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银杏内酯A和B混合物对大鼠永久性局灶性脑缺血的保护作用
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摘 要：目的 研究银杏内酯A和B混合物(ginkgolide A and ginkgolide B，GKAB)对大鼠永久性局灶性脑缺血

的保护作用。方法 采用大鼠永久性大脑中动脉阻塞(permanent middle cerebral artery occlusion，pMCAO)模型

观察GKAB 12．5、25、50 mg／kg iv给药对脑梗死体积、脑含水量、行为学症状及组织形态学(光镜)的影响。结果

GKAB 12．5、25、50 mg／kg iv给药呈剂量依赖性减少pMCAO大鼠脑梗死体积、降低脑含水量、改善行为学症状及

减轻脑组织形态改变。50、25 mg／kg组与模型组相比均有显著性差异(P<O．01、0．05)。结论GKAB对大鼠永久

性局灶性脑缺血损伤具有保护作用。
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缺血性脑中风(包括脑梗死、脑血栓形成)约

占脑血管疾病的80％，是人类严重病残和死亡原因

之一。脑缺血后病理生理改变有诸多因素参与，如能

量代谢耗竭、兴奋性氨基酸毒性、细胞内钙超载、毒

性氧自由基产生、酸中毒、花生四烯酸产生等。这些

不利因素是导致神经元损伤的主要原因。目前银杏

叶提取物(Ginkgo biloba extract，GBE)是临床上

防治缺血性脑损伤广泛应用的最有效药物之一。银

杏中具有生理活性的主要化学成分为黄酮苷、萜内

酯和聚戊烯醇等化合物。其中萜内酯类化合物有：银

杏内酯A、B、C、M、J及白果内酯。已证明银杏内酯

均为强的血小板活化因子(platelet activating

factor，PAF)拮抗剂，且抑制PAF是本类药物抗

缺血性脑损伤的基本作用机制之一。银杏内酯中抗

PAF活性最强的是银杏内酯B，其次为银杏内酯

A，且银杏内酯A和B均为银杏内酯中的主要成

分。因此，本课题组欲开发银杏内酯A和B的混合

物(GKAB)的静脉注射剂。本实验观察GKAB对

大鼠永久性局灶性脑缺血的保护作用，以期对

GKAB的临床应用提供理论依据。

1材料与方法

1．1动物：SD大鼠，雄性，(300±10)g，清洁级，由

苏州大学医学院实验动物中心提供，生产许可证

xCYK(苏)：No 2002—0008，使用许可证SYXK

(苏)：No 2002—0037。

1．2 药物、试剂与仪器：GKAB[银杏内酯A一银杏

内酯B(1：1)]，中国科学院上海药物研究所提供，

用生理盐水溶解。红四氮唑(TTC，中国医药集团上
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海化学试剂公司生产，批号为F20021008)，用蒸馏

水配成4％溶液。尼莫地平注射液(天津金耀氨基

酸有限公司，批号为0302141)。自动控温加热垫

(BME--421A，中国医学科学院生物医学工程所)。

1．3方法

1．3．1 分组：选择健康雄性SD大鼠114只，体重

(300±10)g，随机分成6组，每组19只，分别为假

手术组，模型组，尼莫地平阳性对照药组(O．6 rag／

kg)，GKAB大、中、小(50、25、12．5 mg／kg)治疗

组。各组于造模手术10 min后，舌下iv给药。各组

各选出8只大鼠进行行为学评分、TTC染色；各组

另取8只大鼠用于脑含水量测定，3只用于HE

染色。

1．3．2大鼠永久性大脑中动脉阻塞(pMCAO)模

型的建立：4％水合氯醛(350 mg／kg，ip)麻醉后

将大鼠背位固定，颈正中切口，分离右侧颈总动脉并

穿2根缝线备用，再分离颈内、颈外动脉，并结扎颈

外动脉。在已分离的颈总动脉近心端用缝线结扎，远

心端用动脉夹阻断血流，在此之间，剪一小口，将一

端加热成圆珠状(直径do．3 ram)的尼龙线插入小

口，去掉动脉夹，将尼龙线缓缓推入至大脑前动脉起

始端(约20 ram)，通过阻断大脑中动脉的血供造成

大脑中动脉缺血，缝合皮肤。假手术组只分离动脉但

不插线。在整个麻醉期间，采用自动控温加热垫将大

鼠肛温控制在(37±0．5)℃。

1．3．3行为学症状评分：术后24 h进行行为学评

分，方法如下：将动物置于地板上，若不停地向一侧

转圈，计为1分。提鼠尾观察前肢屈曲情况，如双前

肢对称伸向地面，记为0分，如手术对侧前肢出现腕

屈曲、肘屈曲、肩内旋，分别计为1、2、3分。将动物

置于平地面上，分别推双肩向对侧移动，检查阻力，

如双侧阻力对等且有力，计为0分；如向手术的对侧

推动时阻力下降，根据下降程度不同分为轻度、中

度、重度，分别计为1、2、3分。将动物双前肢置一金

属网上，观察双前肢的肌张力，如双前肢肌张力对等

且有力，计为0分；根据手术对侧肌张力下降程度不

同计为1、2、3分。满分为10分，分值越高，则动物行

为障碍越严重。

1．3．4脑梗死体积测定：术后24 h将大鼠断头取

脑，去掉嗅球、小脑和低位脑干，冠状切4刀分为5

片，第1刀在脑前极与视交叉连线中点处，第2刀在

视交叉部位，第3刀在漏斗柄处，第4刀在漏斗柄与

叶尾极之间。脑片用TTC染色，染色液组成为：4％

TTC 1．5 mL、1 mol／L KH2P04 0．1 mL、生理盐水

3．4 mL，37℃避光染色30 min。正常组织呈红色，

梗死组织为白色。4％甲醛固定2 d后，用滤纸吸干

液体再取出脑梗死组织，以梗死脑组织质量占大脑

总质量的百分比作为脑梗死体积的指标，并算出保

护率。

保护率一(模型组梗死体积一给药组梗死体积)／模型组

梗死体积×100％

1．3．5脑含水量测定：术后24 h将大鼠断头取脑，

去掉嗅球、小脑和低位脑干，称取大脑湿质量，

107℃烘烤72 h后称T顶量。

脑含水量一(湿质量一十质量)／湿质量×100％

1．3．6脑组织形态学观察：术后12 h将动物断头

取脑，按3．4所述方法将大脑从前向后切成5片，取

第2片用4％甲醛固定，石蜡包埋，切成4／,rn厚。

进行HE染色，并于光镜下观察脑组织形态学的

改变。

1．3．7统计学分析：数据以z---L-_5表示，两组间比较

采用t检验。

2结果

2．1 GKAB对pMCAO大鼠行为症状的影响：模

型组大鼠手术后24 h的神经症状评分为8．81±

1．36；GKAB 50、25、12．5 mg／kg组大鼠的神经症

状评分分别降低为4．81±1．98、6．63_--+-1．58、

8．19±1．56；与模型组相比，GKAB 50、25 mg／kg

组大鼠术后24 h的神经症状评分差异显著(P<

0．01、0．05)。结果提示GKAB可改善pMCAO大

鼠的神经症状。结果见图1。
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图1 GKAB对pMCAO模型大鼠行为评分的影响

(；±S，n一8)

Fig．1 Effect of GKAB on neurological symptom

of pMCAO model rats(j±s，n一8)
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2．2 GKAB对pMCAO大鼠脑梗死体积的影响：

模型组大鼠的脑梗死体积为(27．45±5．54)％；

GKAB 50、25、12．5 mg／kg组的脑梗死体积分别减

少至(18．43±3．47)％、(20．95±3．62)％、

(23．12±4．18)％；各组的保护率分别为32．87％、

23．69％、15．77Y0。GKAB 50、25 mg／kg组的脑梗

死体积与模型组相比具有显著性差异(P<0．01、

0．05)。提示GKAB可减少大鼠脑梗死体积。结果

见图2。
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图2 GKAB对pMCAO大鼠脑梗死体积的影晌

(；±S，n一8)

Fig．2 Effect of GKAB on cerebral infarction volume

013 pMCAO of rats(工±s，n一8)

2．3 GKAB对pMCAO大鼠脑含水量的影响：模

型组大鼠的脑含水量[(84．79±1．20)％]显著高于

假手术组[(79．97±0．52)％](P<o．01)。GKAB

50、25、12．5 mg／kg组大鼠脑含水量分别降低为

(83．54±0．86)％、(84．15±0．36)％、(84．5±

0．59)％，与模型组相比，GKAB大剂量组具有显著

性差异(P<o．05)。结果见图3。
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图3 GKAB对pMCAO大鼠脑含水量的影响

(x-+-s，n一8)

Fig．3 Effect of GKAB on brain water content

in pMCAO of rat(；±s，撑一8)

2．4 GKAB对pMCAO大鼠脑组织形态学的影

响：HE染色结果显示，假手术组大鼠大脑皮层未见

病理改变；模型组大鼠大脑皮层梗死灶中心区大量

神经细胞消失，残存神经细胞核固缩，神经纤维呈空

泡状，梗死灶周围大量细胞固缩、深染；GKAB组大

鼠大脑皮层梗死灶中心区神经细胞缺失明显少于模

型组，其周围结构完整的神经细胞数明显增多，正常

与坏死细胞相间存在。结果见图4。

A一假手术组B模型组C一尼莫地平组D～F—GKAB 50、25、12．5 mg／kg组

A—Sham group B—model group C—nimodipine group D～F—GKAB 50，25，1 2．5 mg／kg group

图4 GKAB对pMCAO大鼠脑组织形态学的影响

Fig．4 Effect of GKAB on histomorphology of brain tissue in pMCAO of rats

3讨论

大脑中动脉是人类脑卒中的多发部位，大脑中

动脉阻塞模型被普遍认为是局灶性脑缺血最好的动

物模型，与临床上病人大脑半球局灶性梗死部位类

似。人缺血性脑中风的大多数病例是由永久性阻塞

脑动脉所致，因为中风患者早期阻塞的脑血管自发

性再通是很少见的，因此实验性pMCA0模型可能

与临床的实际情况更相近[1]。本实验观察GKAB对

大鼠永久性大脑中动脉阻塞的保护作用。结果证明：

GKAB 25、50 mg／kg术后10 min恒速iv给药1

次，可显著改善pMCAO大鼠行为障碍，减小脑梗

死范围，减轻脑水肿和脑组织形态破坏，说明
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GKAB对脑缺血具有保护作用。

GBE具有广泛生物学效应，已证明银杏内酯制

剂防治脑血管疾病主要与其抗PAF、抑制血栓形

成、清除自由基、抑制炎症反应、扩张脑血管、增加脑

血流量等作用有关。但目前关于银杏内酯制剂抗缺

血性脑损伤的分子机制的研究，鲜见文献报道。核因

子一_IcB(Nuclear factor一，cB，NF一出)是介导炎症免

疫、细胞增殖分化和诱导细胞凋亡等作用的关键性

转录因子。近年来的研究表明，NF—KB也存在于神

经元、胶质细胞和脑血管内皮细胞中，且NF—KB在

缺血性脑中风病理过程中起着重要的作用。尽管学

者们对NF—xB在神经元生存及死亡中发挥有益的

作用(抑制凋亡)，还是有害的作用(促进凋亡)存

在争议，因刺激因素，细胞种类，激活的NF—KB的亚

单位和NF—IcB激活的时期而不同E2～4]。但多数学者

认为缺血性中风引起的NF—xB在损伤区神经细胞

内激活，进而促进神经细胞凋亡[5~9]。NF—IcB p50缺

失的动物对缺血性中风有抵抗作用[8J⋯，NF—xB

decoy亦能减轻缺血性脑损伤[11|。近期研究表明，

NF—fcB的超阻遏剂——丝氨酸一32和丝氨酸一36

(IKK磷酸化IxBa的部位)突变的IxBa转基因小

鼠减少永久性大脑中动脉阻塞所致的脑梗死体积和

凋亡细胞[1引。文献报道许多抗氧化剂通过抑制NF—

xB激活，在脑缺血时发挥神经保护作用[9J3J引。研究

表明银杏内酯可以降低大鼠局灶性脑缺血模型脑组

织乳酸(LA)、丙二醛(MDA)水平，降低脑脂质过

氧化速率，同时升高超氧化物歧化酶(SOD)，还原

型谷胱甘肽(GSH)水平，加快脑组织超氧阴离子

自由基的清除口5“⋯。因此推测银杏内酯抗缺血性脑

损伤的作用可能与抑制脑缺血时NF—xB的激活有

关。抑制脑缺血时NF—JcB的激活是否是GKAB保

护缺血性脑损伤的分子机制之一，有待进一步深入

研究。
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八 荣 八 耻

树立社会主义荣辱观：以热爱祖国为荣、以危害祖国为耻，以服务人民为荣、以背离人民为耻，

以崇尚科学为荣、以愚昧无知为耻，以辛勤劳动为荣、以好逸恶劳为耻，

以团结互助为荣、以损人利己为耻，以诚实守信为荣、以见利忘义为耻，

以遵纪守法为荣、以违法乱纪为耻，以艰苦奋斗为荣、以骄奢淫逸为耻。

  




