槐耳通过抑制mTOR/S6K信号通路诱导乳腺癌细胞的自噬性死亡
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摘要

由于具有抗肿瘤、抗寄生虫和免疫调节等生物活性，槐耳提取物得到了医学界越来越多的关注。在这项研究中，我们利用MDA-MB-231，MDA-MB-468和MCF7等乳腺癌细胞系，探讨了槐耳提取物诱导的自噬性细胞死亡。槐耳提取物能抑制这三种乳腺癌细胞系的增殖并在细胞胞浆中诱导大量膜性囊泡的产生。同时，电子显微镜、MDC染色、检测自噬标记物及流式细胞学技术均显示槐耳提取物能诱导肿瘤细胞自噬。抑制自噬的发生可减弱槐耳提取物诱导的肿瘤细胞死亡。此外，研究结果显示槐耳提取物可抑制哺乳动物乳腺癌细胞的雷帕霉素（mTOR）/S6K通路。将MDA-MB-231乳腺癌细胞接种在BALB/c nu/nu裸鼠右侧腹部皮下后，槐耳提取物能诱导产生自噬并有效抑制移植瘤的生长。本研究首次证明槐耳提取物可通过抑制乳腺癌细胞mTOR/ S6K通路介导细胞自噬的产生，从而导致细胞死亡。
简介 

乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，也是造成癌症患者死亡的主要因素【1,2】。虽然随着癌症治疗手段的提高，患者的生存率和生活质量得到了明显的改善，但是探寻更加有效的治疗方法仍然至关重要【3,4】。化疗等传统治疗手段会引起严重的副作用和患者的耐药性。因此，为了降低乳腺癌的发病率和死亡率，寻找新型靶向治疗方法迫在眉睫。

近百年来，中草药产品一直被广泛应用。研究表明，其中的某些产品可用于药物研发和癌症治疗【5】。近年来，槐耳提取物因其具有抗肿瘤【6】、抗寄生虫【7】和免疫调节【8】等功效而受到越来越多的关注。我们之前的研究已经证实，槐耳提取物可诱导半胱天冬酶依赖性细胞凋亡，抑制雌激素受体α通路，抑制血管形成，从而抑制乳腺癌【9-11】。然而，槐耳提取物是否能够诱导自噬等其他形式的细胞死亡仍不得而知。

 自噬是一种在进化上高度保守的分解代谢过程，它能够降解细胞内的长寿命蛋白质和受损细胞器，包括内质网，高尔基体和线粒体等【12】。人们认为它是一种细胞度过营养匮乏期的长期生存机制。当营养匮乏或生长因子缺失时，抑制自噬将导致细胞迅速死亡【13】。然而，有研究表明，自噬不仅是一种生存应激反应，也是肿瘤细胞凋亡的重要分子机制【14】。近年来，大量的研究表明自噬可称为人类抗击癌症等疾病的新策略【15,16】。与半胱天冬酶依赖性细胞凋亡相比，自噬性细胞死亡依赖于自噬体与溶酶体。自噬可通过诱导大量不可逆性的细胞内容物降解或激活死亡信号通路来诱导细胞死亡【17】。如丙酮提取物【18】、香泽兰【19】、或 去乙酰化酶【20】等抗癌药物已被证实可通过诱导自噬导致乳腺癌细胞的死亡。

在这项研究中，我们使用MDA-MB-231，MDA-MB-468和MCF7等乳腺癌细胞系，通过体内和体外实验，探索槐耳的抗肿瘤作用。我们发现，槐耳提取物通过诱导细胞自噬抑制乳腺癌细胞生长，我们进一步研究槐耳诱导自噬的信号通路。据我们所知，这项研究第一次证明了槐耳提取物在人乳腺癌细胞中可通过激活mTOR/ S6K通路诱导自噬性细胞死亡。这些结果表明，槐耳提取物可作为人乳腺癌治疗方案中极具发展前景的辅助药剂。
材料和方法

细胞培养和试剂

槐耳颗粒为盖天力药业有限公司（中国，江苏）友情提供和准备【9】。人乳腺癌细胞系MDA-MB-231，MDA-MB-468和MCF7购自美国模式菌种收集中心（ATCC，美国弗吉尼亚州，马纳萨斯），并在含10％FBS（灏洋生物制造有限公司，中国，天津）、100U/ ml青霉素和100μg/ ml链霉素的DMEM培养基（Gibco-BRL公司，美国罗克韦尔）中常规培养。T47D细胞系在含10％胎牛血清和10μg/ ml的牛胰岛素（Sigma-Aldrich公司，美国圣路易斯）的RPMI-1640培养基（Gibco-BRL）中培养。所有细胞均保存在含有5％CO2，37℃恒温的潮湿空气中。3-甲基腺嘌呤（3-MA），氯喹（CQ），单丹磺酰尸胺（MDC）和吖啶橙购自Sigma-Aldrich公司。

MTT法

应用MTT法测定细胞活力，具体步骤参阅【21】。简言之，在96孔板上每孔接种2×10 3个乳腺癌细胞，并37℃恒温过夜贴壁。将含有载体或药物的培养基加入每孔，孵育一定时间后，每孔加入20ul的MTT，37℃孵育4-6小时后用注射器小心吸出上清液，加入100ul二甲基亚砜（DMSO）溶解紫色结晶甲臜。应用吸光度测定酶标仪（Bio-Rad公司，美国赫拉克勒斯）测量每孔在490nm的吸光度值。结果为处理组细胞相对于对照组细胞的相对存活率。 

吖啶橙/溴化乙锭（AO/ EB）双染法

      AO/ EB双染色法具体操作参见 【22】。对照组和实验组细胞均应用4ug/ml吖啶橙和4ug/ml溴化乙啶染色15分钟。染色的细胞用荧光显微镜的红色和绿色通道进行检查。活细胞的核被染成亮绿色，细胞保持正常结构，而早期凋亡的细胞核被染成绿色，并且细胞核更加致密。晚期凋亡细胞核被染成橙红色，并能观察到凝聚的染色体，而坏死细胞核为橙红色，核质正常。

末端脱氧核苷酸转移酶介导的缺口末端标记（TUNEL）法

使用一步法TUNEL凋亡检测试剂盒（碧云天，中国江苏）并根据厂家提供的操作说明书进行TUNEL染色。处理后，用4％多聚甲醛磷酸盐缓冲液固定细胞，PBS冲洗后，冰上0.1％的Triton X-100透化2分钟，然后37℃应用TUNEL试剂盒1小时。使用荧光显微镜对TUNEL阳性细胞（红色荧光）进行成像。

转染小干扰RNA

小干扰RNA（siCON和siLC3B）购自GenePharma公司（中国上海），并根据制造商提供的方案应用Lipofectamine2000（Invitrogen公司）进行转染。

电子显微镜

为了检测槐耳处理的肿瘤细胞的自噬作用，我们在电子显微镜下分析细胞的超微结构。简言之，4ug/ml的槐耳处理细胞48小时，用含2.5％戊二醛、2％多聚甲醛、0.1M的二甲胂酸盐、pH为7.3的缓冲液固定1小时。然后，用含1％OSO4缓冲液处理1小时，并在电子显微镜下进行分析。在80千伏的加速电压下用JEM1010透射电子显微镜（JEOL，皮博迪，马萨诸塞州）观察超薄切片。数字图像通过AMT成像系统（高级显微镜技术，丹弗斯，MA）获得。

免疫荧光染色

为了研究自噬泡的形成，我们通过荧光染色法检测自噬体的特异性标志物LC3B，即细胞在24孔板培养3天后，用4mg/ ml的槐耳颗粒处理48小时。并用4％多聚甲醛室温下固定25分钟后，0.1％的Triton-X100的PBS（PBST）透化处理15min。然后10％山羊血清的PBS封闭，兔抗LC3B单克隆抗体（Cell Signaling Technology公司）和罗丹明缀合的抗兔第二抗体（Kirkegaard＆佩里实验室公司）孵育。核DNA染色用4，6-二脒基-2-苯基 - lindole吲哚（DAPI）染色10分钟。最后，加入抗衰落介质并将玻片立即放在DP71荧光显微镜（Olympus，Tokyo，日本）下观察。

酰戊二胺（MDC）染色

将细胞用含MDC（50uM）的PBS 37℃下孵育20分钟后检测被MDC标记的自噬泡。孵育后，用PBS将细胞反复洗涤（三次）后立即放在DP71荧光显微镜（激发波长，380纳米;发射滤光器，525纳米）下分析。

Western blot分析

       对照组或药物处理的细胞在含50mM的Tris-HCl，pH值7.5，150 mM氯化钠，1％的Nonidet P-40，0.25％脱氧胆酸钠，0.1％SDS以及蛋白酶抑制剂的细胞裂解液中裂解。裂解物以12,000rpm离心15分钟。收集上清液，用12％（对于LC3B抗体）或10％（对于其它初级抗体）SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，并转移至聚偏二氟乙烯膜（ImmobilonP; Millipore公司，贝德福德，马萨诸塞州，美国）上。将膜用5％脱脂牛奶封闭1小时，然后一抗（Cell Signaling Technology公司）孵育4℃过夜。之后，辣根过氧化物酶缀合的二抗标记该膜并用化学发光法检测增强的信号。

流式细胞仪的酸性细胞器水泡分析（AVO）

     为了量化经槐耳处理的细胞AVO的数目变化，细胞用含吖啶橙（1微克/毫升）的PBS，37℃下黑暗中处理15分钟。用PBS洗涤两次，PBS重悬后中立即分析。所得分析数据用BD细胞软件进行处理。

伦理学声明

     动物实验均严格按照山东大学实验动物的护理和使用大纲进行。该方案经山东大学齐鲁医院伦理委员会制定（许可证号：12019）。实验动物均经CO2人道主义安乐死，并尽一切努力将动物的痛苦减少到最小。

体内成瘤法

      体内成瘤实验法具体操作详见【23】。 将MDA-MB-231细胞（2×106）注射到4-5周龄的BALB / c nu / nu雌性小鼠的右侧腹部的皮下。 2天后，将小鼠随机分为载体，槐耳及槐耳+ CQ三组。槐耳组小鼠每日给予100ul含有50mg槐耳颗粒的液体饲喂。所有小鼠每日一次腹腔注射氯喹（15mg/kg）。每4日测量肿瘤大小，并按以下公式计算肿瘤体积：

      体积=（宽2×长）÷2
32天后，处死小鼠并切取移植瘤进行免疫组织化学染色分析。

免疫组织化学具体步骤详见【24】所述。切除后，在10％的中性福尔马林中浸泡肿瘤组织24小时，然后石蜡包埋并将组织切成4um厚的薄片。切片微波加热修复抗原，一抗4℃下孵育过夜。然后用PBS冲洗切片，并用生物素酰化的二抗孵育20分钟，使其与辣根过氧化物酶缀合的链霉亲和素反应。切片用二氨基联苯胺显色，并用苏木精复染。应用奥林巴斯光学显微镜获取肿瘤组织免疫组化图像。

统计学分析

实验数据应用统计软件SPSS（18.0版）进行统计学分析。应用t检验和单向方差分析进行差异确定。所有误差表示三次实验和差值的标准误（SEM），p<0.05差异有统计学意义。

结果
槐耳引起人乳腺癌细胞死亡并发生形态学改变

    我们检测了槐耳对231、468、M7细胞系增殖能力的影响。如图1A，1C和1E所示，槐耳可以抑制三种乳腺癌细胞系的增殖能力，并有剂量-时间依赖性。我们观察到4mg/ml的槐耳作用48小时就可以显著降低细胞的增殖能力(56.16 ± 5.22% in MDA-MB-231; 56.13 ± 7.98% in MDA-MB-468; 41.54 ± 9.03% in MCF7)。除此之外，我们检测到细胞质中有膜性液泡出现，是细胞自噬的标志。因此，我们推测槐耳可以诱导人乳腺癌细胞的自噬性死亡。

    我们用AO/EB染色法和TUNEL方法检测细胞死亡的方式。如图1G和1H所示，槐耳也会引起细胞坏死和凋亡，这与我们实验室早期研究结果一致【9】。

槐耳诱导乳腺癌细胞的自噬

槐耳诱导细胞自噬导致了细胞超微结构的改变。因此，我们用超微电镜检测槐耳刺激后细胞是否发生了自噬作用。如图2A所示，4mg/ml槐耳作用48小时后，细胞形成了明显的自噬小体，这种小体包含大量细胞内容物或膜结构，与细胞正在进行自噬过程相一致。

MDC是自噬小体特异性标记物。图2B显示槐耳作用后的细胞表达高荧光性，并形成更多MDC标记小体，意味着槐耳可以提高细胞质中自噬小体产生。

LC3是最早发现的哺乳动物自噬小体膜的特异性蛋白。在自噬过程中，LC3-I被剪切形成膜相关蛋白LC3-II，而该蛋白参与自噬小体的形成【25】。如图2C所示，在4mg/ml槐耳作用48小时后，LC3B的荧光无论是数量还是强度都明显增强，提示自噬形成。接下来我们用免疫电泳方法检测了几个自噬相关基因的表达。数据显示，槐耳处理过的细胞LC3B-II、Atg7，Beclin-1表达显著升高， p62/SQSTM1降低，并呈现剂量依赖性。

除此之外，槐耳引起的自噬效果在丫啶橙染色后通过流式细胞仪检测，测定酸性自噬滤泡的产生。如图2E所示，槐耳处理导致了酸性自噬滤泡表达升高。以上结果表明，槐耳诱导了自噬产生。

槐耳通过诱导自噬引起乳腺癌细胞死亡

接下来我们用自噬抑制剂3-MA和氯喹（CQ）研究槐耳是否通过自噬途径引起细胞死亡。3-MA是众所周知的自噬小体形成抑制剂，而CQ可以抑制酸性溶酶体介导的降解【26】。用MTT方法检测槐耳与3-MA和CQ联合作用的细胞毒性作用。预先用4uM浓度的3-MA处理细胞后，槐耳处理过的细胞增殖能力得到恢复（如图3A,3C,3E)。除此之外，20uM的CQ可以显著减弱槐耳对乳腺癌细胞系的杀伤作用（如图3B,3D,3F）。

我们应用基因方法进一步验证自噬在槐耳介导的细胞死亡中的作用。我们用siRNA特异性敲除231和M7细胞系的LC3B（如图4A）。丫啶橙染色后用流式细胞仪检测分析，我们发现槐耳可以增强自噬作用，但转染siLC3B后槐耳对自噬的诱导作用消失。正如图4C和4D所示，siLC3B可以抑制槐耳诱导的细胞毒性作用。这些数据表明，抑制自噬可减弱槐耳诱导的细胞毒性作用。
槐耳抑制mTOR/S6K通路

最近的研究表明mTOR/S6K通路的抑制与肿瘤细胞中自噬的产生有关【27，28】。因此，我们用Western blotting的方法研究mTOR/S6K通路是否与槐耳诱导的自噬性死亡有关。如图5A和5B，槐耳可以导致磷酸化的mTOR（p-mTOR）表达量降低，而mTOR总量不变。除此之外，槐耳导致p-mTOR的下游靶基因p70核糖体蛋白S6激酶（p70S6K）、S6和4E-BP1下降，意味着槐耳有抑制mTOR/S6K通路的作用。

由于AMPK是主要的mTOR抑制分子之一，我们也研究了AMPK在槐耳处理过的细胞中的活性【29,30】。正如图5C所示，在三种细胞系中，槐耳均可以激活AMPK，并呈剂量依赖性。

槐耳通过自噬作用抑制裸鼠皮下成瘤

为了确定槐耳是否能在体内实验中抑制肿瘤生长，我们将231细胞注入裸鼠的右侧皮下。如图6所示，与对照组相比，槐耳抑制了移植瘤的生长。第32天，对照组移植瘤约487.5 ± 30.41 mm3大小，槐耳处理过的移植瘤显著减小约42.5 ± 3.54 mm3大小。当槐耳和CQ同时处理裸鼠后，槐耳对肿瘤增长的抑制作用被部分缓解了。

为了探究槐耳在体内实验中抑制肿瘤增长的机制，我们用免疫组化的方法检测了LC3B的表达。如图6C所示，与对照组肿瘤相比，槐耳处理过的肿瘤中LC3B显著增高。除此之外，槐耳在体内实验中提高了LC3B-II, Atg7, Beclin-1的表达，降低了p62/SQSTM1的表达。这些结果表明，槐耳在体内实验中通过诱导自噬作用抑制肿瘤生长。
讨论

越来越多的研究结果证实：在癌症的新型化疗药物中，天然中草药产品具有潜在的光明前景【31, 32】。近年来，槐耳的抗癌作用，包括槐耳通过各种信号途径介导的抑制增殖、抗血管新生及抗转移作用，受到了研究人员的广泛关注【11, 33, 34】。此前我们课题组的研究表明槐耳在ER阴性和阳性的乳腺癌细胞系中均可引起细胞凋亡【9】。本次实验我们研究了槐耳引起的细胞自噬。实验表明：槐耳引起乳腺癌细胞系MDA-MB-231, MDA-MB-468及 MCF7的自噬性细胞死亡。目前为止，这是第一篇研究槐耳通过mTOR/S6K信号通路介导细胞自噬性死亡的报道。
包括放疗和他莫昔芬在内的多种外界刺激都可以引起细胞自噬，因此通过诱导细胞自噬来治疗癌症具有潜在可行性【35–37】。细胞自噬发生时细胞质中的成份分别进入多个膜性小泡，称之为自噬小体。随后自噬小体与溶酶体融合形成自噬溶酶体。自噬溶酶体中的内容物被溶酶体中的酶降解。LC3可以形成自噬小体膜，因此自噬细胞的特征是细胞空泡的出现和LC3的积累【38, 39】。本次实验我们通过电子显微镜及MDC染色研究了槐耳引起的乳腺癌细胞系的自噬。LC3B-Ⅱ表达量的分析表明槐耳引起的细胞自噬是剂量依赖的(图2)。我们进一步研究了经细胞自噬抑制剂或转染了siLC3B的细胞系中的细胞自噬 (图3，图4)。结果表明，细胞自噬可能在槐耳抑制肿瘤发展中发挥重要作用。
近年来，丝氨酸/苏氨酸激酶mTOR成为了重要的临床治疗靶点，大量研究表明mTOR激酶对细胞自噬起到负调控作用。mTOR主要通过以下两种方式调控细胞自噬：首先，mTOR通过许多下游效应蛋白调控转录和翻译【40】；其次，mTOR通过干扰自噬体形成影响Atg蛋白【41】。本试验结果表明槐耳处理的细胞系降低mTOR的活性。槐耳对mTOR活性的抑制作用与其下游靶点p70S6K、S6和 4E-BP1的磷酸化作用丧失有关。该结果表明槐耳可通过抑制mTOR/S6K信号通路引起细胞自噬。
综上所述，本研究首次阐明槐耳在体内和体外实验中均能通过mTOR/S6K信号通路引起细胞自噬性死亡。研究结果表明槐耳由于能够引发细胞自噬可作为一种乳腺癌的抗癌药物应用于临床。槐耳中的有效抗癌成分及其分子机制仍有待于进一步的研究。
图注
图 1.槐耳抑制细胞增殖并破坏细胞内囊性细胞器。（A,C和E)用MTT方法检测槐耳细胞毒性。我们用不同浓度槐耳处理细胞，处理不同时间后用MTT法检测，未处理细胞的增殖能力设为100%。实验数据为三次独立实验结果，重复三次，*P<0.05，**P<0.01。（B,D和F）显微照片提示槐耳作用48小时后，细胞质中出现囊性细胞器。箭头所指处为细胞内的囊泡。（G）丫啶橙/EB双染T47D细胞，检测槐耳引起的细胞凋亡和坏死。标尺50um。（H）TUNEL染色法检测槐耳对231细胞的作用。标尺50um。

图 2.槐耳诱导乳腺癌细胞系的自噬作用。（A）4mg/ml槐耳作用细胞48小时后显微电镜图片及其对照组。标尺100nm.（B）槐耳诱导产生的酸性囊泡细胞器被MDC染色。标尺10um。（C）免疫荧光法检测4mg/ml槐耳处理细胞48小时后LC3B的表达及其对照组。（D）不同浓度槐耳处理细胞48小时后收蛋白，β-actin作为内参。（E）流式细胞仪检测丫啶橙染色的悬浮细胞。FL1-H代表绿色（细胞质和细胞核），FL3-H代表红色（丫啶橙）。第1、2象限代表丫啶橙染色阳性。以上结果是重复三次实验的代表图片。

图 3.槐耳细胞毒性作用的自噬抑制效果。231（A和B）、468（C和D）、M7（E和F）分别用3-MA、CQ预处理后加入槐耳。用MTT法测细胞的增殖能力。实验数据为三次独立实验结果，重复三次，*P<0.05，**P<0.01
图 4. LC3B siRNA抑制槐耳诱导的细胞自噬性死亡。（A）用siRNA抑制LC3B的表达。231和M7细胞转入siLC3B。空白siRNA作为阴性对照。(B)槐耳诱导的自噬作用被LC3B siRNA抑制。231细胞分别转入空白siRNA、空白siRNA加槐耳、LC3B的siRNA、LC3B的siRNA加槐耳。用流式细胞仪检测细胞自噬作用。（C和D）MTT法检测细胞增殖能力。实验数据为三次独立实验结果，重复三次，*P<0.05，**P<0.01
图 5.槐耳抑制mTOR/S6K通路。（A和B）细胞被不同浓度槐耳处理后在预定时间提取蛋白，并用Western blotting方法检测。槐耳对mTOR, p70S6K, S6, 4E-BP1及其磷酸化形式蛋白表达如图所示。（C）槐耳促进AMPK蛋白激活，并呈剂量依赖性。实验数据为三次独立实验结果，重复三次
图 6. 在体内实验中，槐耳通过自噬抑制乳腺癌细胞的生长。（A）如“材料和方法”部分中所说，231细胞被注入裸鼠右侧皮下。用槐耳或联合CQ加药32天之后，用PBS处理移植瘤并拍照。生长曲线及移植瘤如图所示。（C）LC3B抗体进行移植瘤免疫组化染色显微镜拍照如图所示，标尺30um。（D）Western blot分析移植瘤的蛋白表达情况。

