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表没食子儿茶素没食子酸酯提高肝癌细胞对仑伐替尼敏感性的
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摘 要 目的 基于磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）信号通路探讨表没食子儿茶素没食子酸酯（EGCG）提高肝癌细胞

对仑伐替尼敏感性的潜在机制。方法 以HepG2、Huh-7、SMMC-7721、SNU-368、SNU-739 5种人肝癌细胞为对象，探讨仑伐替尼、

EGCG+仑伐替尼对细胞存活率、克隆形成数、增殖率、侵袭数和通路相关 mRNA 及蛋白表达的影响；引入 PI3K 激动剂[胰岛素样

生长因子1（IGF-1）]，考察激活PI3K/Akt信号通路对EGCG增敏作用的影响。结果 与对照组比较，仑伐替尼组（10 μmol/L）、不同

质量浓度EGCG+仑伐替尼组（1、5、10 μg/mL EGCG+10 μmol/L仑伐替尼）5种肝癌细胞的存活率和克隆形成数均呈浓度依赖性降

低（P＜0.05）；仑伐替尼组（10 μmol/L）、EGCG+仑伐替尼组（10 μg/mL EGCG+10 μmol/L 仑伐替尼）5种肝癌细胞的增殖率和侵袭

数，HepG2细胞或5种细胞中PI3K、Akt、哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）、P70S6K、4EBP mRNA的表达以及PI3K、Akt蛋白的磷

酸化水平和 mTOR、B 细胞淋巴瘤 2（Bcl-2）蛋白的表达均显著降低或下调，而第 10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物

（PTEN）mRNA及蛋白、胱天蛋白酶3（caspase-3）、剪切的胱天蛋白酶3（cleaved caspase-3）的表达均显著上调（P＜0.05）；且EGCG+

仑伐替尼组上述指标的变化较仑伐替尼组更为显著（P＜0.05）。与仑伐替尼组、EGCG+仑伐替尼组比较，EGCG+仑伐替尼+IGF-1

组（10 μg/mL EGCG+10 μmol/L 仑伐替尼+50 ng/mL IGF-1）HepG2细胞的克隆形成数、增殖率及侵袭数均显著升高（P＜0.05）。 

结论 EGCG可增加肝癌细胞对仑伐替尼的敏感性，其作用机制可能与抑制PI3K/Akt信号通路激活有关。
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The mechanism of epigallocatechin gallate enhancing the sensitivity of hepatocellular carcinoma cells to 

lenvatinib
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the potential mechanism of epigallocatechin gallate （EGCG） enhancing the sensitivity 

of hepatocellular carcinoma （HCC） cells to lenvatinib based on the phosphoinositide 3-kinase （PI3K）/protein kinase B （Akt） 

signaling pathway. METHODS Five human HCC cell lines （HepG2， Huh-7， SMMC-7721， SNU-368 and SNU-739） were used to 

evaluate the effects of lenvatinib alone and in combination with EGCG on survival rates， clone number， proliferation rate， invasion 

number and the expressions of mRNAs and proteins related to the PI3K/Akt signaling pathway. The PI3K activator insulin-like 

growth factor-1 （IGF-1） was introduced to investigate the effect of activating the PI3K/Akt signaling pathway on the sensitization 

effect of EGCG. RESULTS Compared with the control group， lenvatinib （10 μmol/L） and different concentrations of EGCG+

lenvatinib （1， 5 and 10 μg/mL EGCG+10 μmol/L lenvatinib） significantly reduced the survival rates and clone numbers of all five 

HCC cell lines in a dose-dependent manner （P＜0.05）. Lenvatinib （10 μmol/L） and EGCG+lenvatinib （10 μg/mL EGCG+10 μmol/L 

lenvatinib） also markedly inhibited the proliferation rate and invasion numbers of these cells， and decreased the mRNA expressions 

of PI3K， Akt， mammalian target of rapamycin （mTOR）， P70S6K and 4EBP， and the phosphorylation levels of PI3K and Akt， as 

well as the protein expressions of mTOR and B cell lymphoma-2 （Bcl-2） in HepG2 cells or all five HCC cells； conversely， the 

mRNA and protein expressions of phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10（PTEN）， and the protein 

expressions of caspase-3 and cleaved caspase-3 were significantly upregulated， with more pronounced effects observed in the 

EGCG+lenvatinib group than in the lenvatinib group （P＜0.05）. Compared with the lenvatinib group and the EGCG+lenvatinib 

group， the clone number， proliferation rate and invasion number of HepG2 cells in the EGCG+lenvatinib+IGF-1 group （10 μg/mL 

EGCG+10 μmol/L lenvatinib+50 ng/mL IGF-1） were significantly increased （P＜0.05）. CONCLUSIONS EGCG can enhance the 

sensitivity of HCC cells to lenvatinib， and its underlying mechanism may be related to the inhibition of the activation of PI3K/Akt 

signaling pathway activation.
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肝癌是常见且致命的恶性肿瘤之一，我国肝癌新发

病例和死亡病例分别占全球病例总数的 48%、42%[1―2]。

据统计，39.0%～53.6% 的肝癌患者在初诊时已处于晚

期，其治疗以全身治疗为主[3―4]。仑伐替尼是肝癌治疗

的一线靶向药物，可通过抑制肿瘤血管生成来显著延缓

肝癌进展，改善患者预后[5―6]。然而临床实践显示，肝癌

细胞易对仑伐替尼耐药[7]，耐药的发生与细胞中显著活

化 的 磷 脂 酰 肌 醇 3 激 酶（phosphoinositide 3-kinase，

PI3K）/蛋白激酶 B（protein kinase B，又称“Akt”）信号通

路密切相关。因此，靶向该通路有望增强肝癌细胞对药

物的敏感性，提高仑伐替尼的抗肝癌效果[8]。

表没食子儿茶素没食子酸酯（epigallocatechin gal‐

late，EGCG）是源自绿茶的类黄酮化合物，可抑制多种肿

瘤细胞的增殖和血管生成，并可诱导其凋亡[9―10]。此外，

EGCG 可通过调控胞外信号调节激酶、促分裂原活化的

蛋白激酶等多条信号通路来调节第 10号染色体缺失的

磷酸酶及张力蛋白同源物（phosphatase and tensin homo‐

logue deleted on chromosome 10，PTEN）的 表 达、抑 制

Akt 的磷酸化、下调哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mamma‐

lian target of rapamycin，mTOR）的表达，最终抑制肿瘤

细胞的生长、促进其凋亡[11―14]。PI3K/Akt 信号通路在肝

癌进展及肝癌细胞耐药发生过程中具有关键作用，且

EGCG 对该通路的调控作用已得到初步证实[15―16]。已有

研究表明，EGCG 能够逆转肝癌细胞对索拉非尼的耐药

性，并可调控肝癌细胞耐药基因的表达[17―18]。然而，

EGCG 能否增强肝癌细胞对仑伐替尼的敏感性尚未可

知。基于此，本研究拟从 PI3K/Akt 信号通路出发，在细

胞层面探讨 EGCG 能否增强肝癌细胞对仑伐替尼的敏

感性，并分析其潜在机制，以期为肝癌患者的临床治疗

提供参考。

1　材料
1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括 Tecan Sunrise 型全自动

酶标仪（瑞士 Tecan 公司），FACSVerse 型流式细胞仪  

（美国 BD 公司），N-SIM/N-STORM 型超分辨率显微镜

（日本 Nikon 公司），Thermo ScientificTM BB150型细胞培

养箱、QuantStudio 6 Flex 型实时荧光定量聚合酶链式反

应（real-time quantitative PCR，RT-qPCR）仪、XCell Sure‐

Lock Mini-Cell 型电泳槽（美国 Thermo Fisher Scientific

公司），ChampChemi610 plus 型化学发光荧光凝胶成像

系统（北京森西赛智科技有限公司）等。

1.2　主要药品和试剂

EGCG 原料药（批号 HY-13653，纯度 99.75%）、仑伐

替尼原料药（批号 HY-10981，纯度99.85%）、PI3K 激动剂

胰岛素样生长因子1（insulin-like growth factor-1，IGF-1）

的原料药（批号 HY-P7018，纯度≥98%）、兔抗 mTOR 抗

体（批号 YA281）均购自美国 MCE 公司；RNeasy Plus 

Mini 试剂盒（批号 DP430）购自天根生化科技（北京）有

限公司；PrimeScriptTM 逆转录试剂盒、SYBR Premix Ex‐

Taq 试剂盒（批号分别为 RR064A、RR420A）均购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司；CCK-8 试剂盒（批号

C0038）购自上海碧云天生物技术有限公司；EdU 细胞增

殖检测试剂盒（批号 KGA9602）购自江苏凯基生物技术

股份有限公司；结晶紫染色液（批号 C432890）购自上海

阿拉丁生化科技股份有限公司；兔抗 PI3K、Akt、磷酸化

PI3K（phosphorylated PI3K，p-PI3K）、β-肌动蛋白（β-ac‐

tin）抗体（批号分别为 4292、9272、4228、4967）均购自美

国 CST 公 司；兔 抗 磷 酸 化 Akt（phosphorylated Akt，p-

Akt）、剪切的胱天蛋白酶 3（cleaved caspase-3）抗体（批

号分别为 66444-1-IG、25128-1-AP）均购自美国 Protein‐

tech 公司；兔抗 B 细胞淋巴瘤 2（B cell lymphoma-2，Bcl-

2）、PTEN、caspase-3 抗 体 和 山 羊 抗 兔 免 疫 球 蛋 白 G

（IgG）二抗 H&L（辣根过氧化物酶）、山羊抗兔 IgG 二抗

H&L（Alexa Fluor® 488）、驴抗兔 IgG 二抗 H&L（Alexa 

Fluor® 647）（批号分别为 ab182858、ab226801、ab32351、

ab6721、ab150077、ab150075）均购自艾博抗（上海）贸易

有限公司；DMEM 培养基（批号 SH30243.01）购自美国

Hyclone 公 司 ；胎 牛 血 清（批 号 10099-141）购 自 美 国

Gibco 公司；PCR 相关引物由北京擎科生物科技股份有

限公司提供。

1.3　细胞

人 肝 癌 细 胞 系 HepG2、Huh-7 细 胞（批 号 分 别 为

SCSP-510、SCSP-526）均购自中国科学院典型培养物保

藏委员会细胞库；人肝癌细胞系 SMMC-7721、SNU-368

细胞（批号分别为 C6865、C6873）均购自上海碧云天生

物 技 术 有 限 公 司 ；人 肝 癌 细 胞 SNU-739 细 胞（批 号

00739）购自生物风国际试剂进口出口物流中心。所有

细胞均于－80 ℃下冷冻备用。

2　方法
2.1　肝癌细胞培养与处理

将 HepG2、Huh-7、SMMC-7721、SNU-368、SNU-739

细胞接种至含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基中，于

37 ℃、5%CO2 条件下培养、传代。后续指标检测实验

中，细胞培养均采用不含血清的 DMEM 培养基。

2.2　EGCG联合仑伐替尼对肝癌细胞存活率的影响

采用 CCK-8实验检测。取对数生长期的5种细胞，

按 1×103个/孔接种至 96孔板中，培养 24 h 后分为对照

组、仑伐替尼组（10 μmol/L）和不同质量浓度 EGCG+仑

伐替尼组（1、5、10 μg/mL EGCG+10 μmol/L 仑伐替尼），

同时设置不含细胞、药物的空白组。每组设置3个复孔

（各药物组浓度参考相关文献[19]设置）。培养48 h 后，弃

去培养基，加入 10%CCK-8试剂，避光孵育 1 h 后，使用

酶标仪检测各孔的光密度（OD）值，并计算细胞存活率：

细胞存活率＝（实验组 OD 值－空白组 OD 值）/（对照组
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OD 值－空白组 OD 值）×100%。

2.3　EGCG联合仑伐替尼对细胞克隆形成能力的影响

采用克隆形成实验检测。取对数生长期的 5种细

胞，按1×103个/孔接种至6孔板中，分为对照组、仑伐替

尼组（10 μmol/L）和不同质量浓度 EGCG+仑伐替尼组

（1、5、10 μg/mL EGCG+10 μmol/L 仑伐替尼），每组设置

3个复孔。培养至细胞贴壁24 h 后，更换培养基；继续培

养 2周后，弃去上清液，细胞以结晶紫染色 30 min，再用

磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗3次，待干燥后，使用显微镜观

察各组细胞的克隆形成情况，采用 Image J 软件统计克

隆形成数（将大于50个细胞的集落记为1个克隆）。

2.4　EGCG联合仑伐替尼对细胞增殖率的影响

采用流式细胞术检测。取对数生长期的 5种细胞，

按 1×105个/孔接种至 6孔板中，分为对照组、仑伐替尼

组（10 μmol/L）、EGCG+仑伐替尼组（10 μg/mL EGCG+

10 μmol/L 仑伐替尼），每组设置3个复孔（EGCG 质量浓

度参考“2.2”“2.3”项下实验结果设置）。培养48 h 后，收

集各组细胞，每孔加入50 μmol/L 的 EdU 染液适量，染色

2 h；收集细胞并重悬，加入阿波罗染液适量，染色 10 

min；弃去染液，加入4′，6-二脒基-2-苯基吲哚（DAPI）染

液，避光染核 5～10 min；收集细胞并重悬，使用流式细

胞仪于激发波长 488 nm 下检测各组 EdU 阳性细胞（呈

橙色荧光）占比，以评估细胞增殖率。

2.5　EGCG联合仑伐替尼对细胞侵袭能力的影响

采用 Transwell 实验检测。取对数生长期的 5种细

胞，按5×104个/孔接种至预先用基质胶处理的 Transwell

小室上室；将含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养基 600 μL

加至下室。上室细胞按“2.4”项下方法分组、处理。培养

48 h 后，收集穿膜细胞，以 4% 多聚甲醛溶液固定 30 

min，再用 0.1% 结晶紫于室温下染色 20 min，在显微镜

下随机选取4个视野观察，使用 Image J 软件统计细胞侵

袭数（侵袭细胞呈紫色）。

2.6　细胞中 PI3K/Akt 信号通路相关 mRNA 及蛋白表

达检测

2.6.1　通路相关 mRNA 表达检测

采用 RT-qPCR 法检测。取对数生长期的 HepG2细

胞，按 1×105个/孔接种至 6孔板中，按“2.4”项下方法分

组、处理。培养 48 h 后，收集各组细胞，提取 RNA，经浓

度、纯度测定后，将其逆转录为 cDNA。以此 cDNA 为模

板，进行 PCR 扩增。PCR 反应体系按相应试剂盒说明书

配制。PCR 反应条件为：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 

s，60 ℃退火/延伸 30 s，共 39个循环。以甘油醛-3-磷酸

脱氢酶（GAPDH）为内参，采用 2－ΔΔCt法计算各目的基因

的相对表达水平。引物序列及产物大小见表1。

2.6.2　通路相关蛋白表达检测

采用 Western blot 法检测。收集“2.6.1”项下各组细

胞，经裂解后，以12 000 r/min 离心10 min，收集上清液，

经浓度测定后进行变性处理；取变性蛋白适量，进行凝

胶电泳分离并转膜，以封闭液封闭 1 h；加入 PI3K、Akt、

p-PI3K、p-Akt、mTOR、Bcl-2、cleaved caspase-3、β -actin

一抗（稀释比例分别为 1∶1 000、1∶1 000、1∶1 000、1∶     

2 000、1∶1 000、1∶2 000、1∶2 000、1∶1 000），于 4 ℃下孵

育过夜；洗膜后，加入相应二抗（稀释比例为 1∶2 000），

于室温下孵育2 h；洗膜后，显色、成像。使用 Image J 软

件，以β-actin 为内参，计算各目的蛋白的表达水平，并以

p-PI3K 与 PI3K、p-Akt 与 Akt 的灰度值比值表示 PI3K、

Akt 蛋白的磷酸化水平。

2.6.3　PTEN、caspase-3蛋白定位检测

采用免疫荧光技术检测。取对数生长期的 5种细

胞，按 1×105个/孔接种至 6孔板中，按“2.4”项下方法分

组、处理。培养至细胞贴壁24 h 后，更换培养基；继续培

养 48 h 后，收集各组细胞并制成涂片，经预冷的甲醇固

定后再用预冷的 PBS 清洗10 min；于室温下封闭30 min

后，加入 PTEN、caspase-3一抗（稀释比例均为1∶1 000），

于4 ℃下孵育过夜；清洗后，加入相应二抗（稀释比例均

为1∶2 000），于室温下孵育1 h；清洗后，加入 DAPI 染液

适量，于室温下避光孵育 5 min；加入封片剂适量，使用

显微镜观察目的蛋白的分布情况，并使用 Image J 软件

分析其相对荧光强度（PTEN 呈绿色荧光，caspase-3呈红

色荧光），以评估 PTEN、caspase-3蛋白的表达情况。

2.7　激活 PI3K/Akt 信号通路对 EGCG 增敏作用的影

响检测

本研究通过加入 PI3K 激动剂进一步探讨 EGCG 增

强肝癌细胞对仑伐替尼敏感性是否与 PI3K/Akt 信号通

路有关，具体操作如下：取对数生长期的 HepG2细胞，按

1×105个/孔接种至 6孔板中，分为对照组、仑伐替尼组

（10 μmol/L）、EGCG+仑伐替尼组（10 μg/mL EGCG+10 

μmol/L 仑伐替尼）和 EGCG+仑伐替尼+IGF-1（10 μg/mL 

EGCG+10 μmol/L 仑伐替尼+50 ng/mL IGF-1[1,19]），每组

设置3个复孔。培养48 h 后，按“2.3”～“2.5”项下方法检

测各组的克隆形成数、细胞增殖率、细胞侵袭数。

表1　引物序列及产物大小

目的基因
PI3K

Akt

mTOR

P70S6K

4EBP

PTEN

GAPDH

引物
正向
反向
正向
反向
正向
反向
正向
反向
正向
反向
正向
反向
正向
反向

引物序列（5′→3′）

TATTTGGACTTTGCGACAAGACT

TCGAACGTACTGGTCTGGATAG

AGCGACGTGGCTATTGTGAAG

GCCATCATTCTTGAGGAGGAAGT

ATGCTTGGAACCGGACCTG

TCTTGACTCATCTCTCGGAGTT

CGGGACGGCTTTTACCCAG

TTTCTCACAATGTTCCATGCCA

CTATGACCGGAAATTCCTGATGG

CCCGCTTATCTTCTGGGCTA

TGGATTCGACTTAGACTTGACCT

GGTGGGTTATGGTCTTCAAAAGG

GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG

ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA

产物大小/bp

190

96

173

195

161

231

131
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2.8　统计学方法
采用 GraphPad Prism 5.0 软件对数据进行统计分

析。实验数据以 x±s 表示，多组间比较采用单因素方差
分析，进一步两两比较采用 Tukey’s 事后检验。检验水
准α＝0.05。

3　结果
3.1　EGCG 联合仑伐替尼对肝癌细胞存活率和克隆形
成能力的影响

与 对 照 组 比 较 ，仑 伐 替 尼 组 和 不 同 质 量 浓 度
EGCG+仑伐替尼组 5种细胞的存活率和克隆形成数均
显著降低（P＜0.05）；与仑伐替尼组比较，不同质量浓度
EGCG+仑伐替尼组 5种细胞的存活率和克隆形成数均
进一步显著降低，且呈 EGCG 浓度依赖性（P＜0.05）。

结果见表2（限于篇幅，细胞克隆形成能力的显微图可扫
描本文首页二维码查看“增强出版”板块中的附图1）。

3.2　EGCG 联合仑伐替尼对肝癌细胞增殖和侵袭能力
影响

与对照组比较，仑伐替尼组和 EGCG+仑伐替尼组5

种细胞的增殖率和侵袭数均显著降低（P＜0.05）；与仑
伐替尼组比较，EGCG+仑伐替尼组5种细胞的增殖率和
侵袭数均进一步显著降低（P＜0.05）。结果见表3（限于
篇幅，细胞增殖能力的流式细胞图可扫描本文首页二维
码查看“增强出版”板块中的附图2）。

3.3　EGCG联合仑伐替尼对PI3K/Akt信号通路相关基
因及蛋白表达的影响

与对照组比较，仑伐替尼组和 EGCG+仑伐替尼组
HepG2细胞中 PI3K、Akt、mTOR、P70S6K、4EBP mRNA

和 mTOR、Bcl-2蛋白的表达水平，以及 PI3K、Akt 蛋白的
磷酸化水平均显著降低，PTEN mRNA 和 cleaved cas‐

pase-3蛋白的表达水平均显著升高（P＜0.05）；与仑伐替
尼组比较，EGCG+仑伐替尼组 HepG2细胞中 PI3K、Akt、

mTOR、P70S6K、4EBP mRNA 和 mTOR、Bcl-2蛋白的表
达水平，以及 PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水平均进一步显
著降低，PTEN mRNA 和 cleaved caspase-3蛋白的表达水
平均进一步显著升高（P＜0.05）。结果见图1、表4。

与对照组比较，仑伐替尼组和 EGCG+仑伐替尼组5

种细胞中 PTEN、caspase-3蛋白的表达均显著上调（P＜

0.05）；与仑伐替尼组比较，EGCG+仑伐替尼组 5种细胞
中上述蛋白的表达均进一步显著上调（P＜0.05）。结果
见表 5（限于篇幅，以 HepG2细胞为例，PTEN、caspase-3

蛋白表达的免疫荧光图可扫描本文首页二维码查看“增
强出版”板块中的附图3）。

表2　EGCG联合仑伐替尼对5种肝癌细胞存活率和克隆形成能力的影响（x±s，n＝3）

组别

对照组
仑伐替尼组
1 μg/mL EGCG+仑伐替尼组
5 μg/mL EGCG+仑伐替尼组
10 μg/mL EGCG+仑伐替尼组

HepG2 细胞
存活率/%

97.81±2.31

73.73±1.84ᵃ

58.58±2.64ᵃᵇ

46.45±2.12ᵃᵇᶜ

33.42±2.29ᵃᵇᶜᵈ

克隆形成数/个
94.87±1.73

81.67±2.33ᵃ

74.08±2.17ᵃᵇ

60.53±2.58ᵃᵇᶜ

44.52±1.94ᵃᵇᶜᵈ

SMMC-7721 细胞
存活率/%

98.78±2.24

76.12±2.26ᵃ

67.81±2.43ᵃᵇ

56.31±2.13ᵃᵇᶜ

42.64±2.42ᵃᵇᶜᵈ

克隆形成数/个
96.19±1.65

91.41±2.04ᵃ

85.05±1.91ᵃᵇ

76.41±2.51ᵃᵇᶜ

56.01±2.23ᵃᵇᶜᵈ

Huh-7 细胞
存活率/%

92.02±2.08

88.99±2.14ᵃ

72.81±1.92ᵃᵇ

56.45±2.34ᵃᵇᶜ

40.44±2.47ᵃᵇᶜᵈ

克隆形成数/个
97.81±2.31

73.73±1.84ᵃ

58.58±2.64ᵃᵇ

46.45±2.12ᵃᵇᶜ

33.42±2.29ᵃᵇᶜᵈ

SNU-368 细胞
存活率/%

94.87±1.73

81.67±2.33ᵃ

74.08±2.17ᵃᵇ

60.53±2.58ᵃᵇᶜ

44.52±1.94ᵃᵇᶜᵈ

克隆形成数/个
98.78±2.24

76.12±2.26ᵃ

67.81±2.43ᵃᵇ

56.31±2.13ᵃᵇᶜ

42.64±2.42ᵃᵇᶜᵈ

SNU-739 细胞
存活率/%

96.19±1.65

91.41±2.04ᵃ

85.05±1.91ᵃᵇ

76.41±2.51ᵃᵇᶜ

56.01±2.23ᵃᵇᶜᵈ

克隆形成数/个
92.02±2.08

88.99±2.14ᵃ

72.81±1.92ᵃᵇ

56.45±2.34ᵃᵇᶜ

40.44±2.47ᵃᵇᶜᵈ

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与仑伐替尼组比较，P＜0.05；c：与1 μg/mL EGCG+仑伐替尼组比较，P＜0.05；d：与5 μg/mL EGCG+仑伐替尼组

比较，P＜0.05。

表3　EGCG联合仑伐替尼对5种肝癌细胞增殖和侵袭能力的影响（x±s，n＝3）

组别

对照组
仑伐替尼组
EGCG+仑伐替尼组

HepG2 细胞
增殖率/%

70.82±2.01

38.82±1.78ᵃ

26.67±1.49ᵃᵇ

侵袭数/个
247.83±7.69

191.12±6.24ᵃ

96.41±5.87ᵃᵇ

SMMC-7721 细胞
增殖率/%

66.07±1.98

39.41±2.01ᵃ

28.15±1.62ᵃᵇ

侵袭数/个
242.72±6.55

205.29±7.08ᵃ

129.87±6.17ᵃᵇ

Huh-7 细胞
增殖率/%

69.93±2.00

38.52±1.76ᵃ

30.22±1.93ᵃᵇ

侵袭数/个
247.26±6.84

193.38±5.99ᵃ

120.79±5.91ᵃᵇ

SNU-368 细胞
增殖率/%

69.33±2.12

41.19±2.14ᵃ

27.85±1.76ᵃᵇ

侵袭数/个
244.99±7.18

192.82±6.03ᵃ

117.39±5.67ᵃᵇ

SNU-739 细胞
增殖率/%

67.85±1.95

39.71±1.82ᵃ

28.15±1.85ᵃᵇ

侵袭数/个
258.03±6.89

203.59±6.72ᵃ

120.79±6.01ᵃᵇ

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与仑伐替尼组比较，P＜0.05。

PI3K

Akt

p-PI3K

p-Akt

mTOR

Bcl-2

cleaved caspase-3

β-actin

110 kDa

60 kDa

110 kDa

60 kDa

28 kDa

26 kDa

17 kDa

42 kDa

对照组 仑伐替尼组 EGCG+仑伐替尼组

图1　EGCG 联合仑伐替尼对 HepG2细胞中 PI3K/Akt

信号通路相关蛋白表达影响的电泳图

表4　EGCG联合仑伐替尼对HepG2细胞中PI3K/Akt信号通路相关基因及蛋白表达的影响（x±s，n＝3）

组别
对照组
仑伐替尼组
EGCG+仑伐替尼组

PI3K mRNA

1.06±0.05

0.98±0.05ᵃ

0.91±0.05ᵃᵇ

Akt mRNA

1.19±0.05

0.95±0.04ᵃ

0.85±0.05ᵃᵇ

mTOR mRNA

1.25±0.04

0.95±0.06ᵃ

0.81±0.06ᵃᵇ

P70S6K mRNA

1.29±0.04

0.93±0.05ᵃ

0.79±0.05ᵃᵇ

4EBP mRNA

1.09±0.05

0.96±0.06ᵃ

0.85±0.03ᵃᵇ

PTEN mRNA

0.82±0.05

0.95±0.03ᵃ

1.12±0.03ᵃᵇ

p-PI3K/PI3K

0.99±0.05

0.82±0.06ᵃ

0.58±0.06ᵃᵇ

p-Akt/Akt

0.97±0.05

0.71±0.04ᵃ

0.63±0.05ᵃᵇ

mTOR/β-actin

1.62±0.03

0.76±0.05ᵃ

0.38±0.03ᵃᵇ

Bcl-2/β-actin

1.45±0.04

0.67±0.05ᵃ

0.55±0.06ᵃᵇ

cleaved caspase-3/β-actin

0.41±0.04

0.72±0.05ᵃ

1.14±0.04ᵃᵇ

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与仑伐替尼组比较，P＜0.05。
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3.4　 激 活 PI3K/Akt 信 号 通 路 对 EGCG 增 敏 作 用 的

影响

EGCG+仑伐替尼+IGF-1组 HepG2细胞的克隆形成

数、增殖率及侵袭数均显著高于 EGCG+仑伐替尼组和

仑伐替尼组（P＜0.05），但上述指标与对照组比较差异

均无统计学意义（P＞0.05）。结果见表 6（限于篇幅，细

胞克隆形成、增殖、侵袭情况的相关图示可扫描本文首

页二维码查看“增强出版”板块中的附图4）。

4　讨论
据统计，2023年我国肝癌新发病例超过40万，同时

约有 30万患者死于肝癌[20]。仑伐替尼是针对肝癌的一

线靶向治疗药物，主要通过抑制致癌性受体酪氨酸激酶

信号通路来发挥作用[1]。尽管仑伐替尼可显著延长肝癌

患者的中位总生存时间，但约有60% 的患者在1年内发

生耐药，从而导致该药的临床应用受限[21]。因此，如何

增强肝癌细胞对仑伐替尼的敏感性是肝癌治疗领域的

重要研究方向之一。

已有研究表明，肝癌细胞对仑伐替尼耐药的发生与

PI3K/Akt 信号通路密切相关。研究指出，仑伐替尼可通

过靶向抑制多种受体来抑制 PI3K/Akt 信号通路，从而发

挥抗肿瘤作用，这些受体包括血管内皮生长因子受体

1～3（vascular endothelial growth factor receptor 1-3，

VEGFR1-3）、成纤维细胞生长因子受体 1～4（fibroblast 

growth factor receptor 1-4，FGFR1-4）、血小板衍生生长

因子受体 α 和重排转录因子受体等[22]。此前已有研究证

实，EGCG 能通过上调 PTEN 的表达来抑制 PI3K/Akt 信

号通路的磷酸化，继而抑制 mTOR，从而抑制肿瘤细胞

生长并促进凋亡[23]。基于此，本研究选择了 5种人肝癌

细 胞（经 预 实 验 证 实，上 述 细 胞 均 可 表 达 VEGFR2、

FGFR1，具有仑伐替尼主要作用靶点），初步探讨 EGCG

能否通过抑制 PI3K/Akt 信号通路来增强肝癌细胞对仑

伐替尼的敏感性。

PI3K/Akt 信号通路在多种恶性肿瘤的发生、发展及

肿瘤细胞耐药的发生过程中具有重要作用，是调控细胞

增殖、分化、生存及凋亡的关键通路之一[8]。PI3K 的激

活可催化磷脂酰肌醇 4，5-二磷酸（phosphatidylinositol 

4，5-bisphosphate，PIP2）转化为 PIP3，进而募集 Akt 至细

胞膜并诱导其磷酸化，从而通过调控下游靶点来调节

mTOR、P70S6K、4EBP 的活性，并间接维持抗凋亡蛋白

Bcl-2的功能[22]。其中，mTOR 作为重要的细胞代谢调节

因子，可促进肿瘤细胞生长并诱导代谢重编程；P70S6K

和 4EBP 为 mTOR 下游靶点，主要参与相关 mRNA 翻译

及细胞周期进程的调控；Bcl-2是典型的抗凋亡蛋白，可

抑制线粒体通路介导的细胞凋亡[22]。此外，PTEN 为通

路上游负调控因子，可去磷酸化 PIP3、拮抗 PI3K 活性，

是重要的肿瘤抑制因子之一；caspase-3则是细胞凋亡的

关键执行酶，其活化形式 cleaved caspase-3可直接介导

细胞结构蛋白降解，引发典型凋亡过程，上调 cleaved 

caspase-3的表达是抗肿瘤药物诱导肿瘤细胞凋亡的主

要机制之一[23]。

本研究在验证 EGCG 增敏作用的基础上，从转录水

平、蛋白表达及空间定位等角度检测了 PI3K/Akt 信号通

路 相 关 基 因 及 蛋 白 的 表 达。结 果 显 示，仑 伐 替 尼、

EGCG+仑伐替尼均可显著抑制肝癌细胞的存活和增殖，

减弱其克隆形成和侵袭的能力，且联合 EGCG 可增加肝

癌细胞对仑伐替尼的敏感性。RT-qPCR 和 Western blot

实验结果显示，仑伐替尼组 HepG2 细胞中 PI3K、Akt、

mTOR、P70S6K、4EBP mRNA 和 mTOR、Bcl-2蛋白的表

达，以及 PI3K、Akt 蛋白的磷酸化水平均较对照组显著

下调，PTEN mRNA 和 cleaved caspase-3蛋白的表达较对

照组显著上调；且 EGCG+仑伐替尼组上述指标的变化

较仑伐替尼组更为明显。免疫荧光实验结果显示，仑伐

替尼组 5种肝癌细胞中 PTEN、caspase-3蛋白的表达均

较对照组显著上调，且 EGCG+仑伐替尼组5种细胞中上

述蛋白的表达均较仑伐替尼组进一步上调。这提示仑

伐替尼的抗肿瘤作用可能与抑制 PI3K/Akt 信号通路激

活有关，而 EGCG 可在转录及蛋白水平上协同抑制该信

号通路。通过分析 EGCG 的结构发现，其 B 环羟基可通

过氢键与 Akt 激酶位点结合，D 环的没食子酰基也可阻

断 PI3K 与底物结合，从而直接抑制该信号通路关键酶

的激活[24]。为进一步验证 EGCG 增敏作用是否与 PI3K/

Akt 信号通路有关，本研究引入了 PI3K 激动剂 IGF-1，结

果显示，EGCG+仑伐替尼+IGF-1组 HepG2细胞中 PI3K/

Akt 信号通路被阻断后，细胞存活率、增殖率和克隆形

表6　激活 PI3K/Akt 信号通路对 EGCG 增敏作用的影

响（x±s，n＝3）

组别
对照组
仑伐替尼组
EGCG+仑伐替尼组
EGCG+仑伐替尼+IGF-1 组

克隆形成数/个
150.11±2.06

123.55±2.93ᵃ

51.12±2.61ᵃᵇ

160.23±2.42ᵇᶜ

增殖率/%
70.12±1.73

38.23±1.73ᵃ

33.45±1.59ᵃᵇ

65.23±2.83ᵇᶜ

侵袭数/个
245.65±2.42

180.24±2.56ᵃ

89.15±1.53ᵃᵇ

255.14±2.95ᵇᶜ

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与仑伐替尼组比较，P＜0.05；c：与

EGCG+仑伐替尼组比较，P＜0.05。

表5　EGCG联合仑伐替尼对5种肝癌细胞中PTEN、caspase-3蛋白表达的影响（x±s，n＝3）

组别

对照组
仑伐替尼组
EGCG+仑伐替尼组

HepG2 细胞
PTEN

100.08±2.56

145.54±4.46a

242.42±3.71ab

caspase-3

100.25±4.39

190.57±3.07a

292.81±4.37ab

SMMC-7721 细胞
PTEN

101.84±3.96

143.58±2.18a

240.25±4.65ab

caspase-3

87.34±2.08

183.62±3.11a

291.81±3.24ab

Huh-7 细胞
PTEN

104.35±2.55

156.48±4.98a

250.94±4.39ab

caspase-3

100.25±3.49

188.59±3.54a

290.82±2.76ab

SNU-368 细胞
PTEN

108.34±2.46

145.61±2.77a

249.71±4.56ab

caspase-3

93.31±4.24

194.54±2.85a

282.88±2.52ab

SNU-739 细胞
PTEN

110.84±2.18

162.21±2.52a

242.55±2.34ab

caspase-3

91.32±3.57

174.69±2.56a

300.74±2.46ab

a：与对照组比较，P＜0.05；b：与仑伐替尼组比较，P＜0.05。
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成、侵袭能力均显著回升，且接近对照组水平。这提示

PI3K/Akt 信号通路可能是 EGCG 增强仑伐替尼抗肝癌

活性的关键调控靶点。

综上所述，EGCG 可增加肝癌细胞对仑伐替尼的敏

感性，其作用机制可能与抑制 PI3K/Akt 信号通路激活有

关。本研究为增强仑伐替尼治疗敏感性提供了实验参

考，对挖掘新的治疗策略、提高肝癌患者的治疗效果具

有重要意义。
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