芹菜素对自杀基因治疗系统杀伤人黑色素瘤细胞株A375的增效作用
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摘要：目的 研究芹菜素对单纯疱疹病毒1型胸苷激酶/更昔洛韦（HSV1-tk/GCV）
自杀基因杀伤人黑色素瘤细胞株A375的增效作用及其机制。方法 采用四甲基偶氮唑盐（MTT）法检测芹菜素对A375（tk-）细胞生长的影响，及自杀基因治疗系统联合芹菜素对含20% A375-tk/GFP（tk+）细胞的tk+和tk-混合细胞的杀伤效应的影响，流式细胞仪荧光示踪法分析缝隙连接通讯（GJIC
）功能、细胞凋亡变化。结果 芹菜素用A375细胞24，48，72h的IC50分别为86.34，25.81，11.16μmol·L－1，选用2.5~20μmol·L－1芹菜素进行后续试验；5，10，20μmol·L－1芹菜素联合GCV组对肿瘤细胞的抑制率明显比芹菜素组和GCV组高（P<0.05），协同性分析金正均Q值分别为2.03，1.43和1.36；2.5，5，10μmol·L－1芹菜素处理A375细胞48h后，各组绿色荧光细胞比值为：0.333±0.003，0.393±0.006，1.105±0.094，芹菜素各组比值均明显高于空白对照组（P<0.01）；芹菜素联合GCV各组，与空白对照组、GCV组、芹菜素各组比较，可以增加细胞晚期凋亡率，趋势与MTT结果一致。结论 芹菜素可以提高tk＋和tk－混合细胞对GCV的敏感性，具有协同增强自杀基因系统杀伤效应的作用，其机制可能与芹菜素能够促进A375细胞GJIC功能及诱导细胞凋亡有关。
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Synergistic Effect of Apigenin on Suicide Gene Therapy of Human Melanoma Cell Line A375
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Abstract Objective To observe the enhancing effect and synergistic mechanism of Apigenin on HSV-tk/GCV suicide gene therapy anti-tumor effect on human cutaneous melanoma cell line A375. Methods Inhibitive effect of Apigenin on A375 cell, to determine the dosage of Apigenin, and bystander effects of suicide gene therapy system combined with Apigenin on mixed cells of 1:4(A375-tk/GFP(tk+) : A375(tk-)) were measured by MTT cytotoxicity assay, the gap junction function and apoptpsis of A375 was measured by flow cytometry and fluorescent trace method. Results 24, 48 and 72h IC50 of Apigenin to A375 cell were 86.34, 25.81, 11.16μmol/L, 2.5~20μmol/L of apigenin was used for subsequent testing; 5, 10, 20μmol/L of apigenin combined tk/GCV group inhibition rate of tumor cells was significantly more than the single drug group and pure tk/GCV group (P<0.05). The Q values were 2.03, 1.43 and 1.36; 2.5, 5, 10 mol/L of apigenin treatment of A375 cells after 48h, each green fluorescent cell ratio: 0.156±0.034, 0.333±0.003, 0.393±0.006, 1.105±0.094, the concentration of apigenin group was significantly higher than that of the control group (P<0.001); apigenin combined with tk/GCV groups compared with the control group, tk/GCV group and apigenin group, the late period cell apoptosis rate was increased, and the trend was consistent with the MTT
Result. Conclusions Apigenin can improve the sensitivity to GCV of tk+ and tk- mixed cells, synergistic enhanced killing effect of the tk/GCV system, and its mechanism may be related to apigenin can promote A375 cell GJIC function and apoptosis.

Abstract: Objective To observe the enhancing effect and synergistic mechanism of apigenin on HSV1-tk/GCV suicide gene therapy on human melanoma cell line A375. Methods MTT assay was adopted to observe the inhibitive effect of apigenin on A375 cells(tk-), and the anti-tumor effects of suicide gene therapy combined with apigenin on tk+ & tk- mixed cells with 20% A375-tk/GFP(tk+), the GJIC function and apoptosis of A375 cells was measured by flow cytometry and fluorescent trace method. Results IC50 of apigenin on A375 cells were 86.34, 25.81, 11.16μmol·L－1 in 24, 48, 72h, 2.5~20μmol·L－1 apigenin was selected for subsequent tests; the anti-tumor effect of 5, 10, 20μmol·L－1 apigenin combined with GCV groups were significantly more than apigenin groups and GCV group(P<0.05), the Jin’s Q values of synergistic analysis were 2.03, 1.43, 1.36; after 48h treatment of 2.5, 5, 10μmol·L－1 apigenin on A375 cells, the green fluorescent cells ratio of each groups were 0.333±0.003, 0.393±0.006, 1.105±0.094, the ratio of apigenin groups were significantly higher than the control group(P<0.01); compared with control group, GCV group and apigenin groups, the late period cell apoptosis rate of apigenin combined with GCV groups on A375 cells were increased, and the trend was consistent with MTT results. Conclusions Apigenin can improve the sensitivity of tk+ & tk- mixed cells to GCV, synergistic enhance the anti-tumor effect of suicide gene therapy system, and the mechanism may be related to the promotion of GJIC function and apoptosis on A375 cells.
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芹菜素（Apigenin，4, 5, 7-三羟基黄酮）是一种多羟基黄酮类化合物，广泛存在于多种植物中，也是多种中药如藜芦、虎杖、紫花地丁、半枝莲等的药效成分[1]。芹菜素具有多种生物活性和广泛的药理作用，如抗氧化、抗肿瘤、抗炎症、抗菌抗病毒等[2]。已被报到对多种肿瘤如乳腺癌、胃癌、结肠癌、皮肤癌、前列腺癌和血液系统等肿瘤具有一定的防治效果[3-5]，抗肿瘤的机制主要有：抗氧化抗自由基、抑制细胞生长诱导肿瘤细胞的凋亡、影响细胞周期、调节免疫、抑制肿瘤新生血管等[6-8]。
自杀基因疗法是目前研究较深入、具有应用前景的肿瘤治疗新措施之一，但自杀基因同样存在不足，需要通过增强旁观者效应来提高自杀基因疗效：改善缝隙连接细胞通讯（GJIC）或诱导肿瘤细胞凋亡，或提高患瘤机体免疫功能，都有可能增强旁观者效应[9]。本课题组前期工作发现木犀草素、山奈酚[10-11]等黄酮类中药活性成分在体内外对自杀基因单纯疱疹病毒1型胸苷激酶/更昔洛韦（HSV1-tk/GCV）系统有协同性增效作用，本研究旨在探讨黄酮类中药的活性成分芹菜素能否通过GJIC或细胞凋亡机制而增强人黑色素瘤细胞自杀基因治疗系统旁观者效应，探讨中药方药活性成分联合肿瘤自杀基因治疗的可行性，现报道如下。
1 材料和方法
1.1 药品及试剂 芹菜素，西安天宝生物科技有限公司，批号：TB20150919，纯度≥98%，以二甲基亚砜（DMSO）溶解配成100mmol·L－1母液；全反式维甲酸（ATRA），美国Sigma公司，批号：080M1720V，以DMSO溶解配成50mmol·L－1母液，实验药品均－20℃避光保存，用时以完全培养基稀释成相应浓度；更昔洛韦（GCV）、四甲基偶氮唑盐（MTT），美国Sigma公司；荧光染料DiI（V22885）和Calcein-AM（C3099）购自美国Invitrogen公司；PI凋亡检测试剂盒，日本DOJINDO公司；DMEM高糖培养基、0.25%胰酶，美国Gibco公司；胎牛血清，以色列BI公司。
1.2 主要仪器 Forma 371型CO2培养箱，美国Thermo Fisher公司；IX71-F22FL/PH型荧光倒置显微镜及图像采集系统，日本Olympus公司；台式高速低温离心机，德国Eppendorf公司；Accuri C6流式细胞仪，美国BD公司
；细胞培养板等耗材，美国Corning公司。
1.3 细胞株 人皮肤黑色素瘤细胞株A375（tk-），美国ATCC公司；带绿色荧光蛋白（GFP）及HSV1-tk自杀基因的人皮肤黑色素瘤细胞稳定整合株A375-tk/GFP（tk+）为本室构建[12]，均培养于体积分数为10%胎牛血清、100U·mL－1青霉素和0.1mg·mL－1链霉素的DMEM高糖培养基中，置37℃和体积分数5% CO2培养至融合率为80%~90%时传代进行实验。
1.4 芹菜素对A375细胞株生长抑制作用 将生长对数期的A375细胞消化后按3×104 Cells·mL－1的密度接种到96孔板，每孔体积为100μL。待细胞贴壁生长后，加入终浓度分别为0，6.25，12.5，25，50，100μmol·L－1的芹菜素培养液，作用24，48，72h后镜下观察细胞的变化。用MTT法检测各组细胞的吸光度（D值），按公式P细胞抑制率（%）=[1-（D测定孔/D对照组）]×100%计算各组细胞抑制率，用Calcusyn 2.0软件计算半数抑制量（IC50）。
1.5 芹菜素联合自杀基因系统对A375细胞的杀伤作用 将A375-tk/GFP（tk+）细胞和A375（tk-）细胞按1：4比例混合3×104 Cells·mL－1的密度接种到96孔板（即20% tk+细胞），每孔体积为100μL。混合细胞分为空白对照组、GCV组、芹菜素各组、芹菜素联合GCV各组。待细胞贴壁生长后，加入终浓度分别0，5，10，20μmol·L－1的芹菜素培养液，0，5μmol·L－1 GCV培养液，作用72h后镜下观察细胞的变化。用MTT法检测各组细胞的吸光度（D值），按公式P细胞抑制率（%）=[1-（D测定孔/D对照组）]×100%，计算各组细胞抑制率并进行协同性分析比较各药物组旁杀伤效应大小。
1.6流式细胞仪测定芹菜素对A375细胞GJIC)功能
的影响 参考Goldberg[13]及Cazy[14]方法
采用荧光示踪法测定GJIC功能。A375细胞按每孔105 Cells接种于24孔板，用2.5，5，10μmol·L－1芹菜素培养液或20，40μmol·L－1 ATRA处理细胞48h后，未经药物处理的细胞用5μmol·L－1 DiI和5μmol·L－1 Calcein-AM共孵育30min作为供体细胞。将双染的供体细胞按1:100比例接种到空白、芹菜素和ATRA处理的各组受体细胞上，培养6h采用流式细胞仪分析GJIC功能。双阴性受体细胞通过GJ被传递入绿色Calcein-AM荧光染料，以检测接受Calcein-AM绿色荧光细胞数量占总数比值（PLR/LL），即绿色荧光细胞（PLR）/双阴性受体细胞（PLL），作为评价GJIC功能的指标，P越大，表示细胞间形成的GJ通讯功能越强。
1.7 流式细胞仪观察芹菜素对自杀基因杀伤诱导的A375细胞凋亡的影响 将tk+细胞和tk-细胞按1:4比例混合按每孔105 Cells接种于24孔板。混合细胞分为空白对照组、GCV组、芹菜素各组、芹菜素联合GCV各组。待细胞贴壁生长后，加入终浓度分别为2.5，5，10μmol·L－1的芹菜素培养液，5μmol·L－1 GCV培养液，作用72h后镜下观察细胞的变化，
按PI试剂盒说明书操作，收集细胞加入预先配好的1×PI Binding Solution，配成终浓度为106 Cells·mL－1的细胞悬液，取100μL细胞悬液加入5μL PI Solution，室温下避光培养15min，加入400μL1×PI Binding Solution，1h内用流式细胞仪检测细胞凋亡并荧光显微镜观察拍照记录。
1.8 统计方法 用SPSS19.0统计软件分析，计量资料以均值±标准差（[image: image2.png]


±s）表示，两组间比较采用两独立样本均数的t检验。

协同性分析采用金正均Q值法[15]，公式如下（式中分子代表实测联合药效，分母代表理论联合药效）：Q=EA+B/(EA+EB—EA×EB)
，EA、EB为单独用药药效。Q＜0.85为拮抗作用；0.85≤Q＜1.15为相加作用；Q≥1.15为协同作用。

2 结果
2.1 芹菜素对A375细胞株生长抑制作用 图1结果显示，芹菜素对A375细胞生长有较为明显的抑制效应，6.25~100μmol·L－1芹菜素对A375细胞杀伤作用呈时间和剂量依赖关系，24h，48h，72h的IC50分别为86.34，25.81，11.16μmol·L－1；本研究主要探讨芹菜素通过GJIC或细胞凋亡机制增强对A375细胞自杀基因治疗系统的旁观者效应，故选用2.5~20μmol·L－1芹菜素进行后续试验。
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注：与0μmol·L－1组比较，②P<0.01

图1 芹菜素不同时间对A375细胞生长抑制的影响（[image: image5.png]


±S，N=3）

Figure 1 Effect of Apigenin on A375 cell growth under different concentrations and at different time point
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注：与0μmol·L－1组比较，*P<0.05，,**P<0.01

图1 芹菜素对A375细胞生长抑制的影响（[image: image8.png]


±s，n=6）
Figure 1 Effect of Apigenin on growth inhibition of A375 cells

2.2 芹菜素对自杀基因治疗系统杀伤A375细胞的增效作用 为了观察芹菜素与HSV1-tk/GCV系统联合作用的影响，选择了旁观者效应较低而且单独作用抑制率较低的20% tk+的混合比例，以及单独作用对肿瘤细胞杀伤程度较轻的3个芹菜素浓度进行实验。表1结果表明，芹菜素联合GCV组对肿瘤细胞的抑制率明显比相应浓度芹菜素组和GCV组高（P<0.05），说明芹菜素联合自杀基因系统能显著提高tk＋和tk－混合细胞对GCV的敏感性，5，10，20μmol·L－1芹菜素联合GCV组，Q值分别为2.03，1.43和1.36，均≥1.15说明芹菜素具有协同性增强tk/GCV系统杀伤效应的作用。
表1 芹菜素对tk/GCV自杀基因治疗系统的增效作用（[image: image10.png]


±S，N=3）

Table 1 Enhancing effect of Apigenin on tk/GCV suicide gene therapy system

	组别
	P实际抑制率/%
	理论抑制率
	Q值

	20%tk+对照组
	0
	
	

	5μmol·L－1芹菜素组
	4.37±4.82
	
	

	10μmol·L－1芹菜素组
	24.72±2.70③
	
	

	20μmol·L－1芹菜素组
	31.06±8.31③
	
	

	20%tk+对照组+GCV组
	10.68±3.39①
	
	

	5μmol·L－1芹菜素+GCV组
	29.65±5.69③***△△△
	14.60
	2.03

	10μmol·L－1芹菜素+GCV组
	46.79±6.46③***△△△
	32.78
	1.43

	20μmol·L－1芹菜素+GCV组
	52.24±9.27③***△△△
	38.43
	1.36


注：GCV均为5μmol·L－1

①P<0.05，与20%tk+对照组比较；②P<0.01，与20%tk+对照组比较；③P<0.001，与20%tk+对照组比较

*P<0.05，与5μmol·L－1GCV组比较；**P<0.01，与5μmol·L－1GCV组比较；***P<0.01，与5μmol·L－1GCV组比较

△P<0.05，单药组与联合组比较；△△P<0.01，单药组与联合组比较；△△△P<0.01，单药组与联合组比较

表1 芹菜素对自杀基因治疗系统的增效作用（[image: image12.png]


±s，n=3）
Table 1 Synergistic effect of Apigenin on suicide gene therapy system

	组别
	P实际抑制率/%
	P理论抑制率/%
	Q值


	空白对照组
	0
	
	

	5μmol·L－1芹菜素组
	4.37±4.82
	
	

	10μmol·L－1芹菜素组
	24.72±2.70②
	
	

	20μmol·L－1芹菜素组
	31.06±8.31②
	
	

	GCV组
	10.68±3.39①
	
	

	5μmol·L－1芹菜素联合GCV组
	29.65±5.69②**△△
	14.60
	2.03

	10μmol·L－1芹菜素联合GCV组
	46.79±6.46②**△△
	32.78
	1.43

	20μmol·L－1芹菜素联合GCV组
	52.24±9.27②**△△
	38.43
	1.36


注：CGCV为5μmol·L－1
与空白对照组比较，①P<0.05，②P<0.01；与GCV组比较，*P<0.05，**P<0.01；单药组与联合组比较，△P<0.05，△△P<0.01
2.3 芹菜素上调A375细胞的GJIC功能 图3、图4结果显示：用20、40μmol·L－1 ATRA处理细胞48h后，对照组和试验组的绿色荧光细胞（PLR）与双阴性受体细胞（PLL）比值（PLR/LL）分别是0.156±0.034、0.142±0.026、0.647±0.002，40μmol·L－1 ATRA组比值均明显高于空白对照组（P<0.01）；用2.5，5，10μmol·L－1芹菜素处理细胞48h后，各组绿色荧光细胞比值为：0.333±0.003，0.393±0.006，1.105±0.094，芹菜素各浓度组比值均明显高于空白对照组（P<0.01），表明芹菜素能促进A375细胞的GJIC功能。随着处理剂量的增加，2.5~10μmol·L－1组被Calcein-AM标记的细胞比例逐渐升高，相应双阴性细胞逐渐减少，作用具有浓度依赖性。
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注：与空白对照组比较，*P<0.05，**P<0.01；与40μmol·L－1 ATRA组比较，#P<0.05，##P<0.01

图3 芹菜素对A375细胞GJIC功能的影响（[image: image15.png]


±s，n=3）
Figure 3 Effect of Apigenin on GJIC function of A375 cells in different groups
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	A 空白对照组
	B 20μmol·L－1 ATRA组
	C 40μmol·L－1 ATRA组
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图4 各组对A375细胞GJIC功能影响的流式细胞图
Figure 4 Flow cytometry results of GJIC function of A375 cells in different groups
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2.4 芹菜素促进自杀基因杀伤诱导A375细胞凋亡 图5结果显示，空白对照组细胞晚期凋亡率为4.5%，5μmol·L－1 GCV组细胞凋亡率为10.1%，经2.5，5，10μmol·L－1浓度的芹菜素作用后，与空白对照组比较细胞凋亡率明显增高，凋亡率分别为7.8%，10.4%，18.1%；将芹菜素联合GCV组细胞凋亡率显著升高，15.7%，21.9%，24.9%；芹菜素联合GCV组细胞晚期凋亡率比芹菜素组和GCV组升高，且作用具有浓度依赖性。PI单染检测芹菜素对A375自杀基因系统细胞凋亡的影响趋势与MTT结果一致，说明芹菜素对A375自杀基因治疗系统有增效作用。
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	C 2.5μmol·L－1 芹菜素组
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	F 2.5μmol·L－1 芹菜素联合GCV组
	G 5μmol·L－1 芹菜素联合GCV组
	H 10μmol·L－1 芹菜素联合GCV组


注：CGCV为5μmol·L－1
图5芹菜素联合自杀基因治疗系统对细胞凋亡的作用流式细胞图
Figure 5 Flow cytometry results of apoptosis effect of apigenin combined with suicide gene therapy system

图5芹菜素联合tk/GCV自杀基因治疗系统对细胞凋亡的作用流式细胞图

Figure 5 Flow cytometry results for Apoptpsis
 effect of Apigenin combined with tk/GCV suicide gene therapy system
3 讨论
HSV1-tk/GCV自杀基因系统是最早进入临床试验的自杀基因系统，在多种肿瘤（如白血病、神经胶质瘤、膀胱癌、肝癌、结肠癌和口腔癌等）的治疗中均显示了一定的抗肿瘤效果[16-17]。恶性黑色素瘤是皮肤肿瘤中恶性程度最高的肿瘤，其常规治疗手段主要是手术治疗、放化疗法、免疫治疗等[18]。但常规治疗手段未能获得满意的疗效，随着肿瘤自杀基因疗法成为肿瘤生物治疗中活跃的研究领域之一，应用HSV1-tk/GCV自杀基因治疗黑色素瘤成为一种较为有效且具有临床应用潜力的新策略[19]。
本课题组前期研究了多种肿瘤自杀基因治疗及中药方药对肿瘤自杀基因治疗的增效作用及增效机制，已初步发现一些中药活性成分山奈酚、木犀草素、大黄素等黄酮类化合物可提高肿瘤自杀基因治疗的旁观者效应，其机制可能与促进肿瘤细胞GJIC功能有关[9-10]。
缝隙连接机制，是自杀基因旁杀伤效应的主要可能进作用机制之一。细胞通过缝隙连接所进行的信息物质交换，即细胞间缝隙连接通讯，其对细胞生长、增殖、分化和内环境稳定起着重要调节作用[20-21]。本试验对极其相似的黄酮类化合物芹菜素进行研究，前面实验结果显示，芹菜素具有协同性增强自杀基因系统杀伤效应的作用。为了观察芹菜素与自杀基因系统联合作用的影响，选择了旁观者效应较低而且单独作用抑制率较低的20% tk+的混合比例，以及对肿瘤细胞杀伤程度较轻的3个芹菜素浓度进行实验。MTT结果显示，芹菜素联合自杀基因系统能显著提高tk＋和tk－混合细胞对GCV的敏感性。5，10，20μmol·L－1芹菜素联合GCV组，Q值均≥1.15，说明相应浓度的芹菜素具有协同增强自杀基因系统杀伤效应的作用。流式细胞术检测细胞缝隙连接功能，结果发现芹菜素可以通过促进缝隙连接通讯的功能，且作用与浓度存在依赖关系。进一步研究，PI单染法流式细胞术检测细胞凋亡的结果显示，各联合组细胞晚期凋亡率比芹菜素组和GCV组升高，且作用具有浓度依赖性。PI单染检测芹菜素对A375细胞自杀基因系统的细胞凋亡的影响趋势与MTT结果一致，说明芹菜素对A375细胞自杀基因治疗系统有增效作用。
本研究对黄酮类中药活性成分芹菜素与HSV1-tk/GCV自杀基因系统联合增效的作用机制，本研究证实芹菜素可以促进缝隙连接通讯的功能从而起到协同自杀基因治疗，对旁杀伤效应具有增效作用，为中药方药及活性成分联合自杀基因治疗恶性肿瘤奠定了更好的体外研究基础。
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�全文格式统一，两端对齐


�单纯疱疹病毒1型胸苷激酶/更昔洛韦（HSV1-tk/GCV）


�第一次出现缩写名词GJIC，需要标注为细胞通讯连接（GJIC）


�英文摘要有大量语言，文法等错误，一看为基于中文直接翻译的英文，需要好好修改英文


�Accuri C6流式细胞仪（美国BD公司）


�到底是GJ还是GJIC？容易混淆


�删除


�有部分重复。可删除前一句子中内容。


�行距过大


�注意下标表示;Q=EA+B/EA+EB-EA×EB


�


�在我的印象中国内药理学杂志普遍只要求P<0.05和P<0.01两种标准。


�图形上有些统计学标识未居中


�对于PI单染的细胞凋亡图难道凋亡的亚二倍体峰-凋亡峰不是在前面的吗？这是PI染色吗？如果是Annexin V染色到有可能说得通。


�拼写有错误


�重复








