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银杏叶提取物对脑缺血再灌注损伤模型大鼠的
脑保护作用
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(1.包头医学院卫生健康学院解剖学教研室,内蒙古
 

包头　 014050;2.包头医学院第三临床医学院神经外科,
内蒙古

 

包头　 014050;3.包头医学院人体解剖学教研室,内蒙古
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　 　 【摘要】 　 目的　 脑缺血再灌注损伤(cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury,CIRI)严重影响神经功能,本实验计划

探讨银杏叶提取物(ginkgo
 

biloba
 

extract,GBE)对 CIRI 模型大鼠神经功能是否具有改善作用及其相关机制。 方法
 

闭塞大鼠大脑中动脉 2
 

h,随后再灌注 22
 

h 制备 CIRI 大鼠模型,给予不同剂量(25、50、100
 

mg / (kg·d))的 GBE 腹

腔注射 15
 

d,全程给药结束后对各组动物进行神经功能评分,评价 GBE 对 CIRI 模型大鼠运动功能的影响;采用

2,3,5-三苯基氯化四氮唑(TTC)染色评价 GBE 对脑梗死的影响;蛋白免疫印迹法检测自噬标志性蛋白和凋亡相关

蛋白的表达量; ELISA 法检测血清中谷胱甘肽过氧化物酶( glutathione
 

peroxidase, GSH-px) 和超氧化物歧化酶

(superoxide
 

dismutase,SOD)的活性以及丙二醛(malondialdehyde,MDA)的含量。 结果　 GBE 可明显提高 CIRI 模型

大鼠的神经功能评分,明显减小脑梗死体积;显著上调血清 SOD 与 GSH-px 的活性,以及降低 MDA 的含量;GBE 可

明显提高 Beclin-1 的蛋白表达量、LC3-II / LC3-I 和 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值,相反降低了 Caspase-3 的蛋白表达

量。 结论　 GBE 改善 CIRI 模型大鼠的运动功能障碍可能是通过抑制氧化应激与凋亡进而激活自噬系统,实现对

脑细胞的保护作用。
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　 　 【Abstract】　 Objective　 The
 

exact
 

pathogenesis
 

of
 

cerebral
 

ischemia-reperfusion
 

injury
 

(CIRI)
 

remains
 

unclear.
 

This
 

study
 

explored
 

whether
 

ginkgo
 

biloba
 

extract
 

(GBE)
 

can
 

improve
 

neurological
 

function
 

in
 

a
 

CIRI
 

rat
 

model
 

and
 

the
 

related
 

mechanisms.
 

Methods　 The
 

CIRI
 

rat
 

model
 

was
 

induced
 

by
 

middle
 

cerebral
 

artery
 

occlusion
 

for
 

2
 

h,
 

followed
 

by
 

reperfusion
 



for
 

22
 

h.
 

Varying
 

dosages
 

of
 

GBE
 

were
 

administered
 

intraperitoneally
 

for
 

15
 

days.
 

Subsequently,
 

CIRI
 

model
 

rats
 

were
 

scored
 

for
 

neurological
 

function
 

to
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

GBE
 

on
 

their
 

motor
 

function.
 

In
 

addition,
 

2,3, 5-triphenyltetrazolium
 

chloride
 

staining
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

volume
 

of
 

infarcted
 

brain,
 

Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

expression
 

of
 

autophagy
 

marker
 

proteins
 

and
 

apoptosis-related
 

proteins,
 

the
 

serum
 

activities
 

of
 

superoxide
 

dismutase
 

(SOD)
 

and
 

glutathione
 

(GSH-
px)

 

and
 

serum
 

level
 

of
 

malonaldehyde
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

Results 　 GBE
 

significantly
 

improved
 

the
 

neurological
 

function
 

scores
 

of
 

CIRI
 

model
 

rats,
 

markedly
 

reduced
 

cerebral
 

infarction
 

volumes,
 

and
 

significantly
 

upregulated
 

the
 

activities
 

of
 

serum
 

SOD
 

and
 

GSH-px,
 

while
 

decreasing
 

the
 

level
 

of
 

MDA.
 

In
 

addition,
 

GBE
 

significantly
 

increased
 

protein
 

expression
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

protein
 

expression
 

ratios
 

of
 

LC3-II / LC3-I
 

and
 

Bcl-2 / Bax,
 

while
 

remarkedly
 

reducing
 

protein
 

expression
 

of
 

Caspase-3.
 

Conclusions 　 GBE
 

improved
 

the
 

motor
 

dysfunction
 

of
 

CIRI
 

model
 

rats
 

by
 

inhibiting
 

oxidative
 

stress
 

and
 

apoptosis,
 

as
 

well
 

as
 

activating
 

the
 

autophagy
 

system
 

to
 

achieve
 

a
 

protective
 

effect
 

on
 

brain
 

cells.
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　 　 脑 缺 血 再 灌 注 损 伤 ( cerebral
 

ischemia-
reperfusion

 

injury,CIRI)是指脑组织在缺血后恢复血

流灌注时, 反而加重组织损伤及功能障碍的现

象[1] 。 CIRI 是一个非常复杂的病理生理学过程,涵
盖多个环节,在脑组织缺血过程中,血管阻塞使下

游脑组织血流中断,脑细胞失去能量及氧的供应,
引起脑细胞的功能障碍或死亡[2] 。 现阶段,CIRI 的

发病机制仍未完全阐明,涉及兴奋性氨基酸的释放

增加、能量代谢障碍、细胞发生酸中毒、自由基的堆

积、细胞内 Ca2+ 浓度的失稳、凋亡基因的大量激

活等[3-5] 。
银杏叶提取物(ginkgo

 

biloba
 

extract,GBE)是从

银杏叶中获得的醇提物,主要有效成分包括黄酮类

和萜内酯类,具有多种生物效应,诸如抗炎、抑制神

经细胞凋亡和兴奋性氨基酸的释放、抗氧化和氧自

由基损伤等。 既往研究显示,GBE 对 CIRI 的神经

功能具有显著的改善作用,但其确切的分子机制仍

未知[6] 。 本研究计划探讨 GBE 是否对 CIRI 模型大

鼠具有治疗作用及可能机制,旨在为临床 CIRI 提供

新治疗靶点及中草药的研发提供依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 雄性 SPF 级 Wistar 大鼠 60 只,7 ~ 8 周龄,体重

260 ~ 280
 

g,实验大鼠由北京维通利华实验动物技术

有限公司[SCXK(京) 2019-0010]提供。 饲养于包

头医学院实验动物中心[SYXK(蒙)2018-0001],自
主进食水、维持饲料。 包头医学院实验动物伦理委

员会已批准相关研究工作(包院字 20201102),所有

实验动物在饲养和实验过程中均按照 3R
 

原则给予

人道关怀。
1. 2　 主要试剂与仪器

　 　 银杏叶提取物(北京中检院);2,3,5-氯化三苯

基四氮唑( TTC,Sigma 公司,美国);谷胱甘肽过氧

化物酶(GSH-px)、超氧化物歧化酶( SOD)、丙二醛

(MDA)(武汉新启迪生物科技有限公司);Beclin-1、
LC3-II、 LC3-I、 Bcl-2、 Bax、 Caspase-3、 β-actin 抗 体

(Proteintech
 

公司,美国)。 低温高速离心机(Thermo
公司,美国); - 80℃ 超低温冰箱( Thermo 公司,美

国);垂直板电泳槽(北京六一生物科技有限公司);
酶标仪(Thermo 公司,美国);蛋白凝胶成像分析系

统(上海 Tanon 科技有限公司);移液枪( Eppendorf
公司, 德国); 脱色摇床 ( 北京六一生物科技有

限公司)。
1. 3　 实验方法

1. 3. 1　 CIRI 动物模型的制备以及神经功能评分

　 　 本实验所用动物模型的制备方法参照改良的

Zea-longa 线栓法[5] , 闭塞大鼠左侧大脑中动脉

(middle
 

cerebral
 

artery,MCA)2
 

h,随后再灌注 22
 

h,
术前 12

 

h 禁食不禁水。 大鼠用 2%(100
 

mg / kg)戊

巴比妥钠(0. 3
 

mL / 100
 

g)腹腔注射麻醉,仰卧颈部

备皮消毒, 暴露左侧颈总动脉 ( common
 

carotid
 

artery,CCA),并将迷走神经与之分离。 向远心端将

颈内动脉( internal
 

carotid
 

artery,ICA) 和颈外动脉

(external
 

carotid
 

artery,ECA)的起始部进行钝性分

离,在 CCA 远心端和近心端及 ECA 处挂线备用。
用微动脉夹暂时夹闭 ICA,然后近心端结扎 CCA、
ECA。 在

 

CCA 分叉部约 4
 

mm 处剪一小口,将拴线

插入到 ICA,用绕在 CCA 远心端的细线轻轻系牢拴

线。 线栓经 CCA、ICA 置入 MCA,出现阻力时停止

前进并轻轻系牢 CCA 远心端的细线,缺血 2
 

h 后拔

出线栓实现再灌注 22
 

h,局部放置凝胶海绵止血,待
止血完全后缝合切口,常规消毒。
1. 3. 2　 实验动物分组、给药

　 　 动物给予充足饮水和饮食,12
 

h 明暗交替。 将
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60 只动物分为两组,10 只动物作为空白对照组,其
余 50 只动物用于 CIRI 模型制备。 模型制备完成

后,神经功能评分评价动物造模效果,神经功能评

分法采用国际通用的 Zea-Longa 评分法[7] ,神经功

能评分为 0 ~ 4 分 5 级:0 分,功能表现无缺陷;1 分,
瘫痪侧前爪不能彻底伸展;2 分,行走时向瘫痪侧偏

移甚至转圈;3 分,行走时向瘫痪侧倾倒;4 分:无法

自主活动、意识丧失或死亡。 实验剔除 0 分和 4 分

的动物,动物神经功能评分≥2 分确定为模型制备

成功,剔除造模失败的动物,成模的动物随机分为

以下 4 组:模型组、GBE 低、中、高剂量组( 25、50、
100

 

mg / (kg·d))。 GBE 用无菌蒸馏水溶解,调整

GBE 各剂量组药物浓度,保证各剂量组给药体积等

量(0. 5
 

mL)。 模型组给予同等体积的无菌生理盐

水,连续给药 15
 

d。
1. 3. 3　 蛋白标本、组织切片的存取和制备

　 　 全程实验结束后,所有动物常规麻醉,主动脉

采血 1
 

mL 置于 EP 管备用。 每组半数动物取脑,冻
存于超低温冰箱以备后用。 半数动物用于 TTC 染

色计算脑梗死面积。
1. 3. 4　 TTC 染色以及脑梗死体积的计算

　 　 实验结束后将用于 TTC 染色的大鼠断头取脑,
生理盐水灌注脑组织,-20℃ 放置数分钟,冠状位将

大脑用脑膜均分为 5 片。 将切好的脑片放入 2%
 

TTC 染液中,37℃ 避光染色 20
 

min,4%多聚甲醛固

定,将染好的脑片排列于平板上拍照。 脑底有血凝

块、动脉环血栓形成的动物予以排除。 脑梗死体积

通过梗死体积比率表示(梗死体积比率 = 各切面梗

死面积之和 / 各切面面积之和 × 100%), 用 IPP
(Image

 

Pro-Plus)图像分析软件进行计算。
1. 3. 5　 蛋白免疫印迹(Western

 

blot)
　 　 脑组织称重后进行蛋白裂解,蛋白在冰浴环境

下超声破碎数次。 4℃ 离心 12000
 

r / min 离心 15
 

min,提取并测定浓度,每 100
 

μL 样品蛋白加入 4×
Buffer

 

33. 3
 

μL 后振荡混匀,沸水煮沸 10
 

min 使蛋

白变性。 蛋白上样,恒压 80
 

V 浓缩胶电泳,恒压

120
 

V 分离胶电泳,300
 

mA 湿转膜约 60
 

min;室温

下 5%脱脂奶粉封闭 1
 

h 后漂洗;一抗孵育 4℃ 摇床

过夜,次日 T-TBS 液漂洗数次;室温下二抗避光孵

育 1
 

h 后漂洗数次;成像分析系统对条带进行统计

分析。
1. 3. 6　 酶联免疫吸附试验(ELISA)
　 　 实验全部结束后,各组动物经腹膜腔注射麻

醉。 抽取大鼠尾静脉血 0. 3 ~ 0. 5
 

mL 置于预冷的

EP 管,随后 4℃离心 15
 

min(5000
 

r / min),留取 100
 

μL 血清备用。 检测血清 SOD 和 GSH-px 活性、MDA
的含量,具体操作步骤根据试剂盒说明书进行。
1. 4　 统计学方法

　 　 实验数据用平均数±标准差( x±s)表示,用 SPSS
 

20. 0 统计软件进行分析。 实验数据多样本均数的

两两比较采用 SNK-q 检验分析,多样本率的两两比

较采用 χ2 分割法分析,以 P<0. 05 表示存在显著性

差异。

2　 结果

2. 1　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠神经功能

评分和运动状态的影响

　 　 本实验用于模型制备的大鼠 50 只,最终造模成

功 48 只,死亡 1 只(麻醉致死),造模失败 1 只,模型

成功率为 96. 00%。 CIRI 造模手术后 24
 

h 对大鼠进

行第 1 次 Longa 神经功能评分,神经行为学评分为

(2. 80±0. 39)分,与空白对照组比较存在显著性差

异(P<0. 05)。 成模动物运动障碍主要表现为左侧

眼裂变小,右侧前肢瘫痪,行走时向右侧转圈或向

右侧倾倒,部分动物出现四肢直立性战栗或全瘫痪

等。 周期给药结束后,对各组动物进行第 2 次神经

功能评分,与空白对照组比较,其余 4 组动物神经功

能评分均存在显著性差异(P< 0. 05);与模型组相

比,各剂量组神经行为学评分均明显的降低(P <
0. 05),运动障碍症状显著改善,但中剂量组(1. 51±
0. 22)分与高剂量组(1. 60±0. 26)分动物神经行为

学评分之间无显著性差异(P>0. 05)。 与第 1 次神

经功能评分比较,模型组动物神经行为学评分有所

减小,但无显著性差异(P>0. 05),运动障碍症状未

见显著改善;而 GBE 各剂量组动物运动障碍症状均

出现明显改善, 神经功能评分均明显降低 ( P <
0. 05),尤其以中、高剂量组改变更为显著,详见

表 1。
2. 2　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑梗死体

积的影响

　 　 TTC 染色后的脑组织非梗死区呈鲜红色,梗死

区灶呈苍白色。 空白对照组大鼠脑组织呈鲜红色,
模型组大鼠左侧大脑半球部分区域呈苍白色。 模

型组、GBE 各剂量组梗死体积比率与空白对照组比

较均存在显著性差异(P < 0. 05);与模型组比较,
GBE 各剂量组梗死体积比率均出现显著性减小(P<
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0. 05),尤以中剂量组、高剂量组更为显著,剂量组

之间梗死体积比率无显著性差异(图 1、表 1)。
2. 3　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠血清

ELISA 氧化应激指标的影响

　 　 与空白对照组相比,模型组 MDA 的含量出现

了明显增加(P
 

<
 

0. 05),而 SOD 与 GSH-px 的活性

均出现了显著性降低 (P < 0. 05); GBE 低剂量组

GSH-px 的活性较空白对照组显著性降低 ( P <
0. 05),而 MDA 的含量显著性升高(P<0. 05);GBE
中、高剂量组与空白对照组比较上述氧化应激指标

　 　 　 　

注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂

量组;e:GBE 高剂量组。

图 1　 TTC 染色显示各组动物脑梗死体积比率

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.

Figure
 

1　 TTC
 

staining
 

shows
 

the
 

volume
 

ratio
 

of
 

cerebral
 

infarction
 

area
 

in
 

each
 

group

均无显著性差异(P> 0. 05)。 与模型组比较,GBE
各剂量组血清 MDA 的含量均出现了显著性下降(P
<0. 05), SOD 与 GSH-px 的活性均显著升高 (P <
0. 05),其中尤以中剂量组对上述指标的影响最为

显著(详见表 2)。 上述实验结果表明,GBE 可以显

著抑制脑缺血再灌注损伤模型大鼠的氧化应激损

伤程度,GBE 具有明显的抗氧化损伤作用。
2. 4　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织自

噬相关蛋白表达的影响

　 　 模型组的 Beclin-1 蛋白表达量较空白对照组明

显降低(P<0. 05)。 与模型组比较,各 GBE 剂量组

Beclin-1 的表达量均出现了明显升高(P<0. 05),但
以中剂量对 Beclin-1 的表达量的影响最为显著(图

2A)。 与空白对照组相比,模型组 LC3-II / LC3-I 的

蛋白表达量比值明显降低(P< 0. 05),与模型组比

较,各 GBE 剂量组 LC3-II / LC3-I 的蛋白表达量比值

均出现了明显升高(P<0. 05),但以中剂量对 LC3-
II / LC3-I 的蛋白表达量比值的影响最为显著 ( 图

2B)。 上述结果表明,GBE 可以显著上调脑缺血再

灌注损伤模型大鼠的自噬水平。
2. 5　 GBE 对脑缺血再灌注损伤模型大鼠脑组织凋

亡相关蛋白表达的影响

　 　 模型组的 Bcl-2 / Bax 蛋白表达量比值较空白对

照组明显降低(P<0. 05),而 Caspase-3 的蛋白表达

量显著增加(P<0. 05)。 与模型组比较,各 GBE 剂

量组 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值均出现了明显升
表 1　 各组动物神经功能评分、梗死体积比率的比较(n= 12)

Table
 

1　 Neurological
 

function
 

score
 

and
 

infarct
 

volume
 

ratio
 

were
 

compared
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
术后 24

 

h
Post-operation

 

24
 

h
GBE 给药 15

 

d
GBE

 

administration
 

15
 

d
空白对照组 Control

 

group 0 0
模型组 Model

 

group 2. 91±0. 45∗ 2. 75±0. 39∗

GBE 低剂量组 Low
 

GBE
 

group 2. 66±0. 32∗ 1. 92±0. 25∗#▲

GBE 中剂量组 Intermediate
 

GBE
 

group 2. 84±0. 41∗ 1. 51±0. 22∗#▲

GBE 高剂量组 High
 

GBE
 

group 2. 78±0. 38∗ 1. 60±0. 26∗#▲

注:与空白对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05;与术后 24
 

h 相比,
 ▲P<0. 05。

Note.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

Group,
 #P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

post-operation
 

24
 

h,
 ▲P<0. 05.

表 2　 各组 ELLISA 检测血清 SOD、GSH-px 的活性与 MDA 含量的比较(n= 12)
Table

 

2　 ELLISA
 

detects
 

the
 

serum
 

activities
 

of
 

SOD,
 

GSH-px
 

and
 

MDA
 

content
 

in
 

each
 

group
组别

Groups
超氧化物歧化酶(U / mL)

SOD
谷胱甘肽过氧化物酶(nmol / L)

GSH-px
丙二醛(nmol / L)

MDA
 

空白对照组 Control
 

group 225. 24±20. 05 52. 65±5. 18 1. 95±0. 27
模型组 Model

 

group 155. 41±12. 65∗ 30. 34±3. 38∗ 3. 51±0. 36∗

GBE 低剂量组 Low
 

GBE
 

group 195. 53±18. 27# 40. 09±4. 77∗# 2. 74±0. 30∗#

GBE 中剂量组 Intermediate
 

GBE
 

group 214. 26±17. 80# 45. 28±4. 42# 2. 22±0. 33#

GBE 高剂量组 High
 

GBE
 

group
 

207. 61±12. 71# 44. 23±3. 90# 2. 35±0. 39#

注:与空白对照组相比,
 ∗P<0. 05;与模型组相比,

 #P<0. 05。
Note.

 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #

 

P<0. 05.
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注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂量组;e:GBE 高剂量组。 A:Beclin-1 蛋白;B:LC3-II / LC3-I 蛋白。

与空白对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,
 #P<0. 05。

图 2　 蛋白免疫印迹检测各组动物脑组织 Beclin-1 蛋白和 LC3-II / LC3-I 蛋白的表达

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.
 

A,
 

Beclin-1.
 

B,
 

LC3-II / LC3-I.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

2　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

protein
 

expression
 

level
 

of
 

Beclin-1
 

and
 

LC3-II / LC3-I
 

in
 

brain
 

tissues
 

of
 

each
 

group

注:a:空白对照组;b:模型组;c:GBE 低剂量组;d:GBE 中剂量组;e:GBE 高剂量组。 A:Bcl-2 / Bax 蛋白;B:Caspase-3 蛋白。

与空白对照组相比,∗P<0. 05;与模型组相比,
 #P<0. 05。

图 3　 蛋白免疫印迹检测各组动物脑组织 Bcl-2 / Bax 和 Caspase-3 蛋白的表达

Note.
 

a,
 

Control
 

group.
 

b,
 

Model
 

group.
 

c,
 

Low
 

GBE
 

group.
 

d,
 

Intermediate
 

GBE
 

group.
 

e,
 

High
 

GBE
 

group.
 

A,
 

Bcl-2 / Bax.
 

B,
 

Caspase-3.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

model
 

group,
 #P<0. 05.

Figure
 

3　 Western
 

blot
 

detects
 

the
 

protein
 

expression
 

ratio
 

of
 

Bcl-2 / Bax
 

and
 

Caspase-3
 

in
 

brain
 

tissues
 

of
 

each
 

group

高,但以低剂量组、中剂量最为显著(P< 0. 05);各
GBE 剂量组 Caspase-3 的蛋白表达量均出现了明显

降低(P<0. 05),但以中剂量、高剂量组对 Caspase-3
的蛋白表达量的影响最为显著。 上述结果表明,
GBE 可以显著抑制脑缺血再灌注损伤模型大鼠细

胞凋亡水平(图 3)。

3　 讨论

　 　 目前,GBE 广泛用于临床治疗帕金森病和阿尔

茨海默病等中枢神经系统退行性疾病,并取得了较

好的疗效[8-10] 。 本文研究发现,GBE 可以明显减小

MCAO 模型大鼠脑梗死区域面积,并且显著提高了

神经功能评分,表明 GBE 对 CIRI 脑组织具有显著

的保护作用,这与既往报道相一致[11-13] 。 本实验结

果显示,GBE 在低中剂量(25 ~ 50
 

mg / ( kg·d))给

药区间随给药剂量的增加,药效作用呈现逐渐增加

的趋势,而高剂量组(100
 

mg / (kg·d))药效作用呈

现下降趋势,50
 

mg / (kg·d)组药效作用达到高峰,
提示 GBE 改善 MCAO 模型大鼠的最佳剂量应该趋

于 50
 

mg / (kg·d)附近。
既往研究证明,再灌注引发的继发性脑损伤中

氧化应激损伤发挥关键作用[14] 。 本实验中大脑中
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动脉闭塞(MCAO)引起脑组织缺血缺氧诱发梗死,
进而导致神经功能障碍和神经细胞的不可逆损伤。
恢复血液再灌注的过程对脑组织造成了进一步的

损伤,大量自由基产生,对细胞造成了氧化应激损

伤。 既往研究报道,GBE 具有显著的抗氧化应激损

伤的作用,GBE 通过清除自由基减轻缺血再灌注损

伤,进而发挥神经保护作用[15] 。 本实验结果显示,
MCAO 在引起脑组织梗死的同时出现血清 SOD 与

GSH-px 的活性明显降低,MDA 的含量明显增加,表
明机体发生了严重的氧化应激损伤;GBE 干预后可

以明显减小梗死区的体积,同时引起 CIRI 模型大鼠

血清 SOD 与 GSH-px 的活性明显增加,MDA 的含量

明显减小,表明 GBE 具有显著的抗氧化应激药效作

用,其可能通过减轻机体氧化应激损伤与清除自由

基对 CIRI 发挥脑保护作用。
既往研究显示,细胞凋亡可能在 CIRI 的病理过

程中起着重要的作用[16] 。 神经凋亡与 Bcl-2(抑制

细胞凋亡)和 Bax(促进细胞凋亡)的表达相关,Bax
表达升高导致线粒体通透性增加,诱导 Cytc 释放进

入胞质,激活 Caspase-3 引起细胞凋亡。 既往报道,
凋亡的发生与 CIRI 后所产生氧自由基、炎症因子诱

发而引起[17] 。 银杏叶提取物(EGb761)能够有效清

除氧自由基,抑制脂质的氧化,显著提高 Bcl-2 / Bax
蛋白表达量比值,提示银杏叶可抑制神经细胞的凋

亡,对 CIRI 模型动物脑损伤发挥显著的保护作

用[18-19] 。 本研究结果显示,GBE 可显著提高 CIRI
模型大鼠脑组织 Bcl-2 / Bax 的蛋白表达量比值,相
反降低了 Caspase-3 的蛋白表达量,GBE 引起 CIRI
模型大鼠血清 SOD 与 GSH-px 的活性明显增加,
MDA 的含量明显减小,表明 GBE 具有显著的抗氧

化应激药效作用,实验结果说明 GBE 通过抗氧化应

激抑制了 CIRI 的神经损伤和细胞凋亡。
自噬(autophagy) 是机体通过细胞内自噬溶酶

体清除降解受损细胞器及体内大分子物质的过程,
在细胞体内发挥“清道夫”的作用。 自噬通过平衡

细胞的合成和分解代谢,维持机体内环境稳态,发
挥机体自身保护和防御作用[20] 。 Beclin-1 是酵母

Atg6 / Vps30 的同源基因,Beclin-1 调控哺乳动物自

噬体的形成和成熟,是自噬体形成的必需分子,其
可以将其他的自噬蛋白定位在吞噬泡,故越来越多

的学者将其作为衡量自噬发生程度的标记物之

一[21-22] 。 LC3-II 是自噬体形成的生物学标志,定位

于自噬体膜上。 在 ATG7 及 ATG3 共同作用下,胞

质中游离的 LC3-I 与磷脂酰乙醇胺结合酯化形成

LC3-II,而 LC3-I 是由哺乳动物酵母菌 ATG8 的同源

基因 LC3 在自噬相关蛋白 ATG4 的作用下脱去羟基

生成[23] 。
郝莉等[24]研究表明,银杏酮酯能提高自然衰老

大鼠的海马 LC3-II 蛋白表达水平,通过调控机体自

噬水平改善自然衰老相关的学习认知功能障碍。
当机体遭受缺血缺氧等应激刺激时,神经细胞存活

率明显降低,激活自噬能显著抑制细胞死亡,故认

为自噬激活对应激状态下的神经细胞具有保护作

用[25-26] 。 本研究结果显示,GBE 能显著抑制机体氧

化应激损伤程度,同时 Beclin-1 与 LC3-II / LC3-I 的

表达量均显著上调,这提示 GBE 极有可能是通过激

活自噬,进而对 CIRI 模型大鼠神经细胞发挥保护作

用,最终改善脑缺血再灌注损伤的神经功能表现。
该实验结果为临床 CIRI 的防治开辟了新思路,也为

中草药的开发与利用提供了实验依据。
综上所述,本研究结果表明 GBE 可以通过增强

机体自噬水平、提高机体抗氧化应激损伤和抗凋

亡,发挥对脑缺血再灌注损伤的神经保护作用,进
而改善 MCAO 模型大鼠的行为功能,从而达到保护

缺血性脑卒中的目的,进而为脑缺血再灌注损伤的

治疗提供新的靶点及治疗策略。
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