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（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对HEK293T细胞抗氧化的

影响及差异

孙 畅  夏 宁  王 超  秦凤贤  吕呈蔚  刘 建  李铁柱*

（吉林省农业科学院农产品加工研究所，吉林  长春  130033）

摘要：【目的】探究天然抗氧化剂（+）-儿茶素及其同分异构体（-）-表儿茶素基于 Nrf2-ARE 通路对 HEK293T

细胞抗氧化的影响及差异。【方法】以（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素为试验对象，利用 MTT 法探究对 HEK293T

细胞活力的影响，应用报告基因探究对 ARE 基因转录水平的调控作用，利用 RT-PCR 和 Western blot 方法

探究对 Nrf2-ARE 信号通路下游基因（GCLM、NQO1 和 HO-1）和蛋白（GCLM、NQO1 和 HO-1）表达的影响。

【结果】报告基因显示，（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素分别在 20、10 μmol/L 显著诱导了 ARE 介导的转录激活。

RT-PCR 及 Western blot结果表明，当浓度为 40 μmol/L时，（+）-儿茶素可以显著上调 GCLM、NQO1和 HO-1基

因表达，（-）-表儿茶素可以显著上调 NQO1 和 HO-1 基因表达；当浓度为 10 μmol/L 时，（+）-儿茶素可以上调

GCLM、NQO1和 HO-1蛋白表达，（-）-表儿茶素可以上调 GCLM、HO-1蛋白表达。【结论】（+）-儿茶素、（-）-表

儿茶素对细胞的最低影响浓度不同。二者均有激活 Nrf2-ARE信号通路的能力，（-）-表儿茶素激活通路所需

浓度低于（+）-儿茶素，对于 Nrf2-ARE 信号通路下游基因及蛋白的表达也有差异，相同浓度时（+）-儿茶素抗

氧化基因和蛋白表达效果更好。
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Abstract: [Objective] This study aims to investigate the effects and differences of the natural antioxidant 

(+ ) -catechin and its isomer (- ) -epicatechin on the antioxidant activity of HEK293T cells based on the nuclear 

factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)-antioxidant response element (ARE) pathway. [Method] The effects of 

(+ ) -catechin and (-) -epicatechin on the viability of HEK293T cells were investigated via the methyl thiazolyl 

tetrazolium (MTT) assay. Reporter genes were employed to investigate the regulatory effects on the activation of 

ARE. The effects of (+)-catechin and (-)-epicatechin on the mRNA and proteins levels of the downstream factors 

[glutamate-cysteine ligase modifier subunit (GCLM), NAD(P)H quinone dehydrogenase 1 (NQO1), and heme 

oxygenase-1 (HO-1)] of the Nrf2-ARE signaling pathway were explored by RT-PCR and Western blot, 

respectively. [Result] The expression of reporter genes showed that ARE-mediated transcriptional activation was 

significantly induced by (+)-catechin and (-)-epicatechin at 20 μmol/L and 10 μmol/L, respectively. RT-PCR and 

Western blot results showed that (+)-catechin at 40 μmol/L significantly up-regulated the mRNA levels of GCLM, 
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NQO1, and HO-1, and (- ) -epicatechin at the same concentration significantly up-regulated the mRNA levels of 

NQO1 and HO-1. At 10 μmol/L, (+ ) -catechin up-regulated the protein levels of GCLM, NQO1, and HO-1, and 

(-)-epicatechin up-regulated the protein levels of GCLM and HO-1. [Conclusion] (+)-Catechin and 

(-) -epicatechin have different minimum effect concentrations on cells. Both of them have the ability to activate 

the Nrf2-ARE signaling pathway, and the required concentration of (- ) -epicatechin to activate the pathway is 

lower than that of (+)-catechin. In addition, the two compounds have different effects on the expression of genes 

and proteins downstream of the Nrf2-ARE signaling pathway, with (+)-catechin outperforming (-)-epicatechin at 

the same concentration.

Keywords: (+)-catechin; (-)-epicatechin; Nrf2-ARE pathway; HEK293T cell; antioxidant

人体在与外界持续接触的过程中，会不断产

生活性氧［1-2］，当体内活性氧产生或积累过多时，就

会引起氧化应激反应［3］，导致 DNA 羟基化、蛋白质

变性、脂质过氧化和细胞凋亡，继而引发各种疾

病［4］。抗氧化剂能清除活性氧，其中天然抗氧化

剂副作用小 ，安全系数高［5-6］，受喜爱程度越来

越高［7-8］。

（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素是存在于茶叶、花

生等植物中的天然抗氧化剂，二者是同分异构体，

属于多酚类物质［9］，具有清除自由基、抗氧化、防

治心血管疾病、预防癌症等多种生理活性［10-11］。近

年来，由于（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素的抗氧化活

性促使它们在食品工业、制药、农业等领域被广泛

应用［12］。同时，随着对环境友好及无污染材料开

发的日益重视，利用天然资源保存食品吸引了越

来越多的关注。所以，近年来有很多研究深入探

索了天然抗氧化剂的区别与联系，天然抗氧化剂

同分异构体之间的抗氧化差异性也是热门探究之

一。对于同分异构体之间抗氧化差异 ，Anitha

等［13］认为是由二者氢键相互作用和分子间电荷转

移造成的。Mendoza-Wilson 等［14］通过测定（+）-儿

茶素和（-）-表儿茶素的结构、化学电位和能量性

质等方面，同样解释了它们氧化能力差异是由二

者立体结构的关系不同引起的。Zhou 等［15］研究

发现，增加氢键可以提高儿茶素、表儿茶素的抗菌

性及稳定性。目前，已有较少的研究比较了二者

基于细胞抗氧化通路的抗氧化差异。

Nrf2-ARE 信号通路是细胞抗氧化的重要途

径，该通路能够预防、调节和治疗细胞的损伤［16］。

Nrf2 是抗细胞氧化应激的主要转录因子，Nrf2 能

够控制抗氧化酶和其他相关基因的表达，从而帮

助机体保持调节氧化应激的能力［17-18］。有研究表

明，在食品行业的发展中，应该使用不同的人类细

胞系对天然抗氧化剂和植物中的粗提取物进行毒

理学安全性评估［19］。作者选取转染效率高、易于

培养和繁殖的人类胚胎肾 HEK293T 细胞［20-21］，探

究（+）-儿茶素与其同分异构体（-）-表儿茶素对细

胞抗氧化的影响及差异，旨在为抗氧化剂的开发

和应用提供理论依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

HREK293T 细胞：中国科学院细胞库；（+）-儿

茶素、（-）-表儿茶素：分析纯，上海源叶生物科技

有限公司；叔丁基对苯二酚（TBHQ）、二甲基亚砜

（DMSO）：分析纯，美国  Sigma-Aldrich 公司；ARE

报告质粒、海肾质粒：吉林省农业科学院实验室；

质粒大提试剂盒、HiFiS cript gDNA Removal RT 

MasterMix：康为世纪生物科技股份有限公司 ；

Lipofectamine 2000转染试剂：美国英杰生命技术有

限公司；双萤光素酶报告基因检测试剂盒：普洛麦格

（北京）生物技术有限公司 ；Trizol reagent、蛋白

Marker：美国赛默飞世尔科技有限公司；2×AugeGreen 

qPCR Master Mix：苏州宇恒生物科技有限公司；

PVDF膜：美国 GE HealthCare公司；超敏 ECL 发光

液、TBS-T：莫纳（苏州）生物科技有限公司；蛋白

酶抑制剂 ：美国 Cell Signaling Technology 公司 ；

RIPA 裂解液、羊抗小鼠 IgG-HRP：江苏凯基生物

技术股份有限公司 ；GCLM、NQO1、HO-1：美国

Proteintech公司；Anti-GAPDH：北京义翘神州科技

股份有限公司。

显微镜：CKX41Ol型，上海聚慕医疗器械有限

公司；多功能酶标仪：SpectraMax i3x 型，美谷分子

（仪 器）上 海 有 限 公 司 ；超 微 量 分 光 光 度 计 ：

Nanodrop2000C 型，美国赛默飞世尔科技公司 ；
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PCR 仪：ETC811 型，苏州东胜兴业科学仪器有限

公司；荧光定量 PCR 仪：Q225 型，惠州酷博科技有

限公司；蛋白电泳系统：Mini P-4型，北京凯元信瑞

仪器公司；转膜仪：Trans-Blot®SD 型，伯乐生命医

学产品（上海）有限公司；一体式化学发光显影系

统：ChemiScope 6000 型，上海勤翔科学仪器有限

公司。

1.2　试验方法

1.2.1　（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对细胞活力的影响　

细胞培养：取出冻存细胞（HEK293T）在 37 ℃

水浴锅中摇晃至融化，将体积分数 10% 胎牛血清、

100 U/mL青霉素、链霉素混合均匀，与 DMEM配制

成细胞培养液。盛有细胞的培养皿置于温度为

37 ℃、CO2体积分数 5%的细胞培养箱中静置培养，

每 1~2 d 换一次液，采用 MTT 法测定细胞活力［22］。

MTT试验中（+）-儿茶素与（-）-表儿茶素作用浓度分

别为 0、25、50、200、450、750、1 000 μmol/L。

1.2.2　（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对 ARE 报告基因

的激活作用　

萤 光 素 酶 报 告 基 因 检 测 参 考 Ma 等［23］和

冷玥［24］的方法。在转染的 ARE 中加入 HEK293T

细胞（每孔 5×104），同时用 500 μL 不同浓度的

（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素（10、20、40 μmol/L）作用

24 h。阳性对照组用 500 μL、12.5 μmol/L 的 TBHG 

作用 24 h； 空白对照组用 500 μL体积分数 0.01% 的

DMSO作用 24 h。作用完成后，弃去培养基，加 PBS

洗涤 2 次，加入报告基因细胞裂解液，室温振荡

30 min，振荡后，吸取 80 μL 裂解后的细胞，依次加

入萤火虫萤光素酶（100 μL/孔）、海肾萤光素酶

（100 μL/孔），用多功能酶标仪进行检测。通过计

算得到样品的双萤光素酶活性。

1.2.3　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 GCLM、HO-1 和

NQO1 mRNA表达的影响　

试验组分：空白对照组（体积分数0.01% DMSO）、

H2O2组、10 μmol/L+H2O2组、20 μmol/L样品+H2O2组、

40 μmol/L 样品+H2O2 组、阳性对照组（12.5 μmol/L 

TBHQ）。试验步骤：按照 2.5×105个/孔将HEK293T细

胞均匀铺于六孔板中并培养 24 h，将（+）-儿茶素、

（-）-表儿茶素溶解于 DMSO 溶液中，与 DMEM 培

养基配制成相应浓度后作用于培养皿中的细胞

18 h，加入过氧化氢孵育 8 h。提取细胞总 RNA，

逆转录合成 cDNA，以 cDNA 为模板，进行 RT-PCR

检 测 。 反 应 体系 ：cDNA 0.8 μL，Forward Primer 

0.8 μL，Reverse Primer 0.8 μL，2×AugeGreen Master 

Mix 5 μL，H2O 2.6 μL。反应程序见表 1，循环数均

为 40。反应完成后，以 2-∆∆C t 计算基因相对表达

量［25-26］，引物序列见表 2。

1.2.4　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 Nrf2 下游蛋白

表达的影响　

1）样品制备：HEK293T 细胞均匀铺于培养皿

中（5×106个/孔），每孔加 10 mL 细胞培养基，培养

24 h。弃去培养基上清液，分别选取（+）-儿茶素和

（-）-表儿茶素的暴露浓度为 10、20、40 μmol/L，阳性

对照组 TBHQ 浓度为 12.5 μmol/L，继续培养 18 h，

加入 500 μmol/L 的 H2O2继续培养 8 h，各进行 6 组

平行试验。

2） 细胞总蛋白质提取：细胞离心（700 r/min、

5 min），取沉淀，用 PBS 重悬清洗细胞 2 次，加入

250 μL 细胞裂解液（与 PMSF 按照体积比 100∶1配

制）。将裂解液移至 EP 管中，冰上静置 20 min。

4 ℃、10 000 r/min 离心 5 min，上清即为样品蛋白，

-20 ℃保存。

3）Western blot 试验：配制丙烯酰胺凝胶（12、

5 g/dL的分离胶、浓缩胶），依次注入玻璃板，安装电

泳仪器，凝胶凝固后，加入蛋白 Marker或蛋白质样

表 1　荧光定量 PCR 反应程序

Table 1　Fluorescence quantitative PCR procedure

温度/℃

50

95

95

60

时间/s

60

300

5

15

表 2　Real-time PCR 表达分析所用引物序列

Table 2　Primer sequences used for real-time PCR expression 

analysis

基因

NQO1F

NQO1R

HO-1F

HO-1R

GCLMF

GCLMR

GAPDHF

GAPDHR

引物

GCCGAGTCTGTTCTGGCTTATT

CATGGCAGCGTAAGTGTAAGCA

GGCAGAGGGTGATAGAAGAGG

TAAGGACCCATCGGAGAAGC

AACTGACTTAGGAGCATAACTTACC

TATCTGCCTCAATGACACCA

GAAGACGGGCGGAGAGAAAC

GCCCAATACGACCAAATCCG
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品（10 μg）进行电泳。恒压 80 V至样品从分离胶电

泳到浓缩胶时，将电压调至恒压 120 V。将电泳后

的凝胶按照蛋白质相对分子质量（31 000 左右为

anti-NQO1，33 000 左右为 anti-GCLM，34 000 左右

为 anti-HO-1）切胶，转移至 PVDF膜中，采用恒流模

式，电流 200 mA，冰浴反应 2 h。PVDF膜放入封闭

液中 ，室温摇床孵育 60 min；分别加入 GCLM、

NQO1和 HO-1抗体，4 ℃孵育过夜；使用 TBS-T 洗

膜 5次，每次洗涤 5 min；加入羊抗小鼠二抗室温摇

床孵育 60 min；洗膜；制备 ECL 发光液并使用一体

式化学发光显影系统进行拍照。

2　结果与讨论

2.1　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 HEK293T 细胞活

力的影响

为了探究（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对细胞的安

全浓度范围，进行MTT试验，结果见图 1。图 1（a）显

示，细胞活力随（+）-儿茶素浓度的增加呈现先增加

再降低的趋势，在浓度为 50~750 μmol/L时，（+）-儿

茶素对细胞活力有显著促进作用（P<0.05），表明在

一定浓度范围内（+）-儿茶素可以促进细胞增殖。这

与王海等［27］的研究结果相似。图 1（b）显示，细胞活

力随（-）-表儿茶素浓度的增加呈现先增加后降低的

趋势，浓度为 25~450 μmol/L 时对细胞活力有显著

促进作用（P<0.05），浓度为 750~1 000 μmol/L 时对

细胞活力有显著抑制作用（P<0.05）。为了进一步

探究两种物质基于 Nrf2-ARE 通路对 HEK293T 细

胞抗氧化的影响及差异，进行 ARE激活试验。在安

全浓度范围内选择对细胞影响较温和的浓度，同时

为了统一（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素反应浓度，选择

10、20、40 μmol/L进行后续试验。

2.2　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 ARE 报告基因的

激活作用

ARE 是一种具有特定 DNA 序列的调节元

件，激活 ARE，细胞可以产生一系列的保护效应，

包括抵御氧化应激和减轻炎症反应等［28］。作者

通过萤光素酶报告基因的方法，探究（+）-儿茶

素、（-）-表儿茶素对 ARE 转录活性的影响，同时

以 TBHQ 作 为 阳 性 对 照 来 评 估（ +）- 儿 茶 素 、

（-）-表儿茶素的调控能力。如图 2 所示，（+）-儿

茶素、（-）-表儿茶素在浓度为 40 μmol/L 时，能明

显诱导 ARE 激活，与空白对照相比激动倍数分别

为（3.1±0.3）、（4.9±0.8）。10 μmol/L 的（-）-表儿茶

素对 ARE 有明显的诱导激活效果（P<0.05），而同

浓度的（+）-儿茶素则无明显效果。激活效果的

差异可能与（+）-儿茶素和（-）-表儿茶素取代基的

空间结构和位置有关。Delgado 等［29］研究表明，

（-）-表儿茶素和（+）-儿茶素能通过减少 DNA 断

裂的敏感位点减轻 NDBA 或 NPIP 诱导的 DNA 损

伤。AER 作为特定的 DNA 序列，（+）-儿茶素、

（-）-表儿茶素对 ARE 的激活效果不同可能与减

少 DNA 断裂敏感位点有关。

2.3　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 GCLM、HO-1 和

NQO1 mRNA 表达的影响

当细胞受到氧化应激时，ARE 会启动下游一

系 列 抗 氧 化 基 因 ，其 中 包 括 NQO1、HO-1、

GCLM ［30-31］。为了探究（+）-儿茶素与（-）-表儿茶素

在 Nrf2-ARE 抗氧化通路的作用机制及差异，考察

二者对 GCLM、HO-1、NQO1 基因表达的影响。如
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图 1　（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对 HEK293T细胞活力的影响

Fig. 1　Effects of （+）-catechins and （-）-epicatechin on HEK293T cell viability
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图 3 所示 ，与对照组相比 ，（ +）-儿茶素浓度为

10 μmol/L 时能显著性上调 GCLM 基因转录水平

（P<0.05），在 浓 度 20 μmol/L 时 能 显 著 性 上 调

GCLM、HO-1 基 因 转 录 水 平（P<0.05），在 浓 度

40 μmol/L 时能极显著性上调 GCLM、HO-1、NQO1

基因的转录水平（P<0.01）。如图 4 所示，与对照组

相比，（-）-表儿茶素在浓度为 10、20 μmol/L 时能显

著性上调 HO-1 基因的转录水平（P<0.05），在浓度

40 μmol/L 时能极显著性上调 HO-1、NQO1 基因转

录水平（P<0.01）。综上所述，GCLM、HO-1、NQO1

转录水平随样品浓度的增加而上调，（+）-儿茶素

对激活 3种基因转录效果优于（-）-表儿茶素。

2.4　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 Nrf2 下游蛋白质

表达的影响

Nrf2 下游通路中，常用于抗氧化相关作用机

制研究的是，谷氨酸半胱氨酸连接酶（GCLM）、

NAD（P）H：醌氧化还原酶 1（NQO1）和血红素加氧

酶 1（HO-1）［32］。HO-1 是一种重要的抗氧化酶，通

过促进血红素降解和防止氧化来保护血管，NQO1

和 GCLM 可以清除体内因氧化应激产生的自由
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图 3　（+）-儿茶素对 GCLM、HO-1和 NQO1 mRNA 表达的影响

Fig. 3　Effects of （+）-catechin on the mRNA levels of GCLM， HO-1， and NQO1
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图 2　（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对 ARE报告基因的激活作用

Fig. 2　Activating effects of （+）-catechin and （-）-epicatechin on ARE reporter genes
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基。NQO1 可以还原醌类物质，保护神经细胞免

受 凋 亡 ，GCLM 能 维 持 细 胞 内 的 氧 化 还 原

状态［33-35］。

采用 Western blot 方法，进一步探究（+）-儿茶

素 、（-）-表儿茶素对 H2O2 诱导的细胞损伤中

Nrf2-ARE 信号通路下游蛋白质 GCLM、HO-1、

NQO1 表达水平的调控作用。如图 5（a）和图 6（a）~（c）

所示，（+）-儿茶素在浓度为 10、20、40 μmol/L 时均

能够显著上调细胞内 GCLM、HO-1、NQO1 蛋白质

的表达水平，且上调的水平随儿茶素浓度的增大

而提高。如图 5（b）和图 6（d）~（f）所示，（-）-表儿

茶素在浓度为 20、40 μmol/L 时能极显著性上调

GCLM、HO-1、NQO1蛋白质的表达水平（P<0.01），

浓度为 10 μmol/L 时能显著性上调 GCLM、HO-1

蛋白质的表达水平（P<0.05）。

不同浓度的（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对相应

的基因和蛋白质响应程度不同，二者互为同分异

构体，对于同分异构体之间抗氧化差异的区别，可

能是由于二者氢键相互作用和分子间电荷转移造

成的影响［13］。
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图 4　（-）-表儿茶素对 GCLM、HO-1和 NQO1 mRNA 表达的影响

Fig. 4　Effects of （-）-epicatechin on the mRNA levels of GCLM， HO-1， and NQO1

图 5　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对下游蛋白质表达的影响

Fig. 5　Effects of （+）-catechin and （-）-epicatechin on the expression of downstream proteins
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3　结论

（+）-儿茶素与（-）-表儿茶素可以通过激活

Nrf2-ARE 信号通路发挥抗氧化作用，且均对 ARE

有激活作用。在试验浓度范围内，激活效果随

（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素浓度增加而上升；二者对

抗氧化基因和抗氧化蛋白的影响不同，低浓度时，

（+）-儿茶素激活 GCLM、HO-1、NQO1 3种抗氧化基

因的转录效果优于（-）-表儿茶素。该研究细化了

（+）-儿茶素及（-）-表儿茶素对 ARE 及下游抗氧化

基因及蛋白质的浓度效应关系，对比了二者基于

Nrf2-ARE 通路对 HEK293T 细胞抗氧化的影响及

差异，为后续同分异构体类化合物的功能研究提供

了新的思考角度。后续将拓展细胞系范围，引入肝

细胞、心肌细胞等多种功能细胞，验证（+）-儿茶素

与（-）-表儿茶素作用的细胞特异性，并构建氧化应

激动物模型，观察（+）-儿茶素与（-）-表儿茶素在体

内的抗氧化效果及安全性，为将其开发为抗氧化相

关功能产品或药物提供更充分的理论支撑。
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图 6　（+）-儿茶素、（-）-表儿茶素对 HEK293T细胞 GCLM、HO-1及 NQO1相对表达量的影响

Fig. 6　Effects of （+）-catechin and （-）-epicatechin on the relative expression of GCLM， HO-1， and NQO1 in HEK293T cells
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