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桑葚花色苷提取物对乳腺癌细胞凋亡及线粒体膜电位的影响 *
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摘要 目的：观察桑葚花色苷提取物对人乳腺癌细胞株 MDA-MB-453、MDA-MB-231 和 MCF-7 细胞凋亡及线粒体膜电位的影响。
方法：利用超声辅助乙醇萃取法提取桑葚花色苷，pH 示差法测定提取物花色苷总含量，以 50、100 和 150 mg/mL 桑葚花色苷提取

物作用三种乳腺癌细胞 MDA-MB-231、MDA-MB-453 和 MCF-7 24 h，采用 Annexin V/PI 双染流式细胞分析法检测细胞凋亡水平

变化，JC-1 探针染色激光共聚焦扫描显微镜观察 MDA-MB-453 细胞线粒体膜电位水平变化。结果：凋亡分析结果表明，桑葚花色

苷提取物作用后三种乳腺癌细胞凋亡率均升高，显示出促凋亡效应，且具有剂量 - 效应关系，100 和 150 mg/mL 组凋亡率显著升

高（P<0.05）。激光共聚焦扫描显微镜检测结果显示，桑葚花色苷提取物作用 24 h，可使 MDA-MB-453 细胞线粒体膜电位显著下

降，表现为红色 / 绿色荧光的比值显著降低（P<0.05）。结论：桑葚花色苷提取物可显著降低乳腺癌细胞线粒体膜电位，并促发细胞

凋亡。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of anthocyanin extract of mulberry fruit on the apoptosis and the mitochondrial

membrane potential of breast cancer cells MDA-MB-453, MDA-MB-231 and MCF-7. Methods: Preparation of anthocyanin-rich extract
frommulberry fruitswas carried out by ultrasonic extraction with acidified-ethanol. The breast cancer cells MDA-MB-453, MDA-MB-231
and MCF-7 were reated with 50, 100 or 150 mg/mL of the anthocyanin-rich extract for 24h; the cells apoptosis were analyzed by
Annexin V/PI dyeing and flow cytometric assay. To characterize the upstream factors involved in the intrinsic apoptosis pathway, the
mitochondrial permeability of MDA-MB-453 cells were measured by JC-1 staining and the laser confocal scanning microscopy. Results:
The apoptosis analysis results indicated that the anthocyanin-rich mulberry fruit extract treated for 24 h, the apoptosis rate of these three
breast cells in 100 and 150 mg/mL treated groups markedly increased (P<0.05), exhibiting a dose-effect relationship. The observation by
laser confocal scanning microscopy suggested that the anthocyanin-rich extract significantly decreased the mitochondrial membrane
potential of breast cancer MDA-MB-453 cell; the ratio of JC-1 red/green fluorescence was significantly decreased (P<0.05). Conclusion:
The anthocyanin-rich extract significantly decreased the mitochondrial membrane potential of breast cancer cells and induced apoptosis.
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前言

桑葚又称桑果、桑枣，为桑科落叶乔木桑树的成熟果穗，味

甘性寒，酸甜汁多，是人们常食的水果之一。桑葚花色苷是天然

存在于桑葚中的一类花色苷类物质，成熟桑葚含有丰富的花色

苷化合物。花色苷是一类广泛存在于蔬菜、水果等食物中的天

然色素，属植物黄酮化合物。流行病学调查和实验研究证实，膳

食花色苷化合物具有抗氧化、抗炎症、抗肿瘤、抗动脉粥样硬化

等广泛、优良的生物学效应，特别是其抗肿瘤活性，以其天然、
低毒、高效而备受关注[1-3]。乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之

一，极大的威胁着女性的生命健康，探讨通过膳食途径防治乳

腺癌是一项有意义的课题。我们前期研究[4]表明，桑葚花色苷提

取物无论体外和体内均能显著抑制乳腺癌细胞的增殖，具有显

著的抗乳腺癌效应。本研究进一步探讨桑葚花色苷提取物对乳
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腺癌细胞的凋亡诱导作用和机制。

1 材料与方法

1.1 材料

桑葚来自重庆产 8632 果桑品种。乳腺癌 MCF-7 细胞（雌

激素受体阳性 ER+，人类表皮生长因子受体 -2 阴性HER2/neu-）、
乳 腺 癌 MDA-MB-231 细 胞 (ER-, HER2/neu-) 和 乳 腺 癌

MDA-MB-453 (ER-, HER2/neu+)细胞株均来自于中国科学院生

物化学与细胞生物学研究所。MCF-7 细胞和 MDA-MB-231 细

胞培养于含 10%标准胎牛血清的 DMEM/F12 高糖培养液中，

MDA-MB-453 细胞培养于含 10%标准胎牛血清的 RPMI1640
培养液中，以上细胞均于 37℃、5%CO2 条件下常规培养传代。
DMEM/F12 高糖培养液、改良型 RPMI1640 培养基购自美国

Hyclone 公司，标准胎牛血清购自天津 TBD 公司，Annexin
V-FITC/PI 凋亡检测试剂盒购于上海炎彬化工科技有限公司，

JC-1 线粒体膜电位探针购自江苏碧云天生物技术研究所。
1.2 方法

1.2.1 提取与纯化 将桑葚干粉溶于 70%酸化乙醇中，超声提取

1 h 后 5 000 r/min×10 min 离心，取上清液（果渣存留于下一次

超声提取，可反复提取 3 次），真空抽滤后用旋转蒸发器旋蒸去

乙醇，再用石油醚萃取 3 次去脂类，最后再真空抽滤保证提取

液无颗粒杂质。最终得到桑葚花色苷粗提物。将经过酸化的花

色苷提取物导入 AmberliteTM XAD7HP 型大孔吸附树脂柱中，

流速 1 mL/min，树脂完全吸附后用上样液 50 倍体积的酸化水

冲洗，流速 2 mL/min，再用 80%酸化乙醇洗脱，流速 1 mL/min，

当柱中流出液体不透光时用烧杯接入，直至液体开始透光后停

止。将此溶液旋转蒸发后装入培养皿中，冷藏于－80℃冰箱冷

冻 2 h 后放入冷冻干燥机冻成干粉。
1.2.2 pH 示差法检测花色苷总含量 称取 0.1 g 桑葚花色苷提

取物，分别用 pH 1.0 和 pH 4.5 的缓冲液配制成 0.01 g/mL 溶

液，-4℃冷冻离心，取上清液。设置空白对照组（蒸馏水），pH
1.0 溶液组，pH 4.5 溶液组，检测各组 520、700 nm 波长下的光

密度值，花色苷含量 (%，w/w)= (A/εL)×MW×DF×V/Wt×
100。式中 A 为光密度值，A=（A520-A700）pH 1.0-（A520-A700）
pH 4.5；ε 为消光系数，DF 为稀释因子，MW 为矢车菊花素 -3-
葡萄糖苷的分子量（449.2），V 为最终体积（1.0 mL），Wt 为产品

质量（0.01 g），L 为光程（1.0 cm）。
1.2.3 Annexin V/PI 双染流式细胞凋亡分析 将对数生长期的

乳腺癌细胞 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-453 常规传代，

细胞计数，以 105 /mL细胞浓度接种于 6 孔细胞培养板内，每孔

5 mL，培养过夜，待细胞贴壁且生长良好。实验分 5 组，每组作

3 个平行孔，分别加入不同剂量的桑葚花色苷提取物，使其终

浓度分别为 150、100、50 mg/mL，对照组加等量蒸馏水，培养 24
h，弃掉培养液，用 4℃预冷的 PBS (pH 7.2)洗细胞 3 次，常规胰

酶消化，制作单细胞悬液，离心，用 250 μL 稀释的 binding 缓冲

液重新悬浮细胞，并使其浓度为 1×106/mL，取 100 μL的细胞

悬液于 5 mL流式管中，加 5 μL Annexin V/FITC 溶液，静置 5
min，加入 20 μg/mL的 PI 溶液 10 μL，混匀后于室温避光放置

10 min，在反应管中加 400 μL PBS，利用流式细胞仪上机检测

各组荧光状况。
1.2.4 线 粒 体 膜 电 位 测 定 将 对 数 生 长 期 的 乳 腺 癌 细 胞

MDA-MB-453 常规传代，细胞计数，以 105 /mL细胞浓度接种于

6 孔细胞培养板内，每孔 5 mL，培养过夜，待细胞贴壁且生长良

好。实验分 5 组，每组作 3 个平行孔，分别加入不同剂量的桑葚

P*<0.05 vs 对照组

P*<0.05 vs control

图 1 桑葚花色苷提取物对三种乳腺癌细胞凋亡的影响

Fig.1 Effects of anthocyanin extract of mulberry fruit on the apoptosis in three breast cancer cells
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花色苷提取物，使其终浓度分别为 150、100、50 mg/mL，对照组

加等量蒸馏水，培养 24 h，弃掉培养液，用 4℃预冷的 PBS (pH
7.2)洗细胞 3 次，加入 1.0 mL PBS，加入 10 μL 2.5 mmol/L 的

JC-1，使其终浓度为 25 μmol/L，在 37℃、5% CO2 培养箱内避光

孵育 20 min，用 PBS 洗涤 3 次，激光共聚焦扫描显微镜检测分

析。
1.3 统计学处理

数据以 x±s 表示，采用 SPSS 13.0 统计软件进行单因素方

差分析，两组间差异比较采用 t 检验。

2 结果

2.1 桑葚花色苷提取物中花色苷的总含量

按照上述提取和纯化工艺流程，以优化的各项参数对桑葚

花色苷进行提取和纯化，最终得到花色苷提取物含量检测结果

显示，其花色苷总含量为（41.8±4.8）%，产品获得率为（2.6±
0.7）%。
2.2 桑葚花色苷提取物对乳腺癌细胞凋亡的影响

利用 Annexin V/PI 双染流式细胞分析技术检测桑葚花色

苷提取物对乳腺癌细胞 MCF-7、MDA-MB-231、MDA-MB-453
凋亡的影响，凋亡分析结果显示，桑葚花色苷提取物作用 24 h
可使三种乳腺癌细胞的凋亡率均升高，显示出促凋亡效应，且

具有剂量 - 效应关系，100 和 150 mg/mL组与对照组相比具有

显著差异（P<0.05）（见图 1），表明桑葚花色苷提取物可显著诱

导乳腺癌细胞凋亡，发挥抗肿瘤作用。
2.3 桑葚花色苷提取物对乳腺癌细胞线粒体膜电位的影响

为探讨桑葚花色苷提取物对乳腺癌细胞促凋亡效应的早

期事件，我们利用 JC-1 探针和激光共聚焦扫描显微镜检测桑

葚花色苷提取物对乳腺癌细胞 MDA-MB-453 线粒体膜电位的

影响，检测结果显示，桑葚花色苷提取物作用 24 h 可使

MDA-MB-453 细胞线粒体膜电位下降，表现为红色 / 绿色荧光

的比值降低（见图 3），且具有剂量 - 效应关系，100 和 150 mg/m
L组与对照组相比具有显著差异 （P<0.05, P<0.01）（见图 2），表

明桑葚花色苷提取物可显著降低乳腺癌 MDA-MB-453 细胞线

粒体膜电位，促发凋亡。

P*<0.05, P**<0.01 vs 对照组

P*<0.05, P**<0.01 vs control

图 2 桑葚花色苷提取物作用对乳腺癌细胞 MDA-MB-453 线粒体膜电位的影响

Fig.2 Effects of anthocyanin extract of mulberry fruit on the mitochondrial membrane potential in breast cancer MDA-MB-453 cell

3 讨论

恶性肿瘤已成为当今全球死亡率最高的疾病，成为人类健

康的头号杀手，而且其发病率还在不断上升，因此如何预防和

治疗肿瘤，成为世界科研领域最大的研究课题[5, 6]。膳食、营养与

肿瘤关系密切，据估计，40%的肿瘤是由膳食因素造成的，积极

通过膳食、营养途径防治肿瘤发生、发展，是一项极有研究意义

和价值的课题[7, 8]。从食物中提取天然化合物进而寻找有效的抗

肿瘤活性物质，一直是国内外研究的一个热点。现代医学研究

表明[9, 10]，桑葚具有增强免疫功能，促进造血细胞的生长，预防

动脉粥样硬化，促进新陈代谢等作用，具有一定的药理学价值。
成熟桑葚含有丰富的花色苷物质，花色苷类化合物对肿瘤具有

较强的防治作用，其机制涉及抗氧化、抑制瘤细胞生长、诱导肿

瘤细胞凋亡以及抗血管生成等诸多方面。桑葚花色苷抗肿瘤作

用研究尚较缺乏，本实验在提取获得桑葚花色苷的基础上，进

一步观察了其对乳腺癌细胞的凋亡诱导作用，为进一步研究桑

葚的药理学活性提供了一定参考。
细胞凋亡又名细胞程序性死亡，是细胞生命活动中的一种
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基本生物学现象，在生命活动中扮演极为重要的角色，在生物

体的进化、内环境的稳定以及多个系统的发育中起着重要的作

用。细胞凋亡与肿瘤的发生发展密切相关，通过诱导肿瘤化细

胞启动凋亡程序，进而清除肿瘤细胞，是机体抑制肿瘤发生、发
展的重要机制，而癌症的发生一般都伴随着细胞凋亡信号转导

和调控的紊乱。诱导和启动肿瘤细胞凋亡，是抗肿瘤药物发挥

抗肿瘤效应的极为重要的作用机制[11, 12]。在本研究中，我们发

现，桑葚花色苷提取物作用可现在提高三种乳腺癌细胞的凋亡

率，诱导乳腺癌细胞启动凋亡程序，进而发挥抗乳腺癌作用。桑

葚花色苷提取物是如何诱导乳腺癌细胞启动凋亡程序的，是通

过内源性途径还是外源性信号途径，其具体机制值得进一步研

究。
细胞凋亡信号的转导一般分为两种：内源性途径，即线粒

体依赖性途径；外源性途径，即非线粒体依赖性途径。线粒体是

一层双层膜围成的囊状结构，外膜与内膜间的空腔称为外室，

由内膜围成的腔称为内室或线粒体基质。线粒体是细胞内 ATP
的主要生产中心，是细胞的能量加工工厂，同时线粒体还是细

胞凋亡的启动者[13, 14]。线粒体内含有一些凋亡启动分子如细胞

色素 C（cytC），正常情况下由于线粒体内膜的封闭无法释放，

当细胞受到凋亡诱导信号的影响，如药物作用等情况，线粒体

膜电位降低，内膜通透性增强，cytC 释放入细胞胞浆中，然后与

凋亡活化因子 -1 (Apaf-1) 结合，活化后激活 caspase-9，导致

caspases 级联反应，最后激活 caspase-3，而 caspase-3 是主要的

凋亡效应蛋白，执行凋亡程序。在本研究中，为了探讨桑葚花色

苷提取物在诱导乳腺癌凋亡中的早期事件，我们观察了桑葚花

色苷提取物对乳腺癌细胞 MDA-MB-453 线粒体膜电位的影

图 3 线粒体膜电位的激光共聚焦扫描显微镜检测结果

Fig.3 Results of the mitochondrial membrane potential detection by the laser confocal scanning microscopy
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响，以探讨其凋亡启动信号的本质，结果表明，桑葚花色苷提取

物作用可显著降低乳腺癌细胞线粒体膜电位的水平，表现为

JC-1 探针存在下红 / 绿荧光比显著下降，线粒体膜电位的下降

是凋亡启动的早期事件，是 cytC 释放的前提，因此我们推测，

桑葚花色苷提取物可能是通过内源性途径诱导乳腺癌细胞凋

亡的，但其详细机制尚需进一步研究。
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