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槐耳水提物、增殖、细胞凋亡黑素瘤细胞系A875

摘要
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近年来，真菌Trametes robiniophila Murriell 1907（槐耳）的水提取物已在中国常用于补充癌症治疗。 然而，其抗癌作用的机制在很大程度上是未知的.. 在本研究中，我们旨在研究槐耳提取物对黑色素瘤细胞系A875中抑制增殖和促进细胞凋亡的影响，并探讨其抗癌作用的可能机制。. 使用细胞计数试剂盒-8（CCK8）和PCNA-Western印迹测量细胞增殖。 通过流式细胞术分析细胞周期分布和细胞凋亡水平，并使用Western印迹测试凋亡途径。 我们发现槐耳提取物强烈抑制A875黑色素瘤细胞的细胞增殖，并以时间和剂量依赖的方式诱导G2 / M阻滞和凋亡。 caspase-3增加P53表达，细胞凋亡。 Bcl-2的下调和Bcl2相关X蛋白（BAX）的上调表明槐耳提取物通过线粒体途径诱导细胞凋亡。 正如预期的那样，抑制剂槐耳减少了黑色素瘤细胞系A875的增殖，并以时间和剂量依赖的方式诱导细胞凋亡。 我们的研究结果表明，槐耳提取物是治疗黑色素瘤的有效补充剂。
© 2013 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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介绍：
恶性黑色素瘤是一种高度恶性黑色素细胞瘤，主要发生在皮肤中。 恶性黑色素瘤在全世界范围内发生，每年的总发病率约为10,000分之1。 在中国，恶性黑色素瘤的发病率逐渐增加（Wang et al.）。 黑色素瘤治疗有多种常规治疗策略，包括：手术，放疗，化疗，免疫疗法和其他辅助疗法。 然而，这些疗法不能完全预防癌症患者的复发和转移，因此需要新药和新疗法来治疗这些患者。 在补充疗法中，中药（TCM）以更自然的方式杀死肿瘤细胞，副作用更少（Pu et al., 2008）。 中医已在中国使用了三千多年。一项回顾性分析表明，大约60％的抗感染和抗肿瘤药物，对于处于疾病后期阶段，都是天然来源的药物起到作用（Cragg and Newman, 1999）。
Trametes robiniophila Murrill 1907（槐耳）是中国广泛使用的真菌，已在中药中使用了大约1600年（Li et al., 2006），然而，它的抗肿瘤特性最近才被发现并且仅在近年来的补充疗法中被使用。用热水将真菌提取两次，并使用Sevag方法消除游离蛋白质和氨基酸。在透析72小时后，将四倍体积的乙醇加入透析溶液中以沉淀活性成分。 HPLC和SDS-PAGE分析证实，槐耳提取物的有效成分（from Gaitianli Medicine Co. Ltd., Jiangsu, China）是一种蛋白聚糖，含有41.53％的多糖，12.93％的氨基酸和8.72％的水（Guo et al., 1992, 1993）。另外，研究了蛋白多糖对小鼠肉瘤，肝癌，Lewis肺癌和乳腺癌的抑制作用（Guo et al., 1992, 1993）。槐耳提取物的抗肿瘤作用具有促进细胞凋亡，抗血管生成，抗药性逆转，抗转移和免疫系统活化等多种生物活性。虽然最近的实验数据揭示了槐耳提取物的凋亡作用，但其潜在的机制尚不清楚，除凋亡外还可能存在其他抗肿瘤作用。我们研究了槐耳提取物对黑色素瘤细胞系A875中增殖，凋亡和抗肿瘤作用的影响。[image: image11.jpg]PCNA
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材料和方法
黑素瘤细胞系A875购自中国科学院上海细胞库（中国上海）。 Dulbecco改良Eagle's Medium（DMEM）购自Hyclone（中国北京）。胎牛血清（FBS）由Hyclone（中国北京）提供。细胞计数试剂盒-8（CCK8）试剂由Dojindo（Kumamoto，Japan）提供，Cycle Test Plus DNA Reagent Kit和FACS Calibur流式细胞术由Becton Dickinson（BD Biosciences，San Jose，CA，USA）提供。 Bcl-2（1：1000），Bcl-2相关X蛋白（BAX）（1：1000），Caspase-3（1：1000）和p53（1：1000）抗体购自Cell Signaling Technology（Bev-嗯，马萨诸塞州，美国）。抗PCNA抗体（1：200）购自Abcam（New territories，HK）。抗甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）购自KangChen（中国上海）。抗小鼠IgG辣根过氧化物酶（HRP）抗体（1：5000）来自中山金桥（中国北京）。用于Western印迹分析的亲光HRP试剂来自Tian-gen Biotech Co.（中国北京）。所有其他化学品均来自中山金桥（中国北京）和海克隆（中国北京）。
槐耳水提物的制备
槐儿输液膏是源于Gaitianli Medicine Co. Ltd.（中国江苏）。 将提取物（1.76g）溶解在10mL PBS缓冲溶液中，并使用0.22μm过滤器灭菌以获得适于在4℃长期储存的176mg / mL储备溶液（Campbell et al., 2002; Powell et al., 2003）。
细胞培养
黑素瘤A875细胞系常规培养在补充有10％FBS的DMEM培养基中，在5％CO 2,37℃的条件下（Thermo Fisher Scientific，Marietta，OH，USA）。

CCK8细胞活力测定

用胰蛋白酶消化悬浮细胞，将细胞浓度调节至4×105 / mL，将100μL该细胞悬浮液置于96孔板中。 直到细胞粘附后的第二天，用完全DMEM培养基将槐耳提取物储备溶液稀释至其终浓度0,2,4,8和16mg / mL。 每个浓度用于三个平行的控制孔中，并且在24,48和72小时后添加CCK8试剂。 然后将细胞在37℃下孵育1小时。将板振荡另外10分钟，并使用SpectraMax M5微量板读数器（Molec-ular Devices，Sunnyvale，CA，USA）在450nm处读取吸光度值。
槐耳提取物对细胞形态的影响
因为细胞附着在细胞壁上，所以悬浮细胞用胰蛋白酶消化，最终细胞浓度调整到1×105 / mL。 将细胞悬浮液（2mL）加入6孔板中。 孵育过夜后，细胞附着在侧壁上。 使用完全DMEM培养基将槐耳提取物储备溶液稀释至0,2,4和8mg / mL的最终浓度。 将细胞与槐耳水提取物一起温育24,48或72小时。 使用倒置显微镜（Olympus，Tokyo，Japan）观察处理和阴性对照细胞的形态。
细胞周期检测
使用标准方法进行细胞周期分析并进行一些修改（Cheng et al., 2004）。用胰蛋白酶消化细胞，然后重悬，用PBS缓冲液洗涤两次。将细胞浓度调节至5×105 / mL，并将5mL悬浮液接种在培养瓶中。孵育过夜后，细胞附着在侧壁上，将槐耳提取物原液稀释至终浓度为0,4和8mg / mL。每种浓度用于三个平行对照孔中。然后，离心1mL，弃去上清液。向溶液A（在精胺四盐酸盐清洁缓冲液中含有胰蛋白酶，用于酶解聚固体组织片段和消化细胞膜和细胞骨架）250μL并在室温下温育10分钟;溶液B（含有胰蛋白酶稳定缓冲液中的胰蛋白酶抑制剂和核糖核酸酶A，含有精胺四氯化物以抑制胰蛋白酶活性并消化RNA）加入250μL并在室温下孵育10分钟，然后冷溶液C（含有在柠檬酸盐稳定缓冲液中的碘化丙啶（PI）和精胺四盐酸盐）。 PI化学计量地以最终浓度至少125g / mL结合DNA，加入200μL。用网状过滤器过滤所得溶液，并使用流式细胞术在48和72小时后分析。使用从CellQuest（BD Biosciences，San Jose，CA，USA）获得的ModFit软件分析细胞周期。
PI-Annexin-V染色检测细胞凋亡
根据制造商的说明，使用膜联蛋白V-FITC凋亡检测试剂盒进行该测定以检测细胞凋亡。 简而言之，将收获的细胞重悬于100μL结合缓冲液中以达到1×106 / mL的浓度。 然后，加入5L膜联蛋白V-FITC和10L碘化丙啶（PI）（20μg/ mL），将溶液在室温下避光孵育15分钟。 最后，将400μL结合缓冲液加入每个反应管中，然后使用FACS Calibur流式细胞仪收集细胞，并使用CellQuest软件分析
蛋白质印迹分析：使用BCA方法测定蛋白质浓度
将蛋白质浓度调节至2mg / mL。配制SDS-PAGE凝胶（12％）和电泳溶液，并将10μL溶液置于每个孔中。除去PVDF膜，用蒸馏水洗涤并置于含有5％脱脂奶粉的封闭溶液中，并在室温下振荡1小时。根据说明书中推荐的稀释比加入第一抗体，并在4℃温育过夜。然后以1：5000的比例加入第二抗体，并在室温下在摇床上孵育1小时。用滤纸吸收PVDF膜中的过量水，并将ECL Plus A和B试剂以相等的体积混合在新鲜膜上。 1分钟后，将表面膜蛋白质调低，使其与该混合物完全接触。 3分钟后，除去所有残余物，用保鲜膜覆盖膜，并使用Typhoon 9400（GE Healthcare BioSciences AB，Uppsala，Sweden）评估蛋白质表达。 GAPDH用作内源对照。对照组细胞在不含槐耳提取物的完全培养基中培养。电泳和膜转移装置分别是Criterion Cell和PowerPac Universal Power Supply（Bio-Rad，Hercules，CA，USA）。
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图1.槐耳提取物引起A875黑素瘤细胞系细胞的形态变化。 A875黑素瘤细胞系细胞的对比图像。A875细胞加入槐耳之后（于24小时、48小时、72小时在同一对照组细胞分别加入浓度为2,4,8 mg / mL槐耳 ）形态逐渐变得不规则，数目减少，呈现时间-浓度依赖性。
统计评估
使用SPSS ver.17.0软件（IBM，Shanghai，China）进行统计分析，并使用Student's t检验分析统计学差异。 P <0.05是明显的。 数据表示为平均值±标准偏差，实验重复三次。
结果
细胞形态改变
用槐耳提取物以0,2,4和8mg / mL处理24,48和72小时后黑色素瘤细胞系A875的形态学变化如图1所示。细胞数量在剂量和时间下降 与未处理细胞相比，依赖性方式。 大多数槐耳治疗的黑色素瘤A875细胞变大，形状不规则，细胞质呈空泡状变化。 这些形态学变化证明了槐耳提取物处理后的细胞损伤。
CCK8测定法测定槐耳提取物对细胞增殖的抑制作用
为了评估槐耳提取物对黑素瘤A875细胞系的影响，我们在用槐耳提取物剂量依赖性处理细胞24,48和72小时后，使用CCK8测定法测量细胞活力。 如图2所示，槐耳提取物在48和72小时后以每种浓度（2,4和8 mg / mL）的时间和剂量依赖性方式显着抑制黑色素瘤A875细胞系的活力，分别与 未处理细胞的相比（P <0.05）。 槐耳提取物（8mg / mL）显示出对细胞活力的强烈抑制，与治疗时间无关。
槐耳提取物治疗诱导细胞周期停滞

使用流式细胞术分析槐耳处理的黑素瘤A875细胞的细胞周期分布，以确定槐耳提取物的抑制作用是否是由细胞周期停滞引起的。 在进行处理和分析之前，将黑色素瘤A875细胞暴露于药物浓度为4或8 mg / mL槐耳提取物中，总时间为48或72小时。 通过G2 / M期细胞中增加的细胞比例与未处理的细胞相比，在暴露于槐耳提取物的黑素瘤A875细胞中证实了细胞周期停滞（P <0.05）。 与对照组相比，G2 / M期细胞以时间和剂量依赖性方式增加。 槐耳提取物（8mg / mL）显示出更明显的抑制作用（表1，图3和4）。 这些结果表明，槐耳提取物可以通过细胞周期停滞在G2 / M期抑制黑色素瘤A875细胞增殖。

图2.槐耳提取物抑制黑素瘤A875细胞的细胞增殖活力。 通过CCK8测定法测量槐耳对细胞增殖活力的影响。 用槐耳处理细胞24,48和72小时。 槐耳提取物以剂量依赖性和时间依赖性方式显着抑制细胞活力。 实验一式三份进行，数据表示为三次独立实验的平均值±SD。 将用槐耳处理48和72小时的各浓度（2,4,8mg / mL）与未处理细胞的浓度（P <0.05）进行比较。
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Table 1
槐耳提取物对A875细胞周期的影响。
	
	48-0 (mg/mL-h)
	48-4 (mg/mL-h)
	48-8 (mg/mL-h)
	72-0 (mg/mL-h)
	72-4 (mg/mL-h)
	72-8 (mg/mL-h)

	
	
	
	
	
	
	
	

	G0/G1 (%)
	72.01
	73.54
	45.76
	84.98
	77.22
	52.3
	

	
	72.18
	72.92
	46.44
	84.89
	77.91
	52.35
	

	
	72.37
	73.1
	46.81
	85.38
	77.15
	52.36
	

	S (%)
	24.14
	21.28
	41.78
	13.59
	20.15
	32.48
	

	
	23.76
	21.62
	38.03
	13.47
	19.68
	26.83
	

	
	23.84
	21.7
	41.42
	13.72
	20.16
	32.97
	

	G2/M (%)
	3.85
	5.17
	12.46
	1.43
	2.62
	15.22
	

	
	4.05
	5.46
	15.52
	1.64
	2.42
	20.82
	

	
	3.79
	5.20
	11.77
	0.91
	2.69
	14.67
	



在G2 / M黑色素瘤中，A875细胞暴露于药物浓度分别为4和8mg / mL槐耳中，共48和72小时，与未处理细胞相比，P <0.05。
图3.对槐耳处理，G2 / M时细胞周期进展停滞


图4.响应槐耳处理，G2 / M时细胞周期进展停滞。 槐耳诱导的A875细胞G2 / M阻滞。 通过流式细胞术评估A875细胞的细胞周期分布。 提供的数据是三次独立实验的平均值±SD
流式细胞术分析细胞凋亡
流式细胞术用于检测完整细胞，早期凋亡细胞，晚期凋亡细胞或死细胞。 槐耳提取物治疗黑色素瘤A875细胞后，晚期凋亡或细胞死亡率（UR，右上象限 - 晚期凋亡细胞百分比）和早期凋亡率（LR，右下象限 前期细胞凋亡细胞百分比）以时间和剂量依赖性方式增加（图5和表2）。与未处理细胞相比，凋亡细胞（UR + LR-所有凋亡细胞百分比）暴露于药物浓度为8mg / mL槐耳提取物中共24,48和72小时（P <0.05）。
槐耳提取物处理和蛋白质印迹分析后增殖相关的PCNA变化
使用Western印迹评估PCNA蛋白表达。 与对照组相比，用槐耳提取物处理的细胞中PCNA蛋白表达以时间和剂量依赖性方式降低（图6）。
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图5. PI-Annexin-V的流式细胞术分析，以量化槐耳诱导的A875细胞凋亡。 A875细胞的点图用浓度为0,4和8 mg / mL槐耳处理，持续24,48和72小时。 显示的结果代表三个独立实验。
表2

流式细胞术测定中象限分布（QD）的百分比。
	
	Control
	24 h-4
	
	24 h-8
	
	Control
	48 h-4
	
	48 h-8
	
	Control
	72 h-4
	
	72 h-8
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	UL
	0.29
	± 0.05
	0.51
	± 0.09
	0.94
	± 0.59
	0.98
	± 0.40
	1.01
	± 0.44
	3.42
	± 0.37
	1.79
	± 0.45
	2.09
	± 0.37
	8.49
	± 0.09

	UR
	5.04
	± 0.20
	6.41
	± 0.14
	11.43
	± 1.16
	6.54
	± 0.29
	8.01
	± 0.28
	48.84
	± 2.43
	9.09
	± 0.46
	7.86
	± 0.28
	66.34
	± 0.95

	LL
	92.92
	± 0.63
	89.46
	± 2.01
	77.28
	± 5.92
	91.66
	± 0.13
	87.60
	± 0.48
	40.24
	± 2.75
	87.40
	± 0.35
	88.95
	± 0.45
	23.86
	± 0.87

	LR
	1.75
	± 0.49
	3.62
	± 1.98
	10.36
	± 5.18
	0.81
	± 0.02
	3.38
	± 0.21
	7.50
	± 0.81
	1.72
	± 0.22
	1.09
	± 0.12
	1.30
	± 0.10



提供的数据是三次独立实验的平均值±SD。 LL，左下角; LR，右下角; UL，左上角; 和UR，右上角。 凋亡细胞在UR + LR中，黑色素瘤A875细胞暴露于药物浓度为8 mg / mL槐耳水中共24,48和72小时，与未处理细胞相比，P <0.05.
图6.槐耳提取物对PCNA，p53，caspase-3，Bcl-2，Bcl2相关X蛋白（BAX）蛋白表达的影响。 GAPDH的表达用作内部对照。 A875细胞用4mg / mL处理24或48小时和8mg / mL处理24或48小时。 将每种蛋白质的表达定量为通过Image分析的光密度测定值。 所示图是三个独立实验的代表
因为p53的激活可导致细胞周期停滞和DNA修复或凋亡，我们使用Western印迹检测p53的表达以检测凋亡途径相关蛋白。 p53的表达以时间和剂量依赖性方式上调。 为了进一步研究槐耳细胞凋亡诱导机制，使用Western印迹测量Bcl-2，BAX，caspase-3前体和裂解caspase-3的表达。 槐耳提取物的治疗以时间和剂量依赖的方式抑制Bcl-2表达和上调BAX表达（图6）。 因此，Bcl-2与BAX的比例降低，表明线粒体介导的细胞凋亡。 为了评价槐耳诱导的凋亡执行途径，还使用Western印迹测量了caspase-3前体和裂解caspase-3。 槐耳提取物处理后，Caspase-3活化显着增加，导致裂解caspase-3表达增加和caspase-3前体表达降低。
讨论
最近，人们越来越将中药产物作为新药，与此同时人们发现了更多的中药可以诱导细胞凋亡。（Thatte et al., 2000; Yufei et al., 2008）。在本研究中，我们使用CCK8和Western blot检测PCNA，并证实槐耳提取物抑制黑色素瘤A875细胞增殖。槐耳提取物改变了黑色素瘤A875细胞的数量和形态，并通过G2 / M期细胞周期阻滞抑制黑色素瘤A875细胞增殖。与对照组相比，槐耳提取物还以时间和剂量依赖性方式促进凋亡。利用Western blot，我们探索了槐耳提取物促进的凋亡途径。已经研究了该过程中涉及的两个主要途径。一种途径是死亡 - 受体途径，另一种是线粒体途径。后者被认为是哺乳动物细胞凋亡的重要介质。线粒体是几种分子促凋亡信号转导途径的靶标，也是细胞死亡途径的整合组分。由一些抗癌剂诱导的细胞凋亡构成治疗效果的一个方面。 P53肿瘤抑制基因可以通过促进细胞凋亡来影响细胞周期进展，DNA损伤修复，基因组稳定性和影响细胞凋亡途径（Yonish-Rouach et al., 1991; Lowe et al., 1993a, 1993b）。 P53基因突变存在于许多人类肿瘤中。完整的caspase-3蛋白不具有蛋白水解酶活性;然而，水解的caspase-3裂解片段具有蛋白水解活性，并且可以通过级联反应诱导细胞凋亡（Hengartner，2000）。 Caspase-3是关键的凋亡执行者之一，因为引发细胞凋亡的大多数因子最终通过caspase-3介导的信号传导途径导致细胞凋亡（Jin et al., 2010; Rao et al., 2001）。 Bcl-2主要分布在线粒体膜和细胞质中。 Bcl-2是一种细胞内抗凋亡因子，可以稳定线粒体膜，阻止线粒体caspase释放并阻止氧自由基诱导的凋亡信号通路（Bagci et al., 2006）。 Bax分布在细胞质中，也可以促进细胞凋亡（Adams and Cory, 1998）。我们的研究表明，在接种槐耳水提物的黑色素瘤A875细胞中，细胞增殖受到抑制;增强的P53表达诱导G2 / M期细胞周期停滞，降低抗凋亡因子Bcl-2表达，增加促凋亡因子Bax表达，降低caspase-3蛋白表达，增加裂解 - caspase-3的表达，通过线粒体途径促进黑色素瘤A875细胞凋亡，从而抑制细胞增殖和活力。

鉴于槐耳水提取物可能在黑色素瘤治疗中起到新的作用，因此需要对其抗癌机制进行研究。 此外，应考虑槐耳提取物与常规常规疗法（如化疗，手术疗法，放射和免疫疗法）之间的相互作用。
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