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·实验研究·

表没食子儿茶素没食子酸酯对硫酸镍诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞
氧化损伤的保护作用

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＥＧＣＧ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ Ｂｅａｓ⁃２Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｎｉｃｋｅｌ ｓｕｌｆａｔｅ

周艾佳， 安学军， 杨越， 王玥， 辛芮， 高然， 吴永会

（哈尔滨医科大学公共卫生学院劳动卫生学教研室， 黑龙江 哈尔滨　 １５００８６）

　 　 摘要： 为确定表没食子儿茶素没食子酸酯 （ＥＧＣＧ） 对人

支气管上皮 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞的抗氧化作用， 本实验采用 ５００
μｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸镍诱导建立细胞氧化损伤模型， 通过测定细胞存

活率、 ＲＯＳ 生成量、 谷胱甘肽水平及丙二醛含量， 探讨不同

剂量 （２􀆰 ５、 ５、 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＥＧＣＧ 对硫酸镍诱导氧化损伤

Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞的保护作用。 结果表明， ＥＧＣＧ 可以提高 Ｂｅａｓ⁃
２Ｂ 细胞的存活率， 降低 ＲＯＳ 生成量， 提高 ＧＳＨ 含量， 降低

ＭＤＡ 水平 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 提示 ＥＧＣＧ 对 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞具有保护

作用， 其机制可能与减少细胞氧化损伤有关。
关键词： 表没食子儿茶素没食子酸酯 （ＥＧＣＧ）； 硫酸镍；

Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞； 氧化损伤
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研究表明， 氧化应激是镍化合物引起细胞损伤和凋亡的

重要毒理学机制［１］ 。 为此， 国内外学者应用维生素 Ｅ、 Ｌ⁃抗
坏血酸和类胡萝卜素等抗氧化物质来拮抗镍化合物的脂质过

氧化反应。 表没食子儿茶素没食子酸酯 （ＥＧＣＧ） 是绿茶中

含量最高的一种儿茶素， 具有抗氧化、 抗肿瘤、 抗炎等多种

药理作用 ［２ ～ ４］ 。 本研究旨在探讨 ＥＧＣＧ 对硫酸镍 （ ＮｉＳＯ４ ）
诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞氧化损伤的保护作用及初步作用机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与仪器

表没食子儿茶素没食子酸酯 （大连美仑生物公司）， 硫酸

镍 （上海勤工化工厂）。 ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清及胰蛋白酶

（Ｇｉｂｃｏ 公司）， ＣＣＫ８、 活性氧检测试剂盒 （碧云天生物技术

研究所）， 谷胱甘肽、 丙二醛检测试剂盒 （南京建成生物工程

研究所）。 生物安全柜 （苏净集团安泰公司）， ＣＯ２ 培养箱、
离心机及酶标仪 （Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ）， 倒置显微镜 （Ｎｉｋｏｎ） 等。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养及实验分组　 人支气管上皮 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞由

首都医科大学劳动卫生学教研室提供， 常规培养于含 １０％胎

牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中， 置于 ３７°Ｃ、 ５％ ＣＯ２培养箱中贴

壁生长。 实验分为 （１） 正常对照组： 仅添加完全培养基；

（２） ＮｉＳＯ４ 组： 加入 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮｉＳＯ４ 作用 ２４ ｈ； （３）
ＥＧＣＧ＋ＮｉＳＯ４ 组： 预先在培养基中加入终浓度为 ２􀆰 ５、 ５􀆰 ０、
１０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＥＧＣＧ 作用 ２４ ｈ， 再加入 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＮｉＳＯ４

处理 ２４ ｈ。
１􀆰 ２􀆰 ２　 指标测定 　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力， 取对数生长期

Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞接种于 ９６ 孔板内， 按照实验设计的剂量给予不

同处理后， 用酶标仪读取各孔 ４５０ ｎｍ 波长处的吸光度值。 利

用荧光探针 ＤＣＦＨ⁃ＤＡ 进行活性氧 （ＲＯＳ） 水平检测。 实验前

期处理完毕后， 按照试剂盒说明书步骤测定 ＲＯＳ 和谷胱甘肽

（ＧＳＨ） 的含量。 采用 ＢＣＡ 蛋白测定法进行细胞内总蛋白的

检测， 用以校准。 用硫代巴比妥酸 （ ＴＢＡ 法） 检测丙二醛

（ＭＤＡ） 含量。
１􀆰 ３　 统计学分析

用 ＳＰＳＳ １７􀆰 ０ 软件对数据进行单因素方差分析和最小显著

差法 （ＬＳＤ） 进行组间比较， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 ＥＧＣＧ 对 ＮｉＳＯ４诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞存活率的影响

表 １ 可见， 与正常对照组相比， ＮｉＳＯ４组 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞存

活率明显降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 与 ＮｉＳＯ４组相比， ＥＧＣＧ 各剂量

组细胞存活率分别提高 １２􀆰 ９６％、 ２４􀆰 ０６％、 ２９􀆰 ６９％ （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

表 １　 ＥＧＣＧ 对 ＮｉＳＯ４诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞

存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ５）

组别　 ＮｉＳＯ４ 浓度 （μｍｏｌ ／ Ｌ） 吸光度值 相对存活率 （％）

正常对照组 ０ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０１ １００􀆰 ００

ＮｉＳＯ４组 ５００ ０􀆰 １５±０􀆰 ０１ ６０􀆰 ６７∗

ＥＧＣＧ ＋ ＮｉＳＯ４ ２􀆰 ５＋５００ ０􀆰 １７±０􀆰 ０２ ７３􀆰 ６３△

５􀆰 ０＋５００ ０􀆰 １８±０􀆰 ０３ ８４􀆰 ７３△

１０􀆰 ０＋５００ ０􀆰 ２１±０􀆰 ０２ ９０􀆰 ３６△

注： 与正常对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＮｉＳＯ４组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 ＥＧＣＧ 对 ＮｉＳＯ４ 诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞 ＲＯＳ、 ＧＳＨ、 ＭＤＡ 含

量的影响

与正常对照组相比， ＮｉＳＯ４组 ＲＯＳ 显著升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
ＥＧＣＧ 对 ＲＯＳ 生成量的抑制作用与 ＥＧＣＧ 的浓度呈正相关关

系， 随着 ＥＧＣＧ 剂量的增加， ＲＯＳ 荧光强度逐渐降低 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 ＮｉＳＯ４组与正常对照组相比， ＧＳＨ 含量显著下降， 为

正常组的 ６０􀆰 ７８％ （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 随着 ＥＧＣＧ 剂量的增加， 抗氧

化物 ＧＳＨ 的含量逐渐升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＮｉＳＯ４组 ＭＤＡ 浓度显
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著升高， 是正常对照组的 １􀆰 ９７ 倍 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 ＥＧＣＧ 预处理

２４ ｈ 的 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞， ＭＤＡ 的浓度随着 ＥＧＣＧ 剂量的增加逐

渐降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。
表 ２　 ＥＧＣＧ 对硫酸镍诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞

氧化损伤的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝ ５）

组别
ＮｉＳＯ４ 浓度

（μｍｏｌ ／ Ｌ）
ＲＯＳ 荧光强度

ＧＳＨ
（μｇ ／ １００ ｍｇ）

ＭＤＡ
（ｎｍｏｌ ／ ｍｇ ｐｒｏｔ）

正常对照组 ０ ７３０􀆰 ５２±７􀆰 １９ ３６􀆰 ７１±１􀆰 ２１ ０􀆰 ７２±０􀆰 ０６
ＮｉＳＯ４组 ５００ ８８２􀆰 ３０±１２􀆰 ８１∗ ２２􀆰 ３９±２􀆰 １１∗ １􀆰 ４１±０􀆰 １３∗

ＥＧＣＧ ＋ ＮｉＳＯ４ ２􀆰 ５＋５００ ８１７􀆰 ５２±６􀆰 ５０△ ２７􀆰 ３３±１􀆰 １９△ １􀆰 １４±０􀆰 ０８△

５􀆰 ０＋５００ ７６７􀆰 ７０±７􀆰 ６２△ ３１􀆰 ０４±０􀆰 ９５△ １􀆰 ０２±０􀆰 ０５△

１０􀆰 ０＋５００ ７４１􀆰 ５８±８􀆰 ３５△ ３３􀆰 ６１±１􀆰 ４１△ ０􀆰 ８２±０􀆰 ０１△

注： 与正常对照组比较， ∗Ｐ＜０􀆰 ０５； 与 ＮｉＳＯ４组比较， △Ｐ＜０􀆰 ０５。

３　 讨论

ＥＧＣＧ 是绿茶中最有效的抗氧化多酚， 具有抗氧化、 抗

炎、 抗癌等药理作用。 有研究证明［５］ ， ＥＧＣＧ 对于镍纳米离

子 （Ｎｉ ＮＰｓ） 诱导的细胞损伤具有明显的抑制作用， 在鼠表

皮 ＪＢ１６ 细胞模型中， ＥＧＣＧ 可以通过降低镍纳米离子诱导的

活性氧 （ＲＯＳ） 来保护细胞， 并通过调控 ＭＡＰＫ 信号通路相

关蛋白水平显著保护细胞免受 Ｎｉ ＮＰｓ 的毒性损伤 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
Ｋｕｃｅｒａ 等人发现 ［６］ ， 当 ＥＧＣＧ 的浓度大于 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 对

细胞不具有抗氧化活性； 相反， ＥＧＣＧ 会诱导细胞产生大量

的活性氧 （ＲＯＳ）， 并对细胞的活力水平具有显著的影响 （Ｐ
＜０􀆰 ０５）。 另外， Ｄｉｎｇ 等研究证实［７］ ， ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的氯化镍

（ＮｉＣｌ２） 能够诱导 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞凋亡率显著增高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
因此， 本实验将 ＮｉＳＯ４的暴露浓度设为 ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ， ＥＧＣＧ 的

干预浓度分别设为低浓度 （ ２􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 中浓度 （ ５􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ） 和高浓度 （１０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 观察在不同剂量 ＥＧＣＧ
干预下， 对 ＮｉＳＯ４暴露的人支气管上皮 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞在细胞活

力、 ＲＯＳ 生成量、 谷胱甘肽 （ＧＳＨ） 水平和丙二醛 （ＭＤＡ）
含量的影响， 为日后通过天然抗氧化物治疗镍化合物导致的

生物损伤提供科学依据。
镍化合物是常见的工业原料及人类确定致癌物。 有研究

证实， 镍化合物诱导细胞发生氧化应激， 扰乱机体内的氧化

平衡状态， 导致细胞氧化损伤， 甚至引起细胞突变、 表观遗

传学改变和肿瘤的发生［８］ 。 本实验研究结果显示， ＮｉＳＯ４会引

起 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞 ＲＯＳ 产量增加， 这些过量的 ＲＯＳ 会氧化生物

膜的磷脂、 酶和膜受体相关的生物分子， 并产生有害的脂质

过氧化终产物 ＭＤＡ［９］ ， 使线粒体、 微粒体脂质 过 氧 化

（ＬＰＯ） 的含量增加， ＤＮＡ 单链断裂造成损伤， 导致细胞走向

程序性死亡。 因此， 本实验中 ＮｉＳＯ４组 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞的存活率

显著降低， 细胞内 ＲＯＳ 水平及 ＭＤＡ 含量明显增加 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０５）。

ＥＧＣＧ 具有较强的抗氧化活性， 可通过纠正氧化⁃抗氧化

失衡状态发挥抗氧化应激作用。 本实验结果显示， ＥＧＣＧ 对

提高 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞存活率有显著影响， 随着 ＥＧＣＧ 浓度的升

高， 细胞存活率也随之增高， 当 ＥＧＣＧ 的浓度达到 １０􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ 时， 细胞存活率为正常组的 ９０􀆰 ３６％， 而且 ＥＧＣＧ 对

Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞中 ＲＯＳ 水平的抑制呈浓度依赖性， １０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＥＧＣＧ 作用后， ＲＯＳ 水平降至正常水平。 相较正常对照组，
ＮｉＳＯ４组的 ＧＳＨ 含量显著降低， 而 ＭＤＡ 浓度显著升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）。 但是随着 ＥＧＣＧ 剂量的增加， 抗氧化物 ＧＳＨ 的含量

逐渐升高， 而 ＭＤＡ 相比 ＮｉＳＯ４组显著降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 以上

实验结果表明， ＥＧＣＧ 干预可以有效抑制 ＮｉＳＯ４引起的 Ｂｅａｓ⁃
２Ｂ 细胞氧化损伤， 保护细胞的平衡状态。

综上， ＥＧＣＧ 对由 ＮｉＳＯ４暴露诱导的 Ｂｅａｓ⁃２Ｂ 细胞氧化应

激损伤具有良好的抗氧化作用。 本实验为进一步研究 ＥＧＣＧ
对 ＮｉＳＯ４损伤的保护作用及其机制提供了线索和依据。
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［２］ Ｆａｎｇ Ｍ Ｚ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ａｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｔｅａ ｐｏｌｙｐｈｅｎｏｌ（⁃）⁃ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ⁃３⁃
ｇａｌｌａｔｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｖａｔｅｓ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ⁃ｓｉｌｅｎｃｅｄ
ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ［ Ｊ ］． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２００３， ６３ （ ２２ ）：
７５６３⁃７５７０􀆰

［３］ Ｆｅｎｇ Ｂ， Ｆａｎｇ Ｙ， Ｗｅｉ Ｓ Ｍ􀆰 Ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ⁃
３⁃ｇａｌｌａｔｅ （ ＥＧＣＧ） ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｄｅｒｍａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｃｏｓｍｅｔ Ｓｃｉ， ２０１３， ６４
（１）： ３５⁃４４􀆰

［４］ Ａｈｎ Ｈ Ｙ， Ｘｕ Ｙ， Ｄａｖｉｄｇｅ Ｓ Ｔ􀆰 Ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ⁃３⁃ｏ⁃ｇａｌｌａｔｅ ｉｎｈｉｂｉｔｓ
ＴＮＦ ａｌｐｈａ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ⁃１ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ
ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ ］ ． Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２００８， ８２ （ １７⁃１８ ）：
９６４⁃９６８􀆰

［５］ Ｇｕ Ｙ， Ｗａｎｇ Ｙ， Ｚｈｏｕ Ｑ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｃｋｅｌ ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ⁃
ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｂｙ ｅｐｉｇａｌｌｏｃａｔｅｃｈｉｎ⁃３⁃ｇａｌｌａｔｅ ｉｎ ＪＢ６ ｃｅｌｌｓ ｍａｙ ｂｅ
ｔｈｒｏｕｇｈ ｄｏｗｎ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ
Ｏｎｅ， ２０１６， １１ （３）： ｅ０１５０９５４􀆰

［６ ］ Ｋｕｃｅｒａ Ｏ， Ｍｅｚｅｒａ Ｖ， Ｍｏｒａｖｃｏｖａ Ａ􀆰 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｅｐｉｇａｌｌ⁃
ｏｃａｔｅｃｈｉｎ ｇａｌｌａｔｅ ｉｎ ｒａｔ ｌｉｖｅｒ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ａｎｄ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ［ Ｊ］ ． Ｏｘｉｄ
Ｍｅｄ Ｃｅｌｌ Ｌｏｎｇｅｖ， ２０１５ （６）： １⁃１０􀆰

［７］ Ｄｉｎｇ Ｊ， Ｚｈａｎｇ Ｘ， Ｌｉ Ｊ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｎｉｃｋｅｌ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｒｅｎｄｅｒ ａｎｔｉ⁃ａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｅｆｆｅｃｔ ｔｏ ｈｕｍａｎ ｂｒｏｎｃｈｉａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ Ｂｅａｓ⁃２Ｂ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｙ⁃
ｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ⁃２ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｎ ＩＫＫ ｂｅｔａ ／ ｐ６５⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ＩＫＫ ａｌｐｈａ⁃
ａｎｄ ｐ５０⁃ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐａｔｈｗａｙ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００６， ２８１ （５１）：
３９０２２⁃３９０３２􀆰

［８］ Ｙｏｓｈｉｈａｒａ Ｄ， Ｆｕｊｉｗａｒａ Ｎ， Ｏｏｋａｗａｒａ Ｔ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｇｌｕｔａ⁃
ｔｈｉｏｎｅ Ｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ Ａ４ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎ ｃｏｐｐｅｒ ／ ｚｉｎｃ⁃ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ
ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｍｉｃｅ ［ Ｊ ］ ． Ｆｒｅｅ Ｒａｄｉｃ Ｂｉｏｌ Ｍｅｄ， ２００９， ４７ （ ５ ）：
５５９⁃５６７􀆰

［９］ Ｄａｓ Ｋ Ｋ， Ｇｕｐｔａ Ａ Ｄ， Ｄｈｕｎｄａｓｉ Ｓ Ａ， ｅｔ ａｌ􀆰 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｌ⁃
ａｓｃｏｒｂｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｄｅｆｅｎｓｅ ｓｙｓｔｅｍ ｉｎ ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ｏｆ ａｌｂｉｎｏ
ｒａｔｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｎｉｃｋｅｌ ｓｕｌｆａｔｅ ［ Ｊ ］ ． Ｂｉｏｍｅｔａｌｓ， ２００７， ２０ （ ２ ）：
１７７⁃１８４􀆰

·４３４· 中国工业医学杂志　 ２０１６ 年 １２ 月第 ２９ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊ Ｉｎｄ Ｍｅｄ　 Ｄｅｃ ２０１６， Ｖｏｌ． ２９ Ｎｏ． ６　 　


