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　 　 摘　 要:　 目的　 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)在体外对人鼻咽癌放疗耐受细胞 C666-1R 放疗敏

感性的影响,并初步分析其相关机制。 方法　 体外培养人鼻咽癌亲本细胞 C666-1 与放疗耐受细胞 C666-1R,通过

细胞形态观察与放疗后增殖实验验证 C666-1R 的放疗耐受表型;采用 CCK-8 法筛选 EGCG 干预的最佳工作浓度。
将 C666-1R 细胞分为对照组、放疗组、放疗联合 EGCG 组,以 CCK-8 法检测细胞增殖能力,流式细胞术检测细胞凋

亡变化;并采用逆转录实时荧光定量 PCR(RT-qPCR)与蛋白质印迹法(Western
 

blot)检测增殖相关分子 Cyclin
 

D1、
Ki-67 及凋亡相关分子 Bax、Bcl-2 的表达水平;同时采用 RT-qPCR 检测 DNA 损伤修复关键基因 RAD51、PRKDC、
XRCC5 的 mRNA 表达水平。 结果　 形态学与功能实验提示 C666-1R 细胞较 C666-1 细胞呈现明显的放疗耐受表

型,放疗后增殖抑制效应显著减弱。 EGCG 对 C666- 1R 细胞增殖具有剂量依赖性抑制作用,预实验筛选后确定

150
 

μg / mL 为后续联合放疗的工作浓度。 与放疗组相比,放疗联合 EGCG 组细胞增殖率显著降低(P<0. 05),凋亡

率显著升高(P<0. 05);Cyclin
 

D1、Ki-67 表达显著下调,Bax 表达上调、Bcl-2 表达下调(P 均<0. 05);RAD51、PRK-
DC、XRCC5 的 mRNA 水平显著下调(P<0. 05),提示其可能与 DNA 损伤修复相关过程受影响有关。 结论　 EGCG
在体外可显著增强鼻咽癌放疗耐受细胞 C666-1R 的放疗敏感性,其机制可能与抑制细胞增殖、促进细胞凋亡以及

下调 DNA 损伤修复相关基因表达有关。 其上游调控通路及 DNA 修复功能改变仍需进一步研究验证。
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　 　 Abstract:　 Objective　 To
 

investigate
 

the
 

radiosensitizing
 

effect
 

of
 

epigallocatechin
 

gallate
 

(EGCG)
 

on
 

radioresistant
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

( NPC)
 

cells
 

( C666 - 1R)
 

in
 

vitro
 

and
 

to
 

preliminarily
 

analyze
 

the
 

the
 

related
 

mechanisms.
 

Methods　 Human
 

NPC
 

parental
 

cells
 

C666-1
 

and
 

radioresistant
 

cells
 

C666-1R
 

were
 

cultured
 

in
 

vitro.
 

The
 

radioresistant
 

phenotype
 

of
 

C666-1R
 

was
 

verified
 

by
 

cell
 

morphology
 

observation
 

and
 

proliferation
 

assay
 

after
 

radiotherapy.
 

The
 

optimal
 

working
 

concentration
 

of
 

EGCG
 

was
 

screened
 

by
 

cell
 

counting
 

Kit-8
 

(CCK-8)
 

assay.
 

The
 

C666-1R
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,
 

radiotherapy
 

group
 

and
 

radiotherapy
 

combined
 

with
 

EGCG
 

group.
 

Cell
 

proliferation
 

ability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

assay,
 

and
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

proliferation-related
 

molecules
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Ki-67
 

and
 

apoptosis-related
 

molecules
 

Bax
 

and
 

Bcl-2
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(qPCR)
 

and
 

Western
 

blot.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

key
 

genes
 

(RAD51,
 

PRKDC
 

and
 

XRCC5)
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in
 

DNA
 

damage
 

repair
 

was
 

detected
 

by
 

RT-qPCR.
 

Results　 Morphological
 

and
 

functional
 

experiments
 

indicated
 

that
 

C666
-1R

 

cells
 

showed
 

a
 

significant
 

radioresistant
 

phenotype
 

compared
 

with
 

C666 - 1
 

cells,
 

and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

proliferation
 

after
 

radiotherapy
 

was
 

significantly
 

weakened.
 

EGCG
 

had
 

a
 

dose-dependent
 

inhibitory
 

effect
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

C666-1R
 

cells,
 

and
 

150
 

μg / mL
 

was
 

determined
 

as
 

the
 

working
 

concentration
 

for
 

subsequent
 

combined
 

radiotherapy
 

after
 

pre-experiment
 

screening.
 

Compared
 

with
 

the
 

radiotherapy
 

group,
 

the
 

proliferation
 

rate
 

of
 

the
 

radiotherapy
 

combined
 

with
 

EGCG
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(P<0. 05),
 

and
 

the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0. 05);
 

the
 

expressions
 

of
 

Cyclin
 

D1
 

and
 

Ki-67
 

were
 

significantly
 

down-regulated,
 

the
 

expression
 

of
 

Bax
 

was
 

up-regulated,
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2
 

was
 

down-regulated
 

( all
 

P < 0. 05 );
 

the
 

mRNA
 

levels
 

of
 

RAD51,
 

PRKDC
 

and
 

XRCC5
 

were
 

significantly
 

down-regulated
 

(P<0. 05),
 

suggesting
 

that
 

it
 

might
 

be
 

related
 

to
 

the
 

affected
 

process
 

of
 

DNA
 

damage
 

repair.
 

Conclusions　 EGCG
 

can
 

significantly
 

enhance
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

radioresistant
 

NPC
 

C666 - 1R
 

cells
 

in
 

vitro.
 

The
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

inhibition
 

of
 

cell
 

proliferation,
 

promotion
 

of
 

cell
 

apoptosis
 

and
 

down-regulation
 

of
 

the
 

expression
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

DNA
 

damage
 

repair.
 

The
 

upstream
 

regulatory
 

pathways
 

and
 

changes
 

in
 

DNA
 

repair
 

functions
 

still
 

need
 

further
 

research
 

and
 

verification.
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　 　 鼻咽癌是一种起源于鼻咽部上皮细胞的恶性肿

瘤,其发生不仅与个体的遗传背景有关,还与环境因

素、病毒感染(如 EB 病毒)等多种因素密切相关[1] 。
放疗作为鼻咽癌的主要治疗手段之一,虽然对早期

和部分局部病变效果较好,但对于晚期或复发转移

患者,其耐受性逐渐增强,成为治疗失败的重要因素

之一[2-3] 。 研究发现放疗耐受可能与肿瘤细胞内基

因突变、DNA 损伤修复能力的提高以及肿瘤微环境

的改变等因素密切相关[4] ,这些机制的复杂性也为

治疗方案的优化带来了挑战。 近年来,天然化合物

因其低毒性、多靶点作用及广泛的生物学活性,在抗

肿瘤药物研发领域备受关注[5] 。 表没食子儿茶素

没食子酸酯( epigallocatechin
 

gallate,EGCG)作为绿

茶中含量最丰富的儿茶素类多酚化合物,不仅具

有显著的抗氧化、抗炎和抗血管生成作用,还能直

接对肿瘤细胞产生抑制效果[6] 。 深入解析 EGCG
的分子调控网络和作用机制,有望为鼻咽癌患者

提供更加精准和有效的综合治疗策略。 本研究聚

焦于 EGCG 在体外对鼻咽癌放疗耐受细胞 C666-
1R 放疗反应的影响,旨在评估其潜在放疗增敏作

用,并从增殖 / 凋亡相关因子及 DNA 损伤修复相

关基因表达变化等角度提供可能机制线索,从而

为鼻咽癌联合治疗提供新的候选药物与研究

依据。

1　 材料与方法

1. 1　 实验材料

人鼻咽癌亲本细胞 C666-1、鼻咽癌放疗抵抗细

胞 C666-1R 由中南大学湘雅医院肿瘤蛋白质组实

验室提供。
1. 2　 细胞处理及分组

C666-1 和 C666-1R 细胞均采用 RPMI
 

1640 培

养基,加入 10%胎牛血清,置于 37℃ 、5%
 

CO2 饱和

湿度培养箱中培养,观察细胞形态差异。 为了评估

C666-1R 细胞的放疗抵抗性,首先给予剂量为 6
 

Gy
的放疗,并使用细胞计数试剂盒-8(cell

 

counting
 

kit-
8,

 

CCK-8) 法检测细胞的增殖抑制率。 为了探讨

EGCG 对 C666-1R 细胞的作用,分别将浓度为 50、
75、100、125、150

 

μg / mL 的 EGCG 加入 C666-1R 细

胞,通过 CCK-8 法检测增殖抑制率。 通过 EGCG 浓

度梯度(50 ~ 150
 

μg / mL)进行预实验,并采用 CCK-8
评估细胞活性变化,联合放疗实验,选取对 C666 -
1R 细胞基础活性影响较小的最大浓度作为工作浓

度。 据此确定 EGCG 终浓度为 150
 

μg / mL,将 C666-
1R 细胞分为对照组、放疗组、放疗联合 EGCG 组。
1. 3　 检测方法

1. 3. 1　 CCK-8　 将 C666-1、C666-1R 细胞分别以

每孔 1×104 个细胞接种于 96 孔板中。 计算放疗组

与放疗联合 EGCG 组相对于对照组的增殖抑制率。
计算公式为:增殖抑制率(%) = [1-(放疗组与放疗

联合 EGCG 组 OD 值 / 对照组 OD 值)] ×100%。
1. 3. 2　 流式细胞术　 采用流式细胞仪进行数据采

集,检测 Annexin
 

V 对应的 FITC 绿色荧光信号与 PI
红色荧光信号,使用配套软件 FlowJo 进行数据分

析。 根据 Annexin
 

V / PI 双重染色结果,将细胞分为

以下几类:活细胞( Annexin
 

V 阴性、PI 阴性);早期

凋亡细胞(Annexin
 

V 阳性、PI 阴性);晚期凋亡细胞
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(Annexin
 

V 阳性、PI 阳性)、坏死细胞(Annexin
 

V 阴

性、PI 阳性)。 根据流式细胞术分析结果,比较不同

组别细胞凋亡水平的差异。
1. 3. 3　 逆转录实时荧光定量 PCR( reverse

 

transcrip-
tion

 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

RT-
qPCR) 　 RNA 提取:提取细胞中的总 RNA,使用分

光光度计 ( NanoDrop) 检测 RNA 的浓度及纯度,
A260 / A280 比值应为 1. 8 ~ 2. 0,确保 RNA 质量适合

下游分析。 反转录合成 cDNA:使用逆转录试剂盒

(Takara
 

PrimeScript
 

RT
 

Reagent
 

Kit)根据 RNA 样本

合成 cDNA,使用随机引物或 oligo(dT)引物对 RNA
进行反转录反应。 反应体系准备:设计针对 Cyclin

 

D1、Ki-67、RAD51、PRKDC、XRCC5、Bax 及 Bcl-2 的特

异性引物,确保引物的 GC 含量适中,产物大小为 100~
200

 

bp。 反应体系:10
 

μL
 

SYBR
 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix(如 Takara
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

Taq);0. 2
 

μL
 

正向

引物( 10
 

μM);0. 2
 

μL
 

反向引物 ( 10
 

μM); 1
 

μL
 

cDNA 模板;8. 6
 

μL
 

ddH2O
 

(无 RNA 酶污染);每个

样本的反应体系应在 PCR 管中制备好,确保每个孔

中反应体系一致。 初始预变性:95
 

℃ ,30
 

s;变性:
95

 

℃ ,5
 

s;退火:55 ~ 60
 

℃ ,30
 

s;扩增:72
 

℃ ,30
 

s;
共进行 40 个循环。 采用 2^-△△Ct 法计算表达量。
1. 3. 4 　 Western

 

blot 　 使用裂解液(如 RIPA 缓冲

液)裂解细胞,添加蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

防止蛋白降解。 包括细胞裂解、离心、配制 SDS-
PAGE 凝胶、电泳、转膜、染色、封闭、洗膜、配制底

物。 使用化学发光检测仪曝光系统检测膜上的发光

信号。 通过 ImageJ 软件定量分析目标蛋白相对表

达量。
1. 4　 统计学分析

采用 SPSS
 

26. 0 与 GraphPad
 

Prism
 

8. 0 软件进

行统计学分析,计量资料以 􀭰x±s 表示,组间差异比较

采用单因素方差分析,两两比较采用 LSD 检验,P<
0. 05 为差异具有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 C666-1R 细胞的形态及鉴定

倒置显微镜下观察显示,C666-1 细胞呈铺路石

样排列,形态均匀一致;而 C666-1R 细胞排列松散,
形态异质性强,可见多核巨细胞及胞质内颗粒,提示

其增殖异常。 CCK-8 法实验结果表明,放疗可显著

抑制 C666-1 细胞增殖(P<0. 05),但对 C666-1R 细

胞增殖无显著影响(P>0. 05),证实 C666-1R 细胞

具有明确的放疗抵抗特性。 见图 1。
2. 2　 EGCG 对 C666-1R 细胞的最适干预浓度

在前期实验基础上,本研究以 150
 

μg / mL 为最

高浓度,设置 50、100、150
 

μg / mL
 

EGCG 对 C666-1R
细胞进行梯度处理,并采用 CCK-8 法评估细胞增殖

情况。 结果显示,EGCG 对 C666-1R 细胞增殖具有

明显的剂量依赖性抑制作用。 与对照组相比,随着

EGCG 浓度升高, 细胞增殖率逐渐降低; 其中在

150
 

μg / mL 时抑制效应最为显著,细胞增殖率降至

24. 81%(P<0. 05)。 见图 2。 故选定 150
 

μg / mL 为

后续工作浓度。
2. 3　 EGCG 联合放疗对 C666-1R 细胞增殖的影响

CCK-8 检测显示,与对照组比较,放疗组细胞增

殖无显著变化(P>0. 05),再次证实其放疗抵抗性;
而放疗联合 EGCG 组的增殖能力较放疗组显著下降

(P<0. 05)。 进一步检测增殖相关蛋白发现,放疗组

Cyclin
 

D1 和 Ki-67 的 mRNA 及蛋白表达与对照组

无显著差异,而放疗联合 EGCG 组中二者表达均显

著降低(P<0. 05)。 见图 3。
2. 4　 EGCG 对 C666-1R 细胞凋亡的影响

采用流式细胞术检测细胞凋亡,结果显示放疗

组与对照组凋亡率无显著差异(P>0. 05),而放疗联

合 EGCG 组凋亡率较放疗组显著升高(P< 0. 05)。
分子机制研究表明,与放疗组相比,放疗联合 EGCG
组促凋亡蛋白 Bax 表达显著上调,抗凋亡蛋白 Bcl-2
表达显著下调(P<0. 05)。 结果表明,EGCG 可通过

调控 Bax / Bcl-2 表达促进 C666-1R 细胞凋亡,增强

放疗敏感性。 见图 4。
2. 5　 EGCG 对 C666 - 1R 细胞 DNA 损伤修复相关

基因 mRNA 表达的影响

采用 RT-qPCR 检测 C666-1R 细胞 DNA 损伤

修复相关基因 mRNA 表达水平,结果显示放疗组与

对照组的 RAD51、PRKDC 及 XRCC5 基因表达水平

差异无统计学意义(P>0. 05),而放疗联合 EGCG 组

上述 DNA 修复相关基因 mRNA 表达水平较放疗组

显著降低(P<0. 05)。 结果提示,加入 EGCG 可下

调 C666-1R 细胞 DNA 损伤修复相关通路的转录

水平,可能削弱其 DNA 损伤修复能力,提示 EGCG
可抑制放疗耐受细胞的 DNA 损伤修复能力。 见

图 5。
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图 1　 C666-1R 细胞的形态及鉴定　 1A:细胞形态　 (×200);1B:细胞增殖率　 (n= 3,∗P<0. 05) 　 　 图 2　 EGCG 对 C666-1R
细胞最适干预浓度筛选　 (n= 3,

 ∗P<0. 05)　 注:EGCG(表没食子儿茶素没食子酸酯)。 下同。

A B C

对照组
放疗组
放疗联合EGCG组

增
殖
率（

%
）
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0
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N
A
表
达
水
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0.5
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相
对
蛋
白
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达
水
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对照组
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放疗联合EGCG组 放疗联合EGCG组
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3　 讨论

EGCG 作为一种天然的植物多酚类化合物,具
有广泛的抗氧化、抗肿瘤及抗炎等生物学活性[7] 。
研究表明,EGCG 可通过多种机制抑制肿瘤细胞的

增殖、迁移和侵袭,并通过诱导细胞凋亡实现对癌细

胞的杀伤作用[8] 。 因此,本研究主要探讨了 EGCG
对鼻咽癌放疗抵抗细胞 C666-1R 的作用,旨在为逆

·46·



谢蕙一,等:表没食子儿茶素没食子酸酯对鼻咽癌放疗耐受细胞 C666-1R 的增敏作用及机制研究 第 3 期　

转放疗抵抗提供新的思路与策略。
本研究对 C666-1 和 C666 - 1R 细胞的形态进

行观察,倒置显微镜对比发现两种细胞排列不同,具
有独特形态特征,形态特征与 C666-1R 细胞对放疗

的耐受性相关,表明 C666-1R 细胞在放疗处理后可

能发生代谢改变或细胞膜稳定性下降,这也为后续

研究 EGCG 逆转放疗抵抗提供了形态学证据。 进一

步的增殖实验表明,C666-1 细胞在放疗后增殖率明

显下降,而 C666-1R 细胞在相同放疗条件下的增殖

率无显著变化,进一步证实了 C666-1R 细胞具有较

强的放疗抵抗性。 这一现象可能与 C666-1R 细胞

中某些抗凋亡通路的激活或修复机制的增强有

关[9] 。 放疗抵抗细胞通常具有较强的 DNA 修复能

力,能够修复因放疗而产生的 DNA 损伤,从而逃避

放疗的杀伤作用[10-11] 。
为进一步从 DNA 损伤修复角度探讨 EGCG 对

放疗敏感性的影响,我们在 C666-1R 细胞中检测了

DNA 修复相关关键基因的 mRNA 表达。 结果显示,
与放疗组相比,放疗联合 EGCG 组 RAD51、PRKDC
及 XRCC5 的 mRNA 表达均显著下调。 RAD51 是同

源重组修复通路的核心因子,PRKDC(DNA-PKcs)与

XRCC5(Ku80)则参与非同源末端连接修复过程,上
述分子共同决定细胞对放疗诱导 DNA 双链断裂的

修复效率。 因而,本研究在转录层面观察到的修复

相关基因下调提示:EGCG 在放疗背景下可能通过

削弱 C666-1R 细胞的 DNA 损伤修复相关过程,从
而降低其对放疗损伤的耐受能力并增强放疗敏感

性。 需要强调的是,本研究目前尚未进一步评估

DNA 损伤累积与修复动力学,上述结论仍属于机制

线索,后续仍需通过更直接的功能验证加以完善。
基于实验合理性,本研究在验证实验前对 C666-

1R 细胞进行了 EGCG 浓度筛选,设置 50~150
 

μg / mL
的浓度梯度并采用 CCK-8 法检测细胞增殖情况。
结果显示,随着 EGCG 浓度升高,C666 - 1R 细胞增

殖呈剂量依赖性下降,其中在 150
 

μg / mL 时细胞增

殖率显著降低至 24. 81%(图 2)。 基于上述实验结

果,本研究在后续联合放疗实验中选取 150
 

μg / mL 作

为 EGCG 工作浓度,以获得较为明确的生物学效应

并便于比较放疗背景下 EGCG 的增敏作用。 结果观

察到,随着 EGCG 浓度的增加,其对 C666-1R 细胞

增殖的抑制效果更加明显,证明了 EGCG 在这一浓

度下具有良好的抗肿瘤活性。 实验还表明,EGCG
上调了促凋亡蛋白 Bax 并下调抗凋亡蛋白 Bcl-2,提
示 EGCG 可能通过调控 Bax / Bcl-2 水平,破坏线粒

体膜完整性,触发细胞色素 c 释放及 Caspase 级联

反应,从而促进 C666 - 1R 细胞凋亡[12] 。 上述结果

提示,EGCG 在放疗背景下可能通过促进线粒体相

关凋亡并抑制细胞增殖,从而与 C666-1R 细胞放疗

反应增强相关,为其放疗增敏作用提供了初步机制

线索[13-14] 。
既往研究已报道 EGCG 在鼻咽癌等肿瘤模型中

具有一定的放疗增敏潜力,其共同特征多表现为在

放疗背景下抑制细胞增殖、促进细胞凋亡,并可能与

DNA 损伤应答 / 修复、细胞周期调控及多条应激信

号通路相关[15] 。 与上述研究结论一致,本研究亦观

察到在放疗耐受细胞 C666-1R 中,放疗单独处理对

细胞增殖与凋亡影响不显著,而加入 EGCG 后可明

显抑制增殖并提高凋亡水平,且伴随增殖相关因子

Cyclin
 

D1、Ki-67 下调及 Bax / Bcl-2 比值上调。 不同

之处在于,本研究采用放疗耐受细胞株 C666-1R 作

为研究对象,并补充检测了 RAD51、PRKDC、XRCC5
等 DNA 损伤修复相关基因 mRNA 的变化,发现

EGCG 联合放疗时这些基因表达下调,提示 EGCG
可能在转录层面削弱 DNA 修复能力,从而与放疗敏

感性增强相关。
本研究仍存在一定局限性。 首先,实验仅在体

外细胞水平开展,缺乏动物模型等体内证据支持;第
二,本研究以放疗耐受细胞株 C666-1R 为对象,未
同步纳入亲本细胞 C666-1 及 EGCG 单药组进行平

行对照,EGCG 的独立效应及其与放疗的交互作用

仍需进一步明确;其三,机制探索主要基于增殖 / 凋
亡相关指标变化,并在转录层面提示 DNA 修复相关

基因可能下调,但尚缺乏对关键上游通路及 DNA 损

伤修复功能的直接验证。 后续将结合动物实验与更

完善的分组设计,进一步验证 EGCG 的放疗增敏效

应并深入阐明其对 DNA 修复与细胞周期调控等关

键过程的影响。
本研究揭示了 EGCG 可逆转鼻咽癌 C666 - 1R

细胞的放疗抵抗性,其作用机制主要为抑制癌细胞

增殖、促进细胞凋亡。 EGCG 能够下调与细胞增殖

密切相关的蛋白 Cyclin
 

D1 和 Ki-67 的表达水平,同
时上调促凋亡蛋白 Bax 的表达水平,降低抗凋亡蛋

白 Bcl-2 的表达水平,进而强化细胞凋亡效应。 本

研究为探索 EGCG 在放疗增敏领域的实际应用,提
供实验依据与理论基础。
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