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茶多酚和茶色素对紫外线照射致小鼠皮肤光老化的防护作用
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【摘　要】　目的:研究茶多酚 、茶色素对紫外线照射致小鼠皮肤光老化的防护作用。方法:光镜下观察茶多

酚 、茶色素对真皮弹性纤维的影响;通过嵌套 PCR检测皮肤组织线粒体 DNA(mtDNA)的缺失突变。结果:茶多

酚 、茶色素组的弹性纤维断裂 、卷曲的程度较模型组轻 , 且 mtDNA 的缺失突变也无模型组严重。 结论:茶多酚 、

茶色素能改善光老化模型小鼠真皮弹性纤维的病变 ,两者可不同程度地缓解小鼠皮肤组织 mtDNA 的缺失突变。

在延缓皮肤光老化作用茶色素与茶多酚无显著差别。
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　　紫外线照射可引起人体皮肤组织的光老化
[ 1]

。

茶多酚是绿茶的主要活性成份 ,包括黄烷醇类 、黄

烷双醇 、黄酮类和酚酸 ,其中黄烷醇类所占比重最

大 ,占多酚类总量的 80%,通常把黄烷醇类称为儿

茶素[ 2] 。茶色素是红茶的主要活性成份 ,它主要是

由儿茶素经多酚氧化酶与过氧化物酶的作用 ,氧化

并聚合而生成的[ 2] 。以往的实验证实茶多酚 、茶色

素均具有抗氧化作用
[ 3 ,4]

。然而有研究者认为后

者的抗氧化性不及前者 。本研究利用紫外线模拟

日光诱发小鼠皮肤光老化模型来观察灌胃或外涂

茶多酚 、茶色素对小鼠真皮弹性纤维及皮肤组织

mtDNA的缺失突变的影响;比较两者抗紫外线损伤

作用的强弱。

1　材　料

1.1　动　物

雌性断乳昆明小白鼠(合格证号:医动字第 26-

2001A009 )由广东省医学实验动物中心提供 ,4周

龄 , 平均体重 18±2 g 。动物在温度为 24±1 ℃和

相对湿度为(60±10)%的条件下饲养 ,饲以动物中

心提供的颗粒饲料。

1.2　光　源

紫外灯管(北京电光源研究所制造),6根 UVA

和1根 UVB ,每根 40 W。UVA和 UVB剂量用紫外

线强度测定仪(北京师范大学光电研究所制造)测

定。

1.3　药品与试剂

茶多酚(纯度 98%)、茶色素(纯度约 30%)均

由中国农业科学院茶叶科学研究所提供。蛋白酶

K购自德国 Merck 公司;Taq DNA 聚合酶 、dNTP 、

mtDNA 引物购自上海 Sangon 公司;Marker(#

SM0241-10)购自美国 MBI公司。

1.4　仪　器

RM2135型切片机(德国 LEICA 公司);Olympus

BH-2型光学显微镜(日本 Olympus公司);GeneAmp

PCR System 9600(美国 Perkin Elmer公司);Tiger Gel

凝胶图象分析仪(重庆大学 SCI 研究所);DY-3D型

多功能电泳仪(江苏兴化分析仪器厂);ZF 型紫外

透射反射分析仪(上海嘉定康华生化仪器制造厂)。

2　方　法

2.1　小鼠实验性光老化模型的建立

参考 Ian R.Record等的方法[ 5-7] 。各组小鼠称

重 ,做标记 ,全价颗粒饲料喂养一周 。除对照组外

其余各组小鼠将背部毛发剃干净 ,面积 2 cm ×2

cm。将小鼠置于荧光紫外灯下(UVA +UVB ,模拟

日光)照射 ,照射距离 100 cm。每天照射 15 min ,连

续照射 12周 ,UVB(280 ～ 320 nm)累积照射剂量是

1.8×10-4 W/cm2 , UVA(320 ～ 400 nm)累积照射剂

量是 1.2×10-4 W/cm2 ,造模完成。

2.2　动物分组

110只小鼠随机分为 11 组 , 10只/组 ,按给药

561

① 【收稿日期】　2003-04-11　　【＊通讯作者】　Tel:13917849102　Fax:021-64704543　E-mail:changsuhui@sohu.com



途径分为灌胃与外涂两部分:Ⅰ组:对照组(即正常

小鼠组);Ⅱ组:蒸馏水(ig)组(模型组);Ⅲ ～ Ⅴ组:

茶多酚(ig)高剂量(192 mg/kg)、中剂量(96 mg/

kg)、低剂量(48 mg/kg)组;Ⅵ ～ Ⅷ组:茶色素(ig)高

剂量(625 mg/kg)、中剂量(312.5 mg/kg)、低剂量

(156.25 mg/kg)组。 Ⅸ 组:外涂蒸馏水组(模型

组);Ⅹ组:外涂 5%茶多酚水溶液组;Ⅺ组:外涂

5%茶色素水溶液组。

2.3　动物处理

对照组:小鼠饲全价颗粒饲料 ,饮清洁自来水 。

灌胃组小鼠在实验第 2周开始预防性 ig 2 wk ,第 4

周开始进行紫外线照射 ,照射前 30 min ig 1次 ,直

至实验结束。外涂组小鼠在实验第 2周开始照射 ,

照射前 5 min在背部外涂受试物 1次(约 6.25 mg/

cm2),直至实验结束 。分别于实验第 13周末 、15周

末断脊处死外涂组和灌胃组小鼠 ,取背部皮肤组织

以测定指标。

2.4　指标测定

2.4.1　皮肤组织病理切片的制作　颈椎脱臼法处

死小鼠 ,取每组小鼠背部受照皮肤 ,置于 10%福尔

马林溶液中固定 48 h 以上 ,脱水 ,石蜡包埋 ,切片

(每个样本切片 4 ～ 6张),间苯二酚品红法染色和

树脂封片 。

2.4.2　皮肤组织 mtDNA缺失突变的检测　先用

酚-氯仿抽提法提取皮肤组织 DNA ,抽提出的 DNA

放4℃保存 24 h。在小鼠 mtDNA 基因第 5外显子

上设计两对引物[ 8] ,引物序列如下:F2 , taattcaagcc

tacgtattc(8549 ～ 8568);F3 , caagtccatgaccattaactgg(8644

～ 8665);R1 , gggatgtttttaggcttagg(13364 ～ 13383);R2 ,

gattttatgggtgtaatgcg(13338 ～ 13357),进行 Nested PCR

扩增;PCR反应总体积为 50 μl ,包括上游引物 F2

和下游引物 R1各 3 μl(20 μmol/L), dNTP 为 4 μl

(2.5 μm), 10×缓冲液 5 μl ,模板 DNA 5 μl(0.5 ～

1.0 μg)。反应条件:94℃预变性 4 min , 80℃加酶

(加Taq 酶 2 ～ 3 μ);94℃ 45 s , 55℃ 45 s , 72℃ 1

min ,循环 30 次;72℃ 4 min;最后 4℃永久保存 。

取初次PCR扩增产物 5 μl作为2次 PCR反应的模

板DNA ,引物改为上游引物 F3和下游引物 R2各 3

μl(20 μmol/L),其余各反应成分与初次 PCR扩增

体系相同 。取二次 PCR扩增产物 12 μl于 1.5%琼

脂糖凝胶(含溴化乙锭 0.5 μg/ml)中电泳 30 min

(电压 160 V 、70mA),紫外灯下观察电泳结果 ,可见

特异性扩增片段。

3　实验结果

3.1　皮肤组织切片观察

在光镜(×400)下观察真皮弹性纤维的病理学

改变:对照组小鼠真皮层可见波浪状弹性纤维 ,纤

维无卷曲扭结 、聚集成团 。模型组小鼠的弹性纤维

发生变性 、破坏乃至消失 ,纤维呈嗜碱性变 、无定

形 、颗粒状 ,出现断裂 、破碎 ,变粗 、卷曲扭结 、聚集

成团 ,甚至消失;说明本实验成功建立了小鼠皮肤

光老化模型 ,同时也说明长期紫外线照射可加速皮

肤老化。 ig 组小鼠真皮层可见波浪状弹性纤维 ,纤

维少见断裂 、破碎 ,卷曲扭结 、聚集成团 ,与模型组

比较有所改善;其中茶多酚或茶色素高剂量组的弹

性纤维受损程度较各自的中 、低剂量组轻 ,而中 、低

剂量组之间无显著差别。外涂组小鼠真皮层可见

完整的波浪状弹性纤维 ,少见断裂 、破碎 ,未出现卷

曲扭结 ,与模型组比较有明显改善;充分说明茶多

酚与茶色素的应用(ig 或外涂)能有效地改善小鼠

皮肤弹性纤维的病变 ,延缓皮肤的光老化。另观察

到茶多酚 、茶色素无论 ig 或外涂给药 ,两者之间均

无显著差别。

3.2　各组小鼠皮肤组织 mtDNA的缺失突变

小鼠线粒体基因缺失的鉴定:在小鼠皮肤标本

中 ,采用单纯随机抽样的方法 ,每组分别随机抽取

6例标本进行鉴定 ,结果见图 1和图 2:对各组小鼠

皮肤标本的 mtDNA 进行扩增 ,其扩增产物的琼脂

糖凝胶分析结果均显示标本的基因有缺失 , 且

mtDNA突变率接近 100%。对照组可见两条 mtD-

NA条带;模型组可见四条 mtDNA条带 ,说明在紫

外线的照射下 ,小鼠皮肤组织中的 mtDNA 的缺失

突变程度增加 。灌胃茶多酚或茶色素组与外涂茶

多酚组均是三条 mtDNA 条带 ,外涂茶色素组可见

两条 mtDNA条带 ,都比模型组的条带少 ,说明在茶

多酚 、茶色素的作用下 ,小鼠线粒体 DNA 的缺失突

变有所缓解。参照 Marker ,所有 PCR产物长度在

100 ～ 400 bp之间 。

4　讨　论

UVA主要作用于真皮 ,实验结果提示 ,模拟日

光照射可损伤真皮弹性纤维 ,同时 ,应用茶多酚 、茶

色素可有效地改善小鼠皮肤弹性纤维的受损 ,茶色
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Fig 1.Results of mtDNA deletion mutagenesis of mice skin administrat-

ed by gavage

M.Marker;Ⅰ .Control group;Ⅱ.model group;Ⅲ ～ Ⅴ.Tea

polyphenols administered by gavage at high , media , low dose;Ⅵ ～ Ⅷ .

Tea pigments administered by gavage at high , media , low dose

Fig 2.Results of mtDNA deletion mutagenesis of mice skin administrat-

ed topically.

M.Marker;Ⅰ .Control group;Ⅸ .Model group;Ⅹ .5%Tea polyphe-

nols administered topically;Ⅺ.5%Tea pigments administered topically

素的作用与茶多酚相似 ,两者均对受损的弹性纤维

表现出一定程度的保护作用。

mtDNA体细胞系突变与人类衰老及退行性变

化有密切关系[ 9-11] 。最近研究表明 ,在人类皮肤

中 ,mtDNA 突变的发生率与年龄无关 ,而与皮肤的

光老化程度密切相关
[ 12]

。有学者针对小鼠心 、脑 、

肾组织 mtDNA 的缺失突变进行研究 , 发现 989 ,

846 ,476 bp是最常见的 mtDNA缺失产物长度 ,111 ,

337 ,658 ,753 ,1251bp则不如前面三种长度常见[ 8] 。

本实验结果显示:光老化模型小鼠皮肤组织 mtDNA

缺失产物长度集中在 100 bp ～ 400 bp之间 ,其中包

括111和337 bp这两种长度 ,其余基因片段的长度

需进一步研究确定。但是无论基因片段长度如何 ,

模型组的 mtDNA 的缺失突变明显较对照组严重 ,

说明紫外线照射促进了小鼠皮肤组织 mtDNA 的缺

失突变 ,主要原因可能是紫外线诱发活性氧自由基

(reactive oxygen species , ROS)的产生 , ROS 在体内

的堆积造成线粒体 DNA 的损伤 ,最终导致组织功

能的不可逆性改变[ 8] 。

实验结果还表明茶多酚或茶色素作用组mtD-

NA的缺失突变不及模型组严重 。可能是因为茶多

酚 、茶色素是一类氧化还原电位较低的还原剂 ,能

提供氢质子与紫外线照射产生的 ROS 结合来消除

体内过量自由基 ,避免生物大分子的损伤[ 13] ;茶多

酚 、茶色素可通过提高 T-AOC 、SOD活性来清除大

量 ROS ;脂质过氧化进程中可产生多种具有中等反

应活性的脂自由基 L· 、LO· 、LOO· ,易穿透并扩散进

入细胞核 ,直接攻击 DNA或 RNA ,引起 DNA突变 ,

由于 mtDNA具有半自主性的特点 ,它还受细胞核

DNA的调控 ,所以细胞核 DNA的突变也会引起线

粒体 DNA的相应改变 ,以往的实验已经证实茶多

酚 、茶色素具有明显的抗脂质过氧化的作用 ,故茶

多酚 、茶色素的应用使小鼠皮肤线粒体基因暴露在

一个相对较小剂量 ROS 的环境中 ,从而缓解了基

因缺失引起的 DNA突变。

此外 ,灌胃用药组 、外涂茶多酚组对 mtDNA 缺

失突变的缓解程度不及外涂茶色素组 ,提示茶色素

对模拟日光照射引起的慢性皮肤损伤的防治作用

与茶多酚相似 ,且可能更强。综合形态学观察 ,故

茶色素的抗紫外线损伤作用与茶多酚一致 。

对紫外线的防护主要是屏蔽防护 ,也曾有人用

内服药来防护 UV对皮肤的作用
[ 14]

。本实验提示

茶多酚 、茶色素通过内服或外涂两种作用方式均可

达到有效的皮肤防护作用。但内服及外涂剂量及

作用机制仍有待深入研究。外用遮光剂可以防止

或减轻紫外线照射对皮肤的损伤和防止受损皮肤

进一步损伤 ,并有利于修复[ 15-17] 。目前市售的复

合性遮光剂缺少对 UVA 防护功能 ,长期暴露于日

光下 ,有可能扩大日光损伤作用 ,甚至导致皮肤恶

性肿瘤的发生
[ 18]

。
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【ABSTRACT】　AIM:To study the effect of tea polyphenols and tea pigments on the mice irradiated with ultraviolet

rays.METHOD:The morphologic alteration of elastic fibers of dermis was observed.Using a nested PCR method to

detect mitochondrial DNA mutagenesis.RESULT:Few broken , convolute , amorphous elastic fibers were observed in

the groups treated with tea polyphenols and tea pigments , and some wavy elastic fibers were also observed.The mtD-

NA deletion mutagenesis in the groups treated with tea polyphenols and tea pigments occurred less frequently than that

of model group.CONCLUSION:In the present study both tea polyphenols and tea pigments could ameliorate lesions

of elastic fibers of dermis and remiss mtDNA deletion mutagenesis of murine skin.These results suggested that tea pig-

ments and tea polyphenols had similar preventive and curative effects on skin photoaging of mice induced by UV irradi-

ation.

【KEY WORDS】　Tea polyphenols;Tea pigments;Ultraviolet ;Elastic fiber;Mitochondrial DNA ;Prevention
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