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摘要 目的：研究银杏叶提取物（?92）对大鼠脑缺血再灌注损伤皮质内自由基、氨基酸动态平衡的影响

及其对原代培养的大鼠海马神经元内游离钙离子浓度（〔@5*A〕6）的影响和特征。方法：采用高压液相色谱仪

测量大鼠大脑皮质中氨基酸（?-8、B:C、?BDB、?-E）的浓度；FGB和?HI3JK采用+DB法测量，HLG采用嘌

呤法测量。使用显微荧光检测系统检测单个原代培养的海马神经元内游离钙离子浓度（〔@5*A〕6）的变化和

特征。结果：与非治疗组比较，?92各浓度治疗组的缺血大脑皮质内?-8、B:C和FGB含量在各时间观察点

（缺血$7、缺血再灌注(7和缺血再灌注*7）均明显降低（!"%)%(或!"%)%0），而HLG和?HI.JK含量则

在各时间观察点均明显升高（!"%)%(或!"%)%0）；?92(%4M／NM、(04M／NM治疗组缺血大脑皮质内的?B3
DB和?-E含量在各时间观察点均有所降低（!"%)%0）。与?9204M／NM治疗组比较，?92(%4M／NM、(04M／

NM治疗组大脑皮质内的?-8、B:C和FGB含量在各时间观察点较低（!"%)%0），而?BDB、?-E、HLG和?HI
.JK含量则较高（!"%)%0）；?92(%4M／NM治疗组与(04M／NM治疗组之间差异无显著性。当向原代培养

的神经元同时给予谷氨酸(O(%.04"-／P和?92*0"M／4-*%:时所诱导的〔@5*A〕6明显低于单独使用谷氨酸

(O(%.04"-／P所诱导的〔@5*A〕6变化，其峰值明显下降，且在上升阶段其升高速度减慢，下降阶段的时间也

有所缩短，二者之间的平台期相对延长，当其返回基线后，再次给予谷氨酸(O(%.04"-／P时，其反应可恢

复。结论：?92在大鼠脑再灌注损伤中可通过保持抑制性氨基酸／兴奋性氨基酸、自由基系统的平衡，及快

速抑制谷氨酸诱导大鼠海马神经元内〔@5*A〕6浓度升高，从而保护受损的神经元。

关键词 银杏叶提取物 自由基 氨基酸 细胞内游离钙 缺血再灌注
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银杏在脑血管疾病的防治作用已引起了国内外有

关专家的高度重视，而对其的主要有效成分银杏叶提

取物（!"#$%&’"(&’)1F#:08#，D=E）的药理作用的研究

已获得一定进展，研究发现，D=E可通过抗血小板活

化因子（9,0#1,1#?08#"<0#"2.708#+:，GHI），减少血小板

聚集，阻碍血栓形成，然而，D=E在脑皮质缺血再灌注

损伤中的保护机制仍不清楚。本实验试图通过研究其

对大鼠大脑中动脉栓塞及再通后皮质内氨基酸含量、

自由基系统动态平衡的影响及对兴奋性氨基酸所诱发

的神经元内游离钙浓度的影响来阐明其对缺血缺氧性

脑损伤的保护作用。

材料和方法

% 药物 银杏叶提取物由德国J",,*0:K8$!0=1
药厂提供（,+#LMN’AO%，PQ).／-），含量ANR黄酮苷，

OR的萜内酯（包括银杏内酯H，4，@，S及白果内酯），

T’R的其他物质（果酸、糖等）。I/:0?A、氨基酸和自由

基测定的所有相关试剂均由K".*0公司提供。

A 动物模型制作与分组 由同济医科大学动物

实验中心提供的健康雌性 J"5#0:大鼠，体重A’’!
P’’.，鼠龄N个月。动物模型参照U"<"2SH的方法〔%〕

制造大脑中动脉线栓模型（V@HW）。将大鼠随机分成

)组：每组A%只，对照组；非治疗组，大脑中动脉线栓

制模前不给予D=E治疗；D=E治疗组，大脑中动脉线

栓制模前P’*"2经腹腔给予D=E治疗，分D=E)*.／

C.、%’*.／C.和%)*.／C.P个浓度组。每组又包含P
个观察时间点：脑缺血P$、脑缺血再灌注%$和脑缺血

P$再灌注A$。将大鼠届时断头处死，冰盘中分离栓塞

侧的大脑皮质，快速置于液氮内保存。

P 氨基酸的测定 脑组织称重之后，在冰冻的

PR5/,7+50,"8>,"808"6（)R!#／<+,）内匀浆，匀浆物置于

NX条件下过夜，离心)*"2，取上清用蒸馏水稀释%’!
)’倍后，测定大脑皮质中的谷氨酸（D,/）、天门冬氨酸

（H59）、"?氨基丁酸（DH4H）和甘氨酸（D,>）的含量。

内源性氨基酸的测量采用D",5+2%%O型高效液相色谱

仪（YG-@），@%Z反相柱NQO&%’’**，粒度)#*，荧光

检 测 器，流 动 相 为’Q’)*+,／-磷 酸 缓 冲 液（9Y 为

)QA!)QP）和甲醇。

N 超氧化物歧化酶（KW[）、谷胱甘肽过氧化物酶

（DKY(GF）和丙二醛（V[H）的测定 DKY(GF和

V[H采用;4H法进行定量〔A〕。KW[可通过嘌呤法测

得，黄嘌呤(黄嘌呤氧化酶系统产生的超氧化自由基

可将羟基胺氧化成亚硝酸盐，而后者可反应生成紫色

物质。

) 原代神经元培养和〔@0AB〕"的测定 由同济

医科大学动物实验中心提供的健康的K9:0./1?[0!,1>
大鼠，新生%!A天，体重A’!A).。用乙醚麻醉后，

T’R的乙醇消毒，断头，取其双侧海马，切成)’’!
Z’’#*厚的薄片，用’Q%A)R的胰蛋白酶消化P’*"2
后，吹 打、静 置、去 上 清 液，加 入 培 养 基（ 含

[VEVTZR，%’R的胎牛血清，%R的双抗，%’R的马

血清），种植于盖玻片上，种植密度为)&%’)个／*,，放

入PTX、9Y为TQA!TQP、%’R的@WA培养箱内，AN$
后换液，P天后加入阿糖胞苷。培养后P!T天的细胞

可用于该实验〔P〕。

实验设计分P组（2\AO）：%组仅向细胞吹%&
%’()*+,／-谷氨酸A’5；A组同时向细胞吹%&%’()

*+,／-谷氨酸和A)#.／*,D=EA’5；P组向细胞吹%&
%’()*+,／-谷氨酸和A)#.／*,D=EA’5后，待〔@0AB〕"
回到基线，再向该细胞吹%&%’()*+,／-谷氨酸A’5。

将细胞附壁的病玻片用缓冲液冲洗P次后，用

I/:0?A／HV（A!)&%’()*+,／-）在PTX条件下孵育

P’*"2。采用实验系统设备I/:0?A荧光测钙系统测

定：倒置显微镜HF"+<1:#%’’（U1"55，D1:*02>）、单色灯

光源T)L?W（]5$"+，S0902）、控制单元（;3̂3-3-G$+?
#+2"85，D1:*02>）、光导纤维和滤光片等。计算机通过

与G/,51BG/,517"#ZQ’（YE_H，D1:*02>）捆绑的I/:0
软件（YE_H，D1:*02>）对控制单元进行控制。分别测

量PN’2*和PZ’2*波长时I/:0?A?@0AB和I/:0?A的

荧光强度，代入公式：〔@0AB〕"\_6L（‘(‘*"2）／（‘*0F
(‘）（K7A／K=A），便可以计算出细胞内游离钙离子浓

度。

O 统计学方法 组间差别的显著性采用*检验

和+检验。
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结 果

! 各组大脑皮质氨基酸含量比较 见表!。与

对照组比较，治疗组和非治疗组的缺血皮质内氨基酸

含量均有所改变。与非治疗组比较，可见各浓度的

"#$治疗组缺血大脑皮质内的"%&和’()含量在各

时间观察点均明显降低（!!*+*!或!!*+*,）；"#$
!*-.／/.、!,-.／/.治疗组缺血大脑皮质内的"’0’
和"%1含量在各时间观察点均有所降低（!!*+*,）；

与"#$,-.／/.治疗组比较，"#$!*-.／/.、!,-.／/.
治疗组缺血大脑皮质内的"%&和’()含量较低（!!
*+*,），而"’0’和"%1含 量 较 高（!!*+*,）；"#$
!*-.／/.与!,-.／/.治疗组之间差异无显著性。

2 各组大脑皮质345、"36789及 :5’含量

比较 见表2。与对照组比较，治疗组和非治疗组的

缺血皮质内345、"36789及 :5’含量均有所改

变。与非治疗组比较，可见各浓度的"#$治疗组缺血

大脑皮质内的345和"36789含量在各时间观察点

均明显升高（!!*+*!或!!*+*,）；各浓度的"#$治

疗组缺血大脑皮质内:5’含量在各时间观察点均较

低（!!*+*!或!!*+*,）；与"#$,-.／/.治疗组比

较，"#$!*-.／/.、!,-.／/.治疗组缺血大脑皮质内的

345和"36789含量较高（!!*+*,），而:5’含量

较低（!!*+*,）；"#$!*-.／/.治疗组与!,-.／/.治

疗组之间差异无显著性。

; "#$对"%&诱导培养神经元〔<=2>〕?变化的

影响 见表;。当用浓度为!@!*7,-A%／B谷氨酸对

细胞吹药连续刺激2*(，C2D的细胞出现反应，其表现

多为二相变化过程，先是较快速度的上升相，时间在几

十秒至数百秒不等；然后转入缓慢下降相，最后回到基

线。还有的细胞在二相之间出现平台期，多持续数十

秒。若在胞外液中加入!@!*7,-A%／BBE型通道阻断

剂F?GHI?)?FH后，同样的浓度和时间的"%&刺激所导致

的〔<=2>〕?变化明显变小，，峰值约为未阻断的!／;，若

再在胞外液中加入!@!*7;-A%／B非选择性钙通道阻

断剂<I<%2，再用谷氨酸刺激则未见明显升高，可见，

海马神经元上是以BE型钙离子通道为主，还有少部分

其他钙离子通道。如同时用浓度为!@!*7,-A%／B谷

氨酸和2,!.／-%的"#$向细胞吹药，可见谷氨酸刺激

所导致的〔<=2>〕?的变化明显变小，其峰值明显下降，

且上升速度减慢，下降所需的时间也有所缩短，二相之

间的平台期相对延长；当其回到基线后，再次用同浓度

的谷氨酸向细胞吹药，"〔<=2>〕?的变化的范围与前

相似。

表! 各组缺血"J及缺血再灌注!J、2J大脑皮质内氨基酸含量比较 （!-A%／B，#"K#）

组别 $ ’() "%& "%1 "’0’

对照 缺血;J L !+MLK*+2L ,+2CK*+,; 2+!;K*+,! N+*2K*+NN

缺血再灌注!J L 2+*NK*+;; ,+N,K*+N! 2+*OK*+NN ;+OOK*+NL

缺血再灌注2J L !+COK*+;O ,+N2K*+;C 2+!!K*+N2 ;+C2K*+,N

非治疗 缺血;J L ;+!!K*+C; L+;!K!+,O 2+*2K*+!L N+;,K*+,O

缺血再灌注!J L ;+;LK!+*L L+,!K!+O; !+MMK*+2C ;+CMK*+NC

缺血再灌注2J L ;+2,K!+!! O+C2K!+;C 2+NOK*+;; N+2!K*+O;

"#$治疗

,-.／/. 缺血;J L 2+L,K*+LN$ O+!,K!+;L$ !+CMK*+2C N+MLK*+,;

缺血再灌注!J L 2+MCK*+M!$ O+;2K!+,C$ !+CNK*+;! N+!2K*+;L

缺血再灌注2J L 2+LLK*+LN$ ,+,,K!+;N$ !+MLK*+;; N+!MK*+N,

!*-.／/. 缺血;J L 2+!NK*+N2$$" ,+NNK!+2,$" 2+;!K*+,2$" ,+;2K*+,;$"

缺血再灌注!J L 2+,NK*+NN$$" ,+,;K!+;2$" 2+N*K*+O,$" N+,MK*+,!$"

缺血再灌注2J L 2+NLK*+,O$$" N+CNK!+2C$" 2+*LK*+,N$" N+NMK*+;N$"

!,-.／/. 缺血;J L 2+!LK*+;C$$" ,+;CK!+;!$$" 2+N2K*+;,$" ,+,NK*+OL$"

缺血再灌注!J L 2+N,K*+,!$$" ,+O!K!+2C$$" 2+,NK*+NL$" N+O2K*+ON$"

缺血再灌注2J L 2+N2K*+NM$$" N+CLK!+;!$$" 2+;!K*+,2$" N+,NK*+NC$"

注：与非治疗组同时段比较，$!!*+*,，$$!!*+*!；与"#$,-.／/.治疗组同时段比较，"!!*+*,
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表! 各组缺血"!及缺血再灌注"!、#!大脑皮质内$%&、’$()*+和,&-含量比较 （!./0／1，!!2"）

组别 # $%&（34／.5） ’$()*+（4／.5） ,&-（6./0／5）

对照 缺血7! 8 "#79:;2:9"< ##9="279#> ""<9?:2"=9=?
缺血再灌注"! 8 "=89??2897# #=9:>2>9#< "7#9882<9>?
缺血再灌注#! 8 "==9"82898" "<9;:279?? ">79"82""9;<

非治疗 缺血7! 8 8;98;2>9;# "79=#2"9"7 ";?9>#2>>97<
缺血再灌注"! 8 8"9<;2>9:# "79"<2"9#> ###9>=2?:97?
缺血再灌注#! 8 ;:9?72;97" "#9=#2"977 #>;9:?2>89;=

’@A治疗

?.5／B5 缺血7! 8 8:9:<2;97#" ";9?"2#98:" "7#97<2#79"<""

缺血再灌注"! 8 889<82?9"#" "?978279"=" "#?9>#2#"9?8""

缺血再灌注#! 8 :79<#289?"" ">9;;2#98<" #=>9"<2#;9=<""

"=.5／B5 缺血7! 8 :89>>2;9##""# #"97<2#9::""# :#97:2:9=>"#

缺血再灌注"! 8 :?9#>2;9"#""# ";9>?2#9<:"# <<97?2:977""#

缺血再灌注#! 8 <79"8289:"""# ":98>2797<""# "#:9><2">9;7""#

"?.5／B5 缺血7! 8 :<98#2;9"8""# ##9?>2#9;<""# 889;>289"#"#

缺血再灌注"! 8 :>9872?9><""# ";98"2#9::"# <?9:"289;<""#

缺血再灌注#! 8 <?9=<2;9:#""# ":9<=279##""# "">9;<2<98"""#

注：与非治疗组同时段比较，"$$=9=?，""$$=9="；与’@A?.5／B5治疗组同时段比较，#$$=9=?
表" ’@A对’0C诱导的大鼠海马神经元内

#〔DE#F〕G的影响 （!!2"）

吹药 #〔DE#F〕G（6./0／1）

（"）"H"=)?./0／1’0C ;7>28#
（#）"H"=)?./0／1’0CF#?!5／

.0’@A
7=?2?#"

（7）当（#）组中〔DE#F〕G回到基线
后再吹"H"=)?./0／1’0C

?<82;"

注：与（"）组比较，"$$=9=?；#I#;

讨 论

我们的研究表明’@A可影响神经递质的合成和

释放。在脑缺血／再灌注损伤中，脑组织内兴奋性和抑

制性氨基酸动态平衡被打破，引发瀑布式效应，最终导

致神经元的死亡。作为中枢神经系统内主要的抑制性

氨基酸之一，’-J-的相对升高可抑制脑缺血后过度

兴奋引起的神经毒性，而缺血也同时引起兴奋性氨基

酸如’0C和-KL的明显增高。由我们的实验结果可

知，’@A可降低缺血时脑组织中’0C和-KL的浓度，

升高’-J-的浓度，维持脑组织内兴奋性、抑制性氨

基酸相对动态平衡，从而阻止神经元受损。有人报道

’@A是一种高效、特异性的血小板活化因子（*-M）拮

抗剂〔>〕，,G00NO等〔?〕发现*-M拮抗对皮质内的苯二氮

卓类结合位点及氯离子结合位点无影响，但可增加神

经元突触对氯离子的重摄取，放大’-J-受体功能而

不影响其结合率。*-M可增强’0C所介导的兴奋性

突触传递，它只影响自发性突触兴奋性放电的频率，而

不影响其时辰和幅度，但它对’-J-调节的抑制性突

触反应并无明显影响，*-M拮抗剂能阻断这种影响〔;〕。

我们的研究显示’@A可明显降低脑组织内,&-的浓

度，同时升高$%&和’$()*+的浓度，这与以往的报

道相一致〔8，:〕。脑组织富含磷脂，其主要成分为不饱和

脂肪酸（*4M-），易受自由基攻击，引起脂质过氧化。

大量膜结构完整性因此而破坏，以致细胞通透性改变，

内环境受影响，引起细胞的损伤和死亡。脂质过氧化

代谢产物,&-含量可高度反应神经元的毒性效应，

作为主要的自由基清除剂，$%&和’$()*+的含量

升高可阻止过氧化反应引起的组织损伤。可见给予

’@A后神经元对自由基的清除能力加强，抗脂质过氧

化能力升高，使毒性醛基的产生减少。

谷氨酸是脑内主要的兴奋性氨基酸，在缺血／再灌

注损伤中起重要作用。由结果可知，谷氨酸能快速诱

发培养的海马神经元内游离钙浓度明显升高。此过程

可推断包括：谷氨酸与其受体结合，钙离子通道开启，

细胞膜去极化，胞外钙内流，当胞内钙离子浓度达到一

定水平时，激发胞内的钙库释放钙，即钙诱发的钙释放

（DE0PGC.G6QCPNQDE0PGC.ON0NEKN，DRDS），当刺激停止

后，〔DE#F〕G进一步升高和平台期的出现，可能与谷氨

酸的残留作用和DRDS有关；同时，胞内钙库重新开始

摄取 胞 外 钙，而 细 胞 膜 上 的“泵”将 胞 内 钙 排 出，

〔DE#F〕G逐渐下降。M0G6T等〔<〕研究发现发育的鼠类皮

质神经元的钙震荡是由代谢型谷氨酸受体的活动所引

起的，并能被其受体拮抗剂所阻断。有人〔"=〕提出只有

经3,&-受体通道内载的钙离子是有毒的，且1U’0C
的毒性作用 是 由 于 其 引 起 的 钙 超 载 和 细 胞 内 加 速
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!"#耗竭所致。我们的结果与相关报道一致〔$$〕，%&’
可在()!*)+内抑制谷氨酸诱发的海马神经元内游离

钙浓度升高，该过程可能受膜上第二信使调控。

我们的研究表明%&’可帮助维持脑组织内的兴

奋性、抑制性氨基酸平衡，增强自由基清除系统的功

能，抑制%,-对〔./(0〕1的作用，因而其神经保护作用

是通过多途径来实施的。
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中国中医研究院西医学习中医班招生

中国中医研究院第十四期西医学习中医班从即日起开始招生，())M年J月开学。该院系国家医疗、教学、科

研基地，受卫生部委托，从$JNN年开始举办西医学习中医班，为我国培养了大批的中西医结合专家。该班是国家

中医药管理局继续教育项目，学制(年，每年授‘类学分(N分，系统讲授中医理论与临床等课程，安排学员在中

国中医研究院广安门医院进行临床实习，并由名老中医、中西医结合专家带教，课程考试与临床实习合格者颁发

中国中医研究院西医学习中医班毕业证书。凡西医院校毕业的医务人员均可报名参加。欲报名者请向中国中医

研究院广安门医院函索报名表。通讯地址：北京市宣武区北线阁N号 中国中医研究院广安门医院医教处；邮编：

$)))NM。咨询电话：（)$)）**))$(L$，**))$($*，**))$$N$。详细情况也可登陆中国中医研究院广安门医院网页浏

览，网址：?@@F：／／VVVA8/;?:+F1@/,A/>A>4。
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