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茶多酚体外诱导人肺癌细胞凋亡的机理研究
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摘要 目的 探讨茶多酚诱导人肺癌细胞的凋亡作用及其相关机理。方法 采用&--法、激光共聚
焦显微镜和流式细胞仪技术，体外观察茶多酚对肺癌细胞凋亡及相关蛋白表达的影响。结果 不同浓度的

茶多酚（($、)$$、%$$、2$$"<／5/）对肺癌细胞均有抑制作用，呈剂量依赖关系，抑制率（?）分别为%0#1@A)#
%,、21#)@A)#,@、12#1)A)#%@、,(#@$A)#@1。在细胞增殖受到明显抑制时，细胞被阻滞于B$／B)期，不能
进入C期及B%／&期，同时诱导肺癌细胞凋亡，凋亡率（?）分别为2#,1A$#))、(#,0A$#+0、)$#$1A$*1,、

%2#22A$#22。激光共聚焦显微镜双荧光标记可见细胞凋亡的形态学改变，与对照组比较，随着茶多酚浓度
的增高，细胞内D6%E浓度、’;;.F7;G表达和蛋白酪氨酸磷酸酶基因（H-3!）蛋白表达逐渐增高，细胞周期
调控蛋白I)蛋白表达水平则呈逐渐下降。结论 茶多酚可诱导人肺癌细胞的凋亡，其作用机制与改变细
胞内D6%E浓度、H-3!蛋白和D:8/7;I)蛋白表达有关。
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近年的研究表明，茶多酚可诱导多种肿瘤细胞凋

亡〔)]+〕，但茶多酚能否诱导人肺癌细胞凋亡，目前的研

究文献报道甚少。为进一步探讨肺癌细胞凋亡的分子

机制，寻找新的抗肺癌药物，本实验采用噻唑蓝

（&--）法、激光共聚焦显微镜（YCD&）和流式细胞术，
体外观察茶多酚诱导人肺癌细胞的凋亡作用。

材料与方法

) 药物与试剂 茶多酚为中国茶叶研究所提供，
从绿茶中提取，纯度为@@?。 Ĥ&K4)12$培养基
（BK_DQ公司产品）。二甲基亚砜（I&CQ）、&--
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（!"#$%公司产品）。鼠抗人单抗蛋白酪氨酸磷酸酶基
因（&’()）和细胞周期调控蛋白*+（,-./"0*+）、异硫
氰酸荧光素（12’,）标记的羊抗鼠$342#5为美国

6-$78公司产品；无关小鼠$342#5，购于北京中山
公司。磷脂酰丝氨酸结合蛋白（30079"0:）;12’,、

<)3酶、碘化丙啶（&2）和 ,%=>荧光探针1/?@;A3B
（!"#$%公司产品）。13,C@DE流式细胞仪为美国F*
公司产品，G!,B为德国6(2!!公司产品。

= 细胞来源及培养 人肺癌细胞株（3HIJ）由浙
江大学生物医学工程系提供（王彦刈博士赠送），用含

+KL灭活小牛血清的<&B2;+MIK培养液培养并传代。

A 实验分组 空白对照组（单纯肺癌细胞）、茶多
酚+组（茶多酚HK!#／$/）、茶多酚=组（茶多酚+KK!#／

$/）、茶多酚A组（茶多酚=KK!#／$/）、茶多酚I组（茶
多酚IKK!#／$/）。

I 癌细胞生长抑制测定 采用体外B’’法，即
取对数生长的人肺癌细胞株+NKO+KM／$/分装于JM
孔。设阴性对照组和不同浓度的茶多酚组，各组设H
个平行孔，置APQ培养P=R，实验终止前IR加入B’’
液，再培养IR，测试前加入*B!S，待结晶溶解后置于

HPK0$波长，型号为*5AK==酶联检测仪测定每孔的

S*值，按下列公式求出生长抑制率进行评价。
生长抑制率（L）T（+U用药组平均S*值V对照

组组平均S*值）O+KKL
H 细胞凋亡测定 采用流式细胞检测细胞周期
及30079"0:／&2双标记。经茶多酚作用P=R后，取
对数生长的人肺癌细胞株+NKO+KM／$/，用&F!洗涤=
次，加入<)3酶=KK!/，水浴AK$"0，&2染色AK$"0，

IQ避光AK$"0，用流式细胞仪检测。同时收集细胞再
加入 30079"0:;12’,H!/和 &2KNH$/，室温避光

AK$"0，用流式细胞仪检测。

M 肺癌细胞株&’()和,-./"0*+的表达 采
用流式细胞仪检测，即肺癌细胞株传代后加入含有茶

多酚（HK、+KK、=KK、IKK!#／$/）的<&B2;+MIK细胞培养
液为茶多酚组，对照组加入等体积的生理盐水，培养

P=R。KWK+L(*’3消化，制成细胞悬液。&F!洗涤
后，加入鼠抗人单抗&’()和,-./"0*+各=K!/，IQ
孵育AK$"0后，加入+XIK稀释的羊抗鼠12’,抗体

=K!/，IQ孵育AK$"0。流式细胞仪检测，每次实验重
复H次。

P 细胞内,%=>浓度的测定 各实验组培养结束
后调细胞浓度为=O+KM／$/，取=O+KM／$/细胞液离
心，弃上清，加=$/Y%0Z[C液后加入终浓度为+K!$@/／

G的,%=>荧光探针，在APQ水浴中振荡温育IH$"0，

再用Y%0Z’C液洗涤=次，最后浮在=$/液中。用激光
共聚焦显微镜检测细胞内,%=>浓度。

\ 细胞凋亡形态学观察 采用吖啶橙（3S）／溴
化乙锭（(F）双荧光染色及激光共聚焦显微镜观察，即
用&F!配制的 3S（!"#$%3;MK+I）／(F（!"#$%(;
\PH+）各为+KK$#／G的混合染液，避光保存于室温或

IQ。取+KK!/受检细胞悬液，加I!/上述荧光染色液，
轻轻打匀后，取细胞悬液一滴滴在洁净玻片上，加盖玻

片后立即置激光共聚焦显微镜下观察细胞凋亡的形

态。

J 统计学方法 采用!检验。

结 果

+ 茶多酚对肺癌细胞的抑制作用 I个浓度的
茶多酚（HK、+KK、=KK、IKK!#／$/）对肺癌细胞均有一定
的抑制作用，抑制率（L）分别为=\NMJ]+N=P、

IMW+J]+WPJ、MIWM+]+W=J、PHWJK]+WJM，+KK!#／$/
即可表现出明显的杀伤力，且随药物浓度的增加，其作

用增强，经统计学分析差异均有显著性（!T+PWPJ、

IIW=A、IHWKA，"!KNK+）。

= 茶多酚作用后肺癌细胞的凋亡情况 经不同
浓度茶多酚作用P=R后，5K／5+期的比例逐渐增加，

5=／B期、!期细胞比例下降，细胞周期被阻滞于5K／

5+期，经统计学分析，除了HK!#／$/组外，其他各组与
对照组比较差异均有显著性（"!KNKH或"!KNK+）。
在流式细胞周期分布图上同时也显示，在5K／5+期前
面可见亚二倍体峰，为凋亡峰（%̂@E@C"C，3&）；说明经茶
多酚作用后细胞生长抑制，主要通过阻滞5+;!期的转
化，影响*)3合成，从而抑制细胞增殖，同时也诱导
细胞的凋亡，经统计学分析，除了HK!#／$/组（!T
=W=\，""KWKH）外，其他各组差异均有显著性（!T
MW=I，+PWAA，HKW+A，"!KNK+，见表+）。
表! 不同浓度茶多酚对肺癌细胞周期的影响 （L，##]$）

组别 %
细胞周期

5K／5+ ! 5=／B
3&

对照 HIIN=A]+N=+ AANA+]+NKI ==NIM]+N+A INII]KN=J
茶多酚

HK!#／$/ HIPNI\]+N=H A=N+=]+N++ =KNIK]+N+= INPM]KN++
+KK!#／$/HHHNMK]+NA+$ =IN=\]+N=K$$=KN+=]+N+H$ HNP\]KNA\$$

=KK!#／$/HMHNIA]+N=J$$==N+P]+N==$$+=NIK]+N=K$$+KNKM]KNMP$$

IKK!#／$/HPIN=+]+NKJ$$+\NIP]+NKP$$ PNA+]+N++$$=INII]KNII$$

注：与对照组比较，$"!KNKH，$$"!KNK+

A 流式细胞仪定量测定&’()和,-./"0*+表
达 见表=。与对照组比较，除茶多酚HK!#／$/组外，
随着茶多酚浓度（+KK"IKK!#／$/）的升高，肺癌细胞
中&’()蛋白表达水平逐渐升高（"!KWK+），,-./"0
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!"蛋白表达水平则逐渐下降（!!#$#"）。

% &’’()*’+／,-双标记检测凋亡细胞 见表

.。经茶多酚作用后，&’’()*’+/／,-0为凋亡细胞，
不同浓度的茶多酚作用1.2后，&’’()*’+表达明显
升高，呈剂量依赖关系。

3 肺癌细胞内45./浓度的变化 见表.。激光
共聚焦显微镜检测显示，经不同浓度的茶多酚作用

1.2后，细胞内游离45./浓度（荧光强度）发生变化，
呈剂量依赖性关系。

表! 茶多酚对肺癌细胞中,678和49:;*’!"表达、

&’’()*’+/／,-0和45./浓度的影响 （""<#）

组别 $
,678 49:;*’!" &’’()*’+/／,-0

（=）
45./
（荧光强度）

对照 3">?@"<#?.1 3@?."<#?A1 #?>@<3?#> 3>?B%<"?">
茶多酚

3#!C／D; 3"%?.#<#?%B 31?%><#?3@ #?%.<3?A% 3A?"A<"?B#
"##!C／D; 3.#?%#<"?1"# 3>?13<#?@3# #?A1<3?%"# A@?..<"?.B#

.##!C／D; 3.1?>#<#?@"# %@?1.<#?1@# "?>3<A?""# 1@?.A<"?#B#

%##!C／D; 3>.?.%<"?%"# %>?>@<#?@A# "?B"<3?"># @>?>A<"?@3#

注：与对照组比较，#!!#?#"

A 细胞凋亡的形态学改变 激光共聚焦显微镜
观察到7E为红色，只能染色死亡细胞核。正常活细
胞胞膜完整，7E不能渗透，细胞核不能染色。吖啶橙
为绿色，可用于染色活细胞。对照组可见整个细胞为

绿色，说明为正常活细胞。经茶多酚作用后，整个细胞

背景为绿色，细胞膜较完整，细胞核中红色和绿色重合

时为黄色，即为细胞凋亡时的形态学改变（凋亡小体），

偶见少许红色染色，其中红色染色为死亡细胞碎裂。

讨 论

茶多酚的抗癌效应已被广泛接受，确切的作用机

制目前尚不清楚，一般认为其主要作用为抗氧化，抗突

变及诱导肿瘤细胞凋亡，尚未见有茶多酚诱导人肺癌

细胞凋亡的研究报道〔"0>〕。本实验选择人肺癌细胞

（&3%B）为实验细胞，体外观察茶多酚的抗肿瘤作用。

F66试验显示%个浓度的茶多酚对肺癌细胞均有一
定的抑制作用，且随药物浓度的增加，作用加强，呈剂

量依赖性关系。流式细胞仪检测不同浓度的茶多酚作

用1.2后，细胞周期分布显示G#／G"期的比例逐渐增
加，细胞周期被阻滞于G#／G"期，同时在G#／G"期前
面可见亚二倍体峰，为凋亡峰，其凋亡率与剂量呈依赖

关系。表明茶多酚可抑制人肺癌细胞生长，其机制主

要是通过阻滞G""H期的转化，影响!8&合成，从而
抑制细胞增殖和诱导细胞凋亡。

&’’()*’+是一种分子量为>3">AIJ的钙依赖
脂结合蛋白，具有易于与磷脂类如磷脂酰丝氨酸基因

（,H）结合的特性，对转向到细胞膜外的,H有高度的
亲和性。由于,H外转到细胞膜外是细胞凋亡过程的
早期改变现象，所以用K-64标记&’’()*’+染色能
够检测细胞核改变，如!8&碎片更早地辨别凋亡细
胞。但是由于坏死细胞膜上也存在有,H的外转，也
可被&’’()*’+染色。单独应用&’’()*’+染色，仍
然不能将凋亡与坏死细胞分辨开来。所以应用K-64
标记&’’()*’+染色，结合,-对凋亡细胞进行双染
色，即可区别凋亡细胞与坏死细胞，其中&’’()*’+/／

,-0为凋亡细胞，&’’()*’+/／,-/为死细胞，&’’()L
*’+0／,-0为活细胞。此方法是目前用来评价凋亡的
一种定量方法，也是用于检验流式细胞周期分布图上

显示G#／G"期前面可见亚二倍体峰是否为凋亡峰的
一种定量方法。本实验经不同浓度的茶多酚作用1.2
后，&’’()*’+/／,-0表达明显升高，呈剂量依赖关
系，与流式细胞仪检测的凋亡峰相一致，说明茶多酚可

诱导人肺癌细胞凋亡。

45./作为细胞的重要信使物质，广泛地调节着细
胞的生长、分泌及输送等功能，并可直接地或间接地影

响细胞的某些!8&复制和M8&表达，包括了某些原
癌基因及抑癌基因的表达〔%〕。近年来，一些研究表明，

细胞内45./浓度与癌细胞的增殖、凋亡、侵袭和转移
相关〔%，3〕。细胞内钙离子浓度增高可激活内源性内切

酶，导致!8&在核小体间降解，从而阻断细胞生长周
期的运行及促进细胞凋亡。本实验将茶多酚作用于肺

癌细胞后，在细胞内钙离子浓度增高的同时，肺癌细胞

生长受到抑制，说明茶多酚诱导肺癌细胞凋亡与其调

节细胞内钙离子浓度有关，其机制可能是茶多酚参与

调控细胞膜上钙通道的运输系统或启动细胞凋亡的信

号传导通路等，有待于进一步研究。

,678是一个具有双特异磷酸酶活性的抑癌基
因，其蛋白活性影响细胞和细胞外基质的相互作用及

细胞间黏附功能。新近研究提示,678编码一个定
位于胞质的磷酸酯酶，通过阻断磷酯酰肌醇>L激酶／
蛋白激酶E通路，使局灶性粘着斑激酶去磷酸化，下
调M5N介导的丝裂酶原激活蛋白激酶活化而干扰细胞
信号传导，使细胞周期被阻滞于G"期，并使其对凋亡
敏感，从而对肿瘤细胞的生长增殖、浸润和迁移等多方

面起调控作用〔A，1〕。49:;*’!"在细胞周期调控中起重
要作用，在G"期细胞周期依赖激酶（4!I%）与49:;*’
!"结合而活化，活化的4!I%可使视网膜母细胞瘤
（ME）磷酸化，失去抑制转录调控因子（7.O5:PQR，

7.K）启动!8&合成作用，使细胞通过G／H限制点，促
进细胞的生长和增殖。在多种肿瘤细胞均有49:;*’
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!"基因扩增和蛋白表达增强〔#，$〕。本实验将茶多酚作
用于肺癌细胞后，与空白对照组比较，%&’(表达水平
逐渐增高，)*+,-.!"表达水平逐渐降低，并呈剂量依
赖性关系。表明茶多酚可能通过上调%&’(的表达，
调节其下游包括)*+,-.’／!、)!/0和细胞周期依赖
激酶抑制物（)/10）等活性，继而调控23和456依赖
或非依赖等途径；下调)*+,-.!"表达，可阻滞细胞周
期从7"期向8期运转，两者协同抑制细胞生长，并诱
导细胞凋亡。但是茶多酚是否会影响细胞其它信号通

路传导的改变，究竟哪条信号通路的改变起最主导作

用，目前尚不清楚，需进一步研究。

本实验同时应用激光共聚焦显微镜双荧光标记法

（吖啶橙／’9方法）观察肺癌细胞凋亡的形态学改变，
结果显示随着茶多酚浓度的升高，肺癌细胞内红色和

绿色重合为黄色的程度增加，即凋亡的程度增加。我

们认为应用激光共聚焦显微镜双荧光标记法观察肺癌

细胞凋亡的形态学改变具有快速、高灵敏等优势。

通过研究，我们认为茶多酚具有抑制肺癌细胞生

长及诱导凋亡的作用，改变%&’(和)*+,-.!"表达
和细胞内游离):;<浓度的变化可能是其抗肿瘤作用
的重要机制之一。
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