
 
 
 
 
 
 

378 中国科学 C 辑 生命科学 2006, 36 (4): 378~384  
 

 

 

 
SCIENCE IN CHINA Ser. C Life Sciences 

慢性槲皮素增强小鼠空间学习记忆 0F
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摘要    利用小鼠 D-半乳糖衰老模型, 通过 Morris 水迷宫(MWM)等动物行为实验和小鼠皮层与

海马组织还原型谷胱甘肽和羟自由基含量测定等生化指标实验, 对槲皮素延缓脑衰老作用和机

制进行了研究. 实验结果表明, 槲皮素能提高 D-半乳糖衰老模型小鼠的空间搜索学习和记忆能

力, 这些作用与槲皮素改善衰老小鼠皮层和海马的功能、抑制氧化应激反应有关, 与增加还原型

谷胱甘肽含量以减少羟自由基含量有关. 为充分利用槲皮素作为一种天然的抗衰老药物奠定了

良好的实验基础.  
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槲皮素是一种在植物界分布很广的具有多种生

物活性的黄酮类化合物. 它广泛存在于蔬菜和水果

之中, 如洋葱、马铃薯、卷心菜、生菜、苹果、芒果

和黑加仑等, 多种中草药中也含有槲皮素. 近年对它

的生物学活性和药用价值研究日益增多, 已发现槲

皮素具有扩张冠状血管, 降低血脂, 抗血小板聚集, 
抗炎、抗过敏, 抗糖尿病并发症, 防止冠心病、心率

失常, 抗氧化、清除自由基, 以及抗癌、抗肿瘤等药

理作用.  
槲皮素具有很强的抗氧化和清除自由基的能力. 

槲皮素及其衍生物具有亲水性和亲脂性, 其主要的

抗氧化活性基团是酚羟基. 槲皮素在高胆固醇模式

大鼠体内抑制脂质过氧化作用, 降低血脂及胆固醇. 

人体内槲皮素抑制细胞膜脂质的过氧化过程, 增强

机体抗活性氧防御系统的能力, 保护细胞不受过氧

化作用破坏 0H

[1,2]. 槲皮素及其衍生物被证实是超氧阴

离子自由基捕获剂, 它们抗自由基和抑制脂质过氧

化机制是: 螯合过渡金属离子形成不活泼的离子复

合物, 阻止离子参与许多自由基形成的生化反应, 其
中铁离子复合物仍保持自由基捕获剂活性 1H

[3,4]. 它们

阻止自由基在机体内产生的三个阶段: 与超氧阴离

子(O2
−)反应阻止自由基反应的引发; 与过渡金属离

子螯合阻止羟自由基 (OH−)生成 ; 与脂质过氧基

(ROO−)反应阻止脂质过氧化过程 2H

[5].  
槲皮素的化学名为 3,5,7,3′,4′-五羟基黄酮, 多酚

类化合物, 化学式 C15H10O7, 分子量 302.24, 其分子
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结构如图 1 所示. 

 
图 1  槲皮素的化学结构 

 
槲皮素还可以抑制氧化应激对神经细胞的损伤, 

对神经细胞有一定的保护作用. 本文利用小鼠水迷

宫实验, 通过观察槲皮素对 D-半乳糖半急性致衰老

模型小鼠学习记忆行为的影响, 探讨槲皮素作为抗

氧化剂延缓神经系统衰老的可能性.  

1  材料与方法 

1.1  实验材料与动物 

槲皮素、D-半乳糖购于 Sigma 公司; 甘露醇、蔗

糖和 EDTA 购于上海试剂一厂; 还原型谷胱甘肽试

剂盒、羟自由基试剂盒购于南京建成生物制剂公司.  
昆明种雄性小鼠 50 只((20±1.0) g, 普通级)购于

南京中医药大学动物中心, 随机分笼饲养, 每笼 10
只小鼠, 室温控制在(22±1)℃, 在 12 h 明暗环境条件

下饲养, 自由喂食、饮水.  
实验时将其中 4 组小鼠每天颈后皮下注射 50 

mg/kg D-半乳糖, 同时分别口腔灌服生理盐水、50 
mg/kg 槲皮素、75 mg/kg 槲皮素和 100 mg/kg 槲皮素

(4组分别命名为Dgal, Dq50, Dq75和Dq100). 另一组

小鼠作为正常对照组每天只用生理盐水处理.  
用药 8 周后, 将 5 组小鼠分别进行行为测试和生

化指标测试.  

1.2  Morris 水迷宫实验  

小鼠水迷宫为直径 120 cm, 高 50 cm的圆形水池, 
周围放有视觉提示物体. 将水迷宫分为东南、西南、

东北、西北 4 个象限, 其中一个象限之中置一平台, 

平台高 15 cm, 表面直径为 6 cm, 水面高出平台 1 
cm(图 2), 并加入黑色食用色素, 使动物在水面不能

看见水下平台. 实验时将小鼠随机从一个象限面向

池壁放入水迷宫, 通过迷宫上方的摄像头和图像采

集系统记录小鼠找到平台休息的运动轨迹. 每天进

行 4 次游泳训练, 每次令动物从不同的象限入水. 对
第 1 天在 60 s内未找到平台的小鼠, 人为引导其找到

平台, 以后几天记录的最长时间为 60 s, 持续实验 6
天 3H

[6,7]. 第 7 天, 去掉平台, 将小鼠随机从一个象限面

向池壁放入迷宫, 记录小鼠 90 s内穿越原平台位置的

次数.  

 
图 2  Morris 水迷宫装置示意图 
(a) 系统切面示意图; (b) 系统俯示图 

1.3  小鼠脑组织匀浆的制备 

取小鼠, 迅速断头, 在冰块上分离出新皮层和海

马, 用 4℃生理盐水冲洗干净, 置于玻璃匀浆器中, 
加入脑组织重量 9 倍的冷生理盐水, 在冰水浴中匀浆, 
充分研磨, 使组织块匀浆化.  



 
 
 
 
 
 

380 中国科学 C 辑 生命科学 第 36 卷 
 

 

 
SCIENCE IN CHINA Ser. C Life Sciences 

1.4  脑组织中还原型谷胱甘肽(GSH)的测定 

还原型谷胱甘肽是一种低分子自由基清除剂 , 

它可清除O2
−, H2O2 等. GSH是蛋氨酸、 甘氨酸和半胱

氨酸组成的一种小分子肽, 是组织中主要的非蛋白

质巯基化合物, 并且是GPX和GST两种酶类的底物, 

为这两种酶分解氢过氧化物所必需, 并且能稳定含

巯基的酶和防止血红蛋白及其他辅因子受氧化损伤. 

谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)在有GSH存在时, 可

清除过氧化物如H2O2, 同时消耗GSH. 二硫代二硝基

苯甲酸(DTNB)被GSH还原成TNB-SH2, 生成黄色化

合物 . 取脑组织匀浆 (Cys含量不大于 20 mmol/L; 

GSH浓度小于 0.9 g/L)1 mL, 加入 0.25 mol/L pH 8.0

的Tris-HCl缓冲液 3 mL, 再加入 1 mL 3%甲醛, 混匀, 

室温下分别准确静置 60 min后, 取 1 mL加入预先恒

温于 25℃水浴中的 5 mL DTNB分析溶液, 混匀, 静

置 5 min后, 于波长 412 nm处测定吸光 4H

[8]. 用考马斯

亮蓝法测定蛋白质含量, 计算每毫克蛋白质中GSH

的含量.  

1.5  脑组织中羟自由基(OH−)的测定 

通过比色法检测抗氧化物质总抗氧化以及清除

活性氧能力. 因为 Fenton 反应产生的 OH−量与 H2O2

的量成正比, 当用 Gress 试剂显色时, 形成红色物质, 

其呈色与 OH−的多少成正比关系. 利用这一原理, 进

行清除活性氧能力的测定. 实验方法按照总抗氧化

能力检测试剂盒(南京建成生物工程研究所)要求准备

工作液. 取 0.1 mL 脑组织匀浆的待测样品液置于试

管中, 加入检测试剂 2.0 mL, 混合均匀, 在 37℃恒温

水浴箱反应 30 min, 于 520 nm 处测定吸收度值(A520). 

在 37℃时, 每分钟每毫升样品液使反应体系的吸光

度值每增加 0.01 时, 为一个抗氧化能力单位. 计算公

式 : 总抗氧化能力=(测定管 A−对照管 A)×反应液 

(mL)×样品测试前稀释倍数÷ 0.01 ÷ 30 ÷ 取样量(mL).  

1.6  数据的统计处理 

所有实验数据均经一元方差分析过程进行单变

量方差分析.  

2  实验结果 

2.1  槲皮素对 D-半乳糖处理小鼠 Morris 水迷宫
实验的影响 

Morris 水迷宫用于检测小鼠的空间探索学习和

记忆的能力. 从图 3(a)可见: 训练的第 1 天各组小鼠

入水后到达平台的逃避潜伏期都比较长, 随着训练

天数的增加, 除 D-半乳糖衰老模型组小鼠外, 其余 4
组小鼠的逃避潜伏期逐渐缩短; 到第 6 天时, 灌喂槲

皮素的小鼠和 Dgal 组相比都体现出显著差异. 图 3(b)
显示 D-半乳糖组小鼠的游泳速度明显低于青年组小

鼠, 呈衰老特性而槲皮素可明显提高小鼠的游泳速

度. 图 3(c)显示小鼠到达平台的游泳距离, 在第一轮

的训练中, 各组动物几乎都不能自己到达平台, 因此

游泳的时间基本是 60 s. 由于青年组和槲皮素中高剂

量组的动物游泳速度比较快, 在训练初始时游泳路

程明显长于 D-半乳糖衰老组的动物. 但是, 随着训

练天数的增加, 青年组和槲皮素中高剂量组的动物

的游泳距离明显缩短, 能自己找到平台的动物数量

也明显增加; 而 D-半乳糖衰老组和槲皮素低剂量组

的动物能够找到平台的数量没有明显变化. 在第五

轮和第六轮训练中(图 4)青年组小鼠有 70%可找到平

台 , 灌喂槲皮素 100 和 75 mg/kg 的小鼠分别有

41.32%和 45.45%可找到平台, D-半乳糖衰老组和灌

喂槲皮素 50 mg/kg 组中只有 8.33%和 18.18%的动物

可找到平台.  
6 天训练结束后将水下平台撤出, 观察小鼠在 

90 s 的游泳时间穿越原平台所在位置的次数和小鼠

在原平台所在象限游泳时间占总游泳时间的百分比, 
结果显示: 槲皮素可以使 D-半乳糖衰老小鼠穿越平

台的次数有所增加, 但与青年组动物比较仍有一定

的差距(表 1). 槲皮素剂量的增加可以使 D-半乳糖衰

老小鼠在撤除平台后, 在原平台所在象限游泳时间

有所增加(图 5).  
 

表 1  小鼠水迷宫去平台后穿越平台的次数(n＝10) 
组别 Young Dgal Dq50 Dq75 Dq100 

穿越次数 a) 4.50±2.50 0.70±0.26 0.67±0.22 1.00±0.43 1.42±0.36
a) 表中数值为平均值±标准误



 
 
 
 
 
 
第 4 期 刘建才等: 慢性槲皮素增强小鼠空间学习记忆 381 

 

 

 
www.scichina.com 

 
图 3  槲皮素对 D-半乳糖处理小鼠 Morris 水迷宫记忆行为的影响 

(a)~(c)分别为潜伏期、平均速度、路程随天数的变化. 图中数值示每天每组小鼠从 4 个入水点到达平台的平均值. 其中, Dgal 示注射 50 mg/kg 
D-半乳糖衰老组; Dq50, Dq75, Dq100 分别示灌喂槲皮素 50, 75, 100 mg/kg 组; Young 示青年组小鼠 

 
图 4  小鼠水迷宫第六轮实验时小鼠潜伏期(a)和平均速度(b)的变化 

数值示每组小鼠从 4 个入水点到达平台的平均值, * 示 P<0.05, ** 示 P<0.01(与 Dgal 组比较); # 示 P<0.05, ## 示 P<0.01, ### 示 P<0.001(与 Young
组相比较). 其中, Dgal 示注射 50 mg/kg D-半乳糖衰老组; Dq50, Dq75, Dq100 分别示灌喂槲皮素 50, 75, 100 mg/kg 组; Young 示青年组小鼠 
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图 5  撤除平台后小鼠在原平台所在象限游泳时间占总游

泳时间的百分比 
数值示每组小鼠从 4 个入水点到达平台的平均值. * 示 P<0.05, *** 示
P<0.001(与 Dgal 组比较); ### 示 P<0.001(与 Young 组相比较). 其中, 
Dgal 示注射 50 mg/kg D-半乳糖衰老组; Dq50, Dq75, Dq100 分别示灌

喂槲皮素 50, 75, 100 mg/kg 组; Young 示青年组小鼠 
 

2.2  槲皮素对 D-半乳糖处理小鼠皮层和海马组织
中 GSH 的影响 

正常状态下, GSH 作为细胞的一种重要的氧化

还原缓冲剂. 细胞内有毒的氧化物通过被 GSH 还原

而定期去除, 氧化型的 GSH 又可被 GSH 还原酶迅速

还原, 因此被认为是体内最好的清除自由基的物质. 
衰老时体内各种自由基增加, 提高机体内 GSH 水平

可以抑制过多自由基的产生, 从而起抗衰老的作用. 
通过检测槲皮素对小鼠皮层和海马组织中 GSH 的含

量的影响, 观察其对小鼠皮层和海马抗氧化能力的

促进作用. 图 6 表明槲皮素剂量的增加能明显提高小

鼠脑组织中 GSH 的含量, 当槲皮素浓度为 50 mg/kg
时, 与 Dgal 组相比 GSH 含量已有明显差异, 而且当

槲皮素浓度为 100 mg/kg 时, GSH 含量与青年小鼠脑

组织中的含量相当.  

2.3  槲皮素对 D-半乳糖处理小鼠皮层和海马组织
中羟自由基的影响 

羟自由基(OH−)是化学性质最活泼的活性氧, 它
几乎和细胞内的每一类有机物如糖、氨基酸、磷脂、

核苷酸和有机酸等都能反应, 且有非常高的速度常

数, 因此它破坏性特强. 羟自由基测试盒为活性氧试

剂盒, 使样本产生羟自由基, 其测试结果显示组织抗

氧化能力的大小. 图 7 显示随着槲皮素剂量的增加, 
组织的抗氧化能力增强, 当槲皮素浓度为 100 mg/kg
时, 使皮层和海马组织的抗氧化能力与青年小鼠组

相当.  

 
图 6  槲皮素D-半乳糖处理小鼠皮层和海马中GSH含量的

影响 
数值示平均值±标准误, ** 示 P<0.01, *** 示 P<0.001(与 Dgal 组比较); 
###示 P<0.001(与 Young 组相比较). 其中, Dgal 示注射 50mg/kg D-半
乳糖衰老组; Dq50, Dq75, Dq100 分别示灌喂槲皮素 50, 75, 100 mg/kg

组; Young 示青年组小鼠 
 

3  讨论 
机体衰老是一种必不可免的生理过程, 随着年

龄的增长, 机体的生理状态和运动功能逐步下降. 机
体在正常代谢中, 会产生许多自由基, 如细胞氧化代

谢产生的超氧阴离子自由基可与组织中的H2O2 产生

更活泼的羟自由基, 它们可诱发机体内不饱和脂肪

酸的一系列脂质氧化连锁反应, 造成生物膜结构和

功能损伤, 还会使DNA发生氧化破坏或交联, 使核酸

变性, 扰乱DNA的正常复制与转录, 使蛋白质发生交

联变性, 形成无定性沉淀物, 降低各种酶活性, 并导

致因某些异性蛋白出现而引起的机体自身免疫现象

等, 这些都可加速细胞的衰老 5 H

[9]. 同时, 机体内又存

在着自由基防御系统, 如超氧化物歧化酶(SOD)、过

氧化氢酶 ( C AT ) 、 G S H - P x 等 ,  保护机体免 
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图 7  槲皮素对 D-半乳糖处理小鼠皮层和海马中抗氧化单

位的影响 
数值示平均值±标准误 ** 示 P<0.01, *** 示 P<0.001(与 Dgal 组比较); 
###示 P<0.001(与 Young 组相比较). 其中, Dgal 示注射 50 mg/kg D-半
乳糖衰老组; Dq50, Dq75, Dq100 分别示灌喂槲皮素 50, 75, 100 mg/kg

组; Young 示青年组小鼠 
 

受损伤 6H

[10]. SOD和GSH-Px是机体清除自由基的主要

抗氧化酶, 其含量可间接反映机体清除自由基的能

力. 丙二醛(MDA)是体内自由基引发脂质过氧化的

产物之一, 其含量反映了机体脂质过氧化的程度, 可
间接判断机体和细胞受脂质过氧化损伤的程度以及

衰老的程度. 当年老时, 机体自由基防御系统功能下

降, 体内SOD逐渐下降, MDA则逐渐上升, 引起大量

不饱和脂肪酸氧化, 对生物膜, DNA, 蛋白质等造成

破坏, 说明了机体的衰老与自由基的关系.  
本实验采用 D-半乳糖致小鼠衰老模型, 在连续

一段时间内给小鼠注射 D-半乳糖, 使机体细胞内半

乳糖浓度增高, 在醛糖还原酶催化下, 还原为半乳糖

醇. 这种物质不能被细胞进一步代谢从而堆积在细

胞内, 影响正常渗透压, 导致细胞肿胀、功能障碍、

代谢紊乱, 破坏并消耗机体抗氧化防御系统, 使自由

基累积. 同时在半乳糖还原过程中又产生活性氧, 这
样使细胞膜受损, 过氧化脂质等增高, 出现衰老.  

槲皮素是有效的自由基捕获剂和抗氧剂. 有实

验表明黄酮类化合物对超氧阴离子(O2−)、 羟自由基

和单线态氧(1O2)均有良好的清除作用, 且这种作用

可能与其化学结构上的3,7-羟基有关 7H

[11]. 进一步的研

究表明槲皮素可与Cu2+, Fe1+及Mn2−结合, 其抗氧化

作用可能是通过影响金属离子的体内平衡, 从而改

变细胞内氧化状态而实现的. 槲皮素能与超氧离子

络合减少氧自由基的产生, 与铁离子络合阻止羟自

由基的形成, 与脂质过氧化基(ROO−)反应抑制脂质

过氧化过程; 同时, 槲皮素可抑制醛糖还原酶减少二

核苷酸磷酸(NADPH)消耗, 从而提高机体抗氧能力

8H

[12]. 槲皮素的抗氧化作用已有很多报道, 但基本是中

枢神经系统以外的工作, 仅有的文献也是对体外培

养的神经细胞的作用. 本实验表明: 槲皮素能改善衰

老动物学习和记忆活动, 推测其机制与其抗氧化的

功能有关. 小鼠的新皮层和海马是与学习记忆相关

的重要脑区 9H

[13], 但槲皮素是否对这两个脑区的衰老

性氧化损伤有抑制作用尚未见报道.  
以往研究发现, 引起脑老化的神经系统增龄性

退行性变化与学习记忆能力衰退存在一致性. 老龄

动物的学习记忆能力下降, 探究反应减弱, 自发行为

减少. 在 Morris 水迷宫实验中槲皮素可以明显缩短

衰老模型小鼠的逃避潜伏期, 并改善衰老模型小鼠

的空间搜索学习能力. 这表明, 长期给小鼠灌喂槲皮

素能使小鼠的空间学习能力和记忆的保持能力得到

显著改善.  
本实验显示, 灌喂槲皮素的衰老小鼠皮层和海

马组织内羟自由基含量下降, 同时使GSH含量增加. 
GSH具有清除自由基的作用, 而且GSH含量的增加

促进了GSH-Px的活性, 而GSH-Px的主要生物作用是

清除脂质过氧化物, 并在CAT含量很少的组织中代替

CAT清除H2O2. 作为抗活性氧酶之一的GSH-Px具有

防止畸变, 参与前列腺素(PGs)合成等重要病理生理

作用, 从而增强机体抗氧化抗自由基防御系统的功

能, 预防衰老 10H

[14]. 由此可见槲皮素可以通过抑制D-
半乳糖引起的小鼠皮层和海马GSH的减少而改善衰

老模型小鼠的脑认知功能.  
综上所述, 槲皮素可明显改善 D-半乳糖引起的

小鼠脑功能的衰退, 包括自发探究活动和空间搜索

学习记忆行为等. 其作用机制主要包括增加还原型

谷胱苷肽以减少小鼠皮层和海马羟自由基. 这项研

究为充分利用槲皮素作为一种天然的抗衰老制剂 , 
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奠定了良好的基础.  
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