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　　摘　要：目的　建立酒精性肝损伤的细胞模型，研究茶多酚（ＴＰ）对酒精性肝损伤的调节作用。方法　通过细胞培养，采用显

微镜观察细胞形态，检测细胞培养液丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、γ谷氨酰转肽酶（ＧＧＴ）和细胞内活

性氧（ＲＯＳ）变化。结果　乙醇使Ｌ０２肝细胞脂肪变性。与乙醇组比较，ＴＰ＋乙醇组脂肪变性轻，其培养液中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ水

平降低，细胞内ＲＯＳ减少。结论　体外实验中茶多酚能减轻细胞脂肪变性程度，改善酶学指标，减少ＲＯＳ的产生，来避免肝脏

损害。
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　　２００４年全球３．８％的人类死于饮酒，乙醇会导致多器官的

损伤，其中以肝脏损伤尤为显著，其发病机制复杂，较为公认的

是氧化应激可能是酒精性肝损伤的驱动力［１５］。茶多酚（ＴＰ）

是茶叶中提取的多酚类物质的总称，其分子结构中的连（邻）苯

酚基，具有多种抗氧化协同作用，同时具有很强的体外抗肿瘤

和抗炎效应［６９］。本研究用乙醇诱导永生化肝正常细胞株Ｌ０２

脂肪变性，通过形态学和生化酶学，活性氧（ＲＯＳ）指标来探讨

ＴＰ对酒精性肝损伤的保护作用及其可能的机制。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｌ０２肝正常细胞株（重庆医科大学病毒性肝炎研

究所细胞库），ＴＰ９８（无锡世纪生物药业有限公司），ＲＰＭＩ

１６４０培养液（ＧＩＢＣＯ），３（４，５二甲基噻唑２）２，５二苯基四氮

唑溴盐（ＭＴＴ）、油红Ｏ（ｓｉｇｍａ），标准胎牛血清（杭州四季青生

物工程材料有限公司），丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、门冬氨酸

氨基转移酶（ＡＳＴ）、γ谷氨酰转肽酶（ＧＧＴ）试剂盒（南京建成

生物工程），检测ＲＯＳ试剂盒（碧云天生物技术）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及作用浓度的确定　Ｌ０２常规培养于１０％

胎牛血清的ＲＭＰＩ１６４０培养液中，５％ＣＯ２，３７℃。选择对数

生长期细胞进行试验。细胞４．５×１０４ 个／孔接种于９６孔培养

板孵育２４ｈ后，加入不同浓度的乙醇溶液，使乙醇的终浓度为

０．６％、１．２％、２．４％、４．８％，损伤２４ｈ后弃去培养板培养基，

每孔加入１６４０培养液１８０μＬ和５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ２０μＬ培养４

ｈ，弃上清液，每孔加入２００μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）振荡１５

ｍｉｎ，选择酶联免疫检测仪（４９０ｎｍ）测定各孔吸光密度值（ＯＤ

值），记录结果。ＴＰ对酒精性脂肪变性Ｌ０２细胞处理方式同

上。ＴＰ浓度为１００、２００、４００、５００μｇ／ｍＬ。

１．２．２　分组　培养２４ｈ细胞单层贴壁后分３组。对照组：常

规培养６ｄ；乙醇组：乙醇作用３ｄ后，常规培养３ｄ；ＴＰ＋乙醇

组：同时加入乙醇和ＴＰ培养３ｄ后，常规培养３ｄ。７ｄ传代，

每天换液，处理４周。

１．２．３　指标检测　参考文献［１０］进行油红Ｏ染色，离心收集

培养上清液全自动生化分析仪检测 ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ，ＲＯＳ的

测定按试剂盒说明书：分为原位装载探针荧光显微镜观察，收

集细胞后装载探针荧光分光光度计（４８８ｎｍ激发波长，５２５ｎｍ

发射波长）检测。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５软件进行数据分析，实验

数据用狓±狊表示，多组计量资料采用ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ单因

素方差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　乙醇和 ＴＰ最适作用浓度　不同乙醇浓度（０．６％、

１．２％、２．４％、４．８％）对应的细胞相对活性分别为８３．３３％、

８１．３７％、６５．６９％、３７．２５％，结合文献［１１］选择乙醇最适浓度

为０．６％。不同ＴＰ浓度（１００、２００、４００、５００μｇ／ｍＬ）对应的细

胞相对活性分别为１１３．１７％、１１７．２８％、８２．５９％、７４．２０％，结

合文献［８］，ＴＰ作用最适浓度为２００μｇ／ｍＬ。
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２．２　油红Ｏ染色各组脂肪滴情况的观察　对照组个别细胞

可见少许单个小脂滴，乙醇组细胞质可见大量橘红色脂滴，

ＴＰ＋乙醇组细胞脂滴小，数量少。见图１。

　　Ａ：对照组Ｂ：乙醇组Ｃ：ＴＰ＋乙醇组。

图１　　各组油红Ｏ染色情况（×４００）

２．３　各组ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ水平比较　ＴＰ＋乙醇组的培养液

上清中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ水平明显低于乙醇组（犘＜０．０５）。见

表１。

２．４　细胞内ＲＯＳ的变化　对照组荧光微弱；乙醇组明显绿色

荧光，最亮处位于细胞核周围；ＴＰ＋乙醇组荧光较乙醇组减

弱，见图２。乙醇组 ＲＯＳ相对荧光值９９．６３±４．６２较对照组

３４．１７±０．９３升高（犘＜０．０５），ＴＰ＋乙醇组５８．６３±１．８２较乙

醇组９９．６３±４．６２降低（犘＜０．０５）。

表１　　各组培养液上清中ＡＬＴ、ＡＳＴ、ＧＧＴ

　　水平的变化（狓±狊，Ｕ／Ｌ）

组别 ＡＬＴ ＡＳＴ ＧＧＴ

对照组 ０．６７±０．５８ ８．００±３．６１ ２．００±１．００

乙醇组 １０．６７±２．０８ ８７．３３±４３．５０ ４．６７±０．５８

ＴＰ＋乙醇组 ２．００±１．００ １１．００±３．６１ ２．３３±０．０１

　　Ａ：对照组Ｂ：乙醇组Ｃ：ＴＰ＋乙醇组。

图２　　各组细胞ＲＯＳ荧光染色结果（×４００）

３　讨　　论

Ｌ０２细胞是一种永生化的人类正常肝细胞株，具有正常肝

细胞的某些特性，能够用于研究ＴＰ对乙醇诱导体外培养肝细

胞的脂肪变性的作用。

肝细胞ＡＬＴ主要存在于细胞质中；ＡＳＴ大部分（７０％）存

在于细胞质和线粒体；ＧＧＴ分布在肝细胞膜，乙醇能诱导微粒

体生物转化，使ＧＧＴ升高，它们是肝细胞内非特异性功能酶，

当细胞发生损伤时其值增加［１２１３］。乙醇及其代谢物乙醛能促

进脂质过氧化和线粒体的损伤从而引起肝细胞损伤使相关生

化指标产生相应变化［２，１２１４］，在动物实验中，ＴＰ能防治酒精性

肝损伤［１３１６］。文中乙醇组的细胞上清液酶学指标升高，ＴＰ和

乙醇同时培养后各指标下降，这与相关文献相符［１５１７］。

ＲＯＳ为含氧单电子，具有很强化学活性的细胞代谢产物，

包括氧自由基、过氧化氢、羟基等，可用荧光探针ＤＣＦＨＤＡ来

检测。ＤＣＦＨＤＡ是非标记性的氧化敏感的荧光探针，细胞内

ＲＯＳ氧化无荧光的ＤＣＦＨ生成有荧光的ＤＣＦ
［１８］。本文利用

荧光分光光度计和荧光显微镜检测ＤＣＦ的荧光用以判定细胞

内ＲＯＳ水平，乙醇组Ｌ０２细胞荧光强，细胞内ＲＯＳ的水平高，

可能是因为乙醇及其代谢物引起肝脏细胞的氧化应激反

应［１１１７］；同时加入ＴＰ培养细胞后 ＲＯＳ水平降低，荧光变弱，

证实ＴＰ对酒精性肝损伤程度的减轻作用可能是通过抗氧化

来实现的。
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