槐耳通过挽救Hippo信号通路中被破坏的转录调控来调节细胞命运
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摘要

背景  在东亚历史上的自然疗法中，越来越多的研究发现，槐耳（Trametes robiniophila murr）在长寿和健康维持方面的功效显著。但更重要的是，槐耳在肿瘤方面似乎也有作用。 槐耳针对的肿瘤与受Hippo通路功能强烈影响的肿瘤几乎完全重叠，Hippo通路功能也被称为肿瘤抑制机制。

目的  我们发起本研究以证明这一假设，即Hippo信号通路是槐耳对肿瘤和多种生理疾病效果的主要分子调控机制。

方法  我们用有过度表达的非磷酸化Yorkie（Yki:V5S168A）的Hippo通路，遗传上转录控制中断的果蝇作为癌症模型，进行了体内研究。此外还使用这些癌症模型突变体进行代谢组分析，并与健康对照组进行比较。

结果  应用槐耳的治疗明显诱发突变体糙眼形成的恢复，表明由遗传诱导的超量转录激活因子能中断肿瘤抑制的机制。如临床观察所示，这些改善呈现出剂量依赖性。同时，基于GC / MS的代谢组学分析显示，槐耳摄取导致突变体果蝇的代谢特征会明显转换成到早期发育阶段。

结论  本研究发现，槐耳效果的广泛是基于挽救中断的Hippo信号通路控制，特别是转录失调的恢复。代谢组学特征的改变可以解释经过长时间的槐耳治疗后组织恢复的分子基础，即通过胚胎发生和随后受损组织中细胞的正常发育来调节细胞命运的潜力。

关键词  槐耳（槐栓菌）；肿瘤辅助治疗；Hippo信号通路；YAP/TAZ (Yorkie)；代谢组学分析
1、介绍

据报道，槐耳治疗已广泛应用于乳腺癌[2]，肺癌[3]，卵巢癌[4]，胃癌，胰腺癌，肝癌[5-7]，结肠直肠癌[8] ，和前列腺癌，包括纤维肉瘤[9]。此外，不仅有抗肿瘤和抗血管生成的抗增殖作用，而且可以抑制转移[4]，抑制耐药性和肿瘤干细胞[8-10]，诱导自噬性癌细胞死亡[2,11]和免疫调节[12]。不仅在肿瘤方面，在肝、肾、皮肤病变的功能障碍中，槐耳也表现出典型的疗效。
癌症研究最新进展显示能够通过对早期癌症的非侵袭性剥离来预防肿瘤进展[13,14]，但传统治疗对3期或更晚期病例仍有诸多限制。因此需要有效的、无毒副作用的替代疗法。尽管肿瘤靶向分子的鉴定和验证方法的进展迅猛[15,16]，但目前的技术尚未成功解决这个问题，其中部分原因是单靶向药物对疾病有一定的限制。这可能是源于多个因素和整个生命周期内的环境压力[17]。

另一方面，天然中草药和产品，针对多种细胞事件，预计将在许多疾病的新疗法开发中发挥重要作用[18,19]。不仅对癌症，我们还观察到槐耳的多方面疗效，尤其是对肝功能不全、肾炎、支气管扩张症、便秘和皮肤病变，它呈剂量依赖性（见图1）。基于这些临床意义，我们很难确定槐耳对这些多种疾病和病症的分子机制。此外，在医学上具有重要性的天然中草药极难以标准化的质量进行批量制备，这在长期以来阻碍了其广泛使用和向公众推广。现在，技术进步，这些有用的物种得以大量培育，传统颗粒形式的质量控制始于1970年代[7,19]。目前，槐耳是中国公认的专利抗癌药物（中国药品批准文号Z20000109），特别是对肝癌和乳腺癌[1,2-5-7,10,11]。

槐耳的有效成分是蛋白多糖，由41.53％的多糖、12.93％的氨基酸和8.72％的水分组成[1]。蛋白多糖是槐耳提取物中所有分离成分中最有效的抗肿瘤成分。在乳腺癌MCF-7，肝癌H22，Lewis肺癌和小鼠肉瘤S180细胞系（数据未发表）研究中疗效已被证实。更重要的是，槐耳无毒副作用（LD50=∞），并且通过剂量依赖的方式，可以在任何健康问题中进行广泛使用，且不会妨碍常规治疗。

我们已经证实，在接种癌细胞的小鼠和大鼠身上，肿瘤肿块都能被彻底清除，但具体的机制尚不清楚。关于槐耳抗癌作用的分子基础，许多使用槐耳提取物的报道都表明了，存在可能与特定的癌细胞死亡相关的各种独立系统和因素[1,3-5,7-11]。这些体外研究表明多种分子机制可导致肿瘤特异性凋亡、自噬细胞死亡，甚至对具有特异性免疫调节的转移性病变也有效[1,12]。我们寻找可以解释临床特征中观察到的多个事件的候选通路时。它应该具有整合多个信号级联以调节组织和器官稳态以及多器官和组织中的特征。它应该具有这一特性，即整合多个器官和组织中的多个信号级联以调节组织和器官内稳态的特性。

综上所述，我们根据组织和细胞类型的特异性重点研究了Hippo信号通路，以及其在肿瘤进展中的作用。自1995年在果蝇中发现Wrts激酶以来，Hippo信号通路研究的快速进展已经突显了其通过细胞自我更新对组织再生的重要作用，以及与大范围的器官和细胞类型中的肿瘤进展存在联系[20]。从Hippo（哺乳动物Mst1 / 2）到Yorkie（哺乳动物YAP）的核心信号级联很好理解[20-22]。因此，Hippo通路及其调控因子在诸如（神经）退化和癌症等疾病中提供了良好的治疗靶点[21]。
 Hippo信号通路由高度保守的激酶级联（MAT和Lats）和下游转录共激活因子（YAP和TAZ）[23]组成，其通过在组织稳态中调节组织特异性干细胞，从而起关键作用。Hippo通路的失调与肝脏，肺，结肠直肠，卵巢和前列腺中报道的肿瘤发展有关。而这和槐耳的靶点完全重叠。尽管有一个复杂的上游输入网络调节Hippo通路活动，但假设Hippo通路将来自多个信号通路的所有这些输入共同融合在一起，以产生协调一致的细胞反应。

我们利用转基因突变果蝇在体内启动了分子学方法，该突变体过度表达非磷酸化的Yorkie(Yki:V5S168A，下面称ykiS168A)通过转录刺激[24]增强细胞增殖。磷酸化YAP/TAZ（Yorkie）位于细胞质，降低肿瘤生长，而非磷酸化YAP/TAZ（Yorkie）主要位于细胞核，促进细胞和肿瘤信号传导与肿瘤相关进展[2,21,22]。转录控制的失调可以通过眼睛成像盘中的严重过度生长表型（糙眼形成）观察到[24,25]。

槐耳摄入明显使突变体形成的糙眼得到恢复，这表明肿瘤抑制机制得到挽救。正如临床观察所示，这些改善以剂量依赖性方式发生。鉴于对照组果蝇显示正常的成熟期特征，基于GC/MS的代谢组学分析将处理过的突变体代谢特征改变为早期发育阶段代谢特征。因此，槐耳证实了其在Hippo信号通路中的肿瘤和转录失调的功效，这可能表明其对Hippo通路转录失调引起的其他疾病能产生广泛作用。此外，槐耳可能在重置胚胎干细胞和各种祖细胞中观察到的组织潜力方面发挥关键作用[20-22]，并在长期治疗过程中重新开始正常的细胞增殖和分化。

2、材料与方法

2.1  槐耳对癌灶抗癌作用的临床评价

本研究的临床数据、CT、PET和照片图像均在东海大学附属医院获得与进行分析，并取得了每位患者的知情同意。

2.2  常规槐耳颗粒的准备

市售的槐耳颗粒(Trametes robiniophila murr，槐栓菌)由日本供应商(日本汉方新药有株式会社，日本东京)提供。本研究中使用的成分与公众场合常用的成分相同，未进行人工修饰或提取。槐耳提取物的有效成分为蛋白多糖，其中多糖占41.53%，氨基酸占12.93%，水分占8.72%。

2.3  果蝇品系与摄食条件

果蝇品系饲养在25℃，含0.65%琼脂、10%葡萄糖、4%干酵母、5%玉米粉和3%米粉的标准食物上。携带w；UAS-ykiS168A：V524的果蝇获得自印第安纳大学布鲁明顿果蝇库存中心。本研究中使用的GMR-GAL4在前面已有描述[22,24]。标准食物含有0.65%琼脂、10%葡萄糖、4%干酵母、5%玉米粉和3%米粉，用于喂养孵化的果蝇幼虫。将所需浓度的槐耳颗粒与标准食物充分混合，成人期大约需要7天进入成年期，用于以下分析。使用加了食用亮蓝的酵母膏（FD&C Blue Dye No.1，Sigma-Aldrich）检查喂养行为。

2.4  果蝇活性测定

为评价槐耳对果蝇生长发育的影响，进行了活性测定[24]。采集1龄幼虫进行活性分析。在25℃条件下，在一个塑料瓶中饲养10只幼虫，该塑料瓶含有1毫升添加或不添加指示量的槐耳的速溶果蝇培养基（配方4-24，蓝色，卡罗莱纳州生物供应公司，美国北卡罗来纳州伯灵顿）。数出蛹和破蛹的成年果蝇数量。对每个品系进行了6次独立试验。通过检测幼虫和成虫肠道的蓝色，确定其摄入了含槐耳的食物。P值采用t检验计算，误差柱代表期望值的标准误。所有数据均以期望值±标准误显示。使用GraphPad Prism软件（版本6.02）-XY分析。当P值＜0.05时，对比的结果被认为具有统计学意义。

2.5 通过扫描电镜分析评估槐耳效果对糙眼表型的影响
为了定性和定量地评价成虫复眼的形态变化，在高真空状态下，由1龄幼虫喂养成的成年果蝇被麻醉，在扫描电子显微镜（基恩士VE-7800，基恩士公司，日本大阪）下放置和观察。在每个试验中，用扫描电镜同时检测每个品系至少5只新破蛹的成年雄果蝇的眼部表型。每个品系进行了六次独立实验。
2.6 通过5'-乙炔基-2'-脱氧尿嘧啶核苷(EdU)标记评价槐耳对中断的Yorkie转录调控的影响
为了评估槐耳喂养后的眼镜成像盘细胞增殖情况，按照之前报道的[24]进行EdU检测。S期细胞检测使用Invitrogen公司的EdU标记试剂盒(Click-iT EdU Alexa Flour 488成像试剂盒与Click-iT EdU Alexa Flour594成像试剂盒， 赛默飞世尔科技公司，美国马萨诸塞州沃尔瑟姆)。在PBS中解剖三龄幼虫，并在25℃下，将眼成像盘悬浮在Grace昆虫培养基中，在10mmol EdU存在下培养60分钟。然后在25℃下，用3.7%多聚甲醛将样本固定在pH值调至7.4的PBS中，持续20分钟。固定后，在PBS中用3% BSA洗涤样本，并在25℃下用0.5% 的Triton X-100渗透20分钟。然后，样本在PBS中用3% BSA洗涤，用Click-iT反应混合物在25ºC下孵育30分钟(按照制造商的说明)。在PBS中进一步用3% BSA洗涤后，PBS、样本用Hoechst 33342 (Invitrogen, 赛默飞世尔科技公司，美国马萨诸塞州沃尔瑟姆)染色来标记DNA。最后样本装载在共聚焦激光扫描显微镜(奥林巴斯 FLUOVIEW FV10i和奥林巴斯FV1000，日本东京)下观察。
2.7 代谢组学分析
用167 mg/ml的槐耳处理新孵化果蝇7天。槐耳被标明，立即直接冷冻在液氮中，并储存在-20℃下，直到提取[24,26]。使用的品系为为野生型果蝇Canton S和携带w;UAS-ykiS168A的转基因突变品系。

2.8 用于气相色谱-质谱分析的样本提取和衍生化
萃取和衍生用于气相色谱/质谱，如前所述[27]。简言之，在提取前将冻干后的样本用球磨机在20 Hz下粉碎5 min，以提高提取效率。然后，每个样本(大约20只冷冻干燥的成年雄蝇)用1ml溶剂提取5mg，溶剂由甲醇/水/氯仿(2.5：1：1)组成。随后加入60µl核糖醇(0.2 mg/ml)作内标。4℃下，16000×g离心3分钟后，将900µl上清液转移到1.5 ml微管中，与400µl蒸馏水混合(和光纯药，日本东京)。反复离心后，将400µl极性相转移到新的1.5 ml微离心管中。然后，用离心浓缩仪(CC-105, Tomy公司，日本东京)去除溶剂2小时，然后将样本冷冻干燥过夜。样本衍生化是通过在吡啶（50µl，10 mg/ml）中使用甲氧基胺盐酸盐（Sigma Aldrich，美国密苏里州圣路易斯），在30℃下进行90分钟的肟化，然后使用25µl 的N-甲基-N-(三甲基硅基)三氟乙酰胺(MSTFA) (GL科技， 日本东京)在37℃下进行30分钟硅化反应。

2.9 气相色谱-质谱分析
如前所述，用配备了CP-SIL 8 CB低流失柱（0.25 mm×30 m，0.25µm，瓦里安公司，美国加州帕洛阿托）和AOC-20i/s自动进样器（岛津，日本京都）的GCMS-QP2010 Ultra气质联用仪（岛津，日本京都）进行气相色谱-四极杆质谱分析。在分析前完成质谱仪的调校。以25:1（v/v）的分离模式注入一微升衍生样品，注入温度为230℃。载气流速1.12 ml/min，线速度39 cm/s。温度在80℃下保持2 分钟，以15℃/min提高至330℃，然后保持6分钟。质谱接口温度250℃，离子源温度为200℃。在70eV下通过电子电离(EI)生成离子。以10000个单位/秒记录质量范围m/z 85-500上的光谱。
2.10 数据处理
使用GC-MS Solution软件包(岛津)将原始色谱数据转换为ANDI文件(分析数据交换协议，*.cdf)。数据导入MetAlign软件(荷兰瓦格宁根大学与研究中心，可在http://www.pri.wur.nl/UK/products/MetAlign/网站免费获得)，用于峰的选择和比对。每个化合物的峰强度根据核糖醇内标标准化。使用AIoutput2 (版本 1.29)作为注释软件。以标准烷烃混合物为基础，计算所有检测到的代谢物的保留指数，并将保留指数与我们的内部文库[26]进行比较，对代谢物进行初步鉴定。
3、结果

3.1 槐耳抗癌作用的临床意义

槐耳(Trametes robiniophila murr，槐栓菌)在日本临床应用已近20年，对不同时期的肿瘤[1]均显示出显著疗效。本研究是基于对槐耳加上或者不加上常规肿瘤治疗的抗癌作用的临床观察。图1总结了典型特征。在有淋巴结转移的乳腺癌中观察到癌灶完全消除（图1A）。迄今为止，5年未化疗，未发现转移或复发。

在一例肾上腺肿瘤中也观察到，在没有化疗情况下能预防复发和转移（图1B），并且这种情况恰好与手术切除肿瘤块后一年内不孕症的治愈有关。 槐耳显示出对3期内分泌和生殖器官肿瘤（如肾上腺肿瘤，前列腺癌，卵巢癌和乳腺癌）的治疗效果。 槐耳的抗癌作用的剂量依赖性较为强烈，每天20g，4周时病变会完全消除、收缩或坏死，患者预后能明显改善（图1A和1B）。
槐耳的抗癌作用不仅能针对原发性肿瘤病变或癌细胞，而且在结肠直肠癌后期的大量转移性病变（图1C）上也是显著的。在这种情况下，推荐每天使用60g的槐耳伴随常规化疗，甚至每天20g也可以预防化疗副作用和化疗耐药性 [9,11]。
此外，槐耳不仅有抗增殖作用和抗血管生成作用（图1B），而且特别是对皮肤病变具有典型的疗效（图1D）。湿疹和肝功能障碍（家族性）的严重瘙痒能在4周内消失，我们在每天服用3g 槐耳的7天后观察到病变中的免疫激活。患者在3个月内会从皮肤病变以及肝功能障碍（家族性）完全恢复。

肿瘤患者接受治疗2年后，剂量可以逐渐减少，能从20g降到3g，且至今未发现转移或复发。更重要的是这些患者的生活质量保持得很好，日常生活没有限制。 4期肿瘤严重病例的预后效果显著（3-5年或以上），且没有引起任何疼痛或生理紊乱。但是，我们必须强调，槐耳对传染病以及生理损伤引起的疼痛无效。
[image: image1.png]Melanin pigmentation by steroids

5 months after treatment




 图1   槐耳对肿瘤的抗增殖作用，抗血管发生、转移和诱导自噬性癌细胞死亡
（A）49岁左侧乳腺癌患者（3期）的PET图像，通过活检检测出侵袭到相邻淋巴结。术前4周开始，每天服用20克，持续一年。通过病理学分析，在切除的病变和淋巴结中未检出癌细胞。

（B）具有左肾上腺肿瘤（嗜铬细胞瘤），CD56（+），嗜铬粒蛋白A（+），突触泡蛋白（+）和淋巴结侵袭的35岁男性的CT图像。经腹腔镜手术切除术后12周，每天服药20g，持续18个月。 YouTube可以看到三维视频（https://www.youtube.com/watch?v=ScaBDkrEGKc，国内读者请点击腾讯视频链接https://v.qq.com/x/page/c327088b5ix.html）。绿色团块是肾上腺肿瘤，蓝色团块是肾脏。肿瘤由多个囊肿组成，其中充满大量出血性坏死。在槐耳治疗后，肿瘤的大小没有变化，没有观察到显著的血管生成。

（C）CT图像显示68岁男性结直肠癌男性短期转移灶的改善（4期）。手术后8年，3个月每天服用20g槐耳:（上）肺转移灶，（下）骨转移。

（D）从腹部到背部区域发生广泛的湿疹，伴有肝功能障碍，应用类固醇4个月。 槐耳每天服用3g×2次，持续4周。注意第1天的急性炎症性水肿。除了长时间应用类固醇霜引起的色素沉着外，湿疹和严重瘙痒在4周内消失，无复发。

3.2 验证为试验设计的果蝇模型

为了证明Hippo信号通路是槐耳给药引起的主要整合分子机制的假设，我们使用果蝇模型，计划并进行了一个“简单明了”的演示。因为预期寿命短和不受控制的细胞增殖，转基因果蝇成为我们揭示我们目的的一个模型 [17,24]。过度表达去磷酸化形式Yki（Yki：V5S168A;以下描述为ykiS168A）的转基因突变体果蝇，通过转录，增强细胞增殖[21-24]。假设的槐耳（及后来被证明）有效的位点如图2所示。（原始示意图来自管坤良博士发表于EMBO Rep 25，642-656（2014）[20]的文献）。磷酸化的YAP / TAZ（Yorkie）定位于细胞质，减少肿瘤生长，而未磷酸化的YAP / TAZ（Yorkie）主要定位在细胞核中，促进细胞和肿瘤信号，其与肿瘤进展相关[20-23]。转录控制的失调可以通过眼睛视盘（糙眼形成）中严重过度生长表型来观察[24,25]。

为了分析槐耳的药效，我们首先通过给药试验[24]证实其毒副作用。在日本，国立癌症中心按需提供实验服务，特别是对人类疾病的分子研究。然而，即使对分子基础进行了详细的分析，迄今仍未提供使用候选化合物成功控制疾病的证据。
在本研究中，我们选择使用市售的槐耳颗粒。据报道，槐耳颗粒比槐耳清膏更有效，且各成分的作用均有累积[1,12]。
以下是在日本京都工艺纤维大学附属国立果蝇研究中心连续进行3年的试验。这些试验已经连续进行了3.5年，如前所述，并由实验室负责人进行了严格的再确认[24,28]。每个试验至少进行三次，并且有三名独立研究人员与国立癌症中心的实验室成员确认数据。用加了食用亮蓝(FD&C Blue Dye No.1，Sigma Aldrich)的酵母膏检查饲养行为，野生型和转基因突变果蝇之间未检测到差异[17,24]。

用野生型幼虫（图3）检测了不同剂量的槐耳影响，证实了槐耳化合物对实验模型的毒性。喂养野生型Canton S和转基因果蝇的槐耳，在高达167mg / ml时的成蛹率方面，没有显示出任何差异（图3A和3B）。类似地，对于高达333mg / ml的槐耳喂养后，果蝇羽化速率也不影响或改变（图3C和3D）。

比较的总结如图3E所示。观察到野生型和转基因果蝇之间的槐耳给药在幼虫的摄食量以及形态学和饲养行为两者中都有差异。结果表明，正如临床观察结果一样，通过对蛹化率和羽化率的评估，槐耳对果蝇发育没有毒性作用。
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图2  Mo Jung  Soon等人[20]展示的果蝇和哺乳动物中Hippo信号通路的示意图
红色圆圈ykiS168A表示本研究中使用的果蝇突变体的变化。 细胞用相应的细胞连接点显示；粘附连接（AJ），紧密连接（TJ）和分隔连接（SJ）。 果蝇和哺乳动物中的Hippo通道成分分别以各种颜色显示，箭头和钝线分别表示活化和抑制。 黄色球体表示激酶对靶蛋白的磷酸化。 连续线表示已知的相互作用，而虚线表示未知机制。 红色箭头表示槐耳效果的推定位点。 根据本研究获得的结果和以前的报告[1-12,21-24,26-28]判断出槐耳效果位点。
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图3  槐耳给药对正常和转基因果蝇的生存能力没有变化

（A）用指定量的槐耳饲喂的Canton S果蝇的蛹形成率。

（B）具有过度表达去磷酸化yki（ykiS168A），GMR-GAL4/y的转基因果蝇蛹形成率；+；UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A）

（C）以指定数量的槐耳喂养的Canton S果蝇的羽化率。

（D）转基因果蝇的蛹形成率，GMR-GAL4 / y；+； UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A）。

（E）Canton S和转基因成年果蝇的存活率，GMR-GAL4/y；+； UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A）。转基因果蝇之间无显著差异。 P值＜0.05。n = 60。 通过使用食用亮蓝（FD&C Blue Dye No.1， Sigma Aldri-ch，美国密苏里州圣路易斯）确认对食物摄入没有影响。 以指定量的槐耳喂养果蝇。

3.3 槐耳通过重建Hippo信号通路中的肿瘤抑制机制，恢复了转基因突变体形成的糙眼

因此，槐耳对转基因果蝇的毒性被确定为可以忽略不计，接下来我们研究了槐耳对糙眼形成的影响。过度表达去磷酸化的yki（ykiS168A）诱导形成成年果蝇糙眼（图4A和4B）。这种转基因突变体的意义在于：1）通过眼镜成像盘形态机制可以很容易地观察到效果的基因链，2）试验效果的评估可以特别集中在丰富的分子间转录调节点和涉及Hippo通路的和/或相关的功能[22,24]。
与野生型Canton S(图4A)相比，转基因突变体GMR-GAL4/y出现了形态异常(图4B)，即GMR-GAL4/y：+；UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），如前所述[20,22,24]。孵化后槐耳给药7天，能清楚地实现抑制这种过度生长的眼表型。这种形态学异常的改善是以剂量依赖的方式实现，并且在333 mg/ml浓度下，其几乎完全抑制糙眼形成。

为了对Hippo通路转录控制恢复进行验证，进行了三龄幼虫眼睛成像盘中的EdU测定（图4C）。与仅仅过度表达的GFP（绿色）的对照相比，突变成像盘在后部区域（白色边界线区域）引起了显著的异位DNA合成（通过EdU染色的红色）。

另一方面，在167mg / ml的剂量下，眼镜成像盘中出现折叠图案，表明其是部分挽救异位EdU细胞（图4C，右下）。这些结果表明，槐耳治疗能够抑制异位DNA合成，从而有效地挽救糙眼[24]。

这些结果成功地证明了我们原来的假设。 槐耳通过过度表达去磷酸化yki（ykiS168A）恢复了被破坏的转录控制，挽救了正常的组织，抵消了肿瘤进展。在许多癌症患者尤其是乳腺癌和血肿的患者中，观察到可重复的证据 [1,2-5-7,10,11]。此外，这是日本京都国家果蝇中心首次成功使用果蝇疾病模型，临床观察重复性良好。虽然我们尝试了许多候选化学合成的化合物，尤其是与转录控制相关的化合物。但结果显示即使在pg水平下，细胞毒性也强于药效。如前所述，这些结果表明，含有有效成分的粗混合物的天然产物比单一靶向药物具有更高的疗效，而单一靶向药物对源自多种因素的疾病具有一定的局限性[17]。
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图4  槐耳摄入使由过度表达去磷酸化yki（ykiS168A）引起的糙眼形成恢复正常

（A）不同浓度的槐耳作用7天，对孵化幼体的复眼形态无明显影响。扫描电镜照片显示了新近破蛹的的成年雄性果蝇复眼。从左到右：未喂养槐耳颗粒的Canton S果蝇；喂养41 mg/ml 浓度槐耳颗粒的Canton S果蝇；喂养83 mg/ml 浓度槐耳颗粒的Canton S果蝇；喂养167mg/ml 浓度槐耳颗粒的Canton S果蝇；喂养333mg/ml浓度槐耳颗粒的Canton S果蝇。在检查的果蝇中没有观察到眼睛表型的显著差异。前部在左侧，背部在顶端。果蝇在25°C下发育。下列表示上部的放大图像。条形（右下）分别表示50μm（上）和14.2μm（下）。

（B）使用转基因突变体的扫描电镜照片。从左到右：转基因果蝇，GMR-GAL4/y；+；UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），未喂养槐耳颗粒；转基因果蝇，GMR-GAL4/y； +； UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），喂养41mg/ml 浓度的槐耳；转基因果蝇，GMR-GAL4/y; +; UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），喂养83mg/ml浓度的 槐耳；转基因果蝇，GMR-GAL4/y; +; UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），喂养167mg/ml浓度的 槐耳；转基因果蝇，GMR-GAL4/y; +; UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A），喂养333mg/ml 浓度的槐耳。检查了至少五只新近破蛹的成年雄性果蝇的眼睛表型。在这五个个体中没有观察到眼睛表型的显著差异。前部在左侧，背部在顶端。果蝇在25°C下发育。条形（右下）分别表示50μm（上列）和14.2μm（下列）。

（C）槐耳的喂养抑制了过度表达去磷酸化yki（ykiS168A）的果蝇眼睛成像盘中的异位DNA合成。上栏：眼睛成像盘用EdU（红色）标记。下栏：与DAPI相融。左栏：对照组果蝇的眼睛成像盘[24]，GMR-GAL4/y; UAS-GFP/+; +（GMR-GAL4＞UAS-GFP），中，右栏; ykiS168A突变体果蝇的眼睛成像盘，GMR-GAL4/y；+；UAS-ykiS168A：V5/+（GMR-GAL4＞UAS-ykiS168A）。 a表示前部，p表示后部。条形（右下）表示40μm。

3.4 槐耳的摄入导致代谢组特征向发育/早期胚胎阶段转移

为了获得有助于槐耳吸收后形态变化的详细信息，进行了基于GC / MS的代谢组学分析。我们分析了低分子量亲水代谢物，包括糖，氨基酸和有机酸[26,28] 。考虑到发育胚胎阶段，这个研究采用了日本京都国家果蝇中心提供的果蝇——黑腹果蝇 [28]，及基本和详细代谢概况。本研究中使用了与对照组相同的样本。因此，通过将代谢组组成与从孵化期到成年期的任何发育阶段相匹配，可以获得精确的代谢组分析和评估[28]。

所得的代谢组学数据通过PCA（图5）显示。结果表明，PC1（68.6％）和PC3（18.4％）形成的主成分（PC）空间中，4个不同样本的数据分为4个不同的集群（图5A）。该分组与果蝇类型（野生型或ykiS168A转基因突变体）几乎完全一致。与以前公布的标准代谢组学模型相比，槐耳治疗组明确地将代谢组特征从成熟期/成年期转为早期发育阶段（簇逆时针旋转），而槐耳治疗正常苍蝇显示成熟期（顺时针旋转）。肿瘤模型（ykiS168A转基因突变体）显示出与未分化细胞簇预测的轻微逆时针旋转。 槐耳治疗组明显地逆时针旋转，与早期观察到的相似（卵孵化后0-4小时）（图5A）。

在得分图说明中，基于它们到原点距离，我们集中研究在载荷图中代谢物的分布（图5B和5C）。发现几种对于槐耳治疗效果很重要的关键代谢物。具体来说，海藻糖和葡萄糖具有非常积极的贡献，正如果蝇胚胎发育的早期胚胎阶段所示，而谷氨酰胺对PC1的分离具有负面影响（图5B）。另一方面，甘氨酸，丙氨酸，高丝氨酸和赖氨酸水平较高，而苹果酸，柠檬酸，阿糖醇较低（图5B）。这些代谢产物是负相关的，这使得治疗组在PC3上与未处理组分离。由于这些与糖和氨基酸代谢相关的代谢物是细胞增殖非常重要的能量资源，因此槐耳喂养可能会使能量代谢达到发育早期所需的水平[28]。

如图5C所示，代谢产物的典型变化有3种模式。首先，在槐耳处理后，观察到阿拉伯糖-5-磷酸和阿拉伯糖醇，以及谷氨酰胺和天冬酰胺显著增加。其次，赖氨酸和高丝氨酸显著降低。槐耳摄入后，观察到其他产物（如丙氨酸、甘氨酸、尿嘧啶、黄嘌呤、木糖醇和多巴）轻微但显著降低。此外，丙氨酸作为碳源的重要性被强调与肿瘤抑制机制相关，特别是在肿瘤干细胞[28]中。

据报道，海藻糖早在幼虫阶段也被视为果蝇血淋巴中的能量源。据报道，果蝇胚胎海藻糖水平升高与神经发生之间存在很强的相关性[28]。氨基酸代谢的变化也表明，根据发育阶段或胚胎发生时的细胞潜能，槐耳摄入改变了代谢组的需求。我们还在提取样本后，分析了非水性小蛋白质碎片， Westernblot结果显示无任何变化。
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图5  代谢组构成和槐耳摄入量（167 mg / ml混合物）的组合高度重合
（A）PCA得分图显示独立的集群。

（B）根据离原点的距离，载荷图显示了每个代谢物在得分图中的贡献。

（C）167mg / ml 槐耳摄入7天，代谢物的重要变化。样本为新近破蛹的成年雄性果蝇，分为4个集群：正常Canton S，Canton S+槐耳，ykiS168A转基因果蝇，ykiS168A转基因果蝇+槐耳。所有样本的分析进行三次（n = 10-14，干重总重5mg）。
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图6  槐耳对挽救和修复组织稳态效果的总结
4、讨论

因此，本研究为槐耳效果的分子基础是基于对Hippo信号通路的影响这一假说演示了一个简单而清晰的证据。在图2中总结了重要的点，同时也考虑了其他可能的候选机制[1,3-5,7-11,20]。从体外和体内研究来看，它因此表明槐耳的作用是基于对Hippo通路控制的恢复，特别在肿瘤中发生退行性变化中，以保留组织稳态（总结在图6中）。更重要的是，这表明槐耳不仅提供了与常规治疗相辅相成的抗癌手段，而且也是调节和恢复Hippo通路功能障碍的有效工具。本研究中使用的转基因果蝇特别有助于评估槐耳对Hippo通路转录控制恢复的影响[8,21-24]。
作为Hippo通路的主要下游效应因子，YAP / TAZ（Yorkie直系同源物）参与胚胎干细胞以及组织特异性干细胞自我更新，以及多种器官的组织再生和体内平衡，如肝、肠和胰腺（槐耳对所有这些器官的肿瘤都有效）、皮肤、心脏和中枢神经系统[20,29,30]。这也提示了YAP / TAZ（Yorkie直系同源物）在肿瘤干细胞中能发挥关键作用[20,23,27]。因此，这里获得的结果表明，槐耳可以增加Hippo信号通路的一般和正常的功能和活性。如图2 [20]所示，提示槐耳可以调节和恢复Hippo通路中的损伤，使其在细胞内达到转录控制的正常化。为此目的，该过程将从细胞内多能性的诱导以及细胞命运的确定开始。

通过代谢组学分析获得的结果表明，果蝇样本全部彻底地转变成胚胎阶段，这可能是恢复组织体内平衡过程的一个方面。 槐耳对果蝇样本的喂养结果显示，在野生型和转基因突变体中，代谢组织基质的变化与未处理的果蝇能清楚分离，并且显示出其快速转变到早期发育阶段的特性，其中Hippo通路具有与其它通路相互作用的最大潜力，其能促进和保持细胞的多能性[20,21]。

槐耳不仅影响细胞内分子与分子间的相互作用，而且还影响大量癌细胞死亡后组织的恢复过程。在其消除肿瘤后的几年内，生理状况仍然能有显著改善，这表明损伤组织及其体内平衡同时恢复。为此，所需条件可能是首先将细胞的衰老过程转化为例如在干细胞或诱导多能干细胞中观察到的状况[20]，随后进行正常的细胞分化过程。然而，这些猜测仍然是众多猜测之一，由于在体内模型系统中存在许多生物学限制，因此很难证明这一点。应根据临床证据，需要对抑制复发、转移和耐药性等方面的问题更加重视，以及注意如何无严重症状下改善预后和延长生存期。 

本研究中使用的过度表达ykiS168A模拟在胚胎干细胞中观察到的Hippo通路的细胞内情况。 YAP / TAZ（yorkie）是Hippo通路的主要下游介质，并与其他转录因子相互作用，以介导各种基因的转录（图2）。因此，YAP / TAZ（Yorkie）的Hippo通路和转录控制是整合和控制其他分子机制的核心系统。考虑到这些，槐耳似乎通过使用YAP / TAZ（Yorkie）的潜力来调节并重建破坏的Hippo通路，从而导致细胞分化的适当调节。

我们已经尝试了许多影响体外细胞核转录控制的候选药物，所有这些都会导致细胞死亡，因为在pg水平上毒性很强。 槐耳提供了一个简单明了的方案，可以控制和调节Hippo信号通路中的转录失调，并且没有毒副作用。在Hippo通路中存在许多与转录系统功能失调有关的退行性疾病和紊乱，可以应用和尝试槐耳。我们恰好将槐耳应用于一例帕金森氏症，发现其能导致症状急剧改善。

令人惊讶的是，代谢组学分析提供了有关槐耳长期（2-5年）治疗的重要信息。首先，在挽救Hippo通路后，肿瘤突变体的代谢组学特征不能简单地恢复为正常型。第二，特征转变回到正如早期发展阶段所显示的那样。与代谢组学分析获得的其它结果一起，槐耳通过在受损细胞中重建和修饰Hippo信号通路。槐耳治疗似乎也能诱导细胞内多能性，以及细胞分化的命运。实际上，还是建议手术切除多数癌细胞和病变。槐耳治疗4周后预防复发最为明显，根据体重、运动功能、日常行为和其他血液检查数据，判断患者的恢复情况明显好于仅通过常规治疗治疗的患者。

5、结论

槐耳对肿瘤和其他生理障碍的预测效果总结于图6。因此，本研究提供了槐耳效果的分子基础，这将提示其治疗更多目标器官和疾病的可能性。这些目标器官和疾病是要受到Hippo通路功能的强烈影响 ，如心脏、骨骼肌和中枢神经系统[30]。 因此，槐耳将以剂量依赖的方式，提供了一个有价值的工具来克服许多退行性疾病治疗上的困难。
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