五步蛇毒组分X体外抗肿瘤作用及机理研究
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【摘要】目的：观察五步蛇毒组分X(FX)对结肠腺癌细胞HCT-8的抑制作用并探讨其机理。方法:从细胞、蛋白、基因三个层次探讨五毒蛇毒组分X对HCT-8细胞的抑制作用,探讨其抗肿瘤机理。采用集落形成实验检测五步蛇毒组分X对HCT-8细胞增殖能力的影响，采用RT-PCR检测凋亡相关基因Caspase,survivin, Bax, bcl-2mRNA水平的变化，采用流式细胞术检测FX作用后不同时间, HCT-8细胞Caspase-3蛋白及Survivin蛋白表达变化。结果: FX对HCT-8细胞的增殖有明显的抑制作用,FX可上调caspase-3,下调survivin, Bax, bcl-2mRNA基因表达,FX作用于HCT-8细胞后,Caspase-3蛋白表达升高，而后逐渐下降至正常水平以下，Survivin蛋白于PF-II作用后6-48 h表达持续降低。结论:五步蛇毒组分X可通过上调促亡基因,下调抑制凋亡基因诱导HCT-8凋亡.
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蛇毒的抗肿瘤作用已逐步被人们认识并加以应用,但蛇毒抗肿瘤机制尚不十分明显,我们从五步蛇毒中提取了抗肿瘤成分,并对其抗肿瘤机制进行研究.
1材料与方法:

1.1 主要材料:五毒蛇毒组分X(FX),本实验室采用单克隆抗体技术提取,纯度95%以上; HCT-8细胞,本实验保存;Caspase3 McAb克隆抗体,兔抗人survivin单克隆抗体(Santa Cruz,美国), RNA酶抑制剂(Promega,美国), RNA酶(Sigma,美国)。
1.2方法：

1.2.1集落形成实验

取对数生长期的HCT-8肿瘤细胞，用0.25％胰酶消化，制成单个细胞悬液计数，调细胞浓度为3×103／ml，接种于24孔培养板(3×102／孔)，培养16 h待细胞完全贴壁后加入蛇毒及其组分X，继续培养72 h，弃上清用培养液洗2次，换新鲜培养液继续培养7~14 d。甲醇室温固定15 min，Giemsa室温染色30 min，自来水洗去剩余染液，计数集落（含50个细胞以上，即直径≥0.5 mm的细胞集落）数，并计算每组的平均集落数。

1.2.2凋亡相关基因测定
(1)引物设计

根据四种基因mRNA序列，分别设计caspase-3，bcl-2，GAPDH，Bax和survivin的PCR引物(由上海生物工程公司设计和合成)。

caspase-3引物序列

正向5’TTT TTC AGA GGG GAT CGT TG 3’

反向5’GCC TCC ACT GGT ATT TTA TG 3’

bcl-2引物序列

正向5’CCA GAT CCC AGA GTT TGA GC 3’

反向5’ATG ATG GCT GCT GCT GGT TG 3’29

GAPDH引物序列

正向5’TAT TGG GCG CCT GGT CAC CA 3’

反向5’CCA CCT TCT TGA TGT CAT CA 3’

Bax引物序列

正向5’TTT GCT TCA GGG TTT CAT CC 3’

反向5’CAG TTG AAG TTG CCG TCA GA 3’

survivin引物序列

正向5’GGA CCA CCG CAT CTC TAC AT 3’

反向5’GAC AGA AAG GAA AGC GCA AC 3’

(2)肿瘤细胞总RNA的提取和定量

(a)器材准备:塑料器材用1%DEPC二蒸水浸泡1~2 h后高压灭菌,烤干备用,玻璃器材于180℃高温干烤5 h备用。

(b)细胞准备:取对数生长期HCT-8细胞，用0.25%胰酶消化，制成单个细胞悬液计数，调细胞浓度为1×106/ml，接种6孔培养板（5×105/孔），培养16 h待细胞完全贴壁后，每孔加入400μg/ml的PF-II，终体积为1.5 ml，培养0,2,6,12,24和48 h后,分别收集细胞,用Trizol试剂盒提取总RNA,经逆转录反应合成DNA,经PCR反应合成双链DNA，同时合成小鼠三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)作为内参照。

(c)Trizol法提取细胞总RNA:将收集细胞转至1.5 ml eppendorf管中，加入800μl Trizol，用枪反复抽吸混匀，室温放置5 min,加入200μl氯仿剧烈振荡30 sec,室温放置3 min,室温12,000 rpm离心5 min,吸上清至另一1.5 ml eppendorf管中,加入等体积异丙醇混匀室温放置30min，室温12,000 rpm离心5 min，弃上清，用70%乙醇洗两次，室温12,000 rpm离心2 min,弃上清，真空干燥，沉淀溶于50μl DEPC水中。

(d)RNA的定量:吸取2μl RNA，50倍稀释后用紫外分光光度计检测OD260及OD260/OD280值，OD260/OD280值在1.8~2.0之间，表示RNA纯度高，此时，1 OD相当于50μg/ml双链DNA，40μg/ml单链DNA或RNA。RNA浓度按下式计算：浓度(μg/ml)＝OD260×稀释倍数×40,定量后于-70℃保存。

(3) RT-PCR法

逆转录反应体系为2μg RNA,1μl RNase inhibitor(20 units/μl),3μl 25 pmol/L Oligo dT,2μl 10 mmol/L dNTP,4μl 25 mmol/L Mg2+,0.5μl AMV(10 units/μl),42℃,60 min后95℃，5 min灭活逆转录酶及破坏mRNA-DNA杂交体，冰浴5 min后进行PCR扩增。PCR反应体系含两端引物各25 pmol,逆转录产物5μl,Taq酶1μl（5unit/μl）。反应条件为：94℃1 min,57℃1 min,72℃90 sec,35个循环，最后一次循环结束后，72℃延伸10 min,1%琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下分析PCR结果。

(4)琼脂糖凝胶电泳和灰度分析

用0.5×TBE电泳缓冲液（0.045 mol/LTris-硼酸，0.001 mol/LEDTA）配0.8~1.2%（W/V）琼脂糖凝胶电泳液，加热至琼脂糖完全溶解后，加EB（10 mg/ml）至终浓度0.5μg/ml；混匀后倒入封固好的胶模中，插入相应的梳子，梳子距底板1.0 mm左右，待胶完全凝固，小心移去梳子，将凝胶放入装有0.5×TBE电泳缓冲液的电泳槽中，取适量样品与适量体积的加样缓冲液（0.25%溴酚蓝,0.25%二甲苯青FF，40%蔗糖）混匀，用微量加样器加到梳孔中，以5 V/cm的电压电泳,当电泳至适当位置，于长波紫外灯下观察结果和拍照。拍照后用图像分析仪分析目的带和GAPDH的灰度，并计算两者的比值。

1.2.3 FCM检测Survivin和Caspase-3蛋白的表达

(1)细胞培养

分别取对数生长期HCT-8细胞用0.25％胰酶消化，制成单个细胞悬液，计数，调细胞浓度为1×106/ml，接种于6孔培养板（5×105/孔），培养16 h待细胞完全贴壁后，每孔加入400μg/ml的PF-II，终体积为1.5 ml，培养0，6,12,24和48 h后,分别收集细胞,固定于70%冷乙醇中，置-20℃保存，一周内用FCM法检测。

(2)抗体标记

用PBS洗上述的细胞两次,加一抗(兔抗Caspase-3,Santa Cruz Company，USA)3150μl（1：50稀释）于4℃作用45 min,加血清（1：20稀释）50μl封闭30 min,PBS洗细胞两次,加二抗(FITC标记山羊抗兔IgG,Santa Cruz Company,USA)50μl（1：100稀释）于4℃作用45 min,PBS洗细胞两次。

(3)流式细胞术检测蛋白表达

加入300μl PBS，流式细胞仪检测蛋白表达。每个样品收集104个细胞，Cellquest软件分析结果。结果以阳性细胞百分数表示。

1.2.4统计学方法

两样本均数比较采用Student’s t检验。

2 结果

2.1 五步蛇毒组分X对HCT-8细胞集落形成的影响

检测结果显示,当浓度为400μg/ml,800μg/ml时, FX作用后72 h，HCT-8细胞的集落形成数均明显降低,与对照组比较差异显著(分别P<0.01)。表明，蛇毒及其组分对HCT-8结肠腺癌细胞的增殖有明显的抑制作用。结果见表1和图1。

Tab1 Effect of snake venom and traction X on colony formation of HCT-8 cells

	Group
	Concentration()
	Number of colonies
	Rate of colony formation(%)

	Control
	0
	199±7.35
	100

	SV
	400
	173±6.98
	86.9

	Fraction X
	400
	132±9.83**
	66.3

	Control
	0
	197±6.91
	100

	SV
	800
	196±7.24
	99.5

	Fraction X
	800
	69±6.47**
	35.3


**P<0.01, vs control


[image: image1]A
[image: image2.emf]B
[image: image3.emf]C

图1 蛇毒X组分对HCT-8细胞的抑制作用A为对照组,B为400ug/ml,C为800ug/ml(×40)

2.2蛇毒组分X对HCT-8细胞凋亡相关基因的影响

2.2.1蛇毒组分FX对HCT-8细胞caspase-3 mRNA水平的影响

采用RT-PCR检测mRNA水平的变化。结果显示，FX作用后2~12h，HCT-8细胞caspase-3 mRNA水平均高于对照组。结果见表2。

Tab.2 Changes in Caspase-3 mRNA level of HCT-8 cells at different

time points after treatment with 400μg/ml FX

	Time(h)
	Ratio%

	0
	0.93±0.02

	2
	1.27±0.01

	6
	1.11±0.04

	12
	1.08±0.02

	24
	0.81±0.02


2.2.2蛇毒组分FX对HCT-8细胞Bax mRNA水平的影响

采用RT-PCR检测mRNA水平的变化。结果显示，PF-II作用后2~24ｈ，HCT-8

细胞Bax mRNA水平有降低趋势。结果见表3。

Tab.3 Changes in Bax mRNA level of HCT-8 cells at different time points after treatment with 400μg/ml FX

	Time(h)
	Ratio%

	0
	0.94±0.04

	2
	0.73±0.04

	6
	0.92±0.04

	12
	0.58±0.02

	24
	0.78±0.04


2.2.3蛇毒组分FX对HCT-8细胞bcl-2 mRNA表达的影响

采用RT-PCR检测mRNA水平的变化。结果显示，FX作用后2ｈ，HCT-8细胞bcl-2 mRNA水平开始降低，作用后24ｈ，bcl-2 mRNA水平降低至最低值。结果见表4。

Tab.4 Changes in bcl-2 mRNA level of HCT-8 cells at different time points after treatment with 400μg/ml FX

	Time(h)
	Ratio%

	0
	1.635±0.055

	2
	1.290±0.030

	6
	1.120±0.060

	12
	1.005±0.025

	24
	0.840±0.050


2.2.4蛇毒组分FX对HCT-8细胞survivin mRNA表达的影响

采用RT-PCR检测mRNA水平的变化。结果显示，FX作用后2~24ｈ，HCT-8细胞survivin mRNA水平均低于对照组。结果见表5。

Tab.5 Changes in survivin mRNA level of HCT-8 cells at different time points after treatment with 400μg/ml FX

	Time(h)
	Ratio%

	0
	1.31±0.03

	2
	1.09±0.04

	6
	1.07±0.03

	12
	0.96±0.02

	24
	1.17±0.04


2.3细胞凋亡相关蛋白表达的变化

2.3.1蛇毒组分FX对HCT-8细胞Caspase-3蛋白表达的影响

采用流式细胞术检测FX作用后不同时间，HCT-8细胞Caspase-3蛋白表达的变化。结果表明，FX作用后6 h，HCT-8细胞Caspase-3蛋白表达升高，而后逐渐下降至正常水平以下。结果见表6。

Tab.6 Changes in Caspase-3 protein expression of HCT-8 cells after treatment with 400μg/ml FX

	Time(h)
	Percentage of positive cells(%)

	0
	37.29±7.00

	6
	42.45±6.54

	12
	20.76±2.43*

	24
	15.58±1.24**

	48
	6.09±0.6*


2.3.2蛇毒组分FX对HCT-8细胞Survivin蛋白表达的影响

采用流式细胞术检测FX作用后不同时间,HCT-8细胞Survivin蛋白化。结果表明，FX作用后6 h，HCT-8细胞Survivin蛋白表达开始降低续降低(P<0.05),48 h降至最低值(P<0.01)。结果见表7。

Tab.7 Changes in Survivin protein expression of HCT-8 cells at differ

points after treatment with 400μg/ml FX
	Time(h)
	Percentage of positive cells(%)

	0
	42.20±3.99

	6
	31.74±5.75

	12
	34.53±2.85

	24
	27.17±6.99*

	48
	12.29±1.43**


*P<0.05,**P<0.01 vs 0 h
3 讨论
蛇毒是由蛇的毒腺分泌的一种天然毒蛋白，成分复杂，主要含蛋白质、多肽及一些酶类，具有广泛的生物学活性，可作为天然的药用资源。随着药理学、毒理学、药物学的发展，蛇毒的许多组分已得到了较为深入的研究，发现它们在抗血栓、止血、镇痛及抗肿瘤方面很有潜力。

蛇毒的确切抗肿瘤机理至今尚未明确，目前的观点主要包括：干扰膜转运机制；影响细胞能量代谢；影响机体免疫系统；诱生干扰素；影响血液高凝状态；诱导细胞凋亡；抑制血管再生[1-7]。本研究从细胞、蛋白、基因三个层次对五步蛇毒组分X诱导凋亡的机制进行研究。
细胞凋亡是一个极其复杂、精密的过程，涉及到许多事件的发生，包括促凋亡相关基因表达的升高或下调等。细胞凋亡一般需要经历起始期、效应期和降解期三个阶段。在起始阶段，细胞受到来自外界的各类凋亡信号的刺激而发生一系列生化反应；在效应阶段，细胞内表现为各种生化反应形成一条或数条信号传导通路；最后，细胞进入降解阶段，表现为多种水解酶（包括特异性的蛋白酶Caspases和核酸酶）被活化,细胞内DNA降解，核染色质固缩，细胞膜通透性和细胞膜表面分子改变，以及胞浆中活性氧类物质（reactive oxygen species,ROS）增多等一系列凋亡现象。目前已证实凋亡发生主要通过两条途径。一是受体介导途径，由受体介导活化Caspase-8发动蛋白酶级联反应使细胞凋亡；另一条是线粒体途径，由线粒体释放细胞色素C介导活化Caspase-3引起的细胞凋亡[8]。在内源性途径中，细胞色素C的释放处于凋亡的中心位置，凋亡早期，由于线粒体内外膜通透性发生变化，导致线粒体膜电位消失和细胞色素C等促凋亡因子释放，这些促凋亡因子释放到细胞质中即可导致细胞凋亡的级联反应，包括Caspase-3等蛋白水解酶类物质的激活和DNA碎片的出现，在这个过程中，线粒体膜通透性转变孔（PTP）的开放和关闭是决定细胞是否发生凋亡的关键[9]。而Bcl-2家族成员对细胞凋亡的调控主要是通过调控线粒体的PTP的开放和关闭来实现的。Bcl-2,Bcl-xL等可抑制PTP的开放从而抑制凋亡因子的释放和阻止凋亡的发生，而Bax,Bad,Bak,Bik,Bcl-xS等作用恰恰相反，它们促进PTP开放，从而促进凋亡因子释放。

细胞中的Bax蛋白可自身形成同源二聚体，并易与Bcl-2蛋白形成异源二聚体复合物，从而使Bax失活。Bcl-2表达相对增多时Bcl-2/Bax二聚体增多，消除Bax的促凋亡效应，而Bax表达相对增多时Bax/Bax同二聚体增加，促凋亡作用上调。本研究根据蛇毒诱导肿瘤细胞凋亡的结果，选取了两种人的肿瘤细胞结肠腺癌细胞HCT-8和卵巢癌细胞SKOV-3对该通路中调控PTP开放和关闭的两个关键因素Bax和bcl-2基因，下游的效应因子caspase-3和一种新发现的凋亡抑制基因survivin的mRNA水平进行检测,并对其中的促凋亡基因caspase-3和凋亡抑制基因survivin的蛋白水平进行了检测，探讨蛇毒诱导肿瘤细胞发生凋亡的可能机制。国内还未见关于五步蛇毒诱导肿瘤细胞凋亡分子机制的类似报道。我们检测了HCT-8细胞经FX处理后不同时间，凋亡促进基因Bax、caspase-3及凋亡抑制基因Bcl-2、survivin的转录水平变化。结果显示，FX处理HCT-8细胞后2-24 h,Bax mRNA水平未见增高，Caspase-3 mRNA水平于PF-II处理2-12ｈ呈增高趋势，促凋亡基因表达增高；与此同时，抑凋亡基因bcl-2 mRNA水平于处理后2-24h呈持续降低趋势，survivin mRNA水平在各时间点均低于对照组，且于处理后2-12ｈ持续降低，即抑凋亡基因表达降低。以上结果提示，FX可诱导某些促凋亡基因表达增高，而抑凋亡基因表达降低，从而可促进HCT-8肿瘤细胞发生凋亡，进而抑制肿瘤细胞生长。进一步，我们分别选取了其中的一个促凋亡基因和一个抑凋亡基因，即促凋亡基因caspase-3和凋亡抑制基因survivin，用荧光抗体染色法经FCM检测了Caspase-3和Survivin的蛋白表达水平。结果显示，FX作用于HCT-8细胞后6 h，Caspase-3蛋白表达升高，而后逐渐下降至正常水平以下，Survivin蛋白于PF-II作用后6-48 h表达持续降低(P<0.05~P<0.01)，说明五步蛇毒抑制HCT-8肿瘤细胞生长是通过调控凋亡相关基因表达而实现的。根据以上结果推测，五步蛇毒组分作用HCT-8细胞后，通过下调bcl-2表达使PTP不可逆的开放，线粒体膜外的小分子可以进入到膜内，使线粒体跨膜电位消失，外膜破坏，导致线粒体内外膜之间的细胞色素C等促凋亡因子的释放，而细胞色素C与凋亡蛋白活化因子1（Apaf1）结合，激活Caspase-9，进而活化Caspase-3使细胞发生凋亡,同时Survivin蛋白表达的下调,使其抑制Caspase-3的作用降低，Caspase-3活性增强，细胞发生凋亡。
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