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银杏叶提取物对惊厥性脑损伤大鼠天冬氨酸特异

半胱氨酸蛋白酶一3表达的影响及意义

毛定安，谭传梅，刘利群，薄涛

(中南大学湘雅二医院儿科，湖南长沙41001I)
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【擒要】目的探讨天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3(caspase一3)在惊厥性脑损伤发病机制中的作用及

银杏叶提取物对脑损伤的可能保护机制。方法将20日龄健康SD大鼠108只随机分为3组：对照组、惊厥组

及银杏叶提取物干预组。通过三氟乙醚反复吸入制备大鼠惊厥模型。干预组在每次惊厥后立即腹腔注射银杏叶

提取物50 mg／kg，12 h后再重复注射1次，其他两组注射等量生理盐水。各组动物于末次惊厥后1、3和7 d采

用免疫组化法检测海马组织中caspase一3蛋白表达，采用逆转录一聚合酶链反应(RT-PCR)方法检测海马组织

中caspase一3 mRNA表达。结果末次惊厥后1、3和7 dR马caspase一3的蛋白及mRNA表达均较对照组显著

升高，3 d时达峰值(P均<o．01)。银杏叶提取物干预组各时间点海马caspase一3的蛋白及mRNA表达均较惊

厥组显著下调(P<o．05或P<O．01)。结论大鼠反复惊厥后海马caspase一3表达显著增高，提示caspase一3参

与了惊厥性脑损伤的病理过程。银杏叶提取物能下调惊厥后海马caspase一3的异常表达，提示其对惊厥性脑损

伤的保护机制可能与抑制海马caspase一3异常表达有关。

【关键词】天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶一3；银杏叶提取物；脑损伤；惊厥；大鼠
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Effect and significance of Ginkgo biloba(银杏叶)extract on the expression of caspase一3 in the infant rats

with brain injury following recurrent seizures MAO Ding-an。TAN Chuan—mei，LIU Li—qun，BO Tao．

Department of Pediatrics。The Second Xiangya Hospital，Central South University，Changsha 41 0011，Hu-

nan，c^ina

[Abstract]Objective To investigate the effects of Ginkgo biloba(银杏叶)extract on the expression of

caspase一3 in the hippocampus of the rats following recurrent seizures，the role of caspase一3 in the brain injury

induced by seizures and the possible protective mechanism of Ginkgo biloba extract against brain injury．

Methods One hundred and eight Sprague—Dawley(SD)rats，twenty-day-old，were divided randomly into

three groups：the control group，the seizure group and the Ginkgo biloba extract treatment group．Seizures

models in rats were／‘p+roduced by consecutive inhalation of flurothyl daily for six days．The rats in the Ginkgo

biloba extract treatment group received 50 mg／kg of the Ginkgo biloba extract through intra—abdominal

injection immediately after every seizure，and after 12 hours another injection was repeated，while the rats in

seizure group and control group received volume—matched saline through intra—abdominal injections．Brain

tissue was sampled at different time points(1 day，3 days，7 days)after last seizure．The expression of

caspase一3 protein in the hippocampus was detected by immunohistochemistry，and the expression of caspase一3

mRNA was measured by reverse transcription—polymerase chain reaction(RT-PCR)．Results The caspase一3

protein and caspase一3 mRNA levels at the time points of post—seizure 1，3，7 days in the hippocampus of the

rat pups in seizure group were much higher than those in control group，while they were highest on the

post—seizure 3rd day(all P<0．01)．In Ginkgo biloba extract treatment group，the expression of caspase一3

mRNA and caspase一3 protein in the hippocampus at different time points significantly lower than those at

corresponding points in seizure group(P<0．05 or P<0．01)．Conclusion Ginkgo biloba extract can

down．．regulate the abnormal expression of caspase-3 in the hippocampus after rat repeated seizures．The

suppression of the abnormal levels of caspase-3 in the hippocampus is probably related tO the protective effects

of Ginkgo biloba extract on the brain injury induced by seizures．

[Key words]caspase一3；Ginkgo biloba extract；brain injury；seizure；rat

基金项目：湖南省科技计划基金资助项目(06sk3030)

作者简介：毛定安(1956一)，男(汉族)，湖南省人，医学博士，教

授，主任医师，研究方向为小儿神经系统疾病．

反复惊厥可引起脑缺血、缺氧，并通过多种通道

导致细胞凋亡。其中线粒体通道可以使线粒体释放
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细胞色素C，激活天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶一3(caspase一3)导致细胞凋亡n3。及早终止反复惊

厥发作，对于减少神经细胞损伤，防止疾病进一步恶

化，改善疾病预后，都具有重要的临床意义。3。已有

实验证实，银杏叶提取物可抑制细胞凋亡，从而起到

对神经细胞的保护作用∞3。本研究旨在通过制备大

鼠惊厥模型，观察银杏叶提取物对caspase一3表达的

影响，探讨银杏叶提取物对惊厥性脑损伤的可能保

护机制。

1材料与方法

1．1主要试剂及引物：银杏叶提取物由山西泰盛制

药有限公司提供(批号：14020748)，TRIzol试剂由

美国Invitrogen公司提供，逆转录试剂盒由美国

MBI公司提供，TaqDNA聚合酶由北京天为时代科

技有限公司提供，免疫组化染色试剂盒、3，3'-二氨

基联苯胺(DAB)显色试剂盒及caspase一3抗体由武

汉博士德生物工程有限公司提供，dNTP Mix脱氧

核苷酸混合物、caspase一3及内参引物由上海生工物

生物工程技术服务有限公司提供，caspase一3引物序

列(扩增片断长度210 bp)，上游5'-TGGCCCTGA

AATACGAAGTC一3’，下游5 r_GGCAGTAGTCGC

CTCTGAAG一3’。

1．2实验动物及分组：20日龄健康SD大鼠108只

(本院实验动物中心提供)，体重(53．74±1．04)g：

按随机数字表法分为对照组、惊厥组及银杏叶提取

物干预组3组。干预组在每次惊厥后立即腹腔注射

银杏叶提取物50 mg／kg，12 h后再重复注射1次；

对照组和惊厥组大鼠腹腔注射等量生理盐水。于末

次惊厥后1、3和7 d随机选取6只动物断头取脑。

1．3三氟乙醚致大鼠惊厥模型的制备：将大鼠放人

一个长方形的实验舱(30 am×20 am×20 cm)内，通

过舱顶注射孔将三氟乙醚液体(美国Aldrich公司)

0．1 ml滴在舱内滤纸上，封闭舱顶，从大鼠出现惊

厥开始记时，30 min取出，观察大鼠恢复情况。每日

诱导大鼠惊厥1次，连续6 d。各组动物断头处死后

开颅，分离左侧海马组织，液氮中冻存备用。

1．4实验方法

1．4．1免疫组化法检测海马区caspase一3蛋白表

达：采用过氧化物酶标记的链霉卵白素(SP)免疫组

化法，以1：100稀释的caspase一3抗体为一抗，按

SP方法进行染色，以细胞质或细胞核呈棕色或棕黄

色颗粒沉着为阳性细胞。每只鼠随机选取2张切片，

在每张切片的海马区选择5个400倍视野，运用

Image—pro plus 5．0图像分析软件测定阳性反应细

胞平均吸光度(A)值，代表目的蛋白表达水平。

1．4．2逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测海马

区caspase一3 mRNA表达：采用TRIzol总试剂进行

海马组织总RNA提取后逆转录合成cDNA第一

链，在DNA循环合成仪上进行caspase一3的PCR

扩增，经质量分数为1．5％的琼脂糖凝胶电泳。应用

凝胶成像对条带扫描分析，计算easpase一3 RT—PCR

产物条带平均A值及相对含量。

1．5统计学分析：使用SPSS i0．0统计软件包。实

验数据以均数土标准差(；±s)表示，采用单因素相

关分析，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1大鼠海马caspase一3的蛋白表达(表1；彩色插

页图1，图2)：caspase一3免疫组化染色阳性信号主

要位于神经细胞胞核内，部分位于胞质，呈棕色或棕

黄色。对照组大鼠海马组织中未见caspase一3蛋白表

达；末次惊厥后1、3和7 d海马组织中caspase一3蛋

白广泛表达，3 d达高峰(P均<O．01)；干预组各时

间点海马caspase一3蛋白表达较惊厥组明显降低

(P<O．05或P<O．01)。

裘1各组大鼠海马caspase一3蛋白表达的

变化(；士$，一一6) A值

注。与对照组同期比较，‘P<O．01；与惊厥组同期比较，“P<

0．05。。P<O．01

2．2大鼠海马caspase一3 mRNA表达(表2；图3)：

RT—PCR产物经1．5％琼脂糖凝胶电泳分析，紫外

透射仪下观察，caspase一3 RT—PCR产物片断大小为

210 bp。对照组海马组织无caspase一3 mRNA表达；

末次惊厥后1 d caspase一3 mRNA已有明显表达，

3 d达高峰，以后有所下降(P均<0．01)；干预组各

时间点caspase一3 mRNA表达均较惊厥组明显降低

(P<0．05或P<O．01)。

表2各组大鼠海马caspase一3 mRNA表达的

变化(；士s，辟=6) A值

注：与对照组同期比较，‘P<0．01；与惊厥组同期比较，‘P<

o．05，。P<O．01
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M：Marker；1～5：干预组l、7、3、3和7 dI

6～10：惊厥组3、1、7、7和3 d

圈3各组大鼠海马caspase一3 mRNA表达

3讨 论

细胞凋亡是一个有启动子、各种效应因子和抑

制因子参与的复杂蛋白酶级联反应过程。Caspase

家族半胱氨酸蛋白酶是目前发现的与细胞凋亡有关

的炎症介质之一，其中caspase一3是一个直接导致凋

亡细胞解体的蛋白酶系统，在细胞凋亡的分子网络

中居中心位置，其活化是凋亡执行阶段的中心环节。

有研究表明，caspase～3是哺乳动物细胞凋亡蛋白酶

级联反应的必经之路，被称为死亡蛋白酶“，。在脑缺

血／再灌注及脑挫裂伤模型中存在神经细胞凋亡并

伴有caspase一3活性增强，抑制caspase活性可减少

神经细胞凋亡。叫3。本课题组前期研究发现，反映机

体炎症反应程度的caspase一1在海马组织中表达明

显增加”)。本研究结果显示，在正常大鼠海马区未发

现caspase一3表达；但在末次惊厥后1 d发现海马

caspase一3的mRNA及蛋白表达均明显增加，3 d达

峰值，以后逐渐下降，提示caspase一3参与了惊厥性

脑损伤病理过程。Caspase一3表达在惊厥性脑损伤

中持续一定时间，提示惊厥性脑损伤在损伤发生后

一段时间内持续进展，并逐渐加重，与caspase一3表

达可能有密切关系。

银杏的主要成分为二萜内酯、黄酮苷及有机酸

等，其药理作用是各种相对固定组成组分共同作用

的结果，主要包括调节血管、增强认知力、缓解压力

和基因调整四大作用。研究表明银杏叶提取物能显

著抑制各种细胞凋亡，而细胞凋亡是脑缺血／再灌注

损伤的重要形式之一，参与缺血后梗死灶发展。有研

究表明，大鼠局灶性脑缺血／再灌注24 h后，缺血侧

脑组织可见较多凋亡细胞，主要分布在缺血半暗带

内；给予银杏叶提取物治疗后脑梗死面积减小，神经

功能缺损减轻，缺血边缘区神经细胞凋亡数目明显

减少，坏死程度减轻∞1。本研究发现，银杏叶提取物

干预组海马caspase一3的mRNA和蛋白表达较惊厥

组相应时间点明显下调，提示海马组织caspase一3表

达的上调在惊厥性脑损伤过程中发挥了重要作用，

而银杏叶提取物对脑损伤的保护机制可能与抑制海

马组织caspase一3的异常表达有关。这不仅从分子机

制上阐明了银杏叶提取物对婴幼儿期脑损伤的保护

作用，同时为银杏叶提取物对婴幼儿期脑损伤的临

床干预治疗提供了理论依据。

神经细胞凋亡受Bcl一2、Bax等多种相关凋亡基

因调控，银杏叶提取物能上调嗜铬细胞瘤(PCI2)细

胞的Bcl—2表达，降低Bax表达，使Bcl一2／Bax比值

升高，进一步抑制caspase一3激活，下调caspase一12，

减少细胞色素C释放和DNA断裂。’。推测其可能

通过上调Bcl一2，下调Bax表达，改变Bcl一2／Bax比

值，从而减少神经细胞凋亡数量，起到神经保护作

用。’1们。Tamatani等n”将神经元和星形细胞在缺氧

条件下共同培养，发现在产生一氧化氮(NO)的星形

细胞环境中，皮质神经元中存在着Bcl一2表达下调，

Bax表达增加及caspase一3活性增强，引起神经元凋

亡；用L一单甲基一精氨酸(NoSI)可抑制神经元的凋

亡，并同时改变Bcl一2和Bax蛋白水平及caspase一3

活性，提示星形细胞产生No导致神经元凋亡的机

制涉及Bcl—2下调及Bax蛋白增高后caspase一3激

活。研究表明caspase一3的激活是神经元凋亡执行过

程中的关键，细胞因子如肿瘤坏死因子一a(TNF—a)

及白细胞介素一1p(IL一1p)等可以上调caspase一3表

达，导致脑损伤后的神经元凋亡n∞。本研究结果也

证明银杏叶提取物可抑制caspase一3的表达，从而减

轻神经细胞损伤，具体调节机制有待深入研究。
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化疗的同时附加免疫支持药物是临

床医生针对恶性肿瘤患者采取的一个生

物治疗手段。就化疗联合免疫支持治疗

对肺癌患者机体免疫功能的影响进行研

究，报告如下。

1资料与方法

1．1病例：40例肺癌患者诊断均符合

国际抗癌联盟(UICC)颁布的恶性肿瘤

诊断标准，经X线胸片、CT、病理证实。

其中男27例，女13例；年龄46～87岁，

平均(62．71士9．08)岁。根据病理分为低

分化组与高分化组，每组20例；另以同

期住院的肺感染患者20例为对照。

1．2标本采集及检测方法：分别于治疗

前后抽血，采用免疫荧光染色及流式细

胞术分析检测T淋巴细胞亚群。

1．3统计学分析：计量资料以均数士标

准差(z士5)表示，采用方差分析、口检

验，P<0．05为差异有统计学意义。

1．4结果(表1)：与肺感染组和肺癌高

分化组比较，肺癌低分化组患者治疗前

的CD4+、CD4+／CD8+比值均明显降

低，CD8+明显升高(P均<0．05)l而肺

癌高分化组与肺感染组比较差异均无统

计学意义(P均>0．05)。对肺癌患者在

化疗的同时根据病情的不同加免疫支持

作者简介：王世瑜(1973一)，男(汉族)，

天津市人，主管技师。

表1 各组患者免疫支持治疗前后T细胞亚群检测结果(；±s)

注：与肺感染组比较，aP<0．05}与肺癌高分化组同期比较，。P<O．05

药物艾迪、岩舒、紫金龙等进行治疗，治

疗7 d后，肺癌低分化组患者CD4+、

CD4+／CD8+比值显著低于肺癌高分化

组，CD8+高于高分化组(P均<0．05)。

但两组CD3+比较差异无统计学意义

(P>0．05)。

2讨论

按照现代肿瘤免疫学说，细胞免疫

应答对肿瘤的消灭和监控占有重要的主

导地位，其中特异性细胞免疫主要与T

淋巴细胞的功能有关，T淋巴细胞亚群

中的CD3+、CD4+、CD8+细胞在活性、数

量、比例上的变化与肿瘤的发展、演变及

抗肿瘤反应均有密切关系。

然而化疗在对恶性肿瘤细胞起杀伤

作用的同时，对敏感性高的淋巴细胞也

有杀伤作用，可使其比例和数量异常、功

能不全，对机体产生不同程度的免疫系

统抑制或损伤，甚至使治疗不能继续。结

果显示，CD3+、CD4+、CD4+／cD8+比值

较化疗前升高，CD8+降低。表明免疫支

持药物可改善化疗所造成的损伤，通过

调节T淋巴细胞亚群促进患者免疫功

能恢复，减轻化疗的不良反应，提高近期

疗效及远期生存率。而低分化组CD8+

高于高分化组，CD4+、CD4+／CD8+比值

低于高分化组，可能是因为低分化的恶

性肿瘤恶性程度最高，肿瘤细胞倍增时

间短，生长速度较快，对化疗药物敏感性

低，预后较差，所以患者相应的免疫功能

紊乱及受抑制的程度也最为严重。高分

化的恶性肿瘤由于肿瘤细胞分化较好，

且生长速度较慢，药物的治疗效果较显

著，预后较好，所以患者机体的免疫功能

损伤较轻，T淋巴细胞亚群的变化不像

低分化者那样明显。因此，T淋巴细胞亚

群的检测结果可以作为诊断肺癌患者恶

性程度的辅助指标。

(收稿日期：2008—02—10)

(本文编辑：李银平)
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