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十两茶提取物抗氧化型低密度脂蛋白诱导的内皮细胞衰老机制研究 
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【摘  要】目的  探讨十两茶提取物对氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导衰老细胞模型的影响及其可能的机制。

方法  将人脐静脉内皮细胞（HUVECs）株于含有10%牛血清的DMEM培养液中培养，使用ox-LDL孵育建立衰老细

胞模型，用β−半乳糖苷酶染色法评价内皮细胞的衰老状态，分别予以不同剂量十两茶提取物及辛伐他汀预处理，检

测培养液中活性氧（ROS）、非对称二甲基精氨酸（ADMA）、二甲基精氨酸二甲胺水解酶（DDAH）以及端粒酶活

性水平。结果   ox-LDL诱导的内皮细胞衰老模型中β−半乳糖苷酶染色阳性的细胞数量显著增加，细胞内ROS水平、

ADMA水平增强，DDAH和端粒酶活性降低，而十两茶提取物预处理可明显抑制这一过程（P＜0.05）。结论   十两

茶提取物在ox-LDL诱导的内皮细胞衰老进程中起抑制作用，其机制可能与降低细胞内ROS、ADMA水平以及提高

DDAH水平和端粒酶活性有关。  
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Effect of Shiliang tea extracts on ox-LDL-induced senescence in endothelial 
cells and underlying mechanism 
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【Abstract】  Objective  To determine the effect of the extract of Shiliang tea (a traditional tea from Anhua county, Hunan 

Province, China) on the senescence cells induced by oxidized low density lipoprotein (ox-LDL) and investigate the underlying 

potential mechanism. Methods  Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were cultured in the DMEM containing 10% 

bovine serum, and then treated with ox-LDL to establish the model of senescent cells. β-galactose glucoside enzyme staining was 

used to evaluate the senescence of the endothelial cells. Simvastatin (10µmol/L, positive control) and different doses of the extract 

of Shiliang tea (1.0,2.5 and 5.0g/L) were used to treat the cells before ox-LDL inducement. The levels of reactive oxygen species 

(ROS) and asymmetric dimethylarginine (ADMA), and the activities of dimethylarginine dimethylaminohydrolase (DDAH) and 

telomerase in culture medium were detected. Results  In the senescence model of the endothelial cells induced by ox-LDL, the 

amount of positive cells of β-galactose glucoside enzyme staining was significantly increased, the levels of ROS and ADMA were 

enhanced, and the activities of DDAH and telomerase were reduced. However, the pretreatment of the extract of Shiliang tea 

restrained the process apparently (P＜0.05). Conclusion  The extract of Shiliang tea plays a restraining role in the senescence 

process of endothelial cells induced by ox-LDL, which might be through reducing the levels of ROS and ADMA and improving 

the activities of DDAH and telomerase. 
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十两茶产于湖南安化一带，是安化的传统黑茶，

又名花卷茶，因每卷茶的净含量为过去的十两而得

名。有文献报道，十两茶提取物在动物模型中能改

善血管内皮依赖性舒张功能，并有抑制动脉粥样斑

块形成的作用，还能显著降低血脂和非对称二甲基

精氨酸（asymmetric dimethylarginine，ADMA）水

平 [1]。本实验使用氧化型低密度脂蛋白（oxidative 

low density lipoprotein，ox-LDL）诱导建立人脐静脉
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内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells，

HUVECs）株衰老模型[2]，对模型细胞添加十两茶提

取物进行处理，研究其在内皮细胞衰老进程中的作

用和机制，为心血管疾病的治疗和预防提供一定的

依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验试剂和仪器 

HUVECs（北京肿瘤研究所）；DMEM培养基（美

国Gibco公司）；辛伐他汀[3]（德国默克公司）；牛血

清（杭州四季青公司）；胰蛋白酶（美国Sigma公司）；

活性氧检测试剂盒（碧云天生物研究所）；十两茶（湖

南茶叶股份有限公司白沙溪茶厂）提供；倒置相差

显微镜（日本Olympus公司）。 

1.2  实验方法和步骤 

1.2.1  细胞培养  HUVECs细胞用含10%牛血清的

DMEM细胞培养液培养，调整细胞浓度后随机分成

正常组、模型组、实验组和阳性药物对照组，实验

组再分成3个不同的剂量组，十两茶提取物剂量分别

是1.0，2.5和5.0g/L。 

1.2.2  十两茶提取物的制备及其有效成分含量

测定  十两茶研碎，置于电子天平上称重，每克茶

叶加入12ml沸水，1h后，将茶叶水紧密过滤，冷却，

采用低温真空浓缩设备对滤液浓缩，冷冻干燥后得

到十两茶提取物。用高效液相色谱分析仪检测儿茶

酚胺含量为22.43%；紫外分光光度计检测提取物的

茶多酚含量为52.1%。 

1.2.3  ox-LDL诱导衰老细胞模型的建立   取健康

新鲜血浆，用密度梯度法制备ox-LDL[4]，Lowry法

测定LDL蛋白的含量，加入10mol/L 硫酸铜37℃下

孵育24h，测定丙二醛含量，评价其氧化程度。将辛

伐他汀用蒸馏水配成10µmol/L浓度。 

1.2.4  实验分组及处理  将模型组、实验组和阳性

药物对照组加入ox-LDL诱导细胞衰老，实验组加十

两茶提取物（剂量分别为1,2.5和5g/L）处理48h，阳

性药物对照组加入辛伐他汀处理。 

1.2.5  观察指标的测定  β−半乳糖苷酶活性测定法

检测细胞衰老，化学荧光法测定细胞内的氧自由基；

测定被二甲基精氨酸二甲胺水解酶（DDAH）代谢的

ADMA的量可以计算出DDAH的活性，将正常对照组

的DDAH活性定为100%，其他各组的DDAH活性以与

正常对照组的百分比表示[5,6]；高效液相色谱法测定

ADMA含量。端粒酶活性使用TRAP-银染法测定，结

果使用GelPro软件进行分析。 

1.3  统计学处理 

应用SPSS19.0统计软件包对数据进行统计学分

析。所有实验结果以 x±s表示，采用两组独立样本

的t检验，多组数据采用单因素方差分析，当方差分

析有显著差异时，进一步用q检验。以P＜0.05为差

异有统计学意义。 

2  结  果 

2.1  十两茶提取物对ox-LDL诱导的衰老内皮细胞

的作用 

使用β−半乳糖苷酶染色法评价细胞衰老状态。

如图1所示，β−半乳糖苷酶染色后，正常对照组仅见

少量阳性细胞（图1A），而ox-LDL（100mg/L）处理

组细胞胞浆蓝色沉淀着色加深，阳性细胞数明显增

多（图1B）。加入十两茶提取物处理后，β−半乳糖

苷酶染色阳性的细胞数明显降低，呈浓度依赖性，

阳性细胞数量按照十两茶提取物1.0，2.5和5.0g/L的

浓度依次递减（图1C，图1D，图1E）。阳性药物对

照组加入10µmol/L的辛伐他汀后，也明显抑制了

β−半乳糖苷酶染色阳性细胞的增多（图1F）。 

在显微镜下随机挑选5个高倍视野，在200个细

胞中计数阳性细胞数量，算出阳性率，绘制成柱状

图（图2）。结果发现，ox-LDL处理组与正常对照组

比较差异有统计学意义（P＜0.01），ox-LDL处理组

的阳性细胞数量远多于正常对照组。2.5和5.0g/L剂

量的十两茶提取物预处理组，β−半乳糖苷酶染色阳

性细胞数呈明显降低，并呈浓度依赖性（P＜0.05）。

阳性药物对照组也能显著降低ox-LDL诱导的β−半

乳糖苷酶阳性细胞增加（P＜0.05）。 

2.2  十两茶提取物对细胞内活性氧（reactive oxygen 

species，ROS）的影响 

ROS是细胞衰老过程中的一个重要机制。经

ox-LDL诱导的HUVECs细胞显示强信号的荧光。而

2.5和5.0g/L的十两茶提取物预处理组和10µmol/L辛

伐他汀处理组的细胞荧光信号显著减弱，说明两者

能明显抑制氧化应激（表1）。 

2.3  十两茶提取物对内皮细胞DDAH/ADMA的影响 

ox-LDL（100mg/L）孵育HUVECs 48h，检测

发现培养液中ADMA水平明显增高。然而，经2.5

和5.0g/L的十两茶提取物和10µmol/L辛伐他汀药

物处理后，细胞中由ox-LDL诱导增高的ADMA明

显被抑制，DDAH以及端粒酶活性的降低也显著被

抑制（表1）。 
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图1  各组衰老细胞数目 

Figure 1  Senescent cells number of all groups (×200) 
A: control group; B: ox-LDL group; C, D, E: Shiliang tea groups (1.0, 2.5 and 5.0g/L); F: simvastatin group 

 

 
图2  十两茶提取物对ox-LDL诱导细胞β−半乳糖苷酶活性增加

的影响 
Figure 2  Effects of water extract of Shiliang tea on 

beta-galactosidase activity increased in ox-LDL induced cells 
A: control group; B: ox-LDL group; C, D, E: Shiliang tea groups (1.0, 
2.5 and 5.0g/L); F: simvastatin group. Compared with control group, 

**P＜0.01; compared with ox-LDL group, #P＜0.05, ##P＜0.01 

3  讨  论 

大量研究表明，动脉粥样硬化发生发展的高危

因素之一就是衰老[7]。血管细胞衰老的特征性变化

与很多年龄相关性血管疾病的变化都是相符合的，

这些变化包括抗衰老基因表达下调，NO生物利用度

降低，氧化应激增高等等。衰老相关的心血管异常

和动脉粥样硬化的一个重要的病理生理学特征就是

内皮功能发生异常[8]，很多心血管疾病中都发现有

血管内皮功能的紊乱；体外实验中发现，一些损伤

因素如ox-LDL能导致内皮细胞加速衰老，研究也发

现 ox-LDL 浓度依赖性地上调内皮细胞血凝素

ox-LDL受体-1的表达，激活凋亡信号，最终导致细

胞的凋亡，而辛伐他汀在降脂作用外还可以降低血 
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表1  十两茶提取物对ox-LDL诱导细胞ROS、ADMA、DDAH、端粒酶活性水平的影响 
Table 1  Effects of water extract of Shiliang tea on ROS, ADMA, DDAH level and telomerase activities in ox-LDL induced cells 

                                                                                              (n＝6, x±s )   

Group ROS(%) ADMA(µmol/L) DDAH(µmol/L) Telomerase activities(%) 

Control 0 420±51 0.43±0.03 100.0±4.5 1.00±0.11 

ox-LDL 1 657±205** 1.43±0.12** 045.8±3.2** 0.60±0.08** 

ox-LDL＋1.0g/L Shiliang tea 1 432±179 1.35±0.14 050.4±3.8 0.64±0.10 

ox-LDL＋2.5g/L Shiliang tea 1 100±101# 0.94±0.09# 067.4±4.7# 0.86±0.06# 

ox-LDL＋5.0g/L Shiliang tea 0870±59## 0.67±0.04## 082.4±4.1## 0.94±0.04## 

ox-LDL＋simvastatin 0967±79## 0.84±0.05## 078.9±3.9## 0.82±0.07# 

ROS: reactive oxygen species; ADMA: asymmetric dimethylarginine; DDAH: dimethylarginine dimethylaminohydrolase. Compared with 
control group, **P＜0.01; compared with ox-LDL group, #P＜0.05, ##P＜0.01 

 
浆ox-LDL浓度，调节大鼠动脉内皮细胞的ROS和

ADMA水平，从而抵抗ox-LDL诱导的HUVECs衰老，

且其作用呈浓度依赖性[9−11]。本实验用ox-LDL诱导

产生衰老细胞模型，使用辛伐他汀处理组作为阳性

药物对照组。 

茶叶具有抗衰老作用，因其富含多酚类化合

物 [12]，其单体成分表没食子儿茶素和没食子酸酯

能延缓神经元衰老。产于湖南安化的十两茶是黑

茶的一种，有文献报道十两茶提取物在动物模型

中有改善血管内皮依赖性舒张功能的作用，还能

降低血脂和ADMA水平 [1]。本实验结果表明，十两

茶提取物对ox-LDL所诱导的内皮细胞β−半乳糖苷

酶的活性有抑制作用，提示十两茶提取物能够抑

制ox-LDL诱导的内皮细胞衰老。 

研究发现，ADMA水平增加与衰老密切相关[13]。

很多老年人血管内膜增厚，球囊扩张引起血管损伤

时内膜会发生增生，两者是类似的，而在球囊损伤

血管内膜后再生的内皮细胞内发现ADMA水平增

加 [14]。ADMA水平增加还出现在传代诱导的衰老内

皮细胞内，另外，常规培养内皮细胞后，加入外源

性ADMA能直接加速内皮细胞衰老，其原因可能是

ADMA诱导了氧化应激 [15,16]，端粒酶可以维持端粒

的稳定性，当端粒酶缺乏或者失活时，端粒DNA

不能得到及时的修复，细胞从而走向衰老和死亡。

综上所述，ADMA、ROS、端粒酶活性是细胞衰老

过程中的重要调节因子，而十两茶提取物通过对这

些因子的调节可以对ox-LDL诱导的内皮细胞衰老

过程起抑制作用。 
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·消  息· 

 

《中华老年多器官疾病杂志》“临床病理讨论”栏目征稿 

 
临床病理讨论（Clinicopathological Conference，CPC）是临床实践中的一个重要环节，是多个学科合作对患者进行

个体化诊治的一种形式，尤其对于一些疑难和罕见病例尤为重要。综合患者的临床表现、实验室检查、影像学检查和

病理检查等各项结果，一方面可以明确疾病的诊断并制定治疗方案，使患者受益，另一方面亦有利于为临床医师提供

更好的经验和更开阔的思路，提高医师的诊疗能力。一篇好的临床病理讨论，往往是教科书上找不到的活教材，也是

其他文体难以取代的好形式。 

“临床病理讨论”一直以来都是本刊的一个特色栏目，深受广大读者喜爱。所刊登的一般多为回顾性的病例讨论

与总结，旨在总结经验、吸纳教训和传播知识。在工作实践中，我们根据广大读者和作者的建议，对临床病理讨论文

章的格式进行了调整。（1）作者在文题下署名（而非仅在文末注明由何人整理），作者拥有本文的著作权。（2）文章正

文为中文（而非以前的中英文对照），正文前有言简意赅的中英文摘要。论文性质等同于本刊“论著”。（3）所选病例

可以是疑难、罕见病例，也可以是诊断明确、但病情危重或有诸多并发症、治疗上甚为棘手的病例，亦可为其他对临

床实践有指导或提示意义的病例。 

本刊热忱欢迎广大专家学者为本刊撰写或推荐相关稿件。 

具体格式请参考本刊近期发表的“临床病理讨论”文章。 

 
地址: 100853 北京市复兴路28号，《中华老年多器官疾病杂志》编辑部 
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