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【=银杏内酯注射液专栏=】=

银杏内酯注射液对脑缺血再灌注损伤治疗时间窗及凋亡信号通路的影响=
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摘  要：目的  研究银杏内酯注射液（dánkgoäáde= fnjectáon，df）作用于大鼠脑缺血再灌注损伤的治疗时间窗及对凋亡信号

通路的影响。方法  采用 iong~法制备大鼠大脑中动脉短暂阻塞再灌注（tjCAl）模型，（N）分别于再灌后 N、P、S、V=h=áé
首次给予 df（OKR=mgLkg），每天给药 O次，连续给药 P=d，通过神经功能评分、脑梗死体积及脑组织含水量评价动物缺血损

伤程度。（O）于再灌注后 N=h=áé给予 df（OKR=mgLkg），每天给药 O次，连续给药 P=d，分别于再灌注后 OQ、TO=h取脑检测缺

血半影区 éRP、_~x、_cäJO、C~sé~se=P蛋白表达水平。结果  与模型组比较，（N）再灌注后 N、P=h给予 df能显著降低神经

功能评分、减少脑梗死体积与脑组织含水量（m＜MKMR、MKMN），S、V= h给药大鼠脑损伤未见明显改善。（O）于再灌注后 N= h
给予 df显著抑制 éRP、_~x、C~sé~se=P蛋白表达，上调 _cäJO蛋白表达（m＜MKMR）。结论  df对 tjCAl模型大鼠的有效治

疗时间在缺血再灌注后 P=h内；其可能的作用机制涉及抑制凋亡信号通路的激活。=
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治疗时间窗是指脑缺血后药物治疗能减轻损伤

程度、促进机能恢复以及改善长期预后的一段时间

范围xNz。脑卒中以其发病突然、治疗时间窗窄向临

床治疗提出重大挑战，前期研究发现，银杏内酯注

射液（dánkgoäáde=fnjectáon，df）具有治疗缺血性脑

卒中的作用xOz，作用机制与减轻神经血管单元的损

伤有关，最佳剂量为 OKR=mgLkgxPz，本研究旨在探讨

df 对大脑中动脉短暂阻塞再灌注（tjCAl）模型

大鼠的有效治疗时间窗以及其对凋亡信号通路的=
影响。=
N= =材料=
NKN= =动物=

pa大鼠，雄性，NUM～OOM=g，清洁级，购自南

京医科大学实验动物中心（生产许可证号 pCuh
（苏）OMNPJMMMR）与浙江省实验动物中心（生产许

可证号 pCuh（浙）OMMUJMMPP）。领回后常规饲养，

室温 OO～OQ=℃，NO= h照明，适应饲养至少 N周，

待体质量达到 ORM～PMM=g用于实验。=
NKO= =药物与主要试剂=

df，无色澄明液体，每支 O=mi，含萜内酯 NM=mg，
成都百裕制药股份有限公司提供，产品批号

OMNONOMN，阴凉避光保存，使用前用无菌生理盐水

稀释至相应浓度。=
OI=PI=RJ氯化三苯基四氮唑（qqC），págm~公

司；戊巴比妥钠，中国医药（集团）上海化学试

剂公司产品；多聚甲醛，上海凌峰化学试剂有限

公司；小鼠抗 mRP抗体（Cpq，OROQ，rpA）、兔

抗 _~x抗体（Cpq，OTTO，rpA）、兔抗 _cäJO抗
体（Cpq，OUTS，rpA）、兔抗 C~sé~se=P抗体（Cpq，
VSSO，rpA）、小鼠抗 βJ~ctán抗体（武汉博士德，

_jMSOT）；蛋白提取试剂盒，南京凯基生物科技

有限公司。=
NKP= =主要仪器=

尼龙栓线，美国 aoccoä=Coréor~táon公司产品；

uwJNRMtA冷光源，深圳市瑞沃德生命科技有限公

司；eeJO型数显恒温水浴锅，国华电器有限公司；

qbNOQp 型电子天平，赛多利斯科学仪器（北京）

有限公司；数码相机，C~non= klK= TMSUMMNUMV=
gAmAk；AiCJeqmNMQ小动物恒温系统，上海奥尔

科特生物科技有限公司；调温型电热台板，南昌太

阳岛实业有限公司；电泳与电转系统，mánáéroteánJfff=
wet= tr~nsfer= unát，_áoJo~d，eercuäes，C~äáforná~，
rpA；全自动化学发光成像系统， fm~genu~nt=

iApQMMMmáná，db= ee~äthc~re，rpA；全波长扫描

多功能读数仪，s~ráosk~n=cä~sh，qhermo=scáentáfác，
rpA；微量电动匀浆器，mbiibq=mbpqib=jlqlo=
hlkqbp。=
O= =方法=
OKN= =大鼠 tjCAl模型的制备=

参考iong~法制备 tjCAl模型xQz，术前禁食S～
U=h，异氟烷麻醉，碘伏消毒后作颈正中线切口 O=cm，
从颈外动脉插入栓线，通过大脑中动脉起始处至大

脑前动脉，丝线固定插入的栓线，将动物置于加热

板上确保肛温达 PT=℃。缺血 NKR=h后，轻轻拔出栓

线恢复血流，缝合切口后置于笼中饲养。=
OKO= =神经功能评分=

参照 _ederson评分法xRz：正常为 M分；提起鼠

尾，手术对侧前肢屈曲为 N分，躯体向手术对侧扭

转为 O分；行走时向手术对侧转圈为 P分，向手术

对侧倾倒或无法自主行走为 Q分；死亡为 R分。去

除 OQ=h神经功能评分为 M的动物，剩余大鼠即为模

型成功大鼠，按评分结果均等分入实验组。=
OKP= =治疗时间窗研究=

实验共设 R组：模型组、df共 Q组（分别于缺

血再灌后 N、P、S、V= h时首次给药 OKR= mgLkg，áé
给药，每天给药 O次，连续给药 P= d），观察 df治
疗时间窗，造模后动物损伤严重，部分组别动物出

现死亡情况，各组最终动物数均大于 S。动物于缺

血再灌注后 TO= h断头取脑，记录湿质量，－OM=℃
冰冻 NM=mán，冠状位以 O=mmL片厚度将脑切成 S片，

置于 NB= qqC 染液中，PT=℃染色，用 NMB多聚甲

醛溶液固定，微距拍照，用 fm~geJmro=mäus=RKM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 S
片脑片梗死体积之和求出整个脑梗死体积。将脑片

置于 NNM=℃烘箱烘烤 OQ=h，称量脑干质量。=
脑组织含水量＝N－脑组织干质量L脑组织湿质量=

OKQ= =凋亡信号通路研究=
实验共设 Q组：对照组、df组、模型组、模型＋

df组，再灌注后 N=h给予生理盐水或 df（OKR=mgLkg，
áé，每天给药 O次，给药 N=d或连续给药 P=d），分别

于脑缺血再灌 OQ和 TO=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，试剂盒法提取胞浆蛋白，_CA 法测定总蛋白

含量，papJmAdb 胶进行电泳分离蛋白，利用电转

系统转膜，NMB脱脂奶粉Jq_pq（ée=TKR，NM=mmoäLi=
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qrásJeCä，NRM=mmoäLi=k~Cä，MKNB=qweenJOM）室温

封闭 N=h，分别使用一抗（éRP、_~x、_cäJO、C~sé~se=
P、éroJc~sé~seP）Q=℃孵育过夜，二抗孵育，bCi发
光底物染色，全自动化学发光成像系统显影分析。=
OKR= =数据处理=

结果以 x s± 表示，应用 pmpp=NPKM软件进行统

计分析：神经功能评分采用秩和检验，其余数据的

组间差异采用 t检验。=

P= =结果=
PKN= = df对治疗时间窗的影响=

tjCAl 模型是模拟脑缺血再灌注损伤的经典

动物模型，缺血致使动物体质量减轻，活动减少，

缺血对侧肢体偏瘫等症状；如图 N所示，模型大鼠

神经功能受损，脑组织水肿，qqC染色结果显示脑

组织大面积梗死；df给药在一定时间窗内能显著改

善脑缺血大鼠损伤，与模型组比较，再灌后 N、P=h= =
=

= = = = = = = = = =

=

=

= = = = = = = = = = = =

 

=

与对照组比较：@m=Y=MKMR= = @@m＜MKMN=
@m=Y=MKMR= = @@m=Y=MKMN=vs=controä=groué=

图 N= = df对 tjCAl模型大鼠的治疗时间窗的影响（ ±s）=
cigK=N= = bffects=of=df=on=therapeutic=time=window=of=tjCAl=model=rats=E ±sF=

给药组神经功能评分显著降低（m＜MKMR、MKMN），
梗死体积显著缩小（m＜MKMN），脑组织含水量显著

减少（m＜MKMR、MKMN），S、V= h 给药组症状略有改

善，但无统计学意义。=
PKO= = df对凋亡信号通路的影响=

再灌注 OQ、TO=h后，各处理组缺血半影区凋亡

相关蛋白表达如图 O所示，基础状态下，df对大鼠

脑组织胞浆内 éRP、_~x、_cäJO、C~sé~se=P蛋白表达

无显著影响；tjCAl模型缺血再灌后 OQ、TO=h半影

区组织细胞胞浆内 éRP、_~x、C~sé~se=P成熟体蛋白

表达上调，抗凋亡蛋白 _cäJO 表达下降（m＜MKMN、
MKMMN），表明凋亡信号通路激活；给予 df显著抑制

mRP、_~x、C~sé~se= P 蛋白表达的上调，同时抑制

_cäJO 蛋白水平的下降（m＜MKMR）。结果提示，df
参与抑制 tjCAl 所致凋亡信号通路的激活，发挥

神经保护作用。=
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模型= = = = = = = = N= = = = = = = = P= = = = = = = = = S= = = = = = = = = V=
= = = = = = = = = = = = = =缺血再灌注后 df给药时间Lh=

模型= = = = = = = = N= = = = = = = = P= = = = = = = = = S= = = = = = = = = V=
= = = = = = = = = = = = = = =缺血再灌注后 df给药时间Lh=

模型= = = = = = = = N= = = = = = = = P= = = = = = = = = S= = = = = = = = = V=
= = = = = = = = = = = = = =缺血再灌注后 df给药时间Lh=

模型= = = = = = = = N= = = = = = = = P= = = = = = = = = S= = = = = = = = = V=
= = = = = = = = = = = = = = =缺血再灌注后 df给药时间Lh=
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再灌注 OQ=h 

          

 

再灌注 TO=h 

         
=

=

与对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN= = GGGm＜MKMMN；与模型组比较：@m＜MKMR=
Gm Y=MKMR= = GGm=Y=MKMN= = GGGm=Y=MKMMN=vs=controä=grouéX=@m=Y=MKMR=vs=modeä=groué=

图 O= = df对 tjCAl大鼠凋亡相关蛋白表达的影响（ ±sI=n Z=Q）=
cigK=O= = bffects=of=df=on=apoptotic=associated=proteins=of=tjCAl=rat=model=E ±sI=n ZQF=

Q= =讨论=
df由成都百裕制药股份有限公司研发，广泛用

于治疗脑卒中，本实验结果显示，再灌注后 N、P=h
给予 df 可显著改善模型大鼠缺血损伤，表现为改

善神经功能、减少脑梗死体积及降低脑含水量等作

用，再灌注后 S、V= h给予 df对脑缺血损伤修复作

用不明显，表明 df对 tjCAl模型大鼠的有效治疗

时间为再灌注后 P= h内，提示临床上在卒中发病早

期或溶栓再通早期用药疗效更佳。=
凋亡是细胞的程序性死亡，是生物体维持正常

生长发育的重要机制；按照激活形式的差异，凋亡

分为外源性死亡受体信号通路和内源性信号通路，

涉及多种基因的激活与蛋白的表达，在内源性通路

中，_cäJO 家族促凋亡成员 _~x 在线粒体膜上形成

寡聚体通道，导致细胞色素 C外流参与凋亡复合体

的形成，并最终激活 c~sé~se=P，c~sé~se=P作为凋亡

的执行者之一，参与细胞骨架蛋白的撤除与 akA
的剪切；_cäJO 家族抗凋亡蛋白 _cäJO 通过与 _eP
结构域蛋白结合抑制内源性凋亡信号的启动xSJTz；

éRP 作为重要的肿瘤抑制蛋白和转录因子，可在缺

血缺氧刺激下直接诱导凋亡蛋白基因的表达（转录

依赖机制），亦可作为蛋白分子独立的与抗凋亡蛋白

_cäJO或 _cäJui结合，促进线粒体细胞色素 C的形

成xUz。缺血造成的神经元死亡是细胞坏死和凋亡的

共同结果，缺血使各种钙通道开放，大量 C~OH内流

可通过激活钙蛋白酶 C~äé~áns 调节凋亡通路中 _ád

x
x

=

= = = = = = = =

= = = = = = = =

=

= = = = = = =

= = = = = = = = =
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蛋白表达最终促进凋亡通路的激活xVz。=
本研究结果显示，模型组促凋亡蛋白 éRP、_~x

与 c~sé~seP 表达大量增加，抑凋亡蛋白 _cäJO 表达

量降低，表明缺血半影区凋亡信号通路的激活是导

致神经损伤的潜在因素之一；df治疗 OQ与 TO=h后，

凋亡蛋白 éRP、_~x与 c~sé~se=P表达均显著下调，

抑凋亡蛋白 _cäJO显著上升；表明 df可通过抑制凋

亡信号通路的激活发挥神经保护作用。=
df具有改善脑缺血损伤作用，在脑卒中溶栓再

通后尽早使用可提高疗效，其作用机制与抑制凋亡

信号通路的激活有关。=
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