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银杏内酯注射液及其组分对大鼠缺血性脑卒中模型作用比较及对突触后致

密物95表达的影响

邬春久 1，兰新新 2，3，刘 科 1，丁建花 2，李慧琴 1*，胡 刚 2
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摘 要：目的 研究银杏内酯注射液（GIs）及其主要组分银杏内酯B（GB）和白果内酯（BB）对急性缺血性脑损伤的改善

作用，以及GIs对突触后致密物 95（PSD95）蛋白表达的影响。方法 ①采用Longa法制备大鼠大脑中动脉阻塞（tMCAO）

模型，于缺血再灌注 1 h后给予GIs（2.5、5.0 mg/kg）、GB（1.25、2.50 mg/kg）、BB（1.25、2.50 mg/kg），每天给药 2次，

连续给药 3 d。于术后 24、48、72 h各进行神经功能评分 1次；TTC染色法测定脑梗死体积；称大鼠干湿质量，测定脑组织

含水量。②大鼠随机分为假手术组、GIs单给药（2.5 mg/kg）组、模型组和GIs治疗（tMCAO+GIs 2.5 mg/kg）组，制备 tMCAO模

型，再灌 1 h后开始 ip给药，3 d内每天给药 2次。分别于再灌注后 24、72 h取脑，Western blotting法检测缺血半影区PSD 95

蛋白表达水平。结果 ①与模型组比较，GIs及其主要组分GB、BB均显著改善 tMCAO模型大鼠神经运动功能障碍，减少

脑梗死体积，降低脑水肿（P＜0.05、0.01）；同等剂量下（2.5 mg/kg），GIs治疗效应优于单组份GB、BB。②GIs组给药后胞

浆PSD95蛋白水平均较模型组显著升高（P＜0.05、0.01）。结论 GIs及其有效组分GB、BB均具有改善 tMCAO大鼠急性缺血

性损伤的作用，GIs的作用优于GB、BB单独用药，作用机制可能与上调PSD95蛋白表达相关。
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Abstract: Objective To study the effects of Ginkgolides Injection (GIs) and its main components Ginkgolides B (GB) and

Baiguolide (BB) on acute ischemic brain injury, and the effects of GIs on the expression of postsynaptic dense substance 95 (PSD95).

Methods ① A 90 min transcient middle cerebral artery occlusion model (tMCAO) was established using Longa method. Rats were

randomly divided into seven groups: tMCAO group, GIs (2.5, 5.0 mg/kg) groups, GB (1.25, 2.5 mg/kg) groups and BB (1.25, 2.5

mg / kg) groups. Rats were ip administered after 1 h of reperfusion, and continuously for three days. Neurological deficit score,

infarct size (TTC staining) and brain water content were measured at 72 h after reperfusion. ② Rats were randomly divided into four

groups: sham group, sham + GIs groups (2.5 mg / kg), tMCAO groups, and tMCAO + GIs groups (2.5 mg / kg). Rats were ip

administered after 1 h of reperfusion, and continuously for three days, twice a day. The PSD 95 protein level in cerebral ischemic

penumbra was measured by Western blotting at 24 and 72 h after reperfusion. Results ① Compared with model group, GIs and its

main components GB and BB significantly improved neuromotor dysfunction, reduced cerebral infarction volume and brain edema

in tMCAO model rats (P < 0.05, 0.01); At the same dose (2.5 mg / kg), the effect of GIs treatment was better than that of single

component GB and BB. ② The level of PSD95 protein in GIs group was significantly higher than that in model group (P < 0.05,
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0.01). Conclusion GIs and its active constituents, GB and BB have therapeutical effect in acute ischemic brain injury induced by

tMCAO in rats, and GIs was better than single treatment of GB and BB. The mechanism may be related to the up-regulation of

PSD95 protein expression.
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银 杏 内 酯 B（Ginkgolide B，GB）和 白 果 内

酯（bilobalide，BB）均为从银杏中提取的主要活性成

分，两者对脑缺血急性期具有神经保护作用，但作

用途径略有不同；GB 主要通过抗血小板聚集、抗

炎、抗氧化、改善血脑屏障等多种途径共同起作

用［1-3］，而BB主要通过保护线粒体、抗氧化应激、抑

制谷氨酸兴奋毒性、抑制神经元细胞凋亡、促进内

源性神经再生等途径起作用［4-6］。银杏内酯注射

液（Ginkgolides Injection，GIs），由成都百裕制药股

份有限公司生产，主要有效成分为BB（48%）和银杏

内酯（GB 34%、银杏内酯 A 12%、银杏内酯 C 5%），

已被证实在脑缺血急性期具有神经保护作用［7］，但

其确切机制目前尚不清楚，目前对于银杏内酯组分

间的对比研究亦报道少见。

突触后致密蛋白 95（PSD95）是突触后致密区

支架蛋白，作为锚定蛋白介导中枢神经系统中各种

蛋白的互相作用。脑缺血再灌注后引起谷氨酸释

放增加和摄取减少，突触后神经元谷氨酸受体过度

激活，在谷氨酸的刺激下，NMDA 受体通过 PSD95

激活一系列信号分子实现其毒性作用［8］。PSD95目

前为减少兴奋性毒性、治疗脑缺血又一受关注的治

疗靶点，可以避免NMDA受体抑制和NO合成抑制

等作用靶点引起的副作用［9-11］。本实验制备大鼠大

脑中动脉阻塞（tMCAO）模型，研究GIs对脑缺血半

影区 PSD95蛋白表达的影响，探讨GIs的可能作用

机制，并对GIs及 2种主要有效成分GB、BB进行治

疗作用比较研究。

1 材料

1.1 药物及主要试剂

GIs，成都百裕制药股份有限公司提供，每

支 2 mL，含萜类内酯10 mg，批号20121201，使用前

用无菌生理盐水稀释至相应浓度。银杏内酯B、白

果内酯均为白色粉末，成都百裕制药股份有限公司

提供，使用前用 0.5%葡甲胺 80 ℃水浴溶解，10%的

柠檬酸水溶液调节 pH 至 8.0，用 0.5% 葡甲胺与

0.15%柠檬酸溶媒定容，无菌生理盐水稀释至所需浓度。

2，3，5-氯化三苯基四氮唑（TTC），购于 Sigma

公司；异氟烷，山东科源制药有限公司；多聚甲醛，

上 海 凌 峰 化 学 试 剂 有 限 公 司 。 鼠 抗 PSD

95（Abcam，AB2723，USA）；鼠抗 β-actin（武汉博士

德，BM0627）。

1.2 实验动物

清洁级SD大鼠，雄性，2月龄，180～220 g，购自

南京医科大学实验动物中心，实验动物生产许可证

号 SCXK（苏）2013 - 0005。常规饲养，室温 22～

24 ℃，日夜照明各 12 h，适应饲养至少 1周，待体质

量达到250～300 g用于实验。

1.3 主要仪器

Canon 数 码 相 机（Japan）；Matrx 气 体 麻 醉

机（USA）；大鼠脑缺血尼龙栓线，4037（适用于

250～280 g大鼠），4039（适用于 280～330 g大鼠），

美国Doccol Corporation公司产品。

2 方法

2.1 大鼠 tMCAO模型的建立

参考Longa法［12］制备大鼠 tMCAO模型，大鼠禁

食 6～8 h，气体麻醉机-异氟烷麻醉，剪去颈前鼠毛，

碘伏消毒后作颈正中线切口 2 cm，分离右侧颈总动

脉（CCA）、颈外动脉（ECA）和颈内动脉（ICA）。结

扎 ECA 远心端和 CCA 处丝线，并用电凝笔将 ECA

远心端凝断。将栓线从剪口处缓慢插入 ICA，直至

有阻力出现后停止。结扎 ECA近心端丝线固定插

入的栓线，将其置于加热板上（温度控制在 27～

30 ℃）确保其肛温达 37 ℃。缺血 1.5 h 后，拔出栓

线，松开 CCA 处丝线恢复血流，缝合切口，常规饲

养。手术中应用激光多普勒血流仪监测损伤侧脑

皮质血流变化，确保模型缺血期血流量稳定维持在

10%左右，再灌注后血流量恢复至 70%以上。假手

术组大鼠不插入栓线，其余操作同模型组大鼠。

2.2 分组及给药

2.2.1 GIs 及其主要组分对 tMCAO 大鼠急性期作

用比较 SD 大鼠随机分为 7组，即模型组、GIs 2.5

和 5.0 mg/kg组、GB 1.25和 2.5 mg/kg组、BB 1.25和

2.5 mg/kg组。各组均于缺血 1.5 h复灌 1 h后开始 ip

不同药物，给药体积 10 mL/kg，其后 3 d内每天给药

2次，模型组同法给予生理盐水。

2.2.2 GIs 对 PSD95 蛋白表达的影响 大鼠随机分

为假手术组、GIs 单给药组（2.5 mg/kg）、模型组和

GIs治疗组（tMCAO+GIs 2.5 mg/kg），再灌 1 h后开
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始 ip给药，其后3 d内每天给药2次。

2.3 神经功能评分

参照Bederson评分法［13］，神经功能完全正常为

0分；提起鼠尾，手术对侧前肢屈曲，无法完全伸直

为 1 分，躯体向手术对侧扭转为 2 分；将鼠置于地

面，行走时向手术对侧转圈为 3分，向手术对侧倾倒

或无法自主行走，意识障碍为 4分；死亡为 5分。于

术后24、48、72 h各评分1次，计算平均分。

2.4 脑梗死体积测定

大鼠于缺血再灌注后 72 h 断头取脑，去掉嗅

球、小脑和低位脑干，－20 ℃冰冻 10 min，冠状位将

大脑切成 6片，片厚 2 mm。脑片置于 1% TTC染液

中，37 ℃染色，每隔 2～3 min翻转 1次，使其均匀接

触到染液，待正常组织呈红色、梗死组织为白色时

取出脑片，用 10%多聚甲醛溶液固定 1 h以上，微距

拍照，用 Image-Pro Plus 5.0图像分析软件测量脑片

梗死面积，以每片脑片正反面梗死面积均数×片厚

得出每片脑片梗死体积，再以 6片脑片梗死体积之

和求出整个脑梗死体积。

2.5 脑组织含水量测定

大鼠于缺血再灌注后 72 h 断头取脑，去掉嗅

球、小脑和低位脑干，称量脑湿质量，于TTC染色及

微距拍照后，将脑片置于 110 ℃烘箱烘烤 24 h，称量

脑干质量，计算脑组织含水量。

脑组织含水量＝（1－脑组织干质量/脑组织湿质量）

2.6 Western blotting法检测缺血半影区PSD95蛋

白表达

分别于脑缺血再灌注 24 h 和 72 h 后，断头取

脑，分离损伤侧缺血半影区和对照组相应区域的脑

组织，称质量并匀浆，提取胞浆蛋白，BCA法测定总

蛋白含量。SDS-PAGE胶进行电泳分离蛋白，利用电转

系统转膜，10%脱脂奶粉-TBST（pH 7.5，含10 mmol/L

Tris-HCl、150 mmol/L NaCl、0.1% Tween-20）室温

封闭 1 h，分别使用一抗：鼠抗 PSD95（1∶1 000 稀

释）、鼠抗 β-actin（1∶1 000稀释）4 ℃孵育过夜，加二

抗孵育，ECL发光底物染色，全自动化学发光成像

系统显影分析。Image J软件分析条带灰度值。

2.7 数据统计

采用SPSS 11.0软件进行统计学分析，数据均采用

x̄±s表示，采用One-wayANOVA分析各组间差异。

3 结果

3.1 GIs 及其主要组分 GB、BB 对 tMCAO 大鼠神

经损伤保护作用的比较

3.1.1 GIs、GB、BB对 tMCAO模型大鼠神经功能评

分 的 影 响 如 表 1 所 示 ，与 模 型 组 比 较 ，

GIs（2.5、5.0 mg / kg）、GB（2.5 mg / kg）和 BB（2.5

mg/kg）均能显著降低 tMCAO大鼠的神经运动功能

评分（P＜0.05、0.01），1.25 mg/kg 的 GB 和 BB 作用

不显著。GB、BB、GIs同等剂量下（2.5 mg/kg）神经

功能评分较模型组分别降低 20.83%、19.04%、

35.00%，其中，GIs 组大鼠神经功能评分显著低于

BB组（P＜0.05）；GB、BB 1.25 mg/kg组大鼠神经功

能评分显著高于GIs 2.5 mg/kg组（P＜0.01）。结果

提示，GB、BB、GIs均显著改善缺血性脑卒中大鼠神

经功能障碍，GIs作用强于GB、BB单独用药。

3.1.2 GIs、GB、BB对 tMCAO模型大鼠脑梗死体积

的影响 如图 1、表 2所示，与模型组比较，GIs（2.5、

5.0 mg/kg）、GB（2.5 mg/kg）和 BB（2.5 mg/kg）均能

显著减少 tMCAO 大鼠脑梗死体积（P＜0.01），1.25

mg/kg的 GB和 BB作用不显著。GB、BB、GIs同等

剂量下（2.5 mg/kg），脑梗死体积较模型组分别降低

27.50%、22.27%、41.36%，GIs 组大鼠脑梗死体积明

显低于GB、BB组，其中较BB组降低具有显著性差

异（P＜0.05）；GB、BB 1.25 mg/kg 组大鼠脑梗死体

积显著高于GIs 2.5 mg/kg组（P＜0.01）。结果提示，

GIs及其主要组分GB、BB均具有减少 tMCAO模型

大鼠脑梗死体积的作用，相同剂量下GIs的保护作

用强于单用GB、BB。

3.1.3 GIs、GB、BB对 tMCAO模型大鼠脑组织含水

量的影响 如表 3 所示 ，GIs（2.5、5.0 mg / kg）、

GB（2.5 mg / kg）和 BB（2.5 mg / kg）均能显著减少

tMCAO 大鼠脑含水量（P＜0.05、0.01），且 GIs（2.5

表1 GIs及其主要组分GB、BB对 tMCAO模型大鼠神经功

能的影响

Table 1 Effects of GIs and its main components GB and

BB on neurological function in tMCAO model rats

组别

模型

GB

GB

BB

BB

GIs

GIs

剂量/（mg·kg−1）

－

1.25

2.50

1.25

2.50

2.5

5.0

n/只

13

10

9

10

9

10

11

神经功能评分

2.92±0.08

2.72±0.07##

2.31 ± 0.20*

2.74 ± 0.12##

2.37±0.15*#

1.90±0.09**

2.27± 0.09*#

与模型组比较：*P＜0.05 **P ＜0.01；与GIs 2.5 mg/kg组比较：

#P＜0.05 ##P ＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs

GIs 2.5 mg/kg group
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mg/kg）效果最明显，1.25 mg/kg的GB和BB作用不

明显。同等剂量下（2.5 mg/kg），GIs组大鼠脑含水

量低于GB、BB组，2.5 mg/kg GIs组脑含水量显著低

于 1.25 mg/kg GB、BB单独用药组（P＜0.01）。结果

提示，GIs及其主要组分GB、BB均具有降低 tMCAO

模型所致大鼠脑水肿的作用。

3.2 GIs对 tMCAO大鼠PSD95蛋白表达的影响

如图 2 所示，GIs 对正常大鼠脑组织胞浆内

PSD95蛋白表达水平无显著影响；tMCAO模型大鼠

缺血再灌注后 24、72 h，半影区组织胞浆内 PSD95

蛋白水平均较对照组显著降低（P＜0.01）；GIs组给

药后相同时间点胞浆 PSD95蛋白水平均较模型组

显著升高（P＜0.05、0.01）。结果提示，GIs对脑缺血

所致突触结构的破坏有改善作用。

4 讨论

本研究结果证实，GIs及有效组分GB和BB均

可显著改善 tMCAO 大鼠神经功能障碍、减少脑梗

死体积及脑含水量，对脑缺血急性期均具有神经保

护作用。同时在研究中发现，GIs的治疗效果优于

同等剂量下的单组分GB和BB，提示GB和BB在卒

中神经保护中作用特点、作用靶标及其相关机制可

能存在不同之处，在GIs中可能发挥了协同增效作

用。目前，对于银杏内酯组分间的对比及协同作用

研究报道少见，对该类组分及组成的深入研究将有

助于银杏内酯类药物的优化与合理应用。

PSD95 是突触后致密区支架蛋白，在突触重
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图1 GIs、GB、BB对 tMCAO模型大鼠脑梗死体积的影响

Fig. 1 Effects of GIs，GB and BB on cerebral infarction

volume in tMCAO model rats

表3 GIs、GB、BB对tMCAO模型大鼠脑组织含水量的影响

Table 3 Effects of GIs and its main components GB and

BB on brain water content in tMCAO model rats

组别

模型

GB

GB

BB

BB

GIs

GIs

剂量/（mg·kg−1）

－

1.25

2.5

1.25

2.5

2.5

5.0

n/只

10

10

9

8

9

9

10

脑含水量/%

80.51±0.06

80.29±0.18##

79.50±0.08*

80.18±0.17##

79.29±0.17*

78.85±0.27**

79.21±0.21*

与模型组比较：*P＜0.05 **P ＜0.01；与GIs 2.5 mg/kg组比较：

#P＜0.05 ##P ＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs

GIs 2.5 mg/kg group

表2 GIs、GB、BB对 tMCAO模型大鼠脑梗死体积的影响

Table 2 Effects of GIs and its main components GB and

BB on cerebral infarction volume in tMCAO model rats

组别

模型

GB

GB

BB

BB

GIs

GIs

剂量/（mg·kg−1）

－

1.25

2.50

1.25

2.50

2.50

5.00

n/只

10

10

9

8

9

9

10

梗死体积/mm3

378.68±16.12

339.41±30.04##

274.55±15.47**

343.39±20.03##

294.35±18.38**#

222.04±64.01**

290.30±91.79**

与模型组比较：*P＜0.05 **P ＜0.01；与GIs 2.5 mg/kg组比较：

#P＜0.05 ##P ＜0.01
*P < 0.05 **P < 0.01 vs model group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs

GIs 2.5 mg/kg group

与对照组比较：**P＜0.01；与模型组比较：#P＜0.05 ##P ＜0.01
**P < 0.01 vs control group；#P < 0.05 ##P < 0.01 vs model group

图2 GIs对 tMCAO大鼠缺血半影区PSD95蛋白表达的影响（x
    

    
   ±s，，n = 4）

Fig. 2 Effects of GIs on expression of PSD95 protein in ischemic penumbra of tMCAO rats（x
    

    
   ±s，，n = 4）
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塑、介导及整合突触信号传递等均有重要作用，其

作为锚定蛋白介导蛋白质分子间的相互作用，锚定

谷氨酸兴奋性受体（NMDAR）到突触后膜特定部

位，利于受体介导的突触间信号传导［14］；此外，

PSD95还能招募神经一氧化氮合酶（Neuronal nitric

oxide synthase，nNOS），介导兴奋性毒性的产生［4，15］。

研究显示，脑缺血损伤会降低 PSD95 蛋白的表

达［15-16］，影响突触结构与功能的完整性，使突触中兴

奋性氨基酸释放至突触外，并结合到突触外NMDA

受体，激活下游细胞死亡通路，引起脑细胞死

亡［16-18］，本次研究亦证实脑缺血损伤后 PSD95蛋白

的表达降低。本研究结果显示，缺血再灌注 1 h后

给予GIs，治疗组 24、72 h缺血半影区PSD95蛋白水

平较模型组显著升高，说明 GIs 具有上调缺血区

PSD95 表达的作用，促进突触重塑、减轻缺血所致

突触结构损伤作用。

兴奋性氨基酸是中枢神经系统的兴奋性神经

递质，正常生理条件下，由细胞膜上Glu载体不断将

细胞外Glu转输至神经元或胶质细胞内，细胞间液

中Glu维持在 1 μmol/L左右，因此不会引起毒性作

用［19］。脑缺血后，缺血区域脑细胞由于缺血引起能

量缺乏，不能维持细胞的正常功能，导致细胞过度

去极化，释放大量 EAA 至细胞间液中，EAA 激活

NMDA受体，使大量钙离子内流，导致胞浆内游离

钙浓度异常升高，激活 nNOs，释放NO，引发下游级

联神经毒性反应［1，20］，而 NMDAR 和 PSD95 以及

nNOs组成NMDAR/PSD95/nNOs复合体，进一步激

活 nNOs，释放NO，形成正反馈机制，不断加重神经

细胞损伤或死亡［20］。有研究显示，银杏叶提取物通

过上调缺血区 PSD95的表达，促进突触重塑，使突

触功能恢复正常，从而可以减少释放至细胞间液的

EAA水平，其有效成分也可以透过血脑屏障作用于

神经元和胶质细胞，提高摄取EAA的能力，两者共

同作用使细胞间液的 EAA 含量降低，避免细胞内

Ca2+超载引起的一系列级联反应［19］。GIs可以上调

缺 血 半 影 区 PSD95 蛋 白 水 平 ，但 PSD95 会 和

NMDAR以及nNOs形成复合体，该复合体会不断加

重神经细胞损伤，推测GIs可能通过突触重塑，减少

EAA 释放至细胞外的量，并增加突触间隙 EAA 的

重摄取，降低细胞间液的EAA至正常生理水平，从

而降低突触外 NMDAR 激活数量，减少 NMDAR/

PSD-95/nNOs复合体的形成。

本研究结果证实，GIs及其有效组分GB、BB均

具有治疗 tMCAO 所致大鼠急性缺血性损伤的作

用，GIs的作用优于 GB、BB 单独用药。GIs对脑缺

血损伤的改善作用机制与上调缺血半影区 PSD95

蛋白表达有关，可能涉及促进突触重塑，减轻缺血

对突触结构和功能的损伤。
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为（4.50±3.75）%。

3 讨论

实验采用 LC-MS/MS 测定血中的精氨酸双糖

苷的浓度，以乌苯美司为内标，乌苯美司及精氨酸

双糖苷的保留时间分别为 2.62 min 以及 4.45 min。

采用该方法分析精氨酸双糖苷简便快速，质谱检测

避免了化合物在紫外条件下响应值较低的缺点。

通过考察分析该方法的最低下限为 20 ng/mL。该

方法检测灵敏度较高，线性、回收率和基质效应均

符合检测方法要求，精密度和准确度及稳定性，RSD

及 RE 值均小于 15%，证实该方法用于检测精氨酸

双糖苷合理可靠，并且快速高效。采用 Hilic silica

类型色谱柱，可以分析氨基酸类化合物及极性较大

的化合物，并且可以与基质物质达到良好的分离，

同时，LC-MS/MS方法具有普遍适用性。

统计结果发现精氨酸双糖苷的绝对生物利用

度较低，但本实验只做了药动学的初步研究，造成

生物利用度低的原因还需进行深入的药动学研究，

从而阐明其机制。
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