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骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤，骨肉瘤的

恶性程度甚高，预后极差，特点是局部和远处转移发

生早，临床做出骨肉瘤诊断时，其中大部分患者已经

出现肺的微小转移灶，5年生存率低[1-2]。MicroRNA-

34a是与人类癌症的发生和发展相关的最突出的内源

性 miRNA之一，是一种肿瘤抑制基因，能够有效的

抑制肿瘤的发展 [3-4]。表没食子儿茶素没食子酸酯

［（-）-epigallocatechin-3-gallate，EGCG）］是提取自茶

叶的一种抗肿瘤有效成分，具有良好的药理活性 [5]。

本实验旨在研究 EGCG 联合 MicroRNA-34a对体外培

EGCG联合 MicroRNA-34a抑制骨肉瘤 MG63细胞的增殖

蒋丽华，高 华，马 静（武警宁夏总队医院药械科，宁夏 银川 750004）

摘要：目的 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯［（-）-epigallocatechin-3-gallate，EGCG）］联合 MicroRNA-34a对骨

肉瘤 MG63细胞的增殖抑制作用。方法 将骨肉瘤 MG63细胞分成 EGCG组、MicroRNA-34a组、联合组和生

理盐水组。MTT实验及细胞克隆形成实验研究 EGCG联合 MicroRNA-34a对 MG63细胞的毒性。流式细胞技术

研究 EGCG联合 MicroRNA-34a诱导 MG63 细胞凋亡作用。构建裸鼠骨肉瘤异位肿瘤模型，研究 EGCG 联合

RNA 干预对裸鼠肿瘤的生长抑制能力。结果 与生理盐水组和单独给药组比较，EGCG 联合 MicroRNA-34a

对MG63 细胞的生长及克隆形成抑制作用显著强于其他组，差异有统计学意义（P < 0.01）。EGCG 联合

MicroRNA-34a能促进 MG63细胞的凋亡（P < 0.01）。EGCG联合 MicroRNA-34a能够显著延长荷瘤小鼠的中位生

存期。结论 EGCG联合 MicroRNA-34a能够有效抑制骨肉瘤 MG63细胞的增殖。
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Abstract：Objective To evaluate the effect of（-）-epigallocatechin-3-gallate（EGCG）combined with MicroRNA-34a

on inhibiting the proliferation of osteosarcoma MG63 cells. Methods The MG63 cells were divided into four groups，

EGCG group，MicroRNA-34a group，combination group（EGCG +MicroRNA-34a），and saline group. MTT assay was

used to evaluate the anti-proliferation efficiency of EGCG combined with MicroRNA-34a. Flow cytometry was used to

evaluate the MG63 cells apoptosis induced by EGCG + MicroRNA-34a. Osteosarcoma MG63 cells were xenografted into

the mice to establish the animal model，which was used to evaluate the anti-tumor effect. Results The combination

group could inhibit the growth of MG63 cells effectively（P < 0.05），promote the apoptosis of MG63 cells，and prolong

median survival of the tumor-bearing nude mice compared to saline group，EGCG group and MicroRNA-34a group.

Conclusion EGCG combined with MicroRNA-34a can inhibit the proliferation of osteosarcoma MG63 cells.

Keywords：EGCG；Osteosarcoma；RNA interference

收稿日期：2014-10-01

作者简介：蒋丽华，女，主管药师，研究方向：临床药学。Email：1049933625@qq.com。

61· ·



栽则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 悦澡蚤灶藻泽藻 阅则怎早 砸藻泽藻葬则糟澡 驭 悦造蚤灶蚤糟葬造 孕澡葬则皂葬糟燥造燥早赠，圆园15 January，灾燥造援 26 晕燥援 1
养的骨肉瘤 MG63细胞的增殖抑制作用。

1 材料与方法
1.1 动物及细胞 雄性，SPF级，体质量（20±2）g，

成都达硕实验动物公司提供，动物许可证号：SCDS

（川）2012-0032，动物质量合格证号：140132；MG63

骨肉瘤细胞购自上海细胞研究所。

1.2 药物及试剂 胎牛血清和 DMEM 培养基，赛默

飞世尔生物化学制品（北京）有限公司；MicroRNA

-34a，北京中原公司，批号：G223105； MTT 试剂

盒，碧云天生物公司；表没食子儿茶素没食子酸酯

（EGCG），美国 Sigma公司，批号：S140021。

1.3 实验方法
1.3.1 MTT实验考察不同药物干预对 MG63的增殖抑

制作用 培养 MG63细胞接种于 96孔板中培养 24 h

后加入无菌过滤后的 EGCG（50 滋mol·L-1）、MicroRNA-

34a（30 滋mol·L-1）、EGCG+MicroRNA-34a（EGCG 50

滋mol·L-1，MicroRNA-34a30 滋mol·L-1）各 20 滋L，分别

培养 24 h和 48 h后取出，每孔加入 20 滋L 5 mg·mL-1

MTT溶液孵育 4 h后，将孔板中液体倒出，每孔加入

200 滋L DMSO，37 ℃避光振摇 15 min，用酶标仪在

490 nm处测定各孔的光密度值（OD）。

1.3.2 细胞克隆形成实验 取对数生长期细胞，接种

于６孔板中（每孔 1000个细胞），将孔板移入 37 ℃

CO2孵箱中培养 24 h 后，加入无菌过滤后的 EGCG

（50 滋mol·L-1）、MicroRNA-34a（30 滋mol·L-1）、EGCG+

MicroRNA-34a（EGCG 50 滋mol·L-1， MicroRNA-34a

30 滋mol·L-1）各 20 滋L。每天观察细胞生长情况，当生

理盐水组出现细胞克隆时终止培养。显微镜下计数细

胞克隆数，计算克隆率。

1.3.3 流式细胞仪检测细胞凋亡 培养 MG63细胞接

种于 96孔板中培养 24 h后加入无菌过滤后的 EGCG

（50 滋mol·L-1）、MicroRNA-34a（30 滋mol·L-1）、EGCG+

MicroRNA-34a（EGCG 50 滋mol·L-1，MicroRNA-34a

30 滋mol·L-1）各 20 滋L。培养 24 h后用冰 PBS清洗细

胞 3次，FITC/PI双染，流式细胞仪检测细胞凋亡。

1.3.4 骨肉瘤异位肿瘤模型的建立 取体质量 20~25 g

的雄性裸鼠，将 MG63细胞悬浊液皮下接种于裸鼠背

部，7 d后出现米粒大肿瘤证实接种成功。将优选后

的 24 只荷瘤裸鼠随机分为 4 组：生理盐水组、

EGCG组（30 mg·kg-1）、MicroRNA-34a组（20 mg·kg-1）

和 EGCG+MicroRNA-34a 联合组（EGCG 30 mg·kg-1，

MicroRNA-34a 20 mg·kg-1）。第 3，6，9和 12天腹腔

注射给药，直至裸鼠死亡，统计生存期。

1.4 统计学处理方法 实验数据以均数±标准差（x依s）
表示，采用 SPSS21.0统计软件进行数据分析，两组

间比较用 t检验，多组间比较用方差分析。检验水准
α=0.05。

2 结果
2.1 EGCG 联合 MicroRNA-34a 抑制 MG63 细胞的
增殖 见表 1。EGCG 和 MicroRNA-34a 干扰均能抑

制 MG63细胞的增殖。且联合干预对肿瘤细胞的抑制

能力大于单独用药。给药 48 h 后， EGCG 组、

MicroRNA-34a组和联合组对肿瘤细胞的抑制率分别

为（51.8±6.5）%、（44.2±5.6）%和（79.4±4.8）%，差

异有统计学意义（P < 0.01）；与生理盐水组比较，单

独给药组和联合给药组均能有效抑制肿瘤细胞增殖，

差异有统计学意义（P < 0.01）。

表 1 不同药物干预对 MG63细胞的抑制率（x依 s，%，n=3）

Table 1 The inhibition rate of MG63 cells in different group

注：与生理盐水组比较， **P < 0.01；与 EGCG组、MicroRNA-34a组

比较，△P < 0.01；与 EGCG+ MicroRNA-34a联合组在 24 h比较，#P <

0.01。

2.2 EGCG 联合MicroRNA-34a 对 MG63 细胞克隆
形成能力的抑制 见表 2。EGCG组、MicroRNA-34a

组和 EGCG+MicroRNA-34a联合组均能有效抑制肿瘤

细胞克隆，与生理盐水组比较，差异有统计学意义

（P < 0.01），其中 EGCG+MicroRNA-34a联合组克隆数

显著少于 EGCG组和 MicroRNA-34a组，差异有统计

学意义（P < 0.01）。

表 2 各处理组细胞克隆形成的抑制情况（x依 s，n=3）

Table 2 The inhibition rate of MG63 cells clones in different groups

注：与生理盐水组比较， **P < 0.01；与 EGCG组和 MicroRNA-34a组

比较，△P < 0.01；与 EGCG+ MicroRNA-34a联合组在 24 h比较，#P <

0.01。

2.3 EGCG联合 MicroRNA-34a 诱导 MG63 细胞凋

组别

生理盐水组

EGCG组

MicroRNA-34a组

EGCG+MicroRNA-34a联合组

克隆数

283±8.2

192±6.8**

181±6.1**

109±4.8**△

抑制率 /%

/

32.15**

36.04**

61.48**△#

组别

生理盐水组

EGCG组

MicroRNA-34a组

EGCG+MicroRNA-34a联合组

24 h

1.3±0.4

28.7±3.2**

24.8±2.6**

49.8±4.2**△

48 h

1.9±0.7

51.8±6.5**

44.2±5.6**

79.4±4.8**△#

抑制率 /%

62· ·



中药新药与临床药理 圆园15年 1月第 26卷第 1期

亡 见图 1。EGCG 组、MicroRNA-34a 组和 EGCG+

MicroRNA-34a 联合组诱导肿瘤细胞凋亡率分别为

23.8 %、36.2 %和 64.3 %，而生理盐水组凋亡率为

3.6 %。与生理盐水组比较，EGCG 组、MicroRNA-

34a 组和 EGCG+MicroRNA-34a 联合组均能诱导

MG63细胞凋亡，差异有统计学意义（P < 0.01）。与

EGCG组和 MicroRNA-34a组比较，EGCG+MicroRNA

-34a联合组诱导肿瘤细胞凋亡的能力强于 EGCG 组

和 MicroRNA-34a组，差异有统计学意义（P < 0.01）。

注：与生理盐水组比较， *P < 0.01；与 EGCG组和 MicroRNA-34a组

比较，△P < 0.01。

图 1 不同药物干预诱导 MG63细胞凋亡
Figure 1 The apoptosis of MG63 cells after treatment with different

drugs for 24 h

2.4 EGCG 联合 MicroRNA-34a 对荷瘤裸鼠的中位
生存期的影响 见图 2。荷瘤小鼠给药第 4次后停止

给药，直至裸鼠全部自然死亡，统计生存期。生理盐

水组，EGCG 组，MicroRNA-34a 组和 EGCG+Micro

RNA-34a 联合组的中位生存期分别为 15， 20，

19，34 d，联合给药能够显著延长荷瘤裸鼠的生存

期。

图 2 各组荷瘤小鼠的 kaplan-meier曲线
Figure 2 The curve of kaplan-meier in tumor-bearing mice after

treatment with different drugs

3 讨论
骨肉瘤是青少年最常见的原发性恶性肿瘤，占原

发恶性骨肿瘤的 22.36 ％[6]。目前对骨肉瘤的治疗主

要包括手术治疗和药物化疗。然而化疗药物使用剂量

普遍偏大，往往对患者机体其他组织或器官正常细胞

仍存造成严重的毒副作用[7-8]。中药联合其他药物干

预应用于肿瘤的治疗，对于减轻临床症状，延长生存

期，显示出良好的治疗效果和应用前景[9]。MicroRNA

-34a是当前被广大学者重点关注的抑癌基因，已经

被广泛用于肺癌[10]、前列腺癌[11]和胶质瘤[12]的治疗研

究。然而在研究过程中也发现了 MicroRNA-34a在体

外对肿瘤细胞具有良好的抑制作用，然而在体内疗效

欠佳[13]。表没食子儿茶素没食子酸酯是一种被广泛研

究的抗肿瘤中药提取物。有研究显示表没食子儿茶素

没食子酸酯对包括肺癌[14]、肝癌[15]和胃癌[16]在内的多

种肿瘤细胞具有良好的抑制作用，是一种优良的抗肿

瘤中药提取物。本研究将 EGCG和 MicroRNA-34a联

合用于骨肉瘤的治疗研究。

研究结果表明，EGCG和 MicroRNA-34a各自都

能对骨肉瘤细胞产生增殖抑制作用。EGCG 联合

MicroRNA-34a对骨肉瘤的增殖抑制作用强于 EGCG

和 MicroRNA-34a单独干预组，二者能够发挥协同增

效作用。EGCG 能够促进 MicroRNA-34a 诱导 MG63

细胞凋亡，这与肿瘤细胞增殖抑制作用结果相一致。

体内荷瘤鼠治疗实验结果显示，与生理盐水组和各单

独给药组相比，联合给药都能够有效延长荷瘤裸鼠的

中位生存期。

综上所述，EGCG联合 MicroRNA-34a能够增强

对骨肉瘤细胞的增殖抑制作用和诱导细胞凋亡，

EGCG联合 MicroRNA-34a是一种潜在的骨肉瘤治疗

方法。
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奥瑞凝胶抗炎作用及对反流性食管炎模型大鼠食管组织 IL-8的影响
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摘要：目的 观察奥瑞凝胶的抗炎作用及其对反流性食管炎（RE）模型大鼠白细胞介素 -8（IL-8）的影响。方法

以二甲苯所致小鼠耳肿胀、白细胞游走抑制及棉球肉芽肿为炎症指标，观察奥瑞凝胶的抗炎作用；用半幽门结

扎加贲门肌切开术复制 RE大鼠模型，观察奥瑞凝胶对 RE食管黏膜组织中 IL-8的影响。结果 与模型组比

较，奥瑞凝胶高、中、低剂量组能明显抑制耳肿胀（P < 0.05）和白细胞游走（P < 0.05），肉芽组织含量显著降低

（P < 0.05）；奥瑞凝胶各组组织中 IL-8含量明显下降（P < 0.05）。结论 奥瑞凝胶具有明显的抗炎作用，其作用

机制可能与降低食管组织中 IL-8的含量有关。
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Effect of Ori Gel on Anti-inflammatory and IL-8 in Esophagus of Reflux Esophagitis Model Rats
DUAN Fei1，2，WEI Ming2，SHAO Mingyi2，WANG Xiaoxiao2（1. Hubei University of Traditional Chinese Medicine，

Wuhan 430065 Hubei，China；2. The First Affiliated Hospital of Henan University of Traditional Chinese Medicine，

Zhengzhou 450008 Henan，China）

Abstract：Objective To observe the anti-inflammatory effect of Ori gel and its effect on interleukin 8（IL-8）of

reflux esophagitis（RE） rats. Methods The anti-inflammatory effect of Ori gel was evaluated by observing

xylene-induced mouse ear swelling，rat white blood cell migration inhibition，and cotton-ball induced rat granuloma.
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