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银杏内酯B治疗缺血性脑中风的神经保护作用及机制的研究
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【摘要】目的  验证银杏内酯B（GB）可改善缺血性脑中风远期神经功能缺失，白质修复作用是否参与其中。方法  成年小鼠随机分为Sham组、PBS组和GB组，后两组制作大脑中动脉栓塞模型，并予脑室给药干预。行为学检测神经功能，标记并统计MBP/SMI-32荧光比值以检测髓鞘修复程度。结果  脑室予GB可降低损伤21天后患侧错步率，延长转棒时间（P<0.01）。标记并计算损伤35天髓鞘MBP/SMI-32值，GB组较PBS组明显增高（P<0.05）。结论  GB对MCAO小鼠远期白质的修复作用参与了其神经功能的改善作用。
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Ginkgolide B Treatment for Ischemic Stroke Confers Neuroprotection and Its Mechanism
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[Abstract] Objective  To check Ginkgolide B（GB）Treatment for Ischemic Stroke Confers Neuroprotection and its white matter repair Mechanism. Methods  Male mice subjected to MCAO after random allocation as sham, PBS or GB group. Latter two groups received intracerebroventricular injection of PBS or GB for 7 days. Neurobehavioral assessments and MBP/SMI-32 was detected. Results  Consecutive GB infusion after MCAO obviously promoted recovery of neuronal ability in long-term period(P<0.01). Beneficial up-regulation of MBP/SMI-32 rate was also induced in sharp contrast with PBS group (P<0.05). Conclusion  GB-improved white matter repair was involved in neurological recovery after MCAO
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缺血性脑中风（IBS）是以脑组织缺血缺氧损伤及相应神经功能病变体征为主要临床表现的脑血管病，多年来临床尚缺乏有效治疗药物[1]。且梗死位置及体积相似的患者长期预后的神经功能恢复却并不一致，这提示神经功能恢复并非仅与灰质相关[2]。
白质由神经元轴突、髓磷脂蛋白及多种胶质细胞构成，IBS引起缺血缺氧损伤，继发胶质细胞坏死、髓磷脂蛋白脱失降解，影响神经功能。损伤后，机体产生少突胶质细胞前体细胞（OPCs）迁移至脱髓鞘区域，促进髓鞘再生，但该修复能力有限[3]；而小胶质细胞作为中枢免疫细胞，可被激活成两种表型：M1型释放炎症因子，造成继发性的白质损伤[4]；M2型可吞噬、清理坏死细胞碎片，释放生长因子促进细胞再生和分化成熟[5-6]。
银杏叶主要成分银杏内酯B（GB）是活性最强的血小板活化因子（PAF）抑制剂，前人研究主要聚焦于抗炎作用：抗血栓形成[7]；抑制血管内皮细胞氧化应激损伤[8]；抑制急性脑缺血炎症反应，改善急性期神经功能[9]。而脊髓损伤模型中，PAF作为GB的靶点，可诱导原本向少突胶质细胞分化的前体胶质细胞向星性胶质细胞转化[10]，引起反应性星形胶质细胞增生；而阻断PAF及其下游通路后，可明显缩小胶质瘢痕，并改善动物神经功能[11]。这提示GB可能参与了髓鞘修复过程，本文旨在从白质修复角度进一步验证GB的神经保护作用及机制。
1  材料与方法
1.1  动物及分组：
清洁级成年雄性C57/BL6小鼠（上海斯莱克实验动物公司），8~10周龄，24~28g，随机分为假手术组（sham组），对照组（MCAO+PBS，简称PBS组），实验组（MCAO+GB，简称GB组）。                                                                                                                                                          

1.2  成年小鼠大脑中动脉栓塞（MCAO）模型制备[7]
：动物麻醉后切开颈部，颈外动脉处剪一小口，放入线栓（硅胶头直径0.22~0.23 cm），离断颈外动脉，沿颈外动脉、颈内动脉进线栓直至大脑中动脉起始部，检测脑血流确认中动脉血流下降至术前的80%以上，阻断60 min，拔出线栓。
1.3  脑室立体定位植入注射套管和渗透压泵：
术前1 d，将胶囊式渗透压微量注射泵（alzet®，容积100 μL，泵药速率0.5 μL/h，持续给药7 d） 装入液体：PBS组为100 μL PBS溶液；GB组为GB浓度为5 ng/μL的 100 μL PBS溶液。将微量注射套管（alzet®）与渗透压泵组合。MCAO后1 d使用立体定位仪将微量注射套管垂直向下植入麻醉小鼠损伤对侧脑室区（前囟后0.20 mm，右侧旁开1.00 mm），后将与套管相连的胶囊式渗透压泵埋藏于小鼠背部皮下，生物胶黏合套管与颅骨。为确保泵内药物的完全注射，第9天行气麻下渗透压泵取出+导管封堵术。
1.4  行为学实验：
错步实验：计数小鼠在含有2 cm×2 cm小栅栏的不锈钢架上右侧肢体错步率（错步数/总步数×100%）。转棒实验：记录小鼠转棒仪器（5 min内加速到40转/分后恒速运转）上的运动时间。共3次，间隔15 min。
1.5  组织冰冻切片制备：
麻醉小鼠后左心室依次灌注生理盐水、4%PA液后取脑固定，6 h后依次移入梯度蔗糖磷酸缓冲液脱水。使用恒冷箱切片机做冠状切片，厚度为25 μm，−20 ℃原位杂交保护液中保存。
1.6  免疫组织化学染色：
PBS漂洗脑片；破膜剂孵育20 min；漂洗；含10%山羊血清的PBS孵育1 h封闭抗原；含1%山羊血清的PBST液中加入一抗，室温中孵育1 h，4度冰箱过夜；漂洗；含1%山羊血清的PBST溶液中加入荧光标记的二抗，室温孵育1 h；漂洗；贴片封片。  

1.7   数据统计和分析：
使用SPSS 16.0软件处理数据，以均数±标准误（[image: image1.wmf]SE

x

±

）表示。使用单因数方差分析差异，P<0.05为显著性临界值。
2  结  果
2.1  MCAO后脑室注射GB可促进远期神经功能恢复：
将PBS组、GB组制作MCAO动物模型模拟缺血性脑中风，Sham租行假手术。前两组术后第1天植入、第9天取出药物渗透压泵（方法见前文）。前期预试验明确GB给药浓度为5 ng/μL（见讨论）。MCAO后第9天，随机选取6只小鼠脑片，右侧脑室背侧胼胝体均可见针道穿透处，且脑室无明显扩大（图1A），提示定位准确，药物能够注射入脑室内；GB剂量可代谢，无交通性脑积水等并发症。
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图1  MCAO后脑室注射GB可改善远期神经功能。（A）给药套管定位示意图。红色星号指示套管穿透损伤区对侧胼胝体，到达侧脑室。（B）右后肢错步率。（B） 转棒持续时间。*P<0.05，**P<0.01，GB组&PBS组；# P<0.05，##P<0.01，PBS组&Sham组
    造模前予行为学训练，MCAO术后第3、5、7、14、21、28、35天行行为学测试。错步实验（图1B），转棒实验（图1C）提示：MCAO造成小鼠运动功能受损，后患肢的错步率显著增加，转棒时间减少，均持续至术后35 d；而GB治疗后，小鼠神经功能损伤显著改善，在术后21天错步率显著降低（P<0.01），转棒时间延长，术后14 d时显著高于PBS组（P<0.01）。这提示GB能促进MCAO后远期神经功能恢复。
2.2  GB能促进MCAO后梗死周边白质修复：
笔者从白质修复角度进行探讨。MBP是成熟的髓鞘内表达的特异性蛋白，脱髓鞘病变中会脱失；SMI-32 是非磷酸化神经丝的特异性蛋白，髓鞘损伤后可暴露。MBP/SMI-32提示白质修复程度。选取MCAO后35 d的脑片，共同标记MBP与SMI-32，在周边区皮层（CTX）、胼胝体（CC）、纹状体（STR）区（图2A、B）对MBP/SMI-32荧光强度比值进行统计（图3C），提示：MCAO造成该比值降低，而GB治疗后该值明显增高（P<0.05），证实GB能促进梗死周边区白质髓鞘蛋白的修复。 
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图2  GB治疗能够促进MCAO后35d时周边区皮层、胼胝体、纹状体白质髓鞘蛋白的修复。*P<0.05，GB组&PBS组；##P<0.01，PBS组&Sham组
综上，GB能明显改善MCAO引起的长期神经功能的缺损，而GB对髓鞘的修复作用参与了神经功能的恢复。
3  讨  论
本研究侧重探究MCAO后GB的神经保护作用及其白质修复机制。但GB在体给药的药代动力学及外周不良反应尚需进一步研究。GB浓度10 ng/μL脑室给药至第9天，取脑切片发现脑室明显扩大，提示高浓度性脑积水，浓度减为5 ng/μL后脑室形态正常，故采用该浓度进行研究。同时，PBS组错步率缓慢下降，而GB治疗组第14天时错步率一过性升高（图1B），这可能由于GB突然撤药引起了“反跳现象”，提示GB最好缓慢停药。而对于GB治疗MCAO的给药剂量、速度、浓度仍需进一步细致的研究。
其次，GB修复白质的机制尚需进一步研究。前人研究表明GB体外可促进小胶质细胞向M2型激活，而后者能吞噬脱髓鞘碎片，而前期离体实验发现，M2型小胶质细胞与OGD损伤的OPCs共培养后，能够促进OPCs分化成熟，提高MBP的表达[7,10]。这可能是GB白质修复的重要机制。
综上，本研究从白质修复相关的神经保护角度出发，肯定了脑室给药在缺血性脑中风后治疗效果，同时发现脑室注射GB促进损伤后的白质修复，为缺血性脑中风临床药物治疗提供了新思路，使GB受体相关信号通路成为介导白质修复的重要靶点，为今后脑损伤后白质修复作用及机制的研究提供了更广阔的研究空间。
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