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窑基础研究窑

银杏叶提取物 EGb761 预处理对小鼠
大脑微梗死干预效应的影响

史涛涛1吟 摇 何小飞2 摇 罗世坚1 摇 陈晓锋1 摇 冯玉琨1 摇 黄如训2 摇 裴摇 中2 摇 李振东1

摘要摇 目的摇 观察银杏叶提取物 EGb761 预处理对小鼠大脑微梗死渊CMI冤模型的影响遥 方法摇 28 只

雄性 C57BL/6J 小鼠随机分为假手术组咱n =6袁PBS 100 mg渊kg窑d冤暂尧磷酸缓冲液渊PBS冤组咱n =11袁PBS
100 mg/渊kg窑d冤暂和实验组咱n =11袁EGb761 100 mg/渊kg窑d冤暂遥 PBS 组和实验组小鼠均被双光子激光照

射诱导建立 CMI 模型遥 HE 染色计算微梗死体积尧免疫荧光染色观察小鼠 CMI 区域神经元凋亡尧小胶质细胞

激活尧星形胶质细胞过度活化及 3鄄硝基酪氨酸渊3鄄NT冤沉积遥 结果摇 假手术组未发现 CMI 病灶袁大脑皮层组

织的星形胶质细胞和小胶质细胞均呈现正常状态遥 与 PBS 组比较袁实验组梗死体积尧活化小胶质细胞尧过度

活化星形胶质细胞计数及 3鄄NT 沉积量减小渊P<0郾 01冤遥 结论摇 EGb761 预处理具有减少小鼠 CMI 区域神

经元死亡袁减小梗死体积的作用袁机制可能与抑制小胶质细胞和星形胶质细胞活化袁并降低硝化应激水平

有关遥
关键词摇 大脑微梗死曰 银杏叶提取物曰 炎症反应曰 双光子显微镜

Effect of Pretreatment of Ginkgo Biloba Extract EGb761 for Cerebral Microinfarct in Mice摇 SHI Tao鄄
tao1袁 HE Xiao鄄fei2袁 LUO Shi鄄jian1袁 CHEN Xiao鄄feng 1袁 FENG Yu鄄kun1袁 HUANG Ru鄄xun 2袁 PEI
Zhong2袁 and LI Zhen鄄dong1 摇 1 Department of Neurology袁 The Fifth Affiliated Hospital of Sun Yat鄄sen U鄄
niversity袁 Guangdong渊519000冤曰 2 Laboratory of Neurology袁 The First Affiliated Hospital of Sun Yat鄄sen U鄄
niversity袁 Guangzhou渊510080冤

ABSTRACT摇 Objective摇 To explore the effect of Ginkgo Biloba extract EGb761 pretreatment for cere鄄
bral microinfarct渊CMI冤 in mice. Methods摇 Totally 28 male C57BL/6J mice were randomly divided into sham
group渊n =6袁 PBS 100 mg/kg per day冤袁 phosphate buffered saline渊PBS冤 group渊n =11袁 PBS 100 mg/kg per
day冤袁 and experimental group 渊n =11袁 EGb761 100 mg/kg per day冤 . CMI model was established by two鄄
photon laser irradiation in experimental group and PBS group. The microinfarct size was caculated by HE
staining. Apoptosis of neuron袁 activate microglia袁 overactive astrocyte袁 and deposition of 3鄄nitrotyrosine
were observed by immunofluorescent staining. Results摇 No CMI lesion was found in sham group. Astro鄄
cyte and microglia in cerebral cortex was normal. Compared with PBS group袁 infarct volume袁 counts of ac鄄
tive microglia and overactive astrocyte袁 deposition of 3鄄nitrotyrosine decreased in experimental group渊P<
0郾 01冤 . Conclusion摇 EGb761 pretreatment can decrease neuron death and infarct volume in CMI area of
mice袁 the mechanism may related with inhibiting over activation of microglia and astrocyte袁 and reducing
nitrification stress level.

KEYWORDS摇 cerebral microinfarct袁 Ginkgo Biloba extract袁 inflammation袁 two鄄photon microscopy

摇 摇 大脑微梗死渊 cerebral microinfarct袁 CMI冤被定

义为肉眼无法看到仅组织病理可见的小梗死灶袁直径

大小在 50 滋m ~5 mm 之间袁通常伴有胶质细胞增生

和神经元死亡咱1袁2暂遥 CMI 一般无明显的临床症状袁但发
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生率较高袁流行病学研究发现 CMI 在老年人中的发生

率超过 30%袁在有轻度认知障碍的患者中超过 55%袁
在血管性痴呆的患者中甚至达到 60% ~70% 咱3袁4暂 遥 研

究显示 CMI 和认知障碍之间存在强烈的相关性袁而认

知功能的损害严重影响人的生活质量袁给家庭和社会

带来极大的困扰咱5袁6暂遥 因此袁对 CMI 的研究袁尤其是治

疗方法的研究至关重要遥 双光子显微镜诱导闭塞大脑

皮层穿支动脉建立的 CMI 动物模型可以模拟人类

CMI 的病理改变袁能够用来研究 CMI 的防治咱7暂遥
银杏叶提取物渊EGb761冤是从银杏叶中提取的天

然成分袁既往研究显示其对缺血性卒中具有神经保护

作用袁能够缩小脑梗死体积袁抑制神经细胞凋亡袁改善

神经功能等咱8袁9暂遥 然而这些研究通常是针对大血管闭

塞所致的脑梗死袁对 CMI 的作用尚未见报道遥 为此袁
本实验利用双光子显微镜建立小鼠 CMI 模型袁观察

EGb761 预处理对 CMI 的影响遥
材料与方法

1摇 动物摇 28 只健康雄性 C57BL/6J 小鼠袁体重

20~25 g袁6~8 周龄袁购买并饲养于中山大学北校区动

物实验中心咱许可证号院SYXK渊粤冤2017原0081暂袁环境

为 SPF 级遥 所有动物试验操作符合中山大学实验动

物伦理委员会要求渊No郾 咱2017暂060冤遥
2摇 试剂与仪器摇 EGb761渊货号院H20140770袁德

国威玛舒培博士药厂冤尧神经元特异性核蛋白渊neu鄄
ron鄄specific nuclear鄄binding protein袁NeuN冤 抗体

渊货号院MAB377曰美国 Millipore 公司冤尧兔神经胶质纤

维酸性蛋白渊glial fibrillary acidic protein袁 GFAP冤
抗体渊货号院ab7206曰美国 ABCam 公司冤尧兔离子钙接

头蛋 白 渊 Ionized calcium鄄binding adapter mole鄄
cule鄄1袁Iba鄄1冤抗体渊货号院SAQ1935曰日本和光纯药工

业株式会社冤袁小鼠 3原硝基酪氨酸渊3鄄nitrotyrosine袁
3鄄NT冤抗体渊货号院ab61392曰美国 Abcam 公司冤曰抗小

鼠 IgG 488 渊货号院A21202曰美国 Life Technologies
公司冤 和抗兔 IgG 555 渊 货号院 A31572曰 美国 Life
Technologies 公 司 冤遥 双 光 子 显 微 镜 渊 DM6000
CFS冤尧测量软件渊LAS AF 2郾 5冤尧成像系统渊DFC 365
FX CCD冤尧图像摄取系统渊TCS SP5 MP冤均购买自德

国 Leica 公司袁体温维持仪渊型号院69002曰深圳瑞沃德

生命科技公司冤袁钛宝石激光器 渊Chameleon Ultra
域袁美国 Coherent 公司冤袁冰冻切片机渊CM 1950袁德
国 Leica 公司冤袁体视显微镜渊SMZ800袁日本 Nikon 公

司冤袁荧光显微镜渊BX51袁日本 Olympus 公司冤袁OCT
冰冻切片包埋剂渊美国樱花 SAKURA 公司冤遥

3摇 动物分组及预处理摇 小鼠随机数字表法分为

假手术组渊6 只冤尧磷酸缓冲液渊phosphate buffered
saline袁PBS冤组渊11 只冤和实验组 渊11 只冤遥 实验组

小鼠于建立模型前 7 天给予浓度 10 mg/mL 的

EGb761 100 mg/kg 灌胃处理袁每天 1 次至造模当天曰
对照组小鼠建立模型前用等量的 PBS 做相同处理遥
假手术组小鼠治疗同 PBS 对照组遥

4摇 造模方法摇 参考文献咱10原14暂遥
4郾 1摇 磨颅骨窗摇 小鼠麻醉状态下袁利用立体定位

仪以大脑前囟后 1 mm袁外侧 3 mm 为中心袁使用颅骨

钻磨薄直径约 5 mm 的圆形颅骨区域袁至光镜下能清

晰看到颅骨下小血管时完成磨颅遥
4郾 2摇 选择穿支动脉摇 经小鼠内眦静脉注射 FITC

荧光染料渊150 mg/kg冤以使脑血管在镜下显示并便于

被激光激发袁在双光子显微镜下固定并看到颅骨窗下

的血管图像袁此时可以直接观察到血管的形态以及血

流方向袁找到直径约 20 滋m尧流速约 10 滋m/ms 的目

标穿支动脉遥
4郾 3摇 闭塞目标动脉摇 激光波长调至 800 nm袁在

该穿支动脉壁上左右对称各定位 6 个漂白点渊双光子

激光损伤内皮细胞的过程称之为漂白冤进行照射袁强
度渊最大能量为 3郾 5 W冤从 30%开始袁以 10%的强度

缓慢递增直到断端血液凝固并在镜下看到红细胞停止

流动遥 持续观察 1 h袁确定下游血流被阻断且没有再

通袁模型即制作成功遥 假手术组除了不经过双光子激

光照射袁其余操作同上遥
5摇 取材及切片摇 造模后第 7 天袁用戊巴比妥钠将

小鼠深度麻醉后取仰卧位固定袁剪开胸腔暴露心脏袁经
心尖处进针入左心室袁先推注 100 mL 左右 0郾 9% 生

理盐水溶液袁再以 100 mL 4% PFA 继续推注直到小

鼠躯体尧四肢及肝脏变硬后停止遥 小心撬开颅骨袁取出

整个大脑袁用镊子分离颅骨窗位置的皮层组织并夹于

两张载玻片中使其平展袁而后连同载玻片一起放入含

有 4% PFA 的试管中袁4 益冰箱中固定过夜曰之后用

20%和 30%蔗糖溶液梯度脱水遥 脱水的皮层组织用

OCT 包埋后置于液氮中速冻袁再使用冰冻切片机制作

10 滋m 的矢状位切片遥 切片在 37 益 烘箱烘干后于

原40 益冰箱保存备用遥
6摇 HE 染色计算梗死体积 摇 对各组小鼠大脑皮

层切片在 100尧200尧300尧400尧500尧600尧700尧800 滋m
层面处进行 HE 染色遥 染色后的脑切片用体视显微镜

采集照片袁采用 ImageJ 软件分析照片并计算梗死体

积渊各个层面的梗死面积的平均值伊皮层的厚度冤遥
7摇 免疫荧光染色细胞计数及 3鄄NT 沉积检测 摇
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大脑切片在 37 益烘箱烘烤 30 min袁浸入 0郾 01 mol/L
PBS 中水化 10 min袁之后浸入枸橼酸溶液置于微波炉

内抗原修复 5 min遥 冷却后每个脑片滴加免疫荧光封

闭液于室温封闭 1 h曰倒掉封闭液后滴加经抗体稀释

液稀释后的一抗于 4 益冰箱孵育过夜遥 一抗按比例稀

释院 小鼠 NeuN 抗体 渊1 颐 400冤尧兔 GFAP 抗体 渊1 颐
400冤尧兔 Iba鄄1 抗体渊1 颐400冤和小鼠 3鄄NT 抗体渊1 颐
100冤袁其中 NeuN 和 Iba鄄1 两者双标遥 过夜后取出玻

片室温下复温 1 h袁之后再以 PBS 溶液洗 3 次渊每次

5 min冤后滴加荧光二抗于室温避光孵育 1 h遥 二抗稀

释浓度为院抗小鼠 IgG 488 渊1 颐400冤和抗兔 IgG 555
渊1 颐400冤袁之后再以 PBS 洗 3 次渊每次 5 min冤袁最后

用抗荧光淬灭剂封片遥 用荧光显微镜拍摄照片袁使用

Image J 软件进行小胶质细胞尧星形胶质细胞活化以

及 3鄄NT 沉积检测遥
8摇 统计学方法摇 采用 SPSS 22郾 0 软件对数据进

行统计分析遥 数据以 x依s 表示袁检验方法选用两独立

样本 t 检验袁P<0郾 05 为差异有统计学意义遥
结摇 摇 果

1摇 造模结果渊图 1冤摇 图 1A 和 1 图B 分别是穿支

动脉闭塞之前和之后的 3D 立体图像曰图 1C 和图 1D 所

示袁在激光诱发前袁穿支动脉是完整的曰激光诱发后袁图
1E和图 1F显示穿支动脉血管内的红细胞流动停止袁表
明该穿支动脉被成功阻断遥 最终假手术组未发现微梗

死病灶袁实验组有 81郾 82%渊9/11冤只小鼠产生微梗死病

灶袁PBS组有 72郾 73% 渊8/11冤产生微梗死灶袁两组造模

成功率比较袁差异无统计学意义渊P>0郾 05冤遥

摇 摇 注院箭头所指为穿支动脉

图 1摇 大脑穿支动脉的阻断

2摇 各组脑梗死体积比较渊图 2冤 摇 假手术组未发

现梗死灶遥 实验组梗死体积为 渊 222郾 39 依 20郾 26冤
滋m3袁PBS 组梗死体积比平均为 渊 317郾 23 依 20郾 29冤
滋m3遥 与 PBS 组比较袁实验组小鼠大脑皮层梗死体积

减少渊 t =9郾 356袁P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院A 为假手术组曰B 为 PBS 组曰C 为实验组曰图中用黑色

虚线所画的区域内即为梗死病变区袁此处以增生的胶质细胞及

核固缩的神经元为特征

图 2摇 各组小鼠大脑皮层梗死情况比较摇 渊HE袁伊200冤

3 摇 各组小胶质细胞活化和神经元丢失比较

渊图 3冤摇 假手术组无神经元的丢失袁小胶质细胞呈现

无活化的正常形态曰PBS 组出现大量神经元丢失曰实
验组神经元丢失较 PBS 组减少遥 实验组浸润的小胶

质细胞数量为渊43郾 63依7郾 67冤袁PBS 组的为渊101郾 63依
9郾 16冤遥 与 PBS 组比较袁实验组活化小胶质细胞数量

减少渊 t =13郾 727袁P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院使用 Iba鄄1和 NeuN 免疫荧光染色观察袁可见微梗死区出

现大量活化的小胶质细胞渊红色冤的浸润和神经元渊绿色冤的丢失曰
A 放大倍数为伊100袁B 放大倍数为伊200

图 3摇 各组神经元丢失以及小胶质细胞活化比较

渊免疫荧光冤

4摇 各组星形胶质细胞计数比较渊图 4冤 摇 免疫荧

光染色观察显示袁假手术组可见星形胶质细胞呈现未

激活的正常形态袁PBS 组和实验组有过度活化的星形

胶质细胞环绕遥 实验组过度活化星形胶质细胞数量为

渊226郾 13依23郾 36冤袁PBS 组为渊454郾 50 依 32郾 43冤遥 与

PBS 组比较袁实验组过度活化星形胶质细胞减少渊 t =
16郾 162袁P<0郾 01冤遥

5摇 各组 3鄄NT 沉积比较渊图 5冤摇 3 组小鼠大脑皮

层组织均见有 3鄄NT的沉积遥 假手术尧PBS尧实验组 3鄄NT
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摇 摇 注院红色为星形胶质细胞曰A 为假手术组曰B 为 PBS 组曰C
为实验组

图 4摇 各组梗死区域过度激活星形胶质细胞数量比较

渊免疫荧光袁伊200冤

的沉积数量分别为渊8郾 00 依1郾 48冤尧渊98郾 38 依 9郾 10冤尧
渊29郾 75依4郾 03冤遥 与假手术组比较袁PBS 组 3鄄NT 沉积

增多渊 t =23郾 96袁P<0郾 01冤曰与 PBS 组比较袁实验组 3鄄
NT 沉积减少渊 t =19郾 475袁P<0郾 01冤遥

摇 摇 注院绿色为 3鄄NT 的沉积曰A 为假手术组曰B 为 PBS 组曰C 为

实验组

图 5摇 各组 3鄄NT 沉积比较摇 渊免疫荧光袁伊200冤
讨摇 摇 论

适合的 CMI 动物模型对研究药物的作用非常重

要袁既往动物模型是通过向颈内动脉注射胆固醇晶体袁
使之堵塞小血管后行成多发微梗死灶袁但此法缺乏模

型一致化的控制咱6暂遥 利用双光子显微镜建立的 CMI 模
型精准度高袁稳定性强袁目前已经研究使用本模型进行

微梗死与认知功能缺损机制方面的研究咱14暂遥 笔者利用

双光子显微镜成功建立了小鼠大脑皮层微梗死模型袁并
进行了 CMI 治疗方面的研究咱11袁15暂遥 该模型病理特点为

神经元死亡袁并伴随着胶质细胞过度活化的炎症反应袁
与 CMI 病理表现一致咱16暂 遥 小胶质细胞在正常脑组织中

处于一种静息状态袁但在脑缺血后可被激活袁释放炎症

因子引起炎症反应袁导致神经细胞凋亡咱17暂 遥 正常来讲袁
星形胶质细胞对神经元具有保护和支持作用袁但过度活

化后不但会失去这种保护作用袁而且对神经元有害咱18暂遥
氧化应激反应中的自由基如一氧化氮渊nitric oxide袁
NO冤尧过氧化物等袁可能在缺血性脑损伤的发病机制中

起关键作用咱19暂 遥 3鄄NT 由 NO尧过氧化物和蛋白质相互

作用生成袁能够反应体内氧化应激和硝化应激的反应程

度咱20暂 遥 研究表明袁抑制炎症和氧化应激能够减少神经

元的死亡袁减小微梗死体积咱15暂遥
既往研究表明袁EGb761 具有抗神经元凋亡尧抗氧

化和抗炎的特性咱21袁22暂 遥 EGb761 也已被证明可以减

少局灶性脑缺血引起的神经元死亡咱23袁24暂 遥 在小鼠大

鼠中动脉阻塞模型上袁EGb761 预处理使脑梗死体积

减小了 48郾 2% 咱9暂 遥
本研究利用双光子显微镜成功诱导小鼠 CMI 模

型袁发现 EGb761 预处理后较 PBS 组 CMI 体积减少遥
PBS 组 CMI 区可观察到神经元丢失袁EGb761 预处理

后神经元丢失减少遥 此外袁活化的小胶质细胞浸润及

梗死周围区域环绕着大量活化的星形胶质细胞袁提示

炎症参与微梗死的病理生理袁而 EGb761 能够改善相

关病理变化遥 另外袁研究还发现 EGb761 预处理减少

了微梗死区 3鄄NT 的沉积袁这可能是 EGb761 减轻

CMI 的另一机制遥
本实验证实 EGb761 预处理可以减轻 CMI 梗死

体积袁同时抑制了梗死及周边区域的小胶质细胞活化

浸润尧星形胶质细胞的过度激活以及 3鄄NT 沉积遥 本

实验的不足之处在于未涉及小鼠 CMI 的认知功能改

变以及对 EGb761 预处理的效应遥 由于 CMI 与痴呆

之间有如此密切的相关性袁如果 EGb761 可通过减轻

CMI 来改善认知功能袁那将对痴呆患者大有裨益袁课题

组将针对此方面进一步研究遥
利益冲突院 本文章无任何利益冲突遥
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