养正散结汤调控miR-7/EGFR表达抑制胃癌细胞增殖
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[bookmark: OLE_LINK2]摘要：目的 探索养正散结汤（YZSJD）对微小RNA（miRNA）表达谱的影响及YZSJD通过调控miRNA发挥抑制胃癌细胞增殖作用可能的分子机制。方法SD大鼠灌胃YZSJD（16.4 g·kg-1），每日1次，连续7d，制备大鼠含药血清。AGS、SGC-7901、HS-746T、MKN-45胃癌细胞给予10%YZSJD大鼠含药血清干预；miRNA芯片检测胃癌细胞的miRNA表达情况；qRT-PCR法检测胃癌细胞miR-7表达。MKN-45细胞转染miR-7 mimic、miR-7 inhibitor后，采用CCK-8法检测细胞增殖；Western Blot法检测MKN-45细胞EGFR蛋白表达。结果YZSJD干预后，胃癌细胞miRNA表达谱发生显著改变，促癌性miRNA发生下调，抑癌性miRNA显著上调。与对照组比较，AGS、SGC-7901、HS-746T和MKN-45胃癌细胞中药组的miR-7相对表达量显著上调，差异均有统计学意义（P<0.05）。与阴性对照组比较，miR-7 mimic能够显著上调MKN-45细胞的miR-7表达，差异有统计学意义（P＜0.05）；胃癌细胞MKN-45在转染miR-7 mimic 48、72、96h后，细胞增殖抑制率显著下调，差异均有统计学意义（P<0.05）；在转染miR-7 inhibitor 72、96h后，细胞增殖促进率显著上调，差异均有统计学意义（P<0.05）。与对照组比较，中药组的MKN-45细胞EGFR 蛋白相对表达水平明显下调，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 中药复方YZSJD能影响胃癌细胞miRNA表达谱，其可能通过调节miR-7/EGFR表达发挥抑制胃癌细胞增殖的作用。
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Yangzheng Sanjie Decocation regulating the proliferation of gastric cancer cells by targeting miR-7/EGFR
YU Yaya， DENG Haixia， ZHOU Aoqiang， CHEN Gengxin （The Second Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510120 Guangdong，China）
Abstract： Objective Our aim is to explore the possible molecular mechanisms of Yangzheng Sanjie Decocation (YZSJD) mediated by microRNAs (miRNAs) to regulate the proliferation of gastric cancer (GC) cells.MethodsSD rats were given by gavage once a day for 7 days with YZSJD (16.4 g·kg-1) for the preparation of YZSJD-containing serum (YCS) . Gastric cancer cellsAGS, SGC - 7901, HS - 746T and MKN - 45 were treated with 10% YCS. The differently expressed miRNAs after YZSJD-containing serum (YCS) treatment was detected by miRNA chip in SGC- 7901 cells.miR-7 was chosen for further verification in several GC cells by q RT-PCR method. After that, cck-8 assay was applied to detect the effects of miR-7 after the transfection of miR-7 mimic and miR-7 inhibitor on MKN-45 cell proliferation. Finally，EGFR，the target gene of miR-7，its protein level was detected by WB in Chinese medicine (CM) and control(CON)groups in MKN-45 cells. Results The miRNAs expression is differently expressed after YCS treatment, withonco-miRNAsdown-regulated expression and suppressor-miRNAsup-regulated expression.Compared with CON group, miR - 7 expression in AGS, SGC - 7901, HS - 746T and MKN - 45 gastric cancer cells were much higher in CM group (P < 0.05).miR - 7 mimic can significantly increase the expression of miR - 7 (P < 0.05) while miR - 7 expression in miR - 7 inhibitor group is much lower in MKN - 45 cells(P < 0.05) when compared with negative contol group. Inhibition the proliferation of MKN-45 cells is induced by miR-7（P < 0.05).By comparison with the CON group， the expression of EGFR is significantly lower in CM group in MKN-45 cells（P < 0.05).Conclusion YCS changes the miRNAs expression in GC cell， and miR-7/ EGFR signal pathway may be the possible mechanism of YZSJD regulating the GC cell proliferation.
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胃癌是临床最常见的消化系统恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率高居我国各类恶性肿瘤的第2、3位[1]。中医学将胃癌归为“胃脘痛”、“噎膈”等范畴。养正散结汤（YZSJD）是陈更新教授的经验方，课题组临床观察[2]发现其能阻止、延缓甚至逆转胃癌癌前病变，基础研究结果[3-4]亦证实YZSJD含药血清能显著抑制人多株胃癌细胞增殖。微小RNA（miRNA）是一类非编码小分子RNA，在肿瘤性疾病中发挥重要功能，中药通过miRNA影响肿瘤细胞生长及其相关作用机制值得进深入研究。本研究旨在探讨YZSJD对miRNA的影响及其调节miRNA抑制胃癌细胞增殖可能的分子机制。
1材料与方法
1.1细胞株及动物   胃癌细胞株AGS、HS-746T，美国ATCC细胞库；胃癌细胞株SGC-7901、MKN-45，上海中科院细胞库。8周龄雄性SD大鼠，SPF级，体质量（250±20）g，由南方医科大学实验动物中心提供，生产许可证号：SCXK（粤）2011-0015，动物合格证号：44007200011644；饲养于广东省中医院科学研究院动物中心，使用许可证号：SYXK（粤）2013-0094。
[bookmark: OLE_LINK104]1.2 主要试剂   RPMI-1640、OPTI-MEM培养基，中国吉诺生物有限公司；胎牛血清，美国Gibco公司；TaKaRa PrimeScriptTM RT Reagent Kit（批号：AK5302）、TaKaRa SYBR Premix Ex TaqTMⅡ 试剂盒（批号：AK6603），宝生物工程（大连）有限公司；miR-7/U6 逆转录PCR引物和扩增PCR引物、miR-7-5p mimic、miR-7-5p inhibitor及相应的阴性对照，中国锐博生物有限公司；Lipofectamine 3000，美国Invitrogen公司，批号：100022234；CCK-8试剂盒，广州晶欣生物科技有限公司，批号：180306；抗兔表皮生长因子受体（EGFR）单克隆抗体，美国CST公司；抗鼠β-actin单克隆抗体，武汉博士德生物工程有限公司。主要试剂补充完善相关批号，检查并完善下列实验用到的主要试剂，例如CCK-8、β-actin……等应该交代！
[bookmark: OLE_LINK84]1.3 主要仪器T100型梯度qRT-PCR仪，美国Bio-rad公司；Applied Biosystems® 7500型实时荧光定量 PCR 系统，美国Thermo Fisher SCIENTIFIC公司；Victor X5酶标仪，美国Perkin Elmer公司。ChemiDoc XRS+化学发光成像分析系统，美国Bio-Rad公司。R502B旋转蒸发器，上海申生科技有限公司。Nanodrop2000分光光度计，美国thermofisher公司。检查并完善下列实验用到的主要仪器，如Western Blot实验的主要仪器应该交代！
1.4大鼠含药血清的制备  YZSJD中药饮片购自康美药业。将YZSJD组成的药材（生黄芪30g、白花蛇舌草30g、佛手15g、制南星10g、半枝莲15g、莪术15g）加10倍量水，放入煎锅内煎煮，至沸腾后再煎煮30min，复煎一次，合并二次滤液，过滤，（描述笼统不专业，简单描述步骤）60℃旋转蒸发，将药液浓缩至1.64g·mL-1（以生药量计），冰箱保存备用。中药饮片均购自广东省中医院中药房，经广东省中医院新药开发中心陈更新教授鉴定，均符合《中国药典》（2015年版）标准。养正散结汤作为研究对象，必须给出相关处方，所用药材必须经过鉴定，给出鉴定单位、鉴定人（含职称）、鉴定结果。例如：
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    将SD大鼠按随机数字表法，随机分成中药组和对照组，每组10只。大鼠剂量按临床成人用量的10倍折算，中药组予YZSJD（16.4g·kg-1），对照组予等量生理盐水，按10mL·kg-1灌胃，每日1次，连续7d。末次灌胃1h后， 10%水合氯醛按4.5mL·kg-1的剂量麻醉大鼠，腹主动脉采血，而后静置、低温离心，分离血清，56℃水浴灭活、0.22μm过滤除菌，-20℃保存备用。
[bookmark: OLE_LINK73]1.5 细胞培养、分组及给药  AGS、SGC-7901、HS-746T、MKN-45胃癌细胞均培养于90%RPMI-1640+10%FBS培养基，37℃，5% CO2孵育箱孵育。细胞随机分为分为①中药组（CM组）、②对照组（CON组）。将细胞种板24h后，CM组给予10%YZSJD大鼠含药血清，CON组给予10%正常大鼠含药血清。补充药物干预时间？（详见其他步骤描述）。
1.7 miRNA芯片检测  SGC-7901细胞经10%YZSJD大鼠含药血清和对照处理24h后用Trizol收集细胞，经过点制miRNA芯片、抽提RNA、RNA质量检测、标记miRNA、miRNA芯片杂交、洗片等过程。最后通过标准化后的信号值计算每个miRNA在不同样品间的表达变化。
1.8 qRT-PCR法检测胃癌细胞miR-7表达  胃癌四株细胞经中药和对照处理24h后Trizol处理，经过两相分离、RNA沉淀、清洗、溶解等过程提取RNA，nanodrop2000检测RNA浓度和纯度，而后进行逆转录，按照PrimeScriptTM 逆转录试剂盒说明书配置逆转录反应液，在冰上进行，逆转录反应条件：42 ºC，15min → 85 ºC，5s。逆转录反应结束后将 cDNA 产物取出，按照SYBR Premix Ex TaqTMⅡ 试剂盒说明书配制荧光定量PCR反应液，按5ºC，30s预变性；反应条件：95ºC，5s → 60ºC，30s，40个循环。以U6作为内参，采用2-ΔΔCt方法分析数据。 适当补充步骤中细胞的处理、ＲNA的提取、miR-7/u6引物序列等资料（从锐博公司购买，该公司不提供引物序列）
1.9 细胞转染及CCK-8法检测细胞增殖MKN-45细胞分为①miR-7 mimic组、②miR-7 inhibitor nc组（阴性对照组）、③miR-7 inhibitor组、④miR-7 inhibitor nc组（阴性对照组），每组设立3个复孔。转染前1天取对数生长期的MKN-45细胞，按每孔4 000个的密度接种于96孔板，种板24h内以OPTI-MEM稀释miR-7 mimic、miR-7 inhibitor及相应阴性对照，对细胞进行转染，培养于37℃，5% CO2孵育箱。分别在细胞转染48，72，96 h后，每孔避光加入10μL CCK-8试剂，37℃，5% CO2孵育1h后，用酶标仪检测450nm波长吸光度（OD值），计算细胞增殖促进率=（ODinhibitor-ODnc）/ODnc×100%，细胞生长抑制率=（ODnc-ODmimic）/ODnc×100%。   请核查：从1.9项实验步骤看并没有采用YZSJD含药血清干预，为何“计算细胞生长抑制率=（1-ODCM/ODCON）×100%”这个公式计算了中药组和对照组的OD值比值？且此公式似乎与“2.3 miR-7对MKN-45细胞增殖的影响”中的增殖抑制率、增殖促进率结果并不一致？请核查，注意前后一致性！
1.10 Western Blot法检测MKN-45细胞EGFR蛋白表达    收集经YZSJD含药血清及对照组处理48h后的MKN-45细胞，提取蛋白，等量上样后SDS-PAGE电泳，再电转移至PVDF膜，而后常温封闭1h，分别加入抗兔EGFR单克隆抗体（1:1 000稀释）和抗鼠β-actin抗体（1:250稀释），4℃孵育过夜，次日洗涤3次，再分别加入兔抗和鼠抗，洗涤3次后，加入ECL发光液曝光显影。拍照后以Image Lab软件对蛋白条带进行半定量分析。

1.11统计学处理方法   采用GrahPad Prism 5.0统计学软件进行分析，计量资料以均数±标准差（s）表示，组间比较采用t检验，以 P<0.05为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 YZSJD对胃癌细胞miRNA表达谱的影响    通过对原始数据的分析，筛选出差异表达倍数≥1.5的miRNA，其中SGC-7901细胞miRNA相对表达量变化结果见图1、图2。经YZSJD处理后，胃癌细胞miRNA表达谱发生显著改变，多个促癌性miRNA发生下调，如miR-214；多个抑癌性miRNA显著上调，如miR-7、let-7a、let-7b、miR-130a等。结果表明YZSJD能够改变胃癌细胞miRNA表达谱。

[image: 倍数1]
图1 YZSJD干预后表达下调的SGC-7901细胞miRNA（n=1）样本量
Figure 1 The down-regulated miRNAs after being treated with YZSJD in SGC-7901 cells
[image: 倍数2]
图2 YZSJD干预后表达上调的SGC-7901细胞miRNA（n=1）
Figure 2 The up-regulated miRNAs after being treated with YZSJD in SGC-7901 cells

为何直接以“差异表达倍数≥1.5”来评价miRNA表达谱的差异，而不是从统计学差异角度说明YZSJD干预前后miRNA的表达差异？可否一幅图列出YZSJD干预前后miRNA表达有统计学差异的miRNA，前后进行统计学差异比较？（作为初筛，我们采用miRNA芯片检测YZSJD组和对照血清组胃癌细胞miRNA表达谱，不需进行生物学重复，故未进行统计学差异比较；按照杂交芯片结果分析的一般原则，我们筛选差异表达倍数≥1.5的miRNAs进行后续研究。本文针对miR-7，采用四株不同遗传背景的胃癌细胞进行了验证，实验重复三次，差异进行了统计学检验。）
2.2 YZSJD对胃癌细胞miR-7表达的影响   结果见图3。AGS、SGC-7901、HS-746T和MKN-45胃癌细胞中药组的miR-7相对表达量为（1.26±0.03）、（1.46±0.06）、（1.32±0.12）、（1.18±0.05），与对照组比较显著上调，差异均有统计学意义（P<0.05）。芯片检测结果显示YZSJD能上调miR-7的表达，通过检测YZSJD在多株遗传背景不同的胃癌细胞对miR-7的调节作用，进一步表明YZSJD能上调胃癌细胞miR-7表达，与芯片结果一致。
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注：与对照组比较，*P＜0.05。

图3  YZSJD对胃癌细胞miR-7表达的影响（，n=3）
Figure 3 The effects of YZSJD onmiR-7 expression in GC cells 重新翻译
2.3 miR-7对MKN-45细胞增殖的影响 结果见图4。与阴性对照组比较，miR-7 mimic能够显著上调MKN-45细胞的miR-7表达，差异有统计学意义（P＜0.05）。胃癌细胞MKN-45在转染miR-7 mimic 48，72，96h后，细胞增殖抑制率分别为40.26%、50.88%、33.62%，与阴性对照组比较显著下调，差异均有统计学意义（P<0.05）。胃癌细胞MKN-45在转染miR-7 inhibitor 72，96h后，细胞增殖促进率分别为25.42%、44.94%，与阴性对照组比较显著上调，差异均有统计学意义（P<0.05）。结果提示，miR-7对MKN-45细胞具有显著的增殖抑制作用。
[image: 图4]
注：与阴性对照组比较，*P＜0.05。

图4  miR-7对MKN-45细胞增殖的影响（，n=3）
[bookmark: OLE_LINK3]（图4A横坐标去掉MKN-45，左、右分别标注miR-7 mimic、miR-7 mimic nc，图例删掉；图4B上方正中去掉MKN-45）
Figure 4 The effects of miR-7 on MKN-45 cell proliferation
2.4 YZSJD对MKN-45细胞EGFR 蛋白表达的影响    结果见图5。中药组的MKN-45细胞EGFR 蛋白相对表达水平为（0.59±0.06），与对照组比较明显下调，差异有统计学意义（P<0.05）。结果提示，YZSJD能抑制胃癌细胞MKN-45的EGFR表达。
[image: 图5]
注：与对照组比较， *P＜0.05。

图5  YZSJD对MKN-45细胞EGFR 蛋白表达的影响（，n=3）
[bookmark: OLE_LINK4]（图5A重新选择内参一致性更好EGFR表达更具代表性的一次实验曝光得到的图，加入蛋白的分子量；图5B横坐标左、右分别标注CM、CON，图例删掉）
Figure 5  The effects of YZSJD onEGFRexpression inMKN-45 cells 重新翻译
3 讨论
我国胃癌的发病率和死亡率在近10年均居较高水平[5]，进一步探索治疗胃癌可能的方法与途径，对改善胃癌病人的生存质量和提高患者生存率至关重要。中医药是治疗胃癌的重要手段之一，早在《黄帝内经》就有关于“食痹”的论述，这可能是胃癌相似症状的早期记载［6］。花宝金［7］认为胃癌的病因病机是在正气相对不足的情况下，脏腑阴阳失衡，加之外邪侵袭，气滞、痰凝、血瘀、癌毒等病理产物在胃内逐渐积聚而成。谢元璋等[8]通过辨证施治将胃癌分为肝胃不和、气阴不足、脾胃虚寒、气滞血瘀、湿热邪毒的5个证型，并分别以柴胡疏肝散、沙参麦冬汤、黄芪建中汤、桃红四物汤、平胃散为主方进行加减治疗。
YZSJD是陈更新教授在前人的基础上，根据自己多年的临床实践总结出来的经验方。陈陈更新认为胃癌及胃癌前病变是在饮食不节，或情志不畅导致的肝气犯胃、脾胃受损的本虚基础上，日久形成气滞、血瘀、痰阻、热毒等标实的病理改变。治法上以益气扶正为主，辅以理气化痰、活血散结、清热解毒等祛邪之法。课题组前期临床研究[9]证实YZSJD可能通过抑制EGF、EGFR的表达发挥阻滞胃癌癌前病变向胃癌发展，甚至具有逆转胃癌癌前病变的效果。前期基础研究[3-4]表明，YZSJD含药血清能显著抑制人胃癌细胞AGS、HS-746T、MKN-45、SGC-7901的增殖。
miRNA通过负性调控下游靶基因，在肿瘤发生发展中起重要作用，从miRNA的角度去认识中医药防治肿瘤作用机制的研究日益增多[10]。此次研究旨在探索YZSJD对miRNA的影响以及YZSJD调节miRNA抑制胃癌细胞增殖的可能分子机制。芯片检测结果显示，YZSJD能下调miR-214等促癌性miRNA表达，上调let-7a、let-7b、miR-7等多个抑癌性miRNA的表达。而有研究证实miR-214可以促进肿瘤细胞的增殖、抑制其凋亡[11]；let-7a可以抑制胃癌细胞的增殖、侵袭和转移[12]；let-7b能增加化疗耐药细胞株的化疗敏感性[13]；miR-7通过下调靶基因影响肿瘤的增殖、凋亡、转移和侵袭，在胆管癌、大肠癌、肝癌以及胃癌中发挥抑癌作用[14]。miR-7在肿瘤组织较正常组织表达下调，在中、低分化的胃癌细胞较高分化的胃癌细胞下调更明显，恢复胃癌细胞miR-7的表达可显著抑制其生长与迁移侵袭能力[15-16]。本研究的芯片检测结果提示miR-7在中药组表达是对照组的5.5倍，上调较明显，进一步通过YZSJD含药血清干预多个遗传背景不同的胃癌细胞株，证明miR-7在中药组表达较对照组表达明显上调。
前期实验[3]（补充参考文献）显示YZSJD能抑制MKN-45细胞的增殖，本研究进一步验证了miR-7对MKN-45细胞的增殖抑制作用，YZSJD和miR-7在对胃癌细胞的增殖影响上表现出了一致性。EGFR作为一种糖蛋白，是酪氨酸激酶型受体，还是miR-7靶基因，参与到肺癌、卵巢癌、大肠癌等多个肿瘤的发生发展中[17-19]。Xie等[15]亦证实了miR-7负性调控EGFR抑制了胃癌细胞的生长。
综上所述，中药复方YZSJD能影响胃癌细胞miRNA表达谱，调节miR-7/ EGFR表达可能是YZSJD影响miRNA发挥抑制胃癌细胞增殖作用的途径之一。
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