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茶叶提取物对小肠 Caco-2 细胞糖吸收的抑制作用
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摘要 利用水提法制备绿茶、乌龙茶、红茶、青砖茶和普洱茶提取物,研究5种提取物对体外小肠Caco-2细

胞吸收葡萄糖的抑制效果。结果表明:在相同质量浓度(0.5mg/mL)条件下,5种茶叶提取物均能抑制Caco-2
细胞吸收葡萄糖的活性,抑制能力大小依次为绿茶>乌龙茶>红茶>青砖茶>普洱茶;与对照相比,绿茶、乌龙茶、红
茶和青砖茶提取物极显著抑制葡萄糖的吸收,但普洱茶提取物的抑制效果并未达到显著水平(P>0.05)。茶叶

提取物抑制小肠Caco-2细胞吸收葡萄糖的能力可能与加工过程中儿茶素的转化有关。
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  茶叶的降血糖效果已被许多实验证实,以儿茶

素为主的多酚类被认为是主要的降血糖活性成

分[1-3]。已有研究[4-10]表明,茶叶能通过抑制小肠淀

粉水解酶的活性、抑制葡萄糖的吸收与运输、抑制肝

脏葡萄糖的形成、增加胰岛素敏感性,以及调节与葡

萄糖平衡相关的细胞内信号传递通道等途径来调节

糖代谢。Koh等[5]的研究表明,绿茶、乌龙茶和红

茶能显著抑制人体唾液α-淀粉酶、脯乳动物α-葡萄

糖苷酶的活性,其中红茶的效果最好。Waltner-law
等[9]利用体外模型揭示出表没食子儿茶素没食子酸

酯(EGCG)能降低大鼠肝细胞瘤中糖的形成,有类

似胰岛素的活性,能增加胰岛素受体和受体底物酪

氨酸磷酸化的作用。
近年来,通过抑制小肠糖的吸收与运输以控制

餐后血糖水平已被认为是预防与治疗糖尿病最为有

效的途径[11-13]。淀粉水解形成的葡萄糖一般通过小

肠顶膜跨上皮运输系统的协同转运蛋白(SGLT1)
而被吸收,然后由葡萄糖转运子(GLUT2)转运跨越

基底外侧膜进入血液系统。Kreydiyyeh等[14]曾经

报道茶叶水提物能抑制大鼠小肠葡萄糖的吸收。

Shimizu等[7]利用兔小肠BBMVs评价了表没食子

儿茶素没食子酸酯(EGCG)、表儿茶素没食子酸酯

(ECG)、儿茶素(C)、没食子酸儿茶素(EC)、表没食

子酸儿茶素(EGC)对Caco-2细胞吸收葡萄糖的影

响,初步结 果 表 明,ECG 以 竞 争 性 的 方 式 抑 制

SGLT1。然而进一步的研究报道较少。鉴于此,
笔者利用人体腺癌Caco-2细胞模型,分析绿茶、乌
龙茶、红茶、青砖茶和普洱茶提取物对小肠葡萄糖

吸收的影响。

1 材料与方法

1.1 试验材料

三级炒青绿茶,湖北省宣恩县五台昌臣茶叶有

限公司;铁观音,武汉敬和茶叶有限公司;工夫红茶,
云南凤庆陈缘茶厂;青砖茶、普洱茶,武汉易生生物

工程有限公司。Caco-2细胞(TC7clone-humanad-
enocarcinoma),由 伦 敦 国 王 学 院 营 养 学 系 Paul
Sharp博士提供;DMEM培养基、非必需氨基酸,In-
vitrogenLtd.,UK;胎 牛 血 清,PAA Laboratories
GmbH,Austria;青霉素/链霉素,HycloneLabora-
toriesInc;支 原 体 抗 生 素 Plasmocin,Corporate
Headquarters,USA;同位素吸收液,Biodegradable
ScintillationSolution,Atlanta,Georgia,USA;14C-
D-葡萄糖,PerkinEImer,Boston,USA;其他试剂均

为分析纯。
1.2 试验方法

1)茶叶提取物的制备。茶样经过粉碎后过孔径

350μm筛,然后按照茶水质量比1∶20,用沸蒸馏
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水浸提2次,第1次浸提20min,第2次浸提10
min,合并滤液后过滤,于55℃下减压浓缩,最后冷

冻干燥。

2)细胞培养。Caco-2细胞(43~47代)接种于

24孔 的 培 养 板 (Costar,UK;Buckinghamshire,

UK),接种密度4×104个/cm2,置于37℃且含5%
的CO2培养箱中培养。DMEM 培养液含10%胎牛

血清、1%非必需氨基酸、1%青霉素/链霉素双抗液、

1%L-谷氨酸、0.25mg支原体抗生素Plasmocin。
细胞培养时间16~20d。

3)试验处理。当细胞生长至单分子层时,从培

养箱中取出细胞在室温下放置15~30min,然后用

KBSS缓冲液 (pH7.2~7.4,137mmol/LNaCl,

4.7 mmol/L KCl,1.2 mmol/L K2HPO4,1.5
mmol/LCaCl2,1.2mmol/L MgSO4,10mmol/L
HEPES)洗3次。

①孵育试验。在Caco-2细胞中加入绿茶提取

物(用KBSS缓冲液溶解,5mg/mL),在室温下混

合孵育0、5、10、15、20min,然后加入14C-D-葡萄糖

吸收液(用含0.50mg/mL绿茶提取物的KBSS缓

冲液配制成1.0mmol/LD-葡萄糖,含14C-D-葡萄

糖)吸收2min。对照(control)为不含茶叶提取物

的14C-D-葡萄糖吸收液,吸收时间2min。

②不同茶叶提取物试验。在Caco-2细胞中分

别加入绿茶、乌龙茶、红茶和青砖茶、普洱茶提取物

(用KBSS缓冲液溶解,0.50mg/mL),在室温下混

合孵育10min,然后加入14C-D-葡萄糖吸收液(同
上)吸收2min。

上述吸收反应2min后,将反应液吸出,用冰冷

的PBS 缓 冲 液 洗 3 次,然 后 加 入 0.5 mL200

mmol/LNaOH,置于37℃恒温箱中溶解1h。吸

取0.4mL溶解液于含有2.5mL同位素吸收液的

小瓶中,充分平衡后进行同位素活度测定(LS6500
Multi-PurposeScintillationCounter,USA),同时用

考马斯亮蓝方法测定蛋白质含量(ProteinQuantifi-
cationKit-Rapid,Sigma-AldrichChemicalReagent
Co.,Ltd.,UK)。
1.3 统计分析

所有数据采用统计学软件(SASInstitute,NC)
进行分析。

2 结果与分析

2.1 孵育时间对糖吸收的影响

在进行细胞糖吸收试验前,先将试验物溶解于

KBSS缓冲液,然后与细胞孵育一定时间。孵育时

间对糖吸收的影响结果见图1-A。与对照(2139
pmol/min)相比,孵育时间0、5、10、15、20min各处

理Caco-2细胞对糖的吸收差异极显著(P<0.01);
与0min处理相比,5、10、15、20min各处理差异极

显著(P<0.01);但孵育时间超过5min后各处理

间差异不显著(P>0.05)。由此说明,在进行茶叶

提取物试验时,孵育时间以5~10min为宜。
由图1-A可知,直接在吸收液中加入茶叶提取

物,同样显著影响细胞对糖的吸收。为了进一步分

析茶叶提取物对糖吸收的动态变化,考察了不同时

间下茶叶提取物对糖吸收的影响,结果见图1-B。
无论加入茶叶提取物与否,细胞对葡萄糖的吸收趋

势非常相似,即在2~5min缓慢增加,5min后急

剧增加。加入茶叶提取物后显著降低了细胞对糖的

吸收。

图1 孵育(A)和吸收(B)时间对小肠Caco-2细胞吸收糖的影响(n=4)

Fig.1 Effectofpre-incubation(A)timeandabsorption(B)timeon14C-D-glucoseuptakeinCaco-2cells

2.2 茶叶提取物对糖吸收的影响

由图2可知,5种茶叶提取物均有抑制Caco-2
细胞吸收葡萄糖的活性,抑制能力大小依次为绿

茶>乌龙茶>红茶>青砖茶>普洱茶。统计分析表明,
与对照相比,除普洱茶提取物(P>0.05)外,其他提

取物差异极显著(P<0.01)。从茶类间的比较可
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知,绿茶、乌龙茶、红茶处理间差异极显著,青砖茶与

红茶相比差异不显著,与绿茶、乌龙茶差异极显著,
与普洱茶相比差异显著(P<0.05)。

 GT:绿茶水提物 Greenteaextract;OT:乌龙茶水提物 Oolong

teaextract;BT:红茶水提物 Blackteaextract;PT:普洱茶水提物

Pu-erhteaextract;QT:青砖茶水提物Qingzhuanteaextract;结果

表示为 平 均 值±标 准 差(6次 重 复)Resultsareexpressedas

means±SD(n=6);相同字母表示在0.01或0.05水平差异不显

著Thesameletterindicatesresultsarenotsignificantlydifferent

at0.01level(capital)or0.05level(smallletter)accordingtot

test.

图2 茶叶提取物对糖吸收的影响

Fig.2 Effectofteaextractson14C-D-glucose

uptakeinCaco-2cells

3 讨 论

儿茶素是茶叶中主要 的 糖 吸 收 抑 制 剂。研

究[15-16]表明,茶叶中儿茶素、黄酮醇、黄酮、花青素、
酚酸和多糖具有降血糖活性。这些活性成分在抑制

小肠Caco-2细胞吸收葡萄糖方面可能起着不同的

作用。尽管茶叶中的粗多糖在干物质中含量为

1%~3%,但我们前期研究绿茶粗多糖的试验表明,
此类物质对小肠Caco-2细胞吸收葡萄糖并无显著抑

制效果。我们也分析了花青素和天竺葵色素对小肠

Caco-2细胞吸收葡萄糖的活性,虽然这2种色素对

葡萄糖吸收有一定抑制活性,但差异并不显著。槲

皮素、杨梅素等黄酮醇物质已被证实对小肠Caco-2
细胞吸收葡萄糖具有显著的抑制效果[11-12],但它们

在茶叶中分别仅占0.2%~0.4%、0.07%~0.2%,
而且在水中的溶解性较低。茶叶中还含有0.5%~
1.4%的没食子酸、0.3%的绿原酸以及0.1%的咖啡

酸。Welsch等[17]研究表明绿原酸和咖啡酸能抑制

Na+依赖的大鼠刷状缘膜囊葡萄糖吸收。茶叶中的

儿茶素含量丰富,占干物质的12%~24%。Shimizu
等[7]和Kobayshi等[8]的研究表明,儿茶素对小肠糖

吸收有显著的抑制活性。Shimizu等[7]的研究同时

揭示出茶红素并无糖抑制活性。我们的研究表明,

茶黄素对小肠糖吸收有显著的抑制活性,但效果较

儿茶素混合物要差(另文报道)。
茶类间引起糖吸收差异的原因可能与加工工艺

有关。绿茶、乌龙茶、红茶分别属于不发酵、半发酵

和全发酵茶,而黑茶属于后发酵茶。由于绿茶加工

的杀青工序钝化了酶活性,多酚类得以最大限度地

保留,儿茶素含量最高。红茶加工过程中显著的化

学变化是以儿茶素氧化为主,形成茶黄素、茶红素和

茶褐素等产物,儿茶素含量较低。而乌龙茶加工过

程中儿茶素轻微氧化,含量介于绿茶和红茶之间。
青砖茶和普洱茶属于黑茶类,渥堆发酵的湿热作用

以及微生物作用促进了多酚类的深度氧化,氧化产

物复杂。通过液相色谱分析,试验所用的绿茶、乌龙

茶和红茶提取物中儿茶素含量分别为21.92%、

14.39%、2.24%;进一步的分析表明,3类茶叶提取

物对小肠Caco-2细胞糖吸收的抑制效果与儿茶素

含量呈显著的正相关(rIC50-catechin=-0.997,另文报

道)。至于普洱茶提取物对小肠Caco-2细胞糖吸收

抑制效果差的原因可能与多酚的深度氧化有关。
有关茶叶提取物抑制小肠糖吸收的机理研究较

少。一般而言,小肠Caco-2细胞能表达糖转运子,
如SGLT1、GLUT1、GLUT2、GLUT3,其中SGLT1
和GLUT2被认为是糖吸收与跨膜运输的主要转运

子[18]。其他酚类物质如槲皮素、根皮素抑制小肠糖

吸收的研究很深入,而且进入临床应用。目前,有关

茶叶活性成分抑制小肠糖吸收机理的研究较少。

Shimizu等[7]的初步研究显示ECG可能以竞争性

的方式抑制SGLT1。今后有必要从抑制转运子的

种类及其基因表达等方面进行深入研究。
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Inhibitionofteaextractsonglucoseuptaking
bypolarizedintestinalCaco-2cells

NIDe-jiang1 CHENYu-qiong1 YUZhi1 PeterR.Ellis2 ChristopherP.Corpe2

1.CollegeofHorticultureandForestrySciences/KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,

MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.Biopolymers,SchoolofBiomedicalandHealthSciences,

King’sCollegeLondon,SE19NHLondon,UnitedKingdom

Abstract Thegreenteaextract(GT),oolongteaextract(OT),blackteaextract(BT),Qingzhuan
teaextract(QT)andPu-erhteaextract(PT)werepreparedbyusingwaterandtheeffectofthemonin-
testinalglucoseuptakingwasinvestigatedusingpolarizedCaco-2intestinalcells.Theextracts(0.5
mg/mL)inhibitedglucoseuptakingintotheintestinalCaco-2cellsundersodium-dependentconditionsin
theorder:GT>OT>BT>QT>PT.Comparedwithcontrol,GT,OT,BTandQTinhibitedsignificantly
glucose-uptaking(P<0.01),exceptforPT(P>0.05).Catechinmaybethepredominantinhibitorintea
anditsconversionduringmanufacturingcouldaffecttheglucose-uptakeinhibitoryactivity.

Keywords teaextract;Caco-2cell;glucosetransport;catechin;diabetes
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