槐耳清膏通过hedgehog通路失活抑制MCF-7乳腺癌细胞的干细胞特性
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摘要  靶向性肿瘤干细胞(CSC)理论为肿瘤治疗提供了新的策略，在本研究中，我们研究了槐耳清膏对乳腺癌干细胞的抑制作用，并探讨了其作用机制。我们的数据表明，不同浓度的槐耳清膏显著降低了乳腺癌细胞球的活性、数量和大小。用槐耳清膏孵育24h后，MCF-7细胞的克隆形成性明显降低，克隆数减少。此外，槐耳清膏可减少表达CD44+/CD24−的细胞数，降低干细胞标记物（OCT-4、NESTIN和NANOG）的水平。hedgehog(Hh)、notch和Wnt/β-catenin通路是调节CSC更新和维持的重要干细胞信号通路。我们报道了槐耳清膏的抑制作用部分依赖于Hh通路的失活。这些发现提供了实验证据，表明槐耳清膏是一种有希望消除乳腺癌干细胞的的治疗药物。
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一、介绍

在全球范围内，乳腺癌已经成为女性中最常被诊断出的癌症，2008年的发病数接近140万[1]。尽管乳腺癌相关死亡人数略有下降（从2002年的14.4/100000下降到2008年的13.9/100000），但乳腺癌仍然是全世界妇女癌症相关死亡的主要原因，几乎占所有癌症死亡人数的14%[2,3]。

癌症患者的标准疗法包括手术切除原发性局部肿瘤和放化疗以消除全身扩散。虽然在治疗方面取得了很大进展，但转移和化疗耐药仍然是肿乳腺癌患者死亡的两个主要原因[4]。据报道，癌症导致的大多数死亡与耐药癌细胞向重要器官转移有关，包括肺、骨、肝和脑[5,6]。事实上，Siegel和他的同事报道说，乳腺癌5年相对生存率从局部肿瘤的99%，到区域性的84%，再到转移性的23%[7]。

目前，越来越多的数据表明，癌症患者的肿瘤转移、复发和治疗抵抗可能是由于肿瘤生长受到一小部分肿瘤干细胞细胞（CSC）或肿瘤起始细胞（TIC）的支持[8–10]。CSC是一种具有增强肿瘤生成能力的肿瘤细胞。它们能够不对称地分裂产生一个干细胞和一个祖细胞，干细胞具有自我更新的能力，祖细胞可以产生具有表型差异的肿瘤细胞。除了严重的副作用外，目前可用的大多数治疗药物只能杀死肿瘤内的大部分癌细胞，而富含CSC的细胞可能被留下来再生更多的恶性肿瘤[11,12]。因此，开发一种能够靶向CSC的无毒、天然的治疗方法非常有必要。

中医药在我国已有数千年的历史，在我国大部分地区的初级卫生保健中仍占重要地位。近年来，中药天然产物作为一种丰富的抗癌新药来源，引起世界各国广泛关注。最近的研究表明，一些膳食化合物，如莱菔硫烷[13]、桑叶提取物[14]和表没食子儿茶素没食子酸酯[15]通过多种调节机制有效地消除CSC。这些发现使我们对槐栓菌抗CSC活性进行了研究(槐耳清膏）。
槐耳清膏是一种中药。从细胞和动物模型的结果来看，槐耳清膏的防癌作用得到了广泛的支持。我们已经用一系列乳腺癌细胞系证明槐耳清膏通过诱导凋亡[16]、抗血管生成活性[17]和抑制ER信号通路[18]抑制乳腺癌生长。然而，槐耳清膏对肿瘤干细胞的作用目前还不清楚。在这项研究中，我们探讨了槐耳清膏是否能抑制MCF-7乳腺癌细胞系的干细胞，这是乳腺癌研究中应用最广泛的细胞模型[19–22]。

二、材料和方法

1.细胞培养和试剂

人乳腺癌细胞系MCF-7细胞购自美国美国模式培养物收集中心（ATCC，美国弗吉尼亚州马纳萨斯）。细胞常规生长在37℃、5%CO2条件下，添加了10%胎牛血清（浩洋生物科技有限公司，中国天津）、100 U/ml青霉素和100μg/ml链霉素在中的杜氏改良Eagle’s培养基（DMEM）（Gibco BRL，美国印第安纳州洛克维尔）中。表皮生长因子（EGF）、碱性成纤维细胞生长因子（bFGF）和牛胰岛素来自Sigma-Aldrich（美国密苏里州圣路易斯）。B27添加剂（50×)购自Gibco 。槐耳清膏由江苏盖天力药业有限公司提供。并且如前所述制成储备溶液[16，17]。
2.球形细胞培养

球形细胞根据已公布的方案培养，并进行了一些修改[23]。简单地说，将悬浮单细胞以10000细胞/ml的密度接种，并在无血清DMEM/F12培养基（Gibco BRL，美国印第安纳州洛克维尔）中生长，添加5μg/ml牛胰岛素、20 ng/ml EGF、20 ng/ml bFGF和1份 B27添加剂。

3.MTT法
采用3-(4,5-二甲基-2-噻唑)-2,5-二苯基溴化四氮唑噻唑蓝用（MTT）法检测槐耳清膏对MCF-7细胞活性的影响。简言之，来自乳腺癌细胞球的单细胞悬浮液维持在球细胞培养基中，并且在有或无槐耳清膏的情况下以每孔3000个细胞的密度接种在96孔孔板中。在指定的处理时间后，向每个孔中加入20μl的 MTT溶液（5 mg/ml），并在37℃下培养4-6 h。将MTT-甲瓒晶体在1000×条件下离心10分钟，然后溶解在二甲基亚砜中，用酶标仪（Bio-Rad，美国加州赫拉克勒斯）测定吸光度。
4.球体形成试验
将贴壁的MCF-7细胞轻轻地进行胰蛋白酶化，洗涤，然后在球形细胞培养基中稀释。培养基每3-4天补充一次。使用奥林巴斯数码相机（奥林巴斯，日本东京）测定了乳腺癌细胞球的数量和大小。乳腺癌细胞球体积的计算公式如下：（长度）×（宽度）2/2。

5.克隆形成试验

为了确定槐耳清膏对单个癌细胞克隆形成特性的抑制作用，对如前所述的克隆形成试验进行了一些修改[24]。简言之，首先将106个细胞置于25-cm2的细胞培养瓶中。37℃下孵育隔夜后，以一定浓度槐耳清膏或作为阴性对照的载体处理细胞，观察细胞的变化。24小时后，细胞以1000个细胞/60mm板的密度再植，一式三份，孵育18天。媒介物每5天更新一次。细胞集落按其形态分为全克隆、部分克隆和副克隆。他们的照片用奥林巴斯数码相机（奥林巴斯，日本东京）拍摄。用0.01%结晶紫染色，统计形成的细胞集落数。这些染色的细胞集落用奥林巴斯数码单反相机Live View功能拍摄的。

6.流式细胞仪分析

遵循先前的方案[25]，采用流式细胞仪分析法检测细胞表面标志物。简单地说，收集细胞并用PharmingenTM染色缓冲液重新悬浮至最终浓度为2×107个细胞/ml。然后，加入荧光色素结合的鼠抗人CD44或CD24及其各自的同型对照物并在冰上孵育20分钟，避光。两次洗涤后，将细胞重新悬浮在0.5 ml染色缓冲液中，并通过FACScanTM流式细胞仪（Becton Dickinson，美国新泽西州富兰克林湖）进行分析。
7.实时定量RT-PCR

根据制造商的说明，用TRIzol试剂（Invitrogen，美国加州卡尔斯巴德）从细胞中提取总RNA。用PrimerScriptTM逆转录酶（RT）试剂盒（TaKaRa）从总RNA中合成cDNA。使用Applied Biosystems StepOneTM和StemOnePlusTM实时PCR系统通过实时PCR来测定信使RNA（mRNA）的相对水平。对几个干细胞基因进行了分析。所用PCR引物如下。人甘油醛3-磷酸脱氢酶（GAPDH）：5′-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3′（前）、5′-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3′（反向）；OCT-4:5′-TTCAGCCAAACGACCATC-3′（前）、5′-GGAAAGGGACCGAGGAGTA-3′（反向）；NANOG：5′-CAACCAGACCCAGAACATCC-3′ （前），5′-TTCCAAAGCAGCCTCCAAG-3′（反向）；NESTIN：5′-AACAGCGACGGAGGTCTCTA-3′（前），5′-TTCTCTTGTCCCGCAGACTT-3′（反向）。GAPDH用于等RNA负载。实验重复三次。

8.Westernblot分析

采用Westernblot法检测槐耳清膏对干细胞抑制作用的相关蛋白。总之，总蛋白（每条带50μg）用10%SDS-PAGE凝胶分离，并用半干印迹仪（Bio-Rad）转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上。在室温下用5%脱脂乳封闭膜1小时，然后在4℃下加入特异性一级抗体培养过夜。用含吐温-20（TBST）的Tris缓冲盐水冲洗三次后，用适当的二级抗体孵育细胞膜。用Pro-lighting HRP试剂检测蛋白条带，用ImageJTM软件分析其密度。β-肌动蛋白表达作为负荷对照。

9.统计分析

所有数据均以平均数±三次重复实验的标准差（SD）表示。两组间的比较采用t检验。单因素或双因素方差分析（ANOVA）用于比较多组之间的差异，然后用Fisher的事后显著性检验。P<0.05具有显著性。采用SSPS（19.0版）进行统计分析。

三、结果
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图1  槐耳清膏抑制MCF-7乳腺癌细胞球形成。（A）用指定浓度的槐耳清膏处理MCF-7乳腺癌细胞球3-7天。MTT法检测乳腺癌细胞球的生存能力。（B）槐耳清膏在治疗7天后减少了乳腺癌细胞球的数量。（C）与对照组相比，观察到较小尺寸的乳腺癌细胞球。细胞球的代表性图像如上图所示。实验被独立地重复至少三次。*P<0.05, **P<0.01,#P<0.05, ##P<0.01, &&P<0.01。
1.槐耳清膏对MCF-7乳腺癌细胞球的生长有抑制作用

据报道，癌症干细胞在非粘附、无血清的生长条件下富集[23]。为了确定槐耳清膏是否能抑制肿瘤干细胞的生长和活性，我们将MCF-7球形细胞用作乳腺癌干细胞的模型[26]。首先用MTT法检测乳腺癌细胞球的存活率。在有无槐耳清膏的条件下，MCF-7细胞呈乳腺癌细胞球状生长。用浓度增加的槐耳清膏处理3、5或7天后，细胞存活率如图1A所示。随着槐耳清膏浓度的增加，细胞活性下降，3d内半数最大抑制浓度（IC50）为2.758±0.441mg/ml，这几乎是MCF-7体细胞IC50的两倍（4.081±0.611mg/ml，我们以前的数据）[16]。这些数据表明，相比块状癌细胞，槐耳清膏优先针对干细胞样细胞。

为了评价槐耳清膏是否能抑制体外乳腺癌细胞球的形成，在存在或不存在槐耳清膏的情况下，MCF-7细胞生长成乳腺癌细胞球。如图1B、C所示，槐耳清膏显著抑制初生球体的形成。槐耳清膏处理7天后，乳腺癌细胞球的数量分别从184.25±3.77（空白对照）减少到102±13.44（0.5mg/ml）、27.5±7.77（1mg/ml）和8.5±0.71（2mg/ml）。不仅细胞球的数量显著减少（P<0.01），而且细胞球的大小也显著减小（P<0.05）。但有趣的是，能够抑制乳腺癌细胞球形成的槐耳清膏浓度（IC50=0.518±0.029 mg/ml）比MTT试验中显示抗增殖作用的浓度（IC50=2.110±0.324 mg/ml，持续7天）低4倍。因此，图1的数据表明，细胞死亡不是抑制乳腺癌细胞球形成的主要因素。
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图2  槐耳清膏可降低MCF-7细胞的克隆形成能力。（A）将1000个处理过的细胞置于60mm板中。培养18天后，对菌落进行染色和计数。（B）MCF-7细胞系的集落异质性在代表性图片中显示。孵育结束时对每种类型的集落进行计数。重复实验的结果在直方图中以期望值±标准差表示，*P<0.05，**P<0.01。
2.槐耳清膏抑制乳腺癌细胞的克隆形成能力

通过集落形成实验进一步评价槐耳清膏对肿瘤干细胞的作用。克隆形成试验是评价单个细胞通过持续增殖形成微集落能力的一种方法。它已被用来评估癌症干细胞的特征[14]。如图2A所示，槐耳清膏呈剂量依赖性减少集落形成。经4mg/ml槐耳清膏处理24h，集落数减少约22.81%。当槐耳清膏浓度达到8～12mg/ml时，槐耳清膏浓度显著降低（P<0.01）。

已经在几个细胞系中观察到产生多种集落形态的异质能力[27，28]。根据形态差异，集落分为全克隆、部分克隆和副克隆（图2B）。全克隆主要由小而紧密的细胞组成，细胞边缘几乎呈圆形。副克隆含有大而扁平的细胞，边缘不规则。然而，在全克隆和副克隆之间，部分克隆有褶皱的边界线和中间形态。据报道，来自全克隆的细胞表现出癌症干细胞的某些特征[28，29]。因此，我们通过对细胞集落组成的测定，进一步确定了槐耳清膏对肿瘤干细胞的抑制作用。如图2B所示，槐耳清膏以浓度依赖性的方式显著降低了全克隆的百分比。以12mg/ml槐耳清膏孵育24h，全克隆仅占2.02±0.68%，而在空白对照组中为13.63±1.35%（P<0.01）。
3.槐耳清膏能有效清除CD44+/CD24−细胞和下调的干细胞基因特征

以前，CD44+/CD24−细胞被认为具有肿瘤干细胞样的特性，这些细胞表面标记物已被用作从亲代细胞系中分离癌干细胞的功能标记物[30]。据报道，CD44+/CD24−可作为分离对化疗耐药的肿瘤干细胞的潜在标志物[31]。然后，我们检测了随槐耳清膏浓度的增加，粘附的MCF-7细胞中CD44和CD24−的表达。如图3A所示，槐耳清膏呈浓度依赖性显著抑制表达CD44+/CD24−的细胞数量（P<0.01）。用槐耳清膏治疗后，与空白对照组相比，CD44+/CD24−的百分率明显下降 ，贴壁亲本细胞的细胞数分别下降了50.23%（2mg/ml）、61.36%（4mg/ml）和62.73%（8mg/ml）。

此外，我们还分析了几种著名的干细胞标志物如OCT-4、NESTIN和NANOG的表达。如图3B，C所示，经槐耳清膏处理后，OCT-4、NESTIN和NANOG的mRNA水平以时间和剂量依赖性的方式显著降低。
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图3  槐耳清膏降低CD44+/CD24−细胞群体和下调的干性基因特征。（A）通过槐耳清膏抑制CD44+/CD24−细胞群。用指定浓度的槐耳清膏处理24h后，用流式细胞仪检测细胞表面标记物。上面显示了一组具有代表性的流式细胞术图。（B）用或不用4mg/ml槐耳清膏处理MCF-7细胞24、48和72h。（C）用槐耳清膏（0-8mg/ml）孵育MCF7细胞24h。以GAPDH为负载对照，采用实时荧光定量PCR检测OCT-4、NESTIN和NANOG的表达。槐耳清膏降低干细胞标志物呈时间和剂量依赖性。数据以期望值±标准差表示（n≥3)。 *P<0.05，**P<0.01
4.槐耳清膏对干性的抑制作用部分依赖于hedgehog通路的失活

为了进一步研究槐耳清膏的抑制作用机制，我们探讨了几种对CSC进展的重要通路。在各种通路中，hedgehog（Hh）、notch和Wnt/β-连环蛋白信号通路在调控CSC恢复中起着重要作用。因此，我们检测了槐耳清膏处理后它们的变化。来自图4的数据表明，槐耳清膏以时间和剂量依赖性的方式明显抑制Hh通路的激活，而不显著影响notch和Wnt/β-连环蛋白信号通路。值得注意的是，与空白对照组相比，槐耳清膏处理24小时后，Gli1的表达明显下降，分别下降为44.26±7.53（2mg/ml）、51.74±7.06（4mg/ml）和58.53±6.74%（8mg/ml）。以上结果表明，槐耳清膏通过调节Hh信号通路，对乳腺癌干细胞具有高效的杀伤作用。
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图4  槐耳清膏抑制MCF-7乳腺癌细胞中的Hh通路。在指定时间内用不同浓度的槐耳清膏处理细胞。然后，以β-肌动蛋白作为负载对照，通过westernblot法分析Wnt/β-连环蛋白、notch和Hh通路。结果以期望值±标准差表示。**P<0.01

四、讨论

在过去的几年中，越来越多的证据表明肿瘤是由异质细胞群组成的，其中只有一小部分可定义的细胞亚群通过持续的自我更新和分化负责肿瘤的发生、增殖、转移和化疗耐药[32]。由于传统的抗癌药物已经被开发出来抑制癌细胞的生长，因此不能清除肿瘤干细胞被认为是肿瘤复发的一个关键因素[33]。因此，消除肿瘤干细胞是克服肿瘤耐药性、减少复发的有效策略。

2003年，Clarke和他的同事们首先通过对CD44+/CD24−的分类，从临床标本中分离出假定的乳腺癌干细胞。在他们的研究中，只有1000个CSC能够形成肿瘤，而成千上万个未分类的细胞却不能。虽然第一批乳腺干细胞是从患者中分离出来的，但由于来源稀少，对干细胞的研究受到限制。最近的研究表明，一些癌细胞系含有假定的CSC[34]。因这些肿瘤干细胞资源丰富，操作简便，故在干细胞研究中发挥着重要作用。假定的干细胞通过多种方法鉴定，包括在无血清培养中培养球形细胞[35]、侧群（SP）细胞[36]和用流式细胞仪分类CD44+/CD24−细胞[30]。
槐耳清膏在中医中的应用已有数千年的历史。最近的研究证明了它的抗癌、抗血管生成、抗细粒棘球蚴和免疫调节作用[16、17、37、38]。通过抑制PI3K/Akt通路，槐耳清膏可以显著抑制肿瘤细胞的进展[39，40]。在本研究中，我们首次报道了槐耳清膏对肿瘤干细胞的化学治疗作用，如增加细胞分化、抑制自我更新、下调CSC标志物和使其相关通路失活。

在这项研究中，我们报道了乳腺癌细胞球暴露于槐耳清膏中3至7天导致乳腺癌细胞球活性降低。随着槐耳清膏浓度的增加，乳腺癌细胞球的数量和大小显著减小。值得注意的是，对CSC有显著抑制作用的槐耳清膏浓度只能对MCF-7细胞株产生较轻微的影响（与我们先前发表的数据相比）。以上结果提示槐耳清膏对肿瘤干细胞有较好的抑制作用。

由于血清被认为可以诱导分化，Dontu和他的同事首先通过无血清乳腺癌细胞球培养分离出乳腺癌干细胞[23]。由于干细胞在缺乏血清的条件下生长和自我更新的能力，因此，分化细胞不能在该培养基中存活。槐耳清膏对乳腺癌细胞球形成的抑制作用表明其具有潜在的抗CSC活性。此外，表面标记，例如CD44+/CD24−, 已经被用来区分乳腺干细胞和分化的癌细胞。因此，我们采用流式细胞术检测槐耳清膏对CSC的靶向性。如图3A所示，槐耳清膏能明显抑制50.23%至62.73%的MCF-7细胞中CD44+/CD24−表达。

为了探讨槐耳清膏有效抗CSC活性的机制，我们分析了CSC发展所必需的几种通路（Hh、notch和Wnt/β-连环蛋白），揭示了Hh通路的失活是槐耳的效果所必需的。Hh信号通路与正常乳腺发育和乳腺癌进展相关[41]。通路激活是由分泌和脂质修饰的Hh配体与patched-1（Ptch-1）结合启动的，patched-1是靶细胞上的一种12通道跨膜受体。一旦Hh配体与Ptch-1结合，平滑（Smo）抑制被解除，导致含有Gli转录因子（Gli1、Gli2和Gli3）的锌指蛋白家族的Smo激活。在稳定和激活后，Gli蛋白易位到细胞核，在那里Gli1和Gli2激活靶基因转录，Gli3充当阻遏物[42–44]。因此，我们认为槐耳清膏可能通过Hh通路调控MCF-7的干性。

综上所述，我们首次证明槐耳清膏通过Hh通路的失活，通过抑制MCF-7乳腺癌细胞的自我更新和肿瘤干细胞标志物的表达来消除肿瘤干细胞。这些结果提示槐耳清膏可能是改善目前乳腺癌治疗的有效药物。
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