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• 实验研究 • 

芦丁通过抗氧化抗凋亡对蛛网膜下腔出血大鼠早期脑损伤的保护作用 

韩雨薇，王晨辰，李晓明*
 

北部战区总医院 神经外科，辽宁 沈阳  110016 

摘  要：目的  探讨芦丁通过抗氧化抗凋亡对蛛网膜下腔出血（SAH）大鼠早期脑损伤的保护作用。方法  颈内动脉穿刺法

构建 SAH 模型。SD 雄性大鼠分为假手术组、模型组和芦丁 50 mg/kg 组，24 h 后对 SAH 评分、神经功能评分、脑含水量和

伊文思蓝渗出率进行考察。并利用 ELISA 法检测氧化应激指标丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、过氧化氢酶（CAT）

和谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）的活性；并采用免疫荧光检测调亡相关蛋白 p53、Bax、caspase-3 和 Bcl-2 的表达情况。

结果  与模型组比较，芦丁 50 mg/kg 组 SAH 评分明显降低（P＜0.05），神经功能评分明显提高（P＜0.01）。与模型组比较，

芦丁 50 mg/kg 组大鼠左脑、右脑和小脑的脑水含量和伊文思蓝渗出率明显降低（P＜0.05），提示芦丁能够减轻 SAH 大鼠血

脑屏障的损伤。与模型组比较，芦丁 50 mg/kg 组大鼠 MDA 水平显著降低（P＜0.05），SOD、CAT 和 GSH-Px 水平显著升

高（P＜0.05、0.01），提示芦丁具有改善 SAH 大鼠氧化应激的作用。芦丁 50 mg/kg 给药后 p53、Bax 和 caspase-3 表达量减

少，Bcl-2 表达增加。结论  芦丁能够通过抗氧化抗凋亡减轻 SAH 大鼠的早期脑损伤。 
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Protective effect of rutin on early brain injury in mice with subarachnoid hemorrhage 

by anti-oxidation and anti-apoptosis 

HAN Yu-wei, WANG Chen-chen, LI Xiao-ming 

Department of Neurosurgery, General Hospital of Northern Theater Command, Shenyang 110016, China 

Abstract: Objective  To investigate the protective effect of rutin on early brain injury in mice with subarachnoid hemorrhage (SAH) 

by anti-oxidation and anti-apoptosis. Methods  SAH model was established by internal carotid artery puncture. SD male mice were 

divided into Sham group, model group, and rutin 50 mg/kg group. After 24 h, SAH score, neurological function score, cerebral edema, 

and Evans blue exudation were investigated. The activities of oxidative stress indexes MDA, SOD, CAT, and GSH-Px were detected by 

ELISA method. The expression of apoptosis related proteins p53, Bax, caspase-3, and Bcl-2 were detected by immunofluorescence. 

Results  Compared with the model group, SAH score in rutin 50 mg/kg group was significantly decreased (P < 0.05), but 

neurological function score was significantly increased (P < 0.01). Compared with the model group, cerebral edema and Evans blue 

exudation of left brain, right brain, and cerebellum in rutin 50 mg/kg group were significantly decreased (P < 0.05), indicating that 

rutin could decrease the damage to the blood-brain barrier of mice with SAH. Compared with the model group, MDA level in rutin 

50 mg/kg group was significantly decreased (P < 0.05), but SOD, CAT, and GSH-Px levels were significantly increased (P < 0.05, 

0.01), indicating that rutin could improve the effect of oxidative stress in mice with SAH. Rutin 50 mg/kg could decrease the 

expression of p53, Bax, and caspase-3, and increase the expression of Bcl-2. Conclusion  Rutin can alleviate early brain injury in 

mice with SAH by anti-oxidation and anti-apoptosis. 
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蛛网膜下腔出血（SAH）的早期脑损伤被认为

与预后密切相关[1]。研究表明氧化应激和神经元凋

亡是 SAH 后早期脑损伤的重要原因之一[2-3]。因此，

抗氧化应激和抗凋亡可能是早期脑损伤的有效治疗

策略。氧化应激还可通过增加 p53 诱导细胞色素 c

释放和激活 caspase-3 来诱导细胞凋亡[4]。芦丁（3,3′, 

4′,5,7-五羟基黄酮-3-鼠李葡糖苷）是一种黄酮醇型

黄酮类化合物，在天花粉和植物性食品中含量丰富，

包括蔬菜、水果、茶叶、葡萄酒和草药。已有研究

报道芦丁具有多种药理活性，包括抗氧化、抗病毒、

抗癌、细胞保护、抗血小板、抗血栓、血管保护、

心脏保护和神经保护活性[5-6]。然而，芦丁对 SAH

后氧化应激和神经细胞凋亡的影响及其可能的作用

机制尚未被研究。因此，本研究将探讨芦丁对 SAH

后早期脑损伤的影响及其可能的作用机制。 

1  方法与材料 

1.1  仪器与试剂 

芦丁（质量分数 98%，上海源叶生物科技有限

公司）；二甲基亚砜（DMSO，Sigma 公司）；p53、

Bax（Cell signaling technology）；caspase 3、Bcl2、

β-actin（Santa Cruz Biotechnology）；BCA 蛋白定量

试剂盒、蛋白酶磷酸酶抑制剂、RIPA 裂解液、

SDS-PAGE 凝胶配制试剂盒、ECL 化学发光试剂盒

和 5×loading buffer 均购自碧云天生物技术公司；

Evans Blue（Sigma 公司）；MDA、SOD、CAT 和

GSH-Px 试剂盒（南京建成科技有限公司）；冰冻切

片机（Thermo 公司）；黏附载玻片、盖玻片均购自

江苏世泰实验器材有限公司；尼康荧光显微镜；

Thermo 酶标仪。 

1.2  动物 

雄性 Sprague-Dawle（SD）大鼠，体质量 250～

280 g，购于北部战区总医院实验动物科（沈阳），

动物生产许可证号 SCXK（辽）2014-0002。所有动

物的使用流程均符合美国国立卫生研究院 1996 年

出版的“实验动物护理和使用指南”。喂食充足的饲

料和水。所有大鼠在固定灌注和手术前均处于麻醉

状态。 

1.3  SAH 大鼠模型的建立 

SAH 大鼠模型采用血管内穿刺的方法制作[7]。

大鼠 ip1%戊巴比妥钠（35 mg/kg）麻醉。将鼠头固

定在立体定向框架内。显露左侧颈总动脉、颈外动

脉（ECA）和颈内动脉（ICA），结扎切断 ECA。一

条锐化的 4-0单丝尼龙缝线从ECA残端沿吻部进入

颈内动脉。穿刺 15 s 后，将缝线拔入 ECA 残端，

再灌注 ICA 形成 SAH。通过 SAH 评分和神经功能

评分来判断模型是否成功。假手术组大鼠进行同样

的手术，没有穿刺。 

1.4  分组和给药 

根据前期研究[8]，选择芦丁质量浓度 50 mg/kg

进行实验。将随机分为 3 组，假手术组、模型组、

芦丁 50 mg/kg 组，每组 30 只。芦丁在二甲基亚砜

（DMSO）中溶解，注射前稀释于生理盐水中（最终

浓度为 10%）)。SAH 后 0.5 h 芦丁 ip 给药。DMSO

溶解于等体积生理盐水中作为对照。 

1.5  SAH 评分和神经功能评分[9]
 

采用 Sugawa 评分标准，根据蛛网膜下腔血凝

块的多少将基底池分为 6 个节段，0～3 级。0 级：

无蛛网膜下腔出血；1 级：蛛网膜下腔微量出血；2

级：中度凝块；3 级：血块和可识别的动脉。每个

节段内每级满分为 3 分，出血量越大分级越高，总

分由所有区域得分相加计算，满分为 18 分，0～7

分为轻度 SAH，8～12 分为中度 SAH，13～18 分

为严重 SAH。神经功能评分评估由 6 个测试组成，

分数可以是 0～3 或 1～3。这 6 项测试包括自发活

动、四肢运动的对称性、攀登、身体本体感觉、前

爪伸展以及对胡须刺激的反应。最高分为 18 分，最

低分为 3 分。分数越高，功能越强。 

1.6  对 SAH 大鼠血脑屏障的影响 

1.6.1  脑含水量  处死大鼠后取大脑，分为左右大

脑半球和小脑，称定各部分的湿质量。然后将脑标

本在 110 ℃的烤箱中烘干 72 h，称定干质量，计算

脑含水量。 

脑含水量＝（湿质量－干质量）/湿质量 

1.6.2  伊文思蓝渗出率  将伊文思蓝染料（2%，5 

mL/kg，Sigma 公司）注入左股静脉＞2 min，允许

循环 1 h，麻醉后用生理盐水心内灌注处死大鼠，取

脑，分为左右大脑半球和小脑，称定质量后浸泡在

甲酰胺中（10 mL/g），60 ℃孵育，使用分光光度计

测定渗出物在 620 nm 处的吸光度值。 

1.7  氧化应激指标的测定 

收集各组血清标本，使用南京建成生物工程研

究所生产的丙二醛（MDA）试剂盒按照说明书方法

测定脂质过氧化产物 MDA 水平。超氧化物歧化酶

（SOD）、过氧化氢酶（CAT）和谷胱甘肽过氧化物

酶（GSH-Px）的活性均使用南京建成生物工程研究

所生产的试剂盒检测，检测方法参照说明书。 
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1.8  免疫荧光染色 

麻醉后快速取出大鼠脑组织，用 PBS洗涤 2次，

固定在 4%甲醛溶液中 24 h，分别用 p53 抗体（1∶

50）、Bax 抗体（1∶50）、Bcl2 抗体（1∶50）孵育

过夜，温度为 4 ℃。荧光二抗以 1∶100 稀释，室

温孵育 1 h。荧光显微镜拍照。 

1.9  统计学分析 

使用统计分析 GraphPad Prism 软件进行数据分

析。数据用x±s 表示，不同组之间使用 ANOVA

分析。 

2  结果 

2.1  芦丁对SAH大鼠的SAH评分和神经功能评分

的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠 SAH 评分明显

升高（P＜0.001），神经功能评分明显降低（P＜

0.001），表示建模成功。与模型组比较，芦丁 50 mg/kg

组 SAH 评分明显降低（P＜0.05），神经功能评分明

显提高（P＜0.01），见图 1。 

 

与假手术组比较：###
P＜0.001；与模型组比较：*

P＜0.05  
**

P＜0.01 

###
P < 0.001 vs control group; 

*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs model group 

图 1  芦丁对 SAH 大鼠的 SAH 评分和神经功能评分的影响

（x ± s，n = 30） 

Fig. 1  Effect of rutin on SAH score and neurological 

function score in mice (x ± s, n = 30 ) 

2.2  芦丁对 SAH 大鼠血脑屏障的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠左脑、右脑和小

脑的脑水含量和伊文思蓝渗出率明显升高（P＜

0.001）。与模型组比较，芦丁 50 mg/kg 组大鼠左脑、

右脑和小脑的脑水含量和伊文思蓝渗出率明显降低

（P＜0.05），提示芦丁能够减轻 SAH 大鼠血脑屏障

的损伤。见图 2。 

2.3  芦丁对 SAH 大鼠氧化应激指标的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠 MDA 水平显著

升高（P＜0.01），SOD、CAT 和 GSH-Px 水平显著 

 
与假手术组比较：###

P＜0.001；与模型组比较：**
P＜0.01 

###
P < 0.001 vs control group; 

**
P < 0.01 vs model group 

图 2  芦丁对 SAH 大鼠血脑屏障的影响（x ± s，n = 30） 

Fig. 2  Effect of rutin on blood brain barrier in mice with 

SAH (x ± s, n = 30 ) 

降低（P＜0.001）；与模型组比较，芦丁 50 mg/kg

组大鼠 MDA 水平显著降低（P＜0.05），SOD、CAT

和 GSH-Px 水平显著升高（P＜0.05、0.01），提示

芦丁具有改善 SAH 大鼠氧化应激的作用，见图 3。 

2.4  芦丁对调亡相关蛋白的影响 

免疫荧光结果显示模型组 p53、Bax 和 caspase3

的表达量增加，抗调亡蛋白 Bcl-2 的表达降低。而

芦丁 50 mg/kg 给药后 p53、Bax 和 caspase-3 表达减

少，Bcl-2 表达增加，见图 4。 

3  讨论 

SAH 是一种常见而严重的脑血管病，尽管诊断

和治疗技术已有进步，但仍缺乏有效的治疗措施，

临床疗效仍不理想。据报道，早期脑损伤是 SAH

患者高死亡率的最重要原因[2]。大量研究表明氧化

应激和细胞凋亡与 SAH 诱导的早期脑损伤的发病

机制密切相关[10]。氧化应激，包括脂质过氧化，在

SAH 后由于氧合血红蛋白和酶反应产生过多的自

由基而发生，在急性脑损伤的发病机制和血脑屏障 
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与假手术组比较：##

P＜0.01  
###

P＜0.001；与模型组比较：*
P＜0.05  

**
P＜0.01 

##
P < 0.01  

###
P < 0.001 vs control group; 

*
P < 0.05  

**
P < 0.01 vs model group 

图 3  芦丁对 SAH 大鼠氧化应激指标 MDA、SOD、CAT 和 GSH-Px 的影响（x ± s，n = 30） 

Fig. 3  Effect of rutin on oxidative stress indexes MDA, SOD, CAT, and GSH-Px in mice with SAH (x ± s, n = 30 ) 

 

图 4  芦丁对 SAH 大鼠调亡相关蛋白 p53、Bax、caspase-3 和 Bcl-2 的影响 

Fig. 4  Effect of rutin on apoptosis related proteins p53, Bax, caspase-3, and Bcl-2 in mice with SAH  

的破坏中起重要作用[11]。大量证据表明 SAH 后氧

化应激水平显著升高，抗氧化治疗在实验性 SAH

和临床试验中的效果显著[12]。因此，使用自由基清

除剂治疗 SAH 引起了广泛关注。 

芦丁具有减轻大鼠脑缺血损伤的作用[13]。并且芦

丁具有改善神经元细胞氧化应激和抗凋亡的作用[14]。

而芦丁在 SAH 中的作用及其作用机制研究仍未阐

明。因此，本研究对芦丁在 SAH 中的影响进行了

探讨。结果发现，与假手术组相比，模型组大鼠

MDA、CAT、GSH 水平显著升高，SOD 水平明显

降低，而芦丁给药组则使其接近正常水平。此外，

芦丁给药改善了神经预后，减轻了脑水肿和血脑屏

障通透性的损伤。提示芦丁作为一种潜在的抗氧化

剂，在减轻 SAH 后的早期脑损伤中起着重要的作用。 

另有报道表明氧化应激能够激活 caspase-3,精

活的 caspase-3 上调 Bax
[16]。本研究发现，芦丁可以

逆转 caspase-3、Bax 和 p53 等调亡相关相关蛋白的

表达上调，提示芦丁对 SAH 后早期脑损伤诱导的

神经细胞调亡具有保护作用。 

本研究阐明了芦丁对 SAH 后早期脑损伤抗氧

化和抗凋亡的作用。先前的研究表明芦丁减轻 SAH

后的早期脑损伤。如上所述，芦丁给药通过抗氧化

和抗凋亡作用改善早期脑损伤。然而本研究存在一

定的局限性，首先芦丁对 SAH 后迟发性血管痉挛

的影响未进行考虑，其次芦丁对 SAH 后早期脑损

伤的作用机制尚不清楚，这些问题值得下一步研究，

以进一步阐明芦丁在 SAH 中的作用机制。 
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