RSVA314对白血病细胞K562 细胞迁移和增殖的影响
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摘要：目的 探讨RSVA314对白血病细胞K562 细胞迁移和增殖的影响，为RSVA314可能治疗白血病提供实验依据。方法 通过体外培养K562 细胞，实验分为四组：生理盐水对照组、RSVA314低剂量组（1 μM）、RSVA314中剂量组（5 μM）、RSVA314高剂量组（25 μM）。采用CCK-8方法检测K562细胞的增殖活性；采用Transwell 迁移实验检测K562细胞的迁移能力；采用Western blot检测K562细胞蛋白激酶B（AKT）的表达。结果 与对照组相比，RSVA314中、高剂量组OD值明显增加（P<0.05，P<0.01），提示其可抑制K562细胞的增殖活性。RSVA314低、中、高剂量组穿膜细胞数量明显减少，与对照组相比有明显的差异（P<0.05，P<0.01，P<0.01）。Western blot 检测显示RSVA314中、高浓度组可抑制AKT磷酸化的表达，与对照组相比有显著差异（P<0.05，P<0.01）。结论 RSVA314能抑制白血病细胞K562 细胞迁移和增殖，其机制可能与抑制K562细胞AKT磷酸化表达有关。
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ABSTRACT: Objective To explore the effect of RSVA314 on the migration and proliferation of leukemic K562 cells and to provide experimental data for the treatment of leukemia with RSV314. Methods The leukemic K562 cells were cultured in vitro and there were four groups in this experiment: Control group, low dose of RSVA314（1 μM）; middle dose of RSV314 group（5 μM）and high dose of RSVA314 group（25 μM）.The proliferation activity of leukemic K562 cells was detected by measuring the OD value with the spectrophotometer. Transwell migration assay was used to detect the migration ability of K562 cells. The expression of AKT in K562 cells was detected by Western blot. Results The OD value increased significantly in the middle and high dose of RSVA314 group (P < 0.05, P < 0.01, as compared to the control group), indicating that RSV314 can inhibit the proliferation of K562 cells. Compared with the control group, the ability of migration in each RSVA314 treated group was inhibited (P<0.05, P < 0.01). The results of Western blot showed that RSVA314 could inhibit the expression of p-AKT in the middle and high concentration group, and there was significant difference as compared with the control group (P<0.05, P<0.01). Conclusion RSVA314 can inhibit the migration and proliferation of leukemic K562 cells partly by inhibiting the expression of p-AKT.
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白血病是一种血液恶性肿瘤，主要表现为细胞异常增殖，凋亡减少和造血干/祖细胞的分化受阻等[1]。迄今为止，抑制癌细胞增殖和迁移仍然是治疗白血病的首要策略，主要通过化疗或骨髓移植等方法实现的，但其副作用大，毒性较高。因此，使用药物诱导细胞凋亡和分化治疗白血病似乎是一个很有前途的治疗方法，尤其是在患者不能容忍化疗和骨髓移植的情况下。因此，筛选有效的诱导剂，并且细胞毒性较少的药物则具有用于治疗白血病的重要临床意义 。
白藜芦醇具有抗衰老、降血脂、心血管活性、抗肿瘤和免疫调节等多种功能，RSVA314是白藜芦醇的一个小分子类似物，具有与白藜芦醇相似的药理作用，但其对白血病细胞K562 细胞的增殖和迁移的作用尚未见报道。由于白藜芦醇可在胃癌中通过AKT途径逆转阿霉素的耐药性，那么RSVA314发挥药理作用的时候是否也可通过AKT途径产生[2]。本文通过体外培养白血病细胞K562 细胞，观察RSVA314对白血病K562 细胞的影响，同时探讨其可能的作用机制，为其用于白血病的治疗提供理论和实验依据。
1 材料与方法
1.1 实验细胞
白血病细胞K562 细胞由中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心提供。
1.2 主要试剂
RSVA314（纯度98%，Sigma公司）溶解于DMSO中，配置成1mM浓度存放；RPMI 1640培养基（Gibco公司）；CCK-8试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；p-AKT，AKT（Santa Cruz公司）；Transwell 小室（Corning 公司）。其他所用试剂均为分析纯。
1.3 K562细胞培养
将复苏后的K562细胞接种于培养瓶中，加入RPMI 1640培养基和胎牛血清，置于37℃、5% CO2培养箱内进行培养，取生长状态良好的细胞用于实验。将实验分为四组：生理盐水对照组、RSV314低剂量组（1 μM）、RSVA314中剂量组（5 μM）、RSVA314高剂量组（25 μM）。
1.4细胞增殖检测
通过CCK-8法检测细胞增殖情况。实验重复3次。将K562细胞稀释成5×105个/ｍＬ，然后接种于96孔培养板，每孔100μＬ，按照１∶９ 的比例加入CCK-8 孵育1-4小时，使用分光光度计在450 nm波长处测定吸光度值（OD），即表示K562细胞增殖情况。
1.5细胞迁移检测 
采用Transwell小室方法分析K562细胞的迁移能力，实验重复3次。上室为无血清的培养基，下室为20% 的胎牛血清，在培养箱内进行孵育48 h，除去Transwell上室中的细胞，然后将下室的细胞采用锥虫蓝进行染色，在400倍光镜下每组随机选取10 个视野，计数穿膜的细胞个数，并计算每组的平均值。
1.6 Western blot检测 
实验结束后收集细胞加入蛋白裂解液裂解细胞，实验重复3次。提取总蛋白后用BCA蛋白定量试剂盒进行定量。用SDS-PAGE胶分离蛋白，然后转膜到PVDF膜上，牛奶封闭、PBS漂洗后加入一抗（1︰500稀释）4℃孵育过夜，再用辣根过氧化酶标记的二抗（1︰500稀释）杂交1h；洗膜后加ECL化学发光试剂，通过全自动凝胶成像系统进行显影、分析。
1.7 统计学分析
计量资料以
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进行表示，使用SPSS17.0软件采用单因素方差分析数据，以P<0.05具有统计学意义。
2 结果
2.1 RSVA314对K562细胞增殖活性的影响
给药后测定各组OD值，结果发现对照组OD值为0.986±0.114，RSV314低、中、高浓度组的OD值分别为0.843±0.102、0.772±0.093、0.632±0.083，RSVA314中、高浓度组K562细胞增殖活性明显低于对照组（P<0.05，P<0.01），提示RSVA314可抑制K562细胞的增殖，且随着药物浓度的增大，其抑制能力越强。见表1。
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表1 
 RSVA314对K562细胞增殖活性的影响 
*P<0.05，**P<0.01 与对照组相比
2.2 RSVA314对K562细胞迁移的影响
采用Transwell法检测K562细胞的迁移能力，结果发现与对照组相比，RSVA314低、中、高浓度剂量组可显著减少K562细胞的穿膜细胞数量，与对照组相比有明显差异（P<0.05，P<0.01，P<0.01），并且随着RSVA314剂量的增加，穿膜细胞的数量逐渐减少，提示其对K562细胞迁移的影响具有剂量依耐性。见表2。
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表2  
RSVA314对K562细胞迁移的影响  
*P<0.05，**P<0.01 与对照组相比
2.3 RSVA314对K562细胞AKT表达的影响
实验结束后提取细胞总蛋白，采用Western blot 检测RSVA314对AKT表达的影响，结果发现低浓度的RSV314对p-AKT的影响与对照组相比没有明显差异，但RSVA314中、高浓度组可抑制p-AKT的表达，与对照组相比有显著差异（P<0.05，P<0.01）。RSVA314可通过抑制K562细胞AKT磷酸化表达从而抑制其增殖和迁移。见表3。
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表3 
RSVA314对K562细胞AKT表达的影响 
**P<0.05，**P<0.01高浓度与对组相比

3 讨论    
AKT信号通路在人类癌症中其起重要作用，与肿瘤细胞的增殖、生长和凋亡有关[3]。AKT信号通路与乳腺癌细胞、肺癌细胞和白血病细胞活化与增殖、迁移和分化密切相。针对AKT信号通路的特异性激酶抑制剂已广泛用于慢性粒细胞白血病细胞治疗。K562是慢性粒细胞白血病最有代表性的细胞系之一，作为细胞研究较多[4]。我们选择了K562细胞株为研究对象。 
白藜芦醇是多酚类化合物，主要来源于花生 、葡萄(红葡萄酒)、虎杖、桑椹等植物[5]。白藜芦醇是一种生物性很强的天然多酚类物质SIRTl天然的激活剂，其具有抗衰老、降血脂、心血管活性和免疫调节等多种功能。最近研究发现的RSVA314是白藜芦醇的一个小分子类似物，具有与白藜芦醇相似的药理作用，同时也是AMPK的激活剂之一[6]。RSVA314可激活AMPK抑制其下游AKT信号，促进自噬和β淀粉样肽的降解清除，后又发现其阻止脂肪细胞的分化，抑制脂肪的合成[7]。在巨噬细胞，RSVA314抑制LPS诱导的STAT3炎症信号，具有抗炎作用。最新发现RSVA314通过调节能量代谢，氧化应激和炎症反应从而减轻大鼠缺血/再灌注诱导的肾损伤。但RSVA314是否抑制K562细胞的迁移和增殖，还未见报道。
本研究通过体外培养白血病K562 细胞，并加入不同剂量的RSVA314，结果发现，RSVA314中、高浓度组可抑制白血病K562细胞的增殖，且剂量越大，效果越强。同时还发现RSVA314各个剂量组都可抑制K562细胞的迁移作用，并且呈现剂量依耐性。免疫印迹实验发现RSVA314可抑制K562细胞中AKT的磷酸化表达，可能是其抑制细胞增殖和迁移的机制之一。综上所述，RSVA314作为一种新型的白藜芦醇类似物，在治疗白血病方面可能有一定的的应用前景。
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