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Abstract
AIM: To investigate whether epigallocatechin-
3-gallate (EGCG) enhances 5-fluorouracil (5-FU)-
induced cell growth inhibition in human hepa-
tocellular carcinoma cell line BEL-7402 and to 
explore potential mechanisms involved.

METHODS: MTT assay was used to evaluate 
cell viability. Western blotting analysis was per-
formed to detect protein expression, and small 
interfering RNA was used to suppress COX-2 
expression. ELISA assay was applied to test the 
release of prostaglandin E2 (PGE2).

RESULTS: Treatment with different concentra-
tions of EGCG (5, 10, 25, or 50 mmol/L) signifi-
cantly inhibited the growth of BEL-7402 cells 

compared with control cells (treated with 0.1% 
DMSO, all P < 0.05). When cells were treated 
with 10 mmol/L 5-FU in combination with 
either 5, 10, 25, or 50 mmol/L EGCG, the per-
centages of viable cell significantly decreased 
when compared with cells treated with each 
drug alone, suggesting a synergistic effect be-
tween the two drugs. Moreover, EGCG down-
regulated the expression of COX-2 and reduced 
the release of PGE2 in BEL-7402 cells.

CONCLUSION: EGCG enhances 5-FU-induced 
cell growth inhibition in human hepatocellular 
carcinoma cell line BEL-7402 possibly by down-
regulating COX-2 expression and inhibiting 
PGE2 release.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; 5-Fluoroura-
cil; Hepatocellular carcinoma
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摘要
目 的 :  研 究 表 没 食 子 儿 茶 素 没 食 子 酸 酯
(EGCG)是否具有增强5-氟尿嘧啶(5-FU)抑制
肝癌BEL-7402细胞生长的作用, 并探讨其中
的机制.

方法: 应用M T T法观察肝癌细胞的生存率; 
Western blot进行蛋白分析; 应用小RNA干扰
(siRNA)法来沉默BEL-7402细胞中COX-2蛋
白的表达; ELISA定量测定细胞培养上清液中
前列腺素E2(PGE2)的含量.

结果: 与对照组(0.1% DMSO)相比, 工作浓度
为5、10、25、50 mmol/L的EGCG显著抑制
BEL-7402细胞的生长(P <0.05), 分别下降至为
76.55%±1.98%、52.88%±4.28%、18.54%
±2.88%和7.95%±0.90%(q  = 0.86, 1.31, 1.33, 
1.17). 当与10 mmol/L 5-FU联合用药时, 细
胞生存率下降更为显著, 即浓度为5 mmol/L 
E G C G与5-F U联合用药表现出两药相加作
用; 10、25、50 mmol/L EGCG浓度为与5-FU
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■背景资料
原发性肝癌恶性
程 度 高 ,  死 亡 率
高. 5-FU是肝癌化
疗中常用药物, 表
没食子儿茶素没
食子酸酯(EGCG)
为儿茶素单体成
分, 已经证实他能
够防治肝硬化和
诱导肝癌细胞凋
亡的作用. 利用联
合用药, 克服化疗
药物耐药, 产生协
同作用成为当今
晚期肝癌治疗的
突破口.

■同行评议者
王悦华, 副主任医
师, 首都医科大学
宣武医院普外科



联合用药表现出协同作用. 进一步研究发现, 
EGCG下调BEL-7402细胞中COX-2蛋白表
达, 降低PGE2的释放, 这一系列分子活动参与
5-FU协同抗肝癌细胞生长作用.

结论: EGCG具有协同增强5-FU抑制BEL-7402
细胞生长作用.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; 5-氟尿嘧啶; 
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0  引言

原发性肝癌(primary liver cancer, PLC)是我国常

见的恶性肿瘤之一, 年死亡率占肿瘤死亡率的

第2位, 就世界范围内而言, 其发病率呈上升趋

势, 严重危害人类的健康和生命. 表没食子儿茶

素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate, EGCG)
是从绿茶提取的儿茶素单体成分. 先前的研究

已经证实EGCG能够防治肝硬化和诱导肝癌细

胞凋亡的作用, 其机制尚在探索之中[1-3]. 5-氟尿

嘧啶(5-fluorouracil, 5-FU)是肝癌化疗中常用药

物, 也是各种联合化疗方案中必不可少的化疗

药物之一. 由于肿瘤细胞对药物产生耐药性则

严重影响了肝癌的疗效, 成为晚期肝癌化疗的

障碍[4,5]. 因此, 临床和科研工作者正努力寻找更

好的化疗药物或新的联合化疗方案从肝癌发生

发展的基因调控机制中寻找新的药物靶点, 以
求提高对肝癌的治疗效果. 本文通过体外实验

观察EGCG联合5-FU对肝癌细胞生长的影响, 并
探讨其中的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 EGCG, 5-FU和Celecoxib购于美国Cay-
man公司, 这些化学药品溶于DMSO(终浓度为

0.1%). 兔多克隆抗人COX-2(72 000 Da)和辣根

过氧化物酶耦联的羊抗兔二抗均为美国Santa 
Cruz公司产品, PGE2-ELISA试剂盒购于深圳晶

美生物有限公司. 人肝癌细胞系BEL-7402细胞

由中山大学第一附属医院肝胆外科汪谦教授惠

赠. 细胞培养在含100 mL/L胎牛血清, 青霉素100 
kU/L和链霉素100 mg/L的DMEM高糖(由Gibco
公司提供)培养基中, 于37 ℃、50 mL/L CO2培养

箱中静置培养. 待细胞融合至80%-90%时常规
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消化传代, 每2-3 d传代1次, 取对数生长期的细

胞进行实验.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法测定细胞生存率: 取对数生长期细

胞, 以含100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基调

整细胞浓度为1×105/mL, 按200 μL/孔接种于96
孔板, 37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养8 h; 观察

细胞贴壁后弃去培养液, 每孔重新加入含不同

工作浓度的EGCG或/和5-FU培养液200 μL, 每
一浓度设置5个复孔, 对照组仅加含0.1% DMSO
等体积的培养液 ,  并设无细胞培养液的空白

对照; 常规培养48 h后取出培养板, 每孔加入

MTT(5 g/L)20 μL并继续孵育4 h后弃培养液,  每
孔加入DMSO 200 μL, 微量振荡器振荡10 min至
结晶溶解, 空白对照调零, 酶标仪上测定570 nm
波长处吸光度值(A ), 计算细胞存活率及抑制率. 
细胞存活率 = 实验孔A值/对照孔A值×100%, 
细胞抑制率 = 1-细胞生存率. 药物相互作用的结

果根据金正均法[6-8]进行判断, 即在量效曲线区

间内根据两药合并用药的抑制率及两单药的抑

制率计算q值: q  = 两药合用的抑制率/两单药预

计抑制率 = EA+B/(EA+EB-EA×EB). 当0.85≤q
≤1.15时, 两药有相加作用; 当q >1.15时, 两药有

协同作用; 当q <0.85时, 两药有拮抗作用. 
1.2.2 细胞总蛋白提取和We s t e r n b l o t分析: 
BEL-7402细胞经各处理因素处理24 h后, 预冷

P B S漂洗3次后, 每孔加入冰冷的蛋白裂解液

200 μL, 放置于4 ℃, 30 min, 15 000 g离心10 min
收集裂解物总蛋白, 取50 μg总蛋白行十二烷基

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)并原

位电转印至PVDF膜; 膜经封闭液[含20 mmol/L 
Tris-HCl(pH7.6)、150 mmol/L NaCl、0.1%吐温

-20和5%脱脂奶粉]处理1 h后, 与目的蛋白一抗

或内参照β-actin分别4 ℃孵育过夜. 膜经漂洗后

再与辣根过氧化物酶耦联的二抗常温孵育1 h, 
应用增强化学发光法(ECL)发光试剂曝光、显

影并成像.  
1.2.3 小RNA干扰: 人COX-2基因的小RNA干

扰(small interfering RNA, siRNA)序列由广州

锐博生物科技公司设计并合成. 干扰的靶序列

为GGAACGTTGTGAATAACAT, 正义链(5'-3'): 
GGAACGUUGUGAAUA ACAU dTdT反义链

(3'-5'): dTdT CCUUGCAACACUUAUUGUA. 
将BEL-7402细胞接种至6孔板, 用无抗生素的

培养基培养24 h至细胞完全贴壁, 保证细胞密

度达到50%融合, 弃去旧的培养基, 重新加入

www.wjgnet.com

■研发前沿
原发性肝癌是我
国常见的恶性肿
瘤 之 一 ,  发 病 率
和 死 亡 率 高 ,  对
于失去手术机会
的 肝 癌 患 者 ,  常
规 化 疗 效 果 差 , 
并容易产生耐药. 
因 此 ,  寻 找 高 效
的化疗药物或新
的联合化疗方案, 
探索药物间相互
作 用 的 机 制 ,  以
求提高对肝癌的
治疗效果成为当
今研究的热点.
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无抗生素的培养液1 500 μL. 取转染试剂(Lipo-
fectamine2000)10 μL, 用250 μL的Opti-MEMI培
养基(不含血清, 不含抗生素)进行稀释, 轻晃, 室
温静置5 min. 再用250 μL的Opti-MEMI培养基

稀释10 μL的siRNA或control siRNA(两种siRNA
终浓度均为100 nmol/L)溶液加入上述混合液

共同室温孵育20 min. 然后, 将含有转染试剂和

siRNA或control siRNA混合液加入上述6孔板中

于培养箱中培养48 h后处理. 
1.2.4 PGE2的定量检测: 调整BEL-7402细胞浓

度为1×105/mL, 按200 μL/孔接种于96孔板, 
37 ℃、50 mL/L CO2孵箱中培养8 h; 观察细胞贴

壁后弃去培养液, 每孔重新加入含不同工作浓

度的EGCG或/和5-FU培养液200 μL, 每一浓度

设置3个复孔, 无药对照组仅加含0.1% DMSO等

体积的培养液, 并设无细胞培养液的空白对照. 
培养24 h后收集上清, 按PGE2-ELISA试剂盒说

明进行测定.
统计学处理 实验数据用mean±SD表示, 采

用SPSS11.0统计软件进行完全随机设计的单因

素方差分析, 多个样本均数间的两两比较采用

Student-Newman-Keuls q检验, 以P <0.05表示差

异有显著性.

2  结果

2.1 EGCG协同5-FU抑制BEL-7402细胞生长 工
作浓度为 5、10、25、50 mmol/L的EGCG处理

BEL-7402细胞48 h后的生存率分别是92.94%
±3.19%、81.62%±3.59%、49.32%±2.27%、

27.07%±3.46%, 各组生存率之间两两比较有显

著性差异(P <0.05). 10 mmol/L 5-FU作用于该细

胞48 h后, 细胞生存率为78.30%±4.78%; 当与

EGCG联合用药时, 细胞生存率明显降低, 分别

下降至为76.55%±1.98%、52.88%±4.28%、

18.54%±2.88%和7.95%±0.90%(q  = 0.86、
1.31、1.33、1.17), 即浓度为5 mmol/L EGCG与

5-FU联合用药表现出两药相加作用, 而浓度为

10、25、50 mmol/L EGCG与5-FU联合用药表

现出两药之间存在协同效应. 
2.2 EGCG下调BEL-7402细胞COX-2蛋白表达 
如图1所示, 与对照组相比, EGCG明显下调了

BEL-7402细胞COX-2蛋白表达; 单药10 mmol/L 
5-FU处理细胞后, COX-2蛋白表达未见明显变

化, 与EGCG联合后显著下调COX-2蛋白表达. 
2.3 EGCG联合5-FU抑制PGE2的释放 BEL-7402
细胞经各处理因素处理24 h后, 上清液PGE2的测

定值如下: 单药10 μmol/L 5-FU组: 66.76 μg/L±
2.60 μg/L; 25 μmol/L EGCG组: 26.22 μg/L±2.29 
μg/L; 联合用药组(25 μmol/L EGCG+10 μmol/L 
5-FU): 9.08 μg/L±1.10 μg/L; 阳性(50 μmol/L 
Celecoxib)对照组: 31.62 μg/L±3.72 μg/L; 对
照组(0.1% DMSO): 72.64 μg/L±3.72 μg/L; 这
些处理组均显著低于对照组. 根据各处理组对

BEL-7402细胞PGE2释放的抑制率(q  = 1.30), 这
表明联合用药有协同作用. 
2.4 COX-2表达下调参与联合用药的协同作用 
如图2A所示, 我们利用特异性COX-2 s iRNA
敲出C O X-2的高表达状态, 而非特异性C o n t 
s i R N A对C O X-2的表达与对照组相比未见明

显改变 .  敲出C O X-2蛋白后的细胞生存率为

70.50%±5.62%, 与5-FU联合后的细胞生存率

为47.01%±6.75%(q  = 1.18). 这些数据表明特

异性敲出C O X-2蛋白的表达参与了联合用药

(5-FU+COX-2 siRNA组)对BEL-7402细胞的生

长抑制作用, 并显示出协同效应(图2B). 这些数

据表明EGCG下调BEL-7402细胞COX-2的表达

参与了联合用药的协同效应.

3  讨论

EGCG是茶叶中所提取的儿茶素单体成分, 具
有抗氧化、抗炎、抗病毒、清除自由基以及抗

肿瘤等生物学作用. 化疗是肿瘤综合治疗的有

效手段之一, 对于晚期肝癌, 尤其是伴有门脉癌

栓者, 被证明是有效的. 然而, 化疗最大的障碍

是肿瘤细胞的耐药. 业已证实, 当前临床上使用

的化疗药物是通过抑制肿瘤细胞增殖, 诱导细

胞凋亡以达到杀死肿瘤细胞为目的. 然而, 当恶

性肿瘤细胞接触一种抗癌药物后, 肿瘤细胞本

身可获得抗增殖、抗凋亡的抗药性, 甚至产生

了对多种结构不同、作用机制不同的其他抗癌

药的抗药性, 这些就成为肿瘤耐药的主要原因

之一[9,10]. 5-FU是临床上常用的化疗药, 也是肝

癌化学治疗不可缺少的药物之一. 5-FU在体内

COX-2

β-actin

1         2        3         4         5        6

图  1  EGCG下调BEL-7402细胞COX-2蛋白的表达. 1: 对照

组; 2: 10 μmol/L 5-FU; 3: 10 μmol/L EGCG; 4: 25 μmol/L 

EGCG; 5: 50 μmol/L EGCG; 6: 5-FU+25 μmol/L EGCG.

■创新盘点
本 研 究 发 现 , 
E G C G 能够下调
人 肝 癌 细 胞 系
BEL-7402细胞中
COX-2蛋白的表
达 ,  减少PGE 2分
泌, 增强5-FU抗肝
癌作用, 产生协同
效应. 从而揭示了
EGCG协同5-FU
抑制肝癌细胞生
长的机制.



www.wjgnet.com

622                 ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年2月28日   第19卷   第6期

必须转化为相应的核苷酸才能发挥其抑制肿瘤

生长的作用. 他在体内首先转变成5-氟-2-脱氧

尿嘧啶核苷酸, 抑制胸腺嘧啶核苷酸合成酶, 阻
断脱氧尿嘧啶核苷酸转变为脱氧胸腺嘧啶核苷

酸, 从而抑制DNA的生物合成; 此外, 还能渗入

RNA, 阻止尿嘧啶渗入RNA以抑制RNA的合成. 
5-FU代谢后主要生成两种活性物质: 一个为尿

氟三磷(FUTP), 结合到RNA上, 干扰其功能; 另
一个是通过尿苷激酶的作用, 生成氟去氧尿一

磷(FdUMP), 他抑制胸苷酸合成酶而阻止DNA
的合成, 后者是其抗肿瘤的主要原因[11,12]. 由于

5-FU的耐药导致化疗效果较差, 因此有必要寻

找一个能够增强5-FU抗肿瘤作用的药物. 我们

实验结果结果显示: EGCG联合5-FU具有显著地

抑制肝癌细胞生长作用, 并具有协同效应, 这在

国内外未见报道. 
C O X是花生四烯酸代谢途径中的关键限

速酶 ,  也是前列腺素合成过程中主要限速酶 . 
包括两种亚型: COX-1和COX-2. COX-1在正

常组织中表达, 维持正常前列腺素的合成, 发
挥正常的生理功能. COX-2在组织正常的生理

状态下一般检测不到, 但在细胞因子、炎性介

质、促癌剂等作用下, 表达迅速上调. PGE2作

为COX-2的主要代谢产物, 具有促进细胞生长

增殖作用, COX-2表达上调, PGE2产生增加, 形
成一种COX-2/PGE2生物轴, 调节细胞的生长, 其

中也包括肿瘤细胞[13,14]. 李刚等[15]报道EGCG诱

导肝癌SMMC-7721细胞早期凋亡, 涉及多种基

因和蛋白的表达变化. 陈锡林等[2]报道, EGCG
能够抑制肝癌HepG2和SMMC-7721细胞生长, 
并能下调COX-2和Bcl-2蛋白的表达, 这一点与

我们的结果相似. 此外研究结果还发现, EGCG
下调COX-2的表达具有剂量依赖性. 同时, 应
用25 μmol/L EGCG与10 μmol/L 5-FU联合显

著抑制P G E2的释放 ,  并具有协同效应 .  特异

性地敲出C O X-2蛋白的表达参与了联合用药

(5-FU+COX-2 siRNA组)对BEL-7402细胞的生

长抑制作用, 并显示出协同效应. 进一步说明

EGCG下调BEL-7402细胞COX-2的表达参与了

联合用药(EGCG+5-FU)的协同效应. 近来的研

究也报道[16,17], 抑制COX-2的表达, 提高肿瘤化

疗或放疗的疗效. 
总之, EGCG通过下降肝癌细胞中COX-2蛋

白的表达, 抑制PGE2分泌, 增强5-FU抗肝癌作用, 
产生协同效应, 为晚期肝癌的化疗提供新的治疗

靶点, 也为EGCG抗肝癌治疗提供理论依据.
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■应用要点
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EGCG增强5-FU
抑制肝癌细胞生
长的作用, 揭示了
E G C G可能成为
晚期肝癌可供选
择的化疗药物之
一, 也为EGCG抗
肝癌治疗提供理
论依据. 其临床疗
效仍需要进一步
验证.
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