
183

彭善丽，张根义
*

( 江南大学食品学院，江苏无锡 214122)

摘 要:采用葡萄糖与谷氨酸在 90℃下反应以及葡萄糖与牛血清白蛋白 37℃反应模拟体外糖基化作用，通过在激发波

长 350nm，发射波长 440nm 测定荧光强度，探讨了不同浓度茶多酚对糖基化反应产物的影响。另外，腹腔注射链脲菌素

( STZ) 建立小鼠糖尿病模型，每天灌胃 200mg /kg 体重的茶多酚溶液，通过测定小鼠血清中糖化血红蛋白及糖基化终产物

荧光强度的变化观察茶多酚对高糖机体内蛋白质糖基化的影响。结果表明: 茶多酚对体外糖基化反应有抑制作用，而且

存在剂量－效应关系; 同时能降低糖尿病小鼠机体内糖化血红蛋白的含量，缓解由糖基化引起的糖尿病肾脏损伤。
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茶多酚( Tea Polyphenols) 是一类多酚类化合物，

为茶叶中的主要有效成分，研究表明，茶多酚具有抗

氧化、降脂、抗衰老、防止血栓形成和抗心肌缺血等

多种生理功能。Takako Yokozawa 等研究表明，罗布

麻茶( Luobuma Tea) 提取物能够降低糖基化所引起

的蛋白质损伤
［1］。糖基化不仅在加工食品中广泛存

在，在人体内由于羰基化合物( 还原糖类) 和氨基化

合物( 蛋白) 的存在也进行着非酶糖基化反应。尤其

是糖尿病人持续高血糖会引起机体多种蛋白质非酶

糖基化，并且由于高血糖和氧化应激，糖尿病人的

AGEs 生成加速。已有大量证据表明，持续高血糖引

起机体多种蛋白质非酶糖基化，由此形成的 AGEs 在

糖尿病并发症的发病机制中起重要作用
［2－3］。这些

糖基化终产物( AGEs) 很多都具有荧光特性，使糖基

化反应具备荧光性质
［4］。本研究拟建立体外糖基化

模拟体系，在反应体系中添加不同浓度茶多酚; 通过

测定糖基化反应的荧光性质及紫外吸收的改变探讨

茶多酚对糖基化反应的影响。并构建糖尿病小鼠模

型，对高糖机体进行茶多酚膳食干预，检测血清糖基

化产物荧光强度及糖化血红蛋白含量的改变，同时

观察茶 多 酚 对 糖 基 化 引 起 的 糖 尿 病 肾 病 损 伤 的

影响。

1 材料与方法
1.1 材料与仪器

葡萄糖( Glc) 、甘氨酸( Gly) 、过硫酸钾( K2S2O8 )

国药集团化学试剂有限公司，分析纯; 99% 茶多酚

( TP) 日照力德士化工有限公司，食品级; 叠氮化钠

( NaN3 ) 阿拉丁试剂 ( 上海) 有限公司，分析纯; 牛

血清白蛋白( BSA) ABTS 生工生物工程上海有限公

司，分析纯; 链脲菌素 ( STZ) 、水溶性维生素 E ( 6 －
Hydroxy－2，5，7，8 － tetramethylchroman－2 － carboxylic
Acid，Trolox) 美国 sigma 公司，分析纯; 小鼠糖化血

红蛋白酶联免疫检测试剂盒 美国 R＆D 公司; 血清

肌酐测定试剂盒、血清尿素氮测定试剂盒 南京建

成生物工程研究所; 实验动物 四周龄雄性清洁级

KM 小鼠，购于上海斯莱克实验动物有限责任公司

( 许可证号 SCXK( 沪) 2007－0005) 。
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血糖仪( onetouch) 美国强生公司; Agilent1100
高效液相色谱系统 配有可变波长紫外检测器和

Rev.A.06.03 色谱工作站，美国安捷伦公司; HITACHI
650－60 荧光分光光度计 日本日立公司; 冷冻离心

机 德国 Eppendorf 公司; 紫外－可见分光光度计，恒

温水浴锅，恒温培养箱。
1.2 实验方法

1.2.1 茶多酚组分鉴定及抗氧化性检测 使用高效

液相色谱( HPLC) 鉴定茶多酚样品主要组分。样品

预处理: 准确称取 0.250g 茶多酚，溶于甲醇，用棕色

试剂瓶定容至 50mL，制备成 0.5mg /mL 茶多酚溶液。
色谱条件: 流动相: A－水，B－30%甲醇，C－10% 乙腈;

流速: 0.8mL /min; 进样量: 20μL; 检测器: 紫外检测

器; 检测波长: 280nm。
茶多酚总抗氧化活性采用改良 ABTS +

法
［5－6］: 将

体积比为 10∶1 的 7mmol /L ABTS 和 140mmol /L 过硫

酸钾混合，在室温、避光的条件下 静 置 过 夜，形 成

ABTS 自由基储备液，使用前用蒸馏水稀释成工作

液，使其在室温下于 414nm 波长下的吸光度为 0.70
± 0.02。测定时，在 3.90mL 的 ABTS 中加入 1.0mL 的

参照物 Trolex 或茶多酚溶液，充分混合，于 16min 后

读取 734nm 波长下的吸光度。将茶多酚清除自由基

的能力与 Trolox 清除自由基的能力相对比，确定其

相对 抗 氧 化 活 性，单 位 为 TEAC ( trolox equivalent
antioxidant capacity) 。
1.2.2 体外糖基化反应的模拟

1.2.2.1 还原糖－氨基酸体系 利用 0.5mol /L 葡萄

糖和 0.5mol /L 谷氨酸于 90℃ 避光反应，反应体系中

分别添加终浓度为 0、0.05、0.5、5.0mmol /L 的茶多酚。
在反应 105、210、315、420min 后取样，测定 280nm 处

的吸光度，同时测定反应产物荧光强度。测定荧光

强度时将样品稀释 100 倍降低体系的荧光自吸收现

象，在激发波长 350nm 处扫描确定最佳发射波长，同

时记录各组糖基化反应产物相对荧光强度。
1.2.2.2 蛋白质－还原糖体系

［7－8］
以 100mmol /L、pH

为 7.4 的磷酸盐缓冲液为溶剂，配制牛血清白蛋白

( BSA) 、葡萄糖及 0.02% 的叠氮化钠，分别取上述三

种溶液 1mL，加入不同浓度的茶多酚溶液 1mL，充分

混合，对照组加入 1mL 磷酸盐缓冲液，使反应物中浓

度为 40mg /mL BSA +11.1mmol /L 葡萄糖。加样过程

中注意无菌操作，同时在反应体系中加入 0.02% 的

叠氮化钠有抑制微生物生长的作用，最后离心管用

封口膜密闭后放置于 37℃培养箱中避光反应。反应

一个月，测定体系中反应产物在激发波长 350nm、发
射波长 440nm 下的荧光强度。

由于高浓度的茶多酚样品的荧光性会对糖基化

终产物的测定产生干扰
［7］，所以体系中添加的茶多酚

最大量为 0.5mmol /L。
1.2.3 糖尿病模型的建立及体内糖基化干预 所购

KM 小 鼠 适 应 性 饲 养 7d 后，隔 夜 空 腹 12h，按 照

150mg /kg 体重的剂量一次性腹腔注射 pH4.2 的链脲

菌素溶液，测定 72h 后空腹血糖并观察三多一少症

状。若空腹血糖大于 11.1mmol /L 算是造模成功。将

造模成功的小鼠按血糖和体重随即分为两组( 每组 8
只) : 糖尿病组( DM) 和干预组( DM + TP) ，同时设正常

对照组( 8 只) 。干预组每天灌胃剂量为 200mg /kg 体

重的茶多酚－生理盐水溶液，正常对照组和糖尿病组

每日灌胃与干预组等量的生理盐水。持续喂养 8 周

后将小鼠处死，摘眼球取血，全血于 4℃ 静置过夜后

3000r /min 4℃ 离心 10min 取血清，测定血清的荧光

强度和糖化血红蛋白及肌酐、尿素氮的含量。

2 结果与讨论
2.1 茶多酚组分及抗氧化性

通过茶多酚样品高效液相色谱图可以看出，在

实验所用色谱条件下样品组分得到很好的分离 ( 见

图 1 ) ，主 要 成 分 为 四 种 儿 茶 素 单 体 ( EGCG、EC、
EGC、ECG) ，与儿茶素单体标准品谱图比对，计算得

茶多酚样品中最主要的是 EGCG，占四种单体总量的

67.79% ; 其 次 是 EC，占 四 种 单 体 总 量 的 15.70% ;

ECG 与 EGC 分别占总量的 5.90%和 3.27%。
茶多酚 总 抗 氧 化 活 性 采 用 改 良 ABTS +

法，以

Trolex 为参照物绘制标准曲线: y = 0.7385x + 0.6565，

R2 = 0.9998，计算得所使用茶多酚样品 TEAC 值为

1.28 ± 0.14，即 1mmol /L 所使用的茶多酚样品清除自

由基能力相当于 Trolox 清除同等自由基能力的毫摩

尔数是 1.28。

图 1 茶多酚样品高效液相色谱图

2.2 体外糖基化反应程度检测

糖基化过程中 Amadori 产物经过脱水、裂变产生

无色的还原酮与荧光物质，其中有些是有颜色的，体

系的荧光特性与光吸收特性 ( 包括紫外与可见) 增

加。糖基化初中期产物在 280nm 产生紫外吸收，糖

基化终产物( AGEs) 产生体系的荧光性质。因此，实

验主要通过测定 280nm 处的紫外吸收和激发波长

350nm 的荧光性质来判断糖基化的反应程度。
还原糖－氨基酸反应体系与不同浓度茶多酚在

90℃反应，不同时间取样测得反应产物的荧光强度

如图 2 所示。取样后将样品用超纯水稀释 100 倍以

防止荧光猝灭和自吸收现象，通过荧光扫描确定激

发波长为 370nm、发射波长为 440nm，狭缝 10～5nm。
由图 2( a) 、( b) 可见，随着反应的进行，添加各种浓

度茶多酚反应体系的荧光强度均呈不断上升趋势，

说明体系中荧光物质的量不断增加，但茶多酚对荧

光物质的产生有抑制作用。计算得实验所用各浓度

茶多酚对体系荧光强度的抑制率平均为 20.78%、
36.19%、68.61%和 89.59%，表明茶多酚的这种抑制

作用存在明显的剂量－效应关系，而且随着反应的进
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行，抑制率变化不大。反应体系的紫外吸收强度变

化趋势与荧光强度相同( 如图 3 所示) ，各浓度茶多

酚对体系紫外吸收强度的抑制率平均为 19.27%、
24.63%、35.24%和 68.27%。

图 2 葡萄糖－甘氨酸反应体系荧光强度

图 3 葡萄糖－甘氨酸反应体系 280nm 紫外吸收强度

还原糖－蛋白质反应体系中，牛血清白蛋白与葡

萄糖在 37℃ 培养箱中反应两周后，低浓度 ( 0.005、
0.05mmol /L) 茶多酚对反应物的荧光强度并没有产

生明显的影响，而高浓度( 0.5 mmol /L) 茶多酚减弱了

反应物的荧光强度; 反应 4 周后，观察到各浓度茶多

酚均对反应体系的荧光强度产生了不同程度的抑制

( 见图 4) ，抑制率分别为 17.73%、36.36%和 76.36%。
推测茶多酚对蛋白质－还原糖体系糖基化程度的抑

制与反应时间有关。将反应 4 周后的样品在激发波

长 370nm 下进行荧光光谱扫描，得到各浓度茶多酚

干预下反应体系的荧光谱图( 见图 5 ) 。由图 5 可以

看出，不同浓度茶多酚的加入均减弱了体系荧光强

度，并且随着茶多酚浓度的增加抑制作用明显增强，

此外，荧光谱图峰形发生改变，峰形变宽，稍有红移，

并且峰形改变程度与茶多酚浓度相关。荧光谱图峰

形的这种变化趋势与 Jing Wang 等
［9］

用麦麸低聚糖

抑制牛血清白蛋白糖基化的研究结果一致。

图 4 葡萄糖－牛血清白蛋白反应体系荧光强度

图 5 不同浓度茶多酚抑制牛血清白蛋白－葡萄糖

37℃反应 4 周后产物荧光强度

2.3 高糖机体糖基化产物及肾脏损伤程度检测

通过腹腔注射链脲菌素建立糖尿病小鼠模型，

注射链脲菌素 72h 后小鼠空腹血糖明显升高，均大

于 11.1mmol /L( 见表 1) ，同时伴有三多一少症状，与

正常组小鼠相比，毛色黯淡不光滑，说明实验成功建

立了糖尿病小鼠模型。按血糖、体重随机分组后，对

干预组每天灌胃剂量为 200mg /kg 体重的茶多酚－生

理盐水溶液进行膳食干预，其他组灌胃等量生理盐

水，同时每周监测小鼠血糖的变化。8 周后测定各组

小鼠血清荧光强度，使用试剂盒测定血清糖化血红

蛋白和肌酐、尿素氮含量。
表 1 各组小鼠空腹血糖值( mmol /L)

灌胃时间( 周) 正常组 糖尿病组 干预组

0 6.17 ± 0.84 22.17 ± 8.61 21.99 ± 5.81
4 7.95 ± 1.27 26.90 ± 2.44 26.92 ± 5.19
8 8.42 ± 0.85 32.32 ± 4.13 25.96 ± 7.00

注: 结果 = 平均值 ± 标准偏差，n = 6。
对小鼠进行 8 周膳食干预后检测血清指标，结

果表明，茶多酚干预组小鼠血清在 370 /440nm 下的

荧光强度低于糖尿病对照组，但是三组小鼠血清荧

光强度并没有显著性差异( 见表 2 ) 。而作为机体糖

尿病程度监控“金指标”［10］
的糖化血红蛋白( HbA1c)

的变化则不同，其中糖尿病组 HbA1c 含量比正常组

显著升高，而干预组则与正常组无显著性差异( 见表

2) ，表明茶多酚抑制了糖尿病组机体内血红蛋白的

糖基化。
糖尿病肾病 ( Diabetic Nephropathy，DN) 是糖尿

病最常见和最严重的并发症之一，也是糖尿病主要

的死亡原因之一。机体内肌酐和尿素氮含量可以反

映肾脏损伤程度。由图 6 可见，糖尿病组和干预组

小鼠血清肌酐和尿素氮含量明显升高，糖尿病组与
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正常组呈显著性差异，干预组小鼠血清肾脏损伤指

标与糖尿病组和正常组均无显著性差异，表明经过

茶多酚 8 周的膳食干预，糖尿病小鼠的肾脏损伤得

到了缓解。
表 2 膳食干预 8 周后小鼠血清糖基化产物

糖化血红蛋白量及荧光强度

检测指标 正常组 糖尿病组 干预组

糖化血红蛋白
( μmol /L)

19.00 ± 4.9a 41.95 ± 6.80b 23.24 ± 7.75ab

370 /440nm
荧光强度

2.59 ± 0.27 3.78 ± 0.90 2.69 ± 0.54

注: 结果 = 平均值 ± 标准偏差，n = 6，P ＜ 0.05。

图 6 各组小鼠血清肌酐、尿素氮含量

使用 SPSS13.0 对血清指标数据进行相关性分

析，可见血清荧光强度与糖基化血红蛋白含量呈正

相关，说明糖基化血红蛋白和荧光强度均可以表征

机体内糖基化水平; 肌酐、尿素氮与糖化血红蛋白含

量均成显著正相关( P ＜ 0.05) ( 见表 3) 。糖基化作用

是糖尿病多种并发症发生和发展的重要原因
［2－3］，也

是造成实验性糖尿病小鼠肾脏损伤的主要原因。研

究结果表明，茶多酚可以通过抑制机体糖基化的进

行，降低机体糖基化产物的含量来缓解高糖环境下

糖基化诱导的肾脏损伤。
表 3 血清糖化血红蛋白含量与荧光强度、

肾损伤指标的相关性分析

相关性 荧光强度 肌酐 尿素氮

Pearson 相关系数 0.939 0.995* 0.993*

P 值 0.111 0.031 0.038
注: * 表示相关性在 0.05 水平显著( 双向分析) 。

正常生理条件下，非酶促糖化反应产物的生成

量与反应物的浓度成正比，由于机体内蛋白质浓度

保持相对稳定，糖基化水平主要取决于葡萄糖浓度。
但动物实验结果表明，各组小鼠的血糖却没有发生

明显改变( 见表 1) ，这说明实验中茶多酚对糖基化的

抑制作用并不是通过降低血糖来实现的。已有研究

发现，糖基化过程中伴随有自由基的产生
［11－12］。绿茶

提取物能够淬灭自由基，比如单线态氧、过氧化物和

羟自由基
［13］; 还可通过提高体内抗氧化酶的活性、抑

制脂质过氧化反应，以增强糖尿病鼠机体的抗氧化

功能，抑制氧化应激
［14－15］。因此，推测茶多酚清除自

由基的活性也许会对抑制糖基化起到一定的作用。

3 结论与讨论
随着糖尿病发病率的逐年攀升，糖尿病患者人

群逐渐扩大，中国已成为继印度之后位居第二位的

糖尿病国家。据流行病学调查资料统计，按目前糖

尿病的增长速率，到 2025 年全世界糖尿病人口将由

1995 年的 1 亿 3 千万达到 3 亿 2 千万 5 百万
［16］。随

着糖尿病人数的不断增加，防止糖尿病及其并发症

的产生和发展变得极为重要。虽然很多因素都会导

致糖尿病并发，但近年来糖基化终产物( AGEs) 引起

了越来越多的关注
［17］，AGEs 是糖基化产物中荧光性

质的主要来源。本实验表明，茶多酚能够抑制体外

糖模拟体系的糖基化反应，减少荧光物质的产生，并

且表现出浓度－剂量效应关系。在糖尿病小鼠的高

糖机体内，为期 8 周的茶多酚膳食干预虽然没有显

著性的降低短期内机体的血糖值，但是抑制了血清

糖基化产物—糖化血红蛋白的产生，同时缓解了由

于糖尿病而造成的肾脏损伤。研究表明，茶多酚可

以抑制糖基化的进行，这给防止或缓解糖尿病并发

症的产生和发展提供了科学依据。
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表 3 正交实验结果

实验号 A B C D 清除率( % )
DPPH· ·OH

1 1 1 1 1 52.10 24.97
2 1 2 2 2 50.42 21.23
3 1 3 3 3 55.46 30.33
4 2 1 2 3 49.58 22.61
5 2 2 3 1 53.78 26.75
6 2 3 1 2 47.90 17.84
7 3 1 3 2 50.42 22.32
8 3 2 1 3 57.14 34.43
9 3 3 2 1 47.06 14.91
k1 52.66 50.70 52.38 50.98

DPPH· k2 50.42 53.78 49.02 49.58
k3 51.54 50.14 53.22 54.06
R 2.24 3.64 4.20 4.48
k1 25.51 23.47 25.75 22.21

·OH k2 22.40 27.47 19.58 20.63
k3 24.05 21.03 26.63 29.12
R 3.11 6.44 7.05 8.49

正交实验极差分析结果表明，影响米糠蛋白抗

氧化肽对 DPPH·和·OH 两种自由基清除能力的各

因素的排列顺序均为: D ＞ C ＞ B ＞ A，清除自由基的

最佳酶解条件是 A1B2C3D3，即: 温度 45℃，pH6.5，加

酶量为 4500U /g，底物浓度 1.5%。对表 3 的数据作

进一步分析可以看出: 米糠抗氧化肽清除 DPPH·能

力( y) 与清除·OH 能力( x) 之间存在显著的相关性

关系: y = 0.0032x2 + 0.3981x + 40.066 ( r = 0.9699，p ＜
0.01) ，说明实验条件对二者的影响是一致的。

对最优组合进行 3 组验证实验。实验结果重现

性较好，米糠蛋白水解物对 DPPH·和·OH 的清除

率分别为 58.82%和 34.78%。

3 结论
3.1 确定了 5 种蛋白酶水解液清除 DPPH 自由基的

IC50 值，利用木瓜蛋白酶与风味蛋白酶协同水解米糠

蛋白制取抗氧化肽，在二者酶活力之比为 1∶1 时，酶

解物清除自由基的效果较佳。
3.2 木瓜蛋白酶和风味蛋白酶双酶水解米糠蛋白的

最佳条件为: 温度 45℃，pH 为 6.5，加酶量为 4500U/g，

底物浓度 1.5%，时间 3h。此时，米糠蛋白水解物对

DPPH·和·OH 的清除率分别为 58.82%和 34.78%。
3.3 双酶水解获得的米糠抗氧化肽清除 DPPH·能

力( y) 与清除·OH 能力( x) 之间存在显著的相关性

关系。
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