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塞来昔布与茶多酚合用对乳腺癌细胞增殖及凋亡的影响

王 旭，强兆艳，王 翔，何景华
（天津医科大学药理学教研室，天津 猿园园园苑园）
摘要 目的：研究塞来昔布与茶多酚合用对三阴乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖及凋亡的影响。方法：MTT比色法检测塞来昔
布、茶多酚单药及两者联合用药对乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖的影响。Hoechst33258荧光染色观察细胞形态学改变。流式
细胞术 AnnexinV-FITC/PI双染检测细胞凋亡率。结果：MTT结果显示塞来昔布（10 滋mol/L）与不同浓度茶多酚（6.25、12.5、25、
50、100 滋g/mL）单用及合用均对 MDA-MB-231细胞产生增殖抑制作用，且联合用药组的抑制率高于各单用组，差异具有统计学
意义（P<0.05）。Hoechst33258荧光染色结果显示塞来昔布（10 滋mol/L）与茶多酚（50、100 滋g/mL）合用组的凋亡细胞较单用组明
显增加，出现典型凋亡形态学特征。流式细胞术进一步证明两药合用使凋亡率显著增加。结论：塞来昔布与茶多酚合用具有显著

抑制三阴乳腺癌 MDA-MB-231细胞增殖，诱导细胞凋亡的作用。
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Effects of celecoxib combined with tea polyphenols on the proliferation and apoptosis of breast cancer cell
WANG Xu , QIANG Zhao-yan, WANG Xiang , HE Jing-hua
（Department of Pharmacology, Tianjin Medical University, Tianjin 300070, China）
Abstract Objective: To investigate the effects of celecoxib combined with tea polyphenols on the proliferation and apoptosis of triple-
negative breast cancer cell MDA -MB -231. Methods: MTT assay was adopted to detect the effects of celecoxib, tea polyphenols and
celecoxib combined with tea polyphenols on the proliferation of breast cancer cell MDA-MB-231. Hoechst33258 staining was used to
observe the morphologic changes. Cell apoptosis was detected by AnnexinV-FITC/PI double staining. Results: MTT assay showed that
celecoxib (10 滋mol/L) and tea polyphenols (6.25，12.5，25，50，100 滋g/mL) alone and in combination inhibited the proliferation of MDA-MB-
231 cells. The inhibition rate of the combination groups was higher than single drug groups and the difference was statistically significant
(P<0.05). Hoechst33258 staining showed that the number of apoptotic cells in combination groups composed by celecoxib (10 滋mol/L) and
tea polyphenols (50，100 滋g/mL) significantly increased compared with single drug groups and the typical morphological characteristics of
apoptotis could be observed. Flow cytometry was further evidence that the apoptosis rate significantly increased by celecoxib and tea
polyphenols combined. Conclusion: Celecoxib in combination with tea polyphenols can significantly inhibit the proliferation and induce
apoptosis of triple-negative breast cancer cell MDA-MB-231.
Key words celecoxib; tea polyphenols; triple-negetive breast cancer cell; apoptosis

三阴乳腺癌指雌激素受体（estrogen receptor，
ER）、孕激素受体（progesterone，PR）及人表皮生长
因子受体 2（human epidermal growth factor receptor-
2，HER-2）均为阴性的乳腺癌亚型，具有侵袭性强、
易局部复发、易远处转移及预后差的特点[1]。目前尚
无特效治疗方法，仍以放、化疗为术后治疗的主要

手段。而很多单一药物治疗的不良反应严重且容易

产生耐药性，因此，药物联合应用以达到治疗效果

成为当今研究热点。茶多酚（tea polyphenols，TPs）是
从茶叶中分离得到的具有抗氧化、抗肿瘤、抗突变

等作用的活性物质，近年流行病学及基础研究表明，

茶多酚能有效抑制多种肿瘤细胞的生长 [2]，且与多
种化疗药物合用可起到增效作用[3]。研究发现，在多

种实体瘤包括乳腺癌中均存在环氧酶-2（COX-2）
过表达现象[4]，塞来昔布（celecoxib，CE）是一种选择
性的 COX-2抑制剂，已有研究表明 COX-2抑制剂
能有效抑制多种肿瘤的发生发展，但其长期大剂量

应用会引起胃肠道出血等不良反应。塞来昔布与茶

多酚两种非细胞毒性药物抗肿瘤的机制不同，两药

合用能否增强单药对 MDA-MB-231细胞的生长抑
制作用，提高疗效，尚少见报道。本实验旨在研究低

剂量的塞来昔布与天然药物茶多酚合用对三阴乳

腺癌 MDA-MB-231细胞增殖及凋亡的影响，为临
床治疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞株 人乳腺癌 MDA-MB-231细胞由本
实验室冻存。
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表 1 塞来昔布联合茶多酚对乳腺癌MDA-MB-231细胞的增殖抑
制率(曾依泽，n=3）

Tab 1 The effects of celecoxib combined with tea polyphenols on
the inhibition rate of breast cancer cell MDA-MB-231
(曾依泽，n=3）

组别
抑制率/%

24 h 48 h
阴性对照组 0 0
塞来昔布 10 滋mol/L 2.08依0.10* 5.78依0.36*
茶多酚 6.25 滋g/mL 1.66依0.51* 4.49依0.67*

12.5 滋g/mL 7.25依0.69* 7.48依0.23*
25 滋g/mL 11.26依1.11* 12.36依1.13*

50 滋g/mL 23.17依0.39* 50.87依0.85*
100 滋g/mL 55.73依0.51* 74.82依0.24*

塞来昔布+茶多酚 10 滋mol/L+6.25 滋g/mL 9.45依0.47*吟银 10.32依0.13*吟银

10 滋mol/L+12.5 滋g/mL 11.97依0.44*吟银 13.87依0.08*吟银

10 滋mol/L+25 滋g/mL 15.30依0.10*吟银 20.29依0.30*吟银

10 滋mol/L+50 滋g/mL 25.67依0.82*吟银 60.36依0.37*吟银

10 滋mol/L+100 滋g/mL 67.86依3.51*吟银 79.73依0.26*吟银

与阴性对照组比较 *P<0.05；与同浓度茶多酚组比较吟P<0.05；与
塞来昔布组比较银P<0.01

1.1.2 药品与试剂 茶多酚由香港大学医学院药

理室赠予；塞来昔布（辉瑞制药股份有限公司）；RP原
MI-1640培养基（hyclone 公司）；胎牛血清、胰蛋白
酶（Gibco公司）；四甲基偶氮唑盐（MTT，Amresco公
司）；二甲基亚砜（天津致远化学试剂有限公司）；

Hoechst33258染料（南京凯基生物科技发展有限公
司）；AnnexinV-FITC/PI凋亡检测试剂盒（嘉美生物
技术有限公司）。

1.1.3 主要仪器设备 恒温 CO2 培养箱（美国
NAPCOseries5400）；净化工作台（苏州安泰空气技术
有限公司）；5417型低温离心机（Eppendorf公司）；
荧光显微镜（日本 NIKON 公司）；酶标仪（美国
BioTek公司）；FACS Calibur流式细胞仪（美国 BD
公司）。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将 MDA-MB-231细胞接种于含
10%胎牛血清的 RPMI-1640培养基中，置 37 益，5%
CO2，饱和湿度的培养箱中培养。2~3 d传代 1次，取
对数生长期细胞进行实验。

1.2.2 MTT法测定细胞增殖 MTT比色法检测细
胞活性，设实验组（塞来昔布组、茶多酚组、联合用

药组）、阴性对照组和不含细胞的空白对照组。取对

数生长期细胞，0.25%胰蛋白酶消化后制成单细胞
悬液，调整细胞密度为 6伊104个/mL，以每孔 100 滋L
接种于 96孔板，置 37 益，5%CO2的培养箱中培养
24 h后，弃上清，实验组每孔加入 200 滋L含药培养
液（塞来昔布终浓度为 10 滋mol/L，茶多酚终浓度为
6.25、12.5、25、50、100 滋g/mL），阴性对照组和空白对
照组分别加入 200 滋L不含药培养液。每组设 3个
复孔，继续培养 24、48 h后每孔加入 MTT（5 mg/mL）
20 滋L，4 h后吸弃培养液，每孔加入 DMSO 150 滋L，
振荡 10 min待结晶充分溶解，于酶标仪 570 nm波
长处测定各孔的吸光度（OD）值，计算细胞生长抑制
率：抑制率（%）越[1原（实验组 OD值原空白对照组 OD
值）/（阴性对照组 OD 值原空白对照组 OD 值）]伊
100%。
1.2.3 Hoechst33258 染色观察细胞形态 取对数

生长期 MDA-MB-231细胞，胰蛋白酶消化后制成
单细胞悬液，调整细胞密度为 6伊104 个/mL，每孔
500 滋L接种于 24孔板，待细胞贴壁后进行处理。阴
性对照组加入不含药培养液，实验组加入新鲜含药

培养液。实验组中塞来昔布（终浓度 10 滋mol/L）与
茶多酚（终浓度 50、100 滋g/mL）单独应用及联合应
用处理细胞 24 h后，弃上清，PBS洗 2遍，每孔加
Hoechst染料（5滋g/mL）100滋L，37益避光孵育 15 min，

荧光倒置显微镜下观察并拍照。

1.2.4 流式细胞术检测细胞凋亡 取对数生长期

MDA-MB-231细胞，调整细胞密度为 1伊105个/mL，
以每孔 2 mL接种于 6孔板，培养 24 h待细胞贴壁
后给予药物处理。实验组分别加入塞来昔布（终浓

度 10 滋mol/L），茶多酚（终浓度 50、100 滋g/mL）及两
药混合液（1颐1），阴性对照组加入不含药培养液，每
孔 1 mL。37 益，5%CO2培养箱中培养 24 h后，收集
细胞，预冷 PBS 洗 2 次，收集 1伊105 个细胞，加入
300 滋L 的 1伊Binding Buffer 重悬细胞，加入 5 滋L
AnnexinV-FITC混匀，避光，室温孵育 15 min，上机
前 5 min加入 5 滋L的 PI染液并补加 200 滋L的 1伊
Binding Buffer。流式细胞仪进行检测。每份样品检测
1伊104 个细胞，待用 Cellquest软件采集样本后，用
WinMDI2.9软件进行凋亡率分析。
1.3 统计学处理 实验数据以均值依标准差渊曾依泽冤表
示，采用 SPSS16.0统计软件处理。多组间均值比较
采用单因素方差分析（Oneway-ANOVA），两两比较
采用独立样本 t检验，以 P<0.05认为有显著性差异。
2 结果

2.1 塞来昔布与茶多酚单用及合用对细胞增殖的抑

制作用 MTT法检测的数据（表 1）表明，塞来昔布
（10 滋mol/L）、茶多酚（6.25、12.5、25、50、100 滋g/mL）
及两药合用均对乳腺癌 MDA-MB-231细胞具有增
殖抑制作用，且两药联合使用的增殖抑制作用优于

两药单用，差异具有统计学意义（P<0.05）。
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A：阴性对照组；B：塞来昔布（10 滋mol/L）组；C：茶多酚（50 滋g/mL）组；D：茶多酚（缘0 滋g/皂蕴）+塞来昔布（10 滋mol/L）组；E：茶多酚（员园0 滋g/m蕴）组；
F：茶多酚（员00 滋g/m蕴）垣塞来昔布（10 滋mol/L）组
图 1 塞来昔布联合茶多酚对MDA-MB-231细胞凋亡率的影响
Fig 1 The effects of celecoxib combined with tea polyphenols on the apoptosis rate of breast cancer cell MDA-MB-231

药物作用 24、48 h后，茶多酚对细胞的半数抑
制浓度 IC50 分别由单用时的 98.67 滋g/mL和 54.36
滋g/mL降低到联合用药时的 81.58 滋g/mL 和 42.22
滋g/mL，差异具有统计学意义（P<0.05）。
2.2 Hoechst33258 染色观察凋亡细胞形态学特征

Hoechst33258染色观察，阴性对照组细胞核形态
规则整齐，细胞呈现均匀弥散样淡蓝色荧光。不同

浓度药物处理 24 h后，部分细胞呈致密浓染，出现
细胞核皱缩、染色质凝聚的典型凋亡特征。塞来昔

布与茶多酚联合用药组和各单药组比较，凋亡细胞

明显增多。形态学结果显示，塞来昔布与茶多酚合

用能增强单药诱导乳腺癌 MDA-MB-231细胞凋亡
的作用。

2.3 塞来昔布与茶多酚合用对细胞凋亡的影响 将

AnnexinV与 PI匹配使用，通过流式细胞仪检测，可
以将处于不同凋亡时期的细胞区分开来。在双变量

流式散点图中，左上象限表示机械损伤细胞（An原
nexin-FITC-/PI+）, 左下象限表示正常活细胞（An原
nexin-FITC-/PI-），右上象限表示凋亡中晚期细胞
（Annexin-FITC+/PI+），右下象限表示早期凋亡细胞
（Annexin-FITC+/PI-）。凋亡率为右上象限与右下象
限细胞占总细胞数的比例。结果如图 1所示，单用
塞来昔布 10 滋mol/L和茶多酚（50、100 滋g/mL）处理
MDA -MB -231 细胞 24 h，细胞凋亡率分别为
13.54%、9.91%和 17.63%，均高于阴性对照组。塞来
昔布与茶多酚（50、100 滋g/mL）合用时的凋亡率增至
13.82%和 27.72%。结果表明，塞来昔布与茶多酚均
能诱导细胞凋亡，两者联合使用可使凋亡率增加。

3 讨论

近年来 COX-2抑制剂的抗肿瘤活性引起了广
泛关注。已有研究表明，在包括乳腺癌在内的多种

肿瘤组织中均存在 COX-2高表达现象，其与肿瘤
细胞的增殖、凋亡、侵袭转移及血管生成等密切相

关[5]。选择性的 COX-2抑制剂塞来昔布通过抑制
COX-2的表达，能有效防治乳腺癌、前列腺癌、肺癌
等多种癌症[6-7]，但长期大剂量使用引起的心脏毒性

限制了其临床应用[8]。茶多酚是从茶叶中分离出来
的多羟基酚类化合物的混合物，体内及体外实验证

实茶多酚可通过阻滞细胞周期，抑制端粒酶活性，

诱导细胞凋亡等途径发挥抗肿瘤作用 [9]，其与多种
化疗药物合用可产生协同作用[10]。
本实验中，为降低不良反应同时最大限度增加

抗肿瘤作用，选择低浓度塞来昔布（10 滋mol/L）与不
同浓度茶多酚（6.25、12.5、25、50、100 滋g/mL）合用。
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结果显示，应用塞来昔布（10 滋mol/L）24、48 h的抑
制率分别为（圆援园愿依园援员园）豫和（5.78依0.36）%，说明低
浓度塞来昔布仅能较弱地抑制细胞生长。茶多酚能

够抑制三阴乳腺癌 MDA-MB-231细胞的增殖并呈
现时间和剂量依赖性，这与茶多酚抗癌效应的报道

相符[11]。两药合用能明显增强单药的细胞增殖抑制
作用，差异具有统计学意义（P<0.05）。值得注意的是
塞来昔布与 50、100 滋g/mL的茶多酚合用 48 h后，
细胞增殖抑制率达到（远园援猿远依园援猿苑）豫和（苑怨援苑3依0.圆远）豫，
提示低浓度的塞来昔布与高浓度的茶多酚合用能

有效抑制三阴乳腺癌 MDA-MB-231细胞的增殖。
通过 Hoechst33258荧光染色可直接观察到核固缩，
核染质凝聚等典型凋亡形态学特征，且联合用药组

的凋亡细胞明显多于各单药组。AnnexinV-FITC/PI
双染结果显示，合用组的细胞凋亡率明显高于各单

药组，进一步说明两药均能诱导乳腺癌细胞凋亡，

且两药合用具有协同诱导细胞凋亡的作用。以上结

果提示，塞来昔布与茶多酚合用引起细胞增殖抑制

的方式之一为诱导细胞凋亡。

两种非细胞毒药物合用为乳腺癌的预防和治

疗提供了新的思路，但塞来昔布与茶多酚合用抑制

细胞增殖，诱导细胞凋亡的具体机制还不明确，有

待进一步地研究，以期为临床应用提供实验依据。
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