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表没食子儿茶素没食子酸酯对晚期糖基化终产物诱导 HUVEC
凋亡的影响及可能的作用机制

刘婷婷, 孟 馨, 金智一, 贾 楠

(中国医科大学附属第一医院内分泌科,辽宁省沈阳市 110001)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对晚期糖基化终产物(AGE)诱导的人脐静脉内皮细

胞(HUVEC)凋亡的影响及可能的作用机制。 方法摇 用 200 mg / L AGE 培养 HUVEC 24 h;以 50、100 滋mol / L EGCG
预处理 8 h 后再用 200 mg / L AGE 作用于 HUVEC;对照组用 200 mg / L 牛血清白蛋白作用于 HUVEC 24 h。 噻唑蓝

比色法测定细胞活性,Hoechst鄄33258 染色观察 HUVEC 形态变化,Annexin V鄄FITC / PI 双标记法流式细胞仪检测细

胞凋亡,活性氧检测以反映 HUVEC 内氧化应激水平。 结果摇 与对照组相比,AGE 组 HUVEC 发生染色质固缩、核
碎裂等细胞凋亡的形态学改变,细胞活性降低(P < 0郾 01),细胞凋亡率升高(P < 0郾 01),细胞内活性氧水平增加(P
< 0郾 01)。 EGCG 预处理后能够使细胞凋亡的形态学改变明显减轻,细胞活性升高(P < 0郾 01),细胞凋亡率减低(P
< 0郾 01),活性氧水平降低(P < 0郾 01);EGCG 作用呈浓度依赖性。 结论 摇 EGCG 呈浓度依赖性抑制 AGE 诱导的

HUVEC 凋亡,这一作用可能通过抑制 HUVEC 内氧化应激反应而实现。
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Effect of Epigallocatechin鄄3鄄gallate on Advanced Glycosylation End Product鄄induced
Apoptosis in Human Umbilical Vein Endothelial Cell and the Possible Mechanism
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of epigallocatechin鄄3鄄gallate (EGCG) on advanced glycosylation end
product (AGE) induced apoptosis in human umbilical vein endothelial cell (HUVEC) and the possible mechanism. 摇 摇
Methods摇 HUVEC was incubated with 200 mg / L AGE for 24 h in the presence or absence of different concentrations of
EGCG (50, 100 滋mol / L) for further 8 h. 摇 The same concentration and action time of unmodified bovine serum albumin
(BSA) was put into use as control group. 摇 Cell viability was evaluated by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) assay. 摇
Morphological change in HUVEC was observed by Hoechst鄄33258 staining, and cell apoptosis was analysed by Annexin V鄄
FITC / PI double staining assay. 摇 Oxidative stress in HUVEC was evaluated by reactive oxygen species (ROS). 摇 摇 Re鄄
sults摇 Compared with BSA, AGE induced obvious morphological changes of cell apoptosis, such as chromatin pyknosis,
karyorrhexis, reduced cell viability (P < 0郾 01), increased apoptosis rate (P < 0郾 01), enhanced oxidative stress reaction
(P < 0郾 01). 摇 Pretreatment with EGCG (50, 100 滋mol / L) in a concentration鄄dependent manner increased cell viability
(P < 0郾 01), relieved the morphological changes of cell apoptosis, decreased AGE鄄induced apoptosis and ROS production
(P < 0郾 01). 摇 摇 Conclusion摇 Our findings indicated that EGCG decreased AGE鄄induced apoptosis in HUVEC via the in鄄
hibition of oxidatie stress reaction.

084 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 23,No 5,2015



摇 摇 大血管并发症是糖尿病患者致死致残的主要

原因,其病理基础是动脉粥样硬化,主要与糖尿病

患者长期高糖环境下引起的晚期糖基化终产物(ad鄄
vanced glycosylation end product,AGE)的增加有关。
AGE 是非酶糖基化反应的终末产物,是蛋白质、脂
质或核酸等大分子在没有酶参与的条件下自发的

与葡萄糖或其他还原单糖反应所生成的稳定的共

价化合物[1]。 研究表明,AGE 的积聚触发氧化应激

反应、炎症反应和细胞凋亡反应,从而引起内皮细

胞功能障碍[2]。 而内皮细胞功能障碍是血管病变

的基础,也是导致糖尿病血管功能障碍的主要原

因[3]。 表没食子儿茶素没食子酸酯 ( epigallocate鄄
chin鄄3鄄gallate,EGCG)是黄烷醇类物质即儿茶素的

主要成分,亦是茶叶中多酚类物质的主要组成部

分,具有很强的抗氧化、抗肿瘤、抗突变等作用[4鄄5]。
本研究旨在探讨 EGCG 对 AGE 诱导的内皮细胞功

能障碍的影响及可能的作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo鄄
thelial cell,HUVEC)株 CRL鄄1730 购自美国典型培

养物保藏中心 (American Type Culture Collection,
ATCC),RPMI鄄1640 培养基、胰蛋白酶、胎牛血清购

自于 Hyclone 公司,AGE 购自 Abcam 公司,细胞凋

亡 Hoechst 染色试剂盒、Annexin V鄄FITC 细胞凋亡检

测试剂盒、活性氧( reactive oxygen species,ROS)检

测试剂盒购自碧云天生物技术研究所,噻唑蓝

(methyl thiazolyl tetrazolium, MTT)、 二 甲 基 亚 砜

(dimethyl sulfoxide,DMSO)购自美国 Sigma 公司。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞培养及分组

HUVEC 用含 10%胎牛血清的 RPMI鄄1640 培养

基于 37益、5% CO2、100% 湿度孵箱中培养,2 天换

液 1 次,3 ~ 4 天用胰蛋白酶消化传代 1 次。 将细胞

接种于培养板内,待细胞贴壁生长至 90% 融合状

态,用无血清 RPMI鄄1640 培养液孵育 12 h 使其同步

化。 实验分组:(1)对照组:200 mg / L 牛血清白蛋白

(bovine serum albumin,BSA)作用 HUVEC 24 h(此
组又称 BSA 组);(2)AGE 组:200 mg / L AGE 作用

HUVEC 24 h; (3) 50 滋mol / L EGCG + AGE 组:50
滋mol / L EGCG 预处理 HUVEC 8 h 后再加入 200
mg / L AGE 作用 24 h;(4)100 滋mol / L EGCG + AGE
组:100 滋mol / L EGCG 预处理 HUVEC 8 h 后再加入

200 mg / L AGE 作用 24 h。

1郾 3摇 细胞活性测定

应用 MTT 比色法测定细胞活性。 收集对数期

细胞,调整细胞浓度,将细胞接种于 96 孔板,每孔加

入 100 滋L,使每孔细胞数为 8 伊 103 个,培养 12 h 后

加入上述浓度梯度的药物继续培养 24 h,每孔设置

5 个复孔,同时设置调零孔、对照孔。 培养结束后吸

去上清液,加入 5 g / L MTT 20 滋L,继续培养 4 h,吸
去孔内培养液,每孔加入 150 滋L DMSO,在摇床上

低速震荡 10 min,在酶联免疫检测仪 490 nm 波长处

测量各孔吸光度(absorbance,A)值。
1郾 4摇 Hoechst鄄33258 染色检测细胞凋亡

将细胞接种于盖玻片上,收集各组 HUVEC,固
定液固定,Hoechst鄄33258 染色 5 min,荧光显微镜下

观察细胞凋亡。
1郾 5摇 Annexin V鄄FITC / PI 双标记法检测细胞凋亡

收集各组 HUVEC,用 PBS 重悬细胞 2 次,细胞

悬液中加入 Annexin V鄄FITC 和 PI 室温下避光孵育

15 min,随即进行流式细胞仪检测。
1郾 6摇 活性氧检测

用无血清细胞培养液 RPMI鄄1640 按 1颐 1000 比

例稀释双氯荧光素(2爷,7爷 鄄dichlorfluorescein鄄diace鄄
tate,DCFH鄄DA),使其终浓度为 10 滋mol / L。 收集预

处理的细胞,悬浮于稀释好的 DCFH鄄DA 中,37益细

胞培养箱内孵育 20 min,用无血清细胞培养液洗涤

细胞 3 次,同时设置阳性对照,于阳性对照孔内加入

Rosup(活性氧阳性对照试剂)刺激细胞 30 min 后进

行流式细胞仪检测。
1郾 7摇 统计学处理

采用 SPSS 17郾 0 进行统计学处理,数据以x 依 s
表示,总体及组间差异采用 One鄄way ANOVA鄄LSD 方

法进行分析。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 人脐静脉内皮细胞生长情况

摇 摇 倒置相差显微镜下,HUVEC 呈鹅卵石样贴壁排

列成单层细胞,细胞胞浆丰富,为梭形或多角形,细
胞核清晰可见(图 1)。
2郾 2摇 噻唑蓝比色法测定细胞活性

用噻唑蓝比色法分别测定 200 mg / L BSA、200
mg / L AGE 作用 HUVEC 24 h 后的细胞活性,及 50、100
滋mol / L EGCG 预处理 8 h 对细胞活性的影响。 结果显

示,AGE 组较 BSA 组细胞活性明显降低(25郾 66% 依
0郾 36% 比 52郾 33% 依 4郾 94%, P < 0郾 01), 50 滋mol / L
EGCG + AGE 组、100 滋mol / L EGCG + AGE 组与 AGE
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组比较,细胞活性呈浓度依赖性明显升高(32郾 13% 依
5郾 56%比 25郾 66% 依0郾 36%,P < 0郾 05;49郾 74% 依3郾 93%
比 25郾 66% 依0郾 36%,P <0郾 01;图 2)。

图 1. 倒置相差显微镜下人脐静脉内皮细胞形态( 伊 100)
Figure 1. Morphology of HUVEC in inverted phase con鄄
trast microscope ( 伊 100)

2郾 3摇 Hoechst鄄33258 染色检测细胞凋亡

应用 Hoechst鄄33258 染色检测细胞凋亡,200
mg / L AGE 作用 HUVEC 24 h 后,细胞表现出明显的

染色质固缩、核碎裂等细胞凋亡的形态学改变;经
过 50、100 滋mol / L EGCG 预处理后细胞凋亡的形态

学改变明显减轻(图 3)。 结果证明,EGCG 能够减

轻 AGE 诱导的细胞凋亡的形态学改变。
2郾 4摇 Annexin V鄄FITC / PI 双标记法检测细胞凋亡

应用流式细胞仪检测 HUVEC 活性,如图(4A、
3B)所示,AGE 组与 BSA 组比较,细胞凋亡率明显增

加(9郾 86% 依2郾 00%比 4郾 34% 依0郾 70%,P <0郾 01);而
用 50、100 滋mol / L EGCG 预处理 HUVEC 后,与 AGE
组比较,细胞凋亡率呈浓度依赖性显著降低(5郾 98%
依 1郾 09% 比 9郾 86% 依 2郾 00%, 5郾 40% 依 0郾 92% 比

9郾 86% 依 2郾 00%,均 P < 0郾 01;图 4)。 结果证明,
EGCG 能够降低 AGE 诱导的细胞凋亡率。

图 2. EGCG 对 HUVEC 活性的影响 摇 摇 A 为 BSA 组,B 为

AGE 组,C 为 50 滋mol / L EGCG + AGE 组,D 为 100 滋mol / L EGCG +
AGE 组。 a 为 P < 0郾 01,与 BSA 组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,
与 AGE 组比较。

Figure 2. Effect of EGCG on HUVEC viability

图 3. 荧光显微镜下观察 EGCG 预处理后 HUVEC 凋亡的形态学改变摇 摇 A 为 BSA 组,B 为 AGE 组,C 为 50 滋mol / L EGCG + AGE
组,D 为 100 滋mol / L EGCG + AGE 组。

Figure 3. Morphological changes of HUVEC apoptosis after pretreated by EGCG under fluorescence microscope

图 4. Annexin V鄄FITC / PI 双标记法检测 EGCG 对 HUVEC 凋亡率的影响摇 摇 A 为 BSA 组,B 为 AGE 组,C 为 50 滋mol / L EGCG +
AGE 组,D 为 100 滋mol / L EGCG + AGE 组。 a 为 P < 0郾 01,与 BSA 组比较;b 为 P < 0郾 01,与 AGE 组比较。

Figure 4. Apoptosis rate in HUVEC detected by Annexin V鄄FITC / PI double staining
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2郾 5摇 活性氧检测

AGE 与细胞内高水平的氧化应激反应有关[6],
AGE 诱导的 ROS 产生过多与细胞凋亡及内皮细胞功

能障碍相关[7]。 我们的结果显示:AGE 使 HUVEC 内

ROS 产生明显增多,AGE 组与 BSA 组比较差异显著

(95郾 57% 依0郾 46%比 79郾 55% 依3郾 75%,P <0郾 01);用
50、100 滋mol / L EGCG 预处理 HUVEC 后,与 AGE 组

比较,ROS 呈浓度依赖性明显降低(82郾 84% 依2郾 99%
比 95郾 57% 依 0郾 46%,P < 0郾 05;78郾 55% 依 3郾 74% 比

95郾 57% 依0郾 46%,P <0郾 01;图 5)。

图 5. EGCG 对 AGE 诱导的细胞内氧化应激反应的影响

A 为 BSA 组,B 为 AGE 组,C 为 50 滋mol / L EGCG + AGE 组,D 为 100
滋mol / L EGCG + AGE 组。 a 为 P < 0郾 01,与 BSA 组比较;b 为 P <
0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 AGE 组比较。

Figure 5. Effect of EGCG on AGE induced intracellular
levels of oxidative stress reaction

3摇 讨摇 论

血管内皮被认为是调节血管紧张度和结构功

能的主要组成部分,并维持血管舒张和收缩的平

衡,但这种平衡能被很多内源性或外源性因素所破

坏,如 AGE、高血糖、低密度脂蛋白氧化物及许多炎

性因子,从而导致内皮细胞损伤[8]。
AGE 是影响内皮细胞功能的主要因素,可通过

诱导细胞凋亡、触发炎症及氧化应激反应、调控病

理的信号传导通路来诱导内皮细胞功能障碍[9]。
因此减少 AGE 诱导的内皮损伤可能是治疗内皮细

胞功能障碍的有效办法。 本研究通过细胞染色从

形态学上证实 AGE 能够诱导 HUVEC 产生染色质

固缩、核碎裂等凋亡的形态学改变, Annexin V鄄
FITC / PI 双标记法流式细胞仪检测发现 AGE 与对

照组相比能够明显增加细胞凋亡率。 AGE 诱导的

氧化应激反应在内皮细胞损伤的病理生理反应中

起到重要作用,这可能与 ROS 的激活相关。 糖基化

终产物受体( receptor for AGE,RAGE)可被 AGE 激

活[10],过去的研究证明,AGE鄄RAGE 相互作用能够

激活 ROS,适量的 ROS 对维持细胞正常起到正面的

影响作用,然而过量的 ROS 能够对蛋白质造成氧化

性损伤最终导致细胞凋亡[11鄄12]。 通过细胞内 ROS
的检测发现,AGE 使细胞内 ROS 水平明显提高,从
而推测 AGE 通过此机制参与了细胞的凋亡。

众所周知,EGCG 是一种具有抗氧化、抗肿瘤、清
除氧自由基功能的生物活性物质,然而其机制尚未十

分清楚。 本研究证实 EGCG 能够减轻 AGE 诱导的细

胞凋亡的形态学改变,降低细胞凋亡率。 并通过对细

胞内 ROS 的检测证实,EGCG 作用后 ROS 水平呈现

明显降低,由此证实 EGCG 能够通过降低细胞内 ROS
水平,减轻氧化应激反应来抑制细胞凋亡。

越来越多的证据证明,AGE 与 RAGE 相互作用

诱导 ROS 产生,进而激活核因子 资B(nuclear factor鄄
kappa B,NF鄄资B) [13]。 NF鄄资B 是重要的核转录因子,
在许多外界刺激介导的细胞信息的转录调控中起

重要作用,参与多种基因的表达和调控。 在未受刺

激细胞,NF鄄资B 以与其抑制蛋白 I资B( inhibitory 资B)
结合的形式存在于细胞质内,多种刺激因素如紫外

线、炎症因子、内毒素等都可以使 I资B 被 I资B 激酶降

解,从而释放和激活 NF鄄资B,激活的 NF鄄资B 进入细

胞核,与 DNA 结合,诱导特异 mRNA 产生,最后转

录产生和释放各种细胞因子。 许多刺激因素激活

NF鄄资B 的同时能诱导氧化应激,一些证据表明 ROS
可以激活 NF鄄资B,而一些抗氧化剂能够抑制 NF鄄资B
的活化[14]。 大量研究证明,绿茶中的儿茶素尤其是

EGCG 能够清除氧自由基达到抗氧化目的,并能抑

制 NF鄄资B 的活化[15鄄16]。
本实验证实 EGCG 能够明显减轻 AGE 诱导的

细胞凋亡的形态学改变,增加细胞活性,降低细胞

凋亡率,减少细胞内 ROS 产生,从而证实 EGCG 能

够减轻细胞内氧化应激反应,这可能是 EGCG 抑制

细胞凋亡的机制所在。 本实验未对 EGCG 抑制

AGE 诱导的细胞凋亡的深入机制及涉及的信号传

导通路进行研究,但通过 EGCG 可降低 ROS 产生推

测,EGCG 可能是通过 NF鄄资B 信号传导通路来抑制

AGE 诱导的细胞凋亡,这需以后进一步实验证实。
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