来源于海洋真菌的Oxalicumone A诱导肝细胞L-02凋亡的毒性作用机制研究
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摘要：目的  评价来源于海洋真菌Penicillium sp.的新药候选化合物Oxalicumone A（POA）对人正常肝细胞L-02的细胞毒性作用，初步探讨POA诱导其凋亡的作用机制。方法  以体外培养的L-02为实验对象，CCK-8检测细胞存活率；Hoechst 33258染色观察细胞形态学的改变；流式细胞仪检测细胞凋亡率和增殖周期；Western bloting检测凋亡相关蛋白Fas、Bax以及Bcl-2的表达。结果  CCK-8检测结果表明POA对L-02细胞有一定的时间、浓度依赖性的抑制作用；Hoechst 33258染色可见细胞出现核固缩、碎裂、浓染等典型的凋亡细胞形态学改变；流式细胞仪检测显示细胞早期凋亡率和Sub-G1、S、G2/M期出现了相应比例的增加；Western blot法表明POA显著增加了凋亡蛋白Fas、Bax表达（P＜0.05），降低了抗凋亡蛋白Bcl-2表达（P＜0.05）。结论   POA体外诱导L-02细胞毒活性，产生凋亡并经过线粒体信号通路，其作用机制与Bcl-2表达下调以及Fas、Bax表达上调有关。
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Toxicities and Mechanism of Human L-02 Cells Apoptosis Induced by Oxalicumone A from the Marine-Derived Fungus Penicillium oxalicum
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Abstract: Objective To evaluate the cytotoxicity effect of Oxalicumone A (POA) from the marine-derived fungus Penicillium oxalicum on L-02 cells and illuminate the underling mechanism of apoptosis. Methods The cell survival rate was measured by CCK8 assay and the pivotal events about apoptosis were tried by Hoechst 33258 staining, flow cytometry, caspase-3 activity assays and the expression of Fas protein and the balance of Bax/Bcl-2 protein. Results POA significantly decreased the ability of L-02 cells and in a concentration-time-dependent manner. Hoechst 33258 staining revealed typical apoptotic morphological changes, including karyopyknosis, fragmented chromatin. Flow cytometric analysis exhibited POA induced a significant increase in early apoptosis and the quantitative proportion of cells in Sub-G1, S and G2/M phase, that induced the increase in apoptosis. The apoptotic effects along with the increase of the Fas protein levels and the Bax/Bcl-2 ratio. Conclusion All the results indicate that POA induced cytotoxicity in L-02 cells by apoptosis in the mitochondrial signaling pathway correlated with the up-regulation of Fas and Bax protein and down-regulation of Bcl-2 protein. 
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Oxalicumone A（POA）是从海洋共附生真菌Penicillium sp.中分离得到的一种结构新颖的二氢噻吩并色酮类化合物，分子量为424，分子式C19H20O9S，结构如图1[1-2]。大量的前期实验表明，POA具有显著的抗癌细胞毒活性，包括A375， SW-620以及HeLa细胞系[3]，显示出POA有效的抗肿瘤活性以及开发作为候选类抗肿瘤新药的潜能。然而，无论是体外还是体内，POA对正常细胞是否存在毒性至今未知。因此，从安全用药角度来说阐明POA可能的细胞毒活性以及其作用机制是必不可少的。本研究拟探讨POA诱导人正常肝细胞L-02增殖抑制率与凋亡的作用，同时通过对细胞中凋亡相关蛋白Fas、Bax以及Bcl-2的表达含量的测定，初步探讨其诱导凋亡的作用机制。
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图1   Oxalicumone A (POA)的化学结构

Figure 1    Chemical structure of Oxalicumone A (POA)
1 材料与方法
1.1 药物及试剂   POA由中国科学院南海海洋研究所提供（HPLC，纯度>98 %）。实验药物用DMSO溶解，-20 ℃冻存，临用前用RPMI1640基础培养基稀释，过滤除菌备用（DMSO终浓度低于0.5 %）。RPMI1640培养基(批号：NAC1342)、磷酸盐缓冲液（PBS）(批号：NAA1316)，美国Hyclone公司；胎牛血清（FBS），批号：040011A，以色列Bioland公司；CCK-8试剂盒，批号：JE603，日本同仁公司；DMSO（批号：D5879）、Hoechst 33258（批号：2014/08）染料，美国Sigma公司；Annexin V/PI（批号：20150422）、细胞周期试剂盒（批号：20150410）,中国凯基生物工程有限公司；Fas（批号：ab133619）、Bax（批号：ab32503）、Bcl-2（批号：ab182858）抗体，英国Abcam公司；β-actin抗体，批号：AP0060，美国Bio-world Technology公司；其他试剂均购于中国莱德尔生物工程有限公司。
1.2 细胞株   人正常肝细胞L-02购自广州吉妮欧公司。
1.3 仪器   MCO-175型二氧化碳培养箱，日本Sanyo公司；DC300型倒置相差显微镜、荧光显微镜，德国Leica公司；超净工作台，哈尔滨东联电子技术发展有限公司；Allegra X-15R型台式冷冻离心机，美国Beckman公司；EnSpire多功能酶标仪美国Perkin Elmer公司；Accuri TM C6型流式细胞仪，美国BD公司；Milli-Q Plus超级纯水仪，美国Millipore公司；Gel Doc 2000型凝胶成像仪，美国Bio-Rad公司。
1.4 方法
1.4.1 细胞培养 人正常肝细胞L-02培养于PRMI1640培养基，另含10 %胎牛血清，置于37 ℃，5 % CO2培养箱中培养，每2天换液1次。细胞90 %融合后以0.25 %胰酶消化，3~4天传代1次。实验中所用细胞均处于对数生长期且活细胞数大于95 %。
1.4.2 细胞增殖抑制率的检测  取对数生长期细胞密度调整为1×105·mL-1，每孔100 µL接种于96孔培养板。每组设6个复孔(重复实验3次)。于培养箱中培养24 h，换新鲜培养基，分别加入不同浓度的POA培养液，使其终浓度分别为0，10，20，30，40，50，60，70，80，90，100 µmol·L-1。细胞加入受试物分别培养24，48，72 h 后，每孔加入10 µL CCK-8，充分振摇8 min，2 h后用多功能酶标仪（OD450 nm）测定各孔吸光度值。各浓度组取平均值，根据公式计算细胞活力（%）= [OD加药- OD空白] /[ OD未加药- OD空白]×100 %。
1.4.3 Hoechst染色观察细胞形态的改变   按照1.4.2项下方法制备单细胞悬液，每孔400 µL接种于24孔培养板。每组设2个复孔(重复实验3次)。于培养箱中培养24 h，换新鲜培养液，分别加入不同浓度的POA培养液，终浓度分别为0，20，40 µmol·L-1。细胞加入受试物培养24 h 后，吸出上清液，PBS 漂洗2次，加入Hoechst 33258染液，终浓度5 μg·mL-1，37 ℃，避光染色10 min，PBS 漂洗2次，风干，于荧光显微镜下观察。
1.4.4 Annexin V/PI 双染检测细胞凋亡率   按照1.4.2项下方法制备单细胞悬液，细胞密度调整为5×105·mL-1加入6孔培养板，每孔1.0 mL于培养箱中培养24 h。待细胞完全贴壁后，更换新鲜培养基，用不同浓度的POA处理细胞，使终浓度分别为0，10，20，40 µmol·L-1。药物作用6 h后，消化，4 ℃，2000 r·min-1离心5 min，收集悬浮细胞，弃培养基。PBS洗涤细胞两次，Binding Buffer 悬浮细胞，于细胞悬浮液中加入5 µL Annexin V-FITC，充分混匀5 min后再加入5 µL PI，充分混匀于室温避光孵育 15 min，于1 h内用流式细胞仪检测细胞早期凋亡率，计数10000个细胞。同时以不加 Annexin V-FITC 及 PI作为阴性对照，以分别只加 Annexin V-FITC 或 PI 的作为单阳性对照[4]，实验重复3次。
1.4.5 PI单染检测细胞周期   按照1.4.2项下方法制备细胞并用药物处理24 h后，消化，4 ℃，2000 r·min-1离心5 min，收集悬浮细胞，弃培养基。PBS洗涤细胞两次，加入500 µL PI综合液混悬细胞，于室温避光孵育15 min，于1 h内用流式细胞仪检测细胞周期，计数10000个细胞，同时以不加PI作为阴性对照，实验重复3次。
1.4.6 Western-bloting检测Fas、Bcl-2与Bax蛋白的表达  取对数生长期细胞密度调整为1×106·mL-1，每孔1.0 mL接种于25 cm2培养瓶中，于培养箱中培养24 h后，更换新鲜培养基，用不同浓度的POA处理细胞，使终浓度分别为0，20，40 µmol·L-1。药物作用24 h后，弃培养基，PBS漂洗两次，每个培养瓶中加入100 µL RIPA裂解液（内含10 % PMSF）冰上裂解30 min，收集裂解液于 4 ℃下13000 r·min-1离心8 min，收集上清液备用。BCA测定样品蛋白浓度，Western bloting技术检测各组细胞Fas、Bax、Bcl-2的表达量，实验重复3次。
1.5 统计学处理方法   采用SPSS 17. 0软件进行统计学分析，多组间比较用方差分析。
2 结果
2.1 POA对L-02细胞抑制率的影响   CCK-8检测结果如图2所示：POA对L-02细胞具有显著抑制作用，且其抑制效应呈现一定的时间-剂量相关性。24 h时间段，POA体外抑制作用随着给药浓度的增加呈现显著性的递增趋势。0～60 µmol·L-1范围内，48 h和72 h两个时间段都呈现明显的剂量相关性，剂量达到60 µmol·L-1时，POA对L-02细胞抑制作用进入平台期且接近最大值，当用药浓度从60 µmol·L-1继续增加到100 µmol·L-1时，细胞抑制作用也不再增强。
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图2   POA对L-02细胞的抑制率（
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Figure 2  Inhibition of cell viability by POA in L-02 cells
2.2 POA诱导L-02细胞形态学变化   倒置相差显微镜下观察（图3A从左到右），正常L-02细胞呈上皮样，边界清晰，细胞紧密衔接且贴壁生长；死亡细胞形态模糊，细胞皱缩，边界不清，并出现部分裂解现象。荧光显微镜下观察（图3B从左到右），正常活细胞呈微弱蓝色，细胞分布较为均匀，且边界清晰；凋亡细胞的细胞核碎裂或固缩，致密浓染呈亮蓝色，且细胞浓染现象随着POA浓度的递增而加重。见图3。
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图3 不同浓度POA作用L-02细胞24 h后细胞形态（A.相差显微镜，100×；B. Hoechst 33258染色，荧光显微镜， 100×）
Figure 3  Morphology of L-02 cells following various treatments for 24 h (A: phase contrast, ×100; B: stained with Hoechst 33258, fluorescence microscope, ×100) 
2.3 POA对L-02细胞凋亡率的影响   以Annexin V-FITC为横轴，PI 为纵轴，如图4A所示，与对照组比较，POA（10，20，40 µmol·L-1）组L-02细胞的早期凋亡率(Annexin V+/PI-）分别为10.5 %、16.4 %、20.1 %，可见随着POA含量的增大细胞早期凋亡率逐渐增大，即呈一定的浓度依赖相关性。
2.4 POA对L-02细胞周期的影响   细胞周期的检测主要通过运用流式细胞仪分析细胞中各时期DNA的含量。细胞发生凋亡时会出现一个不正常的Sub-G1期，即DNA碎裂或降解所导致[5]。由图4B可见，POA（10，20，40 µmol·L-1）组与对照组相比，Sub-G1、S、G2/M期细胞比例明显增多(P<0.01)，而G1期细胞比例呈明显下降趋势(P<0.001)，可见POA引起了L-02细胞的凋亡。
[image: image5.png]Wb s R W A

N

Control 10uM
a1 az '301 az
il [ 824

B

B

e

5

4]
o3 as o3 as
e - It
R R T R ]
20uM 40uM

a1 az R az
i 8 i 3

B

B

e

Z

- 4
o3 as o3 as
o Sa o i
PR S T S ]





(A)

[image: image6.emf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

SubG1 G1 S G2/M

various stages of the cell cycle

Cell proportion (%)

Control

10µM

20µM

40µM

***

**

**

***

***

***

***

***

***

***

***

***


(B)
注：与正常对照组比较，**P<0.01，***P<0.001。
图4 通过流式细胞分析Annexin V/PI双染检测凋亡细胞百分比（A）及细胞周期不同阶段的细胞比例（B）（
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Figure 4   The percentage of apoptotic cells (A) and the percentage of cell cycle phase (B) analyzed by flow cytometric analysis 
2.5 POA对L-02细胞凋亡蛋白表达量的影响   如图5所示，与对照组比较，POA显著增加促凋亡蛋白Fas及Bax的表达(P<0.01 )，同时降低了抗凋亡蛋白Bcl-2的表达(P<0.001 )，且有一定的浓度依赖性，表明线粒体的相关信号通路参与了POA引起的L-02细胞凋亡。
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注：与正常对照组比较，**P < 0.01，***P < 0.001。
图5  POA对L-02细胞中Fas, Bax 及 Bcl-2蛋白表达的影响 （A）免疫印迹显示图 （B）数据统计图（
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Figure 5  Effect of POA on Expression of Fas, Bax and Bcl-2 Proteins in L-02 cells. β-actin serving as internal control. Representative immunoblots (A) and cumulative data from at least three experiments (B)
3 讨论
本实验以正常人肝细胞L-02为对象，首次体外研究候选抗肿瘤新药POA对其的毒性作用及可能的机制。研究结果表明，在实验条件下POA对L-02细胞有细胞毒作用，且呈现一定的时间-剂量相关性。同时细胞形态学观察可见用药组细胞出现形态模糊，细胞皱缩，且伴随着部分裂解现象。Hoechst 33258染色观察到实验组出现典型细胞凋亡现象，即细胞核碎裂或固缩，致密浓染呈亮蓝色，且浓染现象随着POA浓度的递增而加重。初步判断POA对L-02细胞有一定的细胞毒性且可能引起凋亡。
细胞凋亡是一个高度结构化的和有序的过程，是细胞维持体内细胞数量动态平衡的基本措施，是一种基本的细胞死亡方式[6-7]。Annexin V是检测细胞早期凋亡的灵敏指标之一，能与细胞早期凋亡时期由脂膜内侧翻向外侧的磷脂酰丝氨酸（PS）特异性结合[8]。碘化丙啶（Propidium Iodide，PI）是一种核酸染料，能特异性透过凋亡中晚期细胞和死细胞的膜而使细胞核染红[9]。因此，Annexin V与PI结合使用，可有效区分处于不同凋亡时期的细胞。Sub-G1期特异性存在于凋亡细胞的细胞周期中，是细胞凋亡的显著性标志[10]。流式细胞仪检测结果表明，POA显著增加了细胞的早期凋亡率并伴随着Sub-G1期、S期细胞比例明显增多，出现S期阻滞，标志着细胞凋亡的发生，且随着POA浓度的提高，其细胞凋亡现象更为显著。
    本实验运用Western bloting技术从蛋白水平进一步阐述POA引起细胞凋亡的机制。据研究报道，促凋亡蛋白Fas在线粒体和内质网调控细胞凋亡的信号通路中发挥着重要作用[11]，且Bcl-2蛋白家族成员在线粒体引导的凋亡通路中发挥着至关重要的作用。Bcl-2蛋白家族由抗凋亡蛋白（如Bcl-2及Bcl-XL）和促凋亡蛋白（如Bax, Bid及Bim）所共同组成。当细胞发生凋亡时，Bax蛋白从线粒体内膜转到外膜，刺激促凋亡蛋白因子的释放，从而进一步诱导凋亡；相反Bcl-2蛋白通过抑制促凋亡蛋白因子的释放从而抑制细胞凋亡而促进细胞存活[12-13]。可见细胞中Fas、Bcl-2与Bax的表达变化对细胞凋亡均有着较大影响。实验结果表明，POA显著性增加了Fas和Bax蛋白的表达量，降低了Bcl-2蛋白的表达，Bcl-2/Bax比例下降，细胞发生凋亡，流式细胞术检测结果也与此吻合。
通过以上实验，初步证实二氢噻吩并色酮类化合物POA对人正常肝细胞L-02有一定的细胞毒作用，且与时间-剂量呈一定的相关性，凋亡是POA诱导的细胞毒作用机制之一，且经过了线粒体凋亡途径，POA细胞毒性作用的其它机制尚有待进一步研究。
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