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茶黄素对葡萄糖诱导的人晶状体上皮细胞 
一氧化氮合成的影响 

牛丽 1,3，曹佩琴 1,3，刘仲华 1,2,3*  

(1.国家植物功能成分利用工程技术研究中心，湖南 长沙 410128；2.湖南省植物功能成分利用协同创新中心，湖

南 长沙 410128；3.湖南农业大学茶学教育部重点实验室，湖南 长沙 410128) 
 

摘 要：为探明茶黄素–3,3'–双没食子酸酯(TFDG)对人晶状体上皮细胞 SRA01/04(Human lens epithelial cells，

HLECs SRA01/04)的保护作用，采用 MTT 法建立高浓度葡萄糖(HG)诱导的 HLECs 损伤模型，同时观察 HLECs

细胞形态的变化。用不同浓度(4、8、16、64、32、64、128、256、512 μmol/L)TFDG处理 HLECs损伤细胞，采

用化学比色法和硝酸还原法测定 HLECs内一氧化氮(NO)的含量和一氧化氮合酶(NOS)的活性。结果表明：高浓度

葡萄糖可以抑制人晶状体上皮细胞生长，用于 HLECs损伤模型诱导的最佳葡萄糖浓度为 50 mmol/L，最佳诱导时

间为 24 h；与未经处理的模型细胞相比，经浓度为 16~64 μmol/L TFDG处理的模型细胞的存活率显著提高(P＜

0.05)；各个浓度的 TFDG能极显著降低模型细胞内 NOS的活性，极显著减少 NO的合成(P＜0.01)，且呈浓度依

赖性。以上结果表明，TFDG对高浓度葡萄糖诱导的 HLECs细胞损伤具有较好的保护作用。 
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Effect of TFDG on synthesis of NO in human lens epithelial cells  
by high glucose 
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Abstract: To investigate the effect of theaflavin-3, 3'-digallate (TFDG) on human lens epithelial cells (HLECs 
SRA01/04), MTT method was used to establish the oxidative damage model of HLECs induced by high concentration of 
glucose, at the same time, the changes of cell morphology was observed. The HLECs induced by high glucose were 
interfered with different concentrations of TFDG (4, 8, 16, 64, 32, 64, 128, 256, 512 μmol/L), the NOS activity and NO 
level in HLECs were detected by chemical colorimetry and nitric acid reductase method respectively. It was found that 
HG can inhibit the growth of human lens epithelial cells. The optimal concentration of glucose and the optimal treating 
time are 50 mmol/L and 24 h. Compared with the model cells, survival rate of modle cells treated with TFDG (16–64 
μmol/L) increased (P<0.05), and the NOS activity and NO synthesis in TFDG treated model cells were extremely 
significantly decreased (P<0.01) in a dose dependent manner. In conclusion, TFDG showed good protect against damage 
of HLECs induced by high glucose. 
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一氧化氮(NO)是一种极不稳定的气体分子，带
有自由基，能溶于组织并且能自由地穿过细胞膜，

可以引起细胞核酸亚硝酰化，破坏 DNA 的螺旋结
构，导致细胞受损[1]。NO还可以破坏细胞的呼吸链，
大量消耗三磷酸酰苷(ATP)，对细胞造成毒性损伤，
最终导致细胞凋亡[2–3]。一氧化氮合酶(nitric oxide 
synthase，NOS) 是诱导合成 NO的关键酶，一旦被
诱导，即可大量合成 NO，活性可持续长达 20 h[4]。 
茶黄素是一类多酚羟基具苯骈酚酮结构的物

质，是存在于红茶中的一种金黄色色素。在红茶中

含量一般为 0.3%～1.5%。研究表明，茶黄素有抗氧
化、防治心血管疾病、降血脂、抗癌、防癌等功效[5]。

茶黄素–3,3'–双没食子酸酯(TFDG)是茶黄素 4 种主
要的单体物质之一，具有较多的酚羟基，有较强的

抗氧化活性。 
随着人们生活水平的提高，糖尿病发病率迅猛

增长，其并发症糖尿病性白内障(diabetic cataract，
DC)也成为全球眼病致盲的主要原因。有研究表明，
氧化应激是诱导糖尿病性白内障发病的主要机制

之一[6–7]。本研究中，笔者采用高浓度葡萄糖对人

晶状体上皮细胞(HLECs)造成氧化损伤，再用不同
浓度的茶黄素单体物质 TFDG 进行干预，探讨
TFDG对 HLECs的保护作用，旨在为治疗白内障疾
病提供科学依据。 

1 材料与方法 

1.1 供试细胞 

人晶状体上皮细胞 SRA01/04(HLECs SRA01/ 
04)购自徐州医学院。 

1.2 主要试剂和仪器 

TFGD(北京工商大学植物资源研究开发重点
实验室)；MEM培养基(Cyclone)；胎牛血清(FBS，
美国 Gibco)；PBS粉剂(美国 Amresco公司)；胰蛋
白酶(美国 Gibco 公司)；二甲基亚砜(DMSO，美国
Gibco 公司)；NOS 和 NO 检测试剂盒(南京建成生
物工程研究所)；VC–50 超声波细胞粉碎机(美国
SONICS 公司 )；2111 型二氧化碳培养箱 (美国
FORMA公司)。 

1.3 细胞的正常培养 

HLECs细胞置于 37 ℃、CO2体积分数为 5%的

培养箱中培养。培养基为含 10%FBS 的 MEM，待

细胞生长至 80%汇合度时用胰酶消化，按 1∶4 的

比例传代。 

1.4 HLECs 损伤模型细胞的诱导 

将细胞传代后，调整细胞密度至 2×104个/mL，

接种于 96孔板，正常培养 24 h后，弃培养液，加

入葡萄糖浓度为 0、10、20、30、40、50、60、70、

80 mmol/L的MEM培养基 150 μL，每个浓度设 6

个重复孔，继续培养 24 h 后，每孔加入 20 μL 的

MTT溶液，孵育 4 h。弃培养基，加入 150 μL DMSO，

置摇床上低速振荡 10 min。在酶标仪紫外波长 490 nm

处检测吸光值，计算细胞的存活率，根据 Li等[8] 和

Jain等[9]的研究结果确定葡萄糖造模浓度。 

1.5 TFDG 对高糖诱导的 HLECs 损伤的影响 

HLECs 细胞用 96 孔板培养后，根据以上确定

的葡萄糖造模浓度，加入葡萄糖，培养 24 h，弃旧

培养液，往各孔分别加入 TFDG浓度为 4、8、16、

32、64、128、256、512 μ mol/L的MEM培养基 150 

μL，每个浓度设 6个重复孔，孵育 24 h。MTT检

测细胞的活力，与正常培养细胞(CK)和未经 TFDG

处理的损伤模型细胞(HG Model)比较存活率。 

1.6 HLECs 内 NOS 活性和 NO 含量的测定 

按照上述方法培养正常细胞、损伤模型细胞及

TFDG处理的损伤模型细胞，收集细胞，制成 1 mL 

PBS悬液。将细胞悬液进行超声破碎，4 000 r/min 

离心 10 min。取上清，分别按 NOS检测试剂盒(化

学比色法)和 NO检测试剂盒(硝酸还原酶法)说明书

进行操作，计算出 HLECs内 NOS活性和 NO含量。 

1.7 数据统计与分析 

用SPSS17.0进行统计分析，计量数据以“均数± 

标准差( x ±s)”进行描述；多组间比较采用单因素

ANOVA方差分析。 

2 结果与分析 

2.1 构建HLECs损伤模型的葡萄糖浓度及处理时

间的确定 

MTT比色法检测结果(图1)显示，低浓度的葡萄
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糖刺激细胞的增长，当葡萄糖浓度为30 mmol/L时，

作用24 h，细胞活力最大。用50 mmol/L葡萄糖处理

24 h的细胞，其存活率为67.6%，初步选择此葡萄糖

浓度和处理时间为造模条件。对此条件处理的细胞

进行光学显微镜观察(图2)，可见细胞多呈圆形，出

现大量漂浮细胞，并伴有部分细胞碎片，而正常培

养细胞呈多角形或六边形，因此，确定HLECs损伤

造模用葡萄糖浓度为50 mmol/L，处理时间为24 h。 

0 10 20 30 40 50 60 70 80

加糖处理24H

加糖处理48H

加糖处理8H

 
    葡萄糖浓度/(mmol·L–1) 

图 1 葡萄糖浓度和处理时间对 HLECs 的存活率的影响 
Fig. 1 Effect of different concentration of HG and treating time 

on survival rate of HLECs 
 

     
HG诱导的损伤模型细胞                           正常培养细胞 

图 2 倒置显微镜下细胞的形态(10×) 
Fig. 2 HLEC cells under inverted microscope 

 

2.2 不同浓度 TFDG对HG诱导的HLECs 损伤细

胞的存活率的影响 

HLECs损伤模型细胞经浓度为4~512 μmol/L的
TFDG处理24 h后，进行MTT比色法检测的结果(图3) 
显示，当TFDG浓度为8~32 μmol/L时，损伤细胞存
活率随浓度的升高而增加，与未用TFDG处理的模
型细胞相比，存活率显著提高(P＜0.05)；当TFDG
浓度为64~512 μmol/L时，损伤细胞的存活率随着浓
度的升高而降低；当TFDG浓度为512 μmol/L时，细
胞几乎全部死亡。  

0 0 4 8 16 32 64 128 256 512
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4
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“**”示与正常培养细胞比较，P<0.01；“#”、“##”分别示与未经
处理的模型细胞比较，P<0.05，P<0.01。 

图 3 不同浓度 TFDG 处理下HLEC模型细胞的

存活率(作用 24 h) 
Fig. 3 Effect of different concentration of TFDG (24 h) on 

survival rate of model HLECs 

2.3 不同浓度 TFDG 处理下 HLECs 损伤细胞内

NOS 的活性及 NO 的含量 

由表1可知，正常培养的HLEC细胞中，NOS有

一定的活性。与正常培养细胞相比，在高浓度葡萄

糖的诱导下，损伤模型细胞NOS的活性以及NO的

含量都有一定的升高。加入不同浓度的TFDG以后，

损伤模型细胞内NOS的活性均显著下降，NO的含

量均显著减少，其中32 μmol/L TFDG处理细胞的

NOS活性及NO含量最低。 

表 1 不同浓度 TFDG 对 SRA01/04 细胞 NOS 活性、NO
含量的影响 

Table 1 Effects of different concentrations of TFDG on NOS 

activity and NO content of HLECs 

组别 TFDG浓度/
(μmol·L–1)

NOS /(U·mg–1) NO/(μmol·g–1) 

损伤模型细胞  0 4.734±0.411 1.783±0.104 

 16 (4.186±0.199)*# (1.285±0.033)**# 

 32 (3.585±0.247)## (0.989±0.021)**##

 64 (3.812±0.247)*## (1.175±0.071)**##

正常培养细胞  0 3.427±0.126 0.628±0.099 

“*”、“**”分别示与正常培养细胞比较，P<0.05、P<0.01；“#”、

“##”分别示与未经 TFDG处理的损伤模型细胞比较，P<0.05、P<0.01。 
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3 结论与讨论 

大量试验发现，脊椎动物的小梁网、睫状肌、

虹膜、脉络膜、视网膜、LEC 等都有 NOS分布[10–12]。

NOS可催化氧分子和 L–精氨酸反应生成 NO，少量
NO可以维持机体正常的生理需求，参与调节机体一
系列生理活动[12]，而大量的 NO 会对组织细胞造成
剧烈的氧化损伤。近年的研究发现，NO与眼的生理
和病理有密切关系，如参与眼压的调节和眼部缺血

损伤[13]、糖尿病视网膜病变的发生发展过程[14–15]等。

有相关研究表明，NOS 诱发生成大量的 NO，导致
糖尿病机体被氧化损伤，并参与形成白内障[16]。 
本研究证实，正常 HLECs中存在 NOS和 NO。

HLECs细胞经高浓度葡萄糖诱导后，其细胞活力显
著下降，NOS活性与 NO含量均上升，细胞出现明
显损伤。用 32 μmol/L TFDG处理后，损伤细胞的
活力上升幅度最大，其细胞内的 NOS 活性及 NO
含量也下降最明显，而过量的 TFDG(64~512 μmol/L)
处理损伤细胞后，反而导致其细胞活力下降，甚至

死亡。本试验结果表明，适量的 TFDG能通过减弱
NOS的活性，降低 NO的合成，来对抗高浓度葡萄
糖诱导的细胞损伤。 
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