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【摘要】 目的 探讨磷酸化 c蛳Jun氨基末端激酶（phosphorylated c蛳Jun N蛳terminal kinase, p蛳JNK）在银杏叶提取物（Ginkgo

biloba extract, EGb761）缓解神经病理性疼痛中的作用。 方法 采用随机数字表法将 90只雄性 SD大鼠分成 5组（每组 18

只）：假手术组（Sham组）、坐骨神经慢性压迫损伤（chronic constriction injury, CCI）组（CCI组）、EGb761 50 mg/kg+CCI组（EGb50

组）、EGb761 100 mg/kg+CCI组（EGb100组）、溶剂对照+CCI组（SC组）。CCI组大鼠分离并结扎左侧坐骨神经，Sham组大鼠只分

离神经不结扎；其余各组于造模成功后第 3天开始腹腔注射 EGb761或者溶剂，持续到术后 14 d。分别于术前 2 d和术后 1、3、

5、7、10、14 d测定机械刺激缩足反射阈值（paw mechanical withdrawal threshold, PMWT）和热刺激缩足反射潜伏期（paw withdraw

thermal latency, PWTL），于术后 14 d取同侧背根神经节，采用免疫组织化学和Western blot法检测背根神经节中 p蛳JNK阳性细

胞率及表达水平。 结果 与 Sham组比较，CCI组和 SC组术后各时间点 PMWT和 PTWL明显降低（P<0.05），术后 14 d背根

神经节 p蛳JNK阳性细胞率及表达水平明显升高（P<0.05）。与 CCI组比较，EGb50组和 EGb100组术后 7、10、14 d PMWT和

PTWL明显提高（P<0.05），术后 14 d背根神经节 p蛳JNK阳性细胞率和表达水平明显降低（P<0.05）。与 EGb50组比较，EGb100

组术后 10、14 d PMWT、PTWL明显升高（P<0.05），术后 14 d背根神经节 p蛳JNK阳性细胞率和表达水平明显降低（P<0.05）。

结论 EGb761可通过抑制背根神经节 p蛳JNK的表达而缓解 CCI大鼠神经病理性疼痛。
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【粤遭泽贼则葬糟贼】 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To investigate the role of phosphorylated c蛳Jun N蛳terminal kinase (p蛳JNK) in Ginkgo biloba extract

(EGb761) to alleviate neuropathic pain. Methods A total of 90 male SD rats were randomly divided into 5 groups (n=18): a sham

operation group (group Sham), chronic constriction injury group (group CCI), EGb 50 mg/kg+CCI group (group EGb50), EGb 100 mg/kg+

CCI group (group EGb100) and a solvent control+CCI group (group SC). Rats in group CCI were subjected to ligation of the left sciatic

nerve, while those in group Sham underwent nerve separation without ligation. Other groups were intraperitoneally injected with

EGb761 or solvent from day 3 after successful modeling to 14 d after surgery. Paw withdraw thermal latency (PTWL) and paw

mechanical withdrawal threshold (PMWT) were measured 2 d before and 1, 3, 5, 7, 10 d and 14 d after surgery. Then, the ipsilateral

dorsal root ganglion were collected on 14 d after surgery. The levels of p蛳JNK in the dorsal root ganglion and spinal dorsal horn were

determined by immunochemistry and Western blot. Results Compared with group Sham, groups CCI and SC showed remarkable

decreases in PMWT and PTWL at each time points (P<0.05), and marked increases in the positive rate and levels of p蛳JNK in the

dorsal root ganglion 14 d after surgery (P<0.05). Compared with group CCI, groups EGb50 and EGb100 showed remarkable increases

in PMWT and PTWL 7, 10 d and 14 d after surgery (P<0.05), and marked decreases in the positive rate and levels of p蛳JNK (P<0.05).

Compared with group EGb50, group EGb100 showed remarkable increases in PMWT and PTWL 10 d and 14 d after surgery (P<0.05),

and presented substantial decreases in the positive rate and levels of p蛳JNK in the dorsal root ganglion 14 d after surgery (P<0.05).

Conclusions EGb761 may ameliorate neuropathic pain of rats with CCI through inhibiting the expression of p蛳JNK in the dorsal root

ganglia.
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银杏叶提取物（Ginkgo biloba extract, EGb761）

是从银杏叶中提取的有效药用成分，主要包括黄酮

类、萜类、酚类、氨基酸类等多种化学成分
［1］
。研究表

明 EGb761能有效缓解甲醛足底炎性疼痛大鼠模型

的舔足次数，能够缓解神经病理性疼痛的机械痛敏和

冷痛敏，能够增加间歇性跛行患者无痛行走距离
［2］
，

但其缓解疼痛的机制有待进一步探讨。研究显示，

c蛳Jun氨基末端激酶（c蛳Jun N蛳terminal kinase, JNK）

信号通路的激活与神经病理性疼痛有密切关系
［3］
。

本研究将探讨磷酸化 c 蛳Jun 氨基末端激酶

（phosphorylated c蛳Jun N蛳terminal kinase, p蛳JNK）在

EGb761缓解神经病理性疼痛的作用。

1 材料与方法

1.1 材 料

雄性 SD 大鼠 90只（体重 220~250 g），由上海

交通大学医学院实验动物中心提供。本实验组研究

操作程序均经上海交通大学动物伦理委员会批准。

1.2 方 法

1.2.1 坐骨神经慢性压迫损伤（chronic constriction

injury, CCI）模型建立

参照 Bennett 和 Xie
［源］
的研究方法建立 CCI 模

型。在戊巴比妥钠（生产批号：57蛳33蛳0，上海市容创

生物技术有限公司）麻醉下，于左侧大腿中部逐层

切开皮肤肌肉，暴露坐骨神经，在接近分叉处用 4蛳0

铬制肠线结扎 4道，两道之间间隔 1 mm，然后逐层

缝合切口。

1.2.2 动物分组

采用随机数字表法将 SD大鼠分成 5组（每组

18只）：假手术组（Sham组）、慢性坐骨神经结扎损

伤组（CCI 组）、EGb761 50 mg/kg+CCI 组（EGb50

组）、EGb761 100 mg/kg+CCI 组（EGb100 组）、溶剂

对照+CCI组（SC组）。CCI组大鼠分离并结扎左侧

坐骨神经，Sham组大鼠只分离神经不结扎；其余各

组于造模成功后第 3天开始腹腔注射 EGb761（生

产批号：ST蛳1101，桂林思特新技术公司天然植物制

品厂）50、100 mg/kg或者等体积溶剂，持续到术后

14 d。

1.2.3 行为学测定

分别于术前 2 d及术后 1、3、5、7、10、14 d测定

机械刺激缩足反射阈值（paw mechanical withdrawal

threshold, PMWT）和热刺激缩足反射潜伏期（paw

withdraw thermal latency, PWTL）。测定时间固定于

每日 10:00~14:00，室温维持在（24.0依0.5）益。

1.2.4 免疫组织化学法测定

术后 14 d取大鼠术侧 L4、L5背根神经节，用免

疫组织化学法测定背根神经节 p蛳JNK的表达，顺序

间隔 3张选 1张在光学显微镜下计数 p蛳JNK 阳性

神经元，并计算 p蛳JNK阳性细胞率（p蛳JNK阳性神经

元占总神经元数的百分比）。

1.2.5 Western blot

术后 14 d取大鼠术侧 L4、L5背根神经节，采用

Western blot法检测 p蛳JNK［p蛳JNK抗体（SC蛳293137，

Santa Cruz Biotechnology公司，美国）］的表达水平。

使用 Image J图像分析软件测定蛋白条带灰度值，

以 p蛳JNK/琢蛳tubulin 灰度值的比值反映 p蛳JNK 表达

水平。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 16.0统计学软件进行数据分析，计量

资料以均数依标准差（x依s）表示，数据用 Shapiro蛳Wilk

法进行正态性检验，用 Leven法进行方差齐性检验。

组内不同时点比较采用重复测量数据的方差分析，

两两比较采用 LSD蛳t检验。P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结 果

2.1 EGb761对各组大鼠 PMWT和 PTWL的影响

各组大鼠术前 2 d PMWT、PTWL（基础值）差异

无统计学意义（P>0.05）。Sham组术后各时点 PMWT、

PTWL比较，差异无统计学意义（P>0.05）。与 Sham组

比较，CCI组和 SC组术后各时间点 PMWT、PTWL明

显降低 （P<0.05）。与 CCI 组比较，EGb50 组和

EGb100 组术后 7、10、14 d PMWT、PTWL 明显升高

（P<0.05）；与 EGb50组比较，EGb100组术后 10、14 d

PMWT、PTWL明显升高（P<0.05）。SC组与 CCI组各

时点 PMWT和 PTWL比较，差异无统计学意义（P>

0.05，图 1、图 2）。

2.2 术后 14 d，EGb761对背根神经节 p蛳JNK表达

的影响

与 Sham组比较，CCI组和 SC组术后 14 d背根

神经节 p蛳JNK阳性细胞率及表达水平明显升高（P<

0.05）；与 CCI组比较，EGb50组和 EGb100组术后

14 d背根神经节 p蛳JNK阳性细胞率和表达水平明

显降低（P<0.05）；与 EGb50组比较，EGb100组术后

14 d背根神经节 p蛳JNK阳性细胞率和表达水平明

显降低（P<0.05，图 3、图 4、图 5）。
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注：与 Sham组比较，aP<0.05；与 CCI组比较，bP<0.05；与 EGb50组

比较，cP<0.05；Sham组：假手术组；CCI组：坐骨神经慢性压迫损伤组；

EGb50组：EGb761 50 mg/kg+CCI组；EGb100组：EGb761 100 mg/kg+

CCI组；SC组：溶剂对照+CCI组；EGb761：银杏叶提取物；CCI：坐骨

神经慢性压迫损伤；PMWT：机械刺激缩足反射阈值

图 1 EGb761对各组大鼠各时点 PMWT的影响比较

注：与 Sham组比较，aP<0.05；与 CCI组比较，bP<0.05；与 EGb50组

比较，cP<0.05；Sham组：假手术组；CCI组：坐骨神经慢性压迫损伤组；

EGb50组：EGb761 50 mg/kg+CCI组；EGb100组：EGb761 100 mg/kg+

CCI组；SC组：溶剂对照+CCI组；EGb761：银杏叶提取物；CCI：坐骨

神经慢性压迫损伤；PTWL：热刺激缩足反射潜伏期

图 2 EGb761对各组大鼠各时点 PTWL的影响比较

注：EGb761：银杏叶提取物；CCI：坐骨神经慢性压迫损伤；p蛳JNK：磷酸化 c蛳Jun氨基末端激酶

图 3 各组大鼠术后 14 d背根神经节 p蛳JNK阳性神经元表达情况（伊200） A：Sham组（假手术组）；B：CCI组（坐骨神经慢性压迫损伤组）；C：

EGb50组（EGb761 50 mg/kg+CCI组）；D：EGb100组（EGb761 100 mg/kg+CCI组）；E：SC组（溶剂对照+CCI组）

注：与 Sham组比较，aP<0.05；与 CCI组比较，bP<0.05；与 EGb50组

比较，cP<0.05；Sham组：假手术组；CCI组：坐骨神经慢性压迫损伤组；

EGb50组：EGb761 50 mg/kg+CCI组；EGb100组：EGb761 100 mg/kg+

CCI组；SC组：溶剂对照+CCI组；EGb761：银杏叶提取物；CCI：坐骨

神经慢性压迫损伤；p蛳JNK：磷酸化 c蛳Jun氨基末端激酶

图 4 各组大鼠术后 14 d背根神经节 p蛳JNK阳性细胞率比较

注：与 Sham组比较，aP<0.05；与 CCI组比较，bP<0.05；与 EGb50组

比较，cP<0.05；Sham组：假手术组；CCI组：坐骨神经慢性压迫损伤组；

EGb50组：EGb761 50 mg/kg+CCI组；EGb100组：EGb761 100 mg/kg+

CCI组；SC组：溶剂对照+CCI组；EGb761：银杏叶提取物；CCI：坐骨

神经慢性压迫损伤；p蛳JNK：磷酸化 c蛳Jun氨基末端激酶

图 5 各组大鼠术后 14 d 背根神经节 p蛳JNK 表达情况比较 A：

Western blot检测中的电泳图；B：各组大鼠 p蛳JNK表达水平比较
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3 讨 论

本研究发现 EGb761能明显缓解大鼠 CCI所致

的神经病理性疼痛，且 EGb 100 mg/kg的效果优于

EGb 50 mg/kg；进一步研究发现其缓解神经病理性

疼痛作用的机制可能与抑制背根神经节中的 p蛳JNK

表达有关。

银杏是世界上最古老的植物之一，被称为植物

“活化石”。标准的银杏叶提取物（Ginkgo biloba

extract）被国际通称为 EGb761，一般含有 24%的黄

酮苷类及 5%~7%的银杏叶中独一无二的萜烯类
［1］
。

Zhu等
［5］
研究发现 EGb761腹腔注射可以缓解神经

病理性疼痛所致的痛觉过敏，且作用呈剂量相关

性；最近又有研究表明氧自由基的活化是参与神经

病理性疼痛发病和维持的主要机制之一，EGb761

可以通过清除氧自由基缓解神经病理性疼痛
［2］
。神

经损伤后引起氧自由基过量产生，氧自由基具有广

泛的酶激活作用，可激活 JNK通路所介导神经病理

性疼痛的发生和发展过程
［6］
。

JNK是丝裂原活化蛋白激酶家族成员之一，被

激活之后从细胞质转移至细胞核调控相关基因来

控制细胞因子的表达
［7］
。研究发现，大鼠在正常情

况下脊髓背角和背根神经节中 p蛳JNK表达很少，但

在外周神经损伤后，大鼠脊髓背角和背根神经节中

p蛳JNK表达明显升高，说明 p蛳JNK在神经病理性疼

痛的发生和发展过程中发挥了重要的作用
［8］
。本研

究发现 EGb761能够抑制 p蛳JNK在脊髓背角和背根

神经节中的表达并逆转 CCI所诱发的痛觉过敏。

因此，本研究推测神经损伤后引起氧自由基大

量产生，氧自由基激活 JNK信号通路参与神经病理

性疼痛的产生和维持。EGb761通过清除氧自由基，

抑制 p蛳JNK在脊髓背角和背根神经节中的表达，最

终达到缓解神经病理性疼痛的作用。
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