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表没食子儿茶素没食子酸酯对蛛网膜下腔出血大鼠脑损伤
的保护作用研究 *

张冬子 金 林 行治国 陈 斌△ 闫中南
（西安医学院第一附属医院 陕西西安 710077）

摘要 目的：探讨表没食子儿茶素没食子酸酯(EGCG)对蛛网膜下腔出血(SAH)脑损伤的影响及其可能机制。方法：选取健康雄性

Sprague-Dawley(SD)大鼠 80只，按照随机数字表法分为假手术组（Sham组）、SAH组、SAH+EGCG组、蛛网膜下出血 +生理盐水

组（SAH+NS组），每组各 20只。SAH造模成功后 1 d、3 d，检测大鼠神经功能评分及脑组织含水量；造模成功 3 d后，脑组织石蜡

切片 HE染色观察脑细胞形态，并采用超敏 C-反应蛋白(hsCRP)试剂盒检测血清 hsCRP水平，通过Western blotting检测脑组织

脑源性神经生长因子(brain derived neurotrophic factor，BDNF)及与其高度亲和的酪氨酸激酶受体 B(tropomyosin-related kinase B，

TrkB)的表达。结果：① SAH+EGCG组神经功能评分较 Sham组明显降低，但较同期 SAH组增高明显(P<0.05)；② 与 Sham组比较，

SAH+EGCG组脑组织含水量明显增加，但与同期 SAH组比较，SAH+EGCG组脑组织含水量明显降低(P<0.05)；③ 与 SAH组比

较，SAH+EGCG组血清 hsCRP水平明显降低(P<0.05)；④ 与 SAH组比较，SAH+EGCG组脑组织石蜡切片 HE染色神经细胞水肿

明显减轻，且坏死神经元减少，细胞核固缩明显减轻；⑤ 与 SAH组比较，SAH+EGCG组脑组织 BDNF、TrkB的表达量明显升高

(P<0.05)。结论：EGCG能够有效的保护大鼠 SAH后的脑损伤，促进神经功能修复，减轻预后神经功能障碍，可能与其促进脑组织

BDNF、TrkB的表达有关。
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Protective Effects of (-)-Epigallocatechin-3-Gallate on the Brain Injury
Induced by Subarachnoid Hemorrhage in Rats*

To investigate the effects of EGCG on the brain injury induced by subarachnoid hemorrhage (SAH) and the

possible mechanisms. 80 healthy SD male rats were randomly divided into the Sham group (n=20), SAH group (n=20),

SAH+EGCG group (n=20), SAH+NS group (n=20). Then the neurological function score and brain water content after the success of the

SAH model on the 1st, 3rd day were measured and the brain cells morphology was observed by HE staining on the 3rd day, the levels of

serum hsCRP by hsCRP kit were and detected on the 3rd day, and the expression of BDNF and TrkB in brain tissue were detected by

Western blotting on the 3rd day. ① Compared with the Sham group, the neurological function score of SAH+EGCG group was

lower, however, the neurological function score of SAH+EGCG group was higher than the SAH group at the same period (P<0.05); ②

Compared with the Sham group, the brain water content of SAH+EGCG group was significantly increased, but compared with the SAH

group, the brain water content of SAH EGCG group was significantly lower (P<0.05). ③ Compared with the SAH group, the serum

hsCRP level in the SAH+EGCG group was significantly lower (P<0.05). ④ Compared with the SAH group, the edema of nerve cells was

decreased in the brain tissue of SAH+EGCG group, the necrotic neurons were reduced and the nuclear pyknosis was significantly

reduced. ⑤ Compared with the SAH group, the expressions of BDNF and TrkB in the brain tissue were significantly increased(P<0.05).

EGCG could effectively protect the brain injury induced by SAH and promote the recovery of nerve function and reduce the

prognosis, which might be related to increase the expressions of BDNF and TrKB in the brain tissue.
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前言
蛛网膜下腔出血(subarachnoid hemorrhage，SAH)是一种比

较常见的脑血管病，主要由动脉瘤破裂、颅脑外伤及动静脉畸
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形所致[1]，具有极高的死亡率和致残率，约 35 %患者在 SAH后

24 h内死亡，约 40 %~60 %患者在发病后 48 h死亡，患者常常

遗留神经功能缺陷，部分严重影响患者生存质量[2]。研究显示

SAH早期脑损伤[3](early brain injury，EBI)及脑血管痉挛是 SAH

致死致残的主要原因[4]，但目前 EBI的机制仍不明确。超敏 C

反应蛋白(hsCRP)在脑血管痉挛发生机制中起着重要的作用[5]，

且细胞凋亡可能是 SAH后 EBI发展的机制之一[6]。SAH早期

颅内压增高及脑血管痉挛，容易导致脑缺血，缺血情况下，细胞

线粒体功能的缺失是最终神经元损伤的先兆反应。另一方面，

细胞凋亡常伴随炎症反应，会导致不可逆的神经细胞损伤，预

后出现神经功能障碍[7]。SAH后缺血性脑损伤刺激了一系列的

复杂通路[8]，包括氧化损伤、一氧化氮调节失效、细胞基质金属

蛋白酶 -9(matrix metalloproteinase 9，MMP-9)的产生[9]、核因子

-2相关因子 -2和抗氧化反应成分(nuclear factor erythroid 2-re-

lated factor 2 and antioxidant-response element，Nrf2-ARE) 等这

一通路的调节，c-Jun氨基末端激信号通路的激活，白介素 -1茁
的激活以及其他因子例如血管内皮生长因子、有丝分裂原激活

蛋白激酶，最终开启细胞凋亡机制，并导致 EBI的产生，从而促

进患者神经营养家族中的脑源性神经生长因子 (brain derived

neurotrophic factor，BDNF) 和与其高度亲和的酪氨酸激酶受体

B(tropomyosin-related kinase B，TrkB)表达升高，帮助神经功能

修复[10]。

表没食子儿茶素没食子酸酯 (Epigallocatechin gallate，

EGCG)是茶叶的主要成分，具有抗肿瘤、抗氧化、抗炎效应，同

时也能抑制多种细胞黏附分子、TNF、COX-2 和 MMP-9 的表

达。既往研究表明 EGCG的保护机制主要与抗氧化、抗凝、抑

制血小板聚集等作用密切相关[11,12]。此外，EGCG亦能对血管内

皮细胞再生产生重要影响。以大鼠内皮细胞和人脐静脉内皮细

胞为模型，研究 EGCG对细胞内 Ets-1、c-Fos及 c-Jun基因表达

的影响，结果显示 EGCG通过降低这些基因的表达来阻断血

管内皮细胞的变形。因此，本研究通过 EGCG干预 SAH大鼠，

检测其神经功能、血清 hsCRP、脑组织 BDNF、脑组织 TrkB水

平的变化，旨在探讨 EGCG对蛛网膜下腔出血大鼠脑损伤保

护作用及其可能机制。

1 材料与方法

1.1 实验动物和主要试剂

健康雄性 Sprague-Dawley(SD)大鼠 80 只，体重 300~400

g，由西安交通大学医学部动物实验中心提供。大鼠 hsCRP试

剂盒购自上海西唐生物科技公司，兔抗大鼠 BDNF抗体、TrkB

抗体均购自英国 Abcam公司。

1.2 实验分组和 SAH模型的建立

采用随机表字法分组，将 80 只 SD 大鼠分为假手术组

(Sham组)、SAH模型组、SAH+EGCG药物组、SAH+NS组 (生

理盐水)，每组大鼠 20只。SAH+EGCG药物组即是 SAH造模

成功后给予腹腔每日腹腔注射 40 滋mol/L EGCG药物 0.2 mL，

连续 3d。SAH+NS组(生理盐水)即是 SAH造模成功后给予腹

腔每日腹腔注射 0.9 %生理盐水 0.2 mL。

SAH模型建立 [13]：采用视交叉前池注自体血法建立大鼠

SAH动物模型，采用 10 %水合氯醛(350 mg/kg)腹腔注射麻醉，

将大鼠额顶部备皮，俯卧位固定于脑立体定位仪，常规消毒铺

巾，沿大鼠矢状线逐层切开头皮、肌肉，钝性分离骨膜，取冠状

缝前 5 mm，中线旁开 3 mm处为钻孔点，于定位仪上准确定位

后用牙科磨钻钻孔，暴露额极，用 1 mL注射器针头挑破硬脑

膜，可见脑脊液流出，将 PE10导管从额极沿前颅窝底向双耳两

线中点送入，深度为 10 mm，骨蜡封闭钻孔。导管外露端连接 1

mL无菌注射器，回抽可见清凉脑脊液后，取自体尾静脉血 0.3

mL缓慢注入蛛网膜下腔，然后拔出导管，封闭骨孔，严密缝合

头皮。Sham组注射 0.3 mL 0.9 %生理盐水，其他操作同 SAH组。

1.3 神经功能评分

参照 Garcia等[14]的实验方法进行大鼠造模成功后 1 d、3 d

神经功能评分，由 3名实验员(不知分组情况)分别进行评估、记

录，评价项目包括大鼠自主活动情况、四肢活动对称性、前肢伸

展活动情况、本体感觉、攀爬能力以及胡须碰触反射，最高评分

18分，最低 5分，结果取平均值，评分越低表明大鼠脑损伤程

度越严重。

1.4 脑组织水量测定

采用干湿重法测定脑组织含水量：在冰袋上迅速取脑，去

掉软脑膜和血凝块，切除嗅球，将脑组织放于锡箔纸上称湿重。

后置于高温烤箱内 105℃下烘烤 24 h后取出，称干重。根据

Elliott公式计算出脑组织含水量(%)。

1.5 形态学观察

Sham 组、SAH 组、SAH+EGCG 组、SAH+NS 组于造模成

功后 3 d根据随机抽样法分别抽取 1只大鼠麻醉后断头取脑，

于 4 %多聚甲醛中固定 24 h，组织石蜡包埋，脑组织切片，HE

染色，显微镜下观察神经细胞的形态。

1.6 Westernblotting法检测各组大鼠脑组织BDNF及 TrkB表达

各组大鼠造模成功后 3 d腹腔注射 10 g/L戊巴比妥钠(3

g/100 g)麻醉，麻醉成功后迅速断头取脑，取脑组织同一部位

100 mg组织放入 1 mL裂解液中，加入抑制剂后使用高通量组

织研磨仪研磨，然后 4℃离心机 12000 rpm离心 30 min，留取

上清液 -20℃保存。使用兔抗大鼠 BDNF抗体、TrkB抗体通过

Western blotting法检测各组大鼠脑组织 BDNF及 TrkB表达。

1.7 检测各组大鼠血清 hsCRP水平

Sham 组、SAH 组、SAH+EGCG 组、SAH+NS 组于造模成

功后 3 d腹腔注射 10 g/L戊巴比妥钠(3 g/100 g)麻醉，麻醉成

功后拔眼球留取血液 1.0~1.5 mL，并置于 -20 ℃冰箱，采用

hsCRP试剂盒检测各组大鼠血清 hsCRP水平。

1.8 统计学分析

应用 SPSS 17.0软件处理数据，计量资料用均数± 标准差

(mean ± SD)表示，均数比较采用 t检验或单因素方差分析，以

P＜0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 各组大鼠 SAH造模 1天、3天神经功能评分比较

各组大鼠造模成功后，第 1天、3天的神经功能评分结果

见表 1。Sham组大鼠神经功能评分在第 1天、3天比较差异不

明显，不具有统计学意义(P>0.05)，而 SAH组、SAH+EGCG组、

SAH+NS组大鼠神经功能评分在第 1天、3天比较差异显著，
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图 1 各组大鼠 SAH造模成功 3天后脑组织 HE染色结果(400× )

Fig .1 Results of the HE staining of brain tissue on the 3rd day after the SAH between different groups (400 × )

A: Sham group; B: SAH group; C: SAH+NS group; D: SAH+EGCG group

均有统计学意义(P<0.05)，且 SAH+EGCG组神经功能评分较

同期 SAH组和 SAH+NS组增高明显，差异具有统计学意义

(P<0.05)。

Note: *P<0.05 compared with 3rd day after the SAH; #P<0.05 compared with SAH+EGCG group.

表 1 各组大鼠 SAH造模后 1 d、3 d神经功能评分比较(mean ± SD)

Table 1 Comparison of the neurological function score on the 1st, 3rd day after the SAH between different groups(mean ± SD)

Time Sham group SAH group SAH+NS group SAH+EGCG group

1st day after the SAH 17.3± 0.50 11.7± 0.75* 11.6± 0.70* 12.1± 0.60*

3rd day after the SAH 17.5± 0.50 10.2± 0.80# 9.9± 0.75# 16.5± 0.75

2.2 各组大鼠 SAH造模后 1天、3天脑组织水含量比较

Sham组大鼠脑组织含水量造模后 1 d为(74.68± 0.47)%，

造模后 3 d为(73.72± 0.53) %；SAH组大鼠脑组织含水量造模

后 1 d 为 (79.33± 0.45) %，造模后 3 d 为 (84.28± 0.52) %；

SAH+EGCG组大鼠脑组织含水量造模后 1 d为 (80.15± 0.47)

%，造模后 3 d为(78.31± 0.42) %；SAH+NS组大鼠脑组织含水

量造模后 1 d为(78.84± 0.56) %，造模后 3 d为(85.72± 0.59) %。

与 Sham组比较，同期 SAH组、SAH+NS组脑组织含水量较高

(P<0.05)；与 SAH组比较，SAH+NS组脑组织含水量无明显差

异(P>0.05)，而 SAH+EGCG组脑组织含水量明显降低(P<0.05)。

2.3 各组大鼠 SAH造模 3天后血清 hsCRP水平比较

与 Sham组 (0.08± 0.02 mg/L) 比较，SAH组 (0.35± 0.03

mg/L)、SAH+NS组 (0.34± 0.027 mg/L) 血清 hsCRP水平较高

(P<0.05)；与 SAH组比较，SAH+NS组血清 hsCRP水平无明显

差异(P>0.05)，而 SAH+EGCG 组血清 hsCRP 水平(0.19± 0.02

mg/L)明显降低(P<0.05)。

2.4 各组大鼠 SAH造模成功 3天后脑组织 HE染色结果及死

亡神经细胞数统计分析

各组大鼠 SAH造模成功 3天后脑组织 HE染色结果具体

见图 1，并统计分析死亡神经细胞数。与 Sham组(39.48± 1.91

个 /HP)比较，SAH组、SAH+EGCG组、SAH+NS组部分神经元

失去正常形态，可见细胞间质水肿，神经元部分细胞核边界不

清、核固缩、核深染、核碎裂，并可见三角锥形的死亡神经细胞。

SAH 组(178.46± 2.07 个 /HP)和 SAH+NS 组(169.73± 1.96 个

/HP)变形、死亡的神经细胞数量无明显差异，而 SAH+EGCG组

(63.57± 2.39个 /HP)神经细胞水肿明显减轻，且坏死神经元减

少，细胞核固缩明显减轻，深染现象减轻(P<0.05)。

2.5 各组大鼠脑组织 BDNF及 TrkB的表达比较

各组大鼠 SAH造模成功后第 3天，脑组织 BDNF及 TrkB

的表达见图 2。与 Sham组比较，SAH组、SAH+NS组 BDNF、

TrkB 的表达增高不明显，SAH 组及 SAH+NS 组 BDNF、TrkB

的表达量无明显差异，而 SAH+EGCG组 BDNF、TrkB的表达

量较 SAH组、SAH+NS组明显升高。

3 讨论

蛛网膜下腔出血(SAH)是指脑血管病变导致血管破裂血液

直接流入蛛网膜下腔引起一系列的临床症状[15]，如剧烈头痛、

头晕、恶心、呕吐，是神经外科的常见疾病，具有致死率致残率

高、预后效果差等特点。早期脑损伤(EBI)是 SAH致死致残及

不良预后的主要原因之一，是指蛛网膜下腔出血后 72 h内出

现的直接脑损伤，包括颅内压增高、急性脑血管痉挛、脑水肿、

血脑屏障破坏及脑细胞死亡[16]。SAH后通过内皮细胞损伤、血

脑屏障破坏、一氧化氮调节失效、细胞基质金属蛋白酶 -9的产

生、c-Jun氨基末端激信号通路的激活及白介素 -1茁的激活等
导致脑血管痉挛、早期脑损伤，对患者造成严重神经功能障碍
[17]。据文献报道，超敏 C反应蛋白(hsCRP)是 SAH后重要的急

性时相蛋白，在脑血管痉挛中发挥重要的作用，且 hsCRP水平

和脑血管痉挛的严重程度呈正相关，并和 SAH后预后不良密

切相关。

图 2 各组大鼠 SAH 3天后 BDNF及 TrkB的Western blotting结果

Fig.2 Western blotting Results of BDNF and TrkB on the 3rd day after the

SAH between different groups
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图 3 各组大鼠 SAH 3天后 BDNF及 TrkB的Western blotting相对表达量统计分析

Fig .3 Statistical analysis of Western blotting relative expression of BDNF and TrkB on the 3rd day after the SAH between different groups

Note: *P<0.05, **P<0.01 compared with the Sham group; △ P<0.05 compared with SAH group.

表没食子儿茶素没食子酸酯 (Epigallocatechin gallate，

EGCG)是一类来源于茶叶的大自然物质，是茶多酚中最有效的

活性成分，属于非酶抗氧化剂，具有明显清除体内自由基因、抗

癌、抗氧化、神经保护及改善肝功能等生物活性，能对抗动脉粥

样硬化及血管内皮细胞的损伤，具有预防心脑血管疾病的作

用，并且对心肌及脑的缺血再灌注损伤具有保护作用。研究显

示 EGCG对颅脑外伤、脑缺血、脑缺氧及神经毒性物质导致的

神经功能障碍具有保护作用。本研究采用视交叉前池注自体血

法建立 SAH动物模型，较好的模拟了临床 SAH的病理变化，

采用给予 EGCG药物干预，通过观察大鼠脑组织水肿情况、神

经功能评分、血清 hsCRP水平、脑组织 BDNF及脑组织 TrkB

表达水平变化，探讨 EGCG对蛛网膜下腔出血大鼠脑损伤保

护作用机制。研究结果显示 SAH组大鼠造模后 3 d，神经功能

评分较低，说明对大鼠脑损伤较严重，对大鼠神经功能造成严

重损伤；脑组织含水量较高，脑水肿明显，且脑组织石蜡切片

HE染色显示神经细胞水肿明显，神经元核固缩深染、碎裂明

显，有大量神经细胞坏死，表明 SAH后造成明显脑组织水肿，

并导致大量脑细胞凋亡，而给予 EGCG干预后，这些现象明显

改善，说明 EGCG对 SAH大鼠脑损伤具有保护作用。同时，

SAH组血清 hsCRP水平明显升高，表明 SAH组大鼠脑组织炎

症反应明显，且脑血管痉挛比较严重，而给予 EGCG干预后血

清 hsCRP水平下降，表明 EGCG能够通过抑制脑组织炎症反

应而减轻脑血管痉挛[18]，从而减轻脑组织水肿及脑组织缺损[19]。

在 SAH后，神经功能恢复阶段患者 BDNF、TrkB水平表

达升高，BDNF主要分布于大脑海马区域及大脑皮层的跨膜受

体，能够通过抑制胶质细胞的活化和巨噬细胞的浸润，而抑制

缺血性脑损伤引起的炎症反应，且抑制自由基等有害物质的生

成，减少对神经细胞损害[20,21]。TrkB是 BDNF的特异性功能受

体[22]，与 BDNF的表达具有一致性，二者形成的 BDNF-TrkB复

合物具有抑制神经兴奋性毒性、调节神经元内 Ca2+平衡和调控

Bax、Bcl-2和 Caspas-3等凋亡蛋白表达的作用，有助于减轻脑

损伤后神经元的凋亡并改善预后，减轻患者神经功能障碍
[23,24]。本研究结果显示 SAH+EGCG组 BDNF、TrkB的表达量较

SAH组明显升高，表明给予 EGCG干预后，能够促进脑组织

BDNF、TrkB的表达，从而促进神经功能的修复，减轻 SAH后

脑组织损伤及预后患者神经功能的障碍[25]。

综上所述，EGCG能够有效的保护大鼠 SAH后的脑损伤，

促进神经功能修复，减轻预后神经功能障碍，可能与其促进脑

组织 BDNF、TrkB的表达有关。
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