proliferation viability, migration and invasion ability of 2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP group

were significantly decreased (all P<0.01), and apoptosis level was significantly increased (P<0.01). A large number of autophagosomes and

LC3-point structures were observed in 4 mg/LDDPgroup; however, only a few were observed in 2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP group. Compared

with control group, the protein expression levels of Beclin-1 and LC3Ⅱ/LC3Ⅰ in 4 mg/L DDP group were significantly increased (all

P<0.01), but the protein expression level of p62 was significantly decreased (P<0.05 or P<0.01); compared with 4 mg/L DDP group, the protein

expression levels of Beclin-1 and LC3Ⅱ/LC3Ⅰin 2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP group were significantly decreased (all P<0.01), but the protein

expression level of p62 was significantly increased (P<0.05). Conclusion: Ori can increase the sensitivity of drug-resistant melanoma cells

to DDP, which may be related to the inhibition of DDP-induced autophagy.

[Key words] oridonin (Ori); melanoma; A375 cell; M14 cell; cisplatin (DDP); drug resistance; autophagy

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(3): 217-222. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2023.03.005]

·· 217



中国肿瘤生物治疗杂志, 2023, 30(3)

黑色素瘤是一种起源于高度恶变黑色素细胞的肿

瘤，多发生于皮肤，也可见于黏膜和内脏，其病因尚未

完全清楚[1]。目前，黑色素瘤主要是以外科手术联合化

疗方式进行治疗[2]。顺铂（cisplatin，DDP）是治疗黑色素

瘤常用的化疗药物，但耐药的产生是导致其治疗效果

不佳的主要原因[2-3]。因此，解决黑色素瘤DDP耐药的

问题具有十分重要的临床意义。冬凌草甲素（oridonin，

Ori）是从中草药冬凌草中提取的一种四环二萜类化合

物。药理学实验结果已证明，Ori能抑制骨肉瘤、食管

癌、胃癌和结直肠癌等多种肿瘤细胞的增殖、侵袭与

迁移并能诱导其凋亡[4-7]；在食管鳞状细胞癌、宫颈癌和

肺癌等肿瘤的治疗中与DDP具有协同效应[8-10]，而其在

黑色素瘤细胞中对DDP敏感性的影响及其机制尚未明

了。因此，本研究通过体外培养DDP耐药的黑色素瘤

A375/DDP和M14/DDP细胞，观察Ori对其DDP 敏感

性的影响并分析其机制，旨在为临床治疗黑色素

瘤化疗耐药提供参考资料。

1 材料与方法

1.1 细胞与主要试剂

黑色素瘤细胞 A375 购自中科院上海细胞库，

M14细胞购自上海传秋生物科技有限公司。胎牛血

清与DMEM培养基购自美国Gibco公司，DDP购自

齐鲁制药有限公司，CCK-8试剂盒、Annexin Ⅴ-FITC

凋亡检测试剂盒、DAPI 试剂和 HRP 标记的羊抗兔

IgG二抗均购自上海碧云天生物科技有限公司，微管

相关蛋白 1 轻链 3（microitubule associated protein1

light chain 3，LC3）抗体购自英国Abcam公司，Alexa

Fluor-488 标记的羊抗兔 IgG 荧光二抗购自美国

Invitrogen公司，Beclin-1抗体和 p62 抗体购自美国

CST公司，β-actin抗体、Triton X-100试剂和WB用电

化学发光试剂购自武汉博士德生物工程有限公司。

1.2 黑色素瘤DDP耐药细胞的制备、培养及分组

按文献[11]方法，分别将A375和M14细胞用大

剂量DDP冲击与递增剂量相结合的方法诱导两种

细胞产生DDP 抗性，即将此两种细胞分别置于含

1 mg/L DDP的培养基中 24 h，此后更换为正常培养

基使细胞重新恢复生长，再次更换为含 1 mg/L DDP

的培养基，反复刺激，使细胞在1 mg/L DDP下正常生

长。然后递增DDP剂量（按照 1、2、3、4 mg/L递增），

如此反复诱导，最终使其能在含4 mg/L DDP的培

养基中稳定生长，分别命名为 A375/DDP 细胞和

M14/DDP细胞。

进行后续实验前，将 A375/DDP 和 M14/DDP 细

胞置于无DDP的培养基中分别培养1周，实验分为4组：

对照组（未经Ori或 4 mg/L DDP处理）、2 μmol/L Ori

组、4 mg/L DDP组、2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组，即

在A375/DDP及M14/DDP细胞中加入Ori（2 μmol/L）

和/或DPP（4 mg/L），共同培养48 h。

1.3 CCK-8法检测DDP耐药细胞的增殖活力

A375/DDP及M14/DDP细胞按照5×103个/孔接种

于96孔板，分别给予不同浓度Ori（0~8 μmol/L）和/或DPP

（4 mg/L）共同培养48 h。每孔中加入10 μL CCK-8溶

液混合均匀，37 ℃培养箱中继续培养1 h，在酶联免疫

吸附仪上测量波长450 nm处的光密度（D）值。细胞增

殖活力=实验组D值/对照组D值×100%。

1.4 Transwell实验检测DDP耐药细胞的侵袭和迁

移能力

细胞迁移检测：将各组细胞用无血清培养基制备

成1.0×105个/mL的单细胞悬液，Transwell上室中接种

100 μL细胞悬液，下室中加入500 μL含10%胎牛血清

的DMEM培养基，于37 ℃、5% CO2培养箱内培养24 h

后取出上室，用棉签轻轻拭去上室滤膜内面的细胞，

对迁移至滤膜外面的细胞用甲醇在室温条件下固定

20 min，结晶紫染色后，记录并计算细胞迁移情况。细

胞侵袭检测步骤与细胞迁移相同，唯一区别为Transwell

上室滤膜上预铺有人工基膜（metrigel）。

1.5 流式细胞术检测DDP耐药细胞的凋亡水平

用 0.2%胰酶消化各组细胞，并以 1 200×g离心

5 min 并收集细胞。用 PBS 重悬细胞 2 次后，将

400 μL结合缓冲液加入细胞并混匀。避光条件下分

别加入 10 μL Annexin Ⅴ-FITC和 5 μL PI试剂，室温

下处理10 min，流式细胞仪检测细胞的凋亡水平。

1.6 透射电子显微镜观察DDP耐药细胞中自噬小体数

4组细胞均在 4 ℃下用 2.5%戊二醛固定 4 h，用

PBS冲洗后，再用 2%锇酸固定 2 h，室温下用梯度乙

醇脱水，将细胞包埋在Epon树脂中。超薄切片机（徕

卡公司 EM UC7）连续切为厚度 50 nm 的切片，在

45 ℃下用含有乙酸双氧铀的甲醇饱和溶液中染色

12 min，柠檬酸铅溶液染色10 min。在透射电子显微

镜（日立HT7700）下观察各组细胞中自噬小体。

1.7 免疫荧光染色法检测DDP耐药细胞中LC3染色数

将各组细胞接种至载玻片上，用4%多聚甲醛固

定 20 min，用 PBS洗涤，并用 0.3% Triton X-100透化

2 min。室温下用10%驴血清封闭1 h后，将细胞用抗

LC3一抗（1∶1 000）在 4 ℃下处理过夜。洗涤细胞，

在室温下用Alexa Fluor-488标记荧光二抗（1∶1 000）

处理1 h。用DAPI染核后，在激光扫描共聚焦显微镜

下（×400）观察LC3点状染色的细胞并扫描图像。

1.8 WB法检测各组A375/DDP细胞中自噬相关蛋

白的表达水平

用RIPA缓冲液提取各组细胞的总蛋白，用BCA
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蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度后，取10 μg蛋

白质进行SDS-PAGE、转移到 PVDF 膜上，在 5% 脱

脂奶粉中封闭2 h。加入抗 Beclin-1 抗体（1∶2 000）、

抗p62抗体（1∶2 000）、抗 LC3 抗体（1∶1 000）和

β-actin 抗体（1∶5 000），室温下处理 1.5 h，洗涤后在

HRP标记的山羊抗兔二抗（1∶1 000）中处理1 h，通过

电化学试剂显色。用 Image J软件分析各蛋白条带的

灰度值，以β-actin为内参，计算各目的蛋白的相对表

达量。

1.9 统计学处理

以上主要实验均独立重复4次。采用SPSS 20.0

软件对实验数据进行统计学分析。呈正态分布的计

量资料以 x̄±s 表示，多组之间数据比较均采用单因素

方差分析（One-Way ANOVA），多组间样本均数两两

比较采用Bonferroni法，以P<0.05或P<0.01表示差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 低剂量Ori显著增强耐药黑色素瘤细胞的DDP

敏感性

向A375/DDP及M14/DDP细胞中分别加入梯度

浓度（0、0.1、0.5、2.0、8.0 μmol/L）的Ori后，CCK-8法

检测结果（图1）显示，在Ori浓度≤2 μmol/L时，A375/

DDP及M14/DDP细胞的增殖活力无明显改变（均

P>0.05），而 Ori 浓度为 8 μmol/L 时，A375/DDP 及

M14/DDP细胞的增殖活力均显著降低（均P<0.01，图

1A），故选则 2 μmol/L的Ori进行后续实验。对 4组

细胞的增殖活力进行比较，与对照组相比，2 μmol/L

Ori组及 4 mg/L DDP组的细胞增殖活力差异均无统

计学意义（均P>0.05）；与4 mg/L DDP组相比，2 μmol/L

Ori+4 mg/L DDP组细胞的增殖活力显著下降（P<0.01，

图 1 B）。实验结果表明，低剂量（2 μmol/L）的Ori可

增加DDP耐药黑色素瘤细胞对DDP的敏感性。

A：不同浓度Ori对A375/DDP及M14/DDP细胞活力的影响；B：4组细胞增殖活力比较

图1 Ori提高黑色素瘤细胞对DDP的敏感性

2.2 Ori显著降低耐药黑色素瘤细胞迁移和侵袭能

力并促进其凋亡

Transwell实验和流式细胞术检测结果（图 2）显

示，与对照组相比，2 μmol/L Ori组及 4 mg/L DDP组

A375/DDP 及 M14/DDP 细胞的迁移、侵袭能力及凋

亡水平均无明显变化（均P>0.05）；与 4 mg/L DDP组

相比，2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组细胞的迁移、侵袭

能力均显著下降（均P<0.01，图2A），细胞的凋亡水平

均显著升高（均P<0.01，图 2 B）。实验结果表明，低

剂量的Ori可显著降低耐药黑色素瘤细胞的迁移及

侵袭能力并促进其凋亡。

2.3 Ori对耐药黑色素瘤细胞自噬小体的影响

对 4组A375/DDP细胞自噬小体数量进行观察，

透射电子显微镜下图像显示，对照组与 2 μmol/L Ori

组细胞的自噬小体均很少且两组之间无明显差异

（图3A），而4 mg/L DDP组细胞中可见大量自噬小体

存在（图 3A），2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组细胞中自

噬小体数量相较4 mg/L DDP组中明显减少（图3A）。

免疫荧光染色结果（图3B）显示，2 μmol/L Ori+4 mg/L

DDP组 A375/DDP 细胞中 LC3 点状染色明显少于

4 mg/L DDP组。实验结果表明，Ori可降低由DDP诱

导的耐药黑色素瘤细胞自噬水平。
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1：对照组；2：2 μmol/L Ori组；3：4 mg/L DDP组；4：2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组

图2 Ori对耐药黑色素瘤细胞迁移、侵袭（A，×200）及凋亡（B）的影响

A：透射电子显微镜观察各组细胞中的自噬小体（×8 000) ，红色箭头表示自噬小体；

B：免疫荧光染色观察各组细胞LC3点状染色数量（×400）

图3 Ori对耐药黑色素瘤A375/DDP细胞自噬小体的影响
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2.4 Ori对耐药黑色素瘤细胞中自噬相关蛋白表达

的影响

WB法检测A375/DDP细胞中自噬相关蛋白表达

的结果（图4）显示，与对照组相比，2 μmol/L Ori组细

胞中Beclin-1、p62、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达水平差异均无

统计学意义（均 P>0.05），4 mg/L DDP 组细胞中

Beclin-1和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达水平均显著升高（均

P<0.01）、p62表达水平显著降低（P<0.01）；与 4 mg/L

DDP 组相比，2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP 组细胞中

Beclin-1 和 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ表达水平显著降低（均

P<0.01）、p62表达水平显著升高（P<0.05）。结果

表明，2 μmol/L Ori可抑制由DDP诱导的耐药黑色素

瘤细胞中自噬相关蛋白Beclin-1和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平

的升高和p62水平的降低。

1：对照组；2：2 μmol/L Ori组；3：4 mg/L DDP组；4：2 μmol/L Ori+4 mg/L DDP组

图4 Ori对A375/DDP细胞中自噬相关蛋白表达的影响

3 讨 论

黑色素瘤 DDP 耐药一直是临床广泛关注的问

题，耐药的产生也是导致该病治疗失败的主要原因

之一[2-3]。研究结果表明，Ori在体外可发挥抗肿瘤效

用[4-7]，且在多种肿瘤细胞中具有与DDP的协同抗肿

瘤作用[8-10]，而目前Ori对黑色素瘤细胞DDP耐药的

作用机制并不清楚。本研究通过体外黑色素瘤DDP

耐药细胞模型发现，Ori可增加黑色素瘤耐药细胞对

DDP的敏感性。

肿瘤化疗耐药是由于肿瘤细胞对化疗药物的敏

感度降低，其机制复杂多样目前并不完全清楚[12-13]。

其中，自噬在黑色素瘤化疗敏感性中发挥着关键作

用。有研究结果[14-15]发现，5-氟尿嘧啶（5-FU）或DDP

可诱导肿瘤细胞自噬，而自噬能帮助肿瘤细胞抵抗

化疗药物诱导的氧化应激以及DNA损伤，最终导致

肿瘤细胞化疗耐药。另外，自噬还能帮助细胞清除

损伤的细胞器和未折叠的蛋白等有害物质，并为修

复受损的DNA赢取时间，进而提高肿瘤细胞生存能

力，最终使细胞呈现出更强的耐药性[12-13]。且已有比

较直接的证据表明，低浓度DDP处理后的黑色素瘤

细胞呈现出自噬继而发生耐药；而给予氯喹（自噬抑

制剂）后，DDP诱导的细胞凋亡增加[16]。因此，抑制肿

瘤细胞自噬有望成为提高化疗敏感性和逆转耐药的

治疗靶点。本研究中，首先对各组细胞自噬小体和

LC3点状结构进行观察，结果显示，相对于未处理的

A375/DDP细胞，4 mg/L DDP处理的A375/DDP细胞

中自噬小体和LC3点状结构数增加，说明自噬增加；

而4 mg/L DDP和2 μmol/L Ori联合处理后的375/DDP

细胞中自噬小体LC3点状结构数较单用4 mg/L DDP

处理的细胞明显减少。以上结果初步说明，Ori可能

通过降低黑色素瘤细胞自噬水平达到逆转黑色素瘤

细胞DDP耐药的效果。LC3、Beclin-1和 p62是自噬

的关键调控基因。在自噬形成时，胞质型 LC3（即

LC3Ⅰ）会酶解掉一小段多肽，转变为膜结合型LC3

（即LC3Ⅱ），LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值的大小可评价自噬水

平的高低[17]。Beclin-1为自噬关键调控蛋白复合物，

诱导细胞自噬的发生[14, 18]。p62 作为重要的自噬受

体，能识别泛素化的降解底物，并与之一起被自噬体

结合并降解，其水平越低说明自噬水平越高[19-20]。本

研究结果显示，在单用 DDP 的 A375/DDP 细胞中，

Beclin-1和LC3Ⅱ/LC3Ⅰ水平升高、p62水平降低，说

明自噬水平升高；而DDP和Ori联合处理后，上述结

果得到逆转，这进一步说明Ori可通过降低黑色素瘤

细胞自噬水平达到逆转黑色素瘤DDP耐药的效果。

综上所述，本研究发现Ori可对DDP耐药的黑色

素瘤细胞起到DDP增敏作用，且此作用与其降低自

噬有关。本研究尚存在不足之处，如虽然发现了低

剂量Ori能增强耐药黑色素瘤细胞对DDP的敏感性，

但尚不清楚低剂量Ori对黑色素瘤细胞（敏感株、亲

本细胞）是否也具有DDP增敏作用；也不清楚高剂量

Ori与DDP在杀伤耐药黑色素瘤是否具有协同作用。

因此，本研究将对上述Ori在黑色素瘤DDP增敏方面

的问题进行更深入的研究。
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