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丹皮酚银杏叶提取物组合物对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用研究 
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摘  要：目的  评价丹皮酚与银杏叶提取物 1∶1 组合物对大鼠脑缺血再灌注损伤的保护作用。方法  尼莫地平（10.8 mg/kg）
组、丹皮酚（37.5 mg/kg）组、银杏叶提取物（37.5 mg/kg）组以及丹皮酚银杏叶提取物 1∶1 组合物（75.0 mg/kg）组大鼠

灌胃给予相应药物，给药容积 10 mL/kg，ig 给药 6 d 后大脑中动脉栓塞造模，脑缺血再灌注后 4、24 h 进行观察，计算行为

学评分；动物取脑，测定脑梗死面积，计算脑梗死率；大鼠脑缺血再灌注后 24 h 后，测定血清中自由基超氧化物歧化酶（SOD）、

丙二醛（MDA）、γ-氨基丁酸（GABA）、谷氨酸（Glu）水平和脑组织中基质金属蛋白酶-9（MMP-9）、GABA、Glu 含量。

结果  与模型组比较，脑缺血再灌注 22 h 后，各组大鼠行为学评分均有降低趋势，其中组合物组的降低作用的差异具有显

著性（P＜0.05）；与模型组比较，脑缺血再灌注 24 h 后，银杏叶提取物、丹皮酚、组合物组大鼠脑梗死率均明显降低，差

异具有显著性（P＜0.01）；与模型组比较，组合物组大鼠血清中 SOD 水平、丹皮酚和组合物组血清中 GABA 水平显著升

高（P＜0.05），银杏叶提取物、丹皮酚、组合物组大鼠血清中 MDA 水平、组合物组血清中 Glu 水平显著降低（P＜0.01、
0.05）；丹皮酚和组合物组大鼠脑组织中 MMP-9、Glu 含量显著降低（P＜0.01、0.05），组合物组脑组织中 GABA 含量显

著升高（P＜0.01）。结论  丹皮酚银杏叶提取物组合物对大鼠脑缺血再灌注损伤具有保护作用，其作用机制可能是通过抗

氧化损伤、平衡兴奋性氨基酸与抑制性氨基酸浓度、调节 MMP-9 表达量有关。 
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Protection of combination of paeonol and Ginkgo biloba extracts on cerebral ischemia 
reperfusion injury in rats 
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Abstract: Objective  To evaluate the protective effects of combination of paeonol and Ginkgo biloba extracts (1∶1) on cerebral 
ischemia reperfusion injury in rats. Methods   Rats in nimodipine (10.8 mg/kg) group, Ginkgo biloba extracts (37.5 mg/kg) group, 
paeonol (37.5 mg/kg) group, and combination of paeonol and Ginkgo biloba extracts (1∶1) (75.0 mg/kg) group were ig administered 
with according drugs for 6 d, drug volumes were 10 mL/kg, and then were established middle cerebral artery occlusion models. Rats 
with cerebral ischemia reperfusion after 4 and 24 h were observed, and behavior scores were calculated. Animal brains were 
obtained, cerebral infarction areas were determined, and cerebral infarction rates were calculated. Cerebral ischemia reperfusion after 
24 h, levels of free radicals, such as SOD, MDA, GABA, and Glu levels in serum, and contents of MMP-9, GABA, and Glu in brain 
tissues were determined. Results  Compared with model group 22 h after cerebral ischemia reperfusion, behavior scores of rats in 
all experiment groups decreased, and there was significant difference on behavior score in combination group (P < 0.05). Compared 
with model group 24 h after cerebral ischemia reperfusion, cerebral infarction rates of Ginkgo biloba extracts group, paeonol group, 
and combination group were obviously decreased, with significant differences between two groups (P < 0.01). Compared with model 
group, SOD level in serum of combination group, and GABA levels in serum of paeonol group and combination group were significantly 
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increased (P < 0.05); MDA levels in serum of Ginkgo biloba extracts group, paeonol group, and combination group, and Glu level in 
serum of combination group were obviously decreased (P < 0.01, 0.05); MMP-9 and Glu contents in brain tissues of paeonol group 
and combination group were significantly decreased (P < 0.01, 0.05); GABA content in brain tissue of combination group was 
significantly increased (P < 0.01). Conclusion  Combination of paeonol and Ginkgo biloba extracts has a good effect in the cerebral 
ischemia reperfusion injury, which is related to anti-oxidant damage, concentration balance of excitatory amino acids and inhibitory 
amino acids, and regulation of MMP-9 expression. 
Key words: paeonol; Ginkgo biloba extracts; combination; cerebral ischemia reperfusion injury; protective effects 

 

脑缺血再灌注损伤是指因脑缺血致脑组织坏死

前、闭塞的脑血管再通后发生复杂的脑循环机能和

代谢的变化，加重了脑组织的功能障碍和结构损

伤[1-2]。研究发现，丹皮酚、银杏叶提取物对脑缺

血再灌注损伤动物模型可增加脑缺血部位的血供，

改善脑循环，清除自由基，保护缺血脑组织[3-4]。经

前期体外实验的筛选，本课题组发现丹皮酚与银杏

叶提取物按照 1∶1 的组合物具有良好的治疗脑血

管疾病的作用。大脑中动脉闭塞模型是目前较成熟

的局灶性脑缺血模型，广泛用于评价抗脑缺血药物

的作用，更加接近于临床的脑缺血再灌注损伤的病

理过程，是一种较理想的脑缺血再灌注的动物模型。

故本实验选择大鼠脑缺血再灌注模型对丹皮酚与银

杏叶提取物 1∶1 的组合物对大鼠脑缺血再灌注损

伤的保护作用进行了研究。 
1  材料 
1.1  药物与试剂 

丹皮酚（质量分数 94.6%，批号 Z131223）、银

杏叶提取物（含黄酮 46%、萜内酯 7.6%，批号

Z111221）均由康缘现代中药研究院中药、天然药

物新药研究所提供；尼莫地平片，规格 20 mg/片，

山东新华制药股份有限公司，批号 1204215；超氧

化物歧化酶（SOD）、丙二醛（MDA）、γ-氨基丁酸

（GABA）、谷氨酸（Glu）、基质金属蛋白酶 -9
（MMP-9）放免检测试剂盒均由北京华英生物技术

研究所提供；氯化三苯基四氮唑（TTC），Sigma 公

司，批号 122015；水合氯醛，国药集团化学试剂有

限 公 司 ，批 号 20120409 ； 羧甲基 纤 维 素钠

（CMC-Na），300～800 mPa·s，化学纯，国药集团化

学试剂有限公司，批号 F20081023；其他试剂均为

市售分析纯。 
1.2  动物 

SD 大鼠，雄性，SPF 级，6 月龄，体质量 280～
320 g，由上海西普尔–必凯实验动物有限公司提

供，许可证号 SCXK（沪）2008-0016。动物饲养于

屏障环境中，12 h /12 h 明暗交替，温度 22～25 ℃，

相对湿度 50%～60%，动物自由进食饮水，适应 7 d
后开始实验。 
1.3  仪器 

r-911 全自动放免计数仪，中国科技大学实业总

公司；TSQ-280 型恒温培养振荡器（上海精宏实验

设备有限公司），5804R 型冷冻离心机（Eppendorf
公司），BS224S 型电子天平（赛多利斯科学仪器有

限公司）。 
2  方法 
2.1  分组及给药 

72 只大鼠随机分为 6 组，每组 12 只，分别为

假手术组、模型组、尼莫地平（10.8 mg/kg）组、

丹皮酚（37.5 mg/kg）组、银杏叶提取物（37.5 mg/kg）
组以及丹皮酚银杏叶提取物 1∶1 组合物（75.0 
mg/kg）组。各组动物 ig 给予相应药物，给药容积

10 mL/kg，给药 6 d 后造模，脑缺血再灌注后 4、24 h
进行观察。假手术组和模型组给予等容积的

CMC-Na 溶液。 
2.2  大脑中动脉栓塞模型的制备 

采用 Longa 等报道的方法[5-7]。将长 60 mm、直

径 0.24 mm 的尼龙线一端用硅橡胶涂圆，自然干燥，

显微镜下观测，取栓头直径约 0.31 mm 的线栓用于

试验，并在距球端 18.0 mm 处标记，75%乙醇消毒

后备用。除假手术组外，其他各组大鼠禁食 12 h 后

以 10%水合氯醛（350 mg/kg）麻醉，仰位固定于手

术台，颈部正中切口，分离出右侧颈总动脉行大脑

中动脉阻断，尼龙线插入深度约为 18 mm，2 h 后，

将线栓栓头拔出至颈内动脉和颈外动脉分叉处，造

成血流再灌注（再灌 24 h）。假手术组手术方法同模

型组，但不阻断大脑中动脉。 
2.3  行为学评分[5] 

大鼠于缺血 2 h 再灌注后 4、22 h，提尾悬空离

地面约 35 cm，观察两前肢状况。将大鼠置于水平

地面，推动其双肩，观察两侧抵抗力的差异。将大
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鼠置于地面，观察其行走情况，计算行为学评分。 
行为完全正常，0 分；提尾悬空时，大鼠手术

对侧前肢表现腕肘屈曲、肩内旋、肘外展、紧贴胸

壁，1 分；大鼠置于地面，推手术侧肩向对侧移动

时阻力降低，2 分；大鼠置于地面，其围绕手术对

侧转圈者，3 分；损伤极其严重，已无法自助活

动者，4 分。分数越高，说明其神经行为损伤越

严重。 
2.4  血清自由基水平的测定 

各组大鼠再灌注 24 h 后，以 10%水合氯醛（350 
mg/kg）麻醉，腹主动脉取血分离血清，按试剂盒

说明书操作测定血清中自由基 SOD、MDA、GABA、

Glu 水平。 
2.5  脑组织 MMP-9、GABA、Glu 含量的测定 

各组大鼠再灌注 24 h 后，麻醉，断头取脑，−70 
℃冰箱保存，按试剂盒说明测定脑组织中 MMP-9、
GABA、谷氨酸含量。 
2.6  脑梗死面积的测定 

动物腹主动脉取血后，立即取脑，去除嗅球、

小脑和低位脑干后称定湿质量，置−20 ℃冰箱 20 
min，沿冠状切成 5 片，片厚约 2 mm。迅速将脑片

置 5 mL、含有 2% TTC 的磷酸盐缓冲溶液（PBS）
中避光温孵 30 min，每隔 7～8 min 翻动 1 次。染色

后，正常组织呈枚红色，缺血组织呈白色。温孵后

拍照，用 Image-Pro Plus 软件对梗死区面积及梗死

区、正常区面积进行统计，计算脑梗死率。 
脑梗死率＝梗死区总面积/全脑总面积 

2.7  统计学处理 
实验数据以⎯x±s 表示，SPSS 17.0 统计软件进

行分析，多组间均数比较采用单因素方差分析，两

组间样本均数比较采用 q 检验。 

3  结果 
3.1  组合物对大鼠的行为学评分的影响 

与模型组比较，脑缺血再灌注 4 h 后，各组大

鼠行为学评分均有降低趋势，但差异无显著性；脑

缺血再灌注 22 h 后，各组大鼠行为学评分均有降低

趋势，其中组合物组的降低作用的差异具有显著性

（P＜0.05），结果见表 1。 
3.2  组合物对大鼠血清自由基的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠血清中 SOD、GABA
水平显著降低（P＜0.01、0.05），MDA、Glu 水平显著

升高（P＜0.01、0.05）。与模型组比较，组合物组大鼠

血清中 SOD 水平、丹皮酚和组合物组血清中 GABA
水平显著升高（P＜0.05），银杏叶提取物、丹皮酚、

组合物组大鼠血清中MDA 水平、组合物组血清中Glu
水平显著降低（P＜0.01、0.05），结果见表 2。 
3.3  组合物对大鼠脑组织中 MMP-9、GABA、Glu
含量的影响 

与假手术组比较，模型组大鼠脑组织中

MMP-9、Glu 含量显著升高（P＜0.05），GABA 含

量显著降低（P＜0.05）；与模型组比较，丹皮酚和

组合物组大鼠脑组织中 MMP-9、Glu 含量显著降低

（P＜0.01、0.05），组合物组脑组织中 GABA 含量显

著升高（P＜0.01），结果见表 3。 
3.4  组合物对大鼠脑梗死率的影响 

与模型组比较，脑缺血再灌注 24 h 后，银杏叶

提取物、丹皮酚、组合物组大鼠脑梗死率均明显降

低，差异具有显著性（P＜0.01），结果见表 4。 
4  讨论 

脑缺血发生后自由基 SOD、MDA 可损害神经

元等富含脂质的脑细胞，使多聚不饱和脂肪酸发生

过氧化反应，使多糖分子聚合和解聚，引起生物膜 
 

表 1  组合物对脑缺血再灌注损伤大鼠行为学评分的影响（⎯x ± s，n = 12） 
Table 1  Effect of combination on behavior scores of cerebral ischemia reperfusion injury in rats (⎯x ± s, n = 12) 

行为学评分/分 
组别 剂量/(mg·kg−1) 

再灌注 4 h 再灌注 22 h 

模型 — 2.78±1.17 2.71±1.02 

尼莫地平 10.8 1.44±1.26 1.39±1.12* 

银杏叶提取物 37.5 2.36±1.25 2.13±1.14 

丹皮酚 37.5 1.57±0.75 1.79±0.80 

组合物 75.0 1.4±0.67 1.75±0.87* 

与模型组比较：*P＜0.05 

*P <0.05 vs model group 
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表 2  组合物对脑缺血再灌注大鼠血清自由基的影响（⎯x ± s，n = 12） 
Table 2  Effect of combination on serum free radicals in cerebral ischemia reperfusion injury rats (⎯x ± s, n = 12) 

组别 剂量/(mg·kg−1) SOD/(U·mL−1) MDA/(nmol·mL−1) GABA/(μmol·L−1) Glu/(μmol·L−1) 

假手术 — 80.23±5.20 5.26±0.68 5.38±0.74 59.06±3.19 

模型 — 69.58±7.38** 7.42±1.05** 4.50±0.29* 62.14±1.32* 

尼莫地平 10.8 78.03±5.93△△ 5.38±1.36△△ 5.42±0.92△ 59.31±2.70△ 

银杏叶提取物 37.5 72.28±6.23 5.96±1.12△ 5.16±1.00 58.57±2.03 

丹皮酚 37.5 73.69±5.99 6.26±1.40△ 5.21±0.69△ 60.02±2.71 

组合物 75.0 75.01±7.84△ 5.69±1.02△△ 5.50±0.86△ 59.44±3.00△ 

与假手术组比较：*P＜0.05  **P＜0.01；与模型组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01 

*P <0.05  **P <0.01 vs Sham group; △P <0.05  △△P <0.01 vs model group 

表 3  组合物对脑缺血再灌注大鼠脑组织中 MMP-9、GABA、Glu 含量的影响（⎯x ± s，n = 12） 
Table 3  Effect of combination on brain tissue cytokines in cerebral ischemia reperfusion injury rats (⎯x ± s, n = 12) 

组别 剂量/(mg·kg−1) MMP-9/(ng·mg−1) GABA/(μmol·g−1) Glu/(μmol·g−1) 

假手术 — 3.35±0.61 0.57±0.07 7.42±0.38 

模型 — 5.25±71.40* 0.49±0.03* 8.49±0.36* 

尼莫地平 10.8 3.37±1.04△ 0.57±0.04△ 7.36±0.33△ 

银杏叶提取物 37.5 8.21±1.40 0.51±0.06 10.81±1.35 

丹皮酚 37.5 3.81±1.80△ 0.51±0.07 7.42±0.65△ 

组合物 75.0 3.26±2.03△△ 0.79±0.11△△ 7.48±0.56△ 

与假手术组比较：*P＜0.05；与模型组比较：△P＜0.05  △△P＜0.01 

*P <0.05 vs Sham group; △P <0.05  △△P <0.01 vs model group 

表 4  组合物对脑缺血再灌注损伤大鼠脑梗死率的影响

（⎯x ± s，n = 12） 
Table 4  Effect of combination on cerebral infarction rates 

in rats with cerebral ischemia reperfusion injury 
(⎯x ± s, n = 12) 

组别 剂量/(mg·kg−1) 脑梗死率/% 

模型 — 21.83±6.56 

尼莫地平 10.8 8.86±3.26** 

银杏叶提取物 37.5 7.91±4.83** 

丹皮酚 37.5 8.28±6.47** 

组合物 75.0 6.20±1.34** 

与模型组比较：**P＜0.01 

**P <0.01 vs model group 

裂解，蛋白质变性，酶丧失活性，神经元死亡或凋

亡[8]。本实验研究表明丹皮酚与银杏叶提取物 1∶1
的组合物可升高 SOD、降低 MDA 水平，具有明显

的抗自由基作用。 
氨基酸是中枢神经系统中重要的神经递质。脑

缺血后兴奋性氨基酸含量过多在神经细胞死亡过程

中起着重要作用，而 Glu 为中枢神经系统最为重要

的兴奋性氨基酸。Glu 对神经元有很强的兴奋毒性，

高浓度的 Glu 可激活谷氨酸受体，导致 Ca2+大量内

流，神经元 Ca2+超载，从而产生不可逆的细胞损伤，

造成神经元变性坏死。而 GABA 是公认的中枢系统

内最重要的抑制性神经递质，GABA 可以抵制缺血

引起的神经元过度兴奋，起到保护作用[9-10]。实验

结果表明与模型组比较组合物组可显著降低 Glu 水

平，并显著升高 GABA 水平。由此可推测，组合物

组可通过调节脑内及血清中 Glu、GABA 二者的平

衡达到缓解脑缺血再灌注损伤的效果。 
MMPs 是一组 Zn2+相关的金属蛋白内切酶家

族，其中与缺血再灌注损伤后血脑屏障破坏关系最

密切的是 MMP-2 和 MMP-9。MMPs 在正常脑组织

中不表达或低表达，当脑缺血再灌注时，MMPs 激
活导致血脑屏障通透性增加，引起血管源性脑水肿

及继发神经炎症反应，并导致神经细胞损伤。正常

情况下 MMP-2 和 MMP-9 以无活性的前体形式存

在，但脑缺血再灌注后，MMP-2 和 MMP-9 被激活，

表达上调[11]。研究发现，脑缺血再灌注后血脑屏障

的开放呈双阳性：早期开放主要是激活的 MMP-2
降解紧密连接的 Claudin 蛋白所致，但这种开放是
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可逆的，应用 MMPs 抑制剂可阻止紧密连接蛋白成

分降解；而后期的延迟开放则与 MMP-9 密切[12]。

本研究中，实验大鼠再灌注时间为 22 h，因此选择

MMP-9 为主要考察指标。结果表明与模型组比较组

合物组可显著降低大鼠脑中 MMP-9 含量。 
综上所述，丹皮酚与银杏叶提取物 1∶1 的组合

物对线栓法所致大鼠急性脑缺血再灌注损伤具有一

定得保护作用，其作用机制可能是通过抗氧化损伤、

平衡兴奋性氨基酸与抑制性氨基酸浓度、调节

MMP-9 表达量有关。 
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