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EGCG对人结肠癌 HT-29细胞凋亡的影响以及对MMP-2，RECK的
调节作用 *

蒋莎莉 1,2 罗招阳 2 曹慧秋 1 胡玉林 1 吴海燕 1
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摘要目的：观察表没食子儿茶素没食子酸酯（Epigallaocatechin-3-gallate, EGCG）对人结肠癌 HT-29细胞增殖和凋亡的影响，并探
讨其对MMP-2，RECK的调节作用。方法：体外培养人结肠癌 HT-29细胞，MTT比色法检测 EGCG对 HT-29细胞的生长抑制作
用；Histone/DNA ELISA检测细胞凋亡；FITC标记 Annexin-V/PI双染流式细胞术分析凋亡细胞百分率；Western Blot和 RT-PCR
方法检测 EGCG对MMP-2，RECK蛋白和 mRNA表达的影响。结果：EGCG呈浓度和时间依赖性抑制 HT-29细胞的增殖，并且
增加 HT-29细胞 Histone/DNA碎片的渗漏；EGCG诱导 HT-29细胞凋亡百分率增高；EGCG抑制MMP-2蛋白和 mRNA的表达，
促进 RECK蛋白和 mRNA的表达。结论：EGCG抑制人结肠癌 HT-29细胞的增殖，促进其凋亡，并且呈浓度和时间依赖性；其作
用机制可能与其下调MMP-2蛋白和 mRNA的表达、上调 RECK蛋白和 mRNA的表达有关。
关键词：结肠癌；表没食子儿茶素没食子酸酯；凋亡
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ABSTRACT Objective: To investigate the effects of green tea extract epigallocatechin-3-gallate (EGCG) on proliferation and
apoptosis of human colon cancer cell line HT-29, explore it's regulation of MMP-2, RECK. Methods: HT-29 cells were cultured in vitro.
MTT assay was used to test the inhibitory effects of EGCG on proliferation in HT-29 cells. Histone/DNA fragments in medium were
determined using ELISA assay. Flow cytometry with FITC labeled annexin V staining was used to determine the percentage of apoptotic
cells. Western Blotting was used to analyze the expression of MMP-2 and RECK. And the mRNA expression was detected by RT-PCR.
Results: MTT assay has shown that EGCG inhibited HT-29 cells and exhibited a dose-time-dependent modal, and increased leakage of
the histone/DNA fragments in HT-29 cells. EGCG significantly induced increase of the percentage of apoptotic cells, down-regulated the
expression of MMP-2 protein and mRNA levels, and up-regulated the expression of RECK protein and mRNA levels. Conclusion: EGCG
inhibits proliferation and promotes apoptosis of HT-29 cells in a concentration dependent manner, and the mechanism is associated with
downregulation of MMP-2 and upregulation of RECK in protein and mRNA levels.
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前言

结肠癌是常见的恶性肿瘤之一，其发病率居恶性肿瘤的第

5位。近来其发病率有上升的趋势。虽然现在对结肠癌的研究
已取得很大进展，但始终不能改变其发病率高、病死率高的现
状。目前，饮食中的化学防癌物成为人们的研究热点，因为有些
植物的化学成分能阻止人体内致癌物的形成，比如绿茶中的表

没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate，EGCG)，是
茶多酚中含量最高、活性最强的单体[1]，具有抑制肿瘤细胞生

长，诱导肿瘤细胞凋亡的活性[2]。

RECK基因在多种正常人体组织中均表达，是新发现的一
种基质金属蛋白酶（matrix metallo proteinases, MMPs）抑制剂，
是由 Takahashi[3]等在转染 v-Ki-ras的细胞株 NIH-3T3 中分离
出来的一种转录抑制基因。而基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）是
引起细胞外基质(ECM)降解的最重要的酶类之一，参与炎症、
组织纤维化、新血管形成和肿瘤的侵袭转移等过程[4-7]。
最新研究表明，EGCG能显著抑制结肠癌细胞转移和侵袭

[8]，MMP-2表达降低也能减弱 LOVO结肠癌细胞的侵袭活性
[9]。为了进一步证实其中的联系，本研究拟采用不同剂量的
EGCG处理人结肠癌 HT-29细胞不同时间，观察其增殖和凋亡
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的变化，同时检测 RECK和MMP-2mRNA和蛋白表达水平的
改变，来进一步探讨其机制。

1 材料和方法

1.1 材料
人结肠腺癌细胞株 HT-29，购于武汉大学中国典型培养物

保藏中心；EGCG，美国 Sigma 公司；RPMI-1640 培养基，美国
GIBCO公司；小牛血清，杭州四季青生物工程公司；MTT，美国
Sigma公司；胰蛋白酶，美国 Amresco公司；DMSO，美国 Sigma
公司；BCA蛋白定量试剂盒，美国 Pierce公司；总 RNA提取试
剂盒（TRzol法）(Catalog Number:RP2401），北京百泰克生物技
术有限公司；RT试剂盒(Catalog Number:K1621），美国 MBI公
司；PCR试剂盒(Catalog Number: KT201），天根生化科技有限
公司；FITC标记 Annexin V/PI试剂盒，江苏碧云天生物公司；
β-actin单克隆抗体，RECK和MMP-2单克隆抗体，辣根过氧
化物酶标记的兔抗鼠 IgG，Santa Cruze公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 HT-29细胞用含体积分数为 10%小牛血清的
RPMI-1640培养液培养于 37℃，含体积分数为 5%CO2，恒湿培

养箱中培养。细胞呈单层生长，铺满培养瓶后传代。
1.2.2 MTT法检测细胞的增殖 取对数生长期细胞，常规胰酶
消化制成单细胞悬液，接种于 96孔平底培养板；培养 24h后，
无血清培养基同步化 24 小时，加入处理因素（EGCG，
10μg/mL、20μg/mL、40μg/mL、60μg/mL），每组取 6个复孔，分
别培养 12h，24h，48h；取出培养板，每孔加入 20μL的 5mg/mL
的MTT溶液，继续培养 4h；轻轻吸去全部的上清液，每孔加入
200?L的 DMSO，振荡摇匀，使结晶充分溶解。置酶联免疫仪上
测各孔吸光度（A值），检测波长 570nm；计算细胞生长抑制率，
生长抑制率 =（1-实验组 A570值 /对照组 A570值）×100%。
1.2.3 ELISA检测细胞凋亡 将同步化 24小时的 HT-29细胞用
10 μg/mL、20 μg/mL、40 μg/mL、60 μg/mL EGCG 分 别 培 养
12h，24h，48h后，按细胞凋亡 ELISA检测试剂盒的说明提取细
胞质组蛋白 /DNA片段，加入组蛋白抗体包被的酶标板与之免
疫杂交 1 h，清洗去除未杂交的溶液后加入辣根过氧化物酶偶
联的 DNA抗体与之结合 1 h，清洗去除未结合的溶液后加入过
氧化物酶底物溶液反应 30 min，加入 1 mol/L H2SO4中止反应，

酶标仪 405 nm测吸光度。
1.2.4 FITC标记 Annexin-V/PI双染流式细胞术分析 取对数生
长期 HT-29细胞，同步化 24小时的 HT-29细胞用 10μg/mL、
20μg/mL、40μg/mL、60μg/mL EGCG 分别培养 12h，24h，48h
后，取适量 Annexin V-FITC结合液（4X），用双蒸水稀释至 1X。
细胞培养液吸出至离心管内，PBS 洗涤贴壁细胞一次，用
0.25%胰酶消化细胞后，加入回收的细胞培养液，稍混匀，转移
到离心管内，1000g离心 5分钟，弃上清，收集细胞，用 PBS轻
轻重悬细胞并计数。取 10万重悬的细胞，1000r离心 5分钟，弃
上清，加入 195μL Annexin V-FITC结合液（1X）轻轻重悬细胞。
加入 5μL Annexin V-FITC，轻轻混匀。室温（20-25℃），避光孵
育 10分钟。1000g离心 5分钟，弃上清，加入 190μL Annexin
V-FITC结合液（1X）轻轻重悬细胞。加入 10μL碘化丙啶染色
液，轻轻混匀，冰浴避光放置。随即进行流式细胞仪检测细胞凋

亡率。
1.2.5 Western blot检测蛋白表达 提取细胞总蛋白，定量，按比
例加入上样缓冲液，混匀，100℃煮 5 min，8% SDS-PAGE电泳
后，电转移至 PVDF膜上，5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，加入一
抗，4℃孵育过夜，TBST洗涤 3次，每次 10 min。加入二抗，37
℃孵育 45 min，TBST洗涤 3次，每次 15 min，在暗室中压片，
然后显影、定影。
1.2.6 RT-PCR检测 mRNA表达 分别提取总 RNA，定量后进
行逆转录聚合酶链反应，以 β-actin为内参，上游引物序列为
5'-CATCCTGCGTCTGGACCT-3'， 上 游 引 物 序 列 为 5'-
CAGGAGGAGCAATGATCTTG-3'，扩增长度为 480bp，其 PCR
条件：94℃预变性 5 min，然后 94℃变性 30 s、58℃退火 30 s、
72℃延伸 40 s，30个循环后再 72℃终末延伸 5 min；MMP-2的
上游引物序列 5'- AGATCTTCTTCTTCAAGGACCGGT-3'，下
游引物序列为 5'- GGCTGG TCAGTGGCTTGGGGTA-3'，扩增
长度为 225bp，PCR条件：94℃预变性 3 min，94℃变性 30s、48
℃退火 30s、72℃延伸 1 min，30 个循环后再 72℃延伸 5 min；
RECK的上游引物序列 5'- TAACCAAATGTGCCGTGATG-3'，
下游引物序列为 5'-TCCAAGGCAATAGCCAGTTC -3'，扩增长
度为 207bp，PCR条件：94℃预变性 5 min，94℃变性 45s、50℃
退火 45s、72℃延伸 50S，25 个循环后再 72℃延伸 10 min；取
5μL PCR产物，2%琼脂糖凝胶电泳分析。
1.2.7 统计学处理 所有的数据均用 x±s表，采用 T-test法进
行分析，确定 P<0.05为有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT法检测 EGCG对 HT-29细胞增殖的影响
不同浓度 EGCG作用不同时间后，MTT分析结果见表 1。

随着 EGCG作用的浓度增加和时间延长，HT-29细胞增殖抑制
率增高，提示 EGCG可抑制 HT-29细胞增殖，并呈现出一定的
时效量效关系，见表 1和图 1。
2.2 ELISA法检测细胞凋亡

ELISA检测细胞凋亡，如图 2所示，相对于 control 组，
EGCG在 24小时之后对 HT-29细胞具有明显的促凋亡作用，
20μg/mL、40μg/mL、60μg/mL的 EGCG作用于 HT-29细胞，在
24 小时凋亡率分别增加 21.64%（1.64 0.10 vs 1.34 0.08）、
32.84%（1.78 0.09 vs 1.34 0.08）、42.54%（1.91 0.11 vs 1.34
0.08），48 小时分别增加了 23.53%（1.89 0.12 vs 1.53 0.07）、
44.44%（2.21 0.11 vs 1.53 0.07）、62.09%（2.48 0.10 vs 1.53
0.07），而 10μg/mL的 EGCG与 control组相比，不具有统计学
差异（P>0.05）。实验结果提示 EGCG促进 HT-29细胞凋亡，并
且具有浓度和时间依赖性。
用 FITC 标记的 Annexin-V/PI 双染流式细胞术可反映

HT-29细胞凋亡状况，不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）作
用 12-48小时后，HT-29细胞呈现不同程度的凋亡，凋亡率见
表 2。Annexin-V/PI双染色可看出细胞的死亡状况，图 2左下象
限中为正常细胞，左上象限为坏死细胞，右下象限为 G0/G1期
凋亡细胞，右上象限为 G2/M期凋亡细胞。不同浓度 EGCG作
用 48小时后 HT-29细胞的凋亡率见图 3。
2.3 EGCG对 HT-29细胞中MMP-2表达的影响
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图 3 不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）作用 48小时后HT-29细胞凋亡率
Fig 3. Apoptotic rate of HT-29 after exposure to EGCG(10、20、40、60μg/mL) for 48h

图 1不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）作用 12h,24h,48h后，HT-29

细胞增殖抑制率

Fig 1 Inhibitory rate of HT-29 after exposure to EGCG(10,20,40,60μg/mL)

for 12h, 24h and 48 hours (n=6)

图 2 ELISA法检测不同浓度 EGCG（10,20,40,60μg/mL）作用
12h,24h,48h后，细胞培养液组蛋白 /DNA碎片（* P<0.05 vs control）
Fig. 2 Histone-associated DNA fragmentation was assessed by cell death

enzyme-linked immunosorbent assay in HT-29 cells with treating with

10μg/mL, 20μg/mL, 40μg/mL, 60μg/mL of EGCG at 12h, 24h and 48h.

*P<0.05 compared with the control.

* P<0.05 compared with control

表 1. EGCG对 HT-29细胞增殖的影响（n=6）
Tab 1. Effect of EGCG on proliferation of HT-29 cells

Treatment factors 12h（X±S） 24h（X±S） 48h（X±S）

Control 1.168±0.14 1.099±0.14 1.107±0.15

PBS 1.155±0.15 1.101±0.09 1.113±0.09

10μg/mL 1.142±0.16 0.998±0.19 0.946±0.09

20μg/mL 1.059±0.08 0.875±0.08 0.702±0.07

40μg/mL 0.963±0.11 0.747±0.12* 0.601±0.09*

60μg/mL 0.741±0.13* 0.563±0.07* 0.406±0.08*

2.3.1 EGCG对 HT-29细胞中 MMP-2蛋白表达的影响 West-
ern Blot检测不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）作用 HT-29

细胞 24小时后，MMP-2蛋白表达的变化（见图 4），20μg/mL、
40μg/mL、60μg/mL的 EGCG均减少MMP-2蛋白的表达量，分

表 2不同浓度 EGCG（10,20,40,60μg/mL）作用 12-48小时后 HT-29细胞凋亡率
Tab 2. Apoptotic rate of HT-29 after exposure to EGCG(10,20,40,60μg/mL) for 12-48 hours (n=3)

12h(%) 24h(%) 48h(%)

10μg/mL 1.55±0.63 8.45±1.95 14.36±3.98

20μg/mL 7.99±0.84 18.24±3.84 35.57±5.43

40μg/mL 14.68±3.04 28.77±6.88 45.21±7.13

60μg/mL 32.18±6.42 46.52±7.95 62.37±9.4
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别降低了 9.79%（0.682 0.08 vs 0.756 0.04）、21.83%（0.591 0.07
vs 0.756 0.04）、42.86%（0.432 0.04 vs 0.756 0.04），而 10μg/mL
EGCG处理组与对照组间无统计学差异。实验结果表明 EGCG
降低MMP-2蛋白的表达。
2.3.2 EGCG 对 HT-29 细胞中 MMP-2 mRNA 表达的影响
RT-PCR结果显示（如图 5）：与 control组相比，10μg/mL EGCG

处理组 MMP-2 mRNA的表达量无显著性变化，20μg/mL、40
μg/mL、60μg/mL的 EGCG 均减少 MMP-2 mRNA 的表达量，
分别降低了 10.36%（0.701 0.05 vs 0.782 0.06）、21.74%（0.612
0.07 vs 0.782 0.06）、42.33%（0.451 0.04 vs 0.782 0.06），实验结
果表明 EGCG降低MMP-2 mRNA的表达。

图 4 Western Blotting检测不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）处理
HT-29细胞后MMP-2蛋白表达（* P<0.05 vs control）

Fig. 4 Detection of MMP-2 protein expression by Western Blotting after

EGCG treating with HT-29 cells at different concentrations (10、20、40、
60μg/mL) (* P<0.05 vs control)

图 5 RT-PCR检测不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）处理 HT-29

细胞后MMP-2 mRNA表达水平（* P<0.05 vs control）
Fig. 5 Detection of MMP-2 mRNA expression by RT-PCR after EGCG

treating with HT-29 cells at different concentrations(10、20、40、60μg/mL)

(* P<0.05 vs control)

2.4 EGCG对 HT-29细胞中 RECK表达的影响
2.4.1 EGCG对 HT-29细胞中 RECK蛋白表达的影响 Western
Blot 结果显示（如图 6）：与 control 组相比，10μg/mL 和
20μg/mL EGCG 处理组 RECK 蛋白表达量无显著性变化，而
40μg/mL和 60μg/mL的 EGCG均增加 RECK蛋白的表达量，
分别增加了 14.42%（0.714 0.05 vs 0.624 0.07）、23.88%（0.773
0.07 vs 0.624 0.07），实验结果表明 EGCG能够增加 RECK蛋
白的表达。

2.4.2 EGCG 对 HT-29 细胞中 RECK mRNA 表达的影响
RT-PCR检测不同浓度 EGCG（10μg/mL、20μg/mL、40μg/mL、
60μg/mL）作用 HT-29细胞 24小时后，RECK mRNA表达的变
化（见图 7），40μg/mL 和 60μg/mLEGCG 处理组增加 RECK
mRNA 的表达量，分别增加了 13.02%（0.729 0.08 vs 0.645
0.05）、22.33%（0.789 0.07 vs 0.645 0.05），而 10?g/mL 和 20?
g/mL EGCG处理组与对照组间无统计学差异。实验结果表明
EGCG能够增加 RECK mRNA的表达。

图 6 Western Blotting检测不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）处理
HT-29细胞后 RECK蛋白表达（* P<0.05 vs control）

Fig. 6 Detection of RECK protein expression by Western Blotting after

EGCG treating with HT-29 cells at different concentrations (10、20、40、
60μg/mL) (* P<0.05 vs control)

图 7 RT-PCR检测不同浓度 EGCG（10、20、40、60μg/mL）处理 HT-29

细胞后 RECKmRNA表达情况（* P<0.05 vs control）
Fig. 7 Detection of RECK mRNA expression by RT-PCR after EGCG

treating with HT-29 cells at different concentrations (10、20、40、60μg/mL)

(* P<0.05 vs control)
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3讨论

大量研究表明，EGCG对乳腺癌[10]、卵巢癌[11]、头颈癌[12]、前
列腺癌[13]、肺癌[14]等多种肿瘤有抑制作用。本研究的发现之一是
EGCG可以抑制结肠癌 HT-29细胞增殖并诱导其凋亡。本研究
用不同浓度 （10μg/mL、20μg/mL、40μg/mL 和 60μg/mL）的
EGCG 分别处理 HT-29 细胞 12h、24h、48h 和96h 后，发现
HT-29细胞发生增殖抑制，并呈剂量浓度依赖性。同时 ELISA
染色和流式细胞术检验发现，EGCG也能诱导 HT-29细胞停滞
于 G0/G1期，其凋亡率也随着 EGCG浓度增加而增加。

RECK基因在多种正常人体组织中均表达，而在肿瘤组织
中表达下降甚至不表达，其表达可抑制肿瘤的侵袭转移能力
[15]。根据 RECK基因在多种恶性肿瘤组织中的表达缺失或低表
达，以及其表达水平与肿瘤转移侵袭能力成反比的特性，可将

其作为判断患者预后新的分子标志物 [16]。我们的研究结果显
示，在EGCG诱导 HT-29细胞凋亡的过程中，RECK的 mRNA
和蛋白表达均上调，可推测 RECK表达上调可能是诱导 HT-29
细胞凋亡的机制之一。
基质金属蛋白酶 ( MMPs)是今年来发现的一组锌离子依

赖性内肽酶，为重要的细胞外基质( ECM)降解酶。它通过对细
胞外基质中不同成份的降解，在肿瘤侵袭、转移中起关键性作
用[17]。近年来研究表明，MMPs家族至少已发现 22个[18]。其中
MMP-2在神经胶质瘤[19]、胰腺癌、前列腺癌和乳腺癌[20]等多种

肿瘤的迁徙过程中发挥越来越重要的作用。最新研究表明[21]，

EGCG能显著降低MMP-2表达并呈剂量依赖性。本研究显示，
EGCG处理 HT-29细胞后，MMP-2的 mRNA和蛋白水平均下
降，与上述研究一致。另有研究表明，非甾体抗炎药能通过诱导
肺癌细胞中 RECK蛋白表达上调，从而阻碍前体MMP-2向活
性MMP-2的转换[22-24]。因此本研究中，MMP-2表达下调可能受
双重机制影响，一是 EGCG的直接调控，二为 RECK蛋白上调
引起的负性调节。
综上所述，本研究有以下发现：EGCG能抑制 HT-29细胞
增殖并诱导其凋亡。在凋亡过程中，RECK的 mRNA和蛋白表
达均上调，同时MMP-2的 mRNA和蛋白水平均降低。
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