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银杏苦内酯Ｂ对创伤性脑损伤大鼠脑组织病理形态学的影响

韩瑞璋，苏国军，于　烽，赵　保，盛文国，李　斌，叶晶亮，马　强，张建忠

解放军９８医院神经外科，湖州３１３０００

　　［摘要］　目的　探讨银杏苦内酯Ｂ（ＢＮ５２０２１）对创伤性脑损伤大鼠脑组织病理形态学的影响。方法　４８只ＳＤ大鼠随机
分为４组：假手术组、模型组、低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１组，每组１２只。后３组制作液压打击脑损伤模型。低剂量

ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１组于模型制作当天开始分别腹腔注射１ｍｇ／ｋｇ和５ｍｇ／ｋｇＢＮ５２０２１，每天１次，连续７ｄ。第７天

治疗后取脑组织进行形态学及免疫组织化学检测和超微结构观察。结果　与假手术组相比，模型组大鼠脑组织神经元相对数
量减少（Ｐ＜０．０５），ＯＸ４２阳性小胶质细胞和星形胶质细胞数量增加（Ｐ＜０．０５），ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数增多（Ｐ＜０．０５）；电镜下可

见神经元染色质边集，部分出现核碎裂、核溶解，线粒体变圆变大，空泡形成，嵴消失，内质网增宽，溶酶体增多，核膜皱褶。低剂量

和高剂量ＢＮ５２０２１组与模型组比较，小胶质细胞和星形胶质细胞比例减少（Ｐ＜０．０５），ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数减少（Ｐ＜０．０５），超

微结构明显改善；高剂量组较低剂量组改善更加明显。结论　ＢＮ５２０２对创伤性脑损伤大鼠脑组织具有保护作用。

　　［关键词］　银杏苦内酯Ｂ；脑损伤；病理学；免疫组织化学
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　　创伤性脑损伤后继发性脑损伤是导致患者死亡

和功能障碍的重要原因之一［１］，创伤性脑损伤发生
后脑内或蛛网膜下隙出血可导致脑组织多种细胞因

子、氧自由基和补体表达增加，从而对神经元及胶质
细胞产生毒性作用［２］，导致其形态和功能发生改变，

是引起继发性脑损伤的主要原因［３］。血小板活化生

长因子（ｐｌａｔｅｌｅｔａｃｔｉｖａｔｉｎｇｆａｃｔｏｒ，ＰＡＦ）在继发性脑

损伤后表达增高，给予ＰＡＦ拮抗剂可以减轻继发性
脑损 伤 发 生［４５］。银 杏 苦 内 酯 Ｂ（ｇｉｎｋｇｏｌｉｄｅＢ，

ＢＮ５２０２１）是ＰＡＦ受体的特异性拮抗剂，具有抗炎、抗
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休克、改善脑缺血、保护心肌和中枢神经系统等重要

作用［６］。本研究以创伤性脑损伤大鼠为研究对象，观

察腹腔注射ＢＮ５２０２１后大鼠脑组织病理形态学的变

化，探讨ＢＮ５２０２１对继发性脑损伤的防治作用。

１　材料和方法

１．１　动物、试剂与仪器　体质量２５０ｇ左右的ＳＤ
大鼠４８只，清洁级，雌雄不限，购于上海交通大学医

学动物中心 ［许可证号 ＳＹＸＫ（沪）２００８００５０］。

ＢＮ５２０２１（上海龙河生物制品公司），上海江湾Ⅰ型

大鼠立体定向仪，液压损伤打击仪（美国弗吉尼亚大

学医学工程部），ＬｅｉｃａＤＭ２５００电子显微镜，Ｉｍａｇｅ

ＰｒｏＰｌｕｓ专业图像分析系统（ＲｏｐｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。

１．２　实验分组与模型制备　将大鼠随机分为４组：

假手术组、模型组、低剂量 ＢＮ５２０２１组和高剂量

ＢＮ５２０２１组，每组１２只。后３组按照Ｓｈｏｊｏ等［７］的

方法制作液压打击脑损伤模型，步骤如下：用３％戊

巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大鼠，固定头部

于大鼠立体定向仪。取头皮正中３ｃｍ切口，用骨膜

剥离器剥离骨膜，在正中矢状缝偏右４ｍｍ处用环

钻钻孔，形成直径约４．８ｍｍ 骨窗，暴露完整硬脑

膜，于骨窗前后置颅骨固定螺丝两枚，骨窗内置入内

径２．６ｍｍ打击管，用即干胶粘合于颅骨连接处，再

用牙科骨水泥牢固固定，然后缝合头部切口。使用

液压损伤打击仪，压力约１４１．８６ｋＰａ，造成中度颅脑

损伤。假手术组不予撞击，其余操作相同。模型制

作当天开始给药。给药方法：将ＢＮ５２０２１溶解于

ＤＭＳＯ，然后稀释于０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ；低剂量组每

日１ｍｇ／ｋｇ，高剂量组每日５ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射；假

手术组和模型组每日给予等量稀释于０．０１ｍｏｌ／Ｌ

ＰＢＳ的ＤＭＳＯ溶液。治疗持续７ｄ。

１．３　脑组织形态学及免疫组织化学检测　治疗结

束后，大鼠经戊巴比妥钠麻醉，行心脏灌注处死，先

用４℃冷盐水灌注，再用４％多聚甲醛／磷酸钠缓冲

液（０．１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．３）固定。充分灌注固定后，开

颅取下完整脑组织，置于４％多聚甲醛／磷酸钠缓冲

液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）中固定１ｈ，随后转移到含２０％蔗糖

的０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸钠缓冲液中并于４℃冰箱中保存，

２４ｈ 后转移到异戊烷 （－５０℃）中速冻并存储

于－７０℃冰箱中。每个脑组织标本均用冰冻切片机

取冠状面进行切片（层厚１５μｍ），进行组织学观察。

１．３．１　Ｆａｓｔｂｌｕｅ染色　制备石蜡切片，行 Ｆａｓｔ

ｂｌｕｅ染色（试剂购自Ｓｉｇｍａ公司），并在光镜下观察。

１．３．２　Ｃａｓｐａｓｅ３、ＯＸ４２免疫组织化学染色　每只

大鼠取两张切片进行 ＯＸ４２（１４００）和ｃａｓｐａｓｅ３
多克隆抗体（１２００）免疫组化染色（试剂盒购自

Ａｂｃａｍ公司），显微镜下观察。每张切片中嗅球、海

马、齿状回、斜角带、杏仁核和隔核各观察２个视野，

利用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ图像分析软件对细胞数量进行

分析。

１．４　脑组织超微结构观察　每组各取２只大鼠断

头取脑，切成２ｍｍ厚的组织块，置于２％戊二醛二

甲砷酸盐缓冲液（ｐＨ７．４）中固定６ｈ，然后用蔗糖缓

冲溶液冲洗，用１％四氧化锇磷酸缓冲液（ＯｓＯ４，ｐＨ

７．４）固定，再用丙酮脱水、Ｅｐｏｎ８１２环氧树脂包埋；

使用平面模具及超薄切片机半薄切片，甲苯胺蓝溶

液染色后于光学显微镜下观察；选定区域制备超薄

切片，醋酸铀乙醇溶液染色，高浓度次硝酸铋固化，

最后用电子显微镜观察并拍照。

１．５　统计学处理　统计数据变量以珚ｘ±ｓ表示。采

用ＳＰＳＳ１１．５统计软件对变量进行完全随机设计资

料的方差分析，检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　Ｆａｓｔｂｌｕｅ染色结果　由图１可见，假手术组细

胞形态正常，神经元胞体大，细胞核深蓝色、清晰，细

胞质淡蓝色，突起明显；神经胶质细胞相对较小，呈

圆形，数量少，散在神经元之间，胶质细胞比例为

０．２６±０．０７。模型组神经元相对数量减少，细胞大小

不均，胶 质 细 胞 数 量 增 加，胶 质 细 胞 比 例 为

０．５２±０．１２。低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１
组胶质细胞比例分别为０．４３±０．１１、０．３１±０．０９，均

比模型组有所减少（Ｐ＜０．０５）；高剂量组较低剂量

组亦有明显减少（Ｐ＜０．０５）。

２．２　Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色结果　假手术组

ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达极少，模型组ｃａｓｐａｓｅ３阳性表达

较多，低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１组介

于两者之间（图２）；模型组ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞计数

与假手术组比较差异有统计学意义［（３６±９）ｖｓ
（７±３）个／视 野，Ｐ ＜０．０５］，低 剂 量 和 高 剂 量

ＢＮ５２０２１组分别为（２７±６）、（１６±７）个／视野，与模

型组比较差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且高剂

量ＢＮ５２０２１组与低剂量ＢＮ５２０２１组间差异亦有统

计学意义（Ｐ＜０．０５）。

２．３　小胶质细胞和星形胶质细胞 ＯＸ４２免疫组化

染色结果　在假手术组，小胶质细胞和星形胶质细
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胞数量少［分别为（８±３）和（９±４）个／视野］，胞体相

对较小，突起相对胞体较长，呈静息型。而在模型

组，两种细胞数量明显增多［分别为（２７±８）和（２４±

７）个／视野］，体积变大，突起变短，染色加深，向激活

型转变。在低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１
组，两种细胞数量较模型组减少［低剂量组分别为

（２１±６）和（１９±７）个／视野，高剂量组分别为（１３±

５）和（１４±６）个／视野］，胞体较模型组变小，突起介

于模型组和对照组之间（图３、４）。统计分析显示，

ＯＸ４２阳性的小胶质细胞数目在高剂量ＢＮ５２０２１
组与模型组之间及高剂量 ＢＮ５２０２１组与低剂量

ＢＮ５２０２１组之间差异均存在统计学意义 （Ｐ＜
０．０５）；ＯＸ４２阳性的星形胶质细胞数目在高剂量

ＢＮ５２０２１组与模型组之间差异存在统计学意义

（Ｐ＜０．０５），但 在 高 剂 量 ＢＮ５２０２１ 组 与 低 剂 量

ＢＮ５２０２１组之间差异无统计学意义。

图１　Ｆａｓｔｂｌｕｅ染色结果

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＢＮ５２０２１组；Ｄ：高剂量ＢＮ５２０２１组．Ｂａｒ＝１００μｍ

图２　Ｃａｓｐａｓｅ３免疫组化染色结果

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＢＮ５２０２１组；Ｄ：高剂量ＢＮ５２０２１组．Ｂａｒ＝１００μｍ

图３　小胶质细胞ＯＸ４２染色结果

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＢＮ５２０２１组；Ｄ：高剂量ＢＮ５２０２１组．Ｂａｒ＝１００μｍ

图４　星形胶质细胞ＯＸ４２染色结果

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＢＮ５２０２１组；Ｄ：高剂量ＢＮ５２０２１组．Ｂａｒ＝１００μｍ
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２．４　神经元超微结构观察　假手术组神经元中染

色体形态正常，呈棒状或杆状，线粒体内嵴清晰，内

质网和核糖体均匀、量多，核膜清晰。模型组细胞染

色质边集，部分出现核碎裂、核溶解，线粒体变圆变

大，线粒体内空泡形成、嵴消失，内质网增宽，溶酶体

增多，核膜皱褶。低剂量 ＢＮ５２０２１组和高剂量

ＢＮ５２０２１组介于两者之间，核碎裂、核溶解细胞明显

减少，多数染色体形态接近正常，呈棒状，线粒体内

空泡数量少而小，嵴清晰可见，核膜皱褶较模型组有

明显改善（图５）。

图５　神经元电镜观察

Ａ：假手术组；Ｂ：模型组；Ｃ：低剂量ＢＮ５２０２１组；Ｄ：高剂量ＢＮ５２０２１组．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×３００００

３　讨　论

　　继发性脑损伤是指颅脑创伤后数小时至数天内

发生的损伤。创伤性脑损伤后可诱导神经细胞产生

多种细胞因子，如白介素家族（ＩＬ１、ＩＬ６）、肿瘤坏

死因子（ＴＮＦα）和ＰＡＦ等［８］，对神经元及胶质细胞

产生毒性作用［２］。ＰＡＦ可由神经元和神经胶质细

胞产生，其过表达可引起血脑屏障的破坏［９］和神经

元细胞的毒性反应［１０］。本研究对脑损伤大鼠模型

给予ＰＡＦ拮抗剂ＢＮ５２０２１，观察各脑区神经元及胶

质细胞形态学变化情况，进而探讨其对继发性脑损

伤的防治作用。

　　继发性脑损伤后会产生炎症反应和一系列细胞

病理变化，包括神经元的坏死、小胶质细胞活化和星

形胶质细胞的增殖，并严重影响患者的预后［１１］。活

化的星形胶质细胞和小胶质细胞组织抗原表达上

调，可应用ＯＸ４２单克隆抗体免疫组化标记。本研

究结果提示：与正常对照组比较，模型组脑损伤后７

ｄ大鼠脑组织中ＯＸ４２阳性的星形胶质细胞和小胶

质细胞数目增多，胞体变大，突起变短，而在低剂量

ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１组，小胶质细胞和星

形胶质细胞数目减少，胞体形态改善。Ｄｒｅｓｓｌｅｒ

等［１２］在创伤性脑损伤患者尸检中发现，在原发损伤

后４ｄ以上死亡者受损区域脑组织中星形胶质细胞

和小胶质细胞增殖明显，这与我们的动物实验结果

相似。小胶质细胞和星形胶质细胞数量的增多，是

中枢神经系统对脑损伤的功能性反应，而应用

ＢＮ５２０２１可有效减轻小胶质细胞和星形胶质细胞增

殖，从病理形态学上说明ＢＮ５２０２１对继发性脑损伤

具有防治作用。另外，电镜观察可见，假手术组神经

元中染色体形态正常，呈棒状或杆状，线粒体内嵴清

晰，内质网和核糖体均匀、量多，核膜清晰；模型组

神经元细胞染色质边集，部分出现核碎裂、核溶解，

线粒体变圆变大，空泡形成，嵴消失，内质网增宽，溶

酶体增多，核膜皱褶；低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量

ＢＮ５２０２１组神经元染色体形态介于两者之间，线粒

体内空泡数量少而小，嵴清晰可见，核膜皱褶较模型

组有明显改善，也说明ＢＮ５２０２１对继发性脑损伤具

有一定的治疗作用。　　　

　　神经元凋亡也是继发性脑损伤的重要特征，而

创伤性脑损伤发生后细胞凋亡蛋白酶ｃａｓｐａｓｅ３则

是诱导凋亡发生的最终通路［１３］。本研究结果表明，

在假手术组大鼠脑组织内ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数目

少，而模型组大鼠脑组织出现大量ｃａｓｐａｓｅ３阳性凋

亡细胞，低剂量ＢＮ５２０２１组和高剂量ＢＮ５２０２１组

ｃａｓｐａｓｅ３阳性细胞数相对模型组明显减少。说明

ＢＮ５２０２１对创伤性脑损伤后神经元的凋亡具有抑制

作用。

　　本实验结果从病理形态上说明ＢＮ５２０２１可有

效抑制创伤性脑损伤后神经元凋亡和小胶质细胞及

星形胶质细胞的增殖，对预防和减轻继发性脑损伤

具有积极作用，值得进一步研究。
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