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银杏叶对缺血性脑损伤后 Bcl一2和Bax基因表达的作用 
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【摘要】 目的：探讨化学预处理对脑缺血后海马组织原癌基因B细胞淋巴瘤一2(Bcl一2)和 Bax基因表达 

的影响。方法：采用 Nagasaway与Zea Longa等介绍的线栓阻塞大脑中动脉(MCA)方法制备大鼠脑缺血模型， 

并用银杏叶制剂术前连续预处理模型大鼠 7 d。采用逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)方法测定假手术组、模 

型组和银杏叶预处理组大鼠缺血后 6、12、24和 48 h海马组织中Bcl一2和 Bax的tuRNA表达变化。结果：行大 

脑中动脉闭塞(MCA0)后大鼠海马组织 Bcl一2和Bax的 mRNA均被诱导表达，缺血后不同时间点 Bcl一2 

tuRNA表达量持续升高；而 Bax tuRNA表达量在脑缺血 24 h才达到峰值，随后表达量逐渐下降。银杏叶制剂 

预处理 7 d后，缺血后 6 h和 24 h大鼠海马组织 Bcl一2 mRNA表达水平较模型组明显上调，而 Bax mRNA表 

达于缺血后 24 h明显下调。结论：银杏叶制剂能有效调控缺血脑损伤后海马组织 Bcl一2和Bax的基因表达水 

平，从而在缺血性脑损伤中起到神经保护作用。’ 

【关键词】 脑缺血；银杏叶；预处理；凋亡；基因表达 

中图分类号 ：R285．5；R255．2 文献标识码 ：A 文章编号 ：1008—9691(2007)01—0056—04 

Effect of Yinxingye(银 杏 叶)on Bcl一2 mRNA and Bax mRNA expression following cerebral ischemia 

ZHANG Ji—long1．WENG Fang—zhong1．CHEN Guo—hua1，YIN Meng2． 1．Department of Ne[*rology， 

Wuhan Hospital of Integrated Traditional Chinese and Western Medicine，Tongfi Medical College，Huazhong 

University of Science and Technology，Wuhan 430022，Hubei，China；2．Department of Internal Medicine， 

People S Hospital，Bole 8334 00，Xinjiang，China 

Corresponding author：WENG Fang-zhong(Email：BelleI 999~tom．corn) 

[Abstract] Objective：To explore whether expressions of Bcl一2 mRNA and Bax mRNA in the hippo— 

campus induced after ischemia can be modulated by chemistry pretreatment． Methods：The rat cerebral 

ischemia models were made by middle cerebral artery occlusion (MCAO) using improvement methods 

introduced by Nagasaway and Zea Longa．The rats were pretreated with Yinxingye(银 杏叶)for 7 days before 

ischemian in Yinxingye pretreatment group．The changes of Bcl一2 mRNA and Bax mRNA expressions in the 

hippocampus of rats were measured by reverse transcription—-polymerase chain reaction(RT——PCR)method in 

shame operation group，model group and Yinxingye pretreatment group at 6，1 2， 24 and 48 hours after 

ischemia．Results：After MCAO，Bcl一2 mRNA and Bax mRNA were both induced tO express．Level of 

Bcl一2 mRNA persistently increased at each time point，while the level of Bax tuRNA increased gradually， 

reached a peak at 24 hours，and then decreased slowly．In comparison with the model group，after Yinxingye 

pretreatment for 7 days，Bcl一2 mRNA in the hippocampus was up—regulated at 6 and 24 hours after ischemia 

while Bax mRNA was down—regulated at 24 hours after ischemia． Conclusion：Yinxingye can efficiently 

regulate Bcl一 2 mRNA and Bax mRNA expressions in hippocampus tO protect the nerves after cerebral 

ischemic injury of rats． 

[Key words] cerebral ischemia；Yinxingye；pretreatment；apoptosis；gene expression 

现代医学的发展已证实细胞凋亡是许多疾病的 

发病机制。近年来研究显示，凋亡也是缺血性脑损伤 

后海马组织迟发性神经元死亡的显著特点n 。原癌 

基因 B细胞淋巴瘤一2(Bc1—2)基因家族中Bcl一2 

通讯作者：翁方中，住院医师(Email：Bellel999@tom．corn) 

作者简介：张继龙(1973一)，男(汉族)，湖北省人，医学硕士，主 

治医师。 

和 Bax基因是反映细胞凋亡但作用相反的一组重 

要调控基因，Bcl一2抑制细胞凋亡 ，Bax促进细胞凋 

亡0矗 ；短暂性脑缺血后海马CA1区神经元 Bcl一2 

蛋白表达明显受抑，而Bax表达不受影响 ；在局灶 

性脑缺血／再灌注损伤大鼠模型中也发现，缺血中心 

区和半暗带早期 Bcl—xL和 Bax表达均增强 ，随着 

再灌注时间的延长，其表达逐渐下降。 。银杏叶制剂 
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是临床上普遍应用的脑神经保护剂。本实验通过建 

立大 鼠局灶性脑缺血模 型，采用化学预处理方法和 

逆转 录一聚合酶链反应(RT—PCR)技术 ，研究大 鼠 

行大脑中动脉闭塞(MCAO)后海马组织 Bel一2和 

Bax基因诱导表达的情况，以及银杏叶制剂对两者 

表达水平的调控作用 。 

1 材料与方法 

1．1 药品及主要试剂：银杏叶制剂为湖南麓山天然 

植物制药有 限公 司生产 的华宝通 ；RT—PCR试 剂 

为 Sigma公司产品。 

1．2 动物模型制备及分组：Wistar大鼠120只(由 

华中科技大学同济医学院动物实验室提供)，体重 

250～300 g，雌雄各半。按随机数字表法分为假手术 

组、模型组和银杏叶预处理组 ，各组又按缺血时间分 

为 6、12、24和 48 h 4个 时 间点 ，每个 时间点均为 

10只大鼠。参照Nagasaway与Zea Longa等介绍的 

线栓阻断大脑中动脉(MCA)方法制备脑缺血动物 

模型。将麻醉的大鼠仰卧位固定，颈正中切口，结扎 

并游离左侧颈外动脉主干，在游离端上剪开一小口， 

使尼龙线(长 0．25 mm)经过颈总动脉分叉处进入 

颈内动脉，入颅至 MCA起始处，栓线插入深度约为 

(18．5士0．5)mm。假手术组插入栓线长约1 cm，其 

余方法相同。 

1．3 干预措施 ：银杏叶预处理组大鼠于实验前灌服 

银杏叶制剂(含总黄酮醇苷 4 mg／kg)，每日2次，连 

续 7 d；模型组和假手术组大鼠于实验前灌服等量的 

安慰剂，每 日 2次，连续 7 d。 

1．4 海马组织 Bcl一2和 Bax的 mRNA表达检测 

1．4．1 引物设计 ：Bcl一2上游引物 ：5LAGCGTC— 

TTCAGAGACTGCCAG一3 ，下游 引物 ：5L CAC— 

CCCTGGCATCTTCTCCTT 一3 ；Bax上 游 引物 ： 

5 一TCAGCCCATCTTCTTCCAGATGGT 一3 ，下 

游 引 物：5，_CCACCAGCTCTGAACAGTTCAT— 

GA一3 ；J3一actin上游引物 ：5 一ATCATGTTTGA— 

GACCTTCAAC一3 ，下游 引物 ：5 ～TTCATCTT— 

CATGGTGCTAGGA一3 。各引物合成于上海博亚 

生物技术有限公司。 

1．4．2 RT—PCR分析 ：于 MCAO后 不同时间点 

断头处死动物取脑，将海马组织放入冻存管，液氮中 

保存。采用 TRI REAGENT试剂抽提总RNA，操作 

按试剂盒说明书。然后将每份提取的总 RNA溶解 

于 40 l的经焦碳酸二乙酯(DEPC)处理的双蒸水 

中。取总 RNA溶液 2 l，寡聚脱氧胸腺嘧啶核苷酸 

[Oligo(dT)12—18(1 mg／L)2 l，5×Buffer3 5 l， 

4种dNTP混合液(每种均 10 mmol／L)2 l，莫洛尼 

鼠白血病病 毒(M—MLV)逆转录酶 (200 U／v．1) 

l l，RNA 酶抑制剂 1 l，加入经 DEPC处理 的双 

蒸水至总体积25 l，将所有反应成分混匀后置 37℃ 

温育 1 h。然后加热置 95℃、5 min，灭活逆转录酶 ； 

取逆转录混合物 3 l，分别取 p—actin和 Bcl一2或 

Bax的上游引物和下游引物各 2．5 l(10~tmol／L)， 

1OxBuffer 5 l，4种 dNTP混合液(均 10 retool／L) 

1．5 l，氯化镁溶液(750 mmol／L)3 l，Taq DNA聚 

合酶(5 U／~1)o．5 l，加双蒸水至总体积为 50 l。 

1．4．3 PCR循环设置 ：94℃、1 min，60℃、1 min， 

72℃、1 min，30个循环(Bcl一2和 B—actin)；94℃、 

45 S，55℃、1 min，72℃、1 min，27个循 环(Bax和 

p—actin)；以p—actin为内参照，用 Bcl一2或 Bax 

与B—actin吸收峰面积的比值对扩增循环数作图，选 

择最适循环数。 

1．4．4 海马Bcl一2和Bax的mRNA表达测定：将 

PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳 ，并应用 DNA扫描 

仪和相应分析软件测定 DNA条带(UVP grab—it， 

British)。Bcl一2和 Bax的 mRNA 相对表 达量 以 

Bcl一2／6一actin或 Bax／~一actin计算 。 

1．5 主要观察指标：①动物的行为学特点；②海马 

组织 Bcl一2和 Bax的 mRNA表达。 

1．6 统计学分析：采用 SPSSIO．0统计软件进行数 

据处理，实验数据以均数士标准差(z士s)表示，进行 

方差分析 ，P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 动物行为特征：模型组动物在麻醉清醒后呈现 

不同程度的局限性脑缺血表现，如手术对侧前爪不 

能伸直、向对侧旋转爬行及向一侧倾倒等。 

2．2 3组海 马组织 Bcl一2 mRNA 表达量 的比较 

(表 1)：动物行 MCAO后，海 马组织 Bcl一2 mRNA 

表达量随着缺血时间的延长而缓慢增加；于缺血6 h 

和 24 h，银杏叶预处理组 Bcl一2 mRNA表 达量明 

显高于模型组，差异均有显著性(P均d0．05)。 

表 1 3组海马组织 Bcl一2 mRNA表达量比较( 土s， 一10) 

Table 1 Comparison of Bcl一2 mRNA expression level in 

hippoeampus in three groups(x+s。 — 10) 

组别 6 h 12 h 24 h 48 h 

假手术组 0．21iO．02 0．23+0．19 0．19-t-0．07 0．20+0．11 

模型组 0．30i0．42zx 0．37+0．28zx 0．46-1-0．38zx 0．59+0．43△ 

银杏叶预处理组0．48：：t：0．01zx’0．57+0．08zx 0．73士O．16zx’0．78+0．12zx 

注：与假手术组比较：zxp<0．05I与模型组比较：’P<0．05 

2．3 3组海马组织 Bax mRNA表达量比较(表 2)： 

海马组织 Bax mRNA表达量在脑缺血初期很低，但 
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随着缺血时间的延长而逐渐增加，缺血 24 h达到峰 

值，随后逐渐下降；于缺血 24 h，银杏叶预处理组 

Bax mRNA表达量明显低于模型组，差异有显著性 

(P< 0．05)。 

表 2 3组海马组织Bax mRNA表达量比较( 士s， 一10) 

Table 2 Comparison of Bax mRNA expression level in 

hippocampus in three groups(x~s．H— 10) 

注 ：与假手术组比较 ： P<O．05；与模 型组 比较 ： P<O．05 

3 讨 论 

局灶性脑缺血损伤后，神经元死亡有细胞坏死 

和细胞凋亡两种不同的方式，两者可并存；在缺血中 

心区域以神经元坏死为主，在缺血周围区(半暗带) 

以神经元凋亡为主，且随着缺血时间延长，神经细胞 

死亡数 目增多。因此 ，如何恢复局部血液供应和避免 

细胞坏死是脑缺血损伤后的治疗研究核心。 

Bcl一2和Bax是 Bcl一2基因家族中已知与细 

胞凋亡关系密切的两种基因蛋 白表达产物 ，在 中枢 

神经系统均有表达。Bcl一2在脑缺血／再灌注过程中 

通过抑制 Ca。 释放、阻止凋亡基因信号传递、抑制 

自由基及抗过氧化作用而抑制细胞凋亡的发生 ； 

Bax蛋 白与 Bcl一2具有 53 的同源性 ，细胞 中 的 

Bax蛋白高表达可加速细胞凋亡。 。Bcl一2的过度 

表达可抑制自由基增加及神经生长因子缺乏等多种 

因素所致的神经细胞凋亡；而 Bax的作用与 Bcl一2 

相反，并通过与 Bal一2的相互作用而发挥功能，即 

可能通过Bcl一2一Bax异二聚体形式抑制Bcl一2的 

作用而促进细胞凋亡，因此 Bcl一2与Bax的比值决 

定着细胞在缺血后是生存还是凋亡，Bcl一2／Bax的 

比值与细胞凋亡成反比 。 

蒲传强等。 研究发现，大鼠行 MCAO 2 h、再灌 

注 3O min即可出现凋亡细胞，用末端脱氧核苷酸转 

移酶介导的dUTP缺口末端标记法(TUNEL)可见 

DNA梯(DNA Laddering)于 24～48 h达到高峰， 

DNA梯形成是细胞凋亡的重要特征。本研究结果显 

示，MCAO后 Bcl一2和 Bax的 mRNA几乎 同时被 

诱导表达，表达量与脑缺血损伤程度密切相关，但两 

者并非平行表达，Bcl一2 mRNA表达量缓慢上升， 

而 Bax mRNA表达量在 MCAO 12 h后才明显增 

加，24 h左右达峰值，48 h左右明显降低。 

Bcl一2家族蛋白是细胞凋亡 的重要调控因子 ， 

但其促进或抑制细胞凋亡的作用机制仍不清楚。相 

对分子质量为 29 000的 Bcl一2蛋 白是必需的膜蛋 

白，主要位于线粒体膜、核膜和内质网膜中 ，如此 

分布显示出Bcl一2蛋白与细胞内反应性氧化片断 

(ROS)的形成密切相关，而 ROS已被证实是细胞凋 

亡调控的重要因子。 。通过细胞内ROS或内源性抗 

氧化物质的生成，Bcl一2蛋白发挥其抗氧化作用而 

抑制细胞凋亡n∞。核转录因子一~B(NF—KB)是一种 

氧化应激反应性转录因子，大鼠全脑缺血后能被诱 

导生成，Bcl一2蛋白能够调控NF一 B的作用n̈ 。本 

研究结果还显示，Bax mRNA迟发性表达、表达量 

显著改变以及峰值时间与DNA梯形成的峰值时间 

之间的关系都表明，Bax蛋白可能在缺血性脑损伤 

后期对神经元凋亡发挥主要 的调控作用，并通过 

Bax与 Bcl一2形成异源二聚体而促进细胞凋亡。 

细胞凋亡是有蛋白合成参与的自主过程，某些 

药物可以通过调节凋亡相关基因的表达水平来促进 

或抑制细胞凋亡的发生。银杏叶制剂是 目前临床上 

广泛应用于缺血卒中后的脑保护剂之一，具有活血 

化瘀通络的药理作用。银杏内酯为银杏叶提取物的 

主要成分，徐江平等n。 研究表明，银杏内酯可显著 

改善大鼠脑缺血／再灌注损伤引起的行为症状，减轻 

损伤侧脑水肿，缩小脑梗死体积，从而起到保护作 

用。而秦兵等n。 研究表明，银杏内酯 B能剂量依赖 

性地降低丙二醛水平，提高超氧化物歧化酶、谷胱甘 

肽过氧化物酶和 ATP酶活性 ，明显减 轻脑组织神 

经元细胞损害，减少细胞凋亡的发生率。本研究结果 

显示，经银杏叶制剂预处理的大鼠Bcl一2 mRNA 

表达量较未处理大鼠明显升高，而Bax mRNA表达 

量则明显降低，表明银杏叶制剂可能是通过抑制缺 

血区细胞凋亡的作用机制来发挥其神经保护作用， 

即银杏叶制剂可以调控凋亡相关基因的表达水平， 

如 Bcl一2 mRNA和 Bax mRNA。脑缺血损伤后， 

Bcl一2 mRNA被诱导表达，但表达量达到一定水平 

的时间较迟，不足以保护神经元免受损伤；而银杏叶 

能促使 Bcl一2 mRNA的表达量明显升高，且迅速 

达到一定水平，同时使 Bax mRNA的表达量显著降 

低，提高了Bcl一2／Bax的比值，而 Bcl一2／Bax的比 

值增高已被证实能阻止凋亡细胞死亡。 

结论：MCAO后在海马组织 Bcl一2和 Bax的 

mRNA被诱导表达，表达量与缺血损伤程度密切相 

关。银杏叶制剂不仅能促使 Bcl一2 mRNA表达量 

明显升高，且时间更早，同时也使 Bax mRNA表达 

量显著降低，Bcl一2／Bax增加可能是银杏叶制剂抑 

制细胞凋亡，进而发挥神经保护作用的机制之一。 
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川乌、草乌均为毛茛科植物乌头的 

母根 ，附生于母根的部分称附子。此类药 

物味辛、性热、有大毒，内含乌头碱及其 

衍生物，口服极易中毒。1993年 8月一 

2006年 1O月我院收治急性乌头碱中毒 

lO例患者，现报告如下。 

1 临床资料 

1．1 病例：1O例急性乌头碱中毒患者 

中男 8例，女 2例 ；年龄 4O～66岁，平均 

5O岁。患者均系口服川乌、草乌药酒后 

30 min 2 h，表现为中枢神经、心血管 

及消化系统症状。主要临床表现为口唇、 

舌及四肢麻木，流涎、恶心、呕吐、头昏、 

面色苍白或发红、肢冷、脉弱，进而出现 

呼吸困难、四肢抽搐及昏迷，血压下降或 

测不到，心律失常或心悸，其中 1例还伴 

有精神症状。 

1．2 治疗及结果：除给予催吐、质量分 

作者简介：蔡琪琳(1970一)，女(it族)， 

重庆市人，主治医生。 

数为 1 ～2 鞣酸洗 胃、输液促进毒物 

排泄、营养心肌等治疗外，常规用阿托品 

(视病情重复给药)。室性心律失常用阿 

托 品不能纠正时 应用利多卡 因 5O～ 

100 mg静脉注射，转为窦性心律后再用 

利多卡因维持静脉滴注，根据心电监护 

情况决定是否持续用药。伴低血压、休克 

者给予升压、抗休克治疗；伴昏迷、脑水 

肿者给予脱水、利尿以减轻脑水肿，保持 

呼吸道通畅，保护脑细胞等治疗。1O例 

患者平均住院 3 d后痊愈出院。 

2 讨 论 

乌头碱 中毒的主要临床表现为 口 

唇、舌及 四肢麻木，流涎、恶心、呕吐、头 

昏眼花、面色苍白、肢冷脉弱 ，四肢抽搐 

及 昏迷 ，血压下降或测不到，心律失常 

等“ 。治疗中除催吐、洗胃，排出尚未吸 

收的毒物外，使用阿托品等抗胆碱类药 

物。阿托品能解除迷走神经对心脏的作 

用，通过提高窦房结的自律性及传导性， 

· 基 层 园 地 · 

终止异位节律的发生 ；如果使用阿托 

品不能终止异位节律，则改用异搏定和 

利多卡因。对重症患者可给予血液灌流， 

通过活性炭吸附以清除毒物和毒性代谢 

产物，尤以早期进行疗效显著。 

为防止乌头碱中毒，必须掌握其适 

应证和用法、用量，若必须超剂量使用 

时，应至少煎 1 h以上以减低毒性；要禁 

服生药，经蒸煮炮制后的乌头毒性较原 

生物碱降低，而有效成分却未被破坏。 。 
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