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【摘, 要】目的：研究表没食子儿茶素#)#没食子酸酯（1SKS）

对人肺癌 细 胞 增 殖 的 影 响 及 机 制- 方 法：培 养 肺 癌 细 胞

T+(&，加入 1SKS 制作细胞抑制曲线；1SKS 作用于人肺癌

T+(& 细胞株前后通过 MC/>5@B 染色检测细胞凋亡- X.#GKX
及 Z/@B/F? [0CB 印迹法研究 @<FP4P4? 的 2XYT 及蛋白表达的

变化- 结果：1SKS 可明显抑制 T+(& 细胞的增殖，’" 2H ] ^
1SKS 作用后，细胞出现明显的凋亡- 同时肺癌细胞中 @<F#
P4P4? 2XYT 和蛋白表达减少- 结论：1SKS 可抑制肺癌细胞

的增殖，这可能与 @<FP4P4? 表达降低有关-
【关键词】表没食子儿茶素#)#没食子酸酯；肺肿瘤；@<FP4P4?；

细胞凋亡

【中图号】X%)(- $, , , 【文献标识码】T

GH 引言

肿瘤的发生是多种因素综合作用的结果- 抗肿

瘤机制主要有直接细胞毒作用、诱导癌细胞凋亡或分

化、抗突变、抗肿瘤转移、抗肿瘤多药耐药等作用［!］-
表没食子儿茶素#)#没食子酸（1SKS）是茶多酚中最

主要的成分［$］，其对于肺癌细胞的影响报道较少- 本

研究发现表没食子儿茶素#)#没食子酸酯（/E4H300C>3B#
/>54?#) H300@B/，1SKS）对肺癌细胞有明显的诱导凋

亡作用，而抑制凋亡抑制基因 @<FP4P4? 的表达可能是

其潜在机制之一-

IH 材料和方法

I- IH 材料 H 表没食子儿茶素#)#没食子酸（1SKS）

购自 L4H23 公司- 人肺癌细胞系 T+(& 为本室保存-
采用 DJ1J 培养基（ 含 !"" 2^ ] ^ 小牛血清，!" 万

O ] ^ 青霉素，!" 万 O ] ^ 链霉素），在 )%a +" 2^ ] ^
Kb$ 培养箱内进行培养- 1SKS 以无血清 DJ1J 培

养基稀释冻存于 c $"a -
I- JH 方法

!- $- !, 细胞毒试验（J.. 法）, 将常规培养的 T+(&
细胞用胰蛋白酶消化后制成 ! d !"+ ] ^ 的单细胞悬

液，加入 &’ 孔细胞培养板中每孔 "- $ 2^，培养 $( 5
后，换含不同浓度的 1SKS 培养液，每浓度设 ’ 复孔，

培养 (* 5- 实验终止前 ( 5 每孔加入 J.. 液（+ H ] ^）

$" !^ ，继续培养 ( 5 - 小心吸去上清液后每孔加入

DJLb !+" !^，在振荡器上轻轻振荡 + 24? 后，酶标

仪测定各孔的吸光度值（*(&" ?2），按下式计算各用药

组的生长抑制率 ‘X（\）：生长抑制率 ‘X（\） e（!
c 用药组平均 *(&" ?2 ] 对照组 *(&" ?2）d !"" \ -
!- $- $, MC/>5@B 染色, 1SKS 处理 (* 5 后的肺癌细

胞与对照组细胞制作细胞爬片，用 G[L 洗 ) 次，(" H ]
^ 多聚甲醛固定 )" 24?，G[L 洗 ) 次- 吸弃 G[L，加入

"- + 2^ MC/>5@B 染色液，染色 !" 24?，染色时摇动数

次- 之后吸弃染色液，加一滴抗淬灭液于载玻片上，

细胞面朝下轻轻放在载玻片液滴上，荧光显微镜下观

察凋亡-
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!" #" $% &’()*)*+,-./0,% 将 1202 处理 34 5 后的肺

癌细胞与对照组细胞以 -,6789 ,:;<:+= 提取总 ,>?，

紫外分光光度计准确定量，相同条件下进行反转录

&’()*)*+ 上 游 引 物 /!：@A.022??--0?-222-20.
0002?02--2. $A；下游引物 /#；@A.0 222?-00-0?
?-00?-220?20 0?20.$A" 预计片段为 3#B CD 同时

以人 !.;E=*+ 为内参照" !.;E=*+ 的引物序列为：/!：@A.
-2220?-222-0?2??22 2?--0.$A；/#：@A.?-2-.
0?020?020?02?---0002.$A，预计片段为 @B# CD"
/0, 条件以 F3G 变性 @ H*+ 后，按下述参数循环 #@
次：F3G变性 !@ &，@IG退火 3B &，I#G延伸 ! H*+"
!" #" 3% J:&=:(+ KLM= 检测 &’()*)*+% 收集 1202 处理

34 5 后的肺癌细胞与对照组细胞 /KN 洗两遍后，离

心" 加入 ,6/? 细胞裂解液，收集上清" 按照 K0?
/(M=:*+ ?&&;O P*= 说明书操作，酶标仪蛋白定量" 蛋白

样品各取 !BB "<，!@B < Q 9 NRN./?21 电泳后，转膜"
--KN 洗膜" 将羊抗人 &’()*)*+ 抗体用 --KN 按 !S!BBB
稀释，膜置于一抗中室温缓摇 ! 5" $IG --KN 洗膜"
将辣根过 氧 化 物 酶 标 记 的 兔 抗 羊 6<2 用 --KN 按

!S!B BBB稀释，室温 ! 5" $IG洗膜按照 N’D:(&*<+;L#
J:&= /*EM 05:H*L’H*+:&E:+= N’C&=(;=: 说明书，配置发

光工作液" 暗室操作曝光底片" 同时取各蛋白样品

!BB "<，同样方法进行 !.;E=*+ 检测"（鼠抗人 !.;E=*+
!S#BBB 稀释，辣根酶（T,/）标记兔抗鼠 6<2 !S!B BBB
稀释）"

!" 结果

!# $" %&’& 对 ()*+ 细胞的抑制作用 " 不同浓度

1202 作用于 ?@3F 细胞 34 5 后，细胞生长有不同程

度的抑制作用，且有明显的浓度依赖性" 当浓度大于

UB H< Q 9 以上时，对细胞生长均有显著的抑制作用

（图 !）"
!# !" %&’& 对 ()*+ 细胞的凋亡诱导作用" TM:E5&=
染色后，发现肺癌细胞经 UB H< Q 9 1202 处理后部分

染色质固缩，在荧光显微镜下，呈现出致密浓染或碎

块状浓染，说明凋亡细胞大量增加" 随机计数 !B 个

高倍视野细胞核，计算凋亡率" 未加入 1202 的对照

细胞凋亡率 !" 4V，治疗组 !!" #V（图 #）"
!# ," -./0’- 检测 12345456 基因 " 总 ,>? 经反转

录，相同条件下 #@ 个 /0, 反应循环后，!B < Q 9 琼脂

糖凝胶电泳显示，作为内参照的 !.;E=*+（@B# CD），两

组 /0, 样品 R>? 量基本一致" 对照细胞有约 3#B CD
特异的 &’()*)*+ R>? 条带，1202 UB H< Q 9 作用 34 5
后仅有非常微弱的条带（图 $）"

图 !% 1202 对 ?@3F 细胞的抑制作用

?：对照组细胞；K：1202 UB H< Q 9 作用 34 5"

图 #% 1202 对 ?@3F 细胞的凋亡诱导作用% TM:E5&= W 3BB

X：R>? H;(Y:(；!：对照细胞组；#：1202 UB H< Q 9 作用 34 5"

图 $% 1202 作用后 ?@3F 细胞中 &’()*)*+ 的 ,-./0, 检测

!# *" 7819836 :;<9 检测 12345456 蛋白" 两组细胞 !.
;E=*+，均有显示，量基本相同" 对照组 &’()*)*+ 蛋白条

带明显存在，治疗组同样位置的条带则非常弱" 说明

其 &’()*)*+ 的蛋白表达受到明显抑制（图 3）"

!：1202 UB H< Q 9 作用 34 5；#：对照组细胞"

图 3% 1202 作用后 ?@3F 细胞中 &’()*)*+ 蛋白 J:&=:(+ KLM=
检测
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!" 讨论

茶多酚是从绿茶中提取出来的最主要的对人体

最有益成分，是一类存在于茶树中的多羟基酚类化合

物的混合物，俗名茶单宁、茶鞣质! 其主要组分为儿

茶素类（黄烷醇类）、黄酮及黄酮醇类、花色素类和酚

酸及缩酚酸类多化合物的复合体! 其中儿茶素类约

占总量的 "#$，包括 % 种形式：表没食子儿茶素没食

子酸酯（&’(’），没食子儿茶素（&’(），儿茶素没食

子酸酯（&(’），儿茶素（&(）! 其中以表没食子儿茶

素没食子酸酯（&’(’）含量最高，占儿茶素的 )#$
左右［* + %］!

研究表明茶多酚对肺癌细胞的生长具有明显的

抑制作用! 其抑制肿瘤细胞生长的机制尚不十分清

楚! 陈清勇等［)］应用 ,-- 法体外观察不同浓度茶多

酚（ .）对人肺癌细胞株（/’）细胞的杀伤作用，结果显

示 . 可明显抑制 /’ 细胞表面 (0%%，(0)% 的表达! .
对 /’ 细胞和静息血管内皮细胞的黏附性也具有明

显的抑制作用，并可抑制黏附分子 (1*%%，(0)% 的表

达，呈剂量依赖关系! . 的抗黏附作用可能与其抗肿

瘤转移有关! 23456755 等［8］发现茶多酚可以通过抑

制 (9:;，诱导 <3=>3=5?* 表达抑制肺癌细胞的生长!
本研究通过细胞毒实验（,--）发现 &’(’ 很小

浓度就能抑制 @)%A 细胞的生长，B95<C=D 染色后，发

现肺癌细胞经 8# EF G H &’(’ 处理后部分染色质固

缩，在荧光显微镜下，呈现出致密浓染或碎块状浓染，

说明凋亡细胞大量增加! 凋亡率明显高于对照组!
=I6JKJK4 在许多肺癌组织中表达，是迄今发现的作用

最强的凋亡抑制因子［1］! 本研究通过 L5=D564 2M9D 法

检测两组细胞 =I6JKJK4 蛋白表达，结果发现治疗组其

=I6JKJK4 的蛋白表达受到明显抑制，说明 &’(’ 可能

通过抑制 NI6JKJK4 蛋白表达途径促进肺癌细胞凋亡!
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$" 临床资料" 我院自 OAA*?O# G ;##*?O# 收治胰腺炎患者 ;8%
例，其中重症胰腺炎 *;（男 ;O，女 OO）例! 年龄 ;O _ 18（ 平均

%"! 8）岁! 发病至就诊时间 O _ O# V! 患者均有腹痛，多为持续

性剧烈的刀割样疼痛，并向肩部、腰背部放射，同时伴恶心呕

吐、腹胀等胃肠道症状! 其中出现休克患者 OO 例；“2”超见胰

腺肿大，边界不清，回声不均匀，腹水及肠胀气患者 ;" 例；合

并有左侧胸腔积液患者 % 例! *; 例患者的血清淀粉酶均有显

著升高，血性腹水在 O### EH 以上! 在给予禁食、胃肠减压、

抗胆碱药物、抑肽酶、抗生素及激素治疗、抗休克、补充水和电

解质、热量及蛋白质等对症支持治疗外，及时手术，采用胰腺

被膜切开，坏死组织清除，加局部引流，腹腔灌洗，尽可能引出

和稀释含有胰酶的腹腔渗液! 辅以中医清热解毒、扶正祛邪、

攻下等治疗! 治愈 ;; 人，死亡 8 人，死亡率 O)! 8$ !

#" 讨论" 急性重症胰腺炎发病急骤，进展迅速，病情极易恶

化，加上临床症状多变、不典型，容易造成误诊，延误治疗! 因

此明确诊断尤其是早期诊断显得至关重要［O］! 我们对有突发

上腹部疼痛，伴恶心呕吐、腹胀、腹膜刺激症的患者，经检查排

除胃肠道穿孔、绞窄性肠梗阻等其他急腹症外，具备! 血、尿

淀粉酶升高，或有升高又突然降至正常甚至低于正常，病情恶

化或出现休克；" 腹穿抽出血性腹水，腹水中淀粉酶含量较

高；# 病情较重，患者迅速出现难以纠正的休克（ 补足血容量

后休克无明显好转者）；$ 2 超显示胰腺体积增大，质地不均

匀的回声，胰腺内有粗大的强回声，胰腺周围有无回声带，或

(- 见有胰腺增大，密度不均匀，边缘模糊，甚至出现横结肠系

膜处团块影! 两项者就可诊断为急性重症胰腺炎!
急性重症胰腺炎治疗的关键在于迅速有效地阻止胰酶的

释放及活化! 预防休克、感染等并发症的发生! 治疗包括内科

综合治疗，手术治疗及中西医结合治疗［;］! 由于急性重症胰

腺炎的病理过程较为复杂，涉及多个系统和器官，在疾病的转

归过程中常常会有多种并发症出现，有些并发症往往是造成

死亡的直接原因，因此预防和治疗并发症在胰腺炎的治疗中

显得极为重要!
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