茜草对人神经胶质瘤U87细胞的生长及丙酮酸代谢的影响
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摘要：目的  考察茜草对人神经胶质瘤U87细胞生长的影响，从抗肿瘤实验研究中常用分子机制及丙酮酸代谢角度探讨作用机理。方法  体外培养U87细胞，以MTT法考察茜草不同提取物对U87细胞的生长抑制作用；人全基因组表达谱芯片初步筛选茜草醇提物抑制U87细胞的可能机制；逆转录PCR验证部分差异表达基因；碘化丙啶（PI）单染法检测细胞周期分布；分光光度法检测细胞内H2O2含量、丙酮酸含量、乳酸含量、Caspase-3活力、丙酮酸激酶（PK）活力、乳酸脱氢酶（LDH）活力、苹果酸脱氢酶（MDH）活力、琥珀酸脱氢酶（SDH）活力；Western blot检测超氧化物歧化酶1（SOD1）、过氧化氢酶（Catalase）、p-Histone H2A.X（Ser139）、p-乳腺癌易感蛋白1（BRCA1）（Ser1524）、人mutS同源蛋白6（MSH6）、增殖细胞核抗原（PCNA）、单羧酸转运蛋白1（MCT1）的蛋白表达。结果  以不同剂量的茜草醇提物、水提物（终浓度为200，100，50，25，12.5 mg·L-1）作用于U87细胞24，48，72 h后，U87细胞生长受到明显抑制；抑制作用随时间、剂量增加而加强；醇提物优于水提物。茜草醇提物50 mg·L-1作用于U87 24 h后，表达谱芯片结果揭示其作用机制与细胞周期、凋亡、氧化—还原平衡、DNA损伤及修复、单羧酸转运等有关。茜草醇提物100，50 mg·L-1处理U87 24 h进行后续实验，逆转录PCR验证MSH6、Catalase、BAX、硫氧还蛋白相互作用蛋白（TXNIP）、PCNA mRNA表达与芯片结果一致，而DNA复制解旋酶/核酸酶2（DNA2） mRNA表达仅100 mg·L-1组与芯片结果相符；茜草醇提物可使U87细胞阻滞在S期、提高Caspase-3活力；还增加了细胞内H2O2含量，而Catalase和SOD1蛋白表达减少；细胞内DNA双链断裂的标志p-Histone H2A.X（Ser139）蛋白表达增加，DNA修复相关的p-BRCA1（Ser1524）、MSH6、PCNA蛋白表达减少；药物处理后，U87细胞内丙酮酸含量减少、乳酸含量增加；PK、LDH、MDH、SDH活力增加、MCT1蛋白表达减少。结论  茜草能有效抑制人神经胶质瘤U87细胞在体外的生长活力，作用呈现一定剂量依赖和时间依赖；提取方法以乙醇提取较好。其作用机制涉及多方面，与细胞周期阻滞、Caspase-3活化、影响氧化—还原平衡、DNA损伤及修复、细胞内丙酮酸代谢有关，是一味具有开发潜力的抗肿瘤中药。
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Effects of Rubia cordifolia L. on Cell Growth and Pyruvate Metabolism of Human Glioblastoma U87 Cell Line

LI Xiaoyun, BIAN Ka (Shanghai University of Traditional Chinese Medicine, Shanghai 201203, China)
Abstract:  Objective  Rubia cordifolia L. is an anticancer herb. The study is to investigate its inhibitory effects on the growth of human glioblastoma U87 cell line and to explore the underlied mechanism from the perspectives of conventional anticancer mechanism used in experimental study and pyruvate metabolism. Methods  U87 cells cultured in vitro were used for the study. The effective ingredients were extracted from Rubia cordifolia L. with water (water extract) or ethanol (ethanol extract). MTT assay was applied to determine the growth inhibition. To explore the preliminary mechanism, the whole human genome oligo microarray was used. Several differentially expressed genes found by microarray were further verified by reverse transcription PCR. Cell cycle distribution was analyzed by propidium iodide (PI) staining and flow cytometry. Spectrophotometry was performed to measure the intracellular content of H2O2, pyruvate and lactate as well as activity of Caspase-3, pyruvate kinase (PK), lactate dehydrogenase (LDH), malate dehydrogenase (MDH) and succinate dehydrogenase (SDH). Western blot was employed to detect the protein expression level of superoxide dismutase 1 (SOD1), Catalase, p-Histone H2A.X (Ser139), p-breast cancer type 1 susceptibility protein (BRCA1) (Ser1524), mutS homolog 6 (MSH6), proliferating cell nuclear antigen (PCNA), monocarboxylate transporter 1 (MCT1). Results  After treating U87 cells in different final concentrations (200, 100, 50, 25, 12.5 mg·L-1) for 24, 48 and 72 h, the two extracts of Rubia cordifolia L. significantly reduced the cell viability in a time and dose dependent manner. Furthermore, the ethanol extract had a greater inhibitory effect than water extract did. Cells treated with ethanol extract for 24 h in final concentration of 50 mg·L-1 and those treated with solvent control were analyzed by microarray assay. The microarray data showed that the mechanism of growth inhibition was related to cell cycle distribution, apoptosis, redox balance, DNA damage, DNA damage repair and monocarboxylic acid transport, etc. Respectively treating cells with ethanol extract in final concentration of 100 and 50 mg·L-1 for 24 h was selected for the following experiments. The regulation of mRNA expression of MSH6, Catalase, BCL2-associated X protein (BAX), thioredoxin interacting protein (TXNIP) and PCNA was consistent with the microarray data while change of DNA replication helicase/nuclease 2 (DNA2) mRNA expression was similar to the microarray result only in cells treated in 100 mg·L-1. It was observed that the ethanol extract of Rubia cordifolia L. could induce S phase arrest and up-regulation of Caspase-3 activity. Besides, the up-regulation of intracellular H2O2 content and down-regulation of protein expression of Catalase and SOD1 indicated the disruption of the steady state of redox balance in drug treated U87 cells. The increased p-Histone H2A.X (Ser139) and reduced p-BRCA1 (Ser1524), MSH6 and PCNA protein level demonstrated that treatment of Rubia cordifolia L. induced DNA double strand breaks and attenuated DNA damage repair. Intriguingly, the intracellular content of pyruvate was decreased while that of lactate was increased. The intracellular PK, LDH, MDH, SDH activity was up-regulated and MCT1 protein expression was down-regulated. These results referred to metabolism highlighted a role for Rubia cordifolia L. in pyruvate metabolism of U87 cells. Conclusion  These data demonstrated that Rubia cordifolia L. significantly inhibited the growth of human glioblastoma U87 cell line in vitro in a time and dose dependent manner. Extracting with ethanol was recommended since it had a greater inhibitory effect. The underlied mechanism was implicated in diverse aspects including cell cycle arrest, increased Caspase-3 activity, impact on redox balance, DNA damage and repair and cellular pyruvate metabolism. Taken together, the present study revealed a promising value of Rubia cordifolia L. as an anticancer herb in treating human glioblastoma.
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人神经胶质瘤U87细胞源自多形性胶质母细胞瘤，恶性程度高。临床采用以手术为主的综合治疗，但效果差、易复发，是最难治的中枢神经系统肿瘤之一，如何提高综合治疗的效果仍是亟待解决的关键问题。现代药理学研究表明,中药在肿瘤综合治疗的各环节均有着不容小觑的作用. 
茜草为茜草科植物茜草Rubia cordifolia L.的干燥根及根茎，有凉血、止血、祛瘀功效，临床上可应用于瘀热阻滞的脑肿瘤或颅内转移瘤等多种肿瘤[
]。国内外对茜草的初步研究已说明其抗癌作用是有物质基础和科学依据的：茜草粗提物或分离的单体可抑制多种类型的肿瘤细胞，机制涉及凋亡、细胞周期阻滞、氧化应激、调节端粒酶活性等[
,
,
,
,
,
,
]；可升高外周血白细胞[
]；近年发现，茜草根提取物还能减轻肝癌的侵袭、迁移[
]。
尽管已在临床常用于脑肿瘤，茜草对于人神经胶质瘤的作用及机制鲜见报道，本研究旨在考察茜草提取物对人神经胶质瘤U87细胞的生长抑制作用，并从抗肿瘤实验研究中常用分子机制及丙酮酸代谢角度探讨作用机理，为其进一步开发和临床应用提供实验依据。
1  材料与方法
1.1  细胞株及培养条件  人神经胶质瘤U87细胞购自ATCC，培养于含10 %新生牛血清的高糖DMEM培养基，置于二氧化碳培养箱中，以37 ℃、5 % CO2及饱和湿度条件培养。
1.2  供试药品  茜草购自亳州市中正中药材饮片有限公司，产地：陕西，批号：121106，由上海中医药大学可燕教授按照2010版《中华人民共和国药典》一部中所规定的标准鉴定为真品。
1.3  主要材料  异丙醇（分析纯）、氯仿（分析纯）、无水乙醇（分析纯）购自国药集团化学试剂有限公司；高糖DMEM培养基、新生牛血清、胰蛋白酶购自美国GIBCO；MTT（美国Sigma）；二甲亚砜（DMSO）（ACS级，美国Amresco）；台盼蓝染色细胞存活率检测试剂盒、磷酸盐缓冲液（PBS）、半胱天冬酶-3（Caspase-3）活性检测试剂盒、Western

 HYPERLINK "http://www.beyotime.com/celllysisbuf-westernip.htm" \t "_parent" 
及

 HYPERLINK "http://www.beyotime.com/celllysisbuf-westernip.htm" \t "_parent" 
IP

 HYPERLINK "http://www.beyotime.com/celllysisbuf-westernip.htm" \t "_parent" 
细胞裂解液（含抑制剂）、苯甲基磺酰氟（PMSF）（100 mmol·L-1）、BCA蛋白浓度测定试剂盒（增强型）、BeyoECL Star特超敏ECL化学发光试剂盒、0.45 μm硝酸纤维素（NC）膜、10×Western转膜液购自上海碧云天生物技术有限公司；Trizol（美国Invitrogen）；4×44K Whole Human Genome Oligo Microarray（美国Agilent Technologies）；RNeasy Mini Kit（德国Qiagen）；RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit（加拿大Fermentas）；预染PCR Master Mix、4 %-20 %梯度预制胶购自上海翊圣生物科技有限公司；100 bp DNA Ladder（广州
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东盛生物
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科技有限公司）；TE缓冲液（pH 8.0）、50×TAE缓冲液、Biowest Regular Agarose G-10西班牙琼脂糖购自上海杰庆

 HYPERLINK "http://www.baidu.com/link?url=CqbPZd6e3nu0kDelN1N69OCpShVmGt_ffDsysYkZCofwRhrJMSH5vmtGU1D1PX1j" \t "_parent" 
生物科技有限公司；核糖核酸酶A（RNase A）（北京索莱宝科技有限公司）；碘化丙啶（PI）染液（武汉谷歌生物科技有限公司）；Bradford法蛋白检测试剂盒、过氧化氢（H2O2）测试盒、丙酮酸测试盒、丙酮酸激酶（PK）测试盒、乳酸脱氢酶（LDH）测定试剂盒（微量酶标法）、乳酸测试盒（测血清、组织等）、苹果酸脱氢酶（MDH）测试盒（测组织）、琥珀酸脱氢酶（SDH）测试盒、5×SDS-PAGE蛋白上样缓冲液、10×SDS-PAGE电泳缓冲液购自南京建成赛浩科技有限公司；溴化乙锭（EB）（10 g·L-1）、15-150 kDa双色预染蛋白Marker（试剂级）、RealBand 3-Color High Range Protein Marker、吐温-20（试剂级）、无水乙醇（分子生物级）、0.22 μm NC膜、Anti-Actin beta（ACTB）兔多克隆抗体、Anti-Proliferating Cell Nuclear Antigen（PCNA）兔多克隆抗体、Anti-Catalase兔多克隆抗体、Anti-Superoxide Dismutase 1（SOD1）兔多克隆抗体、Anti-Monocarboxylate Transporter 1（MCT1）兔多克隆抗体、Anti-mutS Homolog 6（MSH6）兔多克隆抗体购自生工生物工程（上海）股份有限公司；光明脱脂奶粉；Anti-Phospho-Histone H2A.X（Ser139）Rabbit Monoclonal Antibody、Anti-Phospho-Breast cancer type 1 susceptibility protein（BRCA1）（Ser1524）Rabbit Polyclonal Antibody、Anti Rabbit IgG购自美国CST。 
1.4  逆转录PCR引物  引物均由上海捷瑞生物工程有限公司设计合成，序列见表1。
表1 逆转录PCR引物序列
Table1 Primer sequences for reverse transcription PCR
	基因
	上游引物（5’→3’）
	下游引物（5’→3’）

	β-actin
	AGCTGAGAGGGAAATCGTGCG
	GTGCCACCAGACAGCACTGTG

	Catalase
	GAAAGAAGACTCCCATCGCAG
	CACTGAACAAGAAAGAAACCTGA

	BAX
	ACGAACTGGACAGTAACATGGAG
	TCAGACACGTAAGGAAAACGCA

	TXNIP
	AAATATGGGTGTGTAGACTACTGGG
	CCTCTGACTGATGACAACTTCTG

	DNA2
	GGTCAGATGTACCCTGTGCCT
	TCTAAGTGTGTTTGCTTCAGATGCT

	MSH6
	GGAATACCTAGAGAAACAGCGCAAC
	CCAGGCACAGTAAAACATCCAACA

	PCNA
	TACACTAAGGGCCGAAGATAAC
	TATACTCTACAACAAGGGGTACATC


注：BCL2-associated X protein (BAX); thioredoxin interacting protein (TXNIP); DNA replication helicase/nuclease 2 (DNA2); mutS homolog 6 (MSH6); proliferating cell nuclear antigen (PCNA).
1.5  主要仪器与软件  DK-S28型电热恒温水浴锅（上海精宏实验设备有限公司）；MODULYO D-230型冷冻干燥仪、NanoDrop ND-1000分光光度计、HEPA CLASS 100二氧化碳培养箱（美国Thermo）；R-200型旋转蒸发仪（瑞士BüCHI）；倒置相差显微镜（IX 71）（日本Olympus）；PHS-29A数显酸度计（上海虹益仪器仪表有限公司）；AL204电子天平（梅特勒托利多仪器（上海）有限公司）；恒温微孔板振荡器、脱色摇床（其林贝尔仪器
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制造
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有限公司）；Delta Series生物安全柜（美国Labconco）；Agilent Scanner G2505C（美国Agilent Technologies）；PCR扩增仪（德国Biometra公司）；水平电泳系统、Western blot电泳及转印设备（美国伯乐）；凝胶成像系统、天能5200 MULTI成像仪（上海天能科技有限公司）；FACSCalibur流式细胞仪（美国BD）；JY92-2D超声波细胞粉碎机（宁波新芝生物科技股份有限公司）；Eppendorf 5810R低温高速离心机（德国Eppendorf）；SpectraMax 190全波长酶标仪（美国MD）；Agilent Feature Extraction software（version 11.0.1.1）、GeneSpring GX v12.0 software package（美国Agilent）。
1.6  供试药品制备
1.6.1  茜草醇提物、水提物制备  醇提物：药材以10倍量70 %乙醇浸泡1 h后，水浴恒温加热回流，80 ℃提取2 h，收集提取液，药材再分别以8倍量、6倍量的70 %乙醇各提取2 h，合并提取液，趁热过滤。滤液减压回收乙醇进行浓缩，将浓缩液转移至水浴锅上使乙醇完全蒸发，所得浸膏进一步冷冻干燥后，即得70 %乙醇提取物。水提物：方法同上，将70 %乙醇换为纯水。
1.6.2  供试药品和溶剂对照工作液制备  醇提物工作液：醇提物浸膏以DMSO溶解，临用前以无血清培养基稀释成一定浓度工作液，取适量加入培养基至所需浓度。水提物工作液：水提物浸膏以无血清培养基溶解，用0.22 μm无菌滤膜过滤除菌制成一定浓度工作液，取适量加入培养基至所需浓度。DMSO工作液：DMSO以无血清培养基稀释成工作液，取量加入培养基至所需浓度。
1.7  MTT法检测细胞存活率  收集对数生长期细胞，台盼蓝染色法进行活细胞计数，调整细胞悬液浓度后接种于96孔板，每孔含5000个细胞、190 μL完全培养基。本底对照组仅含同体积培养基，无细胞。置于培养箱培养，接种24 h时进行药物处理：药物处理组加入药物工作液10 μL，使终浓度为200，100，50，25，12.5 mg·L-1，DMSO终浓度不超过0.1 %；溶剂对照组以10 μL DMSO工作液代替药物处理使终浓度为0.1 %；本底对照组补入10 μL完全培养基。置于培养箱中继续培养，药物处理24，48，72 h后，每孔加入20 μL无菌5 g·L-1的MTT溶液，培养4 h后，小心弃去孔内上清，每孔加入100 μL DMSO，置微孔板振荡器中使结晶充分溶解。用酶标仪在490 nm处测量吸光度（A）。设置3个复孔，实验重复3次。将每组每次独立实验的复孔A取均数，减去对应本底对照组复孔A均数，即得该组该次独立实验的净A。细胞存活率(%)=药物处理组净A/溶剂对照组净A×100 %。
1.8  人全基因组表达谱芯片  收集对数生长期细胞，台盼蓝染色法进行活细胞计数，调整细胞悬液浓度后接种于培养皿，每皿约含3×106个细胞、10 mL完全培养基，置于培养箱培养；接种24 h后，药物处理组给予适量茜草醇提物工作液至终浓度50 mg·L-1，溶剂对照组给予适量DMSO工作液至终浓度0.025 %，继续培养；药物处理24 h后，将培养基中悬浮细胞离心收集并弃去培养基后直接以Trizol裂解，皿中贴壁细胞亦直接加入5 mL Trizol裂解，合并裂解液，暂存于-80 ℃。交送康成生物工程有限公司提取总RNA，经质检后用线性扩增法产生荧光标记的cRNA并纯化，与4×44K Whole Human Genome Oligo Microarray芯片杂交检测mRNA表达谱，实验结果进行质检后，原始数据进行归一化、对数转换，并以变化倍数≥1.5倍作为阈值进行差异基因筛选、Gene Ontology（GO）分析（http://www.geneontology.org）和Pathway分析（http://www.genome.jp/kegg/），列出具有统计学意义的结果。实验重复3次。
1.9  反转录PCR检测mRNA表达  收集对数生长期细胞，台盼蓝染色法进行活细胞计数，调整细胞悬液浓度后接种于培养皿，每皿约含2×106个细胞、10 mL完全培养基，置于培养箱培养；接种24 h后，药物处理组给予适量茜草醇提物工作液至终浓度100，50 mg·L-1，溶剂对照组给予适量DMSO工作液至终浓度0.05 %，继续培养；药物处理24 h后，将培养基中悬浮细胞离心收集并弃去培养基后直接以Trizol裂解，皿中贴壁细胞亦直接加入Trizol裂解，合并裂解液，Trizol法提取总RNA，按照试剂盒说明书进行逆转录合成cDNA，根据试剂说明书进行半定量PCR，所得产物取10 μL进行2 %琼脂糖凝胶电泳，以天能凝胶成像系统采集图像，图像以Quantity One软件分析获取积分光密度值，实验结果以内参的积分光密度值进行校正。实验重复3次。
1.10  PI单染法检测细胞周期分布  细胞接种、药物处理同1.9。药物处理24 h，收集漂浮和贴壁细胞，PBS清洗后，用-20 ℃预冷的70 %乙醇固定，4 ℃固定至少24 h。将固定好的细胞用PBS清洗后重悬，加入RNase A后37 ℃水浴，加入PI，避光染色，用流式细胞仪在488 nm激发波长下测定细胞DNA含量，用CELLQUEST及MODFIT软件分析。实验重复3次。
1.11  分光光度法检测细胞内容物及酶活力
1.11.1  Caspase-3活力：细胞接种、药物处理同1.9。药物处理24 h后，按照试剂盒说明书收集漂浮和贴壁的细胞，裂解细胞进行检测并以Bradford法测定蛋白浓度，计算Caspase-3活力。实验重复3次。
1.11.2  H2O2含量、丙酮酸含量、乳酸含量、PK活力、LDH活力、MDH活力、SDH活力  细胞接种、药物处理同1.9。药物处理24 h后，收集漂浮和贴壁的细胞，以PBS清洗后重悬，冰浴超声破碎，4 ℃、12000 r·min-1离心10~15 min去除细胞碎片。取少量样本稀释后以BCA法按照说明书进行蛋白浓度测定。其余样本按照各试剂盒说明书分别进行测定并计算。实验重复3次。
1.12  Western blot  细胞接种、药物处理同1.9。药物处理24 h后，收集漂浮和贴壁的细胞，以PBS清洗，细胞沉淀加入裂解液（临用前加入PMSF至终浓度1 mmol·L-1）提取蛋白，4 ℃、12000 r·min-1离心15 min，收取上清。以BCA法测定蛋白浓度。用PBS将各样品稀释成统一浓度后，加入5×SDS-PAGE上样缓冲液，混匀，100 ℃变性10 min，冷却至室温后储存于-80 ℃待用。Marker和样品各取10 μL上样，用4 %~20 %梯度SDS-PAGE凝胶电泳，转印到合适孔径的NC膜上，PBST洗涤后，5 %脱脂奶粉（PBST配制）封闭，再以PBST洗涤，加入一抗（5 %脱脂奶粉稀释），4 ℃孵育过夜。次日除去一抗，PBST洗涤，室温孵育二抗（5 %脱脂奶粉稀释）1 h，孵育结束以PBST洗涤，加入ECL发光液显色，使用天能5200 MULTI成像仪采集图像。图像以Quantity One软件分析获取积分光密度值，实验结果以内参的积分光密度值进行校正。实验重复3次。
1.13  统计学分析  以SPSS 16.0软件进行统计分析。计量资料以均数±标准差（
[image: image1.wmf]s

x

±

）表示。计量资料视资料类型进行单因素或多因素方差分析，多重比较采用LSD法，P≤0.05为差异有显著统计学意义，P≤0.01为差异有非常显著统计学意义。半数抑制浓度（IC50）以正规机率单位法计算[
]。
2  结果
2.1  茜草提取物对U87细胞生长的影响  以不同剂量的茜草醇提物、水提物（终浓度为200，100，50，25，12.5 mg·L-1）作用于U87细胞不同时间（24，48，72 h）后，U87细胞生长受到明显抑制，见图1。经多因素方差分析，两种提取方法差异有非常显著统计学意义（P＜0.01），醇提物抑制作用优于水提物；各剂量之间差异有统计学意义，除200 mg·L-1与100 mg·L-1之间差异有显著统计学意义（P＜0.05）外，其它各剂量之间差异均有非常显著统计学意义（P＜0.01）；不同药物处理时间差异均有非常显著统计学意义（P＜0.01）。由此可见，茜草提取物可有效抑制U87细胞生长，作用具有剂量依赖和时间依赖性，提取方法以醇提较优。因此，后续实验选择使用茜草醇提物。茜草醇提物在24 h抑制U87细胞生长的半数抑制浓度（IC50）为45.534 mg·L-1。在后文的实验中，低剂量组采用IC50的近似值50 mg·L-1，高剂量组采用2倍IC50的近似值100 mg·L-1。
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图1 茜草A.醇提物B.水提物对U87细胞的生长抑制（
[image: image4.wmf]s
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±

，n = 3）
Figure 1 Growth inhibitory effect of A. alcohol B. water extract of Rubia cordifolia L. on U87 cells (
[image: image5.wmf]s
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, n = 3)
2.2  人全基因组表达谱芯片初步筛选茜草醇提物抑制U87细胞的机制  茜草醇提物50 mg·L-1作用于U87细胞24 h后，检测全基因组表达谱变化。与溶剂对照组相比，药物处理后共有6300个基因表达发生变化，其中2800个上调、3500个下调（变化倍数≥1.5倍，P≤0.05）。基于差异基因的结果，进行GO分析和Pathway分析。
差异基因共分布于775个GO生物过程条目，其中444个上调（P≤0.05）、331个下调（P≤0.05），上调的GO条目主要涉及以下几个方面，包括：细胞死亡的调控（GO: 0043065、GO: 0010942、GO: 0012502、GO: 0008219、GO: 0006917、GO: 0016265、GO: 0006915、GO: 0012501、GO: 0010941、GO: 0043067、GO: 0042981、GO: 0008633、GO: 0001836、GO: 0006919）、细胞周期调控（GO: 0051726）、细胞增殖负调控（GO: 0008285）、衰老（GO: 0007568）、细胞应激反应（GO: 0033554）、氧化应激反应（GO: 0034599、GO: 0000302）等；下调的GO条目涉及多个方面，包括：DNA链延伸（GO: 0006271、GO: 0022616）、DNA代谢（GO: 0006259）、DNA复制（GO: 0006260）、DNA损伤刺激应答（GO: 0006974）、DNA修复（GO: 0006281、GO: 0006297、GO: 0006302）、细胞周期（GO: 0007049、GO: 0000278、GO: 0022402、GO: 0007067）、端粒维持（GO: 0010833、GO: 0000722、GO: 0032201、GO: 0000723）、细胞骨架结构（GO: 0030036、GO: 0007010、GO: 0030029、GO: 0008154）、染色体/质结构（GO: 0051276、GO: 0031055、GO: 0043044、GO: 0006325）、细胞分裂（GO: 0051301、GO: 0017145、GO: 0048103、GO: 0000280）、细胞粘附（GO: 0031589）、细胞迁移（GO: 0016477）、缺氧应答（GO: 0001666）、单羧酸转运（GO: 0015718）、细胞运动（GO: 0048870）等。
Pathway分析结果表明，共有32条通路上调（P≤0.05），包括凋亡（hsa04210）、p53信号通路（hsa04115）等；有50条通路下调（P≤0.05），包括胶质瘤（hsa05214）、粘附（hsa04510、hsa04512）、DNA修复（hsa03430）、DNA复制（hsa03030）、细胞骨架（hsa04810）、缺氧诱导因子-1（HIF-1）信号通路（hsa04066）等。
2.3  逆转录PCR验证部分差异基因mRNA表达  在差异表达的基因中，DNA2参与DNA复制与修复（下调2.7倍，P＜0.05）；MSH6参与DNA修复（下调3倍，P＜0.01）；PCNA参与细胞增殖与DNA修复（下调1.6倍，P＜0.01）；BAX促进凋亡（上调2.2倍，P＜0.05）；Catalase清除H2O2（下调2.1倍，P＜0.01）、TXNIP介导氧化应激与细胞死亡（上调12.6倍，P＜0.01）。经逆转录PCR验证，茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，MSH6（P＜0.01，P＜0.01）、Catalase（P＜0.01，P＜0.01）、PCNA（P＜0.01，P＜0.05） mRNA表达下调；BAX（P＜0.05，P＜0.05）、TXNIP（P＜0.01，P＜0.01） mRNA表达上调，与表达谱芯片结果一致；DNA2仅100 mg·L-1组与芯片结果一致（P＜0.01），见图2。
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注：C：溶剂对照组（0.05 % DMSO）；H：茜草醇提物高剂量组（100 mg·L-1）；L：茜草醇提物低剂量组（50 mg·L-1）。与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。

图2 逆转录PCR验证差异基因mRNA表达（
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，n = 3）
Figure 2 Differentially expressed mRNA found by microarray were verified by reverse transcription PCR (
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, n = 3)
2.4  茜草醇提物对U87细胞Caspase-3活化的影响  茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，均可促进Caspase-3活化（P＜0.05，P＜0.05），见表2。
表2 茜草醇提物对U87细胞中Caspase-3活力的影响（
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Table 2 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on Caspase-3 activity of U87 cells (
[image: image9.wmf]s
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, n = 3)
	组别
	剂量/mg·L-1
	Caspase-3活力/U·mgprot-1

	0.05 % DMSO组
	-
	0.91±0.62

	茜草醇提物高剂量组
	100
	2.70±0.90*

	茜草醇提物低剂量组
	50
	3.05±0.75*



注：与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
2.5  茜草醇提物对U87细胞周期分布的影响  茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，细胞被明显阻滞于S期（P＜0.01，P＜0.01）；G0/G1期细胞数有所减少（P＜0.01，P＜0.01）；50 mg·L-1时还可减少G2/M期细胞数（P＜0.05），见表3。
表3 茜草醇提物对U87细胞周期分布的影响（
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Table 3 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on cell cycle distribution of U87 cells (
[image: image11.wmf]s
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, n = 3)
	组别
	剂量/mg·L-1
	G0/G1（%）
	G2/M（%）
	S（%）

	0.05 % DMSO组
	-
	59.10±0.27
	22.12±0.29
	18.78±0.08

	茜草醇提物高剂量组
	100
	35.42±1.17**
	18.84±2.90
	45.74±4.06**

	茜草醇提物低剂量组
	50
	40.35±0.98**
	7.22±9.75*
	52.43±10.35**


注：与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
2.6  茜草醇提物对U87细胞氧化—还原平衡的影响  茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，细胞内H2O2含量明显增加（P＜0.01，P＜0.05），见表4；细胞内Catalase可清除H2O2，其蛋白表达减少（P＜0.01，P＜0.01），这至少部分解释了H2O2含量增加的原因，见图3；细胞内负责清除超氧阴离子的SOD1蛋白表达减少（P＜0.01，P＜0.01），见图3。这些结果提示，茜草醇提物导致U87细胞内氧化—还原平衡紊乱。
表4 茜草醇提物对U87细胞内H2O2含量的影响（
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Table 4 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on H2O2 content in U87 cells （
[image: image13.wmf]s
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, n = 3）
	组别
	剂量/mg·L-1
	H2O2含量/mmol·gprot-1

	0.05 % DMSO组
	-
	 0.96±0.10

	茜草醇提物高剂量组
	100
	  7.00±1.68**

	茜草醇提物低剂量组
	50
	 4.01±0.57*
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注：与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
注：C：溶剂对照组（0.05 % DMSO）；H：茜草醇提物高剂量组（100 mg·L-1）；L：茜草醇提物低剂量组（50 mg·L-1）。与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
图3 茜草醇提物对U87细胞Catalase、SOD1蛋白表达的影响（
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Figure 3 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on Catalase and SOD1 protein expression in U87 cells（
[image: image15.wmf]s

x

±

, n = 3）
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 茜草醇提物对U87细胞DNA损伤及修复的影响  茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，U87细胞内DNA发生双链断裂，表现为p-Histone H2A.X（Ser139）显著增加（P＜0.01，P＜0.01）；介导DNA双链断裂修复的p-BRCA1（Ser1524）[
]表达显著减少（P＜0.01，P＜0.01）；此外，PCNA是细胞增殖标志之一，也参与DNA复制与修复，其表达量也因药物处理而减少（P＜0.01，P＜0.01）；参与碱基错配修复的MSH6蛋白表达减少（P＜0.01，P＜0.01），见图4。综上所述，茜草醇提物使得U87细胞DNA发生损伤，且修复减弱。
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注：C：溶剂对照组（0.05 % DMSO）；H：茜草醇提物高剂量组（100 mg·L-1）；L：茜草醇提物低剂量组（50 mg·L-1）。与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
图4 茜草醇提物对U87细胞DNA损伤及修复的影响（
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Figure 4 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on DNA damage and repair of U87 cells（
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2.8  茜草醇提物改变U87细胞代谢稳态  茜草醇提物100 mg·L-1、50 mg·L-1处理U87细胞24 h后，U87细胞丙酮酸代谢发生改变。细胞内丙酮酸含量减少（P＜0.05，P＜0.01），而催化其产生的关键酶PK活力增加（P＜0.01，P＜0.01），提示丙酮酸的减少并非因生成减少所致，而是消耗增强。细胞进行糖酵解时，丙酮酸可被LDH还原成乳酸；而进行有氧呼吸时丙酮酸进入线粒体参与三羧酸循环。结果显示，药物处理使得U87细胞内LDH活力增强（P＜0.01，P＜0.01），乳酸含量增加（P＜0.05，P＜0.05）；而MDH活力（P＜0.01，P＜0.01）及SDH活力（P＜0.01，P＜0.01）亦有增强；MDH和SDH是三羧酸循环的重要酶之一，MDH还参与苹果酸—天冬氨酸穿梭途径，而SDH还是呼吸链成分之一。这些结果提示，茜草醇提物处理后，U87细胞内丙酮酸的合成和消耗代谢均增强，丙酮酸被同时用于糖酵解和有氧氧化，但消耗可能大于生成，致使丙酮酸含量减少，见表5。此外，药物处理下调了MCT1蛋白表达（P＜0.01，P＜0.01），意义在于可减少细胞以摄取胞外乳酸将其代谢成丙酮酸的方式补充丙酮酸，见图5。
表5 茜草醇提物对U87细胞丙酮酸代谢的影响（
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Table 5 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on pyruvate metabolism in U87 cells（
[image: image19.wmf]s
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, n = 3）
	组别
	剂量/mg·L-1
	丙酮酸含量/ mmol·gprot-1
	PK活力/U·gprot-1
	LDH活力/ U·gprot-1
	乳酸含量/ mmol·gprot-1
	MDH活力/ U·mgprot-1
	SDH活力/ U·mgprot-1

	0.05 % DMSO组
	-
	0.058±0.010
	194.0±20.1
	187.8±22.1
	0.211±0.012
	0.129±0.021
	47.25±6.96

	茜草醇提物高剂量组
	100
	0.032±0.013*
	542.9±58.4**
	650.4±5.9**
	0.284±0.052*
	0.488±0.055**
	68.74±8.68**

	茜草醇提物低剂量组
	50
	0.024±0.006**
	403.3±29.3**
	339.5±19.5**
	0.284±0.021*
	0.458±0.090**
	70.03±3.02**
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注：与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
注：C：溶剂对照组（0.05 % DMSO）；H：茜草醇提物高剂量组（100 mg·L-1）；L：茜草醇提物低剂量组（50 mg·L-1）。与溶剂对照组比较，*P＜0.05，**P＜0.01。
图5 茜草醇提物对U87细胞MCT1蛋白表达的影响（
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Figure 5 Impact of ethanol extract of Rubia cordifolia L. on MCT1 protein expression in U87 cells（
[image: image21.wmf]s
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, n = 3）
3  讨论
中药已被广泛应用于肿瘤的综合治疗，除了少数具有较强的抑瘤作用外，大部分在一定程度上杀伤肿瘤细胞的同时，还可调补患者机体或对其它治疗手段起到增效减毒的作用，从而减缓病情进展。茜草在临床已应用于脑肿瘤的治疗，但其对神经胶质瘤的实验研究鲜见报道。本研究以人神经胶质瘤U87细胞为实验对象，通过体外实验评价了茜草的抗癌作用及可能机制，证实其抗肿瘤活性是有物质基础和药理学依据的，为其进一步开发和临床应用提供参考。
MTT实验结果表明，茜草两种提取物均能以剂量和时间依赖的方式有效抑制U87细胞增殖，提示有效成分极性偏大，且醇提法优于水提法，故随后的实验选用醇提物。通过基因芯片筛选，发现其作用机制与细胞周期、凋亡、氧化—还原平衡、DNA损伤及修复、单羧酸转运等有关，随后的逆转录PCR实验、细胞周期检测、Caspase-3活力测定亦初步证实了芯片的结果。进一步研究发现，茜草醇提物可导致U87细胞内H2O2含量增加，Catalase和SOD1蛋白表达减少是其原因之一，证实了茜草致使U87细胞内氧化—还原平衡稳态被干扰。此外，Western blot实验发现茜草可使U87细胞发生DNA双链断裂，且修复减弱，与芯片结果一致。

值得注意的是，茜草改变了U87细胞丙酮酸代谢。被药物杀伤的U87细胞内丙酮酸的合成和消耗代谢均增强，且被同时用于糖酵解和有氧氧化，但消耗可能大于生成，致使其含量最终减少。这些代谢表型提示细胞内能量或物质基础供不应求，这可能是由药物本身的直接作用或细胞因损伤产生的应激反应所致，是否最终导致细胞能量和物质匮乏而死亡、是否还存在产能受阻如氧化磷酸化脱偶联而导致丙酮酸代谢增强，是进一步研究的可行方向。此外，PK是介导丙酮酸合成的关键酶，肿瘤过表达活性较低的PKM2，导致糖酵解上游产物累积，刺激磷酸戊糖途径保护细胞减轻氧化应激损伤，且累积的上游产物还可参与其它代谢通路，以保障能量和物质供应[
]；本研究发现，茜草使得U87细胞内PK活力增强，上游产物不断被代谢成丙酮酸，而丙酮酸又不断地被消耗，可以合理地推测糖酵解上游的产物会因代谢通路的推进而减少累积。此外，丙酮酸作为最关键的中间代谢物之一，其减少显然不利于肿瘤旺盛的增殖，肿瘤细胞可通过增加MCT1蛋白的表达，从细胞外摄取乳酸，进而代谢成丙酮酸进行补充[
]。阿斯利康已开发MCT1抑制剂AZD3965正在临床试验，实验室研究表明AZD3965可在体内外不同程度抑制小细胞肺癌[
]。本研究也发现，茜草可降低U87细胞内MCT1蛋白表达。这些结果说明，茜草不仅上调了U87细胞内丙酮酸的合成与消耗，且可能减少上游代谢物堆积，并抑制细胞以摄取乳酸的方式对其进行补充。
中药总成分提取物相对于单体有效剂量偏大，但选择总成分提取有其重要的优势。总成分提取物能将该单味药原有大部分的药理活性成分提取出来，在多成分的基础上，充分发挥中药多靶点、多机制抗肿瘤的特点。本文的机制研究选用了两个略微偏大的剂量，以便充分发掘出茜草潜在的所有抗肿瘤作用机理。

在机制研究中，我们观察到有部分检测指标的结果存在着高剂量组未必优于低剂量组的现象。严格来说，出现这个现象并不能否定它是茜草药效机制之一。我们分析推测，总成分提取物可能利用多种分子机制综合发挥药效，有一定的协同、累加效应，因而每一个分子机制的量效范围并不都与茜草杀伤肿瘤细胞这个综合药效的量效范围完全一致。当然，也不能完全排除可能是某些机制对于茜草药效的贡献不是最主要的，因此这些指标确实有变化但剂量依赖性不明显。
总成分提取物在药效成分、作用机制上比较复杂，两个剂量在体现量效关系上确实存在着局限。这提示着我们，在今后的深入研究中，应当进一步优化增加剂量及药物处理时间范围，并结合进一步的分离精制，更好地发现茜草抗肿瘤的药效物质基础和作用靶点。
综上所述，本研究表明茜草可有效抑制人神经胶质瘤细胞生长，除抗肿瘤机制实验性研究常见的报道结果外，还能干扰细胞内丙酮酸代谢稳态，是极具开发潜力的抗肿瘤中药。
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