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. 引言
人体在衰老的过程中会出现各种器官的功能下降和生

理紊乱!学习记忆是脑的高级机能!也会随着衰老出现明显
减退 kJZlm" 研究表明!人类 AS 岁后就开始出现记忆老化现象!
中老年人群中有 AS!左右主诉有记忆减退!客观记忆检查依
据测验方法的不同!记忆力异常率可达 lUnoBpn" 在衰老性

为了研究绿茶多酚对自然衰老的 78123496 小鼠学习记忆衰退的预防作用! 将 :; 月龄的 70123496 小鼠 9. 只随机分为老
年对照组和绿茶多酚低"中"高剂量干预组!绿茶多酚掺入小鼠饮水中!剂量分别为 .<=>0!"=<=0!和 =<?!#!@"$!另设 A 月龄青年
对照组% 干预 9个月后!运用 B,%%C#水迷宫"跳台实验检测小鼠的空间学习记忆能力和被动回避记忆能力& 结果发现!在 B,%%C#水迷
宫实验中!=<=0!和 =<:!剂量的绿茶多酚干预能够明显缩短老年小鼠定位航行实验的逃避潜伏期和游泳距离! 显著提高老年小鼠空
间探索实验的目标象限持续时间和穿越平台区次数! 达到青年对照组水平! 并且能够明显提高跳台实验中老年小鼠的跳台记忆潜伏

期&同时该两个剂量的绿茶多酚能够提高小鼠血清超氧化物歧化酶’DEF$和谷胱甘肽过氧化物酶’GDHIJK$的活性!增加海马脑区突

触后致密物IL0’JDFL0$和钙离子@钙调素依赖性蛋白激酶 MM’7&BNMM$的蛋白表达& 以上结果表明 =<=O!(=<?!剂量的绿茶多酚能够
预防老年 7O123P96小鼠学习记忆功能的减退!其抗氧化作用和调节神经突触相关蛋白的表达为其可能的作用机制&

衰老性学习记忆功能减退)绿茶多酚)B,%%C# 水迷宫)跳台实验
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学习记忆减退过程中!学习记忆相关脑区"海马#皮质等$均
发生了一系列变化!如脑突触结构和功能的改变#中枢神经
递质表达下降等 !"#% 与此同时!这些非特异性脑部变化也可能
是老年神经退行性疾病"如老年性痴呆#帕金森病等$的早期
表现之一!单纯记忆障碍的老年人有相当一部分人经过几年
发展成为痴呆!因此!老年记忆功能下降已成为一个严重危
害老年人健康的社会问题!给个人#家庭和社会带来沉重的
精神和经济负担% 由于衰老的机制尚未完全阐明!对衰老性
记忆功能减退并无有效的治疗手段!在早期如何通过一系列
的干预手段预防或延缓老年记忆衰退则具有重大意义%
绿茶多酚"$%&&’ (&) *+,-./&’+,0!1(*$是绿茶中所含的

多羟基酚类化合物的总称!其中儿茶素尤为丰富!占茶叶干
重的 23!以上!一杯绿茶中大约含有 433 56的儿茶素% 高效
液相色谱分析绿茶多酚发现! 表没食子儿茶素没食子酸酯
"7.86),,+9):&9/8’;2;6),,):&!<1=1$含量最多!占儿茶素含量
的 >?!!超过茶叶干重的 @3!!也是绿茶多酚的主要活性物
质 % 其次为表没食子儿茶素 AB C "D<.86),,+9):&9/8’!<1=$#
表儿茶素 AD C "D<.89):&9/8’!<=$#表儿茶素没食子酸酯 AD C
"D<.89):&9/8’D2D6),,):&!<=1$!E#%绿茶多酚由于其酚类结构使
其成为超氧阴离子自由基和羟自由基很强的捕获剂!是一种
天然的活性极强的抗氧化剂 !>DF#!抗氧化#清除自由基的作用
高于 G= 和 G<!是目前正在不断研究开发的一种活性功能因
子% 近年来兴起的衰老自由基理论认为!伴随着衰老!机体各
组织器官的氧化应激水平增加!绿茶多酚以其极强的抗氧化
能力在预防和延缓衰老导致的记忆减退方面可能会具有很

大的潜力%本研究采用自然衰老的 =EFHIJ>K小鼠作为实验对
象! 观察绿茶多酚早期干预对小鼠学习记忆能力的影响!研
究绿茶多酚是否能够预防 =EF 小鼠老年记忆功能减退!并进
一步探讨其可能的作用机制%

! 材料与方法
!"!" 材料
绿茶多酚"1%&&’ (&) *+,-./&’+,0!1(*$!由浙江东方茶业

科技有限公司提供! 生产批号为 4??F?2LM! 绿茶多酚纯度
@??!!其中 <1=1含量为 F?NFEO%

PQRDS 型 QTUUVR 水迷宫系统#R((DS 型小鼠跳台仪!
均购自中国医学科学药物研究所%

RTP#1RWD*X试剂盒! 购自南京建成生物制品工程研究
所 &*RPYE 抗体 ! 购自 =/&589+’ 公司 &=)QZVV 抗体 ! 购自

[&\%+5890公司&其他试剂均为国产或进口分析纯%
!"# 方法
!"#"! 动物处理
取 L" 月龄 R*] 级健康雌性 =^FHIJ>K 小鼠 >? 只!由北京

大学医学部实验动物中心提供!R*] 级动物房饲养!饲养环境
温度 S@_S2"!相对湿度 E?O_>?O!适应性饲养一周后!按照
体重随机分为老年对照组和低#中#高 2 个绿茶多酚干预组!
每组 @E 只!干预方式为将绿茶多酚掺入小鼠饮水中!浓度分

别为 ?N?SE!#?N?E!和 ?N@!"!J"$! 另取 @ 月龄 =EF 小鼠 @E
只作为青年对照组% 老年对照组和青年对照组喂饲普通高压
消毒水!所有动物自由饮水进食!干预时间为 > 个月% 每周称
重一次!并记录摄食量%

!"#"# 行为学实验
!"#"#"! $%&&’( 水迷宫实验

Q+%%80 水迷宫"Q+%%80 ‘):&% Q)a&!Q‘Q$主要由两部分
组成!即内含平台的圆形水池和记录装置% 水池直径 @S? 95#
高 E? 95%池壁上标有东#南#西#北 b个入水点!将水池分为 b
个象限% 内置直径 @b 95#高 S? 95 的平台!加水至超过平台
高度 @_@NE 95% 为避免 =EF 小鼠直接看见平台!在水中加入
奶粉!水温保持在"SS#S$"%迷宫上方安置带有显示系统的摄
像机!计算机自动跟踪计时并记录游泳轨迹% 保持实验室内
光线良好!以水池上方白色围帘上不同象限标记的不同几何
图形作为小鼠寻找平台的参照物% 测试内容包括定位航行实
验".,)9& ’)c86):8+’$和空间探索实验"0.):8), .%+d& :&0:$%

@$ 定位航行实验% 测试前!撤除平台让小鼠自由游泳 S e
以熟悉环境%测试时!将平台随机置于圆池内第一象限并固定!
小鼠每日分别从东#西#南#北 b 个象限面向池壁轻轻放入水
中!记录该鼠自入水至找到平台所需时间"逃避潜伏期$#游泳
距离和游泳速度% b次成绩的平均值作为当日最终成绩进入最
后统计% 若小鼠在 >? 0内找不到平台!则由实验者将其引向平
台!记潜伏期为 >? 0% 每次测试间隔 E 58’!连续 F e%

S$ 空间探索实验% 定位航行实验结束后撤除平台!自第
三象限入水点将小鼠面向池壁放入水中!记录小鼠 >? 0 内寻
找平台的游泳轨迹%

!"#"#"# 跳台实验
跳台实验 "0:&.De+f’ :&0:$ 中!R((;S型小鼠跳台仪由 E

室组成!室底为直径 2 55 的铜栅!一角固定高 E 95#直径 E
95圆柱状平台%将小鼠放入室内g适应 >? 0 后通电"SE G$!小
鼠受到电击! 其正常反应是跳到平台以躲避伤害性刺激!训
练 E 58’!Sb / 后重复实验!将小鼠放入平台上!记录小鼠第
一次从平台上跳下的时间"潜伏期$和 E 58’ 内的错误次数!
作为小鼠的记忆成绩%

!"#") 血清氧化应激水平测定
行为学实验结束后!将各组 =EF 小鼠断头取血!离心血

清!按照南京建成生物公司试剂盒说明书测量血清中超氧化
物岐化酶"RTP$#谷胱甘肽过氧化物酶"1RWD*h$的活性%

!"#"* +,(-,&. /0%-检测
跳台实验结束后!将 =EF 小鼠断头取血后处死!迅速分

离两侧海马% 并分别在冰冷的组织细胞裂解液中匀浆"北京
博奥森生物技术有限公司$% 每只小鼠的海马组织匀浆在

@S ??? %J58’ b"离心 @E 58’ 后取上清进行 H=i 蛋白定量
"北京博奥森生物技术有限公司$% 将含有等量蛋白的样品进
行 RPRD聚丙烯酰胺凝胶电泳 "=)QZVV’@?O胶浓度&*RPYE’
MO胶浓度$!然后经半干式电转仪转到 *GP] 膜上"Q8,,8.+%&!
jRk$% *GP] 膜在 EO脱脂奶粉中室温下摇床封闭 S / 后 b"
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注!与老年对照组相比"! 为 !"#$%&"!!! 为 ’"%$%%(#
)*+,-. !/ !"%$%&0 !!!/ !"%$%%( 1- 2*3415,6 78+9 +9, 1:,6 2*;+5*< :5*=4$

表 ! 绿茶多酚对 "#$%&’() 小鼠跳台潜伏期和

错误次数的影响!!!!""
*+,-. / 011.234 51 6*7 58 39. -+3.82: +8; .<<5<

8=>,.<4 ?8 43.@A;5B8 3.434 C!!!"D

组别 数量 潜伏期>- 错误次数

老年对照组

青年对照组

%$%?&@AB’组
%$%&@AB’ 组
%$(@AB’ 组

(&
(&
(&
(&
(&

&%$C%!(($DC
?D($E%!?&$D%FG!

((%$CH!DD$(?
(H($(D!DD$&H!

(CH$IH!D?$C&!

($DD!%$?H
%$IH!%$(D
($D?!%$D%
($?%!%$DI
($%%!%$?I

一抗孵育过夜 !’JKL& 单克隆抗体"(.&%%#M1NOPP 多克隆抗
体"(.(%%%$%然后 DH"辣根过氧化酶二抗孵育&最后膜经过化
学发光后在胶片上显影& 显影后的条带扫描后用 )PQ P31:,
’5*:513 软件进行灰度分析 ’9++4.>>5-R$8;S*$;89$:*T>;89U831:,>
6*7;<*16$9+3<(&
EFG 数据统计分析
实验结果以""!# 表示&N*558- 水迷宫定位航行实验采用重

复测量的方差分析)5,4,1+,6 3,1-=5, +7*U71V W)XYW(%N*558-
水迷宫空间探索实验*跳台实验*血清氧化应激水平结果和

Z,-+,5; R<*+ 结果采用单因素方差分析法 !W)XYW(& 选 !"
%$%&为统计检验显著性界值&

! 结果
!FE 绿茶多酚对老龄 "H$%&I()小鼠饮水量和体重的影响
在整个实验干预的过程中%各组小鼠均未出现死亡& 老

年对照组和绿茶多酚的 D 个剂量干预组比较发现%各组小鼠
的饮水量相比无统计学差异%同时各组小鼠在干预开始前和
干预结束的体重均无显著性差异!表 ((&

表 E 绿茶多酚对 "#$%&I() 小鼠每日饮水量和体重的影响!!!!""

*+,-. E 011.234 51 6*7 58 ;+?-: B+3.< ?83+J. +8; ,5;: B.?K93 58 "H$ >?2. C!!!"L

组别 数量 每日饮水量>3[ 干预开始体重>: 干预结束体重>:
老年对照组

%$%?&\AB’ 组
%$%&@AB’组
%$(@AB’ 组

(&
(&
(&
(&

I$?H!%$%C
I$DL!%$%&
I$DH!%$%I
I$?L!%$%C

?C$H&!%$ED
?C$C%!%$L%
?C$HI!%$H&
?C$IE!%$EL

?H$%(!($%H
?C$LI!%$&L
?H$IL!%$H(
?H$EL!($%H

/F/ 绿茶多酚对老龄 "#$%&I() 小鼠 M5<<?4 水迷宫实验结
果的影响

一只老年对照组小鼠因为不会游泳被排除在该实验外&
采用重复测量的方差分析对各组 M&H 小鼠的空间定位航行
实验逃避潜伏期结果分析表明%随着时间的延长%各组小鼠
的逃避潜伏期均逐渐缩短 !$]C%I(I^_C($?I%%!"%$%%((#时间
与组间的交互作用无统计学差异%各组小鼠的逃避潜伏期随
时间变化的趋势相同!$]?I%I(I^_($(HD%!‘%$%&(#各组间比较
差异具有显著性!$]I%CL^_D$DH&%!"%$%&(& [JK方法进行各组
之间的两两比较发现%与青年对照组相比%老年对照组小鼠
的逃避潜伏期明显延长 !!"%$%((%%$%&\和 %$(\AB’ 干预组
小鼠的逃避潜伏期均显著低于老年对照组 !%$%&\AB’ 组对
比老年对照组 %! "%$%&#%$(\ AB’ 组对比老年对照组 %

!"%$%&(% 同时与青年对照组相比无统计学差异% 而 %$%?&#
AB’ 干预虽然有使逃避潜伏期下降的趋势%但与老年对照组
相比差异无显著性!!‘%$%&(!图 (!1((& 游泳速度可以影响小
鼠在水迷宫中的逃避潜伏期%对 M&H 各组小鼠的游泳速度分
析发现青年小鼠的速度明显大于老年对照组!!"%$%&(%而绿
茶多酚的干预对小鼠的游泳速度未产生任何影响!图 (!R((&
游泳距离结果与逃避潜伏期类似% 随着时间的延长%各

组小鼠的游泳距离均逐渐缩短 !$]C%I(I^_DE$C(&%!"%$%%((#
时间与组间的交互作用无统计学差异 !$ ]?I%I(I^_%$E&D%
!‘%$%&(#组间比较差异有显著性!$]I%CL^_?$H%D%!"%$%&(%老
年对照组小鼠的游泳距离较青年对照组明显延长 !!"%$%((%
%$%&\和 %$(\AB’干预组小鼠的游泳距离均显著低于老年对
照组!%$%&\AB’组对比老年对照组%!"%$%&#%$(\AB’ 组对比
老年对照组%!"%$%&(!图 (!2((&

在空间探索实验中% 老年对照组小鼠目标象限持续时间
!!"%$%&(和穿越平台区次数!!"%$%((均显著低于青年对照组#
与老年对照组相比%%$%&\和 %$(\两个 AB’ 剂量干预均能使
小鼠在目标象限的持续时间延长% 使穿越平台区次数增加%差
异具有显著性!%$%&\AB’ 组对比老年对照组%两个指标均 !"
%$%&#%$(\AB’老年对照组%两个指标均 !"%$%&(!图 (!6((&
/FG 绿茶多酚对老龄 "#$%&I()小鼠跳台实验结果的影响
跳台实验中%随着年龄的增加%M&H小鼠的跳台潜伏期明

显下降!!"%$%%((%%$%&\*%$(\AB’干预组 M&H小鼠的跳台潜
伏期均显著高于老年对照组!%$%&\AB’ 组对比老年对照组%
!"%$%&#%$(\AB’ 组对比老年对照组%!"%$%&(%而各组小鼠的
错误次数差异无显著性!$]I%H%^_($EI%%!‘%$%&(!表 ?(&
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表 ! 绿茶多酚对 "#$%&’() 小鼠血清 *+, 和

-*./01活性的影响!!!!""
23456 7 8996:; <9 -2" <= ;>6 3:;?@?;?6A <9 *+, 3=B

-*./01 ?= ;>6 A6CDE!!!!""

图 F 绿茶多酚对 "#$ 小鼠 G<CC?A 水迷宫的影响
H?IJ F 8996:; <9 -2" <= AK3;?35 563C=?=I 3=B E6E<CL <9 E?:6 ?= GMG

注!与老年对照组相比"! 为 !"#$%&"!! 为!"%$%’
()*+,- ./ !"%$%&0 !!1 !"%$%’ 2, 3)4526+7 89*: *:+ 2;+7 3)<*6)= ;6)>5

NJO 绿茶多酚对老龄 "P$%&’() 小鼠血清 *+, 和 -*.Q01

活性的影响

从表 ? 可以看出! 随着 @AB 干预剂量的增加!CDE 活性
和 @CFGBH活性均呈现上升的趋势!各组间两两比较发现!与
老年对照组相比!%$%&I"%$’I@AB干预能够显著增加 CDE 酶
的活性#%$%&I@AB组对比老年对照组!!"%$%&$%$’I@AB 组对
比老年对照组!!"%$%’%!%$’I@AB 能够增加 @CFGBH 酶的活

性#!"%$%%’%&

NRP 绿茶多酚对老龄 "P$%&’() 小鼠海马突触后致密物/SP
!0*,SP"和钙离子’钙调素依赖性蛋白激酶 TT!"3GUTT"
蛋白表达的影响

海马突触后致密物GJ&#BCEJ&%和钙离子K钙调素依赖性
蛋白激酶 LL#M2NOLL%是突触后致密物的主要组成蛋白& 本实
验研究发现! 老年对照组小鼠 BCEJ& 和 M2NOLL 的蛋白表达
量显著低于青年对照 #BCEJ&!!"%$%%’$M2NOLL!!"%$%%’%!
%$%&I和 %$’I@AB 干预组中!M&P 小鼠海马中这两种蛋白明
显增加 #BCEJ&’%$%&I@AB 组对比老年对照组!!"%$%&$%$’I
组对比老年对照组!!"%$%’&M2NOLL’%$%&I@AB组对比老年对
照组!!"%$%%’$%$’I@AB 组对比老年对照组!!"%$%’%&图 Q#2%
为各组小鼠 BCEJ&#J& RE%和 M2NOLL#&% RE%蛋白表达的代
表性 S+,*+6< T=)* 图片$图 Q#T%为对 S+,*+6< T=)* 条带的半定
量灰度分析!其中 ! 肌动蛋白作为内参!老年对照组的灰度
值设为 ’$%& 各组结果以至少 U 只小鼠的""!# 表示&

7 讨论
茶多酚属于多酚类物质中的黄酮类!是一组多酚类化合

物的混合物!被机体摄入后在肠道内吸收 VWX!在肠上皮细胞或
者肝细胞中被甲基化#4+*:Y=2*9)<%(硫酸盐化#,>=Z2*9)<%或葡
萄糖脂化#;=>3>6)<972*9)<%成结合物!然后与血清蛋白结合 VJX!
通过血液循环到达各种靶器官& 也有部分吸收后主要以原型
的形式存在于血液和靶器官中如 [@M@! 占体内总 [@M@ 量
的 PP"& 目前!许多研究结果已经证明!茶多酚及其代谢产物

组别 数量
总 CDE 活力
K#\)4]G’%

@CFGBH活力

K\
老年对照组

青年对照组

%$%Q&I@AB 组
%$%&I@AB 组
%$’I@AB组

’&
’&
’&
’&
’&

??’$UP!’’$J^
?J’$JQ!U$WJ_..

?&?$JP!’%$J’
?PQ$%’!P$U^.

?U&$PW!’?$J&..

U%^$’^!’%&$PJ
’ ’U’$’&!&?$’^...

UJJ$JW!^&$WW
J’U$?Q!WU$JP

’ Q%%$J^!&%$’’...

注!与老年对照组相比". 为 !"%$%&"..为 !"%$%’"... 为 !"%$%%’#
()*+,- .1 !"%$%&0 ..1 !"%$%’0 ...1 !"%$%%’ 2, 3)4526+7 89*: *:+

2;+7 3)<*6)= ;6)>5$
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图 ! 海马中 "#$%& 和 ’()*++ 蛋白表达水平
,-./ ! 012134 56 "#7%8 (9: ’()*++ ;<5=1-9 -9 =>1 >-;;5?(@;A4
注!与老年对照组相比"! 为 !"#$%&"!! 为!"%$%’"!!! 为!"%$%%’

()*+,- ./ !"%$%&0 !!1 !"%$%’0 !!!1 !"%$%%’ 2, 3)4526+7 89*: *:+ 2;+7 3)<*6)= ;6)>5

能够通过血脑屏障进入神经系统! ?>;24>42@AB用化学发光方
法证明了 CDED能够透过血脑屏障!最近 FG7 C= H):,+<等@IB

通过给大鼠口服 ’%% 4;JK; 的 CE"用高效液相色谱在大鼠脑
组织中测得甲基化和葡萄糖脂化的 CE 的存在! 以上结果均
能证明茶多酚能够通过血脑屏障进入脑组织"成为其能发挥
神经保护作用的前提!
在本实验中"H)669, 水迷宫的定位航行实验结果表明"随

着训练天数的增加"各组 E&L 小鼠的逃避潜伏期和游泳距离
均逐渐缩短"各组小鼠均逐渐学会寻找水下平台"但是各组
间的比较差异具有显著性" 与老年对照组相比" 绿茶多酚

%$%&M和 %$’M干预组的逃避潜伏期和游泳距离均显著减少"
与青年对照组无差异"而绿茶多酚 %$%N&M干预组虽然有下降
的趋势"但是与老年对照组相比没有统计学差异! 同时"在跳
台实验中的记忆成绩结果表明"与老年对照组相比"%$%&M和
%$’M干预组小鼠的潜伏期明显延长! 以上结果可以看出"绿
茶多酚能够预防 E&L 老年小鼠的空间学习记忆能力和被动
回避反应能力的下降!
目前"有关自由基学说已被人们所接受"自由基学说及

有关抗氧化指标的测定已成为阐述抗衰老物质作用机制的

通用方法! 目前研究也表明氧化应激也是造成衰老性学习记
忆下降的机制之一@’NB! 本研究表明"%$%&M和 %$’M剂量的绿茶
多酚干预能够提高老年 E&L 小鼠血清中的超氧化物岐化酶
#?OP$%谷胱甘肽过氧化物酶&D?QRST$的活性"提示绿茶多
酚可以提高 E&L 小鼠整体的抗氧化水平"从而减轻小鼠的衰
老水平’
目前"神经系统的突触结构已经成为学习记忆的研究热

点"突触的长时程增强被视为学习记忆产生的机制! 化学突
触的突触后膜含有丰富的蛋白"构成电子显微镜下能够观察

到得突触后致密物&S),*R?U<25*93 P+<,9*U"S?P$! 该突触后致
密物对神经传递和突触可塑性具有重要的作用 @’VB! 最近的研
究发现衰老性学习记忆衰退大鼠的突触后致密物体积减少"
可能是衰老性学习记忆下降的主要机制之一"而体积的减少
也就提示构成突触后致密物的蛋白含量减少 @’WR’&B! 本研究结
果发现构成突触后致密物的两种主要蛋白 S?PI& 和 E2HXYY
蛋白在老年对照 E&L 小鼠海马中比青年小鼠显著减少 "而

%$%&M和 %$’MDZS能够显著增加这两种蛋白! 本研究提示绿
茶多酚可能能够调节突触的结构来预防衰老性学习记忆功

能的减退"以往的研究也发现绿茶中含有的多酚类化合物如

CDED 和 CE 能够调节神经细胞内的一些信号传导通路以达
到神经保护作用 @’[B"并且能够促进轴突的生长 @’LR’AB!

B 结论
综上所述"本研究结果表明绿茶多酚是一种能够预防衰老

性学习记忆功能减退的天然生物活性物质"因此"每天喝绿茶
也许能够显著提高老年人的学习记忆水平和晚年生活质量!
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