“益气除痰方”通过抑制Akt信号通路诱导顺铂耐药肺癌细胞凋亡的作用及分子机制研究
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A549/DDP为耐顺铂人肺腺癌细胞株。
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摘要：目的  探讨“益气除痰方”诱导顺铂耐药肺癌细胞凋亡的作用及其分子机制。 方法  制备益气除痰方含药血清，采用Annexin V/PI双染结合流式细胞术检测“益气除痰方”对人肺腺癌顺铂耐药细胞株A549/DDP1细胞凋亡。采用Caspase分光光度法检测试剂盒，检测“益气除痰方”对A549/DDP细胞内Caspase-8和Caspase-3激酶活性的影响。采用Western blotting检测“益气除痰方”对A549/DDP细胞Akt/FoxO信号通道相关蛋白的影响。 结果  与空白血清相比，A549/DDP细胞经不同浓度“益气除痰方”作用后，凋亡相关蛋白Caspase-8,Caspase-3激酶活性明显增强，呈剂量依赖性效应。“益气除痰方”能明显抑制Akt的磷酸化，随着剂量的增高及时间的延长，其抑制作用增强，而Akt总蛋白的水平基本未受影响；相对应FoxO3a蛋白磷酸化水平逐渐降低，而FoxO3a总蛋白的水平基本未受影响。并且经“益气除痰方”作用后，FoxO3a下游的Bim的表达显著升高，均呈现明显的剂量依赖性效用。结论  “益气除痰方”通过抑制Akt/FoxO信号转导而激活内源性凋亡通路，诱导肿瘤细胞凋亡，从而逆转肺癌细胞顺铂耐药。
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Functions and Mechanismsof YiqiChutan Formulaon Inducing Apoptosis of Cisplatin-resistance Lung Cancer Cellsby Inhibiting AktSignaling Pathway 
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Abstract: Objective  To examine the effect of YiqiChutanformula (YQCTF) on apoptosis in Cisplatin-resistant human lung cancer cells and to identify the apoptotic pathways involved in YQCTFinduced apoptosis. Methods  Serum ofYiqiChutanformula was made, the Annexin V/Propidium iodide (PI) dual staining assay was employed to detect viable and early apoptotic cells,and the effect of YQCTF on theenaymatic activities ofCaspase-8 and Caspase-3in Cisplatin-resistant A549/DDP cells were assessed with colorimetric or fluorometric assay. Meanwhile, the effect of YQCTF on the phosphorylation of Akt and its crucial downstream mediators, FoxO3a, also the expression of Bim (a target gene of FoxO3a), was examined by Western blotting. Results  TheAnnexin V-binding assaysstrongly suggested a pro-apoptotic effect of YQCTF on DDP-resistant A549/DDP cells. Meanwhile, compared with the blank serum,YQCTFtreatment resulted in a dose-dependentincrease in the activitiesof the Caspase-8, -3 in A549/DDP cells.Our results demonstrated thatYQCTFtreatment resulted in a dose-dependent decrease of phospho-Ser473-Akt without an effect on total Akt expression. Phosphorylation of FoxO3a, crucial mediators downstream of Akt signaling, was also dose-dependently inhibited by YQCTF treatment. And in parallel with reduced FoxO phosphorylation, Bim was upregulated in response to YQCTF treatment. Conclusion  We found that YiqiChutanformulasuppressed the Akt pathway and triggered apoptosis in A549/DDP cellsthat are resistant to Cisplatin treatment, which thereby might mediate the anti-cancer and reversingchemoresistanceactivity of YiqiChutanformula.
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肺癌主要分为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）（约占80.4%），小细胞肺癌（small-cell lung cancer, SCLC）（约占16.8%），和无特定组织类型的肺癌（约占2.8%）[1]。目前手术、放疗及化疗等常规治疗技术的治疗结果尚难以令人满意。尤其是NSCLC患者对化疗和放疗往往不敏感，而且非常容易出现耐药性，所以亟待寻找新的有效的肺癌治疗方法[1-3]。中医药是治疗肺癌的重要手段，中医肿瘤学认为肺癌病位在肺，与脾、肾两脏密切相关；病机属本虚标实，本虚以肺、脾虚为主，久病及肾，标实则痰、瘀为患，脾虚痰湿是肺癌的关键病机之一。广州中医药大学周岱翰教授的经验方“益气除痰方”（药物组成：党参、薏苡仁、守宫、生南星等，YiqiChutan Formula，YQCTF)）是针对脾虚痰湿这一肺癌关键病机所创立。多中心临床随机对照试验已证实“益气除痰方”能延长非小细胞肺癌患者的中位生存期并改善其生存质量[4]。Akt激酶，又称为蛋白激酶B（protein kinase B, PKB）是一种丝/苏氨酸蛋白激酶，参与了细胞内多种信号转导，几乎涉及到肿瘤的发生、发展以及转移全过程调控[5-6]。多项研究显示，Akt基因遗传学改变引起的异常激活经常发生在恶变早期和肿瘤进展期，Akt信号转导通路激活程度也是肿瘤患者预后的重要指标，同时对肿瘤的化疗耐药性也有一定影响，因此抑制该信号转导通路成为肿瘤预防和肿瘤靶向治疗的热点[7]。本文研究“益气除痰方”对顺铂耐药肺癌细胞凋亡的影响，并阐明其诱导耐药性肺癌细胞凋亡的具体分子机制，力求将其应用于临床一线化疗药物耐药的患者，进一步探讨“益气除痰方”的临床作用与机制。

1 材料与方法
1.1 试剂及材料  DMEM培养基（31053028）、L-谷氨酰胺（25030-081）、非必需氨基酸（11140-050）、HEPES（15400054）、胰酶（25200-056）、胰酶抑制剂（R-007-100）均为Invitrogen/Gibco公司产品；胎牛血清为Hyclone公司产品（SH30070.03）；Acr（DH006-1.1）、Bis（DH199-2）、AP（GA019-100G）、Tris（BT350-100G）、甘氨酸（WB-0051）、TEMED（DH338-1）、SDS（GS286）、β-巯基乙醇（GM195-100ML）均为北京鼎国昌盛生物技术有限责任公司分析纯试剂；PVDF膜：美国Roche公司（18070100）；预染蛋白Marker：Takara公司（H-009）；ECL 化学发光液：美国Pierce公司（32106）；X胶片：德国Kodak公司（6535876）；BCA蛋白定量试剂盒：美国Pierce公司（23227）；Caspase-8分光光度法检测试剂盒：南京凯基生物科技有限公司（KGA304）；Caspase-3分光光度法检测试剂盒：南京凯基生物科技有限公司（KGA204）；兔抗人phospho-Akt (Ser473)（#9271）、兔抗人Akt（#9272）、兔抗人phospho-FoxO3a (Ser253)（#9466）、兔抗人Bim（#2819）：美国Cell Signaling Technology公司；鼠抗人Actin：美国Sigma公司（A3853）；HRP-conjugated anti-mouse antibody (抗鼠二抗)：美国Pierce公司（A28174）；HRP-conjugated anti-rabbit antibody (抗兔二抗)：美国Pierce公司（A27033）。
[bookmark: OLE_LINK3]1.2 仪器  CO2细胞培养箱（HERA CELL 150, Thermo, Waltham, MA），水浴箱（DK-600, 精宏实验设备有限公司, 上海），离心机（Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Germany），倒置显微镜（Axiovert 40C, Carl Zeiss,Oberkochen, Germany），流式细胞仪（FACSCalibur cytometer, Becton Dickinson, San Jose, CA），微量取样器（Research plus型号,Eppendorf, Hamburg, Germany），多功能酶标仪（BioTek Synergy2, Bio-Tek, Winooski, VT），脱色摇床（TS-1, 麒麟医用仪器厂, 江苏），高压蒸汽灭菌锅（HV-85, Hirayama, Saitama, Japan）蛋白垂直电泳及转印系统（产品型号：165-8001、170-3930、164-5050, Bio-Rad, Hercules, CA）。
1.3 动物  SD大鼠（SPF级），雄性，8～10周龄，体重250-300g，购自中山大学实验动物中心（许可证号：SCXK（粤）2011-0029, NO.44008500010310），于中山大学实验动物中心SPF级别动物饲养房饲养（实验单位使用许可证编号：SYXK（粤）2010-0107）。
1.4 细胞及培养  耐药株A549/DDP细胞（购自南京凯基生物科技有限公司，批号：KG354）培养于含10%胎牛血清、2 mM L-谷氨酰胺、0.1 mM非必需氨基酸、10 mMHepes（缓冲对）、100 IU/ml青霉素、100 μg/ml链霉素和1.5 μg/mlDDP的DMEM完全培养基中，置于37 ℃ 5％ CO2孵箱中孵育培养；传代时用胰酶消化，以胰酶抑制剂终止消化。
1.5 “益气除痰方”含药血清及空白血清的制备  按“益气除痰方”药物组成准确称取剂量，粉碎后过30目筛，经煎药机煎煮成汤剂(按机器规程操作)。60℃浓缩成含生药2.0g/mL，分装冷冻保藏于-80℃低温冰箱。SD雄性大鼠20只随机分成2组：“益气除痰方”组和空白血清组，各组10只。于每日早、晚各进行一次灌胃中药汤剂42ml/kg（相当于84g/kg/d）或生理盐水42mL/kg，连续一周，第七天晚上开始禁食不禁水，末次给药后1h从心脏取血，4℃静置4 h以上，1000g低速离心分离血清，56℃灭活30min，0.22μm滤膜滤过性除菌，分装于1.5ml离心管中于-80℃低温冰箱保存备用。
1.6 细胞分组及给药  取对数生长期的细胞消化后，用DMEM完全培养基重悬细胞成单细胞悬液，并转入6孔培养板中，细胞孵育24h后，至细胞单层铺满培养板孔底后（细胞密度为80～90%），随机分为4组，弃去培养板中原培养液，分别加入5%，10%，20%“益气除痰方”含药血清及空白血清，以空白血清组为对照组，含药血清及空白血清的总体积分数均为20%，各组处理36h后收集细胞总蛋白。
[bookmark: _GoBack]1.7 Annexin V-FITC/PI染色A549/DDP  细胞用5%，10%，20%“益气除痰方”含药血清及空白血清处理后，用细胞刮从培养皿上刮取细胞，1×PBS洗涤细胞三次（2000 rpm，离心5 min），收集5×105个细胞。采用Annexin V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（凯基生物科技有限公司，南京）进行早期凋亡检测。依次加入500μL的Binding Buffer悬浮细胞、5μL Annexin V-FITC、5μL碘化丙锭（PI），混匀，室温避光反应5～15 min。流式细胞仪分析：激发波长Ex=488 nm; 发射波长Em=530 nm。Annexin V-FITC染色的细胞激发的绿色荧光采用FITC通道检测；PI染色的细胞激发的红色荧光采用PI通道检测。使用未经凋亡诱导处理的对照组细胞，进行荧光补偿调节去除光谱重叠，并进行十字门位置的设定。数据分析：活细胞：Annexin V-、PI-，处于左下象限；早期凋亡细胞：Annexin V+、PI-，处于右下象限；晚期凋亡细胞或坏死细胞：Annexin V+、PI+，处于右上象限。
1.8 Caspase-8, 3酶活性测定  96孔测定板（型号: 3635,Corning, Corning, NY）中，将50 μLYQCTF各组及空白血清对照组的细胞裂解（含100~200 μg蛋白）与50 μL 2×reaction buffer（Caspase-8, 3分光光度法检测试剂盒试剂盒提供）混匀；然后加入5 μL Caspase-8 substrate或Caspase-3 substrate（Caspase-8, 3分光光度法检测试剂盒试剂盒提供），并放置于37 °C避光孵育4 h；用酶标仪测定405 nm的吸光度值，以50 μL lysis buffer + 50 μL 2×reaction buffer溶液作为空白对照，通过计算（ODYQCTF处理组－OD空白组）/（OD空白血清对照组－OD空白）的倍数来确定YQCTF处理后Caspase-8及Caspase-3的激活程度。
1.9 Western blotting检测目的蛋白  蛋白质样品进行非还原性SDS-PAGE，冰浴中300mA转膜1h；取出PVDF膜，5%BSA封闭液封闭1h；一抗孵育6h；回收一抗，TBST洗膜，每次15min，重复3次；二抗孵育45-60min；回收二抗，TBST洗膜，每次15min，重复3次；在暗房用ECL显色液显色。免疫印迹结果条带采用Quantity One 4.6.3软件（Bio-Rad, Hercules, CA）测定各条带总灰度值（sum intensity），得出各蛋白表达数据。

1.10 统计学处理方法  采用SPSS10.0 进行统计分析，数据以“ ± s”表示，多组数据间的比较采用One-Way ANOVA分析，对样本数据先行正态分布检验，如果方差齐时用LSD检验，方差不齐时用Dunnett's T3检验，以P<0.05表示差异具有统计学意义。

2 结果
2.1 “益气除痰方”诱导顺铂耐药肺癌细胞凋亡
应用Annexin V/PI双染结合流式细胞术检测“益气除痰方”对人肺腺癌顺铂耐药细胞株A549/DDP细胞凋亡的影响。流式细胞术定量检测细胞凋亡结果的二维散点图中，活细胞分布在左下图（Annexin V-/PI-），早期凋亡细胞分布在右下图（(Annexin V+/PI-)，晚期凋亡细胞或坏死细胞分布在右上图（Annexin V+/PI+）。结果显示，使用5%，10%，20%“益气除痰方”含药血清处理组A549/DDP细胞的细胞早期凋亡率分别为9.13±2.47%，20.82±3.19%及39.17±3.84%；细胞晚期凋亡率分别为3.64± 1.09%，8.17±1.12%及19.76±2.46%，均呈明显的浓度依赖性凋亡诱导效应（见图1，表1），表明“益气除痰方”能显著诱导A549/DDP细胞的凋亡。
[image: Figure 1-AnnexinV]
图1  “益气除痰方”对A549/DDP细胞凋亡的影响（Annexin V-FITC/PI染色代表性图）
Figure 1  Effective of YiqiChutan Formula on apoptosis of A549/DDP cells.（Representative figure of Annexin V - FITC/PI staining）

表1 “益气除痰方”对A549/DDP细胞凋亡的影响
Table 1  Effective of YiqiChutan Formula on apoptosis of A549/DDP cells
	益气除痰方
	细胞早期凋亡率（%）
	细胞晚期凋亡率（%）

	0%
	0.83±0.07
	0.09±0.02

	5%
	9.13±2.47*
	3.64± 1.09*

	10%
	20.82±3.19*
	8.17±1.12*

	20%
	39.17±3.84*
	19.76±2.46*


注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
2.2 “益气除痰方”对顺铂耐药肺癌细胞中的Caspase激活水平的影响
[bookmark: OLE_LINK4]采用Caspase分光光度法检测试剂盒，检测以5%, 10%, 20%不同浓度的“益气除痰方”作用于A549/DDP细胞24 h后Caspase-8和Caspase-3激酶活性情况。以空白血清处理组的激酶活性设为1，加入“益气除痰方”处理组细胞的Caspase-8激酶活性依次为空白血清对照组的17.01±1.57, 28.09±1.62, 40.07±2.40倍（见图2）；加入“益气除痰方”处理组细胞的Caspase-3激酶活性依次为空白血清对照组的3.51±0.58, 9.60±1.04, 10.39±0.32倍（见图3），且均与空白血清对照组比较差别有统计学意义。以上结果表明“益气除痰方”作用下，A549/DDP细胞中caspase-8和-3活性均明显升高。
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注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
图2  分光光度法法检测不同浓度“益气除痰方”处理A549/DDP细胞的Caspase-8激酶活性
Figure 2  Enaymatic activities of Caspases-8 in YiqiChutan Formula treated A549/DDP as assessed with colorimetric assay
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注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
图3 分光光度法法检测不同浓度“益气除痰方”处理A549/DDP细胞的Caspase-3激酶活性
Figure 3  Enaymatic activities of Caspases-3 in YiqiChutan Formula treated A549/DDP as assessed with colorimetric assay
2.3 “益气除痰方”抑制顺铂耐药肺癌细胞中Akt/FOXO信号转导通路
Akt是细胞生存通路PI3K/Akt的关键分子，其持续磷酸化与肿瘤的发生发展密切相关。Akt能够直接或间接调节IKK的活性，导致NF-κB的核转位、活化和NF-κB依赖的促进存活基因的转录。为了明确“益气除痰方”对Akt活性的影响，本研究检测了不同剂量“益气除痰方”处理后，A549/DDP细胞中Akt的磷酸化水平，发现“益气除痰方”可明显抑制Akt的磷酸化，并随着剂量的增高及时间的延长，其抑制作用增强，而Akt总蛋白的水平基本未受影响（见图4）。Akt蛋白活性的改变会对其下游信号通路产生影响，FoxO是Akt信号通路下游重要的转录调节因子，本研究进一步检测了“益气除痰方”处理后A549/DDP细胞中FoxO3a的变化。Western blotting结果表明，经“益气除痰方”作用后，随着剂量的增高，FoxO3a蛋白磷酸化水平逐渐降低，而FoxO3a总蛋白的水平基本未受影响（见图5）。Bim是FoxO3a下游的一个促凋亡蛋白，经“益气除痰方”作用后，与FoxO3a蛋白磷酸化水平降低相对应，Bim的表达显著升高，并呈现明显的剂量依赖性（见图6）。
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注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
图4  “益气除痰方”对A549/DDP细胞内AKT蛋白磷酸化的影响
Figure 4  Influence of YiqiChutan Formula on phosphorylation of AKT protein in A549/DDP cells
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注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
图5  “益气除痰方”对A549/DDP细胞内FoxO3a蛋白磷酸化的影响
Figure 5  Influence of YiqiChutan Formula on phosphorylation of FoxO3a protein in A549/DDP cells 
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注：与空白血清对照组比较，*P<0.05
图6  “益气除痰方”对A549/DDP细胞内促凋亡蛋白Bim的影响
Figure 6  Influence of YiqiChutan Formula on Bim proteins of inducing apoptosis in A549/DDP cells. 

3 讨论
本研究团队前期临床研究表明“益气除痰方”可以延长非小细胞肺癌患者的生存期，此外，“益气除痰方”对Akt异常激活而导致耐药的人肺腺癌顺铂耐药细胞株A549/DDP、人肺腺癌顺铂耐药细胞株A549/Akt的增殖具有显著抑制作用，“益气除痰方”将其对顺铂的耐药系数降低了数十倍，证实该方具有在一定程度上逆转了肺癌的多药耐药性。本课题进一步研究“益气除痰方”逆转肺癌的多药耐药性是否与其促进肺癌细胞凋亡有关。细胞凋亡是一个复杂的过程，目前认为诱导细胞凋亡主要有Caspase依赖途径和非Caspase依赖途径，而以Caspase依赖途径为主，Caspase激活有外源性和内源性两条途径[5]。一般将Caspase-8介导的死亡受体通路称为外源性凋亡途径，而将Caspase-9介导的线粒体/细胞色素C通路称之为内源性凋亡途径[8-10]。活化的Caspase-8和Caspase-9裂解后可激活Caspase-3，下游的蛋白酶级联反应是外源和内源途径的共同途径，其中主要的效应分子是Caspase-3。Caspase-3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪切酶，它最主要的底物是多聚腺苷二磷酸聚合酶（PARP, poly(ADP-ribose) polymerase），116kD的PARP被剪切成31kD和89kD两个片段后启动细胞凋亡[11]。A549/DDP细胞经不同浓度“益气除痰方”作用后，Caspase-8,-3的激酶活性明显增强。由此可见“益气除痰方”可促进A549/DDP细胞凋亡。
肿瘤细胞的耐药性的产生的主要分子机制为：肿瘤细胞中的多药耐药基因（multidrug resistanec gene MDR1）表达P-糖蛋白（P-gp，或称P170），P-gp能引起抗肿瘤药的泵出，使肿瘤细胞内化疗药物浓度降低，同时MDR1表达同多种肿瘤的耐药和预后有高度的相关性。耐药肿瘤细胞株中MDR1 mRNA表达明显增强，并且P-gp在各耐药肿瘤细胞株中广泛共表达。最近的研究发现，一些肿瘤细胞可以通过对负责细胞生长和凋亡的细胞信息传导通路进行调控（如PI3K/Akt通路的激活）而获得对化疗药物的抵抗力，即产生所谓的多药耐药性[12-13]。因此，克服肿瘤细胞耐药性是提高化疗效果的关键。Oki等[14]发现，胃癌患者中伴随PTEN的杂和子缺失致使Akt的磷酸化水平升高，导致对5-氟尿嘧啶、多柔比星、丝裂霉素C和顺铂的耐药，从而推测Akt的异常激活是导致胃癌细胞化疗耐药的最重要原因。综上所述，大部分化疗药物可能是通过诱导PI3K/Akt通路的异常激活来影响化疗效果，而参与癌细胞对化疗药物耐药性的产生。因此Akt通路的抑制剂与已建立的化疗方案联合应用也许将为耐药性恶性肿瘤的药物治疗提供一个更为有效的方案。由于PI3K/Akt信号传导通路的激活已被认为是肿瘤细胞和耐药性肿瘤细胞抗凋亡的主要机制之一，本实验进一步研究“益气除痰方”对Akt蛋白激活的影响，发现该方可明显通过抑制Akt信号通路的AKT和FoxO3a磷酸化水平，从而增强促凋亡蛋白Bim的表达，并随着剂量的增高及时间的延长，其抑制作用增强。
综上所述，本研究发现“益气除痰方”可逆转肺癌细胞的多药耐药，其中抑制Akt/FoxO信号通路转导，从而激活内源性凋亡通路为其主要的作用机制之一。
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