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表没食子儿茶素没食子酸酯抑制脂多糖诱导人视网膜内皮细

胞中调节活化正常T细胞表达与分泌趋化因子的表达
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摘  要：本研究旨在探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin gallate, EGCG)对脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导人

视网膜内皮细胞(human retinal endothelial cells, HRECs)炎症反应通路中调节活化正常T细胞表达与分泌趋化因子(regulated 
upon activation normal T cell expressed and secreted, RANTES)表达的影响及可能机制。将HRECs作为研究对象，分别用实时

细胞计数法和非同位素细胞增殖法检测LPS (50~250 ng/mL)和EGCG (0~200 μmol/L)对HRECs的毒性作用，确定合适的实验

药物浓度。再将细胞随机分为正常对照组、LPS组和LPS+不同浓度EGCG (100、50、25、12.5、6.25 μmol/L)共7组，用不同

浓度EGCG预处理2 h，再加入LPS刺激24 h后，酶联免疫吸附法测定各组培养上清液中RANTES的表达水平，Western免疫印

迹法检测蛋白激酶Akt及其磷酸化水平。结果显示，LPS可显著刺激诱导HRECs产生RANTES，EGCG抑制LPS诱导的RANTES
表达，作用呈剂量依赖性。免疫印迹结果也显示，LPS对HRECs炎症过程中的Akt通路起重要作用，EGCG可显著抑制LPS诱
导HRECs中Akt信号分子的蛋白磷酸化水平。以上结果提示，EGCG能有效抑制LPS诱导HRECs中RANTES的表达，其机制

可能与抑制Akt信号通路有关。
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Abstract: The present study was undertaken to determine the effect of epigallocatechin gallate (EGCG) on lipopolysaccharide (LPS)-
induced production of inflammatory chemokine regulated upon activation normal T cell expressed and secreted (RANTES) in human 
retinal endothelial cells (HRECs) and to explore the underlying regulatory mechanism. HRECs were stimulated with LPS in the pres-
ence or absence of EGCG at various concentrations (100, 50, 25, 12.5, 6.25 μmol/L). The optimum concentration of drug was deter-
mined by a real-time cell-electronic sensing (RT-CES) system, and MTS chromatometry was used to detect the toxicity of LPS and 
EGCG on HRECs. RANTES production in the culture supernatant was measured by ELISA. The expression levels of Akt and phos-
phorylated Akt were examined by Western blot assay. The result showed that LPS markedly stimulated RANTES secretion from 
HRECs. EGCG treatment significantly suppressed LPS-induced RANTES secretion in a dose-dependent manner. Furthermore, EGCG 
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exhibited a dose-dependent inhibitory effect on LPS-induced phosphorylation of Akt. Taken together, our data suggest that EGCG 
suppresses LPS-induced RANTES secretion, possibly via inhibiting Akt phosphorylation in HRECs.

Key words:  epigallocatechin gallate; RANTES; human retinal endothelial cells; Akt phosphorylation

糖尿病视网膜病变 (diabetic retinopathy, DR) 是
糖尿病的严重并发症，也是糖尿病患者致盲的首位

原因 [1, 2]。DR 的发生是一个复杂的病理过程，近年

来炎症细胞因子在糖尿病及其并发症的发生、发展

中的作用得到了国内外学者的广泛认可，越来越多

的学者认为，DR 是一种慢性的轻型炎症反应。在

糖尿病患者、动物模型以及高糖培养的视网膜细胞

中，可以检测观察到炎症相关因子以及炎症反应特

征，高血糖引起血管内皮细胞表达细胞间黏附分

子 -1 (intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) 异

常增加，能和中性粒细胞和单核细胞表面的 CD18

相结合，促进白细胞停滞聚集，引起内皮细胞的凋

亡，加重血管内皮损伤 [3]。在 DR 周细胞和血管内

皮细胞中发现有核转录因子 (NF-κB) 表达增加，细

胞内诱生型一氧化氮合酶 (inducible nitric oxide 
synthase, iNOS) 的上调，从而引起细胞内活性氧

(reactive oxygen species, ROS) 的增多，使细胞内的

环氧化酶 (cyclooxygenase, COX) 水平增加，特别是

COX2 可以引起前列腺素、血管内皮生长因子 (vascular 
endothelial growth factor, VEGF) 和肿瘤坏死因子 -α 
(tumor necrosis factor-α, TNF-α) 水平增高，从而改变

血管通透性，引起内皮细胞凋亡 [4]。现研究证明单

核细胞趋化蛋白 -1 (monocyte chemotactic protein 1, 
MCP-1)、白细胞介素 (interleukin, IL)-1、IL-6、ICAM-1、
iNOS、TNF-α 等炎症相关细胞因子的表达异常与

DR 的启动、发生及发展密切相关，这些研究结果提

供的证据也支持炎症在 DR 发病机制中的作用 [5–7]。

目前有证据表明，包括调节活化正常 T 细胞表达与

分泌的趋化因子 (regulated upon activation normal T 
cell expressed and secreted, RANTES) 在内的炎性分

子及其信号通路的激活在 DR 发病机制中起重要作

用 [8]，阻抑相关炎性因子及其通路的表达或许有助

于糖尿病及其并发症的防治 [9]。

脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS) 是引起炎症反

应的关键性介质之一，能诱导血管内皮细胞炎性细

胞因子 MCP-1、ICAM-1、IL-8 和血管细胞黏附分

子 -1 (vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1) 等
的表达增强，研究表明 LPS 通常通过丝裂原活化蛋

白激酶 (mitogen-activated protein kinases, MAPKs) 等

信号转导通路途径起作用 [10, 11]。表没食子儿茶素没

食子酸酯 (epigallocatechin gallate, EGCG) 是从绿

茶中提取的一种儿茶素单体，它具有广泛的抗炎、

抗氧化作用，能改善糖尿病及肾脏、心脏相关并发

症，对胰岛素抵抗等多种代谢紊乱有一定的调节作

用 [12]，最近也有对糖尿病视网膜疾病及角膜新生

血管影响方面的报道 [13]。本研究选用人视网膜内皮

细胞 (human retinal endothelial cells, HRECs) 为研究

对象，观察不同浓度 EGCG 对 LPS 诱导 HRECs 中
RANTES 表达的影响，初步探讨其可能作用机制。

1  材料和方法

1.1  主要试剂和材料　　HRECs 购自美国 ScienCell 
公司，LPS 购自美国 Sigma 公司。EGCG 由浙江大

学生命科学学院茶叶研究所提供，纯度 98%，溶于

无水乙醇中，储存液浓度为 500 mmol/L。CellTiter 
96® AQueous 单溶液细胞增殖检测试剂盒 (MTS) 为美

国 Promega 公司产品。细胞因子 RANTES ELISA
试剂盒购自美国 R&D 公司。兔抗人磷酸化及非磷

酸化 Akt 抗体和细胞裂解液为美国 Cell Signaling 
Technology 公司产品。兔抗 β-actin 抗体及辣根过氧

化物酶 (HRP) 标记的二抗为美国 Santa Cruz 公司产

品。DMEM 细胞培养基及胎牛血清等购自 Invitrogen
公司。实时细胞分析系统 (real-time cell-electronic 
sensing, RT-CES)TM 及相关检测试剂盒购自杭州艾森

生物公司。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养和药物浓度选择　　采用 RT-CES 实

时细胞计数确定 LPS 对细胞的毒性作用，由此确定

合适的药物作用浓度。使用 DMEM 培养液和 10%
优等胎牛血清，37 ℃、5% CO2 培养 HRECs。细胞

实验前先彻底去除血清，培养瓶内加入含 EDTA 的

0.25% 胰蛋白酶溶液，细胞消化后转移至 15 mL 离

心管中，1 000 r/min 离心，再重悬，细胞计数仪中

计数后将细胞悬液稀释到 2.5 × 104 /mL，确定检测

基线，并对不同浓度 LPS 组 (50、100、150、200、
250 ng/mL) 样本进行实时细胞计数测定，确定后续

实验中 LPS 的合适浓度。

1.2.2  细胞处理和细胞增殖检测　　取对数生长期
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HRECs，分别用不同浓度的 EGCG ( 终浓度为 6.25、
12.5、25、50、100、200 μmol/L) 预处理细胞 2 h 后，

加入 LPS ( 其浓度根据 1.2.1 结果确定 ) 刺激 24 h，
同时设正常细胞和单独 LPS 处理细胞作为对照组。

采用 CellTiter 96® AQueous 单溶液细胞增殖检测试剂

盒 (MTS)，将细胞 1 × 104/ 孔接种于 96 孔培养板中，

待细胞贴壁后，加入不同浓度的 EGCG 和 LPS。培

养 24~48 h 后每孔加入 20 μL MTS 反应液，继续培

养 2 h，于全自动酶标仪在 490 nm 处读取吸光值

(A490)，以 A490 值大小代表细胞增殖活性的高低。根

据药物毒性作用选择后续实验中 EGCG 浓度。

1.2.3  RANTES 检测　　将细胞以 3 × 105/ 孔接种

于 24 孔板中，待细胞贴壁后，用不同浓度 (6.25~100 
μmol/L) 的 EGCG 预处理 2 h，然后加入终浓度为

200 ng/mL 的 LPS 继续培养 24 h，收集培养上清液

用 ELISA 法检测 RANTES 水平。检测程序严格按

试剂盒说明书进行，最后根据标准反应曲线求得各

检测样本中 RANTES 表达水平。

1.2.4  Western blot 分析　　细胞培养于 10 cm 培养

皿中，处理方法同上。弃培养上清液，细胞用 PBS
洗涤 1 次后加细胞裂解液，冰浴裂解细胞，BCA 蛋

白定量试剂 ( 美国 BioRad 公司 ) 检测裂解液中总蛋

白浓度。取40 μg蛋白样本加入2 × SDS上样缓冲液，

以 10% 聚丙烯酰胺凝胶电泳后转至硝酸纤维素膜

( 美国 BioRad 公司 )，封闭液作用 2 h 后，加入一

抗 ( 兔抗人磷酸化及非磷酸化 Akt 抗体、兔抗 β-actin
抗体 ) 4 ℃过夜。以洗涤缓冲液洗膜 4 次后，再加

入辣根过氧化物酶结合的羊抗兔 IgG ( 美国 Pierce
公司，用封闭液 1 : 10 000 稀释 ) 室温下作用 1 h，
洗膜 4 次后，使用 ECL 化学发光底物显影并在

Versal Doc 5000 ( 美国 BioRad 公司 ) 全自动成像系

统中曝光成像，根据目标条带的灰度扫描值计算磷

酸化 Akt 蛋白的相对表达量，用 β-actin 作为内参校

正后的 p-Akt 与 Akt 的比值表示。

1.3  统计学分析　　细胞实验在前期预实验基础上

进行 3 次独立重复实验，每次 3 个复孔完成相关的

数据采集。实验数据用 mean ± SD 表示，采用

SPSS 12.0 统计软件，组间比较采用单因素方差分

析 (ANOVA) 和 Dunnett t 检验，P < 0.05 时认为差

别具有统计学意义。

2  结果

2.1  LPS对HRECs细胞活力的影响  
不同 LPS 浓度对 HRECs 的作用有一定差异。

在细胞培养中加入 250 ng/mL LPS，实时细胞检测

显示其明显抑制细胞的生长，200 ng/mL LPS 对细胞

生长有一定的抑制作用，但与正常生长细胞对照比

较，未见明显统计学差异 (P > 0.05)，50~150 ng/mL 
LPS 对细胞的生长未见明显影响 ( 见图 1)，故后续

实验选择用 200 ng/mL LPS 诱导建立 HREC 炎症相

关细胞模型。

2.2  EGCG对LPS诱导HRECs增殖活力的影响  
将HRECs在含不同浓度的EGCG (0~200 μmol/L)

的 DMEM 培养液中培养 2 h，加入 LPS (200 ng/mL)

图    1. 人视网膜内皮细胞在不同浓度LPS作用下的生长曲线

Fig. 1. Effect of LPS on growth of human retinal endothelial cells (HRECs). HRECs were treated with indicated concentrations of 
LPS, and cell growth was determined by a real-time cell-electronic sensing (RT-CES) system. 250 ng/mL LPS significantly decreased 
cell proliferation, but 50–200 ng/mL LPS showed no significant influence on cell growth as compared to untreated control group.
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图   2.  EGCG对LPS诱导HRECs增殖的影响

Fig. 2. Effect of EGCG on the proliferation of HRECs stimulated with 200 ng/mL LPS. 200 μmol/L EGCG significantly reduced pro-
liferation activity in HRECs (*P < 0.01), but EGCG at concentrations of 0–100 μmol/L did not show a significant reduction in prolif-
eration of HRECs (P > 0.05), as compared to untreated control group.  Mean ± SD, n = 3.

图    3.  EGCG对LPS诱导HRECs中RANTES表达的抑制作用 
Fig. 3. Inhibitory effect of EGCG on LPS-induced RANTES expression in HRECs. HRECs stimulated with 200 ng/mL LPS were pre-
treated with indicated concentrations of EGCG. The production of RANTES secreted from treated cells was measured by ELISA. *P < 
0.01 vs EGCG−/LPS− group; #P < 0.01, $P < 0.05 vs EGCG−/LPS+ group. Mean ± SD, n = 3.

刺激 24 h 后进行 MTS 检测。结果显示，与正常对

照 组 相 比，0~100 μmol/L 的 EGCG 没 有 改 变

HRECs 的增殖活力，对细胞无明显的毒性作用，而

200 μmol/L EGCG 显著影响 HRECs 的增殖活力 (P < 
0.01)，因此本研究选择 0~100 μmol/L 的 EGCG 进

行后续实验。比较单独 LPS 组和正常对照组的细胞

增殖活力，结果与 2.1 结果一致，200 ng/mL LPS
对细胞增殖活力有一定的抑制作用，但差异未达到

统计学显著性 (P > 0.05) ( 见图 2)。
2.3  EGCG对LPS诱导HRECs中RANTES表达的抑

制作用  
使 用 ELISA 法 检 测 HRECs 培 养 上 清 液 中

RANTES 的表达水平。结果显示，LPS 刺激可显著

诱导 HRECs 中 RANTES 的产生，而 EGCG 可呈剂

量依赖性地抑制 LPS 诱导 HRECs 中 RANTES 的表

达 ( 图 3) 。

2.4  EGCG对HRECs中信号分子Akt表达及磷酸化

的影响  
Western blot 检测结果显示，与对照组相比，

LPS 刺激明显增加 HRECs 中 Akt 蛋白分子的磷酸

化活性，差异呈显著性 (P < 0.01)。EGCG 预处理能

抑制 LPS 诱导的 Akt 蛋白分子的磷酸化活性 (P < 
0.01)，其抑制作用呈剂量依赖性 ( 图 4)。

3  讨论

DR 是糖尿病常见的严重并发症，也是主要的

致盲疾病之一，其发病机制尚不清楚，但炎症在

DR 的发生发展中起重要作用。现研究结果显示早

期糖尿病视网膜中白细胞粘附增加，同时视网膜细

胞内 ICAM-1 等炎症相关基因的表达上调，与 DR
微血管损伤在时间和空间上一致，抗 ICAM-1 抗体

和 CD18 抗体等可抑制糖尿病引起的白细胞粘附和
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血管内皮损伤。DR 患者玻璃体及房水中炎性细胞

因子的代谢紊乱较为明显，VEGF 和糖基化终产物

(advanced glycation end products, AGEs) 可引起 DR
的炎症性改变，视网膜内 VEGF 及 AGEs 可明显增

加白细胞粘附和血 - 视网膜屏障的破坏，也有研究

证实非甾体类抗炎药物可延缓 DR 炎症的发生 [14, 15]。

RANTES 可由炎症细胞、视网膜内皮细胞、视

网膜色素上皮细胞产生，在视网膜局部引起炎症反

应、血管损伤，参与早期的视网膜病变 [[16]。现研

究认为低浓度 RANTES 表现为典型的趋化性细胞

因子，RANTES 与 G 蛋白偶联受体结合，引起短

暂的钙离子流，导致受体极化和细胞迁移，增强 T
细胞表面 ICAM-1、CD43、CD44、CD50 等细胞黏附

分子的表达；而高浓度的 RANTES 则可激活酪氨

酸蛋白激酶介导的通路，引起延长的钙离子流，

导致过磷酸化作用和广泛的炎性细胞因子激活。

另外 RANTES 可通过聚集提高局部浓度，吸引细

胞所经路径形成一定的浓度梯度，从而增强其趋

化作用，这些性质也促使 RANTES 在 DR 的免疫

功能调节、自身免疫紊乱和炎性过程中起重要作

用 [7, 17]。本研究结果显示，与对照组相比，LPS 能

明显诱导视网膜内皮细胞 RANTES 的表达增加，

而在 EGCG 预处理各组中，EGCG 能抑制 LPS 诱

导的 RANTES 分泌，并显示有明显的量效效应，

由此表明 EGCG 可能对眼部视网膜细胞的炎症反应

有一定的保护作用。

目前体内外的实验研究显示，作为机体维持反

馈调控和自身平衡生理机制中重要组成部分的

RANTES，其炎症相关信号转导的上下游调控通路

复杂，而由 LPS 诱导的炎症反应中 Akt 通路具有重

要调控作用，在调节糖代谢，介导细胞生长与增殖，

促进蛋白质合成，抑制细胞凋亡等方面起重要作用，

是参与相关反应的重点环节之一 [18, 19]。本实验还显

示，在 LPS 诱导的 HRECs 中 p-Akt 表达明显增加，

证实 LPS 刺激视网膜内皮细胞后的信号通路调节中

Akt 发挥重要作用，也证实视网膜内皮细胞的体外

培养体系中LPS能促进Akt蛋白磷酸化水平的增加。

本研究主要观察 EGCG 对 LPS 诱导 HRECs 表达炎

性趋化因子 RANTES 的影响，初步探讨 EGCG 对

RANTES 炎性因子表达密切相关的细胞信号分子

Akt 磷酸化活性的影响。根据上述初步研究，我们

推测 EGCG 抑制 RANTES 表达，其机制可能与抑

制 Akt 信号通路有关。今后尚需在这一初步研究结

果基础上进行深入的机制研究，包括用 Akt、
MAPKs、NF-κB 等信号分子抑制剂分析 EGCG 的

作用，EGCG 对这些信号分子核转位影响，EGCG
对 RANTES 启动子活性的影响等方面的研究，以

深入诠释 EGCG 对 LPS 诱导 HRECs 表达 RANTES
的抑制作用及其机制。
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