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茶多酚对汞致大鼠肝氧化损伤影响的实验研究
Experimentalstudyonprotectiveeffectofteapolyphenolsonhepaticoxidativeinjurycausedbymercuryinrats

邓宇 , 徐兆发 , 刘巍 , 杨海波 , 陈杰 , 苏贤
DENGYu, XUZhao-fa, LIUWei, YANGHai-bo, CHENJie, SUXian
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　　摘要:为研究汞致大鼠肝氧化损伤的机制及茶多酚的防

护作用 , 将 30只大鼠均分为对照 、 染汞和茶多酚组 , 测定肝

组织 MDA、 GSH、 SOD、 GSH-Px、 ROS及细胞凋亡。结果表

明 , 染汞组 GSH、 MDA、 ROS和凋亡升高 , GSH-Px和 SOD

活力降低。茶多酚对以上指标有拮抗作用。提示茶多酚可通

过抑制氧化损伤拮抗汞所致的肝毒性。
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研究发现氧化损伤可能是汞致肝毒性的重要诱发因素之

一 [ 1] 。茶多酚 (teapolyphenol, TP)在茶叶中含量较高 , 是

一类含有多酚羟基的化学物质 , 能清除人体内过多的活性自

由基 , 具有极强的抗氧化作用 [ 2] 。本实验在给予大鼠染 Hg和

TP干 预后 , 检测 大 鼠肝 脏丙 二 醛 (malonaldialdehyde,

MDA)、 还原型谷胱甘肽 (glutathione, GSH)、 谷胱甘肽过氧

化物酶 (glutathioneperoxidase, GSH-Px)、 超氧化物歧化酶

(superoxidedismutase, SOD)、 细胞内活性氧 (reactiveoxygen

species, ROS)及细胞凋亡的改变 , 以探讨 Hg致大鼠肝损伤

的机制以及 TP防护作用。

1　材料与方法

1.1　动物分组及染毒

由中国医科大学实验动物中心提供的实验用 Wistar大鼠

30只 , 体重 (180±10)g, 雌雄各半。正式实验前饲养 7 d,

然后按体重随机分成 3组。第 1组为对照组 , 第 2组为染 Hg

组 , 第 3组为 TP干预组。首先 , 给予第 1、 2组大鼠色拉油

灌胃 , 第 3组给予 1 μmol/kgTP。 2 h后 , 第 1组大鼠均于皮

下注射 0.9%NaCl, 第 2、 3组大鼠皮下注射 8.8 μmol/kg

HgCl2 , 灌胃及注射容量均为 5 ml/kg。每天干预和染汞各 1

次 , 共 2 d。

1.2　样品采集及测定指标

最后一次干预和染毒后 , 各组 6只大鼠麻醉处死 , 切取

肝组织制备成匀浆 , 以硫代巴比妥酸法检测 MDA含量 [ 3] , 以

DTNB直接法检测 GSH的含量 [ 4] , 采用南京建成生物工程研

究所提供的试剂盒测定 SOD和 GSH-Px活力 , 蛋白含量测定

用 Folin-Lowry法 [ 5] 。另取各组剩余 4只大鼠的肝脏制备成单

细胞悬液 , 采用流式细胞仪 DCFH-DA荧光法检测细胞内 ROS

水平 [ 6] , 采用南京凯基生物科技有限公司 AnnexinV-FITC/PI

试剂盒检测肝细胞凋亡。

1.3　统计分析

用 SPSS13.0软件进行数据处理 , 实验所得数据以平均值

±标准差表示 , 采用单因素方差分析进行组间差异的显著性

检验 , 两组间比较用 Q检验 (Students-Newman-Keuls, SNK)。

2　结果

2.1　肝组织 GSH和 MDA含量

与对照组比较 , 染 Hg导致 GSH和 MDA含量升高;与染

Hg组相比 , TP导致两者降低。见表 1。

表 1　各实验组肝组织 GSH和 MDA的含量 (x±s)

μmol/gprot

组别 n GSH　　 MDA

对照组 6 30.38±6.78 337.76±153.52

染Hg组 6 43.48±3.14＊＊ 763.52±96.47＊＊

TP+染 Hg组 6 33.19±3.78## 544.93±122.46##

注:与对照组相比 , ＊＊P<0.01;与染 Hg组相比 , ##P<0.01。

2.2　肝 GSH-Px和 SOD活力

与对照组比较 , 染 Hg导致 GSH-Px和 SOD活力降低;与

染 Hg组相比 , TP导致两者明显增高。见表 2。
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表 2　GSH-Px和 SOD酶的活力 (x±s) U/mgprot

组别 n GSH-Px SOD

对照组 6 1 162.56±247.03 133.69±11.87

染Hg组 6 506.61±132.84＊＊ 57.50±11.09＊＊

TP+染 Hg组 6 831.64±159.57## 81.37±24.71#

注:与对照组相比 , ＊＊P<0.01;与染 Hg组比较 , #P<0.05,

##P<0.01。

2.3　肝细胞内 ROS水平和细胞凋亡率

与对照组比较 , 染 Hg导致 ROS和凋亡率升高;与染 Hg

组对比 , TP导致两者降低。见表 3。

表 3　细胞内 ROS水平和细胞凋亡率 (x±s)

组别 n ROS(平均荧光强度)　 凋亡率 (%)

对照组 4 259.18±56.24 2.97±0.68

染Hg组 4 467.10±53.40＊＊ 60.03±0.64＊＊

TP+染 Hg组 4 314.01±28.21## 5.26±0.46##

注:与对照组相比 , ＊＊P<0.01;与染 Hg组比较 , ##P<0.01。

3　讨论

本实验检测了肝组织中 GSH和 MDA的含量 , GSH-Px和

SOD的活力 , 细胞内 ROS和凋亡 , 从氧化损伤的角度探讨 Hg

致肝脏损伤的机制和茶多酚的干预作用。 GSH是一种非蛋白

抗氧化剂 , 在拮抗氧自由基损伤 、 维持细胞蛋白质结构和功

能等方面发挥着重要作用 [ 7] 。 MDA是体内重要的脂质过氧化

物的代谢产物 , MDA的含量可以反映体内脂质过氧化的程度

并间接反映引起脂质过氧化的氧自由基的水平。体内 GSH-Px

和 SOD是机体防御自由基脂质过氧化损伤保护系统主要酯酶

类清除剂 [ 8] 。 ROS是化学性质更为活跃的氧的代谢产物或由

其衍生的含氧产物。 ROS水平失衡将导致细胞器损伤 , 通过

自吞噬作用清除 , 或导致细胞凋亡 [ 9] 。

从实验结果来看 , 与对照组比较 , 单纯染汞组 GSH和

MDA含量明显升高 , GSH-Px与 SOD活力均降低 , 细胞内

ROS水平和细胞凋亡率增加。本实验见 GSH含量显著升高 ,

推测可能是急性染 Hg后导致体内 GSH应激性增高。 MDA含

量升高 , 可能由于细胞膜受到氧自由基攻击 , 导致脂质过氧

化反应 , 激起自由基的连锁 、 增殖反应 , 形成一系列的脂质

自由基及其降解产物所致 [ 10] 。本实验中 SOD、 GSH-Px活力

下降 , 提示清除自由基的酶和非酶系统的防御功能减退 [ 11] 。

Hg可使肝细胞内 ROS水平增高 , 进而证实 Hg可以通过氧化

应激机制导致肝脏损伤。

与染汞组比较 , TP干预组 GSH和 MDA含量明显降低 ,

GSH-Px与 SOD活力均升高 , 细胞内 ROS水平和细胞凋亡显

著下降。提示茶多酚有很强的抗氧化作用 , 能有效抑制 Hg对

机体的氧化损害。 TP的酚羟基能作为供氢体 , 提供质子 H+,

将单线态氧 1O2还原成活性较低的三线态氧
3O2 , 减少氧自由

基的产生;并能夺取过氧化过程中产生的脂质过氧化自由基 ,

生成活性较低的多酚自由基 , 切断自由基氧化链反应 , 有效

清除体内自由基 [ 12] 。在中性或酸性条件下 , TP的邻位二酚羟

基可与金属离子螯合 , 阻止金属离子对活性氧等自由基的生

成和链反应的催化作用 , 发挥抗脂质过氧化的作用 [ 13] 。实验

结果表明茶多酚干预对 HgCl2致肝氧化损伤具有保护作用。

参考文献:

[ 1] 安建博 , 张瑞娟.低剂量汞毒性与人体健康 [ J].国外医学地理

分册 , 2007, 28 (1): 39-42.

[ 2] EtusV, AltugT, BelceA, etal.Greenteapolyphenol(-)-epigallo-

catechingallatepreventsoxidativedamageonperiventricularwhitemat-

terofinfantileratswithhydrocephalus[ J] .TohokuJExpMed,

2003, 200 (4): 203-209.

[ 3] 万伯健.卫生毒理学 [ M] .沈阳:辽宁科学技术出版社 , 1991:

216-217.

[ 4] 张平.分光光度法测定大鼠不同组织还原型谷胱甘肽含量 [ J].

中华实用内科杂志 , 1989, 6 (3):141-142.

[ 5] LowryOH, RosebroughNJ, FarrAL, etal.Proteinmeasurementwith

theFolinphenolreagent[ J] .JBiolChem, 1951, 193(1):265-275.

[ 6] ChunRongLi.Protectiveeffectofpaeoniflorinonirradiation-induced

celldamageinvolvedinmodulationofreactiveoxygenspeciesandthe

mitogen-activatedproteinkinases[ J] .IntJBiochemCellBiol,

2007, 39:426-438.

[ 7] RichieJPJr, SkowronskiL, AbrahamP, etal.Bloodglutathioneconcen-

trationsinalarge-scalehumanstudy[J] .ClinChem, 1996, 42:64-70.

[ 8] MunroIC, NeraEA.Chronictoxicityofmethylmercuryintherat

[J].EnvironPatholToxical, 1980, 3 (5-6):437-447.

[ 9] CircuML, AwTY.Reactiveoxygenspecies, cellularredoxsystems,

andapoptosis[ J].FreeRadicBiolMed, 2010, 48(6):749-762.

[ 10] 陈铁晖 , 薛常镐 , 汪家梨 , 等.姜黄素拮抗水华微囊藻毒素致

动物肝氧化损伤 [ J] .中国公共卫生 , 2006, 22 (11):1402.

[ 11 ] NohlH.Involvementoffreeradicalsinageing:aconsequenceor

causeofsenescence[ J].BriMedBull, 1993, 49 (3): 653.

[ 12] 石碧, 狄荧.植物多酚 [ M] .北京:科学出版社 , 2000:175.

[ 13] FreiB, HigdonJV.Antioxidantactivityofteapolyphenolsinvivo:

evidencefromanimalstudies[ J] .JNutr, 2003, 133 (10):

3275S-3284S.

(上接第 271页)

参考文献:

[ 1] 李刚森 , 彭言群 , 杜慎白 , 等.长期低剂量医用工业电离辐射对

眼晶状体损伤的流行病学研究 [ J] .中华放射医学与防护杂志 ,

1995, 15 (5): 342-343.

[ 2] 郭鹞 , 王克为 , 王子灿.放射损伤病理学 [ M] .北京:人民卫

生出版社 , 1987:256-257.

[ 3] 徐淑娟.晶体光亮点与角膜类脂环 、 眼底动脉硬化及血脂的关系

[ J] .眼科研究 , 1987, 5 (1):19.

[ 4] 杨华胜 , 吴中耀.彩色多普勒成像在正常眼和眼眶血管及血流动

力学的研究 [ J] .眼科学报 , 1993, 9 (4): 207-208.

[ 5] 朱林平 , 梁梅 , 王超英 , 等.放射性白内障眼血流多普勒研究

[ J] .中国辐射卫生 , 2009, 18 (4): 436-437.

[ 6] MendivilA, CuarteroV, MendivilMP.Ocularbloodflowvelocitiesin

patientswithproliferativediabeticretinopathyandhealthyvolunteers:a

prospectivestudy[ J] .BrJOphthalmol, 1995, 79(5):413.

[ 7] 胡兵, 黄琪仁 , 宋玉英 , 等.正常人视网膜中央动脉血流超声检

测 [ J] .中国超声医学杂志 , 1992, 8 (6): 397-398.

·285·　　中国工业医学杂志　2011年 8月第 24卷第 4期　　ChineseJIndMed　Aug2011, Vol. 24 No.4


