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绿茶提取物 EGCG对乙醇诱导原代海马神经元损伤的	

保护作用及其机制

杨海玉1，刘勇2，胡建新3，戴艳枝2

(江西省人民医院  1. 临床医学研究所；2. 病理科；3. 药剂科，南昌 330006)

[摘　要]	 目的：探讨绿茶提取物表没食子儿茶素没食子酸酯(epigallocatechin-3-gallate，EGCG)对乙醇诱导

原代海马神经元损伤的作用及机制。方法：以原代培养的海马神经元为实验对象，设对照组、

乙醇组、EGCG+乙醇组和EGCG组，采用MTT比色法检测细胞存活率以及Annexin-V APC/7-AAD

双染法观察细胞凋亡状况，采用荧光实时定量PCR检测凋亡因子BCL2，BA X表达并进行氧化应

激检测。结果：EG CG ( 1 0 0  µ m o l / L)可明显提高海马神经元存活率及抑制乙醇诱导的细胞凋亡

(P<0.001)；另外，EGCG可促进海马神经元凋亡因子BCL2表达增高、BAX表达降低(P<0.001)，

同时使抗氧化酶T-SOD和GSH-Px的酶活力明显增高(P<0.001)。结论：EGCG对乙醇诱导的原代海

马神经元损伤具有一定的保护作用，其机制与抑制海马神经元凋亡及抗氧化应激损伤有关。

[关键词]	 表没食子儿茶素没食子酸酯；乙醇性痴呆；海马神经元；凋亡；氧化应激
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neuron injury and its mechanism
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Abstract Objective: To observe the protective effect of green tea compound epigallocatechin-3-gallate (EGCG) on alcohol-

induced primary-cultured hippocampal neuron injury and discuss its mechanism. Methods: Hippocampal 

neurons were primary-cultured for 7 days and identified with immunofluorescence staining, divided into 4 groups: 

control group, ethanol group, EGCG + ethanol group and EGCG group. The cell viability was analyzed with 

MTT assay and the staining with Annexin-V APC/7-AAD was used to observe cell apoptosis. The expression of 

apoptosis factors including BCL2 and BAX was detected by Real-time fluorescent quantitative PCR, the activity 
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大脑是乙醇诱导损伤的最常见靶器官之一，

长期大量饮酒可引起脑器质性损害，并逐渐发展

至痴呆状态，称之为乙醇性痴呆(alcohol-associated 
d e m e n t i a ， A A D ) ， 临 床 主 要 特 征 表 现 为 学 习 记

忆功能损害，严重者甚至日常生活不能自理 [ 1 ]。

研 究 [ 2 - 4 ]证 实 海 马 是 调 控 学 习 记 忆 功 能 的 重 要 脑

区，乙醇可通过诱导神经炎性反应、氧化应激等

途径导致神经细胞发生凋亡，致使海马区功能性

神 经 细 胞 数 目 减 少 ， 从 而 导 致 学 习 记 忆 功 能 障

碍。表没食子儿茶素没食子酸酯(epigal locatechin-
3 - ga l l ate，EG CG)是从绿茶中提取的儿茶素类单

体，也是绿茶的主要活性成份。目前研究 [5-8]证实

EGCG具有很强的抗氧化活性，可抑制各种诱因导

致的神经元凋亡，对中枢神经系统具有一定的保

护作用。在前期工作基础上，本研究以原代培养

的海马神经元为实验对象，进一步探讨EGCG对乙

醇诱导神经元损伤的作用及机制。

1  材料与方法

1.1  试剂

E G C G 购自成都曼思特生物科技有限公司。

培 养 原 代 海 马 神 经 元 所 需 的 D M E M ( D u l b e c c o ’ s 
modified eagle medium)培养基及胎牛血清购于美国

Gibco公司；兔抗神经元特异性烯醇化酶(neuron-
spec i f i c  enola se，NSE)单克隆抗体和兔抗神经胶

质纤维酸性蛋白( g l i a l  f i b r i l l a r y  a c i d i c  p ro te i n，

G FA P)单克隆抗体购于武汉博士德生物公司；四

甲基偶氮唑蓝[ 3 - ( 4 , 5 -D i m e t hy l t h i az o l - 2 -y l) - 2 , 5 -
diphenyltetrazolium bromide，MTT]购自美国Sigma
公司；胰蛋白酶、Annexin V-APC/7-AAD细胞凋亡

及氧化应激检测试剂盒购自南京凯基生物科技发

展有限公司；荧光实时定量PCR相关试剂购自美国

Thermo Fisher公司。

1.2  原代海马神经元培养和鉴定[9]

取胎龄为15~18 d的SD胚胎大鼠(购自江西中

医 药 大 学 实 验 动 物 部 ) ， 于 体 视 显 微 镜 下 分 离 海

马组织，采用体积分数为 0 . 2 5 % 胰蛋白酶消化，

加入DME M培养基吹打细胞悬液，调整细胞密度

为2×10 5接种于6孔板，孔内预先放置包被多聚-L -
赖 氨 酸 的 盖 玻 片 。 每 3  d 换 液 1 次 。 细 胞 培 养 第

7  d取盖玻片，P B S轻洗3次，用体积分数为4 %多

聚甲醛室温固定3 0  m i n。之后用体积分数为0 . 1 % 
Tr i t o n  X - 1 0 0 处理 1 5  m i n ，分别滴加一抗兔抗鼠

NSE(1:100)和GFA P(1:100)4 ℃过夜。PBS洗3次

后，分别滴加FITC标记和TRITC标记羊抗兔二抗

( 1 : 3 0 0 ) ，室温避光孵育 1  h 。之后甘油缓冲液封

片，荧光显微镜观察结果。

1.3  原代海马神经元 MTT 检测

将密度为2×10 5的海马神经元细胞悬液接种于

预先包被多聚-L -赖氨酸的96孔板，置培养箱内培

养6  d，每3  d换液1次。第7天所有细胞均更换无

血清的DME M培养基进行后续实验。乙醇组细胞

加入含3 0 0  m o l / L浓度乙醇的培养基，EG CG +乙

醇组同时加入不同浓度的EG CG ( 1 ~ 1 0 0  µ m o l / L)
及 3 0 0  m o l / L 乙醇，对照组细胞加入不含乙醇及

EG CG的培养基，各组细胞置培养箱中37  ℃培养

24 h。之后每孔加入20 μL MTT溶液(5 mg/mL)，

37 ℃培养4 h。弃去所有溶液后加入150 μL DMSO
溶液，振荡10 min，采用酶标仪490 nm波长检测

光密度(opt ical  densit y，OD)值，并根据各组OD
值计算细胞存活率。

1.4  原代海马神经元凋亡检测

实验设对照组、乙醇组(300 mol/L)、EG CG 
(100 µmol/L)+乙醇组及EGCG组(100 µmol/L)。各组

细胞经上述处理后，弃去培养基，用PBS洗3次，

of antioxidant enzymes such as T-SOD and GSH-Px in hippocampal neurons was also studied. Results: For 

primary-cultured hippocampal neurons, the cell viability was significantly increased and alcohol-induced cell 

apoptosis was apparently inhibited by treatment of EGCG (100 µmol/L) (P<0.001). Moreover, the result 

showed that anti-apoptotic factor BCL2 was significantly up-expressed and pro-apoptotic factor BAX was 

down-expressed, the enzyme activity of T-SOD and GSH-Px in hippocampal neurons was also obviously 

increased after EGCG treatment. Conclusion: The alcohol-induced injury of hippocampal neuron could be 

prevented by EGCG treatment, which is closely associated with its inhibition effects on alcohol-induced cell 

apoptosis and oxidative stress.

Keywords epigallocatechin-3-gallate; alcohol-associated dementia; hippocampal neuron; apoptosis; oxidative stress
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每孔滴加5  μ L  A n n e x i n  V-A P C混匀，再加入5  μ L 
7-AAD混匀，避光染色10 min，PBS洗3次后采用流

式细胞仪(美国Becton-Dickinson FACS Calibur)检测

细胞凋亡。

1.5  原代海马神经元 PCR 检测

本 研 究 采 用 荧 光 实 时 定 量 P C R 技 术

检 测 凋 亡 因 子 B C L 2 ， B A X 在 原 代 海 马 神

经 元 中 的 表 达 变 化 。 实 验 分 组 同 凋 亡 检

测 。 引 物 序 列 设 计 如 下 ， B C L 2 ： 上 游 引 物

5 ' - G TA C C TG A A C C G G C ATC TG - 3 ' ， 下 游 引 物

5'-GGGGCCATATAGTTCCACA A-3'；BAX：上游

引物5'-GTGAGCGGCTGCTTGTCT-3'，下游引物

5'-GTGGGGGTCCCGAAGTAG-3'；内参GAPDH：

上游引物5' - G G CCTTCCGTGTTCCTACC -3'，下

游引物5'- CG CCTG CTTCACCACCTTC -3'。R NA
提取后按试剂盒说明书进行反转录反应，之后采用

荧光定量PCR仪(美国ABI Step one plus Real time-PCR 
system)进行PCR反应，反应步骤为：95 ℃变性15 s，

60 ℃退火20 s，72 ℃延伸40 s，共40个循环；实验

数据采用2−ΔΔCt的统计学方法处理。

1.6  原代海马神经元氧化应激检测

实验分组同凋亡检测。实验方法按总超氧化物

歧化酶(total superoxide dismutase，T-SOD)和谷胱

甘肽过氧化物酶(glutathione peroxidase，GSH-Px)检

测试剂盒说明书进行。采用紫外分光光度计分别

检测T-SOD及GSH-Px反应液(450 nm)的OD值。

1.7  统计学处理

采用SPSS 19.0统计软件进行分析，数据以均

数±标准差( x± s)表示；多组间均数比较采用单因

素方差分析，两两比较选择 B o n f e r r o n i 检验，以
P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  原代海马神经元形态学观察结果

采用免疫荧光染色法对分离培养的细胞进行

鉴定，细胞呈神经元特异标志物 ( N S E) 高表达，

几乎不表达神经胶质细胞特异标志物(GFAP)，提

示培养的原代海马神经元纯度较高。从图1可见，

与对照组(A)及EGCG组(D)相比，乙醇组(B)细胞

数量明显减少，并可见较多的呈核固缩的凋亡细

胞；与乙醇组(B)相比，EGCG+乙醇组(C)细胞数

量明显增多、凋亡细胞减少。

2.2  原代海马神经元 MTT 检测结果

实验结果显示：给予乙醇(300 mol/L)作用24 
h 后，与对照组相比，乙醇组细胞存活受到明显

抑制( F = 4 1 0 . 2 7 7，P < 0 . 0 0 1 )；然而，与乙醇组相

比，给予EGCG(10~100 µmol/L，24 h)共培养后，

海马神经元存活率明显增高，并且呈剂量依赖性

(P<0.001，图2)。

2.3  原代海马神经元凋亡检测结果

流 式 检 测 结 果 证 实 乙 醇 组 细 胞 凋 亡 率 
[(5 3.93±0.38)%]明显高于对照组[(2.71±0.25)%]
及EG CG组[ ( 3 .  0 7 ± 0 . 2 9 ) % ]，其差异具有统计学

意义( F = 9 1 9 2 . 6 2 5，P < 0 . 0 0 1 )；EG CG +乙醇组的

细胞凋亡率[(27.41±0.70)%]明显低于乙醇组，结

果具有统计学意义(P<0.001)；对照组与EG CG组

之 间 的 细 胞 凋 亡 率 差 异 无 统 计 学 意 义 ( P > 0 . 0 5 ，

图3)。

图1 原代海马神经元形态学观察结果(×200)

Figure 1 Morphological observation of primary-cultured hippocampal neurons (×200)

(A)对照组；(B)乙醇组；(C)EGCG+乙醇组；(D)EGCG组。

(A) Control group; (B) Ethanol group; (C) EGCG + ethanol group; (D) EGCG group.

A C DB

50 μm 50 μm 50 μm 50 μm
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2.4  原代海马神经元 PCR 检测结果

与 对 照 组 相 比 ， 乙 醇 组 细 胞 中 抗 凋 亡 因 子

B C L 2 表 达 明 显 降 低 ， 而 促 凋 亡 因 子 B A X 明 显 增

高，差异具有统计学意义(P<0.001)；当给予EGCG 
1 0 0  µ m o l / L 时，与乙醇组相比， B C L 2 表达明显

提 高 而 B A X 表 达 明 显 下 降 ( P < 0 . 0 0 1 ) ； 对 照 组 和

EG CG组中B CL2，BA X的表达差异无统计学意义

(P>0.05，表1)。

2.5  原代海马神经元氧化应激检测结果

与对照组相比，细胞给予乙醇(100 mol/L)作

用24 h后，其抗氧化酶SOD和GSH-P x的酶活力均

明 显 抑 制 ， 结 果 具 有 统 计 学 差 异 ( P < 0 . 0 0 1 ) ； 而

给予EG CG可显著逆转乙醇诱导的SOD和GSH-P x
酶活力下降(P<0.001)。对照组和EG CG组中SOD
和G S H -P x的酶活力差异无统计学意义( P > 0 . 0 5， 
图4)。

图2 不同浓度EG CG对乙醇诱导原代海马神经元损伤的

作用

Figure 2 Effect of different doses of EGCG on alcohol-

induced hippocampal neuron injury

与对照组相比，***P<0.001；与乙醇组相比，###P<0.001。

Compared with the control group, ***P<0.001; Compared with the 

ethanol group, ###P<0.001.

图3 流式检测原代海马神经元凋亡结果

Figure 3 Result of primary-cultured hippocampal neuron 

apoptosis by flow cytometry

(A)对照组；(B)乙醇组；(C)EGCG+乙醇组；(D)EGCG组。

(A) Control group; (B) Ethanol group; (C) EGCG + ethanol group; 

(D) EGCG group.

图4 原代海马神经元氧化应激检测结果

Figure 4 Observation of oxidative stress in primary-cultured 

hippocampal neurons

(A)SOD；(B)GSH。与对照组相比，***P<0.001；与乙
醇组相比， ###P<0.001。Con，对照组；Eth，乙醇组；
EGCG+Eth，EGCG+乙醇组；EGCG，EGCG组。
(A ) SO D；(B) G SH .  Co m pared  w i t h  t h e  co nt rol  g ro u p, 
***P<0.001; Compared with the ethanol group, ###P<0.001. Con, 
control group; Eth, ethanol group; EGCG + Eth, EGCG + ethanol 
group; EGCG, EGCG group.
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表1 原代海马神经元凋亡因子表达PCR检测结果

Table 1 Expression of apoptotic factors in original hippocampal 

neurons by PCR 

组别
细胞凋亡因子

BCL2 BAX

对照组 1.000±0.038 1.001±0.062

乙醇组 0.246±0.003* 2.749±0.211*

乙醇+EGCG组 0.804±0.011# 1.877±0.035#

EGCG组 1.050±0.071 0.978±0.036

与对照组相比，*P<0.001；与乙醇组相比，#P<0.001。

Compared with the control group, *P<0.001; Compared with 

the ethanol group, #P<0.001.
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3  讨论

A A D是慢性乙醇中毒引起脑器质性损害的结

果，主要临床表现为记忆力缺损伴其他认知功能

障碍。海马是神经元高度集中的部位，具有与周

围脑组织界限明确、易于分离等特点，是神经科

学 领 域 常 用 的 体 外 研 究 对 象 。 研 究 [ 1 , 4 ]认 为 海 马

是调控学习记忆功能的关键脑区，在短时记忆转

为长时记忆以及空间航行定位功能中具有重要作

用。另外，研究 [3-4]证实长期慢性饮酒可促使海马

体积减小及海马区大量神经细胞凋亡。在前期工

作中，研究[2]证实28 d乙醇灌胃可导致大鼠学习记

忆功能损害并诱导海马神经细胞发生显著凋亡，

同 时 观 察 到 大 鼠 血 清 中 抗 氧 化 酶 S O D 和 G S H - P x
的酶活力明显抑制。本研究通过体外实验进一步

证实，乙醇可明显抑制海马神经元存活并诱导其

发生显著凋亡，而且同样可抑制其抗氧化酶的活

性。以上结果提示乙醇促进海马神经元凋亡是导

致学习记忆功能损伤的重要机制，并且与诱导氧

化应激损伤有关。

然而，目前临床上治疗慢性乙醇中毒导致的学

习记忆功能障碍尚无有效的方法。本研究以原代海

马神经元为实验对象，探讨绿茶提取物EGCG对乙

醇诱导神经元损伤的作用及机制。EGCG是绿茶的

主要活性成份，具有较强的抗氧化活性，不仅对中

枢神经系统损伤具有一定的保护作用，而且可明显

改善动物学习认知功能 [5-7]。更为重要的是，有研

究 [10-12]证实EGCG对成年动物海马神经干细胞增殖

和神经元存活具有促进作用，并且可促使神经干

细胞向损伤区域迁移。EGCG可明显促进乙醇作用

条件下海马神经元细胞存活以及明显抑制乙醇诱

导的海马神经元凋亡发生，一方面可提高抗凋亡

因子BCL2表达而抑制促凋亡因子BAX表达，另一

方面可显著提高细胞内抗氧化酶SOD和GSH-Px的

活性。

综上所述，EGCG对乙醇诱导的原代海马神经

元损伤具有一定的保护作用，其机制与抑制海马

神经元凋亡及抗氧化应激有关，由此认为EGCG对

于AAD可能具有潜在的临床治疗价值。
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