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·论 著·

银杏叶黄酮对急性脑梗死小鼠血清 TNF-α、Cas⁃
pase-3及HIF-1α表达及神经细胞凋亡的影响

俞海红 吴美能

[摘要] 目的 探究银杏叶黄酮通过下调急性脑梗死小鼠血清肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、半胱天冬酶（Caspase-3）
及低氧诱导因子-1α（HIF-1α）表达对抑制神经细胞凋亡的影响。方法 选择健康清洁级6 周龄雌性昆明小鼠45只，

随机分为观察组、模型组和假手术组，每组 15只。观察组和模型组小鼠建模成功后，模型组给予腹腔注射 0.9%的

氯化钠注射液，连续注射 1 周；观察组给予腹腔注射银杏叶黄酮注射液 20 mg/kg，连续注射 1 周。比较三组小鼠脑

梗死面积、神经细胞凋亡率，以及TNF-α、Caspase-3、HIF-1α水平和蛋白相对表达量。结果 模型组大脑皮质神经

元细胞结构功能不完整，突触小泡、细胞器数目减少，核膜断裂，染色质凝集成块。观察组小鼠大脑皮质神经元细

胞损伤程度轻于模型组，仅少数细胞呈现固缩和空泡化现象。与假手术组比较，观察组和模型组小鼠 TNF-α、

Caspase-3 及HIF-1α水平明显升高（t分别=3.89、4.68、5.23、4.67、4.21、4.71，P均＜0.05）；且与模型组比较，观察组小

鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平明显降低（t分别=4.04、4.66、3.66，P均＜0.05）。与假手术组比较，模型组和观

察组小鼠 TNF-α、Caspase-3 及 HIF-1α 蛋白表达量明显升高（t分别=3.98、4.56、4.18、4.39、3.67、4.29，P均＜0.05）；

且与模型组比较，观察组小鼠 TNF-α、Caspase-3 及 HIF-1α 蛋白表达量明显降低（t分别=5.03、4.32、6.30，P均＜

0.05）。与假手术组比较，观察组和模型组小鼠梗死面积、神经细胞凋亡率明显升高（t分别=4.56、4.98，P均＜

0.05）；且与模型组比较，观察组小鼠梗死面积、神经细胞凋亡率明显降低（t分别=4.38、6.39，P均＜0.05）。结论 银

杏叶黄酮通过下调急性脑梗死小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α表达来抑制神经细胞凋亡。

[关键词] 银杏叶黄酮； 急性脑梗死； 肿瘤坏死因子-α； 半胱天冬酶； 低氧诱导因子-1α

Effect of Ginkgo biloba flavonoids on the expression of serum TNF-α，Caspase-3，HIF-1 α and neuronal apop⁃
tosis in mice with acute cerebral infarction YU Haihong，WU Meineng. Department of Pharmacy，The First Hospital
of Jiaxing (The Affiliated Hospital of Jiaxing University) ，Jiaxing 314000，China.
[Abstract] Objective To explore the effect of Ginkgo biloba flavone on inhibiting neuronal apoptosis by down regulat⁃
ing the expression of serum TNF - α，caspase-3 and HIF-1 α in mice with acute cerebral infarction. Methods Totally
45 healthy and clean 6-week-old female Kunming mice were selected，and randomly divided into observation group，mod⁃
el group and sham operation group，with 15 mice in each group. After successfully modeled，the model group was given
intraperitoneal injection of 0.9% normal saline for 1 week. The observation group was given intraperitoneal injection of
Ginkgo biloba flavone injection 20 mg/kg for 1 week. The cerebral infarction area，apoptosis rate of nerve cells，the con⁃
tents of tumor necrosis factor-α (TNF-α)，caspase-3 and hypoxia inducible factor-1α (HIF-1α) and the relative protein
expression of TNF-α，caspase-3 and HIF-1α were compared among the three groups. Results The structure and func⁃
tion of cortical neurons in the model group are incomplete，with a decrease in synaptic vesicles and organelles，nuclear
membrane rupture，and chromatin aggregation into blocks. The degree of damage to cortical neurons in the observation
group was milder than that in the model group，with only a few cells showing consolidation and vacuolization. Compared
with the sham surgery group，the levels of TNF-α，Caspase-3，and HIF-1α in the observation group and model group
were significantly increased (t=3.89，4.68，5.23，4.67，4.21，4.71，P＜0.05). Compared with the model group，the levels of

TNF-α，Caspase-3，and HIF-1α in the observation
group were significantly reduced (t=4.04，4.66，3.66，

P＜0.05). Compared with the sham surgery group，
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the expression levels of TNF-α，Caspase-3，and HIF-1α proteins in the model group and observation group were signifi⁃
cantly increased (t=3.98，4.56，4.18，4.39，3.67，4.29，P＜0.05). Compared with the model group，the expression levels of
TNF- α，Caspase-3，and HIF-1α proteins in the observation group were significantly reduced (t=5.03，4.32，6.30，P＜

0.05). Compared with the sham surgery group，the apoptosis rate of nerve cells in the observation group and model group
was significantly increased (t=4.56，4.98，P＜0.05). Compared with the model group，the infarct size and neuronal apopto⁃
sis rate of the observation group were significantly reduced (t=4.38，6.39，P＜0.05).Conclusion Ginkgo biloba flavonoids
inhibit neuronal apoptosis by down regulating the expression of TNF-α，Caspase-3，and HIF-1α in mice with acute cere⁃
bral infarction.
[Key words] Ginkgo biloba flavonoids； acute cerebral infarction； tumor necrosis factor-α； caspase-3； hypoxia
inducible factor-1α

急性脑梗死是指脑部血供突然中断导致脑组

织缺血、缺氧引起的脑组织局部坏死，进而导致临床

上对应的神经功能缺失的表现[1~3]。介入治疗因其对

医疗设备要求高，难以推广，因此早预防、早诊断、早

治疗显得尤为重要[4]。研究显示，银杏叶黄酮对改善

心脑血管疾病症状具有重要作用[5]。此外，半胱天冬

酶（Caspase-3）及低氧诱导因子-1α（hypoxia induc⁃
ible factor-1α，HIF-1α）是神经元凋亡的关键因

子[6]，而肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis factor-α，
TNF-α）在脑梗死早期含量异常升高，与病情严重

程度密切相关[7]。故本次研究采用银杏叶黄酮处理

急性脑梗死小鼠，观察小鼠血清TNF-α、Caspase-3
及HIF-1α表达，旨在探究其对神经细胞凋亡抑制

的作用。

1 材料与方法

1.1 实验材料 2020年9 月，嘉兴市第一医院获取

健康清洁级 6 周龄雌性昆明小鼠 45 只，随机分为

观察组、模型组和假手术组，每组15只。

1.2 建立小鼠急性脑梗死模型 按照文献《注射用

丹参多酚酸配伍注射血栓通（冻干）通过抑制MMPs
对脑缺血再灌注损伤大鼠血脑屏障通透性的影响

及机制》[7]建立小鼠急性脑梗死模型，假手术组仅

分离双侧颈总动脉及伴行的迷走神经。术后 1 d，
按照神经功能缺损评分对小鼠神经功能进行评价，

1～3 分表示建模成功。

1.3 方法 假手术组及模型组给予腹腔注射0.9％
氯化钠注射液，连续注射1 周；观察组给予腹腔注射

银杏叶黄酮注射液（由石药银湖制药有限公司生

产）20 mg/kg，连续注射1 周。

1.4 观察指标 1 周后，采集三组小鼠眼眶全血

4 mL，静置后以 3 000 r/min离心 10 min取上清液，

采用酶联免疫吸附法检测小鼠血清 TNF-α、Cas⁃

pase-3及HIF-1α含量变化，酶联免疫试剂盒由上海

恒远生物科技有限公司生产。采用免疫印迹法检

测三组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α蛋白相对

表达量。将小鼠处死取出脑组织，经脱水、包埋、切

片及尼氏染色后置于光学显微镜（由上海炳宇光学

仪器有限公司生产）下观察，采用 Image Pro Plus 6.0
计算小鼠脑梗死面积。小鼠神经凋亡率采用原位

末端标记技术法检测。

1.5 统计学方法 采用SPSS 19.0统计学软件进行

数据分析。计量资料以均数±标准差（x±s）表示。

组间计量资料比较采用 t检验；计数资料比较采用χ2

检验。设P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组小鼠脑组织切片结果 假手术组小鼠神

经元细胞结构和功能完整，可见突触细胞，细胞核

呈卵圆形且核内染色质分布均匀，胞浆内细胞器丰

富。模型组大脑皮质神经元细胞结构功能不完整，

突触小泡、细胞器数目减少，核膜断裂，染色质凝集

成块。观察组小鼠大脑皮质神经元细胞损伤程度

轻于模型组，仅少数细胞呈现固缩和空泡化现象。

2.2 三组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平比

较结果见表1
表1 三组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平比较/ng/mL
组别

观察组

模型组

假手术组

TNF-α
23.75±11.28*#

34.13±21.45*
5.17± 1.15

Caspase-3
11.35±1.69*#

13.34±3.56*
6.65±0.35

HIF-1α
627.35±213.87*#

736.30±325.16*
509.05±124.29

注：*：与假手术组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05。
由表 1 可见，三组小鼠 TNF-α、Caspase-3 及

HIF-1α水平比较，差异均有统计学意义（F分别=
16.68、34.24、3.64，P均＜0.05）。进一步组间比较，
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与假手术组比较，观察组和模型组小鼠TNF-α、Cas⁃
pase-3及HIF-1α水平明显升高（t分别=3.89、4.68、
5.23、4.67、4.21、4.71，P均＜0.05）；且与模型组比较，

观察组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平明显

降低（t分别=4.04、4.66、3.66，P均＜0.05）。
2.3 三组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α蛋白相

对表达量比较见表2
表2 三组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α蛋白相对表达

量比较

组别

观察组

模型组

假手术组

TNF-α
0.22±0.04*#

0.49±0.05*
0.14±0.03

Caspase-3
0.11±0.02*#

0.38±0.03*
0.05±0.02

HIF-1α
0.44±0.03*#

1.09±0.05*
0.30±0.02

注：*：与假手术组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05。
由表 2 可见，三组小鼠 TNF-α、Caspase-3 及

HIF-1α蛋白表达量比较，差异均有统计学意义（F

分别=334.06、917.30、2306.10，P均＜0.05）。进一步

组间比较，与假手术组比较，模型组和观察组小鼠

TNF-α、Caspase-3及HIF-1α蛋白表达量明显升高

（t 分别 =3.98、4.56、4.18、4.39、3.67、4.29，P 均 ＜

0.05）；且与模型组比较，观察组小鼠 TNF-α、Cas⁃
pase-3 及 HIF-1α 蛋白表达量明显降低（t分别=
5.03、4.32、6.30，P均＜0.05）。
2.4 三组小鼠梗死面积、神经细胞凋亡率比较见表3

表3 三组小鼠梗死面积、神经细胞凋亡率比较/％
组别

观察组

模型组

假手术组

梗死面积

13.23±1.53*#

28.29±1.74*
0

神经细胞凋亡率

21.13±2.23*#

42.33±3.33*
1.43±0.52

注：*：与假手术组比较，P＜0.05；#：与模型组比较，P＜0.05。
由表3可见，三组小鼠梗死面积、神经细胞凋亡

率比较，差异均有统计学意义（F分别=1736.78、
1193.42，P均＜0.05）。进一步组间比较，与假手术

组比较，观察组和模型组小鼠梗死面积、神经细胞

凋亡率明显升高（t分别=4.56、4.98，P均＜0.05）；且

与模型组比较，观察组小鼠梗死面积、神经细胞凋

亡率明显降低（t分别=4.38、6.39，P均＜0.05）。
3 讨论

脑梗塞起病急，致死致残率高，其发生发展与

脑组织缺血、缺氧、炎症因子、免疫活性异常升高、

钙超载等因素密切相关[8]。临床资料显示动脉粥样

硬化是引起脑梗塞病理基础，其病灶的缺血半暗带

是一个可逆性病变区，该区血流在一定时间内可迅

速恢复，使神经细胞得以恢复和存活[9]。传统医学

将急性脑梗死归属于“中风”范畴，认为瘀血阻络是

其基本病机，应以活血散瘀、通脉活络为主要治疗

方法。银杏叶提取物注射液成为近年来出现的新

型药物[10]。药理研究显示银杏叶黄酮对增加脑血流

量、改善脑部血管微循环、保护神经细胞、预防血栓

形成等具有重要作用[11]。

本次研究结果显示：与假手术组比较，模型组、

观察组小鼠TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平和蛋

白表达量明显升高；且与模型组比较，观察组小鼠

TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平和蛋白表达量明

显降低（P均＜0.05）；同时，与模型组比较，观察组小

鼠梗死面积、神经细胞凋亡率明显降低。以上结果

说明银杏叶黄酮通过下调急性脑梗死小鼠TNF-α、
Caspase-3及HIF-1α表达来抑制神经细胞凋亡。细

胞凋亡是一个由基因引发的细胞死亡过程，受多种

因素调控，具有清除功能性细胞，主动耗能的作

用[12]。临床研究显示，TNF-α可诱导血管内皮细胞、

中性粒细胞、肿瘤细胞及神经细胞凋亡，与多种疾

病的发生和预后密切相关，是评估疾病临床和预后

的重要指标[13]。Caspase-3是一种可促进病变神经

元凋亡的蛋白酶，在多种因素影响的凋亡过程中起

重要作用[14]。在正常情况下，Caspase-3以非活性的

酶原形式存在于人体且不具备生物活性，只有在被

细胞凋亡信号激活的情况下才能活化并起到促进

细胞凋亡的作用，是缺血神经元凋亡的重要效应分

子。有研究显示，干预Caspase-3表达能明显降低

急性脑梗死患者脑组织病变区缺血神经元的损伤

程度，减少梗死面积且降低致残率。HIF-1α是一种

具有促进神经细胞凋亡及保护作用的基因转录因

子，在氧气充足的条件下其生物学效应不发挥[15]。

当机体组织持续缺氧，HIF-1α被诱导激活并发挥

其生物学效应，进而激活下游执行细胞凋亡蛋白

Caspase-3的表达。当急性脑梗死发作后，诱发一

系列炎症反应，引起TNF-α的分泌，血脑屏障遭到

损害，导致细胞功能与信号通路损害进而导致细胞

坏死和凋亡。此外，本次研究仍存在局限性，使用

小鼠模型研究银杏叶黄酮对急性脑梗死的影响未

考虑到该药物的用量和浓度，并且本次研究的样本

量较小，还需要更多实验和数据进一步证明结果的

可靠性。
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综上所述，银杏叶黄酮可通过下调急性脑梗死

小鼠血清中TNF-α、Caspase-3及HIF-1α水平表达

来抑制神经细胞凋亡，起到保护神经的作用。
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