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·基础研究·

银杏黄酮减轻大鼠蛛网膜下腔出血后

脑水肿和神经元损伤

张桂茹　刘玺昌　孙保亮

　　【摘要】　目的　探讨银杏黄酮对大鼠蛛网膜下腔出血（ＳＡＨ）后脑水肿、海
马神经元超微结构及凋亡基因 Ｆａｓ配体（ＦａｓＬ）表达的影响。方法　成年雄性
Ｗｉｓｔａｒ大鼠８０只随机分为５组：正常对照组、ＳＡＨ组、ＳＡＨ＋生理盐水组、ＳＡＨ＋
５０ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组（Ｇｆ５０组）、ＳＡＨ＋２００ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组（Ｇｆ２００组）。采用枕
大池内新鲜自体动脉血二次注入法建立大鼠 ＳＡＨ模型。于 ＳＡＨ模型建立后，
２４ｈ和７２ｈ测定脑组织含水率；７２ｈ后用透射电镜观察神经元超微结构；免疫荧
光法检测ＦａｓＬ蛋白的表达。结果　ＳＡＨ组脑组织含水率较正常对照组增加。与
ＳＡＨ组比较，脑组织含水率在银杏内酯不同剂量组均明显降低，其中２００ｍｇ／ｋｇ
银杏黄酮组脑组织含水率降低最为显著（Ｐ＜０．０１）。与正常对照组比较，其余４
组大鼠神经元超微结构均有不同程度的损伤，其中 ＳＡＨ组损伤最为严重。ＳＡＨ
组ＦａｓＬ蛋白的表达较正常对照组增多（Ｐ＜０．０１），两个银杏黄酮剂量组较 ＳＡＨ
有不同程度减少（Ｐ＜０．０５）。结论　银杏黄酮可降低 ＳＡＨ大鼠的脑组织含水
率，对海马神经元具有保护作用。银杏黄酮可抑制ＳＡＨ后大鼠ＦａｓＬ表达水平增
高，高剂量组效果更明显。

【关键词】　银杏黄酮；蛛网膜下腔出血；脑水肿；Ｆａｓ配体
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５０ｍｇ／ｋｇＧｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓｇｒｏｕｐ（Ｇｆ５０）ａｎｄＳＡＨ＋２００ｍｇ／ｋｇＧｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓｇｒｏｕｐ
（Ｇｆ２００）．Ｃｉｓｔｅｒｎｍａｇｎａｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔｗｉｃｅｏｆｆｒｅｓｈｌｙａｕｔｏｌｏｇｏｕｓａｒｔｅｒｉａｌｂｌｏｏｄｗａｓｕｓｅｄｔｏ
ｉｎｄｕｃｅＳＡＨｉｎｒａｔｓ．２４ｈａｎｄ７２ｈａｆｔｅｒｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＳＡＨ，ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｗａｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｎｅｕｒｏｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅ７２ｈａｆｔｅｒ
ＳＡＨｍｏｄｅｌｉｎｄｕｃｔｅｄ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｔｉｓｓｕｅｗｅｒｅｄｅｔｅｒ
ｍｉｎｅｄｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＳＡＨｉｎｃｒｅａｓｅｄｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔ．Ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈＳＡＨｇｒｏｕｐ，ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｉｎＧｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄ；
ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎＧｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓ２００ｍｇ／ｋｇｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＜０．０１），ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｃｏｎｔｅｎｔｗｅｒｅ
ａｒｅｍａｒｋａｂｌｅｄｒｏｐ．Ｔｈｅｎｅｕｒｏｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｒａｔｓｅｘｃｅｐｔｎｅｇａｔｉｖｅｄｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｅｎｔｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｗｅｒｅ
ｍｏｒｅｓｅｖｅｒｅｉｎＳＡＨｇｒｏｕｐ．ｎｅｕｒｏｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓｉｎＧｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｂｅｔ
ｔｅｒｔｈａｎｏｎｅｏｆｉｎＳＡＨｇｒｏｕｐ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓＬｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｏｆＳＡＨｒａｔｓ
ｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１），ｔｈａｔｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓｇｒｏｕｐｓ
ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆＳＡＨｇｒｏｕｐｓ，ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｉｇｍｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓｍａｙｒｅｌｉｅｖｅｂｒａｉｎｅｄｅｍａａｎｄｉｎｊｕｒｙ
ｏｆｎｅｕｒｏｎａｌｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒｅｉｎＳＡＨｒａｔｓ．ＧｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＦａｓＬｐｒｏ
ｔｅｉｎｉｎＳＡＨｒａｔ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙｉｎｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅｓ；Ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ；Ｂｒａｉｎｅｄｅｍａ；Ｆａｓｌｉｇａｎｄ

　　蛛网膜下腔出血（ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ＳＡＨ）可以损害血脑屏障（ｂｌｏｏｄ
ｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）的完整性，使一些正常生理状态下不能进入脑组织的大分子物
质在脑组织中聚集，造成相应脑区神经元凋亡［１］。银杏黄酮具有自由基清除剂

特性，大量研究证实自由基连锁反应在脑缺血损伤中起到重要作用，以往对 ＳＡＨ
作用的研究较少，本实验探讨了银杏黄酮对大鼠 ＳＡＨ脑水肿和神经元超微结构
变化的影响。

材料与方法

１．动物与分组：成年雄性Ｗｉｓｔａｒ大鼠８０只，体重２５０～３００ｇ，清洁级，由山东
鲁抗实验动物中心提供（动物许可证号 ＳＣＸＫ鲁２００５００１７）。将动物随机分为５
组：正常对照组；ＳＡＨ组；ＳＡＨ＋生理盐水组；ＳＡＨ＋５０ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组
（Ｇｉｎｋｇｏｆｌａｖｏｎｅｓ，Ｇｆ５０组）；ＳＡＨ＋２００ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组（Ｇｆ２００组）。每组１５只。
２．模型制作：大鼠１０％水合氯醛（３００ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉后，头部固定于

立体定位仪上，保持约３０°的头低位。实验过程中保持室温在２６℃左右，利用红
外线灯维持肛温３７℃。项部备皮，碘伏消毒。在左右耳根连线中点找到枕外隆



中华脑血管病杂志（电子版）２０１１年２月 第５卷 第１期 ＣｈｉｎＪＣｅｒｅｂｒｏｖａｓｃＤｉｓ（ＥｌｅｃｔｒｏｎｉｃＥｄｉｔｉｏｎ），Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１１，Ｖｏｌ５，Ｎｏ．１ · ７　　　　 ·

凸，其下约０．５ｃｍ有凹陷，此即小脑延髓形成的夹角。沿中间线纵行剪开长约３
ｃｍ的项部皮肤，上至枕外隆凸。钝性分离皮肤、肌肉和骨膜，暴露枕骨及寰枕膜。
止血后，用无菌纱布覆盖。翻转大鼠并固定其左下肢。股部剔毛，碘伏消毒，在股

根部股动脉搏动处，做一长约１．０ｃｍ的切口。钝性分离股动脉，在其远端穿一细
线，稍提起，充分暴露股动脉。用１ｍｌ注射器配４号针头，抽取少量肝素冲洗针
管，在线近端缓慢刺入股动脉，抽取０．３ｍｌ新鲜动脉血，用动脉夹夹闭股动脉。
接好注射器头（上有自制套管），在环枕膜垂直进针２ｍｍ左右进入小脑延髓池，
以０．１ｍｌ／ｍｉｎ的速度缓慢将自体血注入小脑延髓池，缝合切口，消毒。注射过程
中可见动物烦躁不安，呼吸加深加快，甚至出现肢体抽动。部分大鼠在注血过程

中出现呼吸抑制，迅速回抽０．０５ｍｌ血液后可以恢复自主呼吸。将大鼠放回笼
中，保持卧位，头低３０°维持３０ｍｉｎ，让注入血液在重力作用下进入基底池，以造成
ＳＡＨ。４８ｈ后同样方法再次注血。
３．干预药物：实验所用银杏黄酮为棕黄色粉末，纯度≥４０％，由上海傲拓信息

科技有限公司提供。临用前在粉剂中加入适量吐温８０有机助溶剂（ｔｗｅｅｎ８０），
在研钵中研磨数分钟，然后加入生理盐水使之成 ３％和 ６％的溶液（含 ０．２％
ｔｗｅｅｎ８０）。银杏黄酮治疗组分为５０ｍｇ／ｋｇ和２００ｍｇ／ｋｇ两个剂量组。两组动物
所用生理盐水及银杏黄酮容量相同［８］。银杏黄酮、生理盐水均在初次枕大池注

血后０．５ｈ腹腔注射给予，以后每１２ｈ以半量重复，直至处死。
４．脑组织含水率的测定：每组动物各取１０只。在第２次注血２４ｈ和７２ｈ

后，分别取５只快速断头处死，迅速取脑。用滤纸小心拭去表面血迹，分离出皮层
和双侧海马组织，在１／１０００ｇ电子分析天平上精确称出湿重（ｗｅｔｗｅｉｇｈｔ，ｗＷ）
后，放入１１０℃电烤箱内烘干２４ｈ至恒重。然后，用电子分析天平精确称出干重
（ｄｒｙｗｅｉｇｈｔ，ｄＷ）。脑组织含水率用下述公式计算：

脑组织含水率（％）＝湿重－干重
湿重

×１００％

５．电镜标本的制作：在第二次注血后７２ｈ（对照组除外）用１０％水合氯醛（０．
３６ｍｇ／１００ｇ）将大鼠麻醉。剪开胸腔暴露心脏，将圆头针从大鼠心尖处插入至升
主动脉，同时从右心耳处剪开心脏放血。先向心脏内快速灌注生理盐水灌洗液

３０～５０ｍｌ，再向心脏内灌注４℃的４％多聚甲醛２％戊二醛固定液（ｐＨ７．４）１００
～１５０ｍｌ，灌注速度５～１０ｍｌ／ｍｉｎ。灌注完毕后立即断头，迅速取出双侧海马，在
ＣＡ３区取１ｍｍ

３组织块，置入３％戊二醛中，迅速送电镜室制作进行常规透射电
镜检测。

６．ＦａｓＬ蛋白检测：每组５只大鼠于第二次 ＳＡＨ术后３ｄ，麻醉后先用４℃的
４％多聚甲醛溶液灌注固定。固定脑组织后迅速断头取脑，进行后固定并用 ＯＣＴ
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包埋。在液氮中速冻约１ｍｉｎ后移到 －７０℃冰箱冻存，制作冰冻切片，厚度约８
μｍ。用ＳＰ免疫荧光染色法，按照试剂盒说明书操作。阴性对照用 ＰＢＳ代替一
抗。激光共聚焦观察扫描 ＦＩＴＣ标记的阳性反应物。ＦａｓＬ阳性细胞为胞膜胞浆
着绿色，胞核不着色。用 Ｌａｓｅｒｓｈａｒｐ２０００图像处理系统摄像，每片随机观察并计
数大脑皮质１０个不同视野ＦａｓＬ阳性细胞数，计算平均值。
５．统计学方法：实验数据用Ｅｘｃｅｌ２００３建立数据库，用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统

计学分析，计量资料用（珋ｘ±ｓ）表示，多组间比较用单因素方差分析，组间比较用ｑ
检验。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

１．脑淋巴引流阻滞对脑组织含水率的影响及银杏内酯的保护作用（表１）。

表１　各组大鼠脑组织含水率测定结果（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 　　２４ｈ 　　７２ｈ

正常对照组 ０．７７５１±０．０００６ ０．７７５１±０．０００６

ＳＡＨ组 ０．８１９４±０．００８１ａ ０．８１７２±０．００５６ａ

ＳＡＨ＋生理盐水组 ０．８１７６±０．００３ ０．８２０３±０．００２４
ＳＡＨ＋５０ｍｇ／ｋｇ

银杏黄酮组
０．７９８８±０．００５１ｂ ０．７８９９±０．００２２ｂ

ＳＡＨ＋２００ｍｇ／ｋｇ

银杏内酯组
０．７９２５±０．００５４ｂｃ ０．７８７２±０．００３９ｂｃ

　　注：ＳＡＨ：蛛网膜下腔出血组；ＳＡＨ＋ＮＳ：蛛网下腔出血＋生理盐水组；ＳＡＨ＋Ｇｆ５０：蛛网下腔出血＋５０ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组；ＳＡＨ＋Ｇｌ２００：蛛

网下腔出血＋２００ｍｇ／ｋｇ银杏内酯组。与正常组比较ａＰ＜０．０１；与ＳＡＨ组比较ｂＰ＜０．０１；与ＳＡＨ＋Ｇｆ５０组比较ｃＰ＜０．０５

　　ＳＡＨ后 ２４ｈ、７２ｈ，ＳＡＨ组脑组织含水率显著高于非 ＳＡＨ组（Ｐ＜０．０１）；
ＳＡＨ＋ＮＳ组与ＳＡＨ组比较无明显差异。两个Ｇｆ组与ＳＡＨ＋ＮＳ组比较脑组织含
水率明显降低。其中 ＳＡＨ＋Ｇｆ５０组与 ＳＡＨ组比较 ２４ｈ后（Ｐ＜０．０５），７２ｈ后
（Ｐ＜０．０１）；ＳＡＨ＋Ｇｆ２００组与ＳＡＨ组比较２４ｈ和７２ｈ后均差异有显著统计学意义
（Ｐ＜０．０１）。ＳＡＨ＋Ｇｆ５０组大鼠脑组织含水率显著高于ＳＡＨ＋Ｇｆ２００组（Ｐ＜０．０５）。
２．海马神经元超微结构的观察：正常对照组脑神经细胞核膜清晰完整，双层

结构清楚。细胞核呈椭圆形，核仁居中，大而明显（图 Ａ）；细胞质内可见完整的
细胞器，排列有序。内质网与高尔基体排列较整齐，线粒体比较完整，大小、形态

正常，基质均匀。粗面内质网散在分布，表面均匀分布核蛋白体 （图Ｂ）。ＳＡＨ组
神经元损伤明显，核模破坏不完整，水肿变宽。线粒体肿胀，线粒体膜被破坏。内

质网水肿，甚至空泡化（图Ｃ）。ＳＡＨ＋ＮＳ组与ＳＡＨ组对比神经无结构无明显改
善，核模破坏，水肿变宽。线粒体膜被破坏，内质网仍有肿胀（图Ｄ）。ＳＡＨ＋Ｇｆ５０
组与ＳＡＨ组比较神经元结构较好，可见高尔基体水肿，线粒体核膜变化不大，内
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质网仅有轻度水肿（图Ｅ），ＳＡＨ＋Ｇｆ２００组神经元结构较好，核膜线粒体结构均较
好，只有小部分稍不完整，内质网无明显水肿 （图Ｆ）。

图１　各组神经元超微结构的变化
图１Ａ（×５０００）正常神经元全貌，核模完整，核仁居中。图１Ｂ（×２５０００）正常神经
元，核模／线粒体／内质网均结构较好。图１Ｃ（×２５０００）ＳＡＨ组可见内质网水肿，线粒
体破坏。图１Ｄ（×２５０００）ＳＡＨ＋ＮＳ组可见核膜被破坏，内质网明显肿胀。图１Ｅ（×
２５０００）ＳＡＨ ＋Ｇｆ５０组，高尔基体水肿，只见内质网轻度水肿。图 １Ｆ（×２５０００）
ＳＡＨ ＋Ｇｌ２００组核膜／线粒体／内质网结构较好

　　３．各组ＦａｓＬ蛋白阳性表达结果（表２，图２）。
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表２　各组大鼠大脑皮质ＦａｓＬ蛋白表达（珋ｘ±ｓ，ｎ＝５）

组别 Ｆａｓｌ（阳性）细胞数／视野

正常对照组 ０

ＳＡＨ组 ２８．２１±６．２３ａ

ＳＡＨ＋生理盐水组 ２７．７６±４．９７ａ

ＳＡＨ＋５０ｍｇ／ｋｇ银杏黄酮组 １８．６７±７．６７ｂ

ＳＡＨ＋２００ｍｇ／ｋｇ银杏内酯组 １０．３５±６．３４ｃｄ

　　注：与正常组比较ａＰ＜０．０１；与ＳＡＨ组比较ｂＰ＜０．０５，ｃＰ＜０．０１；与ＳＡＨ＋Ｇｆ５０组比较ｄＰ＜０．０１

图２　Ａ：正常对照组；Ｂ：ＳＡＨ组；Ｃ：ＳＡＨ＋ＮＳ组；Ｄ：ＳＡＨ ＋Ｇｆ５０组；Ｅ：ＳＡＨ ＋Ｇｆ２００组

　　正常对照组大鼠脑组织未见 ＦａｓＬ蛋白阳性表达，其他各组均有不同程度的
ＦａｓＬ蛋白阳性表达，与正常对照组比较均差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。与
ＳＡＨ组比较，银杏黄酮低剂量组，ＦａｓＬ蛋白阳性表达细胞数有所降低（Ｐ＜
０．０５）。与ＳＡＨ组和正常对照组比较，银杏黄酮高剂量组 ＦａｓＬ蛋白阳性细胞数
显著降低（Ｐ＜０．０１）。

讨　　论

以往学者们一直认为，ＳＡＨ继发脑缺血所致神经元死亡的形式为坏死。但
是最近的研究证明，凋亡所致迟发性神经元死亡对其具有十分重要的作用。Ｆａｓ
主要以膜受体形式存在，与配体 ＦａｓＬ结合后可向细胞传递死亡信号。Ｆａｓ和
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ＦａｓＬ是重要的凋亡调节基因，很可能为一间接的早期凋亡信号［２］。目前已证实

能改善 ＳＡＨ患者预后的药物寥寥无几。我们以前的研究发现银杏叶提取物
（ＥｘｔｒａｃｔｏｆＧｉｎｋｇｏＢｉｌｏｂａ，ＥＧｂ）对 ＳＡＨ后脑血流具有改善作用［３］。ＳＡＨ所继发
脑血管痉挛（ｃｅｒｅｂｒａｌｖａｓｏｓｐａｓｍ，ＣＶＳ）及脑缺血损害的防治非常困难。既往的研
究表明，ＥＧｂ不但具有较强的血管活性，对肢体血管、冠状动脉及脑血管［４５］；而

且还能降低红细胞聚集性、全血黏度和血管脆性，并使高脂血症患者血清胆固醇

含量下降从而改善血液流变学，使器官、组织的血流灌注增加［６］。ＥＧｂ能显著改
善动物脑微循环，其中主要的药物活性成分为 Ｇｆ。Ｇｆ具有自由基清除剂特性。
大量的研究证实自由基连锁反应在脑缺血损伤中起到重要作用［７８］。自由基清除

剂可阻止再灌注损伤继发的线粒体功能障碍［９］。孙保亮等［１０］于蛛网膜下腔出血

大鼠模型进行研究发现，Ｇｆ治疗后血清一氧化氮（ＮＯ）含量升高，而脑组织 ＮＯ
含量则明显降低。研究显示，ＮＯ在中枢神经系统具有双重作用［１１］。正常情况

下，ＮＯ作为一种神经递质参与学习记忆的过程，是中枢神经系统中不可缺少的
信使分子。ＮＯ还能松弛血管平滑肌，降低血压，抑制血小板聚集，抑制血管平滑
肌细胞增殖，调节脑血流。但是ＮＯ在细胞内积累过多则会导致神经元坏死或凋
亡，使学习记忆功能受到损害［１２］。因为神经组织富含磷脂，其主要成分为多不饱

和脂肪酸，易受自由基攻击，引起脂质过氧化。ＴＢＩ后氧自由基产生增加，而 ＮＯ
的过度增多则会加剧氧自由基产生。ＮＯ可与超氧阴离子（Ｏ２－）反应生成亚硝基
阴离子（ＯＮＯＯ－），之后也可生成羟自由基（ＯＨ－）和 ＮＯ，这种过程周而复始，对
氧自由基产生起到级联放大作用［１３］。银杏黄酮可通过上述作用机制减轻脑水肿

及神经元损伤，同时抑制神经细胞凋亡。我们的研究显示，银杏黄酮可以明显降

低大鼠ＳＡＨ脑组织的含水率，它不但对神经元细胞核膜、线粒体及内质网具有保
护作用，同时还可使脑细胞ＦａｓＬ表达减少，抑制神经细胞凋亡。

本研究进一步证实了银杏黄酮对维持中枢神经系统内环境稳定的重要性以

及对ＳＡＨ后继发性脑损伤的预防保护作用，为临床采用银杏黄铜治疗ＳＡＨ后继
发脑组织损伤提供了一定的理论依据。
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