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【摘要】 目的 观察表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对正常人HL7702肝细胞氧化损伤的作用。方法 以正

常人HL7702肝细胞为研究对象，用不同浓度EGCG (0 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、40 µg/mL、80 µg/mL、

160 µg/mL)处理细胞1 h、12 h、24 h，均以0 µg/mL EGCG浓度组为对照组。倒置显微镜观察细胞形态，MTT法检测

细胞存活率，DCFH-DA荧光探针法检测细胞内活性氧(ROS)，生化分析检测细胞培养上清液中乳酸脱氢酶(LDH)

的含量。结果 EGCG浓度在40 µg/mL以下时，对肝细胞存活率下降无明显影响，差异均无统计学意义(P>0.05)；

且 5 µg/mL、20 µg/mL EGCG 处理 24 h 后的肝细胞存活率分别为(108.34±4.12)%、(109.59±3.14)%，与对照组的

(100.00±3.40)%比较，细胞存活率明显提高，差异均有统计学意义(P<0.05)；80 µg/mL EGCG处理细胞1 h后，ROS为

(5.36±0.68)%，与对照组的(3.88±0.10)%比较明显增多，差异有统计学意义(P<0.05)；80 µg/mL EGCG处理细胞24 h，与

对照组的细胞存活率[(100.00±3.40)%]、LDH [(168.89±4.90) U/L]、ROS [(3.54±0.68)%]比较，细胞存活率[(40.05±

7.83)%]明显降低，LDH [(195.48±11.23) U/L]、ROS [(10.99±1.54)% ]显著升高，差异均有统计学意义 (P<0.05)；

160 µg/mL EGCG作用肝细胞1 h，与对照组的细胞存活率[(100.00±2.23)%]、LDH [(163.89±5.37) U/L]、ROS [(3.88±

0.10)%]比较，肝细胞存活率[(79.87±4.72)%]明显降低，LDH [(200.72±13.45) U/L]、ROS [(8.14±0.29)%]明显升高，差

异均有统计学意义(P<0.05)；160 µg/mL EGCG 作用肝细胞 12 h、24 h，细胞存活率分别为(16.00±0.99)%、(11.11±

0.41)%，LDH 分别为(199.21±13.11) U/L、(435.71±25.84) U/L，与对照组的细胞存活率[(100.00±0.34)%、(100.00±

3.40)%]和LDH[(169.56±3.55) U/L、(168.89±4.90) U/L]比较差异均有统计学意义(P<0.05)，同时显微镜下可见大量

细胞死亡。结论 低剂量EGCG (<40 µg/mL)对正常人HL7702肝细胞无明显损伤作用，并具有一定的促增殖作

用，高剂量下(>80 µg/mL)可明显增加肝细胞氧化损伤，且随EGCG作用浓度、作用时间的增加损伤也增加。
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【Abstract】 Objective To observe the effect of epigallocatechin gallate (EGCG) on oxidative damage of human

normal HL7702 liver cells. Methods Human normal HL7702 liver cells were treated with EGCG at different concen-

trations (0 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL, 20 µg/mL, 40 µg/mL, 80 µg/mL, 160 µg/mL) for 1 h, 12 h and 24 h, respective-

ly. The 0 µg/mL EGCG treated cells was used as the control for each treated cells. Cell morphology was observed by in-

verted microscope. MTT assay was used to detect cell viability. The reactive oxygen species (ROS) in the cells were mea-

sured by DCFH-DA fluorescence probe, and biochemical analysis was used to measure the contents of lactate dehydroge-

nase (LDH) in the supernatant of cells. Results When the treatment concentration was below 40 µg/mL, EGCG

showed no obvious effect on the decrease of survival rate of hepatocytes (P>0.05). The survival rates of hepatocytes af-

ter treatment with 5 µg/mL and 20 µg/mL EGCG for 24 h were (108.34±4.12)% and (109.59±3.14)%, which were sig-

nificantly improved as compared with (100.00 ± 3.40)% of the control (P<0.05). ROS after treatment with 80 µg/mL

EGCG for 1 h was (5.36±0.68)%, which was significantly increased as compared with (3.88±0.10)% of the control (P<

0.05). After treatment with 80 µg/mL EGCG more than 24 h, the cell survival rate was (40.05±7.83)%, significantly re-

duced as compared with (100.00±3.40)% of the control, and LDH, ROS were (195.48±11.23) U/L, (10.99±1.54)%, sig-

nificantly increased as compared with (168.89±4.90) U/L, (3.54±0.68)% of control, all with statistically significant differ-
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蔬菜、水果等天然植物性食物中含有多种生物活
性成分—植物化学物，主要包括多酚类化合物、有机
硫化物、萜类和类胡萝卜素等，具有抗癌、抗氧化、免
疫调节、降低胆固醇等多种生理功能。表没食子儿茶
素没食子酸酯(EGCG)是绿茶中主要存在的一种天然
多酚类植物化学物，EGCG的多种生物活性，在体内外
已经得到了广泛的研究，主要有抗炎、抗氧化、抗细胞
凋亡等生物学作用。有研究表明，EGCG可拮抗鱼藤
酮所致PC12细胞的凋亡[1]、保护脂多糖诱导的胶质细
胞炎症损伤[2]、抑制亚硫酸诱导的心肌细胞氧化损伤[3]

等。但同时，在研究中发现，EGCG不仅具有一定抗氧
化损伤作用，在一定条件下还具有致氧化损伤的作
用。在研究EGCG对神经节细胞RGC-5的促氧化与
抗氧化研究中，EGCG 作用可以产生过氧化氢
(H2O2)。低浓度EGCG作用产生的H2O2对细胞具有抗
氧化损伤作用，而高浓度 EGCG 作用下，具有促氧化
损伤的作用[4]。因此在研究EGCG的抗氧化损伤的保
护作用过程中，研究EGCG的促氧化损伤作用同样具
有重要意义。本次实验通过观察在不同浓度 EGCG
作用下，正常肝细胞存活率、细胞培养液中乳酸脱氢
酶含量、细胞中活性氧自由基生成的变化情况，初步
了解EGCG对正常肝细胞的氧化损伤作用，为进一步
研究EGCG的抗氧化损伤作用提供基础。

1 材料与方法
1.1 试剂与仪器 EGCG (纯度>98%)购于美国

Sigma公司。EGCG用无菌磷酸盐缓冲溶液(PBS) (北
京索莱宝)溶解成10 mg/mL的存储液，并用0.22 μm膜
过滤器过滤后于 4℃冰箱保存，用时再用 1640完全培
养基稀释成不同浓度，现用现配。噻唑蓝(MTT)、磷酸
盐缓冲液(PBS)购于北京索莱宝，活性氧检测试剂盒
(ROS Assay Kit)购于上海碧云天，乳酸脱氢酶(LDH)
试剂盒购于南京建成。全波长酶标仪 (美国，赛默
飞)。流式细胞仪(美国，贝克曼)。

1.2 细胞培养与分组处理 正常人HL7702肝细
胞(同实验室课题组赠送，购于武汉普诺赛生命科技有
限公司)，用含 10%胎牛血清(美国Gibco)和 1%青链霉
素混合液(北京索莱宝)的 1640 (美国Gibco)完全培养
基，在37℃、5%CO2培养箱中培养，待细胞生在状态良
好后，用 0.25%胰酶消化细胞，收集、离心、再重悬，根

据实验需要种于 96 孔板或者 6 孔板中，待细胞贴壁
后进行后续分组实验。细胞分为不同浓度 EGCG 处
理组(分别用 0 µg/mL、5 µg/mL、10 µg/mL、20 µg/mL、
40 µg/mL、80 µg/mL、160 µg/mL EGCG处理细胞 1 h、
12 h、24 h)。

1.3 细胞形态学观察和测定细胞增殖活力 采
用MTT法测7702肝细胞存活率。细胞在对数生在期
时，胰酶消化细胞，以3 000个/孔浓度接种于96孔板，
每孔100 µL。分组处理细胞后，倒置显微镜下观察细
胞形态及密度并拍照记录。用PBS清洗细胞3遍，然后
加入含100 µL 1640培养基和20 µL MTT的溶液，37℃
继续孵育 4 h。小心吸掉培养液，每孔加入 150 µL
DMSO，酶标仪设置37℃、间震10 min、波长490 nm处
测各孔吸光度(A)值，各组设6个复孔。细胞增殖活力
(%)=(A 处理-A 空白)/(A 对照-A 空白)×100%。

1.4 检测细胞培养上清液中乳酸脱氢酶(LDH)
活性 细胞以 4×104个/mL，每孔 2 mL种于 6孔板中，
待细胞贴壁并按前述分组处理细胞后，直接吸取培养
上清，按照试剂盒说明进行LDH酶含量检测。

1.5 检测细胞活性氧 (ROS) 利用荧光探针
DCFH-DA检测各组细胞活性氧。细胞以4×104个/mL，
每孔 2 mL接种于 6孔板，待细胞贴壁后，按前述分组
处理细胞，实验结束后，无血清 1640培养液清洗细胞
三遍，每孔加入10 µM DCFH-DA 1 mL，37℃细胞培养
箱内孵育 20 min。然后再用无血清 1640培养液洗涤
细胞三次，每孔加入 0.5 mL PBS，小心用细胞铲收集
细胞并混匀，1 h内流式细胞仪上机检测。

1.6 统计学方法 应用SPSS19.0软件进行统计
分析，实验计量数据以均数±标准差(x-±s)表示，多组间
比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用LSD-t
检验。以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果
2.1 不同浓度 EGCG 对 7702 肝细胞形态学影

响 EGCG在40 µg/mL以下对7702肝细胞形态变化无
影响。80 µg/mL EGCG处理细胞12 h后可见细胞拉长，
出现钉状突起；作用 24 h，细胞密度降低。160 µg/mL
EGCG处理细胞1 h后可见细胞变圆、收缩、出泡；作用
12 h，已见细胞膜破裂，细胞大量溶解；作用24 h，细胞
几乎全部死亡，见图1。

ences (P<0.05). After treatment with 160 µg/mL EGCG for 1 h, the survival rate of liver cells was (79.87±4.72)%, signif-

icantly reduced as compared with (100.00 ± 2.23)% of the control, and LDH, ROS were (200.72 ± 13.45) U/L, (8.14 ±

0.29)%, which were significantly increased as compared with (163.89±5.37) U/L, (3.88±0.10)% of control, all with sta-

tistically significant differences (P<0.05). When cells were treated with 160 µg/mL EGCG for 12 h and 24 h, a large

number of dead cells were observed under inverted microscope, and liver cell survival rate, LDH were (16.00±0.99)%

and (11.11±0.41)%, (199.21±13.11) U/L and (435.71±25.84) U/L, versus (100.00±0.34)% and (100.00±3.40)%, (169.56±

3.55) U/L and (168.89±4.90) U/L of the control cells (P<0.05). Conclusion Low dose EGCG (<40 µg/mL) has no

obvious damage effect on normal hepatocytes and has a certain effect of promoting cell proliferation. High dose

EGCG (>80 µg/mL) can significantly increase the oxidative damage of hepatocytes, and the damage also increases with

the increase of time and drug concentration.

【Key words】 Epigallocatechin gallate; Reactive oxygen species (ROS); HL7702 cells; Oxidative damage; Lac-

tate dehydrogenase (LDH); Cell survival rate
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图1 不同浓度EGCG处理对7702肝细胞形态学的改变(10×10)

2.2 EGCG对 7702肝细胞存活率的影响 MTT

结果显示，小于 40 µg/mL EGCG 处理细胞 12 h 以上，

可增加细胞存活率，其中 5 µg/mL、20 µg/mL EGCG处

理细胞24 h，与对照组(0 µg/mL)比较，细胞存活率显著

增加，差异有统计学意义(P<0.05)。80 µg/mL EGCG

处理细胞 12 h及 24 h，与对照组或 80 µg/mL EGCG处

理细胞1 h组比较，均明显降低细胞存活率，差异有统

计学意义(P<0.05)，且 80 µg/mL EGCG处理组中，24 h

组细胞存活率明显低于 12 h 组，差异有统计学意义

(P<0.05)。用160 µg/mL EGCG处理细胞1 h、12 h、24 h，

与对照组比较，均能明显降低细胞存活率，差异有统计

学意义(P<0.05)；作用 12~24 h，与 160 µg/mL EGCG处

理细胞1 h比较，细胞存活率进一步降低，差异有统计学

意义(P<0.05)，见表1。各组细胞存活率曲线图见图2。

2.3 不同浓度EGCG对 7702肝细胞培养上清液

中LDH酶含量的影响 小于 40 µg/mL EGCG处理细

胞对培养液中 LDH 含量无明显影响。 80 µg/mL

EGCG处理细胞24 h，细胞培养上清液中LDH酶含量

明显增高，差异有统计学意义(P<0.05)。用160 µg/mL

EGCG处理细胞 1 h、12 h、24 h后，可见细胞培养上清

液中 LDH 酶含量显著增加，差异有统计学意义(P<

0.05)，且 24 h 处理组，LDH 酶含量明显高于 1 h、12 h

组，差异有统计学意义(P<0.05)，见表2。

2.4 不同浓度 EGCG 对 7702 肝细胞内活性氧

(ROS)的影响 流式细胞仪检测发现，用 160 µg/mL

EGCG处理细胞 1 h即可见ROS产生增多，差异具有

统计学意义(P<0.05)；当作用时间大于 12 h 以上，因

细胞大量死亡无法测定细胞内 ROS。用 80 µg/mL

EGCG 处理细胞 1 h、12 h、24 h，均能明显增加 ROS

的产生，差异有统计学意义(P<0.05)，且随着作用时

间的增加 ROS 的产生也增加，差异具有统计学意义

(P<0.05)，见表 3。

EGCG浓度(μg/mL)

0

5

10

20

40

80

160

1 h

100.00±2.23

99.63±2.97

100.68±1.59

96.54±0.79)

100.11±2.24

97.75±3.77

79.87±4.72a

12 h

100.00±0.34

104.95±2.84

102.97±7.27

104.45±5.78

101.48±0.38

78.34±5.17 ab

16.00±0.99 ab

24 h

100.00±3.40

108.34±4.12 a

106.07±2.37

109.59±3.14 a

98.10±4.44

40.05±7.83 abc

11.11±0.41 ab

注：与 0 μg/mL组比较，aP<0.05；与相同浓度的EGCG作用 1 h组比较，
bP<0.05；与相同浓度的EGCG作用12 h组比较，cP<0.05。

处理时间

图2 不同浓度EGCG对正常肝细胞存活率的影响

注：与 0 μg/mL组比较，aP<0.05；与相同浓度的EGCG作用 1 h组比较，
bP<0.05；与相同浓度EGCG作用12 h组比较，cP<0.05。
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3 讨论

多项研究表明，多酚类化合物表没食子儿茶素没

食子酸酯(EGCG)具有很强的抗氧化活性，其机制主要

是通过清除自由基、参与调节氧化和抗氧化酶系统等

保护多种环境因素诱导的体内外细胞氧化损伤[5]。但

在研究其抗氧化活性的同时，发现当作用条件不同

时，EGCG对细胞具有一定的氧化损伤作用。在一般

的细胞培养过程中，EGCG 不稳定，可发生自氧化反

应，增加细胞内活性氧(ROS)，或者通过芬顿(Fenton)

反应间接产生 OH- [6-7]。YOUNG 等 [8]研究表明 EGCG

保护一氧化碳诱导的人牙髓细胞凋亡，其机制主要是

通过清除自由基。而ELBLING等[9]研究表明自氧化

产生的H2O2在EGCG介导的抗氧化保护中发挥重要

作用。同时，LAMBERT 等 [10]研究表明 ROS 的产在

EGCG对癌细胞系的促凋亡作用中发挥着重要作用。

ROS是一种具有高反应活性的自由基或分子，包

括氧自由基如超氧阴离子(O·2
-)、羟自由基(·OH)和非

自由基氧衍生物过氧化氢(H2O2)等[11]。ROS主要在线

粒体中产生，受细胞内和线粒体内多种抗氧化系统调

节，正常生理条件下，细胞内 ROS 处于平衡状态 [12]。

当受外界因素刺激，体内ROS的产生超出机体自身的

清除能力，氧化与抗氧化作用失衡，造成ROS大量累

积，过多的ROS可直接攻击线粒体膜，造成膜通透性

改变，也可诱导生物膜的脂质过氧化，最终导致细胞

氧化损伤和细胞凋亡[13-14]。乳酸脱氢酶(LDH)在胞质

内含量非常丰富，细胞处于正常状态下，LDH不能通

过细胞膜，但当细胞受到损伤或死亡时便可释放到细

胞外中。通过对细胞培养液中LDH水平的测定，可反

映肝细胞的损伤程度[15]。

本次实验中 EGCG 浓度在 40 µg/mL 以下时对肝

细胞无明显损伤作用，并具有一定的促增殖作用。

80 µg/mL EGCG作用细胞 1 h即可见ROS产生增多；

作用12 h显微镜下观察可见细胞拉长，出现钉状突等

形态学改变；作用 24 h以上，细胞存活率降低明显降

低，LDH、ROS显著升高。160 µg/mLEGCG作用肝细

胞1 h，即可见肝细胞存活率明显降低，LDH、ROS明显

升高；作用细胞12 h，镜下可见大量细胞死亡，肝细胞存

活率显著降低，同时细胞培养液中LDH明显升高；作用

24 h，肝细胞存活率明显降低，LDH、ROS含量明显增

加，表明EGCG 在80 µg/mL以上浓度可对肝细胞产生

损伤，同时，随着作用浓度、时间的增加，损伤也增加。

综上所述，低剂量 EGCG (<40 µg/mL)对正常人

HL7702 肝细胞无明显损伤作用，并具有一定的促增

殖作用。高剂量EGCG (>80 µg/mL)处理对肝细胞具

有氧化损伤作用，且随着浓度和作用时间的增加，氧

化损伤也增加，其作用机制可能与增加氧自由基和脂

质过氧化水平而产生氧化损伤作用。此次结果为以

后进一步研究 EGCG 用于保护其他因素所致肝细胞

氧化损伤提供基础。同时，在日常中，应避免EGCG的

过量使用，市场销售含EGCG或其它具有抗氧化活性的

植物化学物质的功能性食品时，应在医药控制之内。
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不同基础肾功能心力衰竭患者心脏再同步化治疗术后预后比较
罗承志 1，朱士彦 1，江文科 2，陈剑泉 2

广东医科大学附属第三医院肾病科 1、心内科 2，广东 佛山 528318

【摘要】 目的 观察不同基础肾功能心力衰竭患者实施心脏再同步化治疗(CRT)术后预后的差异。方法 前

瞻性选择 2014年 1月至 2016年 1月广东医科大学附属第三医院心内科收治的 60例心力衰竭患者为研究对象，

所有患者拟行CRT治疗，根据术前肾小球滤过率(GFR)将患者分为A组[GFR≥90 mL/(min·1.73 m2)，20例]、B组

[60 mL/(min·1.73 m2)≤GFR≤89 mL/(min·1.73 m2)，20例]和C组[GFR<60 mL/(min·1.73 m2)，20例]。观察三组患

者术前(T0)、术后1个月(T2)、6个月(T3)的GFR、血清利钠肽(BNP)、左室射血分数(LVEF)、左室收缩末容积(LVESV)、

纽约心脏协会(NYHA)心功能分级的变化，并观察患者预后的差异。结果 三组患者术后1个月BNP、LVESV、NYHA

心功能分级显著下降，LVEF显著上升，差异均有统计学意义(P<0.05)；术后6个月，A组和B组患者的BNP、LVESV、

NYHA心功能分级继续下降，LVEF继续上升，差异均有统计学意义(P<0.05)，但C组BNP、LVESV、NYHA心功能分

级、LVEF比较，差异均无统计学意义(P>0.05)；C组患者的全因死亡率为25.0%，明显高于B组的5.0%和A组的0，差异

均有统计学意义(P<0.05)；C组中位生存期(2.68±0.24)年，明显少于B组和A组[(3.32±0.51)年、(3.56±0.57)年]，差异均有

统计学意义(P<0.05)；A组、B组和C组患者的三年生存率分别为96.52%、93.02%、71.03%，差异有统计学意义(P<0.05)。

结论 CRT术前基础肾功能对心力衰竭患者近远期疗效影响较大，完善术前肾功能评估可指导CRT治疗。

【关键词】 心力衰竭；肾功能；再同步化治疗；预后；肾小球滤过率
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Comparison of prognosis after cardiac resynchronization therapy in patients with different basic renal function and
heart failure. LUO Cheng-zhi 1, ZHU Shi-yan 1, JIANG Wen-ke 2, CHEN Jian-quan 2. Department of Nephrology 1, Department
of Cardiology 2, the Third Affiliated Hospital of Guangdong Medical University, Foshan 528318, Guangdong, CHINA

【Abstract】 Objective To observe the difference of prognosis after cardiac resynchronization therapy (CRT) in

patients with different basic renal failure and heart failure. Methods From January 2014 to January 2016, 60 patients

with heart failure admitted to the Third Affiliated Hospital of Guangdong Medical University were prospectively select-

ed. All patients underwent CRT treatment. According to preoperative glomerular filtration rate (GFR), the patients were di-

vided into group A (GFR>90 mL/[min·1.73 m2], 20 cases), group B (60 mL/[min·1.73 m2]<GFR<89 mL/[min·1.73 m2],

20 cases), and group C (GFR<60 mL/[min·1.73 m2], 20 cases). The changes of GFR, serum natriuretic peptide (BNP),

left ventricular ejection fraction (LVEF), left ventricular end systolic volume (LVESV), and New York Heart Association

(NYHA) cardiac function grading before operation (T0), 1 month (T2), 6 months (T3) after operation were observed,

and the prognosis of the patients was compared. Results One month after operation, BNP, LVESV, NYHA cardiac

function grading decreased significantly (P<0.05), and LVEF increased significantly (P<0.05). Six months after opera-

tion, BNP, LVESV, NYHA cardiac function grading continued to decline (P<0.05) and LVEF continued to rise (P<0.05)

in group A and group B, but BNP, LVESV, NYHA cardiac function grading and LVEF did not change significantly in

group C (P>0.05). The all-cause mortality of group C was 25.0%, significantly higher than 5.0% of group B and 0 of

group A (P<0.05), and the median survival time of group C was 2.68±0.24, significantly lower than 3.32±0.51 of group

B and 3.56 ± 0.57 of group A (P<0.05). The three-year survival rates of the three groups were 96.52% , 93.02% , and
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