槐耳清膏通过AKT/GSK3β/β-catenin途径抑制卵巢癌细胞迁移
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摘要  中药因其杀灭肿瘤细胞的能力而广受欢迎。近几年来，槐耳的凋亡和抗血管生成作用被广泛地研究。本研究旨在探讨其对卵巢癌细胞迁移及肿瘤生长的影响。用SRB法、划痕法和迁移法测定细胞活性和运动能力。annexinV/PI染色检测细胞凋亡。采用反相蛋白质阵列（RPPA）分析方法，我们分析了经过槐耳处理和未处理过的细胞中153种蛋白质和/或磷酸化的水平。槐耳抑制SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的存活，诱导细胞早期和晚期凋亡，且呈时间和剂量依赖性，细胞侵袭和迁移也受到明显抑制。RPPA结果显示，未处理细胞与未处理细胞相比，SKOV3细胞中7个分子与SKOV3.ip1细胞中的10分子的水平有显着性差异(至少30%；P＜0.05)，大多数被鉴定的分子在细胞增殖、凋亡或细胞粘附/侵袭中发挥作用。Westernblot分析进一步证实，槐耳处理可导致AKT磷酸化降低，总GSK3β表达增强，抑制S9上GSK3β的磷酸化，降低胞质β-catenin表达和核β-catenin易位，以及Wnt/β-catenin靶基因（DIXDC1，LRP6，Wnt5A，细胞周期蛋白D1）的转录抑制。在敲除GSK3β后，β-catenin的表达不能被槐耳所抑制。最后，槐耳对卵巢肿瘤移植瘤的体内生长有抑制作用。这些研究表明，槐耳清膏通过AKT/GSK3β/β-catenin信号通路抑制卵巢癌细胞运动。

介绍

上皮性卵巢癌是美国妇科癌症死亡的主要原因，也是女性癌症死亡的第五大常见原因[1]。卵巢癌的发病率随着年龄的增长而增加。70%的病人有晚期疾病，只有不到40%的病人可以治愈。晚期卵巢癌的总体生存率还没有被证明是有希望的，即使在手术后结合新的辅助策略，如大剂量化疗联合外周血干细胞移植、每周高剂量紫杉醇联合卡铂、卡铂/紫杉醇靶向治疗等。最近，一项随机III期试验（GOG 0208）的结果显示，在卡铂和紫杉醇化疗期间以及化疗后10个月内使用贝伐单抗（一种内皮生长因子受体抗体）可将晚期上皮性卵巢癌患者的中位无进展生存期延长约4个月[2]。然而，尽管费用高昂，总体生存率却与常规治疗相似。由于这些策略都不能完全保护卵巢癌患者的复发和转移，因此迫切需要新的药物。

在辅助治疗中，中医药以其对肿瘤细胞杀伤能力强、对正常细胞损伤小而受到广泛的欢迎。此外，中医药治疗相对便宜，据报道可以提高化疗疗效，降低毒性，延长生存时间，提高生活质量和免疫功能[3]。槐耳（Trametes robiniphila murr）是我国的一种真菌，在中医药中的应用已有近1600年的历史。然而，其抗肿瘤作用及其机制的研究仅在近几年才开始。采用高效液相色谱法（HPLC）和十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）对有效成分进行提取和分析，确定了蛋白多糖是槐耳清膏的主要成分，其中多糖占41.53%，氨基酸占12.93%，水占8.72%[4,5]。该药已被中国食品药品监督管理局（FDA）批准，用于肝细胞癌患者。体外实验表明，槐耳可通过诱导凋亡抑制肝癌细胞（HepG2，MHCC97H）、人肺腺癌细胞（A549）和人乳腺癌细胞（MCF-7，MDA-MB-231）的生长[6–8]。最近，Wang等人报道槐耳清膏可能是一种有效的抗血管生成和抗肿瘤药物[9]。然而，槐耳是否影响卵巢细胞的生物学行为尚未被探讨。在本研究中，除了其抗增殖和凋亡作用外，还研究了槐耳通过AKT/GSK3β/β-catenin信号通路对卵巢癌细胞发挥抗侵袭作用的新的可能性。

二、材料与方法
1.抗体和试剂

RPMI-1640培养基购自吉诺生物（中国上海），胎牛血清（FBS）由Gibco-BRL（美国印第安纳州罗克维尔）提供。抗AKT（1:1000）、pAKT-Thr308（1:1000）、pS6-S235（1:1000）、pS6-S240（1:1000）、细胞周期蛋白D1（1:2000）、细胞周期蛋白A（1:2000）、E-钙粘蛋白（1:1000）、糖原合酶激酶3β（GSK3b，1:1000）、GSK3b磷酸S9（1:500，Epitomics,，美国加州）和β-catenin（1:1000）的抗体购自Cell Signaling科技（美国马里兰州丹佛斯）。抗组蛋白H1（1:300）、抗小鼠和抗兔IgG辣根、过氧化物酶（HRP）（1:5000）抗体来自美国加州圣克鲁斯生物技术公司。抗GAPDH（1:3000）和抗β-肌动蛋白（1:3000）购自碧云天生物科技有限公司（中国上海）。所有其他化学品均购自Sigma-Aldrich（美国密苏里州圣路易斯）和碧云天生物技术有限公司。

2.槐耳清膏的制备

槐耳清膏是江苏盖天力药业有限公司赠送。槐耳清膏及其成分的制备方法已在其他地方进行了描述[4,5]。将总共2 g的清膏溶解在50 ml完全培养基中，并用0.22 mm过滤器灭菌，以获得40 mg/ml的母液，储存在-20℃下。

3.细胞培养

本研究采用三种卵巢上皮癌细胞系。SKOV3和Hey细胞来自美国模式菌种收集中心。SKOV3.ip1细胞是由德克萨斯大学MD安德森癌症中心（美国德州休斯顿）赠送的[10]。细胞系在含有10%FBS、100u/ml青霉素和100mg/ml链霉素的RPMI-1640培养基中常规保存。细胞在37℃条件下，于5%CO2中培养。

4.细胞增殖测定

采用硫罗丹明B（SRB）测定法测定槐耳的生长抑制作用。简而言之，SKOV3细胞（2.5×103）、SKOV3.ip1细胞（2×103）和Hey细胞（1.5×103）接种于96孔板中，用不同浓度的槐耳清膏处理。在指定时间，将细胞洗涤，用30%（wt/vol）三氯乙酸固定，并在室温下用0.4%硫罗丹明B（SRB）在1%乙酸中染色30分钟。用1%（vol/vol）乙酸洗去染料，然后溶解在10 mM Tris碱溶液中。用酶标仪（Bio-Rad）在570nm处读取孔板。每项实验一式三份，至少重复三次。

5.膜联蛋白V/PI染色

用膜联蛋白V Alexa Fluor H488和碘化丙啶（PI）的死细胞凋亡试剂盒（Invitrogen，美国加州）观察槐耳对SKOV3细胞、SKOV3.ip1细胞和Hey细胞的诱导凋亡作用。按照制造商的说明对细胞进行荧光标记。总之，用不同浓度的槐耳处理35mm培养皿中培养的SKOV3细胞（2×105）、SKOV3.ip1细胞（2×105）和Hey细胞（5×103）48小时。收获细胞后，在结合缓冲液中以1×106细胞/ml的速度再悬浮。然后，加入绿色荧光染料（alexafuroh488）-共轭膜联蛋白V和PI，并在室温下在黑暗中培养15分钟。使用配备CellQuest软件的FACScan流式细胞仪（Beckman）对样本进行分析。凋亡细胞的百分比由点图右下象限（LR）的细胞百分比计算得出，该百分比表示早期凋亡细胞（膜联蛋白V+/PI2）的数量除以细胞总数。每个实验至少重复三次。

6.体外划痕试验

采用体外划痕实验研究槐耳清膏对细胞迁移的影响。共有2×104个细胞接种到24孔培养板中。标记“划痕”附近的参考点，以确保使用相同区域进行图像采集。在24小时的培养期后，用200ml移液管尖划伤SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的汇合单层，形成一个笔直的“划痕”。用PBS洗涤2次后，向每个孔中加入含有槐耳清膏（5 mg/ml）的无血清培养基。在SKOV3和SKOV3.ip1细胞划痕开始时、划痕后12小时和24小时在四个预定位置测量划痕宽度。划痕开始时、划痕后6小时和12小时测定Hey细胞划痕宽度。在参考点测量划痕两边缘之间的距离，并进行统计学分析。

7.基质凝胶侵袭试验

采用Transwell系统（24孔插入物；孔径8 mm；Corning Costar，美国马萨诸塞州洛厄尔市）研究了槐耳清膏对SKOV3、SKOV3.ip1和Heycells侵袭性的影响。插入物涂有30毫升基质凝胶（B.D.Biosciences Pharmingen）。将3×104个SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞分别悬浮在0.2 ml不含胎牛血清的新鲜培养基中，添加到培养箱的上部孔中。对照组在下部孔中加入完整培养基600ml，而试验组在培养基中加入槐耳5mg/ml。培养24小时后，用棉签擦拭膜上表面的细胞。然后，将附着于插入物下表面的细胞固定并用苏木精染色。使用奥林巴斯光学显微镜随机计算每个插入物的六个代表性区域。

8.反相蛋白质阵列

SKOV3细胞和SKOV3.ip1细胞（5×105）在直径为6cm的培养皿中培养。孵育24小时后，将细胞分为4组，分别给予完全培养72小时，槐耳清膏（5mg/ml）72小时，完全培养60小时加上隔夜饥饿，表皮生长因子（EGF，20ng/ml）刺激10min和槐耳清膏（5mg/ml） 60小时数小时加上隔夜饥饿和再10分钟EGF（20ng/ml）刺激。反向相蛋白阵列（RPPA）分析是在MD安德森癌症中心的功能蛋白质组反向相蛋白阵列核心设施上进行的。

简单地说，调整细胞裂解物的蛋白质浓度，用SDS变性，并连续稀释（从未稀释到1:16稀释），以确定每个抗原抗体反应的线性范围。使用GeneTAC G3微阵列仪（基因组溶液）将裂解物点在硝化纤维素涂层的载玻片（Whatman，Inc.）上，包括及阳性和阴性对照组。共有153种针对参与各种信号通路的蛋白质或其磷酸化位点的抗体可用于RPPA（RPPA研究中使用的蛋白质和磷酸化位点见表S1）。利用Dako-CSA（酪酰胺）扩增法，用一级抗体和结合的二级抗体探测每张载玻片，并用DAB比色反应显示。收集的数据通过专门为此方法开发的定量软件MicroVigene进行量化。蛋白质磷酸化水平表示为与等效总蛋白质的比率。从斜率和截距得到的值相对于阵列上的标准对照细胞裂解物来表达。将所有值与每个抗体探针内的平均值进行比较，并用MatLab软件（Mathworks Inc.）创建的热图进行可视化。

9..细胞分离

根据制造商的规范，使用BestBio核和细胞质提取试剂（BestBio，中国上海）分离核蛋白。简单地说，1×106细胞用冷PBS洗涤两次，并用100毫升冰冻细胞质提取试剂（CER）和1毫升蛋白酶抑制剂混合物溶解。在收集细胞质部分（上清液）后，将核提取试剂（NER）和蛋白酶抑制剂混合物添加到不溶性部分中，保持CER：NER：蛋白酶混合物的比值为100:500:1。经过60分钟的培养和5分钟的离心（16000×g，4℃），收集细胞核部分。对上清液和细胞核部分进行β-catenin的Westernblot分析。

10.Westernblot分析

细胞以每3.5cm直径培养皿2×105的密度进行培养，并在指定处理后收集。按照制造商的指示，在裂解缓冲液（中国上海碧云天生物技术有限公司）中裂解细胞。用12%SDS-PAGE分离等量的蛋白质（每道20毫克）并转移到PVDF膜（Millipore，Billerica，MA）上。阻断后，用一级抗体探测印迹，在4℃下培养过夜，然后用适当的二级抗体结合HRP标记。使用ECL检测系统（Pierce，美国伊利诺伊州罗克福德）观察免疫反应条带。以GAPDH、β-肌动蛋白和组蛋白H1作为负荷对照组。

11.免疫细胞化学法

培养细胞用PBS洗涤，4%多聚甲醛固定。再次冲洗载玻片，用1%Triton®处理15分钟，用3%H2O2封闭20分钟。冲洗后，在RT（逆转录）时用正常山羊血清封闭载玻片10分钟，然后在4℃下首先用1:200抗人E-钙粘蛋白抗体（Epitomics，美国加州）孵育过夜，然后在RT时用生物素化抗兔二级抗体孵育30分钟。然后，将载玻片与亲和素-生物素-过氧化物酶系统在RT下孵育10分钟，并用二氨基联苯胺（DAB）染色2分钟。最后在光照条件下，用显微镜观察。

12.实时定量RT-PCR

用或不用7.5 mg/ml槐耳处理细胞48小时。根据制造商的说明，使用TRIzol试剂（Invitrogen）从处理过的细胞和对照细胞中提取总RNA。使用RevertAid First Strand cDNA合成试剂盒（Fermentas，St-Leon-Rot，德国）从1mg RNA合成cDNA。使用Illumina Eco实时系统，使用完美实时试剂盒（Takara）评估Wnt信号通路[含DIX结构域-1（DIXDC1）]、低密度脂蛋白受体相关蛋白6（LRP6）和无翅型MMTV整合位点家族成员5A（Wnt5A）相关基因的表达水平。β-肌动蛋白作为每个反应的内部对照。这些基因的引物集将按要求提供。采用DDCt法计算相对折叠变化。

13.小鼠异种移植与肿瘤大小测量

动物实验经复旦大学妇产科医院伦理委员会批准。6周龄雌性BALB/c小鼠购自中英SIPPR/BK实验动物有限公司（中国上海）。将SKOV3细胞（4×106）注射到小鼠右侧皮下。然后，将小鼠随机分为4组（n=6只/组），分别给予生理盐水（NS）、槐耳（4g/kg体重）、顺铂（DDP）（5mg/kg体重）或槐耳加DDP。每日口服槐耳。顺铂每周注射1次，连续3周。对照组只给予相同体积的NS。使用数字卡尺每周测量两次肿瘤体积，并使用以下公式计算肿瘤体积：肿瘤体积（mm3）=（肿瘤长度[mm]×肿瘤宽度×高度[mm]）π/6。肿瘤细胞注射后第42天处死小鼠。同时测量体重以评估副作用。取三次独立测量的平均值。

14.siRNA介导的基因沉寂

GSK3b siRNA双链体靶向序列：(5’-GAGCAAAUGAGAAUGGAUDTDT-3’)由Genechem（中国上海）合成。用于siRNA转染，将5×105个细胞/皿置于60mm培养皿中。第二天，将10 ml Lipofectamine2000试剂（Invitrogen，Carlsbad，美国加州）添加到0.5 ml 不含抗生素和血清的Opti-MEM还原血清培养基中（Invitrogen，Carlsbad，美国加州），并在室温下培养5 min（溶液A）。将200 pmol siRNA添加到0.5 ml不含抗生素和血清的Opti MEM培养基中（溶液B）。然后将溶液A和溶液B混合并在室温下培养20分钟。去除细胞培养基，然后向每个培养皿中添加1ml Lipofectamine2000 siRNA混合物和4 ml不含抗生素的新鲜1640培养基并轻轻混合。24小时后，用新鲜培养基或5mg/ml槐耳清膏代替培养基。培养24小时后，收集细胞并进行Westernblot分析。

15.统计分析

数据以平均值±标准表示偏差。实验重复了三次。结果用SPSS 11.5软件进行统计分析。P＜0.05为统计学差异显著。

三、结果
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1.槐耳对SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的活性有抑制作用

为了评价槐耳提取物对SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的作用，我们用SRB法测定了细胞活力。在用不同浓度（0、0.625、1.25、2.5、5和10 mg/ml）的槐耳处理细胞24、48、72和96小时后，槐耳以时间和剂量依赖性的方式显著抑制theSKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的生长（图1）。细胞毒性作用在5mg/ml槐耳处理后24小时开始，在SKOV3和Hey细胞中在48、72和96小时变得更明显，而在SKOV3.ip1细胞中在48小时开始。Hey和SKOV3.ip1细胞对槐耳处理更为敏感，SKOV3.ip1细胞的存活率分别为31.94%（72小时，P＜0.001）和20.43%（96小时，P＜0.001），Hey细胞的存活率分别为4.9%（72小时，P＜0.001）和3.1%（96小时，P＜0.01）和40.1%（96小时，P＜0.001）。用10mg/ml槐耳处理后，细胞活力显著下降，与处理时间无关。

图1  槐耳提取物体外抑制卵巢癌细胞增殖。采用SRB法测定槐耳的生长抑制作用。用槐耳处理SKOV3（A）、SKOV3.ip1（B）和Hey（C）细胞24、48、72和96h，实验分三次进行，数据为三次实验的平均值±SD。

2.PI-膜联蛋白V染色分析细胞凋亡

由于槐耳清膏显著抑制细胞生长，我们进一步探讨了这种作用是否是通过诱导细胞凋亡来实现的。PI-膜联蛋白V染色分析显示，槐耳处理48h后，SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞的晚期凋亡或细胞死亡率（UR）和早期凋亡率（LR）均呈剂量依赖性增加（图2和表1）。

3.暴露于槐耳提取物后，细胞活力下降

为了探讨槐耳提取物是否影响细胞运动，我们进行了细胞侵袭和划痕实验。用5mg/ml槐耳提取物处理SKOV3细胞后，与未处理组相比，侵入细胞数明显减少（218±35对18±7，P＜0.001），表明侵入能力受到抑制。在SKOV3.ip1和Hey细胞中也发现了类似的结果（SKOV3.ip1:438±26对83±25；Hey:264±21对62±16，p＜0.001，图3）。

图2  槐耳在体外诱导卵巢癌细胞凋亡。用PI-annexin V 法通过流式细胞术检测凋亡细胞百分率。（A，B，C）点图显示0、2.5、5和10mg/mL槐耳处理48h后SKOV3（A），SKOV3.ip1（B）和Hey（C）细胞的凋亡。[image: image3.png]A SKOV3
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	象限分布
	48h-对照组
	48h-2.5mg/ml组
	48h-5mg/ml组
	48h-10mg/ml组

	SKOV-3细胞系
	

	UL
	0.06±0.01
	0.08±0.03
	0.37±0.06
	4.55±0.83

	UR
	1.94±0.08
	1.82±0.15
	5.13±0.39**
	65.92±1.2**

	LL
	92.51±0.24
	90.64±0.55
	82.04±0.81
	16.88±0.92

	LR
	5.50±0.21
	7.47±0.46**
	12.46±0.05**
	12.6±0.57**

	SKOV-3.ip细胞系
	

	UL
	0.34±0.26
	0.78±0.05
	8.63±1.64
	25.59±1.02

	UR
	1.3±0.38
	0.24±0.76**
	33.73±4.58**
	56.0±2.49**

	LL
	95.08±0.93
	84.67±1.41
	45.48±2.1
	12.58±1.13**

	LR
	3.27±0.32
	8.32±0.62
	12.16±1.13**
	5.78±0.56*

	Hey细胞系
	

	UL
	0.02±0.19
	0.92±0.21
	3.75±0.21
	2.62±0.14

	UR
	0.00±0.02
	3.09±0.16**
	6.37±1.37**
	25.14±0.83**

	LL
	99.97±1.22
	93.06±1.35
	84.73±1.66
	62.08±2.96

	LR
	0.01±0.01
	2.33±1.15
	5.16±0.73**
	10.16±1.54**


表1  PI-annexin-V染色凋亡实验中象限分布（QD）百分比

给出的数据是三个独立实验的期望值±SD；LL，左下；LR，右下；UL，左上；UR，右上；*：P＜0.05，**：P＜0.01。

UR（右上角）表示发生晚期凋亡的细胞百分比，即细胞死亡率。LR（右下）表示早期凋亡细胞的百分比。*p＜0.05、**p＜0.01表示与对照组比较。

图3  槐耳抑制卵巢癌细胞体外侵袭。（A） 采用Transwell系统检测槐耳对SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞侵袭的影响。给出了具有代表性的图像。（B） 用5mg/ml槐耳处理24h后，计数成功侵入SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞数。数据表示为平均值期望值±SD。**P＜0.01表示与对照组比较。[image: image4.png]SKOV3
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采用划痕法检测细胞在体外的迁移情况。如图4所示，与未经处理的细胞相比，用槐耳处理48h的SKOV3细胞的迁移指数（对应于伤口愈合能力）明显受到抑制（23.3%对69.8%，P＜0.01），而用槐耳处理24h的细胞和未经处理的细胞的迁移指数相似（17.5%对24.7%，P＜0.05）。然而，槐耳处理后24小时，SKOV3.ip1细胞的迁移指数较未处理细胞下降（19.3%对60.6%，P＜0.05）。对Hey细胞而言，未经处理的Hey细胞在12h内几乎完全愈合，而槐耳处理的Hey细胞仅6h，其迁移指数明显受到抑制（58.2%对29.1%）。p＜0.01）。

4.槐耳可下调细胞增殖、凋亡及细胞粘附或侵袭信号蛋白的表达

为了研究槐耳抑制运动的信号通路，我们用RPPA分析法来评估槐耳对SKOV3和SKOV3.ip1细胞蛋白的影响。RPPA是一种新的高通量技术，它可以监测治疗前后、疾病和非疾病状态之间以及应答者和非应答者之间蛋白质表达的变化[11]。我们用RPPA分析了槐耳治疗和未治疗的卵巢癌细胞株在EGF刺激前后153个蛋白和/或磷酸化位点的表达水平。对于每个样本和每个抗体，未处理细胞和槐耳处理细胞之间的信号差异计算如下[12]：（处理细胞平均值-未处理细胞平均值）/（未处理细胞平均值）×100%。

在所分析的153个蛋白质和磷酸化位点中，在SKOV3和SKOV3.ip1细胞中，7个和10个在处理和未处理条件下的差异超过30%，图5A中分别显示了代表性热图，槐耳处理抑制细胞增殖，改变相关蛋白/磷酸化位点的水平，例如在Y1248和ER蛋白水平降低HER2磷酸化，但在S79上调p53和Taz磷酸化。在SKOV3.ip1细胞中，更多的促增殖蛋白，如ER、c-kit和磷酸化S6（核糖体蛋白S6激酶；在S235-236和S240-244处磷酸化）被槐耳下调。此外，在SKOV3.ip1细胞中，Huaier抑制较长的Bcl亚型（Bcl-xL）的表达，并上调促凋亡蛋白的表达，如p53和切割的聚（ADP核糖）聚合酶（PARP-切割的）（图5B）。
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我们还发现，通过两种细胞系中纤维连接蛋白、β-catenin和小窝蛋白-1表达的下调和SKOV3.ip1细胞claudin 7表达的上调，槐耳可调节细胞粘附和侵袭（图5B）。

图4  槐耳在体外抑制卵巢癌细胞的迁移，如划痕实验所测。（A） 每个培养孔在开始时都会产生一个直的伤口区域，给予槐耳（5mg/ml）与未经处理的细胞相比，伤口闭合过程延迟。在0、12、24h（SKOV3，SKOV3.ip1）或0、6、12h（Hey）采集对照细胞和5mg/mL槐耳处理细胞的代表性图像。（B） 槐耳对迁移指数有明显的抑制作用。条形图表示每个处理的迁移指数，表示为相对于细胞单层移动距离的值。数据表示为期望值±SD。实验至少重复了三次。**P＜0.01表示与对照组比较。

5.pAKT/mTOR/S6通路在槐耳诱导的卵巢癌细胞生长抑制中的作用

利用RPPA，我们发现槐耳的处理抑制了核糖体S6激酶的磷酸化。S6激酶是mTOR通路的主要靶点，它促进细胞生长和增殖。AKT通路是mTOR通路的上游激活因子。因此，我们通过westernblot法分析了pAKT、AKT、pS6（S235-236）和pS6（S240-244）的蛋白[image: image6.png]SKOV3
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水平。我们发现，无论有无EGF刺激，槐耳处理72小时后，SKOV3.ip1细胞的AKT磷酸化显著降低。随着pAKT的减少，S235-236和S240-244处S6的磷酸化也下调。然而，在SKOV3细胞中，仅用槐耳处理的细胞中S6在S235–236和S240–244处的磷酸化下调，而在EGF刺激组中没有下调，而槐耳处理的SKOV3细胞中pAKT略有增加。在Hey细胞中的仅用槐耳处理组和EGF刺激组中，Huaier下调S240–244处S6的磷酸化。（图6）

图5  用反相蛋白阵列（RPPA）检测槐耳对卵巢癌细胞增殖、凋亡、细胞粘附或侵袭相关蛋白的调节作用。（A） 对SKOV3和SKOV3.ip1细胞中4个样本（对照组、槐耳处理72小时、饥饿+EGF刺激、饥饿+EGF刺激+槐耳处理60小时）16个信号分子的表达进行层次聚类分析。细胞簇颜色：红色-上调；绿色-下调；黑色-不变。（B和C）：在SKOV3（B）和SKOV3.ip1（C）细胞中使用RPPA分析槐耳处理和添加EGF后各种蛋白质的表达或磷酸化的倍数变化。对照组和饥饿+EGF刺激组的相对值设为1.0。*：差异倍数＞30%。

6.槐耳通过GSK3b/β-catenin途径抑制细胞侵袭

由于annexinv/PI染色结果表明槐耳可诱导细胞凋亡，RPPA结果进一步表明槐耳可调节多种促凋亡和抗凋亡蛋白，因此我们的结果支持其他研究中观察到的槐耳的促凋亡作用。然而，RPPA分析也表明，参与细胞粘附和侵袭的蛋白质受到槐耳处理的调控（图5）。这表明槐耳可能还有另一种重要的治疗作用，尤其是因为上皮性卵巢癌细胞具有独特的侵袭/转移能力，常植入盆腔或腹腔。

图6  槐耳改变SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中AKT和S6激酶的表达[image: image7.png]L S 2 O e T oy
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。通过westernblot法对四个处理组（对照组、槐耳处理72小时、饥饿+EGF刺激、饥饿+EGF刺激+槐耳处理60小时）的样品的S235和S240处的AKT磷酸化、总AKT水平和S6磷酸化进行测定。蛋白质条带上的数字代表了差异倍数，对照组或饥饿+EGF组的基础水平为1.0。
在这些蛋白质中，β-catenin是E-钙粘蛋白介导的细胞-细胞粘附级联反应的关键成分。利用westernblot法进一步验证了SKOV3、SKOV3ip1和Hey细胞中β-catenin表达的变化。如图7所示，槐耳以时间依赖性的方式显著减少SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中β-catenin的胞浆积累。β-catenin的核表达也降低。我们的数据表明，槐耳不仅抑制蛋白质的表达，而且还抑制β-catenin的核易位。

为了阐明导致β-catenin下调的机制，我们进一步评估了GSK3b（糖原合成激酶3b）的表达，已知GSK3b通过磷酸化β-catenin负调控经典Wnt/β-catenin信号通路，导致其降解[13]。由于S9上GSK3b的磷酸化抑制其活性并阻止β-catenin的靶向降解，因此在槐耳处理后，在S9水平上检测了全细胞裂解产物中的总GSK3b和磷酸化GSK3b。如图8所示，在两种细胞系中，槐耳处理以剂量依赖性方式显著增强GSK3b总表达（13.85-25.64倍）。在SKOV3细胞中，总GSK3b在槐耳处理后48小时表达最高，而在SKOV3.ip1和Hey细胞中，总GSK3b在24小时表达最高。此外，槐耳处理抑制了两种细胞系中GSK3b S9的磷酸化。因此，槐耳处理显著提高了GSK3b的活性水平。

在正常上皮细胞中，β-catenin连接E-钙粘蛋白分子的细胞质尾部，与邻近细胞形成粘附连接。由于E-cadherin表达的缺失使癌细胞具有侵袭性，我们测量了槐耳治疗后三个细胞系中E-cadherin的表达。正如预期的那样，E-cadherin在槐耳处理的Hey细胞中表达增加。然而，如westernblot法分析所示，在SKOV3和SKOV3.ip1细胞中它没有改变。（图S1）

7.槐耳不能抑制GSK3b沉寂的卵巢癌细胞中的β-catenin

与非特异性siRNA组相比，GSK3b特异性siRNA在未经槐耳处理的SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中均能成功地降低S9处的GSK3b总量和磷化-GSK3b。因此，在三种细胞系中，β-catenin没有显著变化。（图9，第1、2、5、6、9、10道）此外，非特异性siRNA不干扰槐耳上调GSK3b和下调β-catenin的表达。（图9，第1、3、5、7、9、11道）然而，在敲除GSK3b后，槐耳处理不能显著抑制β-catenin的表达。即使在Hey细胞中，β-catenin的表达也略有增加。（图9，第2、4、6、8、10、12道）

8.槐耳处理抑制Wnt/β-catenin靶基因表达

鉴于槐耳处理改变了β-catenin的动态变化，导致核β-catenin水平降低，通过实时PCR和westernblot法分析评估了下游Wnt/β-catenin靶基因的表达水平。在SKOV3和SKOV3.ip1细胞中，DIXDC1和LRP6的转录均显著降低。Wnt5A在SKOV3细胞中被抑制。同样，槐耳处理可以抑制Hey细胞中DIXDC1和Wnt5A的表达。（图10A）。细胞周期蛋白D1[image: image8.png]SKOV3 SKOV3.ip1 Hey
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是一种重要的Wnt信号分子，调节细胞周期进程，通过槐耳治疗，三种细胞系的细胞周期蛋白D1也呈时间和剂量依赖性降低。（图10B）
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图8  槐耳处理可增强SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中GSK3b的总表达，抑制GSK3b在ser9的磷酸化。A） 用5mg/ml和7.5mg/ml槐耳分别处理SKOV3、SKOV3.ip1和（C）Hey细胞24、48和72h。未治疗组在每个时间点的基础水平值为1.0。
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图9  特异性转染GSK3b-siRNA后，槐耳不能抑制SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中的β-catenin。用非特异性siRNA（第1、5和9道）和GSK3b特异性siRNA（第2、6和10道）转染细胞。用非特异性siRNA（第3、7和11道）或GSK3b特异性siRNA（第4、8和12道）转染细胞24小时，然后用5mg/ml的槐耳再处理24小时。westernblot法结果显示GSK3b、pS9和β-catenin表达。非特异性siRNA组的基础水平为1。

图10  槐耳处理抑制Wnt/β-catenin靶基因的表达。（A） 槐耳处理改变了SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞中DIDX2、LRP6和Wnt5a基因的转录。以7.5mg/ml的槐耳r处理48h后的细胞为对照，用实时荧光定量PCR法检测基因表达。（B） 用5mg/ml和7.5mg/ml槐耳处理24、48和72h后，细胞周期蛋白D1的表达受到抑制。

9.槐耳对小鼠人卵巢移植瘤生长的抑制作用

为了进一步研究槐耳的作用，我们在小鼠身上进行了异种移植实验。我们发现，与对照组相比，槐耳治疗显著抑制SKOV3细胞的生长，但与顺铂治疗没有协同作用（图11）。

图11  槐耳在体内阻断异种移植瘤生长。将SKOV3细胞（4×106）皮下注射到雌性裸鼠体内。对照组和怀尔、顺铂和怀尔+顺铂治疗组（每组6只）在肿瘤细胞注射后的42天内每周测量两次肿瘤大小。数据表示为期望值±SD。*P＜0.05表示与对照组比较。

四、讨论

由于晚期和复发性卵巢癌的治愈率较低，许多研究者致力于寻找新的治疗策略。中医药作为新药的丰富来源，引起了人们的极大兴趣。除了其他研究[6–8]中发现的抗增殖和促凋亡作用外，我们还提供了证据，证明槐耳可以通过AKT/GSK3b/β-catenin途径抑制卵巢癌细胞的侵袭。

槐耳处理对SKOV3.ip1和Hey细胞的细胞毒性和凋亡作用较SKOV3细胞明显。这些结果表明，具有较高转移潜能的SKOV3.ip1和Hey细胞对槐耳治疗更为敏感。与这一观察结果一致，RPPA和westernblot法分析显示，在SKOV3.ip1细胞中，T308处AKT的磷酸化下调。AKT是mTOR通路的上游激活因子[14]。核糖体S6激酶是mTOR的关键靶点，mTOR控制细胞内蛋白质的合成。S6激酶活性降低导致蛋白质合成和细胞生长减少[15]。S235–236和S240–244处S6磷酸化的降低在SKOV3.ip1和Hey细胞中也比在SKOV3细胞中更明显。我们的实验表明，槐耳通过AKT/S6激酶途径发挥抗增殖作用，特别是对转移潜能较高的卵巢癌细胞。我们推测这种差异效应可能部分归因于具有不同转移性的细胞的内在基因谱潜力。我们的实验表明，槐耳通过AKT/S6激酶途径发挥抗增殖作用，特别是对转移潜能较高的卵巢癌细胞。我们推测这种差异效应可能部分归因于具有不同转移性的细胞的内在基因谱潜力。高通量的方法，如mRNA微阵列或蛋白质阵列，可以帮助确定特定的现象。而在进一步的研究中，还需要更多的细胞系来阐明这一现象。

侵袭和迁移实验表明，槐耳治疗后卵巢癌细胞的侵袭能力明显下降。正如预期的那样，β-catenin是由槐耳调控的几种细胞粘附相关蛋白之一，如RPPA分析所示，并通过westernblot分析进一步证实。β-catenin是E-钙粘蛋白/细胞-细胞粘附复合物的一个组成部分，主要与E-钙粘蛋白在细胞-细胞连接处的细胞质结构域有关[16]。尽管粘附复合物中存在的β-catenin被认为是相对稳定的，但当E-钙粘蛋白功能丧失时，释放的β-catenin被大肠腺瘤性息肉病（APC）/axin/GSK3b复合物中的GSK3b迅速磷酸化，随后被泛素-蛋白酶体途径降解[17]。然而，从质膜上丢失的E-钙粘蛋白释放出β-catenin分子，然后可能迁移到细胞核并与TCF/Lef转录因子结合，从而诱导协调入侵和迁移的基因[18]。

在我们的研究中，用槐耳处理导致总GSK3b的表达显著增加，并且在S9处GSK3b的磷酸化降低。我们证明用槐耳处理SKOV3、SKOV3.ip1和Hey细胞可减少β-catenin的胞浆积累，抑制β-catenin的核易位。β-catenin表达的降低反映了其被GSK3b磷酸化后被蛋白水解而迅速降解，此外，敲除GSK3b干扰了槐耳对β-catenin的下调，进一步说明槐耳通过GSK3b/β-catenin途径发挥其作用。许多研究表明，降低E-cadherin的表达增强了肿瘤细胞的侵袭[19,20]。在我们的研究中，E-cadherin的表达在槐耳处理后仅在Hey细胞中显著增加，但在SKOV3和SKOV3.ip1细胞中没有改变，这可能与在这些细胞中观察到的侵袭能力降低不相容。然而，由于GSK3b的表达增强，细胞质和核β-catenin的显著减少可能会干扰调控侵袭和迁移的基因的表达。

增加的β-catenin核信号可增强许多促进肿瘤进展的基因的转录[21,22]，包括调节侵袭和转移的基因[23]。Wnt靶基因表达降低的检测为Wnt通路抑制提供了额外的证据。在这项研究中，我们证明了槐耳治疗后DIXDC1、LRP6和Wnt5A的表达降低。DIXDC1是Ccd1的人类同源物，是一种Wnt阳性信号通路蛋白，在Wnt下游和axin上游发挥作用，针对p21和细胞周期蛋白D1以促进结肠癌细胞增殖[24]。LRP6吸收axin并散开到质膜，从而破坏β-catenin的降解并促进β-catenin的核易位[25]。Wnt5A几乎参与了非规范Wnt信号的所有方面。关于Wnt5A是否具有促瘤或抑瘤作用，目前存在着相互矛盾的证据。新的证据表明Wnt5A的功能可以根据关键受体的可用性而改变[26]。细胞周期蛋白D1是Wnt的一个重要靶基因，是有丝分裂信号的传感器。细胞周期蛋白依赖性激酶（CDKs）4和6是细胞周期蛋白D1的结合伙伴。活化的细胞周期蛋白D1/CDK4和细胞周期蛋白D1/CDK6复合物促进了从G1期到S期的进展[27]。我们的结果与Burkhalter的发现一致，即β-catenin在上皮性卵巢癌的侵袭和转移中起关键作用[28]。

据报道，GSK3b在卵巢癌中起着非常重要的作用。槐耳增强GSK3b表达的机制尚需进一步探讨。PI3K/AKT信号级联是通过增加GSK3b在S9处的磷酸化来抑制GSK3b的信号途径之一[29,30]。GSK3b也可以被其他蛋白质磷酸化，包括蛋白激酶C、p70核糖体S6激酶和p90RSK[31]；我们的研究结果表明，槐耳处理降低了AKT的磷酸化，提示pAKT的抑制与槐耳诱导的GSK3b表达增加有关。然而，还需要进一步的研究来阐明是否有其他蛋白激酶参与这种作用。

综上所述，槐耳除了通过减少增殖和诱导凋亡来抑制细胞生长外，还通过AKT/GSK3b/β-catenin信号通路降低卵巢癌细胞的迁移率。鉴于其低毒性，槐耳对GSK3b/β-catenin信号转导的影响使其成为靶向卵巢上皮癌细胞侵袭的一种有吸引力的方法。需要进一步的研究来阐明槐耳治疗卵巢癌的其他机制。

五、支持信息

图S1  E-cadherin在SKOV3和SKOV3中的表达无明显变化，但westernblot法（A）和免疫细胞化学（B）结果显示，槐耳处理后Hey细胞的凋亡率升高。

表S1  用于RPPA研究的蛋白质和磷酸化位点。

（译者注：图S11和表S1见附件）
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表S1  RPPA研究中的蛋白质和磷酸化位点

图7  槐耳改变β-catenin动力学。槐耳的处理显著抑制β-catenin的胞质表达和核转位。 用5mg/ml和7.5mg/ml槐耳分别处理（A）SKOV3、（B）SKOV3.ip1和（C）Hey细胞24、48和72h，分别提取胞质和核蛋白。显示有代表性的westernblot印迹。对于β-catenin水平的密度分析，结果标准化为GAPDH（细胞质蛋白）或组蛋白1（核蛋白）的水平。未治疗组在每个时间点的基础水平值为1.0。








