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茶多酚对 Lewis 肺癌小鼠移植瘤 MMP-2、TIMP-2 表达的影响 *
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摘要 目的：观察茶多酚对肺癌小鼠移植瘤基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）及其相应的组织金属蛋白酶抑制剂 -2（TIMP-2）表达的影

响，探讨茶多酚抗新生血管生成的效应机制。方法：建立 57 小鼠肺癌移植瘤模型，测定茶多酚低、高剂量组以及茶多酚联合沙利

度胺组的肿瘤抑制率，并且采用免疫组化法检测各组 MMP-2、TIMP-2 表达水平以及 MMP-2/TIMP-2 比值，以探讨其抗肿瘤的分

子机制。结果：实验表明，茶多酚有如下作用：①沙利度胺组、茶多酚低剂量组、茶多酚高剂量组、茶多酚低剂量联合沙利度胺组、
茶多酚高剂量联合沙利度胺组的肿瘤抑制率分别为 17.26 %、16.94 %、20.81 %、21.94 %和 44.32 %，茶多酚高剂量联合沙利度胺

组与模型组瘤重比较，有统计学意义（P＜0.05）；②茶多酚各组及联合用药各组能下调肿瘤组织 MMP-2 蛋白表达，茶多酚高剂量

联合沙利度胺组能上调 TIMP-2 蛋白表达，与模型对照组比较，均具有统计学意义（P＜0.05）；③用药各组 MMP-2/TIMP-2 比值均

有所下降，茶多酚各组明显降低，茶多酚大剂量联合沙利度胺组比值下降最为显著。结论：茶多酚高剂量联合沙利度胺组对肺癌

有明显抑制作用。其机制可能与下调 MMP-2 表达、上调 TIMP-2 表达、调整 MMP-2/TIMP-2 比值失衡状态，从而抗肺癌新生血管

生成相关。
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ABSTRACT Objective: To observe the effect of Tea Polyphenols (TP) on the expression of matrix metalloproteinase-2 (MMP-2)

and its corresponding tissue inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2) in Lewis lung cancer xenograft in mice, so as to explore TP's
anti-angiogenesis mechanism. Methods: Lewis lung carcinoma was successfully implanted in 48 C57BL/6 mice, which were then
randomly divided into six groups namely model control group, Thalidomide control group, TP low-dose group, TP high-dose group, TP
low-dose combined with Thalidomide group and TP high dose combined with Thalidomide group. Tumor inhibition rates of these groups
were examined, while MMP-2 and TIMP-2 expression was detected applying immunohistochemical technique and MMP-2/TIMP-2 ratio
was calculated, in order to investigate the molecular mechanism of TP's anti-tumor effect. Results: According to our study, TP was
proved to have the following effects: (1) The tumor inhibition rates of Thalidomide control group, TP low-dose group, TP high-dose
group, TP low-dose plus Thalidomide group and TP high dose plus Thalidomide group were 17.26%, 16.94%, 20.81%, 21.94%, 44.32%
respectively. Compared with model control group, the tumor inhibition rate rise in TP high dose plus Thalidomide group was of statistical
difference (P<0.05). (2) Compared with model control group, the expression of MMP-2 was significantly down-regulated in all four
groups containing TP (P<0.05), while TIMP-2 expression in TP high dose plus Thalidomide group was up-regulated (P<0.05). (3) The
MMP-2/TIMP-2 ratio was reduced in every treatment group, and the ratio of TP high dose plus Thalidomide group was most obviously
decreased. Conclusion: TP high dose plus Thalidomide can significantly inhibit Lewis lung cancer growth. And one of its possible
mechanisms is to down-regulate MMP-2 expression, up-regulate TIMP-2 expression, reduce MMP-2/TIMP-2 ratio to normal range, thus
play a important role in anti-angiogenesis process.
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肺癌新生血管生成包括肿瘤各种成分释放多种血管生成

因子、血管内皮细胞（EC）出现形态学改变、EC 和肿瘤细胞释

放蛋白溶酶以降解毛细血管基底膜和周围的细胞外基质

（ECM） 而引起细胞外基质重塑、EC 从毛细血管后微静脉迁徙

出来形成血管新芽、EC 增殖、肿瘤微血管分化和成型六大步

骤。而基质金属蛋白酶 -2（MMP-2）、组织金属蛋白酶抑制剂 -2
（TIMP-2） 的表达水平以及 MMP-2/TIMP-2 的动态平衡，与

MMPs 分解血管基底膜和细胞外基质环节密切相关[1]，对肺癌

新生血管生成起着重要调节作用。在既往研究中，我们发现茶

多酚（Tea Polyphenols, TP）不仅可以杀伤肿瘤细胞、诱导细胞

凋亡，还具有抗肿瘤新生血管生成作用[2-5]。为进一步探究茶多

酚抗肺癌新生血管生成的效应及机制，我们建立 Lewis 肺癌移

植瘤模型，研究茶多酚对肺癌移植瘤生长的作用，并观测其对

移植瘤的 MMP-2、TIMP-2 表达的影响。

1 材料

1.1 动物及细胞系

C57BL/6J 小鼠 48 只，6～8 周龄，SPF 级，雌雄各半，由中

国医学科学院肿瘤研究所肿瘤医院实验动物室繁育并提供。动

物生产合格证号：京动许字（1999）第 015 号；动物合格证号：

SCXK 京 2009-0007，在动物实验中心屏蔽系统辅以洁净层流

柜环境中饲养。Lewis 肺癌细胞系，由中国医学科学院肿瘤研究

所检测中心常规保存并提供。
1.2 药物

茶多酚由江西绿康天然产物有限责任公司惠赠，纯度

98%；沙利度胺片为常州制药厂有限公司产品，国药准字

H32026129，产品批号 10060512。
1.3 仪器与试剂

超净工作台系苏州宏瑞净化科技有限公司生产 (型号

SCW-CJ)；实验用离心机系江苏恒瑞制药机械有限公司生产(型
号 LS150)；倒置显微镜系日本 NIKON 株式会社生产 (型号

TS100)；电热恒温培养箱系黄石市恒丰医疗器械有限公司生产

（型号 SKP-02.420）；包埋机系天津航空机电公司生产 （型号

BMJ-1）；石蜡切片机系天津航空机电公司生产（型号 QPJ-1C）；

奥林巴斯显微镜 BX51。兔抗 MMP-2 抗体、兔抗 TIMP-2 抗体、
兔 SP 检测试剂盒及 DAB 显色试剂盒等购自武汉博士德生物

工程有限公司。

2 方法

2.1 细胞复苏与接种

液氮罐中取出含有 Lewis 肺癌细胞的冻存管，放入 37℃
水浴内，使其溶化，吸取细胞悬液，加入离心管并滴加培养液至

10 ml，1000 r/min 离心 5 min，去上清液，加入 PBS 液后细胞计

数，调整细胞悬液浓度至 1×107 个细胞 /ml，以 0.2 ml 接种于

小鼠右腋窝皮下，待肿瘤长至体积约为 1000 mm3 时移植。
2.2 造模及分组

选择生长良好、瘤块无破溃的荷瘤小鼠，脱颈处死，无菌条

件下剥离瘤块，用生理盐水洗去血渍，剪开瘤块，清除中心坏死

组织，充分匀浆制备瘤细胞悬液，加生理盐水稀释细胞数至

1×107 个细胞 /ml。取 0.2 ml/ 只，含细胞数 2×106/ 只。接种于

小鼠右腋窝皮下，接种在 30 min 内完成。接种后第二天，根据

性别分层，按肿瘤体积大小随机分为模型对照组、沙利度胺组、
茶多酚低剂量组、茶多酚高剂量组、茶多酚低剂量联合沙利度

胺组、茶多酚高剂量联合沙利度胺组共 6 组，每组 8 只，称体重

标号。
2.3 给药剂量及方法

给药剂量均采用人与动物剂量换算法确定。①模型对照

组，生理盐水每天 0.2 ml/10g 灌胃；②沙利度胺对照组，沙利度

胺按 76 mg/kg/d（成人常用治疗量 600 mg/70kg/d 换算）给药，

生理盐水配制成浓度 3.8 mg/ml，每天 0.2 ml/10g 灌胃；③茶多

酚 低 剂 量 组 ， 茶 多 酚 按 112.5 mg/kg/d （成 人 治 疗 量 900
mg/70kg/d 换算）给药，生理盐水配置浓度为 5.625 mg/ml，每天

0.2 ml/10g 灌胃；茶多酚高剂量组为低剂量组浓度的三倍；④联

合给药组，两药的给药剂量与单用药组相同，为保证给药剂量

与灌胃体积的一致性，茶多酚配制浓度为 225.0 mg/ml；沙利度

胺配制浓度为 7.6 mg/ml，每天各 0.1 ml/10g，灌胃。分组当天开

始给药，每天一次，连续 10 天。
2.4 瘤重及肿瘤抑制率

在实验过程中观察小鼠一般情况，用药结束后第二天处死

小鼠，取瘤称重，并按如下公式计算肿瘤抑制率：抑制率（%）=
[1-（治疗组平均瘤重 / 对照组平均瘤重）]×100%。
2.5 免疫组化标本制备

取瘤称重后，每组随机选择 6 只小鼠移植瘤，制备肿瘤组

织标本（约 1 cm×1 cm×1 cm 大小），用 10 %中性缓冲福尔马

林液在室温或 4℃条件下固定，在 60℃以下环境内经脱水、透
明、浸蜡及包埋制成蜡块。
2.6 凋亡相关蛋白检测

组织切片常规脱蜡、水化后，按相关试剂盒说明检测

MMP-2、TIMP-2 蛋白表达。结果判断：MMP-2、TIMP-2 蛋白阳

性反应为棕黄色或棕褐色颗粒，主要定位于胞浆。各组每个指

标选取肿瘤组织 6 个组织切片，每片选 3 个视野，用美国 IM-
AGE-PRO6.2 图像分析系统作图像分析，测定光密度（IOD）值。
2.7 计算与统计学处理

所有数据用均数±标准差（x±s）表示，采用 SPSS13.0 统

计软件进行数据处理。进行单因素方差分析，方差具有齐性时

用 SNK 检验，方差不齐用 Tamhane's T2 检验进行各组间比较。
P<0.05 表示差异有显著性。

3 结果

3.1 瘤重及肿瘤抑制率

沙利度胺组、茶多酚低剂量组、茶多酚高剂量组、茶多

酚联合用药组的肿瘤重量均低于对照组，提示对肿瘤具有

抑制作用。其中，茶多酚高剂量联合沙利度胺组的肿瘤抑制

率为 44.32 %，与对照组相比，具有统计学意义（P<0.05）。结

果见表 1。
3.2 MMP-2、TIMP-2 检测结果

实验各组 MMP-2、TIMP-2、MMP-2/TIMP-2 检测结果见表

2。由 表 2 可 知 ，MMP-2 表 达 在 用 药 各 组 均 有 所 降 低 ，而

TIMP-2 表达在茶多酚用药各组均有所升高。与模型组相比，茶

多酚低剂量组、茶多酚高剂量组以及茶多酚高剂量联合沙利度
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注：与模型组相比，* P＜0.05。
Note: Compared with model group, * P＜0.05.

Group n Tumor Weight (g) P Tumor Inhibition Rate (%)

Model control group 8 1.550±0.808 ＿ ＿

Thalidomide control group 8 1.283±0.432 0.331 17.26

TP low-dose group 8 1.288±0.491 0.340 16.94

TP high-dose group 8 1.228±0.766 0.241 20.81

TP low-dose + Thalidomide group 8 1.210±0.319 0.217 21.94

TP high-dose + Thalidomide group 8 0.863±0.353* 0.014* 44.32

表 1 实验各组肿瘤重量及抑瘤率（x±s）
Table 1 Tumor weight and tumor inhibition rate in all groups ( x±s)

胺组 MMP-2 表达下降明显，有统计学意义（P<0.01）；在茶多酚

低剂量联合沙利度胺组 MMP-2 表达也显著下降（P<0.05）。与

模型组相比，茶多酚大剂量联合沙利度胺组的 TIMP-2 表达明

显升高（P<0.01）。而与沙利度胺组相比，茶多酚低、高剂量组以

及茶多酚高剂量联合沙利度胺组 MMP-2 表达显著下降（P<0.
05），茶多酚高剂量联合沙利度胺组的 TIMP-2 表达显著升高

（P<0.05）。在 MMP-2/TIMP-2 比值方面，用药各组比值均有所

下降，其中茶多酚低、高剂量组明显降低，茶多酚大剂量联合沙

利 度 胺 组 MMP-2/TIMP-2 比 值 下 降 最 为 显 著。实 验 各 组

MMP-2、TIMP-2 表达示意图分别见图 1、图 2，其中胞浆棕染为

阳性表达。

4 讨论

肺癌为全球第一大癌症，其发病率与死亡率均居恶性肿瘤

首位，其中 80%以上为非小细胞肺癌 （Non-Small Cell Lung
Cancer，NSCLC）。近年来，分子生物学和人类基因组学的发展

使人们对肺癌的分子机制以及一些生物信号传导通路的认识

得到进一步加深；随着分子靶向药物在 NSCLC 治疗中的成功

应用，肿瘤治疗已经进入一个以分子靶标为主导的个体化诊疗

时代。肺癌脉管系统即是靶向治疗的研究方向之一。早在 20 世

Group MMP-2(×104) TIMP-2(×104) MMP-2/TIMP-2

Model control group 108.09±25.83 51.71±30.04 1.24

Thalidomide control group 89.00±24.72 38.08±13.44 0.96

TP low-dose group 42.05±20.70**△ 96.85±37.11 0.43

TP high-dose group 44.59±28.33**△ 113.54±45.07 0.44

TP low-dose + Thalidomide group 73.29±27.76* 118.10±46.81 0.79

TP high-dose + Thalidomide group 42.86±26.20**△ 235.88±53.00**△ 0.17

表 2 实验各组 MMP-2、TIMP-2 检测 IOD 值比较(x±s )

Table 2 Integral Optical Density (IOD) of MMP-2 and TIMP-2 in all groups (x±s )

注：与模型组比较，*P<0.05，**P<0.01；与沙利度胺组比较，△P<0.05。
Note: Compared with model group, *P<0.05, **P<0.01; compared with Thalidomide group, △P<0.05.

模型对照组 沙利度胺对照组 茶多酚低剂量组

Model Control Group Thalidomide Control Group TP Low-dose Group
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茶多酚高剂量组 茶多酚低剂量 + 沙利度胺组 茶多酚高剂量 + 沙利度胺组

TP High-dose Group TP Low-dose + Thalidomide Group TP high-dose + Thalidomide group

图 2 实验各组 TIMP-2 表达示意图 (SP,×400)

Fig. 2 Expression of TIMP-2 in all groups (SP,×400)

茶多酚高剂量组 茶多酚低剂量 + 沙利度胺组 茶多酚高剂量 + 沙利度胺组

TP High-dose Group TP Low-dose + Thalidomide Group TP high-dose + Thalidomide group

图 1 实验各组 MMP-2 表达示意图 (SP,×400)

Fig. 1 Expression of MMP-2 in all groups (SP,×400)

模型对照组 沙利度胺对照组 茶多酚低剂量组

Model Control Group Thalidomide Control Group TP Low-dose Group
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纪 70 年代初，Judah Folkman 等首先提出恶性肿瘤生长和转移

依赖于肿瘤新生血管的观点，由此开创了肿瘤血管形成和血管

靶向治疗的研究。肿瘤血管生成是指肿瘤组织在已存在微血管

床基础上，以毛细血管为主的新生血管系统芽生与发展过程，

是肿瘤生长和转移的重要病理学基础。肿瘤生长为 l～2mm3 时

就必须依赖生成新生血管来为肿瘤继续生长提供氧和营养。因

此，抑制肿瘤血管生成就控制了肿瘤的 " 生命线 "，可抑制其生

长、浸润及转移，从而成为肿瘤靶向治疗的一个新途径。肺脏及

肺癌瘤体内血管丰富，是血管抑制剂应用的最佳靶器官，因此，

阻止其新生血管生成可以有效地抑制 NSCLC 瘤体的生长。
中药在抗肿瘤新生血管生成方面具有一定的优势[6-8]。前期

研究显示，TP 对移植性 S180 及 EMT6（乳腺癌）小鼠肿瘤有明

显的抑制效果，效应机制之一是下调 VEGF、bFGF 表达，上调

TIMP-2 表达，降低肿瘤组织 MVD。同步研究还证实，TP 可特

异性地作用于肿瘤血管，而对正常脏器组织微血管无明显影

响，这表明 TP 是一种特异性肿瘤新生血管抑制剂，主要对增生

旺盛的肿瘤血管有抑制效应[9]。在对人肺腺癌 A549 的研究中，

我们发现茶多酚对肺癌同样具有很好的抑制作用，并能够降低

肿瘤组织 MVD，发挥抗新生血管生成效应[10]，在此基础上，本

研究以新生血管生成相关的 MMPs 为主线探究其效应机制。
MMPs 是一类含锌的蛋白水解酶，在肿瘤血管生成过程

中 ，MMP 参 与 细 胞 间 和 基 底 膜 结 缔 组 织 的 更 新 和 重 组。
MMP-2 在 MMPs 中分布最广，可选择性降解基底膜的主要成

分Ⅳ型胶原，在肿瘤细胞突破基底膜屏障，产生新生血管、发生

浸润与转移的过程中起重要作用。TIMPs 是 MMPs 的天然抑制

剂，其中 TIMP-2 对 MMP-2 具有较高的选择性，它既可与无活

性的 pro-MMP-2 结合，又能按 1：1 高亲和力与激活的 MMP-2
分子结合，导致 MMP-2 失活。因此，MMP-2 与 TIMP-2 的相对

浓度决定着 MMP-2 胶原降解能力。研究发现，在肿瘤患者中

MMP-2、TIMP-2 表达水平均有所升高，但以 MMP-2 升高更为

明 显 ， 因 此 MMP-2/TIMP-2 比 值 升 高 ， 打 破 了 MMP-2 与

TIMP-2 之间相互作用的动态平衡，从而促进血管生成和肿瘤

转移[11-12]。
本实验采用 C57 小鼠 Lewis 肺癌移植瘤模型，用免疫组化

法检测茶多酚各组及联合沙利度胺组对 MMP-2、TIMP-2 表达

水平的影响，进而探究其抗新生血管生成的效应机制和可能靶

点。沙利度胺又称反应停，近期研究发现它具有抗新生血管生

成作用，其治疗机理与抑制血管内皮生长因子 bFGF 和 VEGF
的表达、抑制 TNF-α的分泌、降低血管内皮细胞整合素等相关
[13]。本项实验结果表明，茶多酚大剂量联合沙利度胺可以明显

抑制移植瘤生长，两药联合具有协同作用；茶多酚各组对肿瘤

也有一定抑制作用，其效应机制可能与茶多酚能够上调

TIMP-2 表达、下调 MMP-2 表达或间接减少 MMP-2 蛋白含量、
降低 MMP-2/TIMP-2 比值有关；茶多酚对 MMP-2 表达的下调

作用优于沙利度胺，茶多酚高剂量联合沙利度胺对 MMP-2 和

TIMP-2 表达的调节作用优于单独用药。此外，沙利度胺尚可通

过其他途径抑制肿瘤生长，两药协同可以发挥多重靶向抗肿瘤

作用。
综上所述，MMPs/TIMPs 在肿瘤细胞过度降解 ECM、突破

基底膜、生成新生血管、促使肿瘤浸润和转移等过程中起着重

要作用；调节 MMPs/TIMPs 平衡是茶多酚抗肺癌效应机制之

一。我们将开展更为深入的实验以明确其作用靶点，并从不同

层次探索茶多酚抗肺癌机制，为推广应用及新药研发提供基础

研究依据。
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