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红景天苷通过下调ERK1/2信号通路抑制肺癌A549细胞的增殖作用
明拂晓1，靳彩玲2，赵树鹏2，何先元1.2**，程 鹏2  陈飞1
(1.重庆医科大学中医药学院 2.重庆医科大学实验管理中心)
摘要 目的：研究红景天苷（Salidroside, Sal）是否通过抑制 ERK1/2 信号通路介导肺癌A549细胞的增殖作用。方法：体外培养A549细胞，四甲基偶氮唑蓝比色法（MTT）检测不同浓度 Sal 对A549细胞的增殖率变化，筛选药物使用最大剂量。 细胞锚定增殖实验检测药物对细胞增殖的抑制作用。 western blotting检测MAPK信号通路磷酸化水平的变化。体外激酶试验检测药物对MEK激酶活性的抑制作用。CNBr-sepharose 4B Beads 结合实验检测药物与MEK的结合。裸鼠荷瘤实验检测药物在体内对肿瘤增殖的抑制作用。结果：Sal 在50μM以内时，细胞毒性较小，当浓度到100μM时，细胞死亡明显增加。 A549细胞在细胞锚定增殖实验中形成的克隆数目，药物组明显少于阳性对照组，具有显著差异性，且具有剂量依赖性（*P＜0.05）。Sal 处理A549细胞组，相对于阳性对照组，MAPK信号通路ERK及其下游p90RSK磷酸化水平明显下降，具有时间和剂量依赖性，差异具有统计学意义（*P＜0.05），MEK 的磷酸化水平差异无统计学意义（P>0.05）。体外激酶和CNBr-sepharose 4B Beads结合实验表明 Sal 可以结合MEK，并抑制MEK的活性。裸鼠荷瘤实验显示，药物组肿瘤体积明显小于对照组，具有剂量依赖性，差异具有统计学意义（*P＜0.05）。结论：在肺癌A549细胞株中，Sal 可以通过靶向MEK，抑制ERK1/2信号通路，进而在体内外起到抗肿瘤的作用。
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Salidroside inhibiting A549 lung cancer cell proliferation through mediating ERK1/2 signaling pathways
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Abstract

[Abstract] Objective To study the antitumor effect of salidroside through targeting MEK and inhibiting MAPK signaling pathway on A549 cells. Methods To screen the maximum dose of the drug through toxicity test by MTT assay; To ensure the inhibiting effect of the drug to the cell proliferation by cell anchoring proliferation assay; To detect the phosphorylation level of the components in MAPK signaling pathway by western blotting; To detect the inhibiting effect of drug to the kinase activity of MEK by in vitro kinase assay; To detect the combine between the drug and MEK by BEADS binding assay; To detect the inhibiting effect of the drug to tumor proliferation in vivo by bearing tumor assay in nude mouse.  Results The cytotoxicity of salidroside was less while its concentration with in 50μM, however while the concentration was up to 100μM, the cytotoxicity increase obviously and the cell was dead more. The clones of A549 cells in drug group formed in soft agar were respectively less than in positive control group, and it was dose-dependent (*P＜0.05). There is variation tendency of the phosphorylation level of the components in MAPK signaling pathway in A549 cells were treated by salidroside, Compared to positive control group, in drug group the phosphorylation level of ERK and P90RSK were down-regulate in a dose-time manner dependent (*P＜0.05). However, the phosphorylation level of MEK was equal (P>0.05). The in vitro kinase assay showed that salidroside could inhibit the activity of MEK; DEADS binding assay showed that salidroside could combine with MEK. The bearing tumor assay in nude mouse showed that the tumor volume of drug group was smaller than control group and in a dose manner dependent(*P＜0.05).  Conclusion Salidroside has antitumor effect in vivo and in vitro; salidroside can inhibit the MAPK signaling pathway through inhibiting the kinase activity of MEK by targeting MEK in A549 cells.
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0 引言

红景天是景天科景天属(Rhodiola L.)植物，主要生长于高寒、缺氧、干燥、强紫外线辐射等恶劣环境中，具有顽强的生命力和特殊的适应性，是一种多年生稀有药用草本植物[1]。红景天苷（Salidroside, Sal）是红景天提取物主要有效成分，具有抗疲劳、抗衰老、抗炎、抗肿瘤、保护神经、调节血压等多种功能，且安全、无毒副作用，具有广泛的应用前景[2]。已经证实 Sal 对多种肿瘤细胞增殖有抑制作用[3]。但其作用分子靶点以及下游的信号通路尚不清楚，限制其临床应用。我们采用同源建模技术及计算机辅助筛选药物方法，发现Sal与 MEK 能很好的结合，故推测 Sal 可能通过直接靶向抑制 MEK 发挥抗肿瘤效应。因此，本文首次研究Sal在肺癌 A549 细胞中的分子靶标，为肺癌的临床治疗开辟新的前景。

1 材料与方法

1. .1 材料 


    Sal 购自Sigma-Aldrich，纯度98%，A549 细胞购自ATCC，IPTG、Ni-Beads、EGF、MTS购自 Santa Crus公司，MEK 活性激酶购自Millipore公司，pCDNA3-ERK2质粒购自addgene公司。MEK, p-MEK, ERK1/2, p-ERK1/2，p-p90RAK，β-actin购自Cell Signaling公司。
1.2 方法
1.2.1 A549细胞培养及细胞活性测定

    人肺癌 A549 细胞，常规培养于含10%灭活胎牛血清的F12培养基中，置于含饱和水汽的37℃、5% CO2孵箱内培养。取对数生长期细胞制备成单细胞悬液，以3000个/孔的密度种植于96孔板中，每组5个复孔，混匀细胞，使之均匀分布在孔底。24 h后，去除培养基，每孔加入含有不同浓度Sal
（0、25、50、100、150、200 μM）的培养基200 ul，24 h后，去除培养基，每孔加入100 ul含有10%MTT试剂的培养基，3 h后，酶标仪A490/630双波长测定每孔吸光度值。

1.2.2 Sal处理及Western blot检测

    取对数期生长细胞，以2×106接种于10 cm培养皿中，细胞铺满培养皿后，饥饿 24 h，不同浓度 Sal 预处理12 h后，加入EGF（80ng/ml）刺激15 min，收集蛋白，定量，电泳，转膜，封闭1 h 后，孵育兔多克隆一抗
 MEK, p-MEK, ERK1/2, p-ERK1/2，p-p90RAK（1:1000），β-actin(1:3000)，4℃孵育过夜，次日，TBST洗膜3次，每次5 min，加入HRP标记鼠抗兔二抗，TBST清洗，ECL发光检测。

1.2.3 ERK2蛋白表达及纯化

    pcdna3-ERK2质粒转化进入BL21菌中，200rpm, 37℃摇晃，待OD值约为0.6时，加入1mM 2IPTG诱导1 h后，裂解细菌，Ni-Beads 纯化，PBS清洗三次，PIN100洗脱beads上的蛋白，用于做体外激酶实验的底物。

1.2.4 体外激酶实验

实验分为4组：单独有活性MEK组；单独无活性ERK2组；活性MEK和无活性ERK2组；以及活性MEK和无活性ERK2中分别加入25 μM，50 μM Sal 组。每组中再加入1 mM ATP，于试管中混匀，37℃水浴 2 h，加入5×上样缓冲液，Western blot 检测。

1.2.5 CNBr-sepharose 4B Beads 结合实验

    将beads用1mM HCl 清洗三次后加入Sal，4℃摇晃过夜，然后加入封闭液4℃封闭过夜，再加入1 mg A549细胞裂解液，4℃轻摇过夜，最后用清洗液清洗beads 5次，加入上样缓冲液，95℃加热10 min，Western blot检测。

1.2.4 细胞锚定增殖实验

    实验分为4组：无EGF组，加EGF组，不同浓度 Sal 加EGF组；以及MEK抑制剂加EGF组，将各组加入含软琼脂的F12培养基中，混匀，加入6孔板中，待凝固后，加入含A549细胞的软琼脂培养基，1ml/孔，8000个/孔，超净台放置待凝固后，放置于细胞培养箱中，3天之后拍照，观察克隆形成情况。

1.2.5 裸鼠荷瘤实验

    裸鼠皮下注射A549肿瘤细胞，5×106
个/只。Sal 药物注射：对照组每天注射生理盐水；药物组1每天注射10mg/kg/d 的Sal，药物组2每天注射50mg/kg/d 的 Sal。每隔三天测量一次肿瘤大小，V=长×宽×高×0.5，每隔7天测量一次裸鼠的体重。

1.2.6 统计学处理数据

     利用Image J 12.0软件扫描Western各条带灰度值，利用统计学软件SPSS11.0进行数据统计分析，数据用
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s表示，组间比较采用配对t检验，P<0.05为具有显著性差异。

2 结果

2.1 Sal抑制EGF诱导的A549细胞锚定非依赖性增殖

    结果显示：当药物浓度在50 uM以下时对细胞的毒性较小，而当药物浓度到100 uM时，药物的毒性较大（图 1B）。A549细胞在软琼脂内锚定增殖的结果表明：阴性对照组不加EGF未见细胞克隆增大（图1Ca），而阳性对照组单独加EGF（80ng/ml）之后，可见细胞克隆变大（图1Cb），不同浓度 Sal加EGF组，与阳性对照组相比，细胞克隆小且克隆数目少，且具有药物浓度的依赖性（图 1Cc-f），MEK抑制剂曲美替尼（Trametinib）组，和阳性对照组相比，细胞克隆数及克隆大小也明显降低（图 1Cg）。Sal组和MEK抑制剂组，和阳性对照组相比，差异均具有统计学意义（*P﹤0.05），（图 1D）。
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图1：A、Sal 分子式  B、A549细胞活性检测  C、A549细胞细胞锚定增殖实验

     D、A549细胞的克隆数

Fig 1: A. The molecular structure of Salidroside. B. A549 cell activtiy determination

    C. A549 soft agar assay.  D. The number of A549 clones in soft agar.

2.2  Sal 直接抑制MEK信号通路

Western blot 结果表明：使用50 μM Sal 作用JB6细胞不同时间（0h、3h、6h、12h），EGF（20ng/ml）刺激15min，随着时间延长p-MEK水平未见明显变化，这说明，Sal并不能抑制MEK上游激酶。但是MEK下游ERK的磷酸化水平明显降低，
说明，Sal 抑制了MEK的活性，进而抑制了MEK下游信号通路。同时ERK的下游p90RSK的磷酸化水平也明显降低。与阳性对照组，即EGF刺激组相比，差别有统计学意义（*P﹤0.05）（图 2 A）。使用不同浓度 Sal（5uM、15uM、25uM、50uM）作用A549细胞12h，随着 Sal 浓度的增加，p-MEK水平未见明显变化，但是ERK的磷酸化水平明显降低，同时p90RSK的磷酸化水平也明显降低，具有浓度依赖性，与阳性对照组相比，差别有统计学意义（*P﹤0.05）（图 2 B）。以上说明，Sal 以时间和浓度依赖的方式抑制MEK的活性。
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图 2：Western blot检测MEK信号通路：A. Sal 处理不同时间点MEK信号通路的变化

     B. 不同浓度的 Sal处理 12 h，MEK信号通路的变化

Fig 2: Western blot detect the MEK signal pathway. A. The change of MEK signal pathway after salidroside treatment in a time manner dependent. B. The change of MEK signal pathway after salidroside treatment 12h in a dose manner dependent.

2.3 在体外Sal特异结合MEK抑制MEK活性
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图 3：Sal 结合MEK并抑制MEK的活性  A. Sal结合MEK. 
B、Sal 抑制MEK的活性

Fig 3: Salidroside binding MEK and inhabit MEK activity. A. Salidroside binding MEK.  B. Salidroside inhibit MEK activity
    CNBr-sepharose 4B实验结果显示：未与Sal结合的sepharose 4B，western blot没有检测到MEK的条带，而与Sal结合的sepharose 4B，western blot可以看到明显的条带，说明Sal可以和MEK结合（图 3A）
。体外激酶试验结果显示：在阴性对照组（只有无活性组ERK2或只有活性MEK）未见p-ERK的条带出现，而在阳性对照组（加有活性MEK和无活性ERK2）可见明显的p-ERK条带出现，说明，活性MEK可以激活ERK2。药物组：加有活性MEK、无活性ERK和Sal（25、50uM）组可见p-ERK的条带呈浓度依赖性减弱（图 3B）说明，Sal 以浓度依赖的方式抑制MEK的活性。




2.4 Sal在体内抑制肿瘤的生长

    裸鼠荷瘤实验结果显示：裸鼠皮下注射A549细胞，同时注射生理盐水（对照组）和Sal（药物组10mg/kg/d和50mg/kg/d），测量肿瘤生长平均体积大小。随着时间的延长，各组肿瘤体积都增加，但是药物组增加明显低于对照组，高剂量组低于低剂量组，说明Sal对肿瘤的生长具有抑制效应，且有剂量依赖性，差异有统计学意义（*P﹤0.05）（图 4 A）。此外，随着时间的延长，各组老鼠体重增加，但差异没有统计学意义（图 4 B）。免疫组化结果显示：两种剂量的Sal 都抑制了MEK下游分子ERK1/2的磷酸化水平（图4C），差异具有统计学意义。（*P﹤0.05）（图 4D）
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图 4：Sal 抑制肿瘤的生长  A. 肿瘤体积大小 B、裸鼠的体重 C、H&E和p-ERK1/2的IHC染色 D、p-ERK1/2的IHC染色定量分析
Fig 4 Salidroside inhibits tumor grown.  A. The volume of nude mice.  B. The weight of nude mice. C. H&E staining and IHC analysis of tumor tissues. D Quantification of expression of p-ERK1/2 (S42, S44) in tumor tissues using the Image-Pro Plus software. 
3 讨论

肺癌是一种发病率特别高、威胁特别大、死亡率也特别高的难治性癌症，被称为癌症中的“超级杀手”。预计到2025年，我国将成为世界第一肺癌大国[4]。目前，针对肺癌的放化疗并不显著，特异性的小分子抑制剂的靶向治疗副作用较大，限制了其广泛应用。而作为国粹的中药，因其副作用较小，且某些药物具有较好的抗肿瘤效果，近年来成为研究热点。
Sal 除了具有抗衰老、抗疲劳、抗缺氧、抗炎、调节血压、保护神经等多种药理作用外[5-6]，其具有的防治肿瘤作用亦不容忽视，但是目前关于Sal抗肿瘤作用的相关机制尚未明确。近年来越来越多的学者开始了Sal抗肿瘤机制的研究，取得了较大进展。

已有研究表明，Sal可以抑制多种癌细胞的增殖。Zhao G[7]和Hu X[8]研究发现，Sal可以通过调控细胞周期，抑制乳腺癌细胞的增殖。Zhang Y[9]等，通过体内外研究，证实 Sal 通过抑制氧化应激及星型角质细胞的激活，进而抑制人神经胶质瘤细胞U251的增殖。Li MH[10]等人通过体外实验证实，Sal 能够抑制人唾液腺腺样囊性癌SACC-2细胞的增殖。我们的研究发现，Sal 在100uM时，明显抑制了A549细胞的增殖。另外，也有文献进一步分析了 Sal抑制癌细胞增殖的分子机制。Sun KX[11]等人证实，Sal 以浓度依赖的方式通过下调JAK2/STAT3信号通路，抑制结肠癌SW1116细胞株的增殖和迁移。Sun C[12]等人证实 Sal 通过下调ROS-PKC-ERK1/2 信号通路，抑制人纤维肉瘤HT1080细胞的转移。Wang J[13]等人证实，Sal 通过下调活性氧诱导的p-P38信号通路，进而以浓度依赖的方式诱导肺癌A549细胞的凋亡。
生长因子诱导的RAF/MEK/ERK信号通路为促进肺癌细胞增殖和迁移的主要通路之一[14]。K-RAS活B-RAF突变，可以引起这一信号通路的激活，目前临床上研究比较多的为针对K-RAS或B-RAF突变的小分子抑制剂，进而抑制下游信号通路，然而小分子抑制剂的副作用较大，并且K-RAS和B-RAF的突变比较复杂，我们首次发现，中国藏药 Sal 可以直接抑制B-RAF的下游分子MEK的活性，下调MEK/ERK信号通路，抑制生长因子
诱导的A549细胞的增殖，且毒副作用较小。同时，我们在细胞生长锚定实验中发现MEK的抑制剂曲美替尼和Sal有相似的结果，都能抑制A549细胞的增殖。
因此，综上所述，本研究认为 Sal 能够靶向MEK的活性，并抑制MEK的活性，下调MEK/ERK信号通路，诱导肺癌A549细胞的凋亡。本研究为肺癌的临床治疗，提供了新的理论依据。
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�Sal购自哪里？药物纯度多少？(已改)


�具体药物浓度？（已修改）


�一般兔抗为多克隆抗体；


具体一抗的抗体名称，抗体浓度应分别注明。（已修改）


�该实验的具体分组未写明。(已添加)


�同样该实验分组未写明（已添加）


�上标 （已修改）


�Western blot实验的统计方法未注明 （已添加）


�从实验结果看分组设计欠合理：受试药物抑制该信号通路，则应该采用目前已知的小分子MEK抑制剂作为阳性药物对照；（已修改）


需要明确A549细胞在常规软琼脂培养基中无额外EGF加入时的集落形成情况。（见阴性对照组）


�说明什么问题？不是经过上游信号分子MEK影响ERK活性？（已修改）


�未标注横坐标  答：此处横坐标标志移至了每个图的上面。


�此处是要说明Sal起抑制细胞增殖作用的原因是可与MEK结合影响其活性？但上述WB实验结果如何解释？答：上述WB结果说明：Sal通过抑制MEK的活性，进而抑制了MEK下游信号通路的磷酸化。并非Sal抑制MEK上游激酶的活性。所以Sal 应该和MEK蛋白结合，而非MEK上游激酶。


�从实验结果看，活性MEK是否是p-MEK? 若不是，应加一组p-MEK 的Western blot，看看其表达是否与p-ERK1/2之间存有关系。答：活性MEK就是被磷酸化了的MEK，所以才有活性，我们这个体外激酶实验，只是证明，Sal可以抑制MEK的活性，并不一定是抑制MEK的某个磷酸化位点。所以检测p-MEK没有意义。此处检测MEK和ERK的目的仅是证明两种蛋白的上样量是一致的。


�未涉及Sal与 ERK1/2 信号通路的任何关系。（已补充免疫组化）


�仅仅简单罗列别人的研究结果，未涉及MEK/ERK1/2信号通路与肺癌发生发展的关系；未对自己的实验结果进行合理讨论解释，需要重新撰写。(已重新撰写)
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