滋补肝肾方激活小鼠B-16黑素瘤细胞线粒体ATP合成酶-6的基因表达*
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摘要 目的：研究滋补肝肾方复方及单方对小鼠B-16黑色素瘤细胞酪氨酸酶mRNA表达的影响及滋补肝肾方的分子作用机制。方法：定量逆转录PCR法（quantitative reverse transcriptional polymerase chain reaction,QRT-PCR）研究滋补肝肾方复方及单方对小鼠黑色素瘤酪氨酸酶mRNA表达的作用； mRNA差别显示（mRNA Differential Display Reverse Transcriptional Polymerase Chain Reaction, DDRT-PCR）法研究用滋补肝肾方复方及单方处理B16黑色素瘤细胞前后基因的差别表达。结果：滋补肝肾方复方及各个单方并非都能够增加酪氨酸酶mRNA的表达量；但是复方和某些单方却能够激活小鼠黑色素瘤B16细胞线粒体ATP合成酶-6(ATPase-6)基因的特异性表达。结论：QRT-PCR结果表明不能将中药的治疗作用单纯解释为是酪氨酸酶表达提高的结果，而可能存在其它的作用机制，DDRT-PCR结果表明ATP合成酶-6基因表达的激活可能是中药作用的关键环节。
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[Abstract ]  Objective To study the effect of the Single Prescription and the Complex Prescription for Invigorating Liver and Kidney on tyrosinase mRNA expression of B-16 Murine Melanoma cell ,further to understanding the function mechanism of the complex prescription. methods  QRT-PCR was used to analysis Quantitatively tyrosinase mRNA expression and DDRT-PCR was used to study the gene differential expression of B-16 Murine Melanoma after treated by the complex prescription. Results  the Single Prescription and the Complex Prescription can not always increase tyrosinase mRNA expression, but  the Traditional Chinese medicine can activate Mitochondrial ATP Synthase-6 gene Expression in B-16 Murine Melanoma .Conclusion  the Traditional Chinese medicine may remedy vitiligo by this mechanism.
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白癜风是一种色素脱失性疾病，其特点是皮肤上皮组织中黑色素细胞的丢失或者黑色素合成的减少，形成表皮的色素脱失斑片，人群发病率为1%[1]。近年来本病有增加的趋势[2]。本病好发于体表暴露部位，影响美容，给患者造成心理和精神上的痛苦。其病因及发病机理不甚清楚，属于难治之怔[1-4]。西医常采用光敏药联合紫外线照射、激素和免疫抑制剂等，但疗效不太理想，长期应用易产生副作用[3，4]。中药治疗副作用小，但是目前中药治疗限于经验疗法，对药效机制研究极少。已有实验证实能上调酪氨酸酶活性加速黑素生成的中药可提高白癜风的治疗效果[5-7]。

北京中医医院郭念筠教授首先研制的滋补肝肾法及方药（主要成分为当归、熟地、白芍、何首乌、女贞子、白蒺藜、黑芝麻、沙苑子）经过三十年的临床应用，治疗白癜风疗效肯定，显效率75.8%，总有效率为98%[6]，无不良反应，但药物确切的作用机制尚不清楚。

酪氨酸酶是皮肤黑素生成的主要限速酶，它参与黑素合成的前两步，催化酪氨酸氧化为多巴，并进一步将多巴氧化为多巴醌[5，8，9]。在药物对白癜风治疗作用的研究中，常常选择酪氨酸酶mRNA的表达作为促进黑色素合成的一个关键指标，但是近期Ancans等人的研究发现，不同色素细胞酪氨酸酶mRNA表达量的差异并不能解释酶蛋白的丰度变化[10]。因此本实验在研究中药滋补肝肾方对酪氨酸酶基因表达作用的同时，采用DDRT-PCR方法观察中药作用前后小鼠黑色素瘤B-16细胞基因的差别表达，旨在探讨滋补肝肾方治疗白癜风更为确切的分子机制。

材料与方法

1. 材料：
1. 1   鼠黑色素瘤细胞：由中国医学科学院肿瘤研究所提供。

1．2   中药：滋补肝肾方（当归、熟地、白芍、何首乌、黑芝麻、白蒺藜、女贞子、沙苑子）由北京中医医院提供。

1． 3   试剂：RPIM1640培养基、胰蛋白酶和胎牛血清购自Gibco公司。总RNA提取RNeasy Mini Kit试剂盒购自Qiagen公司；Micro RNA Isolation Kit购自Stratageneg公司；RQ1无RNase的 DNase、MMLV逆转录酶、RNasin、Taq酶pGEM-T 载体、X-Gal及IPTG购自Promega公司，3ˊ引物 HT（15）G 5ˊ-AAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTG-3ˊ, 5ˊ引物HAP1 5ˊ-AAGCTTGATTGCC-3ˊ由上海生工生物工程公司合成； [α-32P]dATP、[α-32P]dCTP（比活性7×1010Bp/mmol购自北京亚辉公司；，DNA Labeling Kit购自TaKaRa公司；其他试剂为进口分装的分析纯产品。

1.  4  主要仪器：PCR仪为德国Eppendorf生产的 mastercycler。

2． 方法 

2．1 中药提取：上述中药以生药2g/ml水煎, 用培养基倍比稀释为2.8mg/ml，用于实验。
2．2 细胞培养：RPIM1640培养基添加15%的胎牛血清，在37℃，5%CO2培养B16黑色素瘤细胞，细胞在药物作用48h后，PBS洗涤，胰蛋白酶消化后回收后提取总RNA。细胞传代后不添加中药复方继续培养48h后回收作为对照。

2．3 定量RT-PCR研究滋补肝肾方及单方对小鼠B-16细胞的酪氨酸酶mRNA 表达的作用参见文献[5]。

2.3.1  总RNA的提取：应用Qiagen总RNA 提取试剂盒，按照说明书操作提取RNA。

2.3.2  逆转录系统的建立：Promega 5×第一链缓冲液 4μl（含DTT），200μMdNTP 2μl， RNasin 抑制剂0.5 μl ，20μM引物2 0.25μl，各个药物处理的B16细胞RNA4μl，无RNase及DNase水8.25μl。逆转录混合液70℃作用10min后，分别加入1μlMMLV逆转录酶，42℃1小时，95℃变性5min后4℃或-20℃保存，或者立即进行PCR反应。PCR反应体系如下：10*PCR buffer 2μl，25mM MgCl21.6μl，25μMdNTP 1.6μl ，引物1和2 各0.25μl，Taq酶0.2μl，cDNA模板4μl，无RNase及DNase水10.1μl。反应条件是94℃变性2min，然后进行39个94℃30秒，59℃1min，72℃2min循环，72℃7min延伸。备电泳检测。

2.3.3  PCR产物分析：取PCR扩增产物10μl，在含EB的2%琼脂糖凝胶中电泳，电泳完毕后在凝胶扫描仪上观察结果，拍照记录并用Sximg25软件对扩增产物进行光密度分析，酪氨酸酶基因表达水平以光密度指数（ODI）即酪氨酸酶mRNA A值/β-肌动蛋白mRNA A值。

2.3.4  统计学分析：使用2个样本均数差异的t检验

2．4 mRNA差别显示[11]：总RNA提取同前，用无RNase的 DNase-Ⅰ处理总RNA以除处其中的DNA，糖原（20mg/ml）沉淀过夜。重悬在20μl无核酸酶的水中。逆转录时设计一阴性对照组，即不加逆转录酶，其余组分不变。RT反应，取9.4μl总RNA加入2μl（10μmol/L）锚定引物HT（15）G,68℃变性8min，40℃退火10min,加入8.6μl混合液[4μl RT 5ⅹbuffer、 2μl DTT（ 0.1μmol/L）、 1μl RNA酶抑制剂（40u/μl）、1.6μl dNTP（250μmol/L）、100U SuperscriptⅡ和100U M-MLV] 42℃、反转录50min，95℃、5min灭活酶。取9μl反转录产物在20μl反应体系中进行DD-PCR[2.5μmol/L 3ˊ引物HT(15)C、 0.5μmol/L 5ˊ引物HAP1、2μmol/L dNTP、2.5μmol/L MgCl2、、1XPCR缓冲液、0.5μCi[α-32P]dATP、2.5U Taq DNA聚合酶]，PCR参数为：94℃变性10min，40℃退火5min，72℃延伸5min；94℃、30秒，40℃、2min，72℃、1分30秒，共39个循环；72℃、5min。用含8mol/L尿素的6%聚丙烯酰胺凝胶电泳，-20℃放射自显影2天。

2．5 差别条带的回收及再扩增：小心切下感兴趣的差别条带,放入0.5ml的EP管中,加入100μl TE缓冲液,室温浸泡10min,沸水浴15min,12000Χg离心2min,取上清,加入8μl醋酸钠（3mol/L）、300μl无水乙醇与2.5μl糖原(20mg/ml),-20℃共沉淀过夜。离心、洗涤、干燥，溶于10μl DEPC处理水中。在50μl反应体系（放大前述反应体系）中进行PCR，PCR参数为：94℃、10min；94℃、1min，40℃、1分30秒，72℃、1分30秒，20个循环，72℃、10min；94℃、10min；94℃、1min，42℃、1分30秒，72℃、1分30秒，20个循环；72℃、10min。将PCR产物在1.5%的琼脂糖电泳鉴定PCR结果，酚、氯仿：异戊醇抽提，乙醇中糖原共沉淀过夜。

2．6 克隆及序列分析：将PCR产物克隆到pGEM-T载体，然后热激转化感受态大肠杆菌JM109，随机挑取1个白斑接入3ml含氨苄青霉素的LB液体培养基中，37℃振荡过夜。用1.5ml菌液提取质粒进行PCR鉴定。另外1.5ml菌液进行测序（上海博亚公司）。对测序结果进行Gene Bank同源性检索，确认其序列同源性，并对其功能进行推断分析。

2．7 Northern杂交鉴定：以所获得的cDNA片段为模板按随机引物DNA标记试剂盒说明标记用作探针，进行Northern杂交。将从实验和对照组提取的总RNA进行1.2%甲醛变性凝胶电泳， 100V电泳1.5小时后照相，转到Hybond-XL尼龙膜上，进行预杂交、杂交、洗膜，然后吸干多余的液体，保鲜膜封，-20℃放射自显影3-7天。
结果

1． RT-PCR电泳结果见图 1。
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2． 滋补肝肾方和当归单方能够显著提高酪氨酸酶mRNA的表达（p<0.01），而黑芝麻也有效（有差异）（p>0.01，但是<0.05），其它单方都没有差异（p>0.05）。

3． 差别显示结果[image: image2.png]


（图2）对中药复方及一些单方（当归、黑芝麻、首乌和白芍）

图中箭头所指部位就是基因差别表达的部位，1为未经药物处理的对照组，2.复方处理的B-16细胞；3-6分别是当归、首乌、黑芝麻和白芍处理组。

4． Northern杂交结果（图3）中药复方处理B-16细胞前后的杂交结果

图中1为未经任何药物处理的B-16细胞，2为经过滋补肝肾方处理的B-16细胞。从图3中可以看到内标β-actin在实验和对照两组中均表达，而ATP合成酶6则只在滋补肝肾方中表达，表明差异显示所的结果是可靠的。
5． 序列同源比较

ATPase-6片段为 (划线部分为同源序列)：

AAGCTTGATTGCCCACTTCCTTCCACAAGGAACTCCAATTTCACTAATTCCAATACTTATTATTATTGAAGCAATTAGCCTATTTATTCAACCAATGGCATTAGCAGTCCGGCTTACAGCTAACATTACTGCAGGACACTTATTAATTCACCTAATCGGAGGAGCTACTCTAGTATTAATAAATATTAGCCACCAACAGCTACCATTACATTTATTATTTTACTTCTACTCACAATTCTAGAATTTGCAGTAGCATTAATTCAAGCCTACGTATTCACCCTCCTAGTAAGCCTATATCTACATGATAATA   CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGCTT

ATPase-6基因：

attaaaatgaacgaaaatctatttgcctcattcattaccccaacaataataggattcccaatcgttgtagccatcattatatttccttcaatcctattcccatcctcaaaacgcctaatcaacaaccgtctccattctttccaacactgactagttaaacttattatcaaacaaataatgctaatccacacaccaaaaggacgaacatgaaccctaataattgtttccctaatcatatttattggatcaacaaatctcctaggccttttaccacatacatttacacctactacccaactatccataaatctaagtatagccattccactatgagctggagccgtaattacaggcttccgacacaaactaaaaagctcacttgcccacttccttccacaaggaactccaatttcactaattccaatacttattattattgaaacaattagcctatttattcaaccaatggcattagcagtccggcttacagctaacattactgcaggacacttattaatacacctaatcggaggagctactctagtattaataaatattagcccaccaacagctaccattacatttattattttacttctactcacaattctagaatttgcagtagcattaattcaagcctacgtattcaccctcctagtaagcctatatctacatgataatacataatga

六．插入片段的Genbank同源比较结果：(332bp)
gi|15080560|gb|BC012020.1|BC012020 Homo sapiens, Similar to cytochrome c oxidase III, mitochondrial,

           clone IMAGE:4500967, mRNA          Length = 1616

 Score =  571 bits (288), Expect = e-160； Identities = 301/304 (99%), Gaps = 1/304 (0%)

>gi|14713408|gb|BC008260.1|BC008260 Mus musculus, Similar to ATP synthase 6, mitochondrial, clone

           IMAGE:2650117, mRNA ， Length = 830，Score =  571 bits (288), Expect = e-160

 Identities = 301/304 (99%), Gaps = 1/304 (0%)，
讨论

造成白癜风发生的原因是黑色素合成出现障碍和黑色素细胞出现退行性病变或凋亡现象。这样，治疗白癜风的原则就应该是恢复或者增加黑色素的合成，减少黑色素细胞的退行性病变或凋亡现象。

有研究表明，某些中药能够上调酪氨酸酶mRNA的表达，而酪氨酸酶的表达量又是直接与黑色素的合成成正变关系的，这样就能够有效地提高黑色素的合成；而近期Dell’Anna等人在对白癜风患者外周血的研究中进一步证明了线粒体抗氧化系统和凋亡的失衡是白癜风发生的主要原因[12]。

本研究中QRT-PCR的实验结果表明：滋补肝肾方复方及某些单方（黑芝麻和当归）能够显著提高B-16细胞酪氨酸酶mRNA的表达，但是其余单方却没有调节酪氨酸酶mRNA表达升高的作用。但是在DDRT-PCR的实验结果却表明，复方及单方中的当归，黑芝麻，以及随机挑选的不具调节酪氨酸酶mRNA表达的中药却同样可以激活ATP-ase-6基因的表达。说明中药滋补肝肾方不仅能够从调节酪氨酸酶基因表达的方面提高黑色素的合成，而且还可能更重要的是通过激活ATPase-6基因或者改善其活性，进而提高黑色素合成或降低退行性病变或凋亡现象的发生 [4-7]。这为滋补肝肾方确切作用机制的深入研究以及药物有效成分的提取奠定了良好的基础。但是，酪氨酸酶和线粒体ATP合成酶-6（小鼠）或细胞色素C氧化酶Ⅲ（人）相互之间究竟存在怎样的关系还不清楚。

如果结合临床的试验，就可以对白癜风进行进一步的临床分型，能更有效地指导白癜风的临床治疗。

此外，本研究还表明，可以用DDRT-PC的方法进行中药分子作用机制的研究及中药有效成分的筛选。把现代分子生物学方法用于中医中药的研究，是把中医中药推向世界的有效途径之一。
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图2 DDRT-PCR电泳结果





图1  QRT-PCR电泳结果
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图1。M，DL2000 Marker,从上至下依次是2kb,1kb,0.75kb,0.5kb和o.25kb;1和7. B16对照；2.当归；3.黑芝麻；4白芍；5首乌.6.中药复方.其中500bp的片段是β-actin的QRT-PCR产物，319bp 片段是酪氨酸酶QRT-PCR产物；


图 2。→所指是差异性片段ATPase-6，1.B-16未经任何药物处理；2.复方处理的B-16细胞；3.当归处理的B-16细胞；4.首乌处理的B-16细胞.5黑芝麻处理的B-16细胞；6白芍处理的B-16细胞。


图3。Northern Blot 结果1.未经任何药物处理的B-16细胞；2.经过复方中药处理的B-16细胞





图3 Northern Blot 结果
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