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虫草素抑制胰腺癌干细胞增殖及转移的机制研究 

刘建兵, 戚  梦, 李巧琪, 李佳欢, 胡开辉, 林文雄, 傅俊生* 

(福建农林大学生命科学学院, 福建 福州 350002) 

摘要: 研究虫草素在体外抑制胰腺癌干细胞增殖及转移作用, 并初步探讨其作用机制。MTT 法检测不同浓

度虫草素对胰腺癌干细胞的增殖抑制作用; 倒置显微镜观察细胞的形态变化; 碘化丙啶 (PI) 单染法检测虫草素

的凋亡诱导作用; 细胞划痕愈合实验检测细胞迁移能力; RT-PCR 和 Western blot 检测细胞凋亡基因及细胞上皮       

间充质转化 (epithelial-mesenchymal transition, EMT) 相关基因的表达水平。结果表明, 虫草素对胰腺癌干细胞       

具有显著增殖抑制及凋亡诱导作用, 24和 48 h的半数有效抑制浓度 (IC50) 分别为 107.364 和 48.472 μmol·L−1;

细胞划痕愈合实验发现虫草素能抑制细胞的迁移能力; 对凋亡相关基因及蛋白的分析发现, 虫草素处理胰腺癌

干细胞后, 抗凋亡基因 Bcl-2表达下调, 促凋亡基因Bax表达上调, 同时检测到 caspase-3和 p53 被显著激活; 进

一步对细胞 EMT相关基因分析发现, 60 μmol·L−1虫草素作用 24 h后, E-cadherin表达被上调, N-cadherin表达下

调, 相对表达量分别为 2.19和 0.36。可见, 虫草素不仅有效抑制胰腺癌干细胞增殖和诱导凋亡, 还能明显减弱其

迁移能力, 并提示其作用机制可能与激活 p53 信号通路与逆转肿瘤细胞 EMT 有关, 这为靶向胰腺癌干细胞治疗

胰腺癌提供新的思路和理论基础。 
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Abstract: To investigate the effects of cordycepin on proliferation and invasion of pancreatic cancer stem 

cells (Pan CSC) and its mechanisms, MTT assay was used to investigate the effect of cordycepin on proliferation 
of Pan CSC.  Inverted microscope was used to observe the morphologic change of cells.  Propidium iodide     
staining methods was employed to observe the cell apoptosis.  Cell scratch method was used to detect the ability 
of migration of Pan CSC in each group.  RT-PCR and Western blot were used to determine the expression of 
apoptosis gene and epithelial-mesenchymal transitions (EMT) gene.  The growth of Pan CSC was inhibited by 
cordycepin in a dose- and time-dependent manner, with IC 50 107.364 and 48.472 μmol·L−1 at 24 and 48 h,        
respectively.  Moreover, the cell migration was inhibited at the same time.  RT-PCR and Western blot results 
showed that cordycepin decreased the expression of Bcl-2 and activated pro-apoptotic gene levels such as Bax, 
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p53, caspase-3.  Furthermore, cordycepin reduced the expression of EMT genes by up-regulation of E-cadherin 
and down-regulation of N-cadherin.   Cordycepin has the ability to inhibit Pan CSC proliferation and invasion       
by activating p53 pathway as well as suppressing the EMT.  This study provides a new basis for inhibition of 
pancreatic cancer stem cells in the treatment of pancreatic cancer. 

Key words: cordycepin; pancreatic cancer stem cell; cellular apoptosis; epithelial-mesenchymal transition; 
proliferation; metastasis 

                                                                                                          

胰腺癌是一种恶性程度高、进展迅速、死亡率      
高的肿瘤, 据统计, 在美国每年约 4万人死于胰腺癌, 
且发病率和死亡率呈逐年上升趋势[1]。临床上, 胰腺
癌对化疗不敏感, 术后复发率高, 有研究发现这可能
与传统的治疗策略只针对普通的肿瘤细胞, 而对肿
瘤干细胞不敏感, 使得治疗后还残存少数肿瘤干细
胞, 而这些干细胞的分化能力很强, 仍可分化产生新
的肿瘤细胞从而导致肿瘤的复发[2]。 

肿瘤干细胞学说认为, 在肿瘤组织中存在一小
部分细胞起着干细胞的功能, 具有很强的分化能力, 
可以分化成不同功能的肿瘤细胞, 也是肿瘤的发生、
化疗药物抗性、生长、复发、和转移等各个恶性侵袭

过程的“源头”, 对肿瘤结构的维持和稳定具有重
要意义, 因此研究人员开始考虑把肿瘤干细胞作为
治疗的靶点[3, 4]。人胰腺癌干细胞 (pancreatic cancer 
stem cells, Pan CSC) 最初是在 2007年由 Li及其团      
队[5]在人胰腺癌移植免疫缺陷鼠模型中分离出来的, 
而后, 针对这群细胞开发抗肿瘤药物成了一大研究
热点[2, 6], 并有相关研究对肿瘤的发生、增殖和侵袭
等深入到机制层面, 期望能从肿瘤的“源头”着手
达到治愈胰腺癌的目的。 

虫草素  (cordycepin) 又名 3'-脱氧腺苷  (3'-     
deoxyadenosine), 是一种由腺苷和脱氧戊糖组成的核
苷类物质, 也是我国传统名贵中药材北冬虫夏草和
冬虫夏草的主要活性成分之一, 具有抗肿瘤、抗菌、
抗衰老、免疫调节和清除体内自由基等多种药理作    
用[7, 8]。尤其对恶性肿瘤具有很好的治疗作用, 在肿
瘤的发生、发展及转移等多个过程中都起到抑制和    
调节作用, 但是其具体的分子机制还有待进一步研
究[9, 10]。Xu 等[11]和 Yu 等[12]研究发现虫草素对胰腺     
癌细胞株 BxPc3 及其传代高转移潜能细胞株 BxPc3-    
LNS 均有显著的生长抑制作用, 并能影响转录调控
因子 MBD1和 E2F5等多个基因的表达。但虫草素是
否对胰腺癌干细胞也有抑制作用目前尚不清楚, 本
文以胰腺癌干细胞为实验材料, 研究虫草素对其增
殖和转移的抑制效果, 并探究可能的分子机制。 

材料与方法 
主要试剂  虫草素购于 Sigma 公司; DMEM 培    

养液购于 Hyclone公司; RT-PCR试剂盒、N2 supple-
ment、细胞因子 B27 supplement、碱性成纤维生长    
因子 bFGF、表皮生长因子 EGF 购于美国 Gibco 公      
司; 本研究所用抗体均购于 Cell Signaling Technology
公司。 

细胞株及细胞培养  人胰腺癌干细胞 (CD133+/    
CD44+/CD24+/ESA+) 由美国堪萨斯大学医学中心 Dr. 
Rakesh Srivastava教授实验室分离并鉴定获得, 该干
细胞具有较强的分化能力与转移潜力, 已应用于多
项药物干预治疗胰腺癌的研究报道 [13−16]。细胞用

DMEM无血清培养基培养, 并添加 1% N2 supplement、
2% B27 supplement、20 ng·mL−1 bFGF、100 ng·mL−1 
EGF和 1% (v/v) 青霉素−链霉素。于 37 ℃、5% CO2

及饱和湿度环境的培养箱中培养。 
MTT 法检测细胞毒性  常规培养胰腺癌干细胞, 

选取对数生长期的细胞以 5×103 个/孔接种于 96 孔
板。细胞贴壁后加入不同浓度的虫草素 (0、20、40、
60和 80 μmol·L−1), 同时设调零孔, 每组设 4个复孔, 
分别作用 24和48 h; 以每孔加入MTT (5 g·L−1) 20 μL, 
继续培养 4 h后 1 000 r·min−1离心 5 min; 弃上清, 每
孔再加入 DMSO 200 μL, 37 ℃震荡 15 min, 直至紫褐
色沉淀完全溶解。采用酶标仪测定各孔在 570 nm波
长处各孔吸收度 (OD) 值, 并计算胰腺癌干细胞存活
率。细胞存活率 (%) = (OD 处理组 − OD 空白组) / (OD 对照组 − 

OD 空白组) ×100%。 
显微观察细胞形态  取对数生长期的胰腺癌干

细胞, 接种于 6 孔板中培养, 待细胞贴壁后, 处理组
加入虫草素使终浓度为 40和 60 μmol·L−1, 对照组加
入等体积的溶剂, 于 37 ℃、5% CO2饱和湿度培养箱

中培养。待药物分别作用 24 和 48 h后在 40 倍显微
镜下观察记录胰腺癌干细胞的生长情况。 

碘化丙啶 (PI) 单染检测细胞凋亡率  设置对
照组、虫草素浓度 40 和 60 μmol·L−1处理组, 给药     
培养 24 和 48 h 后, 收集细胞用预冷的 70%  乙醇固    
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定, 置于 4 ℃下过夜; PBS 离心洗涤 (1 000 r·min−1,     
10 min) 2 次, 加入 1 mg·mL−1 RNase 80 µL, 振荡      
混匀后于 37 ℃水浴中温育 30 min; 置于冰上 2 min
以终止 RNase 作用; 加入 PI 单标染液 1 mL, 振荡      
混匀, 4 ℃避光放置 2 h, 然后用流式细胞仪检测。 

细胞划痕愈合实验  将生长状态良好的胰腺癌
干细胞用胰蛋白酶消化并重悬为单细胞悬液后, 细
胞计数后将细胞稀释至每毫升 5×106个, 接种于 6孔
细胞培养板中, 待细胞单层铺满约 80%  后弃去培养

基; 用灭菌枪头垂直于标记线划痕, PBS液冲洗 3次; 
加入含 40和 60 μmol·L−1虫草素的无血清培养液, 并
设置空白对照组; 置于 CO2培养箱中培养 24和 48 h, 
并在显微镜下拍照。 

RT-PCR 检测相关基因的表达变化  用终浓度
为 0、40 和 60 μmol·L−1 虫草素处理胰腺癌干细胞       
24 h, 按试剂盒说明书提取 RNA, 然后取 2 μL 总
RNA逆转录合成 cDNA。本实验 RT-PCR引物序列见
表 1, 严格按照 Quanti Fast SYBR-Green RT-PCR试   
剂盒说明书进行操作, cDNA 2 μL、引物 3 μL、SYB    
5 μL体系检测 caspase-3、Bcl-2、Bax、p53、E-cadherin
和 N-cadherin 的表达情况, 以 β-actin 作为内参校正, 
用 StepOneTM V1.0 系统软件分析实验结果。mRNA
相对表达量用 2−ΔΔCt法计算[17], 以 3 次独立重复实验
平均结果作为实验结果。 

Western blot 检测相关蛋白的表达变化  离心
收集细胞, 加入细胞裂解液 150 μL, 充分裂解后离    
心取上清, BSA 法测定蛋白浓度, 每孔分别取 20 μg
蛋白上样, 用 10% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋
白, 电转移至 PVDF膜上, 5% BSA室温封闭 2 h后, 
分别用一抗 (1∶1 000) 4 ℃孵育过夜, HRP标记二抗 
(1∶5 000) 室温孵育 2 h, 采用 ECL显色液显色。 

统计学分析  采用 SPSS 23.0统计软件包进行数
据处理, 不同处理组间比较采用 one-way ANOVA检
验, 实验数据以 x ± s表示, P < 0.05 表示差异有统计
学意义。 

结果 
1  虫草素对人胰腺癌干细胞增殖的抑制作用 

MTT结果显示 (图 1), 与对照组相比, 不同浓度
虫草素 (20、40、60 和 80 μmol·L−1) 分别作用于胰
腺癌干细胞 24和 48 h后, 均能显著抑制细胞的增殖 
(P < 0.01), 随处理浓度和时间的增加, 胰腺癌干细胞
存活率显著下降, 呈浓度和时间依赖性。80 μmol·L−1

虫草素作用 48 h后, 细胞存活率降低到 0.352  ± 0.014。
再通过 SPSS软件回归分析得到 24和 48 h的半数有
效抑制浓度 (IC50) 分别为 107.364和 48.472 μmol·L−1。 
 

 
Figure 1  Anti-proliferation effects of cordycepin on pancreatic 
cancer stem cells.  n = 4, x ± s.  **P < 0.01, ***P < 0.001 vs con-
trol group 
 
2  胰腺癌干细胞经虫草素处理后的形态变化 

为了更直观地反映虫草素对胰腺癌干细胞的毒

性作用, 还进行显微观察细胞形态变化。经 40 和 60 
μmol·L−1虫草素分别处理 24和 48 h后, 在 40倍倒置
显微镜下观察细胞的形态变化: 对照组中胰腺癌干
细胞生长旺盛, 48 h后布满整个视野; 而经不同浓度
虫草素处理后, 胰腺癌干细胞的生长增殖明显受到
了抑制, 并且随着虫草素浓度和时间的增加, 贴壁细
胞的密度变得越低, 细胞脱壁逐渐增多, 60 μmol·L−1

虫草素处理 48 h 后大部分细胞漂浮在培养基中; 在
细胞形态方面, 对照组中的细胞呈多边形, 融合成片, 
细胞透亮, 胞体肥厚, 细胞间相互连接, 边界清晰, 
在 40 μmol·L−1虫草素处理 24 h后, 细胞的形态已经 

 
Table 1  Primer sequence used for real-time quantitative PCR  

Gene Forward primer Reverse primer 

p53 5'-TCT ACC TCC CGC CAT AAA A-3' 5'-CTC CTC CCC ACA ACA AAA C-3' 

Bax 5'-GCT GGA CAT TGG ACT TCC TC-3' 5'-CTC AGC CCA TCT TCT TCC AG-3' 

Bcl-2 5'-AGA TGG GAA CAC TGG TGG AG-3' 5'-AGA TGG GAA CAC TGG TGG AG-3' 

Caspase-3 5'-CCC CTG GAT CTA CCA GCA TA-3' 5'-TGT CTC TGC TCA GGC TCA AA-3' 

E-Cadherin 5'-TGC TCT TGC TGT TTC TTC GG-3' 5'-TGC CCC ATT CGT TCA AGT AG-3' 

N-Cadherin 5'-TGG ATG GAC CTT ATG TTG CT-3' 5'-AAC ACC TGT CTT GGG ATC AA-3' 

β-actin 5'-CCCACACTGTGCCCATCTACG-3'  5'-GCCATCTCTTGCTCGAAGTCC-3' 
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出现明显的变化, 细胞间连接逐渐疏松, 细胞表面渐
凸起小膜泡, 边界不清晰, 折光性增强, 而随着浓度
和时间的增加, 细胞胞体逐渐固缩, 细胞膜局部破损, 
出现胞内容物泄出的现象 (图 2)。 
 

 
Figure 2  Effect on the shape of pancreatic cancer stem cells 
after cordycepin treatment 24 or 48 h (magnification 200 ×) 

 
3  虫草素对胰腺癌干细胞凋亡的影响 

在明确虫草素对胰腺癌干细胞的毒性作用后 , 
再采用 PI 单染验证虫草素的凋亡诱导作用。正常细
胞核为二倍体, 当细胞发生凋亡时, 细胞染色体断裂
或降解, 进行 PI 染色检测时会出现亚二倍体, 也称凋
亡峰, 图 3中的M6期细胞比例即为亚二倍体百分率。
从 PI单染结果可以看出, 对照组中胰腺癌干细胞培养
24和 48 h后, M6期亚二倍体细胞百分率仅为 4.4%  和

4.8%; 经虫草素处理后各组的亚二倍体百分率均比
对照组高, 40 μmol·L−1虫草素作用 24和 48 h后亚二
倍体百分率为 15.8%  和 46.5%, 60 μmol·L−1虫草素作

用 24和 48 h后亚二倍体百分率为 30.2%  和 60.3%, 说
明虫草素对胰腺癌干细胞具有诱导凋亡作用。 
 

 
Figure 3  Propidium iodide staining showed characteristic     
features of apoptosis in cordycepin-exposed cells 

4  虫草素对胰腺癌干细胞迁移影响 

划痕实验分为对照组、虫草素 40和 60 μmol·L−1

处理组, 分别在 0、24 和 48 h时拍照记录划痕大小, 
观察细胞的迁移情况。从划痕结果 (图 4) 可以看出, 
只加无血清培养基的对照组中, 细胞不断向划痕区
域迁移, 在培养 48 h 后几乎将划痕全部愈合; 经 40
和 60 μmol·L−1虫草素作用的细胞, 划痕愈合速度明
显比对照组低, 48 h还能清晰地看到划痕区域, 表明
虫草素能抑制胰腺癌干细胞的迁移。 
5  虫草素对 p53、Bcl-2、Bax、caspase-3 基因和蛋
白表达的影响 

人体抑癌基因 p53 的失活对肿瘤形成起重要作
用, p53 主要通过与 Bcl-2 家族蛋白相互作用发挥促
凋亡或抗凋亡的作用[18]。RT-PCR和 Western blot 检
测结果显示 (图 5), p53 基因的相对表达量随着虫草
素浓度的增加而上调 , 60 μmol·L−1 处理 24 h 后 , 
mRNA 相对表达量达到 2.98, 蛋白的表达也明显被
上调; 促细胞凋亡因子 Bax和抗凋亡因子 Bcl-2基因
的表达也受到虫草素的影响, 其中 Bax被上调, Bcl-2
被显著下调, 导致 Bcl-2/Bax 比例失衡; 细胞凋亡的
启动者和执行者 caspase-3 基因和蛋白的表达最终被
显著上调, 60 μmol·L−1作用 24 h后, mRNA相对表达
量为 2.55, 蛋白的表达也明显被上调。 
6  虫草素对 E-cadherin、N-cadherin基因和蛋白表
达的影响 

Cadherin 家族是一类主要分布于上皮组织中的
黏附分子, 对于生长发育过程中细胞的选择性聚集
具有至关重要的作用, 也将直接影响肿瘤发生 EMT
转化过程。E-Cadherin 即钙黏附蛋白 E, 是一种介导
细胞间同质黏附的钙依赖性跨膜糖蛋白, 在肿瘤组
织中表达降低易发生侵袭和转移[19]。从图 6 可以看 
 

 
Figure 4  Observe the migration of pancreatic cancer stem cells 
after cordycepin treatment 24 or 48 h (magnification 100 ×) 
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出, 经虫草素处理 24 h后, E-cadherin的 mRNA和蛋
白表达量被明显上调, 而N-cadherin的表达量被下调, 
当虫草素浓度达到 60 μmol·L−1时, E-cadherin 和 N-     
cadherin的 mRNA相对表达量分别为 2.19和 0.36。 
 

讨论 
本研究通过 MTT法、细胞形态观察和 PI染色流

式细胞技术研究虫草素对胰腺癌干细胞的细胞毒性

和诱导凋亡作用, 发现虫草素能有效地抑制胰腺癌
干细胞的生长增殖, 并诱导其凋亡。60 μmol·L−1虫草

素处理 48 h 后大部分细胞漂浮在培养基中, 细胞形
态也出现明显的变化, 胞体固缩, 细胞膜局部破损, 
出现胞内容物泄出的现象, 24 和 48 h的 IC50分别为

107.364 和 48.472 μmol·L−1。 
Bcl-2 和 Bax 是一对相互拮抗的细胞凋亡因子, 

其比值变化是影响细胞凋亡的重要因素[20]。Bcl家族
是被研究最多的一类细胞凋亡调控因子, 其中 Bcl-2
是细胞内一个作用较广泛的抗凋亡因子, 与肿瘤的
发生及耐药性密切相关; 而 Bax 是一种促细胞凋亡因
子, 在病理条件下, 其过表达可以诱导细胞凋亡, 同
时还可以促进其他因素诱导细胞凋亡[21]。Caspase-3
是 caspase 信号通道中关键的效应分子, 是大部分哺
乳动物细胞凋亡的启动者和执行者。本研究发现, 虫
草素作用胰腺癌干细胞后, 能上调促凋亡因子 Bax

基因的表达, 并下调 Bcl-2, caspase-3 基因在经 60 
μmol·L−1虫草素处理 24 h 后, 其 mRNA相对表达量
达到 2.98, 与对照组相比具有显著性差异 (P < 0.05), 
且Western blot结果显示蛋白的表达也明显被上调。
进一步检测上游转录因子 p53的表达情况, 发现它能
被虫草素显著上调。p53是细胞凋亡过程中一个重要
调控因子, 在维持细胞正常生长和抑制恶性增殖过
程中起着重要作用[22]。p53作为一个转录因子对 DNA
损伤做出反应, 调控下游蛋白如 Bcl-2、Fas和 Bax的
表达, 这些下游蛋白进而调节细胞周期和凋亡[23]。以

上研究提示虫草素诱导胰腺癌干细胞凋亡的分子机制

可能与活化 p53, 并调控其下游的凋亡因子 Bcl-2/Bax
的表达, 诱导 caspase-3活化, 最终引起细胞凋亡有关。 

恶性肿瘤的转移扩散主要是通过 EMT使其在结
构、黏附和迁移能力等方面实现上皮细胞向间质细胞

的过渡, 而 E-cadherin和 N-cadherin蛋白分别是上皮
表型和间质表型的标志分子[24]。E-cadherin是细胞维
持上皮表型的重要黏附分子, 可介导细胞黏附, 抑制
肿瘤的侵袭和转移, 当它的表达下调时, 细胞骨架改
变, 基底膜降解, 继而细胞连接松散, 使肿瘤细胞更
易迁移到细胞外基质, 而N-cadherin是一个连接蛋白, 
它可以调节细胞间黏附能力。E-cadherin 表达降低, 
N-cadherin 表达升高是细胞发生 EMT 转化的一个重
要机制 [1 7]。本研究通过细胞划痕愈合实验和检测 

 

 
Figure 5  Effect of cordycepin on p53 (A), Bax (B), Bcl-2 (C) and caspase-3 (D) mRNA and protein expression (E).  n = 3, x ± s 
 

 
Figure 6  Effect of E-cadherin, N-cadherin mRNA (A, B) and protein expressions (C) on cordycepin-treated pancreatic cancer stem cells.  
n = 3, x ± s 
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E-cadherin、N-cadherin 基因表达情况进一步研究虫
草素对胰腺癌干细胞侵袭转移能力的影响, 结果显
示, 虫草素能抑制胰腺癌干细胞的迁移, 并具有浓度
和时间的依赖性; 同时, 发现 60 μmol·L−1 虫草素能

显著上调E-cadherin, 并下调N-cadherin基因的表达。
结果提示虫草素可能通过调控 E-cadherin/N-cadherin
蛋白的平衡从而抑制胰腺癌干细胞侵袭和转移。而胰

腺癌的侵袭转移是一个多基因参与、多因素影响的多

步骤复杂过程, 对于 E-cadherin和 N-cadherin在侵袭
转移中的机制及可能存在的其他与转移相关的信号

分子还有待进一步发掘和探讨。 
综上所述, 虫草素可以激活 p53, 下调抗凋亡基因

Bcl-2, 上调促凋亡基因 Bax, 并活化 caspase-3, 从而
诱导胰腺癌干细胞凋亡; 并且能通过上调 E-cadherin, 
下调 N-cadherin的表达来抑制胰腺癌干细胞迁移。 
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