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性下降。因内也有报道说，肝癌治疗前后血清ALD

活性差异有显著性(P<0．05)，因此ALD适用于

评价肝癌组织损毁程度。

在本实验中，与对照组相比，不同剂量的甜菜碱

均可降低S，。。荷瘤小鼠血清中LDH和ALD的活

力，并呈现出了明显的量效关系，说明甜菜碱可能降

低了肿瘤组织的坏死程度，限制了瘤细胞经由丙酮

酸还原为乳酸的能力，限制了瘤细胞经由糖酵解获

得能量的能力，有可能迫使肿瘤细胞转由经三羧酸

循环有氧氧化供能，或因能量供应不足而使瘤细胞

生长受阻、死亡。LDH、ALD活性受抑制，糖酵解作

用减弱，对于控制肿瘤发展，防止恶液质形成，延长

宿主生存期具有重要意义。抑制肿瘤细胞内的无氧

糖酵解作用有可能是甜菜碱抗肿瘤作用的机制

之一。

本实验只是初步研究了甜菜碱对荷瘤机体的作

用，因为给药方式的改变和药物剂量的改变都会对

药效学结果有很大的影响。同时，甜菜碱作为一种营

养物质，其在肿瘤预防方面的作用也有必要进一步

研究，即从肿瘤营养学的角度。甜菜碱作为高效的甲

基供体，可促进细胞的DNA甲基化，改变肿瘤细胞

的甲基化模式，也就是说其更深一步的机制可能要

从表观遗传学的角度进行探讨。同时其对免疫系统

的影响也需进一步研究。
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银杏叶提取物对缺血再灌注大鼠脑线粒体的保护作用

杲海霞，李军霞，王永利+

(河北医科大学药理学教研室，河北石家庄050017)

线粒体是一种结构和功能复杂而敏感的重要细

胞器，是细胞能量产生的主要部位，是细胞的活力及

生存和死亡的调节中心。缺血再灌注细胞凋亡过程

中许多重要事件的发生都与线粒体密切相关，包括

caspases激活因子的释放、细胞内氧化还原状态的

改变、线粒体膜电位的丧失、Bcl一2家族促进和抑制

凋亡蛋白的参与等。其作为凋亡的中心环节已在许

多凋亡系统被证实[1’2]。

银杏Ginkgo biloba L．为中国特有的古老植

物，用作药物在我国已有5 000年的历史。现代药理

学研究证实，其提取物(extract of Ginkgo biloba，

EGB)具有清除自由基、降低血液黏度、延长血液凝

固时间等功效。自20世纪80年代以来，国内外学者

对EGB进行了大量研究工作，并在多种缺血模型

上观察了其对缺血再灌注脑损伤的保护作用及其机

制。但关于EGB在脑线粒体保护方面，尤其对线粒

体钙超载影响方面的研究很少。本实验主要观察银

杏叶提取物注射液对局灶性脑缺血大鼠脑线粒体的

保护作用，以进一步探讨其抗缺血性脑血管疾病的

机制。

1材料

雄性健康SD大鼠96只(体重250～300 g)，

收稿日期：2006—02—17
作者简介：杲海霞(1972一)，女，河北省泊头市人，硕士，讲师，研究方向为心脑血管药理学。

Tel：13103212796 E—mail：gaoyuanzhaozhao@sohu．corn．an
*通讯作者王永利Tel：(0311)6266824 Fax：(0311)6057291 E—mail：wangyl52@heinfo．net
  



中革菊Chinese Traditional and Herbal Drugs第37卷第9期2006年9月 ·1381·

由河北医科大学动物养殖中心提供。EGB注射液由

河北医科大学药理教研室研制提供(注射液含

EGB 3．5 mg／mL，其中银杏黄酮苷8．7 mg，银杏总

萜烯内酯0．77 rag)。金纳多注射液为德国威马舒培

博士药厂生产(注射液含EGB 3．5 mg／mL，其中银

杏黄酮苷4．2 mg)。

2方法

2．1 大鼠局灶性大脑中动脉栓塞(MCAO)模型

制备：采用Zea—Longa等[3]线栓法，建立MCAO动

物模型。10％水合氯醛350 mg／kg ip麻醉，术中和

术后保持室温25～28℃。取仰卧位，做颈部前正中

切口，分离暴露左侧颈总动脉、颈外动脉、劲内动脉、

甲状腺上动脉、枕动脉，结扎颈外动脉远心端。用微

动脉夹暂时夹闭颈总动脉及颈内动脉远心端，用电

烧灼器烧断甲状腺动脉、枕动脉及颈外动脉。在颈外

动脉近颈内动脉交叉处剪一小口备插线用，从小口

处注射肝素稀释液每只125 U，然后将一长5 cm的

渔线(直径0．18 mm，尖端烧成直径0．2 mm光滑

的小球)经小口插入颈外动脉，经颈内、颈外动脉交

叉处插入颈内动脉并继续深入大脑前动脉的近端，

(此时可遇轻微阻力，插入尼龙线1．8～2．0 cm)以

阻断该侧大脑中动脉供血区的供血(此时即为脑缺

血的开始时间)。脑缺血2 h后，抽回尼龙线至颈外

动脉切口处，此时血流再通，实现再灌注。假手术组

不插尼龙线，颈部手术及血管处理同上。各组均于再

灌注4 h后进行各项指标测定。

2．2动物分组及给药：大鼠随机分为12组，每组8

只，行·MCAO 2 h，再灌4 h动物模型，6组用于神

经功能评分及梗死范围测定，6组用于线粒体各项

指标的测定。均分为假手术组，缺血模型组，阳性对

照金纳多注射液10 mg／kg组，EGB注射液5、10、

20 mg／kg组。各组于缺血当时舌下iv给药。

2．3 神经功能评分：参照Bederson[4]和Lin[5]的方

法进行评分(总分10分)：①提起鼠尾，观察前肢有

无异常表现。凡有右前肢内收、内旋者，视其轻重评

为0～3分。如果大鼠表现为躯体向右旋转，评为4

分。②将大鼠置于一金属网上，向后轻扯鼠尾，观察

大鼠两前肢肌张力。根据右前肢肌力下降程度评为

o～3分。③将大鼠置于光滑平面上，观察侧向推挡

阻力，根据右前肢阻力下降程度评为o～3分。

2．4脑梗死范围的测定邙]：于再灌注后4 h断头取

脑，去除嗅球、小脑和脑干，置于一80℃速冻5 min，

由前向后做6～7个大脑连续冠状粗切片，置于质

量分数为2％的TTC磷酸盐缓冲液中，37℃避光

恒温水浴孵育染色20 min，正常脑组织被染成红

色，梗死区为苍白色，染色的脑片以体积分数为4％

福尔马林溶液固定24 h，分离红色和白色区域，称

质量并计算梗死区域占全脑质量的百分数进行统计

分析。

2．5 大鼠脑线粒体的制备：采用改良的Clark技

术[7]，整个过程均在o～4℃中进行。动物断头处

死，于30 S内迅速取出缺血侧大脑半球，(去除小脑

和脑干)去软脑膜，于带冰渣的分离介质液(o．025

mmol／L蔗糖、0．075 mol／L甘露醇、1 mmol／L

EGTA)中剪碎，洗涤3次，按1：9加入分离介质

于玻璃匀浆器中手动匀浆(八上八下)，制成10％

匀浆液。2 000×g，4 oC离心3 min，取上清液，12

500×g，4℃离心8 min，沉淀为粗制线粒体。将沉

淀加入到3％Ficoll液5 mL(3％Ficoll、0．12

mol／L蔗糖、0．03 mol／L甘露醇、25／1mol／L

EDTA—K，pH 7．4，Tris调)中悬浮粗制线粒体，仔

细分层入6％Ficoll液10 mL(6％Ficoll、0．12

mol／L蔗糖、0．03 mol／L甘露醇、25／1mol／L

EDTA-K，pH 7．4，Tris调)，10 400×g离心30

min，沉淀用分离介质悬浮，12 100×g离心10 min，

沉淀即为提纯线粒体。整个过程控制在1 h，温度控

制在o～4℃，分离介质必须保持有冰渣状态。线粒

体用呼吸介质(300 mmol／L甘露醇、10 mmol／L

KH2P04，10 mmol／L KCl，5 mmol／L MgCl2，pH

7．2)稀释。线粒体蛋白定量以考马斯亮蓝试剂盒测

定。除用于线粒体游离钙测定的线粒体外，其余于一

20℃分装保存。

2．6线粒体基质游离钙浓度测定口]

2．6．1荧光染色剂的负载：取部分新鲜配制的线粒

体蛋白为2 mg／mL线粒体悬液。取10弘L 1 mmol／

L Fura二2／AM加入线粒体悬液，混匀，将线粒体悬

液在37℃水浴中孵育30 min，进行负载。30 rain

后用大量线粒体呼吸介质冲洗2次，并分别以

10 000×g离心3 min，获得已负载的线粒体，重新

悬浮于呼吸介质中，进行蛋白的量测定，定蛋白为

1 mg／mL。

2．6．2测定：线粒体游离钙浓度测定按Gunter方

法稍加改进。在测试介质液(120 mmol／L KCl，10

mmol／L MOPS，5 mmol／L Glamate，5 mmol／L

malate，pH 7．o)中分别加入50 pL线粒体悬液，

30℃水浴温育5 min，反应体系为200弘L。在多功

能微量分析仪上分别测定正常线粒体、负载后线粒

体、破膜后饱和钙及无钙(EGTA络合)4种情况下
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荧光强度。激发波长340 am和380 nlTl，发射波长

500 nm。试验过程注意避光。

2．7脂质过氧化产物丙二醛(MDA)测定：用硫代

巴比妥酸法检测，MDA可与硫代巴比妥酸络合形

成红色产物，在632 nm处有最大吸收峰。根据试剂

盒说明严格操作。

2．8线粒体超氧化物歧化酶(SOD)活性测定：具

体操作按试剂盒说明进行。酶的活性单位：每毫升反

应液中抑制率达50％时所对应的SOD的量为一

个亚硝酸盐单位(U／mL)。

2．9线粒体ATP酶活性测定：ATP酶可分解

ATP生成ADP及无机磷。测定无机磷的量可判断

酶活力的强弱。ATP酶活力单位以每小时分解每毫

克组织蛋白产生的无机磷的量来表示，即弘mol／

(h·mg)。具体方法严格按试剂盒说明书进行。

2．10统计学分析：实验数据均以z±S表示，用t

检验比较组间差异。

3结果

3．1神经功能评分：假手术组为0分；缺血模型组

为8．0±0．0，EGB注射液5．0 mg／kg组为7．2±

0．8，神经症状无明显改善；EGB注射液10．0 rag／

kg和20．0 mg／kg组可明显改善大鼠神经症状，与

模型组比较差异显著(P<o．01)。见表1。

3．2脑梗死范围：缺血2 h再灌注4 h后，梗死范

围占全脑的(15．6±0．8)％，给予EGB注射液各组

梗死范围均有明显缩小。见表1。

3．3对脑线粒体基质游离钙浓度的影响：假手术组

线粒体游离钙为(296±13)nmol／mg，模型组为

(564±23)nmol／mg，明显高于假手术组(P<

0．01)。EGB 10、20 mg／kg组线粒体游离钙与模型

组比较显著下降。见表2。

3．4 对线粒体MDA水平及SOD活力的影响：

EGB各组均降低线粒体MDA水平，提高SoD活

力。见表2。

3．5对线粒体ATP酶活性的影响：与模型组比

较，EGB各组均可升高Na+，K+一ATP酶活性。同

时EGB 10、20 mg／kg组Ca2+，M92+一ATP酶活性

显著高于模型组。见表2。

表1 EGB注射液对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑梗死范圈

及神经功能缺损评分的影响(；士s，露=8) ．

Table 1 Effects of EGB Injection on cerebral infarct

volume and score of neurological deficits

after focal cerebral ischemia—reperfusion

in rats(；士s，露一8)

与假手术组比较：LXZXpG0,01

与模型组比较：’PG0．05一PG0．01

△APG0．01'us Sham group

’PG0．05’。PG0．01 w model group

表2 EGB注射液对局灶性脑缺血再灌注大鼠脑线粒体ca2+浓度、MDA水平、SOD及ATP酶活性的影响(；士s，捍一8)

Table 2 Effects of EGB Injection on content of free calcium and MDA，and activities of SOD and ATPase

of mitochondrial in rats after focal cerebral ischemia—reperfusion(；士s，万一8)

与假手术组比较：azxpG0·01} 与模型组比较：。PG0．05 一PG0·01

△△PG0．01"5 Sham group； ’PG0．05’’PG0．01口s model group

4讨论 钙离子摄取、释放系统，生理状态下可以有效地缓冲

钙离子广泛存在于人体的各种组织，并参与许 细胞内钙离子浓度变化。脑缺血后期损伤的发生、发

多重要的生理活动。实验研究表明无论在局灶性脑 展与线粒体内钙离子稳态失调密切相关。目前研究

缺血还是全脑缺血性脑损伤中，细胞内钙离子浓度 证实[10,113任何原因导致的细胞内钙离子浓度升高

的变化对神经细胞的损害都具有特别重要的意义， 都可能触发因线粒体摄取钙离子，导致线粒体内钙

钙超载已被认为是导致神经细胞死亡的最后共同通 离子的过度聚集，引起线粒体通透性转运孔

路嘲。线粒体是细胞内最大的钙池之一，具有完善的(MPTP)开放，线粒体膜电位耗竭，肿胀破坏，同时
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触发线粒体大量释放Ca2+，并启动与细胞死亡事件

相关蛋白的释放以及启动神经元细胞的死亡和凋

亡。本研究显示线粒体基质游离钙浓度显著增加，提

示缺血再灌注后出现了线粒体钙超载。

线粒体还是体内氧自由基(ROS)产生的主要

来源[1 2|，生理条件下线粒体内存在着有效的抗氧化

机制(如SOD，GSH—Px等)，可将代谢中产生的

ROS及时清除，使脂质过氧化产物MDA生成减

少，线粒体和神经元不致遭受过氧化损害。脑缺血再

灌注条件下伴随大量氧的供应，线粒体在呼吸链电

子传递过程中产生大量ROS，使富含不饱和脂肪酸

且最靠近线粒体产生RoS部位的线粒体内膜成为

ROS攻击的主要靶部位，影响线粒体结构和功能的

完整性，并进一步影响整个细胞的正常生理功能。本

研究结果表明线粒体脂质过氧化产物MDA水平显

著增加，SOD活性降低。说明缺血再灌注后线粒体

RoS大量产生且其抗氧化能力下降，使ROS不能

及时得到清除，攻击线粒体内膜，从而导致线粒体结

构和功能异常。同时由于线粒体功能异常，ATP产

生减少，使细胞内及线粒体内膜上依靠ATP的离

子泵活性受到抑制。本实验观察到对维持线粒体膜

内外H。O，Na+平衡起重要作用的Na+，K+-ATP

酶以及与线粒体钙离子转运有关的Ca抖，Mg抖一

ATP酶活性降低，提示有可能是缺血再灌注后线粒

体发生肿胀以及钙超载的原因。

综上所述，缺血再灌注后线粒体钙超载、ROS

的产生、抗氧化能力下降、线粒体结构和功能损伤，

脑梗死范围及神经功能评分增加，产生了缺血再灌

注脑损伤。给与EGB后，各给药组与模型组相比，

线粒体损伤的各项指标及大鼠脑梗死范围及神经症

状均有明显改善。提示iv EGB具有缺血再灌注脑

损伤保护作用，其可能机制为清除线粒体ROS，提

高抗氧能力，抑制线粒体钙超载，维持线粒体结构及

功能的完整，从而在亚细胞水平上发挥其缺血再灌

注脑损伤的保护作用。

本实验采用的阳性对照药德国产金纳多注射液

的主要成分为目前国际常用的银杏叶提取物

EGB761，内含24％的黄酮苷和6％的萜烯。本室

研制的EGB注射液含黄酮苷49．79％、萜烯

4．4％，两者所含银杏黄酮苷的量不同。结果显示，二

者对缺血再灌注脑线粒体损伤均有显著保护作用，

二者比较差异无统计学意义，表明银杏黄酮苷量的

高低与缺血脑损伤的保护作用无相关关系。
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