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摘要  目的  研究猪苓多糖（polyporus  polysaccharide，PPS）对膀胱癌T24细胞凋亡的作用及其机制。方法  T24细胞常规培养后加入不同剂量PPS，利用Hoechst染色、流式细胞术检测PPS对细胞凋亡的影响，利用RT-qPCR 检测PPS对T24细胞bcl-2 mRNA表达水平及 其稳定性的影响，通过western blot检测PPS对T24细胞bcl-2蛋白、人抗原R（human antigen R，HuR）蛋白的表达及对HuR蛋白胞浆及胞核内分布的影响。 结果  与对照组比较，中高剂量的PPS作用24h后，T24细胞凋亡明显增多(P<0.05)，bcl-2 mRNA稳定性降低(P<0.05)，bcl-2蛋白及 mRNA表达减少(P<0.05)，HuR总蛋白没有明显变化，但胞浆HuR蛋白表达下降(P<0.05)，胞核HuR蛋白表达升高(P<0.05)。结论  PPS可诱导T24细胞凋亡，其作用可能与影响HuR在细胞内定位，降低bcl-2 mRNA稳定性及bcl-2蛋白表达有关。
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Polyporus Polysaccharide Induces T24 Cells’ Apoptosis by Adjusting the Expression of bcl-2 Mediated by HuR
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Abstract: Objective  To study the effects of polyporus polysaccharide（PPS） on the apoptosis of human bladder cancer T24 cell and the corresponding molecular mechanism. Methods  The T24 cells in control group were normally treated and the cells in experimental groups were incubated with different does of PPS. The Hoechst staining and flow cytometry were used to analyze the influence of the drugs on cell apoptosis.The qRT-PCR was used to detect T24 cell mRNA levels and bcl-2 mRNA stability. The level of human antigen R(HuR) protein in plasma and nuclei ,the bcl-2 protein of T24 cell were detected by western blot. Results  Compared with the control, the cell apoptosis were obviously increased (P<0.05), the bcl-2 mRNA stability and bcl-2 mRNA were decreased in the medium and high dose PPS groups(P<0.05), the total protein of HuR was slightly changed, but the cytoplasm protein of HuR was down-regulated(P<0.05) and the nucleus protein of HuR was up-regulated (P<0.05). Conclusion  PPS can induce the apoptosis of T24 cells, which is possibly affected by down-regulating the cytoplasm protein of HuR, lowing the stability of bcl-2 mRNA , and thus decreasing the expression of bcl-2 protein.
Keywords：polyporus  polysaccharide; human antigen R; bladder cancer; apoptosis; bcl-2
膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤1[]
 。猪苓为治疗膀胱癌常用药物，其主要成分为猪苓多糖（polyporus  polysaccharide，PPS）,现有的文献表明PPS可通过调节免疫系统发挥抗肿瘤效应2[]
，本实验室在已证实PPS可介导T24细胞的调亡，但其机制不明3[]
。Bcl-2为调亡抑制蛋白，有研究表明Bcl-2 mRNA的稳定性受到人抗原R（human antigen R，HuR）的调控,本实验拟观察PPS对T24细胞凋亡、bcl-2 mRNA稳定性和bcl-2蛋白表达的影响，及其与HuR蛋白在细胞内定位的相关性，探讨PPS调控bcl-2进而影响T24细胞凋亡的机制。
1、材料和方法
1.1  细胞株：膀胱癌T24细胞株购自中山大学生物细胞库。
1.2  药物及试剂：猪苓多糖,购自南京泽朗生物科技有限公司（批号ZL2015050651，纯度：96.63%）。1640培养基、胎牛血清、0.25%胰酶-EDTA消化液均购自美国Gibco公司；逆转录试剂盒、荧光定量 PCR 试剂盒、RIPA 缓冲液、蛋白酶抑制剂，均购自德国Roche公司，凋亡染色试剂盒购自美国BD公司；Bcl-2抗体、HuR抗体、HRP 标记抗兔抗体，均购自美国 CST 公司；Western blot 所用试剂购自美国 Bio-Rad 公司。
1.3 仪器：FC500流式细胞仪，美国 Beckman Coulter公司；酶标仪：美国 Perkin Elmer 公司；电泳及转印系统、凝胶成像系统，美国 Bio-Rad 公司；7500 实时荧光定量基因扩增系统，美国 ABI 公司。
1.4 方法
1.4.1 细胞培养及分组   T24细胞常规培养在含10%胎牛血清、1%双抗（青霉素+链霉素）的1640培养液中，置 37℃、 5%CO2孵箱中培养。实验分4组，对照组（正常培养的细胞，未做任何处理），PPS低剂量组（加入50 μg·mL-1 PPS）、PPS中剂量组（加入100 μg·mL-1PPS），PPS高剂量组（加入200 μg• mL-1 PPS）。
1.4.2 Hoechst染色检测细胞凋亡  T24细胞常规培养，经不同浓度的PPS处理24h后， 去掉培养基，每孔加入0.5 mL的Hoechst 33342染色液，37 ℃、避光培养20-30 min，弃染色液，用PBS洗涤2次后进行荧光检测。
1.4.3  流式细胞术检测细胞凋亡   T24细胞接种于6孔板,常规培养后分别加入不同浓度的PPS培养24 h；0.25%胰蛋白酶消化细胞后收集于流式管中,1100 r/min 离心 5min，弃上清，加入PBS重悬,离心、洗涤细胞，每管加入500 μL Binding Buffer 悬浮细胞，分别加入10 μL的FITC-Annexin V及5 μL的PI染液，室温下避光染色10 min，流式细胞仪进行检测。
1.4.4  western blot 分析bcl-2蛋白的表达   T24细胞接种于6孔板,常规培养后分别加入不同浓度的PPS培养24 h；收集细胞后用 RIPA 提取细胞总蛋白， BCA 法测定蛋白浓度，100℃变性8 min，用SDS-PAGE 胶进行蛋白电泳，后将蛋白湿转致PVDF膜，室温封闭1 h后用一抗 4 ℃孵育过夜，TBST 缓冲液洗涤3次，二抗室温孵育1h，洗涤后以ECL化学发光法于凝胶成像系统进行检测。
1.4.5  RT-PCR检bcl-2 mRNA水平   各组细胞常规培养后分别加入不同浓度PPS培养24 h；Trizol抽提细胞总RNA，按Roch试剂盒操作说明逆转录cDNA。Bcl-2上游引物:5'-TCTTTGAGTTCGGTGGGGTC-3'，下游引物:5'-GTTCCACAAAGGCATCCCAGC-3'。以beta-actin为内参，其上游引物为:5'-GTGGGGTGGCTTTTAGGATGG-3'，下游引物: 5'-TCACAATGTGGCCGAGGACTTT-3'。Real-time PCR 扩增条件为:95℃10min;95 ℃ 15 s,60 ℃ 60 s,循环40次；扩增完毕后进行溶解曲线分析。
1.4.6  bcl-2 mRNA稳定性的检测   各组细胞常规培养后分别加入不同浓度PPS培养24h；将放线菌素D以DMSO溶解后，加入培养基内，使放线菌素D的终浓度为 5 μg •mL-1，给予放线菌素D处理后的0 h，2 h，4 h，6 h四个时间点分别收集细胞，提取RNA，以qRT-PCR的方法检测bcl-2 mRNA的水平，设定各组细胞0h mRNA的含量为100%，计算各组细胞2h，4h，6h各时间点相对该组0 h的mRNA含量的比值，绘制各组bcl-2 mRNA的降解拟合曲线，比较各组细胞bcl-2 mRNA的稳定性。
1.4.7  胞浆-胞核蛋白的分离提取    各实验组细胞经不同浓度PPS处理24 h后，弃去培养基，以预冷的PBS缓冲液清洗细胞2次。以细胞刮收集细胞至离心管，离心，弃上清，按胞核-胞浆蛋白提取试剂盒说明分别提取胞浆蛋白和胞核蛋白。
1.4.8 统计学方法   用SPSS 17.0软件进行统计分析，计量资料用
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±SD表示，对于各组细胞mRNA稳定性比较，采用重复测量资料的方差分析，其他各组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异有统计学意义。
2、结果

2.1 细胞凋亡的比较

2.1.1 Hoechst染色（图1）   细胞在不同因素作用24 h后，用Hoechst 33342 染色，从图1可以看出,对照组细胞核呈均匀染色, PPS低剂量组与对照组没有明显差别，PPS中、高剂量组可见部分细胞染色质浓缩状态，胞核浓染，为细胞凋亡的形态。
[image: image1.wmf]x


2.1.2 Annexin V- FITC/PI 双染法（图2）    不同浓度PPS作用T24细胞24 h后，用Annexin V- FITC /PI 双染T24细胞，流式细胞术检测细胞凋亡，与对照组相比，PPS低剂量组与对照组没有明显差别，PPS中、高剂量组早期凋亡率与对照组相比明显增加（P<0.05）。

[image: image2]

[image: image3]
2.2  bcl-2蛋白表达量的比较（图3）   PPS作用于T24细胞 24 h 后，与对照组比较，PPS低剂量组与对照组没有明显差别，PPS中、高剂量组bcl-2蛋白表达明显减少（P<0.05）。
2.3  bcl-2  mRNA表达量的比较（图4）
荧光定量RT-PCR检测显示，与对照组比较，
PPS作用于T24细胞 24 h 后，PPS低剂量组与对照组没有明显差别，PPS中、高剂量组bcl-2 mRNA表达明显减少（P<0.05）。

[image: image4]
2.4  bcl-2 mRNA稳定性比较（图5）
不同浓度PPS作用24h后，用放线菌素D终止mRNA的转录，分别于0h，2h，4h，6h测mRNA的含量，绘制衰减曲线，与对照组比较，PPS低剂量组与对照组bcl-2 mRNA稳定性没有明显差别，PPS中、高剂量组bcl-2 mRNA稳定性明显下降（P<0.05）。
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2.5 总的、胞浆及胞核HuR蛋白比较（图6）
不同浓度PPS作用24h后，各组细胞总的HuR蛋白比较，没有明显差异(图6中A、B所示，P>0.05)；各实验组与对照组胞浆HuR蛋白比较，50 μg• mL-1的PPS组没有明显变化，100 μg• mL-1、200 μg• mL-1的PPS组表达明显减少（图6中C、D所示，P<0.05）；各实验组与对照组胞核HuR蛋白比较，50 μg• mL-1的PPS组没有明显变化，100 μg• mL-1、200 μg• mL-1的PPS组表达明显增加（图6中E、F所示，P<0.05）。 

[image: image5]
3、讨论：

Hoechst 33342染色液是一种可以穿透细胞膜的蓝色荧光染料，常用于细胞凋亡检测， PPS在中、高浓度时，可诱导T24细胞凋亡明显增多。用Annexin V-FITC/PI 双染色检测进一步确认细胞凋亡的结果，且具有量效依赖性，因此PPS抗膀胱癌的作用与增加其凋亡有关。
原癌基因Bcl-2编码的bcl-2蛋白能抑制细胞的凋亡，PPS可降低T24细胞bcl-2 mRNA及bcl-2蛋白的表达，表明PPS对T24细胞的凋亡诱导作用可能与降低bcl-2 mRNA和bcl-2蛋白的表达有关。

真核生物基因表达调控包括转录水平和转录后水平调控，转录后水平调控分为mRNA稳定性调控和翻译水平调控，其中，mRNA稳定性调节具有重要作用，它主要通过影响mRNA的降解速率调节蛋白质的翻译效率。放线菌素D（Aetinomvein D）是一种最常用的基因转录抑制剂4[]
，抑制DNA的转录为mRNA的过程，这种情况下，mRNA的水平只与mRNA的降解速度有关，可以通过mRNA降解的速度反映其稳定性。中、高剂量PPS处理组细胞Bcl-2 mRNA的稳定性较对照组细胞明显降低，从而减少了用于翻译bcl-2蛋白的mRNA模板量，因此从mRNA调控水平印证了PPS诱导T24细胞凋亡与降低bcl-2 mRNA和bcl-2蛋白的关系。

在mRNA稳定性的调控中，ARE（AU-rich element）结构很重要，它是位于mRNA3'端非翻译区（3'-untranslated regions，3'-UTR）的一类顺式调控元件5[]
。RNA结合蛋白是一类与mRNA有高度亲和性的蛋白，通过直接或间接结合ARE调控mRNA的降解6[]
，HuR便是其中重要的RNA结合蛋白。静息状态下HuR定位于核内，可在细胞外信号作用下穿梭于细胞核和细胞浆，调节胞浆中和胞核内的HuR蛋白量。HuR可与ARE结合，使mRNA在由胞核转运至胞浆的过程中免受核酸酶降解以增加mRNA稳定性7[]
。目前已发现HuR参与TNF-α、IL-6、IL-18、bcl-2、cyclinA、cyclin B1和cyclin D1等基因的mRNA稳定性调控
 ADDIN EN.CITE 

[8-10[]

。

PPS不改变T24细胞内总HuR蛋白水平，但能使胞核内的HuR水平升高、胞浆内HuR水平降低，推测PPS可以改变Hur在细胞内的定位。PPS所致的T24细胞浆HuR水平减少，降低了bcl-2 mRNA的稳定性，说明PPS使bcl-2 mRNA的稳定性下降可能是由于胞浆HuR水平下降引起。综上所述，本研究证实PPS可以促进T24细胞的凋亡，此作用可能是因为PPS通过改变HuR在细胞内的定位影响bcl-2mRNA的稳定性和bcl-2蛋白表达而引起。本实验虽然提示了HuR在细胞内定位改变和bcl-2mRNA的稳定性之间存在某种相关性，但并不能确定其唯一性，其内在关系还有待进一步实验证实。
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注：A为对照组，B、C、D分别为低、中、高剂量的PPS组（×200）


图1  各组T24细胞Hoechst染色的比较





注：A为流式细胞仪检测各组细胞凋亡比例；B为各组细胞凋亡率，与对照组比较，*P<0.05


图2 各组T24细胞凋亡率比较





注：A为各组细胞bcl-2蛋白相对定量比较；B为western blot检测各组细胞bcl-2蛋白表达水平；与对照组比较，*P<0.05


图3 各组T24细胞bcl-2蛋白水平比较





注: A为各组细胞HuR蛋白相对定量比较,B为western blot检测各组细胞HuR蛋白表达水平；C为各组细胞浆HuR蛋白相对定量比较，D为western blot检测各组细胞浆HuR蛋白表达水平；E为各组细胞核HuR蛋白相对定量比较，F为western blot检测各组细胞核HuR蛋白表达水平。*P<0.05


图6 各组T24细胞总的、胞浆及胞核HuR蛋白比较





注：与对照组比较，*P<0.05


图5 各组T24细胞bcl-2 mRNA稳定性比较





注：与对照组比较，*P<0.05


图4 各组T24细胞bcl-2 mRNA水平比较
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