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摘要 详细介绍了茶多酚保护脑神经防止 PD损伤作用及其分子机理．家族遗传虽然是帕金森病(PD)的重要因素，但主要与
环境因素有关(大约 70%)，其中氧化应激在致病机理中发挥着重要作用．茶多酚的抗氧化作用和及饮后可以进入血液甚至穿
越血脑屏障为其保护脑神经防止 PD提供了重要条件．在细胞水平，选择 6-OHDA诱导的 PC12和 SH-SY5Y细胞作为细胞
模型,结果表明，茶多酚预处理可明显减少细胞的凋亡率，防止线粒体膜电位下降，降低细胞内活性氧和钙离子累积．茶多
酚还可以抑制 6-OHDA诱导 NO升高和 nNOS与 iNOS过量表达，降低细胞内蛋白质结合硝基酪氨酸水平．在动物水平，利
用 6-OHDA建立 PD大鼠模型，探讨茶多酚对其保护作用机制．结果发现，茶多酚可以浓度和时间依赖性减轻 6-OHDA诱
导产生的旋转行为，降低中脑和纹状体中 ROS和 NO含量、脂质过氧化程度、硝酸盐 /亚硝酸盐含量、蛋白质结合硝基酪氨
酸浓度，同时降低 nNOS和 iNOS表达水平．茶多酚预处理可增加黑质致密部存活神经元，减少凋亡细胞．上述实验结果证
明，口服茶多酚可以有效保护脑组织免于 6-OHDA损伤引起的神经细胞死亡，其保护作用可能是通过 ROS和 NO的途径减
少过氧亚硝基的生成实现的．
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随着社会老龄化趋势的进一步发展，帕金森病

(PD)的发病率和患病率也逐年增加．PD在 55岁以
上的人群中的发病率为 1.4%，而在 75岁以上的人
群中为 3.4%，预计到 2010年中国的 PD患者将增
加到 1 500万．由于该病具有严重致残性、持续进
展性以及目前为止治疗上的“无法根治性”，直接

导致大量的帕金森病患者丧失了日常生活、工作和

学习能力，给病人、家庭和社会都带来了沉重的负

担．虽然世界各国对此进行了大量研究，也对 PD
的发病机理有了一定认识，但还没有确切可靠的药

物阻断 PD的发病进程，现用的一些药物多具有毒
副作用．因而在分子、细胞、动物水平上深入研究

帕金森病的发病机理，寻求有效的预防及治疗药物

和方法，不仅可以提高中老年人的生活质量，减轻

家庭和社会的负担，更可以为人类在新世纪中破译

脑的奥秘，最终战胜脑疾病提供重要的线索和

依据．

茶叶在中国和世界已有几千年栽种和饮用历

史．喝茶有助于健康已被广大人民所接受，喝茶可

以预防一些疾病也被流行病学研究证实．研究表

明，茶叶中对身体健康最有益的物质是具有很强抗

氧化能力的茶多酚．茶多酚占茶叶干重的 30%左
右，其结构如图 1所示．茶多酚可以有效地清除氧
自由基和脂类自由基，预防脂质过氧化，而且具有

抑制肿瘤发生和和防治神经退行性疾病等功能．喝

茶和茶多酚也能保护神经细胞和预防乃至治疗 PD
吗？多年来我们对此进行了系统的研究，发表了一

系列论文，其中一篇发表在 Biological Psychiatry杂
志 上 ， 题 目 是 《 Protective effects of green tea
polyphenols in the 6-OHDA rat model of Parkinson's
disease through inhibition of ROS-NO pathway》，该
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杂志为此文发布了一个新闻，该文还被《自然》

(Nature)的网上杂志《自然中国》选为来自中国大陆
和香港的突出科学研究成果．这里对茶多酚的抗氧

化作用及其保护脑神经防止帕金森病损伤作用及其

分子机理进行了总结，就茶多酚保护脑神经、预防

和防治 PD作用及其分子机理作一阐述，以推动茶
多酚的深入研究和利用，服务于人类健康和防病

治病．

1 帕金森病的致病机理

PD是老年人群中发病率很高的一种神经系统
退行性疾病，其主要病理特征为选择性的黑质和纹

状体多巴胺能神经元的减少、丧失和黑体 -纹状体
束的病理性改变，从而引起运动障碍，以僵直、震

颤、运动迟缓为主要临床特征．目前发病机制一般

认为是由于中脑黑质的多巴胺能神经元的变性坏

死，使通过黑质纹状体通路作用于纹状体的神经递

质多巴胺(DA)减少，造成纹状体内多巴胺和乙酰
胆碱(Ach)两种递质的平衡失调而发病．黑质神经
元消失具有特殊分布区，主要在致密带．所有受损

区除神经元脱失外，还伴有胶质细胞增生，残存的

色素细胞亦可出现色素减少或色素外溢，部分细胞

出现 Lewy body，可观察到 琢-synuclein和 ubiquitin
形成的直径 7～12 nm的纤维[1]．PD的致病因素有
遗传和环境两种，前者占大约 30%．后者占大约
70%．
1.1 帕金森病的致病的遗传因素

PD相关基因即致病基因和易感基因目前发现
的 有 琢-synuclein 基 因 和 Parkin 基 因 等 ．

琢-synuclein 定位在 4q21～23，其 209 位的鸟嘌呤
突变为腺嘌呤，导致 琢-synuclein蛋白 53位丙氨酸
突变为苏氨酸．丙氨酸本来位于 琢 螺旋中，在 琢

螺旋的周围为 茁折叠，这种替换干扰了 琢螺旋的
形成，使 茁折叠延长，聚集的 茁折叠参与了蛋白
质的自我凝聚，导致形成淀粉样的纤维结构，参与

Lewy小体的形成．另外，发现第二个 琢-synuclein
的突变体(Ala30Pro)，较野生型的可形成更多的片
层和成熟的纤维丝，容易与泛醌结合、沉淀而被包

裹[2]．Parkin基因位于 6q25.2～27上，有多处突变
发生．Parkin蛋白主要分布在细胞的高尔基体上，
其功能还不清楚，可能参与清除残缺蛋白质和调节

基因的表达．Parkin基因的突变或缺失，可能会干
扰泛醌介导的蛋白质水解通路，导致黑质神经元的

死亡，其确切机制仍有待于进一步阐明[3]．

另外，在 PD病人中，琢-synuclein的突变导致
了多种细胞毒性物质的累积，包括蛋白酶功能的抑

制，囊泡通透性的上升，线粒体损伤．这些可能是

通过两条不同的途径：a．细胞内 ATP减少，加剧
了蛋白酶的功能丧失，进一步加强了蛋白质沉积；

b．parkin基因突变降低了黑质神经元对抗氧化应
激的能力，可能是因为 Parkin蛋白作为蛋白质 -泛
素连接酶的功能丧失，进而影响到毒性蛋白的降

解．另外，UCHL1的突变也可能影响到蛋白酶的
功能或者是 琢-synuclein的浓度．尽管在疾病的发
生过程中，有纤维化颗粒形成，但 琢-synuclein的
纤维化聚集并不是主要的致病因素．在发病的早期

琢-synuclein起主要的调节作用，但在后期导致了神
经元功能的紊乱，最终直至细胞死亡．

1.2 氧化应激与 PD
环境因素包括一些环境产生的神经毒剂，如

6-OHDA，MTPT，除草剂，鱼藤酮等，它们都会
引起多巴胺神经元的损伤甚至凋亡．这些神经毒剂

引起多巴胺神经元损伤和凋亡的共同特征是通过氧

化应激，即产生活性氧(ROS)和活性氮(RNS)．神
经递质多巴胺可以通过化学反应或酶反应产生

ROS．人脑内黑质区金属离子铁的含量较高．过量
生成的活性氧自由基，攻击生物大分子，消耗抗氧

化物质，破坏了细胞的抗氧化防御系统，增加了细

胞的氧化应激．更为严重的是氧化还原平衡的破

坏，进一步导致线粒体电子传递链受阻，呼吸衰

竭，产生能量危机，形成氧化应激和线粒体损伤的

反馈循环，最终导致多巴胺能神经元过度的损伤和

缺失，产生 PD的临床症状．
氧化应激在 PD发病过程中发挥着重要作用．

脑组织的氧代谢率很高，同时抗氧化剂的保护机制

又相对缺乏．这就导致脑组织的 ROS代谢相对容

Fig. 1 Chemical structure of green tea catechins
图 1 茶多酚的化学结构

(-)-表儿茶素 (EC): R1=H, R2=H;

(-)-没食子儿茶素 (EGC): R1=H, R2=OH;

(-)-儿茶素没食子酸酯 (ECG): R1=X, R2=H;

(-)-没食子儿茶素没食子酸酯 (EGCG): R1=X, R2=OH.
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易失去平衡．线粒体是 ROS敏感的细胞器之一，
过量的 ROS不仅影响线粒体“能量工厂”的正常
功能，而且还能反馈性增加 ROS和 RNS的产生，
释放凋亡因子细胞色素 C，激活 Caspases蛋白家
族，导致细胞凋亡．许多环境因素和代谢毒素都可

以诱导产生过量的 ROS及 RNS，而引起不同程度
的细胞毒性作用．过量的 ROS及 RNS不仅可以影
响细胞膜的通透性，引起 Ca2+内流和细胞第二信

使含量的升高，进而激活多条氧化还原通路．大量

证据表明在 PD的发病过程中，活性氧与不同的突
变蛋白相互协同作用，共同调节了蛋白质的纤维沉

积，促进神经元凋亡，甚至死亡[4, 5]．

大量研究表明，过量的一氧化氮(NO)可以诱
导神经元凋亡．在病理条件下，ROS和 NO 的产
量都大大增加，二者极易发生反应生成过氧亚硝

基．过氧亚硝基是强氧化剂，可以与蛋白质的巯基

反应，或者硝基化芳香族氨基酸，影响它们在信号

传导中的功能．此外，过氧亚硝基可以氧化脂类，

蛋白质和 DNA，从而破坏其功能．NO还可与 Fe
配基反应，使 Fe(芋)通过与 NO结合而还原，产生
的 Fe2+-NO+，进一步与细胞内的巯基反应，使其亚

硝基化[6]．NO还参与了 PD病多巴胺能神经元的降
解[7]．

PD的治疗目前采用药物、手术和基因治疗等
方法，但是效果都不是很理想，一些药物和方法副

作用很严重．通过抗氧化剂等维持细胞内的氧化还

原状态，抑制细胞凋亡，从而减缓或阻止神经元的

降解是一个重要的途径．研究发现，抗氧化剂对神

经有明显保护作用，例如天然抗氧化剂银杏提取物

对许多环境因素引起的神经元凋亡，有较强的保护

作用[8]．另外，其他黄酮类和多酚类物质如茶多酚

在体内外的许多氧化损伤体系中，也都有抑制凋亡

信号，阻止凋亡发生，减缓或保护神经退行性疾病

发生的功能[9～13]．

2 茶多酚的代谢

健康人饮用绿茶(按体重 20 mg/kg)后，血浆中
的茶多酚单体 EGCG、EGC、EC 在 1.3～1.6 h 达
到峰值，最大浓度分别为(77.9依22.2), (223.4依35.2),
(124.03依7.86) 滋g/L，在血浆中的半衰期为(3.4依0.3),
(1.7依0.4), (2.0依0.4) h．在 1 h收集的样品中，77%
EGCG、31% EGC、21% EC以游离态存在，到 5 h
64%的 EGCG 以游离态存在，而 EGC 和 EC 为
40%～50%．大部分结合态的儿茶素以糖基化形式

存在，人喝茶后 1 h，在血浆中可检测到 EGCG主
要以三种存在形式，其中糖基化占 8%～19%、硫
基化占 58%～72%和自由态 12%～28%；EGC 的
57%～71%为糖基化形式，23%～36%为硫基化形
式，而自由态为 3%～13%．此外，在体内检测到
儿茶素的代谢产物，在血浆及尿中有高水平的

4忆-O-甲基 -EGC.口服绿茶 1.7 h后，4忆-O-Me-EGC
在血浆中达到峰值，浓度为 1.2～2.2 mg/L，远高
于 EGC 的浓度．4忆-O-Me-EGC 的半衰期为 (4.4依
1.1) h．在血浆和尿液中也检测到 EGC和 EC的两
个裂环代谢物，它们在 3 h后出现，并在 8～15 h
达到峰值[14]．

将放射标记的 3H-EGCG通过胃饲给小鼠，1 h
后在小鼠的胃、小肠、结肠中分别保留放射活性的

30.7%，40.6%和 3.9%，至 24 h后，消化道中的放
射活性残留为 19.5%．给药 1 h后，少量放射性在
小鼠多处器官被发现，包括血液、肝、脑、心脏、

皮肤等．至 6 h，放射活性迅速增加，此后直至
24 h，放射活性仍以缓慢的速度在各组织中累积，
脑中的 EGCG 浓度最高可达 0.22 滋mol/L．另外，
经常饮用绿茶可以使机体中保持较高的茶多酚水

平．首次给药后 6 h再给以相同剂量的 3H-EGCG，
脑中的放射性比单次给药的增加 6倍左右[15]．在细

胞实验中用 3H-EGCG标记细胞，放射活性在细胞
膜、细胞质和细胞核都有分布，表明 EGCG可以
穿过细胞膜．在肿瘤细胞上发现一种 67 ku的层粘
连蛋白受体(67LR)，其可以加强 EGCG 与肿瘤细
胞的结合，并且层粘连蛋白可以和 EGCG发生竞
争性抑制，而 67LR 仅对 EGCG 有增强结合的作
用，其他的茶多酚单体不受其影响，说明 67LR可
能是 EGCG的受体．目前在脑内还没有相关的报
道[16]．

这些研究表明茶多酚不仅可以进入血浆，而且

可以穿透血脑屏障，这就为我们利用茶多酚保护脑

神经细胞防治 PD提供了必要条件．

3 茶多酚保护脑神经细胞防止帕金森症病

损伤作用及其分子机理

应用 6-OHDA诱导 PD病理细胞模型，我们评
价了茶多酚的神经保护作用．结果表明，茶多酚预

处理可明显改变凋亡细胞核变化，减少 6-OHDA
诱导的早期凋亡率，防止线粒体膜电位下降，降低

细胞内活性氧和钙离子累积．茶多酚还可以抑制

6-OHDA诱导 NO含量升高和 nNOS与 iNOS过量
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表达，降低细胞内蛋白结合硝基酪氨酸水平．此

外，茶多酚对 6-OHDA自氧化有浓度 -时间依赖性
抑制作用[9～11]．利用 6-OHDA建立半 PD大鼠模型，
探讨茶多酚对其保护作用机制，结果发现，

6-OHDA诱导动物旋转行为是时间依赖性的，茶多
酚可以浓度和时间依赖性减轻 6-OHDA 诱导产生
的旋转行为，降低中脑和纹状体中 ROS和 NO含
量、脂质过氧化程度、硝酸盐 /亚硝酸盐含量、蛋
白质结合硝基酪氨酸浓度，同时降低 nNOS 和
iNOS表达水平．茶多酚预处理可增加黑质致密部
存活神经元，抗氧化水平和减少凋亡细胞．口服茶

多酚可以有效保护脑组织免于 6-OHDA 损伤引起
的神经细胞死亡，其保护作用可能是通过 ROS和
NO的途径实现的[17]，为茶多酚的神经保护理论提

供了实验证据，为预防和治疗 PD提供了新的思路.
3.1 在细胞水平茶多酚对帕金森症损伤的防护

作用

在细胞水平上，我们应用MTT、荧光显微镜、
流式细胞分析和 DNA电泳等技术和方法研究了茶
多酚及其单体化合物对 6-OHDA诱导的 PC12细胞
凋亡的神经保护作用．通过对 6-OHDA 单独处理
的和茶多酚提前处理过而后用 6-OHDA处理的
PC12细胞的形态，生理功能状态变化的研究，我
们发现茶多酚和其主要成分 EGCG 和 ECG，在
100～200 滋mol/L浓度范围内，表现出明确的保护
氧化应激诱导的细胞凋亡作用，其他单体化合物没

有表现这种保护作用[9, 10]．

应用氧化应激诱导 PD 病理细胞 SH-SY5Y 模
型，我们评价了茶多酚的神经保护作用，结果表

明，茶多酚预处理可明显减少 6-OHDA诱导的早期
凋亡引起细胞核变化，防止线粒体膜电位下降，降

低细胞内活性氧和钙离子累积．茶多酚还可以抑制

6-OHDA诱导 NO含量升高和 nNOS与 iNOS过量
表达，降低细胞内蛋白质结合硝基酪氨酸水平．此

外，茶多酚对 6-OHDA自氧化有浓度 -时间依赖性
抑制作用 [18]．以不同浓度 6-OHDA (1 滋mol/L～
0.5 mmol/L)处理 SH-SY5Y细胞，MTT法测定细胞
活力．6-OHDA以浓度及时间依赖性的方式导致细
胞活力的降低．75 滋mol/L和 100 滋mol/L 6-OHDA
处理 24 h 后，细胞活力分别降为对照的 60%和
35%左右．茶多酚单独处理 24 h，结果显示在低浓
度时，细胞活力升高，而在高浓度时，细胞活力下

降到大约 80%．用不同浓度茶多酚预处理 1 h，结
果显示茶多酚对 6-OHDA所诱导的细胞活力下降

有浓度依赖性作用．细胞先同茶多酚(100 滋mol/L)
孵育 1 h，再与 100 滋mol/L 6-OHDA孵育 12, 18, 24,
48 h，细胞活力取决于共同孵育的时间，在 12 h和
24 h时细胞活力分别上升到大约 85%和 96%．
单独用儿茶素单体处理细胞 24 h，在 25～

500 滋mol/L ECG和 100～500 滋mol/L EGCG和 EC
时其细胞活力上升，然而，EGC在 25～400 滋mol/L
时使细胞活力下降到 70%～80%．先用儿茶素处理
1 h，再用 6-OHDA处理 24 h，细胞活力有明显的
升高．在 25～400 滋mol/L，EGCG，ECG和 EC的
保护作用有明显的增强，而 EGC有明显的负面作
用．茶多酚在 25 滋mol/L和 50 滋mol/L时与 EGCG
作用相似，在 100～400 滋mol/L时与 ECG作用相
似．因此，无论在哪种浓度下，茶多酚都对细胞活

力具有最大的增强作用．本实验中我们选择了

50，100和 200 滋mol/L三个浓度的茶多酚作为实
验浓度．细胞先用儿茶素单体处理 1 h，然后洗去
培养基，再用 6-OHDA 单独处理 24 h，儿茶素可
以削弱 6-OHDA所导致的细胞活力的降低，尽管
这种作用比共孵育时较弱，揭示了茶多酚及其单

体的抗氧化作用主要是发生在细胞内的．GSH清
除 ROS和 L-NMMA抑制 NO的产生都对 6-OHDA
诱导的细胞凋亡有剂量依赖性保护作用，说明茶多

酚可能也是通过这些特性来抑制 6-OHDA诱导的
细胞损伤的．

利用荧光显微镜观察核形态变化，对照细胞的

细胞核呈均匀荧光，当用 100 滋mol/L 6-OHDA处
理细胞 24 h之后，细胞核形态表现出明显的凋亡
变化，即核发生固缩或出现碎裂．但是这种核凋亡

的形态变化在用 50～200 滋mol/L茶多酚预处理后
明显减轻或者消失了，细胞核形态与正常细胞接

近．表明茶多酚对 6-OHDA 引起的细胞核凋亡的
变化有明显的保护作用．单独茶多酚没有明显的影

响．为了确定茶多酚对 6-OHDA 诱导的细胞凋亡
的保护作用，利用 Annexin V和 PI双染方法标记
细胞，做流式细胞分析．细胞被 6-OHDA处理 24 h
后，早期凋亡的细胞比率急剧增加至 53.06%，如
果事先用不同浓度的茶多酚处理，凋亡细胞的百分

比会明显下降．茶多酚的浓度从 50到 200 滋mol/L
增加时，细胞凋亡率随着浓度增加分别降至

8.77%，4.76%和 2.14%．而茶多酚单独处理没有
明显影响．

利用 DCFH-DA 荧光分析检测细胞内的活性
氧．100 滋mol/L 6-OHDA处理 24 h后，诱导细胞
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内活性氧信号显著增加 ( P < 0.01)， 而 50～
200 滋mol/L的茶多酚对活性氧的清除具有浓度依赖
效应．利用分光光度计分析细胞内亲脂性阳离子荧

光染料的含量变化来衡量线粒体膜电位变化．

6-OHDA处理 24 h，可以检测到荧光强度的显著下
降．SH-SY5Y细胞用 6-OHDA处理后导致荧光强
度降低表明线粒体膜电位的降低．茶多酚预处理可

以显著抑制线粒体膜电位的降低并具有浓度效应．

单独茶多酚处理可以使线粒体膜电位升高，提高细

胞的抗氧化能力．

为了检测凋亡细胞内钙离子的浓度，采用

SH-SY5Y细胞与荧光探针 Fluo-3 AM共同孵育的
方法．100 滋mol/L 6-OHDA导致细胞内钙离子上升
了 2.4倍( P < 0.01)．单独茶多酚(100 滋mol/L)也能
使细胞内钙离子浓度略有升高．6-OHDA与不同浓
度的茶多酚(50～200 滋mol/L)共同孵育 24 h，可使
细胞内钙离子浓度显著下降．茶多酚对 6-OHDA
导致的细胞内钙离子浓度升高有明显的抑制作用．

利用分子生物学技术检测细胞内 NO含量的变
化及 nNOS、iNOS表达的变化发现，6-OHDA 处
理可使 NO含量上升到 140% ( P < 0.01)，茶多酚对
NO没有明显的作用．6-OHDA导致的 NO含量的
升高可被不同浓度茶多酚(50，100，200 滋mol/L)所
抑制，并且具有浓度依赖效应，分别降至

108.01%，77.94%和 65.11%．6-OHDA可使细胞内
的 nNOS和 iNOS含量显著升高，而茶多酚的预处
理可剂量依赖性的下调 6-OHDA所致的细胞内的
nNOS 和 iNOS 含量． eNOS 的表达在各组间没有
明显的差异．过氧亚硝基使蛋白质结合酪氨酸发生

硝基化，产生 3-硝基酪氨酸，可利用 3-硝基酪氨
酸的特异性抗体，通过竞争性 ELISA 来测定．
6-OHDA可显著地增加蛋白质结合的硝基酪氨酸，
而 50，100，200 滋mol/L茶多酚分别使蛋白质结合
的硝基酪氨酸降到 11.21，7.66，4.05 滋mol/L，并
且具有浓度依赖效应．茶多酚单独处理组对蛋白质

结合的硝基酪氨酸含量没有明显影响．Levites
等 [10, 11]在 SH-SY5Y 细胞内，茶多酚可以抑制
6-OHDA诱导的 NF-资B的转运和结合提示茶多酚
可能通过抑制 iNOS的活性而发挥保护作用．
3.2 在动物水平茶多酚对帕金森症损伤的防护

作用

在细胞实验的基础上，我们又建立了 6-OHDA
诱导的小鼠 PD 亚急性动物模型 [17]．在试验过程

中，动物的饮水和体重被严格监控．四组动物每日

的饮水量相似，没有明显差异．动物服用茶多酚的

剂量为在低剂量组和高剂量组分别是 150 mg/kg·d
和 450 mg/kg·d．试验中各组动物体重之间没有明
显的差异，另外，茶多酚预处理 7天及手术后连续
处理 21天没有发现对动物有任何副作用．
采用阿朴吗啡(apomorphine)诱导动物旋转的方

法，以评估 PD动物模型的建立[19]．大鼠腹腔注射

阿朴吗啡(0.25 mg/kg)诱发起旋转行为，约 3～5 min
动物出现旋转，记录 30 min内的旋转圈数及方向，
平均每分钟 7圈以上者为合格的帕金森病大鼠模
型．6-OHDA注射后，大鼠的旋转行为随时间的增
加而递增，到三周时达到稳定，说明 6-OHDA单
侧注射前脑内侧束所导致的黑质致密部多巴胺能神

经元的凋亡是时间依赖性的．茶多酚预处理表明，

茶多酚可以明显降低大鼠的旋转数，并且随时间延

长其作用越发明显，提示茶多酚可以有效地对大鼠

黑质致密部神经元进行保护．

动物手术后，分别于一周，两周，三周时，测

量了脑组织中产生的活性氧和一氧化氮，脑匀浆的

脂质过氧化水平，脑匀浆的抗氧化能力，以评价

6-OHDA所产生的活性氧和活性氮对脑组织的损伤
效果．6-OHDA注射后，ESR实验表明，与阴性对
照组相比，6-OHDA 注射使得中脑和纹状体内的
ROS和 NO的含量都有所上升．茶多酚预处理可
以明显降低损伤侧的 ROS和 NO的产生，甚至使
对照侧明显低于阴性对照组的对照侧，并且有时间

和剂量依赖效应．

6-OHDA注射后脂质过氧化水平用 TBARS的
含量表示．6-OHDA的损伤使得 TBARS水平在第
一周时均高于阴性对照组，并且在中脑和海马内随

时间递增而上升．在中脑和纹状体内，茶多酚预处

理都使 TBARS水平有明显的降低，并且具有时间
依赖效应．为了更准确地评价茶多酚在 6-OHDA
诱导的半 PD大鼠中的保护效果，我们进一步检测
了脑匀浆的抗氧化水平，测定了对超氧阴离子自由

基和羟基自由基的清除效果．6-OHDA损伤侧中脑
和纹状体内脑匀浆清除超氧阴离子自由基的能力比

阴性对照组显著下降了 66%和 40%，并且有时间
依赖效应．茶多酚预处理使得损伤侧中脑和纹状体

内脑匀浆清除超氧阴离子自由基的能力显著升高，

并且是时间和剂量依赖性的．对羟基自由基的清除

能力与清除超氧阴离子能力类似．

为了进一步确定一氧化氮在 6-OHDA 诱导大
鼠 PD模型中的作用，我们用 Griess法进一步检测
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了一氧化氮的终产物硝酸盐 /亚硝酸盐的产量．与
阴性对照组相比，6-OHDA注射侧中脑和纹状体内
硝酸盐 / 亚硝酸盐显著升高，并且具有时间依赖
性．茶多酚预处理剂量和时间依赖性降低了中脑和

纹状体内脑匀浆的硝酸盐 /亚硝酸盐水平．同时，
茶多酚预处理都使得对照侧中脑和纹状体内硝酸

盐 /亚硝酸盐水平显著下降，并且具有剂量和时间
效应．

利用分子生物学技术检测发现，6-OHDA显著
增加了中脑和纹状体内 nNOS和 iNOS的蛋白质表
达，并且是具有时间依赖效应的．茶多酚预处理可

以显著降低中脑和纹状体内的 nNOS和 iNOS的蛋
白表达． iNOS在阴性对照组也有表达，但表达量
比较低，可能是由于手术和灌胃刺激导致的．

与阴性对照相比，6-OHDA可显著提高中脑和
纹状体内蛋白结合硝基酪氨酸含量，并且在中脑内

有时间依赖效应，可能是与中脑黑质致密部神经元

的缺失有关．茶多酚可以剂量依赖性地降低蛋白质

结合硝基酪氨酸含量．用免疫组化的方法标记 TH
阳性神经元是观察中脑黑质多巴胺能神经元变化的

有效手段．对中脑黑质 TH 免疫活性的神经元用
DAB显色，在 6-OHDA注射三周后，正常组的动
物 TH 阳性神经元的数目比 6-OHDA 损伤一侧的
多，表明 6-OHDA对中脑的多巴胺能神经元有显
著的损伤作用．而低剂量和高剂量茶多酚可以明显

地保护多巴胺能神经元免受 6-OHDA的毒害．
在细胞凋亡过程中，细胞内 DNA内切酶被激

活，降解基因组 DNA，断裂的 DNA 碎片可以被
TUNEL试验特异性的检测，因此 TUNEL可以特
异性检测凋亡细胞．结果显示，阴性对照组黑质致

密部神经元没有特异性染色，6-OHDA 注射后三
周，几乎所有的 SNc区神经元都被特异性的着色，
显示 6-OHDA经前脑内侧束扩散到 SNc区，引起
SNc 区多巴胺能神经元的大量凋亡，同时，在
6-OHDA诱导凋亡的神经元中，部分神经纤维显示
TUNEL阳性，这种现象表明，断裂的 DNA碎片
在神经元中由胞体向神经纤维末端运输，是一种凋

亡神经元特有的现象，进一步说明 6-OHDA 注射
后神经元 DNA的断裂至少部分是由凋亡引起的．
茶多酚预处理剂量依赖性减少切片中凋亡神经元的

数目[17]．

Weinreb 等在 MPTP 诱导的 PD 小鼠模型中，
MPTP可以导致脑黑质部多巴胺神经原丢失，用茶
提取物(0.51 mg/kg)和茶多酚 EGCG(2,10 mg/kg)预

处理可以显著防止这一损伤，EGCG 还能阻止
MPTP引起的抗氧化酶的应激变化．体外运用酶动
力学方法，发现茶多酚在一定的浓度范围内对小鼠

脑MAO有明确的抑制作用，其作用机制为可逆的
非竞争性抑制．结果表明，茶多酚能够降低MPTP
处理的小鼠各个脑区的MAO的活性[20,21]．

归纳以上研究，我们可以用图 2表示茶多酚保
护神经细胞防止 6-OHDA 诱导 PD 损伤的分子
机理．

3.3 茶多酚的抗氧化作用

茶多酚的这些保护神经防止帕金森病损伤作用

与其抗氧化作用有着密切关系．一种抗氧化剂能否

抗氧化和抗氧化效率如何，一个很重要的性质就是

它对氧自由基的清除作用．我们系统研究了茶多酚

对不同体系氧自由基的清除作用．

Fig. 2 A hypothetical model diagramming for the
potential targets of green tea polyphenols (GTP) or
EGCG are suggested in cell signaling pathways affected

by 6鄄OHDA鄄induced oxidative stress
图 2 茶多酚 (GTP) 或者 EGCG 防止 6鄄OHDA 导致 PD

氧化损伤的靶位置和信号通路模型

①直接抑制 6-OHDA 导致 PD 氧化应激和清除 ROS；②抑制
6-OHDA 对 PKC 和 ERK1/2 的激活作用及 PKC 磷酸化；③抑制
NF-kB向细胞核转移和抑制其活性；④调节细胞死亡和周期；⑤调
节细胞内 NO水平和抑制过氧亚硝基生成．
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在体外，利用鲁米诺来检测 6-OHDA 自氧化
过程中产生的活性氧．茶多酚对 ROS的清除率有
浓度依赖效应．有意思的是，即便浓度很低的茶多

酚就可显著清除 6-OHDA自氧化过程中产生的活
性氧，而这是与茶多酚的抗氧化剂活性相关的．利

用 ESR 方法检测了纯化学体系中茶多酚对
6-OHDA 自氧化产生的醌类自由基的清除作用．
6-OHDA与不同浓度的茶多酚共同孵育，茶多酚对
6-OHDA自氧化产生的醌类自由基的清除作用具有
浓度依赖效应．相同浓度的茶多酚和 6-OHDA 共
孵育，在 10 min时清除率达到了 50%，20 min时
清除率几乎达到了 100%，表明茶多酚对 6-OHDA
自氧化产生的醌类自由基的清除同时具有时间依赖

效应．

我们用自旋捕集技术捕捉的用黄嘌呤氧化酶体

系和人嗜中性粒细胞呼吸爆发产生的氧自由基．在

这两个体系中茶多酚对超氧阴离子自由基的清除作

用远远大于的维生素 C和维生素 E[22]．4种单体对
氧自由基的清除作用也是不同的，它们混合在一起

对氧自由基的清除有协同作用和最佳清除比例[23]．

在从茶叶中提取以儿茶素作为主体成分的抗氧化剂

时，以保持原有儿茶素比例时其抗氧化效果最佳．

我们用自旋捕集技术研究了茶多酚和一些天然抗氧

化剂对对 ONOO原氧化活性的抑制作用，结果发现
茶多酚对 ONOO-清除作用远远大于维生素 C [24]．

我们研究和比较 4种茶多酚单体对铁诱导的脑
突触体脂质过氧化损伤的保护作用，并用自旋捕集

法研究比较它们清除脂类自由基的效果，探讨它们

对脑突触体脂质过氧化损伤的保护机理．结果发现

茶多酚 4种单体对脑突触体脂质过氧化过程形成的
TBA 反应物都有抑制作用．随 EGCG，ECG，
EGC和 EC浓度的增加，TBA反应物形成量逐渐
减小，抑制率逐渐增大，并具有很好的量效关系，

它们的 IC50 分别是 0.35 mmol/L， 0.24 mmol/L，
0.19 mmol/L和 0.11 mmol/L．我们用自旋捕集技术
研究了茶多酚 4种单体对脂类自由基的清除作用，
结果发现 ECG，EGCG，EC和 EGC的 IC50分别为

7.31 g/L，14.9 g/L，22.14 g/L和 59.28 g/L[25]．

不仅不同结构的茶多酚具有不同抗氧化性和对

不同自由基具有不同清除作用，即使相同结构但构

象不同的茶多酚异构体可能对自由基也有不同清除

作用．我们选择了三对结构相同的茶多酚异构体进

行了研究，发现它们确实具有不同抗氧化性，特别

是在较低浓度时对不同自由基具有不同清除作用表

现得更清楚[26, 27]．不仅不同结构的茶多酚对不同自

由基有不同的清除作用，而且，相同结构的不同异

构体对不同自由基也有不同的清除作用．这对我们

了解为什么在天然茶叶中存在不同茶多酚异构体和

我们考虑使用茶多酚作为抗氧化剂具有重要的

意义．

我们采用 Cu2+螯合剂 (OP)2Cu2+作为化学核酸

酶诱导 DNA损伤的模型,利用 ESR和化学发光技
术研究了 4种茶多酚单体对氧化损伤 DNA保护作
用机理[28]．结果发现它们对 DNA氧化损伤保护作
用的顺序为 ECG > EC > EGCG > EGC．为了确定
是什么自由基引起的 DNA损伤，我们用 ESR自旋
捕集技术测定了产生的自由基，结果发现捕集到的

是羟基自由基的波谱．而且发现，将 4种茶多酚单
体加入该体系对 ESR信号的清除作用的顺序也是
ECG > EC > EGCG > EGC．这就证明了在 (OP)
2Cu2+与过氧化氢及抗坏血酸反应体系引起 DNA损
伤的主要是羟基自由基．

我们研究了茶多酚对铅毒性的防护作用，发现

茶多酚可以防止铅毒性引起肝细胞膜脂质过氧化，

抑制铅毒性引起的神经细胞产生的活性氧自由基，

防止铅毒性引起的神经细胞内抗氧化剂的减

少[29～32]．

我们从茶多酚的分子结构和分子轨道量子化学

计算的结果探讨了茶多酚为什么可以清除氧自由基

及清除氧自由基的反应活性中心[33～35]．结果发现苯

环上两个酚羟基的 O—H键比苯并二氢吡喃上两
个酚羟基的 O—H的键强，说明当儿茶素与氧自由
基反应时，苯并二氢吡喃环上两个酚羟基的氢原子

比苯酚环上的两个羟基的氢原子更容易被抽走．儿

茶素自由基反应时在苯并二氢吡喃环上也形成类似

的醌自由基．这一结论与前面用 ESR检测到儿茶
素与氧自由基反应生成的半醌自由基是一致的．这

就使茶多酚清除氧自由基和抗氧化的分子机理的研

究深入了一步．

从以上结果和讨论可以看出，作为茶叶主要成

分的茶多酚对氧自由基的清除作用是很强的．由此

可以得出结论，茶多酚的抗氧化作用在饮茶的健康

益处和保护神经防止帕金森病损伤作用中起着重要

作用．目前这个项目正在宣武医院进行临床实验，

如果取得成功，将为广大患者和老年人带来福音．

当然，茶多酚可以有效防治神经退行性疾病等功能

尚需大量流行病学资料进一步证实．茶多酚是从绿

茶中提取的多酚类化合物，尽管毒性实验表明很高
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剂量才有毒性．但是，凡事总有个“度”，任何好

东西，过分就会有负面效应．希望每个人根据自己

实际情况饮茶，如果直接食用茶多酚，应当根据医

生嘱咐和说明书的用量．
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Abstract About 70% of Parkinson蒺s pathogenesis comes from environment factor and one important of which is
oxidative stress although the genetic factor plays an important role. The antioxidant of green tea polyphenols(GTP)
and they can enter into plasma even penetrate blood brain barie provides an important condition for the protective
effects of GTP against Parkinson蒺s Disease(PD). In cellular model the protective mechanisms of GTP on PC12 and
SH-SY5Y cells against apoptosis induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) were investigated. GTP attenuated
6-OHDA-induced early apoptosis, prevented the decrease in mitochondrial membrane potential, suppressed
accumulation of reactive oxygen species (ROS) and of intracellular free Ca2+. GTP also counteracted
6-OHDA-induced nitric oxide increase and over-expression of nNOS and iNOS, and decreased the level of protein
bound 3-Nitro-tyrosine (3-NT). Using PD rat model injected by 6-OHDA, the effect of GTP were investigated on
animal model. Results showed that GTP attenuated the injury in a dose and time dependent manner. Pretreatment
of the animals with GTP decreased ROS and NO production, thiobarituric acid reactive substances content,
nitrite/nitrate concentration, and protein bound 3-Nitro-tyrosine (3-NT) in brain homogenate of midbrain and
striatum in a concentration and time dependent manner. NOS participated in the neuron death induced by 6-OHDA
and it was found that the pretreatment with GTP could decrease the protein level of nNOS and iNOS. More
neurons survived and less cells suffered apoptosis in the substantia nigra pars compacta (SNc) of GTP treated
animal brain. These results suggest that oral administration of GTP increases the antioxidant level in the brain and
protects the brain against cell death caused by 6-OHDA. The experimental results of present study support the
neuroprotection of GTP and provided new strategy of preventing and curing Parkinson蒺s diseases by ROS-NO
pathway.
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