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肺癌是最常见的恶性肿瘤，其恶性程度高、预后极差，特

点是局部和远处转移发生早，临床作出肺癌诊断时，其中大部

分患者已经是晚期[1-2]。目前，肺癌的治疗以手术为主，联合化

疗为辅。然而，以细胞毒为主的化学治疗缺乏选择性，难免产

生许多不良反应和毒性，患者耐受性较差。表没食子儿茶素

没食子酸酯（EGCG）是提取自茶叶的一种抗肿瘤有效成分，具

有良好的药理活性[3-4]。多柔比星是临床上常用的抗肿瘤药物，

然而由于其心脏毒性和耐药性，临床应用受到了一定限制[5-6]。笔

者旨在研究EGCG 联合多柔比星对体外培养肺癌细胞（A549细

胞）增殖的抑制作用与对荷瘤裸鼠肿瘤生长的抑制作用。

1 材料
1.1 仪器

TE214S型电子分析天平（德国Sartorius公司）；数控浴式

超声仪（昆山市超声仪器有限公司）；CO2培养箱（美国热电公

司）；318C型酶标仪（上海沛欧分析仪器有限公司）；FC500MCL

型流式细胞仪（美国贝克曼库尔特香港有限公司）。
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摘 要 目的：研究表没食子儿茶素没食子酸酯（EGCG）联合多柔比星对肺癌 A549细胞增殖与对荷瘤裸鼠肿瘤生长的抑制作

用。方法：将A549细胞随机均分成模型（等容生理盐水）组、EGCG（50 μmol/L）组、多柔比星（10 μmol/L）组、联合用药（EGCG 50

μmol/L+多柔比星 10 μmol/L）组。给药24、48 h后采用MTT法检测细胞活力并计算细胞增殖抑制率；采用流式细胞仪检测细胞凋

亡状态并计算细胞凋亡率。皮下接种A549细胞于裸鼠背部以复制荷瘤裸鼠模型。24只模型小鼠随机均分为模型（等容生理盐

水）组、EGCG（30 mg/kg）组、多柔比星（10 mg/kg）组、联合用药（EGCG 30 mg/kg+多柔比星 10 mg/kg）组，复制模型成功后第3、6、

9、12 天时 ip 给药。称定小鼠肿瘤质量并计算抑瘤率；HE 染色以进行肿瘤组织学观察。结果：与模型组比较，给药 24、48 h 后，

EGCG组、多柔比星组、联合用药组细胞增殖抑制率、细胞凋亡率升高；与EGCG或多柔比星组比较，联合用药组细胞增殖抑制率、

细胞凋亡率升高，差异均有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。与模型组比较，EGCG组、多柔比星组、联合用药组小鼠肿瘤质量减

少，抑瘤率升高，癌细胞胞核大而不规则、核质比例变小等状况有一定改善；与EGCG组或多柔比星组比较，联合用药组小鼠肿瘤

质量减少，抑瘤率升高，差异均有统计学意义（P＜0.01）。结论：EGCG联合多柔比星能够有效抑制A549细胞的增殖和荷瘤裸鼠

肿瘤的生长，其效果好于单用药。

关键词 表没食子儿茶素没食子酸酯；肺癌A549细胞；多柔比星；荷瘤裸鼠

Effects of Epigallocatechin Gallate Combined with Doxorubicin on Proliferation of Lung Cancer A549
Cells and Tumor Growth of Tumor-bearing Nude Mice
WU Xiu-zhi，YUAN Fang（Dept. of Pharmacy，No. 59 Central Hospital of PLA，Yunnan Kaiyuan 661600，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibition effects of epigallocatechin gallate（EGCG）combined with doxorubicin
on the proliferation of lung cancer A549 cells and the growth of the tumors in tumor-bearing nude mice. METHODS：The A549

cells were randomly divided into model group（isovolumic normal saline），EGCG group（50 μmol/L），doxorubicin group（10

μmol/L）and drug combination group（EGCG 50 μmol/L+doxorubicin 10 μmol/L）. MTT method was used to determine cell viabili-
ty after 24 and 48 h administration，and proliferation inhibition rates of cells was calculated. The flow cytometry was employed to
determine the apoptosis ，and apoptosis rate of cells was calculated. The back of nude mice was subcutaneously inoculated A549

cells to copy tumor-bearing model. 24 model mice were randomly divided into model group（isovolumic normal saline），EGCG
group（30 mg/kg），doxorubicin group（10 μmol/L）and drug combination group（EGCG 30 mg/kg+doxorubicin 10 μmol/L），and
were ip given drugs 3，6，9 and 12 days after successful establishment of models. The tumors of mice were weighted and tumor in-
hibition rates were calculated. HE stain was conducted for histological observation of tumors. RESULTS：Compared with model
group，the cell proliferation inhibition rates and apoptosis rates in EGCG group，doxorubicin group and drug combination group
were increased after 24 and 48 h administration. Compared with single drug group，the cell proliferation inhibition rate and apopto-
sis rate in drug combination group were increased，there was statistical significant difference（P＜0.01 or P＜0.05）. Compared with
model group，mass of tumors in EGCG group，doxorubicin group and drug combination group was decreased and inhibition rate
was increased；it had large and irregular nuclei of cancer cells and lower nucleus-cytoplasm ratios. Compared with EGCG group or
doxorubicin group，mass of tumors in drug combination group was decreased and inhibition rate was increased，there was statistical
significant difference（P＜0.01）. CONCLUSIONS：EGCG combined with doxorubicin can effectively inhibit the proliferation of
A549 lung cancer cells and the growth of tumors，and achieve a better effect than single drug.
KEYWORDS Epigallocatechin gallate；Lung cancer A549 cell；Doxorubicin；Tumor-bearing nude mice
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1.2 药品与试剂

EGCG（美国Sigma公司，批号：E14032，纯度：98.3％）；多
柔比星注射液（浙江海正药业股份有限公司，批号：130302，规
格：10 mg/盒）；胎牛血清、DMEM培养基[赛默飞世尔生物化学
制品（北京）有限公司]；MTT（上海碧云天生物技术有限公司）。

1.3 动物与细胞

裸鼠，♂，体质量 20～25 g，购自武汉大学实验动物中心
[实验动物许可证号：SYXK（鄂）2013-11]。A549细胞购自中
国科学院上海细胞研究所。

2 方法
2.1 细胞活力的测定

试验分为 4 组，即模型（等容生理盐水）组、EGCG（50

μmol/L）组、多柔比星（10 μmol/L）组、联合用药（EGCG 50

μmol/L+多柔比星10 μmol/L）组。将A549细胞接种于96孔板
中培养 24 h后加入无菌滤过后的相应药物各 20 μl，分别培养
24、48 h后每孔加入5 mg/ml MTT溶液20 μl，孵育细胞4 h后，

将孔板中液体倒出，每孔加入二甲基亚砜（DMSO）200 μ l，

37 ℃避光振摇 15 min。以酶标仪在 490 nm波长处测定各孔
的光密度（OD），以OD相对值表示细胞活力水平并计算增殖
抑制率：增殖抑制率（％）＝（模型组OD－用药组OD）/模型组
OD×100％。

2.2 细胞凋亡率的测定

分组与给药同“2.1”项下方法。A549细胞接种于 96孔板
中培养24 h后加入无菌滤过后的相应药物各20 μl。 培养细胞
24 h 后用冰磷酸缓冲液（PBS）清洗细胞 3次，染色剂 FITC/PI

双染色。采用流式细胞仪检测细胞凋亡状态并计算细胞凋亡
率：凋亡率（％）＝（模型组细胞数－用药组细胞数）/模型组细
胞数×100％。

2.3 肺癌异位肿瘤模型的复制与指标测定

将A549细胞悬浊液皮下接种于裸鼠背部，7 d后出现米粒
大肿瘤表明接种成功。将优选后的24只荷瘤裸鼠随机均分成
4组，即模型（等容生理盐水）组、EGCG（30 mg/kg）组、多柔比
星（10 mg/kg）组、联合用药（EGCG 30 mg/kg+多柔比星 10

mg/kg）组，复制模型成功后第 3、6、9、12天 ip给药。多柔比星
成人注射剂量为50～60 mg，按体表面积计算法和不同给药途
径的剂量换算，选择 10 mg/kg为裸鼠的 ip剂量。第 21天处死
荷瘤裸鼠，剥取肿瘤部分，称定小鼠肿瘤质量并计算抑瘤率：

抑瘤率（％）＝（模型组肿瘤质量－用药组肿瘤质量）/模型组肿
瘤质量×100％。以 10％中性甲醛溶液固定 48 h 后用石蜡包
埋，制成冠状切面切片，沿最大肿瘤直径做3 μm 厚的切片，HE

染色后光学显微镜下观察、拍照。

2.4 统计学方法

采用SPSS 21.0软件处理实验数据。数据以x±s表示，多
组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD法进
行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 各组细胞增殖抑制率测定结果

与模型组比较，给药24、48 h后，EGCG组、多柔比星组、联
合用药组细胞增殖抑制率升高；与EGCG组或多柔比星组比
较，联合用药组细胞增殖抑制率升高，差异均有统计学意义
（P＜0.01或P＜0.05）。各组细胞增殖抑制率测定结果见表1。

3.2 各组细胞凋亡率测定结果

与模型组比较，给药 24 h后，EGCG组、多柔比星组、联合

表1 各组细胞增殖抑制率测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 1 Results of proliferation inhibition rates of all groups

（x±±s，n＝6）

组别

模型组
EGCG组
多柔比星组
联合用药组

剂量，μmol/L

50

10

50+10

不同作用时间下的抑制率，％
24 h

5.02±0.43

22.1±1.2＊

41.8±2.9＊

57.2±3.1＊＊#

48 h

2.1±0.5

41.3±3.4＊

59.2±4.6＊

82.4±5.8＊＊#

注：与模型组比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与EGCG组或多柔比星组

比较，#P＜0.01

Note：vs. model group，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. EGCG group or

doxorubicin group，#P＜0.01

用药组细胞凋亡率升高；与EGCG组或多柔比星组比较，联合
用药组细胞凋亡率升高，差异均有统计学意义（P＜0.01）。各
组细胞凋亡率测定结果见表2；各组细胞流式细胞仪检测图见
图1。

表2 各组细胞凋亡率测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 2 Results of apoptosis rates of all groups（x±±s，n＝6）

组别
模型组
EGCG组
多柔比星组
联合用药组

剂量，μmol/L

50

10

50+10

凋亡率，％
1.20±0.13

25.40±0.49＊

44.20±0.73＊

62.50±1.13＊#

注：与模型组比较，＊P＜0.01；与EGCG组或多柔比星组比较，#P＜

0.01

Note：vs. model group，＊P＜0.01；vs. EGCG group or doxorubicin

group，#P＜0.01

3.3 各组小鼠肿瘤生长抑制测定结果

与模型组比较，EGCG组、多柔比星组、联合用药组小鼠肿
瘤质量减少，抑瘤率升高，癌细胞胞核大而不规则、核质比例

图1 各组细胞流式细胞仪检测图
A. 模型组；B.EGCG组；C.多柔比星组；D.联合用药组

Fig 1 Flow cytometry detection figures of all groups
A.model group；B.EGCG group；C. doxorubicin group；D.combination

group
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变小等状况有一定改善；与EGCG组或多柔比星组比较，联合
用药组小鼠肿瘤质量减少，抑瘤率升高，差异均有统计学意义
（P＜0.01）。各组小鼠抑瘤率测定结果见表 3；各组小鼠肿瘤
组织切片见图2。

表3 各组小鼠抑瘤率测定结果（x±±s，n＝6）
Tab 3 Results of inhibition rates of breast cancer transplan-

tation tumors in all groups（x±±s，n＝6）

组别
模型组
EGCG组
多柔比星组
联合用药组

剂量，mg/kg

30

10

30+10

肿瘤质量，g

5.02±0.43

3.66±0.27＊

2.78±0.19＊

1.36±0.11＊#

抑瘤率，％
0

27.1±2.3

44.6±1.7

72.9±2.4#

注：与模型组比较，＊P＜0.01；与EGCG组或多柔比星组比较，#P＜

0.01

Note：vs. model group，＊P＜0.01；vs. EGCG group or doxorubicin

group，#P＜0.01

4 讨论
肺癌是当前严重威胁人类健康的恶性肿瘤，我国每年新

增肺癌患者超过50万[7-8]。目前对肺癌的治疗主要包括手术治
疗和药物化疗。然而化疗药物使用剂量普遍偏大，往往对患
者机体其他组织或器官正常细胞存在严重的毒副作用[9]。中
药联合其他药物干预应用于肿瘤的治疗，对于减轻临床症状、

延长生存期显示出良好的效果和应用前景[10-11]。EGCG是一
种被广泛研究的抗肿瘤中药提取物[12-13]。有研究显示EGCG

对包括肺癌[14]、肝癌[15]和胃癌[16]在内的多种肿瘤细胞具有良好
的抑制作用，是一种优良的抗肿瘤中药提取物。多柔比星是
目前临床上常用的抗肿瘤药物，本研究将EGCG和多柔比星
联合用于肺癌细胞的体外研究。

研究结果表明，EGCG和多柔比星各自都能对肺癌细胞产
生增殖抑制作用，联合用药组A549细胞的增殖抑制率明显高
于单用药组。EGCG能够促进多柔比星诱导A549细胞凋亡，

联合用药组A549细胞的凋亡率明显高于单用药组。对荷瘤
裸鼠的研究结果显示，与模型组比较，联合用药组肿瘤质量减
少，抑瘤率升高；与EGCG组或多柔比星组比较，联合用药组
裸鼠肿瘤质量减少，抑瘤率明显升高。

综上所述，EGCG联合多柔比星能够增强对A549细胞的
增殖抑制作用和诱导细胞凋亡，以及抑制荷瘤裸鼠肿瘤的生
长，提示联合用药是一种有潜力的肿瘤治疗手段。

参考文献
[ 1 ] 赵欣.载microRNA-34a脂质体靶向治疗肺癌干细胞的研

究[J].中国生化药物杂志，2014，34（1）：68.

[ 2 ] Zhan C，Gu B，Xie C，et al. Cyclic RGD conjugated poly

（ethylene glycol）-co-poly（lactic acid）micelle enhances

paclitaxel anti-glioblastoma effect[J]. J Control Release，

2010，143（1）：136.

[ 3 ] Shah N，Chaudhari K，Dantuluri P，et al. Paclitaxel-load-

ed PLGA nanparticles surface modified with transferrin

and Pluronic（R）P85，an in vitro cell line and in vivo bio-

distribution studies on rat model[J]. J Drug Target，2009，

17（7）：533.

[ 4 ] Ito K，Bernardi R，Morotti A，et al. PMI targeting eradi-

cates quiescent leukaemia-initiating cells[J]. Nature，2008，

453（7 198）：1 072.

[ 5 ] Yu WX ，Zhang ZC. Mediator of RNA polymerase Ⅱ tra-

nscription subunit promotes osteosarcoma growth and me-

tastasis and associates with prognosis[J]. Eur J Cancer，

2014，50（6）：1 125.

[ 6 ] Yao Q. Liposome formulated with TAT-modified cholester-

ol for enhancing the brain delivery[J]. Int J Pharm，2011，

419（1）：85.

[ 7 ] Chen Y. Nanoparticles modified with tumor-targeting scFv

deliver siRNA and miRNA for cancer Therapy[J]. Mol

Ther，2010，18（9）：1 650.

[ 8 ] Jiang XY. Solid tumor penetration by integrin-mediated pe-

gylatedpoly（trimethylene-carbonate）nanoparticles loaded

with paclitaxel[J]. Biomaterials，2013，34（6）：1 739.

[ 9 ] Kuai，R. Targeted delivery of cargoes into a murine solid

tumor by a cell-penetrating peptide and cleavable poly

（ethylene glycol）comodified liposomal delivery system

via systemic administration[J]. Mol Pharm，2011，8（6）：

2 151.

[10] Li J，Feng L，Fan L，et al. Targeting the brain with PEG-

PLGA nanoparticles modified with phage-displayed pep-

tides[J]. Biomaterials，2011，32（21）：4 943.

[11] Liu C. The microRNA miR-34a inhibits prostate cancer

stem cells and metastasis by directly repressing CD44[J].

Nat Med，2011，17（2）：211.

[12] Gao HL，Shuai Q，Zhi Y，et al. A cascade targeting strate-

gy for brain neuroglial cells employing nanoparticlesmodi-

fied with angiopep-2 peptide and EGFP-EGF1 protein[J].

Biomaterials，2011，32（33）：8 669.

图2 各组小鼠肿瘤组织切片（HE染色，×400）
A. 模型组；B.EGCG组；C.多柔比星组；D.联合用药组

Fig 2 Sections of tumor tissues in all groups（HE stain，×

400）
A. model group；B. EGCG group；C. doxorubicin group；D. combination

group
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党参总皂苷对人肝癌SMMC-7721细胞的抑制作用及其机制
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摘 要 目的：研究党参总皂苷（TSC）对人肝癌SMMC-7721细胞的抑制作用，并初步探讨其作用机制。方法：采用MTT法检测

0、100、200、400、600、800、1 000、1 200、1 400、1 600、1 800、2 000 mg/L的TSC作用于SMMC-7721细胞72 h后的细胞活力，并计算

生长抑制率和半数抑制浓度（IC50）；采用流式细胞仪检测911.0 mg/L的TSC作用于SMMC-7721细胞24、48、72 h后的细胞凋亡情

况并计算凋亡率；采用酶标仪检测0（空白对照）、200、400、800、1 000 mg/L的TSC作用于SMMC-7721细胞72 h后半胱氨酸蛋白酶

3（Caspase-3）、Caspase-8、Caspase-9活性，并采用双抗体夹心酶联免疫法检测其 p38丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）、p53蛋白表

达。结果：100～2 000 mg/L TSC 可抑制 SMMC-7721细胞的增殖，且与 TSC 给药浓度呈正相关，其 IC50为 911.0 mg/L；911.0 mg/L

的TSC作用于细胞24、48、72 h的凋亡率分别为21.10％、30.20％、41.10％。与空白对照比较，200、400、800、1 000 mg/L 的TSC能

增强细胞中 Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9活性与 p38MAPK、p53蛋白表达，差异具有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05），且与给

药质量浓度呈正相关。结论：TSC 能有效抑制 SMMC-7721 细胞增殖，其机制可能是通过上调 Caspase-8、Caspase-9 活性与

p38MAPK、p53蛋白表达，最终激活Caspase-3，从而诱导细胞凋亡。

关键词 党参总皂苷；细胞凋亡；人肝癌SMMC-7721细胞；机制

Inhibitory Effects and Mechanism of Total Saponins from Codonopsis pilosula on Human Hepatocellular
Carcinoma SMMC-7721 Cells
FANG Zhi-e，LI Yan-yan，YANG Ya-lin，LENG Jing（Chongqing Traditional Chinese Medicine Hospital，Chong-
qing 400021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effects of total saponins from Codonopsis pilosula（TSC）on human he-

patocellular carcinoma SMMC-7721 cells and to explore their mechanism of action. METHODS：MTT method was used to deter-

mine cell viability after the TSC with concentrations of 0，100，200，400，600，800，1 000，1 200，1 400，1 600，1 800 and 2 000

mg/L had acted on SMMC-7721 cells for 72 h，and the growth inhibition rates and median inhibitory concentration（IC50）were cal-

culated. The flow cytometry was employed to determine the apoptosis after the TSC with the concentration of 911.0 mg/L had acted

on SMMC-7721 cells for 24，48 and 72 h，and the apoptosis rates were calculated. The microplate reader and double-antibody sand-

wich enzyme-linked immunosorbent assay were adopted to determine the activities of Caspase-3，Caspase-8 and Caspase-9 as well

as p38MAPK and p53 protein expression after the TSC with concentrations of 0（blank control），200，400，800 and 1 000 mg/L

had acted on SMMC-7721 cells for 72 h. RESULTS：The TSC with concentrations of 100-2 000 mg/L could inhibit the proliferation

of SMMC-7721 cells，and it had a positive correlation with the concentration；and the IC50 was 911.0 mg/L. The apoptosis rates

were 21.10％，30.20％ and 41.10％ respectively after the TSC with the concentration of 911.0 mg/L had acted on cells for 24，48

and 72 h. Compared with blank control，the TSC with concentrations of 200，400，800 and 1 000 mg/L could enhance the protein

expression of Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9，p38MAPK and p53 in cells，showing a positive correlation with the concentration.

There was significant difference（P＜0.01 or P＜0.05）. CONCLUSIONS：TSC can effectively inhibit the proliferation of SMMC-

7721 cells by the mechanism of increasing the protein expression of Caspase-8，Caspase-9，p38MAPK and p53 to activate Cas-

pase-3 and induce apoptosis.

KEYWORDS Total saponins from Codonopsis pilosula；Apoptosis；Human hepatocellular carcinoma SMMC-7721 cells；Me-

chanism
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