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银杏二萜内酯对急性 tMCAO大鼠及慢性 tMCAO大鼠的改善作用
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摘要: 本文研究银杏二萜内酯 (diterpene ginkgolides, DG) 对短暂性大脑中动脉阻塞 (transient middle cerebral 

artery occlusion, tMCAO) 术后SD大鼠学习记忆的影响。利用线栓法造成大鼠 tMCAO, 主要分为假手术组、溶剂对

照组、丁苯酞 (NBP) 组、DG组。本研究中的动物实验按照北京协和医学院福利伦理审查委员会的伦理指导方针进

行 (00000646、00000635)。利用神经行为学评分、脑梗塞体积测定、跳台和Morris水迷宫实验评价DG对 tMCAO大

鼠的改善作用。在急性 tMCAO大鼠模型中: 100 mg·kg-1 DG能显著改善急性 tMCAO模型的神经评分和梗死面积。

在慢性 tMCAO大鼠模型中, 100 mg·kg-1 DG组在生存率上比模型组有所提高, 水迷宫学习期结果提示, 与模型组比, 

100 mg·kg-1 DG组具有改善的趋势, 但弱于100 mg·kg-1 NBP组; 30 mg·kg-1 DG给药组与模型组相比, 无明显改善作用。

综上所述, DG对急性 tMCAO和慢性 tMCAO均具有一定的治疗作用。
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Abstract: To study the cognitive effects of diterpene ginkgolides (DG), transient middle cerebral artery 

occlusion (tMCAO)-induced rats were established. tMCAO-rats induced by suture method were divided into sham 

operation group, solvent control group, NBP group, DG group. The animal experiments in the present study were 

performed in accordance with the Ethical Guidelines of the Laboratory Animal Welfare Ethical Committee of 

Peking Union Medical College (00000646, 00000635). The effects of DG on tMCAO rats were evaluated by 

neurological severity score, cerebral infarction volume measurement, step-down and Morris water maze test. In the 

acute tMCAO rat model, 100 mg·kg-1 DG improved the neural score and infarction volume. In the chronic tMCAO 

rat model, DG 100 mg·kg-1 significantly improved the survival rate of tMCAO-induced rats. The Morris water 

maze results showed 100 mg·kg-1 DG decreased the latency of tMCAO-induced rats to find the platform, while 

the effect was weaker than the NBP. However, DG 30 mg·kg-1 did not show a significant effect. In conclusion, DG 

exerted a therapeutic effect on transient middle cerebral artery occlusion.
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脑卒中是我国成人致死、致残的首要原因, 年龄是

脑卒中发生的重要因素, 好发于 65岁以上的老年人[1]。

随着人口老龄化的日益加剧, 我国脑卒中患病率逐年

增加, 随之而来的恢复期治疗意义重大。脑卒中主要

分为缺血性和出血性脑卒中 , 其中缺血性脑卒中占

68%。缺血性脑卒中主要是由脑实质血流不足引起

的, 主要致病因素是颅内动脉血栓形成、栓塞及脑内血

管的低灌注等[2,3]。缺血性脑卒中的治疗手段主要有

改善脑血流、他汀类药物和神经保护药物等。神经保

护剂在治疗缺血性脑卒中有很好的前景, 研究发现其

能阻断缺血造成的脑组织损伤一系列的细胞生化和

代谢[4,5]。

银杏二萜内酯葡胺注射液是临床上常用于治疗

脑卒中的神经保护剂[6], 主要通过抑制血小板的活化

因子发挥作用[7]。由于银杏二萜内酯 (diterpene 

ginkgolides, DG) 的使用时间较短 , 相关的报道数量

有限, 特别是对急性脑缺血后的恢复期的作用, 对脑

功能的影响需要提供更多的数据支持临床应用。本

研究考察 DG 对急性短暂性大脑中动脉阻塞 (tran‐

sient middle cerebral artery occlusion, tMCAO) 大鼠及

慢性 tMCAO 大鼠恢复期的改善作用 , 为其临床应用

提供数据支持。

材料与方法

试剂和药品 银杏二萜内酯原料药 (DG), 批号: 

200302, 白色粉末, 难溶于水, 纯度为 99%, 由江苏康缘

药业股份有限公司提供, 吐温 80研磨成混悬液。丁苯

酞 (NBP), 中国食品药品检定研究院标准品 (每支

200 mg), 将其用橄榄油溶解配置成 20 mg·mL-1浓度。

实验动物及手术[8,9]

急性 tMCAO模型的建立 SD大鼠, 雄性, 220～

240 g。大鼠用气体麻醉机麻醉 (1.5%～2.5%异氟烷), 

体温维持在 (37 ± 0.5) ℃, 仰卧位固定于手术台上, 进

行线栓法大脑中动脉阻断缺血手术。动物随机分为

4 组, 溶剂对照组、NBP 200 mg·kg-1组、DG 30 mg·kg-1

组和DG 100 mg·kg-1组, 每组动物 17～19只。缺血手

术后 5 min 内完成给药 , 大鼠缺血 2 h, 再灌 24 h 后

取材。

慢性 tMCAO模型的建立 SD大鼠, 雄性, 220～

240 g。大鼠适应性饲养 3天, 于术前 8～12 h禁食, 不

禁水。动物异氟烷气体麻醉后行线栓法大脑中动脉阻

断缺血手术, 缺血后 20～30 min (动物清醒状态) 口服

灌胃相应药物, 缺血手术后 120 min 进行大脑中动脉

再灌注手术, 动物术后 24 h分笼标记。动物随机分为

5组: 假手术组、溶剂对照组、NBP口服 100 mg·kg-1组、

DG 30 mg·kg-1和 100 mg·kg-1组, 每组动物 15～20只。

口服给药, 每天给药 1次, 连续给药 28天, 动物于术后

1、7、14、21、28天记录体重及行为学变化, 动物于术后

18天进行跳台实验, 术后 21～25天进行水迷宫学习期

测试 , 术后 26 天后进行水迷宫探索测试 , 术后 28 天

处死。

脑梗塞体积测定和神经行为学评分[10,11]

脑梗塞体积的测定 大鼠缺血 2 h, 再灌 24 h后, 

即刻断头取脑, 去除嗅球、小脑和低位脑干, 将其冠状

切成 6片 (每片 2 mm), 迅速置于 5 mL含有 1.5 mL 4% 

TTC 及 0.1 mL K2HPO4 的溶液中染色 (37 ℃ , 避光) 

20～30 min, 其间每隔 5 min 翻动一次。经 TTC 染色

后, 正常组织深染呈红色, 梗塞组织呈白色。将每组脑

片排列整齐 , 拍照保存。应用图像分析系统软件 

(Photoshop 软件) 处理并统计 , 求算每片的梗塞面积 , 

并最终叠加换算成梗塞体积。为消除脑水肿的影响, 

梗塞体积百分率以下列公式计算:

半脑梗塞体积 (%) = 手术侧半球梗塞部分的体

积÷手术侧半球的体积×100%

全脑梗塞体积 (%) = 手术侧半球梗塞部分的体

积÷全脑的体积×100%

神经行为学评分 于缺血后 2 h, 再灌 24 h后, 进

行动物的行为学评分, 提鼠尾离开地面约 1尺, 观察两

前肢状况; 将大鼠置于水平地面, 推动其双肩, 观察两

侧抵抗力有无差异; 大鼠置于地面, 观察其行走情况。

采用四级评分法 (0～4分), 分数越高, 说明其神经行为

损伤越严重。① 行为完全正常为 0分; ② 提起鼠尾离

开地面, 手术对侧前肢内旋、内收者, 为1分; ③ 大鼠至

地面, 用手挤压两侧检查其抗力, 手术对侧抗力下降

者, 为2分; ④ 大鼠至地面, 观察其行走, 围绕手术对侧

转圈者, 为 3分; ⑤ 损伤极其严重, 已无法自主活动者, 

为4分。

学习记忆行为学评价[12,13]

跳台实验 跳台实验装置为一个长方形反射箱, 

用黑色塑料板分隔成 5间。第一天将大鼠放入跳台内

自由活动 2 min, 然后接通 36 V 交流电 , 适应性训练

3 min; 第二天记录大鼠第一次跳下平台的时间, 即潜

伏期以及在5 min内跳下的错误次数。

Morris水迷宫实验 Morris水迷宫实验装置直径

120 cm, 水深 40 cm, 实验时平台位置固定不变, 低于

水面 2～3 cm。1～5天为定位航行实验, 记录大鼠 90 s

内找到平台的潜伏期, 并让其在平台上停留 30 s。若

大鼠 90 s内未找到平台, 则将其放到安全平台上停留

30 s, 潜伏期记为90 s。

统计学方法 实验结果以mean ± SEM表示。水
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迷宫实验的潜伏期采用 two-way ANOVA with post 

hoc LSD 进行比较 , 其余通过 one-way ANOVA with 

post hoc LSD进行比较。P < 0.05认为有显著性差异。

结果

1 DG对急性 tMCAO大鼠的改善作用

在急性 tMCAO大鼠模型中, 本研究首先利用神经

评分对 DG 的作用进行评价 , DG 在一定程度能改善

tMCAO神经评分, 与阳性药 NBP相当, 表明 DG对急

性 tMCAO大鼠有一定的改善作用 (图 1A)。进一步对

急性 tMCAO大鼠的脑梗塞体积进行测定, 与神经评分

结果一致, DG 100 mg·kg-1能显著改善急性 tMCAO大

鼠的脑梗死体积 (图 1B、C)。以上研究表明, DG对急

性 tMCAO大鼠有一定的治疗作用。

2 DG对慢性 tMCAO大鼠的改善作用

2.1 DG对慢性 tMCAO大鼠生存期的改善作用 本

研究又建立了慢性 tMCAO大鼠模型, 评价DG的保护

作用。生存实验结果显示 , 模型组在平均生存天数 

(P < 0.01)、体重变化 (P < 0.05, P < 0.001) 与假手术组

具有显著性差异; 100 mg·kg-1 DG 组对平均生存天数

有一定的改善趋势, 但弱于 100 mg·kg-1 NBP组, 对体

重无基本影响 (图 2)。以上结果表明, 100 mg·kg-1 DG

对 tMCAO大鼠的生存期具有一定的改善作用。

2.2 DG 对慢性 tMCAO 大鼠学习记忆的改善作用 

(跳台实验) 跳台实验于 tMCAO术后 18天进行, 结果

显示在潜伏期方面各给药组与模型组比较均无明显差

异; 在错误次数方面, 与假手术组相比, 模型组大鼠有

升高的趋势, 而NBP组和DG小剂量组有一定的改善

作用 (图3)。

2.3 DG 对慢性 tMCAO 大鼠学习记忆的改善作用 

(Morris 水迷宫实验) 水迷宫实验于 tMCAO 术后

21天进行, 结果显示, 模型组大鼠与假手术组在水迷

宫学习训练期有明显的统计学差异, 表明 tMCAO能明

显引起大鼠学习记忆障碍 ; NBP 和 DG (100 mg·kg-1) 

能明显地改善 tMCAO大鼠的学习记忆障碍, 有统计学

差异 (图 4)。以上数据表明提示, 100 mg·kg-1 DG具有

一定的改善作用。

Figure 1　Protective effect of diterpene ginkgolides (DG) on acute transient middle cerebral artery occlusion (tMCAO) rats. A: Neurological 

score; B: TTC staining; C: Cerebral infarct volume. NBP: n-Butylphthalide. n = 17−19, mean ± SEM. *P < 0.05 vs model group

Figure 2　Protective effect of DG on chronic tMCAO rats. A: Survival period of chronic tMCAO rats; B: Weight of chronic tMCAO rats. 

n = 15−20, mean ± SEM. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs sham group
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讨论

缺血性脑卒中是由于脑血管阻塞、血流减少导致

氧及其他营养物质缺乏引起脑组织应激反应和炎性损

伤等, 长期发展会引起学习记忆的障碍[13,14]。研究发

现神经保护剂在脑缺血后期可改善神经元功能, 是治

疗缺血性脑卒中的一种有前景的选择。然而, 很多神

经保护剂在临床阶段的疗效并不显著, 临床可选择的

药物较少[15,16]。因此, 寻找新的药物或者上市药物的

新适应症迫在眉睫。银杏作为传统中药, 广泛应用于

心脑血管疾病的治疗。研究发现, 银杏可通过抗氧化、

抗炎和保护神经元等起到增加脑血流量和改善脑缺血

作用[17,18]。

银杏二萜内酯葡胺注射液是治疗缺血性脑疾病的

第 5类新药, 研究表明银杏二萜内酯葡胺注射液可有

效改善缺血再灌注大鼠的脑损伤, 但长期给药的临床

前数据较少。因此, 本研究采用 tMCAO线栓法制备局

灶性脑缺血大鼠模型以评价银杏二萜内酯对脑缺血的

改善作用。

在本研究中, 急性 tMCAO实验结果表明, 100 mg·kg-1 

DG能显著改善 tMCAO大鼠的损伤, 主要表现在能一

定程度改善神经评分和显著缩小患侧的脑梗塞体积。

在慢性 tMCAO大鼠实验中, 100 mg·kg-1 DG组在生存

率上比模型组有所提高; 在平均生存天数、跳台实验错

误次数结果中, 与模型组比具有改善的趋势。在水迷

宫实验中 , DG 大剂量给药组 (100 mg·kg-1) 作用与

NBP相近, 与模型组比较有显著改善作用。30 mg·kg-1 

DG 给药组与模型组比较无明显改善作用。DG 在急

性脑缺血后恢复期具有改善学习记忆能力, 恢复脑功

能, 除了抗血小板和活血化瘀以外, 与其扩张血管和抗

氧化作用有关。综上所述, DG对急性 tMCAO和慢性

tMCAO均具有一定的治疗作用。
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