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摘要# 目的!探讨银杏酮酯 "0&$F1-W&9-W, /]<X3?<# 缓释微丸和速释微丸对大鼠大脑中动脉栓塞 "24YY0/?/X/_X303X</X\
6??0=>46:& H‘GF# 所致缺血损伤的神经保护作用及释药速度对药效的影响’ 方法!)’ 只雄性 BU大鼠分为速释微丸
组( 缓释微丸组( 模型对照组及假手术组’ 除假手术组& 其他组大鼠采用插线法制备H‘GF’ 灌胃 , Y后& 采用 % 分
行为指标评分& 记录脑质量& 采用 ..‘染色测定脑梗死范围’ 取脑组织测定一氧化氮 "EF#( 一氧化氮合成酶
"EFB#( 乳酸 "5U# 及乳酸脱氢酶 "5UC# 的含有量及活性’ 结果!速释微丸组大鼠的行为指标评分( 脑指数( EF

含有量与模型组相比有显著性差异& 5U含有量具有极显著性差异$ 而缓释微丸组与模型组相比& 其 EF含有量& 诱
导型一氧化氮合酶 "4EFB#( 总一氧化氮合酶 ".EFB#( 5UC活性具有显著性差异& 行为指标评分( 脑指数和 5U含
有量具有极显著性差异’ 缓释微丸组和速释微丸比较& 脑梗死率具有显著性差异& 缓释微丸相比速释微丸组效果更
好’ 结论!对于脑缺血再灌注的防治& 银杏酮酯可能制备成缓释制剂效果更理想’
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!!脑缺血再灌注是一种临床常见疾病& 其机制较
为复杂& 主要是与自由基过度形成( 兴奋性氨基酸
毒性作用( 细胞内钙超载( 炎性反应等多种机制有
关)"* ’ 其中神经细胞凋亡是脑缺血K再灌注损伤后
出现的最重要的形式& 神经元的损伤( 坏死( 凋亡
等与活性氧引发的脂质过氧化密切相关& 而抗氧化
剂可以通过提高抗氧化酶( 清除自由基等途径有效
地阻断或防止这一过程)#()* ’

银杏叶提取物 "0&$F1-W&9-W, /]<X3?<& Je1#
是治疗心脑血管疾病的常用原料药)+(%* & 其主要有
效成分为黄酮类和萜内酯)’* ’ Je1能有效清除氧
自由基和过多的 EF& 防止脑缺血造成的细胞膜离
子转运紊乱& 阻止细胞内钙超载& 保护脑细胞),* &
增加脑血流& 改善脑血管循环等功能’ 尽管 Je1
治疗脑血管疾病疗效确切& 但是目前市场上 Je1
的相关已上市制剂或其研究报道很多& 有速释制
剂& 如银杏酮酯分散片)*(-*和缓释制剂)"&(""* & 但是
很少有报道对于脑缺血再灌注的防治& 到底缓释制
剂还是速释制剂的效果更理想’

因此本研究采用插线法阻塞大鼠大脑中动脉
"H‘GF# 制备局灶性脑缺血模型& 考察了速释和
缓释 # 种不同释药速度的银杏酮酯微丸抗局灶性脑
缺血的效果& 初步探讨 Je1微丸释药速度与药效
之间的关系’
HI材料与方法
"L"!动物!BU大鼠& 雄性& 体质量为 ##& b
#%& O& 浙江中医药大学动物实验研究中心提供’
"L#!药物与试剂!银杏酮酯 "上海得恩德医药科
技有限公司& 批号 #&")&##*#$ 银杏酮酯速释和缓
释微丸 "自制& 批号 #&"+&)"##$ 一氧化氮 "EF#
检测试剂盒( 一氧化氮合成酶 "EFB# 检测试剂
盒( 乳酸 "5U# 检测试剂盒( 乳酸脱氢酶 "5UC#
检测试剂盒( ..‘染色检测试剂盒 "南京建成生
物工程研究所#$ e‘G蛋白浓度测定试剂盒 "碧云
天生物技术研究所#$ 羧甲基淀粉钠 "烟台金昱变
性淀粉有限公司#$ 微晶纤维素 "美国 AH‘公司
惠赠#$ 尤特奇D5)&U( 尤特奇 DB)&U "德国罗姆
公司#$ 柠檬酸三乙酯 "昌乐屹立化工有限公司#$
吐温(*&( 硬脂酸甘油酯 "上海强顺化学试剂有限
公司#$ 甲基硅油 "杭州树脂总厂#$ 其余试剂均

为市售分析纯’
"L)!仪器!*&(# 离心沉淀机 "上海手术器械厂#$
Pa,%- >紫外(可见分光光度计 "上海精密科学仪
器有限公司#$ %%& 酶标测定仪 "日本 e46(X/Y 公
司#$ Uc(B#+ 电热恒温水浴锅 "上海精宏实验设
备有限公司#$ UJJ(-&,&e电热鼓风干燥箱 "上海
森信实验仪器有限公司#$ cV%#&&U1型超声波清
洗器 "昆山市超声仪器有限公司#$ SCV("&& 流化
沸腾颗粒包衣机 "辽宁医联新药技术研究所#$
H4:4(#%& 低温挤出滚圆微丸机 "深圳市信宜特制药
设备有限公司#$ SG#&)C电子分析天平 "常州市
幸运电子设备有限公司#’
"L+!银杏酮酯缓释微丸的制备
"L+L"!速释微丸的制备)"#*!采用挤出滚圆法& 称
取适量Je1与辅料混匀& 加适量润湿剂制成软材&
经过筛选和优化& 确定速释丸芯的基本处方为
Je1+&!& 微晶纤维素 "H‘‘# %*!& 羧甲基淀
粉钠 #!$ 挤出速度 %& CT( 滚圆速度为 +& CT& 滚
圆时间为 % 24:& 该法制备的微丸粉体学性质( 收
率和溶出结果的平行性较好& 微丸中黄酮类成分和
内酯类成分均在 # 8内快速释放并且体外累积释放
率达到 *&!上’
"L+L#!缓释微丸的制备)"#*!采用尤特奇 DBKD5
)& U作为包衣材料& 流化床包衣法对 ."L+L"/ 中
速释丸芯进行包衣& 通过筛选和优化后的处方工艺
为1=YX3O4<DB )& U+L% O( 1=YX3O4<D5)& U&L% O(
柠檬酸三乙酯 ".1‘# &L) O( 硬脂酸甘油酯
"JHB# &L&,% O( 聚山梨酯 *&&L&’ O$ 蒸馏水
"& 25’ 包衣工艺为鼓风机频率为 )% CT& 喷气压
力为 #& [I3& 蠕动泵转速为 &L+ b"L% XK24:& 熟化
时间 #+ 8’ 结果微丸中黄酮类成分和内酯类成分均
在"# 8内达到缓慢释放并且体外累积释放率达到
*&!以上’
"L%!大鼠脑缺血实验与相关指标的检测和统计
"L%L"!动物分组及给药!BU大鼠随机分为速释微
丸组( 缓释微丸组( 模型组( 假手术组& 每组各 -
只& 分别给予相应的银杏酮酯微丸 #+ 2OK"[O-Y#&
模型组及假手术组分别给予含等量 H‘‘的生理
盐水’
"L%L#!脑缺血大鼠模型的制备!灌胃 , Y 后& 参
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考56:O3法)")*对Je1速释微丸组( Je1缓释微丸
组( 模型组的大鼠进行 H‘GF造模’ 大鼠经 #&!
乌拉坦 "% 25K[O# 腹腔注射麻醉后仰卧位固定&
在颈部正中做约 "L% ?2长的切口& 依次暴露右侧
颈总动脉 "‘‘G#( 颈外动脉 "1‘G# 和颈内动脉
"M‘G#& 手术线结扎‘‘G的近心端及1‘G分叉端’
夹闭颈内动脉& 在颈外动脉上剪一小口& 将圆口端
的栓线 "直径 &L#+ 22# 插入小口向 M‘G缓慢送
入& 进线约 "* 22略感到阻力后固定栓线’ 缺血
后 "L% 8& 轻轻拉出栓线并缝合皮肤’ 假手术组动
物除不插入栓线外& 其余所有操作均同手术组’
"L%L)!行为指标评分!参考 56:O3等 % 分制评分
法于大鼠手术后 #+ 8 进行行为评分’ 无精神损伤
症状为 & 分$ 不能完全伸展对侧前爪为 " 分$ 向对
侧转圈为 # 分$ 向对侧倾倒为 ) 分$ 不能自发行
走& 意识丧失为 + 分’
"L%L+!脑梗死率测定!缺血 #+ 8 后麻醉大鼠& 开
胸& 穿针于心脏左心室并剪开右心耳& 用生理盐水
冲洗& 然后断头取脑& 精密称取脑质量& g#& d
速冻 #& 24:& 从额极向枕极作厚度为 # 22的冠状
切片 ’ 片& 立即置于 ..‘染色液中& ), d避光孵
育 #% 24:’ 吸走染液& 洗掉切片表面多余的染液&
再用 "&!多聚甲醛固定& 采用自制软件计算全脑
面积和梗死面积& 得出脑梗死率’

"L%L%!观察指标及检测方法!取缺血侧半脑分离
出脑皮质组织& 冰水浴下用 - 倍体积生理盐水制成
"&!的组织匀浆& # %&& XK24: 离心 "& 24:& 取上
清液& 供脑皮质中 EF( EFB( 5U( 5UC及蛋白含
有量检测用’
"L%L’!统计学分析!实验数据采用 BIBB ",L& 统
计软件进行方差分析& 组间均数比较采用单因素方
差分析 "6:/Z3\GEFaG# 和 5BU检验& 数据以
Di)表示& 以:k&L&% 为差异有统计学意义’
JI结果
#L"!脑梗死率测定!..‘有氧化型和还原型 # 种
状态& 氧化型呈无色& 还原型呈红色’ 正常脑组织
内含有还原型尼克酰胺腺苷二核苷酸 "EGUIC#&
能将无色的氧化型 ..‘还原成红色’ 脑缺血后&
梗塞区域的神经细胞缺血坏死& EGUIC丧失& 不
能将..‘还原& 该区域脑组织呈灰白色& 从而可
区分梗塞区与正常区)"+* ’ ..‘染色结果表明& 模
型组可见明显的白色梗死区& 说明大鼠大脑中动脉
栓塞模型已造成功’ 经过 Je1微丸给药 , Y 后的
造模组& 白色的梗死区明显减小 "见图 "#’ 从脑
梗死率结果来看& 与模型组相比& 缓释微丸组和速
释微丸组均有显著性下降 ":k&L&%& :k&L&"#’
两治疗组比较& 缓释微丸组效果更好& 统计学具有
显著性差异 ":k&L&"#& 见表 "’

图 HI;;=染色后各组脑片观察
N$0MHIAL*’.[+)$#/#&L.+$/*,$(’+&)’.;;=*)+$/$/0

表 HI各组大鼠脑梗死率结果 %,P+’
;+LMHI<’*2,)*#&.+)$/&+.()$#/.+)’%,P+’

项目 假手术组 模型组 速释微丸组 缓释微丸组
脑梗死率K! &L&& i&L&& #,L# i&L&%!! #%L+ i&L&’j -L# i&L&)jj""

!!注! 与假手术组比较&!!:k&L&"$ 与模型组比较&j:k&L&%&jj:k&L&"$ 与速释微丸组比较&"":k&L&"

#L#!大鼠行为指标评分及脑指数结果!模型组大
鼠的行为障碍( 脑指数明显大于假手术组 ":k
&L&"#& 说明造模成功$ 预先给予Je1微丸的组别
可改善大鼠的行为障碍& 与模型组比较& 速释微丸
组行为学和脑指数有显著性差异 ":k&L&%#$ 缓
释微丸组行为学评分和脑指数均具有极显著性差异

":k&L&"#& 速释微丸和缓释微丸 # 组比较无显著
性差异 ":n&L&%#’ 见表 #’
#L)!脑皮质EF含有量及 EFB 活性!与假手术组
比较& 模型组EF含有量( .EFB 活性( 4EFB 活性
显著增加 ":k&L&"#$ 与模型组比较& 速释微丸
组EF含有量显著降低 ":k&L&%#& 缓释微丸组
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!!表 JI各组大鼠行为指标评分及脑指数结果 %,P+’
;+LMJI<’*2,)*#&.+)L’1+[$#.+,$/"’5 *(#.’*+/"L.+$/$/!

"’5 %,P+’

组别 行为指标评分K分 脑指数K"O-"&& Og"#
假手术组 &L&&& i&L&&& &L,+) % i&L&&) &
模型组 )L))) i"L&))!! &L*’% ) i&L&’, #!!

速释微丸组 #L%&& i&L%+*j &L*&# - i&L&#+ &j

缓释微丸组 #L#*’ i&L+**jj &L,*) , i&L&)* )jj

!!注! 与假手术组比较&!!:k&L&"$ 与模型组比较&j:k&L&%&
jj:k&L&"

EF含有量( .EFB 活性( 4EFB 活性与模型组相比
均明显降低 ":k&L&%#’ 缓释微丸和速释微丸 #
组之间无显著统计学差异 ":n&L&%#’ 见表 )’
表 KI各组大鼠脑皮质EA$ EA:检测结果 %,P+’

;+LMKI<’*2,)*#&.+)EA#&(’.’L.+,(#.)’5 +/"EA:"’!
)’()$#/%,P+’

组别
EFK

"2260-OWX6<g"#

.EFBK

"P-2OWX6<g"#

4EFBK

"P-2OWX6<g"#
假手术组 &L&)- ’ i&L&&# " "L+%)% i&L&%# ’ &L#%% ’ i&L&+* +
模型组 &L&*& # i&L&"" &!! #L-)# ’ i&L"’* #!! &L%-, # i&L&%* )!!

速释微丸组 &L&%) , i&L&"# )j #L*", # i&L)*) & &L%+- ) i&L&*) -
缓释微丸组 &L&%) & i&L&&) ,j #L+), + i&L#&, +j &L+,+ ) i&L&,% #j

!!注! 与假手术组比较&!!:k&L&"$ 与模型组比较&j:k&L&%

#L+!脑皮质5U含有量及 5UC活性!与假手术组
相比& 模型组 5U含有量显著增加 ":k&L&"#&
5UC活性显著降低 ":k&L&"#$ 与模型组比较&
速释微丸组5U含有量显著降低 ":k&L&"#$ 缓释
微丸组 5U含有量显著降低 ":k&L&"#& 5UC活
性显著升高 ":k&L&%#& 速释微丸组和缓释微丸
组5U含有量没有统计学差异统计学’ 见表 +’
表 OI各组大鼠脑皮质DB$ DB@检测结果 %,P+’

;+LMOI<’*2,)*#&.+)DB#&(’.’L.+,(#.)’5 +/"DB@"’!
)’()$#/%,P+’

组别 5UK"2260-OWX6<g"# 5UCK"P-OWX6<g"#
假手术组 &L&,) ) i&L&") ’ &L&#, , i&L&&& *
模型组 &L#&* ) i&L&"# ’!! &L&#" , i&L&&# %!!

速释微丸组 &L"+# % i&L&’’ ’jj &L&#+ ’ i&L&&" "
缓释微丸组 &L"’% & i&L&,& ,jj &L&#% , i&L&&" ,j

!!注! 与假手术组比较&!!:k&L&"$ 与模型组比较&j:k&L&%&
jj:k&L&"

KI讨论
在体外溶出度试验中& 银杏酮酯速释微丸成分

在 # 8 之内溶出度达到 *&!& 而缓释微丸在 "# 8
之内溶出 *&!左右’ 但根据课题组先前的体内药
物动力学实验证明& 缓释微丸组药动学参数进行分
析发现黄酮醇苷类 "槲皮素( 异鼠李素# 具有较
显著的缓释作用& 而萜类内酯 "银杏内酯G( 银杏

内酯e( 银杏内酯 ‘( 白果内酯# 缓释作用不明
显’ 而我们在采用血脑同步微透析方法研究了大鼠
口服给药银杏酮酯后黄酮类和内酯类成分在血液和
脑中的药物浓度及药物分布系数’ 结果发现黄酮类
成分无法在脑中检测到’ 内酯类成分除白果内酯只
能在血液中检测到外& 银杏内酯 G( e( ‘在脑部
和血液中均可以检测得到’ 这可能是由于黄酮类成
分极性和分子量相对较大& 肠渗透性和透过血脑屏
障的比例都很小& 加上代谢不稳定& 因此无法测定
得到’ 而内酯类成分的分子量和极性相对较小& 因
此吸收入肠和入脑的量相比黄酮类成分大大增加&
也说明采用银杏酮酯治疗脑部疾病主要起作用的可
能是内酯类成分’ 因此& 综合以前的实验结果& 在
本实验中缓释微丸组和速释微丸组在大部分药效指
标上无显著性差异可能与以上原因相关& 而且本试
验中是采用先给药 , Y后然后造模的方式& 这可能
也会降低 # 组之间药效的差异化’

由于脑组织完全依赖血液供给氧和葡萄糖& 缺
血时氧供应阻断& 脑组织只能通过无氧代谢补充能
量& 造成无氧代谢产物的堆积)"%* ’ 研究显示& 脑
缺血再灌注损伤可使大脑皮质 5U含有量急剧升
高& 而银杏酮酯微丸明显减少了脑皮质 5U的含有
量& 提示银杏酮酯速释和缓释微丸对脑缺血再灌注
损伤均有明显的缓解作用& 并且均与其能够降低脑
无氧代谢产物水平有关’ 5UC是一种和葡萄糖代
谢有关的酵素& 它广泛存在于身体各器官组织& 几
乎身体的细胞受到伤害或死亡都会释放出 5UC&
本研究观察到速释微丸组 5UC虽有变化趋势& 但
与模型组相比并无统计学意义& 而缓释微丸组
5UC降低较为明显& 说明缓释微丸组保护脑细胞
的作用更好’

EF是以 .(精氨酸为底物& 在一氧化氮合酶
":4<X4?6]4Y/>\:<83>/& EFB# 催化下产生的’ 在脑
缺血K再灌注中 EF有神经毒性和神经保护双重作
用& 低浓度扩张血管( 改善缺血组织血供( 抑制血
小板聚集( 减轻缺血K再灌注损伤& 具有一定的神
经保护作用$ 高浓度参与脑缺血急性脑损伤与迟发
神经元死亡过程& 即诱导神经细胞凋亡)"’* ’ 但由
于EF极不稳定& 且半衰期仅数秒钟& 于是研究主
要集中在催化作用的4EFB上& 4EFB只是在细胞受
到刺激而被激活才发挥功效& 它的激活不依赖
‘3#p& 受内毒素及细胞因子刺激时& 4EFB 激活持
续产生大量的EF)",* & 发挥细胞毒性作用’ 而过量
的EF能与超氧阴离子形成 FEFFg和 FCg& 导致

)%#
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UEG氧化& 抑制UEG修复酶的作用& 损伤线粒体
膜& 使线粒体形成漏道& 开放线粒体转换孔& 使细
胞能量衰竭)"** ’ 本研究表明& 经银杏酮酯微丸干
预后& 可明显抑制 4EFB 活性和 .EFB 的量& 从而
降低EF的生成& 这说明银杏酮酯微丸对急性脑缺
血神经元具有保护作用& 其机制可能与增加局部血
流与抑制4EFB活力表达有关’

本实验中& 采取先给药 , Y 然后造模的方式&
, Y时间略偏短& 但是由于不能破坏缓释微丸的包
衣层& 只能以整体微丸灌胃& 要采取比较特殊的方
式和自制的灌胃针& 相对操作比较困难& 而且对大
鼠的食道有一定的损伤& 因此只采取预先灌胃 , Y
的方法& 但由于剂量较大& 因此相对于模型组效果
还是比较明显’
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