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Abstract. O������� �������� � �������� ������ �� ����� �����-O������� �������� � �������� ������ �� ����� �����-
��m� �� p������� ��� ��p���m����� ���m���. I� ��� p������ 
����y, w� p�����m�� p�����m�� ��� ���������� ����y��� �� 
��p���� ��� m�������m �������� �� ��� ���������� �������y �� 
��������. O������� �����m��� ��� 24 � �������� �� � ����-��p��-
���� �������� �� ���� ��������y w��� �� IC50 ����� �� 37.90 µM. 
T����m��� w��� 40 µM �������� ��� 24 � ������� �p�p����� �� 
�yp���� �p�p����� ������� ����������� w��� �������� �����w��g 
DAPI �������g. U���g � 2-DE-����� p�����m�� �pp�����, 
3 �p��g������ ��������� ������ m��k���, H�p70-1, H�p ��� 
Prdx2, were identified in the HepG2 cells treated with 40 µM 
�������� ��� 24 �. A p������ �� ���������� �� H�p70-1 w�� ����-
fied by western blotting. The mRNA expression patterns of 
H�p70-1 ��� H�p �� �����m���� �y qPCR w��� ��mp������ 
�� ����� p������ ��p������� p�������. F������ �������g������ 
���w�� ���� �������� �����m��� ��� 24 � �������� �� ����-
���� ��yg�� �p����� (ROS) g���������, ��� ROS ������g�� 
N-����y��y������ (NAC) ��mp�����y ��������� ROS p��������� 
��� �������� ���� ��������y, ��gg�����g ���� ��������� ������ 
����������� �� ��������-������� H�pG2 ���� �����. W������ 
���� ����y��� �� ��������� ������ p���w�y-������� p������� 
��m��������� ���� �������� �����m��� ��������� p-JNK, p-p38 
��� p-p53, ��� ��������� B��-2 p������ ��p������� ������, 
p��m���� �y������m� c �������, ��������� m������������ 
m�m����� p��������, ��� ��������� ���p���-9 ��� ���p���-3. 
Furthermore, knockdown of Hsp70-1 expression with specific 
shRNA significantly decreased the viability of the cells treated 
w��� ��������, ��gg�����g � p��������� ���� �� H�p70-1 �� 
��������-m������� ��������� ������. T�� ������� �� ��� p������ 
����y p������ �������� ��� � ���k ���w��� ��������� ������ ��� 
��������-������� �p�p����� �� H�pG2 �����.

Introduction

Rabdosia rubescens (H�m��.) H��� (D��g L��g C�� �� 
C������) �� � m�������� ���� ��� ��� ���g ���� ���� ��� ��� 
�����m��� �� ��p���m� �� C���� (1). O������� (F�g. 1) �� ��� 
m��� ������ ����������� �� R. Rubescens. A�����g� ���������y 
and clinical data have confirmed the inhibitory activities of 
�������� �� ��p����������� �������m� (2-5), ��� m�������� 
m�������m� �� ������ �� �������� ���� ��� ���� ����y �����-
�����. I� ��� p������ ����y, w� ����� ���� ��p������� ������ 
�� � ��m��� �� ��������� ������ m��k��� w��� �p��g������ �� 
��������-������� H�pG2 ����� ����g � p�����m�� �pp�����.

O�������� ������ �� � ����������� �� ��� �������-����������� 
������� ������g �� p�������� �������� ��m�g�. T�� �m������� 
��� ������ ���m � ���k �� ����������� ��p����y ������ �y ������-
������ �� p��������� ��� ������������, �� �y �� ������������� 
�� �������� ��yg�� �p����� (ROS) ���m ����� �������. ROS ��� 
p�������� �������g��� ��� �� ����� ����� �� m���g������, ��m�� 
p��m����� ��� p��g������� (6). I� �� ��mm���y ����p��� ���� 
������ ����� ���� �� ��������� ROS �����y ����� ����� ��� 
��� ��k��y �� �� m��� ���������� �� ��m�g� �y ������� ROS 
������� ������� �y ���g����� �g����. T���, m���p������g ROS 
������ �y ����� m��������� ����� �� � w�y �� ����������y k��� 
cancer cells without causing significant toxicity to normal 
����� (7). A ���q�� ���������� ������gy ���m�� ‘��������� 
�����py’ ��� ���� ������p�� �y �������g �y������� ��y������ 
��� ������ �����m���. M��y ������m�� �g����, ���� �� �������-
����, ���p�����, m���my��� C, �����������, ��mp��������, 
������my���, ������z��������� ������� ������m�� �������y ��� 
ROS-��p������ ���������� �� �p�p����� ���� ����� (8,9). T� 
��p���� ��� ���� �� ��������� ������ �� ��� ���������� ���������� 
�� �������� �� H�pG2 �����, w� ������� p�����m�� ���������� 
����y���. R������ ���w�� ���� ROS p��������� w�� ���p������� 
��� ��������-������� H�pG2 ���� �����.

Materials and methods

Reagents. O������� w�� p�������� ���m S���g��� S��m���k 
Imp. & E�p. T�����g C�., L��. (S���g���, C����). I�� p����y 
w�� �����m���� �� �� 97% �y HPLC. Imm�����z�� pH 
g������� (IPG) ����p�, �������������� (DTT), ��� 2D C����-Up 
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K�� ��� ��� 2D Q���� K�� w��� �������� ���m GE H���������. 
MTT [3-(4,5-��m���y�����z��-2-y�)-2,5-��p���y������z����m 
���m���] w�� ���m USB C��p�������. T�yp��� w�� ���m 
P��m�g� C��p������� (M������, WI, USA). S����� �������, 
R����m��� 123 ��� 4,6-���m�����-2-p���y������� (DAPI) 
w��� ���m S�gm�-A������ B����������gy. P�w�� SYBR-G���� 
PCR M����� M������ w�� �������� ���m App���� B���y���m�. 
P������� ��������� ���k����, p���p������ ��������� ���k���� 
��� F�GENE HD ������������ ���g��� w��� ���m R���� 
B���������. T�� m����������� ��������� k�� w�� ���m B��j��g 
App�yg�� T�������g��� I��. B��-R�� p������ ����y w�� ���m 
B��-R�� L�����������, I��. I��������m��� (IAA), ����������-
���� m�m������ ��� ECL ��������� ���g���� w��� p�������� 
���m Am�����m B����������. p-JNK (T��183/Ty�185), p-p38 
(T��180/Ty�182), p-p53 (S��15), �y������m� c ��� ������� 
���p���-3 ���������� w��� ���m C��� S�g�����g T�������gy. 
H�p70, B��-2, ���p���-3, ���p���-9, β-����� ��� ����-������ 
IgG ���������� (����������� p���������-���j�g����) �� w��� �� 
��� H�p70 ��RNA ��� ������� ��RNA w��� ���m S���� C��z 
B����������gy (S���� C��z, CA, USA). T�� S�p��S���p� II 
������� ��������p���� k��, TRIz�� ���g���, CM-H2DCFDA ��� 
��� ����-m���� IgG �������y (����������� p��������� ���j�-
g����) w��� �������� ���m I������g�� B����������gy.

Cell culture. H�pG2 ����� (ATCC, M�������, VA, USA), g��w� 
�� D�������'� m������� E�g��'� m����m (DMEM; G����, 
C������� CA, USA) ��pp��m����� w��� 10% ����� ������ 
����m (FBS; G����) ��� 1% p���������/����p��my��� (P/S, 
Gibco) were cultured at 37˚C in an atmosphere containing 5% 
CO2.

Determination of cell viability. C��� ��������y w�� �������� �y 
��� MTT ����y. H�pG2 ����� (5.0�103/w���) w��� ������ ��� 
g��w� �� 96-w��� p����� ��� 24 � ��� ���� ������� w��� ������� 
�������������� �� ��������. C������ ����� w��� ������� w��� 
0.1% DMSO. A���� � 24-� ����������, 10 µ� �� 5 mg/m� MTT 
�������� w�� ����� �� ���� w���, ��� ��� p����� w��� ��������� 
at 37˚C for 4 h. Following medium removal, 100 µl of DMSO 
w�� ����� �� ���� w��� ��� ��� p����� w��� g����y ���k�� ��� 
5 m��. Op����� ���������� w�� �����m���� �� 570 �m w��� 
� m����p���� �p�����p����m���� (BD B����������, F���k��� 
L�k��, NJ, USA). T�� ���������� �������� �y �������-������� 
����� w�� ���������� �� ��p������ 100% ���� ��������. E��� 
�����m��� w�� p�����m�� �� ���p������ ��� ���� ��p���m��� 
w�� ��p����� ��� ��m��.

Fluorescence microscopic analysis of apoptosis. Ap�p����� 
m��p����g���� ����������� w��� m�������� �� DAPI-������� 
�����. C���� (40�104) w��� g��w� ��� 24 � �� ��������p� �� 
35-mm ������ �� ��� p������� �� ������� �� 40 µM ��������. 
Coverslips were carefully washed with PBS, fixed with 4% 
p������m�����y�� ��� 10 m�� ��� ��������� w��� 10 µg/m� 
DAPI ��� 10 m��. C���� w��� w����� w��� PBS ��� �������� 
under a fluorescence microscope (Nikon, Tokyo, Japan).

Proteomic sample preparation and 2-DE. C���� w��� ������ 
�� 100-mm ������� ������ �� 1.5�106 �����/����, ��������� 
������g�� ��� ���� ������� w��� 40 µM �������� ��� 24 �. 
C���� w��� ��������� �y ��yp����z�����, w����� ����� ��m�� 
w��� �������� ������ (10 mM T���, 250 mM �������, pH 7.2) 

��� �y��� �� � �y��� ������ (8 M ����, 4% CHAPS, 40 mM 
DTT ��� 0.5% IPG ������ pH 3.0-10.0 NL) �y g����� ���k��g 
��� 60 m�� �� ���. E������� w��� ��������g�� �� 25,000 � g 
for 60 min at 4˚C. Supernatants were purified with the 2D 
C����-Up K�� �����w��g ��� m�����������'� ������������. T�� 
protein concentration of each purified sample was determined 
����g ��� 2D Q���� K��, ��� p������ ��mp��� w��� ������ �� 
aliquots at -80˚C until further analysis.

F����-��m������ ��p������� w�� p�����m�� ����g 13-�m 
IPG ����p� (pH 3.0-10.0 NL). S�mp��� w��� ������� �� ���y-
������� �������� ���������g 8 M ����, 2% CHAPS, 0.5% IPG 
������, 0.002% ���m�p����� ���� ��� 0.28% DTT �� ����� � 
final protein load of 100 µg (in 250 µl) per strip. IPG strips 
w��� �������y ���y������ �� 30 V ��� 12 �, ������� �� 500 V ��� 
2.5 �, 1,000 V ��� 0.5 �, ��� ���� ��� �����g� w�� ��������� �� 
8,000 V g�������y ���� ��� ���� 3 � ��� m��������� �� 8,000 V 
��� 40,000 V�. P���� �� ��� ������-��m������ ��p�������, IPG 
����p� w��� �q���������� �� �q����������� ������ (6 M ����, 
75 mM T���-HC� pH 8.8, 29.3% g�y�����, 2% SDS) ���������g 
1% (w/�) DTT ��� 15 m�� ��� ���� �� ��� ��m� �q����������� 
������ ���������g 2.5% IAA ��� � ������� 15 m��. T�� ������-
��m������ ��p������� w�� ������� ��� �� 10% SDS-PAGE 
(20 mA/g��, 10 m��; 25 mA/g��, 260 m��).

Silver staining and image analysis. P������ �p��� w��� ����-
alized by silver staining. Gels were fixed overnight in fixing 
�������� (40% �/� m������� ��� 10% �/� ������ ����) ��� ���� 
������� ��� 30 m�� w��� �������z��g �������� (30% �������, 
4.05% w/� �����m ������� ��� 0.2% �����m �����������). E��� 
g�� w�� w����� ����� ��m�� w��� M����-Q w���� ��� 5 m�� ����, 
������� ��� 40 m�� �� 0.1% ������ ������� �������� ��� ���� 
������p�� �y ���������� w��� � ������p��g �������� (2.5% w/� 
�����m ��������� ��� 0.02% ���m�����y��) ����� p������ �p��� 
�pp�����. T�� ������p��g �������� w�� ���m������ �y p�����g 
g��� �� ��� ���pp��g �������� (1.46% w/� EDTA, �������m 
salt) for 10 min, and finally gels were washed three times with 
M����-Q w���� ��� 5 m�� ����.

T�� ������� g��� w��� ������� w��� � L��S��� 6.0 ����w��� 
��������� �m�g� ������� (GE H���������, P�������g�, PA, USA), 
��� ���� w��� ����yz�� ����g ��� Im�g�M����� 2D P������m 
6.0 ����w��� (GE H���������). T�� ��������y ����m� �� ���� 
�p�� w�� p�������� �y ���kg����� ����������� ��� ����� �p�� 
����m� ���m���z�����, ��� ��� ��������g �p�� ����m� p�������g� 
was used for comparison. Only those significantly (Student's 
�-����; P<0.05) ��� �����������y �p��g������ �� ��w���g������ 
�p��� (>2 ����) �� �p��� w���� �pp����� �� ����pp����� ����� 
�����m��� �� ����� ����p������ ��p���m���� w��� �������� ��� 
��-g�� ��g������ ��� MALDI-TOF-MS/MS ����y���.

F�g��� 1. C��m���� ��������� �� ��������.
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In-gel digestion and MALDI-TOF-MS/MS analysis. P������ 
�p��� w��� ������� ���m g���, ��� ���� ��mp�� w�� �����-
������ �� � 1.5-m� Epp������ ���� ��� ��-������� �� � ������y 
p��p���� ��-�������g �������� (15 mM p�������m ������y����� 
��� 50 mM �����m �����������) ����� ��� ���w���� ����� 
����pp�����. E��� ��-������� ��mp�� w�� w����� �� 10 mM 
�mm����m ����������� (NH4HCO3) ��� 5 m��, 10 mM 
NH4HCO3 containing 10 mM DTT for 15 min at 56˚C, 
10 mM NH4HCO3 ���������g 55 mM IAA ��� 20 m�� �� ���m 
��mp������� �� ��� ���k, ��� 10 mM NH4HCO3 ���������g 
50% ACN ��� 15 m��. A���� ��y��g �� � V�����g� ������������ 
(Epp������, H�m���g, G��m��y), ���� ��mp�� w�� ��������� 
at 37˚C overnight in 5 µl of 5 µg/ml Trypsin Gold solution. The 
��p�������� w�� ��������� ��� ��� g�� w�� ������� ��������� 
w��� 1% ���m�� ����. T�� �������� w��� ��m����� ��� ����� 
�� � V�����g� ������������ ��� �����p����� �� ���m�� ���� 
��� MS ����y���. T�� m��� �p����� w��� �������� ����g ��� 
B��k�� A������� III MALDI-TOF/TOF m��� �p�����m���� 
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Protein identification 
w�� p�����m�� ����m�������y �y ��������g ��� Sw���-P��� 55.3 
�������� ����g ��� M����� 2.04 ������ ��g��� (M����� S������, 
L��., L�����, UK). D������� �������� w��� ������� ��� ����g 
��� �����w��g p���m�����: �yp� �� ������, MS/MS ��� ������; 
��zym�, ��yp���; ��� ����w���� �� ��� m����� ������g�. 
Carbamidomethylation was selected as a fixed modification 
��� ��������� �� m��������� w�� ����w�� �� �� ��������. T�� 
p�p���� ��� ���gm��� m��� ��������� w��� ��� �� 50 ppm ��� 
0.5 D�, ���p�������y. T�� ������m��� w�� �������� �� MALDI-
TOF-TOF. P������� w��� p���������y-����� MOWSE ������ 
(P<0.05) were considered to be positively identified.

Western blot analysis. C���� w��� ��������� ��� p������� w��� 
��������� w��� RIPA �y��� ������ [50 mM T���-C�, 1% �/� 
NP-40, 0.35% w/� �����m ����y�������, 150 mM N�C�, 1 mM 
EDTA, 1 mM EGTA, pH 7.4, 1 mM p���y�m���y�������y� 
fluoride (PMSF), 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4] ���������g � 
p������� ��������� ���k���� ��� p���p������ ��������� ���k����. 
M������������ ��� �y��p���m�� �������� w��� p��p���� w��� � 
m����������� ��������� k�� �����w��g ��� m�����������'� 
������������. T�� p������ ������������� w�� �����m���� ����g 
��� B��-R�� p������ ����y. I��������� p������ ��mp��� 
(20-50 µg) w��� ��p������ �y SDS-PAGE ��� ���� �������-
����������� ���� �������������� m�m������. T�� m�m������ 
w��� ����k�� ��� 30 m�� w��� 3% �k�m m��k �� TBST ������ 
��mp���� �� 50 mM T��� (pH 7.6), 150 mM N�C� ��� 0.1% 
Tw���-20 ��� ��������� w��� p��m��y ���������� ������g�� �� 
4˚C followed by incubation with horseradish peroxidase-
���j�g���� ��������y ����������. P������ ��g���� w��� 
�������z�� �y ECL ��������� ���g���� ��������g �� ��� m���-
��������'� ������������.

qPCR. C���� w��� ������� w��� 40 µM �������� ��� ��� ����-
����� ���������, ��� ����� RNA w�� �������� ����g TRIz�� 
���g��� ��������g �� ��� m�����������'� p�������. F��� m����-
g��m� �� RNA w�� ���� ��� ������� ��������p���� �y ���g�-�T 
����g ��� S�p��S���p� II ������� ��������p���� k��. T�� qPCR 
p��m��� w��� ����g��� �� �����w�: H�p70-1 (����� 5'-��g� 
����g�g�g ��g�g�gg-3' ��� ��������� 5'-��g�g�����ggg����g 
���-3'), H�p (����� 5'-�g���gg�gg�gg��g��gg-3' ��� ��������� 
5'-���gg� g���gg��ggg���-3'). T� ���m���z� ��� �m����� �� 

RNA �� ��mp���, � PCR �������� w�� ���� p�����m�� w��� 
p��m��� �� β-����� (����� 5'-g����������g��g���-3' ��� ����-
����� 5'-g����������g��gg��-3'). qPCR w�� p�����m�� �� � ����� 
����m� �� 20 µ�, w��� 1X P�w�� SYBR-G���� PCR M����� 
M������ �� ��� 7500 F��� R���-��m� PCR �y���m (App���� 
B���y���m�, F����� C��y, CA, USA). A�� ��mp��� w��� ��� �� 
���p������. T�� �y����g p���m����� ��� qPCR �������� �������� 
40 cycles of 95˚C for 15 sec and 60˚C for 60 sec. The amplifi-
cation of specific transcripts was confirmed by melting curve 
p������� g�������� �� ��� ��� �� ��� PCR p��g��m. Cy��� 
��������� (C�) ������ w��� ���m���z�� �� β-�����, ��� ��mp��-
ative quantification of the target gene was carried out using the 
ΔΔCT m�����.

Transient transfection of Hsp70 shRNA. T�������� HSPA1 
g��� ��������g w�� �������� �y ������������ �� H�p70 ��RNA 
���� H�pG2 ����� ����g F�GENE HD ������������ ���g��� 
��������g �� ��� m�����������'� �����������. H�pG2 ����� w��� 
grown in 6-well plates overnight to achieve >80% confluency 
�� ��� ��m� �� ������������ ��� ���� w��� ����������� w��� 
4 µg �� H�p70 ��RNA �� ������� ��RNA ��� 6 µ� F�GENE 
HD ������������ ���g���. T�� ������������ ���g����/��RNA 
��mp��� w�� ������� w��� DMEM (FBS ��� ����������-����) 
�� � ����� ������������ ����m� �� 2 m� ��� ���������� w�� 
carried out for 6 h at 37˚C until the medium was discarded and 
��p����� w��� g��w�� m����m (DMEM w��� 10% FBS). C���� 
were incubated at 37˚C for a further 30 h and then subjected 
�� 40 µM �������� �����m��� ��� 12 �. T�� ����� w��� ���� 
��������� ��� ������������ �� p������ ��p������� �y w������ 
�������g. C��� ��������y w�� �����m���� �y MTT ����y.

Measurement of intracellular ROS production. T�� �y�, 
CM-H2DCFDA, w���� ����m�� ����������� ����� �������� 
���������, w�� ���� ��� ROS ���������. H�pG2 ����� w��� 
������� w��� 40 µM �������� �� ��� ������� �� p������� 
�� 2.5 mM NAC, �� ROS ������g��. A���� 24 �, ����� w��� 
��������� ��� w����� w��� PBS. T�� w����� ����� w��� 
�����p����� �� PBS ���������g 10 µM CM-H2DCFDA ��� 
incubated at 37˚C in the dark for 30 min. The levels of ROS 
were then determined by flow cytometry.

Observation of mitochondrial membrane potential (MMP). 
MMP w�� �����m���� �y ��� ����������� �y� R����m��� 
123. A���� ���������� w��� 40 µM �������� ��� 6 �, ����� w��� 
���������, �����p����� �� � µM R����m��� 123 ��� ������� �� 
37˚C for 15 min. The fluorescence intensity of the cells was 
analyzed by flow cytometry.

Data analysis. A�� ������� ��� ��p������ �� ��� m��� ± SEM, 
��� ����������� ����y��� w��� p�����m�� ����g ��� S������'� 
�-����.

Results

Oridonin inhibits cell proliferation and induces apoptosis in 
HepG2 cells. MTT ����y ���w�� ���� �����m��� w��� �������� 
��� 24 � �������� �� � m��k�� �������� �� ���� ��������y �� � ����-
��p������ m����� (F�g. 2A). T�� IC50 ����� w�� �����m���� �� 
37.90 µM ��� ��� 24-� �����m��� ���m � ����-���p���� ����� 
w��� G��p�P�� P���m 5.0 ����w��� (G��p�P�� S���w���, S�� 
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D��g�, CA, USA). I� ��� �����q���� ����y�, 40 µM �������� 
w�� ����. DAPI �������g ���w�� ���� � 24-� �����m��� �� 
40 µM �������� ������� ��� �p�p����� �� H�pG2 �����. Typ���� 
�p�p����� ������� ����������� (����m���� ������������, ������� 
���gm��������, �pp������� �� �p�p����� ������) w��� �������� 
�� ��� ��������-������� ����� (F�g. 2B).

Differentially expressed proteins in the oridonin-treated 
HepG2 cells. I� �� ����mp� �� �������y m�������� ����g�� 
�����w��g �������� �����m���, w� m�������� ������������ p������ 
��p������� �� ��� H�pG2 ����� ������� w��� 40 µM �������� �� 
������� ��� 24 � ����g 2-DE-����� p�����m���. T� ��������� 
��p�����������y �� �������, 2-DE w�� p�����m�� ����� ��m�� ��� 

���� p������ ��mp��, ��� ���� �����m��� w�� ��p����� ����� 
��m��. F�g. 3A ���w� ��� ��p����������� g�� �m�g��. P������� 
w����� ��� ���g� �� 15-225 kD� ��� w��� ����������� p���� 
(pI) ���w��� 3 �� 10 w��� w��� ��p������. O��� 1,000 �p��� 
w��� �������� �� ���� g��. T���� p������ �p��� �� �������� w��� 
����-����g�� >2 �� ���m� �� ����m� ��������y �� ���� ���p������ 
g��� ��� ����� ����p������ ��p���m���� w��� ��� ���m ��� g��� 
��� ����yz�� �y MALDI-TOF-MS/MS ����� ��yp��� ��g������. 
A� ������ �� T���� I, these upregulated spots were identified as 
���� ����k 70-kD� p������ 1 (H�p70-1, g��� ��m� HSPA1), 
H��70/H�p90-��g���z��g p������ (H�p/S��1, g��� ��m� STIP1) 
��� p������������-2 (P���2, g��� ��m� PRDX2). 

T�� p������ ��p������� ����� �� H�p70-1 �� ���p���� �� 
40 µM oridonin treatment was verified by western blotting 
(F�g. 3B). E�p������� ������ �� mRNA �� �����m���� �y qPCR 

T���� I. S�mm��y �� �������������y ��p������ p������� �� ��� ��������-������� H�pG2 �����.

P������ ��m�� MW pI MS/MS ������ F���-����g��

H��� ����k 70-kD� p������ 1 70,294 5.48 212 +2.08
H��70/H�p90-��g���z��g p������ 63,227 6.40 88 +�

P������������-2 22,049 5.66 192 +2.45

MW, m�������� w��g��; pI, ����������� p����; MS, m��� �p�����m���y; �F���-����g� �� ��� ��������-������� H�pG2 ����� �� ��� ��m�-p���� �� 24 � 
��mp���� w��� ��� ������� (+, ��������; -, ��������). �P������ ��p������� w�� ��� �������� �� ��� ������� ��mp���.

F�g��� 3. O������� �����m��� �� ���������� w��� ������������ ��p������� �� 
H�p70-1, H�p ��� P���2 �� H�pG2 �����. C���� w��� ������� w��� 40 µM 
�������� �� ������� ��� 24 �. (A) R�p����������� ������ �������g �m�g�� �� 
2-DE gels with three identified proteins are shown. (B) Western blot analysis 
�� H�p70-1. β-����� w�� �������� �� � p������-������g �������. R������ ��� 
��p����������� �� ����� ����p������ ��p���m����. (C) qPCR ����y��� �� 
mRNA ��p������� ������ �� H�p70-1 ��� H�p. T�� ��mp������� C� m����� 
(ΔΔC� m�����) w�� ���� ��� qPCR ���� ����y���. D��� ��� p�������� �� ��� 
m��� ± SEM �� ����� ����p������ ��p���m����. *P<0.05 ��. ��������.

F�g��� 2. O������� �������� ���� g��w�� ��� ������� �p�p����� �� H�pG2 �����. 
(A) C���� w��� ������� w��� ������� �������������� �� �������� �� ������� ��� 
24 �. C��� ��������y w�� �����m���� �y MTT ����y. D��� ��� ��p������ �� 
��� m��� ± SEM ���m ��� ����p������ ��p���m����. *P<0.05 ��. ��� �������; 
**P<0.01 ��. ��� �������. (B) A���� � 40 µM �������� �����m��� ��� 24 �, ��� 
��������-������� ��� ������� ����� w��� ������� w��� DAPI ��� �������z�� �y 
fluorescence microscopy (original magnification, x400). Typical apoptotic 
����������� �� ������ (����m���� ������������, ������� ���gm��������, �pp���-
���� �� �p�p����� ������) ��� ��������� �y ����w�. R������ ��� ��p����������� 
�� ����� ����p������ ��p���m����.
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��� H�p70-1 ��� H�p w��� 2.64- ��� 1.68-���� ��g��� ���� 
����� ������ �� ��� ������� ����� (F�g. 3C), w���� ��� ��mp�-
����� �� ����� p������ ��p������� p�������.

Oridonin-induced ROS production is responsible for cell death 
in HepG2 cells. H�p70 ���� �� � ������ ������ ��� ��� ��p���-
���� �� ������� �y � ������y �� ���m��� ���� g��� ���� �� �������� 
��������� (10). H�p �� �� ����������y ������� ��-���p����� ���� 
��� ���y �������y ����� �� H�p70 ��� H�p90, ��� ���� m���-
����� ��� ���������� �� ����� ���p������. O�����p������� �� ��� 
H�p g��� �� ��� �������� ��m� �����g ������ m�y �� ��q����� �� 
m������ ��� ������ ���p���� �� ��� ��������� H�p70 (11). P���2 
�����g� �� ��� 2-Cy� ���g���p �� p������������� (P����). 

P���� ��� � ��m��y �� ������������� p������� ��� �� m�mm��� 
��� ��m��y �������� �� ��� m�m���� (12,13). T��y ���� ���� 
��p����� �� �� ��������� �� �������� ����� ������� �y �������� 
���� �� H2O2 (14-16) �� ����z��g ��������� (17). T�k�� ��g�����, 
��� ������p������� �� H�p70-1, H�p ��� P���2 ��������� ���� 
�������� ������� ��������� ������.

T� �������g��� w������ �������� ������� ��������� ������ 
�� H�pG2 �����, ��� ������������� ROS ����� w�� m������� 
by detecting the fluorescent intensity of ROS-specific probe 
CM-H2DCFDA ����� � 40 µM �������� �����m���. A� ���w� 
�� F�g. 4A, ��� ROS ����� ��������� �� 24 �, ��� 2.5 mM �� ��� 
ROS ������g�� NAC m��k���y ��������� ROS p��������� �� 
��� ��������-������� H�pG2 �����. T� ��p���� w������ ROS ��� 

Figure 4. Role of ROS in oridonin-induced cell death. (A) Flow cytometric analysis of ROS production. HepG2 cells were stained with ROS-specific probe 
CM-H2DCFDA after the indicated treatments for 24 h. The intracellular fluorescence was determined by flow cytometry. Results are representative of three 
����p������ ��p���m����. (B) R�p����������� m����g��p�� �� H�pG2 ����� ����� ��� ��������� �����m���� ��� 24 �. M����g��p�� w��� ���m���� �y p����-
contrast microscopy (original magnification, x100). (C) Effects of NAC on the viability of HepG2 cells treated with 40 µM oridonin for 24 h. Cell viability 
w�� �����m���� �y MTT ����y. D��� ��� p�������� �� ��� m��� ± SEM �� ����� ����p������ ��p���m����. **P<0.01 ��. ��� �������; #P<0.01 ��. 40 µM �������� 
�����m���.
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�� � p��������� ������ �� ��� ��������-������� H�pG2 �����, ����� 
w��� ��-��������� w��� 2.5 mM NAC ��� 40 µM �������� ��� 
24 �. NAC ��mp�����y ��������� ��������-������� ���� ����� 
(F�g. 4B). C��� ��������y w�� 104.50±4.31% �� ��� NAC ��� 
��������-������� ����� ��. 60.49±2.89% �� ��� ��������-������� 
����� (F�g. 4C). T���� ������� ��gg��� ���� ROS g��������� p��y� 
� ���� �� ��� ����p������������ �������y �� �������� �� H�pG2 
�����.

Oridonin-induced ROS generation results in apoptosis 
through the activation of JNK and p38 pathways. O�������� 
������ ��������g ���m ��������� p��������� �� ROS ���gg��� 
�p�p����� ���� ����� �����g� p38 ��� JNK p���w�y� (18). JNK 
��� p38 �������� �� �p�����m k������ �� p53 p���p���y������ 
��� �����q�����y �������z� ��� �������� p53 ��������p������ 
�������y, ������g �� ������� �������� ���p�����, ���� �� �p�p-
����� (19). B��-2 ��� ���p��� ��m����� ��� ��q����� �� m������ 
p53-��p������ �p�p����� (20).

T� �����m��� w������ p38 ��� JNK p���w�y� ��� �������� 
�� ��� ���������� ������� �� �������� �� H�pG2 �����, �mm����-
������g w�� ���������. A� ���w� �� F�g. 5A ��� B, �������� 
treatment significantly increased phosphorylated p38 (p-p38), 
p-JNK ��� p-p53, ��� ��������� ��� ��p������� �� B��-2, m���-
��������� �y������m� c, ���p���-9 (46 kD�) ��� ���p���-3, 
��������� ��� ��p������� �� �y��p���m�� �y������m� c, �� 
w��� �� ��������� ��� ������g� �� ���p���-9 (35 kD�) ��� 
���p���-3. T�� ����g���y �� ��� m������������ m�m������ w�� 
examined by flow cytometry in R����m��� 123-������� �����. 
R������ ���w�� ���� �����m��� w��� 40 µM �������� ��� 6 � 
significantly decreased Rhodamine 123 fluorescence intensity 
(F�g. 5C). T��� ����������� ��gg���� ���� �������� �����m��� 
��������� MMP �� H�pG2 �����.

Hsp70-1 knockdown increases the antiproliferative effect of 
oridonin. T� �������g��� ��� �������m��� �� H�p70-1 �� ��� 
�p�p����� ������ �� ��������, H�pG2 ����� w��� ����������� 
w��� H�p70 ��RNA. C������ ����� w��� ����������� w��� ��� 

������� ��RNA p���m��. O������� �����m��� ������ H�p70-1 
induction and transient transfection of Hsp70-specific shRNA 
��pp������ H�p70-1 ��p������� w��� �� w������ 12-� �������� 
�����m��� (F�g. 6A). M�������, H�p70 ��RNA ������������, 
�������� �����m��� �� ��� ��m�������� �� ��� �w� �����m���� 
��g���������y ������� ���� ��������y (F�g. 6B ��� C) w��� 
��mp���� w��� ��� ������� �����. T���� ���� ������m ���� 
H�p70-1 p������� H�pG2 ����� �g����� ���� �����. F������m���, 
H�p70-1 k���k��w� ��� �� ��� ��������� ����������y �� H�pG2 
����� �� �������� �y���������y, w���� ��gg���� ���� H�p70-1 ���� 
�� � p��������� ������ �g����� ��������-������� ��������� ������ 
�� H�pG2 �����.

Discussion

O�������, ��� �� ��� m��� ��������� ���-k������ �����p������ 
�� R. rubescens, p�������� ���������� ����������. O������� ��� 
������ G2/M ������ ��� �p�p����� �� ��m�� ��p����������� 
�������m� ����� (21,22). M����p�� m�������m� ���� �� ������-
���� �� ����m�����, ��g������� �� MAPK ��g�����g p���w�y� 
��� ��������� �� ����p���m�� ��������m ������ ���� ���� 
�mp������� �� ��� ���������� �������y �� �������� (4,21,23,24). 
I� ��� p������ ����y, ����g � 2-DE-����� p�����m�� �pp�����, 
w� ����� ���� ��� ��p������� ������ �� ��������� ������ m��k��� 
P���2, H�p70-1 ��� H�p w��� ������� �����w��g �������� 
�����m���. 

F��� �������� ��� �������� m�������� ���������g ��yg�� 
���� �� ���g��� ��yg��, ��p��������, p�������� ��� k��w� 
�� ROS ��� ��� ����� ��������� ������ �� ����� (18). I� ��� 
���� ��gg����� ���� ��������� ������ �� ���p���� �� � ��w 
������������� �� ROS m�y �� ��������� �� �������� ��g�����g 
��� p������������. H�w����, ��������� p��������� �� ROS 
m�y ��m�g� ������� ������������� m��������, ������g �� 
������ ��������� ������ ����mp����� �y ���� �� ���� �������� 
��� p������y �p�p����� (25). M��y ������� ���� ���w� ���� 
�p�p����� �� ������y ���������� w��� ��������� p��������� �� 
ROS (26-28). Since our proteomic analysis identified several 

F�g��� 5. E������ �� �������� �� ��� ��p������� ������ �� p������� ��� MMP ���� ��� �������� �� ROS-m������� �p�p�����. (A) D���-��p������ ������� �� 
�������� �� ��� ��p������� ������ �� p-JNK, p-p38, p-p53, B��-2, ���p���-9, ������� ���p���-9, ���p���-3 ��� ������� ���p���-3. P������ ��p������� �� H�pG2 
����� ������� w��� 0, 20 �� 40 µM �������� ��� 24 � w�� ����yz�� �y w������ �������g. β-����� w�� �������� �� � p������-������g �������. R������ ���w� ��� 
��p����������� �� ����� ����p������ ��p���m����. (B) D���-��p������ ������� �� �������� �� ��� p������ ��p������� ������ �� �y������m� c (Cy� �). H�pG2 ����� 
w��� ������� w��� 0, 20 �� 40 µM �������� ��� 6 �. M������������ (m) ��� �y��p���m�� (�) �y������m� c ��p������� w�� ����yz�� �y w������ �������g. β-����� 
w�� �������� �� � p������-������g �������. R������ ���w� ��� ��p����������� �� ����� ����p������ ��p���m����. (C) F��w �y��m����� ����y��� �� m������������ 
m�m����� p�������� (MMP). H�pG2 ����� w��� ������� w��� �� w������ 40 µM �������� ��� 6 � ��� ������� w��� R����m��� 123. F����������� ��������y �� ��� 
cells was analyzed by flow cytometry. Results shown are representative of three independent experiments.
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p������� ������� �� ��������� ������, w� �������g���� w������ 
��������� ������ ������ �� ��������-������� H�pG2 ����� ��� 
��p����� ��� ���� �� ��������� ������ �� ��� ���������� ���������� 
�� �������� �� H�pG2 �����. W� �������� ��� ����� �� ����-
���� ��yg�� �p����� (ROS) �����w��g �������� �����m��� ��� 
24 � ��� ����� ���� �������� p��m���� ROS g���������, ��� 
ROS ������g�� N-����y��y������ (NAC) ��mp�����y ��������� 
ROS p��������� ��� �������� ���� ��������y, ��gg�����g ���� 
ROS g��������� ����������� �� ��������-������� H�pG2 ���� 
�����. A�����g� � ��w ���� �� �������� (1.4 µM) �� ��p����� 
�� �������� ROS ���m����� ��� �mp���� ���� �������� ����� 
������� �����m��� (29), �����p����� ����� �� �������� ��� 
���w� �� ����������y ������ �p�p����� �� ������� ����� �����g� 
��������� ��������� ������ (30-33).

Am��g m��y ��g�����g p���w�y� k��w� �� �� ����� �����-
����, ��� MAPK p���w�y ��� ���� w��� �������. A �������� ��g� 
������������� �� ROS m�y ������ ���������� �� JNK ��� p38 
MAPK p���w�y� ��� ���������� �� �p�p����� (25,34). MAPK� 
���� ���� ���w� �� p���p���y���� p53 �� ������� �������� �� 
���p���� �� ��������� ��������� ���m���, ��� ���� p���p���y��-
���� ��� �������� p53 ���������� ��� ���� �� p53-��p������ 
�p�p����� (19). A��������� �� p53 ��pp������ ��� ��p������� 
�� ����-�p�p����� B��-2 p������ w���� p������� ��� ������� �� 
m������������ �y������m� c. T����g� ���������� �� B��-2, p53 

p��m���� ��� ������� �� �y������m� c ���m ��� m������������ 
�����m�m����� �p��� ���� ��� �y��p���m (20). Cy������m� c 
������� �� ���q�����y ���������� w��� � �����p���� �� ��� m���-
��������� m�m����� p�������� (MMP). R������� �y������m� c 
���m� �� �p�p����m� ��mp��� w��� ���p���-9 ��� ���p��� 
p������ Ap��-1. C��p���-9 �� ��������� �����w��g �������m��� 
���� ��� �p�p����m� ��� ���� ������� ��� ��������� �������� 
���p����, ���� �� ���p���-3 (35). T�� ������g� �� ���������� 
of caspase-3 significantly alters the cell physiology toward 
�p�p����� (20). W� ���� �������g���� ��� �������m��� �� ����� 
m�������� �� ��������-������� �p�p����� �y �mm����������g. 
I� ��������-������� �����, ��������� ��p������� �� p-p38 ��� 
p-JNK w�� ����mp����� �y ��� �p��g������� �� p���p���y����� 
p53 �� ������ 5. T�� ���������� �� p53 ��������� ��� ��p������� 
�� B��-2, w���� ���gg���� m������������ �y������m� c �������, 
���� ��pp������g MMP ��� ���������g ���p��� �������� �� 
H�pG2 �����. I� �g���m��� w��� ��� ������������, ���������� �� 
p38 w�� ��p����� �� �� ��p������ �� ROS g���������, ��� p38 
and p53 inhibitors have been reported to significantly reduce 
��������-������� �p�p����� �� H�pG2 ����� (32).

A����m�� ����g�� �� ��� �������� ����� ������ ����� ���p-
����� ���������. C��p������ m�y ��� �� p��������� ������� 
�g����� �y��p���m�� ��������� ������ (10). S���� �p��g������� �� 
��������� ������ m��k�� H�p70-1 w�� ���������� w��� �������� 

F�g��� 6. E������ �� H�p70-1 k���k��w� �� ���� ��������y �� ��������-������� H�pG2 �����. (A) W������ ���� ����y��� �� H�p70-1 ��p������� ����� H�p70 ��RNA 
�� ������� ��RNA ������������ ��� 48 �. β-����� w�� �������� �� � p������-������g �������. R������ ���w� w��� ��� ��p����������� �� ����� ����p������ ��p���-
m����. (B) E����� �� H�p70-1 k���k��w� �� ���� ��������y �� H�pG2 ����� ������� w��� 40 µM �������� ��� 12 �. C��� ��������y w�� �����m���� �y MTT ����y. 
D��� w��� p�������� �� ��� m��� ± SEM �� ����� ����p������ ��p���m����. *P<0.05. (C) R�p����������� m����g��p�� �� H�pG2 ����� ����� ��������� �����m���� 
for 12 h. Data were obtained under a phase-contrast microscope (original magnification, x100).
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�����m��� �� H�pG2 �����, w� �������g���� ��� ���� �� H�p70-1 
�� ��� ����p������������ ������ �� �������� �y H�p70-1 ��RNA 
p���m�� ������������. H�p70-1 k���k��w� �������� ��� �����-
�����y �� H�pG2 ����� �� ��������-������� ���� �����. T���� 
findings suggest that Hsp70-1 acts as a protective factor against 
��������-������� ��������� ������ �� H�pG2 �����, ��� ���� 
��m��������� ��� ��������� �� ��������� ������ �y ��������.

C����������y, p�����m�� ����y��� �������� ���� ��������� 
������ m��k��� P���2, H�p70-1 ��� S��1 ��� �������� �� ��� 
���������� ������� �� ��������. O�������� ������ p���w�y� ��� 
��������� �� ��������-������� H�pG2 �����. H�p70-1 ���� �� � 
p��������� ������ �g����� ��������� ������ �� H�pG2 �����. T���� 
������� ���� ��w ��g�� �� ��� ����-��p���m� m�������m� �� 
��������. F������ �������� �� ������ �� ��p���� ��� m�������m� 
�y w���� ROS m������ ��� �p�p����� �������y �� ��������.
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