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#摘要$

!

目的
!

通过观察茶多酚在体内对人鼻咽癌细胞的抑制作用!探讨其可能的抗癌机制&方法
!

以人鼻咽癌细胞株

ZeYV$

建立裸鼠皮下移植瘤模型!以茶多酚腹腔注射干预!在观察抑瘤率基础上!以实时荧光定量
N4<

及
\>+?>H,ID"?

法分别

检测裸鼠移植瘤
V̂[Q

在
K<Y8

及蛋白水平上的表达变化&结果
!

茶多酚具有显著抑制鼻咽癌细胞
ZeYV$

移植瘤生长的作

用!与模型对照组相比!低$高剂量茶多酚组体内抑瘤率分别为
$/&/1;

$

0-&));

!呈浓度相关性"

!

$

%&%2

#)荧光定量
N4<

及

\>+?>H,ID"?

结果示!茶多酚可下调
V̂[Q

的
K<Y8

和蛋白表达水平!且呈浓度依赖性!其中高剂量组变化明显!差异有统计学

意义"

!

$

%&%2

#&结论
!

茶多酚对人鼻咽癌
ZeYV$

细胞裸鼠移植瘤的生长具有明显抑制作用!机制可能与调节
V̂[Q

表达!从

而抑制肿瘤血管生成等作用有关&

#关键词$
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鼻咽肿瘤)小鼠!裸)茶多酚)血管生成
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%是头颈部常见的恶性

肿瘤#高发于我国湖南*广东和广西等地&

$

'

)

(/;

属于低分化

鳞状细胞癌#因此目前早期鼻咽癌以放射治疗为主#晚期通过

高强度放化疗虽然能够有效控制和杀灭肿瘤细胞#但放化疗在

杀伤肿瘤细胞的同时#也造成增殖活跃的正常组织干细胞的损

伤#引起诸多毒副反应#

2

年生存率只有
0%;

&

1

'

#因此安全有效

的药物治疗是临床迫切需要解决的问题)

研究报道#天然绿茶提取物茶多酚#已被证实有抗癌等药

理作用&

'.0

'

#对正常组织细胞没有毒性&

2

'

#其作用通过抑制基因

表达及相关酶的活性*提高机体免疫功能和诱导细胞凋亡等机

制来实现&

)

'

#目前茶多酚抑制鼻咽癌血管生成方面的研究目前

还较少)肿瘤组织微血管生成是肿瘤转移的前提和基础#因此

抗血管形成治疗是控制肿瘤生长非常有潜力的治疗方法)本

实验旨在研究茶多酚体内抗鼻咽癌作用及其对血管生成的影

响机制)

>
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材料与方法

>&>

!

材料
!

人鼻咽癌细胞株
ZeYV$

!广西医科大学耳鼻喉

实验室培养)动物!

W8RW

"

4

雄性裸鼠
$/

只#

0

!

)

周龄#体质

量$

1%:1

%

@

#广西医科大学动物实验中心饲养#动物质量合格

证号!

X4g]

$桂%

1%%(.%%%1

#饲养于无特定病原体$

+

G

>C#E#C

G

A?B"

@

>,EH>>

#

XNQ

%环境中)

>&?

!

药物及仪器
!

茶多酚!黄褐色粉末#纯度
(/;

#购自上海

源叶生物科技有限公司)

<N79$)0%

培养基$

Z

J

CD",>

公司%#

小牛血清$

[#IC"

公司%#青链霉素双抗溶液$

X"DAHI#"

公司%#胰

蛋白酶$

X"DAHI#"

公司%#

Z<N

标记
[8N5Z

$康成公司%*兔抗

V̂[Q

$

G

H"?>#,?>CB

公司%#

Z<N

标记山羊抗兔
9

@

[

$联科公

司%#逆转录试剂盒$

<"CB>

公司%#

-'%%

型定量
N4<

仪$

8W9

公

司%#

<9N8

裂解液$碧云天公司%#

3H#O"D

$

9,=#?H"

@

>,

公司%#

N4<

%/%0

重庆医学
1%$2

年
$%

月第
00

卷第
1(

期

"

基金项目!广西医疗卫生重点科研课题$重
1%$1%)%

%)

!

作者简介%田梦秋$

$(/%U

%#硕士#主治医生#主要从事耳鼻喉头颈外科的研究)

!

#

!

通讯作者#

3>D

!

$'(--$)2-22

(

V.KA#D

!

FLOB#M>,'

"

$)'&C"K

)



引物$

9,=#?H"

@

>,

公司合成%#

W48

蛋白浓度测量试剂盒$碧云

天公司%#

X5X.

聚丙烯酰胺$双螺旋公司%#

3H#+

$

X#

@

KA

公司%#

V4R

显影液$

3B>HK"

公司%)

>&@

!

方法

>&@&>

!

裸鼠移植瘤模型的建立与给药
!

人鼻咽癌敏感细胞株

ZeYV$

#常规体外培养#处于对数生长期时胰酶消化*离心后#

用无血清的
<N79$)0%

培养基制备单细胞悬液#浓度为
$h

$%

-

"

KR

#裸鼠右前腋皮下接种细胞悬液#每只
%&1KR

$无菌操

作%#接种后每天同一时间观察#造模成功的标准为瘤块触之质

硬且长径大于
2KK

)将造模成功的
$/

只裸鼠随机分为
'

组#

对照组!

%&$KR

"

$%

@

生理盐水(低剂量组!

-&2K

@

"

P

@

茶多酚(

高剂量组!

'%&%K

@

"

P

@

茶多酚#每组
)

只#腹腔注射给药#隔日

$

次#共
-

次)

>&@&?

!

移植瘤生长情况观察
!

隔日测量裸鼠体质量*移植瘤

最长径$

A

%及最短径$

I

%#按照公式
^iAhI

1

"

1

计算移植瘤体

积#绘制生长曲线)末次给药第
1

天用颈椎脱臼法处死裸鼠#

完整解剖出瘤块#称质量#计算抑瘤率$

9<

%#-现代肿瘤治疗药

物学.

&

-

'中抗肿瘤药物有效的标准为抑瘤率大于
'%;

#

9<

$

;

%

i

$

$U

治疗组平均瘤质量"对照组平均瘤质量%

h$%%;

>&@&@

!

<3.N4<

法检测
V̂[QK<Y8

的表达情况
!

根据
3H.

#O"D

法提取
'

组裸鼠瘤组织总
<Y8

)依照逆转录试剂盒说明

书逆转录合成
C5Y8

#

8W9-'%%

系统行荧光定量
N4<

扩增#设

计反应体系为
1%

#

R

)

N4<

反应所用引物序列见表
$

#以

[8N5Z

作为内参照)扩增结束后收集溶解曲线#以确定扩增

产物的特异性)基因表达分析采用
R#=AP

$

1

U

##

4?

%法进行#

1

U

##

4?值表示目的基因
K<Y8

表达的差异倍数#

##

4?

i

实验

组$

4?

目的基因
U4?

[8N5Z

%

U

对照组$

4?

目的基因
U4?

[8N5Z

%#生理盐

水组为对照组)

表
$

!!

实时荧光定量
N4<

的引物序列

引物名称 引物序列$

2l

!

'l

%

引物长度

$

I

G

%

[8N5Z

上游!

[84884333[[4834[3[[8 $''

下游!

83[48[[[83[83[3343[[

V̂[Q

上游!

[3448843343[[[43[3343

下游!

4443434434334433434334 $2$

>&@&F

!

\>+?>H,ID"?

法检测
V̂[Q

蛋白的表达差异
!

给药满

-

次后颈椎脱臼法处死裸鼠#剥离瘤结节#迅速称质量#取部分

瘤组织
<9N8

细胞裂解液提取蛋白#

W48

法测定蛋白浓度)

1%

#

@

蛋白上样#

/; X5X.

聚丙烯酰胺凝胶电泳跑胶分离#转

N̂ 5Q

膜#转膜时间
)%K#,

)

2;

脱脂牛奶室温封闭
1B

#兔抗

V̂[Q

抗体
0m

孵育过夜#洗膜#

Z<N

标记山羊抗兔
9

@

[

抗体

室温标记
1B

#

$h3WX3

充分洗膜后#

V4R

显影液显影#暗盒中

压片)

9KA

@

>S

软件分析
\>+?>H,ID"?

图片条带吸光度#以

[8N5Z

为内参照)

>&F

!

统计学处理
!

实验数据采用
XNXX$)&%

统计软件#多样

本均数比较采用单因素方差分析$

e,>.MA

J

8YYê 8

%#检验

水准
"

i%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

茶多酚对人鼻咽癌细胞
ZeYV$

裸鼠移植瘤生长速度的

影响
!

裸鼠接种人鼻咽癌细胞
ZeYV$

后#于第
-

天
$/

只裸

鼠全部达到造模标准)相对对照组#给药组$高*低剂量组%肿

瘤生长均较慢#其中高剂量组最慢#见图
$

)

图
$

!!

茶多酚对人鼻咽癌
ZeYV$

裸鼠移植瘤生长的影响

?&?

!

茶多酚对荷人鼻咽癌裸鼠移植瘤瘤重的影响
!

本实验结

果示!低剂量组平均抑瘤率为
$/&/1;

#高剂量组为
0-&));

#

表明高剂量组茶多酚能有效抑制人鼻咽癌
ZeYV$

裸鼠皮下

移植瘤生长#并呈浓度相关)而低剂量组抑瘤率为
$/&/1;

#

效果不明显#见表
1

)

表
1

!!

茶多酚对人鼻咽癌
ZeYV$

裸鼠移植的抑瘤率'

*i)

)

组别 瘤质量$

/:=

#

@

% 抑瘤率$

;

%

对照组
$&'$1:%&$'' U

低剂量组
$&%)2:%&%(2 $/&/1

高剂量组
%&)/-:%&%2(

"

0-&))

!!

"

!

!

$

%&%2

#与对照组比较(

U

!表示无数据)

?&@

!

<3.N4<

法检测
V̂[QK<Y8

相对表达量
!

浓度梯度

茶多酚作用裸鼠后#移植瘤内
V̂[QK<Y8

表达水平下调#并

呈浓度相关#低剂量组为
%&-/:%&%2

#高剂量组为
%&'1:

%&$1

)其中高剂量组下调明显#与对照组相比差异有统计学意

义$

!

$

%&%2

%)

?&F

!

\>+?>H,ID"?

法检测
V̂[Q

蛋白表达量
!

浓度梯度茶多

酚作用裸鼠后#移植瘤内
V̂[Q

蛋白表达量下降)高剂量组

蛋白表达量与对照组相比明显下降#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%#见图
1

)

!!

8

!

\>+?>H,ID"?

(

W

!

V̂[Q

蛋白表达分析图)

图
1

!!

茶多酚对人鼻咽癌
ZeYV$

裸鼠移植瘤

V̂[Q

蛋白表达量影响

@

!

讨
!!

论

茶多酚占茶叶干质量的
'%;

左右#特别在绿茶中水平较

多#具有不良反应小*普遍存在*易获取等优势)研究证实茶多

酚能抗肿瘤*抗氧化等多种功能#潜藏巨大的实用价值#可发展

为新型的抗肿瘤治疗药物)我国茶叶原材料丰富#因此茶多酚

的抗肿瘤前景非常可观)

肿瘤的生长和转移依赖于瘤区血管丰富程度)研究发现#

实体瘤生长至
$KK

' 以上如果没有新生血管来提供氧和营

养#肿瘤将停滞于休眠状态#也不发生转移&

/

'

#因而有效抑制血
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管新生#切断肿瘤血供#有望成为肿瘤靶向治疗的一个新途

径&

(

'

)

V̂[Q

是最重要的促血管生长因子之&

$%

'

#在血管生成

过程中起关键性的调节作用&

$$

'

#可由多种肿瘤细胞分泌#是目

前已知的作用最强*特异性最高的血管生长因子#其作用包括

增加血管通透性*促进血管内皮增生*增强内皮细胞抗凋亡和

刺激体外培养的内皮细胞的迁移等#这些作用促进了肿瘤细胞

生长和新生血管的形成&

$1

'

)

本课题组前期研究已证实茶多酚体外能明显抑制鼻咽癌

细胞增殖#且抑制作用呈浓度依赖关系&

$'

'

)本实验中#对照组

裸鼠移植瘤生长迅速#而给药组肿瘤生长缓慢#高浓度组的抑

瘤率为
0-&));

$与对照组比较#

!

$

%&%2

%#提示高浓度茶多酚

具有抑制人鼻咽癌细胞
ZeYV$

荷瘤裸鼠移植瘤生长的作用)

为了进一步明确茶多酚抑制鼻咽癌分子机制#本研究观察茶多

酚对鼻咽癌移植瘤组织
V̂[Q

表 达 的 作 用#荧光定量
N4<

及
\>+?>H,ID"?

法分别观察茶多酚作用后移植瘤
V̂[Q

在

K<Y8

及蛋白水平上的表达变化#结果表明#与对照组比较#

茶多酚可明显下调
V̂[Q

的
K<Y8

和蛋白表达水平#呈浓度

依赖性#其中高剂量组变化明显#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%)由此推断#茶多酚能够抑制鼻咽癌肿瘤生成#可能通过

在转录水平抑制
V̂[QK<Y8

表达#减少
V̂[Q

产物#从而

抑制肿瘤血管生成等作用有关)

综上所述#本实验表明茶多酚对人鼻咽癌
ZeYV$

裸鼠皮

下移植瘤具有显著的生长抑制作用#为茶多酚应用于鼻咽癌的

临床药物治疗提供依据#有望减少鼻咽癌放化疗不良反应#改

善患者生活质量)但这些功能在鼻咽癌的防治上仍未得到证

明#是其今后在抗鼻咽癌研究的方向#由于目前缺乏完整的对

茶多酚的毒理药理学研究#并且对其组成成分没能充分分离提

纯#大大限制了茶多酚研究#这也是今后研究的重点方向)
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