雷公藤红素对胆管细胞的毒性作用及机制研究
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摘要：目的 研究雷公藤红素（Celastrol, CEL）对胆管细胞（Human biliary epithelial cells）的毒性作用及机制。方法 通过CCK-8实验及显微镜观察记录CEL对细胞形态和活力的影响；通过细胞划痕实验检测CEL对细胞迁移能力的影响；通过流式细胞术检测CEL对细胞细胞周期影响和对细胞凋亡的诱导作用；通过qRT-PCR和Western Blot检测CEL对凋亡相关基因Caspase 3、Caspase 8、Bax、Bcl2基因的表达情况。结果 CEL 在400-2000nM下，抑制细胞增殖，改变细胞形态；在200-800nM下，抑制细胞的迁移能力；在800-1200nM下，出现G0/G1期阻滞作用；在400-1200nM下，诱导细胞凋亡并增加相关基因的表达量。结论 雷公藤红素可通过影响胆管细胞活力，改变其迁移能力，阻滞细胞周期并促进细胞凋亡的方式产生胆管毒性。
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Toxicity and mechanisms of Celastrol on human biliary epithelial cells
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Abstract: Objective To investigate the toxicity and mechanisms of Celastrol (CEL) on human biliary epithelial cells. Methods The effects of CEL on cell morphology and cell viability changes were observed by CCK-8 experiment and microscope. Cell scratch experiment was used to detect the effect of CEL on cell migration. The effects of CEL on cell cycle and cell apoptosis were detected by flow cytometry. The Mrna and protein expression of CEL on apoptosis-related genes Caspase 3, Caspase 8, Bax and Bcl2 were detected by qRT-PCR and Western Blot. Results CEL inhibited cell proliferation and changed cell morphology at 400-2000nM. At 200-800nM, cell migration was inhibited. At 800-1200nM, G0/G1 phase was prevented. At 400-1200 nM, cell apoptosis was induced and the expression of apoptosis-related genes was increased. Conclusion CEL showed cholangiocyte toxicity through affecting cell viability, migration, preventing cell cycle and promoting cell apoptosis of human biliary epithelial cells.

雷公藤红素(Celastrol)是从卫矛科植物雷公藤Tripterygium wilfordii Hook. f．的根皮中提取出的一种三萜类天然产物，是雷公藤的主要活性成分之一 ADDIN EN.CITE 
[1]
，具有抗肿瘤、抗炎、改善肝纤维化等药理作用[2]。抗肿瘤作用方面，雷公藤红素可抑制肝癌细胞中Heat shock protein (Hsp90)表达量，抑制Hsp90对肿瘤细胞生长蛋白的稳定作用，抑制肝癌细胞增殖 ADDIN EN.CITE 
[3]
；并可抑制肝癌AKT通路和VEGF自分泌系统协助索拉非尼（Sorafenib）诱导肝癌细胞凋亡 ADDIN EN.CITE 
[4]
。抗炎作用方面，雷公藤红素可降低肝细胞中IL-1β和TNF-α等炎症因子的表达水平 ADDIN EN.CITE 
[5]
；并可通过抑制炎症因子激活AMPK-SIRT3信号通路减轻肝纤维化[6]。另外，部分研究显示雷公藤红素可通过抑制MMP-2和MMP-9靶点，改善妊娠肝内胆汁淤积症[7]。
近年来，随着中药现代化研究的不断推进，中药及其有效成分的肝毒性引起了广泛的关注，由药物肝毒性引起的肝损伤称为药源性肝损伤 ADDIN EN.CITE 
[8]
。药源性肝损伤有多种表现形式和作用细胞，其中药源性胆管损伤可导致胆管结构破坏进而诱发胆汁淤积、肝胆共损伤、原发性硬化性胆道炎等多种肝胆疾病。胆管是肝肠循环功能的重要结构之一，并且胆管细胞参与胆汁的形成和调节 ADDIN EN.CITE 
[3]
。在肝移植排斥反应和免疫介导的原发性胆汁性肝硬化、原发性硬化性胆道炎中，胆管细胞最先受到损伤 ADDIN EN.CITE 
[9]
。
目前，针对雷公藤红素对肝脏正常肝实质和肝非实质细胞的损伤作用机制探索较少，且研究对象主要集中在肝细胞，如：雷公藤红素抑制大鼠原代肝细胞中的细胞色素CYP450s活性升高ROS，造成肝细胞损伤 ADDIN EN.CITE 
[10]
。但在肝细胞损伤之前可能存在胆管细胞损伤。然而，雷公藤红素对于胆管细胞的药理作用及作用机制却未见报道。鉴于以上原因，本研究以人源胆管细胞（Human biliary epithelial cells）为研究对象，观察雷公藤红素对其增殖、迁移、细胞周期、细胞凋亡的影响，并检测相关基因Caspase3、Caspase8、Bax、Bcl2的变化情况，初步阐明雷公藤红素对胆管细胞的药理作用及机制，为临床用药选择提供剂量范围参考和基础数据支撑。
1.材料

1.1细胞

HIBEC是人源胆管细胞，来源于中国科学院上海细胞生物学研究所，并由本实验室长期保存。

1.2药物与试剂

雷公藤红素（中国食品药品鉴定检定研究院，34157-83-0，CEL）。MEM培养基（美国Gibco公司，批号：8119065）、胎牛血清(美国Gibco公司，35081002)、胰蛋白酶(美国Gibco公司)，青霉素-链霉素（美国Invitrogen公司，批号10378016）、二甲基亚矾（美国VWR Life Science公司，批号0247C211）、磷酸盐缓冲液（江苏凯基生物技术股份有限公司，批号20180816）。CCK-8检测试剂盒（新赛美公司，C6005）、BCA蛋白浓度测定试剂盒（美国Thermo Scientific公司，批号RK242680）、RNA提取试剂盒（Vazyme，RNA Isolation Kit，RC101-01 50rxn）、Western blot Kit高灵敏度化学发光检测试剂盒（北京兰博利德生物技术有限公司，批号#0090C090）、Annexin V-EGFP细胞周亡检测试剂盒(Beyotime) 、Cell Cycle Assay Kit（北京拜尔迪生物技术有限公司，批号#253012）。β-Actin（批号#3180247）、Caspase 3（批号#9662）、Bax（批号#5023）、Bcl2（批号#3498）CK-7（批号#4465）抗体购于美国Cell Signaling Technology公司。
1.3仪器
Cyto FLEX流式细胞仪（美国 Beckman Coulter公司）、HERA cellvios 160i CO2培养箱（美国Thermo Scientific公司）、CKX53倒置光学显微镜（日本Olympus 公司）、1300SERIESA2生物安全柜（美国Thermo Scientific公司）、Spectramax i3x酶标仪（美国Molecular Devices 公司）、5424R冷冻离心机（德国Eppendorf公司、Real-Time PCR System（Quant StudioTM 6 Flex）.
2.方法

2.1 CK-7角蛋白表达验证

细胞点板前调整细胞密度为13万个/mL，将细胞接种于共聚焦小皿中过夜，待细胞贴壁后，弃去培养基，用PBS荡洗小皿后加入4%多聚甲醛，待细胞固定后用PBS荡洗小皿。加入0.1 % Triton-X-100进行封闭，30min后用PBS荡洗小皿，加入100μL 胆管细胞标志物抗体CK-7（1：1000稀释），4℃孵育过夜。孵育完毕后，用PBS荡洗并室温避光孵育荧光二抗（1:2500稀释） ADDIN EN.CITE 
[11]
。DAPI室温避光染色8min后，用激光共聚焦显微镜观察并记录细胞荧光情况。

2.2细胞培养
HIBEC细胞用含10%胎牛血清的MEM培养基培养，培养条件为37℃、5%CO2。根据细胞生长状态，2~3天进行换液，当细胞密度达到80%-85%时，按1：3进行传代培养，传至第5~7代后用于实验。
2.3 CCK-8法检测细胞增殖

细胞点板前将密度调整为10万个/mL，取100μL接种于96孔细胞培养板中，培养6h待细胞贴壁后，加入含药培养基100μL使得终浓度为100、200、400、800、1200、2000nM每个浓度均设置6个复孔。继续培养24h。

2.3.1细胞形态学观察

按照2.3中方法，培养24小时后在倒置显微镜下观察并记录各组细胞形态。

2.3.2酶标仪测定吸光度（A）值。

按照2.3中方法，培养24小时后每孔加入含有10%CCK-8溶液的培养基100μL，37℃避光孵育1h通过酶标仪测490nm处吸光度（A）值，计算细胞存活率。细胞存活率=A药物/A对照。

2.4划痕实验检测细胞迁移

采用细胞划痕实验观察不同浓度CEL对HIBEC细胞迁移作用的影响。细胞点板前将密度调整为32.5万个/mL，将HIBEC细胞接种于6孔板，放入细胞培养箱过夜。待细胞贴壁且在底面形成单层紧密相连的细胞层后，用移液器枪头水平划线，给药并设置浓度为200、400、800nM，分别于给药后0h，12h，24h观察并记录细胞愈合情况。

2.5流式细胞术检测细胞周期

细胞点板前将密度调整为30万/mL，将HIBEC细胞接种于6孔板，放入细胞培养箱过夜。细胞贴壁后换新鲜培养基，给药并设置浓度为200，400，800，1200nM，继续培养24小时。用0.25%胰酶消化为单细胞悬液，4℃离心后去上清。用PBS重悬，4℃，250g，5min离心后去上清。加入冰70%乙醇固定细胞。固定结束后，4℃，600g，5min离心后去上清。加入1ml PBS，振荡使细胞悬浮，4℃，250g，5min离心后去上清。加入180μL Staining Buffer 重悬细胞，然后加入10μLRNaseA和10μLPI，轻轻混匀，37℃避光孵育30min。染色完成后，再加入200μLStaining Buffer，用流式细胞仪检测并进行分析[12]。

2.6Annexin V/PI双染法检测细胞凋亡

细胞点板前将密度调整为30万/mL，将HIBEC细胞接种于6孔板，放入细胞培养箱过夜。细胞贴壁后换新鲜培养基，1h后，给药并设置浓度为400，800，1200nM，继续培养24小时。0.25%胰酶消化细胞,加入培养基中止消化并将细胞悬液全部转移至离心管中，1000g离心5分钟，去上清，用PBS轻轻重悬，4℃，250g，5min离心后去上清。加入195μL Annexin V-EGFP结合液轻轻重悬细胞。加入5ul Annexin V-EGFP，轻轻混匀。加入10μL碘化丙啶染色液，轻轻混匀。室温避光孵育10-20分钟，进行流式细胞仪检测并进行分析，Annexin V-EGFP为绿色荧光，碘化丙啶（PI）为红色荧光。

2.7实时荧光定量PCR（qRT-PCR）反应
细胞点板前将密度调整为30万/mL，将HIBEC细胞接种于6孔板，放入细胞培养箱过夜。细胞贴壁后换新鲜培养基，1h后，给药并设置浓度为400，800，1200nM，继续培养24小时。吸弃培养基，按照Vazyme RNA 提取试剂盒（Vazyme，RNA Isolation Kit，RC101-01 50rxn）溶于RNAnase free水，获得RNA原液, 用紫外分光光度计检测吸光度（A值）[13]。依据Vazyme逆转录和扩增试剂盒说明书，将提取的RNA逆转录为cDNA后进行扩增，扩增体系为95℃反应10min，39个循环的95℃反应15s和60℃反应30s。设置2个复孔，以HPRT1为内参进行qRT-PCR检测，检测基因：Caspase 3、Caspase 8、Bax、Bcl2。

2.8蛋白免疫印迹检测（Western Blot）

细胞点板前将密度调整为30万/mL，细胞贴壁后换新鲜培养基，给药并设置浓度为400，800，1200nM，继续培养24小时。弃去培养基，每孔加入100μL预冷的RIPA溶液收集样品，采用BCA法测定蛋白浓度。制备10%SDS-PAGE凝胶，蛋白与loading buffer预混并加热变性，聚丙烯酰胺凝胶电泳，湿法转膜，5%脱脂牛奶室温封闭1h，加入相应抗体4℃孵育过夜，TBST漂洗3次后加入相应的二抗（稀释1：2000），室温孵育1h后TBST漂洗3次，于凝胶成像系统下成像并用Quantity One软件进行分析。
2.9统计学处理
实验数据采用GraphPad Prism 5 软件(GraphPad, San Diego, CA)进行分析。对数据进行单因素方差分析（One-way ANOVA），P值≤0.05为有统计学意义。
3.结果

3.1 验证胆管细胞CK-7角蛋白表达

激光共聚焦显微镜观察并记录的细胞荧光情况（图1）显示本研究所用细胞的细胞膜上CK-7膜蛋白被抗体结合且被激光共聚焦显微镜记录，呈现绿色荧光。
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图1 CK-7角蛋白表达
3.2 CEL抑制HIBEC的增殖

倒置显微镜明场模式记录的细胞形态变化结果表明（图2左），给药剂量在100、200nM时，细胞形态变化不明显，给药剂量加大至400、800、1200nM时细胞逐渐皱缩成圆形，并且随着给药浓度的增加，皱缩细胞的比例增加。CCK-8结果显示，与对照组相比，24h给药处理后，HIBEC细胞活力明显下降，差异显著（P≤0.01，P≤0.001），CEL可明显抑制HIBEC细胞增殖（图2右）。
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图2 细胞形态及细胞活力变化

注：与Ct相比，**P≤0.01，***P≤0.001
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由CEL对HIBEC细胞迁移作用结果（图3）可见，CEL各浓度（200、400、800nM）处理HIBEC细胞12h和24h后，细胞迁移能力被明显抑制，与对照组比较，差异显著（P≤0.05，P≤0.01）。且随着CEL浓度升高，胆管细胞的划痕愈合能力越低，提示CEL具有抑制HIBEC细胞迁移能力的作用。
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图3 细胞迁移能力变化

注：与Ct 0h相比，**P≤0.01，***P≤0.001；与Ct 12h相比，$$P≤0.01，$$$P≤0.001；与Ct 24h相比，###P≤0.001。
3.4 CEL对HIBEC细胞周期的阻滞作用

流式细胞术检测细胞周期结果表明（图5）：与对照组比较，HIBEC细胞经800、1200nM CEL处理后，G0/G1期的细胞比例明显增多（P≤0.01），提示CEL可能通过将HIBEC细胞阻滞在G0/G1期，从而抑制其增殖。
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图4 CEL对细胞周期的影响
注：与Ct G0/G1相比，**P≤0.01

3.5 CEL对诱导HIBEC细胞凋亡

对HIBEC细胞凋亡的影响Annexin V/PI双染法结果显示（图6），对照组早期凋亡细胞占比为6.35%，晚期凋亡细胞占比为23.79%。800、1200nM CEL处理后晚期凋亡的细胞比例显著增加（P≤0.01，P≤0.001），且1200nM剂量下，处于晚期凋亡的细胞比例大于800nM剂量下晚期凋亡的细胞比例，提示CEL可剂量依赖性的激活HIBEC细胞凋亡。
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图5 CEL对细胞凋亡的影响

注：与Ct G0/G1相比，**P≤0.01，***P≤0.001
3.6 CEL对HIBEC细胞Caspase 3、Caspase 8、Bax、Bcl2基因表达的影响
CEL对HIBEC细胞Caspase 3、Caspase 8、Bax、Bcl2基因表达如图6所示，与对照组相比，给药组Caspase 3、Bax基因的表达量显著增加，且具有良好的剂量依赖性（P≤0.01）。Caspase 8表达量增加不显著。结果显示给药后上调细胞凋亡相关基因表达量，激活细胞凋亡。 
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图6 Caspase 3、Caspase 8、Bax、Bcl2基因表达变化
注：与Ct相比，*P≤0.05，**P≤0.01，***P≤0.001

3.7 CEL对HIBEC细胞Caspase 3、Bax、Bcl2蛋白表达量的影响
CEL给药后HIBEC细胞内Caspase 8蛋白水平表达量无明显变化（结果不再列出），Caspase 3、Bax、Bcl2蛋白表达如图7所示，与对照组相比，给药组Caspase 3、Bax的表达量显著增加，Bcl2基因表达量降低。
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图7 Caspase 3、Bax、Bcl2蛋白表达量变化
注：与Ct相比，*P≤0.05，**P≤0.01，***P≤0.001

4.讨论
本研究结果显示，雷公藤红素在400-2000nM剂量下可抑制胆管细胞增殖且剂量依赖性良好；在400-800nM剂量下可抑制胆管细胞迁移且有较好的剂量依赖性；在800和1200nM剂量下可将细胞周期阻滞在G0/G1期，通过上调Bax、Caspase3凋亡相关通路基因和蛋白的表达量诱导细胞凋亡。

雷公藤红素在1-10μM通过诱导肝癌细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用，在100nM-1μM通过抑制炎症因子生成发挥抗炎作用 ADDIN EN.CITE 
[14,15]
。另一方面在雷公藤红素对原代大鼠肝细胞毒性的研究中，肝细胞活性出现显著降低的最低药物浓度为30μM，因此在雷公藤红素的药效区间不会对肝细胞产生损伤。然而，本研究结果显示在400nM剂量下雷公藤红素已对胆管细胞产生损伤。综合以上结果分析，临床中雷公藤红素治疗炎症性疾病时，应优先考虑未出现胆管毒性的剂量，但较低浓度给药的具体方案仍需进一步研究。在抗肿瘤应用中，应重点考虑雷公藤红素的毒性作用，在用药的同时增加肝脏保护剂。
雷公藤红素在雷公藤饮片中的含量为3—10mg/g  ADDIN EN.CITE 
[16-18]
。在临床中雷公藤饮片剂量应不超过30mg/天[19]，雷公藤多苷片剂量为1-1.5mg/kg/天。结合目前雷公藤红素的药代动力学研究 ADDIN EN.CITE 
[20,21]
，雷公藤红素在Beagle犬中的暴露量参数为Cmax(μg/L)=35.6，AUC0-12(mL·μg/h)=131.2，Tmax=2.6，T1/2(h)=2.9[21]。在大鼠中的暴露量参数为：Cmax(μg/mL)=0.8，AUClast(h·μg/mL)=45.6，AUCtot(h·μg/mL)=56.2，T1/2(h)=41.8。折合相关剂量，最大血药浓度已大于400nM，因此在体内最大血药浓度时，可能已出现胆管细胞毒性。
在本研究中，雷公藤红素在400-2000nM剂量下对胆管细胞已表现出抑制增殖、抑制迁移、阻滞细胞周期、诱导细胞凋亡的一系列损伤和破坏作用。然而在已有文献中，相同剂量下原代肝细胞却未见细胞损伤。对文献调研和研究结果进行分析后，作者在此提出两方面思考：对于雷公藤红素而言，其肝损伤过程是否是由胆管细胞损伤进而破坏胆管结构、损伤肝细胞最终表现出肝毒性，胆管细胞对雷公藤红素的毒性耐受力远低于肝细胞的原因是否由于胆管细胞的结构、位置、数量与肝细胞不同，高剂量下的肝细胞损伤是否受胆管细胞凋亡及胆管破坏后的信号调控。另一方面，对于其他中药及其有效成分引发的药源性肝损伤是否也始于胆管细胞，以上思考为雷公藤红素的后续研究和中药药源性肝损伤的进一步探索提供了方向和思路的参考。

综上所述，本研究为雷公藤红素的临床用药提供了剂量范围参考和基础数据支撑，对其他中药及天然药物的肝毒性造成的药源性肝胆损伤研究也具有一定的提示意义。
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