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Abstract
AIM: To study the effect of (-)-epigallocatechin-3-
gallate (EGCG) in combination with radiotherapy 
(different doses) on the expression of hTERT 
in HepG2 cells and to explore the possibility of 
using EGCG as a radiation sensitizer.

METHODS: To find an optimal EGCG dose used 
in subsequent experiments, the effect of different 
concentrations of EGCG on the proliferation and 

apoptosis of HepG2 cells was detected by MTT 
assay and fluorescence microscopy. After HepG2 
cells were treated with EGCG (25 μmol/L) in 
combination with different doses of radiothera-
py (2, 4 and 6 Gy, respectively), the expression 
of hTERT in HepG2 cells was detected by real-
time fluorescent quantitative PCR.

RESULTS: EGCG could inhibit proliferation 
and induce apoptosis in HepG2 cells. Treat-
ment of HepG2 cells with EGCG in combination 
with different doses of radiotherapy (2, 4 and 6 
Gy, respectively) significantly down-regulated 
hTERT expression when compared with those 
treated with EGCG alone (0.477 ± 0.025 vs 0.973 
± 0.024, 1.110 ± 0.083 vs 1.382 ± 0.051, 1.174 ± 0.128 
vs 1.452 ± 0.109; all P < 0.01 or 0.05), particularly 
prominent in cells undergoing radiotherapy at a 
dose of 2 GY.

CONCLUSION: EGCG can inhibit proliferation 
and induce apoptosis in HepG2 cells. EGCG 
in combination with different doses of radio-
therapy can down-regulate hTERT expression in 
HepG2 cells and thus inhibit telomerase activity. 
EGCG may be a potential radiation sensitizer.

Key Words: Epigallocatechin gallate; Human telom-
erase reverse transcriptase; HepG2 cell; Radiation 
sensitizer
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摘要
目的: 研究相同剂量表没食子儿茶素没食子
酸酯(EGCG)联合不同剂量放疗对HepG2中
hTERT基因表达的影响, 探讨EGCG成为放疗
增敏剂的作用. 

方法: 用MTT比色法检测EGCG对HepG2细
胞增殖的影响, 用荧光显微镜检测EGCG诱导
HepG2的细胞凋亡, 从而找到合适的EGCG(25 
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■背景资料
肝癌是我国常见
的恶性肿瘤之一. 
若有一种放射增
敏剂能使小剂量
的肝癌放疗达到
大剂量的疗效, 将
提高肝癌放疗的
疗 效 .  大 量 研 究
表明 ,  hTERT是
端粒酶的催化亚
单 位 和 限 速 酶 ,  
hTERT和端粒酶
与肝癌的关系密
切 .  端 粒 是 放 射
损伤的敏感部位. 
E G C G是绿茶多
酚的一种主要成
分, 具有一定的调
节端粒酶活性的
作用. 

■同行评议者
陈 建 杰 ,  主 任 医
师, 上海中医药大
学附属曙光医院
(东部)肝病科



μmol/L)剂量用于观察其放射效果的实验; 采
用实时荧光定量PCR检测不同剂量放疗(0、
2、4、6 Gy)联合EGCG和不联合EGCG治疗
后, HepG2中hTERT基因的表达. 放疗用直线
加速器6MVX线.

结果: EGCG具有抑制HepG2细胞增殖并诱导
HepG2细胞凋亡的作用. 同时, 不同剂量放疗
联合EGCG和不联合EGCG治疗后HepG2中
hTERT基因的表达比较, 空白组无显著差异; 2 
Gy组、4 Gy组、6 Gy组均有显著差异(hTERT
基因表达的扩增倍数: 0.477±0.025 vs  0.973
±0.024; 1.110±0.083 vs  1.382±0.051; 1.174
±0.128 vs  1.452±0.109, P <0.01或0.05), 并以
2 Gy组最为显著.

结论: EGCG具有抑制HepG2细胞增殖并诱导
其凋亡的作用; EGCG联合不同剂量放疗可
能下调HepG2中hTERT基因水平, 从而抑制
端粒酶活性, 以放射剂量为2 Gy时显著, 因此, 
EGCG有可能成为放疗增敏剂.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; 人端粒酶逆

转录酶; HepG2; 放疗增敏
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0  引言

肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一. 近年来肝癌

的临床放疗取得一些进展, 如何提高肝癌放疗

的效果, 是提高整体原发性肝癌治愈率和生存

质量的关键. 在肝癌治疗中, 如能耐受较大剂量

放疗, 其疗效较好, 但对正常组织有较大损伤. 
如果有一种放射增敏剂能使小剂量的肝癌放疗

达到大剂量的疗效, 将有利于肝癌的放疗. 本次

研究观察了相同剂量表没食子儿茶素没食子

酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)联合不同

剂量放疗对人肝癌细胞株HepG2中人端粒酶逆

转录酶(human telomerase reverse transcriptase, 
hTERT)基因表达的影响, 探讨EGCG成为放疗

增敏剂的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 HepG2细胞株由武汉协和医院介入科

提供; EGCG纯度>95%: 美国Sigma公司产品, 以
无血清1640培养液稀释成浓度为0.01 mol/L的
储存液保存于-80 ℃冰箱中备用, 使用前以无血
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清1640培养液配制成实验中所需浓度; MTT、
DMSO: 武汉生命技术有限公司产品; 胎牛血

清为杭州四季青生物工程公司产品; Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒为南京凯基生物科

技发展有限公司产品; TRIzol为美国Invitrogen
公司产品; ReverTra Ace-α-逆转录试剂盒为日本

ToYoBo产品; SYBR Green realtime PCR master 
mix-plus-试剂盒为日本ToYoBo产品.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: HepG2细胞培养于含100 mL/L
胎牛血清RPMI 1640培养液, 37 ℃、50 mL/L 
CO2温箱中培养, 每3-4 d传代1次. 
1.2.2 MTT比色法检测EGCG对HepG2细胞增

殖的影响: 设对照组和加用EGCG组(10、25、
50、100、200 μmol/L EGCG), 取对数生长期

细胞, 常规胰酶消化后用含100 mL/L胎牛血清

RPMI 1640培养液制成单细胞悬液, 接种于96孔
培养版, 每孔200 μL(含103-105个细胞). 培养4 h
后去培养液并加药, 每组设6个复孔, 另设一个

调零孔(不加细胞, 只加100 μL: 无血清培养液), 
继续培养24 h. 然后每孔加入MTT 20 μL(5 g/L 
PBS), 4 h后即终止培养, 弃上清液, 每孔加入200 
μL DMSO, 震荡均匀, 置于酶联免疫检测仪用

490 nm波长测量吸光度(A )值. 
1.2.3 荧光显微镜检测EGCG诱导HepG2细胞凋

亡: 取对数生长期细胞, 常规胰酶消化后用含

100 mL/L胎牛血清RPMI 1640培养液制成单细

胞悬液, 计数后种于含有盖玻片的六孔板内, 每
孔含106-108个细胞, 再每孔加入2 mL含血清培

养液. 培养24 h后去培养液并加药, 分别加入

2 mL含有0、10、25、50、100、200 μmol/L 
EGCG的培养液. 培养24 h后, 用PBS洗涤盖玻片

上的细胞两次; 在500 μL的Binding Buffer中加入

5 μL Annexin V-FITC和5 μL Propidum Iodide, 混
匀; 将上述溶液滴加在盖玻片表面, 使长有细胞

的盖玻片表面均匀覆盖; 避光, 室温反应5 min; 
将盖玻片倒置于载玻片上, 于荧光显微镜下, 双
色滤光片观察, Annexin V-FITC荧光信号呈绿色, 
PI荧光信号呈红色. 
1.2.4 检测端粒酶逆转录酶的细胞分组和放射: 
取培养瓶中对数生长期细胞, 分为无EGCG组

(加入4 mL无血清培养液)和EGCG组(加入4 mL
含25 μmol/L EGCG培养液), 根据MTT和荧光显

微镜检测, 选用25 μmol/L EGCG, 用直线加速器

6MVX线进行放疗, 剂量分别用0、2、4、6 Gy
共8组. 加药并照射后, 在37 ℃、50 mL/L CO2温
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■研发前沿
近年来肝癌的临
床放疗取得一些
进展, 如何提高肝
癌放疗的效果, 是
提高整体原发性
肝癌治愈率和生
存质量的关键.
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箱中培养中培养24 h, 开始进行实时荧光定量

PCR检测. 
1 .2.5 实时荧光定量P C R端粒酶逆转录酶定

量检测: (1)引物序列: 种属为人, H-a c t i n-S: 
GTTGCGTTACACCCTTTCTTG; H-actin-A:
CTGCTGTCACCTTCACCGTT; H-te r t-S: 
CCAGATTCGCCATTGTTCAC; H-te r t-A: 
GGTCACTCCAAATTCCCAGAG. (2)实时荧光

定量PCR检测: 在上述8组细胞中加TRIzol 1 mL
后吹打、混匀、按照TRIzol试剂说明书步骤提

取总RNA, 再将总RNA溶于无Rnase酶水中, 用
紫外分光光度仪测定R N A浓度和纯度; 按照

ReverTra Ace-α-逆转录试剂盒说明书配20 μL反
应体系, 反应条件为42 ℃ 20 min, 99 ℃ 5 min, 
4 ℃ 5 min; 然后按照SYBR Green realtime PCR 
master mix-plus-试剂盒说明书配25 μL反应体

系, 反应条件为95 ℃ 1 min, 95 ℃ 15 s, 退火温度

actin 59 ℃、TLMA 57 ℃ 15 s, 72 ℃ 45 s, 共40
个循环. 在实时荧光定量PCR仪上进行检测.

统计学处理  数据m e a n±S D表示 ,  采用

S P S S13.0软件包 .  采用线性回归分析 ,  计算

EGCG的剂量和HepG2细胞生长抑制率之间有

无线性关系; 采用t检验, 比较同一放射剂量组

中, 联合和不联合EGCG治疗有无差别; 采用单

因素方差分析SNK方法, 将不同放射剂量组中, 
联合和不联合EGCG治疗的差值进行比较, 以
P <0.05为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 MTT比色法检测EGCG对HepG2细胞增殖的

影响 按下列公式计算抑制率: 生长抑制率(IR%) 
= (1-加药组平均A值/对照组平均A值)×100%. 
经计算后, 对照组、10、25、50、100、200 
μmol/L EGCG作用HepG2细胞24 h后, 其抑制

率分别为0%、17.2%±2.9%、23.8%±3.8%、

36.2%±4.6%、55.2%±4.5%、85.7%±3.9%. 
采用线性回归分析, 计算EGCG的剂量和HepG2
细胞生长抑制率之间有无线性关系, 结果表明, 
相关系数R 2 = 0.9558, P <0.05. 因此, EGCG抑制

HepG2细胞生长, 呈浓度依赖关系. 细胞存活率

% = 1-生长抑制率%(图1).
2.2 荧光显微镜检测EGCG诱导HepG2细胞凋亡 
Annexin V-FITC荧光信号呈绿色, PI荧光信号呈

红色. 因此, 细胞染色呈单纯的绿色表明为早期

凋亡, 绿色和红色兼有表明为晚期凋亡, 呈单纯

的红色为死亡. 予10 µmol/L EGCG时, 细胞多呈

早期凋亡; 予25 µmol/L EGCG细胞以早期凋亡

为主兼有晚期凋亡; 予50 µmol/L EGCG时, 细胞

多呈晚期凋亡; 予100 µmol/L EGCG时, 细胞既

有晚期凋亡也有死亡; 予200 µmol/L EGCG时, 
细胞大部分死亡. EGCG诱导HepG2细胞的凋亡

也呈浓度依赖关系(图2).
2.3 EGCG联合不同剂量放疗对HepG2细胞中

hTERT基因的影响 实时连续测定基因扩增过程

中产生的荧光, 以Ct值作为计算依据. hTERT基
因表达的Ct值 = 实际测得的hTERT基因表达的

Ct值-actin的Ct值, Ct值越大hTERT活性越低. 基
因表达水平以倍数变化即2x来表示, x为以对照

空白组(即未予放射也未加EGCG)Ct值平均数

减去其余各组Ct值平均数差值, 对照空白组的

倍数为1. 端粒酶的活性与hTERT基因表达的扩

增倍数呈正相关(表1, 图3). 采用t检验, 比较同

一放射剂量组中, 联合和不联合EGCG治疗的

差别. 结果发现, 0 Gy组P >0.05; 2 Gy组P <0.01; 
4 Gy组P <0.05; 6 Gy组P <0.05. 由此可见, 单用25 
μmol/L EGCG对HepG2中的hTERT基因并无显

■相关报道
Yokoyama等的研
究表明 ,  在HeLa
细胞和TMCC-1
细胞中, 用EGCG
联合维甲酸可以
下调hTERT的表
达从而抑制端粒
酶的活性, 但单独
使用 E G C G 却达
不到这种效果.

表  1  EGCG联合不同放射剂量对HepG2中hTERT基因表达的扩增倍数 (2x)

     
分组

					         放疗的剂量

		           0 Gy		          2 Gy		          4 Gy		         6 Gy

无EGCG组	 1		  0.973±0.024	 1.382±0.051	 1.452±0.109

EGCG组		  0.962±0.028	 0.477±0.025	 1.110±0.083	 1.174±0.128
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图  1  MTT比色法测定EGCG作用于细胞后HepG2细胞的活性.
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著影响, 而经2、4、6 Gy放射治疗后HepG2中的

hTERT基因均有下调作用. 采用单因素方差分析

SNK方法, 将不同放射剂量组中, 联合和不联合

EGCG治疗的差值进行比较. 结果发现, 0 Gy组
与2、4、6 Gy组均有显著性差异(P <0.05); 2 Gy
组与4 Gy组的差异有显著性意义(P <0.05), 2 Gy
组与6 Gy组的差异有显著性意义(P <0.05); 4 Gy
组与6 Gy组的差异无显著性意义(P <0.05). 提示, 
2 Gy组的差异可能更为显著.

3  讨论

hTERT是端粒酶的催化亚单位和限速酶, 对端

粒酶活性的维持起关键作用, 对细胞凋亡也发

挥着重要的作用[1-3]. 近年来, 大量文献报道了

对肝癌治疗大的重要分子靶点端粒酶以及亚单

位的研究[4-7]. 端粒酶是对细胞的增殖、衰老、

恶变和永生化起着重要作用[8]. 端粒酶和肝癌

有关系密切 ,  在肝癌中端粒酶的阳性率约为

85%-100%[9,10]. 同时, 端粒是放射损伤的敏感部

位, 在一定剂量范围内, 射线可以诱导端粒酶活

性增高[11]. 当端粒酶活性下降和端粒缩短时, 能
显著地增加肿瘤细胞对化疗和放疗的敏感性[12]. 
同时, hTERT合成增多可能是射线诱导端粒酶活

性的重要机制[13]. Ogawa等的研究表明端粒酶活

性与肿瘤的放射敏感性负相关[14]. 
EGCG是绿茶多酚的一种主要成分[15,16], 具

有抗肿瘤[17-19]、抗氧化[20,21]、抗血小板聚集[22]、

保护正常组织[23,24]及防止紫外线损伤[25,26]等作

用. 他还能对缺氧诱导的肝癌细胞株HepG2细
胞H I F-1α及V E G F基因表达产生明显下调作 
用[27], 同时, 具有一定的调节端粒酶活性的作 
用[28-30]. Yokoyama等的研究表明, 在HeLa细胞和

TMCC-1细胞中, 用EGCG联合维甲酸可以下调

hTERT的表达从而抑制端粒酶的活性, 但单独使

用EGCG却达不到这种效果[31]. 
本实验通过用M T T比色法检测E G C G对

H e p G2细胞增殖的影响 ,  提示E G C G有抑制

HepG2细胞增殖的作用, 并呈浓度依赖关系. 荧
光显微镜检测提示EGCG能诱导HepG2细胞凋

亡也呈浓度依赖关系. 由于放疗本身对人体损

伤很大, 选择联合用药时, 需要既能起效又能让

图  2  荧光显微镜检测不同剂量EGCG诱导HepG2细胞凋亡的结果. A: 0 μmol/L EGCG组; B: 10 μmol/L EGCG组; C: 25 

μmol/L EGCG组; D: 50 μmol/L EGCG组; E: 100 μmol/L EGCG组; F: 200 μmol/L EGCG组.

A B C

D E F

图  3  EGCG联合不同放射剂量对HepG2中hTERT基因表达
的扩增倍数(2x).
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■创新盘点
本 研 究 表 明 , 
EGCG联合不同剂
量放疗可能下调
HepG2中hTERT
基因水平, 从而抑
制端粒酶活性, 因
此, 有可能成为放
疗增敏剂.
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机体耐受的剂量. 根据MTT的结果, 排除干预后

细胞存活率小于50%的100、200 μmol/L EGEG
两组; 根据荧光显微镜检测的结果, 50 μmol/L 
EGCG组的以晚期凋亡为主, 而10 μmol/L EGCG
组以早期凋亡细胞为主, 故选择以早期凋亡为

主兼有晚期凋亡的25 μmol/L EGCG联合放疗. 
最后, 采用实时荧光定量PCR检测不同剂量放

疗联合EGCG和不联合EGCG治疗后, HepG2中
hTERT基因的表达. 结果表明空白组使用EGCG
前后HepG2中的hTERT基因无显著变化, 而对经

2、4、6 Gy放射治疗后HepG2中的hTERT基因

均有显著性下调作用. 从而证明EGCG能提高肝

癌对放疗的敏感性. 
本实验提示 ,  在体外 ,  E G C G具有抑制

HepG2细胞的增殖, 促进其凋亡的作用, 并可能

提高肝癌对放射治疗的敏感性, 其中以放射剂

量为2 Gy时作用比较明显. EGCG对放疗中正常

组织细胞的作用, 以及能否作为放射增敏剂使

用, 还有待进一步进行体内和临床研究验证.
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