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近年来，生长在中国槐树干上的槐栓菌（槐耳）在中国常被用于癌症辅助治疗；然而人们对槐耳的抗癌作用机制仍知之甚少。本研究旨在研究槐耳对乳腺癌MCF-7和MDA-MB-231细胞的抑制作用，并探究其可能的抗癌作用机制。我们分别采用MTT、侵袭性测定以及细胞移行和体外划痕试验测定细胞活力和移动能力。通过流式细胞仪对细胞周期分布以及PI-膜联蛋白-V染色和罗丹明123测定结果进行分析，采用蛋白印记试验测试细胞凋亡通路。我们发现槐耳提取物能时间和剂量依赖性地强烈抑制MCF-7和MDA-MB-231细胞活力；但是，MDA-MB-231细胞对处理更为敏感。此外，细胞侵袭和移行能力也因加入槐耳提取物而受到抑制。我们还注意到，槐耳能有选择地在MCF-7细胞中诱导G0/G1周期阻滞和p53积聚及活化。令人鼓舞的是，PI-膜联蛋白-V染色测定和蛋白印记分析证实了半胱天冬酶3完成的细胞凋亡。罗丹明123测定中，线粒体膜电位降低、BCL2下调以及BCL2相关X蛋白（BAX）上调，都说明槐耳通过线粒体通路诱导凋亡。槐耳诱导凋亡期间的半胱天冬酶活化通过泛Caspase抑制剂Z-VAD-fmk得到确认。与预期一致的是，抑制剂使两种细胞系中的槐耳诱导凋亡均下降。根据我们的研究发现，槐耳能诱导ER阳性和ER阴性乳腺癌细胞系中的细胞凋亡，是一种有效的乳腺癌治疗辅助药剂。(CancerSci2010)

预计世界上每年有100多万女性被诊断患有乳腺癌，并且每年约有41万人死亡(1)。乳腺癌已经成为东南亚国家女性中仅次于胃癌的癌症死亡主要原因(2)。在中国某些地区，乳腺癌发生率每年上升5%，高于全球平均上升率(3)。在美国，与其它癌症相比，乳腺癌预后较好，500多万存活者占了所有癌症生存者的近23%。尽管一期和二期局部病变的5年存活率估计分别达到98%和94%(4)，但晚期乳腺癌的治疗方式仍十分有限(5)。

对于乳腺癌治疗，常规治疗方式很多，包括手术、放疗、化疗、激素治疗以及其它辅助疗法(6)。然而，这些疗法不能完全防止癌症复发和转移，因此癌症患者极需新的药物和疗法。在辅助疗法中，传统中药（TCM）因其在杀灭癌细胞方面的奇特作用（低强度、更自然）而被越来越广泛地应用(7)。在亚洲，中医有三千年历史。几年前的一项回顾性分析证实，62%的可进行商业应用或后期开发的抗感染和抗癌药物都是源自自然的药物(8)。中药含有多种复杂化合物，例如生物碱、类固醇和蛋白聚糖(9,10)，在安全剂量下可产生独特的抗癌作用。

槐耳是中国的一种药用真菌，中药名称槐栓菌入药历史约有1600年(11)；但直到近几十年，槐耳用于辅助疗法的抗肿瘤性能才被发现和利用。真菌用热水浸提两次，并采用Sevag法清除游离蛋白和氨基酸。透析72小时后，在透析液中添加四倍量的乙醇以使有效成分沉淀。HPLC和SDS-PAGE分析证明，槐耳提取物的有效成分是蛋白聚糖，其中包含41.53%的多糖、12.93%氨基酸和8.72%的水(12,13)（表S1）。另外，针对蛋白聚糖对S180鼠肉瘤细胞、H22肝癌细胞、Lewis肺癌以及MCF-7乳腺癌细胞的抑制作用的研究证实，蛋白多糖是槐耳提取物中的主要有效成分。尽管蛋白聚糖在所有单独的成分中最有效，其有效性仍低于槐耳提取物(12,13)。因而有理由推断，槐耳提取物的活性可能来源于其协同或加性效应。槐耳提取物的抗肿瘤作用呈现多种生物活性，例如细胞凋亡、抗血管再生、抗血管形成、耐药性逆转、抗转移以及免疫系统激活。尽管最近实验数据揭示了细胞凋亡作用，但其潜在机制仍未得到详细研究。另外，除细胞凋亡外，可能还存在其它抗肿瘤作用。本实验中，我们对槐耳在乳腺癌细胞中的抗肿瘤机制进行了研究。
材料和方法

材料

达尔伯克氏改良伊格尔培养基（DMEM）购自Gibco-BRL (Rockville, IN，美国)。胎牛血清（FBS）由天津市灏洋生物制品科技有限责任公司提供。抗-Bcl-2 (1:250), BCL2相关X蛋白 (BAX) (1:500)和p53 (1:1000)抗体购自Dako Corp. (Carpinteria, CA，美国)；磷酸化p53 (1:1000)和半胱天冬酶购自Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA)。抗小鼠IgG辣根过氧化物酶 (HRP)抗体(1:3000)由北京中山金桥提供。蛋白印记检测用HRP介质由天根生化科技（北京）有限公司提供。其它所有化学品均源自Merck (Darmstadt, Germany)和Sigma-Aldrich (St Louis, MO，美国)。
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槐耳水提物的制备

槐耳膏剂由盖天力药业有限公司（中国江苏）赠送。将2克膏剂溶于20毫升完全培养基中并进行灭菌，用0.22 μm滤膜过滤后得到100毫克/毫升储备液，于-20℃长期储存(14,15)。

细胞培养

将源自American Type Culture Collection (ATCC)的两种乳腺癌细胞系（MCF- 7细胞和MDA-MB-231细胞）以及NIH3T3成纤维细胞置于DMEM培养基中进行常规培养（5%二氧化碳，37℃），添加10% FBS、100 U⁄mL青霉素和100 lg ⁄mL链霉素。

细胞活力测定

通过3-(4, 5-甲基噻唑-2-yl)-2, 5-二苯基溴化四唑(MTT)分析测定细胞活力。于5%二氧化碳和37℃条件下，将MCF-7（3×103细胞⁄ 孔）和MDA-MB-231（1.5×103细胞⁄孔）细胞放进96孔培养板中的DMEM培养基（含10% FBS、100 μg ⁄mL青霉素和100 U⁄mL链霉素）中培养。过夜培养后，用含不同浓度槐耳的DMEM培养基替代DMEM培养基，并单独培养24、48或72小时。随后，在各孔中加入20 μL的MTT（PBS中5 mg⁄mL），并于37℃下再将细胞培养4小时。然后小心吸取上清液，并在各个孔中添加100 μL的二甲亚砜（DMSO）。将培养板摇动10分钟，并通过酶标仪 (Bio-Rad, Hercules, CA，美国)于570 nm下读取吸光度值.(16)。使用完全DMEM培养基稀释槐耳提取物，最终浓度为0、2、4、8和16 mg⁄mL。

槐耳对细胞形态的影响

使用浓度为4mg/ml的槐耳水提液对MCF-7和MDAMA-231细胞进行24和48小时培养。在奥林巴斯光学显微镜下观察经处理及阴性对照细胞的形态24和48小时，并且使用奥利巴斯（日本东京）数码相机拍摄显微照片。

侵袭测定

使用Transwell系统（24孔，聚碳酸酯膜孔径8 lm；Corning Costar, Lowell, MA，美国），进行体外侵袭测定，以确定槐耳引起的MDA-MB-231细胞侵袭能力的变化。于37℃无血清培养基中，细胞饥饿处理12小时。于37℃下，使用40 μL基质胶 (1.5 mg⁄ mL; BD Biosciences, San Jose, CA，美国)对聚碳酸酯膜进行2小时涂层，以形成再生基膜。向transwell下室中添加500微升NIH3T3成纤维细胞条件培养基和完全培养基的平衡混合物，并向上室添加1×105MDAMB-231细胞。对照组细胞悬浮于100 uL 0.1% BSA的无血清培养基中，而在试验组中，培养基中还含有4 mg ⁄mL槐耳。经过18小时培养后，用棉签擦除基膜上表面以清除附着的细胞。然后将上室放进一个新的培养板中，使粘附在下表面的细胞在95%乙醇中保持10分钟。
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	图1 – 槐耳提取物抑制MCF-7和MDA-MB-231细胞的活力。通过MTT分析法测定槐耳对细胞活力的影响。(a) MCF-7和(b) MDA-MB-231细胞用槐耳处理24、48和72小时。槐耳提取物时间和剂量依赖性地显著抑制两种细胞系的细胞活力。所进行的实验重复三次，数据分别以平均值 ± 标准差表示。
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图2 – 槐耳提取物使MCF-7和MDA-MB-231细胞发生形态变化。添加槐耳（4 mg ⁄ mL）前、后的(a) MCF-7和(b) MDA-MB-231细胞的相差图像于0、24和48小时时拍摄。

最后，用吉姆萨染液对细胞染色。采用奥林巴斯光学显微镜得出6个代表性区中侵袭和粘附于下表面的细胞计数(17–19)。

移行测定

移行测定方法与上述侵袭测定基本相同，所不同的是移行测定不用基质胶对基膜进行涂层。向上室添加MDA-MB-231 (1×105细胞⁄孔)和MCF-7 (1×105细胞⁄孔)细胞，对照组加入培养基，试验组的处理与侵袭测定相同。于37℃培养5小时后，以和侵袭研究相同的方式进行细胞染色和计数(17)。

体外划痕试验

为评估槐耳水提物对细胞运动能力的影响，对MCF-7和MDA-MB-231细胞进行了划痕试验。用0.1%和胰蛋白酶和0.1% EDTA完成消化后，分别以4×105和2×105的密度在24孔培养板中对MCF-7和MDA-MB-231细胞进行接种。标记靠近“划痕”的参考点，确保得到同一位置的图像，并将参考点置于37℃的培养板中。细胞在完全培养基中生长2天以便产生一个融合单层，并用p20微量移液“枪头”末端划痕，从而产生一条直线形无细胞的“划痕”。用PBS冲洗各培养孔两次，以清除碎片和使划痕边缘平滑，然后代之以无血清槐耳水提物 (4 mg⁄ mL)。然后，对于第一张图像，用相差显微镜拍摄匹配参考点“划痕”中细胞的移行情况，随后图像间隔12小时拍摄(20,21)。通过ImageJ对图像进行定量分析；在参考点测量划痕两边缘之间的距离并进行统计学分析。

细胞周期分析

采用经过修改的标准方法(22)进行细胞周期分析。简言之，在6孔培养板中对5×105细胞/孔进行接种，并在37℃无血清培养基中进行饥饿处理。饥饿12小时后，用槐耳溶液和完全培养基对细胞进行24或48小时处理。然后对细胞进行消化，用冷PBS冲洗，并使用含3% FBS的70%乙醇于-20℃过夜固定。第二天对固定细胞进行1分钟的1200g离心，并用PBS冲洗两次。然后使用200 μL RNase A (1 mg⁄ mL)将细胞重悬，于37℃孵育10分钟，接着添加300 μL碘化丙啶 (PI, 100 lL⁄ mL)，于暗处对细胞进行DNA染色。室温下孵育20分钟后，用FACScan流式细胞仪 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ，美国)分析细胞的DNA含量，并使用ModFitLT V2.0 软件 (Becton Dickinson)进行数据分析。

	  control对照物         Huaier槐耳（4 mg/mL）
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图3 – 在侵袭和移行试验中，槐耳提取物 (4 mg ⁄ mL)对细胞运动能力产生强烈抑制。(a) 使用Transwell系统对MDA-MB-231进行的侵袭试验表明，用槐耳进行18小时处理后产生侵袭抑制作用。(b) 有或无槐耳处理情况下的成功侵袭MDA-MB-231细胞数量。(c) 经5小时槐耳处理后的MDA-MB-231细胞移行试验。

(d) 使用基质胶对基膜进行涂层后，在对照组和槐耳处理组之间进行MDA-MB-231细胞数量对比。(e) 5小时槐耳处理后的MCF-7细胞移行试验。(f) MCF-7细胞数量减少表明槐耳的抑制作用显著。使用Giemsa染液，并完成6个代表性区段的细胞计数。数据以平均值 ± 标准差表示。

通过PI-膜联蛋白-V染色进行细胞凋亡识别

本试验旨在进行细胞凋亡检测，试验使用膜联蛋白V-FITC细胞凋亡检测试剂盒（晶美生物工程有限公司，中国北京），参照生产商说明进行。简言之，将得到的细胞置入100 μL结合缓冲液中进行重悬，使之达到1×106/mL的浓度。接着添加5 μL膜联蛋白V-FITC和10 μL碘化丙啶 (PI, 20 μg⁄ mL)，并于暗处孵育15分钟。最后，在使用FACScan流式细胞仪进行细胞分析之前，向各反应试管添加400 μL结合缓冲液。使用WinMDI V2.9软件（The Scripps Research Institute, San Diego, CA，美国)进行数据分析(22)。

线粒体膜电位（MMP）测定

通过不同浓度的槐耳进行处理后，将获得的MDA-MB-231和MCF-7细胞悬置于PBS中。添加1μL罗丹明123 (5 lg ⁄ mL)，并于暗处37℃孵育1小时。然后用PBS冲洗细胞两次并重悬。使用FACScan流式细胞仪测定了10000个细胞的线粒体膜电位，结果以平均荧光强度（MFI）表示。

蛋白印记分析

以梯度时间（24和48小时）和浓度（4和8mg/mL），使用槐耳提取物对MDA-MB-231和MCF-7进行处理。收集经特别处理细胞的蛋白，并在含蛋白酶抑制剂的裂解缓冲液中溶解(23)。通过12% SDS-PAGE分离80μg蛋白，并使用半干式印记仪器 (Bio-Rad, Hercules, CA，美国)转膜。使用5%脱脂乳进行封闭后，以一抗于4℃对基膜进行过夜孵育，随后使用二抗进行标记。使用Pro-lighting HRP试剂显现蛋白带。使用β-肌动蛋白作为内参，对照组细胞在不含槐耳的完全培养基中进行培养。
统计评估

使用软件SAS V9.1 (SAS Institute

Inc., Cary, NC，美国)进行统计分析，采用Student’t检验分析统计差异。P < 0.05被视为差异显著。数据以平均值 ± 标准差表示，实验重复三次。

结果

在MCF-7和MDA-MB-231中，槐耳抑制细胞活力并引起细胞形态变化。为评估槐耳提取物对MCF-7和MDA-MB-231乳腺癌细胞的影响，在使用槐耳对细胞进行24、48和72小时剂量依赖性地处理后，我们通过MTT试验测定了细胞活力。如图1所示，槐耳时间和剂量依赖性地对MCF-7 (图1a) 和MDA-MB-231 (图1b)细胞的活力产生显著抑制。不论对于MCF-7还是MDA-MB-231细胞，细胞活力均在达到8 mg ⁄mL时急剧下降，，并与处理时间无关。然而，MDA-MB-231显示48和72小时时的细胞毒性更为明显。经过72小时4mg/mL浓度暴露后，MDA-MB-231细胞的活力几乎下降80%，但MCF-7细胞活力仅降低42%。

以4 mg ⁄mL浓度槐耳进行24和48小时处理后，MCF-7和MDA-MB-231细胞的形态变化如图2所示。与未经处理细胞相比，绝大多数经过槐耳处理的MCF-7细胞变大、形状异常、呈刺状以及产生细胞质空泡变化（图2a），而许多MDA-MBM-231细胞变得极长，并呈现特殊的“拉丝”形态（图2b）。这些形态变化表明，槐耳处理后发生了细胞损伤。

细胞因暴露于槐耳提取物而运动能力下降

为探究槐耳提取物是否影响细胞活力，进行了体外侵袭、移行和划痕试验。
（图中内容）

	Control对照物      Huaier (4mg/mL) 槐耳（4mg/mL）
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图4 – 划痕试验显示损伤愈合过程延迟。 (a) 未经处理及经过4 mg ⁄ mL浓度槐耳处理的MCF-7细胞的图像于0、12和24小时时拍摄。 (b) “损伤愈合”定义为各损伤处两边缘之间的起始距离百分率。经过槐耳处理的MCF-7细胞显示，其损伤愈合速度比对照细胞慢。 (c) 经过和未经过槐耳处理(4 mg ⁄ mL)的MDA-MB-231细胞的图像于0、12和24小时时拍摄。 (d) 槐耳处理孔中划痕两边缘之间的距离大于对照距离。

与MDA-MB-231细胞相比，MCF-7细胞被认为是一种非侵袭性细胞系(24)，所以上述侵袭试验未涉及MCF-7细胞。体外侵袭试验旨在对比经过和未经过槐耳处理的MDA-MB-231细胞的侵袭潜力。从图3a、b中可以看出，穿过基质胶涂层膜的侵袭细胞的数量明显多于对照组。

体外移行和划痕试验旨在从不同方面确定细胞的移行能力，两种试验的结果一致。如图3c、d所示，与未经处理细胞 (93.67 ± 6.66; P = 0.0006)相比，经过4mg/mL浓度槐耳处理的MDA-MB-231细胞的移行运动受到显著抑制 (39.67 ± 7.02)。与其相似，与对照细胞 (19.67 ± 4.73; P = 0.0188)相比，MCF-7细胞移行也受到相同浓度槐耳提取物的明显抑制 (0.67 ± 0.58)（图3e、f）。

划痕试验如图4所示，各培养孔在开始时产生一个划痕区域，而与之相比，槐耳处理（4mg/ml/）会延迟划痕区域的闭合。

槐耳处理诱导MCF-7细胞中的细胞周期捕获，但在MDA-MB-231细胞中不存在

经过槐耳处理的MCF-7和MDA-MB-231细胞的周期分布通过流式细胞仪进行分析，旨在确定抑制作用是否因细胞周期阻滞而产生。进行处理和分析之前，两种细胞均处于一系列不用槐耳浓度的培养基中，总处理时间为24或48小时。如图5所示，与未经处理细胞相比，处理组的MCF-7细胞出现G0/G1期比例增加，从而说明了G0/G1期阻滞。通过槐耳的处理还随之降低了S相比例。这些结果表明，槐耳能通过G0/G1期的细胞周期阻滞抑制MCF-7细胞增殖。然而，通过流式细胞仪测得的槐耳处理过的MDA-MB-231细胞的细胞周期分布类似于未经处理对照细胞（数据未显示）。

通过PI-膜联蛋白-V染色和MMP测定进行细胞凋亡分析

可通过PI-膜联蛋白-V双重染色，可以区分完整细胞、早期凋亡细胞或死亡细胞 (25)，因此为进一步探究细胞凋亡问题，我们进行了此项测定。图6和表1显示，槐耳处理后，MCF-7和MDA-MB-231细胞的晚期凋亡或细胞死亡率以及早期凋亡率呈现时间和剂量依赖性地升高趋势。为探知槐耳诱导凋亡期间的半胱天冬酶活化情况，我们还研究了泛Caspse抑制剂Z-VADfmk对凋亡诱导的影响。和预期一致，泛抑制剂使MCF-7和MDAMB-231细胞经槐耳诱导的凋亡减少。

细胞凋亡与MMP降低有关(26)；因此我们使用罗丹明123测知MMP变化。图7显示，与对照组相比，槐耳处理导致MFI时间和剂量依赖性地降低，说明槐耳处理严重影响线粒体的功能，从而引起两种细胞系的细胞凋亡。

槐耳处理后的细胞周期捕获和细胞凋亡机制

因为p53活化导致细胞周期阻滞和DNA修复或细胞凋亡，我们通过蛋白印记试验对p53和磷酸化p53 (p-p53)的表达进行了检测。如图8a所示，p53和p-p53的表达时间和剂量依赖性地上调，表明槐耳的处理可以影响MCF-7细胞中的p53聚集和活化。
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图5 .槐耳可以抑制细胞周期在G0⁄G1 的反应，(a)槐耳诱导 MCF-7细胞G0⁄G1的阻滞，(b)根据分布， 

通过PI-膜联蛋白-V染色进行细胞周期凋亡识别后，
最后通过流式细胞分析对MCF-7细胞的细胞周期进行评估
 由三组独立的实验进行对照，得出数据是平均 ± SD，
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Control 对照物       Huaier (2mg/mL, 24h) 槐耳（2毫克/毫升，24小时）

Huaier (4mg/mL, 24h) 槐耳（4毫克/毫升，24小时）

Z-VAD + Huaier (2mg/mL, 48h)  Z-VAD + 槐耳（2毫克/毫升，48小时）




图6 –MCF-7和MDA-MB-231细胞经槐耳诱导凋亡的流式细胞仪PI-膜联蛋白-V的量化分析。 (a) 使用0、2和4mg/mL浓度槐耳进行24或48小时处理的MDA-MB-231细胞的点图。使用2mg/mL浓度槐耳提取物进行48小时处理前1小时，向培养基中添加Z-VAD-fmk。(b) 使用0、4和8mg/mL浓度槐耳进行24或48小时处理的MDA-MB-231细胞的点图。使用4mg/mL浓度槐耳提取物进行48小时处理前1小时，向培养基中添加Z-VAD-fmk。所显示结果代表3次独立的实验。
表1 – PI-膜联蛋白-V染色凋亡试验中的象限分布（QD）百分率

	QD
	对照
	24-2
	24-4
	48-2
	48-4
	z-vad+48-2

	MDA-MB-231细胞系

	UL

UR

LL

LR
	2.62±0.10

2.41±0.38

94.71±0.57

0.26±0.11
	0.91±0.05

8.18±0.52

87.23±0.75

3.67±0.45
	4.08±3.40

8.84±0.44

84.41±0.61

3.51±0.22
	6.78±0.21

10.64±0.31

80.84±0.77

1.74±0.25
	8.45±1.87

14.22±3.50

72.02±6.25

5.30±1.32
	0.43±1.01

3.21±0.29

94.47±0.18

1.89±0.13

	QD
	对照
	24-4
	24-8
	48-4
	48-8
	z-vad+48-4

	_____     _________    _________    __________    _________   __________     __________

MCF-7细胞系

	UL

UR

LL

LR
	0.91±0.20

1.49±0.19

93.11±0.07

4.49±0.34
	8.06±0.73

11.89±2.63

75.83±3.34

4.23±1.36
	9.77±0.60

21.47±0.25

63.54±0.47

5.22±0.18
	14.34±0.31

6.47±0.17

78.45±0.13

0.75±0.05
	9.94±0.19

19.28±0.25

65.05±0.83

5.73±0.42
	2.16±0.17

2.99±0.18

90.48±0.11

4.36±0.33


_________________________________________________________________________________________

3次实验的数据均以平均值±标准差表示。LL – Lower Left（左下）；LR – Lower Right（右下）；UL – Upper Left（左上）；UR – Upper Right（右上）。

（图中内容）
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图7 – 通过罗丹明123检测线粒体膜电位（MMP）分析。使用槐耳提取物进行系列处理后，(a) MDA-MB-231和(b) MCF-7细胞的MMP均时间和剂量依赖性地降低。3次独立实验的平均荧光强度显示在各个图形中，以平均值 ± 表示。Con指control（对照）。

然而在MDA-MB-231细胞中，未观察到明显p53聚集和活化（图8b）。

为进一步研究槐耳引起细胞凋亡的机制，通过蛋白印记试验测定了Bcl-2、BAX、前半胱天冬酶-3和裂解的半胱天冬酶-3的表达。如图8中所示，MCF-7和MDA-MB-231细胞系分别为BCL-2高表达和低表达细胞系。槐耳处理可时间和剂量依赖性地抑制Bcl-2表达及上调BAX表达。因此，Bcl-2与BAX的比率下降，引起线粒体介导的细胞凋亡。
为评估槐耳诱导凋亡的执行通路，我们还通过蛋白印记法对前半胱天冬酶-3和裂解的半胱天冬酶-3进行了测定。如图8c、d所示，槐耳处理后，MCF-7和MDA-MB-231细胞的半胱天冬酶活化显著增强，从而引起裂解的半胱天冬酶-3表达增加，而前半胱天冬酶-3的表达降低。

讨论

最近，中药已成为开发新药的丰富的资源，越来越多的中药被发现能够诱导细胞凋亡(27)。在我们的研究中，我们发现槐耳水提物能抑制细胞的活力和移动能力，并且还引起细胞形态变化。MTT试验表明，这种活力抑制作用表现为时间和剂量依赖性的方式。槐耳对MDA-MB-231的细胞毒性作用比对MCF-7细胞的毒性更为明显。另外，经过槐耳处理后，可以观察到一些典型的形态变化，说明发生了细胞损伤。我们得出的结果还证实，槐耳作为诱导物，可通过p53活化于MCF-7细胞中引起G0⁄G1期阻滞，但MDA-MB-231细胞中未观察到这种作用。p53肿瘤抑制蛋白可以影响细胞在对DNA损伤及其它基因组异常的的反应。p53活化可导致细胞周期阻滞或细胞凋亡。磷酸化p53是p53活化形式之一(28)。鉴于MCF-7中的p53为野生型，其p53和p-p53的上调可以引起细胞周期的阻滞。然而，在MDA-MB-231细胞中， p53处于突变型且功能异常(29)。

一般来说，乳腺癌细胞可根据其雌激素受体（ER）状态分为两类，MCF-7细胞系呈ER阳性，而MDA-MB-231细胞系呈ER阴性(30)。ER阳性的乳腺癌细胞系通常预后更好(31)，而目前近三分之一的乳腺癌呈ER阴性，预后较差(32)。MDA-MA-231细胞被认为是中度侵袭性的，而MCF-7细胞被视为一种非侵袭性细胞(24)。因此，重要的是要找到对ER阳性和ER阴性乳腺癌均起作用的新药。令人欣慰的是，PI-膜联蛋白-V染色试验和蛋白印记分析证实了半胱天冬酶在两种细胞系中均可以执行细胞凋亡。

一些抗癌药物诱导的凋亡构成治疗效果的一个重要方面。诱导过程中所涉及的两个重要途径已得到深入研究。一个通路是死亡受体途径，另一个是线粒体途径；后者被视为介导哺乳动物细胞凋亡的重要途径。我们在MMP实验中得出的结果同样证实槐耳诱导凋亡的MMP下降。

	β-actin β-肌动蛋白     Control 对照

caspase-3 半胱天冬酶-3   Cleavaged caspase-3裂开的半胱天冬酶-3




图8 – 槐耳提取物对p53、磷酸化p53 (p-p53)、Bcl-2、BCL2相关X蛋白（BAX）以及半胱天冬酶-3蛋白表达的影响。β-肌动蛋白的表达作为内参。(a,c) MCF-7细胞和(b,d) MDA-MB-231细胞以4毫克/毫升浓度处理24或48小时，以及以8毫克/毫升浓度处理24或48小时。各种蛋白的表达均被量化为光密度值，并通过ImageJ进行分析。(e) MCF-7和MDA-MB-231细胞中Bcl-2的不同表达。显示的数值代表了三次独立的实验。
在线粒体途径中，Bcl-2家族成员负责对不同情况下的细胞凋亡进行调节，包括抗凋亡Bcl-2蛋白和促凋亡BAX蛋白(33)。关于本研究中使用的两种代表性的细胞系，ER阳性MCF-7细胞中Bcl-2表达水平高，但在ER阴性MDA-MB-231细胞中，Bcl-2表达水平很低。这个结果与过去的眼界结果一致(34)，并被证实，Bcl-2表达呈现与ER状态的正相关性(35)。另外，相同处理后两种细胞系之间存在活力差别的原因亦不难推断，因为ER阳性细胞具有过表达的抗凋亡Bcl-2蛋白，这赋予了其抗药性(36–38)。

考虑到槐耳水提物作为一种乳腺癌治疗辅助药物可起到一种奇特的作用，尤其对于三阴及晚期乳腺癌，将来的研究需针对其抗癌的机制。另外，我们还应考虑槐耳提取物与化疗、内分泌疗法以及放疗等常规传统疗法之间的相互作用。
综上所述，我们的结果表明，槐耳提取物可通过诱导乳腺癌细胞凋亡和细胞周期阻滞而抑制细胞增殖。这些结果有助于理解槐耳的抗癌活性。最近，包含槐耳提取物进行乳腺癌组合治疗的研究已在进行之中，我们热切期待临床试验的结果。
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支持信息

附加支持信息可通过本文在线版本获得：

表S1：从槐耳中提取的蛋白聚糖的化学成分

请注意：Wiley-Blackwell不负责作者所提供的任何支持材料的内容和功能。如有问题（材料遗失除外），请直接与文章的通讯作者联系。
