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摘要： 目的　 探讨没食子酸对肝癌荷瘤小鼠肿瘤免疫逃逸的影响。 方法　 采用不同浓度 （０、 ３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００
μｍｏｌ ／ Ｌ） 没食子酸处理人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ 及 ＭＨＣＣ９７Ｈ， ＣＣＫ⁃８ 法检测 ２４、 ４８ ｈ 肝癌细胞增殖情况， Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒检测肝癌细胞凋亡情况。 ４０ 只小鼠皮下接种 ＨｅｐＧ２ 细胞 （４×１０５ ／只） 建立肝癌荷瘤小鼠模型， 随机

分为空白对照组、 阳性对照组 （环磷酰胺， ０ ５ ｍＬ ／ ｋｇ） 及没食子酸低、 高剂量组 （５０、 ２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 空白对照组给

予等量生理盐水， 各给药组给予相应剂量药物， 每天 １ 次， 连续 ２８ ｄ。 计算肿瘤体积和肿瘤抑制率， ＨＥ 染色法观察

肝癌组织病理形态， ＥＬＩＳＡ 法检测血清肿瘤坏死因子⁃α （ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃１０）
及肿瘤标志物糖类抗原 １２５ （ＣＡ１２５）、 癌胚抗原 （ＣＥＡ） 水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 Ｂｃｌ⁃
２ 蛋白表达。 结果　 没食子酸能抑制肝癌细胞增殖， 减少凋亡， 呈剂量依赖性。 空白对照组肝癌细胞形态不规则， 核

增大， 病理性核分裂及炎性浸润明显； 没食子酸低剂量组出现异型增生及炎性浸润； 没食子酸高剂量及阳性对照组细

胞异型增生减弱， 炎症浸润减少。 与空白对照组比较， 各给药组小鼠肿瘤体积和质量均减少 （Ｐ＜０ ０５）， 血清 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０、 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水平降低 （Ｐ ＜ ０ ０５）， 肝癌组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ ＜
０ ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）。 结论　 没食子酸能够降低肝癌荷瘤小鼠血清炎症因子、 肿瘤标志物水平， 其

可能通过调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路来抑制肝癌进展。
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　 　 肝癌是由病毒性肝炎、 肝硬化、 黄曲霉素、 酗酒等引

起的、 发生在肝脏部位的恶性肿瘤， 具有高发病率和致死

率的特点［１］ 。 目前， 肝癌是全球癌症相关死亡的第二大原

因［２］ ， ７０％ ～９０％ 的原发性肝癌患者被诊断为肝细胞癌［３］ 。
近年来， 肝切除、 化疗、 免疫治疗、 靶向治疗等方法在临

床得到广泛应用， 且疗效显著， 但肝癌早期症状隐匿、 恶

性程度较高， 病情发展迅速。 因此， 仍有部分患者确诊时

处于中晚期并发生转移， 生存时间不理想， 预后较差［４⁃５］ 。
所以， 研发疗效好、 毒副作用小的中药对肝癌治疗具有重

要意义。 没食子酸是一种有机酸， 常见于五倍子、 漆树、
绿茶、 葡萄等植物中， 是一种天然植物多酚化合物， 具有

抗菌、 抗病毒及抗肿瘤作用［６］ 。 已有研究证实， 没食子酸

在多种癌症中表现出显著的抗肿瘤作用， 可抑制癌细胞转

移， 延长患者的生存期［７⁃９］ 。 然而， 没食子酸对肝癌的影响

鲜有报道， 故本研究旨在探讨没食子酸调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ
信号通路影响肝癌荷瘤小鼠肿瘤免疫逃逸的机制。

１　 材料

１ １　 细胞与动物　 人肝癌细胞系 ＨｅｐＧ２ （中科院上海细胞

库）； 人肝癌细胞系 ＭＨＣＣ９７Ｈ （美国 ＡＴＣＣ 细胞库）。 雄

性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠， ８～１０ 周龄， 体质量 ２１～ ２５ ｇ， 购自上海

南方模式生物科技股份有限公司 ［实验动物生产许可证号

ＳＣＸＫ （沪） ２０１９⁃０００２］， 饲养环境温度 ２０～２４ ℃， 相对湿

度 ５０％ ～７０％ ， １２ ｈ 光照 ／黑暗周期交替， 自由饮食饮水，
适应性喂养 ７ ｄ。 实验经临沂市人民医院医学伦理委员会审

批通过 （伦理号 Ｌ２０２３０５２）。
１ ２　 药物与试剂 　 没食子酸 （上海源叶生物科技有限公

司， 批号 Ｃ１７Ｄ１０Ｃ１０５９７７， 纯度≥９８％ ）； 胎牛血清 （澳大

利亚 Ｂｏｖｏｇｅｎ 公 司， 批 号 Ｃ０４００１ ）； 双 抗 溶 液 （ 美 国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司， 批号 ＳＶ３００１０）； ＤＭＥＭ 完全培养基 （批号

２０２１０６１９）、 ＨＥ 染色试剂盒 （货号 Ｇ１１２０） （北京索莱宝

科技有限公司）； 胰蛋白酶 （美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司， 批号

００００４９０９９５）； 戊巴比妥钠 ［西格玛奥德里奇 （无锡） 生
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化科技有限公司， 批号 Ｐ３７６１］； ４％ 多聚甲醛 （合肥白鲨

生物科技有限公司， 批号 ＢＬ５３９Ａ）； 二甲苯 （上海国药集

团化学试剂有限公司， 批号 １００２３４１８）； 肿瘤坏死因子⁃α
（ＴＮＦ⁃α）、 白细胞介素⁃１β （ ＩＬ⁃１β）、 白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃
１０） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒 （ 江 苏 酶 免 实 业 有 限 公 司， 批 号

２３０７１４２０４Ｒ、 ２３０７１４２２９Ｒ、 ２３０７１４２２５Ｒ）； 糖类抗 原 １２５
（ＣＡ１２５）、 癌胚抗原 （ＣＥＡ） （武汉伊莱瑞特生物科技股份

有限公司， 批号 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｈ０６３６ｃ、 Ｅ⁃ＥＬ⁃Ｍ０２３２ｃ）； 兔抗人转

化生长因子⁃β１ （ＴＧＦ⁃β１） （上海浩洋生物科技有限公司，
批号 ＪＭ⁃４３４２⁃５）； 兔抗人 Ｓｍａｄ 同源物 ３ （Ｓｍａｄ３） （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 批号 １５１１０４）； 兔抗人 Ｂ 淋巴细胞瘤⁃２ （Ｂｃｌ⁃
２， 武汉博士德生物工程有限公司， 批号 Ａ０００４０⁃１）； 兔抗

人半胱天冬酶⁃３ （Ｃａｓｐａｓｅ⁃３， 美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司， 批号

ｓｃ⁃１９２５）。
１ ３　 仪器　 ＢＤ⁃ＳＷ４００１ 光学显微镜 （深圳市博视达光学

仪器有限公司）； ＥＣＬ 化学发光成像系统 （美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ
公司）。
２　 方法

２ １　 细胞培养 　 肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７Ｈ 置于含有

１０％ 胎牛血清和 １％ 双抗溶液的 ＤＭＥＭ 完全培养基中， 于

３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 及饱和湿度细胞培养箱中培养。
２ ２ 　 ＣＣＫ⁃８ 法 检 测 肝 癌 细 胞 增 殖 情 况 　 将 ＨｅｐＧ２、
ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞接种于 ９６ 孔板中， ５×１０３ 个 ／孔， 贴壁后加

入不同浓度 （０、 ３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ） 没食子

酸， 孵育 ２４、 ４８ ｈ 后， 加入 ＣＣＫ⁃８ 试剂 （１０ μＬ ／孔） 孵育

３ ｈ， ４５０ ｎｍ 波长处测量光密度 （ＯＤ）， 并计算细胞增殖抑

制率， 公式为细胞增殖抑制率 ＝ ［ （ ＯＤ对照 － ＯＤ实验 ） ／
（ＯＤ对照－ＯＤ空白） ］ ×１００％ 。 实验重复 ３ 次。
２ ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒检测肝癌细胞凋亡情况　 将

对数生长期的肝癌细胞 ＨｅｐＧ２、 ＭＨＣＣ９７Ｈ 用胰酶消化， 调

整细胞密度为 ５×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ６ 孔板， 每孔 １ ｍＬ， 培养

２４ ｈ， 更 换 含 不 同 浓 度 （ ０、 ３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００
μｍｏｌ ／ Ｌ） 没食子酸的培养基， 培养 ２４ ｈ， ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，
收集细胞， 加入 ５００ μＬ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞， 再加入

５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混合， 加 ５ μＬ ＰＩ 混匀， 避光， 室温

染色 １５ ｍｉｎ， 流式细胞仪检测凋亡率。
２ ４　 动物造模、 分组及给药　 ４０ 只雄性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠皮

下接种 ＨｅｐＧ２ 细胞 （４× １０５ 个 ／只） 建立荷瘤小鼠模型，
按随机数字表法分为空白对照组、 阳性对照组及没食子酸

低、 高剂量组， 空白对照组腹腔注射给予生理盐水 （０ ５

ｍＬ ／ ｋｇ）， 没食子酸低、 高剂量组灌胃给予没食子酸 （５０、
２００ ｍｇ ／ ｋｇ）， 阳性对照组腹腔注射给予环磷酰胺注射液

（０ ５ ｍＬ ／ ｋｇ）， 每天 １ 次， 连续 ２８ ｄ。
２ ５　 肿瘤质量、 体积及抑制率测定　 采集外周血后， 小鼠

经腹腔注射 １％ 戊巴比妥钠 （４０ ｍｇ ／ ｋｇ） 麻醉后断头处死，
分离肿瘤组织， 测量其最长径、 最短径， 计算肿瘤体积，
公式为肿瘤体积＝ （最长径×最短径２） ／ ２， 称定质量， 计

算肿瘤抑制率， 公式为肿瘤抑制率 ＝ （１－药物干预组平均

肿瘤质量 ／空白对照组平均肿瘤质量） ×１００％ 。
２ ６　 ＨＥ 染色法观察肿瘤组织病理形态　 取肿瘤组织， ４％
多聚甲醛固定 １２ ｈ， 依次放入不同体积分数乙醇中脱水，
再放入二甲苯去除乙醇， 浸入熔融的石蜡中进行包埋， 切

成 ４ μｍ 切片， 经二甲苯、 梯度乙醇常规脱蜡至水， 冲洗 ３
次， 苏木精染 ５ ｍｉｎ， 伊红染 ４ ｍｉｎ， 中性树胶封片， 于光

学显微镜下观察肿瘤组织病理形态。
２ ７　 ＥＬＩＳＡ 法检测血清炎症因子及肿瘤标志物水平　 取部

分肿瘤组织， 加入组织裂解液， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ，
取上清， 按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书检测 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃
１０、 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水平。
２ ８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测肿瘤组织 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路

相关蛋白表达 　 取部分肿瘤组织置于液氮中研磨， 裂解，
１２ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ， 取上清， ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒检测蛋

白浓度。 采用 １０％ ＳＤＳ⁃聚丙烯酰胺凝胶进行电泳分离， 并

转移到聚偏二氟乙烯膜上， ５％ 脱脂牛奶室温封闭 １ ｈ， 加

入 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （１ ∶ １ ０００） ４ ℃ 孵

育过夜， ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ， 加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ （１ ∶ ３ ０００） 室温孵育 １ ｈ， ＴＢＳＴ 洗涤

３ 次， 每次 １０ ｍｉｎ。 显微镜下观察并采集图像， 采用化学

发光成像系统进行可视化和数据分析。
２ ９　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２１ ０ 软件进行处理， 符合方

差齐性及正态分布的数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用

单因素方差分析， 组间两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０ ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３ １　 不同浓度没食子酸对肝癌细胞增殖抑制率的影响　 与

０ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较， ３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ
没食子酸组肝癌 ＨｅｐＧ２ 细胞和 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞增殖抑制率

升高 （Ｐ＜０ ０５）， 且呈浓度依赖性； 与 ＨｅｐＧ２ 细胞比较，
３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞

的 ２４、 ４８ ｈ 增殖抑制率升高 （Ｐ＜０ ０５）， 见表 １。
表 １　 不同浓度没食子酸对肝癌细胞增殖抑制率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

没食子酸 ／
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

２４ ｈ 增殖抑制率 ／ ％ ４８ ｈ 增殖抑制率 ／ ％
ＨｅｐＧ２ ＭＨＣＣ９７Ｈ ＨｅｐＧ２ ＭＨＣＣ９７Ｈ

０ ０ ０ ００±５ ２０ ０ ００±２ ７１ ０ ００±１ ９４
３ １２５ ８ ５１±１ １４∗ １５ ８１±２ ００∗▲ ８ ３３±０ ９７∗ １５ ０３±１ １７∗▲

６ ２５０ ２３ １３±１ ４５∗＃ ３２ ５８±３ １５∗＃▲ ２０ ９２±２ ８５∗＃ ３３ ９６±２ ７３∗＃▲

１５ ５００ ３７ １６±０ ２０∗＃△ ５０ ７８±１ ９３∗＃△▲ ３７ ０７±３ ８９∗＃△ ５０ ６７±２ ６０∗＃△▲

　 　 注： 与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与 ３ １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与 ６ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较，△Ｐ＜０ ０５；
与同浓度没食子酸作用下的 ＨｅｐＧ２ 细胞比较，▲Ｐ＜０ ０５。
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３ ２　 不同浓度没食子酸对肝癌细胞凋亡率的影响 　 与 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较， ３ １２５、 ６ ２５０、 １５ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ
没食子酸组 ＨｅｐＧ２ 细胞和 ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０ ０５）， 且呈浓度依赖性， 见表 ２、 图 １。
３ ３　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠肿瘤体积、 质量和抑

制率的影响　 与空白对照组比较， 没食子酸各剂量组及阳

性对照组小鼠肿瘤体积、 质量降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与没食子

酸低剂量组比较， 没食子酸高剂量组及阳性对照组小鼠肿

瘤体积、 质量降低 （ Ｐ ＜ ０ ０５）， 肿瘤抑制率升高 （ Ｐ＜
　 　 　 　 　 　

表 ２　 不同浓度没食子酸对肝癌细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ，
ｎ＝３）

没食子酸 ／

（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＨｅｐＧ２ 细胞

凋亡率 ／ ％
ＭＨＣＣ９７Ｈ 细胞

凋亡率 ／ ％
０ ３ ２５±０ ７８ ３ ３０±０ ７６

３ １２５ １０ ３５±２ ２６∗ １０ ３３±２ ２８∗

６ ２５０ ２７ ７８±４ ３７∗＃ ２７ ８０±４ ３５∗＃

１５ ５００ ４０ ８６±５ １０∗＃△ ４０ ８９±５ １２∗＃△

　 　 注： 与０ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与３ １２５ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食

子酸组比较，＃Ｐ＜０ ０５； 与 ６ ２５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 没食子酸组比较，△Ｐ＜０ ０５。

图 １　 各组肝癌细胞 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染色流式图

０ ０５）； 与阳性对照组比较， 没食子酸高剂量组小鼠肿瘤体

积、 质量及抑制率无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ３、 图 ２。
表 ３　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠肿瘤体积、 质量和

抑制率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 肿瘤体积 ／ ｃｍ３ 肿瘤质量 ／ ｇ 肿瘤抑制率 ／ ％

空白对照组 ９ ２６±０ ５８ １０ ２３±０ ９５ —
没食子酸低剂量组 ６ ２１±０ ４７∗ ６ ９０±０ ７９∗ ３２ ５５±３ ２５
没食子酸高剂量组 ４ ０３±０ ３４∗＃ ３ ８７±０ ６１∗＃ ６２ １７±６ ８７＃

阳性对照组 ３ ９５±０ ３５∗＃ ３ ７９±０ ５８∗＃ ６２ ９５±７ ０２

　 　 注： 与空白对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５； 与没食子酸低剂量组比

较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ４　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠肿瘤组织病理形态的

影响　 空白对照组小鼠肝癌细胞形状不一， 排列紧密， 细

胞核增大， 见怪异核， 且多见病理性核分裂， 炎性浸润；
没食子酸低剂量组可见肝癌细胞异型性增生及炎性细胞浸

润； 没食子酸高剂量组及阳性对照组小鼠肝癌细胞异型性

增生减弱， 炎症细胞浸润减少， 见图 ３。
３ ５　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、
ＩＬ⁃１０ 水平的影响　 与空白对照组比较， 没食子酸各剂量组

及阳性对照组血清炎症因子 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平降低

图 ２　 各组小鼠肿瘤观察

（Ｐ＜０ ０５）； 与没食子酸低剂量组比较， 没食子酸高剂量组

及阳性对照组血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平降低 （Ｐ ＜
０ ０５）； 与阳性对照组比较， 没食子酸高剂量组血清 ＴＮＦ⁃
α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ４。
３ ６　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠血清 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水

平的影响　 与空白对照组比较， 没食子酸各剂量组及阳性

对照组小鼠血清肿瘤标志物 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水平降低 （Ｐ＜
０ ０５）； 与没食子酸低剂量组比较， 没食子酸高剂量组及阳

性对照组血清 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水平降低 （Ｐ＜０ ０５）； 与阳性

对照组比较， 没食子酸高剂量组血清 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水平无
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图 ３　 各组小鼠肿瘤组织病理形态 （ＨＥ 染色， ×２００）

表 ４　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 组细胞荷瘤小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β、 ＩＬ⁃１０ 水平的影响 （ｐｇ ／ ｍＬ， ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＴＮＦ⁃α ＩＬ⁃１β ＩＬ⁃１０

空白对照组 １ ０１２ ４６±１０３ ４２ ５５ ６７±５ ２３ ５８ ５２±５ ０１
没食子酸低剂量组 ８１１ ９８±７７ ２１∗ ４０ ６７±４ ４０∗ ４４ ８７±４ ０１∗

没食子酸高剂量组 ６０６ ５６±５９ ２４∗＃ ２９ ６７±３ １２∗＃ ３２ ２８±３ ２６∗＃

阳性对照组 ６００ ６７±６０ ２３∗＃ ２８ ９８±３ ０８∗＃ ３１ ７９±３ ２０∗＃

　 　 注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与没食子酸低剂量组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

明显变化 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ５。
表 ５　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠血清 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ

水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
组别 ＣＡ１２５ ／ （ＩＵ·ｍＬ－１） ＣＥＡ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）

空白对照组 ３４０ ４６±４０ ５５ ２３０ ７８±３６ ３３
没食子酸低剂量组 １８７ ４６±２０ １２∗ １０２ ６７±１２ ３３∗

没食子酸高剂量组 １２１ ２５±１６ １３∗＃ ８０ ０３±７ ９５∗＃

阳性对照组 １２０ ９６±１６ ０８∗＃ ７９ ８４±８ ０３∗＃

　 　 注： 与空白对照组比较，∗ Ｐ ＜ ０ ０５； 与没食子酸低剂量组比

较，＃Ｐ＜０ ０５。

３ ７　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠肿瘤组织 ＴＧＦ⁃β１、
Ｓｍａｄ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达的影响 　 与空白对照组

比较， 没食子酸各剂量组与阳性对照组 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低 （Ｐ＜ ０ ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高

（Ｐ＜０ ０５）； 与没食子酸低剂量组比较， 没食子酸高剂量组

及阳性对照组 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０ ０５）， Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高 （Ｐ＜０ ０５）； 与阳性对照组

比较， 没食子酸高剂量组 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白表达无明显变化 （Ｐ＞０ ０５）， 见表 ６、 图 ４。

表 ６　 没食子酸对 ＨｅｐＧ２ 细胞荷瘤小鼠肿瘤组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＴＧＦ⁃β１ Ｓｍａｄ３ Ｂｃｌ⁃２ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３

空白对照组 １ ０３±０ １０ １ １３±０ １２ ０ １２±０ ０３ ０ ８８±０ ０９
没食子酸低剂量组 ０ ７８±０ ０８∗ ０ ８０±０ ０９∗ ０ ３３±０ ０８∗ ０ ６６±０ ０７∗

没食子酸高剂量组 ０ ５０±０ ０４∗＃ ０ ６２±０ ０７∗＃ ０ ６７±０ １０∗＃ ０ ４１±０ ０５∗＃

阳性对照组 ０ ４７±０ ０５∗＃ ０ ５９±０ ０６∗＃ ０ ７１±０ １１∗＃ ０ ３９±０ ０５∗＃

　 　 注： 与空白对照组比较，∗Ｐ＜０ ０５； 与没食子酸低剂量组比较，＃Ｐ＜０ ０５。

图 ４　 各组小鼠肿瘤组织 ＴＧＦ⁃β１、 Ｓｍａｄ３、 Ｂｃｌ⁃２、
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３蛋白条带图

４　 讨论

原发性肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一， ２０２０ 年新发

病例约 ９０ ６ 万例［１０］ ， 我国肝癌发病率居世界前位［１１］ 。 肝

癌的发病原因复杂， 与抽烟、 酗酒、 乙肝、 肥胖等因素密

切相关， 早期症状不明显， 晚期常伴随肝区疼痛、 乏力等

症状［１２］ 。 尽管早期诊断和治疗对改善预后至关重要， 但大

多数患者在确诊时已处于中晚期， 治疗效果差， 生存率

低［１３］ 。 近年来， 中医药在癌症治疗中的潜力日益受到关

注， 没食子酸被广泛应用于心脑血管疾病、 糖尿病等的治

疗［１４］ 。 本研究旨在探讨没食子酸通过调控 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信

号通路影响肝癌小鼠免疫逃逸的机制。
细胞凋亡是抗肿瘤药物诱导细胞死亡的主要方式。 以

往研究指出， 没食子酸能够抑制肝癌细胞的生长活力及增

殖能力， 诱导其凋亡， 且呈浓度依赖性［１５］ 。 本研究结果表

明， 没食子酸能够升高肝癌细胞增殖抑制率， 呈时间⁃浓度

依赖性， 还可升高肝癌细胞凋亡率， 呈剂量依赖性， 这与

前人的研究结果一致［１５］ 。 动物实验发现， 没食子酸能够减

小肝癌体积， 抑制肿瘤生长。 ＨＥ 染色结果显示， 没食子酸

组肝癌组织细胞增殖、 核异型性、 坏死区域减少， 提示没

食子酸可能具有抑制肝癌细胞生长和促进肝癌细胞凋亡的

作用。 本研究发现， 没食子酸组小鼠血清 ＴＮＦ⁃α、 ＩＬ⁃１β 水
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平降低， 而 ＩＬ⁃１０ 水平也呈下降趋势， 但考虑到 ＩＬ⁃１０ 的抗

炎作用， 其降低可能反映了整体炎症环境的改善， 而非简

单的抗炎因子减少。 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１β 是促炎因子， 能促进肿

瘤细胞增殖、 侵袭和转移［１６］ 。 没食子酸通过降低这些因子

的水平， 抑制肿瘤相关炎症， 减缓肿瘤进展。 同时， ＩＬ⁃１０
水平适度降低表明没食子酸在免疫调节中的复杂作用， 既

保留抗炎反应又防止免疫抑制导致肿瘤逃逸。 本研究发现，
没食子酸可降低小鼠血清中的肿瘤标志物 ＣＡ１２５、 ＣＥＡ 水

平， 提示其可能抑制肿瘤生长或减少肿瘤负荷， 支持其作

为潜在的抗肿瘤药物。
ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路在多种肿瘤， 尤其是肝癌与胰

腺癌的进展中扮演重要角色， 深度参与调控肿瘤细胞增殖、
凋亡及侵袭迁移能力， 其异常激活常导致肿瘤细胞逃脱免

疫系统的监视与清除， 从而加速肿瘤的生长与扩散［１７］ 。
Ｂｃｌ⁃２ 家族蛋白通过调节促凋亡蛋白 Ｂａｘ 与抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２
之间的平衡， 维持细胞稳态。 Ｂｃｌ⁃２ 上调时， 与 Ｂａｘ 结合形

成非活性二聚体， 抑制细胞色素 Ｃ 从线粒体释放， 阻止凋

亡级联反应的启动， 激活 Ａｐａｆ⁃１ ／ Ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 复合物， 进一步

激活 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 等执行蛋白， 最终引发细胞凋亡［１８⁃２０］ 。 本研

究发现， 没食子酸可降低 ＴＧＦ⁃β１ 与 Ｓｍａｄ３ 蛋白表达， 说明

其可能通过抑制该信号通路的激活来阻断其介导的促肿瘤

效应。 同时， 没食子酸还上调了 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达， 降低

Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的活化水平， 提示其可能通过 ２ 个方面抑制肝癌

的发展： 一方面， 通过抑制 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 信号通路来削弱

肿瘤细胞的增殖与侵袭能力， 并可能减少肿瘤免疫逃逸；
另一方面， 通过上调 Ｂｃｌ⁃２ 并抑制 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 等凋亡执行蛋

白的活化， 来增强肿瘤细胞的抗凋亡能力。
综上所述， 没食子酸可降低小鼠血清炎症因子、 肿瘤

标志物及 ＴＧＦ⁃β１ ／ Ｓｍａｄ 通路蛋白表达， 同时增加 Ｂｃｌ⁃２ 表

达， 可能通过多种机制抑制肝癌进展。 但具体机制仍需进

一步研究， 可通过基因敲除、 ＲＮＡ 干扰等技术干预 ＴＧＦ⁃
β１ ／ Ｓｍａｄ 通路， 结合多组学数据解析没食子酸对肝癌进展

及免疫逃逸的作用机制。
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