
Ewa Ambrożewicz, Ewa Zapora, Marek Szczepaniak 1), Krzysztof Wnuczko1), 
Izabela Dziakowska, Elżbieta Skrzydlewska

PORÓWNANIE DZIAŁANIA CZARNEJ I ZIELONEJ HERBATY
NA KOMÓRKI ŚRÓDBŁONKA

Zakład Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku
Kierownik: prof. dr hab. E. Skrzydlewska

1) Klinika Neonatologii Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku
Kierownik: .M. Szczepański

W pracy porównano zdolności antyoksydacyjne czarnej i zielonej herbaty 
w przeciwdziałaniu powstawaniu stresu oksydacyjnego wywołanego przez wo-
doronadtlenek tert-butylu (t-BHP) w komórkach śródbłonka ludzkiej żyły pępo-
winowej (HUVEC). Stwierdzono, że czarna i zielona herbata w znacznym stop-
niu zapobiega zmianom w układzie antyoksydacyjnym komórek HUVEC w wa-
runkach stresu oksydacyjnego wywołanego za pomocą t-BHP i w konsekwencji 
chronią białka i lipidy komórek przed oksydacyjnymi modyfi kacjami.
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Tlen jest pierwiastkiem niezbędnym do życia organizmów aerobowych, jednak 
będąc prekursorem reaktywnych form tlenu (RFT) może być także toksyczny. Re-
aktywne formy tlenu (RFT) powstają głównie podczas redukcji tlenu w łańcuchu 
oddechowym mitochondrium, w przemianach cyklooksygenez, oraz podczas reak-
cji katalizowanych przez enzymy komórkowe takie jak oksydaza cytochromu P450 
i oksydaza ksantynowa (1). W organizmie istnieje ścisła regulacja produkcji i elimi-
nacji RFT, w której uczestniczą głównie endogenne antyoksydanty enzymatyczne 
i nieenzymatyczne. Działanie endogennych składników układu antyoksydacyjnego 
muszą jednak wspomagać antyoksydanty egzogenne, zwłaszcza pochodzenia na-
turalnego. Wśród powszechnie spożywanych napoi odznaczających się działaniem 
antyoksydacyjnym są herbaty, a zwłaszcza herbata zielona i czarna. Herbata zielo-
na otrzymywana w procesie dehydratacji liści zawiera monomeryczne polifenole 
– katechiny posiadające udowodnione właściwości antyoksydacyjne (2). Ostatnie 
badania wykazują jednak, że silne właściwości antyoksydacyjne posiada również 
czarna herbata otrzymywana w procesie fermentacji liści herbaty i w konsekwencji 
zawierająca mniejszą ilość katechin, a większą polimerycznych polifenoli – teafl a-
win i tearubigin, których aktywność biologiczna jest ciągle niedostatecznie udoku-
mentowana (3, 4).
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W warunkach stresu oksydacyjnego pierwszą linią obrony tkanek stanowią komór-
ki śródbłonka, które są również w pierwszej kolejności narażone na RFT (5). Jednak 
komórki te zawierają mniej enzymów antyoksydacyjnych niż inne komórki jak np. 
fi broblasty czy komórki nabłonkowe typu II (6). Ponieważ komórki śródbłonka wy-
stępują we wszystkich unaczynionych nowotworach są one bardzo istotnym celem 
dla związków antyoksydacyjnych. Dlatego celem przeprowadzonych badań było 
porównanie zdolności czarnej i zielonej herbaty w przeciwdziałaniu powstawania 
stresu oksydacyjnego wywoływanego przez wodoronadtlenek tert-butylu (t-BHP) 
w komórkach śródbłonka ludzkiej żyły pępowinowej (HUVEC).

MATRIAŁ I METODY

Komórki HUVEC otrzymano z pępowiny noworodka urodzonego z ciąży prawid-
łowej. Żyłę pępowinową inkubowano w temp. 37°C przez 10 min. z 0,1% roztwo-
rem kolagenazy. Następnie perfundowano roztworem HBSS, uzyskany eluat wiro-
wano, a osad komórek HUVEC zawieszano w podłożu M199 (o stęż. 25 mmol/dm3

HEPES), a następnie umieszczano w butelkach hodowlanych (Nagle Nunc Inter-
national, USA). Eksperymenty przeprowadzano na komórkach z czwartego pasa-
żu w pięciokrotnych powtórzeniach. W celu potwierdzenia czystości, hodowle ko-
mórek HUVEC sprawdzano immunocytochemiczne (z przeciwciałami przeciwko 
czynnikowi Von Willebranda).

Komórki HUVEC zostały podzielone na następujące grupy:
● HUVEC – kontrola – komórki niestymulowane 
● HUVEC+zielona herbata – komórki inkubowano przez 2 godz. z ekstraktem 

zielonej herbaty (50 μg/cm3) (liofi lizat TJ Lipton, Englewood Cliffs, NJ). Ekstrakt 
zawierał: galusan epigalokatechiny (97 mg/g suchego ekstraktu), epigalokatechine 
(82 mg/g), epikatechine (90 mg/g), galusan epikatechiny (15 mg/g).

● HUVEC+czarna herbata – komórki inkubowano przez 2 godz. z ekstraktem 
czarnej herbaty (50 μg/cm3) (liofi lizat TJ Lipton, Englewood Cliffs, NJ). Ekstrakt 
zawierał: galusan epigalokatechiny (4,84 mg/g suchego ekstraktu), epigalokatechi-
ne (0,74 mg/g), epikatechine (0,94 mg/g), teafl awine (TF1) (28,32 mg/g), 3-galusan 
teafl awiny (TF2A) (50,88 mg/g), 3’-galusan teafl awiny (TF2B) (26,72 mg/g), 3,3’di-
galusan teafl awiny (TF3) (28,3 mg/g). 

● HUVEC+t-BHP – komórki inkubowano przez 30 min. w obecności wodoro-
nadtlenku tert-butylu (t-BHP) o stęż. 100 μmol/dm3;

● HUVEC+t-BHP+zielona herbata – komórki preinkubowano 2 godz. z ekstrak-
tem z zielonej herbaty, a następnie inkubowano 30 min. w obecności t-BHP o stęż. 
100 μmol/dm3;

● HUVEC+t-BHP+czarna herbata – komórki preinkubowano 2 godz. z ekstrak-
tem z zielonej herbaty, a następnie inkubowano 30 min. w obecności t-BHP o stęż. 
100 μmol/dm3;

Po zakończeniu inkubacji usunięte zostało medium wzrostowe, a komórki przemy-
wano roztworem PBS i zawieszano w buforze lizującym (0,25% trypsyna z 0,03% 
EDTA-4Na). Komórki przemyte roztworem PBS poddano dezintegracji przez
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3-krotne zamrażanie (–80°C) i odmrażanie. Otrzymaną zawiesinę poddano wirowa-
niu (10000 × g, 10 min.), a uzyskany płyn nadosadowy użyto do badań. 

O z n a c z e n i a  b i o c h e m i c z n e
W płynie nadosadowym oznaczono: aktywność dysmutazy ponadtlenkowej (SOD; 

EC.1.15.1.1) metodą Misra and Fridovich (1972) w modyfi kacji Sykes’a (1978); 
aktywność peroksydazy glutationowej (GSH-Px; EC.1.11.1.6) metodą Paglia and 
Valentine; aktywność reduktazy glutationowej (GSSG-R; EC.1.6.4.2) metodą Mize 
and Langdon; poziom GSH metodą HPLC wg Cereser (9); poziom witaminy A i E 
metodą HPLC; poziom markera peroksydacji lipidów (MDA) metodą HPLC (11); 
poziom markerów oksydacyjnej modyfi kacji białek (dityrozyny i tryptofanu) ozna-
czano spektrofl uorymetrycznie; poziom białka oznaczano metodą Lowry i współpr. 
Metody opisano w pracach wcześniejszych (3)

A n a l i z a  s t a t y s t y c z n a
Otrzymane wyniki dla 5 powtórzeń przedstawione są jako średnia ± SD. Wyniki 

były analizowane testem t-Studenta. Wartości dla p < 0,05 uznano za istotne staty-
styczne.

WYNIKI I ICH OMÓWIENIE

Uważa się, że antyoksydanty, w tym także polifenole zawarte w diecie pełnią 
ochronną rolę w patogenezie w chorobach, których uczestniczą RFT, w tym w cho-
robach cywilizacyjnych takich, jak choroby nowotworowe oraz choroby układu krą-
żenia. Dlatego istotne jest dostarczanie dla organizmu substancji, zwłaszcza natural-
nych, o działaniu antyoksydacyjnym. Jednym z powszechnie spożywanych napojów 
o udowodnionym działaniu antyoksydacyjnym jest zielona herbata (7). W ostatnich 
latach pojawiły się jednak również doniesienia o antyoksydacyjnym działaniu czar-
nej herbaty (3, 4). Wyniki niniejszej pracy wykazały, że czarna herbata działa nawet 
silniej niż zielona na układ antyoksydacyjny komórek HUVEC w warunkach stre-
su oksydacyjnego wywołanego za pomocą wodoronadtlenku tert-butylu (t-BHP) 
(tab. I). Istnieją dwie różne drogi metabolizmu wodoronadtlenku tert-butylu; jedna 
z udziałem cytochromu P450, a druga z udziałem peroksydazy glutationowej prze-
kształcającej t-BHP w t-butanol i utleniony glutation (8, 9). W wyniku metabolizmu 
t-BHP może dochodzić do wzrostu poziomu RFT (8), które mogą wchodzić w reak-
cje z ważnymi biologicznie składnikami komórek. Potwierdzają to wyniki niniejszej 
pracy, które wykazały, że stres oksydacyjny wywołany przez t-BHP powoduje oksy-
dacyjne modyfi kacje białek i lipidów (tab. I).

Uważa się, że głównym celem działania RFT są białka, które w różnym jed-
nak stopniu wchodzą w reakcje z RFT (10). Spośród aminokwasów wchodzących 
w skład białek najbardziej wrażliwe na utlenianie są aminokwasy zawierające grupę 
sulfhydrylową oraz aminokwasy aromatyczne. Uznanym markerem modyfi kacji bia-
łek wywołanych głównie przez rodniki hydroksylowe jest poziom dityrozyny (11). 
Przeprowadzone badania wykazują, że w obecności t-BHP ilość tryptofanu ulega 
znacznemu obniżeniu, podczas gdy poziom dityrozyny wzrasta (tab. I). Konsekwen-
cją modyfi kacji reszt aminokwasowych białek są zmiany w drugo- i trzeciorzędowej 
strukturze białek, co może prowadzić do zmiany w funkcji tych związków.
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Niezależnie od modyfi kacji struktury białek wywołanej przez RFT, reszty ami-
nokwasowe białek wchodzą również w reakcje z produktami peroksydacji lipidów. 
Spośród drobnocząsteczkowych związków powstających w czasie peroksydacji 
lipidów najbardziej reaktywne są aldehydy w tym dialdehyd malonowy i 4-hy-
droksynonenal (12), związki, które mogą pełnić funkcję „wtórnych przekaźników” 
w reakcjach wolnorodnikowych. Stwierdzono, że t-BPH powoduje istotne staty-
stycznie podwyższenie poziomu MDA (tab. I). Reaktywność tych związków wy-
nika z ich silnych właściwości elektrofi lowych, co w powiązaniu z nuklofi lowymi 
właściwościami tiolowych, aminowych i histydynowych grup białkowych, może 
być przyczyną ich reakcji z białkami. Wykazano, że w wyniku tego typu reakcji 
4-hydroksynonenal hamuje aktywność peroksydazy glutationowej (13). Aktyw-
ność tego enzymu hamowana jest dodatkowo przez specyfi czną reakcję pomiędzy 
dialdehydem malonowym lub 4-hydroksynonalem i selenocysteiną, która stanowi 
centrum aktywne proksydazy glutationowej (14). Enzym ten działa w kooperacji 
z GSH jako koenzymem. W niniejszej pracy wykazano obniżenie poziomu zredu-
kowanego glutationu po zastosowaniu t-BHP. W związku z powyższym dochodzi 
do obniżenia aktywności peroksydazy glutationowej, a ponieważ GSH-Px bierze 
udział w rozkładzie nadtlenków w tym także nadtlenków lipidów, obniżenie jej 
aktywności zaobserwowane w czasie badań koresponduje z podwyższonym pozio-
mem produktów peroksydacji lipidów. Nasileniu procesu peroksydacji lipidów po 
zastosowaniu t-BHP sprzyja również obniżenie poziomu witamin: A i E, które peł-
nią rolę lipofi lowych antyoksydantów chroniących składniki błon biologicznych 
w tym także fosfolipidy błonowe. Stwierdzono, że obniżeniu aktywności peroksy-
dazy glutationowej, towarzyszy podwyższenie aktywności dysmutazy ponadtlen-
kowej i reduktazy glutationowej. Sprzyja to nasilonej dysmutacji anionorodnika 
ponadtlenkowego i zwiększenie ilości nadtlenku wodoru, a wiadomo, że nadtlenek 
wodoru może aktywować ekspresję genów poprzez element odpowiedzi antyoksy-
dacyjnej (ARE). Uważa się, że mechanizm ten może polegać na elektrofi lowej mo-
dyfi kacji grup sulfhydrylowych, co zaobserwowano w ludzkich fi broblastach (15). 
Wzrost aktywności antyoksydacyjnej enzymów może być również spowodowany 
przez większą dostępność jonów metali przejściowych w tym jonów miedzi będą-
cych kofaktorami dysmutazy ponadtlenkowej (16). Natomiast wzrost aktywności 
GSSG-R może być spowodowany dążeniem komórek do utrzymania właściwego 
poziomu glutationu zredukowanego.

Dotychczasowe badania wykazywały, że komórki śródbłonka są bardziej wraż-
liwe na stres oksydacyjny niż fi broblasty (17), a istotną rolę w przeciwdziałaniu 
powstawania nadtlenków pełni układ antyoksydacyjny zależny od glutationu (18). 
Jest to niezwykle ważne ze względu na lokalizację komórek HUVEC w układzie 
naczyniowym, gdzie mogą one być narażone na działanie nadtlenków np. w czasie 
miejscowych stanów zapalnych lub kontaktu z utlenionymi lipoproteinami (19), co 
może prowadzić do uszkodzenia komórek śródbłonka. Zdolności antyoksydacyjne 
komórek śródbłonka są bardzo ważne dla zachowania prawidłowych ich funkcji, 
dlatego tak wiele uwagi poświęca się antyoksydantom naturalnym pochodzącym 
z owoców, warzyw i napoi, dostarczanych do organizmu wraz z pożywieniem. 
Herbata jest jednym z najczęściej spożywanych przez ludzi napoi, a jednocześ-
nie odznacza się właściwościami antyoksydacyjnymi, dzięki zawartości polifenoli. 
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Za właściwości antyoksydacyjne zielonej herbaty odpowiadają głównie katechi-
ny, które zapobiegają powstawaniu RFT, hamując aktywność enzymów biorących 
udział w ich generowaniu oraz uczestniczą w ich usuwaniu zmiatając RFT, lub 
kompleksujac jony metali przejściowych katalizujących reakcje wolnorodnikowe. 
Prowadzone w ostatnich latach badania pokazały, że polimeryczne polifenole znaj-
dujące się w czarnej herbacie, czyli teafl awiny powstające podczas fermentacji liści 
herbaty, posiadają nawet silniejsze właściwości antyoksydacyjne niż ich prekurso-
rzy – katechiny (4). Wykazano, że teafl awiny mają zdolność zapobiegania powsta-
wania rodników tlenowych poprzez hamowanie aktywności oksydazy ksantynowej 
– enzymu biorącego udział w produkcji aniorodników ponadtlenkowych. Ponadto 
teafl awiny mają zdolność zmiatania anionorodnika ponadtlenkowego, tlenu single-
towego i rodników hydroksylowych 10 razy efektywniej niż katechiny (20). Ten 
fakt może tłumaczyć obserwowany w czasie badań większy wzrost aktywności pe-
roksydazy glutationowej, oraz stężenia GSH i witamin po zastosowaniu ekstraktu 
z czarnej herbaty.

Polifenole herbat działając antyoksydacyjne, zmniejszają prawdopodobieństwo 
zajścia reakcji pomiędzy RFT i białkami oraz fosfolipidami, co w rezultacie chro-
ni je przed modyfi kacjami. Zielona oraz czarna herbata mają zdolność zmiatania 
wolnych rodników w fazie wodnej chroniąc w ten sposób reszty białkowe oraz 
zmniejszania ruchliwości RFT w dwuwarstwie lipidowej, gdyż katechiny i tea-
fl awiny mają zdolność przenikania do rdzenia hydrofobowego błony. Sprzyja to 
zmianom w ułożeniu lipidów błonowych powodując jej stabilizację (21). Poprzez 
regenerację α-tokoferolu polifenole herbat chronią przed zużyciem lipofi lowych 
antyoksydantów, a także chronią askorbinian (antyoksydant hydrofi lowy), który 
uczestniczy w cyklu wzajemnych przemian antyoksydantów nieenzymatycznych. 
Powoduje to obserwowane w pracy obniżenie nasilenia procesu peroksydacji lipi-
dów w czasie ekspozycji fosfolipidów błonowych na działanie RFT pochodzących 
z fazy wodnej. 

Niezależnie od faktu, że komórki śródbłonka stanowią pierwszą linię obrony 
wszystkich tkanek są one także składnikami wszystkich unaczynionych guzów. Dla-
tego wydaje się, że są celem działania zarówno RFT jak i antyoksydantów, w tym 
także polifenoli. Jednakże ochronne działanie polifenoli w warunkach fi zjologicz-
nych i w warunkach patologicznych może niestety nasilać rozwój stanów chorobo-
wych np. rozwój nowotworów. Jest to bardzo istotne w przypadku herbat, które są 
spożywane przez większość populacji ludzkiej.

WNIOSKI

Czarna i zielona herbata w podobnym stopniu przeciwdziałają zmianom w ak-
tywności/poziomie parametrów antyoksydacyjnych komórek śródbłonka (HUVEC) 
w warunkach stresu oksydacyjnego.

Obie herbaty zapobiegają w znaczącym stopniu powstawaniu oksydacyjnych mo-
dyfi kacji lipidów i białek.
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COMPARISON OF BLACK AND GREEN TEA EFFECT
ON ENDOTHELIAL CELLS

S u m m a r y

The aim of the present study was to compare antioxidant activity of black and green tea against oxida-
tive stress induced by tert-butyl hydroperoxide (t-BHP) in human umbilical vein endothelial cells (HU-
VEC). It has been shown that both black and green tea considerably prevent changes in HUVEC antioxi-
dative system in conditions of oxidative stress induced by t-BHP, thereby protecting proteins and lipids 
from oxidative modifi cation. 
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