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摘要：本研究探讨了绿茶富硒蛋白对肝癌 HepG2 细胞的抑制作用。采用 DEEM 培养基培养对数生长期的肝癌 HepG2 细胞，并

将其作为对照组，将浓度分别为 0.11 g/L、0.18 g/L、0.25 g/L、0.50 g/L 的绿茶富硒蛋白为实验组；将添加二甲基亚砜（DMSO）的

DMEM 培养基作为参考组。通过光密度值计算抑制率，采用流式细胞仪检测凋亡率，并实验的检测细胞凋亡相关因子。结果表明：

随着时间和绿茶富硒蛋白浓度的增加，肝癌 HepG2 细胞的抑制率越来越高，但对照组的抑制率始终为 0。对照组肝癌 HepG2 细胞凋

亡率约为 6.17%，而当绿茶富硒蛋白浓度为 0.50 g/L 时，肝癌 HepG2 细胞凋亡率达到最大值 30.60%。实验组凋亡因子表达水平整体

呈下降趋势，Bcl-2 和 Bax 的比值小于 1，说明绿茶富硒蛋白浓度越高、培养时间越久，对肝癌 HepG2 细胞的抑制能力越强，且绿茶

富硒蛋白可使 S 期细胞数目明显减少，由此说明绿茶富硒蛋白对肝癌 HepG2 细胞具有抑制作用。 
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Abstract: The inhibitory effect of the selenium-rich proteins in green tea on HepG2 cells of live cancer was analyzed in this study. HepG2 

cells in the logarithmic growth stage were incubated in the DEEM medium and used as a control group. The selenium-rich proteins of green tea 

at concentrations of 0.11 g/L, 0.18 g/L, 0.25 g/L and 0.5 g/L, respectively, were used as the experimental groups. The DMEM medium 

supplemented with dimethyl sulfoxide (DMSO) was used as the reference group. The inhibition rate was calculated by the optical density value, 

the apoptotic rate was detected by flow cytometry, and apoptosis-related factors were detected experimentally. The results showed that the 

inhibitory rate for the HepG2 cells of liver cancer increased with time and the concentration of selenium-rich proteins in green tea, but the 

inhibition rate for HepG2 cells for the control group was always zero. The apoptotic rate for the HepG2 cells of the control group was 6.17%, 

and the maximum apoptotic rate reached the maximum (30.60%) when the concentration of selenium-rich proteins of the green tea was 0.5 g/L. 

The expression level of apoptosis factors of the experimental groups showed an overall downward trend, the Bcl-2 and Bax ratio was lower than 

1, indicating that the higher the concentration of the selenium-rich proteins of green tea, the longer the incubation time, the stronger the ability to 

inhibit HepG2 tumor cells, selenium-rich proteins. Therefore, green tea’s selenium-rich proteins can significantly decrease the number of 

S-phase cells, which indicates that the green tea selenium-rich proteins can inhibit HepG2 cells of liver cancer. 
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肝癌是世界上常见的恶性肿瘤之一，致死率一直 
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居高不下。到目前为止，我国患肝癌去世的患者约占

世界肝癌患者的 10%，严重威胁我国国民健康水平
[1,2]。随着医疗水平的提高，肝癌的治疗水平和预后也

在逐步攀升，肝癌早期诊断准确率、肿瘤切除率和生

存率都有明显提高。但由于肝癌初期临床表征不明显，
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往往确认时已经是中晚期，此时癌细胞转移迅速，使

得肝癌患者的生存率大幅度降低。 
21 世纪以来，分子生物学迅速发展，为肝癌治疗

提供充分的理论依据和实验结果。相关研究结果表明，

利用 HBV 中的 X 蛋白可以对肝癌起到抑制作用，激

活肝细胞中的 Bel 敏感性，能够提高治疗效果[3-5]。而

对人体内 X 基因的研究发现，X 基因能够使肝组织的

病理性发生转变，说明其具有分解肝癌细胞的作用，

需要在今后的研究中进行深入探讨[6]。 
硒是生命活动所必需的微量元素之一。随着对硒

化合物生理作用研究的不断深入，其抗癌作用越来越

受到广泛的重视。数十年前，有学者通过动物实验模

型研究发现硒具有抗癌作用，随后大量的人体实验充

分证明硒是人体所必需的营养物质，且具有癌症预防

机能。硒使癌细胞克隆增殖受到抑制，引起细胞的主

动死亡，硒所触发的细胞凋亡与毒性效应无关，既不

引起 DNA 损伤，也不需要抑癌基因 P53 参与，对人

体造成的伤害小，硒诱导细胞循环蛋白发生改变，阻

止癌细胞继续分裂，因此证明了硒对癌细胞具有抑制

作用。现今已经发现的具有抗癌作用的含硒物质有大

蒜、高良姜、菊花、灵芝、莱菔子、海参、牡蛎、绿

茶等。 
到目前为止，硒的研究方向逐渐从总硒转移到有

机硒，因此对于绿茶富硒蛋白的研究已成最大的热点。

在中国，绿茶的种植历史悠久，古时候茶与瓷器一直

是中国的代表性产物。绿茶中具有较多的天然物质，

在干燥过程中，营养损失流失较小，其中硒蛋白、茶

多酚、咖啡碱保留了鲜叶的 85%以上，叶绿素保留了

50%左右。近些年来，相关领域的学者对绿茶成分与

功能进行研究发现，绿茶具有明显的抗氧化作用，可

以减缓人体衰老，提高人体免疫力。绿茶富硒蛋白可

以破坏合成过程中的癌细胞 DNA，抑制癌细胞增殖。

绿茶富硒蛋白能提高 NK 细胞和 T 细胞的活性，加快

巨噬细胞的吞噬作用，提高淋巴细胞的转化率，增加

白细胞数量，加快免疫球蛋白的生长等，增强患者体

质，使患者的免疫能力得到提升，有利于抵御癌症[7,8]。 
本文以肝癌 HepG2 细胞作为靶向细胞，研究绿茶

富硒蛋白对其的抑制作用。 

1  材料与方法 

1.1  原料设备 

富硒绿茶，江苏省宜兴市国宗元富硒茶业有限公

司；人肝癌 HepG2 细胞，细胞研究所细胞库；小牛血

清，贝森佳生物制药；青霉素、链霉素，四川长威制

药有限公司；乙酸、硫酸铵、氢氧化钠，南京化学试

剂股份有限公司；JY98-Ⅲ超声波细胞粉碎机，上海新

芝生物技术研究所；Tris-HCI 缓冲液、PBS 缓冲液，

湖北康迪斯化工有限公司；Annexin V-FITC/PI 细胞凋

亡检测试剂盒，美仑生物技术有限公司；明胶干粉，

上海源叶生物科技有限公司；二甲基亚砜（DMSO），

动力精细化工有限公司；紫外分光光度仪，梅特丽-
托利多国际贸易上海有限公司；真空冷冻干燥机

（SCIENTZ-50N 型），宁波新芝生物科技股份有限公

司。 

1.2  方法 

1.2.1  培养细胞 
以 50 mg/L 的青霉素、50 mg/L 的链霉素、9%小

牛血清制备 DMEM 培养基；以此培养基培养肝癌

HepG2 细胞，将其置于常温培养箱内，备用。 
1.2.2  制备绿茶富硒蛋白 

对富硒绿茶进行干燥处理加，粉碎后过 100 目筛，

在-20 ℃环境中冻藏备用[9]。在富硒绿茶茶渣中依次加

入去离子水、0.05 mol/L Tris-HCI 缓冲液（pH 8.0)、
0.20 mol/L PBS 缓冲液（pH 8.0)、0.50 mol/L NaCl、0.10 
mol/L NaOH，混合均匀，之后进行细胞破壁处理，将

混合物搅拌均匀，3000 r/min 离心 30 min，取上清液，

加入硫酸铵至 50%饱和以沉淀含硒蛋白，放置在恒温

箱中 4 ℃静置 12 h，2000 r/min 离心 20 min，将沉淀

物用提取液溶解，透析 24 h，-40 ℃冻干，得到绿茶

富硒蛋白。通过上述过程所得绿茶富硒蛋白纯度达

90.34%以上，有机硒含量为 0.87 mg/L。 
1.2.3  绿茶富硒蛋白对 HepG2 细胞抑制实验 

取对数生长期的肝癌 HepG2 细胞，使用 2.50 g/L
的胰酶对其进行消化，使其成为单个细胞，以此配置

细胞悬液，在培养板内每孔接种 100 μL，在 37  5% ℃

CO2培养箱培育 1 d，清除上清液，加入 180 μL DMEM
培养基继续培育 1 d，此时肝癌 HepG2 细胞的生长进

入同步化，将其作为对照组，该组不干预肝癌 HepG2
细胞增殖与凋亡等过程。在此基础上，把浓度为 10 g/L
的二甲基亚砜（DMSO）加入到 DMEM 培养基，将

其作为参考组，该组利用 DMSO 诱导肝癌 HepG2 细

胞凋亡。在 DMEM 培养基中加入处理过的绿茶硒蛋

白，配置绿茶硒蛋白溶液[10,11]，浓度分别为：0.11 g/L、
0.18 g/L、0.25 g/L、0.50 g/L，用微孔滤膜过滤除菌[12]。

将 4 个不同浓度绿茶硒蛋白溶液为实验组，每组个设

置 4~5 个平行孔，将三组溶液放入培养箱，培养 1 d、
2 d、3 d 后每孔加入 15 μL 的 FITC 染色剂，重新放进

培养箱培养 6 h，吸管吸取培养上清液，弃用，每孔加
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入 150 μL DMSO 溶液，摇晃 20 min，充分溶解甲臜

结晶，置于酶标仪 450 nm 处，测定光密度值，通过

光密度值计算绿茶硒蛋白对肝癌 HepG2 细胞的抑制

率，公式为：抑制率/%=（1-实验组光密度值/对照组

光密度值）×100%。 
1.2.4  HepG2 细胞凋亡实验 

取抑制实验中制备的各组溶液，使用 0.25%胰酶

采集各组中的细胞，PBS 冲洗两遍，在 100 μL 的

binding buffer 中重悬，使用 FITC 染色，采用流式细

胞仪检测凋亡率[13,14]。 
1.2.5  肝癌 HepG2 细胞凋亡因子相关表达 

取抑制实验中制备的各组溶液，用试剂 Trizoldui
提取 RNA，之后测定 RNA 纯度（A270/A290>1.5），
使用仪器为：紫外分光光度仪，逆转录合成 DNA 时

运用 1 μL RNA，凋亡因子 P53、Bcl-2、Bax、VEGF
的表达以 PCR 检测。PCR 反应需要一系列条件：置

于 94 ℃下 25 s，将 primer5 计算得出的 TM 值作为退

火温度，进行 25 s 退火。在 72 ℃的温度下，进行 40 s
的延伸，循环 30 次，置放于 72 ℃环境下 4 min。在

11 g/L 的 TAE 琼脂糖凝胶电泳，FITC 染色，需要在

凝胶成像分析系统紫外光的条件下进行拍照，在此基

础上进行图像分析，内参照为 β-actin，基因水平的指

标是 Volume[15,16]。 
1.2.6  统计学分析 

SPSS 26.0 统计软件分析结果，mean±PD 表示分

析结果，浓度之间比较使用 LSD 法，利用 t-test 与

One-Way 分析结果。 

2  结果与讨论 

随着绿茶富硒蛋白浓度的逐渐增加，观察不同时

间段肝癌 HepG2 细胞的变化，发现抑制率不断升高，

说明时间和浓度是影响抑制效果的关键因素，具有效

应关系，见表 1。 
从表 1 可以看出，随着绿茶富硒蛋白浓度与光密

度值的增加，绿茶富硒蛋白对肝癌 HepG2 细胞的增殖

抑制率呈倍数上升，浓度越高，对肝癌 HepG2e 细胞

抑制越强。绿茶富硒蛋白浓度为 0.11 g/L，培养 1 d 的

抑制率约为 3.82%；当浓度升高到 0.50 g/L，培养 3 d
的抑制率约为 26.92%，抑制效果最好，对照组的抑制

率始终为 0。但是从数据中可以看出，在培养 2 d 和 3 
d 时，抑制率上升缓慢，这是因为抑制肝癌 HepG2 细

胞增殖对绿茶富硒蛋白浓度具有依赖性，说明采用绿

茶富硒蛋白进行 HepG2 细胞抑制是一个长期过程。 
对照组和实验组对HepG2细胞作用 2 d后显微镜

观察结果见图 1，从图中可以看出绿茶富硒蛋白对肝

癌 HepG2 细胞具有明显的抑制作用，肝癌 HedG 细胞

的具体变化见显微图像对比。 
 

表1 绿茶富硒蛋白对HepG2细胞增殖抑制率的影响 

Table 1 Effect of green tea selenium rich protein on the inhibition rate of HepG2 cell proliferation 

实验组别 绿茶富硒蛋白浓度/(g/L)
抑制率/% 

培养 1 d 培养 2 d 培养 3 d 

对照组 0 0a 0a 0a 

实验组 

0.11 3.82±1.15b 4.56±0.98b 4.89±0.54b 

0.18 6.15±0.42c 7.59±0.75c 7.66±0.32c 

0.25 12.18±0.37d 13.59±0.64d 13.85±0.12d 

0.50 25.59±0.25e 26.89±0.42e 26.92±0.32e 

参考组 0 0.12±0.23a 0.06±0.02a 0a 

注：同列数据右肩小写字母不同表示差异性显著，p<0.01，下同。 

表2 肝癌HepG2细胞周期分析 

Table 2 HepG2 cell cycle analysis of hepatoma 

实验组别 绿茶富硒蛋白浓度/(g/L) G0/G1 S G2/M 
对照组 0 59.19±2.39a 30.24±2.53a 9.52±1.21a 

实验组 

0.11 59.58±4.31a 22.57±2.89b 10.28±2.63b 

0.18 59.93±4.86a 24.38±3.76c 12.16±2.87c 

0.25 60.02±5.23a 27.44±4.18d 13.28±1.47c 

0.5 65.57±6.35b 28.51±2.46d 15.18±2.14d 

参考组 0 56.31±4.75b 28.31±1.62d 12.75±2.46c 
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图 1a 中为对照组肝癌 HepG2 细胞培养 2 d，图

1b中为肝癌HepG2细胞在0.11 g/L的绿茶富硒蛋白中

培养 2 d。从图片可以看出，对照组肝癌 HepG2 细胞

饱满有活力，分布均匀，核膜完整，形状规律。在绿

茶富硒蛋白的作用下，肝癌 HepG2 细胞出现衰弱，体

积坍缩，细胞形状变为圆形，细胞边缘呈现波纹状，

活性降低，出现凋亡形态。 
  

图1 绿茶富硒蛋白对HepG2细胞抑制效果 

Fig.1 Inhibitory effect of green tea selenium rich protein on 

HepG2 cells 

HepG2 细胞经不同处理作用 24 h 后，采用流式细

胞仪分析细胞周期，结果如表 2 所示。 
由表 2 可知，绿茶富硒蛋白可使 S 期细胞数目明

显减少，其结果是促进细胞分化为 G0-G1和 G2-Ｍ期，

但随剂量加大，肝癌 HepG2 细胞主要停留于 G2-Ｍ期。

说明在绿茶富硒蛋白可有效抑制肝癌 HepG2 细胞，但

是在临床中要把握好用量。 
不同浓度的绿茶富硒蛋白对 HepG2 细胞凋亡的

诱导作用见表 3。 
运用细胞仪检测不同浓度的绿茶富硒蛋白对肝癌

HepG2 细胞的凋亡率的影响。通过表 3 可知，对照组

肝癌 HepG2 细胞凋亡率约为 6.17%，而当绿茶富硒蛋

白浓度为 0.50 g/L 时，肝癌 HepG2 细胞凋亡率最大值

约为 30.60%，参考组肝癌 HepG2 细胞凋亡率约为

10.82%，且实验组的肝癌 HepG2 细胞凋亡率始终高于

对照组和参考组，通过对比可知绿茶富硒蛋白具备诱

导肝癌 HepG2 细胞凋亡的能力。根据数据可以看出，

在绿茶富硒蛋白发挥作用 1 d 后，实验组凋亡率升高，

虽然对照组和参考组也出现细胞凋亡现象，但大部分

是由于细胞代谢。绿茶富硒蛋白对肝癌 HepG2 细胞凋

亡的相关因子有一定影响，相关因子分别为：Bcl-2、
Bax、VEGF、P53 mRNA 等，影响结果见表 4。 
表3 不同浓度的绿茶富硒蛋白对HepG2细胞凋亡的诱导作用 

Table 3 Induction of apoptosis of HepG2 cells by different 

concentrations of green tea selenium rich protein 

组别 绿茶富硒蛋白浓度/(g/L) 凋亡率/% 

对照组 0 6.17±0.48a 

实验组

0.11 16.06±1.12b

0.18 18.70±1.12c

0.25 24.13±2.02d

0.5 30.60±6.53e

参考组 0 10.82±2.32f

 
图2 不同浓度绿茶富硒蛋白对HepG2细胞凋亡因子表达水平的

影响 

Fig.2 Effect of different concentration of green tea selenium 

rich protein on the expression of apoptotic factors in HepG2 

cells 
表4 不同浓度绿茶富硒蛋白对HepG2细胞凋亡因子表达水平的影响 

Table 4 Effect of different concentration of green tea selenium rich protein on the expression of apoptotic factors in HepG2 cells 

实验组别 绿茶富硒蛋白浓度/（g/L） 
HepG2 细胞凋亡因子 

Bcl-2/Bax P53/β-actin Bcl-2/β-actin Bax/β-actin VEGF/β-actin

对照组 0 1.08±0.01 1.24±0.02 0.54±0.02 0.55±0.01 0.23±0.02 

实验组 

0.11 0.71±0.02* 1.32±0.01* 0.32±0.01* 0.31±0.02* 0.29±0.02 

0.18 0.77±0.02* 1.28±0.03 0.36±0.01* 0.49±0.01* 0.23±0.01 

0.25 0.76±0.01* 1.30±0.04 0.30±0.03* 0.27±0.02* 0.11±0.01* 

0.5 0.46±0.02* 1.24±0.01 0.15±0.02* 0.33±0.02* 0.05±0.01* 

参考组 0 1.08±0.02 1.33±0.01* 0.68±0.02 0.32±0.01* 0.14±0.03* 

注：*与对照组相比，p<0.05。 

为更好地观察不同浓度绿茶富硒蛋白对 HepG2
细胞凋亡因子表达水平的影响程度，将表 4 转换成图

2。肝癌细胞的扩散依赖于细胞增殖和凋亡的平衡性，

如果平衡，癌细胞将会不断增殖与扩散；如果失衡，

就会使细胞凋亡增加，提升治疗效果。根据以往研究

可得，细胞凋亡因子中 p35和 Bcl-2 是细胞凋亡信号转
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导的决定因素，从功能上看，家族基因蛋白 Bcl-2 分

为促凋亡和抑凋亡两类，分别为 Bax 与 Bad 和 Bcl-2
与 Bcl-xl，从图 2 中可以看出，在绿茶富硒蛋白的作

用下，肝癌 HepG2 细胞凋亡相关因子表达水平整体呈

下降趋势，而且绿茶富硒蛋白浓度越高，对肝癌

HepG2 细胞凋亡相关因子的影响越大，实验组中

P53/β-actin 相较于对照组不具备统计学意义，Bcl-2 和

Bax 的比值小于 1，通过这些数据可以看出绿茶富硒

蛋白具有促进肝癌 HepG2 细胞凋亡的作用。 

3  结论 

从本文实验可以看出，高浓度的绿茶富硒蛋白对

肝癌 HepG2 细胞有显著抑制作用，但具有一定依赖

性，当浓度为 0.50 g/L 绿茶富硒蛋白对肝癌 HepG2 细

胞作用 3 d 时，抑制率高达 29.92%，凋亡率达到

30.60%，可以有效抑制肝癌 HepG2 细胞增殖，此时的

肝癌 HepG2 细胞常伴随出现凋亡小体和核质浓集的

凋亡形态学特性。由于绿茶富硒蛋白在基因水平上没

有对 Bax 蛋白进行调控，所以其基因水平出现下降。

肝癌 HepG2 细胞 Bcl-2 和 Bax 比值小于 1，说明绿茶

富硒蛋白具有促进肝癌 HepG2 细胞凋亡的作用。 
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