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探讨表没食子儿茶素没食子酸酯"

Q:N:

$对胰岛细胞的保护作用及机制&方法
!

实验分为正常对照组!

;R.

$

(

组!

;R.$

(

]Q:N:$

组"低浓度$!

;R.$

(

]Q:N:1

组"高浓度$&

NNY/

检测细胞活性!酶联免疫吸附实验"

QR;74

$方法检测

f;V)

细胞基础胰岛素和葡萄糖刺激的胰岛素分泌量!

d"5FC+A

染色及流式细胞术检测细胞凋亡!

hN.$

流式细胞术检测线粒体膜

电位!比色法测定细胞腺嘌呤核苷三磷酸"

4K3

$含量!化学荧光法检测细胞活性氧簇"

>S7

$活性&结果
!

与正常对照组相比!

;R.

$

(

组细胞活性降低!基础和葡糖糖刺激胰岛素分泌量显著减少!细胞凋亡明显增加!同时测得细胞线粒体膜电位降低!

4K3

含量

减少!提示细胞线粒体功能损伤!并且
>S7

活性增加&给予低浓度和高浓度
Q:N:

作用后!与
;R.$

(

组相比!细胞活性明显提高!

基础和葡糖糖刺激胰岛素分泌量增加!细胞凋亡率显著减少!线粒体膜电位增加!

4K3

含量增加!同时
>S7

活性降低&且
;R.

$

(

]Q:N:1

组作用更强&结论
!

Q:NN

可减轻
;R.$

(

诱导的
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细胞细胞凋亡率!其机制可能与提高细胞
4K3

的含量!线粒

体膜电位及降低
>S7

活性有关&

"关键词#

!

儿茶素#没食子酸#腺瘤!胰岛细胞#线粒体膜电位#腺苷三磷酸#活性氧

"中图分类号#

!

>1/2&2

"文献标识码#

!

4

"文章编号#

!

$)-$./'0/

"

1%$2

$

1'.'$/'.%0

E**#4%$)*E

F

.

3

,--)4,%#4".0

3

,--,%#)0IG5$

!

.0'&4#'=IN)4#--$,

F

)

F

%)$.$

"

&'$H$)

$

#

1)+F'

/

+!

*

1

#

%)!

*

6-)!

*K

$!

'

#

&'$H+!

*

$

#

%)!

*

;2'

0

#

3-)!

*

0'!

0

#

.2!C28'

0

#

3-2!

*

R')!

$

#

$

$4F2

B

)?5:2!5+

9

"-@'+8+

*/

%

14F2

B

)?5:2!5+

9

"-)?:)7+8+

*/

%

'4F2

B

)?5:2!5+

9

")?)@'5+8+

*/

%

041%$1;)

*

!'5$<2+

9

18'!'7)8

#

S+?5-6'7-$)!;2<'7)81+882

*

2

#

S)!7-+!

*

#

6'7-$)!)'-%%%

#

1-'!)

&

!!

'

9:$%+,4%

(

!

;:

<

#4%.6#

!

K"#,MC+A#

<

@ACAFCCGGC5A+"GQ

H

#

<

@II"5@AC5F#,

<

@II@AC

$

Q:N:

&

",;R.$

(

#,!E5C!f;V)5CII+@

H

"

H

A"+#+&

f&=#%")'$

!

KFCC=

H

C?#DC,A

<

?"E

H

B@+!#M#!C!#,A"5",A?"I

<

?"E

H

#

;R.$

(

<

?"E

H

#

;R.$

(

]Q:N:I"B5",5C,A?@A#",

<

?"E

H

@,!;R.

$

(

]Q:N:F#

<

F5",5C,A?@A#",

<

?"E

H

&NCII@5A#M#A

L

B@+!CAC5AC!J

L

NNY/&;,+EI#,+C5?CA#",B@+!CAC5AC!J

L

QR;74&5CII@

H

"

H

A"+#+

B@+!CAC5AC!J

L

GI"B5

L

A"DCA?

L

&KFCD#A"5F",!?#@IDCDJ?@,C

H

"AC,A#@IB@+!CAC5AC!J

L

GI"B5

L

A"DCA?

L

&4K35",AC,A@,!5CII@5.

A#M#A

L

"G>S7BC?C!CAC5AC!J

L

5"I"?#DCA?

L

@,!5FCD#IED#,C+5C,5CDCAF"!&>#$&-%$

!

N"D

H

@?C!B#AF,"?D@I

<

?"E

H

#

;R.$

(

<

?"E

H

+F"BC!DE5FI"BC?5CII@5A#M#A

L

#

#,+EI#,+C5?CA#",

#

5CIID#A"5F",!?#@IDCDJ?@,C

H

"AC,A#@I@,!4K35",AC,A

#

@,!@AAFC+@DCA#DC;R.

$

(

<

?"E

H

F@!+#

<

,#G#5@,AI

L

F#

<

FC?5CII@

H

"

H

A"+#+@,!>S7@5A#M#A#C+&4GAC?

<

#MC,Q:N:

#

J"AFI"B5",5C,A?@A#",

<

?"E

H

@,!F#

<

F5",.

5C,A?@A#",

<

?"E

H

F@!F#

<

FC?5CII@5A#M#A

L

#

#,+EI#,+C5?CA#",

#

5CIID#A"5F",!?#@IDCDJ?@,C

H

"AC,A#@I@,!4K35",AC,A

#

@AAFC+@DCA#DC

I"BC?5CII@

H

"

H

A"+#+@,!>S7@5A#M#A#C+B@++F"BC!&4,!AFC;R.$

(

]Q:N:F#

<

F5",5C,A?@A#",

<

?"E

H

B"?OC!D"?C

H

"BC?GEI&?)05

4-&$.)0

!

Q:N:F@+

H

?"AC5A#MCCGGC5A+",;R.$

(

#,!E5C!f;V)5CII+@

H

"

H

A"+#+&;A+DC5F@,#+DD@

L

JC?CI@AC!A"#,5?C@+#,

<

AFC5",AC,A

"GAFC4K3@,!D#A"5F",!?#@IDCDJ?@,C

H

"AC,A#@I@,!

H

?"AC5A#,

<

D#A"5F",!?#@IGE,5A#",@+BCII?C!E5#,

<

AFC@5A#M#A

L

"G>S7&

'

@#

(

2)+'$

(

!

5@AC5F#,

%

<

@II#5@5#!

%

@!C,"D@

#

#+ICAMCII

%

D#A"5F",!?#@IDCDJ?@,C

H

"AC,A#@I

%

@!C,"+#,CA?#

H

F"+

H

F@AC

%

?C@5A#MC"=

L

.

<

C,+

H

C5#C+

!!

目前全世界约有
1

亿以上糖尿病患者#且糖尿病的发病率

逐年提高)我国糖尿病患者已占总人数
(&)̂

#总共已经超过

-

千万#成为糖尿病患者最多的国家'

$

(

)研究证明#在
$

型和
1

型糖尿病中#白介素
.$

(

$

;R.$

(

&均可诱导
(

细胞凋亡'

1.'

(

#最终

导致糖尿病#但机制并不清楚#可能与增加
VS

的浓度'

0

(

*提高

胰岛细胞内
N@

1] 浓度'

2

(

*降低线粒体膜电位*增加活性氧簇

$

>S7

&的生成'

)

(

#以及提高内质网应激等因素有关'

-

(

)表没食

子儿茶素没食子酸酯$

Q:N:

&是茶叶特有的儿茶素#是茶多酚

的主体部分#

Q:N:

对癌症*肥胖*糖尿病*心血管疾病都具有

预防功效)近年来#研究发现
Q:N:

可以调节血糖#主要机制

与其具有类胰岛素作用#并且能够改善胰岛素敏感性#抑制糖

异生#调节腺苷酸活化蛋白激酶$

4f3Y

&

'

/

(

*细胞外调节蛋白

激酶$

Q>Y

&的表达有关'

(

(

%且其强抗氧化活性对
1

型糖尿病及

并发症有良好的防治作用'

$%

(

)有报道认为
Q:N:

对
;R.$

(

作

用的
>;VD2a

细胞有保护作用'

$$

(

#其机制与抑制核因子
)

6

$

VY.

)

6

&和
VS

活性有关#但缺乏进一步的研究)本研究采用

f;V)

胰岛细胞进行实验#低剂量和高剂量
Q:N:

分别与
;R.

$

(

共同孵育#观察
Q:N:

对胰岛细胞功能和凋亡率的影响#同

时观察细胞线粒体膜电位和腺嘌呤核苷三磷酸$

4K3

&含量的

变化来判断线粒体功能#探讨
Q:N:

降低
;R.$

(
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细胞凋亡的机制)

A

!

材料与方法

A&A

!

材料
!

Q:N:

由上海雅吉公司提供$批号!

4.%$2(

&%

f;V)

细胞购自上海拜力公司%

4,,C=#,e.a;KN

凋亡检测试

剂盒由
6C

L

"A#DC

公司提供$批号!

N$%2)

&%

;R.$

(

为
;,M#A?"

<

C,

公司产品$批号!

-(1%%/8

&%

hN.$

线粒体膜电位检测试剂盒购

自
6C

L

"A#DC

公司$批号!

N1%%)

&%活性氧检测试剂#

4K3

检测

试剂盒均购自南京建成)

A&B

!

方法

A&B&A

!

细胞培养与处理
!

f;V)

细胞选用第
1/

$

'2

代细胞)

细胞培养基
8fQf

#其中含胎牛血清
$2%DR

"

R

#青霉素
$%%

[

"

DR

#链霉素各
$%%D

<

"

DR

#培养条件为
'-\

*

2̂ NS

1

饱

和湿度)细胞浓度为每孔
2̀ $%

2 个"
R

#细胞接种于细胞培养

板)实验分为
0

组!$

$

&正常对照组%$

1

&

;R.$

(

组$

;R.$

(

浓度为

1%,D"I

"

R

&%$

'

&

;R.$

(

]Q:N:$

组$

Q:N:

处理浓度为
$

DD"I

"

R

&%$

0

&

;R.$

(

]Q:N:1

组 $

Q:N:1

处 理 浓 度 为
2

DD"I

"

R

&#平行孔为
)

孔)正常对照组处理因素为含
$2̂

胎

牛血清的
8fQf

培养液%其余
'

组每孔细胞中
;R.$

(

$

1%

,D"I

"

R

&共同培养
10F

后#

;R.$

(

]Q:N:$

组*

;R.$

(

]Q:N:1

组分别加入不同浓度的
Q:N:

继续培养
10F

#进行各项指标

的观察与检测)

A&B&B

!

NNY/

方法检测
f;V)

细胞活性
!

检测细胞活性方法

用
NNY/

法检测#实验步骤如下!细胞培养板离心
2D#,

$

2%%

?

"

D#,

&#吸取上清液后#弃去上清液#细胞中加
1%%

"

R

培养液

$不含胎牛血清&#然后再加入
1%

"

R

的
NNY/

#孵育箱中培养
$

F

后检测#全自动酶标仪上测出的数值为光密度值$

EF

值&)

仪器检测波长为
02%,D

#

EF

值可以说明细胞活性#数值越大

表明细胞活性就越强)

A&B&C

!

胰岛素分泌量测定
!

收集按
$&1&$

方法处理的各组细

胞培养上清液#待测基础胰岛素分泌)收集完上清液后的各组

细胞中再加入高浓度葡萄糖$

$)&-DD"I

"

R

&培养#

1F

后离心

提取
f;V)

细胞培养上清液#检测基础和高糖刺激胰岛素分泌

量#实验方法严格按照酶联免疫吸附实验$

QR;74

&试剂盒步骤

进行)

A&B&D

!

f;V)

细胞凋亡检测

A&B&D&A

!

d"5FC+A''12/

染色法检测细胞凋亡
!

经不同处理

方法培养的
f;V)

细胞中#加入
d"5FC+A''12/

$浓度为
$%

"

<

"

DR

&)细胞在
'-\

避光孵育
$2D#,

#然后收集细胞#荧光

显微镜下观察细胞凋亡情况)

A&B&D&B

!

流式细胞方法检测细胞凋亡率
!

经不同处理因素

后#细胞收集数量约
2`$%

2 个"
R

#离心#重悬#加入
4,,C=#,

e.a;K

和
3;

染色液各
2

"

R

#混匀#在室温下避光孵育
1%D#,

#

流式细胞仪检测红色荧光和蓝色荧光的表达)

A&B&J

!

4K3

的检测
!

4K3

的含量按
4K3

检测试剂盒介绍

的荧光素酶法测定)

A&B&K

!

>S7

的检测
!

按检测试剂盒介绍的化学荧光法测定)

A&B&M

!

线粒体膜电位检测
!

$̀ $%

0

f;V)

细胞中加入
2%%

"

R

细胞培养液#制备细胞悬液#加入
hN.$

染色工作液
2%%

"

R

)

'-

\

孵育
1%D#,

后#

0\

下以
)%%?

"

D#,

离心
0D#,

#弃上清液#

用
hN.$

染色缓冲液洗涤沉淀细胞
1

次#加入
$DRhN.$

染色

缓冲液重悬细胞#离心
0D#,

#再用适量
hN.$

染色缓冲液重悬

后#上机进行流式细胞术检测)

A&C

!

统计学处理
!

采用
7377$'&%

软件进行数据分析#计量

数据用
Lc@

表示#采用
P

检验$多个样本均数比较&和
8E,.

,CA.5

法检验$组间两两比较&#以
"

$

%&%2

为差异有统计学

意义)

B

!

结
!!

果

B&A

!

f;V)

胰岛细胞活性的检测
!

实验结果见表
$

#正常对照

组
EF

值为
%&/-1c%&%'/

#

;R.$

(

组
EF

值显著降低#表明
;R.

$

(

与细胞作用后明显抑制细胞活性$

"

$

%&%$

&%而加入不同浓

度
Q:N:

共同孵育后#

EF

值均有不同程度的提高)与
;R.$

(

组比较#

;R.$

(

]Q:N:$

组$

"

$

%&%2

&与
;R.$

(

]Q:N:1

组

$

"

$

%&%$

&

EF

值较高)

表
$

!!

f;V)

细胞
EF

值和胰岛素分泌水平%

Lc@

$

!9)

&

组别
EF

值
基础胰岛素

水平$

;[

"

R

&

高糖刺激胰岛素

水平$

;[

"

R

&

正常对照组
%&/-1c%&%'/ 1&)''c%&%-- '&-01c%&$/(

;R.$

(

组
%&01'c%&%'%1

@

%&(%2c%&%)-

@

$&--'c%&$'(

@

;R.$

(

]Q:N:$

组
%&2((c%&%1(

J

$&/-/c%&$$/

J

1&21(c%&$-'

J

;R.$

(

]Q:N:1

组
%&-'1c%&%01'

5

1&$--c%&$(1

5

'&%%-c%&%-'

5

!!

@

!

"

$

%&%$

#与正常对照组比较%

J

!

"

$

%&%2

#

5

!

"

$

%&%$

#与
;R.$

(

组比较)

B&B

!

f;V)

细胞基础和高糖刺激胰岛素分泌量的检测
!

;R.$

(

可以降低胰岛细胞分泌功能#具体表现为基础胰岛素分泌量和

高糖刺激胰岛素分泌量均显著下降$

"

$

%&%$

&%

Q:N:

与细胞

共同培养孵育后#

f;V)

细胞的胰岛素分泌功能明显增强#

;R.

$

(

]Q:N:$

组*

;R.$

(

]Q:N:1

组的基础胰岛素水平*高糖刺

激胰岛素水平与
;R.$

(

组比较差异有统计学意义$

"

$

%&%2

&#

见表
$

)

B&C

!

hN.$

线粒体膜电位的变化
!

横轴代表的是绿色荧光#纵

轴代表的是红色荧光#平均红色荧光值"平均绿色荧光值为
>

值#

>

值越大#说明线粒体膜电位越高%

>

值越小#说明线粒体

膜电位越小)加入
;R.$

(

作用后胰岛细胞线粒体膜电位
>

值

显著下降$

"

$

%&%$

&#与不同浓度
Q:N:

共同培养
10F

后可

见线粒体膜电位增高#见图
$

)

B&D

!

4K3

的含量
!

加入
;R.$

(

作用后胰岛细胞
4K3

含量降

低#

;R.$

(

组与正常对照组相比差异有统计学意义$

"

$

%&%2

&%

加入
Q:N:

后#细胞
4K3

的含量增强#与
;R.$

(

组相比差异有

统计学意义$

"

$

%&%2

&#且有剂量依赖性#

;R.$

(

]Q:N:1

组

4K3

的增加高于
;R.$

(

]Q:N:$

组#见表
1

)

表
1

!!

细胞
4K3

含量和
>S7

水平比较%

Lc@

$

!9)

&

组别
4K3

$

H

D"I

"

D

<

&

>S7

$

"

D"I

"

R

&

正常对照组
$1&$$c$&)( 1%&-0c$&/1

;R.$

(

组
0&--c%&(%

@

)%&1'c%&'-

@

;R.$

(

]Q:N:$

组
)&(2c%&'0

J

02&)'c1&-/

J

;R.$

(

]Q:N:1

组
/&/2c%&01

5

'1&)0c$&/1

5

!!

@

!

"

$

%&%$

#与正常对照组比较%

J

!

"

$

%&%2

#

5

!

"

$

%&%$

#与
;R.$

(

组比较)

B&J

!

>S7

的含量
!

与正常对照组相比#

;R.$

(

组共同孵育后

f;V)

细胞
>S7

活性显著增加$

"

$

%&%$

&%加入不同浓度

Q:N:

后#

>S7

的活性降低#差异有统计学意义$

"

$

%&%2

&#且

有剂量依赖性#

;R.$

(

]Q:N:1

组
>S7

的活性低于
;R.$

(

]

Q:N:$

组#见表
1

)

B&K

!

f;V)

细胞凋亡的变化
!

如图
1

所示#正常
f;V)

细胞

0/$'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期



d"5FC+A''12/

染色颜色偏浅#并且是均匀蓝色#而在凋亡细胞

中#细胞核为强度较高染色表现#有的细胞还可见明显的凋亡

小体)采用流式细胞仪检测正常对照组与
;R.$

(

组比较差异

有统计学意义 $

"

$

%&%$

&#

;R.$

(

]Q:N:$

组*

;R.$

(

]Q:N:1

组与
;R.$

(

组比较差异有统计学意义 $

"

$

%&%2

&#见表
'

#图
'

)

!!

4

!正常对照组%

6

!

;R.$

(

组%

N

!

;R.$

(

] Q:N:$

组%

8

!

;R.$

(

] Q:N:1

组)

图
$

!!

流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位

!!

4

!正常对照组%

6

!

;R.$

(

组%

N

!

;R.$

(

] Q:N:$

组%

8

!

;R.$

(

] Q:N:1

组)

图
1

!!

d"5FC+A

染色检测细胞凋亡

!!

4

!正常对照组%

6

!

;R.$

(

组%

N

!

;R.$

(

] Q:N:$

组%

8

!

;R.$

(

] Q:N:1

组)

图
'

!!

流式细胞仪检测细胞凋亡率

表
'

!!

细胞凋亡率和线粒体膜电位%

Lc@

$

!9)

&

组别 线粒体膜电位
>

细胞凋亡率$

^

&

正常对照组
1&$%c%&') 2&%'c%&-/

;R.$

(

组
%&02c%&$$

@

10&2%c%&)2

@

;R.$

(

]Q:N:$

组
%&/(c%&%)

J

$2&/%c%&-1

J

;R.$

(

]Q:N:1

组
$&''c%&$0

5

$$&(%c%&2)

5

!!

@

!

"

$

%&%$

#与正常对照组比较%

J

!

"

$

%&%2

#

5

!

"

$

%&%$

#与
;R.$

(

组比较)

C

!

讨
!!

论

!!

细胞凋亡是胰岛
(

细胞死亡的主要方式#胰岛细胞凋亡导

致糖尿病的发生)目前越来越多的研究表明细胞因子
;R.$

(

对胰岛细胞凋亡有重要的作用#本课题组前期实验也证实
;R.

$

(

可引起乳鼠胰岛细胞凋亡#凋亡机制与增加
VS

生成'

$1

(

*提

高细胞内
N@

1]

*影响
dS.$

"

NS

系统有关'

$'

(

)本实验通过
;R.

$

(

作用胰岛细胞系
f;V)

#进一步观察其对胰岛细胞凋亡的影

响#结果证实
;R.$

(

可增加
f;V)

细胞凋亡率#说明
;R.$

(

亦可

诱导胰岛细胞
f;V)

凋亡)实验结果同时表明
;R.$

(

可降低

f;V)

细胞的活性#抑制胰岛细胞分泌胰岛素的功能#说明
;R.

$

(

可以增加
f;V)

细胞凋亡#降低胰岛细胞的活性和分泌

功能)

目前研究认为
;R.$

(

在多种细胞中介导细胞凋亡机制与

降低线粒体功能#增加
>S7

水平相关#

3?"!E#A.WC,

<

@GG#,C,

等'

$0

(在胰岛细胞
;V7.$

细胞系也证实
;R.$

(

细胞凋亡是通过

降低线粒体功能降低线粒体膜电位和
4K3

含量)本实验中也

发现
;R.$

(

与
f;V)

胰岛细胞孵育后
4K3

水平降低#线粒体

膜电位显著降低#

>S7

明显增加#说明
;R.$

(

导致
f;V)

细胞

线粒体功能障碍并产生大量
>S7

)氧化应激与线粒体功能密

切相关#线粒体既是活性氧产生的主要部位#也是活性氧攻击

的首要靶点#由于
>S7

生成增加#而胰岛细胞
>S7

灭活酶含

量相对较少#因此加重线粒体的损伤#最终导致细胞凋亡)

Q:N:

具有广泛的生物活性#其对糖尿病的防治作用已经

在多种动物模型被证实#可以降低链脲佐菌素$

7KW

&*四氧嘧

啶诱导的糖尿病动物血糖及自发性糖尿病动物模型的血糖#促

进胰岛素分泌'

$2

(

#但其机制并没有得到深入研究)目前认为

Q:N:

分子结构具有酚羟基#清除自由基能力较强#从而具有

抗氧化活性#有研究证明
Q:N:

可以通过减轻氧化损伤#保护

线粒体完整性#从而保护细胞功能'

$).$-

(

)

2/$'

重庆医学
1%$2

年
/

月第
00

卷第
1'

期



本实验结果显示#

Q:N:

可以减少
f;V)

胰岛细胞凋亡

率#并且增加细胞活性以及提高细胞胰岛素分泌功能#说明

Q:N:

可保护
f;V)

细胞的功能#减轻
;R.$

(

诱导的胰岛细胞

凋亡)不同浓度
Q:N:

与
;R.$

(

作用的细胞孵育后都表现出

4K3

的含量明显增加#线粒体膜电位也升高#同时活性氧降

低#表明
Q:N:

可通过增加抗氧化活性#清除氧自由基#减轻

细胞的氧化应激#抑制胰岛细胞的氧化损伤#保护线粒体功能#

从而减少
f;V)

细胞凋亡#达到保护胰岛细胞的作用)

RCC

等'

$/

(实验结果发现
Q:N:

促进脂肪细胞
'K'.R$

的分化的机

制与可增加
>S7

生成而#与本研究结果不一致#推测可能是与

是实验采用不同的细胞种类有关)
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