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摘 要 : 【目的】研究银杏叶标准提取物 ( EGb761)保护创伤脊髓运动神经元的细胞机制。 【方法】成年

Sprague- Dawley 雄性大鼠行臂丛神经根撕脱术后 , 随机分为 : 撕脱组 (生理盐水治疗 )和 EGb761 组 [EGb761

100 mg/(kg·d) 治疗]。各组动物分别存活 5 d,2、4、6 周后处死。硝酸还原酶法检测大鼠脊髓组织 NO含量和

cNOS酶活力 , 取 C7 节段切片行胆碱乙酰转化酶 ( ChAT)、神经元型一氧化氮合酶 ( nNOS)免疫组化、NADPH- d

酶组化和中性红活细胞染色。【结果】 EGb761 组与撕脱组相比 :不仅降低脊髓组织 NO含量(μmol/g) (2 周组

0.24 vs 0.36、4 周组 0.22 vs 0.30、6 周组 0.19 vs 0.23; P 均 < 0.05), 也降低脊髓组织 cNOS 酶活力(U/mg) (5 d

组 0.047 vs 0.057、2 周组 0.13 vs 0.20、4 周组 0.065 vs 0.14、6 周组 0.061 vs 0.083; P 均 < 0.05)。EGb761 恢复

部分损伤运动神经元的 ChAT活性、EGb761 降低 nNOS 蛋白的异位表达 , NADPH 表达率(%) (2 周组 26.0 vs

40.7、4 周组 21.7 vs 36.9、6 周组 18.2 vs 26.7、8 周组 12.6 vs 20.9; P 均 < 0.05); EGb761 提高损伤运动神经元

的生存率(%) (5 d 组 92.2 vs 87.1、2 周组 77.1 vs 71.3、4 周组 56.8 vs 49.8、6 周组 48.0 vs 43.4、8 周组 31.3 vs

22.0; P 均 < 0.05)。【结论】EGb761 可能通过多靶点干扰损伤运动神经元的基因表达、蛋白酶活性以及代谢进

程 , 减少臂丛撕脱伤诱导的运动神经元死亡。
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Abstract:【Objective】 To study the cellular mechanism of EGb761 effect on injured spinal motor neurons.

【Methods】 Male adult Sprague- Dawley rats were performed with roots avulsion of right brachial plexus under the

microscope. Then the injured rats were randomly divided into avulsion groups (with normal saline treatment) and

EGb761 groups [ with EGb761 100 mg/(kg·d) treatment] . After survival for 5 days, 2, 4, 6, or 8 weeks, the rats

were killed, respectively. The NO and cNOS levels were detected by nitrate reductase method. The frozen sections

of injured C7 spinal segments were prepared for ChAT, nNOS immunohistochemistry, NADPH- d enzyme stain and

neutral red survival cell stain. 【Results】 Compared to avulsion groups, EGb761 not only decreased NO levels

(μmol/g) (0.24 vs 0.36 at 2 week, 0.22 vs 0.30 at 4 week, 0.19 vs 0.23 at 6 week, with P < 0.05, respectively),

but also decreased the activities of cNOS enzyme (U/mg) (0.047 vs 0.057 at 5 d, 0.13 vs 0.20 at 2 week, 0.065 vs

0.14 at 4 week, 0.06 vs 0.083 at 6 week, with P < 0.05 respectively). In EGb761 treated rats, expression of ChAT

were up- regulated and de novo nNOS expression were down- regulated with decreased amount of NADPH- positive

motor neurons (%) (26.0 vs 40.9 at 2 week, 21.7 vs 36.9 at 4 week, 18.2 vs 26.7 at 6 week, 12.6 vs 20.9 at 8
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标准的银杏叶提取物 (Ginkgo biloba extracts,

EGb761), 商品名金纳多 (GINATON)、达那康

(TANAKAN) 在中枢神经系统的作用非常广泛 , 主

要包括清除自由基抗氧化、促进局部血液循环 , 因

而大多应用在心脑血管疾病的药物治疗 [1]。

EGb761 对损伤外周神经的作用的研究较少[2, 3]。我

们前期研究发现 EGb761 可以增加臂丛撕脱伤运

动神经元的存活率 [4, 5],但作用机制不明确 , 本实验

力图通过体内研究 , 从组织细胞水平探讨 EGb761

修复损伤的脊髓运动神经元功能的机制。

1 材料和方法

1.1 实验材料来源

雄性 SD大鼠 144 只 , 体质量 200 ～300 g, 由

中山大学实验动物中心提供。银杏叶标准化提取

物 EGb761 干粉由中国药品生物制品检验所提供 ,

生产批号 0866- 9701, 水溶液当天按每只大鼠 100

mg/kg加双蒸水配成 1 mL溶液 ; 一氧化氮(nitric

oxide, NO)和一氧化氮合酶 ( nitric oxide synthase,

NOS)分型试剂盒 , 蛋白定量试剂盒均购自南京建

成生物工程公司 ;一抗 :鼠抗大鼠胆碱乙酰转化酶

(choline acetyltransferase, ChAT)单克隆抗体 , 工作

浓度 1∶800 (Chemicon, CA); 兔抗大鼠神经元型一

氧化氮合酶(neuronal nitric oxide synthase, nNOS )

抗体 , 工作浓度 1∶3000 (Santa Cruz, Inc); 二抗 : 马

抗小鼠 IgG 和山羊抗兔 IgG (工作浓度均为 1 ∶

400) 以及 ABC试剂盒均购自 Vector Laboratories,

Burlingame, CA;β-尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸黄递

酶 (β- Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

diaphorase, β- NADPH- d)、氯化硝基四氮唑蓝

(nitro- blue tetrazolium, NBT)以及 3,3- 四盐酸二氨

基联苯胺( diaminobenzidine, DAB)均购自 Sigma 公

司。

1.2 臂丛根性撕脱手术和 EGb761 治疗

臂丛根性撕脱手术及 EGb761 用药方案详见

参考文献 [4, 5]。动物经 ketamine (80 mg/kg) 和

xylazine (8 mg/kg) 肌肉麻醉后 , 在 Olympus 手术显

微镜下暴露右侧臂丛 ( brachial plexus)的 C5~T1 神

经根 , 以显微止血钳钳夹牢神经根 , 向外侧逐一撕

脱 5 个神经根 , 手术显微镜下可辨认撕下的脊神

经前根和背根神经节为撕脱手术成功标志。手术

后损伤大鼠随机分为 EGb761 组和撕脱组。大鼠随

机分组每小组动物 8 例 , 每天上午 10 点腹腔注射

1 mL EGb761( 100 mg/kg)或 1 mL生理盐水。

1.3 酶化学反应检测脊髓组织 NO 含量和 NOS

酶活力

手术后大鼠分别存活 5 d、2 周、4 周和 6 周。

截取损伤脊髓节段新鲜组织 , 按南京建成工程公

司提供试剂盒中的说明书 , 提取脊髓组织蛋白质 ,

双缩脲法测定脊髓组织蛋白含量 ; 硝酸还原酶反

应 , 722 分光光度计化学比色法检测脊髓组织 NO

含量和结构型 NOS( constitute NOS, cNOS) 酶活

力。

1.4 免疫组织化学染色

实验动物以 10 g/L戊巴比妥钠 ( 40 mg/kg)腹

腔注射麻醉 , 经左心室向升主动脉内插管灌注生

理盐水及 40 g/L冷多聚甲醛 PBS固定液。以 C7

上下神经根之中点为标志 , 取 C7 节段脊髓 , 置相

同固定液内后固定 4 h 后 , 转入 300 g/L蔗糖置 4

℃冰箱过夜 , 组织沉底后以半导体恒冷滑动切片

机做冠状切片 , 片厚 40 μm, 隔 3 取 1, 收集于

0.01 mol/L PBS( pH 7.4)中。漂浮法以 PBS代替一

抗作空白对照 , 参照 ABC试剂盒中的说明书 , 分

别行 ChAT和 nNOS免疫组化染色 , 以细胞浆染成

棕黄色 ,同时空白对照胞浆无染成棕黄色为标准。

1.5 NADPH- d 酶组化和中性红染色与运动神经

元计数

以漂浮法进行 β- NADPH- d 染色显示 NOS阳

性神经元 [6]。NADPH- d 染液含 NADPH- d 10 mg;

NBT 2.5 mg。将冰冻切片置染液 37 ℃孵育 1～2 h

后 , 用 0.01 mol/L PBS(pH 7.4)漂洗 3 次 , 裱片干燥

后 ,用中性红复染 3～5 min, 乙醇常规脱水透明 , 中

性树脂封片。在 20 倍显微镜下计数每例动物 C7

week, with P < 0.05 respectively); EGb761 enhanced the survival rate of injured motor neurons (%) (92.2 vs 87.1

at 5 d, 77.1 vs 71.3 at 2 week, 56.8 vs 49.8 at 4 week, 48.0 vs 43.4 at 6 week, 31.3 vs 22.0 at 8 week, with P <

0.05 respectively). 【Conclusion】 It is suggested that EGb761 may interfere with genomics, proteomics, and

metabolic mechanism in root avulsion- induced spinal motor neuron neuropathy.

Key words: extracts of Ginkgo biloba (EGb761); nerve injury and repair; motor neuron; spinal cord

[J SUN Yat- sen Univ(Med Sci), 2006, 27(6):634- 639]
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Groupsn

5 d Avulsion

EGb761

2 week Avulsion

EGb761

4 week Avulsion

EGb761

6 week Avulsion

EGb761

8 week Avulsion

EGb761

n

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

NO level(μmol/g)

0.10±0.03

0.08±0.03

0.36±0.03

0.24±0.03 1)

0.30±0.03

0.22±0.01 1)

0.23±0.03

0.19±0.02 1)

cNOS activity(U/mg)

0.057±0.003

0.047±0.022

0.204±0.045

0.13±0.025 1)

0.14±0.024

0.065±0.013 1)

0.083±0.009

0.061±0.016 1)

NOS positive motor neurons(%)

5.4±1.8

4.9±1.8

40.6±4.7

26.0±5.6 1)

36.9±4.5

21.7±2.2 1)

26.7±4.2

18.2±3.5 1)

20.9±2.7

12.6±2.5 1)

Survival motor neurons(%)

87.1±3.4

92.2±3.5 1)

71.3±3.0

77.1±1.8 1)

49.8±4.0

56.8±4.1 1)

43.4±2.2

48.0±2.1 1)

22.0±3.2

31.3±5.0 1)

节段双侧脊髓前角运动神经元 , 选 10 张切片 , 以

胞体清晰 , 可见胞核为计数标准 , 以正常侧存活运

动神经元数目为 100%, 计算损伤侧 NADPH- d 阳

性或存活运动神经元占正常侧存活运动神经元数

目的百分比 , 分别代表损伤侧 NADPH- d 阳性率

和存活率。

1.6 统计学分析

用 SPSS 11.0 软件包进行统计分析 , 计量指标

用以 x±s 表示 , 各组间比较采用方 差 分 析

( ANOVA) , 各时间点内撕脱组与 EGb761 组的比

较使用 Student- Newmann- Keuls 检验 , 检验水准

"=0.05。

2 结 果

2.1 EGb761 对受损脊髓组织 NO 含量的影响

两组各时间点脊髓组织 NO含量见表 1, 多因

素方差分析组间差异有显著意义 , F=103.78, P <

0.01, 其中 5 d 时间点两组间无显著差异 , q =

1.26, P = 0.23; 2、4 和 6 周时间点 EGb761 组均低

于撕脱组 , q 值分别为 8.16, 7.08, 2.95; P 值均<

0.05。

2.2 EGb761 对受损脊髓组织 cNOS 活力的影响

脊髓组织 cNOS 活力见附表 , ANOVA 检验 3

组间差异有显著意义 , 其中 5 d 时间点两组间差

异无显著意义 , q = 0.77, P = 0.45; 2 、4 和 6 周时

间点 EGb761 组均低于撕脱组 , 差异均有显著意

义。q 值分别为 4.23, 7.80, 4.21; P 均 < 0.05。

2.3 EGb761 对受损运动神经元 NOS 表达的影

响

NADPH- d 酶组化(图 1)和 nNOS免疫组化(图

2)染色显现的损伤前角运动神经元 nNOS时空表

达的变化规律基本一致 : 各时间点正常侧运动神

经元均不表达(图 1A, 2A);损伤侧的表达从 5 d 开

始 , 2 ~ 4 周达高峰 , 6 周 以后逐渐下降 , 直至 8

周。阳性反应颗粒最早出现在胞体、继而是神经突

起 ;最早反应出现在前角的中央核群、前核群和前

外侧核群 , 继而蔓延到后外侧和后内侧核群 , 最后

是前内侧核群 ; 前角灰白之内的血管壁都呈

NADPH- d 阳性反应(图 1B,2B)。EGb761 治疗组损

伤前角运动神经元 nNOS时空表达的变化规律与

损伤组一致 , 但是反应强度和阳性神经元的数目

均有明显的减低 , 且血管壁 nNOS反应阴性 (图

1C,2C)。ANOVA分析 3 组间 NADPH- d 阳性神经

元数目差异有显著意义 , 其中 5 d 时间点两组间

无显著差异 , q = 0.65, P = 0.53; 2、4 、6 和 8 周时

间点 EGb761 组均低于撕脱组 , q 值分别为 5.99,

8.58, 4.37 和 6.45; P 值均< 0.05(表 1)。

表 1 撕脱对照组与 EGb761 治疗组间受损脊髓组织各指标的比较

Table 1 Comparison of data of injured spinal cords between the avulsion control and the EGb761 treated groups

Compared with avulsion group: 1)P < 0.05

( x±s)

2.4 EGb761 对受损运动神经元存活率和 ChAT

表达水平的影响

存活的神经元在中性红染色条件下均呈红

色 , 可见清晰的尼氏体(图 3A); 损伤侧运动神经元

明显丢失开始于撕脱后 6～8 周,前角明显萎缩 , 尚

存运动神经元胞体皱缩 , 胞浆含量明显减少 , 尼氏

体模糊不清 , 神经元从多角形变为圆形 ;周围胶质

细胞数量增多 (图 3B); 神经元丢失的次序与

NADPH- d 阳性反应出现的次序一致。EGb761 组

损伤侧前角运动神经元丢失的规律同撕脱组 ; 但

中山大学学报(医学科学版) 第 27 卷636



是死亡程度明显降低 , 存活运动神经元的形态与

正常侧运动神经元形态一致 , 周围胶质细胞反应

明显减少(图 3C)。定量分析各时间点受损脊髓 C7

节段前角运动神经元存活率的结果显示 : 5 d 、2 、

4、6 和 8 周时间点 EGb761 组均高于撕脱组 , q 值

分别为 2.94, 4.37, 3.42, 4.26 和 4.44; P 值均 <

0.05(表 1)。正常情况下脊髓前角运动神经元均能

合成 ChAT, ChAT免疫组化反应均为阳性(图 4A);

臂丛根性撕脱侧脊髓前角 , 随着损伤时间的延长 ,

ChAT阳性反应逐步减弱 , 2 周以后损伤侧 C7 节

段已经极少见到 ChAT阳性反应的运动神经元(图

4B); EGb761 治疗组运动神经元 ChAT阳性神经元

的数目与阳性神经元的反应强度均高于撕脱对照

组 , 阳性神经元的形态和分布与正常侧相似 , 但是

阳性神经元的数目少于正常侧(图 4C)。

3 讨 论

银杏树 (Ginkgo biloba) 是中国特有的古老植

物 , 按德国施瓦伯公司专利和法国博福-益普生提

图 1 损伤脊髓 C7 节段运动神经元 NADPH- d 染色

图 2 损伤脊髓 C7 节段运动神经元 nNOS 表达

图 3 损伤脊髓 C7 节段运动神经元中性红染色

图 4 损伤脊髓 C7 节段运动神经元 ChAT 表达

Fig. 1 NADPH- d reactions in motor neurons in injured spinal C7 segments (×10)

Fig. 2 The expression of nNOS in motor neurons in injured spinal C7 segments (×10)

Fig. 3 Neutral red stain in transverse sections of injured spinal C7 segments (×40)

Fig. 4 The expression of ChAT in motor neurons in injured spinal C7 segments (×10)

A: the intact side of C7 segment; B: the injured side of C7 segment treated with normal saline; C: the injured

side of C7 segments treated with EGb761

1A 1B 1C

2A 2B 2C

3A 3B 3C

4A 4B 4C
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[1]

取工艺结合 , 将银杏叶纯化、浓缩、和精制的提取

物加以标准化而得名 EGb761, 质量标准为含有

24%的总黄酮醇甙 , 7%的原花青素和 6%的萜内

脂。早期研究发现黄酮苷和花青素具有清除自由

基的能力 , 萜内酯中的银杏内酯具有拮抗血小板

激活因子的作用[1,7]。

3.1 EGb761 降低 NO 含量的机制

本文着重研究了 EGb761 对臂丛撕脱伤诱导

的脊髓组织 NO含量、损伤运动神经元 NOS酶活

性的影响。催化内源性 NO合成的限速酶为 NOS,

根据组织或细胞来源将 NOS分为 nNOS、eNOS和

iNOS。根据 NOS对 Ca2+ /CaM的依赖性不同 ,又可

将其分为结构型 NOS(constitutive NOS cNOS)和诱

导型二种。nNOS主要存在于神经细胞 , 但也有少

量分布于胶质细胞和脑血管周围的其它纤维 , 和

eNOS同为结构型 NOS。正常情况下脊髓前角运动

神经元无 nNOS表达。在脊髓神经根撕脱、坐骨神

经根切、脊髓冲击伤等中均可在脊髓前角中观察

到大量 nNOS的表达。我们的实验发现 EGb761 能

减少臂丛根性撕脱损伤脊髓组织内 NO 含量和

cNOS酶活力 , 下调受损运动神经元内 NOS酶活

性和 nNOS蛋白表达水平。这个结果与国内外研

究损伤脑组织 NO和 NOS酶活性的结果一致 [8, 9]。

EGb761 清除损伤脑组织 NO自由基的机制有 :①

直接结合 NO;②阻止 NO和超氧阴离子自由基反

应生成过氧亚硝基 , 从而减轻损伤组织的过氧化

损害;③降低 NO合成限速酶 NOS活力 ;④下调损

伤诱导的 nNOS免疫反应强度 ; ⑤降低巨噬细胞

iNOSmRNA表达水平。我们的结果支持以上理论 ,

并进一步表明在周围神经系统 EGb761 也是通过

上述机制影响创伤运动神经元的修复进程。

3.2 EGb761 保护受损运动神经元的 NOS 酶机

制

本研究发现 : EGb761 提高损伤运动神经元存

活率的幅度低于其下调 NOS的幅度。我们分析其

中原因可能有 : ①损伤后期神经营养因子缺失诱

导的凋亡机制是运动神经元丢失的主要原因 , 而

急性创伤诱发的过氧化损害 , 可能只在早期发挥

加速神经元死亡速度的作用 ; ②本实验检测到

EGb761 降低了脊髓组织 cNOS 和 nNOS 的活性 ,

但是没有检测 eNOS的含量 , 因而不排除 EGb761

使 eNOS水平下降 ,从而影响微循环不利于损伤运

动神经元存活的可能 ;③损伤早期局部聚集的 NO

有保护神经元的作用。在脊神经损伤的早期 ,表达

nNOS的 NO能作用于周围微血管 , 发挥其调节微

循环的功能 ;另外 , nNOS也可以和 Bcl- 2 及 GAP-

43 共同表达于神经元及其轴突、背根神经节及生

长锥 , 此时 nNOS的表达上调对神经元起保护和

再生作用并调节其轴突可塑性生长 [10]; 还有早期

nNOS激活并产生少量的 NO可以抑制一些 iNOS

表达所需的激活因子如 NFκB等的活性而减少由

iNOS产生的 NO对神经元所造成的继发性损害[11]。

因此 , 不同损伤、不同神经元、不同时期 , 损伤组织

NO的作用都可能不同 ; 非常有必要进一步研究

EGb761 治疗臂丛根性撕脱伤的最佳时间窗 , 以增

加临床用药的合理性。

3.3 EGb761 维持受损运动神经元神经递质合成

能力的机制

许多实验发现 EGb761 有改善中枢神经递质

的作用 ,前述 EGb761 改善老年痴呆患者认知水平

就与其作用于胆碱能神经递质有关 ; 乙酰胆碱是

由底物乙酰辅酶 A 和胆碱在 ChAT催化下生成 ,

乙酰辅酶 A 来自线粒体内丙酮酸的氧化脱羧反

应 , 50%～80%的胆碱来自突触前膜的重摄取 , 而

ChAT则由神经元胞体合成并随轴浆顺向运输到

轴突末梢储存。胆碱和 ChAT分别构成乙酰胆碱

代谢的限速底物和限速酶。前人的研究发现EGb761

可以增加大鼠海马胆碱能纤维突触前膜Na+- K+

ATP酶的活性,从而增加胆碱的重摄取量[12], 本实验

发现 EGb761 还能上调损伤神经元内 ChAT 的活

性;进一步证实了 EGb761 保护损伤神经元的胆碱

能机制。

以上研究表明, 臂丛根性撕脱伤后立即并持

续给与 EGb761 治疗 ,至少可以延缓运动神经元的

死亡时间 , 减轻死亡程度。其作用机制与 EGb761

减少损伤局部 NO含量和 cNOS活性 , 下调 nNOS

蛋白表达 ,维持乙酰胆碱递质的功能有关; EGb761

还有上调 c- jun[5]、保护损伤运动神经元细胞核和

线粒体形态及维持神经元代谢水平的作用 (另文

发表)。因此我们认为 EGb761 作用于损伤脊髓组

织的多个分子靶点 , 通过多种机制的综合保护臂

丛根性撕脱伤的运动神经元。
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