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银杏内酯 K通过 AMPK介导的能量代谢和自噬缓解创伤性脑损伤 *
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摘要 目的：探讨银杏内酯 K（GK）对创伤性脑损伤（TBI）大鼠的治疗作用，并分析其对 AMP活化蛋白激酶（AMPK）活性的影

响。方法：将大鼠分为 Sham组、TBI组、L-GK组、M-GK组、H-GK组、H-GK+CC组（n=11）。Sham组大鼠为假手术大鼠，其他组
大鼠为颅脑损伤仪制作的 TBI模型大鼠。Sham组和 TBI组大鼠灌胃 0.5%羧甲基纤维素钠。L-GK组、M-GK组、H-GK组大鼠

分别灌胃剂量为 2、4和 8 mg/kg/d的银杏内酯 K。H-GK+CC组大鼠灌胃剂量 8 mg/kg/d的银杏内酯 K，并腹腔注射剂量为 20

mg/kg/d的 AMPK抑制剂 Compound C（CC）。各组大鼠均给药 14 d。通过改良神经功能严重程度评分（mNSS）评价大鼠神经功

能，采用Morris水迷宫实验评价大鼠认知功能，记录逃避潜伏期（EL）和 1 min内穿越平台次数（NPC）。分别对大鼠脑组织切片

进行 HE、Nissl和 TUNEL染色以及 Bax和 Bcl-2免疫组化染色。按照试剂盒说明检测大鼠脑组织 SOD、CAT、GSH-Px、MDA、

IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平，Na+-K+-ATP酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量。采用比色法检测血清 NO和 T-NOS水平。通

过 Western blot检测大鼠脑组织 p-AMPK琢（Thr172）、p62 和 Beclin-1蛋白表达水平。结果：与 Sham 组比较，TBI 组大鼠的

mNSS评分和 EL升高（P<0.05），NPC降低（P<0.05）；HE染色评分升高（P<0.05）；TUNEL阳性率和 Bax染色评分升高（P<0.
05），Bcl-2 染色评分降低（P<0.05）；MDA、IL-1茁、IL-6、TNF-琢、NO 和 T-NOS 水平升高（P<0.05），SOD、CAT 和 GSH-Px 水平降

低（P<0.05）；Na+-K+-ATP酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量降低（P<0.05），p-AMPK琢（Thr172）和 Beclin-1蛋白相对表达

水平降低，p62蛋白相对表达水平升高（P<0.05）。与 TBI组比较，L-GK组、M-GK组和 H-GK组大鼠的 mNSS评分和 EL降低

（P<0.05），NPC升高（P<0.05）；HE 染色评分降低（P<0.05）；TUNEL阳性率和 Bax染色评分降低（P<0.05），Bcl-2染色评分升高
（P<0.05）；MDA、IL-1茁、IL-6、TNF-琢、NO 和 T-NOS水平降低（P<0.05），SOD、CAT 和 GSH-Px 水平升高（P<0.05）；Na+-K+-ATP

酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量升高（P<0.05），p-AMPK琢（Thr172）和 Beclin-1 蛋白相对表达水平升高（P<0.05），p62
蛋白相对表达水平降低（P<0.05）。与 H-GK组比较，H-GK+CC组大鼠的 mNSS评分和 EL升高（P<0.05），NPC降低（P<0.05）；
HE染色评分升高（P<0.05）；TUNEL阳性率和 Bax染色评分升高（P<0.05），Bcl-2染色评分降低（P<0.05）；MDA、IL-1茁、IL-6、
TNF-琢、NO 和 T-NOS水平升高（P<0.05），SOD、CAT 和 GSH-Px 水平降低（P<0.05）；Na+-K+-ATP酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以

及 ATP含量降低（P<0.05），p-AMPK琢（Thr172）和 Beclin-1蛋白相对表达水平降低（P<0.05），p62蛋白相对表达水平升高（P<0.
05）。结论：银杏内酯 K通过改善 AMPK介导的能量代谢和自噬缓解 TBI大鼠的脑损伤。
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Ginkgolide K Alleviates Traumatic Brain Injury through AMPK-mediated
Energy Metabolism and Autophagy*

To explore the possible role of ginkgolide K (GK) in the treatment of traumatic brain injury (TBI) and

analyze its effect on AMP-activated protein kinase (AMPK) activity. Rats were divided into Sham group, TBI group, L-GK

group, M-GK group, H-GK group, and H-GK+CC group (n=11). Rats in Sham group was sham-operated rats, and rats in other groups

were TBI model rats which made by craniocerebral injury instrument. Rats in Sham group and TBI group were administered 0.5%

CMC-Na by intragastric administration. Rats in L-GK group, M-GK group, and H-GK group were administered 2, 4, and 8 mg/kg/d

ginkgolide K respectively. Rats in H-GK+CC group were given with 8 mg/kg/d Ginkgolide K and intraperitoneally injected with 20

mg/kg/d of AMPK inhibitor Compound C (CC). Rats were all dosed for 14 days. Neurological function was assessed by the modified

*基金项目：陕西省自然科学基础研究计划项目（2018JM7152；2023-JC-QN-0883）；西安市科技局创新能力强基计划 -医学研究项目（22YXYJ0039）；

西安市卫健委青年培育项目（2023qn08）；西安市博士后创新基地科研项目（2023BSHCX02）；

西安市人民医院（西安市第四医院）院级基金项目（2022LBSH04）

作者简介：白立曦（1989-），男，硕士研究生，住院医师，主要研究方向：创伤外科，E-mail: Bailixi89@163.com

△ 通讯作者：王芳雨（1989-），女，博士研究生，主治医师，主要研究方向：自噬调控视网膜神经免疫炎症，E-mail: FangyuW9@163.com；

杜俊凯（1976-），男，博士研究生，硕士生导师，主任医师，主要研究方向：创伤和急腹症，E-mail: 68631784@qq.com

（收稿日期：2024-02-27 接受日期：2024-03-23）

3823窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.24 NO.20 OCT.2024

Neurological Severity Score (mNSS). The Morris water maze test was used to evaluate cognitive function, and the escape latency (EL)

and the number of platform crossings within 1 min (NPC) were recorded. Brain tissue sections were subjected to HE, Nissl and

TUNEL staining as well as Bax and Bcl-2 immunohistochemical staining. The levels of SOD, CAT, GSH-Px, MDA, IL-1茁, IL-6 and

TNF-琢, the activities of Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase and the content of ATP in brain tissue were detected according to the

kit instructions. The serum levels of NO and T-NOS were detected by colorimetry. The protein expression levels of p-AMPK琢
(Thr172), p62 and Beclin-1 in brain tissue were detected by Western blot. Compared with Sham group, the mNSS score and

EL of TBI group increased (P<0.05), the NPC decreased (P<0.05), the HE staining score increased (P<0.05), the TUNEL positivity

rate and Bax staining score increased (P<0.05), the Bcl-2 staining score decreased (P<0.05), the levels of MDA, IL-1茁, IL-6, TNF-琢,
NO and T-NOS increased (P<0.05), the levels of SOD, CAT and GSH-Px decreased (P<0.05), the activities of Na+-K+-ATPase and

Ca2+-Mg2+-ATPase and ATP content decreased (P<0.05), the relative expression levels of p-AMPK琢 (Thr172) and Beclin-1 protein

decreased (P<0.05), and the relative expression levels of p62 protein increased (P<0.05). Compared with TBI group, the mNSS score

and EL of L-GK, M-GK and H-GK groups decreased (P<0.05), the NPC increased (P<0.05), the HE staining score decreased (P<0.
05), the TUNEL positive rate and Bax staining score decreased (P<0.05), the Bcl-2 staining score increased (P<0.05), the levels of
MDA, IL-1茁, IL-6, TNF-琢, NO and T-NOS decreased(P<0.05), the levels of SOD, CAT and GSH-Px increase(P<0.05), the activities
of Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase and ATP content increased(P<0.05), the relative expression level of p-AMPK琢(Thr172) and
Beclin-1 protein increased (P<0.05), and the relative expression level of p62 protein decreased(P<0.05). Compared with H-GK group,

the mNSS score and EL of H-GK+CC group increased (P<0.05), the NPC decreased (P<0.05), the HE staining score increased (P<0.
05), the TUNEL positivity rate and Bax staining score increased (P<0.05), the Bcl-2 staining score decreased (P<0.05), the levels of
SOD, CAT and GSH-Px decreased(P<0.05), the levels of MDA, IL-1茁, IL-6, TNF-琢, NO and T-NOS increased(P<0.05), the activities
of Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase and ATP content decreased(P<0.05), the relative expression levels of p-AMPK琢(Thr172) and
Beclin-1 protein decreased (P<0.05), and the relative expression levels of p62 protein increased (P<0.05). Ginkgolide K

could alleviate brain damage in TBI rats by improving AMPK-mediated energy metabolism and autophagy.
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前言

创伤性脑损伤（Traumatic brain injury, TBI）的病理过程非

常复杂，一般分为原发性脑损伤和继发性脑损伤两个阶段。TBI

通过继发性脑损伤触发一系列的病理生理反应，如氧化应激、

炎症反应、能量耗竭和细胞凋亡，最终导致神经细胞死亡、脑水

肿和神经功能障碍[1]。目前尚无有效的 TBI临床治疗方法。银杏

内酯是银杏叶中的具有生物活性的萜内酯，在治疗心血管疾病

中充当抗血小板激活拮抗剂[2]。银杏内酯 K（Ginkgolide K, GK）

是银杏叶中的萜内酯类成分[3]。最近，银杏内酯 K因其治疗缺

血性中风的作用而引起了学者的关注。例如，银杏内酯 K预处

理通过抑制线粒体分裂和糖原合成酶激酶 -3茁依赖性的线粒
体膜通透性增加而减轻缺血性中风后的神经元损伤[4]。在体外，

银杏内酯 K预处理通过缓解氧化应激和线粒体功能障碍保护

大鼠肾上腺嗜铬细胞瘤细胞系（PC12）细胞免受 H2O2诱导的凋

亡[5]。同样，银杏内酯 K通过减轻氧化应激，抑制细胞凋亡并抑

制 Ca2+内流来保护 PC12细胞免受谷氨酸诱导的细胞毒性[6]。

连续 5天应用银杏内酯 K（2、4和 8 mg/kg）预处理大脑中动脉

闭塞（Middle cerebral artery occlusion, MCAO）大鼠可显著减少

梗死体积和脑含水量，改善神经功能[7]。上述文献提示在治疗

TBI后继发性损伤方面有应用前景。

AMP活化蛋白激酶（AMP-activated protein kinase, AMPK）

是一种调节各种代谢和分解代谢途径的细胞能量传感器，当被

激活后可减少 ATP消耗并增加 ATP合成[8]。TBI后的能量可利

用性受到抑制，AMPK活性降低[9]。另外，AMPK通过活化自噬

相关基因的表达直接或间接促进自噬[10]。自噬是一个进化上保

守的过程，在维持细胞内稳态的各种生物学功能中起着至关重

要的作用。细胞自噬通过溶酶体依赖的途径降解受损细胞器、

蛋白质聚集体和入侵的病原体。自噬途径参与了 TBI的发病机

制[11]。在 TBI动物模型中，自噬标记物如微管相关蛋白 1轻链 3

（Microtubule-associated protein1 light chain 3, LC3）-II 和 Be-

clin-1显著增加，p62显著减少，表明 TBI后自噬活性升高[12]。

据报道，TBI后提高 AMPK活性显著改善了动物模型的空间记

忆能力[9]。研究表明，银杏内酯 K通过 AMPK/mTOR/ULK1信

号通路诱导保护性自噬，促进氧糖剥夺（Oxygen-glucose depri-

vation, OGD）后星形胶质细胞的增殖和迁移[13]。本研究推测银

杏内酯 K可能通过激活 AMPK在 TBI后继发性损伤中发挥治

疗作用。因此，本研究探讨了银杏内酯 K对 TBI大鼠的治疗作

用，并分析了其对 AMPK通路的影响，旨在为 TBI的治疗药物

研发提供候选资源。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验试剂 银杏内酯 K（YT66464），北京伊塔生物科技

有限公司。AMPK抑制剂 Compound C（CC）（HY-13418A），美

国MCE公司。羧甲基纤维素钠（CMC-Na）（C8621）、苏木素伊
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红（HE）染液（G4520）、尼氏（Nissl）染液（G1430）、TUNEL染液

（T2195）、Na+-K+-ATP 酶 （BC0065） 和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶

（BC0960）活性检测试剂盒、ATP含量检测试剂盒（BC0300），

北京索莱宝科技有限公司。超氧化物歧化酶（Superoxide dis-

mutase, SOD）（A001-3-2）、过 氧化氢酶 （Catalase, CAT）

（A007-1-1）、谷胱甘肽过氧化物酶（Glutathione peroxidase,

GSH-Px）（A005-1-2）， 丙 二 醛 （Malondialdehyde, MDA）

（A003-1-2）、白介素 -1茁（Interleukin-1茁, IL-1茁）（H002-1-2）、
IL-6（H007-1-1）和肿瘤坏死因子 -琢（Tumor necrosis factor-琢,
TNF-琢）（H052-1-2）、一氧化氮（Nitric oxide, NO）（A012-1-2）、
总一氧化氮合成酶（Nitric oxide synthase, T-NOS）（A014-2-2）

测试盒，南京建成生物工程研究所。B淋巴细胞瘤 -2相关 X蛋

白（Bcl2-associated X, Bax）（AF0120）、B淋巴细胞瘤 -2（B-cell

lymphoma-2, Bcl-2）（AF6139）、p-AMPK琢（Thr172）（AF3423）、
腺苷酸激活蛋白激酶（Adenosine-activated protein kinase 琢,
AMPK琢）（AF6423）、p62（AF5384）、自噬效应蛋白 -1（Beclin-1）

（AF5128）和 茁-actin（AF7018）一抗、IgG (H+L) HRP（S0001）二

抗，美国 Affinity公司。

1.1.2 实验动物 SPF级 8周龄 SD大鼠（体质量 280~350 g）购

自西安交通大学实验动物中心，在 23依2℃，55依5%湿度，12 h
/12 h循环照明动物房中饲养大鼠。

1.2 方法

1.2.1 TBI大鼠模型的制备 参考文献[14]建立 TBI大鼠模型。

使用 3%异氟烷麻醉大鼠，在整个手术过程中维持 1.5%～2%

异氟烷。将麻醉的大鼠置于脑立体定向仪上，使用微型磨钻在

左顶骨钻半径 2 mm的骨窗，使用美国 PSI TBI-0310颅脑损伤

仪以 5 m/s的速度打击大鼠，停留时间 400 ms，深度 4.5 mm。造

模大鼠术后缝合皮肤切口，放回笼中恢复，造模 12 h后取存活

的大鼠进行后续实验。60只用于造模的大鼠中 55只造模成

功，成功率为 91.67%。假手术组大鼠接受相同的手术程序，但

不进行打击造模。

1.2.2 大鼠分组及治疗 将大鼠分为 Sham组、TBI组、L-GK

组、M-GK组、H-GK组和 H-GK+CC组（n=11）。Sham组为假手

术大鼠，其他组为模型大鼠。将银杏内酯 K 溶于 0.5%的

CMC-Na 中，Sham 组和 TBI 组大鼠灌胃 0.5%的 CMC-Na。

L-GK 组、M-GK 组和 H-GK 组大鼠分别灌胃剂量为 2、4 和

8 mg/kg/d的等体积银杏内酯 K[7]。H-GK+CC组大鼠灌胃剂量

为 8 mg/kg/d的银杏内酯 K，并腹腔注射 20 mg/kg/d的 CC[15]。

各组大鼠均给药 14 d。

1.2.3 大鼠神经功能评分 通过改良神经功能严重程度评分

（modified neurological severity scoring, mNSS）评价大鼠神经功

能 [16]。mNSS神经功能障碍评分区间为 0～18分，1～6分，轻

度；7～12分，中度；13～18分，重度。

1.2.4 大鼠认知功能评价方法 认知功能评价采用 Morris水

迷宫实验[17]。设备为北京智鼠多宝 DB001 Morris水迷宫视频分

析系统，该系统为装有 30℃温水的圆形水池（直径：150 cm；

高：60 cm；水深：35 cm），配备视频分析系统。将逃生平台（直径

12 cm）放置在水池第一象限中心，平台上平面距水面 2 cm。通

过定位航行实验记录大鼠登陆平台的时间，记为逃避潜伏期

（EL）。然后撤去平台，通过空间探索实验记录大鼠 1 min内穿

越平台次数（NPC）。

1.2.5 大鼠脑组织病理学染色 无菌分离大鼠脑组织，PBS清

洗，4%多聚甲醛固定 24 h，脱水、浸蜡、包埋并切取 4 滋m切片。
按试剂盒说明进行 HE、Nissl和 TUNEL染色。从空泡化变性、

神经元变形、核固缩、炎性细胞浸润等病理改变水平对 HE染

色进行病理评分，标准如下：0分：无明显病理改变；1分：轻度

病理改变；2分：中度病理改变；3分：重度病理改变。TUNEL染

色中，在 400伊放大倍数下统计 TUNEL阳性率作为细胞凋亡评

判指标。

1.2.6 Bax和 Bcl-2免疫组织化学染色 将大鼠脑组织石蜡切

片常规脱蜡至水，3% H2O2室温处理 5 min。将切片浸入 0.01M

柠檬酸钠缓冲液（pH6.0）中微波炉加热至沸腾，滴加封闭液，室

温处理 20 min。将切片与 1:100 稀释的 Bax 和 Bcl-2 一抗在

4℃下染色过夜。然后将切片与 1:500二抗在室温下孵育 1 h。

3, 3'-二氨基联苯胺用于显色。苏木精重新染色细胞核，显微镜

下观察切片。Bax和 Bcl-2染色评分方法[18]如下：<5%阳性为 0

分；5%～20%阳性为 1分；21%～40%阳性为 2分；41%～60%

阳性为 3分；61%～80%阳性为 4分；>80%阳性为 5分。

1.2.7 大鼠脑组织氧化应激和炎症指标检测 剪碎大鼠脑组

织并研磨匀浆，4℃、12000伊g离心 5 min，取上清，按试剂盒说

明检测 SOD、CAT、GSH-Px、MDA、IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平。
1.2.8 大鼠血清 NO 和 T-NOS 含量检测 大鼠眼眶取血，

4℃、3000伊g离心 10 min，取上清，按试剂盒说明书采用比色法

检测血清 NO和 T-NOS水平。

1.2.9 脑组织 Na+-K+-ATP 酶和 Ca2+-Mg2+-ATP 酶活性测定

称取 0.1 g大鼠脑组织，加入 1 mL试剂进行冰浴匀浆。4℃、

8000伊g离心 10 min，取上清，按试剂盒说明书采用分光光度法

检测 Na+-K+-ATP酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性。

1.2.10 脑组织 ATP含量测定 称取 0.1 g大鼠脑组织，加入

1 mL试剂进行冰浴匀浆。4℃、8000伊g离心 10 min，取上清，按

试剂盒说明书采用紫外分光光度法检测 ATP含量。

1.2.11 Western blot检测大鼠脑组织蛋白表达水平 大鼠脑

组织样本进行匀浆处理，加入 RIPA缓冲液裂解并提取蛋白，

通过二辛可宁酸法测量总蛋白浓度。采用 10% SDS-PAGE分

离总蛋白，并转移到聚偏二氟乙烯膜。5%脱脂牛奶封闭膜 2 h

后，与 p-AMPK琢（Thr172）（1:1000）、AMPK琢（1:1000）、p62（1:
1000）、Beclin-1（1:1000）和 茁-actin（1:1000）一抗在 4℃下孵育

过夜。膜用 1伊TBST清洗后，与二抗（1:1000）室温孵育 1 h。使

用 ECL显影，通过 Image J软件对蛋白质条带灰度值进行定

量，茁-actin作为内参。
1.3 统计学分析

SPSS21.0软件分析数据。采用单因素方差分析和 LSD-t检

验比较组间差异。显著水准：P<0.05。

2 结果

2.1 银杏内酯 K对 TBI大鼠神经功能和认知功能的影响

与 Sham组比较，TBI组的mNSS评分和 EL升高（P<0.05），
NPC 降低（P<0.05）。与 TBI 组比较，L-GK 组、M-GK 组和

H-GK 组的 mNSS 评分和 EL 降低 （P<0.05），NPC 升高
（P<0.05）。与 H-GK组比较，H-GK+CC组的 mNSS评分和 EL

升高（P<0.05），NPC降低（P<0.05）。见表 1。
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2.2 银杏内酯 K对 TBI大鼠脑组织损伤和细胞凋亡的影响

HE 和 Nissl 染色显示，Sham组大鼠脑组织无明显损伤。

TBI组大鼠脑组织神经元出现多处空泡化变性，伴随神经元变

形和核固缩、炎性细胞浸润等病变。与 TBI组比较，L-GK组、

M-GK组和 H-GK组大鼠的神经元损伤减轻。见图 1。与 H-GK

组比较，H-GK+CC 组大鼠的神经元损伤加重。Sham组、TBI

组、L-GK 组、M-GK 组、H-GK 组和 H-GK+CC 组大鼠脑组织

HE 染色评分为 0.00 依0.00、2.91 依0.70、2.18 依0.60、1.73 依0.79、
1.27依0.47和 2.00依0.63（F=30.652，P<0.001）。与 Sham组比较，

TBI组的 HE染色评分升高（P<0.05）。与 TBI组比较，L-GK组、

M-GK组和 H-GK组的 HE染色评分降低（P<0.05）。与 H-GK

组比较，H-GK+CC组的 HE染色评分升高（P<0.05）。
与 Sham组比较，TBI组的 TUNEL阳性率和 Bax 染色评

分升高（P<0.05），Bcl-2 染色评分降低（P<0.05）。与 TBI 组比

较，L-GK组、M-GK组和 H-GK组的 TUNEL阳性率和 Bax染

色评分降低（P<0.05），Bcl-2染色评分升高（P<0.05）。与 H-GK

组比较，H-GK+CC组的 TUNEL阳性率和 Bax染色评分升高

（P<0.05），Bcl-2染色评分降低（P<0.05）。见图 2和表 2。

Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

表 1 各组的 mNSS评分、EL和 NPC

Table 1 mNSS scores, EL and NPC of each group

Groups mNSS score EL (s) NPC

Sham 0.00依0.00 20.99依1.48 7.69依0.56

TBI 11.73依2.10* 58.22依8.24 * 2.50依0.12 *

L-GK 8.27依1.56*# 48.42依4.63*# 3.79依0.25*#

M-GK 6.18依1.60*# 40.64依3.44*# 5.13依0.41*#

H-GK 4.36依1.43*# 29.58依2.22*# 5.93依0.35*#

H-GK+CC 8.09依1.64*#& 48.69依3.22*#& 3.95依0.30*#&

F 74.551 104.807 287.377

P <0.001 <0.001 <0.001

图 1 各组大鼠脑组织 HE和 Nissl染色（400伊）
Fig.1 HE and Nissl staining images of brain tissue in each group rats (400伊)

2.3 银杏内酯 K对 TBI大鼠脑组织氧化应激和炎症的影响

与 Sham组比较，TBI组的 SOD、CAT 和 GSH-Px 水平降

低（P<0.05），MDA、IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平升高（P<0.05）。与
TBI 组比较，L-GK 组、M-GK 组和 H-GK 组的 SOD、CAT 和

GSH-Px水平升高（P<0.05），MDA、IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平
降低（P<0.05）。与 H-GK组比较，H-GK+CC组的 SOD、CAT和

GSH-Px水平降低（P<0.05），MDA、IL-1茁、IL-6和 TNF-琢水平
升高（P<0.05）。见表 3和表 4。

2.4 银杏内酯 K对 TBI大鼠血清 NO和 T-NOS的影响

与 Sham 组比较，TBI 组血清 NO 和 T-NOS 水平升高

（P<0.05）。与 TBI组比较，L-GK组、M-GK组和 H-GK组血清

NO和 T-NOS水平降低（P<0.05）。与 H-GK组比较，H-GK+CC

组血清 NO和 T-NOS水平升高（P<0.05）。见表 5。

2.5 银杏内酯 K对 TBI大鼠脑组织 AMPK介导的能量代谢和

自噬的影响

与 Sham 组比较，TBI组大鼠脑组织中 Na+-K+-ATP 酶和

Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量降低（P<0.05）。与 TBI组

比较，L-GK组、M-GK组和 H-GK组大鼠脑组织中 Na+-K+-ATP

酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量升高（P<0.05）。与
H-GK 组比较，H-GK+CC 组大鼠脑组织中 Na+-K+-ATP 酶和

Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量降低（P<0.05）。见表 6。

蛋白相对表达水平比较结果显示，与 Sham组比较，TBI组

脑组织中 p-AMPK琢（Thr172）和 Beclin-1降低（P<0.05），p62升
高（P<0.05）。与 TBI组比较，L-GK组、M-GK组和 H-GK组脑

组织中 p-AMPK琢（Thr172）和 Beclin-1升高（P<0.05），p62降低
（P<0.05）。与 H-GK组比较，H-GK+CC组脑组织中 p-AMPK琢
（Thr172）和 Beclin-1降低（P<0.05），p62升高（P<0.05）。见图 3。
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Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

Groups
SOD

(U/mg protein)

CAT

(U/mg protein)

GSH-Px

(U/mg protein)

MDA

(nmol/mg protein)

Sham 59.56依3.19 5.96依0.46 4.99依0.40 4.08依0.30

TBI 36.78依2.41* 3.19依0.21* 2.04依0.15* 9.39依0.53*

L-GK 43.88依2.28*# 3.85依0.22*# 2.62依0.19*# 8.19依0.50*#

M-GK 46.69依1.96*# 4.31依0.24*# 3.25依0.21*# 7.34依0.52*#

H-GK 51.17依2.61*# 4.61依0.40*# 3.68依0.25*# 6.21依0.38*#

H-GK+CC 42.10依2.85*#& 3.77依0.22*#& 2.81依0.18*#& 7.88依0.44*#&

F 103.325 106.732 192.686 180.867

P <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

图 2 各组大鼠脑组织 TUNEL染色以及 Bax和 Bcl-2免疫组化染色（400伊）
Fig.2 TUNEL staining and Bax and Bcl-2 immunohistochemical staining of brain tissue in each group rats (400伊)

Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

表 2 各组大鼠脑组织 TUNEL阳性率以及 Bax和 Bcl-2染色评分

Table 2 The positive rate of TUNEL and the staining scores of Bax and Bcl-2 in each group rats

Groups TUNEL positive rate (%) Bax staining score Bcl-2 staining score

Sham 3.02依0.35 0.50依0.04 3.98依0.33

TBI 80.73依6.51* 3.95依0.32* 0.51依0.04*

L-GK 48.81依2.84*# 3.01依0.21*# 1.49依0.18*#

M-GK 32.73依1.73*# 2.33依0.12*# 2.32依0.19*#

H-GK 19.94依0.88*# 1.81依0.12*# 3.27依0.13*#

H-GK+CC 49.22依4.53*#& 3.00依0.17*#& 1.48依0.13*#&

F 642.446 456.921 511.236

P <0.001 <0.001 <0.001

表 3 各组的脑组织氧化应激指标水平

Table 3 Levels of oxidative stress indexes in brain tissues of each group

3 讨论

TBI是导致年轻人残疾的最常见原因，可以引起包括神经

系统（感觉运动障碍）、精神系统（抑郁和焦虑症状）和躯体系统

（眩晕、耳鸣）在内的一系列症状。目前，减少 TBI后的继发性损

伤是治疗的关键，但临床中缺乏相关药物。银杏内酯 K的脑保
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Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

护作用已被广泛报道[4,5,7,19-23]，然而其对 TBI的治疗作用尚未揭

示。本研究中，mNSS评分和Morris水迷宫实验结果表明 2、4、

8 mg/kg/d的银杏内酯 K灌胃 TBI大鼠 14 d 显著改善了 TBI

大鼠的神经功能和认知功能；HE和 Nissl染色表明，银杏内酯

K减轻了 TBI大鼠脑组织损伤，促进了神经元存活；TUNEL染

色及 Bax和 Bcl-2的免疫组化染色结果表明，银杏内酯 K抑制

了 TBI大鼠脑组织细胞凋亡。这些结果充分说明银杏内酯 K

具有治疗 TBI后继发性损伤的潜力。

表 4 各组的脑组织炎症指标水平

Table 4 Levels of brain tissue inflammation indicators in each group

Groups IL-1茁 (pg/mg prot) IL-6 (pg/mg prot) TNF-琢 (pg/mg prot)

Sham 23.60依1.20 14.14依0.75 30.95依0.83

TBI 48.27依1.26* 41.05依3.61* 71.05依4.80*

L-GK 38.58依1.51*# 32.51依2.14*# 56.41依2.98*#

M-GK 31.64依1.48*# 23.16依1.64*# 48.41依3.09*#

H-GK 27.29依1.11*# 16.89依1.38*# 39.06依2.29*#

H-GK+CC 37.62依2.52*#& 32.10依2.23*#& 56.44依2.75*#&

F 345.519 255.034 242.359

P <0.001 <0.001 <0.001

表 5 各组的血清 NO和 T-NOS水平

Table 5 Serum levels of NO and T-NOS in each group

Groups NO (滋mol/L) T-NOS (U/mL)

Sham 30.15依2.89 17.96依0.94

TBI 60.71依6.15* 37.05依2.35*

L-GK 50.04依5.08*# 32.26依2.06*#

M-GK 42.74依3.30*# 29.01依1.91*#

H-GK 36.96依3.77*# 22.91依1.00*#

H-GK+CC 48.97依4.41*#& 32.23依1.89*#&

F 65.518 170.258

P <0.001 <0.001

表 6 各组的脑组织中 Na+-K+-ATP酶和 Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量

Table 6 Na+-K+-ATPase and Ca2+-Mg2+-ATPase activities and ATP content in brain tissue of each group

Groups Na+-K+-ATPase (U/mg prot) Ca2+-Mg2+-ATPase (U/mg prot) ATP (滋mol/g prot)

Sham 71.09依4.82 59.22依6.07 24.03依1.93

TBI 43.34依3.10* 37.29依2.28* 12.12依1.01*

L-GK 50.27依3.41*# 43.70依2.31*# 14.79依0.69*#

M-GK 55.75依3.44*# 49.87依3.25*# 17.84依1.98*#

H-GK 64.04依3.27*# 54.87依4.80*# 21.21依1.58*#

H-GK+CC 48.45依3.94*#& 44.83依1.89*#& 14.83依0.65*#&

F 61.054 39.216 109.203

P <0.001 <0.001 <0.001

TBI后的继发性损伤与活性氧（Reactive oxygen species,

ROS）大量生成引起的氧化应激相关[24,25]，ROS增加膜通透性和

凋亡相关蛋白的表达，诱导神经元死亡[26]。另外，TBI后的继发

性损伤也与神经炎症有关，TBI后神经胶质细胞被激活，血脑

屏障的通透性升高，导致各种氧化产物和细胞因子大量释放，

最终引起组织损伤和神经元死亡[27]。目前，抗氧化和抗炎疗法
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图 3 各组大鼠脑组织 AMPK介导的自噬相关蛋白表达水平

Fig.3 Expression levels of autophagy related proteins mediated by AMPK in brain tissues of each group rats

Note: Compared with Sham group, *P<0.05; Compared with TBI group, #P<0.05; Compared with H-GK group, &P<0.05.

是治疗 TBI患者的有效方向[28-31]。本研究表明银杏内酯 K减轻

了 TBI大鼠脑组织氧化应激和炎症反应。其他学者指出，银杏

内酯 K可使MCAO大鼠血清和脑缺血组织中MDA、NO、NOS

和 SOD水平恢复正常，表明银杏内酯 K通过其抗氧化作用在

MCAO大鼠中表现出神经保护特性[7]。银杏内酯 K改善了帕金

森病小鼠步态功能障碍和多巴胺能神经元损失，并且将小胶质

细胞转换为M2表型，减少了小胶质细胞介导的神经炎症[32]。

因此，本研究认为银杏内酯 K治疗 TBI大鼠的机制与抗氧化

和抗炎作用有关。

脑能量功能障碍已成为 TBI预后的重要决定因素，TBI患

者大脑代谢研究表明，脑细胞主要能量底物（即葡萄糖）的可用

性显著降低[33]。据报道，TBI后大脑立即进入高代谢状态，此时

葡萄糖利用率增加，长达 30 min[34]，在这种短暂的高代谢状态

之后，大脑会经历长时间的低代谢，持续数天至数周[35,36]。因此，

改善 TBI后的脑能量代谢是一个很有前景的治疗领域[33]。本研

究表明银杏内酯 K提高了 TBI大鼠脑组织 Na+-K+-ATP酶和

Ca2+-Mg2+-ATP酶活性以及 ATP含量，从而提高了脑组织线粒

体 ATP产能。

自噬途径的激活在 TBI中具有重要的神经保护作用，例

如，二十二碳六烯酸可激活自噬通量从而改善认知功能并减少

脑损伤[37]。Morin通过增强轻度脑损伤的自噬来改善记忆损害[38]。

艾氯胺酮通过增强自噬在 TBI小鼠模型中发挥神经保护作用，

其机制涉及 AMPK/mTOR依赖的自噬[39]。自噬激活剂雷帕霉

素改善了小鼠 TBI后的认知功能，抑制了神经炎症[40]。然而，抑

制自噬则会加剧先天免疫反应并加重脑损伤[41]。本研究表明银

杏内酯 K升高了 TBI大鼠脑组织 Beclin-1蛋白表达水平，降

低了 p62蛋白表达水平，从而激活了自噬。其他文献报道银杏

内酯 K预处理促进了 OGD后星形胶质细胞的增殖和迁移，诱

导了 OGD后的自噬，如自噬相关蛋白 7、Beclin-1蛋白的上调

和微管相关蛋白 1轻链 3（LC3）-II/LC3-I的增加以及 p62蛋白

的下调[13]。这些结果说明银杏内酯 K对自噬的激活作用可能也

是其治疗 TBI的机制。

AMPK是一种异源三聚体复合物，通过调节代谢酶活性来

影响 ATP与 AMP比率促进 ATP的积累和生成[42]。AMPK主

要通过其 琢亚基中的 Thr172磷酸化来激活，进而促进 ATP合

成[42]。数据显示，TBI后 24 h即可检测到大脑损伤皮质和海马

的 AMPK Thr172位点的磷酸化水平降低[9]。另外，最近的研究

表明，AMPK通过促进线粒体自噬提高线粒体稳态，进而保持

ATP产能[43]。据报道，银杏内酯 K预处理激活了 OGD后星形

胶质细胞中的 AMPK/m-TOR/ULK1通路，而 AMPK 抑制剂

CC阻断了银杏内酯 K对 OGD后星形胶质细胞增殖和迁移的

促进作用 [13]。本研究中，银杏内酯 K升高了 TBI大鼠脑组织

AMPK琢 Thr172位点的磷酸化水平，激活了 AMPK。此外，本研

究使用银杏内酯 K和 CC同时处理 TBI大鼠，结果证实 CC减

弱了银杏内酯 K对 TBI的治疗作用。由于 AMPK不仅是能量

消耗和生产的主要监管者，而且是自噬激活因子，其活性的减

少限制了 ATP生产而促进了 ATP消耗，并降低了自噬活性，

这可能解释了 TBI后观察到的 ATP水平和自噬活性的降低，

而银杏内酯 K通过激活 AMPK有效提高了 ATP合成和自噬

活性，从而减轻了 TBI大鼠的脑损伤。

综上所述，本研究表明银杏内酯 K通过改善 AMPK介导

的能量代谢和自噬缓解 TBI大鼠的脑损伤，银杏内酯 K可能

是治疗 TBI的候选天然药物，而 AMPK介导的能量代谢和自

噬途径可能是 TBI的新治疗靶标。
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