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■背景资料
表 没 食 子 儿 茶
素 没 食 子 酸 酯
(epigallocatechin-
3-gallate, EGCG)
是 绿 茶 提 取 物 , 
是茶多酚中含量
最高、活性最强
的 单 体 .  本 课 题本 课 题
组的前期研究表的前期研究表
明茶多酚对结直
肠癌有明显抑制
作用.
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Abstract
AIM: To investigate the inhibitory effect of epigal-
locatechin-3-gallate (EGCG) on the proliferation of 
human colorectal cancer cell lines LoVo and SW480 
and to explore the possible mechanisms involved. 

METHODS: Cultured LoVo and SW480 cells 

were used to examine the impact of different 
concentrations of EGCG (10, 20 and 35 mg/L) 
on cell proliferation by MTT assay and on cell 
apoptosis and cell cycle progression by flow cy-
tometry. The expressing of Notch1 and Notch2 
in cultured LoVo and SW480 cells was detected 
by real-time PCR.

RESULTS: EGCG inhibited the proliferation of 
LoVo cells and SW480 cells in a dose-dependent, 
time-independent manner. EGCG enhanced the 
apoptosis of LoVo cells and SW480 cells and 
blocked the cell cycle at G0/G1 phase. Moreover, 
EGCG down-regulated Notch2 gene expression 
but had no significant impact on Notch1 gene 
expression in LoVo cells and SW480 cells.

CONCLUSION: EGCG can significantly inhibit 
the proliferation of SW480 and LoVo cells by al-
tering cell cycle and inducing cell apoptosis via 
mechanisms associated with down-regulating 
Notch2 gene expression.

Key Words: Epigallocatechin-3-gallate; SW480 
cells; LoVo cells; Notch1; Notch2
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摘要
目的: 探讨绿茶提取物表没食子儿茶素没食
子酸酯(EGCG)对结肠癌细胞株LoVo细胞和
SW480细胞增殖的抑制作用, 研究其对Notch1
与Notch2的基因表达的影响.

方法: 体外培养LoVo细胞和SW480细胞, 采
用不同浓度的EGCG(10、20、35 mg/L)对其
进行干预, MTT法检测EGCG对LoVo细胞和
SW480细胞增殖的抑制作用; 用流式细胞仪
检测EGCG对LoVo细胞和SW480细胞细胞凋
亡和细胞周期的影响. 实时荧光定量PCR检
测EGCG干预后的LoVo细胞和SW480细胞的
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■研发前沿
前期研究表明茶
多酚对结直肠癌
有 明 显 抑 制 作
用, EGCG对结肠
癌皮下原位荧光
动物模型结肠肿
瘤的生长有明显
的 抑 制 作 用 ,  目
前对于 E G C G 对
N o t c h 信 号 转 导
途径的靶向基因
Notch1与Notch2
的报道较少.

Notch1与Notch2基因的表达情况.

结果: M T T法检测E G C G对L o Vo细胞和
SW480细胞增殖均具有抑制作用, 且呈浓度
依赖性, 不具有时间依赖性. 流式细胞仪检
测EGCG能增强LoVo细胞和SW480细胞的
凋亡率, 且剂量与凋亡率呈正相关. EGCG能
将SW480细胞和LoVo细胞周期阻滞在G0/G1

期, 阻碍其向S期转换, 抑制其细胞增殖. 实
时荧光定量PCR检测EGCG能下调两株细胞
Notch2的基因表达, 而SW480细胞的Notch1基
因表达有下调的趋势, LoVo细胞的Notch1基
因表达有上调的趋势, 但差异均无显著意义.

结论: EGCG对体外培养的LoVo细胞和SW480
细胞的增殖有明显抑制作用, 且能诱导细胞
凋亡和影响细胞周期, 其作用机制可能与下调
Notch2的基因表达及激活Notch信号转导途径
有关, 但是EGCG对Notch1基因表达的影响尚
需要做进一步探讨.

关键词: 表没食子儿茶素没食子酸酯; LoVo细胞; 

SW480细胞; Notch2; Notch1
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0  引言

表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-
3-gallate, EGCG)是绿茶提取物, 是茶多酚中含

量最高、活性最强的单体[1]. 我们的前期研究表

明茶多酚对结直肠癌有明显抑制作用[2], EGCG
对结肠癌皮下原位荧光动物模型结肠肿瘤的生

长有明显的抑制作用[3]. 目前对于EGCG对Notch
信号转导途径的靶向基因Notch1与Notch2的报

道较少, 本研究旨在探讨EGCG对结直肠癌细胞

株LoVo细胞和SW480细胞增殖的抑制作用及对

Notch1与Notch2基因的影响, 研究其对结直肠癌

的抑癌机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 LoVo细胞、SW480细胞和EGCG购自

中科院细胞所. MTT试剂盒购自日本dojindo公
司; 胎牛血清购于美国Invitrogen公司; Annexin 
V-FITC细胞凋亡检测试剂盒购于碧云天公司; 
碘化丙啶(PI)购于碧云天公司, 以PBS配成1 mg/mL
浓度, 4 ℃保存; Notch1与Notch2基因引物购于

上海生工生物工程技术服务有限公司.  

1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测EGCG对LoVo细胞和SW480
细胞增殖的抑制作用: 将LoVo细胞、SW480细
胞分别以5×103的数目分别接种于96板中, 每
种细胞种12个孔, 分别将孔中的培养基添加至

200 μL分别含终浓度为0 mg/L(对照组), 10、
20、35 mg/L EGCG(实验组)的完全培养基, 放
置于37 ℃、50 mL/L CO2细胞培养箱, 孵育24、
72 h. 细胞孵育到达24、72 h时, 按照100 μL加
入10 μL MTT溶液的比例, 在孔中加入MTT反应

液. 在37 ℃培养箱中放置1 h后, 利用酶标仪读

取450 nm波长处的吸光度(A值). 抑制率 = [1-(实
验组-空白对照的MTTA值)/(对照组-空白对照的

MTTA值)]×100%. 
1.2.2 流式细胞仪检测E G C G对L o Vo细胞和

SW480细胞凋亡和细胞周期的影响: (1)流式细

胞仪检测细胞凋亡. 把细胞培养液吸出至适当

的15 mL离心管内, PBS洗涤贴壁细胞一次, 加入

消化后细胞, 稍混匀, 转移到离心管内, 1 000 g离
心5 min, 弃上清, 收集细胞, 用PBS轻轻重悬细

胞并计数. 取0.5×106重悬的细胞, 1 000 g离心

5 min, 弃上清, 加入195 μL Annexin V-FITC结合

液轻轻重悬细胞.  加入5 μL Annexin V-FITC, 轻
轻混匀. 室温避光孵育10 min. 1 000 g离心5 min, 
弃上清, 加入190 μL Annexin V-FITC结合液轻

轻重悬细胞. 加入10 μL碘化丙啶(PI)染色液, 轻
轻混匀, 冰浴避光放置72 h. 随即进行流式细胞

仪检测, Annexin V-FITC为绿色荧光, PI为红色

荧光. (2)流式细胞仪分析细胞周期. 收集细胞, 
4 ℃、1 000 r/min离心5 min. 用预冷PBS缓冲液

洗两遍. 充分悬浮细胞, 4 ℃、1 000 r/min离心

5 min后弃上清. 细胞沉淀加入1 mL预冷700 mL/L
乙醇, 吹打均匀, 4 ℃固定过夜. PBS洗涤去乙

醇, 1 000 r/min离心5 min, 洗两遍. 0.5 mL PBS含50 
mg/L PI, 100 mg/L RNase A重悬细胞, 37 ℃避光

孵育30 min. 以标准程序用流式细胞仪检测, 结
果用细胞周期拟和软件ModFit分析. 
1.2.3 实时荧光定量PCR检测EGCG对LoVo细胞

和SW480细胞的Notch1与Notch2的基因表达: 
(1)PCR扩增引物: Notch1上游引物: 5'-CAATGT-
GGATGCCGCAGTTGTG-3',下游引物: 5'-CAG-
CACCTTGGCGGTCTCGTA-3'; Notch2上游引

物: 5'-AAAAATGGGGCCAACCGAGAC-3', 下
游引物: 5'-TTCATCCAGAAGGCGCACAA-3'. 
(2)培养细胞总RNA的提取及cDNA的制备: 按
照Qiagen试剂盒说明书进行所有样本总RNA的
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■相关报道
C h e n 等 研 究 发
现下调Notch2与
Notch1均可抑制
成胶质细胞瘤的
生长, 但Notch2发
挥了更大的作用. 
Notch信号转导途
径对结直肠肿瘤
细胞的生长调控
起关键作用.

抽提. 用260 nm波长分光测定RNA浓度, 根据

A 260/A 280的比值计算RNA的纯度. 将RNA反转

录为cDNA, Total RNA 2 μg, 20 μm Oligo(dT)15  

Primer 1 μL, 补DEPC H2O至15 μL, 70 ℃加热5 
min, 冰上放置2 min, 补充5×M-MLV Reaction 
Buffer 5 μL, 10 mmol/L dNTP 1.25 μL, RNasin 
RNase Inhibitor 25 U, M-MLV RT Rnase H- 200 
U, 补DEPC H2O至 25 μL. 轻轻混匀上述反应液, 
放置于42℃反应60 min后, 于-20 ℃保存. (3)实
时荧光定量RT-PCR: 反应体系包括: 2×SYBR 
Premix Ex Taq , 1 μmol/L上游引物0.5 μL, 1 
μmol/L下游引物0.5 μL, ROX0.4 μL, cDNA样本

2 μL, 补ddH2O至20 μL . 反应条件为: 95 ℃ 30s, 
然后95 ℃ 5 s, 共40个循环. 95 ℃ 15 s , 60 ℃ 1 
min, 95 ℃ 30 s, 60 ℃ 15 s 绘制溶解曲线. 反应

均在ABI prism 7 300 PCR仪上进行. 仪器荧光

检测通道选择SYBR GREEN. (4)数据处理: 以
PCR反应的前15个循环的荧光信号作为荧光本

底信号, 以6-15个循环的荧光信号的标准差的

10倍为荧光阈值, 每个扩增管内的荧光信号达阈值, 每个扩增管内的荧光信号达值, 每个扩增管内的荧光信号达

到设定的荧光阈值所经历的循环数, 就是循环阈值所经历的循环数, 就是循环值所经历的循环数, 就是循环

阈值Ct. 完成荧光阈值的设定及标准曲线的建值Ct. 完成荧光阈值的设定及标准曲线的建阈值的设定及标准曲线的建值的设定及标准曲线的建

立, 获得相对原始浓度, 比较Notch1与Notch2的
基因表达情况. 

统计学处理  应用SPSS17.0统计软件处理数

据, 结果用实验数据以mean±SD表示, 采用独立

样本t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 MTT法检测不同浓度的EGCG对LoVo细胞、

SW480细胞细胞增殖的抑制作用 随着EGCG浓

度的增加, 24 h与72 h时LoVo细胞、SW480细胞

的增殖抑制率均逐渐升高, 均在EGCG浓度为

35 mg/L时抑制率达到最高. 但随着时间的延长, 
LoVo细胞、SW480细胞的增殖抑制率却无明显

规律性. 说明EGCG对两株细胞增殖的抑制作用

均具有浓度依赖性, 却不具有时间依赖性(图1). 
2.2 流式细胞仪检测结直肠癌细胞株的凋亡 浓
度为20 mg/L和35 mg/L的ECCG对LoVo细胞、

SW480细胞的凋亡均有明显增强, 且剂量与凋

亡率呈正相关. 说明EGCG能增强LoVo细胞、

SW480细胞的凋亡率, 随着EGCG剂量的增加, 凋
亡率升高(图2). 
2.3 流式细胞仪分析细胞周期 EGCG能将SW480
细胞和LoVo细胞细胞周期阻滞在G0/G1期, 阻碍

其向S期转换, 抑制其细胞增殖(图3). 
2.4 实时荧光定量PCR检测EGCG对Notch1与

Notch2基因表达的影响 EGCG能下调SW480
细胞和LoVo细胞Notch2的基因表达(P  = 0.039, 
0.001), 而SW480细胞的Notch1基因表达有下调

的趋势, LoVo细胞的Notch1基因表达有上调的

趋势, 但差异均无显著意义(P >0.05, 图4).

图� �� ������������������  1  ������������������EGCG对肠癌细胞增殖的抑制作用��. 
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图� �� ���������������� 3   ����������������EGCG对肠癌细胞周期的影响��. A1: SW480细胞(0 mg/L); A2: SW480细胞(35 mg/L); B1: LoVo细胞(0 mg/L); B2: LoVo细

胞(35 mg/L).
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■创新盘�点
本研究发现EGC-
G 对 体 外 培 养
的 L o Vo 细 胞 和
SW480细胞的增
殖有明显抑制作
用 ,  且 能 诱 导 细
胞凋亡和影响细
胞 周 期 .  其 作 用
机制可能与下调
Notch2的基因表
达及激活Notch信
号转导途径有关.

3  讨论

EGCG的抗癌作用目前报道很多, 但其作用机制

尚不明确[4-6]. 本实验通过研究细胞Notch信号转

导途径相关基因来分析探索其作用机制. LoVo
细胞是错配修复基因缺失的微卫星不稳定结肠

癌细胞, 对CEA高表达[7], 而SW480细胞是错配

修复基因表达正常的结肠癌细胞. MTT实验结

果显示EGCG对LoVo细胞和SW480细胞增殖均

具有抑制作用, 且呈浓度依赖性, 不具有时间依

赖性. 流式细胞仪检测EGCG能诱导LoVo细胞和

SW480细胞的凋亡, 其剂量与凋亡率呈正相关;其剂量与凋亡率呈正相关;剂量与凋亡率呈正相关; 
且能改变细胞周期, 将两株细胞均阻滞在G1期, 
阻滞其DNA复制. 

本课题组在前期研究中发现, 茶多酚处理后

的细胞株可以导致HES1和JAG1基因下调, 而这

些基因是Notch信号转导途径的靶基因, 提示茶

多酚中的成分是否具有调节Notch信号转导途径

的作用[2,8-10]. EGCG是茶多酚中含量最高、活性

最强的单体, 研究表明其作用机制与诱导肿瘤

细胞凋亡和阻滞细胞周期及影响相关蛋白、基

因的表达有关[11-15]. 正常Notch信号转导系统与

细胞正常增殖和分化、器官和组织的更新有重

要的关系, 当Notch信号发生异常时, 细胞增殖增

加, 可以进一步转化为癌. 哺乳动物的细胞Notch
系统具有4个Notch蛋白(Notch1-4)和5个相应的

配体(DLL1、DLL3、DLL4、JAG1和JAG2), 
Notch信号可以被2个细胞之间的配体结合激活, 
导致蛋白裂解而使细胞质内的Notch蛋白部分

(Notch-IC)被释放, Notch-IC直接进入细胞核结

合到转录因子CSL, 从而导致转录被抑制[16]. 结
肠是一个反复更新的器官, 因此在结肠壁内隐

窝存在着前体细胞和干细胞、移行增大(transit 

amplifying, TA)细胞和最终分化的细胞, 结肠干

细胞存在于隐窝基底部, 增殖形成TA细胞, TA细

胞逐渐上移增殖形成各种结肠细胞并停止增

殖 [17]. 干细胞在适合的微环境下可以调节细胞

的增殖、分化和凋亡, 但是在各种外来因素的

干扰下, 这种微环境就会发生改变, 导致Notch信
号表达增加, 从而导致肿瘤发生[18]. 

Notch1与Notch2基因是Notch信号转导途

径的两个靶基因[19], 本组研究了EGCG处理后

的LoVo和SW480细胞株的Notch1与Notch2基
因的基因表达的变化. 结果显示, EGCG能下调

结直肠癌细胞SW480细胞和LoVo细胞Notch2
的基因表达, 两细胞之间具有明显差异, 能下

调SW480细胞的Notch1基因表达, 上调LoVo细
胞的Notch1基因表达, 但差异无显著意义. 表明

EGCG可能通过下调Notch2基因的表达, 影响细

胞周期的移行, 诱导细胞的凋亡. 
近年来的研究表明[20-22], Notch信号途径和

多种肿瘤的发生有关, 其主要的原因是影响了

肿瘤干细胞的分化, 从而导致肿瘤发生. 在结直

肠癌的研究中发现, Notch信号途径的基因呈现

高表达状态, 提示在结直肠癌的发生中, Notch信
号途径作为抑癌基因来发挥作用[19]. Reedijk等[23]在

一个队列研究中发现Notch信号转导途径的基因

NOTCH1, LFNG和HES1在肿瘤中出现高表达. 
Tanaka等[24]研究发现可通过Notch2基因的过度

表达及Notch1基因的下调抑制骨肉瘤的体外生

长. Chen等[25]研究发现下调Notch2与Notch1均
可抑制成胶质细胞瘤的生长, 但Notch2发挥了

更大的作用. Notch信号转导途径对结直肠肿瘤

细胞的生长调控起关键作用[23]. 但Notch信号转

导途径的基因到底发挥致癌基因的作用还是抑

癌基因的作用, 目前仍有争议[26,27],27]27]. 有研究表明

Notch1, Notch2可作为抑癌基因抑制肿瘤生长, 
可能通过阻滞细胞周期来抑制细胞分化[16,25]. 

本研究发现EGCG对体外培养的LoVo细胞

和SW480细胞的增殖有明显抑制作用, 且能诱

导细胞凋亡和影响细胞周期. 其作用机制可能

与下调Notch2的基因表达及激活Notch信号转导

途径有关, 但是EGCG对Notch1基因表达的影响

尚需要做进一步探讨. 
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■同行评价
本研究从细胞学
角度证明 E G C G
的抗肿瘤作用, 并
借助Notch信号转
导途径相关基因
探索其作用机制, 
有一定科研价值..


