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Abstract
AIM: To investigate the changes of autophagy 
in hepatocellular carcinoma (HCC) HepG2 
cells in response to (-)-epigallocatechin-3-O-
gallate (EGCG), and to explore its impact on cell 
proliferation and death. 

METHODS: HepG2 cells were routinely cultured 
and re-plated in Dulbecco's modified eagle's 
medium (DMEM) in the presence of EGCG of 
different concentrations. Transmission electron 
microscopic technique was used to record the 
formation of autophagosomes in HepG2 cells. 
Real-time RT-PCR and Western blot were used 
to detect the mRNA and protein expression of 
autophagy-related genes, respectively. MTT and 
trypan blue assays were carried out to determine 
the cellular proliferation and death. Autophagic 
intervention experiment was performed to 
evaluate whether changes in autophagy are 
involved in the anti-cancer efficacy of EGCG in 
HCC. 

RESULTS: The proliferation of HepG2 cells 
was significantly inhibited by EGCG and 
was negatively related to the concentrations 
of this compound (r = -0.9341, P < 0.001). 
Doses of EGCG that could effectively inhibit 
the proliferation of HepG2 cells significantly 
decreased the mRNA and protein expression of 
Beclin1 and Atg5, with increments of P62 named 
autophagic substrate as well as substantially 
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reduced numbers of autophagasomes found in 
these cells. Moreover, up-regulating autophagy 
with rapamycin was found to apparently impair 
the effect of EGCG in killing HepG2 cells (t = 9.95, 
P < 0.01), while 3-MA, an autophagy inhibitor, 
dramatically exaggerated the anti-cancer effects 
of EGCG (t = 22.82, P < 0.01). 

CONCLUSION: EGCG substantially inhibits 
cell proliferation and promotes cell death in 
HCC cells via down-regulation of autophagy, 
which indicates a novel critical pharmacological 
mechanism of EGCG for hepatoma therapy. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  观察表没食子儿茶素没食子酸酯
[(-)-epigallocatechin-3-O -gallate, EGCG]作用
下肝癌HepG2细胞自噬改变, 探讨其对肿瘤
细胞增殖、死亡的影响及意义. 

方法: DMEM培养基常规培养HepG2细胞, 
分组给予不同浓度EGCG作用. 通过透射电
镜观察细胞自噬泡形成、实时定量逆转录
PCR及免疫印迹分析自噬相关基因及蛋白
分子表达、MTT法测定细胞增殖率以及台
盼蓝染色法检测细胞死亡数, 进一步通过自
噬干预实验综合判断细胞自噬变化是否参
与EGCG的肝癌治疗作用. 

结果: EGCG明显抑制HepG2细胞生长, 药
物浓度与细胞增殖率呈负相关(r  = -0.9341, 
P<0.001). 在有效抑制细胞增殖的EGCG作用
下, HepG2细胞自噬相关基因Beclin1和Atg5
的mRNA及蛋白质表达下降, 作用底物P62表
达增加, 细胞内自噬泡形成总体减少. 使用
Raypamycin上调自噬水平明显削弱EGCG对
HepG2细胞的杀伤作用(t  = 9.95, P<0.01), 6-
氨基-3-甲基嘌呤(3 methyladenine, 3MA)抑制
自噬可显著增强药物的杀癌效应(t  = 22.82, 
P<0.01). 

结论: E G C G可通过下调肝癌细胞自噬有
效抑制癌细胞增殖、促进癌细胞死亡, 是
EGCG发挥治疗肝癌作用的重要药理机制. 
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核心提示: 本研究展示了表没食子儿茶素没食

子酸酯可通过下调肝癌细胞自噬有效抑制癌细

胞增殖、促进癌细胞死亡, 表现与传统化疗药

物诱导自噬、妨碍治疗不同. 本研究所提供的

药理机制新信息, 为进一步肝癌治疗研究提供

了重要依据.
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0  引言

自噬(autophagy)作为溶酶体依赖性降解途径

广泛存在于各种真核细胞内, 是细胞进行自

我保护的一种重要机制[1]. 自噬在维持细胞存

活、更新、物质再利用和内环境稳定等机体

生理过程中起着重要作用[2], 与肝癌发生、肝

癌治疗的关系是近十年来的研究热点[3,4]. 表没

食子儿茶素没食子酸酯[(-)-epigallocatechin-3-
O -gallate, EGCG]是绿茶中含量最高的儿茶素, 
具有多种生理和药理活性[5]. 研究[6-8]显示, 单
独使用EGCG可诱导肝癌细胞发生凋亡、抑

制细胞增殖, 还可通过联合用药增加多种实体

癌细胞对传统化疗药物的敏感性及逆转癌细

胞的多药耐药性. 新近关于EGCG作用是否涉

及细胞自噬信号机制开始被学者们所关注[9,10]. 
然而, 在这些不多的研究报道中, 自噬调节对

EGCG的药效发挥呈现矛盾性影响[11,12], EGCG
是否通过自噬调节影响其抗癌、抑癌作用尚

无定论. 因此, 本研究如下报道EGCG治疗肝癌

时的细胞自噬形态、自噬分子表达变化, 通过

探讨与其抑制肝癌细胞增殖、促进凋亡的关

系, 为EGCG的研发应用提供必要的药理实验

依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 人肝癌细胞HepG2购自中国科学院上
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海生命科学院细胞资源中心, EGCG、四甲基

偶氮唑盐(MTT)购自美国Sigma公司; TRIzol购
自美国Invitrogen公司; SYBR Premix Ex Taq™Ⅱ

试剂盒购自大连宝生物工程有限公司; 抗人

多克隆Beclin1、Atg5、P62分别购自美国Cell 
signaling和Novus公司; 抗人多克隆GADPH一

抗及其他二抗均购自美国Santa Cruz公司; 高糖

DMEM培养基和胎牛血清购自美国Thermo公
司; 台盼蓝染色细胞死亡率检测试剂盒购自上

海碧云天公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 人肝癌细胞HepG2培养在含

10%胎牛血清的DMEM培养基(含2 mmol/L谷
氨酰胺、1.0 mmol/L丙酮酸钠、0.1 mmol/L非
必需氨基酸、100 U/mL的青霉素、100 U/mL
链霉素)中, 于37 ℃、50 ml/L CO2、饱和湿度

的培养箱内传代培养. 具体实验中按设计要求

进行分组接种传代, 给药前, 给予更换无血清

DMEM培养基处理.
1.2.2 透射电镜检测: 10 μg/mL、40 μg/mL 
E G C G作用于H e p G2细胞(1×106)24 h后 , 
0.25%胰酶消化收集细胞, 用4%戊二醛1%锇酸

固定液固定过夜, 环氧树脂包埋, 经醋酸铀及

枸橼酸铅染色, 在透射电子显微镜下观察细胞

内自噬泡的情况. 
1.2.3 Real-time PCR检测: 5×105 HepG2细
胞种于35  m m培养皿中 ,  5、10、20、40 
μg/mL EGCG作用24 h后, 预冷PBS洗涤2次, 
T R I z o l一步法抽提细胞m R N A并逆转录成

cDNA, 采用SYBR Green法检测细胞内自噬

相关基因Beclin1和Atg5的表达. 实验所用引

物均由上海生工合成. B e c l i n1上游引物为: 
5'-ACAGTGGACAGTTTGGCACA-3', 下游引

物为: 5'-CGGCAGCTCCTTATTTGT-3'; Atg5上
游引物为: 5'-CCAAAGCAGCATTGATGACC
A-3', 下游引物为: 5'-AGCCACAGGACGAAAC
AGCTT-3'; GADPH上游引物为: 5'-CATGAGAA
GTATGACAACAGCCT-3', 下游引物为: 5'-AG
TCCTTCCACGATACCAAAGT-3'. 扩增条件为: 
95 ℃预变性30 s, 1个循环; 95 ℃变性5 s, 60 ℃
退火34 s, 共40个循环. 基因的mRNA相对表达

量采用2-△△Ct计算. 
1.2.4 免疫印迹检测: HepG2细胞经5、10、
20、40 μg/mL的EGCG处理24 h后, 将其裂

解于含蛋白酶抑制剂(Roche公司)的RIPA裂

解液[20 mmol/L Tris-HCl(pH 8.0), 1%NP40, 
150 mmol/L NaCl, 2 mmol/L EDTA(pH 8.0), 
0.1%SDS]中, 冰上裂解40 min, 12000 g离心10 
min后取上清, BCA法进行蛋白定量. 取20 μg
蛋白与5×上样缓冲液混合, 97 ℃煮沸变性5 
min. 10%的SDS-聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分

离, 电转移法转至PVDF膜上, 以含5%脱脂奶

粉的TBST溶液室温封闭1 h, 再分别与相应一

抗4 ℃孵育过夜, TBST溶液洗涤后和相应的二

抗(HRP标记)室温孵育2 h. ECL显色, X线压片

曝光30 s-3 min, 扫描胶片, Image J软件分析条

带的密度值. 
1.2.5 MTT实验: 取200 μL对数生长期的细胞

接种于96孔板内, 9000个/孔, 以下各组每组设3
个复孔. 待细胞贴壁后分别加入梯度浓度(5、
10、20、40、80、160 μg/mL)的EGCG, 继续

培养48 h后, 每孔加入MTT溶液(5 mg/mL)20 
μL, 37 ℃孵育4 h后吸去上清, 每孔加入150 μL 
DMSO, 摇床上摇10 min使得紫色结晶充分溶

解, 在酶标仪上测量450 nm处吸光度(A )值, 计
算细胞增殖率并绘制曲线. 增殖率(%) = 实验

组A值/对照组A值×100%. 
1.2.6 台盼蓝染色法实验: 2×105 HepG2细胞接

种于12孔板中, 待细胞贴壁培养24 h后, 单独加

入10、40 μg/mL的EGCG作用, 或先分组给予2 
mmol/L 3MA和100 nmol/L Raypamycin预处理

细胞30 min, 再联用EGCG孵育细胞, 药物作用

48 h后采用台盼蓝染色法计死亡细胞数[13].  
统计学处理 应用统计学软件SPSS18.0进

行统计分析, 数据以mean±SD表示, 多组间比

较采用One-way ANOVA分析, 进一步两组间

比较采用t检验; 计算两个变量间的相关系数

采用Pearson相关分析, P <0.05为差异具有统计

学意义. 

2  结果

2.1 EGCG显著抑制HepG2的增殖 根据MTT
实验结果绘制出细胞生长曲线, 如图1所示, 以
5-160 μg/mL梯度浓度EGCG分别孵育HepG2
细胞48 h, 随着给药浓度增加, 细胞增殖率依

次下降, 表现出较典型的剂量-增殖抑制效应

依赖性关系, 其中, 20、40、80、160 μg/mL
药物作用下 ,  增殖率分别下降至80.83%±

8.51%、59.88%±14.50%、27.20%±10.16%
和17.97%±2.91%. H e p G2细胞增殖率与

■创新盘点
与大多常用化疗
药诱导癌细胞自
噬、妨碍治疗的
表现不同, EGCG
可抑制自噬发挥
抑癌抗癌疗效.

陈丽, 等. 表没食子儿茶素没食子酸酯对肝癌HepG2细胞自噬信号的影响及意义



2015-07-08|Volume 23|Issue 19|WCJD|www.wjgnet.com 3025

EGCG作用浓度负相关(r  = -0.9341, P <0.001). 
2.2 EGCG可减少HepG2细胞内自噬泡的形成 
透射电镜下, 10 μg/mL低浓度EGCG孵育细胞

时, 细胞超微表现与对照组无明显差异. 当用

40 μg/mL EGCG作用时, 肝癌HepG2细胞发生

细胞自噬现象, 细胞胞浆中可观察到典型的自

噬泡存在. 典型者具有双层膜结构, 自噬泡内

包含有一种或多种结构不完整的细胞质或见

包绕线粒体、溶酶体等细胞器. 如图2A图中

可观察到基础处理对照组中HepG2细胞内有

多个自噬泡(白色箭头所指)存在; 图2B为用40 
μg/mL EGCG孵育细胞24 h后的透射超微电镜

观, 镜下自噬泡总体减少, 典型双层膜结构自

噬体不易被找到. 在EGCG作用下, 胞质密度增

加, 内质网明显脱颗粒, 易见凋亡小体. 
2.3 EGCG明显抑制自噬相关基因Beclin1、
Atg5的mRNA表达 Real-time qPCR检测细胞内

自噬相关基因mRNA表达, 结果显示5、10、
20、40 μg/mL EGCG孵育HepG2细胞24 h后, 
细胞中Becl in1 mRNA的相对表达量分别为

0.97±0.07、0.92±0.01、0.61±0.04、0.47±
0.12(F  = 46.08, P <0.0001); Atg5 mRNA的相对

表达量分别为1.08±0.04、0.99±0.07、0.83±
0.04、0.54±0.13(F  = 29.76, P <0.0001)(图3). 
2.4 EGCG作用下HepG2细胞自噬相关基因及

P62的蛋白表达 图4免疫印迹检测结果显示, 
低浓度EGCG(5、10 μg/mL)作用下, HepG2
细胞中Atg5、Beclin1蛋白表达不变或轻度升

高; 当给药浓度增加, 细胞Atg5及Beclin1蛋
白水平的表达呈现相反趋势, 给药浓度增至

40 μg/mL时, Atg5及Beclin1分别下降约39%和

84%. 与此同时, 检测发现, 自噬作用底物P62
的表达明显增加, 平均增量达54%(F  = 74.40, 
P <0.0001). 
2.5 调节自噬对EGCG作用下的HepG2细胞死

亡率影响 如图5所示, 给予低浓度EGCG 10 
μg/mL单药作用, HepG2不受明显影响, 加入40 
μg/mL EGCG作用后, 可切实杀死癌细胞, 死亡
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癌作用的重要药
理机制信息.
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图  2  透射电镜观察EGCG对HepG2细胞自噬泡形成的影
响(×50000). A: 基础处理对照细胞胞浆见多个自噬泡; B: 

用40 μg/mL EGCG孵育细胞24 h后, 电镜下自噬泡总体减

少, 典型双层膜结构自噬体不易被找到. 白色箭头所指为

自噬泡; 黑色箭头所在位置为细胞核. EGCG: 表没食子儿

茶素没食子酸酯.
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图  1  MTT法检测EGCG对HepG2细胞的增殖抑制作用. 
aP<0.05 vs  EGCG 0 μg/mL. EGCG: 表没食子儿茶素没食子

酸酯.
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图  3  EGCG对HepG2自噬相关基因mRNA的影响. bP<0.01 

vs  EGCG 0 μg/mL时的Atg5表达; cP<0.05, dP<0.01 vs  EGCG 

0 μg/mL时的Beclin1表达. EGCG: 表没食子儿茶素没食子

酸酯.
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率约22.57%±2.78%(t  = 15.48, P <0.01). 给予2 
mmol/L 3MA预处理细胞30 min, 再加入EGCG
孵育, 细胞死亡明显增加, 40 μg/mL EGCG
组细胞死亡率达到31.63%±2.55%(t  = 22.82, 
P <0.01), 较单用EGCG药效增幅约40%; 联用

Raypamycin和EGCG孵育细胞48 h, 明显减弱

单用EGCG的杀伤作用, HepG2存活细胞数增

加(t  = 9.95, P <0.01). 

3  讨论

长期饮用绿茶具有防癌抗癌意义, 已成为人民

大众生活中的一种重要行为和习惯[14,15]. 然而, 
作为绿茶中最主要成分EGCG迟迟未能有效用

于临床, 迫切要求从机制上重新认识和思考. 
影响EGCG抑癌作用的因素较多[16,17], 概括起

来, 可分为药物自身、外部环境和作用对象等. 
化学结构上, 由于EGCG存在多个酚羟基基团, 
极易氧化变质; 其次, EGCG在碱性或中性环

境中不稳定, 导致体内生物利用度较低. 而有

关肿瘤方面的影响因素也最为复杂[18]. 近年来, 
由于药物化疗时常诱导肿瘤细胞自噬的发生, 

导致肿瘤产生耐药、降低药物疗效, 引起学者

们的普遍关注, 成为研究的热点[19-21]. 自噬机制

是否参与或影响到EGCG用于肝癌治疗, 迄今

仍存在争议[22,23]. 
本研究MTT实验显示, EGCG具有抑制肝

癌HepG2细胞生长作用, 其中, 10 μg/mL以下

(约20 μmol/L)低浓度EGCG对细胞增殖抑制作

用轻微, 超过20 μg/mL浓度以上EGCG对HepG2
细胞增殖抑制较显著 .  与对照相比 ,  低浓度

EGCG作用下细胞的超微表现改变不明显. 用
40 μg/mL作用时, 透射电镜下可观察到EGCG
促进肝癌细胞凋亡, 与此同时, 发现EGCG总体

减少HepG2中自噬小体的形成. 这与我们之前

关于EGCG可减少Hep3B细胞自噬水平的报道

一致[24]. 通过Real-time PCR和免疫印迹研究, 发
现EGCG显著下调自噬信号通路分子Beclin1和
Atg5的基因转录及蛋白质分子表达, 作用呈浓

度依赖性. 
近年来 ,  在炎症及代谢性疾病状态下 , 

EGCG可导致细胞自噬分子表达减少、自噬

通路受阻, 与我们上述研究结果类似[10,25]. 譬
如, Hash imoto等[12]研究发现EGCG诱导的

巨噬细胞一氧化氮产量减少与其促进细胞

凋亡、抑制细胞自噬有关 ,  观察到高浓度

EGCG(100-400 μmol/L)显著减少饥饿条件诱

导的细胞自噬体形成; Liu等[26]、Yan等[27]用

EGCG对糖尿病GK大鼠灌胃给药, 明显减少肌

肉组织自噬信号Beclin1、LC3Ⅱ的表达, 尤其

明显逆转糖尿病大鼠LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的转换, 最
终有益于糖尿病动物模型的胰岛素抵抗治疗
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图  5  台盼蓝法计算EGCG作用下HepG2细胞死亡率. 
bP<0.01 vs  基础对照(Vehicle); cP<0.05, dP<0.01 vs  预孵育
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图  4  免疫印迹分析不同浓度的EGCG对HepG2细胞自噬
蛋白表达的影响. A: 免疫印迹检测; B: 蛋白相对表达量. 
aP<0.05, bP<0.01 vs  EGCG 0 μg/mL时的Atg5表达; cP<0.05, 
dP<0.01 vs  EGCG 0 μg/mL时的Beclin1表达; eP<0.05, fP<0.01 

vs  EGCG 0 μg/mL时的P62表达. EGCG: 表没食子儿茶素没

食子酸酯.
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效果. 然而, EGCG作用于肿瘤细胞时的自噬表

现复杂. 一方面有报道[9]采用60 μmol/L的EGCG
作用HepG2细胞9 h, LC3Ⅱ虽然增加, 但LC3作
用底物P62也同步增加, 换言之, 底物消耗减少, 
提示EGCG具有明显抑制细胞自噬流作用, 支
持我们的发现; 另一方面也有Satoh等[28]课题组

和Zhou等[29]课题组的报道与本研究结果不同, 
前者探讨EGCG体外治疗恶性间皮瘤时指出, 
EGCG可促进肿瘤细胞LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的转换, 表
现促进自噬; 后者研究肝脂肪代谢时显示, 20、
40 μmol/L作用下, HepG2细胞LC3Ⅱ表达较对

照增加分别约20%、50%; 小鼠灌胃EGCG给

药后肝组织中P62明显减少, 表明EGCG上调自

噬水平. 不同研究所反映的细胞自噬改变差异, 
究其原因, 主要与各EGCG作用的特定研究条

件及不同肿瘤病理过程有关. 其次, 研究中显

示低浓度EGCG轻度上调自噬, 而具有杀癌效

应的高浓度药物主要表现为抑制自噬, 提示自

噬调节方向受到药物作用浓度影响. 此外, 自
噬调节差异分析还应纳入药物作用时间和作

用对象的细胞周期因素[30].  
为了进一步了解EGCG所诱导的自噬变化

与其抑癌、杀癌作用的因果关系. 本研究在使

用EGCG前对肝癌细胞的自噬信号通路进行干

预, 结果发现, 3MA抑制自噬, 可增强EGCG所

致HepG2凋亡作用, Raypamycin促进自噬, 显
著削弱EGCG的致凋亡作用. 综合文献和我们

原有报道, 可判定自噬抑制至少部分参与了

EGCG的抗癌作用. 这与大多数常见临床化疗

用药上调自噬、妨碍疗效的表现不同[4,31]. 
我们也认识到, 单用EGCG尽管可以达到

80%以上的癌细胞增殖抑制, 但直接诱导细胞

死亡的效率偏低, 若考虑EGCG存在生物利用

度不高的缺点, 在体内给药的情况下, 难以让

血药浓度达到本研究中最高的体外有效水平, 
因此仅通过单用EGCG治疗肝癌存在困难, 提
示我们, 今后的重点研究方向可考虑通过联合

用药, 抵消自噬对化疗药物的负向影响而增强

共同的抑癌、杀癌效应. 无论如何, 本研究的

发现, 即EGCG在抗癌、抑癌同时能下调自噬

水平, 对于探讨EGCG应用于治疗肝癌提供了

新的思路. 
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