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3  讨论

由实验结果可知 2 2 具有很好的镇痛活性 且呈良

好的剂量依赖性 ∀通过小鼠侧脑室给药证明 当脑室给药剂

量仅为皮下给药剂量的 时 就有明显的镇痛活性 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 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 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 而这些受体或作用位点偶联着 ≤

通道 当痛介质兴奋其相应受体或位点时 ≤ 通道开放

≤ 流入细胞内 当细胞内 ≤ 浓度增高时 兴奋了痛感受

器 产生痛感受器电位 形成痛冲动传入中枢产生痛觉≈ ∀

在以上实验中注射 2 2 前 分别 ≤ ≤ 或 ∞⁄×

可减弱或加强 2 2 的镇痛作用 说明 2 2 的镇痛作

用与 ≤ 有一定关系 推测 2 2 能抑制 ≤ 内流 减少

细胞内 ≤ 浓度的升高 使痛感受器不易兴奋从而产生镇

痛作用 这可能也是 2 2 的镇痛机制之一 ∀

2 2 具有良好的镇痛活性 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 进一步评估该类

化合物在临床上用于镇痛的可能性 开发该类化合物的应用

价值 ∀
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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2 ≤ 2 及其 表达的影响 ∀方法  建立大鼠大脑中

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

达 ∀结果  ≤ 2 及其 在假手术组鼠脑组织呈低表达 缺血 再灌 脑组织 ≤ 2 及其 表达较前

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

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

用 ∀

关键词 银杏叶提取物 细胞间黏附分子2 脑缺血

中图分类号    文献标识码    文章编号 2 2 2

Εφφεχτ οφ Γινκγο βιλοβα εξτραχτ ον ιντερχελλυλαρ αδηεσιον µ ολεχυλε21 ανδ µ Ρ ΝΑ εξπρεσσιον δυρινγ χερεβραλισ2
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χηεµια/ ρεπερφυσιον ιν ρατσ

• ÷∏2 ÷∏2 2 ( . Στατε Κεψ Λαβορατορψ οφ Μαγνετιχ Ρεσονανχε ανδ Ατοµιχ ανδ

Μολεχυλαρ Πηψσιχσ, Ωυηαν Ινστιτυτε οφ Πηψσιχσ ανδ Ματηε µ ατιχσ , τηε Χηινεσε Αχαδε µ ψ οφ Σχιενχεσ , Ωυηαν , Χηινα ; . ∆ε2

παρτµεντ οφ Νευρολογψ, Τονγϕι Ηοσπιταλ, Ωυηαν , Χηινα)

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ :ΟΒϑΕΧΤΙς Ε  × √ Γινκγο βιλοβα ∞¬ ∞ ∏ ∏ 2 ≤ 2

¬ ∏ ΜΕΤΗΟ∆  × ≤

∏ ∏ × ≤ 2 ¬ ∏ ∏ ×2°≤ ∏ 2

∏ √ ΡΕΣΥΛΤΣ  ≤ 2 ≤ 2 ¬ √ ∏ 2 ∏ ∏

¬ ≤ 2 ≤ 2 ∏2 ∏ ∏ ∏ ∏ ¬2

≤ 2 ≤ 2 ∏ ∞2 ∏ ∏ ∏ 2

∏ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ  ∞ √ ¬

∏ 2 ∏ ¬ ≤ 2 ≤ 2

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ : Γινκγο βιλοβα ¬ ≤ 2

  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 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 Γινκγο βιλοβα ¬ ∞ 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

√ ° ƒ 诱导的血小板聚集等作用 临

床上广泛用于缺血性心脑血管疾病的治疗≈ ∀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 活化的白细胞可与血管内皮细胞

黏附 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 这有利于白细胞穿出血管的内皮层

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2 ∏ 2 ≤ 2

及其 表达的影响 探讨 ∞的脑保护作用机制 为

∞的临床应用提供理论依据 ∀

1  材料

1 1  实验动物及分组

• 大鼠 只 雌雄各半 体重 ∗ 同济医学

院实验动物中心 自然喂养 随机分为 假手术组 ! 阴

性对照组 缺血再灌注组 缺血 再灌 ! 阳性对

照组 灯盏花水溶液治疗组 ! ∞治疗组 剂

量为 每组动物 只 ∀

治疗组于缺血前 和缺血后即刻分别经腹腔注射

银杏叶提取物水溶液 ∞剂量分别为 !灯盏

花水溶液 假手术组和缺血 再灌注组均于相同时

限腹腔注射等容量的生理盐水 ∀

1 2  仪器与试剂

银杏叶提取物 德国舒培大药厂 批号 每毫升

含 银杏叶提取物 灯盏花水溶液 中美合资黑龙江迪

龙制药有限公司 批号 氯化三苯四氮唑

∏ × × ≤ 上海试剂三厂 免疫组织

化学试剂盒 北京中山公司 抗 ≤ 2 抗体 北京中山公

司 ! ≤ 2 引物 由上海深工公司合成 ! ×2°≤

试剂盒 美国 ° 公司 !图象分析系统 ° ≥2 型

高分辨病理图文分析系统 !北航医学图象分析管理系统 !显

微镜 ∏ 2≤ ⁄2 ∀

2  方法

2 1  建立大鼠大脑中动脉闭塞 再灌注模型

参照 等报道方法≈ 略加改进 用 戊巴比妥

钠 体重 麻醉大鼠后 仰卧固定取颈前正中切口

分离右侧颈总 !颈外及颈内动脉 结扎颈外动脉 ∀在距颈总

动脉分叉 处剪一小口 尼龙线栓由此进入颈内动脉 造

成大脑中动脉缺血 ∀栓子插入深度为 ∗ 留

栓子于皮外 缝合皮肤 ∀术后肌注青霉素 万单位 栓子为

直径 市售尼龙鱼线 长度 前端 用聚胺

脂包被 直径 ∗ ∀假手术者栓子插入仅

不足以闭塞大脑中动脉 ∀动物清醒后具备同侧 氏

征 提尾时左前肢屈曲内收者方列为研究对象 排除有蛛网

膜下腔出血者 ∀

2 2  标本制备

将已麻醉的大鼠用生理盐水 快速左心室灌注冲

洗 再用 多聚甲醛 ° ≥ 配制

灌注固定 恒定灌注 输液瓶高出心脏 时间 ∗ ∀

灌注完毕立即断头取脑 于中 处取冠状切片 ∗

多聚甲醛溶液中固定 ∗ 然后浸泡在 蔗糖溶液

中过夜 后作冰冻切片备用 ∀余 只大鼠断头取脑 右侧顶

叶皮层约 脑组织作 ×2°≤ 的标本时 所用器械和试

剂均经 焦碳酸二乙酯 ⁄∞°≤ 处理以灭活核糖核酸酶

∀

2 3  × × ≤ 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 再灌 迅速断头取脑 切去

额极后 间隔 连续作 个脑冠状切片 立即置切块于
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ε × × ≤ 生理盐水中避光恒温孵育 在 时

将脑组织块翻面 染色后用 甲醛固定 固定 直接用

球积仪测定脑梗塞面积 × × ≤ 被线粒体过氧化氢酶还原 可

使正常组织染色呈红色 坏死组织呈白色 ∀

2 4  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 级 无神经功能缺损 肢

体活动正常 级 轻度神经功能缺损 不能伸展左前肢

级 中度神经功能缺损 !向左侧划圈 级 重度神经功能缺

损 向左侧倾倒 级 极重度神经功能缺损 无自主行走及意

识障碍 ∀

2 5  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

≥ √ 2 2 ≤ ¬ ≥ ≤ 法 山羊抗大鼠

≤ 2 多克隆抗体工作液浓度为 Β 具体步骤如下

冰冻切片放置室温下 蒸馏水洗 ≅ 次

过氧化氢室温作用 以清除内源性过氧化物酶

° ≥液洗 ≅ 次 抗原修复液修复

° ≥液洗 ≅ 次 血清封闭液 不洗

加 ≤ 2 Β 抗体 ! ε 于湿盒做过夜

° ≥液洗 ≅ 次 加抗山羊的兔免疫球蛋白室温下

° ≥液洗 ≅ 次 加链酶亲和素2

生物素2过氧化物酶复合物室温下 ° ≥

液洗 ≅ 次 加 ⁄ 显色 ∗ 常规镜检封片 ∀

2 6  逆转录多聚酶链反应 √ 2

×2°≤ 测定缺血及再灌注后鼠脑组织中 2

≤ 2 的表达

采用 脑组织 × 彻底匀浆 随后加入氯

仿和冰异丙醇 将提取出的总 用紫外分光光度仪进行

浓度测定后 用灭活 的 ⁄∞°≤ 水稀释为 Λ Λ

ε 保存 ∀取样品 ∗ Λ ≅逆转录酶缓冲液 Λ

逆转录酶 核酸酶抑制剂 × ° Λ

× Λ 加去离子水至 Λ ε 水浴 ε 水浴

ε 灭活逆转录酶 ∗ 立即置冰上冷却 ε 保

存 ∀ ≤ 2 引物工作液浓度为 引物序列≈ 上

游引物 ° χ2 ≤ ≤ ≤ × × ≤ 2 χ 下

游引物 ° χ2 × ≤ × ≤≤ × × × × ≤ × 2 χ 此

对引物扩增出一条 的 ≤ 2 ⁄ 片段 ∀内参照三

磷酸甘油醛 °⁄ 引物序列≈ 上游 χ2 ≤ ×2

≤ × ≤≤ ≤ 2 χ 下游 χ2 × ≤ × × × ≤2 χ

此对引物扩增出一条 的 °⁄ ⁄ 片段 ∀ °≤ 反

应条件为 ε 预变性 ε 变性 ε 退火

ε 延伸 共 个循环 ε 后延伸 ∀

2 7  统计学处理

采用北航医学图像分析管理系统 ! ° ≥2 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 ξ ? σ 组间差异的显著性用方差分析进行检验 两

两比较用 θ检验法 ∀

3  结果

3 1  × × ≤ 染色结合球积仪观察鼠脑梗塞面积

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 经面积仪可测得额叶至顶叶 个连续脑

冠状切片的梗塞面积 ∀缺血 再灌 大鼠脑梗塞面

积为 ? ∀银杏叶提取物 个剂量组及灯

盏花治疗组脑梗塞面积于缺血 再灌 分别为

? ? ? 与

阴性对照组相比脑梗塞面积明显减小 Π ∀

3 2  神经功能缺失征象的观察

假手术组 只大鼠肢体活动自如 无神经功能缺损 ∀缺

血 再灌 组有 只鼠行走时出现追尾现象 即向

左侧划圈 只行走时向左侧倾倒 只出现意识障碍 ∀而银

杏叶提取物 个剂量组及灯盏花治疗组于相同时间点只有

只鼠不能伸展左前肢 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 具有脑保护作用 ∀

3 3  缺血脑组织中 ≤ 2 表达免疫组化 ≥ ≤ 检测

≤ 2 在假手术组鼠脑组织呈低表达 面密度

? 缺血 再灌 ≤ 2 表达较前显著增高

面密度 ? Π 而银杏叶提取物 个剂

量组及灯盏花治疗组于缺血 再灌 ≤ 2 表达

≈面密度分别为 ? ? ?

较缺血再灌组 ≤ 2 表达显著下调 Π ∀

3 4  缺血鼠脑组织 ≤ 2 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 组间 ≤ 2 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 即每组 ≤ 2 表达的 ×2°≤ 扩

增产物平均吸光度值 内参平均吸光度值 ∀ ≤ 2

在假手术组鼠脑组织呈低表达 相对平均吸光度 ?

缺血 再灌 ≤ 2 表达较前显著

增高 相对平均吸光度 ? Π 而银杏叶

提取物 个剂量组及灯盏花治疗组于缺血 再灌 2

≤ 2 表达 ≈相对平均吸光度分别为 ?

? ? 较缺血再灌组 2

≤ 2 表达显著下调 Π 表明药物能显著下

调 ≤ 2 的表达 ∀

4  讨论

≤ 2 是 ƒ 2 ∏ 2

的配体之一 广泛分布于造血和非造血细胞 而活化的 ×

细胞 !单核细胞等都表达高水平的 ≤ 2 ∀在炎症时 血管

内皮细胞的 ≤ 2 表达达到高峰 某些炎症细胞因子如白

介素2 2 !干扰素2× ƒ 2× !肿瘤坏死因子2± × ƒ2± 等

可刺激血管内皮细胞使 ≤ 2 的表达迅速上调 ∀脑缺血

时 ≤ 2 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≈ 应用 ≤ 2 单抗亦能

明显减轻缺血再灌注鼠脑组织损伤≈ ∀表明 ≤ 2 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 脑缺血 再灌注损

伤时 ≤ 2 及 ≤ 2 表达明显上调 提示 ≤ 2

在脑缺血早期介导白细胞与血管内皮细胞的黏附 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 德国已开发出纯度

较高的银杏叶提取物 其化学组成主要有 的黄酮苷和

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 从而改善脑组织血液

循环 除此以外还兼有改善脑缺血缺氧和减轻脑水肿 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 ≤ 2 及其 的表达 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

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 通过拮抗 ° ƒ 来抑制 2 !× ƒ 等炎

性细胞因子的生成 从而导致 ≤ 2 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 实验结果显示

灯盏花也能显著下调 ≤ 2 及其 的表达 ∀灯盏花

水溶液的有效成分是灯盏花素 为菊科植物短葶飞蓬的全

草 灯盏花素是在黄芩素的 位接上一个羟基 从而对蛋白

激酶 ≤ ≤ ° ≤ 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 临床上广泛用于缺血性脑血

管病的治疗 ∀

总之 银杏叶提取物通过下调 ≤ 2 及其 的表

达 减轻脑缺血后的炎症性病理损害 减轻脑水肿 改善局部

脑血液循环 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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