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摘 要：将 30只 SD大鼠按体质量随机分为正常组，模型组，L–茶氨酸低剂量(100 mg/kg)、中剂量(200 mg/kg)、

高剂量(400 mg/kg)组。采用每日皮下注射 200 mg/kg D–半乳糖生理盐水溶液的方式建立衰老大鼠模型，考察 L–

茶氨酸对 D–半乳糖致衰老大鼠肝脏谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)活性、晚期糖基化终末产物(AGEs)和炎

性介质含量的调节作用。每日分别以生理盐水和低、中、高 3个剂量的 L–茶氨酸生理盐水溶液对 D–半乳糖致衰

老大鼠进行干预性处理 8周后，检测大鼠的脾脏和胸腺器官指数、肝脏 ALT和 AST活力、肝脏内 AGEs含量及

炎性介质的 mRNA表达水平和蛋白表达水平。结果显示：L–茶氨酸能提高 D–半乳糖致衰老大鼠脾脏指数和胸腺

指数，抑制肝脏 ALT和 AST活力上调，降低 AGEs含量，并同时抑制肿瘤坏死因子–α(TNF–α)、肿瘤坏死因子受

体–1(TNFR1)、白介素–1β(IL–1β)、白介素–1受体(IL–1R)、白介素 6(IL–6)、诱导型一氧化氮合酶(iNOS)、细胞间

粘附分子–1(ICAM–1)和血管细胞粘附分子–1(VCAM–1)等炎性介质的 mRNA水平和蛋白水平，维持肝脏内环境稳

定，其中，L–茶氨酸中、高剂量组对 D–半乳糖致衰老大鼠肝脏保护作用较好。可见，L–茶氨酸可以通过提高机

体免疫力，降低肝脏 AGEs和炎性介质水平，维持肝脏内环境稳态，具有干预肝脏炎性衰老的功效。 
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Abstract: Thirty SD rats were randomly divided into five groups: normal group, model group and low, medium 
and high dose L-theanine group according to their body weight. The aging rat model was induced by daily 
subcutaneous injection of 200 mg/kg d-galactose physiological saline solution to investigate the regulation of 
L-theanine on the activity of alanine transaminase(ALT) and aspartate transaminase(AST), the contents of 
advanced glycation end products(AGEs) and inflammatory mediators in the liver. D-galactose-induced aging rats 
were treated with physiological saline, low, medium and high doses(100, 200, 400 mg/kg) of L-theanine 
physiological saline solution for 8 weeks. The organ index of spleen and thymus, the activity of ALT and AST, 
the contents of AGEs and the mRNA and protein levels of inflammatory mediators were measured after the 
treatment. The results showed that L-theanine could increase the spleen index and thymus index of 
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d-galactose-induced aging rats, inhibit the up-regulation of liver ALT and AST activity, down-regulate the 
content of AGEs in the liver, and at the same time inhibit mRNA levels and protein levels of inflammatory 
mediators such as tumor necrosis factor-α(TNF-α), tumor necrosis factor receptor-1(TNFR1), interleukin 1 
beta(IL-1β), interleukin-1 receptor(IL-1R), interleukin 6(IL-6), inducible nitric oxide synthase(iNOS), 
intercellular adhesion molecule -1(ICAM-1) and vascular cell adhesion molecule-1(VCAM-1), to maintain 
inflammatory internal environment stability in the liver. Among them, L-theanine in the middle and high dose 
groups had a better protective effect on liver of d-galactose-induced rats. In summary, L-theanine can improve 
immunity, inhibit the level of liver AGEs and inflammatory mediators, maintain homeostasis in the liver, and 
have the potential to prevent liver inflamm-aging. 

Keywords: rat; L-theanine; advanced glycation end-products; d-galactose; inflammatory mediators  

 

晚期糖基化终末产物 (advanced glycation 
end-products，AGEs)是由还原糖的羰基和蛋白质氨
基间发生非酶促反应产生的不可逆产物[1–2]。研究

表明，AGEs 在人类和动物的血清或组织中会随着
年龄的增长而不断的积聚，会提高机体内炎症因子

表达水平(如肿瘤坏死因子 TNF–α、白细胞介素 IL
等)，破坏机体内固有的炎症反应平衡，出现慢性炎
症状态[3]；慢性炎症不仅影响细胞和组织的正常结

构和功能，还与年龄相关的慢性功能退化性疾病(如
神经退化、心血管疾病、糖尿病和肝损伤等)的发生
和发展密切相关[1,3–4]；因此，AGEs 被视为测试老
化进程的生物标志物。 
肝脏不仅是糖代谢的主要场所，还是 AGEs代

谢的主要场所[5]，同时也是药物和化学毒物作用的

主要靶器官，很容易受到环境变化以及许多未知因

素的影响，诱发炎性反应或细胞坏死，从而发生病

理形态学改变，最终导致肝功能退化[6]。现代医学

研究成果显示，AGEs 导致的病理学和生理学改变
是可逆的[2,5–7]。可见，寻找安全、合适的天然产物

来阻断 AGEs的致病途径和维持机体内炎症平衡的
稳态，提高肝脏免疫力，维护肝脏健康状态对提高

人类生活质量具有重大意义。 

D–半乳糖是还原糖，适量的 D–半乳糖可以被

肝脏代谢；但过量的 D–半乳糖无法代谢，可与大

分子蛋白质或肽的游离氨基形成 AGEs[8–11]。而 D–

半乳糖致衰老鼠模型被广泛用作衰老药理试验动

物模型，用于衰老研究和抗衰老药物测试[12–14]。 
L–茶氨酸(L–theanine)是茶叶中特征性的非蛋

白氨基酸，为国家 2014 年公布的新食品原料[15]。

自从 1949年日本学者 SAKATO从绿茶中分离得到
L–茶氨酸单体以来，许多科研人员针对 L–茶氨酸
对机体的健康功效展开了广泛研究。众多研究表

明，L–茶氨酸是天然的免疫增强剂，可有效防治外
界不良应激造成的肝功能损伤，维持肝脏的正常免

疫功能[16–17]；因此，L–茶氨酸被认为是一种有效的
护肝成分[18]。已有研究表明，L–茶氨酸可以抑制牛
血清白蛋白和甲基乙二醛葡萄糖代谢模型中 AGEs
生成[19]。但目前还少见 L–茶氨酸抑制肝组织内
AGEs含量和促炎因子分泌上升的相关报道。 

FRANCESCHI等于 2000年将衰老进程中促炎
症反应状态慢性进行性升高的状态命名为“炎性衰
老”[20–21]。基于“炎性衰老”理论以及 AGEs在衰老进
程中的影响，本研究中，以 D–半乳糖诱导 SD大鼠
衰老为模型，探究 L–茶氨酸对模型大鼠肝组织内
AGEs 含量和炎症因子的影响，旨在为进一步深入
研究 L–茶氨酸在动物衰老进程中的保肝、护肝作用
提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料和试剂 

L–茶氨酸；D–半乳糖，纯度≥98%，购于
Sigma–Aldrich。 
谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)和 BCA

总蛋白定量测定试剂盒购于南京建成生物工程研

究所。 
EDTA、Tris 购于 Sigma；Trizol 试剂购于

Invitrogen；RIPA 裂解液购于上海碧云天；逆转录
试剂盒、UltraSYBR Mixture、DNA Marker购于北
京康为世纪；SYBRGREEN I核酸染料购于北京普
博欣生物。 

AGEs、肿瘤坏死因子–α(TNF–α)、白介素–1β 
(IL–1β)、白介素 6(IL–6)和诱导型一氧化氮合酶
(iNOS)等试剂盒购于武汉华美生物工程有限公司。 

β–actin、肿瘤坏死因子受体–1(TNFR1)、白介
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素–1 受体(IL–1R)、细胞间粘附分子–1(ICAM–1)、
血管细胞粘附分子–1(VCAM–1)、辣根过氧化物酶
标记山羊抗小鼠 IgG和辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔 IgG等抗体由长沙唯世尔生物公司(湖南)代购。 

1.2 主要仪器设备 

多功能酶标仪、–80 ℃超低温冰箱(Thermo)；
Allegra X–22R 型台式冷冻离心机 (Beckman)；
M2104型精密电子天平(中国Mettler–Toledo上海有
限公司)；荧光定量 PCR 仪(Applied Biosystems)；
电泳槽、电泳仪(北京六一仪器厂)；光学显微镜
(Leica Microsystems)；凝胶图像处理系统 (Gene 
Genius)。 

1.3 试验设计 

5~6周龄 SPF级雄性健康 SD大鼠 30只，体质
量 180~220 g，由湖南斯莱克景达实验动物有限公
司提供(动物生产许可证号为 SCXK(湘)2016–0002，
动物质量合格证号为 43004700043916)。 
大鼠饲养环境：温度 (25±2) ℃；相对湿度

50%~60%；光循环 14 h光照/10 h黑暗。试验开始
前，30只大鼠分笼饲养，自由进食，饮用清洁水。
参照文献[17]和[22]的方法，适应性喂养 1周后，所
有大鼠按体质量随机分为 5组，每组 6只，同时按
灌喂物质和剂量的不同分别命名为正常组(CON)、
模型组 (MOD)、低剂量 (100 mg/kg)L–茶氨酸组
(L–LT)、中剂量(200 mg/kg)L–茶氨酸组(M–LT)、高
剂量(400 mg/kg)L–茶氨酸组(H–LT)。正常组大鼠按
体质量灌喂对应剂量的生理盐水，同时于颈背部皮

下注射对应体积生理盐水；模型组大鼠按质量灌喂

对应剂量的生理盐水，同时于颈背部皮下注射 200 
mg/kg的 D–半乳糖生理盐水溶液；其余各处理组大
鼠按 200 mg/kg剂量于颈背部皮下注射 D–半乳糖，
同时灌喂对应剂量的 L–茶氨酸生理盐水溶液。每日
1次，持续 8周后，所有大鼠禁食，但不禁水 24 h。
于大鼠腹腔注射 3%戊巴比妥钠麻醉；称大鼠体质
量；再喷洒医用乙醇消毒，于腹主动脉采血，然后

用生理盐水灌注，取胸腺和脾脏，称质量，并计算

脏器系数；最后取肝脏置于对应标记的容器，冻存

于–80 ℃超低温冰箱，备用。所用试剂均在无菌条
件下配置。本研究中使用的动物方案经湖南农业大

学动物保护委员会批准，并按照中华人民共和国卫

健委出版的《实验室动物保护与使用指南》执行。 

1.4 方法 

按照生化试剂盒说明书，用酶标仪检测各组大

鼠血清中 ALT和 AST活力。 
采用实时荧光定量 PCR 技术测定肝脏中目标

基因的 mRNA 表达水平。依照 TRIzol(Invitrogen)
试剂盒说明，分别从每只大鼠肝脏的同一部位取约

0.05 g肝组织，提取总 RNA；利用逆转录试剂盒将
RNA逆转录成 cDNA；使用 ABI QuantStudio 3荧
光定量 PCR仪进行 PCR扩增反应(PCR循环参数为
95 ℃预变性 10 min，95 ℃变性 15 s和 60 ℃退火
60 s，循环 40次)；采用 2–△△Ct法计算供试样品各

基因相对于对照组样品各基因的表达水平。在

NCBI 网上搜索目标基因的序列，运用 Primer 
Premier 5设计引物，由上海生工生物工程有限公司
合成引物(表 1)。 

表 1 目标基因 qPCR 引物序列 
Table 1 The primer sequences of target genes qPCR 

基因 上游引物(5'—3') 下游引物(5'—3') 产物大小/bp 

β–actin ACATCCGTAAAGACCTCTATGCC TACTCCTGCTTGCTGATCCAC 223 

TNFR1 CTTTACAGCTTCGCAGAACCAC ACACACTGGAAATGCGTCT 168 

TNF–α CCCCTCTATTTATAATTGCACCT CTGGTAGTTTAGCTCCGTTT 167 

IL–1R CTATACTTGCCGCACGTCCT CAGGTCTGTCCCTCTTGCTG 101 

IL–1β TGTGATGTTCCCATTAGAC AATACCACTTGTTGGCTTA 131 

IL–6 TCACTATGAGGTCTACTCGG CATATTGCCAGTTCTTCGTA 141 

iNOS TTCAGCTACGCCTTCAACACC CTCCATTGCCAAATGTGCTTG 109 

ICAM–1 CTGCCTCTGCTCCTGGTCCTG CATCCAGTTAGTCTCCAACCCC 171 

VCAM–1 TTGCTCCGAAAGAACCCAC AGTTCCCCGTTCTTTAGCTG 139 
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分别从每只大鼠肝脏同一部位取约 0.02 g组织
样本，按照华美公司 ELISA 试剂盒说明书所示方
法，用酶标仪测量 TNF–α、IL–1β、IL–6、iNOS和
AGEs蛋白含量。 
随机取各组 3只大鼠 0.05 g同一部位肝组织匀

浆，裂解后提取蛋白，检测蛋白浓度；参照文献[17]
和[22]所示方法，进行 TNFR1、IL–1R、ICAM–1
和 VCAM–1 的蛋白免疫印迹试验。胶片扫描后，
用凝胶图像处理系统分析目标带的分子量和光密

度值。 

1.5 数据处理 

利用 GraphPad Prism 6进行数据处理。采用单
因素方差分析 (ANOVA)结合最小显著性差异法
(LSD)检验比较不同处理组之间的差异显著性。 

2 结果与分析 

2.1 L–茶氨酸对供试大鼠体质量及胸腺和脾脏器

官指数的影响 

各组大鼠体质量及胸腺和脾脏器官指数如表 2

所示。MOD组大鼠的最终体质量比 CON组的低；

与 MOD 组大鼠相比，L–LT、H–LT 组大鼠的最终

体质量降低，M–LT 组大鼠的最终体质量增加；但

各组间的差异无统计学意义。MOD 组大鼠的胸腺

指数和脾脏指数均显著小于 CON 组的。与 MOD

组大鼠相比，H–LT 组大鼠的胸腺指数显著增大，

且脾脏指数极显著增大；M–LT 组大鼠的脾脏指数

显著增大。 

表 2 L–茶氨酸处理的 D–半乳糖致衰大鼠的体质量及胸腺和脾脏器官指数 
Table 2 Body mass and thymus and spleen organ index of L-theanine-treated D-galactose-induced aging rats  

组别 初始体质量/g 最终体质量/g 胸腺指数/(mg·g–1) 脾脏指数/(mg·g–1) 

CON 213.34±9.04 499.09±21.70 0.84±0.15 1.67±0.13 

MOD 213.47±6.50 487.21±31.17 (0.76±0.12)# (1.51±0.14)# 

L–LT 213.19±8.63 468.48±34.22 0.81±0.11 1.56±0.10 

M–LT 212.77±10.61 495.50±27.11 0.83±0.10 (1.67±0.13)* 

H–LT 213.14±10.36 479.39±36.72 (0.86±0.13)* (1.70±0.16)** 

与 CON组比较，“#”示 P＜0.05；与MOD组比较，“*”示 P＜0.05，“**”示 P＜0.01。  

2.2 L–茶氨酸对供试大鼠肝脏ALT和AST活力的

影响 

从表 3可知，与 CON组相比，MOD组大鼠肝
脏 ALT和 AST活力值均极显著升高，肝功能受到
一定的损伤。灌喂各剂量的 L–茶氨酸后，肝脏 ALT 

表 3 L–茶氨酸处理的 D–半乳糖致衰大鼠肝组织的

ALT 和 AST 活力 
Table 3 ALT and AST activity in liver tissue of L-theanine- 

treated D-galactose-induced senile rats          U/g 

组别 ALT活力 AST活力 

CON 21.12±2.15 98.09±3.16 

MOD (39.26±3.58)## (166.97±14.04)## 

L–LT 35.31±2.41 (134.43±9.71)** 

M–LT (27.30±3.24)* (115.81±4.71)** 

H–LT (21.63±3.01)** (109.85±9.67)** 

与 CON组比较，“##”示 P＜0.01；与MOD组比较，“*”示 P

＜0.05，“**”示 P＜0.01。  

和AST活力下降，与MOD组相比，M–LT组和H–LT
组大鼠肝脏 ALT和 AST 活力值均显著或极显著降
低，这说明 L–茶氨酸能改善 D–半乳糖诱导大鼠的
肝损伤，保护肝脏。 

2.3 L–茶氨酸对供试大鼠肝脏目标基因的 mRNA
表达的影响 

如图 1所示，与 CON组相比，MOD组大鼠肝
脏内 TNF–α、TNFR1、IL–1β、IL–1R、IL–6、iNOS、
ICAM–1和VCAM–1的mRNA表达水平均极显著上
升。与MOD组相比，经不同剂量的 L–茶氨酸干预
后，除 L–LT 组大鼠肝脏内 TNFR1、IL–1R、iNOS
和 VCAM–1 的 mRNA 表达水平下降无统计学意义
外，其余各组大鼠肝脏内各基因的 mRNA表达水平
均显著或极显著下降。 
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与 CON组比较，“##”示 P＜0.01；与MOD组比较，“*”示 P＜0.05，“**”示 P＜0.01。 

图 1 L–茶氨酸处理的 D–半乳糖致衰大鼠肝组织内目标基因的 mRNA 相对表达水平 
Fig.1 Relative mRNA expression levels of target genes in liver tissue of L-theanine-treated D-galactose-induced senile rats    

2.4 L–茶氨酸对供试大鼠肝脏炎症因子和 AGEs
蛋白含量的影响 

与 CON组相比，MOD组大鼠肝脏内 TNF–α、
IL–1β、IL–6、iNOS和AGEs蛋白含量极显著上升(图
2)。与MOD组相比，除 L–LT组 iNOS和 AGEs蛋
白含量降低无统计学意义外，各剂量的 L–茶氨酸的 

干预显著或极显著降低了肝脏内 TNF–α、IL–1β、

IL–6、iNOS和 AGEs蛋白含量。肝脏内 AGEs蛋白

含量降低的趋势与 TNF–α、IL–1β、IL–6 和 iNOS

等炎症因子含量的下降趋势一致，这说明 L–茶氨酸

可以提高机体免疫力，抑制过量炎症因子的分泌，

抑制肝脏内 AGEs生成。 
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与 CON组比较，“##”示 P＜0.01；与MOD组比较，

“*”示 P＜0.05，“**”示 P＜0.01。 

图2 L–茶氨酸处理的D–半乳糖致衰大鼠肝组织炎症

因子和 AGEs 蛋白含量 
Fig.2 The contents of TNF-α, IL-1β, IL-6, iNOS and AGEs in liver 

tissue of L-theanine-treated D-galactose-induced senile rats   

2.5 L–茶氨酸对供试大鼠肝脏目标蛋白表达水平

的影响 

从图 3可知，与 CON组相比，MOD组大鼠肝 

 
与 CON组比较，“##”示 P＜0.01；与MOD组比较，

“*”示 P＜0.05，“**”示 P＜0.01。 

图 3 L–茶氨酸处理的 D–半乳糖致衰大鼠肝组织 TNFR1、
IL–1R、ICAM–1 和 VCAM–1 的蛋白表达水平 

Fig.3 Protein expression of TNFR1, IL-1R, ICAM-1 and VCAM-1 in 

liver tissues of L-theanine-treated D-galactose-induced senile rats   
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脏内 TNFR1、IL–1R、ICAM–1和 VCAM–1蛋白表

达水平极显著上升，说明过量而无法正常代谢的D–

半乳糖会上调大鼠肝脏炎性蛋白水平。与 MOD组

相比，除 L–LT组的 TNFR1、ICAM–1和 VCAM–1

蛋白表达水平下降不显著外，其他 L–茶氨酸处理组

的蛋白免疫印迹表达均极显著下降，说明 L–茶氨酸

作为肝脏保护因子和免疫调节剂，可以有效抑制

TNFR1和 IL–1R受体及 ICAM–1和 VCAM–1的蛋

白水平，下调炎症反应水平。 

3 结论与讨论 

随着年龄的增长或疾病的发生，机体的免疫能

力通常会逐渐降低[23–24]。而胸腺和脾脏是机体重要

的免疫器官，其器官指数变化在一定程度上反映了

机体免疫能力的大小。本研究结果表明，D–半乳糖

可对大鼠的体质量、胸腺以及脾脏指数产生不良影

响，而 L–茶氨酸可提高 D–半乳糖诱导大鼠免疫力，

改变这种不良趋势。H–LT 组大鼠体质量比 M–LT

组低，笔者推测可能与 L–茶氨酸降低食欲有关[25]。 

已有研究和本研究结果均表明，AGEs 与炎症

因子分泌不是因果关系，二者是相辅相成的[26–27]。

肝脏内 AGEs含量上升，肝脏内炎症细胞因子分泌

也会同步上升；如果炎症细胞因子分泌无法得到有

效控制，肝脏内的炎性平衡被打破，AGEs 含量也

会上升，所引发的生物学效应会导致肝组织细胞出

现结构异常和功能障碍，造成肝损伤；因此，同时

调控肝脏内 AGEs含量与炎症因子分泌，维持肝脏

炎性内环境稳态，可能是促进肝健康的最佳途径。

TNF–α、TNFR1、IL–1β、IL–1R、IL–6、iNOS、ICAM–1

和 VCAM–1 等炎性介质在细胞间的信息传导过程

中起着重要作用，这些过程的失调是导致机体慢性

炎症的原因之一[28]。巨噬细胞分泌适量的 TNF–α、

IL–1β、IL–6和 iNOS等炎症因子对维持机体的正常

稳定状态，延缓衰老以及抵御各种致病因子有着重

要的作用[21]。TNFR1 和 IL–1R 分别是 TNF–α 和

IL–1β 重要受体蛋白，二者的结合可以调节炎症反

应，从而调节组织应激损伤的病理和生理过程。本

研究中，与 CON组相比，MOD组大鼠肝脏 TNF–α

和 TNFR1以及 IL–1β和 IL–1R的 mRNA和蛋白表

达水平均极显著升高，这表明过量的 D–半乳糖可

通过 TNFR1 和 IL–1R 促使大鼠肝脏内炎症反应正

反馈作用，导致下游 TNF–α、IL–1β、IL–6和 iNOS

等炎症介质的异常升高，肝组织内失去炎性平衡。

另外，ICAM–1和 VCAM–1是介导细胞间或细胞与

基质间相互粘连的跨膜蛋白，具有介导炎性细胞迁

移、维持正常组织稳定等生理功能，二者的蛋白表

达水平与肝脏的炎症活性程度呈正相关[29–31]。本研

究结果表明，L–茶氨酸作为免疫调节功能食品，可

以抑制肝脏慢性炎性衰老[27]。 

L–茶氨酸减少AGEs生成的相关机制可能不仅

仅与其提高肝脏免疫力有关。已有研究表明，因过

量而大鼠无法正常代谢的 D–半乳糖可以与蛋白质

游离的氨基生成可逆的 Schiff碱，这些早期糖化产

物是可逆的，其再经过机体内一系列复杂而缓慢的

生化反应后，最终生成不可逆的 AGEs，沉积在组

织细胞中[1–3,32]。L–茶氨酸是生物利用度极高的天然

产物(大鼠摄入 0.5~2 h后，其血液里茶氨酸的浓度

会达到峰值[33])，基于 AGEs 在体内形成的生化机

制，笔者推测 L–茶氨酸和其代谢产物(乙胺和谷氨

酸)或许可以利用其游离氨基与蛋白质的游离氨基

来竞争与羰基糖的美拉德反应[19,34–35]，减少体内

AGEs生成和沉积，从而防止炎症因子的过度分泌。

这可能是 L–茶氨酸减少 D–半乳糖致衰大鼠肝脏内

AGEs 含量、维持炎性反应平衡的重要机制之一[36] 

(图 4)，但这还需要设计更周密的体外和体内试验进

行验证。 

 
图4 L–茶氨酸防治D–半乳糖诱导大鼠肝脏炎性衰老

的可能机制 
Fig.4 Possible mechanism of L-theanine in preventing d-galactose- 

induced liver inflamm-aging in rats  
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总之，L–茶氨酸可以抑制 D–半乳糖致衰大鼠
胸腺和脾脏器官指数下降，下调肝脏内 AGEs以及
炎性介质 TNF–α、TNFR1、IL–1β、IL–1R、IL–6、
iNOS、ICAM–1和 VCAM–1的 mRNA表达水平和
蛋白表达水平，维持肝脏正常功能及炎性内环境稳

态，具有维持肝脏健康、抑制衰老的潜在功能。 
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