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绿原酸缓解肠道线粒体损伤研究
周丽丽，阮  征*，周  艳，杨玉辉，李小兰，江  敏

(南昌大学生命科学与食品工程学院，食品科学与技术国家重点实验室，江西 南昌 330047)

摘  要：目的：研究绿原酸对大鼠肠道线粒体损伤的缓解作用。方法：采用H2O2诱导大鼠肠道线粒体氧化损伤，通

过测定线粒体肿胀度、膜电位、丙二醛(MDA)含量、总超氧化物歧化酶(T-SOD)和谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)的

活力，以及线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ的活性，分析绿原酸对肠道线粒体损伤的缓解效果。结果：绿原酸可显

著缓解H2O2造成的线粒体肿胀和膜电位的降低。绿原酸(0.032mg/mL和0.064mg/mL)显著降低MDA的含量，绿原酸

(0.064mg/mL)能显著提高T-SOD、GSH-Px及复合物Ⅰ酶的活力。结论：绿原酸通过提高线粒体呼吸链复合物酶和

抗氧化酶的活力，缓解线粒体H2O2的损伤。
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Abstract：Objective: To explore if chlorogenic acid (CHA) could ameliorate intestinal mitochondrial damage in rats. Methods: 

Intestinal mitochondria of rats were treated with hydrogen peroxide. The mitochondrial swelling, membrane potential, MDA con-

tent, T-SOD and GSH-Px activities, and the enzymatic activities of mitochondrial respiratory chain complexes Ⅰ, Ⅳ, and Ⅴ were 

evaluated. Results: CHA significantly inhibited mitochondrial swelling caused by hydrogen peroxide and reduced cell membrane 

potential. CHA (0.032 mg/mL and 0.064 mg/mL) significantly decreased the concentration of MDA when compared with the con-

trol group. The activities of T-SOD, GSH-Px and complex Ⅰ in the CHA group (0.064 mg/mL) were significantly increased when 

compared with the control group. Conclusion: CHA can attenuate mitochondrial damage induced by hydrogen peroxide through 

increasing the activities of mitochondrial respiratory chain complex enzymes and antioxidant enzymes.
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随着经济发展，生活方式和膳食结构的改变，代谢

综合征(如高血脂症、糖尿病、心血管病)的发生率越来越

高，严重危害人类健康[1]。线粒体是机体细胞内能量代谢

和自由基产生的主要场所，一旦代谢过程或自由基增减

平衡被破坏，就会危害机体并引发疾病。研究表明，线

粒体功能障碍是引起慢性代谢疾病的重要病因[2]。因此，

维护线粒体功能，降低线粒体损伤，从而抑制自由基的

产生是缓解慢性代谢疾病的重要途径之一。 

研究表明，膳食成分中的多酚类化合物(polyphenols)

广泛存在于植物性食品中，具有广泛的生物活性，尤其

是因为其结构具有抗氧化活性备受关注[3-5]。花色苷通过

提高上皮细胞的活力和抑制血管内皮生长因子的过表达

进而起到对上皮细胞的保护作用[3]；丹酚酸A对心肌线粒

体的保护是通过提高心肌细胞抗氧化、抑制钙离子内流

和增加心肌细胞ATP含量达到的[4]；黄酮通过稳定线粒体

呼吸速率、增加膜内外的势能、抑制活性氧的产生和提

高ATP含量，从线粒体进行保护[5]。因此，多酚类化合物

具有潜在的保护线粒体的作用。

绿原酸(chlorogenic acid，CHA)是由咖啡酸和奎宁酸

缩合而成的一种酚酸类化合物，广泛存在于水果和蔬菜

中，具有强抗氧化性，能清除羟自由基和超氧阴离子自

由基等，从而保护机体免受氧化损伤。刘英等[6]研究了

橙皮苷和绿原酸的体内外抗氧化效应。绿原酸通过提高

谷胱甘肽的活性，抑制丙二醛的产生以及抑制炎症因子

来缓解缺血再灌注引起肝脏损伤[7]。Kobroob等[8]通过测

定线粒体肿胀度、膜电位、过多的活性氧及线粒体的超
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微结构，表明了咖啡酸苯乙酯对镉诱导的肾线粒体损伤

具有缓解作用。Kumaran等[9]研究了咖啡酸对异丙肾上腺

素诱导的大鼠心肌线粒体氧化应激的保护作用，发现咖

啡酸可抑制线粒体的脂质过氧化、调节线粒体三羧酸循

环。咖啡酸苯乙酯及其结构类似物对离体缺氧的大鼠脑、

肝线粒体具有保护作用，通过调节呼吸状态3和4呼吸控

制率以及磷氧比来抑制膜流动性和羰基含量的升高[10]。 

Chlopcikova等 [11]研究发现绿原酸通过抑制脂质过氧化

及提高ATP含量缓解蒽类物质诱导的大鼠心肌细胞的毒

性。由此表明，绿原酸及其结构类似物具有良好的抗氧

化能力。线粒体是机体内自由基产生的主要场所，但是

绿原酸能否通过缓解肠道线粒体损伤达到提高机体抗氧

化能力并不清楚。

本实验通过提取大鼠肠道线粒体，采用H2O2诱导线

粒体氧化损伤，探讨绿原酸对氧化损伤线粒体的缓解作

用效应。

1 材料与方法

1.1 动物、试剂与仪器

SD雌性大鼠，清洁级，体质量(180±10)g，由南昌

大学医学院动科部供应。

绿原酸(有效含量为95%) 上海晶纯实业有限公

司；PBS磷酸盐缓冲液 北京中杉金桥生物技术有限公

司；总超氧化物歧化酶(T-SOD)测试盒、丙二醛(MDA)测

试盒、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)测试盒 南京建成

生物工程研究所；大鼠线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ酶

联免疫分析(ELISA)试剂盒  上海逸晗生物科技有限

公司；H2O2及其他常用试剂均为国产分析纯或化学纯

试剂。

722E型可见分光光度计 上海光谱仪器有限公司；

SC-3614低速离心机 科大创新股份有限公司中佳分公

司；AL104分析天平 梅特勒-托利多仪器(上海)有限公

司；5418型冷冻离心机 德国艾本德公司；恒温水浴锅   

江苏金坛市中大仪器厂；全波长多功能酶标仪 北京九

宇金泰公司；超声波清洗器 上海科导超声仪器有限公

司；FACSCalibur流式细胞仪 美国BD公司。

1.2 方法

1.2.1 大鼠肠道线粒体制备

按照常规的差速离心法分离线粒体[12]，大鼠断头处

死后，立即取出小肠，于预冷的0.9%生理盐水中洗去血

迹，滤纸吸去水分，称质量后将组织剪碎并移入放有预

冷的PBS溶液的匀浆器中匀浆，制备成体积分数为10%的

组织匀浆液，3000r/min离心10min，弃沉淀，取上清液，

10000r/min、4℃离心15min，弃上清液，所得沉淀即为线

粒体，将新鲜制备的线粒体用0.01mol/L、pH7.2～7.4的

PBS溶液配成在波长520nm处吸光度为0.75～0.85的线

粒体悬浮液，冰箱冷藏室中存放备用。以牛血清白蛋

白为标准品，用考马斯亮蓝法测定线粒体悬液的蛋白

质含量。

1.2.2 实验分组

分为正常组、H2O2损伤组、CHA低剂量组、CHA中

剂量组和CHA高剂量组。正常组为2.0mL线粒体悬液＋

0.5mL双蒸水；H2O2损伤组为2.0mL线粒体悬液＋0.2mL

双蒸水＋0.3mL H2O2溶液；CHA低、中、高剂量组样

品反应体系为2.0mL线粒体悬液＋0.2mL绿原酸溶液＋

0.3mL H2O2溶液，CHA低、中、高剂量组分别添加0.2mL

的0.2、0.4mg/mL和0.8mg/mL绿原酸溶液，绿原酸最终质

量浓度分别为0.016、0.032mg/mL和0.064mg/mL。

1.2.3 绿原酸对大鼠肠道线粒体肿胀度的影响

样品反应体系迅速混匀，放入37℃恒温水浴锅中

温浴，用双蒸水调零，测定0、10、20、30、40、50、

60min时的A520nm，用吸光度的降低幅度表示线粒体的肿

胀度，正常组以等体积双蒸水代替绿原酸及H2O2溶液，

H2O2损伤组以等体积双蒸水代替绿原酸溶液，其他组同

样品反应体系。

1.2.4 绿原酸对大鼠肠道线粒体膜电位的影响

样品反应体系迅速混匀，放入37℃恒温水浴锅中温

浴1h，各管分别取出1.5mL线粒体悬液，12000r/min、

4℃离心10min，弃上清液，各管分别加入0.4mL浓度为

13µmol/L的罗丹明123，阴性对照组加入等体积的PBS溶

液，避光悬浮染色30min，然后用PBS溶液洗2遍，最后

加0.2mL PBS溶液用流式细胞仪检测[17]，检测条件为激发

波长488nm，发射波长525nm；分析数据时采用的是几何

平均荧光强度(GMFI)，线粒体数量与几何荧光强度之间

的转换关系如下：

GMFI=(X1×X2×X3…×Xn)
1/n

式中：n代表线粒体数量，Xn代表第n个线粒体的荧

光强度。

线粒体的膜电位越高，数量越多，则几何荧光强度

就越强；反之，则几何荧光强度就越弱。 

1.2.5 绿原酸对大鼠肠道线粒体MDA生成量的作用

大鼠肠道线粒体脂质过氧化生成MDA的测定，样品反

应体系为2.0mL线粒体悬浮液(蛋白质质量浓度0.5mg/mL)＋ 

0.2mL绿原酸溶液＋0.3mL H2O2溶液，正常组以等体积双

蒸水代替样品及H2O2溶液，H2O2损伤组以等体积双蒸水

代替绿原酸溶液，混匀于37℃温育1h；按MDA试剂盒方

法测定A532nm并计算MDA含量。

1.2.6 绿原酸对大鼠肠道线粒体T-SOD和GSH-Px活力

的影响

样品反应体系迅速混匀，正常组以等体积双蒸水代

替样品及H2O2溶液，H2O2损伤组以等体积双蒸水代替绿
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原酸溶液，混匀于37℃温育1h；按T-SOD试剂盒方法测

定A550nm并计算T-SOD的活力。混匀于37℃温育1h；按

GSH-Px试剂盒方法测定A412nm并计算GSH-Px的活力。

1.2.7 绿原酸对大鼠肠道线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ和

Ⅴ活力的作用

样品反应体系迅速混匀，正常组以等体积双蒸水代

替样品及H2O2溶液，H2O2损伤组以等体积双蒸水代替绿

原酸溶液，混匀于37℃温育1h；按大鼠线粒体呼吸链复

合物Ⅰ、Ⅳ和ⅤELISA试剂盒方法测定A450nm并计算线粒体

呼吸链复合物Ⅰ的活力。

1.3 数据处理

所有实验均5次重复，数据用Excel进行初步处理，

后用SPSS12.0进行单因素方差分析，结果以 ±s表示，t检
验比较组间显著性差异。

2 结果与分析

2.1 绿原酸对大鼠肠道线粒体肿胀度、膜电位的影响
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图 1 绿原酸对大鼠肠道线粒体肿胀度的影响

Fig.1 Effect of CHA on intestinal mitochondrial swelling in rats

线粒体肿胀度是评价线粒体功能的敏感指标，当线粒

体受到氧化损伤后发生肿胀时，表现为A520nm值下降[13]。由

图1可知，与正常组相比，H2O2损伤组的肠道线粒体A520nm

下降幅度较大，并且随着时间的延长，A520nm值越小。与

H2O2损伤组比较，添加不同剂量绿原酸均能抑制H2O2造

成的A520nm值，且绿原酸剂量越高其下降幅度就越小。说

明绿原酸具有抑制H2O2诱导的肠道线粒体肿胀的作用，

且呈现出剂量依赖关系。
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X轴代表线粒体内罗丹明123荧光的强弱，Y轴代表在FL1

通道内收集到的线粒体数量；A.阴性对照组；B.正常

组；C. H2O2损伤组；D～F. CHA低、中、高剂量组。

图 2 绿原酸对大鼠肠道线粒体膜电位的影响

Fig.2 Effect of CHA on cell membrane potential in the intestinal 

mitochondria of rats
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当线粒体受到损伤时，除了导致线粒体肿胀，还

能引起线粒体膜电位的变化。罗丹明123为一种荧光染

料，能被有活性的线粒体捕获，其在线粒体内浓度越高

说明线粒体活性越强。如图2所示，正常组肠道线粒体

膜电位(平均荧光强度为1310.79±197.01)与H2O2损伤组

肠道线粒体膜电位(平均荧光强度为671.21±44.94)相比

有显著性差异(P＜0.05)，说明H2O2可以引起线粒体膜

电位下降；与H2O2损伤组比较，CHA低(平均荧光强为

683.00±33.76)、中(平均荧光强为959.82±112.67)、高

(平均荧光强度为1148.83±56.85)剂量保护组的膜电位均

升高，其中CHA高剂量组的平均荧光强度显著高于H2O2

损伤组(P＜0.05)，与正常组无显著差异性。这一结果说

明绿原酸抑制了H2O2造成的线粒体活性降低。通过对线

粒体肿胀度以及膜电位的影响的检测，我们发现绿原酸

能缓解H2O2导致的线粒体损伤。

2.2 绿原酸对大鼠肠道线粒体MDA含量的影响
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图 3 绿原酸对肠道线粒体丙二醛(MDA)生成的影响

Fig.3 Effect of CHA on MDA formation in the intestinal mitochondria of rats

由图3可知，H2O2损伤组的线粒体脂质过氧化产物MDA

生成量显著高于正常组(P＜0.05)；不同剂量绿原酸组的MDA

生成量与H2O2损伤组相比均有不同程度的减少，且在一定

范围内随绿原酸剂量的增加MDA的生成量逐渐减少，CHA

中、高剂量组与H2O2损伤组呈现出显著性差异(P＜0.05)。结

果表明绿原酸能缓解肠道线粒体膜脂质过氧化产物MDA的

产生，进而起到保护肠道线粒体的作用。

2.3 绿原酸对大鼠肠道线粒体T-SOD、GSH-Px活力的

影响

表 1 绿原酸对大鼠肠道线粒体T-SOD、GSH-Px活力的影响

Table 1 Effect of CHA on T-SOD and GSH-Px activities in the 

intestinal mitochondria of rats

组别 T-SOD活力/(U/mg pro) GSH-Px活力/(U/mg pro)
正常组 110.80±1.34c 157.52±7.69c

H2O2损伤组 61.51±2.03a 57.22±2.95a

CHA低剂量组 64.35±11.35a 60.93±6.63a

CHA中剂量组 89.29±2.11b 62.90±1.92a

CHA高剂量组 108.73±3.13c 97.05±1.87b

注：同列字母不同表示差异显著(P＜0.05)。下同。

由表1可知，正常组与H2O2损伤组的T-SOD、GSH-Px 

的活力均有显著性差异(P＜0.05)，表明H2O2对肠道线粒

体的抗氧化酶有一定程度上的抑制作用。与H2O2损伤组

相比，不同剂量的绿原酸组的T-SOD和GSH-Px的活力均

呈现出不同程度的上升，并且随着绿原酸剂量的增加线

粒体抗氧化酶T-SOD和GSH-Px的活力也依次增强。与

H2O2损伤组相比，CHA中、高剂量组的T-SOD活力呈现

出显著性差异(P＜0.05)；CHA高剂量组的GSH-Px活力也

呈现出显著性差异(P＜0.05)。结果表明绿原酸可以促进

肠道线粒体内抗氧化酶T-SOD和GSH-Px的活性。

2.4 绿原酸对大鼠肠道线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ和Ⅴ

活力的影响

表 2 绿原酸对大鼠肠道线粒体呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ和Ⅴ活力的影响

Table 2 Effect of CHA on complex Ⅰ, Ⅳ and Ⅴ activities in the 

intestinal mitochondria respiratory chain of rats

组别 复合物Ⅰ活力/(U/L) 复合物Ⅳ活力/(U/L) 复合物Ⅴ活力/(U/L)

正常组 57.55±2.71b 33.68±4.79a 46.71±4.57b

H2O2损伤组 47.05±1.70a 24.72±0.90a 29.78±2.10a

CHA低剂量组 50.34±2.95ab 28.19±4.88a 35.04±4.52ab

CHA中剂量组 54.02±3.46ab 33.00±4.86a 35.78±6.72ab

CHA高剂量组 57.41±2.08b 36.10±6.51a 42.94±3.04ab

由表2可知，与正常组相比，线粒体损伤组的复合物

Ⅰ、Ⅳ和Ⅴ的活力均呈现下降趋势，且复合物Ⅰ和Ⅴ具有

显著性差异(P＜0.05)。与H2O2损伤组相比，不同剂量绿

原酸均能在一定程度上增加复合物Ⅰ、Ⅳ和Ⅴ的活力，

且呈现剂量依赖关系，其中CHA高剂量组的复合物Ⅰ与

H2O2损伤组有显著性差异(P＜0.05)。结果表明，绿原酸

能抑制肠道线粒体呼吸链复合物Ⅰ活力的降低，进而起

到保护肠道线粒体呼吸链的作用。

3 讨论和结论

肠道是营养物质消化和吸收的主要场所，近年来，

肠道在代谢综合征的发生、发展过程中所起的作用引起

了广泛的关注，并认为肠道是慢性代谢疾病的始发器

官[14]，首先肠道通透性增加被认为是引起代谢综合征的

系统性、低水平的慢性炎症的重要起始因素[15]。其次，

肠道炎症被认为是肥胖和胰岛素耐受的早期阶段[16]。最

后，肠道微生物被认为是调节机体能量和代谢平衡的靶

标[17]。所以，促进肠道健康是预防和缓解慢性代谢疾病

的重要途径。最近研究显示，线粒体与肠道上皮细胞损

伤有关，Nazli等 [18]对炎症性肠病患者结肠上皮细胞进

行镜检，发现肠道上皮细胞内线粒体发生肿胀，嵴结

构断裂或消失，呈现不规则状态。李建明等 [19]研究了

H2O2对肠上皮细胞线粒体的损伤作用得出H2O2可导致

肠上皮细胞线粒体的结构破坏和功能紊乱。这些结果

暗示线粒体结构和功能失调参与肠上皮细胞及肠道的
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损伤过程，因此，选线粒体作为研究靶点，预防或缓

解线粒体损伤对维持肠上皮细胞及肠道结构和功能的

完整性具有重要意义。

该实验以肠道线粒体作为研究对象，用H2O2造成线

粒体氧化损伤，探讨绿原酸对氧化损伤线粒体缓解作用

及其可能作用机制。研究结果显示，绿原酸能提高线粒

体抗氧化相关酶和线粒体呼吸链复合酶的活力，因此，

我们认为绿原酸对H2O2造成线粒体损伤的缓解作用可能

与提高线粒体的抗氧化能力以及促进线粒体呼吸链的功

能正常有关。H2O2属于活性氧的一种，用H2O2诱导线

粒体损伤，线粒体内活性氧增多，活性氧与线粒体呼吸

链上氧化还原过程中产生的电子结合，导致大量的自由

基出现，打破自由基代谢平衡。在自由基产生过多时，

线粒体内膜受到氧化损伤，造成内膜脂质过氧化终产物

MDA的产生，结果显示，绿原酸剂量组与H2O2损伤组相

比MDA呈现下降趋势；T-SOD、GSH-Px是机体维持自身

自由基代谢平衡的抗氧化酶，呼吸链复合物Ⅰ、Ⅳ是氧

化还原过程中电子传递的首、尾复合酶，呼吸链复合物

Ⅴ是线粒体中产ATP的关键酶，结果表明，添加绿原酸

后抗氧化酶T-SOD、GSH-Px和呼吸链复合酶Ⅰ、Ⅳ、Ⅴ

的活力均增强；线粒体肿胀代表线粒体结构的紊乱，线

粒体膜电位反应线粒体的功能状态[20]，绿原酸剂量组与

H2O2损伤组相比膜电位升高，且绿原酸高剂量组与H2O2

损伤组呈现出显著性差异(P＜0.05)。综上所述，绿原酸

对H2O2诱导的肠道线粒体损伤具有保护作用，其可能的

机制与提高线粒体的抗氧化能力以及促进线粒体呼吸链

的功能正常有关。

在体外，绿原酸表现出了较好的保护H2O2诱导的肠

道线粒体损伤的作用，为果蔬中绿原酸相关产品的研发

提供了理论依据，并且对从食品角度预防慢性疾病提供

了一定的理论和实践依据。但本实验的研究内容仅在动

物体外实验中得到验证，而对于培养的细胞和动物体内

绿原酸是否依然能表现出较好的保护肠道损伤的作用，

仍需进一步深入研究。
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