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银杏叶提取物对去卵巢大鼠
学习记忆功能的影响

Ξ

何玉龙, 范光丽, 吴月红, 张永德, 田光明, 阿依木古丽
(西北农林科技大学 动物科技学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　利用水迷宫法研究了银杏叶提取物 (EGb) 对去卵巢大鼠学习记忆功能的影响, 同时利用免疫组织

化学 SP 法检测了大鼠海马中乙酰胆碱转移酶 (ChA T )和神经元型一氧化氮合酶 (NO S1)的表达情况。结果表明, 去

卵巢后大鼠学习记忆功能明显下降, 海马中 ChA T 阳性神经元的表达明显减弱 (P < 0. 05) ,NO S1 阳性神经元 (除

CA 2 区)的表达明显增强 (P < 0. 01) ; EGb 对雌激素缺乏所致的学习记忆功能下降具有明显的改善作用, 其作用是

通过增强海马中ChA T 阳性神经元的表达和抑制NO S1 阳性神经元的表达而实现的。
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H E Yu2long, FAN Guang2li,W U Yue2hong, ZHAN G Yong2de, T IAN Guang2m ing,A yim ugu li
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Abstract: To invest iga te the effect of G inkg o biloba ex tract (EGb) on the learn ing and m emo ry ab ilit ies

of ovariectom ied ra ts. T he exp ression of ChA T 2 and NO S12po sit ive neu ron in the h ippocampu s of ra ts and

the funct ion of learn ing and m emo ry of ra ts w ere ob served by the m ean s of imm unoh istochem istry and

M o rris w ater m aze respect ively. A s a resu lt, the learn ing and m emo ry ab ilit ies of ovariectom ied ra ts w ere

sign if ican t ly decreased, the exp ression of ChA T 2po sit ive neu ron of ovariectom ied ra ts w as allevia ted re2
m arkab ly (P < 0. 05) , the exp ression of NO S12po sit ive neu ron (excep t of CA 2 dist rict) w as increased sig2
n if ican t ly (P < 0. 01). A ll the resu lts illu st ra ted that EGb can effect ively imp rove the learn ing and m emo ry

of impairm en t by the defect of est rogen, and th is m ay be imp lem en ted th rough increasing the exp ression of

ChA T and inh ib it ing the exp ression of NO S12po sit ive neu ron in the h ippocampu s of ra ts.
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　　雌激素对人类及动物学习、记忆和认知功能具

有重要的作用[124 ] , 手术切除卵巢的患者和自然绝经

后的妇女会出现学习和记忆能力减退、情感异常、焦

虑等变化, 甚至出现认知功能障碍、人格改变和短期

记忆丧失, 严重者可发展为老年性痴呆 (A lzheim erπs

D isease,AD )等[5 ]。目前, 对雌激素缺乏的治疗方法

主要是雌激素替代疗法 ( E strogen rep lacem en t

therapy, ER T ) , 但其可产生严重的副作用, 如可引

发多种癌症。有研究表明, 银杏叶提取物 (G inkg o

biloba ex tract, EGb) 对老年性痴呆、老年性记忆减

退、衰老等疾病有显著的预防和治疗效果[6 ]。近年

来, 美国将银杏叶用作保健食品, 欧洲一些国家将其
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作为植物药, 广泛用于防治记忆力下降、痴呆及心脑

血管疾病[7 ]。但 EGb 对去卵巢致雌激素缺乏引起的

学习记忆功能障碍的治疗效果至今未见研究报道。

为此, 本试验研究了 EGb 对去卵巢大鼠学习记忆功

能的影响, 并对其可能的作用机制进行了初步探讨,

以期为临床合理应用 EGb 提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　试验动物及其分组　3 月龄健康 SD 雌性大

鼠, 购自第四军医大学实验动物中心, 共 24 只, 质量

210～ 230 g。24 只 SD 大鼠分为A ,B , C 3 组, 每组 8

只, 各组大鼠采用 100 göL 水合氯醛腹腔注射麻醉

后, A 组做假手术, 只剖开腹腔不摘除卵巢; B 和 C

组摘除双侧卵巢, C 组卵巢摘除 1 周后, 隔天腹腔注

射 20 m gökg 的银杏叶提取物 (EGb) , A 和B 组隔

天腹腔注射相同量的生理盐水, 连续注射 4 周。

1. 1. 2　试剂及药物　免疫组化超敏 SP 试剂盒 (福

州迈新公司产品) ; 兔抗ChA T , NO S1 多克隆抗体

(武汉博士德公司生产) ; 银杏叶提取物金纳多 (德国

威玛舒培博士药厂产品, 进口药品注册证号

BX20010117) ; 四盐酸 3, 32二氨基联苯胺 (DAB ,

Sigm a 公司生产) 及牛血清白蛋白 (BSA )、葡萄糖氧

化酶等。

1. 2　大鼠学习记忆功能的测定

1. 2. 1　水迷宫试验装置设计　迷宫设计参照宿宝

贵[8 ]的方法, 长宽各 100 cm , 高 35 cm , 泳路宽 12

cm , 泳路长 220 cm , 水深 25 cm , 水温 (23±1) ℃。每

次训练结束后清洗泳路侧壁以消除嗅觉提示。

1. 2. 2　学习记忆功能的测定　最后一次注射 24 h

后, 进行水迷宫试验。让大鼠在水中自由游泳 2

m in, 让其熟悉环境。第 2 天开始测定, 每只大鼠每

天上、下午各连续进行 4 次测定, 中间休息 2 m in,

连测 7 d。以大鼠自水迷宫起点游至终点所需时间和

途中进入盲端的错误次数作为衡量学习获得及记忆

巩固能力的指标。

1. 3　大鼠海马中ChA T 和NO S1 表达的检测

水迷宫测试后各组大鼠用 100 göL 水合氯醛腹

腔注射麻醉, 主动脉灌注固定, 取脑, 于 40 göL 多聚

甲醛 (pH 7. 4)中固定, - 4 ℃保存。再转至 200 göL
蔗糖 PB 液 (pH 7. 4) 保存至沉底。用恒温冰冻切片

机 (美国AO 公司生产)连续冠状切片, 片厚 35 Λm ,

取切片两套分别做ChA T 和NO S1 免疫组化染色。

免疫组化染色参考试剂盒说明书, 第一抗体

ChA T 和NO S1 多克隆抗体稀释比例分别为 1∶

150 和 1∶200 (体积比) , 同时设阴性对照组, 用硫酸

镍氨增强的DAB 进行呈色, 明胶裱片, 常规梯度酒

精脱水、二甲苯透明, 中性树胶封片, 显微镜观察。阳

性产物呈蓝黑色或蓝色, 阴性对照组无阳性产物。

1. 4　分析处理

每组 ChA T 和NO S1 免疫组化染色切片随机

选取海马各区中 5 个相同部位, 用M o tic 数码显微

镜拍照, 用江苏捷达 801 形态分析软件对阳性细胞

进行分析, 测量阳性细胞的灰度值 (阳性产物表达越

强其灰度值越小)。数据以均数±标准差 (xθ±SD )表

示, 用 t 检验进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　EGb 对去卵巢大鼠学习记忆能力的影响

　　EGb 对去卵巢大鼠学习记忆能力的影响测定

结果见表 1。

表 1　大鼠游完水迷宫全程所需时间和错误次数

T able 1　T im e needed fo r once sw imm ing of rats and erro r reaction that the rats sw am in the M o rris w ater m aze

组别
Group

所需时间ös T im e

第 1 天
F irst day

第 2 天
Second day

第 3 天
T h ird day

第 4 天
Fourth day

第 5 天
F ifth day

第 6 天
Six th day

第 7 天
Seven th day

A
B
C

34. 71±10. 45
39. 15±14. 11
39. 63±13. 94

31. 88±10. 563

50. 93±10. 21
36. 89±14. 24

29. 57±4. 453

43. 13±8. 91
35. 78±7. 59

27. 16±7. 18
30. 97±14. 85
29. 73±16. 96

25. 20±4. 323

36. 15±4. 90

26. 22±4. 333

21. 09±7. 273

33. 14±5. 76

22. 90±6. 403

13. 59±2. 063 3

24. 65±4. 55

13. 80±6. 443

组别
Group

错误次数D efau lt frequency

第 1 天
F irst day

第 2 天
Second day

第 3 天
T h ird day

第 4 天
Fourth day

第 5 天
F ifth day

第 6 天
Six th day

第 7 天
Seven th day

A
B
C

3. 75±1. 28
4. 63±2. 80
4. 75±1. 67

3. 25±2. 793

5. 34±3. 70
4. 50±1. 43

3. 13±0. 993

4. 88±1. 89
3. 88±0. 83

2. 88±1. 25
3. 25±1. 04
3. 13±0. 83

2. 50±1. 203

4. 00±1. 31

2. 75±1. 043

1. 88±0. 993

3. 50±1. 41

2. 00±1. 313

0. 88±0. 643 3

2. 63±0. 74

1. 34±0. 923 3

　　注: 3 表示与B 组相比, 差异显著 (P < 0. 05) ; 3 3 表示与B 组相比, 差异极显著 (P < 0. 01)。下表同。

N o te: 3 Stand P < 0. 05; 3 3 stand P < 0. 01 con tro lled w ith B group. T he sam e to the nex t.
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　　由表 1 可知, 与A 组 (假手术组) 相比, B 组 (去

卵巢组) 大鼠游完水迷宫全程所需时间和错误反应

(除第 1, 4 天外) 均显著或极显著增加 (P < 0. 05 或

P < 0. 01) ; 与B 组 (去卵巢组) 相比, C 组 (EGb 治疗

组) 大鼠游完水迷宫全程所需时间和错误反应次数

从第 5 天起均显著或极显著降低 (P < 0. 05 或 P <

0. 01)。以上结果说明, 去卵巢大鼠的学习记忆功能

明显降低, 而注射 EGb 后学习记忆功能有所改善。

2. 2　对去卵巢大鼠海马中ChA T 和NO S1 表达的

影响

2. 2. 1　对 ChA T 表达的影响　由图 1 可以看出,

ChA T 阳性神经元分布于海马各层。由表 2 可知, 与

A 组 (假手术组) 相比, B 组 (去卵巢组) 大鼠 ChA T

在海马 CA 1 和 CA 2 区中的表达显著减弱 ( P <

0. 05) , 在 CA 3 区和齿状回中的表达极显著减弱

(P < 0. 01) ; 与B 组 (去卵巢组) 相比, C 组 (EGb 治

疗组) 大鼠海马 CA 1, CA 2, CA 3 区和齿状回中

ChA T 的表达显著增强 (P < 0. 05)。

2. 2. 2　对NO S1 表达的影响　由图 2 可以看出, 各

组大鼠海马中NO S1 阳性神经元分布于海马各层,

以放射层和锥体层最多。由表 2 可知, 与A 组 (假手

术组) 相比,B 组 (去卵巢) 大鼠海马中CA 1、CA 3 区

和齿状回中NO S1 表达显著增强 (P < 0. 01) , CA 2

区变化不明显; 与B 组 (去卵巢组) 相比, C 组 (EGb

治疗组)大鼠海马CA 1 区和齿状回中NO S1 表达显

著减弱 (P < 0. 05) , CA 3 区极显著减弱 (P < 0. 01) ,

但CA 2 区变化不明显。

图 1　大鼠海马CA 1 区ChA T 免疫阳性产物 (×100)

a. 假手术组 (A 组) ; b. 去卵巢组 (B 组) ; c. EGb 治疗组 (C 组)

F ig. 1　Exp ression of ChA T in the CA 1 of h ippocampus (×100)

a. In tact con tro l group (A ) ; b. ovariectom ied group (B) ; c. group treated w ith EGb (C)

表 2　EGB 对大鼠海马中ChA T 和NO S1 表达的影响

T able 2　Effect of the exp ression of ChA T and NO S1 on the h ippocampus of rats

组别
Group

ChA T 阴性产物灰度值 ChA T gray level

CA 1 CA 2 CA 3 齿状回
Gyrus den tatus

A

B

C

87. 2459±5. 07323

104. 4433±12. 6764

91. 1162±6. 71363

90. 9161±5. 34213

99. 8057±6. 4429

92. 5876±1. 86933

88. 4251±5. 70523 3

105. 2925±5. 7644

91. 6869±7. 46063

97. 4218±7. 23283 3

109. 5626±6. 6037

101. 3723±4. 42793

组别
Group

NO S1 阴性产物灰度值NO S1 gray level

CA 1 CA 2 CA 3 齿状回
Gyrus den tatus

A

B

C

105. 6942±3. 00723 3

85. 4483±3. 7591

103. 1346±12. 15363

97. 5864±6. 3920

88. 1993±6. 4866

93. 8431±4. 3309

105. 2069±4. 80693 3

90. 0784±7. 9517

103. 0967±9. 78863 3

107. 1580±7. 15973 3

82. 1217±6. 6414

98. 8728±10. 03653
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图 2　大鼠海马CA 3 区NO S1 免疫阳性产物 (×100)

a. 假手术组 (A 组) ; b. 去卵巢组 (B 组) ; c. EGb 治疗组 (C 组)

F ig. 2　Exp ression of CA 3 in the h ippocampus (×100)

a. In tact con tro l group (A ) ; b. ovariectom ied group (B) ; c. group treated w ith EGb (C)

3　讨　论

银杏 (G inkg o biloba ) 为银杏科银杏属植物, 别

名白果树、公孙树, 其药用部位主要是叶和果。研究

证实, EGb 具有广泛的药理作用, 如拮抗血小板活

化、清除自由基、抗炎、抗过敏[9 ]。去卵巢后, 机体内

雌激素水平下降, 直接影响神经元的活性和修复。中

枢胆碱能神经系统的海马胆碱能细胞的功能障碍,

是导致各种类型痴呆和记忆功能下降的重要原

因[10 ]。并且人衰老过程及血管性痴呆病程中伴有的

记忆力减退, 也主要是由于胆碱能神经系统的全面

衰退引起的[11 ]。ChA T 是胆碱能神经的标志酶, 其

活性代表乙酰胆碱 (acetylcho line, A ch ) 合成的水

平。一氧化氮 (n it ric ox ide,NO )性质活跃, 它的生物

学效应很大程度上取决于催化其生成的一氧化氮合

酶 (NO S)的活性。NO S 的活性可间接反映NO 的生

成量。研究发现,NO 在中枢神经系统内具有双重作

用, 正常情况下作为一种神经递质参于学习记忆的

过程[12 ] , 是中枢神经系统中不可缺少的信使分子,

但一氧化氮在细胞内积累过多会导致神经元坏死或

凋亡, 使学习记忆功能受到损害[13 ]。

本试验中大鼠双侧卵巢切除后, 体内雌激素缺

乏, 导致大鼠学习记忆功能下降, 表现为游完水迷宫

全程所需时间和出错次数均明显增加, 海马中与学

习记忆密切相关的ChA T 表达明显减弱, 而NO S1

在CA 1, CA 3 及D G 区的表达增强, 在CA 2 区差异

不显著, 这与李慧[14 ]的研究结果一致。目前, 关于去

卵巢后大鼠海马中NO S1 阳性神经元表达的研究

主要集中在阳性神经元数量的变化上[15216 ] , 而对

NO S1 表达的强弱很少有报道。注射 EGb 后大鼠的

学习记忆功能显著提高 (表现为大鼠游完水迷宫全

程所需时间和错误反应次数均明显降低) , 海马各区

ChA T 的表达增强, 同时NO S1 在 CA 1, CA 3 区和

齿状回中表达减弱, 但在 CA 2 区的表达变化不明

显, 可能与 CA 2 区的功能有关。颜艳等[16 ]研究认

为, CA 1, CA 3 区和D G 区与学习记忆有密切的关

系, 而CA 2 区与学习记忆的关系目前还无报道。

本试验结果显示, 银杏叶提取物对雌激素缺乏

大鼠学习记忆功能障碍有改善作用, 其作用一方面

是通过提高海马中ChA T 的表达, 进而增强中枢胆

碱能神经系统的功能; 另一方面是抑制NO S1 阳性

神经元的表达, 防止细胞内一氧化氮积累过多而导

致神经元坏死或凋亡。但这不排除还有其他因素作

用的可能, 因此银杏叶提取物的作用机理仍有待于

进一步的研究。
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