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基于 ＭＣＵ离子通道银杏内酯 Ｋ对脑缺血再灌注损伤保护作用

马舒伟１，刘兴艳２，殷华峰３，辛杨４，王国康１
（１．浙江医药高等专科学校，浙江 宁波３１５１００；２．宁波职业技术学院，浙江 宁波

３１５８００；３．中国药科大学中药制药系，南京２１０００９；４．齐齐哈尔大学化学与化学工程学院，黑龙江 齐齐哈尔 １６１００６）

摘要：目的　探讨银杏内酯Ｋ（ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＫ，ＧＫ）对中动脉阻塞（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，ＭＣＡＯ）损伤大鼠的脑损伤保护
作用是否依赖于线粒体Ｃａ２＋单向转运体（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃａｌｃｉｕｍｕｎｉｐｏｒｔｅｒ，ＭＣＵ）的作用机制。方法　成年健康ＳＤ大鼠，随机分
成５大组：假手术组、模型组、ＧＫ＋钌红（ｒｕｔｈｅｎｉｕｍｒｅｄ，ＲＲ，ＭＣＵ拮抗剂）组、ＧＫ组和ＧＫ＋精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ，ＳＭ，ＭＣＵ兴奋剂）
组。采用栓线法制备脑中动脉缺血２ｈ再灌注２２ｈ的大鼠脑损伤模型；采用ＺｅａＬｏｎｇａ５分制对各组大鼠进行行为学评分；重
量法测定脑含水量；２，３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色测定脑梗死面积；利用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测定超氧化物歧化酶
（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ）活性、丙二醛（ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ，ＭＤＡ）、一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）含量、一氧化氮合酶（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ＮＯＳ）活性；采用荧光法检测线粒体内［Ｃａ２＋］ｉ浓度；采用苏木精伊红（ＨＥ）染色观察损伤脑组织形态学的改变；利用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白的表达水平。结果　与ＧＫ组相比，联合ＧＫ＋ＲＲ组中大鼠神经缺损评分、脑含水量、
脑梗死面积比显著降低（Ｐ＜００１）；脑组织ＭＤＡ、ＮＯＳ和ＮＯ含量减少、ＳＯＤ活性升高、［Ｃａ２＋］ｉ显著下降（Ｐ＜００１），ｃａｓｐａｓｅ
３／８／９蛋白表达显著降低，然而，联合ＧＫ＋ＳＭ组与ＧＫ＋ＲＲ组药理作用相反。结论　ＲＲ能够提高ＧＫ对局灶性脑缺血再灌
注损伤大鼠的保护作用，而ＳＭ能够减弱ＧＫ对局灶性脑缺血再灌注损伤大鼠的保护作用，其ＧＫ作用机制可能与ＲＲ或者ＳＭ
竞争性调节ＭＣＵ转运能力来抑制线粒体Ｃａ２＋内流有关。
关键词：脑缺血再灌注；银杏内酯Ｋ；线粒体Ｃａ２＋单向转运体；ｃａｓｐａｓｅ蛋白
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　　缺血性脑血管疾病具有高致死率和高致残率的
特点［１］。银杏内酯为银杏叶提取物中特有的主要

药效成分，为二萜内酯化合物，包括银杏内酯 Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｊ、Ｋ和Ｍ等。其中银杏内酯 Ａ、Ｂ和 Ｋ是临床上
预防和治疗缺血性脑损伤有效药物之一［２５］。

线粒体Ｃａ２＋单向转运体（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃａｌｃｉｕｍ
ｕｎｉｐｏｒｔｅｒ，ＭＣＵ）进入基质的过程是一个依赖于线粒
体内膜电势、不需要额外能量、顺钙离子电化学梯度

扩散的过程。ＭＣＵ只倾向于介导钙离子的吸收而
不介导钙离子的释放，因此，研究者将 ＭＣＵ称为单
向吸收体［６］。前期研究表明，银杏内酯 Ｋ（ｇｉｎｋｇｏｌ
ｉｄｅＫ，ＧＫ）修复谷氨酸诱导的 ＰＣ１２细胞损伤主要
通过抑制线粒体内Ｃａ２＋超载，提高细胞内抗氧化因
子活性，增强线粒体内源性抗氧化系统的激活，降低

线粒体电位［２］。另外，体内研究表明，ＧＫ对局灶性
脑缺血再灌注（ｍｉｄｄｌｅｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｅｒｙｏｃｃｌｕｓｉｏｎ，
ＭＣＡＯ）大鼠的脑缺血损伤具有保护作用，其中机制
之一与抑制线粒体Ｃａ２＋内流具有相关性［３］。钌红和

精胺常被用来作为 ＭＣＵ的抑制剂和兴奋剂的工具
药［７８］，在大鼠脑缺血模型中，抑制ＭＣＵ活性，可降低
脑梗死面积和自由氧的产生，减少线粒体肿胀损

伤［９］。为此，本实验探讨通过改变ＭＣＵ的Ｃａ２＋转运
能力观察ＧＫ对大鼠ＭＣＡＯ脑损伤的保护作用是否
与干预和调节ＭＣＵ的Ｃａ２＋转运能力相关。

１　实验材料
１１　药品与试剂

ＧＫ（纯度≥９５％，广东省中药研究所）；钌红
（ｒｕｔｈｅｎｉｕｍｒｅｄ，ＲＲ，纯度≥９５％），精胺（ｓｐｅｒｍｉｎｅ，
ＳＭ，纯度≥９７％），水合氯醛溶液（１００ｇ·Ｌ－１），２，
３，５氯化三苯基四氮唑（ＴＴＣ）染色液（２％，上海源
叶生物公司）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）、丙二醛
（ＭＤＡ）、一氧化氮（ＮＯ）和一氧化氮合酶（ＮＯＳ）试
剂盒（南京建成生物工程研究所）；苏木精伊红染色

液（上海舜百生物科技有限公司）；ＤＭＥＭ培养基、
Ｆｕｒａ３／ＡＭ、ＴｒｉｔｏｎＸ１００、羊抗小鼠 ＩｇＧＨＲＰ多抗、
ＥＧＴＡ、ＴＢＳ、ＨＲＰ（Ｓｉｇｍａ公司）。
１２　设备

ＭＰ２００１－１型电子天平（上海第二天平仪器
厂）；ＦＡ１００４Ｎ型电子天平（由上海精密科学仪器公
司）；ＴＤＬ－５型台式低速大容量离心机（江苏省金

坛市医疗仪器厂）；ＥＬＸ－８００ＵＶ酶标仪（ＢｉｏＴｅｋ公
司）；Ｗｅｓｔｅｒｎ电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１３　动物

健康雄性ＳＤ大鼠，（２５０±２０）ｇ［湖南斯莱克实
验动物中心，合格证号：ＳＣＸＫ（湘）２０１６０００２］。雌
雄各半，实验前适应性饲养１周。

２　方　法
２１　动物分组及给药

大鼠随机分成 ５大组，Ａ组：假手术组；Ｂ组：
ＭＣＡＯ组；Ｃ组：ＧＫ＋钌红［ＧＫ（４ｍｇ·ｋｇ－１）＋ＲＲ
（１ｍｇ·ｋｇ－１）］组；Ｄ组：ＧＫ（４ｍｇ·ｋｇ－１）［３］；Ｅ组：
ＧＫ＋精胺［ＧＫ（４ｍｇ·ｋｇ－１）＋ＳＭ（０８ｍｇ·ｋｇ－１］
组。于尾静脉给药，每日１次，连续５ｄ，最后一次给
药在手术前３０ｍｉｎ。每大组分为３小组，第１小组
（每组８只）用于大鼠神经行为测定、梗死面积测定、
脑积水含量的测定，第２小组（每组６只）用于ＳＯＤ、
ＭＤＡ、ＮＯＳ、ＮＯ和［Ｃａ２＋］ｉ测定及ＨＥ染色，第３小组
（每组３只）用于Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法的蛋白表达测定。
２２　模型制备方法

采用颈内动脉线栓法制备大鼠ＭＣＡＯ模型［１０］，

末次给药 ３０ｍｉｎ后，用 １０％水合氯醛（３００ｍｇ·
ｋｇ－１）腹腔注射麻醉大鼠，仰卧固定，常规消毒皮肤，
颈部正中切开，钝性分离左侧颈总动脉（ＣＣＡ）、颈
外动脉（ＥＣＡ）和颈内动脉（ＩＣＡ）。用动脉夹夹闭颈
总动脉，于颈内动脉上近颈总动脉分叉处剪一“Ｖ”
字形切口，将一线栓（直径０３０ｍｍ）沿颈内动脉缓
慢插入至大脑中动脉（ＭＣＡ）口，略感阻力时停止
（插入过程中无阻力感），插入长度约（１８５±０５）
ｍｍ，结扎固定线栓。假手术组也同样插线，但１ｍｉｎ
后立即拔出，除不阻断大脑中动脉外，其余操作同手

术组。在缺血即刻和 ＭＣＡＯ后３０ｍｉｎ给予不同药
物，假手术组和模型组在同一时间点仅给予等容积

生理盐水；Ｃ组给予相应剂量的 ＧＫ和 ＲＲ（ＭＣＵ拮
抗剂）［７］；Ｄ组给予相应剂量的ＧＫ；Ｅ组给予相应剂
量的ＧＫ和ＳＭ（ＭＣＵ兴奋剂）［８］，术后回笼饲养（每
笼３只），注意保暖，自由饮水。地面行走出现向缺
血脑半球对侧转小圈设定为模型成功判断标准；大

鼠ＭＣＡＯ在２４ｈ内生存率为８０％。
２３　神经症状评分

神经病学检查评分参照文献［１０］的５分制评
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分标准，于造模２４ｈ后进行评分。对动物的行为缺
陷进行分级评分：０分：未观察到神经症状；１分：提
尾悬空时，动物的手术对侧前肢表现为腕肘屈曲，肩

内旋，肘外展，紧贴胸壁；２分：将动物置于光滑平面
上，推手术侧肩向对侧移动时，阻力降低；３分：动物
自由行走时向手术对侧环转或转圈；４分；软瘫，肢
体无自发活动。

２４　脑组织含水量及梗死百分比测定
于脑缺血２ｈ再灌注２２ｈ后，断头处死大鼠，取

出全脑，称重。在视交叉及其前后各２ｍｍ处，做冠
状切４刀，切成５片后迅速将脑片置５ｍＬ含有２％
ＴＴＣ的磷酸缓冲溶液中，避光温孵３０ｍｉｎ，在温孵过
程中每隔７～８ｍｉｎ翻动１次，温孵３０ｍｉｎ后取出脑
片，用数码相机拍照，之后用眼科镊分离苍白区（梗

死区）和非苍白区（正常区），其中：梗死百分比

（％）＝苍白区质量／（苍白区质量 ＋非苍白区质
量）×１００％；将染色后的脑组织置 １１０℃烘箱烘
干，对照大脑湿重求出脑含水量，脑组织含水量

（％）＝（１－脑组织干重／脑组织湿重）×１００％。
２５　缺血区脑组织 ＮＯ、ＮＯＳ、ＳＯＤ、ＭＤＡ测定及病
理组织学观察［１１］

于脑缺血２ｈ再灌注２２ｈ后，大鼠断头处死，迅
速取手术侧皮质和侧皮基底核０４ｇ左右，称重，加
冰冷生理盐水研磨成 １０％组织匀浆，匀浆液离心
（２０００ｒ·ｍｉｎ－１）１０ｍｉｎ，取上清液 －２０℃冷藏。
采用硝酸还原酶法测定 ＮＯ、分光光度法测定 ＮＯＳ、
羟胺法测定ＳＯＤ、ＴＢＡ法测定ＭＤＡ。

于视交叉处行冠状切面取左侧缺血区脑一小片

放入２％甲醛溶液中个固定４８ｈ。乙醇梯度脱水，
石蜡包埋，切片，进行苏木精伊红染色，光镜下观察

脑组织疏松、水肿程度及神经元变性坏死情况。

２６　脑神经细胞线粒体内［Ｃａ２＋］ｉ的测定
［１２］

将大脑置于冰冷 ＤＨａｎｋｓ液中，取出大脑皮
层，用ＤＨａｎｋｓ液冲洗干净，剪碎后加入２５ｇ·Ｌ－１

胰蛋白酶，于３７℃水浴中３０ｍｉｎ，以含１０％小牛
血清的 ＤＭＥＭ培养基终止消化，过滤，滤液离心，
再以 ＤＨａｎｋｓ液洗 ２遍，沉淀以含 １０％小牛血清
的 ＤＭＥＭ培养基悬浮计数后制成浓度细胞数为
１×１０９个·Ｌ－１的细胞悬液，加入４００μＬ冷的试剂
线粒体提取液，置冰上１０ｍｉｎ。用 Ｄｏｕｎｃｅ匀浆器
匀浆 ３０～４０下，然后在 ４℃下离心（５００×ｇ）
５ｍｉｎ，快速将上清吸入另一预冷的干净离心管，在
４℃下离心（１００００×ｇ）２０ｍｉｎ，在沉淀中加入
４００μＬ冷的线粒体提取液，然后于 ３７℃预热

５ｍｉｎ，加入 Ｆｕｒａ３／ＡＭ（终浓度为５ｍｏｌ·Ｌ－１），振
荡４５ｍｉｎ，再以含０２％牛血清白蛋白的 ＤＨａｎｋｓ
液洗２遍，然后再调整细胞数为 １×１０９个·Ｌ－１。
用荧光分光光度计测定并根据以下公式计算

［Ｃａ２＋］ｉ浓度：
［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｋｄ（Ｆ－Ｆｍｉｎ）／（Ｆｍａｘ－Ｆ）
其中Ｋｄ为 Ｆｕｒａ３与 Ｃａ

２＋反应的解离常数，为

２４ｎｍｏｌ·Ｌ－１；Ｆ为不同实验条件下的荧光强度，由
加入终浓度为１ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２后测得；Ｆｍａｘ为最
大荧光值，由加入ＴｒｉｔｏｎＸ１００后测得；Ｆｍｉｎ为最小荧
光值，由加入３倍于Ｃａ２＋的ＥＧＴＡ后测得。
２７　蛋白表达测定

取大鼠手术侧视交叉与脑垂体之间的脑组织，

冰浴下匀浆（匀浆液配方：０３２ｍｏｌ·Ｌ－１蔗糖，０３
ｍｍｏｌ·Ｌ－１苯甲基磺酰氟，２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，
ｐＨ７４）。４℃下离心（８００ｒ·ｍｉｎ－１）２５ｍｉｎ；取上清
再离心（１６０００ｒ·ｍｉｎ－１）１５ｈ，取上清液置于－７０
℃备用。Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白定量法测定［１３］，以牛血清白

蛋白制备标准曲线。

ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白质，恒压 １５０Ｖ，５５
ｍｉｎ，电转移至硝酸纤维素膜，恒流１５０ｍＡ，２ｈ。将
膜置于适量封闭液中（５％脱脂奶粉 ＴＢＳ：０９％
ＮａＣｌ，０１ｍｏｌ·Ｌ－１，ＴｒｉｓＨＣ，ｐＨ７５）在平缓摇动的
水平摇床上室温孵育１ｈ，封闭结束后，将膜放入杂
交袋中，根据滤膜面积０１ｍＬ·ｃｍ－２的量分别加入
（ｃａｓｐａｓｅ３／８／９，１∶４００）抗体（孵育液配方：２５％脱脂
奶粉 ＴＢＳ），排除气泡，封闭袋口，室温下孵育过夜。
剪开杂交袋，废弃抗体，００５％Ｔｗｅｅｎ２０ＴＢＳ洗膜３
次，每次１０ｍｉｎ，将膜与ＨＲＰ结合的二抗（辣根过氧
化酶标记抗体，二抗用封闭液稀释１∶５０００）室温下
摇荡孵育２ｈ，然后用ＰＢＳＴ充分洗膜，漂洗４次，每
次１０ｍｉｎ，按０１ｍＬ·ｃｍ－２显影液计算用量，将显
影液加于ＰＶＤＦ膜上，室温放置１ｍｉｎ。用保鲜膜将
膜包好（尽量避免气泡）。暗室中迅速将膜蛋白贴

在Ｘ光胶片上曝光，洗片机中显影、洗像。调整曝
光时间，直至出现最佳条带。

２８　统计分析
计量资料以表示，采用ＳＰＳＳ１３０对各治疗组与

对照组进行比较。病理观察中的等级资料采用

ＤＡＳ１０软件中的Ｒｉｄｉｔ法检验处理。

３　实验结果
３１　大鼠神经行为学评分

假手术组大鼠麻醉清醒后无神经功能缺损症

·９９４１·
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状。ＭＣＡＯ组大鼠均出现明显的神经行为缺陷症
状。而 ＧＫ 组 可 明 显 改 善 大 鼠 神 经 症 状
（Ｐ＜００５），ＧＫ＋ＳＭ组与模型组比较具有显著统
计学意义（Ｐ＜００１）。ＧＫ＋ＲＲ组对神经功能缺损
保护无统计学差异。与 ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＲＲ明显
减低神经行为评分，而 ＧＫ＋ＳＭ组增加神经行为评
分，且二者具有显著性差异。

３２　脑组织含水率及梗死百分比的影响
与假手术组相比，ＭＣＡＯ组脑组织含水率及梗

死面积显著升高。与 ＭＣＡＯ组相比，ＧＫ＋ＲＲ组
和 ＧＫ组脑组织含水率及梗死面积显著性降低
（Ｐ＜００５）；与 ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＲＲ组减少脑组
织含水率及梗死面积（Ｐ＜００５），ＧＫ＋ＳＭ组增加
脑组织含水率及梗死面积（Ｐ＜００５）。结果
见图１。

３３　脑ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量测定
与假手术组比较，ＭＣＡＯ组中缺血区脑组织ＳＯＤ

明显降低，ＭＤＡ明显升高；与ＭＣＡＯ组比较，ＧＫ组缺
血区脑组织 ＭＤＡ含量显著降低；缺血区脑组织中
ＳＯＤ活性明显升高；与 ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＲＲ组缺血
区脑组织中ＭＤＡ含量显著降低，ＳＯＤ活性明显升高。
与ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑组织中 ＭＤＡ含
量显著升高，ＳＯＤ活性明显降低。结果见表１。
３４　缺血脑组织ＮＯ含量、ＮＯＳ活性测定

与假手术组比较，ＭＣＡＯ组中缺血区脑组织ＮＯ
含量、ＮＯＳ活性明显升高；与 ＭＣＡＯ组比较，ＧＫ组
缺血区脑组织ＮＯ含量、ＮＯＳ活性明显降低；与 ＧＫ
组比较，ＧＫ＋ＲＲ组缺血区脑组织中 ＮＯ含量、ＮＯＳ
活性明显升高；与 ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑
组织中ＮＯ含量、ＮＯＳ活性降低。结果见表１。

图１　不同组别对脑缺血再灌注损伤大鼠神经行为学（Ａ）、脑含水量（Ｂ）和脑梗死面积（Ｃ）的影响．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
与假手术组比，１）Ｐ＜００１；与缺血再灌注组比较，２）Ｐ＜００５；与ＧＫ组比较，３）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｄｅｆｉｃｉｔｓｃｏｒｅ（Ａ），ｂｒａｉｎｗａｔｅｒｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（Ｂ）ａｎｄｉｎｆｒａｃｔｉｏｎａｒｅａｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（Ｃ）
ｉｎＭＣＡＯｒａｔ．ｎ＝８，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＧＫ

表１　不同组别对脑缺血再灌注损伤大鼠缺血组织中ＳＯＤ活性、ＭＤＡ含量、ＮＯ含量和ＮＯＳ活性的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｙ，ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔ，ＮＯｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＮＯＳａｃｔｉｖｉｔｙｉｎＭＣＡＯｒａｔ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐ　　 Ｄｏｓｅ／ｍｇ·ｋｇ－１　　 ＳＯＤ／Ｕ·ｍＬ－１ ＭＤＡ／ｎｍｏｌ·ｍＬ－１ ＮＯ／μｍｏｌ·ｇ－１ ＮＯＳ／Ｕ·ｍｇ－１

Ｓｈａｍ 　　－ １７２５±６２ ７３９±０６９ ０３１±００２ ２７３±０７８

ＭＣＡＯ 　　－ １４９０±７２１） １０６４±１４４１） ０４７±００４１） ９５５±２４２１）

ＧＫ＋ＲＲ ４ｍｇ＋１ｍｇ １７２３±５０２）３） ７３４±０５７２）３） ０３０±００１２）３） ４６０±０７１２）３）

ＧＫ ４ｍｇ １６１７±４８２） ８６５±０３７２） ０３５±００３２） ６８８±０９１２）

ＧＫ＋ＳＭ ４ｍｇ＋０８ｍｇ １５１４±６２２）３） １００２±０６２２）３） ０４１±００３２）３） ８９０±１０９２）３）

注：与假手术组比，１）Ｐ＜００１；与缺血再灌注组比较，２）Ｐ＜００５；与ＧＫ组比较，３）Ｐ＜００５

Ｎｏｔｅ，１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＧＫ
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３５　脑皮层神经细胞内［Ｃａ２＋］ｉ的影响
与假手术组比较，ＭＣＡＯ组中缺血区脑组织细

胞线粒体内［Ｃａ２＋］ｉ浓度明显升高；与 ＭＣＡＯ组比
较，ＧＫ＋ＲＲ组、ＧＫ组和 ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑组织
［Ｃａ２＋］ｉ浓度明显降低；与 ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＲＲ组
缺血区脑组织中［Ｃａ２＋］ｉ浓度明显降低；与 ＧＫ组比
较，ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑组织中［Ｃａ２＋］ｉ浓度升高。
结果见图２。
３６　病理组织观察

与假手术组比较，与 ＭＣＡＯ组脑组织疏松、水
肿明显，与ＭＣＡＯ组比较，ＧＫ组、ＧＫ＋ＲＲ、ＧＫ＋ＳＭ
组均能明显改善脑组织神经元的水肿和坏死，与

ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＲＲ组改善效果优于 ＧＫ组，而
ＧＫ＋ＳＭ组改善效果明显低于ＧＫ组，见表２和图３。
３７　脑神经元细胞中蛋白的影响

与假手术组比较，ＭＣＡＯ组中缺血区脑组织
ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白表达明显升高；与 ＭＣＡＯ组比
较，ＧＫ＋ＲＲ组、ＧＫ组和 ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑组织
ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白表达明显降低；与 ＧＫ组比较，
ＧＫ＋ＲＲ组缺血区脑组织中 ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白表
达明显降低；与ＧＫ组比较，ＧＫ＋ＳＭ组缺血区脑组
织中ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白表达升高。结果见图４。

图２　ＧＫ对脑缺血损伤大鼠脑缺血组织中线粒体内
［Ｃａ２＋］ｉ浓度的影响．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
与空白组比，１）Ｐ＜００１；与模型组比较，２）Ｐ＜００５；与ＧＫ组比较，３）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＧＫｏｎｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ［Ｃａ２＋］ｉｉｎｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘ
ａｆｔｅｒＭＣＡＯｉｎｒａｔｓ．ｎ＝６，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＧＫ

表２　不同组别对大鼠急性脑缺血损伤后脑组织病理显微照片中间质水肿和神经元凋亡和坏死的影响．％，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｅｄｅｍａａｎｄｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ，ｓｔａｉｎｅｄｂｙＨ＆Ｅｍｅｔｈｏｄ，ｏｆｃｏｒｏｎａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｂｒａｉｎａｔ２４ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯｉｎｒａｔ．％，ｎ＝３，珋ｘ±ｓ

Ｇｒｏｕｐｓ
Ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌｅｄｅｍａ Ｎｅｕｒｏｎａｌｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎａｎｄｎｅｃｒｏｓｉｓ

－ ＋ ＋＋ ＋＋＋ Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ － ＋ ＋＋ ＋＋＋ Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００ ０ ０ ０ ０ １００ ０ ０ ０ ０
ＭＣＡＯ ２０ ３０ １０ ４０ ８０ ４０ １０ ５０ ０ ６０
ＧＫ＋ＲＲ ３０ ６０ １０ ０ ７０ ９０ １０ ０ ０ １０
ＧＫｇｒｏｕｐ ３０ ３０ ３０ １０ ７０ ６０ ３０ １０ ０ ４０
ＧＫ＋ＳＭ ３０ ４０ １０ ２０ ７０ ７０ １０ ２０ ０ ３０

图３　ＨＥ染色病理显微照片（×２００）
Ｆｉｇ３　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ（Ｈ＆Ｅｓｔａｉｎｉｎｇ）ｏｆｃｏｒｏｎａｌｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｂｒａｉｎａｔ２４ｈａｆｔｅｒＭＣＡＯｉｎｒａｔ（×２００）
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图４　不同组别对脑缺血损伤大鼠脑组织中ｃａｓｐａｓｅ３／８／９蛋白表达的影响．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
与空白组比，１）Ｐ＜００１；与缺血再灌注组比较，２）Ｐ＜００５；与ＧＫ组比较，３）Ｐ＜００５

Ｆｉｇ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｏｎｃａｓｐａｓｅ３／８／９ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＭＣＡＯｒａｔｓ，ｔｈｅｃａｓｐａｓｓｅｐｒｏｔｅｉｎｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｎｅｔｇｒａｙ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ．ｎ＝３，珋ｘ±ｓ
１）Ｐ＜００１，ｖｓｓｈａｍｇｒｏｕｐ；２）Ｐ＜００５，ｖｓＭＣＡＯｇｒｏｕｐ；３）Ｐ＜００５，ｖｓＧＫ

４　讨　论
线粒体内Ｃａ２＋超载引起线粒体通道的开放，导

致线粒体去极化，氧化因子的解磷酸化，大量线粒体

溶解和线粒体外膜破坏［１４１５］。线粒体内 Ｃａ２＋的调
节主要通过线粒体 ＭＣＵ调节，在静息状态下，胞浆
内Ｃａ２＋浓度和线粒体外膜的浓度一致，当兴奋状态
下，胞浆内Ｃａ２＋浓度大于２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１时，能够激
活ＭＣＵ通道，使得线粒体内 Ｃａ２＋浓度迅速提高到
几十倍或者上百倍，从而引起线粒体去极化，凋亡因

子释放，氧化应激等［１６］。我们研究结果发现，ＭＣＵ
兴奋剂ＳＭ能够降低ＧＫ对ＭＣＡＯ大鼠脑损伤的保
护作用，表明研究结果与文献一致。

脑缺血再灌注后引起的“氧化应激”反应，导致

氧自由基、ＭＤＡ等氧化产物增多，神经细胞胞质内
Ｃａ２＋内流，引起神经细胞破坏加重脑损伤［１７］。线粒

体通透性的改变，引起释放相应的凋亡因子，如细胞

色素Ｃ，ＡＩＦ因子等，促进细胞下游凋亡因子ｃａｓｐａｓｅ３
蛋白的过多表达，最终，破坏ＤＮＡ的完整性，引起细
胞凋亡［１８］，我们前期研究表明，ＧＫ对脑缺血损伤的
保护作用与抑制线粒体 Ｃａ２＋内流和抑制氧化应激
相关［１２］，为了阐明 Ｃａ２＋内流控制路径，我们选择
ＭＣＵ作为研究对象，通过联合 ＧＫ与 ＭＣＵ拮抗剂
或兴奋剂同时给药，发现 ＭＣＵ抑制剂能够协同 ＧＫ

而减少Ｃａ２＋内流，而ＭＣＵ兴奋剂能够协同ＧＫ增加
Ｃａ２＋内流，说明ＧＫ通过ＭＣＵ路径抑制线粒体Ｃａ２＋

内流。

为了阐明ＧＫ抑制 Ｃａ２＋内流的上游因素，我们
研究联合 ＧＫ和 ＭＣＵ拮抗剂或兴奋剂对 ＮＯＳ和
ＮＯ的影响。ＮＯＳ催化左旋精氨酸生成 ＮＯ，ＮＯ与
超氧阴离子反应生成超氧亚硝酸根离子，其降解为

ＯＨ—和ＯＮＯＯ—自由基，使细胞膜发生脂质过氧化
反应，诱导Ｃａ２＋内流，线粒体去极化，产生强烈的神
经毒性，导致神经元死亡；大量ＮＯ可导致大量多巴
胺释放，引起神经细胞损伤［１９２０］。前期研究 ＧＫ对
脑缺血损伤的保护作用与抑制 ＮＯＳ和 ＮＯ有关［２］，

说明ＧＫ具有抑制ＮＯＳ活性和减少ＮＯ产生来抑制
Ｃａ２＋内流，通过联合ＧＫ与ＭＣＵ拮抗剂或兴奋剂发
现，ＭＣＵ拮抗剂能协助 ＧＫ抑制 ＮＯＳ活性和 ＮＯ含
量的升高，可能ＭＣＵ拮抗剂能够减少 Ｃａ２＋内流，反
作用于氧化应激而抑制 ＮＯＳ活性和 ＮＯ含量的升
高。相反ＭＣＵ兴奋剂其作用与之相反。

为了进一步阐明基于 ＭＣＵ通路 ＧＫ对 Ｃａ２＋内
流所引起下游凋亡蛋白的影响，有必要对下游凋亡

蛋白跟踪评价。Ｃａ２＋的升高诱导产生凋亡信号，传
递到ｃａｓｐａｓｅ８使其活化，被激活后形成诱导死亡信
号复合体作用于级联反应的效应酶 ｃａｓｐａｓｅ３，也就
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是最后的执行者，由此激活核酸内切酶，使 ＤＡＮ降
解，导致凋亡［２１］。同时 Ｃａ２＋内流引起线粒体膜的
去极化和电位下降，使细胞色素 Ｃ从线粒体中被释
放，激活线粒体依赖的 ｃａｓｐａｓｅ９，并剪切活化为
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ９，继而活化下游ｃａｓｐａｓｅ３直接引起
脑缺血区细胞的凋亡［２２］。实验结果表明，ＧＫ联合
ＭＣＵ拮抗剂或兴奋剂能够有效调整Ｃａ２＋内流，而间
接影响 ｃａｓｐａｓｅ８、ｃａｓｐａｓｅ９上游凋亡蛋白，导致下
游蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３表达改变，说明 ＧＫ是通过影响
ＭＣＵ关键路径，间接影响下游凋亡蛋白表达来保护
脑缺血损伤。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
［１］　ＡＲＯＮＯＷＳＫＩＪ，ＳＴＲＯＮＧＲ，ＧＲＯＴＴＡＪＣＲｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕ

ｒｙ：ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｂｒａｉｎｄａｍａｇｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎａｆｔｅｒ
ｔｒａｎｓｉｅｎｔｆｏｃａｌｉｓｃｈｅｍｉａｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＪＣｅｒｅｂＢｌｏｏｄＦｌｏｗＭｅｔａｂ，
１９９７，１７（１０）：１０４８１０５６．

［２］　ＭＡＳＷ，ＬＩＵＸＨ，ＸＵＮＱＲ，ｅｔａｌ．Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ
ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＫａｇａｉｎｓｔＨ２Ｏ２ｉｎｄｕｃｅｄＰＣ１２ｃｅｌｌｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｂｙａ
ｍｅｌｉｏｒａｔｉｎｇｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．
ＢｉｏｌＰｈａｒｍＢｕｌｌ，２０１４，３７（２）：２１７２２５．

［３］　ＭＡＳＷ，ＺＨＡＮＧＸＴ，ＨＥＳＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｇｉｎｋｇｏｌ
ｉｄｅＫｏｎｆｏｃａｌｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｃｈｉｎ
ＰｈａｒｍＪ（中国药学杂志），２０１１，４６（１３）：９９３９９７．

［４］　ＧＵＪＨ，ＧＥＪＢ，ＬＩＭ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎ
ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｎｄａｎｔｉａｐｏｐｔｏｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＢｉｎａｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｏｆｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕ
ｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍＳｃｉ，２０１２，４７（４）：６５２６６０．

［５］　ＺＥＮＧＬＨ，ＸＵＬＨ，ＨＥＸＨ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ
ｇｒｏｗｔｈｏｆｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒＤＵ１４５ｃｅｌｌｓｂｙｃｏｍｂｉｎｅｄｐｉｐｅｒｉｎｅａｎｄ
ｇｏｓｓｙｐｏｌｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｊ］．ＣｈｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌＢｕｌｌ（中国药理学通
报），２０１２，２８（８）：１１０５１１１０．

［６］　ＫＩＲＩＣＨＯＫＹ，ＫＲＡＰＩＶＩＮＳＫＹＧ，ＣＬＡＰＨＡＭＤＥＴｈｅｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｃａｌｃｉｕｍｕｎｉｐｏｒｔｅｒｉｓａｈｉｇｈｌｙｓｅｌｅｃｔｉｖｅｉｏｎｃｈａｎｎｅｌ［Ｊ］．
Ｎａｔｕｒｅ，２００４，４２７（６９７２）：３６０３６４．

［７］　ＷＡＮＧＳＬ，ＬＩＵＺＬＲｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃａｌｃｉｕｍｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ
ｉｎｔｈｅｒｅｍｏｔｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｏｎｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎ
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