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√¤̄∏̈ ¬± °¬¦̈khξ ? σl

�µ²∏³ ν
⁄²¶̈

k°ªr®ªl
�

≤²±·µ²̄ k�≥l tx p s qtu ? s qsv
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3  讨论

由实验结果可知 o|z2|2�w具有很好的镇痛活性 o且呈良

好的剂量依赖性 ∀通过小鼠侧脑室给药证明 o当脑室给药剂

量仅为皮下给药剂量的 trwsss时 o就有明显的镇痛活性 o说

明该药的作用部位很有可能是在中枢 ~阿片受体拮抗剂纳洛

酮可以拮抗其镇痛活性 o推断该药最终主要是通过与阿片受

体结合产生镇痛作用的 ∀

此外 o作为痛觉感受器的感觉神经末梢存在着多种痛介

质的受体或作用位点 o而这些受体或作用位点偶联着 ≤¤u n

通道 o当痛介质兴奋其相应受体或位点时 o≤¤u n通道开放 o

≤¤u n流入细胞内 o当细胞内 ≤¤u n浓度增高时 o兴奋了痛感受

器 o产生痛感受器电位 o形成痛冲动传入中枢产生痛觉≈z  ∀

在以上实验中注射 |z2|2�w前 vs°¬±分别¦¶≤¤≤ ū或 ∞⁄× � o

可减弱或加强 |z2|2�w的镇痛作用 o说明 |z2|2�w的镇痛作

用与 ≤¤u n有一定关系 o推测 |z2|2�w能抑制 ≤¤u n内流 o减少

细胞内 ≤¤u n浓度的升高 o使痛感受器不易兴奋从而产生镇

痛作用 o这可能也是 |z2|2�w的镇痛机制之一 ∀

|z2|2�w具有良好的镇痛活性 o我们希望通过对其镇痛

机制的探讨以及下一步成瘾性方面的试验 o进一步评估该类

化合物在临床上用于镇痛的可能性 o开发该类化合物的应用

价值 ∀
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银杏叶提取物(ΓΒΕ)对大鼠局灶性脑缺血后细胞间黏附分子21 及其
µ Ρ ΝΑ表达的影响
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摘要 }目的  探讨银杏叶提取物对鼠脑缺血后细胞间黏附分子2tk�≤ � �2tl及其 °� �� 表达的影响 ∀方法  建立大鼠大脑中

动脉闭塞r再灌注模型 o应用 � ×2°≤ � 及免疫组织化学的方法 o观察各实验组鼠脑缺血后细胞间黏附分子2t及其 °� �� 的表

达 ∀结果  �≤ � �2t及其 °� ��在假手术组鼠脑组织呈低表达 ~缺血 |s°¬±再灌 uw«脑组织 �≤ � �2t及其 °� �� 表达较前

显著增高k Π� s qstl ~银杏叶提取物治疗组于相同时限 �≤ � �2t及其 °� �� 的表达与缺血再灌注组相比较显著下调k Π� s q

stl ∀结论  银杏叶提取物能显著下调 �≤ � �2t及其 °� ��的表达 o减轻脑缺血后炎性病理损害 o具有明显的缺血脑保护作

用 ∀
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χηεµια/ ρεπερφυσιον ιν ρατσ
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ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  ×²¬±√ ¶̈·¬ª¤·̈ ·«̈ ©̈©̈ ¦·²© Γινκγο βιλοβα ∞¬·µ¤¦·k��∞l ²±¬±·̈µ¦̈¯̄∏̄¤µ¤§«̈¶¬²± °²̄ ¦̈∏̄ 2̈tk�≤ � �2tl

¤±§ °� �� ¬̈³µ̈¶¶¬²± ©²̄ ²̄º¬±ª¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤rµ̈³̈µ©∏¶¬²±¬± µ¤·¶q ΜΕΤΗΟ∆  × «̈ °¬§§̄¨¦̈µ̈¥µ¤̄ ¤µ·̈µ¼ k � ≤ �l ©²¦¤̄ ¦̈µ̈¥µ¤̄

¬¶¦«̈ °¬¤rµ̈³̈µ©∏¶¬²± µ¤·°²§̈ ¶̄ º µ̈̈ ∏¶̈§q × «̈ �≤ � �2t ¤±§ °� �� ¬̈³µ̈¶¶¬²± º µ̈̈ ° ¤̈¶∏µ̈§¬± ªµ²∏³¶¥¼ � ×2°≤ � ¤±§¬°°∏±²2

«¬¶·²¦«̈ °¬¶·µ¼ ·̈¦«±¬́∏̈¶oµ̈¶³̈ ¦·¬√¨̄¼ qΡΕΣΥΛΤΣ  �²º µ̈²©�≤� �2t ¤±§�≤� �2t °� �� ¬̈³µ̈¶¶¬²± º¤¶²¥¶̈µ√̈ §¬± ³¶̈∏§²2¶∏µª̈µ¼ ªµ²∏³o

¤±§·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©�≤� �2t ¤±§�≤� �2t °� �� §¬¶·¬±¦·̄¼ ∏³2µ̈ª∏̄¤·̈§¬±·«̈ ¬¶¦«̈ °¬¤rµ̈³̈µ©∏¶¬²± ªµ²∏³q� ¶¬ª±¬©¬¦¤±·µ̈§∏¦·¬²±¬±·«̈ ¬̈2

³µ̈¶¶¬²± ²©�≤� �2t ¤±§�≤� �2t °� �� º¤¶©²∏±§¬±·«̈ ��∞2·µ̈¤·̈§ªµ²∏³¦²°³¤µ̈§º¬·«·«̈ ¬¶¦«̈ °¬¤r µ̈³̈µ©∏¶¬²±ªµ²∏³©²̄ ²̄º¬±ª©²¦¤̄ ¦̈µ̈2

¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤¤±§µ̈³̈µ©∏¶¬²±¬± µ¤·¶qΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ��∞ °¤¼ ¤̄̄ √̈¬¤·̈¬±©̄¤°°¤·¬²±¬± ¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¦µ̈ª¬²± ¤±§ ¬̈̈µ·¤³²·̈±· ©̈©̈¦·²±

¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤r µ̈³̈µ©∏¶¬²± ¥¼ §²º±2µ̈ª∏̄¤·¬±ª·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²©�≤� �2t ¤±§�≤� �2t °� �� q

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ : Γινκγο βιλοβα ¬̈·µ¤¦·~¦̈µ̈¥µ¤̄ ¬¶¦«̈ °¬¤~�≤ � �2t

  银杏是我国及周边少数几个国家所特有的古老裸子植

物之一 o其叶入药在我国已有几千年的历史 ∀近年来对其主

要成份银杏叶提取物k Γινκγο βιλοβα ¬̈·µ¤¦·o ��∞l药理作用

的研究已取得了一定的进展 ∀研究证实银杏叶提取物具有

增加脑血流量 !清除自由基 !抗缺血缺氧 !抗血小板活化因子

k³̄¤·̈̄ ·̈¤¦·¬√¤·¬±ª©¤¦·²µo°�ƒl诱导的血小板聚集等作用 o临

床上广泛用于缺血性心脑血管疾病的治疗≈t  ∀研究表明缺

血再灌注性脑损伤病理过程与脑局部的急性炎症反应有密

切关系 ∀当脑组织缺血时 o活化的白细胞可与血管内皮细胞

黏附 o白细胞与内皮细胞的相互作用是由表达在这两种细胞

上的黏附分子介导的 o这有利于白细胞穿出血管的内皮层 o

游出至缺血脑组织中引起脑缺血区的急性炎症反应 ∀ ��∞

对缺血再灌注性脑损伤时伴发的脑局部的急性炎症反应的

影响笔者尚未见报道 ∀因此有必要研究 ��∞对缺血脑组织

中细胞间黏附分子2tk¬±·̈µ¦̈¯̄¤µ¤§«̈¶¬²± °²̄ ¦̈∏̄ 2̈t �≤ � �2tl

及其 °� ��表达的影响 o探讨 ��∞的脑保护作用机制 o为

��∞的临床应用提供理论依据 ∀

1  材料

1 q1  实验动物及分组

• ¬¶·¤µ大鼠 {w只 o雌雄各半 o体重 uus ∗ u{sªk同济医学

院实验动物中心l o自然喂养 o随机分为ktl假手术组 !kul 阴

性对照组 }缺血再灌注组k缺血 |s°¬±再灌 uw«l !kvl 阳性对

照组 }灯盏花水溶液治疗组kt°�r®ªl !kwl ��∞治疗组k剂

量为 ts ous°ªr®ªl o每组动物 y只 ∀

治疗组于缺血前 vs°¬±和缺血后即刻分别经腹腔注射

银杏叶提取物水溶液k��∞剂量分别为 ts ous°ªr®ªl !灯盏

花水溶液kt°�r®ªl o假手术组和缺血r再灌注组均于相同时

限腹腔注射等容量的生理盐水 ∀

1 q2  仪器与试剂

银杏叶提取物k德国舒培大药厂 o批号 }yyysv||l每毫升

含 v qx°ª银杏叶提取物 o灯盏花水溶液k中美合资黑龙江迪

龙制药有限公司 o批号 }vssxxzl o氯化三苯四氮唑ku ov ox

·µ¬³«̈ ¼̄ ·̈·µ¤½²̄¬∏° ¦«̄²µ¬§̈ o× × ≤ o上海试剂三厂l o免疫组织

化学试剂盒k北京中山公司l o抗 �≤ � �2t 抗体k北京中山公

司l !�≤ � �2t°� �� 引物k由上海深工公司合成l !� ×2°≤ �

试剂盒k美国 °µ²° ª̈¤公司l !图象分析系统k�°��≥2tsss型

高分辨病理图文分析系统 !北航医学图象分析管理系统l !显

微镜k� ¼̄°³∏¶�2≤ � �⁄2u�¤³¤±l ∀

2  方法

2 q1  建立大鼠大脑中动脉闭塞r再灌注模型

参照 �²±ª¤等报道方法≈u 略加改进 o用 s qw h戊巴比妥

钠kt°�rtssª体重l麻醉大鼠后 o仰卧固定取颈前正中切口 o

分离右侧颈总 !颈外及颈内动脉 o结扎颈外动脉 ∀在距颈总

动脉分叉 u°°处剪一小口 o尼龙线栓由此进入颈内动脉 o造

成大脑中动脉缺血 ∀栓子插入深度为 t{ ∗ uu°° o留 ts°°

栓子于皮外 o缝合皮肤 ∀术后肌注青霉素 w万单位 o栓子为

直径 s quu°°市售尼龙鱼线 o长度 ws°° o前端 x°°用聚胺

脂包被 o直径 s quw ∗ s quy°° ∀假手术者栓子插入仅 ts°° o

不足以闭塞大脑中动脉 ∀动物清醒后具备同侧 �²µ±̈ µ氏

征 o提尾时左前肢屈曲内收者方列为研究对象 o排除有蛛网

膜下腔出血者 ∀

2 q2  标本制备

将已麻醉的大鼠用生理盐水 uss°�快速左心室灌注冲

洗 o再用 w h 多聚甲醛k³�z qw s qst°²̄r�°�≥ 配制lwss°�

灌注固定 o恒定灌注k输液瓶高出心脏 t°l时间 vs ∗ ys°¬± ∀

灌注完毕立即断头取脑 o于中 trv处取冠状切片kv ∗ w°°l

w h多聚甲醛溶液中固定 u ∗ v«o然后浸泡在 us h蔗糖溶液

中过夜 o后作冰冻切片备用 ∀余 vs只大鼠断头取脑 o右侧顶

叶皮层约 tss°ª脑组织作 � ×2°≤ � 的标本时 o所用器械和试

剂均经 s qt h焦碳酸二乙酯k⁄∞°≤l处理以灭活核糖核酸酶

k� ��¤¶̈l ∀

2 q3  × × ≤ 染色结合球积仪测定各实验组鼠脑梗塞面积

各实验组鼠于缺血 |s°¬±再灌 uw«迅速断头取脑 o切去

额极后 o间隔 u°° 连续作 y 个脑冠状切片 o立即置切块于
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vz ε u h × × ≤ 生理盐水中避光恒温孵育 vs°¬±o在 tx°¬±时

将脑组织块翻面 o染色后用 ts h甲醛固定 o固定 uw«o直接用

球积仪测定脑梗塞面积k× × ≤ 被线粒体过氧化氢酶还原 o可

使正常组织染色呈红色 o坏死组织呈白色l ∀

2 q4  神经功能缺失征象的评定

采用临床神经功能评分标准观察药物对缺血大鼠神经

功能缺失征象的影响 ∀评分标准 }s级 o无神经功能缺损 o肢

体活动正常 ~t 级 o轻度神经功能缺损 o不能伸展左前肢 ~u

级 o中度神经功能缺损 !向左侧划圈 ~v级 o重度神经功能缺

损 o向左侧倾倒 ~w级 o极重度神经功能缺损 o无自主行走及意

识障碍 ∀

2 q5  免疫组织化学染色

免疫组化采用链酶亲和素2生物素2过氧化物酶复合物

k≥·µ̈³·�√¬§¬±2�¬²·¬±2 ±̈½¼°¨ ≤²°³̄ ¬̈o≥��≤l法 o山羊抗大鼠

�≤ � �2t多克隆抗体工作液浓度为 tΒtss o具体步骤如下 }

ktl冰冻切片放置室温下 vs°¬± o蒸馏水洗 x°¬± ≅ v次 ~kul

v h过氧化氢室温作用 {°¬±o以清除内源性过氧化物酶 os qst

°²̄r�°�≥液洗 x°¬± ≅ v次 ~kvl抗原修复液修复 ts °¬± os q

st°²̄r�°�≥液洗 x°¬± ≅ v次 ~kwl血清封闭液 ts °¬±o不洗 ~

kxl加 �≤ � �2tktΒtssl抗体 !w ε 于湿盒做过夜 ~kyls qst°²̄r

�°�≥液洗 x°¬± ≅ v 次 o加抗山羊的兔免疫球蛋白室温下

vs°¬± ~kzls qst °²̄r�°�≥液洗 x°¬± ≅ v次 o加链酶亲和素2

生物素2过氧化物酶复合物室温下 vs°¬± ~k{ls qst°²̄r�°�≥

液洗 x°¬± ≅ v次 o加 ⁄��显色 x ∗ ts°¬±~k|l常规镜检封片 ∀

2 q6  逆转录多聚酶链反应kµ̈√ µ̈¶̈ ·µ¤±¶¦µ¬³·¤¶̈2³²̄¼° µ̈¤¶̈

¦«¤¬± µ̈¤¦·¬²± o� ×2°≤ � l测定缺血及再灌注后鼠脑组织中 �2

≤ � �2t°� ��的表达

采用 tss°ª脑组织 n ×µ¬½²̄ t°�彻底匀浆 o随后加入氯

仿和冰异丙醇 o将提取出的总 � �� 用紫外分光光度仪进行

浓度测定后 o用灭活 � ��¤¶̈ 的 ⁄∞°≤ 水稀释为 tΛªrΛ�o

p zs ε 保存 ∀取样品 � ��u ∗ wΛªox ≅逆转录酶缓冲液 wΛ�o

逆转录酶 u� o核酸酶抑制剂 k � ±¤¶¬±l us� o§�×°¶uΛ�o

� ¬̄ª§×t{tΛ�o加去离子水至 uxΛ�ozu ε 水浴 x°¬± ovz ε 水浴

t«o|x ε 灭活逆转录酶 x ∗ ts°¬± o立即置冰上冷却 p us ε 保

存 ∀�≤ � �2t引物工作液浓度为 ts³°²̄r�o引物序列≈v  }上

游引物k°tl }xχ2�≤ ���≤ �≤ × �������× ���≤ ���2vχ o下

游引物k°ul }xχ2�× ���≤ �× ≤≤ �× �× × × ���≤ �× ��2vχ o此

对引物扩增出一条 vuz¥³的 �≤ � �2t¦⁄�� 片段 ∀内参照三

磷酸甘油醛 k��°⁄�l引物序列≈w  }上游 }xχ2������≤ ×2

≤ �× ��≤≤ �≤ ��2vχ o下游 }xχ2���× �≤ �����× �× × ≤2vχ o

此对引物扩增出一条 tyy¥³的 ��°⁄�¦⁄�� 片段 ∀ °≤ � 反

应条件为 }|x ε 预变性 x°¬± o|w ε 变性 t°¬± oys ε 退火 t°¬± o

zu ε 延伸 t°¬±o共 vx个循环 ozu ε 后延伸 ts°¬±∀

2 q7  统计学处理

采用北航医学图像分析管理系统 !�°��≥2tsss 型高分

辨病理图文分析系统进行图像分析处理得出平均面密度 !吸

光度值khξ ? σl o组间差异的显著性用方差分析进行检验 o两

两比较用 θ检验法 ∀

3  结果

3 q1  × × ≤ 染色结合球积仪观察鼠脑梗塞面积

uw只大鼠缺血再灌注后经 × × ≤ 染色可见右侧顶叶皮质

出现苍白的梗塞灶 o经面积仪可测得额叶至顶叶 y个连续脑

冠状切片的梗塞面积 ∀缺血 |s °¬±再灌 uw «大鼠脑梗塞面

积为kuv qxu ? w qz{l °°u ∀银杏叶提取物 u个剂量组及灯

盏花治疗组脑梗塞面积于缺血 |s °¬± 再灌 uw «分别为

ktu qsw ? v qtul oktt quy ? u qtzl oktu qtt ? v qu|l °°u o与

阴性对照组相比脑梗塞面积明显减小k Π� s qstl ∀

3 q2  神经功能缺失征象的观察

假手术组 y只大鼠肢体活动自如 o无神经功能缺损 ∀缺

血 |s °¬±再灌 uw «组有 v只鼠行走时出现追尾现象 o即向

左侧划圈 ~u只行走时向左侧倾倒 ~t只出现意识障碍 ∀而银

杏叶提取物 u个剂量组及灯盏花治疗组于相同时间点只有 v

只鼠不能伸展左前肢 o其余大鼠无明显神经功能缺损 ∀表明

银杏叶提取物及灯盏花均能明显减轻脑缺血及再灌注损伤

所致的神经功能缺损 o具有脑保护作用 ∀

3 q3  缺血脑组织中 �≤ � �2t表达免疫组化 ≥��≤ 检测

�≤ � �2t在假手术组鼠脑组织呈低表达k面密度 s qsus

? s qsttl ~缺血 |s°¬±再灌 uw«�≤ � �2t表达较前显著增高

k面密度 s qtwu ? s qsvtlk Π� s qstl ~而银杏叶提取物 u个剂

量组及灯盏花治疗组于缺血 |s°¬±再灌 uw« �≤ � �2t 表达

≈面密度分别为ks qsxt ? s qsuvl oks qswz ? s qst|l oks qsxz ?

s qswyl 较缺血再灌组 �≤ � �2t表达显著下调k Π� s qstl ∀

3 q4  缺血鼠脑组织 �≤ � �2t°� ��表达 � ×2°≤ � 检测

各实验组间内参照 ��°⁄� 阳性扩增产物电泳扫描平

均吸光度值差异无显著性 o组间 �≤ � �2t°� �� 表达的 � ×2

°≤ � 扩增产物电泳扫描平均吸光度值的计算采用相对平均

吸光度值来比较 o即每组 �≤ � �2t°� �� 表达的 � ×2°≤ � 扩

增产物平均吸光度值r内参平均吸光度值 ∀�≤ � �2t°� ��

在假手术组鼠脑组织呈低表达k相对平均吸光度 s quyy ?

s qswtl ~缺血 |s°¬±再灌 uw« �≤ � �2t°� �� 表达较前显著

增高k相对平均吸光度 t qvyw ? s qsu{lk Π� s qstl ~而银杏叶

提取物 u个剂量组及灯盏花治疗组于缺血 |s°¬±再灌 uw«�2

≤ � �2t°� �� 表达 ≈相对平均吸光度分别为 ks q{{t ?

s qstzl oks qy|w ? s qsuyl oks q{uw ? s qsuzl 较缺血再灌组 �2

≤ � �2t°� ��表达显著下调k Π� s qstl o表明药物能显著下

调 �≤ � �2t °� ��的表达 ∀

4  讨论

�≤ � �2t是 �ƒ�2tk̄ ¼°³«²¦¼·̈©∏±¦·¬²± ¤¶¶²¦¬¤·̈§¤±·¬ª̈ ±2

tl的配体之一 ~广泛分布于造血和非造血细胞 o而活化的 ×

细胞 !单核细胞等都表达高水平的 �≤ � �2t ∀在炎症时 o血管

内皮细胞的 �≤ � �2t表达达到高峰 o某些炎症细胞因子如白

介素2tk��2tl !干扰素2×k�ƒ�2×l !肿瘤坏死因子2±k× �ƒ2±l等

可刺激血管内皮细胞使 �≤ � �2t 的表达迅速上调 ∀脑缺血

时 �≤ � �2t及其 °� ��在脑血管内皮细胞表达上调已在许

多缺血再灌注动物模型中证实≈x oy  o应用 �≤ � �2t单抗亦能

明显减轻缺血再灌注鼠脑组织损伤≈z  ∀表明 �≤ � �2t 在脑
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缺血后白细胞介导的脑缺血早期炎症损伤机制中发挥重要

作用 ∀本实验结果与以往文献资料一致 o脑缺血r再灌注损

伤时 �≤ � �2t及 �≤ � �2t°� ��表达明显上调 o提示 �≤ � �2t

在脑缺血早期介导白细胞与血管内皮细胞的黏附 o白细胞游

出血管至脑缺血区引起脑组织急性炎症病理损害 ∀

银杏叶提取物来源于天然植物银杏 o德国已开发出纯度

较高的银杏叶提取物 o其化学组成主要有 uw h 的黄酮苷和

y h的银杏苦内酯 ∀临床上应用于脑供血不足 !学习记忆障

碍 !痴呆 !血管性疾病引起的眩晕耳鸣听力下降等 ∀其作用

机制主要为银杏叶提取物能对抗 °�ƒ o从而改善脑组织血液

循环 o除此以外还兼有改善脑缺血缺氧和减轻脑水肿 o保护

脑血管内皮细胞的作用 ∀本实验结果表明银杏叶提取物能

明显下调鼠脑缺血后 �≤ � �2t及其 °� ��的表达 o且剂量差

异不显著 ∀银杏叶提取物下调脑缺血后鼠脑组织 �≤ � �2

t°� ��及其蛋白的表达其机制可能与银杏叶提取物直接拮

抗 °�ƒ的作用有关 o通过拮抗 °�ƒ 来抑制 ��2t !× �ƒ 等炎

性细胞因子的生成 o从而导致 �≤ � �2t°� �� 及其蛋白表达

的下调 ∀

本研究中灯盏花作为一个阳性对照药物 o实验结果显示

灯盏花也能显著下调 �≤ � �2t及其 °� �� 的表达 ∀灯盏花

水溶液的有效成分是灯盏花素 o为菊科植物短葶飞蓬的全

草 o灯盏花素是在黄芩素的 w位接上一个羟基 o从而对蛋白

激酶 ≤k³µ²·̈¬± ®¬±¤¶̈ ≤ °�≤l有很好的抑制作用≈{  ∀现已明

确灯盏花素具有降低脑血管阻力 !增加脑血流量 !改善脑血

液循环及抗血小板聚集的作用 o临床上广泛用于缺血性脑血

管病的治疗 ∀

总之 o银杏叶提取物通过下调 �≤ � �2t及其 °� ��的表

达 o减轻脑缺血后的炎症性病理损害 o减轻脑水肿 o改善局部

脑血液循环 o从而发挥脑保护作用 ∀进一步研究开发这一具

有中国特色的中药脑保护剂可为临床脑梗塞治疗提供广阔

的发展前景 ∀
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