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摘要：目的  研究银杏内酯 K 对脑缺血的保护作用。方法  采用小鼠常压耐缺氧实验，测定小鼠存活时间；小鼠双侧颈

总动脉结扎引起急性不完全脑缺血模型，测定小鼠喘气时间、脑乳酸含量和碱性磷酸酶活性，观察组织形态学、脑指数

和脑含水量的变化。结果  银杏内酯 K 能剂量依赖性地延长小鼠缺氧缺血的存活时间；延长喘气时间，减少乳酸含量，

降低碱性磷酸酶活性，减小脑指数和脑含水量。病理学组织检查显示，银杏内酯 K 能改善脑缺血再灌注造成的小鼠神经

细胞的损伤，减少组织坏死。结论  银杏内酯 K 对脑缺血有保护作用。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To study the protective effect of ginkgolide K on cerebral ischemia. METHODS  Anoxia was 
produced by close normobaric hypoxia; the survival time of mice was determined; acute incomplete cerebral ischemia was 
induced by ligaturing bilateral carotid arterise; breath time, brain lactic acid content and alkaline phosphatase activities, brain 
index and brain water content were detected, morphologic change was observed. RESULTS Ginkgolide K prolonged the 
survival time of hypoxic-ischemic mice in dose-dependent manner. In acute incomplete cerebral ischemia mice, ginkgolide K 
extended breathing time, reduced lactic acid content, decreased alkaline phosphatase activity, lessened brain index and brain 
water content. Moreover, pathological examination showed that ginkgolide K ameliorated the cerebral ischemia-reperfusion 
injury in mice nerve cells and reduced tissue necrosis. CONCLUSION Ginkgolide K has a protective effect on ischemia brain 
damage. 
KEY WORDS: ginkgolide K; cerebral anoxia; cerebral ischemia; lactic acid; alkaline phosphatase; brain water content 

 

目前研究表明，无论动物研究还是临床试验均

支持血小板激活因子(PAF)参与缺血性脑损伤过

程[1-2]，认为PAF作为一种内源性介质在脑缺血再

灌注中进一步加重脑损伤。PAF受体特异性拮抗剂

可防止或逆转脑缺血后遗症所引起的脑损伤。作

为 天 然 PAF 受 体 特 异 拮 抗 剂 银 杏 叶 内 酯

(ginkgolide)可通过减少神经元的迟发性损伤，对

脑缺血再灌注损伤起到一定的保护作用[3-5]。银杏

内酯K(ginkgolide K)为一种天然血小板活化因子

拮抗剂[6]，推测应具有脑缺血损伤的保护作用。因

此，本试验应用小鼠的缺氧实验模型，观察小鼠

缺氧存活时间，采用小鼠不完全脑缺血再灌注模

型，观察喘气时间及脑组织内乳酸和碱性磷酸酶、

脑组织切片染色病变情况、脑指数及脑含水量，

以探讨银杏内酯K对小鼠脑缺血缺氧的保护机制。 

1  材料与方法  

1.1  动物 

昆明种小鼠，♀♂各半，体重 18~22 g，由广

东中医药大学实验动物中心提供，实验动物合格

证号：SCXK(粤)20080020。 

1.2  药品 

银杏内酯 K(本实验室自制，纯度大于 98%，

基金项目：国家自然科学基金(81001384)；广州市科技计划项目(2010GK-C041) 
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使用前溶解在聚山梨酯中，水稀释后，其浓度不

高于 20%)；银杏叶提取物注射液(ginaton，台湾济

生化学制药厂股份有限公司，批号：BC017，规格：

5 mL：17.5 mg)；0.9%氯化钠注射液(山东华鲁制

药有限公司，批号：C0803130)。乳酸测定试剂盒、

碱性磷酸酶测定试剂盒、考马斯亮兰蛋白测定试

剂盒均由南京建成生物工程研究所提供，批号均

为 20101012；水合氯醛、苏木精为市售分析纯。 

1.3  实验方法 

1.3.1  小鼠耐缺氧试验 [7]  健康昆明种小鼠 70

只，18~22 g，按体重、性别随机将小鼠分为 7 组：

空白对照组生理盐水、银杏内酯 K 注射液 5 个剂

量组(分别为 0.3，1，3，10，30 mg·kg1)和银杏叶

提取物注射液阳性对照组(13 mg·kg1)，每组 10只。

各组分别尾静脉注射相应的药物溶液，30 mg·kg1

组给药体积为 0.042 mL·g1 ，其余各组均为

0.02 mL·g1。每天给药 1 次，连续 21 d。末次给药

后 1 h，将小鼠分别放入盛有 15 g 钠石灰的密封的

250 mL 广口瓶中，每瓶 1 只小鼠，盖严，使之不

漏气，立即计时，以呼吸停止为指标观察小鼠存

活时间。 

1.3.2  小鼠急性脑缺血性缺氧试验  将 180 只小

鼠按体重、性别随机分为 6 大组：银杏内酯 K 注

射液高、中、低剂量组(8，4，2 mg·kg1)，银杏叶

提取物注射液组 13 mg·kg1 及模型组和空白对照

组均为生理盐水给药。采用尾静脉注射的方法给

药，各组给药体积均为 0.20 mL·g1，每天给药一

次，连续 7 d。每个大组又分为 3 个小组：第 1 小

组小鼠于末次给药 10 min 后乙醚麻醉，颈部正中

切口，小心分离迷走神经后，在两侧颈总动脉下

分别穿线备用，待动物清醒后，拉线结扎双侧颈

总动脉，20 min 后松开拉线，恢复脑供血，24 h

后，自颈部逐只断头，立即按秒表记录小鼠断头

后至张口喘气停止时间[8]。迅速取脑，制备脑组织

匀浆，用分光光度法测定脑组织中乳酸、碱性磷

酸酶的含量。第 2 小组方法同第一小组，实验后

断头取脑，于视交叉处行冠状切面取左侧缺血区

脑一小片放入 2%甲醛溶液中固定 48 h。乙醇梯度

脱水，石蜡包埋，切片，进行苏木精伊红染色，

光镜下观察脑组织疏松、水肿程度及神经元变性

坏死情况。第 3 小组，方法同第 1 小组，实验后

断头取脑，称重，然后烘干，测定脑干重，计算

脑指数及脑含水量，计算公式分别如下：脑指数=

脑湿重/体重；脑含水量=(脑湿重脑干重)/脑湿重

×100%。空白对照组小鼠于末次注射生理盐水

10 min 后，乙醚麻醉，颈部正中切口，小心分离

迷走精神后，20 min 后缝合，按照上述方法分 3

个小组进行断头取脑后续实验。 

1.4  统计数据 

小鼠存活时间、喘气时间以及乳酸含量、碱

性磷酸酶活性及脑指数、脑含水量以 sx  表示。

采用 SPSS13.0 软件进行统计学分析，对各给药组

与模型组进行差异比较。 

2  结果 

2.1  银杏内酯 K 对小鼠常压耐缺氧能力的影响 

银杏内酯 K 连续给药 21 d 后，小鼠的耐缺氧

作用与空白对照组相比，3，10，30 mg·kg1 均能

明显延长密闭小鼠存活时间，0.3，1 mg·kg1 组虽

可延长耐缺氧时间，但与空白对照组比较，未见

明显差异，见表 1。 

表 1  银杏内酯 K 对常压密闭环境中小鼠存活时间的影响

(n=10) 
Tab 1  Effect of ginkgolide K on survival time of hypoxic 
ischemic mice(n=10) 

组 别 剂量/mg·kg1 存活时间/min 

空白对照组  25.61±4.60 

银杏内酯 K 组 0.3 31.52±7.24 

 1.0 32.53±8.89 

 3 35.81±7.401) 

 10 36.62±6.461) 

 30 37.31±4.361) 

银杏叶提取物注射液组 13 37.72±6.481) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01 

Note: Compared with control group, 1)P<0.01  

2.2  银杏内酯 K 对急性脑缺血再灌注小鼠断头后

喘气时间、脑组织乳酸含量及碱性磷酸酶活性的

影响 

与空白对照组比较，急性脑缺血再灌注模型

小鼠断头喘气时间明显缩短，脑组织乳酸含量及

碱性磷酸酶活性显著提高；银杏内酯 K(4，

8 mg·kg1)剂量组与模型组相比，能明显延长喘气

时间，减少乳酸含量，降低碱性磷酸酶的活性

(P<0.05)。银杏内酯 K(2 mg·kg1)组虽能延长喘气

时间，减少乳酸含量，减低碱性磷酸酶的活性，

但与模型组比较无明显差异(P>0.05)。结果见表 2。 
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表 2  银杏内酯 K 对小鼠不完全脑缺血的影响(n=10) 

Tab 2  Effect of ginkgolide K on the incomplete cerebral ischemia in mice(n=10) 
组 别 剂量/mg·kg1 喘气时间/s 乳酸/mmol·gprot1 碱性磷酸酶/U·gprot1 

空白对照组  29.45±4.76 0.44±0.04 254.28±42.64 

模型组  16.47±5.511) 0.58±0.051) 361.90±24.891) 

银杏内酯 K 组 2 23.32±3.62 0.57±0.02 319.30±32.64 
 4 25.24±4.152) 0.52±0.062) 297.07±46.292) 
 8 28.33±3.453) 0.48±0.042) 285.14±35.452) 

银杏叶提取物注射液组 13 27.46±3.933) 0.49±0.072) 281.34±71.532) 

注：与空白对照组比较，1)P<0.01；与模型组比较，2)P<0.05，3)P<0.01  

Note: Compared with control group, 1)P<0.01; compared with model group, 2)P<0.05, 3)P<0.01 

2.3  银杏内酯 K 对脑组织形态学的影响 

与空白对照组相比，模型组中脑组织疏松、水

肿明显，神经元变性坏死；银杏内酯 K(4，8 mg·kg1)

组能够使脑组织疏松、水肿明显改善，神经元变性

坏死的动物数目明显减少，而银杏内酯 K(2 mg·kg1)

对脑缺血损伤未见保护作用，结果见图 1。 

 
图 1  小鼠脑组织形态学的苏木精染色图片(200×)  
A空白对照组；B模型组；C银杏内酯 K 2 mg·kg1 组；D银杏内酯 K 4 mg·kg1 组；E银杏内酯 K 8 mg·kg1 组；F银杏叶提取物注射液组 

Fig 1  Representative photomicrographs (hematoxylin–eosin stain) of coronal sections of brain after cerebral ischemia 

reperfusion in mice(200×) 
Acontrol group; Bmodel group; Cginkgolide K 2 mg·kg1 group; Dginkgolide K 4 mg·kg1 group; Eginkgolide K 8 mg·kg1group; Fginaton group 

2.4  银杏内酯 K 对脑指数和脑含水量的影响 

与空白对照组比较，模型组中脑指数和脑含

水量明显升高(P<0.05)。银杏内酯 K(4，8 mg·kg1)

组与模型组相比，能明显降低脑指数和脑含水量

(P<0.05 或 P<0.01)。银杏内酯 K(2 mg·kg1)组与空

白对照组相比无明显差异(P>0.05)。结果见表 3。 

表 3  银杏内酯 K 对脑指数和脑含水量的影响(n=10) 

Tab 3  Effect of ginkgolide K on brain index and brain 
water content in acute incomplete cerebral ischemia- 
reperfusion mice(n=10) 

组 别 
剂量/ 

mg·kg1 

脑指数/ 

×102 
脑含水量/%

空白对照组  0.64±0.03 76.28±0.77 

模型组  0.78±0.032) 78.63±0.451)

银杏内酯 K 组  2 0.75±0.04 78.34±0.78 

  4 0.70±0.054) 77.56±0.973)

  8 0.67±0.064) 76.59±0.373)

银杏叶提取物注射液组 13 0.70±0.064) 77.07±0.743)

注：与空白对照组比较，1)P<0.05，2)P<0.01；与模型组比较，3)P<0.05，
4)P<0.01 
Note: Compared with control group, 1)P<0.05, 2)P<0.01; compared with 
model group, 3)P<0.05, 4)P<0.01 

3  讨论 

缺血性脑血管疾病是临床上常见且致残率致

死率极高的一种疾病，严重影响着人类的健康及

生活质量。由于其发病机制十分复杂，迄今为止，

临床上应用的各类治疗药物效果仍不甚理想。目

前， 银杏叶类药物为国内主要预防和治疗脑缺血

的药物，但其临床效果并不理想，因而亟待深层次

开发银杏内酯类药物，本试验首次对银杏内酯 K 对

实验动物的脑缺血损伤的保护作用进一步研究。 

小鼠急性缺氧实验表明，银杏内酯 K 可明显

延长常压密闭小鼠存活时间，表明连续用药具有

明显耐缺氧作用。在小鼠不完全脑缺血模型中，

Nilsson 等[9]发现乳酸水平增加与脑缺血的症状密

切相关，高浓度乳酸与严重缺血有很好的相关性，

认为乳酸是检测脑缺血程度有价值的特异性指

标。从本研究可以看出，由于脑内糖原储备极少，

缺血期脑乳酸不会明显增加，再灌流开始后，随

反应性高血流的大量血糖供应，使乳酸浓度明显

增加，接着发生的低灌注使脑组织再次缺氧无氧

酵解加强，乳酸浓度进一步升高。目前，动物实

验表明脑缺血后 Ca2+内流是主要的神经细胞死亡

的原因[10]，其作用机理可能是Ca2+可激活磷脂A2，

破坏降解细胞膜，促使细胞损伤。碱性磷酸酶是

一个脑缺血损伤的重要指标[11]。本实验研究表明，

提前给予银杏内酯 K 能够显著降低乳酸的含量和

碱性磷酸酯酶的活性，表明银杏内酯 K 具有一定

的神经保护作用。 
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脑水肿是脑组织缺血损伤的重要表现[12]。急

性不完全性脑缺血脑组织含水量的增加，反映了

脑水肿的状况，而银杏内酯 K 能明显降低该缺血

模型的脑指数和脑含水量，同时组织形态学变化

明显轻于缺血模型组。同时发现脑指数增加 

21.9%，而脑含水量只增加 3.08%，其原因可能是

在动物实验中，手术组的小鼠体重明显减轻，因

为手术会对小鼠饮食和饮水有明显的影响，所以

直接大大增加了脑指数的数值，虽然脑含水量也

增加，但是手术对小鼠的脑重的影响不那么明显，

所以脑含水量增加没有脑指数增加那样显著。 

总之，通过小鼠的缺氧缺血的模型发现，提

前给予银杏内酯 K 能够显著的减少脑组织损伤程

度，但其更深层次的保护机理还应进一步研究。 
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益骨口服液的毒理学研究 
 

姚新苗，黄真，吴刚(浙江中医药大学附属第三医院，杭州 310005) 
 
摘要：目的  观察益骨口服液的急性毒性和长期毒性。方法  急性毒性试验：ICR 小鼠 40 只，随机分成对照组和给药组，

采用最大给药量法测定小鼠口服益骨口服液最大耐受量。长期毒性试验：SD 大鼠 80 只，随机分成 4 组，采用高、中、

低 3 个剂量(80，40，20 g·kg1)灌胃给药，每天 1 次，连续 12 周，观察大鼠的一般情况，检测血常规及血液生化学、组

织病理变化及停药 28 d 后上述指标的变化。结果  小鼠口服益骨口服液的最大耐受量为生药量 358.852 g·kg1，此剂量相

当于临床成人拟日服剂量的 287.08 倍。连续给药 90 d 时，高剂量组的碱性磷酸酶和白蛋白低于空白对照组(P<0.05)；停

药 28 d 后，大鼠体重、摄食量、行为活动、血象、重要器官脏器系数均正常，病理学检查，各组各脏器均未发现明显的

改变。结论  在本次试验条件下，该口服液安全无毒。 

关键词：益骨口服液；急性毒性；长期毒性 
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