槐耳多糖通过p38 MAPK诱导肝癌细胞凋亡
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摘要  槐耳多糖抗肿瘤的作用机制尚待研究。本研究旨在探讨槐耳多糖对肝细胞癌(HCC)细胞的抑制作用，并探讨其抗癌作用的可能机制。用3-（4,5-二甲基-2-噻唑基）-2,5-二苯基四氮唑溴盐溴化法（MTT）测定细胞活性，Hoechst 33258染色观察凋亡细胞核变化，流式细胞术分析细胞周期和凋亡的分布，用Westerblot法检测凋亡通路。采用细胞凋亡和丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)抑制剂研究细胞凋亡的机制。槐耳多糖诱导HepG 2和Huh 7细胞周期阻滞和凋亡。槐耳多糖处理后，外源性和内源性凋亡通路均被激活。此外，槐耳多糖还增强了三种主要的MAPK通路(细胞外信号调节激酶、c-jun端激酶和p38 MAPK)，并且抑制肝癌细胞中雷帕霉素信号通路的AKT/机制靶点。尤其是p38 MAPK的失活对槐耳多糖诱导的细胞死亡有抑制作用。槐耳多糖通过调节B细胞淋巴瘤（Bcl-2）凋亡相关蛋白、Bcl2相关X蛋白和凋亡抑制蛋白的表达来对肝癌细胞产生抗肿瘤作用。本研究为槐耳多糖诱导肝癌细胞凋亡提供了证据，并证实了p38 MAPK在槐耳多糖诱导肝癌细胞凋亡过程中的作用。
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一、介绍

肝癌，尤其是肝细胞癌（HCC），是人类最常见的恶性肿瘤之一，长期生存率很低1-3。虽然肝移植、肝切除术和局部治疗是肝癌早期潜在的治疗方法4,5，但大多数患者通常在晚期诊断，必须主要依赖传统的化疗6,7。目前，还没有被证明对晚期肝癌患者有效的常规全身化疗7。因此，临床迫切需要新型高效的治疗药物。

槐耳（Trametes robiniphila Murr，槐栓菌）是我国的一种真菌，以往的化学分析表明槐耳主要由多糖组成8。最近的研究发现，HP（槐耳多糖）对多种人类癌症细胞具有促凋亡作用，包括乳腺癌9,10、肝癌11-14、肺腺癌15和卵巢癌16。此外，槐耳和槐耳多糖抑制癌细胞的转移和运动12,16,17，具有抗血管生成活性，增强宿主免疫系统功能11,14,18。总之，这些数据表明，在临床前试验中，槐耳多糖对癌症显示出有希望的结果。

槐耳已被中国国家食品药品监督管理局批准用于恶性肿瘤患者的临床治疗（国家食品药品监督管理局批准文号：Z20000109；http://app1.sfda.gov.cn/datasearch/face3/base.jsp)。虽然一些研究表明槐耳多糖通过不同的信号通路诱导HCC细胞凋亡（13,19），但是这种药物抑制HCC细胞生长的具体机制仍有待探索。

丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）参与细胞增殖、分化、细胞应激反应和凋亡的调控20,21。三种主要MAPK通路[细胞外信号调节激酶（ERK）1/2，c-Jun N末端激酶（JNK）和p38 MAPK]的激活与许多化疗和基因毒性药物的活性有关22。因此，槐耳多糖可能通过MAPK信号通路参与并调控HCC细胞的增殖和凋亡。

本研究主要探讨槐耳多糖对HepG2和Huh7肝癌细胞的抑制作用，并探讨其抗肿瘤作用的可能机制。此外，还研究了MAPK在这些过程调控中的关键作用。

二、材料与方法

1.抗体和试剂

半胱天冬酶3兔多克隆抗体（货号9662S）、半胱天冬酶8小鼠单克隆抗体（货号9746）、半胱天冬酶9兔多克隆抗体（货号9502）、磷酸化兔单克隆抗体（p）-p38（货号9215S）、兔多克隆抗体p-AKT（货号9271S）、兔总多克隆抗体JNK（货号9252），兔完全p38多克隆抗体（货号9212），兔完全AKT多克隆抗体（货号9272S），兔B细胞淋巴瘤单克隆抗体（Bcl）-2（货号2870S），兔Bcl-2相关X蛋白多克隆抗体（Bax；货号2772S）、兔髓细胞白血病-1单克隆抗体（Mcl-1；货号5453S），兔Bcl-2样11单克隆抗体（又称Bim；货号2933S）、兔p53多克隆抗体（货号9282）与小鼠凋亡抑制蛋白单克隆抗体（货号2802S），以上均购自Cell Signaling科技有限公司（美国马萨诸塞州丹弗斯）。所有抗体稀释比均为1:1000。

多克隆兔抗聚（ADP核糖）聚合酶（PARP）p85片段（货号G734A）、抗ERK抗体（货号V114A）、抗p-JNK抗体（V793B）和抗活性ERK1/2（货号V803A）抗体均从Promega公司（美国威斯康星州麦迪逊）购得。所有抗体的稀释比均为1:4000。细胞周期蛋白D1兔多克隆抗体（货号sc753）和细胞周期蛋白依赖激酶2小鼠单克隆抗体（CDK2；货号sc6248）抗体来自Santa Cruz生物科技有限公司（美国德州达拉斯）。这些抗体的稀释比为1:500。
兔甘油醛3-磷酸脱氢酶多克隆抗体（10494-1-AP；1:8000稀释比）购自Proteintech集团（美国伊利诺伊州罗斯蒙特）。兔p70S6激酶多克隆抗体购自（货号ABS431；1:1000稀释比）从EMD Millipore。

MAPK激酶（MEK）（PD98059）（货号513000-5MGCN）、JNK（SP600125）（货号420119-5MGCN）和p38（SB203580）（货号559389-1MGCN）的特异性抑制剂购自Calbiochem（EMD Millipore，美国马萨诸塞州比尔里卡）。3-（4,5-二甲基-2-噻唑基）-2,5-二苯基四氮唑溴盐溴化法（MTT）购自Amresco，LLC（美国俄亥俄州梭伦市）。泛半胱天冬肽抑制剂Z-VAD-FMK购自Promega公司，在二甲基亚砜（DMSO）中制备。槐耳多糖由启东盖天力药业有限公司（中国江苏）捐赠。

2.细胞培养

这两种肝癌细胞系（HepG2和Huh7）是从美国美国模式培养物研究所（美国弗吉尼亚州马纳萨斯）获得，常规保存在杜氏改良Eagle培养基中，添加10%胎牛血清、100 U/ml青霉素和100μg青霉素µg/ml链霉素。细胞在37℃条件下，在5%二氧化碳空气培养箱中孵育。

3.MTT法测定细胞活性

细胞接种于96孔板中。培养过夜后，用不同浓度的槐耳多糖溶液代替培养基，分别培养24、48和72h。接下来，每孔加入MTT10µl，孵育细胞4h。接着，每个孔中的溶液都被小心替换为100µl二甲基亚砜，10分钟。在490nm波长下用微孔板读取器（PerkinElmer公司，美国马萨诸塞州沃尔瑟姆）读取吸光度值。每项实验一式三份。

4.槐耳多糖对细胞形态的影响

用浓度为100µg/ml的槐耳多糖处理细胞24、48和72小时。在光学显微镜（奥林巴斯，日本东京）下观察处理和未处理细胞在24、48和72小时的形态学变化，并用数码相机（奥林巴斯公司）拍摄显微照片。

5.细胞周期分析

将3x105细胞/孔接种于6孔板中，并培养过夜。用无血清培养基饥饿12小时后，细胞在含槐耳多糖的溶液（50或100µg/ml）中培养24小时）。接下来，用胰蛋白酶将细胞固定在冷乙醇中。随后，将细胞在168×g离心5分钟，并用磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤两次。接下来，在每根Eppendorf管向细胞中添加RNase（凯基生物科技公司，中国南京），在Eppendorf管中加入2%的Tritonx-100和PBS，然后加入碘化丙啶（PI）对细胞DNA进行染色。使用Accuri C6流式细胞仪（BD生物科技，美国新泽西州富兰克林湖）对DNA含量进行测定。

6.PI-膜联蛋白V染色分析

流式细胞仪检测细胞凋亡率。简而言之，HepG2和Huh7细胞用槐耳多糖（100µg/ml）处理0、12、24和48小时。然后，收集细胞并将其重新悬浮在结合缓冲液中（凯基生物科技公司，中国南京）。向细胞中加入等量的5µl膜联蛋白V-异硫氰酸荧光素和5µl PI，然后在Accuri C6流式细胞仪上用流式细胞术分析样本。在三个独立实验中测定细胞凋亡率。
7.Hoechst 33258染色

用Hoechst33258（Sigma-Aldrich，美国密苏里州圣路易斯）染色观察凋亡细胞核的变化。在不同时间段用槐耳多糖（100µg/ml）处理细胞。处理后的细胞用4%多聚甲醛固定，Hoechst33258（5µg/ml）染色。用配备数码相机的荧光显微镜（奥林巴斯公司）观察细胞凋亡的细胞核变化。
8.免疫印迹分析

在不同时间点（0、4、8、12、24和48小时）用浓度为100µg/ml的槐耳多糖处理细胞。细胞在有蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液中裂解。用7.5-15%的十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离等量的蛋白质样品并转移到硝化纤维素膜上。在用5%的脱脂牛奶封闭后，膜在带有一级抗体，4℃条件下孵育过夜。第二天在室温下，用山羊抗鼠免疫球蛋白（Ig）G-辣根过氧化物酶（HRP）（货号sc-2005；1:5000稀释比；Santa Cruz生物科技有限公司）和山羊抗兔免疫球蛋白（Ig）G-HRP（货号sc-2030；1:5000稀释比；Santa Cruz生物科技有限公司）二级抗体清洗细胞膜并孵育1小时。用增强化学发光法（Pierce；赛默飞世尔科技有限公司，美国马萨诸塞州沃尔瑟姆），并通过Gel-Doc XR+全自动凝胶成像系统（Bio-Rad Laboratories公司，美国加州赫拉克勒斯）进行分析。
9.抑制剂处理
应用凋亡抑制剂和MAPK对槐耳多糖处理后细胞凋亡进行检测，探讨槐耳多糖处理后细胞凋亡的具体调控机制。在槐耳多糖处理前1小时，用50μmol/L浓度的Z-VAD-FMK或MAPK抑制剂（PD98059，20µmol；SP600125，10µmol；和SB203580，10µmol）孵育HepG2和Huh7细胞。对照培养物用二甲基亚砜处理，二甲基亚砜用作肽抑制剂的溶剂。用MTT法、流式细胞仪或免疫印迹法检测细胞凋亡。

10.统计学分析

所有报告数据均以期望值±三次重复平均值的标准差表示。采用t检验确定两组间的统计学差异，采用单因素方差分析进行多重比较。使用SPSS17.0软件（SPSS公司,美国伊利诺伊州芝加哥）进行统计分析。P<0.05被认为差异具有统计学意义。

三、结果

1.槐耳多糖抑制肝癌细胞生长并诱导细胞周期阻滞 

HepG2和Huh7细胞23在指定的时间段和浓度下用槐耳多糖处理，并进行细胞生长分析。如图1A所示，槐耳多糖以时间和剂量依赖性的方式显著抑制HepG2和Huh7细胞的增殖。此外，细胞形态学检查显示，与模拟处理的细胞相比，大多数槐耳多糖处理的细胞呈现收缩、

不规则、核浓缩和碎裂的特征（图1B），表明槐耳多糖的处理诱导细胞损伤。

为探讨槐耳多糖对HCC细胞生长的抑制作用是否与细胞周期异常有关，采用了流式细胞仪来测定细胞周期。如图1C和D所示，槐耳多糖处理触发G0/G1细胞周期阻滞。细胞周期蛋白D1和细胞周期蛋白E是G1/S期24,25细胞周期调控的主要蛋白。图1E描绘了槐耳多糖处理后HepG2细胞中细胞周期蛋白D1、细胞周期蛋白E和CDK2表达的剂量依赖性降低，这与荧光激活细胞分类数据一致。在槐耳多糖处理的Huh7细胞中也获得了类似的结果，但细胞周期蛋白E除外。
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图1  槐耳多糖抑制HepG2和Huh7细胞的细胞活性并引起细胞形态变化。 (A）槐耳多糖处理细胞24、48和72h。HepG2和Huh7细胞的细胞活性均呈剂量和时间依赖性下降。数据以平均值±来自三个独立的实验的标准误表示。（B）细胞形态的对比。加入槐耳多糖（100µg/ml）后，在处理后0、24和48小时观察HepG2和Huh7细胞的变化，（放大倍率，x100）。（C和D）50和100µg/ml的槐耳多糖处理后诱导HepG2和Huh7细胞周期阻滞，持续24小时。（C）碘化丙啶染色后，流式细胞仪检测HepG2和Huh7细胞的细胞周期分布。（D）C组结果的量化。数据以平均值表示±来自三个独立的实验的标准误表示。*表示HepG2的P值为0.023，Huh7的P值为0.028。（E）细胞周期蛋白D1、E和细胞周期蛋白依赖性激酶2的检测。以甘油醛-3-磷酸脱氢酶蛋白水平作为负荷对照。所有的免疫印迹实验进行两次。注释：[CDK2]细胞周期蛋白依赖激酶2；[GAPDH]甘油醛3-磷酸脱氢酶；[HP]槐耳多糖；[SEM]平均值的标准误差。

2.槐耳多糖诱导肝癌细胞凋亡

为探讨槐耳多糖对肝癌细胞增殖的抑制作用是否由于细胞凋亡，进行膜联蛋白V/PI双染色分析。如图2A和B所示，槐耳多糖暴露以时间依赖性方式导致HepG2和Huh7细胞显著凋亡。Hoechst 33258染色显示，在槐耳多糖暴露后的所有时间点，HepG2和Huh7细胞中的凋亡染色质浓缩都很容易观察到（图2C），而在对照处理的细胞中几乎没有观察到染色质浓缩。

接下来检查死亡受体（外源性）和线粒体（内源性）凋亡途径的激活。如图2D所示，在HepG2和Huh7细胞中观察到半胱天冬酶-8或半胱天冬酶-9的裂解，表明外源性和内源性凋亡途径都参与了槐耳多糖诱导的肝癌细胞凋亡。半胱天冬酶-3是细胞凋亡的主要效应因子，而PAPR在诱导细胞凋亡过程中被切断（26）。图2D描绘了在经槐耳多糖处理的HCC细胞中检测到的半胱天冬酶-3和PARP裂解的活化形式。

为进一步证实槐耳多糖诱导的HepG2和Huh7细胞凋亡是半胱天冬酶依赖性的，用特异性半胱天冬酶抑制剂（Z-VAD-FMK）预处理HepG2和Huh7细胞，用MTT法和免疫印迹法检测细胞活性，发现了半胱天冬酶-3和PARP的表达。如图2E所示，与单纯槐耳多糖处理组比较，用50µmol Z-VAD-FMK处理24h的细胞的活性明显恢复。与槐耳多糖处理组比较（图2F），切割的半胱天冬酶-3和PARP的表达受到明显抑制。因此，这些结果表明，半胱天冬酶活性是槐耳多糖诱导HepG2和Huh7细胞凋亡所必需的。
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图2  幽门螺杆菌在体外诱导HepG2和Huh7细胞凋亡。（A）流式细胞仪检测细胞凋亡，以及获得用槐耳多糖（100µg/ml）处理0、12、24和48h的的细胞的点图。（B）不同时间细胞凋亡率的比较。数据以平均值表示±来自三个独立的实验的标准误表示。*P<0.05表明细胞凋亡率呈时间依赖性增加。**P<0.01，***P<0.001。（C）槐耳多糖处理细胞0、12、24和48h，用Hoechst33258染色，荧光显微镜（放大200倍）观察细胞形态。（D）检测半胱天冬酶-3、-8和-9的活化形式以及切割的PARP。甘油醛3-磷酸脱氢酶的蛋白质水平作为负荷控制。在指定的时间点分析蛋白质，所有免疫印迹实验进行两次。E）用100µg/ml 槐耳多糖，用或不用Z-VAD-FMK处理 24小时后，用3-（4,5-二甲基-2-噻唑基）-2,5-二苯基四氮唑溴盐测定细胞活性。数据以平均值±来自三个独立的实验的标准误表示。*P<0.05表明用Z-VAD-FMK处理后细胞活性显著增加。（F）HepG2和Huh7细胞用槐耳多糖（100µg/ml），含或不含50µmol Z-VAD-FMK处理24小时。制备细胞裂解液进行免疫印迹检测半胱天冬酶--3和PARP的表达。注释：[UL]左上角；[UR]右上角；[LL]左下角；[LR]右下角；[PI]碘化丙啶；[PARP]聚ADP核糖聚合酶；[GAPDH]甘油醛3-磷酸脱氢酶；[HP]槐耳多糖；[SEM]平均值的标准误差。
3.槐耳多糖暴露激活MAPK通路并下调肝癌细胞中的AKT磷酸化

为了进一步了解槐耳多糖诱导细胞凋亡的机制，我们研究了MAPK和AKT的磷酸化水平。如图3A所示，槐耳多糖作用4h后，HepG2和Huh7细胞ERK1/2、JNK和p38MAPK的磷酸化水平明显升高。值得注意的是，p38 MARK在两种细胞系中均在4到24小时的时间间隔内被强烈激活（图3A）。相反，与初始水平相比，槐耳多糖处理减弱HepG2和Huh7细胞中AKT和雷帕霉素机械靶点（mTOR）的磷酸化水平（图3B）。
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图3  槐耳多糖处理的HepG2和Huh7细胞中MAPK和AKT mTOR信号通路。（A）在HepG2和Huh7细胞中，使用针对激活的细胞外信号调节激酶1/2、c-Jun N末端激酶（JNK基因可产生46和54 kDa蛋白）和p38（43 kDa蛋白）的特异性抗体，观察到MAPK信号通路的激活。（B）AKT-mTOR信号通路活化蛋白的检测。如图2所述处理细胞，并使用甘油醛3-磷酸脱氢酶的蛋白质水平作为负载对照。所有免疫印迹实验进行两次。注释：[p]磷酸化；[ERK]细胞外信号调节激酶；[JNK]c-Jun N末端激酶；[GAPDH]甘油醛3-磷酸脱氢酶；[mTOR]雷帕霉素的作用机制靶点；[MAPK]丝裂原活化蛋白激酶；[S6K]S6激酶。
4.p38 MAPK的药理抑制减弱了槐耳多糖诱导的HepG2和Huh7细胞凋亡

分别针对MEK、JNK和p38 MAPK的特异性抑制剂PD98059、SP600125和SB203580在槐耳多糖暴露前被用于处理细胞。这些抑制剂的有效浓度在每种抑制剂的剂量反应试验中进行测试，以防止细胞毒性（数据未显示）。如图4A所示，在特定浓度（20µmol PD98059, 10µmol SP600125 and 10µmol SB203580)）的抑制剂存在下，HepG2和Huh7细胞中ERK1/2、JNK和p38的槐耳多糖激活水平被显著阻断。图4B显示SB203580处理降低了槐耳多糖诱导的HepG2和Huh7细胞的生长抑制，而其他抑制剂没有显著作用。流式细胞术分析表明，SB203580减弱了槐耳多糖引发的HepG2和Huh7细胞凋亡（图4C）。值得注意的是，应用SP600125可导致槐耳多糖处理的HepG2细胞凋亡减少，但Huh7细胞中没有。
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图4  抑制MAPK信号通路对细胞活性和凋亡的影响。（A）用PD98059（20µmol）、SP600125（10µmol） 和SB203580（10µmol）预处理HepG2和Huh7细胞24小时。制备细胞裂解物用于免疫印迹分析以检测靶向通路的失活。（B）用100µg/ml 槐耳多糖，用或不用MAPK抑制剂处理24小时后，用3-（4,5-二甲基-2-噻唑基）-2,5-二苯基四氮唑溴盐测定细胞活性。数据以平均值表示±来自三个独立的实验的标准误表示。*P<0.05表明用MAPK抑制剂处理后细胞活性显著增加。（C）MAPK信号通路对细胞凋亡的影响。用流式细胞仪分析100μg/ml槐耳多糖，使用或不使用MAPK抑制剂处理24小时后的细胞凋情况亡。统计结果用条形图表示。数据对应平均值±来自三个独立的实验的标准误。*P<0.05和**P<0.01表明MAPK抑制剂处理后细胞凋亡率显著降低。注释：[UL]左上角；[UR]右上角；[LL]左下角；[LR]右下角；[PI]碘化丙啶；[HP]槐耳多糖；[p]磷酸化；[ERK]细胞外信号调节激酶；[JNK]c-Jun N末端激酶；[GAPDH]甘油醛3-磷酸脱氢酶；[MAPK]丝裂原活化蛋白激酶；[SEM]平均值的标准误差。
5.p38 MAPK的失活控制槐耳多糖对凋亡相关蛋白表达的影响
为了探讨p38 MAPK通路失活抑制槐耳多糖诱导的细胞凋亡的机制，我们检测了多种凋亡相关蛋白的表达水平。如图5A所示，槐耳多糖处理以时间依赖性方式增加HepG2和Huh7细胞中促凋亡蛋白Bim、Bax和p53的表达，而促生存蛋白Bcl-2、Bcl-xL、Mcl-1和凋亡抑制蛋白的表达下调。接下来，在上述MAPK抑制剂存在或不存在的情况下，用槐耳多糖处理HepG2和Huh7细胞24小时。图5B表明，SB203580处理显著增加了经槐耳多糖处理的HepG2细胞中Bcl-2和凋亡抑制蛋白的表达，而联合处理显著下调了Bax的表达。在Huh7细胞中也获得了类似的结果（图5C）。然而，与单独应用槐耳多糖相比，SP600125和槐耳多糖联合处理后HepG2和Huh7细胞中Bax、Bcl-2和凋亡抑制蛋白的表达水平均增加（图5B和C）。值得注意的是，与仅使用槐耳多糖时的表达水平相比，PD98059显著增强了经槐耳多糖处理的HepG2细胞中Bax的表达水平（图5B），而凋亡抑制蛋白的表达水平降低，Bcl-2的表达水平保持不变。在槐耳多糖处理的Huh7细胞中，在PD98059存在的情况下，凋亡抑制蛋白的表达显著降低，伴随着Bcl-2表达水平的下降和Bax显示的不变水平（图5C）。
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图5  槐耳多糖处理和MAPK信号通路抑制对AKT和线粒体途径蛋白表达的影响。（A）用槐耳多糖（100µg/ml）处理细胞0、4、8、12、24和48小时。B细胞淋巴瘤-2家族蛋白表达的差异表明槐耳多糖处理后线粒体通路受到影响。以GAPDH的表达作为内对照。所有免疫印迹实验进行两次。（B和C）抑制MAPK信号通路对（B）HepG2和（C）Huh7细胞线粒体途径蛋白的影响。用浓度为100µg/ml的槐耳多糖，使用或不使用MAPK抑制剂（PD98059，20µmol；SP600125，10号µmol；和SB203580，10µmol）处理24小时。统计结果用柱状图表示。数据以平均值±三个独立实验平均值的标准误表示。*P<0.05和**P<0.01表明MAPK抑制剂治处理后蛋白表达水平有显著改变。以GAPDH的表达作为内对照。所有免疫印迹实验均重复进行。注释：[Bcl]B细胞淋巴瘤；[Bax]Bcl-2相关X蛋白；[xL]特大号；[Mcl-1]髓细胞白血病-1；{Bim]Bcl-2样11；[HP]槐耳多糖；[p]磷酸化；[GAPDH]甘油醛3-磷酸脱氢酶；[MAPK]丝裂原活化蛋白激酶。
四、讨论

本研究探讨MAPK信号通路在槐耳多糖诱导肝癌细胞凋亡中的作用。观察到槐耳多糖激活HepG2和Huh7肝癌细胞的ERK、JNK和p38MAPK三条主要的MAPK信号通路。此外，本研究结果提供了药物性抑制p38 MAPK而减弱细胞系中槐耳多糖诱导凋亡的证据。现有的数据首次证实了p38 MAPK在槐耳多糖对HCC细胞的作用中的角色。

近年来的研究证实，槐耳或槐耳多糖在体内外多种癌细胞中均具有抗肿瘤作用，槐耳或槐耳多糖在不同类型癌细胞中的抗肿瘤活性涉及多种信号通路。例如，怀尔通过下调Wnt/β-连环蛋白信号通路，部分抑制大肠癌干细胞的生长26，而小RNA-26b-5p的上调有助于槐耳诱导的人肺癌细胞凋亡15。此外，怀尔还通过AKT/糖原合成酶激酶3β/β-连环蛋白信号通路16抑制卵巢癌细胞的运动。槐耳多糖通过增强HCC荷瘤小鼠的宿主免疫系统功能表现出显著的体内抗肿瘤活性17。此外，槐耳多糖能够通过抑制上皮-间充质转化和星形细胞上调基因-1信号通路抑制人肝癌MHCC97-H细胞转移12。
MAPK信号通路通常分为三个独立通路：ERK、JNK和p38 MAPK20,27。正常情况下，p38 MAPK活性在HCC中明显降低，而p38 MAPK的激活可能导致HCC的发生肝癌细胞凋亡28。以往的研究表明，某些毒性物质通过激活p38 MAPK29诱导细胞凋亡。目前的研究结果表明，槐耳多糖可诱导肝癌细胞周期阻滞和凋亡，并激活三条主要的MAPK通路，虽然p38 MAPK的表达明显高于JNK和ERK，但用特异性MAPK抑制剂PD98059、SP600125和SB203580（分别对应MEK、JNK和p38 MAPK）处理HepG2和Huh7细胞后，观察到p38 MAPK的失活明显拮抗槐耳多糖诱导的凋亡和增殖抑制作用，提示p38 MAPK可能在细胞凋亡过程中发挥作用。目前的结果也显示槐耳多糖减少了AKT和mTOR磷酸化水平，这与先前报道的槐耳多糖处理的卵巢癌细胞和MHCC97-H细胞的结果一致13,16。
本研究进一步揭示了p38 MAPK参与HP诱导肝癌细胞凋亡的分子机制。据报道，p38 MAPK在多种癌细胞中起抑癌作用30，激活的p38 MAPK可通过调节多种蛋白质，包括p53和Bcl-231-33诱导细胞凋亡。多项研究表明，槐耳和槐耳多糖调节凋亡相关蛋白的表达，包括p53、Bcl-2、Bcl-xL和Bax11,19,34，这可能是槐耳多糖调节其对癌细胞死亡影响的重要机制（35）。目前的数据支持上述观察，因为槐耳多糖治疗后，促生存蛋白Bcl-2和Bcl-xL的表达降低，而促凋亡蛋白Bax和p53的表达增加，从而促进槐耳多糖诱导的细胞凋亡。此外，本研究首次报道槐耳多糖下调肝癌细胞中凋亡抑制蛋白的表达，凋亡抑制蛋白是一种凋亡蛋白的抑制剂36,37。重要的是，p38 MAPK的失活，而不是JNK或ERK的失活，同时拮抗了槐耳多糖对凋亡相关蛋白Bcl-2、Bax和凋亡抑制蛋白表达的影响，提示p38 MAPK参与槐耳多糖诱导细胞凋亡的可能机制。

先前的体内实验数据显示p53在肝癌小鼠模型中表达下调11,19。然而，目前的研究结果与这些观察结果相矛盾，即随着HepG2细胞中野生型和功能性p53的表达增加，及Huh7细胞中携带的突变和失活p53基因23。本研究结果提示槐耳多糖可诱导HCC细胞凋亡，而与p53状态无关。基于p53在肿瘤中的抑癌活性，其在槐耳多糖诱导的细胞凋亡中的作用有待进一步研究。

总之，本研究提供了槐耳多糖诱导表达野生型或突变型p53基因的HCC细胞凋亡的证据。进一步证实p38 MAPK在槐耳多糖诱发癌细胞死亡中的作用。因此，本研究结果加深了对槐耳多糖发挥抗肿瘤作用的理解，并为槐耳多糖发挥抗肿瘤作用的机制提供了新的见解。
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