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Abstract :Objective　 Experiment s were carried out to examine the potential of EGCG(epigallocatechin2
gallate) as a multidrug resistance (MDR) reversal agent s. Methods　M TT assay was used to detect cyto2
toxicity of EGCG and vincristine ( VCR) . Int racellular concentration of VCR was detected by high per2
formance liquid chromatograghy( HPLC) . Flow cytometry was used to determine the expression of P2gp .

In a BALB/ C2nu/ nu mouse model ,cells of drug2sensitive KB and KBV200 (MDR) cell lines were inocula2
ted to yield tumors in opposite flanks. EGCG and VCR were injected to the peritoneal of nude mice with

carcinoma xenografts. MDR1 mRNA expression was observed with reverse2t ranscriptase PCR. Results　

Survival of cells incubated with EGCG at 75 mg/ l for 72 h was over 80 %. EGCG at 8 mg/ l almost com2
pletely reversed resistance to VCR in KBV200 cells and produced a 13 . 02fold reversal of MDR. It in2
creased int racellular concentration of VCR in KBV200 cells while not influence that in KB cells. In

KBV200 xenograft model , neither EGCG nor VCR inhibited tumor growth. However , VCR and EGCG

combined inhibited tumor growth by 72 . 8 %. EGCG inhibited MDR1 expression and augmented accumu2
lation of VCR in KBV200 cells. Conclusion　The result s suggest that EGCG is a potent MDR2reversing a2
gent in vit ro and in vivo . The mechanism is probably associated with down2regulating the expression of

MDR1 and P2gp . So that increases the concentrations of anticancer drug in tumor cells.
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摘　要 :目的　研究 EGCG对人多药耐药口腔癌细胞 KBV200 的细胞毒增敏作用及裸鼠移植瘤的抑瘤

作用。方法　M TT法检测药物对细胞的毒性作用 ,流式细胞术分别检测细胞 P糖蛋白的表达 , HPLC

检测细胞内 VCR浓度 ,采用 KB和 KBV200细胞分别种植同一裸鼠左、右腋下 ,观察用药后体重、抑瘤

率的改变。RT2PCR检测瘤组织 mdr1的表达。结果　EGCG在 100mg·L - 1以下剂量对两株肿瘤细胞

的抑制率均小于 10 % ,EGCG与 VCR联合应用可明显提高 VCR的细胞毒作用 ; EGCG联合 VCR作用

后 KBV200细胞内 VCR浓度升高 ,P糖蛋白的表达下降 ; EGCG可增加 VCR对 KBV200 的抑瘤作用 ,

可降低瘤组织 MDR1的表达量。结论　EGCG可增强 VCR对多药耐药肿瘤细胞 KBV200 的细胞毒作

用 ,机制可能与降低 MDR12mRNA、P2gp表达 ,提高细胞内药物浓度有关。
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0　引言

口腔癌在世界范围内高发 ,居头颈部肿瘤第二

位 ,是十大最低患者生存率肿瘤之一 ,原发多药耐药

(Multidrug resistance ,MDR)及继发 MDR 较为严

重 ,常见机制是 MDRl、L RP (L ungresistance related

protein ,L RP) 、MRP1 (Multidrug2resistance related

protein ,MRP)表达升高 ,导致相应胞膜或核膜蛋白

表达增高[ 1 ]。如何解决以鳞癌、肝癌等为代表的实

体瘤 MDR 问题是当前抗肿瘤研究的热点。目前

MDR逆转剂多数为 P糖蛋白 ( P2gp)功能抑制剂 ,

如维拉帕米 (Verapamil ,VRP ,Ver) ,临床上的 V RP

最大耐受浓度为 2μmol/ L ,这一浓度在体外组织培

养中不能逆转 MDR ,限制了临床的使用。到目前

为止 ,二、三代多药耐药逆转剂 ( Reuersalagent s ,

RRA)尚未成功应用于临床。因此在天然药物中寻

找高效、低毒 RRA或改造已知 RRA 的化学结构以

降低其毒性是主要研究方向。国内外研究绿茶提取
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物 ,特别是 EGCG的抗肿瘤和逆转MDR作用 ,研究

集中于逆转机制与 MDR1或 MRP1的关系 ,部分结

果表明 EGCG可通过抑止 P2gp 功能发挥逆转作

用 ,而部分资料显示其逆转作用独立于 P2gp 和

MRP2 ,体内实验较缺乏 ;我们前期已证实 EGCG在

体外可逆转人 MDR 肝癌细胞 B EL27404/ ADR 的

MDR 作用[ 2 ]。本研究探讨 EGCG 体内逆转

KBV200的 MDR作用 ,为进一步发现新的多药耐

药逆转剂和可能的作用靶点提供实验依据。

1　材料和方法

1 . 1　细胞与动物

人口腔表皮样癌细胞株 KB和 KBV200由北京

大学临床肿瘤学院许佐良教授惠赠。BALB/ C2nu/

nu裸小鼠 (4～5 周) ,体重 (15 ±2) g ,雌雄各半 ,购

自上海斯莱克实验动物公司 ,饲养于 SPF条件下。

1 . 2　药物及试剂

盐酸长春新碱 ( VCR)购于上海华联制药有限

公司 ; EGCG按专利 CN1060488A 分离得 ; M T T

购自 Sigma ,RPMI21640、新生牛血清购自 GIBCO2
BRL ;抗 P2gp2PE 抗体 : Becton Dickinson ;小量组

织总 RNA 快速抽提纯化试剂盒购自北京华舜 ;

First st rand cDNA synthesis kit、MassRuler TM DNA

Ladder购自 MBI。

1 . 3　方法

1 . 3 . 1 　细胞培养　用含 10 %新生牛血清的 RPMI2
1640培养液于 37℃、饱和湿度、5 % CO2环境中培

养 KBV200培养液中含有 200nmol/ L VCR以维持

耐药性 ,用0 . 25 %胰蛋白酶联合0 . 02 % ED TA 消化

传代。

1 . 3 . 2 　耐药倍数测定 (M T T法) [ 2 ] 　对数生长期

细胞 ,制成 (2～5 ) ×105 / ml 悬液 ,每孔 100μl 接种

于 96孔板 ,加入相应浓度的含药培养液 ,参照文献

[2 ] ,用酶联免疫检测仪检测波长 570nm 处的吸光

度。细胞存活率 = (实验组吸光度值/对照组吸光度

值) ×100 %。由细胞存活率与药物浓度作图 ,求出

I C50值。逆转倍数 =逆转前耐药细胞 I C50 /逆转后

耐药细胞 I C50。M T T试验在不同日重复 3次。

1 . 3 . 3 　高效液相色谱 ( H PL C)检测细胞对 VCR的

转运

1 . 3 . 3 . 1 　细胞对 VCR 的被动转运 　用含 15mM

叠氮化钠、10mM 脱氧葡萄糖和 10 % NBS的 PBS

(p H 7 . 4 ) 处理细胞 15min ,换用含 1 . 91mg/ L的

VCR、或又含 EGCG 8mg/ L 的上述培养液孵育 2h ,

冷 PBS洗涤 3次 ,用0 . 5ml冷三蒸水 , - 20 ℃反复冻

融 3次 ,取上清做 HPL C分析。色谱条件及数据处

理等详见文献[3 ]。

1 . 3 . 3 . 2 　细胞对 VCR的摄入和外排　参照文献

[4 ] ,细胞接种于 24 孔培养板 ,待长满孔板 ,用含

10mM葡萄糖和 10 % NBS的 PBS培养 1h ,换为相

应培养液 2h ,冷 PBS 洗涤 3 次 , 同样方法检测

VCR浓度 ;单层细胞用 8mg/ L EGCG的培养液处

理 1h ,换用相应含 VCR培养液处理 2h , PBS洗涤

1遍 ,换为不含 VCR ,只含 EGCG的培养液 ,培养至

指定时间 ,收获细胞 ,同样方法检测 VCR含量。

1 . 3 . 4　流式细胞仪检测 P2gp 表达　按分组给药消

化各组细胞 ,制备 1×106 / ml浓度的细胞悬液 ,取 5μl

抗 P2gp2PE加入 50μl细胞悬液中 ,充分混匀 ,室温避

光孵育 30min后 ,PBS洗涤 ,加入0 . 5ml 1 %多聚甲醛

混匀 ,上机检测 488nm激发波长下的荧光强度。

1 . 3 . 5　裸小鼠异种移植瘤动物模型的建立[ 5 ] 　24

只裸小鼠 ,取对数生长期 KB、KBV200 细胞制成 5

×107 / ml ,各取0 . 2ml分别接种于裸小鼠左、右侧腋

窝皮下 ,第 4天见皮下肿瘤生长 ,两株细胞出瘤率均

100 %。分组 :雌雄各半 ,随机分组 :对照组、VCR

组、EGCG组、EGCG联合 VCR组 (V E组) ,两种移

植瘤分别用 KB2(对照组、VCR 组、EGCG组、V E

组) , KBV2(对照组、VCR 组、EGCG组、V E 组)代

表 ,于接种后第 8 天 , KB肿瘤体积平均为 (0 . 159 ±

0 . 058) cm3 , KBV200 肿瘤体积平均为 ( 0 . 125 ±

0 . 056) cm3 ,开始用药。EGCG 20mg·kg - 1 ,一日一

次 ; VCR 0 . 46mg·kg - 1 ,四日一次 ,均腹腔注射。

每隔一天测量肿瘤最长径 (L)和其垂直径长 (D) ,按

下式计算肿瘤体积 (V ) :V =π/ 6·LD2 ,观察至给药

14天结束。颈椎脱臼致死 ,取瘤组织 ,称瘤重 ,计算

抑瘤率 ,抑瘤率 ( IR) = (1 - 实验组平均瘤重/ 对照

组平均瘤重) ×100 %。

1 . 3 . 6 　R T2PCR检测多药耐药基因的表达 　提取

瘤组织总 RNA ,逆转录为 cDNA ,取 1μl cDNA ,按

说明建立 20μl 的体系 , PCR 扩增引物及条件 :

MDR1 参照文献 [ 2 ] , L RP 及 MRP 1 参考文献

[6 ] ,产物长度分别为 157bp ,285bp ,256bp ;β2actin

上游引物 AA G CA G GA G TA T GAC GA G GA T

CCG ,β2actin下游引物 GCC T TC A TA CA T CTC

AA G T T G G ,产物 559bp。产物于 2 %琼脂糖凝胶

电泳 ,凝胶成像系统扫描成像 ,Quantity one软件分

析产物光密度值 ,用目的基因与β2actin的比值表示

相应基因的表达水平。

1 . 3 . 7　统计学分析　数据以 �x±s表示 ,用 SPSS11 . 5

进行 Student t检验或析因设计方差分析。

2　结果

2 . 1　EGCG对肿瘤细胞增殖的影响
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　　药物作用后细胞存活率见表 1 ,作用 72h KBV200

的 IC50为(1. 91±0. 07) mg/ L ,KB的 IC50为0. 036mg/ L ,

KBV200的耐药倍数为 53倍。30mg/ L 的 EGCG联合

0. 14mg/ L 的 VCR 处理后 ,检测 KBV200 的 IC50为

(0. 14±0. 03) mg/ L ;而0. 3mg/ L的维拉帕米联合不同

浓度 VCR 处 理 后 , KBV200 的 IC50 为 (0. 45 ±

0. 06) mg/ L ,逆转倍数分别为13. 0倍和4. 3倍 ,两者相比

有统计学意义( P < 0. 01)。
表 1　EGCG和 VCR对两种

肿瘤细胞的细胞毒性作用( �x±s , n = 9)

EGCG
(mg/ L)

surviving rate ( %)

KB KBV200

VCR
(mg/ L)

surviving rate ( %)

KB KBV200

75 83 . 5±7 . 1 85 . 4±4 . 2 0 . 024 62 . 4±14 . 3 90 . 4±15 . 8
150 71 . 7±6 . 2 77 . 2±3 . 9 0 . 072 37 . 1±8 . 5 87 . 6±11 . 3
285 57 . 6±4 . 3 62 . 7±8 . 4 0 . 12 24 . 5±9 . 8 82 . 2±18 . 3
560 35 . 3±2 . 8 43 . 5±5 . 4 0 . 36 20 . 3±7 . 7 75 . 8±11 . 4

1 . 25 11 . 5±4 . 3 66 . 4±10 . 5
2 . 24 2 . 9±0 . 7 28 . 4±6 . 3

2 . 2　EGCG对 KB和 KBV200细胞以及对 VCR转

运的影响

在含叠氮钠的培养条件下 , VCR 在 KB 和

KBV200细胞内的浓度分别为 (25 . 4 ±2 . 1) ng和

(25 . 3 ±1 . 7) ng ,无显著差异 ( P > 0 . 05) , EGCG对

VCR在细胞内的浓度没有影响 ( P > 0 . 05) ,见图 1 ;

在能量供应的条件下 ,无 EGCG时 VCR 在 KB 细

胞内浓度 (22 . 4 ±1 . 9) ng是 KBV200 (6 . 9 ±1 . 4) ng

的 3 . 3 倍 ( P < 0 . 01 ) , EGCG 处 理 后 , VCR

浓度是原来的3 . 2倍 ,接近 KB细胞内水平 ( P >

0 . 05) , EGCG对 KB 细胞内的 VCR 浓度 (21 . 8 ±

2 . 4) ng没有影响 ,见图 2 ;撤去 VCR 培养 2h ,发现

未用 EGCG处理时 KBV200细胞内 VCR浓度明显

降低 ,远低于同期的 KB 细胞 ,60min 时 ,8mg/ L 的

EGCG显著抑制 KBV200细胞内 VCR的外排 ( P <

0 . 01) ,但对 KB 细胞没有影响 ( P > 0 . 05) ,见图 3。

2 . 3　EGCG对肿瘤细胞 P2gp 表达的影响　EGCG

处理后的 KBV200 P2gp 表达下降 ,比单用 VCR时

P2gp 表达水平低 ( P < 0 . 01) , EGCG对 KB细胞 P2
gp 表达水平无明显作用 ( P > 0 . 05) ,见表 2。

表 2　EGCG对 KB和 KBV200

细胞膜 P2gp表达的影响( �x±s , n = 5)

agent s (mg/ L)
KB

Cont rol/ P2gp ( %)
KBV200

Cont rol/ P2gp ( %)

VCR(0 . 036) 95 . 1±9 . 8
VCR(0 . 036) + EGCG(8) 113 . 4±10 . 2
VCR(0 . 14) 97 . 2±10 . 4

VCR(0 . 14) + EGCG(8) 311 . 0±37 . 6 3

　　3 P < 0 . 01

2 . 4　EGCG对裸鼠体重及抑瘤率的影响 　EGCG

对裸鼠的体重没有影响 ( P > 0 . 05) , KB2对照组移植
瘤生长速度稍快于 KBV2002对照组 ,从专业角度考

虑 KB2EGCG 组抑瘤率 - 5 . 8 % , KBV2EGCG 组

9 . 5 %无明显抑瘤和促瘤生长作用 , EGCG 联合

VCR处理后可增强 VCR 对 KBV200 移植瘤的抑

瘤作用 ( P < 0 . 01) ;达到 VCR对 KB移植瘤的抑瘤

作用 70 . 0 % ,而对 KB 移植瘤无明显影响 ( P >

0 . 05) ,见表 3 ,图 4、5。

图 1　EGCG对 KB和 KBV200细胞以及对 VCR被动转运的影响

图 2　VCR在 KB和 KBV200细胞内的积累( �x±s)

图 3　EGCG对 VCR的外排的影响

图 4　KB裸鼠移植瘤生长曲线　图 5　KBV200裸鼠移植瘤生长曲线

图 6　RT2PCR法检测 KBV200裸鼠移植

　瘤三种耐药基因 mRNA的电泳图谱
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表 3　EGCG对 KBV200及 KB裸鼠移植瘤的抑瘤作用及几种耐药基因的影响( �x±s , n = 6)

Group B·W(g) T·W(g) IR( %) MDR1 ( %) L RP( %) MRP1 ( %)

KB2control 18 . 9±0 . 9 1 . 37±0 . 54

KB2VCR 14 . 2±2 . 4 3 3 0 . 41±0 . 35 3 3 70 . 0

KB2EGCG 17 . 7±1 . 0 1 . 45±0 . 44 - 5 . 8

KB2V E 14 . 5±1 . 5 0 . 22±0 . 06 84 . 0

KBV2control 0 . 99±0 . 30 99 . 3±32 . 9 139 . 2±42 . 7 69 . 4±16 . 4

KBV2VCR 0 . 82±0 . 21 3 3 17 . 6 104 . 0±29 . 4 138 . 3±35 . 6 78 . 2±17 . 0

KBV2EGCG 0 . 90±0 . 19 3 3 9 . 5 35 . 0±13 . 0 3 3 58 . 3±18 . 1 3 3 66 . 2±20 . 3

KBV2V E 0 . 27±0 . 10 3 72 . 8 37 . 2±11 . 3 75 . 4±21 . 2 82 . 3 16 . 9

　　注 : 3 P < 0 . 05 , 3 3 P < 0 . 01 , V E组处有显著差异代表两种药物有相互作用。

2 . 5　EGCG对几种多药耐药基因表达的影响 　

MDR1 mRNA在对照组 ,VCR组有较高水平表达 ,

EGCG可降低 MDR1 的表达量 ( P < 0 . 01 ) 。L RP

mRNA 在对照组、VCR 组亦有较高水平表达。

EGCG可降低 L RP 的表达量 ( P < 0 . 01 ) 。MRP1

在各组表达无显著性差异 ( P > 0 . 05) ,见表 2 ,图 6。

3　讨论

本次发现 EGCG体内外可耐受剂量可以逆转

KBV200细胞对 VCR的耐药性 ,增敏 VCR的细胞

毒作用 ,其抑瘤作用接近 KB 移植瘤。而 EGCG在

体外对多种肿瘤的耐药逆转作用机制众说不一 ,如

有说可通过抑制 P2gp 功能逆转 MDR 细胞株 CH

( R) C5、Caco22 的耐药性[ 7 ] ,有提出 EGCG对 KB2
A21的 MDR的逆转效果可能与下调阿霉素诱导的

细胞内活性氧簇的浓度有关[ 8 ] ,更有研究说绿茶提

取物 (含 EGCG) 0 . 01mg/ ml不影响 L S2180 细胞 P2
gp 和 MRP2 的 mRNA 的表达 ,也没有证实 EGCG

可影响 MRP2 的活性[ 9 ]。本实验应用叠氮钠阻滞

细胞能量代谢后 ,药物进出细胞表现为被动转运 ,

EGCG对 KBV200 细胞内 VCR 浓度没有影响 ;没

有叠氮钠的情况下 , KBV200 细胞内 VCR 浓度低

于 KB细胞 ,EGCG作用后接近 KB细胞水平 ;除去

培养液中的 VCR后 , EGCG作用的 KBV200 细胞

也表现出“蓄积”现象 ,提示 EGCG是抑制 P2gp 对

药物的泵出而发挥逆转作用。实验也显示 EGCG

在体内可降低 MDR1 mRNA 的表达 ,从而进一步

降低 P2gp 的表达。综上可知 , EGCG在体内外均

可逆转 KBV200 的 MDR 作用 ,机制可能是降低

MDR1的表达并影响 P2gp 的功能 ,从而提高细胞内

VCR浓度。另外 R T2PCR结果发现 , EGCG也降

低了 L RP 在基因水平的表达 ,对 MRP1 则没有表

现出明显的作用 ,而 L RP在药物进出细胞核时发挥

一定作用 ,至于其逆转作用是否存在其他作用靶点

和机制 ,有待进一步探讨。
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