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摘要 目的：探讨绿茶儿茶素（=2>）对 AB-C$D"! 人肝癌细胞在 AY-A G > 裸小鼠体内生长的影响。方法：将受
P""!) G @6 =2> 作用 D 天的 AB-C$D"! 细胞接种于 AY-A G > 裸小鼠，记录裸小鼠的发瘤时间。接种 X" 天后处死裸小
鼠，取瘤组织，测量其体积和重量。通过电镜、2M*B-和免疫组化等方法检测移植瘤细胞的凋亡情况。结果：=2> 作用
后的 AB-C$D"! 细胞在裸小鼠体内平均成瘤时间推迟，实验组：PQH!QRP!HQ!（QSD$）天，对照组：P!HPDR$HTU（DS!D）天；
肿瘤平均体积缩小，实验组："H#XR"H!!（"H"XS"H$#）;@#，对照组：PHDXRPH!"（"HP$S#H!T）;@#；平均重量减轻，实验组：

"HPTR"HPD（"H"#S"HD!）)，对照组："HUXR"HDT（"HPDSPH#P）)；瘤细胞凋亡增加，2M*B- 阳性细胞计数均值，实验组和对照
组分别为 $HT$R#H$X G油镜视野和 !HDQR"HQU G油镜视野。结论：=2> 作用后的 AB-C$D"! 细胞在裸小鼠体内的生长受
到抑制，其生长抑制作用可能与肿瘤细胞凋亡增加有关。
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绿茶儿茶素（)622( 125 B512B4’(&，C*D）是绿茶
多酚的主要组分。实验研究显示 C*D具有一定的抑
瘤作用GHI。C*D能抑制 J-.K$L"!和 MNNDK$$!H人
肝癌细胞的生长G!I，能诱导 J-.K$L"! 细胞的凋亡G#I。

本文进一步探讨了受 C*D 作用后的 J-.K$L"! 细
胞移植瘤在裸小鼠体内的生长情况。

! 材料与方法
H/H 试剂

C*D，日本产品，由中国医学科学院肿瘤防治研
究所程书钧院士惠赠。

H/! 细胞培养
J-.K$L"! 人肝癌细胞由中国医学科学院血液

学研究所提供。用含 H"O新生牛血清的 PQN0 HRL"
完全培养液培养。将 STH"L个 U <@的 J-.K$L"!细胞
悬液分装于 V"<@培养瓶中进行实验。对照组：常规
培养，不加入 C*D；实验组分为贴壁给药组（贴壁
组）和悬浮给药组（悬浮组）。贴壁组：待培养细胞贴

壁后，向培养体系中加入 H""!) U <@ 的 C*D；悬浮
组：向细胞悬液中加入 C*D，终浓度为 H""!) U <@。各
组细胞均常规培养 L 天后，"/LO台盼蓝染色，活细
胞计数。将拟接种于裸小鼠的各组细胞浓度调至

H/$STH"$个 U <@。
H/# 移植瘤细胞接种

JF.J U D 裸小鼠 $ 只，SWR 周龄（购自中国医学
科学院肿瘤医院动物室），在行细胞接种前，先以放

射性铯源低剂量照射（#""BC=）。预实验：取裸小鼠 H
只，分别在其右侧和左侧肋部的皮下接种对照组和

悬浮组的细胞悬液各 "/!<@。正式实验（实验 H、!）：!
次，共 R只鼠，实验组和对照组各 #只。在实验组裸
小鼠左、右肋部皮下分别接种贴壁组和悬浮组的细

胞悬液各 "/!<@，在对照组裸小鼠左、右肋部皮下分
别接种对照组的细胞悬液 "/!<@。常规饲养裸小鼠，
观察裸小鼠的成瘤时间，定期测定肿瘤体积（X），XY
（.TZ!）U !（.：肿瘤长度，Z：肿瘤宽度）。接种细胞 S"
天后处死裸小鼠，取肿瘤组织称重，并进行以下检

测。

H/#/H 电镜观察 取小块肿瘤组织，!/SO戊二醛K
多聚甲醛溶液固定，常规制备超薄切片，柠檬酸和醋

酸双氧铀染色，[-\.KH""D] 型透射电镜下观察肿

瘤细胞凋亡情况。

H/#/! 核分裂象计数 肿瘤组织固定于 H"O福尔
马林溶液中，常规石蜡包埋制片，E- 染片观察，并
进行核分裂象计数。核分裂象计数方法：于油镜

（TH """）下，连续计数各组切片中全部存活肿瘤组
织完整视野中核分裂的细胞数，计算各组切片中每

个油镜视野内核分裂细胞的均值。

H/#/# *+,-. 检测 原位细胞死亡检测试剂盒为
德国 J7246’()26 N5((42’( 公司产品，按照其说明书
的程序进行操作。*+,-.阳性细胞计数方法同上述
的核分裂象计数方法。

H/#/L 9B@K!、AS#、BK<=B 蛋白表达和 QD,F 表达的
免疫组织化学检测 9B@K! 和 AS# 为美国 M5(15
D6%^ 公司产品，BK<=B 和 QD,F 为美国 _‘N-a 公
司产品。应用 MQ方法，每一指标均以已知阳性表达
的石蜡切片作为阳性对照。阳性标记细胞计数方法

同上述的核分裂象计数方法。

" 结果
!/H 移植瘤生长的一般情况
移植瘤的成瘤时间、体积和重量见表 H，图 H。对

照组（$ 个肿瘤）的均值分别为 H!/HLb$/VR（LW!L）
天、H/LSbH/!" （"/H$W#/!V）B<# 和 "/RSb"/LV （"/HLW
H/#H）)；实验组 （$ 个肿瘤）的均值分别为 Hc/!cb
H!/c!（cWL$）天、"/#Sb"/!!（"/"SW"/$#）B<# 和 "/HVb
"/HL（"/"#W"/L!）)。提示受 H""!) U <@ C*D作用 L天
后的 J-.K$L"! 细胞的裸小鼠移植瘤，除个别例外
者，其成瘤时间普遍长于对照组，而移植瘤的体积和

重量普遍小于对照组。

!/! 移植瘤瘤细胞的核分裂象计数
贴壁组和悬浮组分别为 L/H" U油镜视野和 #/$! U

油镜视野，均较对照组的 S/!S U油镜视野趋于减少，
但未呈显著性差异。

!/# 移植瘤瘤细胞凋亡情况的检测
透射电镜观察：对照组的移植瘤未见明显的凋

亡细胞。实验组移植瘤呈现明显的细胞凋亡；大约

!" 个细胞中检见 H 个凋亡细胞，也可见较多凋亡小
体（图 !）。*+,-. 检测：实验组中贴壁组和悬浮组
移植瘤中的凋亡细胞数均值皆显著大于对照组 （表

!）。
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表 ! !""!# $%& ’()对 *+,-./"0细胞裸小鼠
异种移植瘤生长的一般性观察

分组 成瘤时间（天） 肿瘤体积（%&#） 肿瘤重量（’）

对照组

预实验 $ #(!) *(#*
实验 * 左侧 + , !(-! *(!#
实验 * 右侧 + , *(#, "(),
实验 * 左侧 ** *(!. "(,.
实验 * 右侧 */ "($! "(#.
实验 ! 左侧 !" "(,) "(*-
实验 ! 右侧 !, "(*$ "(*,
均值（!"#） *!(*,0$(). *(,/0*(!" "(./0"(,)
实验组

预实验 *. "($# "(,!
实验 * 左侧 - "(#/ "(*-
实验 * 右侧 - "(,, "(#*
实验 * 左侧 *$ "(,/ "(*!
实验 * 右侧 *$ "(!" "("/
实验 ! 左侧 ,$ "("/ "("#
实验 ! 右侧 !" "(!/ "(*/
均值（!"#） *-(!-0*!(-! "(#/0"(!! "(*)0"(*,

+ 指裸小鼠肋部的左侧或右侧。实验组中，左侧为贴壁给药组，
右侧为悬浮给药组

受 *""!’ 1 &2 绿茶儿茶素（345）作用 , 天后，（实验组）的移植
瘤体积（无论瘤细胞贴壁组还是悬浮组）普遍小于相应的对照组

图 * 6789$,"! 人肝癌细胞 6:86 1 5 裸小鼠异种移植瘤

;%29!、</#、%9&=% 蛋白表达和 >5?: 的免疫组
织化学检测：与对照组相比，实验组移植瘤中 ;%29
!、</# 蛋白和 >5?: 的表达，皆未显示有意义的结
果。各组移植瘤均未呈现 %9&=%蛋白表达。

: 瘤细胞贴壁给药组（@/ $""）

6 瘤细胞悬浮给药组（@, -/"）
受 *""!’ 1 &2 绿茶儿茶素（345）作用 , 天后凋亡的瘤
细胞和凋亡小体

图 ! 6789$,"! 人肝癌细胞 6:86 1 5 裸小鼠异种移植瘤细胞
凋亡的电镜观察

表 0 移植瘤切片中 (12+,阳性细胞计数均值
（阳性细胞数 $ ! """倍视野） （!"#）

组别 移植瘤数 4A?78阳性细胞计数

对照组 $ !(,-0"(-.
实验组

贴壁组 # /(-.0!(*#
悬浮组 , -(#"0,(-$
合计 $ $()$0#($/+

+ 与对照组比较 $B"("/

3 讨论
本文将受 *""!’ 1 &2 345 作用 , 天后的 6789

$,"! 人肝癌细胞移植于裸小鼠体内，与对照组比
较，移植瘤成瘤时间明显延长，移植瘤的体积和重量

明显缩小和减轻。虽然用于本实验的裸小鼠样本较

小、测得的指标数据变异程度较大，但这一结果可提

示：345 作用后的 6789$,"! 细胞在裸小鼠体内的
生长受到一定程度的抑制。对移植瘤细胞的增殖活

/*.· ·
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性和分裂活性检测的结果显示：实验组移植瘤中，

瘤细胞的核分裂象计数和 %&’(的表达稍低于对照
组，但未呈现显著性差异。进一步检测移植瘤细胞

的凋亡情况，电镜结果显示对照组细胞极少凋亡，

而实验组 （贴壁组和悬浮组）呈现大量凋亡细胞；

)*’+, 结果也显示贴壁组和悬浮组凋亡细胞的均
值显著高于对照组。这表明 -)& 对于移植瘤中
.+,/$0"! 细胞的增殖活性和有丝分裂活性可能无
明显抑制作用，而对瘤细胞的凋亡可能有诱导作

用。

绿茶提取物诱导体外培养人恶性肿瘤细胞凋

亡的研究已见报道1#234。有关移植瘤的研究显示：绿

茶提取物抑制 563" 肉瘤、+(& 腹水癌、7(& 肝癌等
移植瘤在小鼠体内的生长 184，抑制 .7% 诱发的仓鼠
胰腺癌移植瘤的生长 16"4，绿茶儿茶素 +-&- 抑制
%&/# 人前列腺癌和 9&:/$ 人乳腺癌细胞株在
.(,. ; & 裸小鼠体内的生长，并可使已形成的肿瘤
体积缩小 1664，但对 -)& 体内抑制移植瘤生长机制的
研究很少。最近 <=>? 报道，+-&- 通过阻断血管内
皮细胞生长因子的产生，抑制血管的生成，从而抑

制了 7)!8 人结肠癌细胞在 .(,. ; & 裸小鼠体内的
生长，同时诱导肿瘤细胞和血管内皮细胞的凋亡明

显增加16!4。-)&对移植瘤细胞生长的抑制作用，是否
与凋亡有关，以及机制如何，尚不清楚。本研究中电

镜和 )*’+,检测表明，-)& 诱导了 .+,/$0"! 移植
瘤细胞的凋亡。但用免疫组织化学方法进一步检测

凋亡相关基因 @AB/!、CD# 和 A/EFA 在移植瘤细胞中
的表达结果却显示，实验组瘤细胞的 @AB/! 和 CD#
蛋白表达均与相应的对照组无显著性差异，两组均

未检测到 A/EFA蛋白的表达。提示：.+,/$0"!细胞
中存在 @AB/! 和 CD# 蛋白的过度表达，细胞的异常
增殖可能与这两种基因的调控异常有关；但 -)& 对
于 .+,/$0"! 细胞凋亡的诱导可能与 @AB/!、CD# 和
A/EFA的表达无直接关系，或者由于检测手段的灵
敏度不足以精确测出三者的改变。推测：.+,/$0"!
细胞受 -)& 作用后可能某些性状发生了改变，因而
易于凋亡，使移植瘤的生长受到抑制。由于本实验

中使用台盼蓝染色进行细胞计数，实验组细胞中可

能含有较多细胞膜仍完整而不能被台盼蓝染色识

别的早期凋亡细胞，这种早期凋亡细胞仍被计数为

“活细胞”，致使接种于实验组裸小鼠皮下的 .+,/

$0"! 活细胞数实际少于对照组，也可能是使实验组
移植瘤生长较慢的一个原因。关于 -)& 诱导 .+,/
$0"! 人肝癌细胞凋亡的机制有待通过更精确的手
段进一步阐明。
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